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摘要!为探究裂殖壶菌积累类胡萝卜素的营养胁迫调控手段!考察了发酵中期"$! Q 起$!不同葡萄

糖补加质量浓度&酵母提取物补加质量浓度对裂殖壶菌生长&油脂合成和类胡萝卜素合成的影响%

结果表明'仅补加较低质量浓度葡萄糖时!裂殖壶菌生物量和油脂产量虽较低!但胞内类胡萝卜素

含量较高#在 0 G发酵罐中&发酵中期!采用溶氧反馈控制葡萄糖流加策略!人为制造葡萄糖亚适量

补加条件!在发酵 )& Q时胞内类胡萝卜素含量达到最大!为 #0#5"

!

MbM!相比葡萄糖充足供应条件

下的水平提高了 ' 倍以上% 综合发酵实验结果和裂殖壶菌代谢途径分析!可推测'油脂合成期葡萄

糖亚适量补加可限制细胞生长&弱化裂殖壶菌胞内油脂合成途径!胁迫碳源流向类胡萝卜素合成途

径!促进类胡萝卜素的大量积累%

关键词!裂殖壶菌#类胡萝卜素#碳源#油脂
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((类胡萝卜素$是广泛分布于自然界中一类脂溶

性色素的总称$已被发现的种类超过了 $0" 种$存在

于动物'植物'真菌'藻类等生物体内(#)

% 类胡萝卜

素的典型结构由 & 个异戊二烯单位组成$而共轭双
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键数量'成环数量'以及含氧元素量的差异$使得不

同类胡萝卜素在颜色上具有一定差异$其中包括黄

色'橙红色'红色'红棕色(!)

% 类胡萝卜素是体内合

成维生素?的主要来源$同时具有抗氧化'保护视

网膜'调节免疫力'抑制肿瘤等多种功效$对人体健

康十分有益(2 %0)

%

相比化学合成法和植物提取法$利用微生物发

酵生产类胡萝卜素具有生产周期短'产物种类多'产

品质量稳定等优势$已成为研究的热点% 目前$合成

类胡萝卜素的微生物包括霉菌"三孢布拉霉菌#'酵

母类"红发夫酵母'粘性红圆酵母#'藻类"杜氏盐

藻'雨生红球藻#和光合细菌% 相较于其他微生物

和植物$藻类所产的类胡萝卜素种类最多'单位质量

细胞中的类胡萝卜含量更高$是理想的类胡萝卜素

生产菌株!但藻类的生长和产物合成必须依赖光照$

且细胞干重极低$阻碍了其应用于类胡萝卜素大规

模生产%

裂殖壶菌"=1>-#,1>80&-.!#是一种类似于藻类的

单细胞海洋真菌$主要应用于二十二碳六烯酸

"_A?#的工业发酵生产$其在合成大量脂肪酸的同

时$会合成多种类胡萝卜素作为脂质伴随物$包括

"

%胡萝卜素'角黄素'虾青素'海胆酮等(1 %$)

% 有研

究认为$裂殖壶菌以其生长速度快'发酵细胞密度

高'不依赖光照等特点$有潜力成为工业发酵合成类

胡萝卜素的生产菌株(&)

% 但在目前裂殖壶菌产

_A?的发酵条件下$胞内类胡萝卜素含量仅为 !" j

2"

!

MbM

() %##)

% 关于裂殖壶菌合成类胡萝卜素的发

酵条件摸索$仅有甘油相比葡萄糖更有利于裂殖壶

菌胞内类胡萝卜素的合成的报道(#!)

$而鲜有关于营

养胁迫促进裂殖壶菌大量积累类胡萝卜素的报道%

本研究通过调整发酵中期碳源和氮源的补加质

量浓度$探究处于油脂合成期的裂殖壶菌$在不同

碳'氮源补充条件下$胞内油脂和类胡萝卜素含量的

变化$试图通过调控营养物质供应水平胁迫裂殖壶

菌大量积累类胡萝卜素%

78材料与方法

#5#(实验材料

#5#5#(菌种

裂殖壶菌 =1>-#,1>80&-.!X[5>2# "?=@@!"&&&#$

武汉净宇微藻科技有限公司馈赠%

#5#5!(试剂与仪器

酵母提取物$购自 aRaH_公司!脂肪酸组分标

准品$购自 >.M,-公司!其他试剂均为分析纯$购自

国药集团%

0'!'J冷冻离心机$超净工作台$电子天平$

VnG低温冰箱" %!"db'd#$台式离心机$GJ%

YA%> !0 [A计$?M./;ES$&)"?气相色谱仪$@Jn%

!##! 摇床$$0! 紫外可见分光光度计$B_̀ !"" %#

氮吹仪$V_%#?%0" 真空冷冻干燥机$生化培养

箱$涡旋振荡器$高压灭菌锅$电磁炉%

#5#52(培养基

固体活化培养基&葡萄糖 0 MbG$酵母提取物

# MbG$胰蛋白胨 # MbG$海盐 '" MbG$琼脂 #0 MbG$初

始 [A150$##0d蒸汽灭菌 2" ,.E%

种子培养基&同固体活化培养基%

发酵培养基&葡萄糖 !" MbG"摇瓶#或 &" MbG

"发酵罐#$酵母菌粉 #" MbG$其他成分参照文献

(#2)%

#5!(实验方法

#5!5#(菌种培养方法

种子活化&将保藏于 %&"d冰箱中的裂殖壶菌

甘油管菌株划线接种到活化斜面上$于 !&d下培养

'& Q至平板上出现肉眼可见的浅黄色菌落% 挑取

活化后的单菌落$接种到含有 0" ,G种子培养基的

!0" ,G摇瓶中$于 !&d和 !"" 9b,.E 条件下培养

!' Q%

摇瓶发酵培养&按 #"<的接种量将种子培养液

接入装有 0" ,G发酵培养基的 !0" ,G摇瓶中$于

!&d和 !"" 9b,.E条件下培养% 初始葡萄糖质量浓

度为 !" MbG$发酵 $! Q开始补加一定质量浓度的葡

萄糖"或同时补加葡萄糖和酵母提取物#$以后每隔

!' Q补加 # 次$直至 #'' Q 发酵结束% 每个实验组

设置 2 个平行%

0 G发酵罐培养&按 #"<的接种量将种子培养

液接入 !50 G发酵液中$维持温度 !&d$初始 [A为

$5"$并使用稀盐酸b氨水调节发酵 [A稳定在 $5"

的水平% 初始搅拌转速 2"" 9b,.E$随着溶氧的下降

逐步增加搅拌转速至 $"" 9b,.E$后不再改变搅拌转

速% 发酵过程中流加葡萄糖浓缩液"0"" MbG#$发酵

$! Q之前$维持发酵液中葡萄糖质量浓度在 !" MbG

以上!发酵 $! Q 开始$根据设定的流加策略补加葡

萄糖浓缩液$直至发酵结束%

#5!5!(分析方法

发酵液还原糖量的测定&采用 _B> 法$参照文

献(#')%

细胞干重的测定&采用真空冷冻干燥法$参照文

献(#0)%

类胡萝卜素的提取与测定&参照文献(#1)%

油脂的提取及各脂肪酸组分测定&油脂提取及

甲酯化均参照文献(#$)$以十九烷酸作为内标% 用

2"#
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气相色谱法与内标法分别测定并计算油脂中各脂肪

酸组分的含量% 色谱条件&柱子 ?M./;ESAY%&&

"1" ,h"5!0 ,, h"5!

!

G#!VH_检测器$进样口

温度 !0"d$进样量 #

!

G!柱温条件为初始 #""d$

进样后以 !0db,.E的速率升至 #$0d$保持 #" ,.E$

继续以 0db,.E的速率升至 !2"d$保持 #" ,.E%

98结果与讨论

!5#(葡萄糖补加质量浓度对细胞干重&油脂&及类

胡萝卜素合成的影响

摇瓶发酵初始葡萄糖质量浓度为 !" MbG$发酵

$! Q起$' 个实验组每隔 !' Q 补加葡萄糖的质量浓

度分别为 !'0'#"'!" MbG% $! Q后每 !' Q葡萄糖补

加质量浓度为 ! MbG和 0 MbG时$发酵结束裂殖壶菌

呈现深橘红色% 当每 !' Q 葡萄糖补加质量浓度提

高到 #" MbG时$菌体颜色变浅$呈现出较浅的橘色%

当每 !' Q 葡萄糖补加质量浓度进一步提高到

!" MbG时$菌体红色完全消失$呈现黄色% 从菌体

颜色的变化可推测$葡萄糖的补加质量浓度可能会

影响裂殖壶菌胞内类胡萝卜素的合成%

进一步对不同实验组发酵液中葡萄糖质量浓

度'发酵结束时的细胞干重'胞内油脂含量和胞内类

胡萝卜素含量进行测定$结果如图 #'图 ! 及图 2

所示%

由图 # j图 2 可知$$! Q 后每 !' Q 补加葡萄糖

质量浓度为 ! MbG和 0 MbG时$葡萄糖供应量明显无

法满足裂殖壶菌的需求$发酵液中葡萄糖基本处于

耗尽状态"低于 # MbG#% 发酵结束时$细胞干重和

胞内油脂含量均处于较低水平$但胞内类胡萝卜素

含量较高% 其中每 !' Q 补加 0 MbG葡萄糖的实验

组$胞内类胡萝卜素含量达到 #2'50

!

MbM$类胡萝

卜素总产量达到 #5$) ,MbG$类胡萝卜素对于葡萄

糖的转化效率为 ')5#

!

MbM% 提高每 !' Q补加葡萄

糖质量浓度至 #" MbG后$细胞干重和胞内油脂含量

均有所提高$但胞内类胡萝卜素含量明显下降% 继

续提高每 !' Q补加葡萄糖质量浓度至 !" MbG$发酵

液中葡萄糖逐渐开始积累$表明葡萄糖供应量能够

完全满足裂殖壶菌的需求$此时细胞干重和胞内油

脂含量均为所有实验组中最高值$分别达到

!$52 MbG和 "5!&& MbM$但胞内类胡萝卜素含量却为

所有批次中最低$仅为 215"

!

MbM$相比最高水平降

低了 $25!<% 上述结果表明$发酵中期'葡萄糖补

加质量浓度低于菌体需求量"即亚适量补加#时$裂

殖壶菌处于碳饥饿状态$虽然会影响裂殖壶菌的进

一步生长和油脂合成$但可以显著促进胞内类胡萝

卜素的积累%

图 78葡萄糖补加质量浓度对发酵液中葡萄糖

质量浓度影响

图 98葡萄糖补加质量浓度对细胞干重的影响

图 ;8葡萄糖补加质量浓度对胞内油脂

88及类胡萝卜素含量的影响

!5!(酵母提取物补加质量浓度对细胞干重&油脂及

类胡萝卜素合成的影响

$! Q 后固定补加葡萄糖质量浓度为每 !' Q 0

MbG$同时$向不同实验组发酵液中每 !' Q补加 "'!'

0'#"'!" MbG酵母提取物$考察酵母提取物补加质

量浓度对发酵液中葡萄糖质量浓度'细胞干重'油脂

及类胡萝卜素合成的影响$结果如图 ''图 0 及图 1

所示%

由图 ' j图 1 可知$在葡萄糖补加质量浓度固

定'且处于亚适量的状态下$补加了酵母提取物的发

酵液中葡萄糖残留量明显高于未补加酵母提取物的

批次% 而且$随着酵母提取物每 !' Q 补加质量浓度

从 ! MbG提高到 !" MbG$最终获得的细胞干重从

#250 MbG增加到 !15$ MbG% 上述结果表明$酵母提

取物的补加可以弥补因葡萄糖供应不足对裂殖壶菌

生长造成的影响% 同时$酵母提取物的补加质量浓

度提高$会使胞内油脂含量下降$这主要是因为较高

质量浓度的氮源会减少油脂合成前体***乙酰辅酶

'"#
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?的积累(#&)

%

由图 1 可知$葡萄糖亚适量补加的条件下$同时

补加酵母提取物$胞内类胡萝卜素含量明显低于未

添加酵母提取物实验组的水平$且随着酵母提取物

每 !' Q补加质量浓度的提高$类胡萝卜素在细胞内

的含量逐步下降% 上述结果表明$发酵中期在葡萄

糖亚适量补加的条件下$同时补加酵母提取物$能促

进裂殖壶菌的生长$但并不利于油脂和类胡萝卜素

在裂殖壶菌细胞内的积累%

图 <8酵母提取物补加质量浓度对发酵液中

葡萄糖质量浓度的影响

图 =8酵母提取物补加质量浓度对细胞干重的影响

图 X8酵母提取物补加质量浓度对胞内油脂

及类胡萝卜素含量的影响

!52(采用葡萄糖恒速流加的分批补料发酵

在 0 G发酵罐中进行分批补料发酵$进一步验

证油脂合成期葡萄糖亚适量供应条件对裂殖壶菌胞

内油脂合成和类胡萝卜素积累的影响% 为获得较高

的细胞干重$在发酵 $! Q 前$通过间歇流加葡萄糖

浓缩液$维持发酵液中葡萄糖质量浓度在 !" MbG以

上% $! Q后$采用葡萄糖恒速流加策略$人为制造

葡萄糖亚适量供应条件$使细胞处于碳饥饿状态%

根据 '& j$! Q间葡萄糖的总消耗量$计算出该

段时间葡萄糖的平均消耗速率约为 0 Mb"G0Q#%

因此$将 $! Q开始的葡萄糖恒速流加的速率设定为

! Mb"G0Q#$这一葡萄糖补加速率明显低于菌体的

葡萄糖消耗速率$从而人为营造葡萄糖亚适量供应

的环境$结果如图 $ 所示%

图 Y8恒速流加葡萄糖策略对裂殖壶菌发酵的影响

((由图 $ 可知$在 $0 j)& Q 间$发酵液中几乎没

有葡萄糖积累$菌体消耗葡萄糖质量浓度为 ''50

MbG"通过核算该时间段葡萄糖补加的总质量和发

酵液中葡萄糖残留的质量浓度而得到#% 但 )& Q

后$葡萄糖开始缓慢积累$至 ##' Q 发酵结束时$发

酵液中葡萄糖质量浓度接近 !" MbG% 从生长和代谢

产物合成的情况来看$由于受到葡萄糖亚适量供应

水平的影响$$! Q后细胞干重和胞内油脂含量均不

再增加$其中胞内油脂含量甚至呈现出缓慢下降的

趋势% 发酵结束时细胞干重为 0&5' MbG$细胞中油

脂占比为 2$51<% 胞内类胡萝卜素含量在葡萄糖

亚适量供应条件下$从 $! Q 的 #250

!

MbM迅速增加

到 &) Q 的 $252

!

MbM$并在 )& Q 达到最高值 &!50

!

MbM% 此时$类胡萝卜素总产量达到 '5$$ ,MbG$葡

萄糖总消耗量为 #1!50 MbG$类胡萝卜素对葡萄糖的

得率为 !)5'

!

MbM%

采用恒速流加葡萄糖策略$操作简单$可在一段

时间内人为制造葡萄糖亚适量供应条件$促进胞内

类胡萝卜素含量的提高% 但由于流加速度恒定$无

法随着菌体对葡萄糖代谢速率逐步降低而变化$导

致后期葡萄糖亚适量供应条件被破坏$发酵液中葡

萄糖开始积累$胞内类胡萝卜素含量下降%

0"#

!"#& 年第 '2 卷第 $ 期(((((((((((((中(国(油(脂



!5'(采用溶氧反馈控制葡萄糖流加的分批补料发酵

同样$发酵 $! Q 前维持发酵液中葡萄糖质量浓

度在 !" MbG以上% 发酵 $! Q 开始采用溶氧反馈自

动控制葡萄糖流加$将葡萄糖流加开启的溶氧条件

设置较高"'"<以上#$导致葡萄糖补加的延迟$人

为制造葡萄糖亚适量供应条件"葡萄糖流加停止的

溶氧条件为低于 #"<#$结果如图 & 所示%

图 Z8溶氧反馈调节策略对裂殖壶菌发酵的影响

((由图 & 可知$溶氧反馈控制 &" Q 左右自动开

启$此时发酵液中葡萄糖已消耗殆尽% 在 &" j)' Q

的范围内$发酵液中几乎没有葡萄糖积累$如图 & 所

示% 该时间段菌体消耗葡萄糖质量浓度为 !15$ MbG%

但 )' Q后$葡萄糖同样出现少量积累的现象% 溶氧

反馈控制开启后$细胞干重几乎没有增加$但胞内类

胡萝卜素含量显著增加% 在 )& Q 时$胞内类胡萝卜

素含量达到 #0#5"

!

MbM% 此时$葡萄糖总消耗量为

#!&5) MbG$相比恒速流加批次的水平减少了

!" $̂<!类胡萝卜总产量达到 $ )̂$ ,MbG$类胡萝卜

素对葡萄糖的得率为 1# &̂

!

MbM$相比恒速流加批

次的水平分别提高了 1$ #̂<和 ##" !̂<%

采用溶氧反馈控制葡萄糖流加可以实现自动控

制$同时$与恒速流加策略相比$该策略可根据菌体

代谢的变化而改变流加速率$控制效果更好% 因此$

采用该策略时类胡萝卜素产量有进一步提高% 但发

酵后期溶氧变化对葡萄糖流加的响应明显迟缓$造

成了葡萄糖少量积累$胞内类胡萝卜素含量下降%

!50(葡萄糖补加策略对裂殖壶菌胞内脂肪酸和类

胡萝卜素合成的影响

采用不同葡萄糖补加策略下$裂殖壶菌胞内脂

肪酸和胞内类胡萝卜素含量如表 # 所示%

表 78采用不同葡萄糖流加策略发酵下裂殖壶菌胞内各脂肪酸组分与胞内类胡萝卜素含量

批次 油脂含量b"MbM#

十四烷酸甲酯

含量b"MbM#

十六烷酸甲酯

含量b"MbM#

_Y?含量b"MbM# _A?含量b"MbM#

类胡萝卜素

含量b"

!

MbM#

# "5'#! "5"!1 "5#0) "5"'$ "5#20 !&5&

! "5''' "5"2' "5#!' "5"!) "5"'# &!50

2 "5!#& "5"## "5"'& "5"!" "5"2" #0#5"

(注&批次 # 为葡萄糖充足补加"维持质量浓度在 !" MbG以上#$批次 ! 为 $! Q后恒速流加葡萄糖$批次 2 为 $! Q后溶氧反馈

控制葡萄糖流加%

((从表 # 可见$当葡萄糖供应充足时$胞内油脂含

量较高$其中不饱和脂肪酸_A?含量占油脂总量的

2!5$$<$而胞内类胡萝卜素含量较低% 当采用葡萄

糖恒速流加时$胞内油脂总量并没有降低$但胞内不

饱和脂肪酸_A?含量却大幅下降$相比葡萄糖供应

充足条件下的水平降低了近 $"<% 相比之下$类胡

萝卜素含量有明显提高$达到 &!50

!

MbM% 当采用

溶氧反馈控制葡萄糖流加时$胞内油脂含量'饱和脂

肪酸和不饱和脂肪酸含量均明显下降$而类胡萝卜

素含量进一步提高%

裂殖壶菌胞内脂肪酸合成途径主要包括脂肪酸

合成酶"V?>#途径和聚酮合酶 " Ỳ >#途径$其中

V?>途径负责合成饱和脂肪酸$Ỳ > 途径负责合成

不饱和脂肪酸(#) %!")

% 类胡萝卜素则是通过甲羟戊

酸"D?k#途径合成的异戊二烯焦磷酸为前体物质

而生成的(!#)

% 无论是脂肪酸合成途径$还是类胡萝

卜素合成途径$都需要乙酰辅酶?和还原力B?_YA

的参与% 因此$脂肪酸和类胡萝卜素的合成可能存

在底物竞争关系% 从不同葡萄糖供应水平下脂肪酸

和胞内类胡萝卜素含量的变化结果"表 ##可见$当

葡萄糖供应充足时$糖代谢产生的乙酰辅酶 ?主要

用于合成脂肪酸% 而葡萄糖供应不足时$最先受到

影响的是 Ỳ > 途径$表现为胞内不饱和脂肪酸下

降!若进一步降低葡萄糖供应量$V?> 和 Ỳ > 途径

则同时受到抑制$而碳源被胁迫流入 D?k途径$胞

内类胡萝卜素含量大幅提高%

营养物质胁迫是某些微生物大量合成类胡萝卜

素的重要条件% J-]]-E.等(!!)发现低质量浓度的硝

1"#
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酸盐与硫酸盐能迫使杜氏藻大量积累
"

%胡萝卜

素$使菌体呈现橘红色% */%f-cL等(!2)证明杜氏藻

在低氮高盐的培养环境中$可大量积累类胡萝卜素%

雨生红球藻在 "5"# MbG"低质量浓度#氮源硝酸钾

或者 "5! MbG"高质量浓度#的磷源 `

!

AYa

2

胁迫作

用下$在第 #" 天菌体完全变红$产类胡萝卜素周期

缩短近 #b!

(!')

% 裂殖壶菌可以合成
"

%胡萝卜素'

叶黄素'角黄素'虾青素等多种类胡萝卜素$一直被

认为是用于生产类胡萝卜素的潜在来源% C87

等(!0)用 & MbG丁醇处理裂殖壶菌时$虾青素积累量

是空白对照组的 !'0 倍% 但鲜有关于营养胁迫促进

裂殖壶菌合成类胡萝卜素的报道$可能是由于裂殖

壶菌一直用于生产油脂$尤其是不饱和脂肪酸"如

_A?#$其胞内类胡萝卜素含量较低$未受重视%

本研究发现$在发酵中期'氮源消耗殆尽的基础

上$限制碳源供应$可胁迫裂殖壶菌胞内类胡萝卜素

含量大幅增加% 其中在 0 G发酵罐内采用溶氧反馈

控制葡萄糖流加$人为制造葡萄糖亚适量供应的条

件$裂殖壶菌胞内类胡萝卜素含量最高可达 #0#5"

!

MbM$相比葡萄糖供应充足条件下的水平提高了 '

倍以上% 上述发现对揭示裂殖壶菌胞内类胡萝卜素

合成机制有重要作用%

;8结8论

在摇瓶发酵下'从发酵 $! Q起$ 每隔 !' Q葡萄

糖补加质量浓度较低时$裂殖壶菌生物量和胞内油

脂含量较低$但类胡萝卜素含量较高$其中每 !' Q

补加 0 MbG葡萄糖时$胞内类胡萝卜素产量达到

#2'50

!

MbM% 当固定葡萄糖补加质量浓度"每 !' Q

0 MbG#'同时补加一定质量浓度酵母提取物时$细胞

生长和油脂合成有所改善$但胞内类胡萝卜素含量

明显低于只补加葡萄糖批次的水平%

在 0 G发酵罐下'发酵 $! Q后$采用葡萄糖恒速

流加和溶氧反馈控制葡萄糖流加两种策略$人为制

造葡萄糖亚适量补加条件% 其中采用溶氧反馈控制

葡萄糖流策略下$)& Q 时胞内类胡萝卜素含量达到

最高$为 #0#5"

!

MbM$相比葡萄糖充足供应条件下

的水平提高了 ' 倍以上% 综合发酵实验结果和裂殖

壶菌代谢途径分析$可推测&油脂合成期葡萄糖亚适

量补加可限制细胞生长'弱化裂殖壶菌胞内油脂合

成途径$胁迫碳源流向类胡萝卜素合成途径$促进类

胡萝卜素的大量积累%
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