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摘要!通过摇瓶发酵实验考察不同调控方式对弯曲隐球酵母 N%## 菌体生长和积累油脂的影响(

主要从改变培养基组成中的小分子限制性因素"氮'磷'硫&'调控脂质合成关键酶"苹果酸酶&的酶

活性以及采取不同发酵模式"分批培养与补料培养&研究影响微生物积累油脂的因素并对其进行

优化( 结果表明)当碳氮比为 #'":!h#'碳磷比为 )#h#'碳硫比为 ! *#&:*h# 时!酵母菌油脂产量及

含油率达到最高!分别为 ( BMH')':&"V!( BMH')(:,,V及 (:(& BMH')$:##V#培养基中苹果酸酶

抑制剂***芝麻酚的添加可以显著降低酵母积累油脂的能力#补料培养不仅可以显著提高油脂产

量"由 *:!( BMH增加至 ,:#$ BMH&!含油率也从 )(T!'V增加至 $*:,!V(

关键词!弯曲隐球酵母#微生物油脂#代谢调控#苹果酸酶#补料发酵
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..目前#人们主要通过菌种筛选)基因工程改

造'#(等手段获得微生物油脂高产菌株#通过代谢通

路调控'! %((提高微生物油脂的产量% 在代谢通路调

控方面#F2I2<3UE42E9等')( 考察刺孢小克银汉霉

$4--:-K7,<2@@, 257:-4@,*, 和深黄被孢霉 >8+*:2+2@@,

:.,32@@:-,在多种营养元素限制培养基中油脂积累情

况时发现#培养基中碳氮比"QMN$从 '&:(h# 增加到

#&&:(h# 时#$1257:-4@,*, 和 >1:.,32@@:-, 的含油率

分别从 &)V和 ("V提高到 *$V和 ()V%

苹果酸酶'$ %'(

"L/$是胞内启动脂肪酸合成的

关键酶之一#苹果酸酶活性的有无以及活性高低都

与细胞内脂质积累的程度密切相关% 柏大林',(在

研究产油微生物时发现芝麻酚可以通过抑制依赖型

苹果酸酶达到调控油脂产生的目的% 此外#赖婧

等'#"(采用摇瓶分批补料发酵方式研究了长孢被孢

""#
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霉">8+*:2+2@@, 2@8-K,*2$的发酵产油过程#通过考察

起始补料时间及补料基质对长孢被孢霉合成微生物

油脂的影响#得出补料可以大幅度提高油脂产量的

结论% 弯曲隐球酵母"$+?!*858554.54+L,*4.$是工业

和学术界广泛关注的微生物油脂高产菌株#调控隐

球酵母脂肪酸的生物合成#具有广阔的工业化应用

前景'##(

%

本文考察了不同代谢调控方式对实验室筛选所

得产油弯曲隐球酵母 N%## "$+?!*858554.54+L,*4.

N%##$合成微生物油脂的影响% 研究主要从调控

培养基组成"碳氮比)碳磷比)碳硫比$)调控苹果酸

酶活性"添加酶抑制剂***芝麻酚$和改变发酵培

养模式"分批培养和补料培养$& 个方面探讨调控方

式对$154+L,*4.积累油脂的影响#并进行优化#以

期为进一步提高该菌株产油脂能力奠定基础%

:;材料与方法

#:#.实验材料

#:#:#.菌株与试剂

实验菌株$+?!*858554.54+L,*4.N%## 现保存于

本实验室#分离自江苏某奶牛养殖场粪便储备池周

围土壤% 分子生物学鉴定#为弯曲隐球酵母属

"$+?!*858554.54+L,*4.$菌株% 芝麻酚标准品#上海

阿拉丁生化科技股份有限公司%

#:#:!.仪器与设备

HOXL%)"mQP 立式压力蒸汽灭菌器# Q=<8]30

69B=(*#$G) ('"*G冷冻离心机"德国 /II=<>E]6$#

P+-%*"Q生物传感器#qF%LP !"#" 气质联用仪

"日本 PA312>@9$#台式离心机 "日本三洋$#Q%

&"#'G型高速冷冻离心机%

#:#:&.培养基

种子培养基&葡萄糖 !:"V#蛋白胨 #:"V#酵

母粉 #:"V%

基础发酵培养基&葡萄糖 ):"V#无机盐溶液

#:"V#酵母粉 "T"$(V#IY自然% -"Q$h-"N$ j

#'":!h##-"Q$h-"F$ j)#h##-"Q$h-"P$ j)(&:)h#%

限氮发酵培养基 #&葡萄糖 ):"V#无机盐溶液

#:"V# 酵母粉 #:"V#蛋白胨 #:"V# IY自然#

-"Q$h-"N$ j#":,h#!限氮发酵培养基 !&葡萄糖

&:"V#无机盐溶液 #:"V# 酵母粉 ":"$(V#IY自

然#-"Q$h-"N$ j,":#h#!限氮发酵培养基 &&葡萄

糖 ):"V#无机盐溶液 #:"V# 酵母粉 ":"!V# IY

自然#-"Q$h-"N$ j&#&:!h#!限氮发酵培养基 *&葡

萄糖 #!:"V#无机盐溶液 #:"V# 酵母粉 ":"!V#

IY自然# -"Q$h-"N$ j)!)h#!其他限制发酵培养

基&分别在基础发酵培养基的配方上改变相应无机

盐溶液添加量获得#其余组分不变%

酶抑制剂发酵培养基&葡萄糖 ):"V#无机盐溶

液 #:"V#酵母粉 ":"$(V#芝麻酚母液"分别添加

'$)#&")#$()!#'

!

H$!酶抑制剂发酵培养基"乙醇

对照$&葡萄糖 ):"V#无机盐溶液 #:"V#酵母粉

"T"$(V#加入 !#'

!

H$"V的乙醇溶液%

补料发酵培养基"对照 #$&葡萄糖 ):"V#无机盐

溶液 #:"V#酵母粉 ":"$(V#IY自然#-"Q$h-"N$ j

#'":!h#!补料发酵培养基"对照 !$&葡萄糖 ):"V#

无机盐溶液 #:"V# 酵母粉 ":"!V# IY自然#

-"Q$h-"N$ j&#&:!h#%

无机盐溶液&磷酸二氢钾 !:" B#磷酸氢二钠

'T" B#七水硫酸镁 &:" B#二水氯化钙 ":! B#六水氯

化铁 ":"! B#七水硫酸锌 ":"! B%

芝麻酚母液&称量 ":' B芝麻酚#用 $"V的乙醇

溶液溶解#定容到 #"" 1H的容量瓶中#备用%

葡萄糖母液&称取 ( B葡萄糖#溶解于 #"" 1H

蒸馏水中#备用%

#:!.实验方法

#:!:#.培养方法

#:!:#:#.种子培养

将超纯水配制的种子培养基置于高压灭菌锅

中##!#S灭菌 #( 13<#灭菌完成后#转移至超净台#

静置冷却% 按照 !V的菌种接种量转接#于 &"S)

!"" ]M13<下#摇床恒温振荡培养 !" A%

#:!:#:!.发酵培养

将活化好的菌种以 'V的接种量接种于 (" 1H

发酵培养基中# 于 &"S)!"" ]M13< 条件下#摇床振

荡培养 $! A%

#:!:#:&.补料发酵培养

将活化好的菌种以 #"V的接种量接种于 (" 1H

发酵培养基中# 于 &"S)!"" ]M13< 条件下#摇床振

荡培养 #!" A%

#:!:!.检测方法

#:!:!:#.生物量测定

采用干重法测定生物量'#!(

%

#:!:!:!.葡萄糖残余量的测定

使用 P+-%*"Q生物传感器测定发酵液中残余

葡萄糖的含量%

#:!:!:&.油脂产量与含油率的测定

使用酸热 %有机溶剂法提取油脂&每 & B干菌

体中加入 *:" 1E4MHYQ4溶液 #":" 1H#旋涡混合

# 13<#每 ":( A # 次#共混合 ( 次% 沸水浴 )" 13<#

中间混合 # 次#冰水浴 &" 13<% 将混合液转入分液

漏斗#按每 & B干菌体 ( 1H的比例加入无水乙醇#

#"#
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随后按每 & B干菌体 #( 1H的比例用乙醚洗试管#

合并入分液漏斗#振荡约 # 13<#再按每 & B干菌体

#( 1H的比例加入石油醚#振荡放气#待分层澄清后

将上层液体转移至干净的离心管#放入 ("S烘箱#

蒸干有机溶剂后即得微生物油脂'#& %#*(

#换算后即得

油脂产量%

含油率j油脂产量M生物量g#""V

<;结果与讨论

!:#.不同 QMN对微生物生长和积累油脂的影响

"见图 #&

图 :;不同@ T̀对#@('-?%*'6生长和积累油脂的影响

..在 QMF和 QMP 一致的情况下#由图 # 可以看

出#当 QMN为 #":, h# 时#$154+L,*4.的生物量

"&'T"! BMH$和油脂产量"':&" BMH$均达到最高#但

是由于充足的氮源不利于酵母体内油脂的积累#因

此酵母菌体含油率最低#仅为 !#:'*V!随着QMN的

增大#含油率随之上升#当 QMN为 )!)h# 时含油率

达到最高#为 )':''V#说明当碳源充足而氮源匮乏

时#酵母转化碳源为油脂的能力最强% 综上所述#

QMN是影响含油率的重要因素#一定范围内#QMN

越高#越有利于菌体内的油脂合成#但 QMN过高或

过低均不能达到大量收获微生物油脂的目的#当

QMN为 #'":!h# 时#油脂产量和含油率均较高#因此

选择 #'":!h# 为最优QMN#此时生物量)油脂产量和

含油率分别达到 $:&! BMH)( BMH和 )':&"V%

!:!.不同 QMF对微生物生长和积累油脂的影响

"见图 !&

图 <;不同@ !̀对#@('-?%*'6生长和积累油脂的影响

..在QMN和 QMP 一致的情况下#由图 ! 可知#当

QMF由 &,&:&h# 增大到 # &',:#h# 时#生物量由

$T,* BMH降到 (:$& BMH#下降了 !$:'&V#油脂产量

从 *:$# BMH降到 &:, BMH#下降了 #$:!V#含油率由

(,T&$V升至 )':"(V#上升了 #*:)!V% 因此#QMF

过高或过低#都不利于微生物的生长#但是 QMF越

低#越有利于油脂的积累% 综合考虑#选择 )#h# 为

最优QMF%

!:&.不同 QMP 对微生物生长和积累油脂的影响

"见图 &&

图 >;不同@ R̀对#@('-?%*'6生长和积累油脂的影响

..在 QMN和 QMF一致的情况下#从图 & 可以看

出#当 QMP 逐渐增大时#含油率逐步升高#由

)(T,,V增加至 $#:"*V#增幅为 $:)(V#说明硫限

制利于 $154+L,*4.细胞在胞内积累油脂% 但

$154+L,*4.的生物量却呈现明显的先升后降的趋势#

$154+L,*4.的生物量和油脂产量在QMP为 ! *#&:*h#

时达到最高#分别为 ':!* BMH和 (:(& BMH% 原因可

能为硫元素为细胞生长和代谢所必需#太低的硫含

量通过抑制酵母菌体的生长降低微生物油脂的产

量% 因此#增大 QMP 有利于微生物积累胞内油脂#

但工业生产中还要综合考虑微生物油脂的产量及产

率% 综合考虑#选择 ! *#&:*h# 为最优QMP%

!:*.芝麻酚对微生物生长和积累油脂的影响"见

表 #&

表 :;芝麻酚对#@('-?%*'6生长和积累油脂的影响

芝麻酚浓度M

"11E4MH$

生物量M

"BMH$

油脂产量M

"BMH$

含油率MV

空白对照 (:*) &:)" )(:,&

乙醇对照 (:!" !:!" *!:&#

#:" &:," #:&" &&:&&

#:( &:$& ":,, !):(*

!:" &:&" ":$& !!:#!

!:( !:,& ":(& #':",

..从表 # 可以看出#培养基中芝麻酚的加入显著

影响菌体的生长代谢#菌体生物量)油脂产量)含油

率均大幅下降% 当芝麻酚浓度为 !:( 11E4MH时#相

比空白对照组#生物量由 (:*) BMH降至!:,& BMH#下

!"#
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降了 *):&&V#油脂产量由 &:) BMH降至 "T(& BMH#下

降了 '(:!'V#含油率也由 )(:,&V降至 #'T",V#下

降了 $!:()V% 而乙醇对照组的结果显示#乙醇会

抑制菌体的生长和油脂的积累#但影响并没有芝麻

酚那么显著#从而进一步证明芝麻酚组油脂产量大

幅度下降的原因是芝麻酚对弯曲隐球酵母中的苹果

酸酶有很强的抑制作用#而且可以看出随着芝麻酚

浓度逐渐增大#对菌体生物量)油脂产量)含油率的

影响逐渐增大% 因此#初步得出芝麻酚主要通过抑

制脂肪酸合成代谢中的关键酶***苹果酸酶的酶活

力抑制$154+L,*4.在胞内积累油脂%

!:(.不同发酵模式对微生物生长和积累油脂的

影响

补料发酵是生产中用以提高微生物产生并积累

次级代谢产物的有效途径#初步考察了补料发酵对

$154+L,*4.生长和积累胞内油脂的影响#结果如表 !

所示%

表 <;补料发酵对#@('-?%*'6生长和积累油脂的影响

培养基 生物量M"BMH$ 油脂产量M"BMH$ 含油率MV

对照 # $:&! *:'& )(:,'

补料 # ##:!' ':!# $!:$'

对照 ! ):(# *:!( )(:!'

补料 ! #!:!* ,:#$ $*:,!

..补料培养基与对照组初始葡萄糖含量是一致

的#在葡萄糖残余量小于 ( BMH时#添加 ( 1H葡萄

糖母液% 从表 ! 可以看出#经过补料之后#菌体的生

物量)油脂产量和含油率都有了大幅上升% 对于两种

不同限氮培养基QMN#'":!h# 和QMN&#&:!h##补料

后菌体生物量分别从 $:&! BMH和 ):(# BMH增加至

##:!' BMH和 #!:!* BMH#油脂产量也分别从 *:'& BMH

和 *:!( BMH增加到 ':!# BMH和 ,:#$ BMH#分别提高

了 $":"V和 ##(:'V#含油率也分别从 )(T,'V和

)(:!'V增加到 $!:$'V和 $*:,!V#分别提高了

#"T&V和 #*:'V% 补料发酵模式是提高$154+L,*4.

油脂产量以及含油率的有效途径%

>;结;论

产油微生物$154+L,*4.N%## 发酵培养基中的

小分子限制性因素"氮)磷)硫$的含量)微生物脂质

合成关键酶的酶活力以及不同发酵模式均会显著影

响$154+L,*4.生长和积累油脂% 总的来说#培养基

中QMN越高#越有利于$154+L,*4.在菌体内合成和

积累油脂!当磷元素为限制因素时#不同 QMF对菌

体的生长以及积累油脂也有影响!而 QMP 越大#含

油率越高#越有利于积累油脂#但高硫限制同时也会

抑制菌体生长!芝麻酚抑制和降低 $154+L,*4.的生

长和积累油脂的能力#随着芝麻酚浓度的增加#菌体

生物量)油脂产量和含油率均大幅下降!补料发酵可

以显著提高$154+L,*4.的油脂产量和含油率#具有

产业化的应用价值% 综合油脂产量和含油率#选择

QMN为 #'":!h##QMF为 )#h##QMP为 ! *#&:*h#%
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