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摘要!旨在寻找兼具产油和纤维素降解能力的菌株以有效降低发酵成本!进而促进产油微生物的应

用% 通过苏丹黑d染色法筛选印度血桐种仁中具有产油能力的内生菌!并通过刚果红筛选法初

筛$滤纸条崩解实验和产纤维素酶活力测定复筛纤维素降解能力较强的菌株!采用单因素试验对其

发酵条件进行优化!并对其产油脂主要脂肪酸组成进行测定% 结果表明!印度血桐种仁中共筛选出

- 株兼具产油能力和纤维素降解的菌株!其中Q2""E 号菌株的透明圈直径与菌落直径比值"#=%-#

较大!滤纸崩解情况最佳!产纤维素酶活力"%!a## UA0L#最高!其纤维素降解能力最强% 优化的发

酵条件为酵母粉用量 %=" 6AL$XS-$接种量 F=" 0L"&" 0L培养基#!在此条件下 Q2""E 号菌株有

最佳产油量!为 &",=#% 06AL!所产油脂主要脂肪酸为棕榈酸"'%-q"#$硬脂酸"'%Gq"#和油酸

"'%Gq%#% 经测序鉴定!Q2""E 号菌株为巨大普利斯特氏菌"'3E25#E: >2A:#23E4>#!序列相似度为

,,=,#]% 综上!Q2""E 号菌株兼具产油和纤维素降解能力!且产油量较高!有望成为克服工业发酵

成本问题的备选菌株%

关键词!植物内生菌'印度血桐种仁'纤维素降解'微生物油脂'发酵条件优化
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++产油微生物在特定条件下能够将碳水化合物*

碳氢化合物或普通油脂转化为油脂并储存在体内$

其油脂含量可超过其干质量的 !"]

/%0

% 产油微生

物主要有酵母*霉菌*细菌和藻类% 相较于植物油

料$产油微生物具有不受地域限制*生产周期短*所

需人力低*可调控性高等优势$具备成为'油料工

厂(的潜力% 此外$产油微生物来源广泛$资源丰

富$不仅可从土壤*河流*荒漠等自然环境中获

取/! $&0

$还可从生物体内获取/F0

% 当微生物定殖于

植物体内时$可与植物共生$从而发生基因的水平转

移% 基因的水平转移指不同物种个体间或任何跨越

生殖隔离障碍的基因交流$其可在内生菌与植物宿

主之间发生$由此可使内生菌具备某些宿主代谢产

物的能力/-0

$如王一凡/E0在蒜头果种子中提取到具

备产神经酸能力的菌株% 由此可见$产油植物是产

油微生物的天然种质库$从产油植物中提取产油微

生物具备广阔的前景%

在产油微生物发酵过程中$碳源约占微生物发

酵成本的 E"]

/G0

$为降低成本$近年来越来越多的

研究聚焦于如何利用工业废弃物进行微生物发酵%

例如$研究人员探索了使用粗甘油*工业废水和木质

纤维素等物质作为碳源进行工业发酵的方法/,0

$其

中工业废水和粗甘油可能不易收集$且其利用效率

可能不高% 我国蕴含丰富的纤维素资源$将纤维素

作为微生物发酵的碳源有利于环境保护$同时可以

降低工业发酵成本$实现工业原料的绿色化/%"0

% 但

绝大多数微生物不能直接利用纤维素或半纤维素$

对此往往采用 # 种方式进行改善&一是对纤维素进

行预处理/%%0使其转化为微生物可以直接利用的碳

源$但不同的处理过程都存在一定缺陷$如产生乙酸

等抑制细胞生长的物质$或处理成本高以及操作复

杂等!二是采用混菌培养/%!0

$使纤维素分解为可利

用的碳源$但需明确菌株之间是否会产生拮抗作用$

以及混菌培养时各菌株的生长曲线等系列因素$存

在菌群竞争调控复杂等技术挑战$而且混菌培养后

可能也无法满足预期效果!三是对菌株进行基因编

辑$导入纤维素降解基因$但并非所有产油菌都易进

行外源基因的导入% 因此$从产油植物中筛选兼具

产油和纤维素降解能力的菌株可有效解决微生物工

业化过程中的成本问题$从而实现微生物产油方法

的推广%

印度血桐"J:6:3:8A: E8QE6:#为大戟科铁苋菜

族血桐属植物$广泛分布于我国西南地区$为热带先

锋树种$适应性强$生长速度快% 印度血桐种仁含油

量高达 -"]$且富含具有特殊药用价值的脂肪

酸---神经酸/%#0

% 因此$印度血桐具有作为筛选具

有产油能力甚至神经酸生产能力的菌株的潜力%

本文以印度血桐种仁为研究对象$对其内生菌

进行了双重筛选$以获得兼具产油和降解纤维素能

力的内生菌$并对该菌株进行了鉴定和发酵条件优

化$以期获取可高效转化廉价碳源纤维素为油脂的

微生物%

:;材料与方法

%=%+实验材料

%=%=%+实验原料

印度血桐种子$采集于中国科学院西双版纳热

带植物园% 实验所用试剂均购于上海麦克林生化科

技股份有限公司%

%=%=!+微生物培养基

沙氏改良液体培养基&葡萄糖 &"=" 6$蛋白胨

%"a" 6$去离子水 % """=" 0L$调节 XS至 E="%

\_(固体培养基&马铃薯 !""=" 6$葡萄糖 !"=" 6$

琼脂 !"=" 6$去离子水 % """=" 0L$调节 XS至 E="%
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Ld固体培养基&胰蛋白胨 %"=" 6$酵母提取物

F=" 6$氯化钠 %"=" 6$琼脂 !"=" 6$去离子水 % """="

0L$调节 XS至 E=&%

刚果红筛选培养基&羧甲基纤维素钠 !=" 6$硫

酸铵 %=" 6$七水合硫酸镁 "=!F 6$磷酸氢二钾 "=F 6$

刚果红 "=% 6$琼脂 !"=" 6$去离子水 % """=" 0L%

滤纸条崩解培养基&硫酸铵 %=" 6$七水硫酸镁

"=F 6$磷酸氢二钾 %=" 6$酵母膏 "=% 6$去离子水

% """=" 0L$"="F 6滤纸条"新华 % 号#%

基础纤维素产脂培养基&滤纸条 "=% 6"新华 %

号#$硫酸铵 %=" 6$磷酸二氢钾 %=" 6$七水合硫酸镁

%=" 6$一定量酵母粉$去离子水 % """=" 0L%

%=%=#+仪器与设备

\.'31T>O-G" 气相色谱仪$珀金埃尔默仪器"上

海#有限公司!XS计$梅特勒 $托利多集团!超净工

作台$上海沪净医疗器械有限公司!紫外分光光度

计*电子天平$上海菁海仪器有限公司!恒温振荡培

养箱$赛默飞世尔科技公司!高压灭菌锅$致微仪器

有限公司!离心机$湖南赫西仪器装备有限公司%

%=!+实验方法

%=!=%+印度血桐种仁内生菌的富集与纯化

将印度血桐种子剥除种皮$种仁用 "=""E - 0N3AL

优氯净$水溶液浸泡 # 025 后$再用 EF]乙醇浸泡

#" O灭菌$最后用无菌水清洗 # 次% 取最后一次清

洗液涂布于\_(或 Ld固体培养基中培养"培养温

度 #"o#$观察产菌情况$以检测种仁表面灭菌是否

彻底% 将清洗后的种仁于无菌研钵中研磨后加至沙

氏改良液体培养基中$于 #"o*%&" TA025 下振荡培

养 ! ?进行产油菌的富集$将富集后的产油菌稀释

至 % p%"

$-后涂布于对应的 \_(或 Ld固体平板培

养基上$于 #"o恒温培养箱中培养至菌落明显$随

后采用平板划线法将菌株接种于对应培养基中培养

"\_(固体培养基培养温度 !Go*Ld固体培养基培

养温度 #"o#至菌株生长明显%

%=!=!+产油菌的筛选

采用苏丹黑 d染色法进行产油菌的筛选% 称

取 "=!F 6苏丹黑d溶于 F"=" 0LEF]乙醇制备苏

丹黑d染色(液$将 F=" 0L!=F 6A0L番红酒精液

溶于 F"=" 0L去离子水制备苏丹黑 d染色 d液%

挑取 %=!=% 中生长明显的单菌落$固定于载玻片上$

使用(液染色后自然风干$用二甲苯冲洗至冲洗液

无色$再用d液复染$用蒸馏水冲洗至无色后于光

学显微镜下观察$菌体细胞内出现蓝黑色区域$表明

该菌株能够产生油脂/%&0

%

%=!=#+具备纤维素降解能力产油菌的筛选

%=!=#=%+初筛

将 %=!=! 获得的产油菌株平板划线于刚果红筛

选培养基上$分别于 !Go"\_(固体培养基筛选所

得菌株#和 #"o"Ld固体培养基筛选所得菌株#培

养 F ?$每隔 % ? 进行观察$以培养基透明圈有无判

断菌株是否具备纤维素降解能力$并通过培养基透

明圈直径与菌落直径比值"_@值#大小对菌株纤维

素降解能力进行初步判断%

%=!=#=!+复筛

将初筛所获有透明圈的菌株在 #"o下于沙氏

改良液体培养基培养 ! ?后$取 F 0L培养液接种于

&" 0L滤纸条崩解培养基中$于 #"o*%F" TA025 下

振荡培养 E ?$期间不断摇匀以保证液体培养基瓶壁

无附着物$培养结束时记录滤纸条崩解程度以获得

降解纤维素能力强的菌株$实验设置 # 个重复%

%=!=#=#+产纤维素酶活力的测定

参照IjAZ%G&E-!"%"+微生物肥料生产菌株

质量评价通用技术要求,附录 d对菌株产纤维素酶

活力进行测定% 实验所用葡萄糖标准曲线回归方程

为1g"a#%E #=$"="%" &".

!

g"=,,G -#$式中&=为

葡萄糖质量浓度!1为吸光度%

%=!=&+纤维素降解菌发酵产油

选取 %=!=# 筛选的优势菌株添加于沙氏改良液

体培养基中$于 #"o*%F" TA025 下培养 ! ?"经检

测$微生物量约为 !=EF 6AL#后于 &o储存备用% 按

一定接种量接种菌液于 &"=" 0L基础纤维素产脂培

养基中$控制培养基中酵母粉含量$调节 XS$在发酵

温度 #"o下发酵 F ?$于 & """ TA025 下离心 #"

025$弃上清液$并将沉淀的菌体与滤纸冷冻干燥至

恒重$得干菌体%

%=!=F+脂肪酸含量测定

取 %=!=& 中的干菌体$加入 %""="

(

L!""

(

6A0L

十一烷酸"内标#和 %"=" 0L!]的硫酸 $甲醇溶液

以确保将冻干后的沉淀物完全浸润$然后于 GFo下

水浴 !=" 8$再加入 %=" 0L"=,] I1'3和 &a" 0L正

己烷$振荡混匀$离心$取上清液$向下层中加入 &="

0L正己烷$振荡混匀$离心$取上清液$合并 ! 次上

清液$于 #Eo* $"="G Q\1真空干燥箱中挥发正己

烷$随后加入 %""="

(

L正己烷复溶$待气相色谱

"J'#检测%

J'条件&.32R9$!!F 色谱柱"#" 0p"=#! 00p

"=!F

(

0#!载气为高纯氮气$流速 %=F 0LA025!进

样口温度 !F"o!进样量 %="

(

L!分流比 #"q%!氢

火焰离子化检测器"HM_#$温度 !F"o!空气流速

",
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&F"=" 0LA025!氢气流速 &F=" 0LA025!柱温箱升温

程序为 %""o保持 # 025$随后以 %"oA025 升到

%G"o$保持 , 025$最后以 FoA025 升到 !!"o$保

持 G 025%

通过脂肪酸标准品出峰时间进行定性$以峰面

积归一化法进行单一脂肪酸定量% 按式"%#计算总

油脂质量">#$按式"!#计算产油量"M#%

>g/p-p>

2

N-

2

"%#

Mg>NO "!#

式中&/为响应因子!-为除内标外脂肪酸峰面

积之和!>

2

为内标质量$06!-

2

为内标峰面积!O为发

酵液体积$L%

%=!=-+菌株鉴定

使用通用引物 %-* $!EH和 %-* $%&,!)对菌

株进行序列扩增% 菌株基因序列的提取*扩增*质控

和测序由上海派诺森生物公司完成% 将测序结果在

I'dM中比对$作为菌株鉴定的依据%

%=!=E+数据分析

以 *(*,=! 进行数据差异分析$采用 _>5@15 法

进行显著性分析% 使用 T̂2625!"!& 绘图%

<;结果与讨论

!=%+印度血桐种仁内生产油菌的筛选

按 %=!=% 方法分别采用\_(和Ld固体培养基

对印度血桐种仁内生菌进行筛选$从 \_(和 Ld固

体培养基上共筛选出 % """ 株单菌株$其中\_(固

体培养基上选取 -F# 株$Ld固体培养基上选取 #&E

株% 按 %=!=!方法筛选其中的产油菌$得到具备产油

能力的单菌株共计 %-!株$对应编号Q2""% bQ2%-!%

!=!+纤维素降解菌的筛选

!=!=%+初筛

从 %-! 株产油菌中筛选出 - 株具有透明圈的菌

株$计算透明圈_@值$结果见表 %%

表 :;N 株纤维素降解菌的透明圈!4值

@*7+':;!4K*+C'%1&0'&-*(2/*-'(&4)-4+'%1N

4'++C+%2'U,'B-*,)(B 2&-*)(2

菌株编号 透明圈直径A@0 菌落直径A@0 _@值

Q2""E #=" r%=" %=" r"=% #=%-

Q2"FF #=! r!=" %=! r"=% !=E&

Q2"-& &=" r"=% "=G r"=% &=E"

Q2",G !=, r"=% "=, r"=% #=""

Q2%!E #=" r"=% %=" r"=% #="G

Q2%&# !=! r"=! %=" r"=% !=#"

++由表 % 可知$- 株菌株中Q2"-& 号菌株的_@值

最大$其次是 Q2""E*Q2%!E*Q2",G 号菌株$且三者

的_@值差异不大%

!=!=!+纤维素降解菌的复筛

- 株纤维素降解菌的滤纸崩解程度和产纤维素

酶活力如表 ! 所示%

表 <;N 株纤维素降解菌的滤纸崩解程度和产纤维素酶活力

@*7+'<;F)+&'-/*/'-,)2)(&'B-*&)%(*(,/-%,C4',4'++C+*2'

*4&)K)&3 %1N 4'++C+%2'U,'B-*,)(B 2&-*)(2

菌株编号 滤纸崩解程度 产纤维素酶活力A"UA0L#

Q2""E ccccc %!=##

Q2"FF cccc %"=,F

Q2"-& $ -=!-

Q2",G ccc F=#&

Q2%!E ccc &="&

Q2%&# cc !=%E

+注& $表示未崩解! c表示崩解至大片段! cc表示崩解至

小片段! ccc表示崩解至圆形片段! cccc表示崩解至糊状

与圆形段并存! ccccc表示崩解至糊状

+INR9& $25?2@1R9O5N?2O25R96T1R2N5! c25?2@1R9O?2O25R96T1R2N5

RN31T694T16095RO! cc 25?2@1R9O?2O25R96T1R2N5 RNO0133

4T16095RO! ccc25?2@1R9O?2O25R96T1R2N5 RN@2T@>31T4T16095RO!

cccc25?2@1R9O?2O25R96T1R2N5 RNX1OR915? @2T@>31T4T16095RO!

ccccc25?2@1R9O?2O25R96T1R2N5 RNX1OR9

由表 ! 可知$Q2""E 号菌株的滤纸崩解程度最

大$在 E ?内可将滤纸崩解为糊状$而Q2"-& 号菌株

的滤纸崩解程度最小$在 E ? 内几乎不能崩解滤纸

条% 这可能是菌株分泌的纤维素酶种类"如酸性纤

维素酶*中性纤维素酶*碱性纤维素酶#不同导致

的% 由表 ! 还可知$Q2""E 号菌株的产纤维素酶活

为 %!=## UA0L$高于其余 F 株纤维素降解菌$这与

透明圈实验结果基本一致$进一步表明 Q2""E 号菌

株具有较强的纤维素降解能力% Q2"-& 号菌株的产

纤维素酶活力较高$但其几乎不能崩解滤纸$程鹏

等/%F0在筛选高产纤维素酶菌株的研究中也发现类

似结果$这可能与菌株产纤维素酶环境有关% 因此$

选择Q2""E 号菌株作为进一步研究的对象%

!=#+纤维素降解菌产油发酵工艺条件优化

!=#=%+酵母粉用量

在接种量为 F=" 0L$XS为 E 的条件下$考察酵

母粉用量对菌株的产油量和主要脂肪酸含量的影

响$结果如图 % 所示%

由图 % 可知$不同酵母粉用量下菌株的产油量

存在差异% 随着酵母粉用量的增加$菌株的产油量

增加$在酵母粉用量为 %=" 6AL时菌株的产油量达

到最高"!FE=!E 06AL#$继续增加酵母粉用量$产油

量下降$当酵母粉用量为 !=" 6AL时$产油量最低

"%-F=#F 06AL#% 在一定范围内$当氮源充足时$微

生物更倾向于进行繁殖$即低碳氮比有助于微生物

的繁殖!当碳源充足时$微生物更倾向于生成代谢产

%,
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物$即高碳氮比有助于微生物进行次级代谢/%-0

% 当

酵母粉用量为从 "=!F 6AL增加到 %=" 6AL时$碳氮

比降低$菌株倾向于繁殖$造成含油量降低$但微生

物繁殖增加程度更大$最终导致产油量增加!而当酵

母粉用量大于 %=" 6AL时碳氮比进一步降低$菌株

更倾向于繁殖而非代谢$导致产油量降低%

由图 % 还可知$随着酵母粉用量的增加$棕榈酸

"'%-q"#和硬脂酸"'%Gq"#的含量呈先增加后减少

的趋势$二者均在酵母粉用量为 !=" 6AL时达到最

低$在酵母粉用量为 %=" 6AL时最高% 随着酵母粉

用量的增加$油酸 "'%Gq%#含量增加$但差异不

显著%

+注&同一指标不同字母表示具有显著差异"0l"="F#% 下同

+INR9& _2449T95R39RR9TO4NTR89O10925?2@1RNT25?2@1R9O265242@15R

?2449T95@9O"0l"="F#=Z89O109<93N;

图 :;酵母粉用量对菌株的产油量和主要脂肪酸含量的影响

F)BG:;J11'4&2%13'*2&/%9,'-,%2*B'%(%)+3)'+,*(,

?*)(1*&&3 *4),4%(&'(&%12&-*)(2

!=#=!+XS

在酵母粉用量为 %=" 6AL$接种量为 F=" 0L的

条件下$考察 XS对菌株的产油量和主要脂肪酸含

量的影响$结果如图 ! 所示%

图 <;/W对菌株的产油量和主要脂肪酸含量的影响

F)BG<;J11'4&2%1/W%(%)+3)'+,*(,?*)(1*&&3

*4),4%(&'(&%12&-*)(2

++XS影响着酶的活性和微生物的形态等$从而影

响微生物发酵% 由图 ! 可知$不同 XS下菌株的产

油量从大到小依次为 XS-"&",=#% 06AL# sXS,

"#E#=E# 06AL# sXS E "!&!=%! 06AL# sXS F

"!!%aE! 06AL# sXSG"%,F=-F 06AL#$且各处理组

间无显著差异"0s"="F#% 通常$在菌株适宜的生

存条件下$较高的 XS有助于菌株进行代谢$而较低

的 XS则不利于菌株生成次级代谢产物/%E0

% 而本

研究中 XS- 时的产油量大于 XSE b, 时的$这或许

是因为 XS- 时更适合该菌株的生长代谢%

由图 ! 还可知$当 XS为 , 时$'%-q" 和 '%Gq"

含量均达到最大$分别为 !Ga!-]和 %F=F#]$优于

酸性环境% '%Gq% 含量在 XSF b, 范围内变化相对

较小%

!=#=#+接种量

在酵母粉用量为 %=" 6AL$XS为 E 的条件下$考

察接种量对菌株的产油量和主要脂肪酸含量的影

响$结果如图 # 所示%

图 =;接种量对菌株的产油量和主要脂肪酸含量的影响

F)BG=;J11'4&2%1)(%4C+*&)%(*?%C(&%(%)+3)'+,*(,

?*)(1*&&3 *4),4%(&'(&%12&-*)(2

++由图 # 可知$不同接种量下菌株的产油量从大

到小依次为接种量 F=" 0L"!&!=%! 06AL# s接种量

E=F 0L"!!#=FE 06AL# s接种量 %"=" 0L"%,,a,E

06AL# s接种量 !=F 0L"%G#=%& 06AL#$各处理组

间无显著差异"0s"="F#% 一般情况下$较高的接

种量可以帮助微生物更快地渡过迟缓期$使其高速

生长$这也使微生物生长更快进入衰亡期$促使更多

的代谢产物随着细胞破裂进入发酵液中$产油量增

大$但过高的接种量可能造成营养物质的过度消耗*

溶氧不足*底物抑制和 XS降低等$从而导致产油量

降低% 从实验结果来看$F=" 0L是最佳的接种量%

由图 # 还可知$随接种量增加$'%-q" 含量降

低$'%Gq" 含量先升高后降低$'%Gq% 含量呈波动上

升趋势% 相较于 XS和酵母粉用量$接种量对 # 种

脂肪酸含量的影响更小%

!,
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综合来看$在酵母粉用量为 %=" 6AL*XS为 -*

接种量为 F=" 0L条件下$Q2""E 号菌株有最大产油

量$为 &",=#% 06AL$相较于目前应用于工业化生产

的菌株其产油量较低% 油脂作为一种代谢产物$其

大量累积的条件之一是有充足的碳源被转化为乙酰

辅酶($从而进入脂质循环$纤维素其本身作为一种

高分子多糖$不易被进一步分解$因而限制了乙酰辅

酶(的生成$进而导致了 Q2""E 号菌株直接利用纤

维素产油量不高/%G0

% 另外$本文从筛选的印度血桐

种仁内生菌发酵产油脂中未检出神经酸$可能是由

于技术等因素限制$所筛选菌株不能直接利用葡萄

糖发酵产生神经酸%

!=&+菌种鉴定

经测序和比对$鉴定Q2""E号菌株为巨大普利斯

特氏菌"'3E25#E: >2A:#23E4>#$序列相似度为 ,,=,#]%

=;结;论

从印度血桐种仁中分离出 - 株具有纤维素降解

能力的产油菌$其中 Q2""E 号菌株的纤维素降解能

力最强% 酵母粉用量*XS以及接种量均对Q2""E 号

菌株的产油量和主要脂肪酸含量具有一定影响$在

酵母粉用量为 %=" 6AL*XS为 -*接种量为 F=" 0L

"&"=" 0L培养基#条件下$Q2""E 号菌株产油量最

大$为 &",=#% 06AL% 经测序鉴定$Q2""E 号菌株为

巨大普利斯特氏菌"'3E25#E: >2A:#23E4>#$序列相似

度为 ,,=,#]% 昂贵的碳源成本是限制微生物发酵

大规模应用的主要因素$本实验筛选出的菌株

Q2""E 号有望克服碳源成本的问题$作为构建微生

物工厂的备选菌株$亦可作为工业发酵的待选菌株

以进行下一步优化%

针对Q2""E 号菌株产油量不高的问题$未来可

以采用分子生物学手段提升纤维素降解基因的表达

或者对发酵后的菌株进行二次接种以增强其纤维素

降解能力$从而在短期内实现对纤维素的大量利用$

进而提高产油量%
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