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海洋热带假丝酵母产角鲨烯发酵工艺研究*
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摘要:【目的】为了从海洋热带假丝酵母(Candida tropicalis )菌株中获取高产量的角鲨烯活性物质。【方法】研
究不同碳源、氮源、培养温度、培养基初始 pH 值、培养时间、光照和氧气等条件对海洋热带假丝酵母菌株产角鲨

烯的影响。【结果】确定最优培养基为(W/V)1%酵母膏+2%蛋白胨+2%蔗糖,最佳摇瓶发酵条件:有氧条件

下,初始 pH 值为 5.0,培养温度 2 5℃,经 48 h 培养,角鲨烯产量可达 2.25 mg/g 干重。【结论】采用优化后工艺

条件进行发酵,获得的角鲨烯产量明显提高。
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Abstract:【Objective】Optimization experiment was performed in order to obtain high yield of
squalene active substances from marine Candida tropicalis strain.【Methods】This study com﹣
pared the influence of different carbon source,nitrogen source,culture temperature,initial pH,

incubation time,the illumination and oxygen condition on the yield of squalene from marine
Candida tropicalis strain.【Results】The optimal medium (W/V)was 1% yeast extract,2%
peptone and 2% sucrose.The best conditions for fermentation in shaking flask were the optimal
initial pH at 5.0 and the optimal temperature at 2 5℃.Under aerobic conditions,the squalene
content from the strain reached up to 2.25 mg/g(dry weight)after 48 hours of culture.【Con-
clusion】This strain can produce higher content of squalene active substance on the conditions
obtained from the optimal fermentation process.
Key words:Candida tropicalis,marine strain,culture condition,optimization

0 引言

  【研究意义】角鲨烯是一种昂贵的物质,通常情况

下,角鲨烯大量存在于深海鲨鱼肝脏中[1],属于稀有

资源,为了解决角鲨烯资源缺稀问题,研究人员探索

了多种化学合成途径[2],但效果均不太理想。而利用

微生物发酵获取优质而廉价的角鲨烯成为目前国际

上的一个新研究领域。【前人研究进展】Takahira
等[3]利用紫外线诱变镰胞菌,获得一株产角鲨烯的抗

烟酸突变体 5-128B,印度学者利用酿酒酵母和从糖
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蜜分离得到的一株酵母发酵生产角鲨烯[4],韩国光州

大学报道,在研究海洋微生物价值物时分离得到一株

能产生角鲨烯和多种高度不饱和脂肪酸的假丝酵母

(Pseudozyma )JCC207[5]。在国内研究方面,雷富

等[6]从红树林白骨壤生长的高潮带土壤中分离得到

一株热带假丝酵母,经过发酵检测发现其含角鲨烯成

份。【本研究切入点】利用分离得到的海洋菌株中含

角鲨烯的特点,进行角鲨烯生产发酵工艺的研究探

索。【拟解决的问题】以本实验室保存的热带假丝酵

母(Candida tropicalis )为菌种,采用单因素试验对

其发酵培养基和培养条件进行优化,通过发酵工艺的

优化提高菌株的角鲨烯产量,为采用微生物发酵法工

业化生产角鲨烯奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

  供 试 菌 株 为 本 实 验 室 从 红 树 林 白 骨 壤

(Avicennia reacemosa )生长土壤中分离获得,经鉴

定为热带假丝酵母(Candida tropicalis );主要仪器

为 Agilent 6890N 气相色谱仪和 Agilent 5 9 7 5C 质谱

仪;正己烷为色谱纯。

  YPD 液体培养基(W/V):1%酵母膏,2%蛋白

胨,2%葡萄糖;斜面培养基在液体培养基的基础上添

加 1.5%的琼脂。

1.2 角鲨烯的制备

  将冰箱内保存的菌种接种在 YPD 斜面培养基

上,25℃活化培养 48 h。将活化后的菌株转接至

YPD 液体培养基,置 2 5℃,200 r/min 摇床培养至菌

数 2×10 8个/mL 以上,取菌液于 5000 r/min 离心 1 5
min,冷冻干燥菌体细胞,称取约 2 g 加入 3 mL 正己

烷,置 200 r/min 摇床浸提 1 2 h,取正己烷浸提物,

10000 r/min 离心 1 0 min,所得上清液即为角鲨烯待

测样品。

1.3 质谱法条件

  色谱柱:HP-5 毛细管柱(30 m×0.320 mm);升
温程序:起始温度为 200℃,以 40℃/min 升至 280℃,
保持 1 0 min;进样口温度为 280℃;载气为高纯氦气;
载气流速 1.0 mL/min;不分流进样;进样量为 1 μL。

  EMV:1200 V;离子源:230℃;四极杆:150℃;发
射电源:34.6 μA;电子能量:70.0 eV;全扫描,扫描

质量范围为 20~450 amu;溶剂延迟 3.0 min。

1.4 单因素试验

1.4.1 培养基优化

1.4.1.1 不同氮源的影响

  将活化好的菌种转接于含有不同氮源(共 9 种,

见表 1)、pH 值为 5.0 的 YPD 液体培养基中,置 200
r/min,25℃摇床培养 48 h 后,参照第 1.2 和 1.3 节

制备并测定角鲨烯含量。每组实验重复 3 次,结果取

平均值。

1.4.1.2 不同碳源的影响

  以 1%酵母膏+2%蛋白胨(W/V)作为氮源,将
活化好的菌种转接于含有 2%(W/V)不同碳源(葡萄

糖、蔗糖、果糖、麦芽糖、乳糖、甘露糖、木薯、蜜糖、甘
蔗糖蜜、蔗渣)、pH 值为 5.0 的 YPD 液体培养基中,
其余操作同第 1.4.1.1 节。

1.4.2 培养条件优化

1.4.2.1 温度的影响

  将活化好的菌种转接于优化后的培养基(初始

pH 值为 5.0)中,分别置温度为 1 5℃、20℃、25℃、

30℃和 3 5℃,200 r/min 摇床培养 48 h 后,参照第

1·2 和 1.3 节制备并测定角鲨烯含量。每组实验重

复 3 次,结果取平均值。

1.4.2.2 pH 的影响

  将活化好的菌种分别转接于初始 pH 值为 2.0,

3.0,4.0,5.0,6.0,7.0,8.0,9.0 的优化后的培养基

中,置 200 r/min,25℃摇床培养 48 h,其余操作同第

1.4.2.1 节。

1.4.2.3 培养时间的影响

  将活化好的菌种转接于优化后的培养基(初始

pH 值为 5.0)中,置 200 r/min,25℃摇床分别培养

1 2 h、24 h、36 h、48 h、60 h、72 h、84 h,其余操作同第

1.4.2.1 节。

1.4.2.4 光照和氧气的影响

  将活化好的菌种转接于优化后的培养基(初始

pH 值为 5.0)中,200 r/min,25℃,分别在有灯照和

完全黑暗、有氧气和无氧气条件下培养 48 h,其余操

作同第 1.4.2.1 节。

2 结果与分析

2.1 培养基的优化

2.1.1 不同氮源的影响

  由表 1 可知,角鲨烯产量大小顺序依次为(酵母

膏+蛋白胨)>酵母膏>蛋白胨>(酵母膏+硫酸铵)

>(硫酸铵+蛋白胨)>(酵母膏+氯化铵)>(氯化铵

+蛋白胨)>硫酸铵>氯化铵,当氮源为 1%酵母膏

+2%蛋白胨(W/V)时,菌 株 产 角 鲨 烯 含 量 最 高

(1·34 mg/g 干重),因此,选择 1%酵母膏+2%蛋白

胨(W/V)作为最佳氮源。此外,实验结果还表明,有
机氮源比无机氮源能更好促进菌株产角鲨烯,这与张

志军等[7]报道的有机氮源比无机氮源更能促进菌株
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的生长相似,这可能与有机氮源比无机氮源含有更多

的适合菌株产角鲨烯的营养有关。
表 1 不同氮源对菌株产角鲨烯的影响

Table 1 Effect of different nitrogen on squalene content yiel-

ded from the strain

种类
Types

浓度
Concentration
(W/V,%)

产量
Output
(mg/g)

酵母膏
Yeast extract 3 1.23

蛋白胨
Petrone 3 1.06

酵母膏+蛋白胨
Yeast extract+petrone 1+2 1.34

硫酸铵
(NH 4)2 SO 4 3 0.39

蛋白胨+硫酸铵
Petrone+(NH 4)2 SO 4 2+1 0.96

酵母膏+硫酸铵
Yeast extract+(NH 4)2 SO 4 1+2 1.00

氯化铵
NH 4Cl 3 0.35

蛋白胨+氯化铵
Petrone+NH 4Cl 2+1 0.90

酵母膏+氯化铵
Yeast extract+NH 4Cl 1+2 0.92

2.1.2 不同碳源对菌株产角鲨烯的影响

  由表 2 可知,角鲨烯产量大小顺序依次为蔗糖>
甘蔗糖蜜>乳糖>葡萄糖>甘露糖>麦芽糖>
蜜糖>果糖>蔗渣>木薯,其中,蔗糖对菌株产角鲨

烯量的影响最大,产量达到 2.25 mg/g 干重,木薯的

影响最少,为 0.96 mg/g 干重,因此,选择 2%(W/

V)蔗糖作为最佳碳源。蜜糖含有海洋酵母生长所需

的生长素,但在该试验中蜜糖发酵产角鲨烯的量比麦

芽糖少,可能是因为其虽含有多种糖分,但由于灰分

和重金属离子含量也较高,可能对酵母的生长产生抑

制作用。
表 2 不同碳源对菌株产角鲨烯的影响

Table 2 Effect of different carbon on squalene content yielded

from the strain

种类 Types   产量 Output(mg/g)

葡萄糖 Glucose 1.32

蔗糖 Sucrose 2.25

果糖 Fructose 1.06

麦芽糖 Maltose 1.22

乳糖 Lactose 1.52

甘露糖 Mannose 1.25

木薯 Cassva 0.9 6

蜜糖 Heney sugar 1.1 6

甘蔗糖蜜 Sugar cane molasses 1.5 6

蔗渣 Bagasse 1.02

2.2 培养条件的优化

2.2.1 培养温度影响

  从图 1 可以看出,培养温度对菌株产角鲨烯量影

响较大,随着温度的升高,角鲨烯产量呈现先升后降

的趋势,当温度为 2 5℃时,角鲨烯产量最高,达 2·1 9
mg/g 干重,表明菌株产角鲨烯的最适温度为 2 5℃,
这和大多数酵母菌株的生长发酵相似[8]。

图 1 培养温度对菌株产角鲨烯影响

  Fig.1 Effect of temperature on squalene content yielded
from the strain

2.2.2 pH 值的影响

  从图 2 可以看出,pH 值对菌株产角鲨烯量影响

较大,当 pH 值为 2.0~5.0 时,随着 pH 值的升高角

鲨烯产量增多;初始 pH 值为 5.0 时角鲨烯产量达到

最高值 2.23 mg/g 干重;而 pH 值为 5.0~9.0 时,角
鲨烯产量随着 pH 值升高而降低。

图 2 pH 对菌株产角鲨烯影响

Fig.2 Effect of pH on squalene content yielded from the strain
2.2.3 培养时间影响

  从图 3 可以看出,在 24 h 前未检测到角鲨烯,24
h 后角鲨烯含量迅速增加,到 3 6~48 h 角鲨烯含量

上升速度变慢,48 h 达到 2.2 mg/g 干重,此后菌的

生长和角鲨烯产量进入衰退期,84 h 时几乎降为零,
这可能与糖消耗量有关。由于角鲨烯在培养后期逐

渐减少,与大多数菌株产活性物质是个逐渐积累的过

程正好相反,其中机理有待探索。
2.2.4 光照和氧气的影响

  菌株在有灯照和完全黑暗的条件下角鲨烯的产

量分别为 2.20 mg/g 干重和 2.1 5 mg/g 干重,表明

光照对角鲨烯的产量影响不大;菌株在无氧条件下角

鲨烯的产量为 0,有氧条件下为 2.10 mg/g 干重,表
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明氧气对该菌株产角鲨烯量影响很大。

图 3 培养时间对菌株产角鲨烯影响

  Fig.3 Effect of time on squalene content yielded from
the strain

3 结论

  本实验对培养基中氮源和碳源,以及发酵条件中

的培养基初始 pH 值、培养温度、培养时间、光照和氧

气等条件对菌株富集角鲨烯的影响进行研究,结果表

明,海洋热带假丝酵母菌株的最佳产角鲨烯培养基

(W/V)为 1%酵母膏+2%蛋白胨+2%蔗糖,最适培

养工艺为培养基初始 pH 值为 5.0,在 2 5℃,有氧条

件下培养 48 h,角鲨烯产量可达 2.25 mg/g 干重。
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