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高产油脂皮状丝孢酵母菌株的超离心筛选及机制分析 

摘要 

用油脂微生物将木质纤维素来源的可发酵糖转化为微生物油脂，是保障生物柴油的

油脂原料可持续供应的可靠方法。油脂酵母 Trichosporon cutaneum 是最适合木质纤维素

体系油脂发酵的菌株。本实验室之前通过高通量超速离心筛选方法在木质纤维素培养体

系中成功获得一株胞内密度较低的高产油脂菌株 T. cutaneum MS 28。本文为了验证离心

筛选的可行性和普适性，在合成培养基体系中筛选，提高离心力能够更快速地筛选出一

株油脂含量更高的 T. cutaneum MP 11。进行 30%高固含量麦秆同步糖化好氧共发酵实

验，原始菌株 T. cutaneum ACCC 20271 仅能够利用部分葡萄糖，生产 6 g/L 油脂。筛选

菌株 T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 能够转化己糖和戊糖，分别达到 32.8 g/L

和 34.4 g/L 的高油脂产量指标，展现了出色的油脂生产能力。 

显微镜观察发现超离心筛选轻细胞酵母在细胞出芽生长方式和形态方面具有明显

差异，原始菌株 T. cutaneum ACCC 20271 呈单边顶端出芽，细胞形态为均一的单细胞椭

圆形。2 株筛选菌呈多边出芽，细胞形态多样和细胞体积更大，为油脂的积累提供了更

广阔的空间。酵母细胞形态可能与细胞壁的完整性有关，可以通过调节甘露聚糖、几丁

质和葡聚糖的合成与分解，使结构处于动态变化以适应环境变化。透射电子显微镜观察

发现，细胞体积越大和生长代谢越活跃的筛选菌株细胞壁越薄，且胞内油脂含量更高。

qRT-PCR 结果表明细胞壁合成与分解相关基因差异表达，原始菌株 T. cutaneum ACCC 

20271，筛选菌株 T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 细胞壁单位表面积几丁质和单

糖聚合物的比值分别为 0.05，0.09 和 0.28。高几丁质和单糖聚合物的比值有利于细胞形

态的改变和油脂的积累。 

2 株超离心筛选菌株胞内乙酰辅酶 A 和 NADPH 含量相比原始菌株 T. cutaneum 

ACCC 20271 更高，影响油脂合成的关键前体物质供给能力更强。研究结果发现乙酰辅

酶 A，NADPH 和脂肪酸合成部分相关基因发生了不同程度的上调表达，生长和油脂积

累更快 T. cutaneum MS 28 转录水平显著上调。甘油三酯合成最后步骤相关酶的表达差

异不突出。因此用于脂肪酸从头合成的乙酰辅酶 A 和提供还原力的 NADPH 的供给量，

成为提高油脂合成能力的关键因素。 

综上所述，超离心筛选方法能够筛选出底物转化能力优异的油脂酵母，具有一定的

推广价值。本文探究 T. cutaneum 利用木质纤维素生产油脂的潜力；分析不同 T. cutaneum

的出芽繁殖方式及细胞壁结构变化；结合分子生物学知识，进一步了解离心筛选机制对

细胞形态及油脂合成代谢的影响。 

关键词：皮状丝孢酵母；微生物油脂；超离心筛选；细胞壁；细胞形态； 
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Study on the ultra-centrifugal screening and mechanism analysis of high 

lipid producing Trichosporon cutaneum mutant 

Abstract 

Oleaginous microorganism can convert fermentable sugars derived from lignocellulose 

into microbial lipid, which is a reliable method to ensure the sustainable supply of biodiesel 

lipid raw materials. The oleaginous yeast Trichosporon cutaneum is the most suitable strain for 

lignocellulose system oil fermentation. In this paper, a mutant strain T. cutaneum MS 28 with 

low intracellular density was successfully obtained in a lignocellulose culture system by high-

throughput ultra-centrifugation screening method. The mutant strain T. cutaneum MP11 with 

higher lipid content was screened more quickly in synthetic medium, which confirmed the 

feasibility and universality of ultracentrifugal screening. The mutant strains can transform 

hexose and pentose at the high solid content of 30% wheat straw simultaneous saccharification 

and co-fermentation, but the parental T. cutaneum ACCC 20271 can only use part of glucose to 

produce 6 g / L lipid. T. cutaneum MS 28 and T. cutaneum MP 11 accumulated high lipid yields 

of 32.8 g / L and 34.4 g / L, respectively. The mutant strain has excellent lipid production 

capacity. 

Microscopic observations show that ultra-centrifugal screening of two mutants has 

obvious differences in cell budding growth and morphology. The parenal T. cutaneum ACCC 

20271 had a single apical bud at the top, and the cell morphology was a uniform single cell 

ellipse. Both mutants had multilateral buds. Their diverse cell morphology and larger cell size 

provide a broader space for lipid accumulation. Yeast cell morphology may be related to the 

integrity of the cell wall. The cell wall can adjust the synthesis and decomposition of mannan, 

chitin, and glucan to make the structure change dynamically to adapt to environmental changes. 

Transmission electron microscopy observations showed that the mutant strains had larger cell 

volume and more active metabolism. At the same time, the cell wall of the mutant strain was 

thinner and the intracellular lipid content was higher. The results of qRT-PCR indicated that 

genes related to cell wall synthesis and degradation were differentially expressed. The ratio of 

cell wall unit surface area chitin to monosaccharide polymer in the parental strain T. cutaneum 

ACCC 20271, mutant strains T. cutaneum MS 28 and T. cutaneum MP 11 was 0.05, 0.09 and 

0.28, respectively. The results show that the ratio of high chitin to monosaccharide polymer is 

conducive to changes in cell morphology and accumulation of lipid. 

The content of acetyl-CoA and NADPH in the two mutants was higher than the parental 

T. cutaneum ACCC 20271. T. cutaneum MS 28 and T. cutaneum MP 11 have a stronger ability 

to supply key precursors for lipid synthesis. The results showed that some genes related to 
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acetyl-CoA, NADPH and fatty acid synthesis were up-regulated ,and the transcription level of 

two mutants were significantly different from T. cutaneum ACCC 20271. Therefore, the supply 

of acetyl-CoA and NADPH has become a key factor for improving the ability of fat synthesis. 

In this article, the ultra-centrifugal screening method can obtain oleaginous yeast with 

excellent substrate conversion ability, which is of popularization value. First, the potential of T. 

cutaneum to produce lipids using lignocellulose was evaluated. Then, the budding propagation 

and cell wall structure of T. cutaneum mutants were analyzed. Finally, the effect of centrifugal 

screening mechanism on cell morphology and lipid anabolism is further understood. 

Keywords: Trichosporon cutaneum; microbial lipid; ultra-centrifugal screening; cell wall; 

cell morphology; 

  



第 IV 页                                   华东理工大学   硕士学位论文 

目录 

第 1 章  绪论 ....................................................................................................... 1 

1.1  前言 ................................................................................................................................... 1 

1.2  生物柴油概述 ................................................................................................................... 1 

1.3  木质纤维素微生物油脂生产 ........................................................................................... 2 

1.3.1  木质纤维素生物炼制技术 ............................................................................................ 2 

1.3.2  微生物油脂 .................................................................................................................... 4 

1.3.3  产油微生物 .................................................................................................................... 5 

1.3.4  油脂酵母的筛选 ............................................................................................................ 6 

1.3.5  高产油脂皮状丝孢酵母超离心筛选 ............................................................................ 7 

1.4  油脂合成代谢途径 ........................................................................................................... 8 

1.5  酵母的细胞壁和细胞形态 ............................................................................................... 9 

1.5.1  酵母细胞壁组成与修饰 ................................................................................................ 9 

1.5.2  酵母细胞形态 .............................................................................................................. 10 

1.6  研究意义 ......................................................................................................................... 11 

第 2 章  超速离心筛选皮状丝孢酵母的木质纤维素油脂发酵研究............. 13 

2.1  引言 ................................................................................................................................. 13 

2.2  实验材料与方法 ............................................................................................................. 13 

2.2.1  原料 .............................................................................................................................. 13 

2.2.2  酶试剂 .......................................................................................................................... 14 

2.2.3  菌株和培养基 .............................................................................................................. 14 

2.3.4  种子培养 ...................................................................................................................... 14 

2.3.5  麦秆预处理和生物脱毒 .............................................................................................. 14 

2.3.6  麦秆水解液和玉米粉水解液制备 .............................................................................. 14 

2.3.7  油脂发酵 ...................................................................................................................... 15 

2.3.8  长发酵周期适应性驯化超速离心筛选 ...................................................................... 15 

2.3.9  细胞干重及油脂测定 .................................................................................................. 15 

2.3.10  油脂组分测定 ............................................................................................................ 16 

2.3.11  糖类和抑制物的高效液相色谱(HPLC)检测 ........................................................... 16 

2.3.12  细胞密度计算 ............................................................................................................ 16 

2.3  结果和讨论 ..................................................................................................................... 17 

2.3.1  T. cutaneum 合成培养基长周期适应性进化及离心筛选 ......................................... 17 

2.3.2  T. cutaneum 筛选前后低密度轻细胞量观察和轻重细胞比例研究 ......................... 18 



华东理工大学  硕士学位论文                                          第V页 

2.3.3  T. cutaneum 脂肪酸的组成 ......................................................................................... 20 

2.3.4  T. cutaneum 利用 15%固含量玉米粉水解液分步糖化发酵生产油脂 ..................... 20 

2.3.5  T. cutaneum 利用 30%固含量麦秆同步糖化共发酵生产油脂 ................................. 22 

2.4  小结 ................................................................................................................................. 23 

第 3 章  皮状丝孢酵母细胞形态与油脂合成生物学机制研究 ..................... 25 

3.1  引言 ................................................................................................................................. 25 

3 2  实验材料与方法 ............................................................................................................. 25 

3.2.1  菌株和培养基 .............................................................................................................. 25 

3.3.2  种子培养 ...................................................................................................................... 26 

3.3.3  麦秆预处理和生物脱毒 .............................................................................................. 26 

3.3.4  高效液相色谱(HPLC)检测 ......................................................................................... 26 

3.3.5  细胞壁组分测定 .......................................................................................................... 26 

3.3.6  透射电子显微镜细胞观察 .......................................................................................... 26 

3.3.7  胞内 NADPH 和乙酰辅酶 A 含量的测定 ................................................................. 27 

3.2.8  实时荧光定量 PCR ..................................................................................................... 27 

3.3  结果和讨论 ..................................................................................................................... 27 

3.3.1  T. cutaneum MP 11 的离心转接过程细胞形态观察 ................................................. 27 

3.3.2  T. cutaneum 细胞生长繁殖过程分析 ........................................................................ 29 

3.3.3  T. cutaneum 细胞形态和细胞壁组分相关分析 ......................................................... 31 

3.3.4  T. cutaneum 胞内乙酰辅酶 A 和 NADPH 含量对比 ................................................ 33 

3.3.5  T. cutaneum 油脂合成和细胞壁合成代谢相关基因转录水平分析 ......................... 35 

3.4  本章小结 ......................................................................................................................... 37 

第 4 章  结论与展望 ......................................................................................... 39 

4.1  结论和创新 ..................................................................................................................... 39 

4.2  展望 ................................................................................................................................. 40 

参考文献 ............................................................................................................. 41 

硕士期间研究成果 ............................................................................................. 49 

致谢 ..................................................................................................................... 50 

 

 





华东理工大学  硕士学位论文                                   第1页 

第 1 章  绪论 

1.1  前言 

世界人口，工业化和城市化的快速增长导致对能源的需求不断增长。化石燃

料是世界上的主要能源，根据美国能源信息署（International Energy Agency，IEA）

的数据报告，2016 年全球石油总消耗量约为 354 亿桶，而世界原油探明储量大

约有16500亿桶，按照此消耗速率估算到 2064年所有石油储备都可能被消耗掉，

2015 年中国石油消费量达到 5.43 亿吨，其中 60.6％的石油需要依赖进口[1]。使

用化石燃料产生大量二氧化碳、二氧化硫和烟尘，这是造成环境变化的关键因素。

作为温室气体的主要成分，二氧化碳在大气层中的增加导致全球气候变暖[2]。 

发展可再生能源对于实现能源转型、应对能源短缺和全球变暖具有重要意义。

目前，生物柴油是国际上公认的一种广泛使用的可再生生物燃料能源，在交通运

输领域有替代化石柴油的潜力。生物柴油是目前国际公认应用广泛的可再生生物

燃料能源，在交通运输领域具有替代化石柴油的潜能[3]。替代燃料的重要特性应

具有：经济可行，易于获得，较少的环境问题。原材料占生物柴油总生产成本的

60-75％，高昂的生产成本阻碍了其在世界大部分地区的商业化，所以选择最佳

生物质原料至关重要[4][5]。使用传统原料（例如植物油）可能会导致食用油短缺

和食品价格上涨，由残余的农业生物质生产生物柴油将带来远远超过其经济效益

的环境效益。克服地域和气候的限制，获取大量存在于人类食物链之外的纤维素

生物质和其他废物，有利于稳定农民的收入，并有助于维持和改善生态和社会的

可持续性[6]。 

1.2  生物柴油概述 

生物柴油可以促进能源安全和社会经济发展，减少对化石燃料的依赖性。生

物柴油是高度可降解，可再生和可持续的，具有与石油柴油相似的燃烧特性，是

车辆和锅炉发动机的直接替代燃料。生物柴油相对于传统的化石燃料柴油有很多

优点，比如减少温室气体、其它气体污染物和微粒的排放。可将生物柴油定义为

“从植物油脂或动物脂肪中提取的长链脂肪酸单烷基酯”[7]。甲醇与 TAG 在催

化剂存在下进行酯交换反应，得到脂肪酸甲基酯和副产物甘油[8]。随着石油和煤

炭等化石燃料的枯竭以及气候问题的日益突出，生物柴油吸引了人类的目光。第

一代生物柴油是由食用油和粮食作物生产的，常见的原料包括大豆油，葵花子油，

棕榈油和菜籽油。 

尽管第一代生物柴油有助于满足对替代燃料的日益增长的需求，但这与对食

物的日益增长的需求相矛盾，并引发了“食物与燃料”的争论[9]。植物油竞争粮
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食作物种植的土地，水分和养分，食品价格上涨也会导致生物柴油价格不稳定。

食用油为原料的生物柴油全年供应不稳定且经济上不具有竞争力，制约了生物柴

油的发展。木纤维素废弃物是一种天然的可再生资源，利用微生物转化廉价而丰

富的农业废物生产微生物油脂，可以确保生物柴油油脂原料的可持续供应。利用

木质纤维素原料生产油脂已成为世界范围内的研究热点，引起了全球的极大关注
[10][11]。 

1.3  木质纤维素微生物油脂生产 

1.3.1  木质纤维素生物炼制技术 

生物质是地球上储存量最大、年产量最高的可持续碳资源。全球木质纤维素

生物量的年产量超过 2000 亿吨[12]。中国每年的农业废料产量已超过 9 亿吨，中

国一直在促进农业废弃物的有效转化和应用。由于缺乏成熟的技术和处理工艺成

本昂贵，每年原地焚化大约 2 亿吨农作物秸秆，这将会造成巨大的资源损失和环

境破坏[13]。农业残留物，工业废弃物和草本植物是常用的木质纤维素原料。木质

纤维素成分包含木质素，半纤维素和纤维素，此外还有一些结构性蛋白、脂类和

灰分等成分[14]。这些组分以特定方式高度紧密相互连接在一起，形成复杂的三维

结构，具有很强的生物顽抗性,如图 1.1[15]。 

木质纤维素生物炼制是一个革命性的概念，是指通过生物化学的方法，将自

然界的木质纤维素降解成可利用的小分子发酵单糖，利用微生物发酵转化为有益

于可持续发展的能源品[16]。木质纤维素结构的生物顽抗性阻碍了水解效率，增加

了培养基配制的成本，因此提高木质纤维素生物炼制工艺经济可行性尤其重要
[17][19]。 

 

图 1.1  木质纤维素生物质的组分和结构[15] 
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Fig. 1.1  Main components and structure of lignocellulose biomass 

木质纤维素的顽固性被认为是经济上实现释放糖以生产生物燃料和生物基

化学产品的障碍，不经过任何处理酶水解得率非常低，直接影响可发酵单糖的释

放和后续生物转化[20]。预处理主要的作用是破坏木质纤维素的天然晶体结构，相

应的水解酶更容易与之结合，释放戊糖和已糖，是炼制工艺的首要环节[21][22]。在

许多预处理中，稀酸预处理是克服生物质难降解的有效技术之一，已被证实适用

于木质纤维素生物炼制，有望实现工业化[23]。稀酸预处理方式也存在一定缺陷，

比如预处理过程会产生大量游离废水，而废水处理消耗巨大的经济能源；酸用量

过大，部分被释放的糖会继续被降解成抑制物，损失可发酵单糖同时也会不利于

下一步发酵过程中微生物的生长；酸催化剂的使用会导致预处理设备的腐蚀和损

坏，增加设备需要维护的成本和时间等问题[24]。 

为了保证酸预处理方式效果及尽可能地克服其带来设备腐蚀和废水排放问

题，本实验在稀酸预处理技术的基础上进行不断改进，zhang 等人开发出一种更

可靠的干式稀酸预处理技术[25]，有效地降低了预处理反应所需要的水用量，实现

了游离废水的零产生，预处理物料的高固含量和物料的长期储存，减少了预处理

设备腐问题带来的费用。 

预处理过程会产生各种有毒性抑制剂，有害于微生物生长代谢，因此预处理

后物料的脱毒是生物炼制工艺的重要环节。大多数的预处理过程是在高温高压下

进行的，不可避免地会产生各种不良的有毒化合物，这可能会抑制后续的微生物

发酵过程。预处理产生的主要抑制物包括酚类化合物，呋喃衍生物和有机弱酸等，

形成机制如图 1.2 所示[26][28]。预处理过程产生的各类抑制物成分的比例因木质纤

维素生物质原料的种类，来源的不同和预处理强度大小有所差异。据目前的研究

显示，抑制物作用机理主要是影响发酵微生物细胞的细胞膜完整性，转运蛋白的

功能和碳代谢途径关键酶的活性等[29][31]。为了保障良好的微生物生长环境，进行

以去除木质纤维素来源抑制物为目的的脱毒过程是有必要的[32][33]。由于常规脱

毒方法存在时间长和成本高等缺陷，生物法成为了研究的热点[34]。本实验室发现

一株可以在经过干式稀酸预处理高固含量物料中生长代谢的树脂枝孢霉

Amorphotheca resinae ZN1[25]，其优先利用预处理后物料中的呋喃醛类和有机酸

类抑制物，后利用的葡萄糖和木糖等可发酵碳源物质，这种优异的代谢顺序为去

除木质纤维素来源抑制物而保留大量的糖类物质提供可能[35][36]。A. resinae ZN1

实现了在通气条件下进行固态固态脱毒并且无废水产生，具有脱毒周期短和脱毒

完全等特点。 
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图 1.2  木质纤维素组分及主要抑制物来源[28] 

Fig 1.2  composition of lignocellulosic biomass and main derived hydrolysis products 

生物转化而言，工业生产的可行性和经济效率将是至关重要的问题，用于木

质纤维素水解的酶或生物催化剂的成本和效率受到极大关注。纤维素和半纤维素

并不能直接被微生物利用，还需要进行下一步的反应将其转化成可供微生物发酵

的碳源物质[37]。纤维素酶作为生物催化剂进行糖化和发酵。纤维素酶促糖化替代

传统化学处理，水解得到对应的单糖，被广泛应用于生物炼制过程[38]。SHF（分

步糖化与发酵）是指酶水解反应和微生物发酵分开，可以根据木质纤维素生物转

化的需求结合[39]。SSF（同时糖化与发酵）指酶水解反应和微生物发酵同时进行
[40][41]。SSF 在时间成本、反应器设备和污染风险方面具有优势。SSCF 是指同步

糖化共发酵戊糖和己糖，在 SSF 的基础上改进的一种有效方法，极大提高可发

酵糖的转化得率。目前木质纤维素来源的多种发酵糖类物质已经被应用于生产高

附加值的生物基化学品和能源产品。Liu 等[42]利用高固含量的玉米秸秆（30%

（w/w），在低纤维素酶用量下进行同步糖化共发酵，实现了较高的乙醇得率

（84.7%）和木糖转化率（87.7%），乙醇浓度达到 85.1 g/L，35%（w/w）固含量

麦秆发酵得到 101.1 g/L 乙醇浓度。Wen 等[43]对 C.glutamicum 菌株进行多种代谢

工程改造，通过玉米秸秆水解液分批发酵的方式，谷氨酸生产浓度达到 65.2g/L。

Hou 等[44][45]考察了高固含量木质纤维素的好氧发酵性能，实现了高指标的糖酸

和柠檬檬酸生产水平，分别为 180 g/L 和 136 g/L。Qiu 等[46]通过代谢工程将对 P. 

acidilactici ZP26 进行异源木糖代谢路径构建，使其可利用木质纤维素全糖进行

共发酵，进行了高固含量脱毒小麦秸秆 SSCF，实现 127.1 g/L D-乳酸超高浓度。 

1.3.2  微生物油脂 

微生物油脂（单细胞油）主要成分为甘油三酯（TAG），是微生物利用碳源

物质合成并在细胞内储存的一种能量物质[47][48]。微生物油脂起源可以追溯到

1985 年，卷枝毛霉（Mucor circinelloides）在发酵过程中的积累高附加值多不饱
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和脂肪酸 γ-亚麻酸（GLA），成为首次商业化生产的微生物油脂[49]。由微生物发

酵生产，已经被证明其使用安全性和经济可行性。微生物油脂脂肪酸组成因发酵

微生物种类和碳源物质的不同而有所差异，适合于作为不同工业应用的替代原材，

单细胞油的预期用途决定了提取策略高度。 

微生物利用废弃油和农业废物物生产的微生物油脂，与植物种子油（大豆油，

菜籽油，棕榈油，葵花籽油）组成相似，适用于作为底物合成生物柴油[50][51]。为

了减轻对原料（植物油或动物脂肪）可用性的严重依赖，利用微生物油脂生产的

生物柴油是化石柴油的有效替代品之一。 

1.3.3  产油微生物 

在细胞内积累的油脂占细胞生物量的 20％以上的微生物，被称为产油微生

物[48]。产油微生物来源广泛，主要包括酵母菌、微藻、细菌和霉菌[52][53]。微生物

生产油脂具有不受天气影响，不需要耕地，生命周期较短且能够利用有机废物作

为碳源等优势。 

（1）微藻 

微藻的含油率普遍为 30％，其利用光能，CO2 与水产生化学能并在叶绿体

中合成蛋白质，脂质和碳水化合物[54]。微藻主要生产二十碳五烯酸（EPA），ω-3

长链多不饱和脂肪酸等高价值产物。Schizochytrium、Chlorella、Spirulina 等微藻

能积累高浓度的油脂，油脂占其干重能达到 80％。 

微藻种类繁多，光合作用效率高。微藻生产油脂存在局限性：需要持续的阳

光供给；培养面积需求大且周期长；细胞密度低；微藻的回收成本高等。油脂主

要在光下合成，积累在胞质脂质体中，然而在不存在光的情况下重新用于极性脂

质合成，很容易地被分解代谢以提供代谢能量[55][56]。开放式培养微藻受天气制

约，容易被污染且细胞密度低。封闭式光反应器培养成本和能量消耗比较高，目

前尚未得到有效的解决，阻碍了微藻油脂工业化生产[57]。 

（2）细菌 

Rhodococcus opacus、Bacillus subtilis、Acinetobacter baylyi 等细菌都能够积

累油脂[58]。细菌能够利用多种碳源（糖，有机酸，醇，烷烃）进行生物合成。产

油细菌主要应用于对含碳氢化合物的废水进行生物处理过程[59]。通常产油细菌

主要积累聚羟基链烷酸聚等特殊脂质。少数产油细菌能够积累甘油三酯，其底物

转化率和油脂产量低，因此不是合成生物柴油底物的最佳产油微生物[60]。虽然细

菌生长繁殖速度快，脂肪酸主要以游离酸形式存在，有限的细胞体积和低生物量

限制了油脂的生产[61][62]。 

（3）霉菌 

典型的几种产油霉菌：Aspergillus terreus，Mucor circinelloides，Tolypsporium 

ehrenbergii，Mortierella alpina 和 Mortierella isabellina[63][66]。但大多数霉菌主要
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用于生产多不饱和脂肪酸如 γ-亚麻酸（GLA）、花生四烯酸（ARA）和二十二碳

六稀酸（DHA）等在营养医学中具有很高价值的人体必须脂肪酸[67]。据报道，

Mortierella isabellina 能够利用廉价工业废料作为生物柴油底物的潜力，可以在木

质纤维素糖上生长并生产高达 60％的油脂含量。 

霉菌作为丝状真菌，发酵过程中的宏观形态与油脂合成直接相关，形态和溶

氧水平的调节成为研究难点。菌丝态细胞对剪切力比较敏感，菌丝态生长引起发

酵液的粘度过高，阻碍氧气和营养物质的传递。霉菌油脂发酵过程需要较高的调

控水平，大规模工业化生产存在一定的局限性 

（4）酵母 

一些酵母具有优异的脂质积累能力，油脂积累可能达到其生物量的 70％以

上，并且对各种底物具有广泛的适应性。目前研。究常见的油脂酵母包括：

Trichosporon cutaneum、Trichosporon pullulans、Rhodotorula glutinis、Lipomyces 

starkeyi、Yarrowia lipolytica 和 Rhodosporidium toruloides 等[68][70]。酵母油脂作为

第二代生物柴油的原料方面，过去的十年中进行了重大的研究和开发。酵母生产

的三酰基甘油主要包括硬脂酸，油酸，亚油酸，棕榈酸和棕榈油酸等组分，适用

于生产生物柴油。大多数油脂酵母在油脂小体的专门区域中积累甘油三酯。油脂

小体由磷脂包裹，其中嵌入了许多功能性的蛋白质[71]。 

油脂酵母具有优异的底物消耗能力，易于培养和放大，油脂产量稳定等优点。

由于发酵培养基成本，油脂性酵母重要优势在于能够代谢多种碳源化合物，有效

地降低了总生产成本。Y. lipolytica 作为油脂酵母的模型和用于代谢工程的宿主
[72]。Xu 等[73]将酿酒酵母来源肉碱酰基转移酶在 Y. lipolytica 工程菌株中异源表

达，引起油脂的大量积累，生物反应器发酵产生 66.4 g/L 油脂。 

大多数油脂酵母不能有效地代谢戊糖用于油脂的生产，且对木质纤维素生物

质来源抑制剂的耐受性较低[74][75]。产油微生物能够耐受抑制物，利用木质素单

体，同时转化戊糖和己糖的能力，对生产生物燃料具有不可估量的价值。 

1.3.4  油脂酵母的筛选 

筛选出高效生产油脂且脂肪酸组成理想的最佳油脂酵母，是利用酵母生产生

物柴油底物从而实现替代石化燃料的重要一步。油脂作为无色胞内产物，发酵培

养和筛选过程中难以定性和定量，提取过程操作复杂，效率较低。目前主要采用

以下方法筛选油脂酵母： 

（1）根据对油脂酵母的应用需求，设计特定的发酵培养基中进行特异性筛

选。为了将低成本木质纤维素原料中的混合糖快速转化为经济效益高的脂质，微

生物需要对来源抑制物有一定耐受能力，在葡萄糖消耗完之后有效利用戊糖（木

糖和阿拉伯糖），Slininger 等[76]将木质纤维素的水解产物用作筛选介质得到油脂

产量最高的菌株。氨纤维爆破预处理秸秆物料产生的抑制物比较少，且氨可作为
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额外的氮源供微生物生长，所以作为第一次筛选的介质，酸预处理的柳枝稷水解

液作为第二次筛选的介质，在改造后微型反应器 96 孔板上最终从 32 株产油酵

母中得到发酵性能优异的 3 株产油微生物。此方法存在一定限制性，不能保证充

足的溶氧，对大量的油脂含量测定也会降低筛选的效率。 

（2）利用荧光法筛选油脂酵母：尼罗红属于亲脂性荧光染料，在特定波长

下的荧光强度能反应细胞内油脂含量。荧光法技术快速，简便且环境友好。

Ayadi[77]等直接从选定的微生境中（土壤，奶酪乳制品，废水，果渣）分离出酵

母菌落技术，分离出 205 株菌。初步筛选后的目的菌株在氮源限制的培养基中培

养，经过尼罗红荧光染色后，定性分析对油脂含浓度。相比阳性对照菌株的荧光

强度，一株 Y. lipolytica 油脂含量达到 64%，脂肪酶活力为 35 U/mL，表明基于

荧光技术分离油性酵母的可行性。基于尼罗红荧光分光光度法原理，酵母细胞在

培养基中发酵结束后，基于微孔板的高通量荧光法，用于快速筛选产油菌株以生

产油脂。 

（3）通过活细胞荧光显微镜成像技术检测，测定脂质体尺寸和数量，能实

时对细胞内三酰基甘油定性和定量。油脂的粗提取操作复杂，同时由于存在高度

不饱和脂肪酸，通过常规方法从粗提油脂分离出三酰基甘油酯会严重影响其氧化

稳定性。尼罗红荧光法测定细胞壁厚的油脂酵母具有一定难度，细胞壁阻止荧光

染料的渗透，且光稳定性差。Patel 等[78][79]提出了一种新颖，简单和快速的方法。

LipidTOX™ Green 是一种亲脂性的绿色荧光染料，能特异性结合脂质体中的三

酰基甘油酯，并具有良好的荧光特性。将从土壤样品中分离出的新菌株在装有

100 μl 的特异性培养基在微量滴定板中培养酵母，进行的活细胞荧光显微镜成像

技术检测，实现单个细胞水平上油脂的积累过程的可视化。筛选得到到 R. 

kratochvilovae 菌株积累了最高的脂质含量，高达 59.69％。 

1.3.5  高产油脂皮状丝孢酵母超离心筛选 

Trichosporon cutaneum 是具有二态性的油脂酵母，Wang 等对 T. cutaneum 

ACCC 20271 进行基因测序，发现其含有许多呋喃醛和酚醛代谢相关基因，推测

出抑制物的降解途径 [80]。Hu[81]利用木质素单体为唯一碳源进行 T. cutaneum 

ACCC 20271油脂生产，发现其能够利用 4-羟基苯甲醛为唯一碳源积少量的油脂。

研究表明 T. cutaneum ACCC 20271 是一株对木质纤维素来源的抑制物具有高耐

受性，且对不同来源的发酵底物具有广泛适应性的油脂酵母，适用于木质纤维素

油脂的生产。 

T. cutaneum ACCC 20271 利用木质纤维素生产微生物油脂过程中，只能消耗

较少的葡萄糖，其余多种可发酵单糖（木糖，阿拉伯糖和甘露糖等）不能被完全

生物转化，含油率较低。为了提高 T. cutaneum ACCC 20271 油脂的积累能力实现

木质纤维素的全糖利用，本实验室改进一种筛选油脂酵母的方法：超速离心筛选
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[82][83]。T. cutaneum ACCC 20271 在 15%脱毒玉米秸秆水解液中油脂发酵，进行

适应性进化高速离心筛选。胞内油脂通常密度低于水，因此发酵 72 h 结束后高

油脂含量的酵母细胞与低含油细胞形成密度差异。首先通过离心力（1000 xg）作

用使较重的细胞以更快的速度沉于离心管底部，小部分油脂含量较高的轻细胞沉

降较慢，甚至漂浮在液体的上方，从而实现轻重细胞的分离。每次离心后取较轻

的细胞作为下一次培养的种子进行适应性进化培养，根据油脂积累能力的提高增

加离心力，不断富集得到较轻即油脂合成能力更强的突变菌株。经过 70 次的离

心筛选，细胞含油率由 29%提高至 55%，将筛选得到的油脂生产能力大幅度加

强的菌株命名为 T. cutaneum MS 28。这种方法具有操作简单，高效和针对性强等

特点，最重要是实现油脂酵母的高通量筛选。超速离心筛选与传统的筛选方法相

比具有广泛性适用性，在微生物的筛选方面具有推广意义。 

为了验证超速离心筛选油脂酵母的可行性和广泛适用性，本研究在不同的发

酵培养体系中进行离心筛选。除此之外，离心力提高到离心机极限，通过添加离

心介质降低油脂发酵液的密度使油脂积累能力优异的轻细胞被更彻底地分离出

来，得到不同的高产油脂 T. cutaneum，成为油脂生产工业化菌株的最佳候选者。 

1.4  油脂合成代谢途径 

微生物积累的油脂主要是三酰基甘油，作为合成基于单细胞油生物燃料的原

料[59]。以油脂酵母为例，氮匮乏的环境会降低胞内 AMP 浓度， 进而降低了异

柠檬酸脱氢酶的活性[84][85]。随后，乌头酸酶催化异柠檬酸与柠檬酸达到平衡，并

通过三羧酸载体将积累的柠檬酸转移至细胞质并经裂解酶（ACL）裂解，最终得

到草酰乙酸和乙酰辅酶 A。而草酰乙酸经苹果酸脱氢酶和苹果酸酶的催化变成丙

酮酸，同时合成了 NADPH。乙酰辅酶 A 则经乙酰辅酶 A 羧化酶（ACC）转化为

丙二酰辅酶 A 参与脂肪酸（FA）合成。脂肪酸主要通过脂肪酸合成酶（FAS）和

二碳单位实现碳链延长[86]。首先乙酰-ACP 与丙二酸酰-ACP 发生缩合反应，经

还原和脱水得到丁酰-ACP，在此基础上重复与丙二酰-ACP 进行缩合形成碳链延

长循环。合成脂肪酸骨架中通常包含 14-16 个碳原子，需要内质网膜上延长酶或

去饱和酶的参与才能得到不同类型的脂肪酸长链。在胞内甘油-3-磷酸与脂肪酸

结合，经甘油-3-磷酸酰基转移酶（GAT1）和磷脂酸磷酸酶（LPIN）作用得到甘

油二酯，最后由甘油二酯酰基转移酶（DGA1 和 LRO1）催化合成甘油三酯，产

物以脂质体形式储存在胞内[87]。 

三酰基甘油的生产需要大量的 NADPH，其中每个脂肪酸延长步骤中有两分

子 NADPH 被氧化为 NADP+，每个脂肪酸去饱和反应消耗一分子 NADPH。 在

油脂酵母当中，细胞质的 NADPH 的产生主要有三个来源：三羧酸循环过程柠檬

酸经异柠檬酸转化为 α-酮戊二酸时产生 NADPH；苹果酸转化为丙酮酸时产生
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NADPH；戊糖磷酸途径中的葡萄糖-6-磷酸氧化阶段和之后的非氧化阶段生成的

NADPH[88]。据报道油质微生物中脂质积累的程度与苹果酸脱氢酶的活性密切相

关，通过过表达编码三酰甘油合成酶的基因和抑制 β-氧化下调脂肪酸的分解代

谢来改造具有增强的脂质积累的 Yarrowia lipolytica。 

1.5  酵母的细胞壁和细胞形态 

1.5.1  酵母细胞壁组成与修饰 

酵母细胞壁非常坚硬，有助于维持细胞形态和抵抗外界物理化学环境压力。

酵母细胞壁通常由 D-葡聚糖，甘露糖，蛋白质和几丁质组成，如图 3 所示[89]。

葡聚糖的作用是赋予细胞弹性，通过拉伸以维持细胞形状。β（1，3）-D-葡聚糖

-几丁质复合物为细胞内壁的重要组成部分，构成了纤维结构支架。细胞外壁的

甘露糖蛋白交联物可以通过改变细胞孔隙率，从而调节细胞通透性的功能。细胞

内壁与细胞壁通过 β（1，6）-D-葡聚糖相连。几丁质有助于增强细胞壁的拉伸强

度。D-葡聚糖，甘露糖蛋白和几丁质通过共价键合，缠绕在一起，有助于细胞壁

的模块化结构[90][91]。 

油脂酵母与酿酒酵母细胞壁结构组成相比，其几丁质和单糖含量有明显差异

相关报道比较少。Y. lipolytica 是一种二态性的微生物，在酵母形态的细胞壁中发

现了高含量的几丁质，这很可能与 Y. lipolytica 对细胞破裂的抗性有关。据文献

报道，T. cutaneum 细胞壁的组成与酿酒酵母明显不同，但与丝状真菌的细胞壁有

一些相似性，细胞壁更加复杂，如表 1.1 所示。 

 

图 1.3  油脂酵母和非油脂酵母细胞壁结构比较[89] 

Fig 3.3  Comparison of cell wall structure between oleaginous yeast and non-oleaginous 

yeast 

根据报道，粘红酵母和圆红冬孢酵母主要生产类胡萝卜素，对葡聚糖酶介导

的细胞裂解不敏感，细胞壁中甘露聚糖/几丁质比值高有关[96][97]。酵母细胞壁是

高度动态的，会根据培养环境调节其组成。细胞壁组分受碳源类型，氮限制，pH，

温度，通气速率及培养方式的影响[98]。氮限制对酵母中油脂的积累有着密切的关

系，主要是代谢通量的变化导致细胞停止生长并触发油脂的积累，所以分析产油

酵母细胞生长和油脂积累的时期的细胞壁组分的变化变得非常有意义[99]。 
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表 1.1  S. cerevisiae，Y. lipolytica 和 T. cutaneum 细胞壁组成 

Tab 1.1  Cell wall composition of S. cerevisiae, Y. lipolytica and T. cutaneum 

组分/占细胞壁质量% 酿酒酵母[92] 解脂耶氏酵母[93] 皮状丝孢酵母[94] 

蛋白质 13.5 15 11 

中性碳水化合物（多糖） 85 70 63 

葡萄糖胺（几丁质） 3.36 7 9 

碱溶性物质 33.5 38.8 34 

碱不溶物质 37.3 61.2 44 

单糖（葡萄糖+甘露糖） 80–90 + 10–20 60 + 40 32 + 6 

 

1.5.2  酵母细胞形态 

酵母以出芽方式繁殖。母体细胞成熟后通过单边或者多边途径萌发芽体，芽

细胞伸长至某种程度，脱离形成新的个体。未脱落的子细胞也能够产生新芽体，

形成长细胞链或分枝。酵母有性繁殖通过细胞间相互接触和融合，产生的双倍体

细胞核经减数分裂得到 4-8 个单倍体细胞（子囊孢子）。酵母细胞中，细胞核需

要细胞质来实现复制所需的基本功能，导致酵母在 G2 期（DNA 合成后期）呈现

出多种基本形态（图 1.3）[100]。第一种形态型是菌丝态合胞体，合胞体是指为一

个包含许多核的细胞，第二种形态是典型的酿酒酵母椭圆形或球形单细胞形态，

单核细胞通过出芽分裂进行繁殖。第三种形态是细胞交配后形成的子囊孢子。 

酵母形式单细胞到菌丝态，酵母可能呈现出不同大小和形状，与培养过程中

的物理化学性质（包括 pH，温度和溶解氧浓度），外压（压力和搅拌）或营养条

件（碳和氮源质以及金属离子的浓度）等因素有关[101][102]。Andreishcheva 等[103]

研究解脂耶氏酵母对高盐度（9％NaCl，1.5 M）的适应培养中，伴随着细胞形状

和大小的快速变化，细胞逐渐变得越来越圆并且尺寸减小，平衡外部环境中升高

的渗透压。在分批补料生物反应器中增加的空气和氧气压力，影响局部溶解氧的

张力从而抑制酿酒酵母细胞的代谢活性，导致细胞尺寸变小和老化细胞数量增加。

Wang 等[104]考察了在摇瓶培养中添加不同含量酵母提取物调节可同化氮，导致皮

状丝孢酵母由椭圆形态与细长菌丝形态之间转变，影响了发酵液的流变学、传质

性能及油脂积累性能，研究发现椭圆形态则更为适宜用于高含量油脂的生产，作

为生物柴油生产的原料。 
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图 1.4  酵母基本细胞形态类型[100] 

Fig 1.4  Basic cell morphology of yeast 

解脂耶氏酵母被用作酵母中二态性研究的模型系统,在生物技术应用方面具

有重要性。在二态转换期间通常会出现几种中间形态，引起流变学变化，热量和

传质速率，导致发酵性能的改变。因此，优化生物过程中形态观察对监测和控制

至关重要。目前从遗传操作而产生的形态学转变（特别是油脂生物合成）没有得

到解决。 

1.6  研究意义 

为了满足不断增长的能源需求，降低对石化能源的依赖性及缓解过度使用化

石能源导致环境恶化的压力，全世界对基于生物质的可持续液体燃料的开发和利

用产生极大的兴趣。通过油脂酵母实现油脂生产的可持续和经济性可行性，需要

大量廉价的生长底物。木质纤维素生物质是最丰富的天然聚合物，木质纤维素来

源戊糖和己糖同时利用的油脂发酵过程具有极大的吸引力。木质纤维素油脂生产

的三个关键步骤是发酵培养基制备，发酵过程和下游加工，发酵菌株的油脂积累

性能直接影响油脂的产量，因此筛选出高产油脂酵母是实现木质纤维素全糖利用

的重要一步。油脂储存在胞内难以直接标记和测定，如何能快速高通量筛选出油

脂酵母是研究的热点之一。 

Trichosporon cutaneum 具有二态性，是能够耐受木质纤维素来源抑制物的油

脂酵母。T. cutaneum ACCC 20271 利用木质纤维素生产微生物油脂过程中，只能

消耗较少的葡萄糖，其余多种可发酵单糖（木糖，阿拉伯糖和甘露糖等）不能被

完全生物转化，含油率较低。本实验室基于胞内油脂密度差异影响细胞的漂浮特

性原理，提出了特异性分离轻细胞的超离心筛选法。在玉米秸秆水解液中进行 T. 

cutaneum ACCC 20271 适应性进化离心筛选，在逐代转接过程中增加离心力，富

集得到超强油脂积累菌株 T. cutaneum MS 28。为了验证离心筛选的普适性，本研

究将筛选培养基换成氮限制的合成培养基，提高至 2 倍筛选离心力达到离心机极

限和添加无菌超纯水作为离心介质降低离心过程的发酵液密度以实现轻重细胞
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的彻底分离，仍然能够更高效地筛选出油脂积累性能优异的突变菌。超离心筛选

得到的突变菌株均能实现实现木质纤维素全糖利用，具有广阔的价值和意义。 

通过细胞形态观察发现 2 株超速离心筛选酵母与原始菌株存在明显的差异：

细胞尺寸显著增大，生长繁殖过程中母细胞呈多边出芽，油脂积累的空间得到提

升。酵母从单细胞椭圆形态胞到菌丝态之间的转变，呈现出不同大小和形状，与

培养过程中的 pH，温度、溶解氧浓度，压力或营养条件等因素有关。细胞壁有

助于维持细胞形态和抵抗外界物理化学环境压力，透射电子显微镜观察发现筛选

菌细胞壁比原始菌株薄得多，从指数期到稳定期细胞壁呈变厚趋势。通过测定甘

油三酯合成过程的重要前体物质的供给能力，结合对油脂合成和细胞壁合成分解

相关基因转录水平分析，探究细胞壁组分对油脂酵母细胞形态的变化和油脂积累

过程的影响，深入地对离心筛选高产油酵母机制进行探讨，对产油菌株的开发和

提高油脂生产浓度具有重要的借鉴意义。
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第 2 章  超速离心筛选皮状丝孢酵母的木质纤维素油脂发酵研究 

2.1  引言 

随着石油和煤炭等化石燃料的枯竭以及气候问题的日益突出，生产清洁可再生能源

已成为研究的热点。用油脂微生物将木质纤维素来源的可发酵糖转化为微生物油脂，是

保障生物柴油的油脂原料可持续供应的可靠方法，有助于农业废弃物可持续利用和提高

商业化生产生物柴油替代化石燃料的经济可行性。预处理过程木质纤维素原料降解产生

的抑制物不利于微生物生长代谢，T. cutaneum 是一类对不同来源的发酵底物具有广泛适

用性的典型油脂酵母，能够降解和部分转化抑制物，具有生产木质纤维素油脂的潜能。 

筛选出油脂积累能力较强的理想油脂酵母是实现木质纤维素全糖转化的重要一步。

据文献报道油脂作为能量物质储存在胞内，高油脂含量酵母 Y. lipolytica 经过离心之后，

不会沉降到底部，反而会漂浮在发酵液上层。本实验室 Hu 等提出一种新的高通量油脂

酵母筛选方法：超速离心筛选法。T. cutaneum ACCC 20271 在玉米秸秆水解液进行发酵

生产胞内油脂，油脂积累能力不同的细胞之间产生密度差异。将发酵液在一定离心力下

进行离心，少量油脂含量高的较轻细胞和大量含量低的重细胞得到有效地分离，选取离

心后的上层液体作为种子接种到新鲜的培养基继续驯化培养，通过不断淘汰重细胞，富

集得到油脂发酵性能优异的菌株 T. cutaneum MS 28。此筛选方法克服了传统筛选方法操

作复杂，试剂和设备成本高等困难，筛选过程操作方便且具有针对性，实现高油脂含量

酵母的高通量筛选。 

本研究为了验证超速离心筛选油脂酵母的可行性和广泛适用性，以 T. cutaneum 

ACCC 20271 为出发菌株，设计了不含毒性的氮限制合成培养基作为离心筛选的发酵培

养体系，摇瓶发酵时间延长至 120 h，同时将离心力提高至离心机极限 43000 xg，并添

加离心介质降低油脂发酵液的密度，更彻底地分离出油脂生产能力突出的 T. cutaneum 

MP 11。比较 2 株高产油脂酵母 T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 与出发菌株 T. 

cutaneum ACCC 20271 的发酵性能，进行 15%固含量玉米粉分步糖化发酵与 30%固含量

脱毒麦秆同步糖化共发酵生产油脂。 

2.2  实验材料与方法 

2.2.1  原料 

小麦秸秆产自山东滨州（2018 年夏季收获）。水洗麦秆，除去一些杂质后，常温晾

晒后收集。通过孔径为 10 mm 的锤式粉碎机对麦秆进行粉碎，然后将物料分装在普通的

密闭塑料袋，进行常温储存。通过两步酸解法测定麦秆纤维素与半纤维素含量。 
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2.2.2  酶试剂 

纤维素酶 Cellic CTec 2 来自 Novozymes(中国)生物技术有限公司。分别根据依据

NREL、Ghose 和 Bradford 方法测定滤纸酶活为 203.2 FPU/mL，纤维二糖酶活为 4900 

CBU/mL，Cellic CTec 2 的蛋白浓度为 87.3 mg/mL。 

2.2.3  菌株和培养基 

油脂发酵菌株：皮状丝孢酵母 T. cutaneum ACCC 20271 为原始菌株，购自中国农业

微生物菌株保藏管理中心。 

高产油脂超离心筛选酵母：皮状丝孢酵母 T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11。

T. cutaneum MS 28 为本实验室胡明姗同学在 15%玉米秸秆水解液中适应性驯化离心筛

选获得的油脂积累能力增强的菌株。T. cutaneum MP 11 为本研究在普通合成培养基发酵

中离心筛选获得的超油脂生产菌株。 

脱毒菌株：Amorphotheca resinae ZN1 为筛选获得的一株优异的生物脱毒霉菌，保藏

于中国普通微生物菌种保藏管理中心保藏，编号为 CGMCC 7452。 

种子培养基：YPD 培养基，培养基成分为 Glucose 20 g/L，Yeast Extracts 10 g/L，

Peptone 20 g/L，Agar20 g/L。 

油脂酵母 T. cutaneum 筛选培养基：合成培养基，Glucose 60 g/L，Yeast Extracts 1.0 

g/L，KH2PO4 2.0 g/L，MgSO4.7H2O ，1.0 g/L，(NH4)2SO4 0.44 g/L。 

2.3.4  种子培养 

从-80 ℃菌种保藏冰箱中拿出保种管，待菌液融化后划线接种于 YPD 固体培养基。

30℃培养大约 30 h，挑取单菌落于 20 mL YPD 培养基中活化 24 h。然后接种于 50 mL 

YPD 培养基，活化 24 h 得到二级种子。摇床培养参数：30 ℃，180 rpm。接种量：10%。 

2.3.5  麦秆预处理和生物脱毒 

将水洗粉碎后的小麦秸秆与 7.6%（w/w）稀酸以 2:1 （w/w）的比例加入到 20 L 预

处理反应器中，在 50 rpm 条件下搅拌 3 min，充分混合。产生的蒸汽使温度达到 175 ℃

时，在 50 rpm 转速条件下维持 5 min。得到麦秆物料含水量在大约 50%，整个过程无废

水产生。 

预处理后麦秆物料首先要经过 PSB-80JX 碟式磨浆机粉碎处理，磨浆的目的是去除

一些超长的纤维，然后向预处理的小麦秸秆加入 20% (w/v)的 Ca(OH)2，充分搅拌，调节

pH 至 5.0~5.5，适于生物脱毒菌的生长。将树脂枝孢霉菌 Amorphotheca resinae ZN1 孢

子的斜面加入到预处理后的物料中，28 ℃静态培养 4-5 天后，作为脱毒种子。将脱毒种

子以 10%接种量接入含有新鲜预处理后麦秆物料的 15 L 生物反应器中，通气量为 0.8 

vvm，脱毒 36 h 左右，直至完全去除麦秆物料的 5-羟甲基糠醛和糠醛。脱毒后的物料置

于-20℃冰箱保藏。 

2.3.6  麦秆水解液和玉米粉水解液制备 

经过预处理和生物脱毒后，制备 15%固含量的水解液。然后按照 6 mg 纤维素蛋白/ 

g 麦秆干固体添加纤维素酶，50 ℃下糖化，控制 pH 为 4.8，搅拌转速为 150 rpm，糖化
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时间为 48h。糖化水解结束后进行离心。上层澄清液进行 115 ℃，20 min 灭菌后，在超

净工作台过滤以进一步去除木质素残渣，制备得到 15%麦秆水解液。 

玉米粉和去离子水经 115 ℃灭菌 20 min，加入淀粉酶在恒温水浴摇床 90 ℃，50 

rpm 糊化 2 h，淀粉酶用量为 22 wu/gDM（Dry Material，玉米粉干物料）。至玉米粉糊化

后，加入糖化酶（10 wu/gDM）在 50℃条件下进行糖化反应 5 h。糖化完全后离心（10000 

rpm，10 min），去掉不溶性残渣。将分离得到的糖化液进行 115 ℃灭菌 20 min，过滤制

备得到 20%固含量玉米粉水解液。 

2.3.7  油脂发酵 

分步糖化与发酵（SSF）:在 3 L 发酵罐上进行 15%玉米粉水解液 T. cutaneum 油脂发

酵。10%种子液接种至含玉米粉水解糖培养基的 3 L 发酵罐中。营养盐浓度为：1.0 g/L 

KH2PO4、0.5 g/L YE、0.5 g/L MgSO4.7H2O 和 0.22 g/L (NH4)2SO4。发酵参数：30 ℃，

600 rpm，通气量为 1 vvm，添加 6 M HCl 溶液控制 pH 值为 5.0，120 h。添加少量的消

泡剂防止冲罐。 

同步糖化与共发酵（SSCF）：在 3 L 发酵罐上进行 30%固含量麦秆 T. cutaneum 油脂

发酵。首先在配置有特殊螺带式桨叶的 5 L 发酵罐上进行 30%固含量小麦秸秆预糖化，

以 6 mg 纤维素蛋白/ g 麦秆干固体添加纤维素酶，50 ℃糖化，150 rpm，控制 pH 为 4.8，

预糖化时间为 12 h。将经过预糖化的 30%固含量小麦秸秆糖化液转移至 3 L 发酵罐，营

养盐和发酵参数参考 SSF 过程。 

2.3.8  长发酵周期适应性驯化超速离心筛选 

以 T. cutaneum ACCC 20271 为出发菌株，在合成培养基中进行长发酵周期的离心筛

选。将 5 mL 培养的活化菌液接入含有 50 mL 新鲜合成培养基中，180 rpm，30 ℃，120 

h 培养后，将 25 mL 培养结束的发酵液收集至 50 mL 无菌离心管。发酵液经离心力作

用，5 ml 上层的菌液转接到含有 50 mL 新鲜合成培养基，进行油脂发酵。重复以上步

骤。 

从低离心力 1000 xg 开始转接培养，测定每次发酵的葡萄糖消耗量，菌液 OD600 和

油脂浓度，不断提高离心力进行离心转接。将离心力提高至 1000 xg，离心 2 min。转接

培养第 11 次，细胞含油率有明显的提高。维持此 1000 xg 离心力进行离心筛选，油脂积

累得到大幅度增强后，提高至离心机最高离心力 43000 xg，离心 2 min。发酵液经离心

后表面漂浮大量的细胞，需要添加一定量无菌超纯水，降低发酵液的粘度，使优势菌株

不断富集在液体上方，劣势菌体沉淀在下方。 

2.3.9  细胞干重及油脂测定 

液体发酵：取 25 mL 发酵液，10000 rpm，离心 5 min。去除上层液体，用超纯水重

悬细胞，同样转速离心 5 min，此步骤目的是去除可溶性杂质和营养物质。重悬细胞菌

液全部转至干净且已知重量的平皿，然后平皿置于 60 ℃的恒温干燥箱，过夜烘干。称

取含有干细胞物质（DCW）的平皿，计算出干细胞重量并记录下来。将 6 mL HCl（4 

mol/L）溶液添加至烘干后含干细胞的平皿，浸泡菌体 2 h 后，浸泡后的细胞进行 100 ℃
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酸水解反应 10 min，直至细胞完全裂解。置冰上冷却 10 min，加入 20 mL 氯仿-甲醇（2:1，

v/v）溶液进行成分混合，盖紧并用封口膜封紧，然后放置于 30 ℃摇床中，180 rpm，萃

取 1 h。离心 5 min，油脂溶于下层的氯仿相。用注射器回收下层的氯仿相于已知重量 50 

mL 的旋转蒸发瓶中，用旋转蒸发仪在 80 ℃条件下从有机氯仿相中浓缩油脂，将旋蒸

瓶置于 60 ℃恒温培养箱烘干多余的水分，称量并计算出油脂的重量。利用差重法计算

油脂重量和细胞干重，细胞含油率等于油脂重量除以细胞干重。 

同步糖化与共发酵（SSCF）：将 10 g 发酵液离心后（10000 rpm，10 min），上层细

胞（包含可溶性木质素）置于干净的平皿。60 ℃的恒温过夜烘干。可溶性木质素会对油

脂的产生一些影响，通过多次测定发酵 0 h 油脂产量消除误差。油脂的提取方法见上述

步骤。 

2.3.10  油脂组分测定 

添加 5 mL 0.5 M KOH-甲醇溶液，水浴摇床 50 ℃，2 h，完全皂化。添加三氟化硼

-甲醇（4:10，v/v）继续进行酯化反应。加入 4 mL 正己烷震荡后，加入 2 mL 饱和 NaCL

溶液，经离心得到脂肪酸甲酯。取上层溶液，用气相色谱-质谱联用仪（GC-MS）测定脂

肪酸组分。GC-MS 测定参数：注射口温度为 280 ℃，进样量 0.4 μL；氦气作为载气，

流速为 1 mL/min；色谱柱 Agilent 19091J-433(30 m×250 μm×0.25 μm)，不分流进样；火

焰离子化检测器（FID）温度 120 ℃；升温程序：80 ℃维持 3 min 后，以 16 ℃/min 的

速率升温至 280 ℃，维持 8 min。分析系统为 NITS MS Search 2.0。 

2.3.11  糖类和抑制物的高效液相色谱(HPLC)检测 

主要检测两种典型的抑制物：糠醛和 5-羟甲基糠醛。在摇床中浸提预处理后麦秆物

料 2 h 后，离心获得上层清液，稀释后经过 0.22 μm 滤膜过滤。检测器使用日本岛津公

司 SPD-20A 型 UV/Vis 紫外检测器，色谱柱为 Bio-Rad Aminex HPX-87H 柱(Bio-Rad，

Hercules，CA，USA)，流动相为 5 M H2SO4，流速为 0.6 mL/min，柱温为 65 ℃，进样

量 20 μL。 

检测木质纤维素来源葡萄糖、木糖、半乳糖、阿拉伯糖和甘露糖。发酵液经离心和

0.22 μm 滤膜过滤 2 次。色谱柱为 Bio-Rad Aminex HPX-87H 柱(Bio-Rad，Hercules，CA，

USA)，流动相为灭菌超纯水，流速为 0.6 mL/min，柱温为 80 ℃，进样量 20 μL。 

2.3.12  细胞密度计算 

用安东帕公司的密度仪 DMA4500M（澳大利亚，格拉茨）测定发酵液密度。
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2.3  结果和讨论 

2.3.1  T. cutaneum 合成培养基长周期适应性进化及离心筛选 

 

图 2.1  T. cutaneum 的适应性进化超离心筛选 

Fig 2.1  Adaptive evolution and ultra-centrifugal screening of T. cutaneum 

合成培养基：Glucose 60 g/L，Yeast Extracts 1.0 g/L，KH2PO4 2.0 g/L，MgSO4.7H2O 1.0 g/L，(NH4)2SO4 

0.44 g/L。培养条件：30 ℃，10%接种量，180 rpm，120 h。（1）低离心力筛选：离心转接至第 21 次。

筛选条件：离心力 1000-25000 xg，离心时间 2 min。（2）高离心力低发酵液密度筛选条件：离心力

25000-43000 xg，3 min，发酵液/无菌水：2：1~1:2。 

初步筛选出符合培养体系的产油微生物之后，找到合适的筛选方法进一步提高油脂

发酵能力以及快速准确地分离出最佳菌株显得尤为重要。油脂以油脂小体形式存在于细

胞内，测定油脂含量的常规方法需要多步实验处理步骤。油脂发酵培养过程中，有限氮

耗竭引起的营养饥饿，会引起过量的碳源转化为甘油三酯。胞内油脂含量的不同形成密

度差异影响细胞的漂浮情况，通过测定发酵液的密度可以观察油脂积累的变化。选择氮

限制合成培养基作为发酵体系，刺激油脂的合成，取发酵 120 h 小时结束后的发酵液体

进行离心，筛选出较轻的细胞作为种子继续进行培养。此过程涉及三个筛选压力：营养

物质限制，长达 120 h 培养可能引起的油脂降解和离心过程中细胞受到离心力的损伤。

整个筛选过程可以分为两个阶段，如图 2.1： 

低离心力筛选阶段：T. cutaneum ACCC 20271 在合成培养基中培养，由于营养元素

的匮乏及离心转接的原因，接种的细胞量变少导致离心转接前几次的生物量即细胞的干

重较低。前期测定的含油率偏高且误差比较大，用密度仪测定发酵液的密度更能反映油

脂积累状态。提高离心转速，第 11 次转接培养发酵液密度明显下降。此阶段细胞干重

提高至 9.66 g/L，含油率由 34%上升至 50.6%，说明离心转接产生了良好的效果。保持

离心力不变，含油率开始稳定提高，发酵液密度快速下降。 

高离心力低发酵液密度筛选阶段：这个阶段是离心力高速提升的阶段。上一阶段中

最高含油率达到 68%，将发酵液在 25000 xg 的离心作用下，大部分细胞都漂浮起来，甚

至在液体表面，此时增加离心力或延长离心时间，都不能使所有的细胞沉降至底部。为

0

5

10

15

20

25

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39

D
ry

 c
e
ll 

m
a
s
s
 (

g
/L

)

L
ip

id
 c

o
n
te

n
t 

in
 c

e
lls

 (
%

)

Transfer number

Lipid content in cells Dry cell mass Centrifugal force Density of fermentation broth

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

C
e
n
tr

ifu
g
a
l 

fo
rc

e
 (

1
0

3
 

g
)

1

1.005

1.01

1.015

1.02

1.025

1.03

D
e

n
si

ty
 o

f 
fe

rm
e

n
ta

ti
o

n
 b

ro
th

 (
g

/c
m

3
)



第 18 页                                   华东理工大学   硕士学位论文 

了降低离心介质的密度，发酵液与无菌超纯水以一定的比例混匀后离心，使较轻细胞进

一步被淘汰出来，富集出油脂积累能力最突出的菌株。随着逐代转接，细胞含油率提升

至 70%左右。培养结束发酵液的密度接近 1，几乎等于水的密度，筛选得到高产油脂酵

母 T. cutaneum MP 11 的细胞体积比出发菌株大几十倍。后期增加发酵液稀释倍数，提高

离心力至离心机极限，突变菌株含油率基本不变，干细胞重量却下降了。分析其原因：

（1）细胞体积变大后生长阶段需要更多的氮源合成蛋白质和遗传物质，导致细胞量降

低；（2）43000 xg 离心过程会对细胞造成损伤；（3）重细胞最大程度离心沉降，意味着

新一轮培养的种子量下降。 

T. cutaneum ACCC 20271 正常转接培养 120 h 只能消耗少量的葡萄糖，筛选过程中

发酵液的残糖降为 40 g/L ，油脂浓度从 2.1 g/L 提高至 11.5 g/L。T. cutaneum ACCC 20271

在适应性驯化过程通过发生突变以响应生存环境的变化，离心筛选法能够特异性分离出

油脂生产优异的菌株 T. cutaneum MP 11。结果显示超速离心筛选的方法具有广泛适应性

和针对性，不局限于木质纤维素水解液培养体系。 

2.3.2  T. cutaneum 筛选前后低密度轻细胞量观察和轻重细胞比例研究 

T. cutaneum 在 15%脱毒麦秆水解液摇床发酵 72 h，每 24 h 取样，离心后观察细胞

量，如图 2.2。发酵前 24 h 是油脂合成的前期，主要是酵母的生长和繁殖阶段。T. cutaneum

利用氮源、碳源，甚至是胞内油脂等营养物质进行 DNA 的复制，蛋白质的合成和细胞

的分裂进行增殖。此阶段细胞尺寸会变宽或者变长，胞内油脂含量较低导致胞内密度较

大，在离心力的作用下很快沉降底部。当培养基中的有限氮源被快速消耗完（大约 24 h

后），腺苷一磷酸脱氨酶活性增加，合成大量的乙酰 CoA，快速进行脂肪酸和油脂的合

成。油脂合成的中期 48 h，部分油脂生产能力较强的酵母细胞已经积累了甘油三酯，胞

内的密度较 24 h 低，经离心后轻细胞漂浮在离心管液体上层。T. cutaneum ACCC 20271

发酵液离心后上层肉眼观察不到聚集。T. cutaneum MP 11 和 T. cutaneum MS 28 均部分

漂起来，并且 T. cutaneum MP 11 明显更多。发酵后期 72 h，高产油脂的 T. cutaneum MP 

11 几乎都漂浮在上方，只有少部分胞内比较空的重细胞和吸附了木质纤维素颗粒的细胞

沉降下来， T. cutaneum ACCC 20271 发酵液观察不到漂浮细胞，说明油脂含量较低，达

不到离心后具有漂浮特性的油脂密度。 

油脂酵母在胞内积累油脂作为能量物质，在氮限制的的条件下，能快速地将过量的

碳源转化为油脂，为了进一步表征油脂含量与漂浮特性呈正比关系，定量表示培养过程

中的油脂含量高的轻细胞和油脂含量低的重细胞的比例变化，本实验将 T. cutaneum 在

氮含量更低的合成培养中进行培养，避免木质纤维素原料中杂质对测定产生的误差。T. 

cutaneum 快速生长的时期每隔 6 h 取 10 mL 发酵液，油脂合成时期每隔 12 h 取样 10 

mL。将发酵液进行高速离心后，取上层漂浮液体 1 mL。将离心液和轻细胞去除后，加

入 9 mL 水混匀重细胞。测定细胞密度 OD600，比较轻重细胞生物量。 
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图 2.2  T. cutaneum 发酵不同阶段轻细胞量 

Fig 2.2  T. cutaneum light cell mass at different stages of fermentation 

(a)24 h，(b)48 h，(c)72 h，每张图片中的发酵液的菌株从左到右分别是 T. cutaneum ACCC 20271，T. 

cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11。培养条件：15%脱毒麦秆水解液，10%接种量，营养盐 Yeast 

Extracts 0.5g/L，KH2PO4 1.0 g/L，MgSO4.7H2O 0.5 g/L，(NH4)2SO4 0.22 g/L，30 ℃，180 rpm,，离心

条件：15000 rpm，5 min。 

 

图 2.3  T. cutaneum 轻重细胞比值变化过程 

Fig 2.3  T. cutaneum light to heavy cell ratio 

合成培养基：Glucose 60 g/L，Yeast Extracts 1.0 g/L，KH2PO4 2.0 g/L，MgSO4.7H2O 1.0 g/L，(NH4)2SO4 

0.44 g/L。30 ℃，10%接种量，180 rpm，96 h。离心条件：15000 rpm，5 min。 

如图 2.3 结果显示：第一阶段是 T. cutaneum 的生长繁殖时期，细胞生物量快速上

升，同时轻重细胞比例降低。由于合成培养基中的氮源不断被消耗，可以观察到 T. 

cutaneum MP 11在第 24 h前已经进入的油脂积累时期，轻细胞明显变多，说明 T. cutaneum 

MP 11 能够将碳源进行高效转化。发酵第 30 h，T. cutaneum MS 28 积累的油脂含量足以

在离心力作用下漂浮在液体表面，而出发菌株 T. cutaneum ACCC 20271 维持不变，油脂

含量过低被离心下来。随着发酵进行，胞内积累了更多的油脂，轻细胞量不断上升，筛

选菌株均在第 60 h 比值达到最高，此时大部分细胞胞内填满了油脂小体。发酵后期，由
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于培养环境的恶化，轻细胞胞内油脂合成停止，通过调控细胞壁的合成代谢来响应环境

的变化，同时可能代谢自身储存的油脂维持活力，导致部分细胞胞内密度和细胞壁结构

发生改变，导致离心后重细胞量增加。 

2.3.3  T. cutaneum 脂肪酸的组成 

单细胞油来源生物柴油要求酵母油中含有理想的脂肪酸成分。影响生物柴油性能的

主要因素是碳原子数及其种类。随着链长的增加，单脂肪酸的十六烷值、沸点、热值和

粘度都增加，不饱和键的存在会降低了单脂肪酸的性能。十六烷值高的长链饱和脂肪酸

是点火性能的主要指标，其燃烧性能较好，但粘度过高会导致燃料雾化不良问题。在 15%

固含量麦秆水解液中培养 T. cutaneum。油脂发酵后期 96 h，T. cutaneum MP 11 和 T. 

cutaneum MS 28 基本已经消耗完葡萄糖和木糖。收集细胞并提取油脂，分别进行皂化和

转酯化反应后，测定脂肪酸的组成，如下表 2.1： 

表 2.1  T. cutaneum 脂肪酸的组成 

Tab 2.1  T. cutaneum fatty acid composition 

油脂发酵菌株 
棕榈酸

（C16:0） 

软脂酸

（C16:1） 

硬脂酸

（C18:0） 

油酸

（C18:1） 

亚油酸

（C18:2） 

其他脂

肪酸 

T. cutaneum ACCC 20271 24.4 5.6 14.4 42.8 6.0 6.8 

T. cutaneum MS 28 29.8 1.0 20.5 42.4 0.9 5.4 

T. cutaneum MP 11 31.0 2.2 18.2 41.6 1.5 5.5 

 

结果显示，C16、C18 的长链脂肪酸占总脂肪酸含量的 94.6%以上。T. cutaneum 筛

选菌株的脂肪酸组成变化规律相似。油酸含量最高，其次为棕榈酸和硬脂酸。结果表明

了 T. cutaneum 筛选菌株的饱和脂肪酸含量高于出发菌株 T. cutaneum ACCC 20271，说明

筛选菌生产的油脂具有更高的十六烷值，生产的生物柴油燃烧性能更好。同时，利用木

质纤维素生产的油脂可以作为生物柴油合成的前体。 

2.3.4  T. cutaneum 利用 15%固含量玉米粉水解液分步糖化发酵生产油脂 

以玉米淀粉为原料生产微生物油脂，探究 2 株筛选菌株和出发菌株的发酵性能。加

工后玉米粉在淀粉酶和糖化酶的作用下水解生产葡萄糖，玉米粉水解液中还含有少量的

氨基酸等营养物质，有利于微生物的生长。15%固含量玉米粉水解液作为培养基，在 3 

L 的发酵罐上进行 T. cutaneum 好氧油脂发酵： 



华东理工大学  硕士学位论文                                   第 21 页 

 

图 2.4  T. cutaneum 利用 15%固含量玉米粉水解液油脂发酵 

Fig 2.4  corn flour hydrolysate for lipid fermentation by T. cutaneum 

(a) 葡萄糖；（b）细胞干重；（c）细胞含油率；（d）油脂浓度。糊化条件：淀粉酶 22 wu/，90 ℃，2 

h。糖化条件：糖化酶 10 wu/g 干物料，50℃，4 h。发酵条件：15%固含量玉米粉水解液，10%接种

量，30 ℃，600 rpm，1 vvm，pH 5.0，120 h。营养盐添加量：Glucose 60 g/L，Yeast Extracts 1.0 g/L，

KH2PO4 2.0 g/L，MgSO4.7H2O 1.0 g/L，(NH4)2SO4 0.44 g/L。 

15%固含量玉米粉水解液初糖大约 140 g/L。在氮源有限的情况下，3 株发酵菌能

够快速进入油脂合成代谢，取第 24 h 的发酵液提取和测定油脂浓度发现了高油脂含

量。培养基不含毒性物质，延滞期非常短。 

结果显示，T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 能够快速利用葡萄糖，相较与

原始菌株均表现出高效转化碳源的能力。T. cutaneum MS 28 在第 60 h 消耗完所有的葡

萄糖，T. cutaneum MP 11 需要更多的时间才能把葡萄糖耗完，原始菌株发酵 120 h 结束

还剩下 76 g/L 葡萄糖。观察细胞干重结果显示，T. cutaneum MS 28 的生长繁殖速度更

快，T. cutaneum MP 11 稍慢，但是细胞含油率始终比 T. cutaneum MS 28 高。在观察细

胞分裂和油脂积累过程发酵 T. cutaneum MP 11 细胞尺寸最大呈长棒状，T. cutaneum 

MS 28 次之呈长杆状，出发菌株 T. cutaneum ACCC 20271 始终呈小的球状。观察发酵

细胞尺寸越小，细胞分裂的速度更快，合成的细胞壁越厚，酵母细胞壁的厚度在一定

程度上影响细胞干重。 
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随着发酵的延长，葡萄糖逐渐向油脂转化，T. cutaneum MP 11 表现出最高的甘油

三酯积累能力，第 96 h 细胞干重达到 40.1 g/L，得到 28.2 g/L 油脂浓度，含油率为

70.3%，离心收集 T. cutaneum MP 11 过程中，转速达到最高，轻细胞仍有很大一部分

无法沉降下来，去除上清液时损失了大量轻细胞，所以测得的油脂产量偏低。T. 

cutaneum MS 28 细胞含油率最高达到 68.3%，油脂产量为 26.3 g/L，细胞干重 38.9 

g/L。出发菌株 T. cutaneum ACCC 20271 始终显示较低的油脂产量，发酵 120 h 后，细

胞干重为 21.0 g/L，积累油脂 7.3 g/L，细胞含油率只有 34.8%。相较于出发菌株，2 株

筛选菌株能够更快速地利用葡萄糖，生产更高浓度的微生物油脂，具有极大的优势。T. 

cutaneum MP 11 的油脂生产能力比 T. cutaneum MS 28 强，更适合作为发酵菌株用于生

产微生物油脂。筛选菌株在发酵第 96 h 实现了油脂的最大积累，为了维持细胞活力，

开始分解少量内源的油脂，导致油脂含量有所下降。 

2.3.5  T. cutaneum 利用 30%固含量麦秆同步糖化共发酵生产油脂 

干式稀酸预处理后的小麦秸秆物料含有抑制微生物生长的化合物，其中呋喃化合物

（糠醛和 5-羟甲基糠醛）的毒性最强，一般的微生物都无法降解和转化。抑制物存在会

降低纤维素酶活性，阻碍可发酵糖的释放。利用 Amorphotheca resinae ZN1 对预处理麦

秆进行生物脱毒，去除毒性较强的呋喃化合物。为了得到高浓度的木质纤维素油脂产量，

本研究进行 30%高固含量麦秆的同步糖化共发酵：糖化和油脂发酵同步进行，油脂好氧

发酵在 3 L 的发酵罐进行，用高效液相色谱测定每 12 h 发酵液的残留糖浓度，测定结果

如下图 2.5： 

经过 12 h 预糖化后，培养基中各初糖平均浓度：葡萄糖 85.0 g/L，木糖 18.5 g/L，

甘露糖+阿拉伯糖 2.9 g/L，半乳糖 1.2 g/L。由于培养基中存在少量的毒性较低的抑制

物，细胞有一段延滞期。细胞延滞期基本不消耗糖同时纤维素水解继续释放葡萄糖，

引起 12h 内葡萄糖含量有所上升。T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 的糖耗迅速

增加，接近 72h 葡萄糖被完全转化，木糖浓度在 36h 左右开始降低，直至阿拉伯糖，

甘露糖和半乳糖逐步被转化。油脂发酵 120 h 所有的糖被完全消耗，实现了木质纤维素

全糖化发酵生产油脂。出发菌株 T. cutaneum ACCC 20271 糖利用能力低，只能利用少

部分的葡萄糖，油脂转化率也低。木质纤维素油脂发酵结果显示，出发菌株 T. 

cutaneum ACCC 20271 生产油脂 6 g/L，而筛选菌 T. cutaneum MS 28 积累了 32.8 g/L 油

脂，T. cutaneum MP 11 积累 34.4 g/L 油脂。T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 能

够同时转化戊糖和己糖生产高浓度木质纤维素油脂，提高了生物柴油油脂原料商业化

生产的潜力。T. cutaneum MP 11 更适合作为发酵菌株应用于木质纤维素油脂生产。 
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图 2.5  T. cutaneum 利用 30%固含量麦秸同步糖化共发酵生产油脂 

Figure 2.5  15% solid content wheat straw simultaneous saccharification and co-fermentation for 

lipid production by T. cutaneum 

（a）葡萄糖；（b）木糖；（c）半乳糖；(d）甘露糖+阿拉伯糖；（e）油脂浓度。预糖化条件：30%固

含量脱毒小麦秸秆，6 mg 纤维素酶蛋白/g 干物料，50 ℃，12 h，pH 4.8，150 rpm，5 L 发酵罐。发

酵条件：10%接种量，30 ℃，600 rpm，1 vvm，pH 5.0，120 h，3 L 发酵罐。营养盐添加量：Glucose 

60 g/L，Yeast Extracts 1.0 g/L，KH2PO4 2.0 g/L，MgSO4.7H2O 1.0 g/L，(NH4)2SO4 0.44 g/L。 

2.4  小结 

木质纤维素生物质是最丰富的天然聚合物，木质纤维素来源戊糖和己糖同时利用的

油脂发酵过程具有极大的吸引力。本章研究主要验证超速离心筛选高产油脂酵母的可

行性和探究筛选菌株利用木质纤维素发酵产油的性能。T. cutaneum ACCC 20271 在设计
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的低氮合成培养基中进行适应性进化离心筛选，同时提高筛选离心力和添加无菌超纯

水降低离心发酵液密度，能更快速富集得到最佳油脂积累 T. cutaneum。 

（1）T. cutaneum ACCC 20271 在合成培养基体系适应性驯化过程，通过发生突变

以响应生存环境的变化。细胞油脂含量达到一定程度，离心后具有漂浮的特性，快速

增加离心力至 43000 xg，特异性分离得到油脂生产能力优异的菌株 T. cutaneum MP 

11，细胞含有率达到 70%。同时，观察发酵液密度能快速有效地判断筛选过程中的变

化，节约油脂提取操作时间和成本。结果说明超离心筛选方法具有普适性和针对性，

能够实现高通量快速筛选，不局限于木质纤维素水解液培养体系。实验结果为高效生

产油脂菌株的筛选提高了良好的借鉴和理论指导。 

（2）甘油三酯主要以油脂小体形式积累在酵母细胞内，细胞形态变化和细胞尺寸

增加，为油脂积累提供更多的空间。筛选菌株 T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11

的饱和脂肪酸含量比出发菌株高，具有更高的十六烷值。同时，利用木质纤维素原料

生产的油脂主要包含 C16 和 C18 长链脂肪酸，是理想的生物柴油前体。 

（3）15%固含量玉米粉水解液的 T. cutaneum 好氧发酵培养表明，筛选菌株的油

脂积累性能增强，含油率大幅度提高。进行 30%高固含量麦秆同步糖化好氧共发酵试

验，原始菌株 T. cutaneum ACCC 20271 仅能够利用部分葡萄糖，生产油脂 6 g/L。筛选

菌株 T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 能够同时利用木质纤维素来源己糖和戊糖

进行油脂生产，T. cutaneum MS 28 积累 32.8 g/L 油脂，T. cutaneum MP 11 积累 34.4 g/L

油脂。T. cutaneum MP 11 油脂生产能力更强，适合作为发酵菌株应用于木质纤维素油

脂生产，具有重要的工业应用价值。
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第 3 章  皮状丝孢酵母细胞形态与油脂生物合成机制研究 

3.1  引言 

油脂酵母 Trichosporon cutaneum 对发酵底物具有广泛适应性，能够降解和部分转化

抑制物，最适合木质纤维素体系油脂发酵的菌株。在不同适应性进化培养体系中进行油

脂的积累，结合超速离心筛选方法，不断富集得到油脂生产能力优异的菌株 T. cutaneum 

MS 28 和 T. cutaneum MP 11，能够实现木质纤维素来源单糖完成转化。利用显微镜观察

发现超离心筛选轻细胞酵母在细胞分裂的形态方面具有明显差异：细胞生长繁殖过程呈

现多边出芽；细胞的尺寸更大，为油脂的积累提供了更宽广的空间，细胞壁的厚度随着

环境的改变高度动态变化[105]。 

细胞核需要细胞质来实现复制所需的基本功能，导致酵母在 DNA 合成后期呈现出

多种基本形态。目前已有研究表明，酵母细胞在培养过程中的物理化学性质、外界压力

和营养条件等因素均可引起细胞形态的变化，酵母形态可能与细胞壁的完整性相关，可

以通过调节甘露聚糖、几丁质和葡聚糖的合成与分解，使结构处于动态变化以适应环境

变化。油脂酵母具有刚性结构的细胞壁，有利于维持细胞形态和抵抗外界物理化学环境

压力。皮状丝孢酵母生长过程中多种细胞形态的变化，细胞壁的合成代谢更为复杂。葡

聚糖赋予细胞弹性，通过拉伸以维持细胞形状。甘露糖蛋白交联物可以通过改变细胞孔

隙率，从而调节细胞通透性的功能。几丁质在有助于增强细胞壁的拉伸强度和外壁厚度。

细胞壁几丁质的增加是酵母细胞的一种补偿机制，可以使细胞壁重塑以抵抗细胞的裂解。 

氮限制对油脂的积累有着密切的关系，主要是代谢通量变化调控细胞的生长，同时

触发油脂的积累。产油酵母细胞生长繁殖方式的差异和细胞壁组分的变化对细胞形态改

变有重要影响，细胞体积的增大促进代谢能力提高，为油脂的储存提高更广阔的空间。

本章利用分子生物学手段分析离心筛选菌株产生巨大差异的原因，主要按照以下几个部

分展开：（1）T. cutaneum 生长繁殖方式与细胞形态的关系；（2）细胞壁组分的变化与油

脂合成的关系；（3）细胞内油脂积累前体物质的供给能力探究；（4）油脂合成代谢和细

胞壁合成分解相关基因转录水平分析。 

3 2  实验材料与方法 

3.2.1  菌株和培养基 

T. cutaneum ACCC 20271 为原始菌株，来自中国农业微生物菌株保藏管理中心。 

T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 为高产油脂超离心筛选酵母。T. cutaneum 

MS 28 为本实验室胡明姗同志在 15%固含量玉米秸秆水解液中适应性驯化离心筛选获

得的油脂积累能力增强的菌株。T. cutaneum MP 11 为本研究过程在普通合成培养基发酵

中离心筛选获得的超油脂生产菌株。 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cytoplasm
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/morphotype
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YPD 培养基：培养基成分为 Glucose 20 g/L，Yeast Extracts 10 g/L，Peptone 20 g/L，

Agar20 g/L。 

合成培养基，Glucose 60 g/L，Yeast Extracts 0.5 g/L，KH2PO4 1.0 g/L，MgSO4.7H2O 

0.5 g/L，(NH4)2SO4 0.22 g/L。 

3.3.2  种子培养 

从-80 ℃菌种保藏冰箱中拿出保种管，待菌液融化后划线接种于 YPD 固体培养基。

30℃培养大约 30，挑取单菌落于 20 mL YPD 培养基中活化 24 h。然后接种于 50 mL YPD

培养基，活化 24 h 得到二级种子。摇床培养参数：30 ℃，180 rpm。接种量：10%。 

3.3.3  麦秆预处理和生物脱毒 

具体操作详见 2.3.5 和 2.3.6。 

3.3.4  高效液相色谱(HPLC)检测 

检测细胞壁单糖含量。细胞壁经过两步酸解后，加入 Ca(OH)2 中和，上层清液经过

0.22 μm滤膜过滤2次。检测器色谱柱为Bio-Rad Aminex HPX-87H柱(Bio-Rad，Hercules，

CA，USA)，流动相为无菌超纯水，流速为 0.6 mL/min，柱温为 80 ℃，进样量 20 μL。 

3.3.5  细胞壁组分测定 

在合成培养基中培养 T. cutaneum ACCC 20271、T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum 

MP 11，30 ℃，180 rpm 摇床培养。在油脂合成前期 24 h 取发酵液 100 mL,收集菌体。

重悬细胞 2 次，在-80℃超低温冰箱预冻 24 h。将菌体进行真空冷冻干燥 48 h。 

主要利用两步酸解法测定细胞壁单糖聚合物含量。加入 1 mL 72%硫酸溶液与 100 

mg 干菌体混合。用玻璃棒在 30 ℃水浴温度下进行充分搅拌。高浓度硫酸低温反应 60 

min，裂解细胞壁结构。加入 28 mL 去离子水将浓硫酸稀释至 4%稀硫酸，用纱布包扎并

颠倒混匀之后，在 121 ℃的灭菌锅进行第二步酸解 60 min。取出试管，混匀后取出 5 mL

溶液，加碳酸钙粉末进行中和反应，10000 rpm 离心 5 min，用 HPLC 测定酸溶液的葡萄

糖和甘露糖的浓度。单糖聚合物与单糖的换算系数为 0.9。 

称取 50 mg 冻干粉置于旋蒸瓶，添加 10 mL 6 M HCl 溶液，105 ℃下酸解 24 h。将

酸解得到混合液在 50℃条件进行旋转蒸发后，加入无菌水 5 mL 进行充分溶解。取 0.5 

mL 样品与 0.5 mL SolutionA (1.5 M Na2C03 溶于 40 g/L 乙酰丙酮)进行 1:1 混合均匀，煮

沸 20 min。与 0.5 mL Solution B (1.6 g 对甲基氨基甲醛溶于 30 mL 饱和盐酸及 30 mL 乙

醇溶液)，3.5 mL 乙醇溶液充分混匀，放置 60 min。利用分光光度计在 520 nm 波长下进

行检测。N-乙酰葡萄糖胺标准曲线计算几丁质含量。 

3.3.6  透射电子显微镜细胞观察 

在合成培养基中培养 T. cutaneum，30 ℃，180 rpm 摇床培养。发酵不同时期 24 h、

72 h 收集菌液，与戊二醛溶液进行 1:1 混合，在低转速 5000 rpm 下离心 5 min 收集细

胞，再用新鲜混合液（4%多聚甲醛和 3%戊二醛溶于磷酸缓冲液）进行重悬，置于 4 ℃

冰箱进行固定 8 h。将固定后的细胞样品送至上海师范大学进行脱水、包埋、固化、超
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薄切片和染色。采用透射电子显微镜（仪器型号 FEI Tecnai Spirit G2 BioTWIN）进行细

胞壁的的观察。 

3.3.7  胞内 NADPH 和乙酰辅酶 A 含量的测定 

在合成培养基中培养 T. cutaneum ACCC 20271、T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum 

MP 11，30 ℃，180 rpm 摇床培养。发酵时间 24 h、48 h 和 72 h 收集菌体，超纯水重悬

2 次。稀释一定倍数后，用血球计数板计算菌体浓度，取一千万个细胞于 1.5 mL 离心管

中，送至苏州科铭技术有限公司进行测定。 

3.2.8  实时荧光定量 PCR 

在合成培养基上培养 T. cutaneum ACCC 20271、T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum 

MP 11 至油脂合成前期 24 h，4 ℃离心机 13000 rpm 离心 5 min，收集细胞至 50 mL 离

心管，加入超纯水进行细胞重悬 2 次（整个过程在冰上操作），去除上清保留至-80℃超

低温冰箱。研钵，研棒及药勺置于 200 ℃恒温烘箱维持 8 h，去除 RNA 酶。向研钵中加

入液氮进行冷冻，然后将坚硬的细胞块置于研钵中，用研棒进行研磨，加入液氮 2-3 次

冷冻并研磨充分至粉末状。离心管经过去 RNA 酶处理，添加 Trizol 试剂提取总 RNA，

氯仿进行分离到水相。水相与等体积异丙醇混合得到 RNA，经过 75%酒精清洗，干燥

RNA。去 RNA 酶水进行溶解，测定波长 260 nm/280 nm 比值评价 RNA 样品。总 RNA

样品为模板，ReverTra Ace qPCR RT 试剂盒反转录合成样品 cDNA。以样品 cDNA 为模

板，SYBR Green 为荧光染料，用 CFX96TM Real-Time System C10000TM Thermal Cycler 

进行 DNA 扩增反应。 

3.3  结果和讨论 

3.3.1  T. cutaneum MP 11 的离心转接过程细胞形态观察 

在氮限制普通合成培养基体系中进行 T. cutaneum ACCC 20271 适应性进化离心筛

选，得到细胞含有率达到 70%的 T. cutaneum MP 11。预处理后木质纤维素水解液成分比

较复杂，含有一定量的氮等微生物生长必须营养物质，可能会影响细胞合成代谢和细胞

形态。T. cutaneum MP 11 将油脂储存在胞内脂质体，脂质体在细胞生长过程中是高度变

化的。在 15%固含量脱毒小麦秸秆中继续培养 T. cutaneum MP 11，发酵液高转速进行离

心，密度较低的轻细胞作为种子转接新鲜的培养基中，继续进行油脂积累。为了观察离

心转接过程中细胞的分裂，形态变化和油脂积累的过程，油脂合成前期 24 h 内每间隔 3 

h，油脂合成期每隔 24 h 取样观察。 
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图 3.1  T. cutaneum MP 11 油脂积累过程观察 

Fig 3.1  Observation of T. cutaneum MP11 lipid accumulation 

发酵条件：15%固含量小麦秸秆水解液，10%接种量，30 ℃，180 rpm，96 h；营养盐添加量：Yeast Extracts 0.5 g/L，

KH2PO4 1.0 g/L，MgSO4.7H2O 0.5 g/L，(NH4)2SO4 0.22 g/L；离心转速：43000 xg。 

如图 3.1 结果显示，经过长周期培养的高含油脂的 T. cutaneum MP 11 细胞呈长棒

状，此时菌体处于稳定期后期或者衰亡期，当进入新的培养环境，需要从新合成大量生

长需要的酶和中间代谢物。经过一段时间的延滞期后，第 6 h 长细胞的顶端和侧边都出

现芽体。随着芽体的不断伸长，与芽体连接的部分母体细胞或芽细胞从整个长细胞中断

裂，脱离下来产生独立的个体细胞。芽体上还可以形成新的芽体，同时芽体细胞的尺寸

开始变大，不断伸长和变宽，容纳更多的细胞器和提高油脂储存的空间。大约第 15 h 当

培养基中的氮源耗尽，通过调控代谢通量，细胞停止生长同时触发油脂合成的开始。随

着大量油脂小体的生成，油脂填满了整个细胞，大部分长棒状的细胞中间出现明显的横

隔，有少部分从母体细胞中脱落下来，形成较小且成椭圆形的细胞，大部分长棒状的细

胞发酵后期略微变短，原因可能是不利的生存培养环境导致细胞壁紧致以对抗细胞的破

裂。通过以上结果显示，生长分裂方式和细胞形态影响酵母油脂合成，并发挥了关键的

作用。 
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3.3.2  T. cutaneum 细胞生长繁殖过程分析 

与出发菌株 T. cutaneum ACCC 20271 相比，离心筛选得到的高产油脂菌株 T. 

cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 细胞形态多样，尺寸更大，为油脂的积累提供更

广阔的空间。根据文献报道，油脂酵母的细胞形态与细胞繁殖方式有一定的联系，促

进细胞丝状生长的因素非常复杂，一般是通过调控代谢流来响应环境的变化。将形态

差异明显的 3 株 T. cutaneum 在营养丰富的 YPD 培养基进行活化，使细胞处于快速生

长状态，随后转接至氮限制的合成培养基培养，观察 24 h 内细胞形态，如图 3.2： 

经过活化后的种子胞内核糖核酸含量高，代谢活力较强，因此接种至新鲜合成培

养基时能够快速进入指数生长期，第 2 h 可以明显观察到芽细胞的出现。油脂酵母以出

芽方式进行繁殖。母体细胞成熟后通过单边或者多边途径萌发芽体，芽细胞伸长至某

种程度，脱离形成新的个体。如结果所示，T. cutaneum ACCC 20271 几乎呈单边出芽，

萌发的芽体不断伸长随后从母体脱落继续进行生长繁殖。未脱落的子细胞也能够产生

新芽体，形成长细胞链或分枝。 

T. cutaneum MS 28 生长期呈多细胞长杆状，母体细胞和子细胞尺寸相差不大。T. 

cutaneum MP 11 主要呈棒状，大多数成熟的母体细胞都是呈多边出芽，芽体在脱落之

前明显比母细胞尺寸更小。芽体脱落完成形成子细胞，T. cutaneum ACCC 20271 子细胞

继续生长分裂，产生形状和大小相似的椭圆状酵母细胞；T. cutaneum MS 28 后期产生

了大量尺寸较短的形态；大部分 T. cutaneum MP 11 子细胞完成脱落后继续伸长和变

宽。在氮限制的培养基中，前期油脂酵母生长活跃使营养物质逐渐耗尽，同时环境条

件发生改变，不利于生长，酵母细胞开始积累油脂等贮存性物质。油脂酵母 T. 

cutaneum ACCC 20271 明显能更快地前完成生长分裂产生更多的细胞个数，但稳定期

（油脂合成时期）较短，由于细胞体积的限制，积累的油脂浓度较低。研究过程中还

观察到，高产油脂菌株 T. cutaneum MP 11 于 YPD 培养基活化后代谢活跃，接种至环境

条件不好的木质纤维素水解液，会进行有性生殖产生子囊孢子。 
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图 3.2  比较 T. cutaneum 生长繁殖过程 

Fig 3.2  Comparison of growth process of T. cutaneum in synthetic medium 
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3.3.3  T. cutaneum 细胞形态和细胞壁组分相关分析 

通过以上研究发现改变驯化培养体系和增加离心筛选强度，能够筛选出油脂积累能

力更强的菌株。在超高转速下筛选得到的突变菌株细胞体积更大，生长繁殖过程更加复

杂。在一定程度上，细胞体积和油脂含量呈正比关系，原因可能是细胞体积变大容纳更

多的细胞器，促进遗传物质的复制和蛋白酶的合成代谢，为油脂储存提供更大的空间。

在酵母细胞分裂伸长的过程中，细胞壁结构的变化起极其重要的作用，是否会影响形态

和代谢能力的巨大差异需要进一步的研究。因此本研究将 T. cutaneum 接种至氮限制的

普通合成培养基进行发酵培养，在 24 h 指数生长末期和 72 h 稳定期两个关键的时间节

点取发酵液，收集菌体进行固定和切片，TEM 观察 3 株不同的 T. cutaneum 的形态和细

胞壁厚度： 

 

图 3.3  T. cutaneum 油脂合成前期和后期的细胞形态 TEM 观察 

Fig 3.3  TEM observation of cell morphology of T. cutaneum in the early and late stages of lipid synthesis 

合成培养基 Glucose 60 g/L，Yeast Extracts 0.5 g/L，KH2PO41.0 g/L，MgSO4.7H2O 0.5 g/L，(NH4)2SO4 

0.22 g/L；30 ℃，10%接种量，180 rpm，72 h。 

如图 3.3 所示，T. cutaneum 细胞切片平面图显示，适应性进化高产油脂筛选菌株的

细胞体积显著更大，胞内的油脂小体更大及其油脂占细胞空间更高。细胞壁结构受碳源，

氮限制和所处的生长阶段高度调节。从快速积累油脂前期第 24 h 到营养物质消耗殆尽

的稳定期第 72 h，T. cutaneum 细胞壁的厚度逐渐增加，结构变得更紧密，使细胞不易发

生形变以防止细胞的裂解。其中发酵后期 T. cutaneum MP 11 细胞外壁甘露聚糖层厚度

差异明显，可能是 T. cutaneum MP 11 油脂生产过程中细胞形态维持长棒状的原因。图

3.4 结果表明，第 24 h 油脂合成前期筛选菌株 T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 细
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胞壁明显比出发菌株 T. cutaneum ACCC 20271 筛选菌株更薄，尤其是细胞内壁的葡聚糖

-几丁质层，这可能是影响细胞形态的重要因素。T. cutaneum MP 11 的细胞外壁和内壁都

非常薄。 

 

图 3.4  T. cutaneum 油脂合成前期细胞壁厚度 TEM 观察 

Fig 3.4  TEM observation of cell wall thickness of T. cutaneum in the early stage of oil synthesis 

TEM 结果显示，高产油脂 T. cutaneum 的细胞体积更大且细胞壁的厚度明显变薄,研

究细胞壁组分变化能更好地了解细胞形态发生巨大改变的原因。通过 Nano Measurer 计

算细胞的平均表面积和分解细胞壁结构，换算得到单位表面积的葡聚糖、甘露聚糖和几

丁质含量来研究细胞壁结构和厚度的变化。表 3.1 显示了原始菌株和筛选菌株在同一发

酵时间点 24 h 细胞单位表面积细胞壁各组分的差异，油脂积累能力强的筛选菌株单位

表面积细胞壁葡聚糖和甘露聚糖各组分含量和出发菌株相比，均大幅度降低，特别是 T. 

cutaneum MP 11 的差异最为明显。细胞壁几丁质含量较低，差异不大，出发菌株单位表

面积几丁质含量最高。 

表 3.1  T. cutaneum 油脂合成前期细胞壁组分含量比较 

Tab 3.1  Comparison of the contents of cell wall components in the early stage of T. cutaneum lipid 

synthesis 

Component mass per unit 

surface area (mg / μm2) 
Parental T. cutaneum T. cutaneum MS 28 T. cutaneum MP 11 

Glucan 3.30×10-9 1.18×10-9 6.49×10-10 

Mannan 2.40×10-9 1.20×10-10 2.28×10-10 

Chitin 3.34×10-10 2.19×10-10 2.48×10-10 

细胞壁的完整性会影响细胞的形态，皮状丝孢酵母以菌丝态生长，细胞壁更加复

杂。细胞外壁主要是甘露糖的胞外粘性聚合物,在细胞自然生长过程中，甘露聚糖外壳

提供了额外的强度，从而保护了细胞免受外界环境压力，不容易发生形态变化。同时

细胞壁几丁质含量的增加是油脂酵母细胞的一种补偿机制以对保护细胞壁不被裂解。
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一些低油脂含量的油脂酵母对葡聚糖酶介导的细胞裂解不敏感,可能与细胞壁中几丁质/

露聚糖比值低有关。细胞壁单位表面积葡聚糖和甘露聚糖质量的降低，导致细胞壁的

结构发生变化，图 3.5 结果显示，原始菌株 T. cutaneum ACCC 20271，筛选菌株 T. 

cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 细胞壁单位表面积几丁质和单糖聚合物的比值分

别为 0.05，0.09 和 0.28。筛选菌株 T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 几丁质与两

种单糖聚合物的比值较 T. cutaneum ACCC 20271 明显更高，在 T. cutaneum MS 28 和 T. 

cutaneum MP 11 细胞发生拉伸和变大的过程中，这种细胞壁结构高度动态变化在支持

细胞形态变化和保护细胞不被裂解方面有显著的作用，菌丝态生长影响了发酵液的流

变学、传质性能，细胞体积增大提供代谢碳源和储存油脂的空间。 

 

图 3.5  T. cutaneum 油脂合成前期细胞壁组分几丁质与单糖聚合物比值 

Fig 3.5  The ratio of chitin to monosaccharide polymer in the cell wall component of T. cutaneum in the 

early stage of lipid synthesis 

3.3.4  T. cutaneum 胞内乙酰辅酶 A 和 NADPH 含量对比 

作为脂肪酸合成代谢反应的重要中间物质，测定 T. cutaneum 在不同时间段胞内乙

酰辅酶 A 和 NADPH 含量能够反应其碳源利用和油脂合成的能力。在合成培养基进行

发酵培养 72 h，取油脂合成前期 24 h，中期 48 h 和后期 72 h 的固定量细胞，提取和测

定乙酰辅酶 A 和 NADPH 含量： 

如图 3.6（a）结果显示，在第 24 h 油脂合成的前期,T. cutaneum MP 11 和 T. 

cutaneum MS 28 胞内的 NADPH 含量非常高，尤其 T. cutaneum MP 11 胞内 NADPH 含

量是 T. cutaneum ACCC 20271 的 7 倍，同时乙酰辅酶 A 的含量明显比原始菌株高，显

示筛选菌株快速利用葡萄糖的能力。高产油脂筛选菌株 NADPH 含量不断降低，而原

始菌株的基本不变，推测其可能随着油脂的大量积累，培养基中的葡萄糖供应不足导
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致。随着油脂合成的进行，筛选菌株的胞内乙酰辅酶 A 供应能力不断提高，油脂合成

后期 72 h 具有显著差异，每 1×106 个 T. cutaneum MP 11 和 T. cutaneum MS 28 细胞胞内

分别含有 15 n mol 和 12 n mol 乙酰辅酶 A，出发菌株 T. cutaneum ACCC 20271 只有小

幅度提高，胞内 NADPH 含量变化的结果也显示后期的还原力不足，可能导致甘油三

酯合成代谢速率降低。结合细胞形态的分析结果认为细胞体积增大为油脂积累创造了

空间是合理的。 

 

图 3.6  T. cutaneum 油脂合成不同时期胞内乙酰辅酶 A 和 NADPH 含量 

Fig 3.6  Content of acetyl-CoA and NADPH in different stages of T. cutaneum lipid synthesis 
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3.3.5  T. cutaneum 油脂合成和细胞壁合成代谢相关基因转录水平分析 

（1）上文比较了 T. cutaneum 超速离心筛选前后菌株的发酵性能、细胞形态和细

胞壁组分的变化，显示离心筛选得到的高油脂含量发酵菌株具有优异的代谢能力，多

变的形态，更大的细胞体积和细胞壁结构的组分变化，且存在一定的联系。希望通过

观察基因表达水平来探究细胞形态和油脂合成的关系。Zhao[105]等根据基因的注释推测

了 T. cutaneum 油脂合成代谢路径图，根据油脂合成的过程选取部分关键基因进行实

验，以 T. cutaneum ACCC 20271 为对照菌株，β-actin 基因为内参，探究 2 株超速筛选

菌株的转录水平表达差异，研究选取处于油脂合成快速合成时期 24 h 的细胞进行转录

水平分析。 

如图 3.7 结果所示，T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 油脂合成路径关键基

因转录水平出现了不同程度的上调表达差异，其中编码丙酮酸脱氢酶复合物的基因出

现明显的上调表达，丙酮酸脱氢酶复合物主要主要分布在线粒体中，主要参与丙酮酸

氧化脱羧得到乙酰辅酶 A 的反应，经三羧酸循环生成柠檬酸为脂肪酸合成提供前体，

在有氧呼吸和能量代谢方面至关重要。筛选菌株 T.cutaneum MS 28 乙酰 CoA 合成路径

中的编码柠檬酸裂解酶（ACL）的基因，脂肪酸合成路径的编码乙酰 CoA 羧化酶

（ACC1）和脂肪酸复合酶亚基（FAS1 和 FAS2）的基因分别显著上调表达 130、117、

89 和 81 倍，而这些基因参与了脂肪酸合成途径的前体供给、碳链延长等关键步骤。基

因的显著上调表达使得脂肪酸合成途径大幅度增强。结合上文 T. cutaneum 生长繁殖的

方式和细胞形态结果，分析 2 株高产油脂菌株之间存在差异的原因可能是与 T. 

cutaneum MP 11 相比，T. cutaneum MS 28 有更短的延迟期和更快的生长速度，这意味

其能更早进入油脂合成阶段。 

NADPH 作为甘油三酯代谢合成的重要供氢体，主要依赖磷酸戊糖途径，三羧酸循

环和苹果酸催化过程产生。图 3.7 中 NADPH 合成的相关基因转录水平结果显示，T. 

cutaneum MS 28 中编码苹果酸酶（ME）基因的上调表达明显，接近 30 倍。培养基中

氮元素缺乏导致的腺苷单磷酸（AMP）浓度下降使异柠檬酸脱氢酶活性降低，线粒体

过剩的柠檬酸转移至细胞质中在转化为苹果酸，经 ME 催下得到丙酮酸和 NADPH。

T.cutaneum MP11 中编码异柠檬酸脱氢酶（IDP1）的基因转录水平上调显著。戊糖磷酸

途径的相关基因均差异不大。 

qRT-PCR 实验结果显示，筛选菌株编码甘油三酯合成途径相关基因尤其是 DGA1

上调表达不明显。结合以上结果发现，高产油脂菌株 T. cutaneum MS 28 与出发菌株相

比，在快速的油脂合成前期乙酰 CoA 和脂肪酸合成途径相关基因表达具有大幅度上

调，NADPH 合成途径中 ME 基因上调表达最为明显，说明油脂合成的还原力主要由苹

果酸脱氢酶催化产生丙酮酸过程产生的 NADPH 提供。筛选菌株 T.cutaneum MP 11 中

丙酮酸脱氢酶 PDHA、PDHB 和 LPD 基因的表达显著上调，同时主要还原力由三羧酸

循环过程产生，分析原因可能是由于其生长繁殖速度慢或者培养接种时的种子量少，

导致第 24 h 氮源未消耗完全主要进行生长的有氧呼吸，油脂合成途径还未启动，而 T. 
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cutaneum MS 28 代谢速度更快，相关酶活性更强，此结果与上文细胞培养过程中的生

长繁殖方式和形态差异相吻合，说明考察菌株油脂合成相关基因表达情况中取样节点

非常重要。 

 

 

图 3.7  T. cutaneum 甘油三酯合成相关基因转录水平 

Fig 3.7  Transcription levels of genes related to T. cutaneum triglyceride synthesis 

 

图 3.8  T. cutaneum 细胞壁代谢相关基因转录水平 

Fig 3.8  transcription level of genes related to T. cutaneum cell wall metabolism 
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度，是与外界接触的第一道屏障。细胞内壁是葡聚糖-几丁质聚合物，是细胞壁的纤维
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结构支架，葡聚糖赋予细胞拉伸弹性以维持细胞形状，几丁质则增强细胞壁强度和厚

度。几丁质含量的增加是油脂酵母细胞的一种补偿机制以对保护细胞壁不被裂解。酵

母的细胞壁可以通过调节甘露聚糖、几丁质和葡聚糖的合成与分解，使结构处于动态

变化以适应环境变化。qRT-PCR 实验结果显示，T. cutaneum 筛选菌细胞壁合成代谢相

关基因出现了程度上调和下调差异表达，其中 T. cutaneum MS 28 编码 β-葡聚糖合成酶

（YEPB2），β（1，3）-葡聚糖内切酶（EBG1），和几丁质酶(CHI2)基因转录水平上调

差异明显。T. cutaneum MP 11 与 T. cutaneum MS 28 相比，在参与甘露聚糖降解的有关

基因的表达更突出，与切片电镜观察的细胞壁外壁甘露聚糖厚度差异明显相符合，几

丁质与甘露糖的比值有利于油脂酵母形态改变和油脂合成。 

3.4  本章小结 

Trichosporon cutaneum 是在生长底物利用和油脂积累方面具有优异性的二态性油脂

酵母。经过不同培养体系的离心筛选得到显著差异的 2 株高产油脂菌株 T. cutaneum 

MS28 和 T. cutaneum MP 11，均能同时利用戊糖和己糖实现高指标的油脂浓度。此外还

发现离心筛选菌株的细胞体积都呈倍数增加，胞内的油脂小体数量更多，代谢更活跃。

因此本章主要通过分子生物学角度分析产生这些差异的原因，探讨生长繁殖方式和细胞

壁结构组分变化与油脂酵母形态变化之间的联系，以及其对油脂生物合成过程的影响。

总结以下结论： 

（1）T. cutaneum ACCC 20271 呈单边顶端出芽，萌发的芽体不断伸长随后从母体脱

落，停止伸长，然后子细胞继续分裂产生形状和大小相似的椭圆状细胞。T. cutaneum MS 

28 和 T. cutaneum MP 11 呈多边出芽，生长期子细胞尚未从母细胞脱落就会产生新的芽

体，分别形长细胞链和细胞团，T. cutaneum MS 28 母体和子细胞宽度相差不大，芽体脱

落后继续伸长或自身分裂产生新个体。T. cutaneum MP 11 芽体在脱落之前明显比母细胞

尺寸更小，脱落之后大部分子细胞开始伸长和变宽。通过全油脂发酵过程细胞形态观察

发现，T. cutaneum MS 28 油脂积累中期细胞形态会变小，而 T. cutaneum MP 11 基本能

维持最大的细胞体积，说明细胞形态与细胞繁殖方式有一定的联系。 

（2）利用透射电子显微镜观察 T. cutaneum 的细胞壁发现，细胞体积越大和生长代

谢越活跃的细胞的油脂酵母的细胞壁越薄，同时胞内的油脂含量更高。在测定细胞壁组

分发现，原始菌株 T. cutaneum ACCC 20271，筛选菌株 T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum 

MP 11 细胞壁单位表面积几丁质和单糖聚合物的比值分别为 0.05，0.09 和 0.28。几丁质

和单糖聚合物的比值越高细胞壁越薄，有助于细胞形态改变和油脂积累。T. cutaneum MS 

28 和 T. cutaneum MP 11 细胞壁葡聚糖和甘露聚糖含量降低，差异十分明显。细胞壁合

成代谢相关基因转录水平也有不同程度地上调和下调。因此可以猜测甘露聚糖和葡聚糖

的分解和几丁质的合成有利于油脂发酵，外壁甘露聚糖改变细胞的孔隙有利于底物的吸

收转化，同时几丁质作为补偿机制，通过赋予细胞拉伸强度以对抗细胞的破裂。 

（3）2 株超离心筛选菌株胞内乙酰辅酶 A 和 NADPH 含量相比原始菌株 T. cutaneum 
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ACCC 20271 更高，意味着影响油脂积累的关键前体物质的供给能力更强。乙酰辅酶 A，

NADPH 和脂肪酸合成部分相关基因发生了不同程度的上调表达，生长和油脂积累更快

T. cutaneum MS 28 差异非常显著，甘油三酯合成最后阶段相关酶的表达差异不突出。
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第 4 章  结论与展望 

4.1  结论和创新 

微生物将木质纤维素来源可发酵糖转化为微生物油脂，是生物柴油生产过程中可靠

的方法，有助于农业废弃物可持续利用和提高商业化生产生物柴油替代化石燃料的经济

可行性。发酵菌株的油脂积累性能直接影响油脂的产量，因此筛选出高产油脂酵母是提

高油脂产量的重要一步。Trichosporon cutaneum 是在生长底物利用和油脂积累方面具有

优异性的二态性油脂酵母。T. cutaneum ACCC 20271 在玉米秸秆水解液进行油脂发酵，

油脂积累能力不同的细胞之间产生密度差异，在离心力作用下有效地分离轻重细胞，富

集得到油脂发酵性能优异的菌株 T. cutaneum MS 28。本研究为了验证超速离心筛选高产

油脂酵母的可行性，探究筛选菌株利用木质纤维素发酵产油的性能，从分子生物学角度

了解产生差异的可能因素，综合得出以下结论： 

（1）T. cutaneum ACCC 20271 在合成培养基体系适应性驯化过程，通过发生突变

以响应生存环境的变化。细胞油脂含量达到一定程度，离心后具有漂浮的特性，快速

增加离心力至 43000 xg，特异性分离得到油脂生产能力优异的菌株 T. cutaneum MP 

11，细胞含有率达到 70%。同时，观察发酵液密度能快速有效地判断筛选过程中的变

化，节约油脂提取操作时间和成本。结果说明超离心筛选方法具有普适性和针对性，

能够实现高通量快速筛选，不局限于木质纤维素水解液培养体系。实验结果为高效生

产油脂菌株的筛选提高了良好的借鉴和理论指导。 

（2）15%固含量玉米粉水解液的油脂发酵结果显示 T. cutaneum 筛选菌株的发酵性

能提大幅度提高。30%高固含量麦秆同步糖化共发酵实验结果显示，原始菌株T. cutaneum 

ACCC 20271 仅能够利用部分葡萄糖。筛选菌株 T. cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11

能够同时利用木质纤维素来源己糖和戊糖进行油脂生产，T. cutaneum MS 28 积累 32.8 

g/L 油脂，T. cutaneum MP 11 积累 34.4 g/L 油脂。T. cutaneum MP 11 油脂生产能力更强，

适合作为发酵菌株应用于木质纤维素油脂生产，具有重要的工业应用价值。筛选菌株 T. 

cutaneum MS 28 和 T. cutaneum MP 11 的饱和脂肪酸含量比出发菌株高，具有更高的十

六烷值。同时，利用木质纤维素原料生产的油脂主要包含 C16 和 C18 长链脂肪酸，是理

想的生物柴油前体。 

（3）T. cutaneum ACCC 20271 呈单边顶端出芽，子细胞产生形状和大小相似的椭圆

状细胞。T. cutaneum MS 28 母细胞与子细胞宽度差别不大。芽体脱落之后，它们经过伸

长或自身分裂产生新细胞。T. cutaneum MP 11 芽体在脱落之前尺寸明显小于母细胞，脱

落之后大部分子细胞开始伸长和变宽。从油脂发酵过程细胞形态观察发现细胞形态与细

胞繁殖方式密切相关。利用透射电子显微镜观察 T. cutaneum 的细胞壁发现，细胞体积

越大和生长代谢越活跃的细胞的油脂酵母的细胞壁越薄，同时胞内的油脂含量更高。几
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丁质和单糖聚合物的比值越高细胞壁越薄，有利于细胞形态的改变和油脂的积累。结合

qRT-PCR 可以猜测甘露聚糖和葡聚糖的分解和几丁质的合成有利于油脂发酵，外壁甘露

聚糖改变细胞的孔隙有利于底物的吸收转化，同时几丁质通过赋予细胞拉伸强度以对抗

细胞的破裂。该结果同时为提高胞内产物的规律性技术提供新的理念。 

（4）2株超离心筛选菌株胞内乙酰辅酶A和NADPH含量相比原始菌株T. cutaneum 

ACCC 20271 更高，意味着影响油脂积累的关键前体物质的供给能力更强。乙酰辅酶 A，

NADPH 和脂肪酸合成部分相关基因发生了不同程度的上调表达，生长和油脂积累更快

T. cutaneum MS 28 差异异常显著，甘油三酯合成最后步骤相关酶的表达差异不突出。 

4.2  展望 

本研究继续通过超速离心筛选的方法得到油脂积累能力发幅度提升的 T. cutaneum 

MP 11。结合 T. cutaneum 油脂积存在累能力，细胞形态和细胞壁组分差异的分析，发现

三者之间存在一定的联系，存在的问题需要进一步的探究和展望： 

（1）在不同的培养体系进行 T. cutaneum 离心筛选成功，验证了此方法的可行性。

超速离心筛选可以进一步推广至提高其他油脂微生物油脂积累能力。 

（2）木质纤维素油脂生产是复杂的好氧发酵过程，高产油脂筛选菌株的生长方式

和形态差异影响溶氧需求等，继续优化发酵参数提高油脂的产量以满足商业化生产需求，

显得非常重要。 

（3）油脂酵母细胞生长方式和细胞壁的代谢修饰，对细胞形态有重要的影响，对提

高胞内油脂产量具有一定的意义。可以通过基因改造，物理化学压力和酶法调节细胞壁

各组分的比值降低细胞壁的厚度，验证细胞壁对油脂酵母或者生产其他胞内产物菌株的

细胞形态和目的代谢产物的意义。 

（4）筛选菌株的油脂合成相关部分基因转录水平差异明显，利用构建好的表达系

统进行相关遗产操作，验证其发挥的功能及对油脂合成的影响。
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