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纤维素酶胁迫下超高速离心筛选皮状丝孢酵母及微生物油脂发酵研究

摘要

以木质纤维素生物质为碳源发酵生产微生物油脂是生产生物柴油油脂原料的重要

途径之一。皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum是一种能够耐受木质纤维素来源抑制物

的油脂酵母，对木质纤维素体系具有极好的适应性。高产油脂酵母的筛选方法普遍操作

复杂、筛选效率低，因此寻找出一种简单、快速、无遗漏的高通量筛选方法十分重要。

在本实验室前期研究工作中，基于不同含油率的细胞存在密度差异这一简单原理，通过

高速离心筛选的方法获得了一株油脂产量提高的菌株 T. cutaneumMS 28。显微镜观察结

果表明，T. cutaneumMS 28相比于出发菌株细胞体积变大，细胞壁变薄，因此推测细胞

形态与油脂积累之间有紧密联系。

T. cutaneum酵母细胞壁主要有葡聚糖，甘露聚糖及少量的几丁质组成，纤维素酶能

够降解细胞壁中的葡聚糖，影响细胞壁的生物合成。本文以 T. cutaneumACCC 20271为
出发菌株，在 T. cutaneumACCC 20271发酵培养基中加入纤维素酶进行长周期的适应性

进化培养，结果表明纤维素酶胁迫下的 T. cutaneumACCC 20271细胞快速改变了其细胞

壁组分和细胞形态，细胞壁变薄，细胞体积迅速变大；细胞壁更薄、体积更大的 T.
cutaneum细胞具有更大的微生物油脂积累空间，更有利于进行营养物质的传递、生物合

成和油脂积累。对纤维素酶胁迫下的 T. cutaneum适应性进化的细胞采用超高速离心筛

选，最终得到了一株油脂产量显著提高的突变菌株 T. cutaneum YY 52。对 T. cutaneum YY
52在木质纤维素体系中的发酵性能进行测定，采用同步糖化与共发酵的方式，探究了 T.
cutaneum YY 52对不同原料、不同生物脱毒方式的发酵结果，并与出发菌株 T. cutaneum
ACCC 20271进行了比较。当 T. cutaneum YY 52以小麦秸秆为原料进行发酵时，最终油

脂浓度达到了 55.4 g/L；以玉米秸秆为原料进行发酵时，最终油脂浓度高达 58.4 g/L；两

个发酵指标均为目前国内外纤维素原料生产微生物油脂的最高水平。

油脂属于细胞内产物，油脂提取困难是纤维素油脂工业化应用的主要问题之一。细

胞壁破裂不仅耗时较长而且需要的成本较高。本文尝试在 T. cutaneum酵母发酵培养基

中添加纤维素酶，在得到高油脂产量的同时，细胞在发酵后期因细胞壁极薄而发生细胞

破裂，从而更方便快速的提取油脂。

综上所述，本文通过在 T. cutaneum 酵母适应性进化的培养基中加入纤维素酶，使

其细胞形态快速改变，细胞油脂积累能力增强，采用超高速离心筛选方法最终筛选出一

株高产油脂酵母 T. cutaneum YY 52，实现了高指标的纤维素微生物油脂发酵，该方法为

提高微生物油脂和微生物胞内产物产量提供了一个新思路。

关键词：皮状丝孢酵母；纤维素酶；细胞形态；纤维素油脂；超高速离心筛选
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Screening Trichosporon cutaneum under cellulase stress by ultra-high speed

centrifugation and microbial lipid fermentation

Abstract

Microbial lipid fermentation using lignocellulose is one of the important ways to produce
biodiesel raw materials. Trichosporon cutaneum is an oleaginous yeast which can resist the
inhibition of lignocellulosic source and has excellent adaptability to lignocellulose. Screening
methods for high-yield oil-producing yeast are generally complex and have low screening
efficiency. Therefore, it is important to find a simple, fast, and high-throughput screening
method without omission. In the previous research work, based on the principle of the density
difference with different lipid content, high-speed centrifugal screening method was used to
obtain the T. cutaneum MS 28 with increased lipid production. Microscopic observations
show that T. cutaneum MS 28 has larger cell volume and thinner cell wall than the original
strain, so it is speculated that there is a close relationship between cell morphology and lipid
accumulation.

The cell wall of Trichosporon cutaneum is mainly composed of dextran, mannan and a
small amount of chitin. Cellulase can degrade glucan in the cell wall and affect biosynthesis.
This article takes T. cutaneum ACCC 20271 as the starting strain and adds cellulase to T.
cutaneum ACCC 20271 fermentation medium for long-term adaptive evolution. Results
showed that T. cutaneum ACCC 20271 cells under cellulase stress rapidly changed its cell
wall composition and cell morphology, the cell wall became thinner, and the cell volume
became larger rapidly; T. cutaneum with thinner cell walls and larger volume has larger space
for microbial oil accumulation, which is more conducive to the transfer of nutrients,
biosynthesis and oil accumulation. Using ultra-high-speed centrifugal screening for the
adaptive evolution of T. cutaneum under cellulase stress, a mutant strain T. cutaneum YY 52
with significantly improved lipid production was finally obtained. The fermentation
performance of T. cutaneum YY 52 in the lignocellulose system was measured. When T.
cutaneum YY 52 was fermented with wheat straw as raw material, the final lipid
concentration reached 55.39 g/L. When fermented with corn stover as raw material, the final
lipid concentration is as high as 58.39 g/ L. Both fermentation indicators are currently the
highest levels of microbial lipid production by lignocellulose.

Lipid are intracellular products, and the difficulty in extracting lipid is one of the main
problems restricting the industrial application of cellulose lipid. Cell wall rupture is not only
time-consuming but also costly. This article attempts to add cellulase to the T. cutaneum
fermentation medium. While obtaining high lipid production, the cells rupture due to the
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extremely thin cell wall in the late stage of fermentation, making it easier and faster to extract
the oil.

In summary, in this paper, by adding cellulase to the adaptive evolution medium of T.
cutaneum, the cell morphology is rapidly changed, and lipid accumulation ability is enhanced.
The ultra-high speed centrifugal screening method is used to finally screen a high-yield lipid
yeast T. cutaneum YY 52, which achieves high-index cellulose microbial lipid fermentation,
this method provides a new idea for improving the production of microbial lipid and
microbial intracellular products
Keywords: Trichosporon cutaneum; cellulase; cell morphology; cellulosic lipid; ultra-high
speed centrifugation screening
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第 1章 文献综述

能源是人类长期生存和发展的重要基础。目前，大部分可利用能源主要来自于化石

燃料，随着全球经济的快速发展，在化石资源匮乏的同时，造成了严重的环境污染及温

室效应。为缓解这些问题，开发利用可持续再生的能源是一种有效的策略。生物柴油的

燃料性能与石油基柴油十分相似，其能够很好的替代石化能源[1]。传统的生物柴油主要

是由动植物油脂经过一系列反应后得到，随着生物柴油的需求量逐渐增加，以该方法生

产生物柴油已不现实[2,3]。木质纤维素生物质资源具有廉价、来源广泛、污染少且可再生

的优点，以木质纤维素为原料进行生物炼制生产生物柴油具有良好的发展前景[4,5]。

1.1 生物柴油发展概述

与化石资源相比，生物柴油具有缓解环境污染和可持续发展的潜力[6]。生物柴油是

由 10-11 %的氧，及微量的氮组成，不含硫元素[7]。生物柴油中的氧含量是一重要指标，

可提高发动机的燃烧效率。生物柴油燃烧后产生的未完全燃烧碳氢化合物和聚环芳烃的

总排放量分别比常规柴油低 90 %和 75-90 %[8],[9]。此外，生物柴油具有更好的润滑性，

从而促进了发动机部件的平稳运转，减少了发动机磨损并延长了发动机寿命[10]。EASAC
（European Academies Science Advisory Council）将生物柴油的进化分为四代[12-14]：第一

代生物柴油是由食用原料生产的，主要来自橄榄、棕榈、大豆等油类作物[15]；第二代生

物柴油是以马华油、茶油等非粮食作物生产的[16]；第三代生物柴油主要由微生物发酵和

废油产生[17]，第三代生物柴油的主要优点是温室效应较小、生产率高、油脂百分比较高

和对食品供应的影响较小，主要缺点是投资量较大、采油困难等[18]；第四代生物柴油指

通过使用原材料将太阳能转化为生物柴油，这种转换方法是一个新的研究领域，生产技

术尚不成熟。不同代生物柴油的生产工艺如图 1.1所示，四代生物柴油的进化主要集中

在生物柴油质量的提高，降低对环境的损害，致力于替代化石燃料。若能增加生物柴油

的使用量，将会大量减少污染物和可移动致癌物[19]。通常采用酯交换、热解和超临界流

体法生产生物柴油，在这些方法中，生物柴油生产最多使用的是酯交换反应生产生物柴

油，甘油作为副产物[20]。
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图 1.1 四代生物柴油生产工艺[14]

Fig. 1.1 Fourth-generation biodiesel production process [14]

1.2 产油微生物及高产油脂菌株筛选方法

1.2.1 产油微生物概述

一些微生物能够利用糖或有机化合物等碳源生产油脂，其中有些含油率可达 20%以

上，这类微生物被称之为产油微生物[21]。目前在细菌、霉菌、酵母和藻类中都存在可产

油的菌株，主要以霉菌类和酵母类等真核生物为主。产油微生物积累的油脂中，甘油三

酯为主要的组分，含量最高，其次是磷脂。微生物在一些营养物质如氮元素缺乏时，菌

株开始积累油脂。产油微生物油脂的产量和组分不仅与菌株种类有关，培养环境也是重

要的影响因素[22]。

（1） 产油细菌

产油细菌能够在高含量葡萄糖环境中合成不饱和甘油酯，但绝大多数细菌仅仅只能

够积累一些复杂类脂，产物主要积累在细胞的外膜，提取难度较大，因而工业化的难度

较大[21]。但经过多方面研究发现有极少数的细菌同样能够在体内合成甘油三酯，有报道

称，在土壤中分离得到的一种红球菌细胞含油率可达 70%[24]。某些原核细菌如最常见的

大肠杆菌，因其背景简单，易于培养，且在基因工程方面的操作十分成熟，因此利用基

因操作的方法对其进行分子改造生产生物柴油具有一定的可行性，但改造大肠杆菌生产

脂肪酸甲酯的产量（1.28 g/L）较低[25]。

（2） 产油藻类

一般能够产油的藻类其细胞含油率大多在 20 %~50 %之间[26]。但是在特定的培养条

件下，油脂含量可达 75 %以上[27]。微藻合成的脂肪酸种类较多，一般多为不饱和的脂

肪酸，如 EPA，DHA 等，常见的产油微藻有螺旋藻和硅藻[28-30]。以含油藻类为菌株生
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产油脂是目前生物柴油的一大来源，此外，微藻体内的某些长链脂肪酸、蛋白质和色素

在食品和医疗领域有一定的应用价值[31]。培养微藻所需的光照、水、碳源等物质是主要

的限制因素，较大规模的培养微藻必须利用太阳光，导致地域，气候变化等因素对微藻

的生长都有影响，这是工业化生产需要解决的一大问题。

（3） 产油霉菌

某些霉菌由于能够合成一些具有特殊功能的多不饱和脂肪酸而被广泛研究，如花生

四希酸及γ-亚麻酸等物质。常见的油脂霉菌有：高山被孢霉菌、水霉、轮枝霉等。Xue
等人[32]经过紫外线复合诱变得到一株高产油脂的霉菌菌株，其生物量可以达到 28.8 g/L，
油脂的产量能达至 15.7 g/L， 花生四烯酸可达 623 mg/L。深黄被孢霉菌在一个缺乏氮

源的环境中进行发酵，其生物量可以达到 35.9 g/L，油脂产量可达 18.1 g/L，且γ-亚麻酸

在油脂中的质量分数达到 3.5%[33]。

（4） 产油酵母

酵母一直被认为是合成微生物油脂的模式菌株，酵母中产生的油脂组分与植物油组

分相近，因此能够生产生物柴油。酵母的高含油量、培养难度低以及能利用不同底物的

特点使其成为微生物油脂进行工业化生产的优良选择。大多数油脂酵母产生的是 C16及
C18的长链脂肪酸。目前，已研究报道的油脂酵母约有 70多种[34]，研究较多的几种酵

母包括：皮状丝孢酵母（Trichosporon cutaneum）、斯达氏油脂酵母（Lipomyces starkeyi）、
解脂耶氏酵母（Yarrowia lipolytica）、出芽丝孢酵母（Trichospiron pullulans）、粘红酵

母（Rhodotorula gutinis）、圆红冬孢酵母（Rhodosporidum toruloides）等。在酵母中，

有些微生物产油含量高达自身干重的 70%，例如粘红酵母，斯巴达酵母，皮状丝孢酵母。

目前，影响油脂酵母生产的主要问题有：发酵菌株、生产原料、及胞内油脂的回收困难

等[35][36][37]。

1.2.2 高产油脂菌株的筛选

对于高产油脂菌株的筛选，利用分子生物学手段对油脂菌株进行改造提高油脂产量

是一种最为常见的筛选方法，但该方法可能存在操作困难，筛选周期较长等问题，因此

寻找其他合适的筛选方法同样重要。目前，常用的一些其他筛选方法主要包括以下几种：

（1） 染色法筛选高产油脂菌株。

染色法主要是利用脂溶性染料或与油脂特异性结合的荧光染料对酵母染色后，通过

亮度或荧光强度判断细胞内的油脂含量，从而实现筛选。Ma[38]等人利用苏丹黑染色法，

通过在多种菌株中观察细胞内油脂的亮度，筛选出高产油脂的菌株。Rostron[39]等人通过

尼罗红荧光染色法快速的筛选出经过基因工程改造过的高产油脂 Saccharomyces
cerevisiae菌株。Kimura[40]等人通过优化尼罗红染色及数据处理的关系，建立了一种使

用尼罗红荧光探针快速评估微生物细胞内脂质含量的方法，该方法能够适用于多种油脂

微生物的筛选。Aurélie[41]等人利用尼罗红染料对 Rhodotorula slooffiae染色，然后通过

共聚焦显微镜观察发现细胞内油脂小体具有多种形态，并以此为依据筛选出含有更多油

脂小体的高产油菌株。染色法筛选仅能在少数细胞或者菌落中应用，难以实现细胞或菌
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落数较多的高通量筛选，因此适用快速评判。

（2） 诱变法筛选高产油脂菌株。

目前，主要方法有常压等离子体诱变（ARTP）、紫外诱变及化学试剂诱变等。Cao[42]

等人通过 ARTP诱变技术可以有效的诱导 DNA发生多种损伤，从而提高 Chlorella
vulgaris的突变率，最终获得了具有遗传稳定性的突变高产油脂菌株。Chandra[43]等人通

过 UV诱变的方法，筛选出高脂质含量的 Lyngbya菌株，并推断 UV诱导可能使 Lyngbya
体内合成紫外线保护剂及增加细胞内油脂的饱和度。Patel[44]等人利用化学试剂 EMS诱

变的方法，从八种不同菌株中，筛选出了一株油脂及其他碳水化合物产量均增加的菌株。

诱变方法筛选高产油脂微生物能够在短时间内提高细胞的突变率，但突变是随机发生的，

突变方向难以掌控。

（3） 特定培养基筛选菌株。

某些油脂微生物能够在特殊的环境中生长从而被筛选出来。Li[45]等人通过在不添加

任何碳源的培养基中培养从不同地方获得的土壤样品，观察这些菌株的生长情况，由于

培养基中没有碳源，细胞内的油脂作为一种能源储存物质用以提供细胞生长，因此油脂

积累和生长正相关，最终得到高产菌株。Tanimura[46]等人在 1000 多株菌株中，逐步以

葡萄糖，木糖及阿拉伯糖为碳源进行培养筛选，最终筛选得到具有同时利用三种碳源能

力的菌株。Li[47]等人将经过诱变的 Rhodotorula glutinis培养在添加了浅蓝菌素的平板培

养基中，在该培养基中生长需具有较高的脂肪酸酶活力，因此能够筛选出油脂含量显著

提高的菌株。

1.2.3 离心筛选皮状丝孢酵母

上述传统的油脂菌株筛选方法通常具有一定的局限性，存在筛选数量有限导致效率

较低且操作较为复杂等问题，为了能够高效快速的筛选出高产油脂的酵母细胞，本实验

室选取了一种新的筛选方法：高速离心筛选法。该方法的建立以胞内油脂含量高的酵母

菌株能够漂浮在发酵培养基上表面为依据[48]，并对本实验室的 T. cutaneumACCC 20271
进行了高速离心筛选。

T. cutaneumACCC 20271通过在木质纤维素中长期驯化转接培养，对木质纤维素中

的抑制物具有良好的耐受性，并且能够利用木质纤维素生产油脂，但油脂产量较低，因

此筛选高产油脂的 T. cutaneum酵母以木质纤维素为底物生产油脂具有重要意义。油脂

的密度低于水，当对 T. cutaneumACCC 20271发酵结束后的发酵液进行离心后，细胞内

油脂含量高时能够漂浮在发酵培养基的上层，低油脂含量的细胞则沉于底部，取最上层

发酵液转接至新的培养基中，不断提高离心转速，进行长周期离心转接，最终在高离心

转速下筛选得到高产油脂的菌株。基于此原理，首先对 T. cutaneumACCC 20271在低转

速下进行离心，由于初始菌株细胞含油率都较低，因此即使在低转速进行离心，大部分

细胞仍将沉在发酵液底部，只有少量油脂含量高的细胞留在上层，将上层的细胞转接至

新的培养基中进行发酵，发酵结束后继续以相同的低转速进行离心并转接，如此几次反

复，漂浮在上层的细胞逐渐增多，随后提高离心转速可使油脂含量更高的细胞漂浮在上
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层，油脂含量相对较低的细胞再次沉入底部；通过提高离心转速，经过较长时间的转接

筛选，最终在高离心转速下筛选出油脂含量显著提高的菌株 T. cutaneumMS 28。离心筛

选法能够快速，高效的区分出油脂含量差异大的菌株，将油脂含量高的细胞筛选出来。

该方法操作简单且能在较短时间内筛选出油脂产量显著提高的菌株，为其他油脂微生物

的筛选提供了重要的理论依据。

1.3 木质纤维素生物炼制生产微生物油脂

生物质资源主要有农业残留物、林业残留物两种形式，包括作物秸秆、果壳、经济

林业产品、废木材等。一般，生物质由三大组分构成：纤维素（葡萄糖聚合物)、半纤

维素（戊糖的杂多体，如木糖和少量己糖）和木质素（无定形芳香大分子）[49]。典型的

木质纤维素具有 30 %-50 %的纤维素、20 %-35 %的半纤维素和 15 %-30 %的木质素，同

时有少量的灰分，蛋白质等组分[50],[51]，图 1.2显示了木质纤维素的组分及结构。中国拥

有丰富的木质纤维素资源，平均约 9亿吨树枝和森林废物以及 7亿吨农作物秸秆。因此，

利用木质纤维素生物质材料制备高附加值产品和液体燃料具有很大的发展潜力[52]。

生物炼制是利用生物质原料生产生物基产品的炼制过程[53]，其可以分为 4种类型[54]：

（1）通过秸秆等存在大量纤维素的物质进行生物炼制；（2）利用农作物进行生物炼制；

（3）利用草、绿色植物等天然原料进行生物炼制；（4）热化学生物炼制，指首先将生

物质通过热化学的方法进行转化，随后再利用生物方法将生物质转化成生物基产品。生

物炼制主要有四个步骤：（1）对木质纤维素原料进行预处理，（2）预处理后的原料进

行生物脱毒，（3）水解糖化脱毒物料，（4）发酵。

图 1.2 木质纤维素生物质的结构和组分[52]

Fig. 1.2 Main structure and components of lignocellulose biomass[52]
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1.3.1 木质纤维素预处理

木质纤维素因高度顽抗性难以实现微生物对其直接转化利用[55],[56]。纤维素是经β-
（1-4）-糖苷键连接在一起的线性聚合物，是目前存在的含量最高的聚合物，具有许多

有益的特性，例如生物相容性，立体规整性，亲水性和反应性羟基，除非在高温下或在

某些催化剂存在下，否则该聚合物不溶于水，它独特的聚合物链以有序的束缚排列和高

度结晶的结构导致其稳定的特性，并且其结构决定了细胞壁的框架[57-59]。半纤维素是由

不同的多糖组成的混合物，包括直链和支链的多糖，以连接不同数量的乙酰基和甲基，

该多糖具有低聚合度，并且没有结晶区域，因此它相对容易降解为单糖，例如阿拉伯糖，

木糖，半乳糖，岩藻糖，右旋糖或葡糖醛酸等[60],[61]。木质素会干扰水解过程，它具有

三维多晶网状结构，属于多酚类聚合物[62],[63]，这种聚合物以苯基丙烷为单体通过化学

键连接形成， 缺乏重复单元的规则性和有序性[64],[65]。预处理过程对生物炼制的总体成

本及后续工艺条件有很大的影响，预处理工艺改变了木质纤维素的微观结构、宏观结构

和化学成分。预处理方法应符合以下几点要求[66]-[68]：（1）避免还原糖的损失和降解；

（2）有利于后续水解发酵的研究；（3）避免有害副产品，这些副产品不利于随后的发

酵和糖化过程；（4）避免使用化学试剂污染环境或严重腐蚀设备；（5）减少固体残留

物的产生，或充分利用这些材料以避免浪费或污染；（6）控制费用和评估经济可行性。

目前，木质纤维素预处理最常见的类型有以下几种[67]（图 1.3）：（1）物理预处理：

比如机械预处理，脉冲电能预处理，物理方法有助于减小颗粒尺寸，影响纤维素的结晶

结构及提高表面积[69]。物理方法一般应用于底物的初步处理或与其他预处理方法共同使

用。（2）化学预处理：由酸、碱等化学物质改变木质纤维素生物质的天然结构。一般

根据木质纤维素原料选择使用的化学物质。（3）物理化学预处理：如蒸汽爆炸预处理，

这是一种常见的预处理生物质自动水解技术，其中生物质颗粒在 160~270°C的热蒸汽作

用下维持特定的时间，维持时间通常从几秒钟到几分钟，一旦过程完成，压力就会释放，

导致水分蒸发和木质纤维素的消化[70]；氨纤维爆破法，利用无水氨在高压下解离形成铵

离子和氢氧离子，引起温度迅速升高，然后导致生物质膨胀，致使纤维素的结晶稳定性

下降[71-73]。（4）生物预处理：生物预处理利用不同的微生物（褐色、白色及软腐真菌)
或生物制品(酶）选择性降解木质素和半纤维素，但存在需要控制微生物生长条件或难

以保证酶的稳定性、可重用性等问题[74],[75]。预处理的最终选择取决于木质纤维素生物

质的理化性质，不同的生物质需要不同的预处理方法来克服其天然顽固性，提高糖化效

率[76],[77]。
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图 1.3 木质纤维素生物质预处理方法的分类[67]

Fig. 1.3 Classifification of lignocellulosic biomass pretreatment methods[67]

1.3.2 木质纤维素生物脱毒

木质纤维素原料需要经过预处理才能被微生物进行转化，因为它们的碳水化合物成

分与木质素有关，而微生物不能直接利用木质素[50]。预处理后一个重要问题是木质纤维

素生物质会产生多种不利于微生物生长的抑制物，包括羟甲基糠醛(HMF)、糠醛、香草

醛和丁香醛，抑制物的存在限制了微生物的生长进而影响产物的产量，抑制物的来源及

生成过程如图 1.4所示[61]。脱毒即是对物料中的抑制物进行脱除。常见脱毒方法包括水

洗、过中和、微生物降解[78],[79]。其中通过微生物降解的方法能耗更低，条件更温和，

有毒性副产物更少，因此具备在实际生产中应用的潜力。目前，本实验室已筛选出两种

不同的菌株，树脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN 1[78]及宛氏拟青霉 Paecilomyces
variotii FN 89，两种菌株均能够在木质纤维素原料中优先降解抑制物，且脱毒过程中都

不需要添加营养物质，只需合理控制时间，就能在不消耗可发酵糖的情况下将木质纤维

素原料中的抑制物高效脱除。

图 1.4 木质纤维素组分及主要抑制物来源[76]

Fig. 1.4 Average composition of lignocellulosic biomass and main derived hydrolysis products[76]
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1.3.3 木质纤维素水解糖化及发酵

目前，纤维素生物乙醇、纤维素油脂及其他生物基产品在商业规模上的一个主要限

制条件是木质纤维素降解成还原糖，即酶解是关键和昂贵的步骤之一，相关酶或生物催

化剂的成本和活性也因此受到高度关注。与化学处理相比酶水解方式反应更为温和，能

够避免单糖的过度降解，还原糖得率更高。

生物炼制中的微生物发酵有：分步糖化与发酵（Separate Hydrolysis and Fermentation,
SHF）、同步糖化与发酵（Simultaneous Saccharification and Fermentation, SSF）、同步

糖化与共发酵（Simultaneous Saccharification and Co-fermentation, SSCF）。SHF指糖化

与发酵分步进行，优点在于能充分糖化与发酵，但糖化后高浓度的糖对微生物菌株生长

有较强的抑制作用[80]。SSF指酶和纤维素原料及发酵菌种一同加入，使糖化与发酵共同

进行，SSF的优点在于解除了高糖浓度的底物抑制作用，节约成本，不足之处在于糖化

与发酵温度不同，以发酵条件控制温度，致使糖化效率较低[81],[82]。本文采用先将木质

纤维素进行预糖化，然后接入发酵菌株开始 SSF的同步糖化与共发酵方法，不仅提高了

糖化效率，同时又能在没有高糖浓度抑制下进行最优条件的发酵。

1.3.4 木质纤维素生物炼制微生物油脂

近年来，利用木质纤维素进行生物炼制更多的是致力于纤维素乙醇的研究，同时具

有较成熟的纤维素乙醇工业化生产技术。在木质纤维素炼制微生物油脂的研究中，一方

面由于抑制物对产油微生物生长的抑制效果明显，多数研究致力于提高发酵菌株对抑制

物的耐受性[83],[84]，另一方面，因为木质纤维素中含有多种可供发酵菌株利用的碳水化

合物，如水解后含量最多的葡萄糖，木糖，少量阿拉伯糖，半乳糖等，但目前能够同时

利用这几种单糖作为发酵底物的油脂菌株寥寥无几。因此，筛选出具有抑制物耐受性、

可同时利用木质纤维素来源的多种单糖及能够高产油脂的菌株对于纤维素油脂工业化

应用具有重大意义。在本实验室之前的研究中，比较了多种产油酵母对抑制物的耐受能

力，主要有 Rhodosporidium toruloides（圆红冬孢酵母）、Rhodotorula glutinis（粘红酵

母）、Lipomyces starkeyi（斯巴达酵母）、Trichosporon cutaneum（皮状丝孢酵母）等，

结果表明 Trichosporon cutaneum（皮状丝孢酵母）对木质纤维素来源的抑制物具有良好

的耐受性且有很高的生物量[85-86]。Huang等人证明了 T. cutaneum 在木质纤维素水解液

中能够进行生长并合成油[88]。Liu 等人实现了 T. cutaneum 利用木质纤维素原料生产油

脂，在 50 L 生物反应器中进行同步糖化发酵后，得到 3.23 g/L 的油脂浓度[89]。Gao[86]

等人探究了 T. cutaneum 在玉米芯残渣中的发酵性能，通过分步糖化发酵油脂浓度提高

至 12.3 g/L。Hu[90]等人根据细胞密度差异利用离心的方法得到一株高产菌株 T. cutaneum
MS 28，最终油脂浓度可达 20.66 g/L。上述研究表明，T. cutaneum酵母具有非常大的油

脂生产潜力，本研究致力于通过不断优化筛选的条件，从而得到油脂产量更高的高产油

脂菌株。
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1.4 酵母细胞形态及细胞壁代谢

1.4.1 酵母细胞形态

酵母的形态因种而异，一般为圆形和丝状两种形态，也有如三角形，藕节状，腊肠

形等形态。酵母能利用有机物进行发酵，细胞形态的变化是衡量生长与发酵性能的重要

参数。一般来说，细胞尺寸越大，其胞内细胞器亚单位数量越多，胞内细胞器越大，调

控生物合成过程的 DNA、蛋白质及特定基因的 mRNA等相关物质的含量也更高，因此

整个生物合成过程效率更高[91]，此外体积更大的细胞其容纳胞内产物的空间更大。

酵母的细胞形态除自身的遗传特性决定外，生活环境及培养时间等对于细胞形态的

变化同样具有很大影响。当生活环境不同时，一方面酵母首先通过调控细胞周期及与形

态相关的基因等方式维持细胞形态的稳定，另一方面酵母也可以主动调节其细胞大小，

但关于这种调节的分子机制仍不清楚 [92]。研究发现营养丰富程度影响着酿酒酵母

的细胞体积和生长速度[93]。此外培养基中的碳源不同，细胞形态也会不同：酿酒酵母以

甘油-乙醇为碳源培养一段时间，再转入以葡萄糖为碳源的培养基后，酿酒酵母的出芽

量迅速减少，细胞体积变大[94]。耶氏酵母的培养条件变化可导致细胞形态快速改变，其

具有酵母态与菌丝态两种形态，环境变化能使两种形态互相转化，营养物质、溶氧、PH、
转速等与生长相关的参数对耶氏酵母的细胞形态都有影响，控制合适的培养条件可使酵

母态与菌丝态两种形态同时存在，不同形态的耶氏酵母发酵产物及发酵性能也不相同，

一般耶氏酵母多以酵母态进行产品发酵[95]。

1.4.2 酵母细胞壁代谢

酵母细胞壁能保护细胞不受外界环境伤害及维持细胞间的识别，除了具有抵抗性和

刚性外，酵母细胞壁还具有较高的弹性，以调节细胞的生长和形态变化[95]。酵母细胞壁

由三部分构成，一般最外部分是为露聚糖，中间部分为蛋白质层，葡聚糖为最内层。细

胞壁的组成及组分比例根据酵母菌株种类不同而有所变化[96]。

细胞壁的合成与分解受外界培养条件的影响，进而引起细胞形态及其压力耐受性等

细胞壁功能特性的改变。同时，细胞壁可改变相关蛋白的表达以对应对环境的变化：营

养物质、pH值、温度以及抗真菌药物等都会引起酵母细胞壁生物合成酶、结构蛋白和

重塑酶的表达变化[97],[98]。Ene[99]等人发现在高渗透压环境时，Candida albicans（白假丝

酵母）的细胞壁具有很强的生化灵活性，将 Candida albicans置于高渗透压环境后，导

致细胞体积突然变小且细胞壁厚度迅速增加。

目前，关于改造细胞壁以提高细胞产物产量的相关研究较少。Li[100]等人通过破坏

CWP2 基因后（CWP2 能够编码细胞壁的主要组分-甘聚糖蛋白）发现，异源重组

Saccharomyces cerevisiae的细胞壁变薄，细胞壁的通透性增加，但细胞的生长没有受到

影响，最重要的是异源纤维素酶活性提高了 85.9%，证明了通过调节细胞壁蛋白基因提

高 Saccharomyces cerevisiae外源蛋白产量的可行性。而关于通过影响细胞壁的生物合成，

提高微生物胞内产物的研究尚未有报道。本研究通过在 T. cutaneum酵母培养基中加入
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合适剂量的纤维素酶，从而部分水解 T. cutaneum酵母细胞壁且不影响细胞正常生长，

这使得细胞壁厚度降低，但通透性提高，更有利于细胞吸收外界环境中的营养物质；同

时细胞壁组分改变将引起细胞形态发生变化，体积变大的细胞中含有更多调控生物能合

成过程的酶与 mRNA等物质，且有更大的油脂储存空间，因此油脂积累变多，利用超

高速离心筛选的方法最终得到高产油菌株。

1.5 本论文的立题依据及主要研究内容

生物柴油是一种典型的绿色能源，具有可再生性及环保性的优点，能够很好的代替

化石燃料。目前，生物柴油发展的主要瓶颈是生产原料，以动植物油脂或油料作物为原

料生产生物柴油的传统方法不仅成本昂贵，而且来源不足，存在与人争粮争地的问题。

因此非粮作物诸如木质纤维素、有机废弃物等成为生产生物柴油原料的优良选择。其中，

木质纤维素在我国分布十分广泛，产量极高，且含有丰富的碳水化合物，以木质纤维素

为原料生产生物柴油具有十分广阔的应用前景。油脂微生物生产生物柴油具有不受天气

和地域影响、生产周期短和对环境污染小等优点。目前大多数微生物油脂发酵仍是以葡

萄糖等纯糖作为碳源，成本较高，木质纤维素水解后可产生多种可供微生物发酵利用的

单糖，因此以木质纤维素为底物进行微生物油脂发酵具有极大的发展潜力。

本实验室的前期工作表明，Trichosporon cutaneum是一种能够耐受木质纤维素来源

抑制物的油脂酵母，对木质纤维素体系具有良好的适应性，其能以木质纤维素为原料进

行发酵生产油脂。以 T. cutaneumACCC 20271为出发菌株，通过高速离心筛选获得了油

脂积累能力提高的菌株 T. cutaneum MS 28，其油脂产量相比于出发菌株 T. cutaneum
ACCC 20271明显增加。然而，T. cutaneumMS 28细胞密度低于发酵液密度，在高转速

下，大部分细胞经离心后均漂浮在发酵液的上层，高速离心筛选已不能继续获得更轻的

细胞，限制了油脂产量的进一步提高。

对比 T. cutaneum MS 28 与 T. cutaneum ACCC 20271 发现，T. cutaneum MS 28 细胞

形态发生了一些改变。TEM镜检发现 T. cutaneumMS 28细胞壁厚度降低，细胞体积变

大；通过 qRT-PCR方法表明 T. cutaneumMS 28关于细胞壁合成与分解的一些关键基因

发生了显著的差异表达。因此推测 T. cutaneum酵母细胞壁生物合成、细胞形态及油脂

积累三者之间具有紧密联系，我们尝试发现一种新的有效的进化压力，进一步提高 T.
cutaneum酵母在木质纤维素体系中发酵的油脂产量。

T. cutaneum 细胞壁组成与典型的酵母一致，主要分为甘露聚糖外层，蛋白质中间

层，葡聚糖内层三部分，在 T. cutaneum发酵培养基中加入纤维素酶，因纤维素酶能够

酶解细胞壁中的葡聚糖，降低细胞外壁强度，使细胞形态发生改变。不同形态的细胞油

脂积累能力不同，细胞含油率不同其密度也存在差异，含油率更高的细胞密度更低，因

此将发酵结束后的发酵液离心时，含油率更高的细胞更容易漂浮在液体的上层。基于以

上原理，本文首次尝试在 T. cutaneumACCC 20271生长的麦秆水解液中加入适宜剂量的

纤维素酶，在纤维素酶胁迫下对 T. cutaneum进行长期的适应性进化，并采用超高速离
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心转接筛选，筛选过程中纤维素酶的剂量根据细胞生长，葡萄糖消耗，油脂产量不断调

整，不断提高离心转速以得到含油率持续上升的细胞。当离心转速达到离心机最高转速

时，在离心发酵液中加入密度更低的玉米油作为离心筛选的介质，以筛选出密度更低，

含油率更高的细胞，最终我们筛选得到一株油脂产量明显提高的菌株 T. cutaneum YY 52。
然后，本文继续探究了 T. cutaneum YY 52在不同脱毒方式下，分别以小麦秸秆、玉米秸

秆为原料时同步糖化共发酵的性能，并与出发菌株 T. cutaneumACCC 20271进行对比。

微生物发酵生产油脂的一个突出问题是油脂提取困难。由于油脂是胞内产物，油脂

的获得需要破碎细胞壁，细胞壁破裂通常是利用机械处理(如碾磨、超声、高压均质)或
化学预处理(如酸、碱、洗涤剂)来完成的,这些方法不仅能源或化学品损耗大，且处理时

间长[35]，本论文尝试在 T. cutaneum酵母发酵培养基中持续添加较高剂量的纤维素酶使

发酵后期的细胞因细胞壁极薄而发生破裂，从而更快捷的提取油脂，同时减少细胞破壁

造成的能源损耗，节约生产成本。
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第 2章 纤维素酶胁迫下皮状丝孢酵母菌株的适应性进化与超高速离心筛

选

2.1 引言

Trichosporon cutaneum是一种优良的油脂酵母，对木质纤维素预处理后产生的多种

抑制物具有良好的耐受性；同时能够利用木质纤维素糖化后存在的多种碳源如：葡萄糖，

木糖，乳糖等。T. cutaneum酵母发酵生产的油脂组分主要为油酸，且含量超过 70 %，

表明该油脂具有良好的抗氧化性及流动性，可用于生物柴油的生产[90]。因此 T. cutaneum
酵母利用可再生且廉价的木质纤维素原料生产微生物油脂在工业生产中具有非常大的

发展潜力。但 T. cutaneum ACCC 20271利用木质纤维素作为碳源时，碳源消耗较低，油

脂产量不高，因此需要经过筛选来获得油脂产量高的 T. cutaneum菌株。

在本实验室前期的研究工作中，通过对 T. cutaneum ACCC 20271进行离心筛选，从

而筛选得到了一株油脂生产能力显著提高的菌株 T. cutaneum MS 28。对筛选得到的 T.
cutaneumMS 28进行分析发现，在显微镜下无需进行细胞染色就能够清晰看到细胞内的

油脂小体，通过细胞内油脂小体数量的差异初步判断油脂产量的变化。T. cutaneum MS
28细胞形态相较于 T. cutaneum ACCC 20271 发生了明显改变，细胞体积变大，为油脂

积累提供了更大的空间。TEM电镜观察发现细胞壁相较于 T. cutaneum ACCC 20271 变

薄，细胞壁组分中葡聚糖，甘露聚糖的含量降低。qRT-PCR研究发现筛选高产菌株相较

于 T. cutaneum ACCC 20271与细胞壁中葡聚糖、甘露聚糖合成分解相关的一些基因发生

了非常显著的表达差异。由此推断，细胞壁的改变与 T. cutaneum油脂积累有密切的联

系。细胞壁变薄可能导致细胞形态发生改变，进而为油脂积累提供更大的空间。纤维素

酶能够将细胞壁中的葡聚糖水解为葡萄糖，在 T. cutaneum酵母木质纤维素发酵体系中

加入适量纤维素酶能够部分酶解细胞壁，从而使细胞壁变薄，同时培养基中可利用单糖

增多。

本章内容主要是通过添加适宜剂量的纤维素酶以降解部分 T. cutaneum酵母细胞壁，

改变细胞形态，同时采用超高速离心筛选的方法进行高产油脂 T. cutaneum酵母的筛选，

当离心转速达到离心机最高转速后，超高速离心筛选已不能进一步提高油脂产量，因此

我们在离心的发酵液中添加一种密度更小的轻介质玉米油进行离心以获取更轻，数量较

少，但油脂积累量更高的菌株。

此外，为降低细胞破壁需要的成本，本章还探究了 T. cutaneum酵母高产油脂的同

时，通过在发酵培养基中添加纤维素酶，使得发酵后期的细胞因细胞壁极薄而发生破裂，

从而更方便快速的提取油脂的可行性。
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2.2 实验材料

2.2.1 原料

小麦秸秆购买于河南南阳，于 2019年春季收获。购买的小麦秸秆首先通过孔径为

10 mm的锤式粉碎机粉碎，然后进行水洗除去灰尘，石子等，自然晒干后收置于密封袋

中常温储存备用。小麦秸秆原料的组分通过两步酸解法[101]测定，测得纤维素、半纤维

素、木质素和灰分含量分别为 33.24%、22.25 %、18.77 %和 6.24%。

2.2.2 纤维素酶

纤维素酶 Cellic CTec 2 自诺维信（中国）生物技术有限公司（Novozymes (China),
Biotechnology Co., Ltd.）购买得到。纤维素酶滤纸酶活的测定方法依据NREL LAP-006[102]

中的方法进行，得到的滤纸酶活为 203.2 FPU/mL；纤维二糖的酶活测定方法依据

Ghose[102]进行，测得其纤维二糖酶活为 4900 CBU/mL；蛋白含量的测定方法是以牛血

清蛋白（BSA）为标准品，利用考马斯亮蓝法（Bradford method）测得其酶蛋白含量为

87.31 mg/g[103]。
2.2.3 菌株及培养基

出发菌株：Trichosporon cutaneum ACCC 20271，购自中国农业微生物菌株保藏管理

中心(Agricultural Culture Collection of China, http://www.accc.org.cn/)。
小麦秸秆预处理后使用的生物脱毒菌株：树脂枝孢霉菌 Amorphotheca resinae ZN1，

该菌株是由本课题组在木质纤维素秸秆中筛选出的一株能够进行高效生物脱毒的霉菌，

其能在不添加任何营养物质的预处理秸秆中生长并优先消耗存在的抑制物。

树脂枝孢霉菌Amorphotheca resinae ZN1于PDA平板中培养，PDA 平板：200 g/L 马

铃薯汁、20 g/L 葡萄糖、20 g/L 琼脂，115℃灭菌 20 min后倒平板。

YPD培养基：葡萄糖 20 g/L，酵母提取物（Yeast Extracts ）10 g/L，蛋白胨 20 g/L，
（YPD平板另加琼脂 20 g/L），115℃灭菌 20 min。

合成培养基：葡萄糖 60 g/L、YE 1 g/L、KH2PO4 1 g/L、 (NH4)2SO4 0.22 g/L、
MgSO4∙7H2O 0.5 g/L。

2.3 实验方法

2.3.1 种子培养

将保存于-80℃冰箱中的 Trichosporon cutaneum ACCC 20271 冻存管取出并在室温

静止融化后在 YPD平板中划线，放置于 30℃培养箱中，生长时间约 36h，YPD中活化

两次，最后转接至 15 %固含量的小麦秸秆水解液中进行发酵。

2.3.2 小麦秸秆预处理

小麦秸秆预处理方法根据 Zhang[104]，经过水洗的小麦秸秆与稀硫酸溶液以 2:1固液

比（w/w）混合完全，然后放置于 20 L的预处理反应器中进行密封，50 rpm，搅拌 3 min，
随后通入蒸汽，升高温度并将反应温度维持在 175 ℃左右，螺旋搅拌 50 rpm维持 5 min，
整个预处理过程没有废水的产生。
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2.3.3 预处理小麦秸秆生物脱毒

预处理后的小麦秸秆利用本实验室筛选到的 Amorphotheca resinae ZN1 菌株脱毒，

脱毒过程按照 Zhang等人[105]方法进行。用 Ca(OH)2调节预处理后的小麦秸秆 pH至 5.0
左右，将 Amorphotheca resinae ZN1培养在 PDA平板上直至整个平板长满孢子，随后将

长满孢子的平板分成几份加入至装有预处理小麦秸秆物料的盒子中，室温静置培养 4-5
天后，作为脱毒种子。随后将预处理后的小麦秸秆放置于 15 L生物反应器中，并按照

10%（w/w）的质量比接入脱毒种子，温度为 28 ℃，，通气量在 0.8 vvm条件下，脱毒

时间约为 72 h。
2.3.4 水解液制备

发酵培养基为 15%固含量脱毒小麦秸秆水解液。小麦秸秆经过预处理，生物脱毒后，

在带有螺旋搅拌桨的 5 L生物反应器（保兴生物设备工程有限公司，上海）中进行糖化。

具体操作为：将所需要的经过生物脱毒后的小麦物料与超纯水以 15 %固含量计算用量

并称量后在灭菌锅中 115℃，灭菌 20min。随后将灭菌完成的小麦物料与超纯水加入至

5L发酵罐中，待温度维持在 50 ℃时以 4 mg纤维素酶蛋白/g DM（Dry Material，干物料）

的用量添加纤维素酶。糖化过程中通过添加 NaOH 溶液使得 PH维持在 5.0~5.5 之间，

并在 50 ℃，150 rpm，酶解约 48h，测定葡萄糖浓度约在 60 g/L左右。糖化结束时，将

糖化液释放至塑料盒子中；然后经过 10000 rpm、10 min离心弃去麦秆残渣，得到上清

水解液，随后 115 ℃灭菌 20 min，使用滤纸将灭菌后水解液中的固体残渣等物质过滤后，

加入营养盐，其营养盐成分与添加量为：1.0 g/L KH2PO4、1 g/L YE、0.5 g/L MgSO4。7H2O
及 0.22 g/L (NH4)2SO4；从而得到可使用的 15%固含量的小麦秸秆水解液。最终所得的

15 %固含量小麦秸秆水解液葡萄糖含量约为 60g/L，木糖含量约为 15g/L。
2.3.5 纤维素酶胁迫下 T. cutaneum酵母的适应性进化与超高速离心筛选

首先将 T. cutaneum ACCC 20271 从-80℃冰箱中取出并进行活化，随后以 10%接种

量，将经过活化后的 T. cutaneum细胞转接至装有 50 mL 15%固含量小麦秸秆水解液三

角瓶中，并加入纤维素酶。整个适应性进化与超高速离心筛选过程中，纤维素酶的添加

量根据细胞生长，葡萄糖消耗量及油脂产量不断调节。发酵条件为 180 rpm，30 ℃，培

养 96 h。发酵结束后用移液器量取 20 mL发酵液，并转移至已灭菌的 50 mL离心管中进

行离心，离心转速自 3000g（离心力）开始，每次转接后根据细胞生长情况逐渐提高离

心转速，直至达到最高转速 40000g，离心的时间设置为 3min。达到最高转速 40000g时，

当发酵结束后，取等体积的发酵液与玉米油于灭菌后的 50 mL离心管中，40000g转速

下离心 3min。取离心最上层菌体以 10%接种量接入至新的发酵培养基中，按照此法进

行 10次筛选转接，得到油脂产量继续提高的菌株。随后不再利用玉米油进行离心筛选，

发酵结束后取 20 mL 发酵液进行 40000g ,3min 离心，以筛选得到稳定高产油脂 T.
cutaneum菌株。

2.3.6 筛选菌株 T. cutaneum YY 52 高产油脂稳定性验证

为验证筛选菌株 T. cutaneum YY 52 是否具有遗传稳定性，能够稳定进行高产油脂
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发酵，对该菌株活化后，在正常培养基中进行连续多次无任何筛选的转接，测定其细胞

干重及油脂产量，直至达到相对稳定的状态，并以原始菌株 T. cutaneum ACCC 20271为
对照。具体实验操作为：筛选菌株 T. cutaneum YY 52及原始菌株 T. cutaneumACCC 20271
进行活化后，分别以 10%接种量接入至含有 50 mL 15%固含量小麦秸秆水解液中进行摇

瓶发酵，发酵时间为 96h，随后继续维持 10%接种量，转接至新鲜的的小麦秸秆水解液

中。按照此方法进行多次转接，最终比较每次转接两种不同菌株的油脂含量，验证 T.
cutaneum YY 52的油脂产量是否具有稳定性。

2.3.7 发酵后期细胞因细胞壁极薄而发生破裂的可行性探究

首先将 T. cutaneum ACCC 20271在 YPD培养基中进行活化，然后采用 10%接种量，

将菌液转接至装有 50 mL 15%固含量小麦秸秆水解液的 500 mL锥形瓶中,并加入适宜剂

量的纤维素酶，纤维素酶的添加量根据细胞生长，葡萄糖消耗量及油脂产量进行调节。

放置在 180 rpm，30 ℃摇床中，培养发酵 96 h后，量取 20 mL发酵液转入至完全灭菌的

50 mL离心管进行离心，离心转速自 3000g（离心力）开始，时间设置为 3 min每次转

接后根据细胞生长情况逐渐提高离心转速，直至达到最高转速 40000g。当达到离心机最

高转速 40000g后，细胞含油率在一定程度上有所提高，此后每次转接均加入较高剂量

的纤维素酶，探究 T. cutaneum对纤维素酶耐受力的同时，继续利用超高速离心筛选，

在得到高油脂产量细胞的同时，并且探究处于发酵后期的 T. cutaneum酵母是否可因细

胞十分薄而在纤维素酶的作用下发生细胞破裂。

2.3.8 葡萄糖含量测定

葡萄糖含量的变化是检测 T. cutaneum酵母生长的重要指标之一，因此发酵结束后

需测定糖的消耗情况。该数据通过 SBA-90生物传感分析仪进行定量分析。取 1 mL发

酵液于 EP管中，13000 rpm离心 5 min，取上清，超纯水稀释 100倍后经过 0.22 μm滤

膜过滤后进行测量。

2.3.9 菌体干重及油脂测定

取发酵结束的发酵液，12000 rpm，离心 5 min，随后去上清液，超纯水重悬菌体，

再次以 12000 rpm 离心 5 min弃去上清液，最后加入 5 mL超纯水重悬菌体，并将重悬

后的菌液转移至到已测定重量的小平板中，将小平板放置在 60 ℃烘箱中过夜烘干至恒

重，利用差重法得到 DCW（Dry Cell Weight，干细胞质量）。

油脂测定：向上述平板中加入 5 mL HCl（4 mol/L）溶液，室温静置 3h，然后将浸

泡后的菌体溶液转移至 50 mL离心管中，之后将离心管置于沸水浴中 15 min，以完全裂

解 T. cutaneum酵母细胞壁，再转移至冰上冷却 10 min。然后向离心管中加入 20 mL氯

仿甲醇（2:1，v/v）溶液，并用两层封口膜将离心封紧，随后将离心管放置于 180 rpm ,30 ℃
的摇床中萃取 1-2 h。萃取完成后将，11000 rpm条件下离心 5 min使得油脂层和水相层

分离，用注射器将离心管下层含有油脂的氯仿层提取至已测定质量的旋蒸瓶中，并置于

旋转蒸发仪中蒸发直至去除氯仿，温度设置为 80 ℃，然后将旋蒸瓶置于 60 ℃烘箱中烘

干至恒重，最后差重法得到 T. cutaneum酵母的油脂浓度。细胞含油率是油脂浓度除以
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细胞干重所得。

2.3.10 细胞形态观察

细胞形态观察分为筛选过程中不同转接次数细胞形态的观察和一个发酵周期中不

同时期的细胞形态观察两种。

筛选过程中不同转接次数细胞形态观察方法为：在筛选过程中的 T. cutaneum酵母

发酵 96 h后，即发酵结束后，取 10 μL发酵液滴于载玻片，随后盖上盖玻片，放置于显

微镜中观察，并对细胞形态发生变化的转接菌株进行拍照。

不同时期的细胞形态观察方法为：对待观察菌株进行种子培养后，以 10%接种量将

种子液转移至发酵培养基中，180 rpm, 30 ℃条件培养 120 h。自 0 h开始，每隔 24 h进
行取样，随后将样品置于显微镜中观察拍照。

2.3.11 细胞壁组分测定

T. cutaneum酵母测定葡聚糖与甘露聚糖含量的方法为：首先对待测菌株进行种子培

养。并按照 10%接种量把种子液转移至合成培养基中，180 rpm, 30 ℃条件培养 24 h，随

后将发酵液取出，以 12000 rpm离心 5 min后，弃上清，然后添加超纯水重悬洗涤细胞，

12000 rpm离心 5 min后弃上清回收菌体。将回收的菌体放置在-80 oC冰箱中过夜预冻。

之后将装有预冻后菌体的离心管拿出，去掉离心管盖子，并将棉花塞于离心管口，之后

将离心管放置于冷冻干燥机中，48 h后取出备用，用分析天平准确称取 100 mg菌体于

具塞管中，随后添加 1 mL 4% H2SO4溶液进行酸解，随后把具塞试管放入 30 oC水浴锅

水浴 1 h，期间每 2 min用玻璃棒搅拌菌体。水浴完成后，向具塞试管中加入 28 mL超

纯水，上下颠倒混匀溶液之后将具塞试管放置于高压灭菌锅中 121 oC酸解 1 h。酸解完

成后，将具塞试管静置至温度冷却为室温，随后加入 CaCO3直至没有气泡产生以中和上

清液，13000 rpm离心 5 min，吸取上层清液并经过 0.22 μm滤膜过滤后利用 HPLC测定

溶液中葡萄糖、甘露糖的含量，换算得到细胞壁中葡聚糖、甘露聚糖的含量，换算系数

为 0.9[106]。

2.4 结果与讨论

2.4.1 纤维素酶胁迫下 T. cutaneum酵母的适应性进化与超高速离心筛选

在纤维素酶胁迫下，T. cutaneum ACCC 20271经过长时间的适应性进化与超高速离

心筛选后，随着转速的提升，细胞干重及油脂产量呈现出明显的上升趋势，最终筛选得

到能够高产油脂的菌株。整个适应性进化与筛选过程分为四个阶段。根据葡萄糖消耗量，

细胞生长及油脂积累的变化改变各阶段中纤维素酶的添加量及离心条件，如图 2.1所示。
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图 2.1 葡萄糖消耗、细胞干重、油脂浓度及细胞含油率变化情况

Fig.2.1 The change of glucose consumption, DCW, lipid and content

发酵条件：15%固含量脱毒小麦秸秆水解液，30 ℃，180 rpm，接种量 10%，培养时间 96 h，初始葡

萄糖浓度：60 g/L。图中 Glucose表示发酵结束后葡萄糖残余量。

图 2.1结果表明，在整个适应化与筛选过程中，随着筛选的进行，细胞生长、葡萄

糖消耗、油脂浓度及细胞含油率均呈现出一种整体上升的趋势。

第一阶段，每次转接均向发酵培养基（15%小麦秸秆水解液）中加入 4%纤维素酶(纤
维素酶按培养基体积比添加)，发酵结束后取 20 mL 发酵液离心 2min将最上层细胞以

10%接种量接入至新的培养基中。离心转速自 3000g开始，每转接 3次后转速增加 2000g，
该阶段离心转速升高至 15000g。此阶段初步尝试对 T. cutaneum ACCC 20271 进行纤维

素酶胁迫及离心筛选。该阶段是 T. cutaneumACCC 20271适应小麦秸秆水解液的过程，

纤维素酶的胁迫压力过高，细胞干重自 14.1 g/L降低至 5.5 g/L，葡萄糖消耗量较低甚至

无消耗，细胞干重及油脂浓度均处于较低的水平，细胞含油率无明显变化。

第二阶段，为提高细胞的生物量，降低纤维素酶的胁迫，减少纤维素酶用量为每隔

一次转接向发酵培养基中添加 4%纤维素酶，离心条件与第一阶段相同。离心转速自

18000g开始，根据细胞生长与油脂积累变化，每转接 2~3次后转速增加 2000~5000g，
该阶段离心转速提高至 40000g。该阶段 T. cutaneum已良好适应水解液的生长环境，纤

维素酶的胁迫降低，随着离心转速的不断提高，第二阶段细胞生长优于第一阶段，葡萄

糖消耗量也在此阶段发生了明显变化。糖耗逐渐增加，至第 29次转接，离心转速达到

35000g时，葡萄糖消耗量明显升高，发酵结束后仅有 3g/L的葡萄糖剩余；油脂浓度及

细胞含油率与糖的消耗量一致同时处于上升趋势，油脂浓度从开始的 2.64 g/L提高至

10.47 g/L，细胞含油率自 29%提高至 65%。

第三阶段，此时已达到离心机最高转速 40000g，漂浮在发酵液上层的轻细胞不断增
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多，为进一步筛选得到油脂含量更高，密度更小的轻细胞，利用了一种密度更小的介质

玉米油进行离心筛选。当发酵结束后取等体积的发酵液与玉米油于离心管中，离心后将

最上层细胞以 10%接种量接入至新的水解液中，转速维持在 40000g。纤维素酶添加量

减少至每隔一次只添加 1%纤维素酶，该过程前几次转接时细胞生物量呈上升趋势，葡

萄糖基本耗完，而在后面的转接中由于玉米油的影响，油脂产量有所波动，细胞含油率

增加至 71%且含油率相对稳定，油脂浓度上升至 14.1 g/L。
第四阶段，在第三阶段利用玉米油进行离心筛选，虽然油脂含量明显升高，但玉米

油有可能进入细胞内及发酵液中残存留的玉米油都将对细胞生物量及油脂含量的测定

结果造成误差，同时，玉米油加入后 T. cutaneum酵母染菌率提高，不利于筛选得到能

够稳定高产油脂的菌株。因此在第四阶段不再利用玉米油进行筛选，同时小麦秸秆水解

液中不再加入纤维素酶，发酵结束后只取发酵液进行离心，取最上层细胞以 10%接种量

接入至新的培养基中。该阶段细胞生长、葡萄糖消耗、油脂浓度及细胞含油率都趋于稳

定，筛选得到的菌株其油脂浓度可达到 15.2 g/L, 含油率可达 72%, 对最终筛选得到的高

产油脂菌株命名为 T. cutaneum YY 52。
2.4.2 适应性进化与超高速离心筛选过程中不同转接次数的细胞形态观察

纤维素酶的存在能明显改变 T. cutaneum酵母的细胞形态，随着转接的进行，细胞

形态同样发生着变化，体积变大的细胞逐渐增多，如图 2.2所示。

第一阶段，观察发现 T. cutaneum ACCC 20271呈现为正常的圆形酵母形态，体积较

小且细胞形态稳定。随着适应性进化及离心筛选的进行，体积增大的长梭形细胞不断增

多，但细胞内油脂小体的数量相对较少，整个细胞呈现出一种“大而空”的状态

第二阶段，随着适应性进化及离心筛选的进行，体积增大的长梭形细胞不断增多，

自第二十九次转接开始，葡萄糖消耗骤然增加，此时胞内油脂小体也明显增多，油脂小

体基本充满了整个细胞。

第三阶段，利用轻介质玉米油离心筛选后，观察发现细胞内基本没有单个独立油脂

小体的存在，整个细胞被连成一片的油脂所填满，推测原因可能是玉米油进入细胞，与

细胞内的油脂小体相融合致使整个细胞内的油脂连成一片，另一可能原因是该阶段的细

胞经过长时间纤维素酶的胁迫作用，细胞的细胞壁已经比较薄，当盖上盖玻片后对细胞

造成挤压导致细胞破裂致使油脂连成一片。

第四阶段，为筛选的最后阶段，细胞形态为中间加宽的梭状或较大的圆形酵母形态，

每次转接发酵结束后的细胞形态基本一致，细胞内充满了油脂小体。
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图 2.2 T. cutaneum YY 52 筛选过程中不同转接次数细胞形态变化

Fig.2.2 T. cutaneum YY 52 cell morphology changes at different transfer time during screening

前 45次转接使用麦克奥迪 DM-BA300-A显微镜观察，华为 nova手机拍照；46次开始使用 Olympus

BX53及成像系统观察拍照。

2.4.3 T. cutaneum YY 52 高产油脂稳定性验证

为验证筛选得到的菌株 T. cutaneum YY 52是否具有遗传稳定性，本实验对 T.
cutaneum YY 52活化后，在 15%固含量小麦秸秆水解液中连续转接 6次，此时各发酵指

标相对稳定，并与出发菌株相比较，其发酵结果如图 2.3所示。T. cutaneum YY 52在前

两次转接时由于细胞活力较弱，因此该过程主要为细胞适应环境与生长的阶段，油脂浓
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度及含油率相对较低，自第三次转接开始，细胞产油性能已经恢复，油脂产量增加，且

经过四次转接油脂浓度及含油率均处于一个相对稳定的状态，说明 T. cutaneum YY 52
的高产油脂发酵性能具有稳定性。筛选菌株 T. cutaneum YY 52与原始菌株 T. cutaneum
ACCC 20271对比，在 15%小麦秸秆水解液中生长情况基本无明显差别（图 2.3 (a)），

但发酵结束后油脂浓度及细胞含油率明显高于 T. cutaneum ACCC 20271（图 2.3 (b) (c)）。
T. cutaneum ACCC 20271油脂浓度约为 4 g/L, 含油率约为 30%。而 T. cutaneum YY 52
油脂浓度约为 11 g/L, 含油率约为 70%。

图 2.3 T. cutaneum YY 52 稳定高产油脂发酵验证

Fig. 2.3 The stable lipid fermentation of T. cutaneum YY 52
(a)细胞干重；(b)油脂浓度；(c)细胞含油率

发酵条件：15 %固含量脱毒小麦秸秆水解液，30 ℃，180 rpm，接种量 10 %，培养时间 96 h

2.4.4 不同时期 T. cutaneum YY 52 与 T. cutaneum ACCC 20271细胞形态对比

通过观察发现筛选菌株 T. cutaneum YY 52 与出发菌株 T. cutaneum ACCC 20271 细

胞形态存在明显差异，本实验主要探究并对比两种菌株在发酵过程中不同时期的细胞形

态变化，如图 2.4所示。两种菌株在不同时期的细胞形态存在明显差异。T. cutaneum YY
52 在 0 h时，细胞呈菌丝态，同时存在十分膨大的球形态，培养至 24 h时，菌丝长度、

膨大现象均减小，48 h时，细胞呈圆形或梭形酵母态，72 h后多为变大的梭形态，形态
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基本稳定；48 h后胞内油脂小体数量变多且不断增加。而 T. cutaneum ACCC 20271没有

发生形态改变，整个发酵中均为小圆形的酵母态。对于细胞形态出现改变的原因，推测

是因为经纤维素酶的胁迫及离心筛选后细胞壁合成与分解的相关基因发生差异表达，导

致细胞壁刚性减弱，结构相对疏松，细胞形态具有多样化[90]。关于 T. cutaneum YY 52
细胞形态在 YPD中呈现极长菌丝态的分子调控机制目前尚不清楚。

图 2.4 不同时期 T. cutaneum YY 52与 T. cutaneum ACCC 20271细胞形态对比

Fig. 2.4 Cell morphology comparison between T. cutaneum YY 52 and T. cutaneumACCC 20271

发酵培养基：15 %固含量小麦秸秆水解液，30 ℃, 180 rpm, 接种量 10 %, 培养时间 120 h. 0 h细胞形

态指在 YPD中活化 24 h后接入水解液时的形态。Olympus BX 53及成像系统拍摄照片

2.4.5 细胞壁组分测定

酵母的细胞壁是保护细胞免受外界伤害的直接屏障，在维持细胞形态与信息传递方

面起具有重要功能[95]。为进一步的分析细胞形态变化的原因，本实验对 T. cutaneum YY
52与 T. cutaneum ACCC 20271细胞壁中的两种主要多糖含量进行了测定，结果如图 2.5
所示。

YY 52

ACCC 20271

0 h 24 h 48 h

ACCC 20271

72 h 96 h 120 h

YY 52
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图 2.5 T. cutaneum YY 52及 T. cutaneum ACCC 20271细胞壁组分

Fig. 2.5 Cell wall composition T. cutaneum YY 52 and T. cutaneum ACCC 20271

酵母细胞壁主要由外层甘露聚糖、中间层为蛋白质，内层葡聚糖组成。两种多聚糖

含量较为准确的表示方法为：将整个细胞看似为一个球体，从而计算出球体的体积及单

位表面积，最终利用质量与细胞单位表面积的比值表示细胞壁中葡聚糖，甘露聚糖的含

量。图 2.5结果表明：筛选菌株 T. cutaneum YY 52细胞壁中葡聚糖及甘露聚糖含量均明

显低于原始菌株 T. cutaneum ACCC 20271，说明细胞壁的生物合成与出发菌株相比确实

发生了改变，细胞壁中多糖含量减少可降低细胞壁厚度，细胞壁刚性随之减弱，形态更

易发生改变。

2.4.6 发酵后期细胞因细胞壁极薄而发生破裂的可行性探究

菌株 T. cutaneum YY 52的获得表明纤维素酶确实能够部分酶解细胞壁，使之厚度降

低。然后，本文继续探究了 T. cutaneum酵母是否能够在高产油脂的同时，在持续较高

剂量的纤维素酶作用下使得发酵后期的细胞因细胞壁极薄而发生破裂，从而节省后续提

取油脂的时间及成本。为验证该猜想，对 T. cutaneum酵母进行了一个新的筛选方向，

筛选过程如图 2.6所示。整个筛选过程为四个阶段：第一，二阶段与 T. cutaneum YY 52
筛选过程的前两个阶段一致。第三阶段，每次转接添加 4%纤维素酶，并利用发酵液离

心筛选。第四阶段，根据细胞生长及产油情况调整纤维素酶剂量，发酵液离心筛选。
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图 2.6 超高速离心筛选发酵后期自裂解的高产油脂细胞

Fig. 2.6 Screening of self-lysing cells in late fermentation

（a）葡萄糖消耗变化曲线；（b）细胞干重及油脂浓度变化曲线；（c）细胞含油率变化曲线

发酵条件：15 %脱毒小麦秸秆水解液，30 ℃，180 rpm，接种量 10 %，培养时间 96 h。

该筛选过程同样分为四个阶段：第一，二阶段与 T. cutaneum YY 52筛选过程的前两

个阶段一致。在第三，第四阶段，每次转接均向培养基中添加纤维素酶，最开始几次转

接细胞生长及油脂含量呈上升趋势，说明具有较高油脂产量的 T. cutaneum酵母在一段

时间内能够一直耐受纤维素酶的胁迫并保持不被裂解，但随着筛选的继续进行，细胞生

长及油脂含量明显下降。主要原因是在纤维素酶持续存在时，对酵母细胞壁的裂解强度

增加，细胞难以正常生长，甚至死亡。或促使 T. cutaneum细胞做出相应的生物合成反

应，首先维持正常生长，细胞变小，细胞壁厚度增加，以降低纤维素酶对细胞产生的压

力，同时导致细胞分裂速度减慢，细胞内的代谢下降，导致细胞生物量及油脂的产量均

降低。

2.4.7 发酵后期细胞因细胞壁极薄而发生破裂的可行性探究中细胞形态变化

对该筛选过程细胞形态的变化情况同样进行了观察，其细胞形态变化如图 2.7所示。
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图 2.7 不同转接次数细胞形态变化

Fig. 2.7 Cell morphology changes at different transfer time

前 42次转接使用麦克奥迪 DM-BA300-A显微镜观察，华为 nova手机拍照；48次开始使用 Olympus

BX53及成像系统观察拍照。

图 2.7表明：在第三十六次转接之后，因纤维素酶的持续存在，细胞形态逐渐趋于

不规则状态，与椭圆状、圆状的细胞都不相同，存在哑铃状或一边膨大的气球状等极不

规则形状。推测原因是纤维素酶的持续存在导致细胞壁的正常生物合成失调，因而无法
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控制细胞形态，致使细胞形态具有多样性及不规则性。当减少纤维素酶的含量时，细胞

形态逐渐恢复正常，增加纤维素酶用量时细胞变小，说明纤维素酶对细胞形态的改变具

有很大的影响。细胞形态及细胞内油脂小体的改变与细胞生长、油脂含量变化趋势相一

致，细胞内油脂小体减少，细胞变“空”，持续高剂量的添加纤维素酶对细胞的生长及

油脂的积累产生副作用，出现细胞退化现象。

2.5 本章小结

在纤维素酶的胁迫下对 T. cutaneum酵母进行一个长期的适应性进化并通过超高速

离心筛选的方法，最终得到了一株油脂产量显著增加的突变菌株 T. cutaneum YY 52，其

在油脂积累及葡萄糖消耗等方面都明显优于原始菌株 T. cutaneum ACCC 20271。在持续

纤维素酶的作用下，希望筛选出高产油脂菌株的同时，发酵后期的细胞在纤维素酶的作

用下发生细胞破裂的研究中没有得到较为理想的结果。通过本研究上述实验主要得到以

下结论：

纤维素酶能够水解部分 T. cutaneum酵母细胞壁，当在 T. cutaneum酵母发酵培养基

中加入适宜剂量的纤维素酶后能使细胞形态快速发生改变，具体表现为细胞尺寸明显变

大，当细胞变大后，更有利于营养物质的传递及生物合成，与正常的圆形态细胞相比可

以积累更多油脂，经过离心后更易被筛选出来，最终得到了能够稳定遗传的高产油脂菌

株 T. cutaneum YY 52。
超高速离心筛选方法是通过不同细胞中油脂含量不同，存在密度差异，低油脂量的

重细胞在离心过程中很快沉入底部，而密度更小的高含油量轻细胞则漂浮在液体上表面。

离心转速越高，越多细胞沉入底部，上层的漂浮细胞含油量越高，通过不断的提高离心

转速能够筛选得到高产油脂的菌株。在离心发酵液中加入密度更低的物质玉米油作为一

种离心的介质，使密度更低的细胞漂浮在玉米油上层，从而筛选出油脂产量进一步提高

的细胞。但玉米油可能进入细胞导致细胞内油脂短时间内迅速增加，对于油脂及细胞生

物量的测定造成一定误差，另一方面，能够漂浮在玉米油上层的细胞较少，最终细胞生

物量有所降低，随着离心转接过程导致接种量过少，在发酵过程中增加了染菌的概率，

因此可以选择在一段时间内利用玉米油作为离心介质筛选更高油脂产量的菌株。

在持续纤维素酶的作用下筛选发酵后期因细胞壁极薄而发生破裂的探究结果表明，

当纤维素酶的剂量较高且一直存在时，纤维素酶对细胞壁中葡聚糖的持续降解作用，使

细胞壁正常合成受到严重影响。细胞形态变得极不规则，细胞生长受到影响，随着筛选

的进行，细胞生物量不断降低，油脂产量下降，细胞内仅存在少量的油脂小体。为降低

提取油脂破壁过程所带来的时间及能源损耗，仍需进一步的研究。
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第 3章 T. cutaneum YY 52木质纤维素原料同步糖化共发酵生产油脂

3.1 引言

以木质纤维素为原料生产微生物油脂有分步糖化发酵（SHF）及同步糖化发酵（SSF）
两种方式[80]。分步糖化与发酵即糖化过程与发酵过程分开进行，首先在最适条件下将木

质纤维素原料水解为微生物可利用的单糖并将固液分离，得到含糖水解液，随后发酵菌

株再以水解液为生长培养基进行油脂发酵。该方法不仅操作复杂，增加生产成本，且高

浓度糖一定程度上抑制了纤维素酶活性及发酵菌株生长，降低了发酵性能。同步糖化与

发酵（SSF）即糖化、发酵同时进行，将脱毒后的原料，纤维素酶，发酵菌株及所需的

灭菌水加入至同一生物反应器中，使得糖化、微生物的生长与油脂发酵同时进行。此方

法的主要问题为糖化与发酵的条件不一致，一般以发酵条件设置温度，PH等参数，因

而导致糖化效率低。本研究采用同步糖化与油脂共发酵（SSCF）的方法：首先将木质

纤维素原料在生物反应器中酶水解 12 h，之后再接入菌株进行油脂发酵，该方法有效的

提高了糖化效率，解除了高糖浓度对菌体生长的抑制作用，同时节约了固液分离的成本。

目前，利用木质纤维素生产微生物油脂存在的主要问题之一是发酵指标过低，因而

导致纤维素油脂工业化应用具有很大难度。影响发酵的原因主要有以下几点：（1） 抑

制物的存在，预处理后木质纤维素中的抑制物能够影响菌株的正常生长，进而影响油脂

的积累情况。（2） 木糖的低效利用，木质纤维素糖化后可产生大量的木糖，在小麦秸

秆，玉米秸秆中木糖量可占总糖量的 30%，是仅低于葡萄糖的糖分，但大多数油脂微生

物不存在木糖代谢路径，导致木糖不能利用而造成浪费；少部分能利用木糖的油脂微生

物，因存在葡萄糖效应致使木糖仅能在葡萄糖耗完后再利用，延长了发酵所需的时间。

（3） 高固含量发酵难于实现，该问题主要在于高固含量的木质纤维素搅拌较为困难，

导致反应器内温度控制效果差，纤维素酶与物料不能混合均匀，影响糖化效果和发酵指

标[109]。此外，高固含量下抑制物的含量也会随之增加，则对发酵菌株的生长及纤维素

酶的活力抑制效果增强[108]。虽然有报道称高固含量的搅拌困难问题可通过分批补料或

提高纤维素酶用量两种方式缓解[109]，但分批补料不仅耗时长，且操作复杂；而增加纤

维素酶用量则会提高成本。在本实验室前期的研究工作中，开发了一种具有新型螺带搅

拌桨的生物反应器，其能在 30%（w/w）固含量的玉米秸秆中通过同步糖化发酵生产乙

醇。利用该反应器已成功实现 30%（w/w）高固含量的纤维素油脂发酵，并通过半连续

发酵模式生产了 46.7 g/L的油脂[110]。该生物反应器为本研究获得的高纤维素油脂浓度奠

定了基础。综上所述，筛选出一株能够易于培养、多底物利用、高速率及高固含量发酵、

高油脂产量的优良菌株对于促进纤维素油脂发展具有重要意义。

本章内容主要是通过 SSCF方式，对筛选菌株 T. cutaneumACCC YY 52的发酵性能

进行探究，并与原始菌株 T. cutaneumACCC 20271进行比较。主要研究内容为：静态脱
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毒及快速脱毒两种不同脱毒方式对发酵性能的影响；小麦秸秆，玉米秸秆不同原料下油

脂产量的探究。同时对本论文中得到的油脂产量与目前文献报道的纤维素油脂产量进行

了比较。

3.2 实验材料

3.2.1 原料

小麦秸秆购买于河南南阳自 2019年春季收获，玉米秸秆购买于河南南阳自 2019年
秋季收获。

3.2.2 菌株及培养基

发酵菌株： Trichosporon cutaneum ACCC 20271； Trichosporon cutaneum YY 52，
由本研究筛选得到的一株高产油脂菌株

小麦及玉米秸秆使用的生物脱毒菌株：由本实验室筛选得到的一株高效生物脱毒菌

株宛氏拟青霉 Paecilomyces variotii FN89 进行脱毒，宛氏拟青霉 Paecilomyces variotii
FN89在合成培养基平板中 37 ℃培养。

YPD培养基：葡萄糖 20 g/L，酵母提取物（Yeast Extracts ）10 g/L，蛋白胨 20 g/L，
（YPD平板另加琼脂 20 g/L），115 ℃灭菌 20 min。

合成培养基：葡萄糖 60 g/L、YE 1 g/L、KH2PO4 1 g/L、 (NH4)2SO4 0.22 g/L、
MgSO4∙7H2O 0.5 g/L。

3.3 实验方法

3.3.1 种子培养

Trichosporon cutaneum ACCC 20271种子培养：参考 2.2.1 种子培养

Trichosporon cutaneum YY 52种子培养： Trichosporon cutaneum YY 52在 15 %脱毒

小麦秸秆水解液中培养 96 h后 40000g 离心 4 min，按照 10%的接种量，将离心后的上

层菌体接入 YPD中培养 18-20 h做为种子液。

Paecilomyces variotii FN89种子培养：取保存于-80 ℃冰箱的冻存管，室温静置至融

化，吸取 100μL种子液于合成培养基中并涂布均匀，37 ℃培养 48h~72 h。
3.3.2 小麦秸秆及玉米秸秆预处理

详见 2.3.2
3.3.3 预处理小麦秸秆与玉米秸秆生物脱毒

脱毒种子培养：首先根据预处理时所用的酸量，将秸秆原料利用 CaCO3固体中和

pH至 5.0左右，将长满宛氏拟青霉 Paecilomyces variotii FN891孢子的平板加入到装有

100g预处理后秸秆物料的小收纳盒中，每隔 12 h向收纳盒中喷一次水，并观察生长情

况，37 ℃培养箱中培养 3-4天至 100 g物料中全部长满孢子，此物料作为一级脱毒种子，

随后再按照 10%接种量将一级脱毒种子加入 500g预处理后的物料中，以相同的操作方

法，放置于 37 ℃培养箱培养 2-3天后作为二级脱毒种子。



第 28页 华东理工大学 硕士学位论文

小麦秸秆，玉米秸秆的脱毒方法相同，脱毒方式有静态脱毒和快速脱毒两类。静态

脱毒即为将脱毒种子以 10%接种量加入至装有已知重量的预处理物料的收纳盒中，并进

行充分混匀，每隔 12 h向收纳盒中喷一次水，以保证水分充足脱毒菌株快速生长，随后

室温放置下至抑制物完全脱除，约 120 h。
快速脱毒是将物料置于 15 L生物反应器中，以 10% 接种量接入脱毒种子，37 ℃培

养至抑制物完全脱除，脱毒时间约 72 h，通气量设置为 0.8 vvm。

3.3.4 同步糖化与共发酵

T. cutaneumACCC 20271和筛选菌株 T. cutaneum YY 52分别利用 30%固体含量的脱

毒小麦秸秆及脱毒玉米秸秆进行 SSCF，其操作步骤相同，以小麦秸秆例具体实验方法

为：首先 30%固体含量的秸秆在具有螺带式搅拌桨 5 L发酵罐中以 6 mg纤维素酶蛋白/g
干固，pH4.8，50℃，180 rpm的条件进行 12h预糖化，随后将糖化液转入到 3L发酵罐

中，并加入营养盐及按照 10 %（v/v）接种量将种子接入。营养盐添加量为 1.0 g/L KH2PO4,
0.5 g/L YE, 0.5 g/L MgSO4∙7H2O 和 0.22 g/L (NH4)2SO4。发酵的温度设置 30 ℃，pH 用

4MHCL控制在 5.0， 450 rpm，1 vvm，发酵时间为 120h。
3.3.5 高效液相色谱(HPLC)分析

SSCF过程中葡萄糖，木糖的消耗量使用 HPLC进行测定。检测器为日本岛津公司

RID-10A示差折光检测器，HPLC色谱柱为 Bio-Rad HPX-87H（300 mm×7.8 mm）。以

5 mM H2SO4作为流动相，流速设置 0.6 mL/min，柱温设置为 65 ℃，采用自动进样方式，

进样量为 20 μL。每 12 h取样一次测定葡萄糖，木糖的消耗量，13000 rpm , 5 min离心

样品之后，将上清稀释 20倍，经过 0.22 μm滤膜过滤，HPLC进行定量分析。

3.3.6 油脂测定

每 24h进行一次取样测定油脂浓度。取样时将样品放置在已知重量的 50 mL离心管

中，进行称量后差重法计算出样品重量。随后 12000 rpm，6 min将样品进行离心，离心

后可以观察到分层现象，上层为菌体，下层为木质素残渣，将长层菌体轻轻刮下并转移

至平板中，超纯水冲洗 2-3 次保证菌体被全部收集，随后将平板放置在 60 ℃烘箱下过

夜烘干，然后向平板中加入 6 mL HCl（4 mol/L）溶液用以浸泡菌体，室温放置 4 h，随

后转移浸泡后的菌体至 50 mL的离心管中，将离心管放于沸水浴中煮沸 20 min，煮沸结

束后再将离心管放入冰中冷却 10 min，之后量取 20 mL氯仿甲醇（2:1，v/v）溶液转至

离心管中用以萃取油脂，用两层封口膜将离心管与盖子封紧，随后置于在 30 ℃，180 rpm
的摇床中萃取 1-2 h。萃取完成后，11000 rpm条件下离心 5 min使得油脂层和水相层分

离，用注射器将离心管下层含有油脂的氯仿层提取至已测定质量的旋蒸瓶中，并置于旋

转蒸发仪中蒸发直至去除氯仿，温度设置为 80℃，然后将旋蒸瓶置于 60 ℃烘箱中烘干

至恒重，差重法得出油脂浓度。
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3.4 结果与讨论

3.4.1 静态生物脱毒小麦秸秆的 SSCF发酵性能

在第二章中主要进行了摇瓶发酵实验，为更好的验证 T. cutaneum YY 52的发酵性能，

本章在 3 L 的生物反应器中进行了放大实验。本节的发酵实验主要探究原始菌株 T.
cutaneumACCC 20271和筛选菌株T. cutaneum YY 52利用静态生物脱毒小麦秸秆的发酵

性能，发酵结果如图 3.1所示：

图 3.1 静态生物脱毒时 30 %固体含量小麦秸秆 SSCF

Fig. 3.1 30 % Wheat straw SSCF with during static biodetoxification

（a）两种菌株的葡萄糖及木糖消耗变化曲线；（b）两种菌株的油脂浓度变化曲线

发酵条件：在 3 L发酵罐中进行， 30 ℃，450 rpm，PH控制在 5.0~5.5，发酵时间为 120h

静态生物脱毒及 12 h预糖化后，30% 固含量的小麦秸秆初始葡萄糖浓度为 102 g/L,
木糖为 60 g/L。图 3.1 表明，发酵前 24 h 同为 T. cutaneum YY 52 和 T. cutaneum ACCC
20271的生长延滞期，此过程糖耗较慢；24 h后 T. cutaneum YY 52糖耗速率加快，直至
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96 h时葡萄糖、木糖均已基本耗完，此过程中油脂积累不断增加。而 T. cutaneumACCC
20271主要用于细胞生长，产油脂较少，糖耗速度也比较慢，在发酵结束后仍剩余 36 g/L
的葡萄糖和 54 g/L的木糖，仅有 6 g/L的木糖被消耗。T. cutaneum YY 52在 96 h时,油脂

产量最高达到 43.8 g/L，T. cutaneumACCC 20271油脂产量也在 96 h最高为 8.1 g/L。
3.4.2 快速生物脱毒小麦秸秆的 SSCF发酵性能

原始菌株T. cutaneumACCC 20271和筛选菌株T. cutaneum YY 52在经过快速生物脱

毒的小麦秸秆中进行油脂发酵，结果如图 3.2所示：

图 3.2 快速生物脱毒 30 %固体含量小麦秸秆 SSCF

Fig.3.2 30 % Wheat straw SSCF with during s accelerated biodetoxification

（a）两种菌株的葡萄糖及木糖消耗变化曲线；（b）两种菌株的油脂浓度变化曲线

发酵条件：在 3 L发酵罐中进行，30 ℃，450 rpm, PH控制在 5.0~5.5, 发酵时间为 120h

经快速生物脱毒及 12 h的预糖化后，30% 固含量小麦秸秆初始葡萄糖浓度约为 104
g/L, 木糖为 70 g/L。图 3.2结果表明，T. cutaneum YY 52 在 12 h后开始快速消耗葡萄糖，

木糖的快速消耗在发酵 24 h 后，发酵进行至 96 h 时已完全消耗葡萄糖和木糖，T.
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cutaneumACCC 20271在发酵结束后则剩余 38 g/L的葡萄糖和 64 g/L的木糖，同样仅利

用了 6 g/L的木糖。T. cutaneum YY 52在糖完全被耗尽的 96 h时，油脂产量最高达到 55.4
g/L，T. cutaneumACCC 20271最高油脂产量为 8.4 g/L。
3.4.3 静态生物脱毒玉米秸秆的 SSCF发酵性能

在前面的内容中，主要以小麦秸秆为原料对筛选菌株和出发菌株进行发酵实验。在

下面的实验中，主要探究 T. cutaneum YY 52, T. cutaneumACCC 20271以玉米秸秆为原料

进行发酵时的油脂产量。本节主要探究玉米秸秆在经过静态生物脱毒后，T. cutaneum
ACCC 20271和 T. cutaneum YY 52以其为原料时的发酵性能，结果如图 3.3所示：

图 3.3 静态生物脱毒 30 %固体含量玉米秸秆 SSCF

Fig. 3.3 30 % Corn stover SSCF with during static biodetoxification

（a）两种菌株的葡萄糖及木糖消耗变化曲线；（b）两种菌株的油脂浓度变化曲线

发酵条件：在 3 L发酵罐中进行，30 ℃，450 rpm, PH控制在 5.0~5.5, 发酵时间为 120h
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在静态生物脱毒及 12 h的预糖化后，30% 固含量的玉米秸秆约含有 114 g/L的葡萄

糖，57 g/L的木糖。在发酵的前 36 h两种菌株的生长均有一定延滞，该时间内糖耗较慢，

36 h后 T. cutaneum YY 52葡萄糖消耗速率明显变快，木糖也开始同步利用，96 h时葡萄

糖完全耗尽，120 h时木糖被全部耗完。至发酵结束 T. cutaneum 202271葡萄糖、木糖均

有约 50 g/L的残留，利用了 64 g/L的葡萄糖及 7 g/L的木糖。整个发酵过程中，T. cutaneum
YY 52产油量不断升高，油脂浓度在发酵结束 120 h时最高达到 45.3 g/L，而 T. cutaneum
202271油脂产量在 96h最高为 9.9 g/L。
3.4.4 快速生物脱毒玉米秸秆的 SSCF发酵性能

本节主要对两种菌株在快速生物脱毒的玉米秸秆中进行发酵实验。如图 3.4所示：

图 3.4 快速生物脱毒 30 %固体含量玉米秸秆 SSCF

Fig. 3.4 30 % Corn stover SSCF with during accelerated biodetoxification

（a）两种菌株的葡萄糖及木糖消耗变化曲线；（b）两种菌株的油脂浓度变化曲线

发酵条件：在 3 L发酵罐中进行，30 ℃，450 rpm, PH控制在 5.0~5.5, 发酵时间为 120h
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与小麦秸秆相比，玉米秸秆中纤维素，半纤维素的含量更高，糖化后可利用单糖增

加。相比于静态脱毒，快速生物脱毒时能够更好的控制脱毒菌株的生长环境，效果更好。

因此，以快速生物脱毒的玉米秸秆为原料进行发酵时更能得到高油脂产量。

经快速生物脱毒，12 h预糖化后，30%固含量的玉米秸秆葡萄糖浓度可达 120 g/L, 木
糖为 65 g/L。发酵过程中（图 3.4），T. cutaneum YY 52表现出了一段较长时间的延滞

期，前 60 h葡萄糖缓慢被消耗，木糖未被利用，60 h后葡萄糖、木糖的消耗速率同时增

加，发酵至 120 h时葡萄糖、木糖被全部耗尽。与之前的发酵结果相似，T. cutaneumACCC
20271在发酵结束时仍有大量葡萄糖，木糖残余，且极少量木糖被利用。T. cutaneum YY
52在发酵结束时，油脂浓度最高达到了 58.4 g/L，而 T. cutaneumACCC 20271在 96h达
到最高浓度 10.3 g/L。
3.4.5 纤维素油脂产量对比

目前，以木质纤维素为原料生产微生物油脂已有一些报道，我们对上述研究得到的

发酵结果与文献报道进行了对比（表 3.1）。因为木质纤维素中存在的一些成分十分复

杂，利用比色法计算油脂产量误差较大，结果具有不精确性，因此我们只与重量法测定

得到的油脂产量进行了对比，重量法测定油脂产量主要指通过有机溶剂萃取胞内油脂后，

再经过旋蒸去除有机溶剂后计算得到的结果。T. cutaneum YY 52在以快速脱毒的小麦秸

秆为底物时，得到了 55.4 g/L的油脂产量，油脂生产速率为 11.1 g/L/day, 油脂产率为 0.32
g/g 总糖；T. cutaneum YY 52在快速脱毒的玉米秸秆中发酵时，油脂产量达到了 58.4 g/L，
油脂生产速率可达 11.7 g/L/day, 油脂产率为 0.32 g/g 总糖；在两种秸秆中得到的发酵指

标均为目前纤维素油脂发酵的最高水平。
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表 3.1 不同微生物利用木质纤维素生物质为原料的发酵性能

Table 3.1 Lipid content of some oleaginous microbes

Feedstock Biorefining method Strains Lipid content

( % )

Lipid titer

( g/L )

Lipid productivity

( g/L/day )

Lipid yield

( g/g total sugars )

Sources

Wheat straw Dry acid pretreatment and

Biodetoxification , SSCF

T. cutaneum YY 52 70 55.4 11.1 0.32 This study

Wheat straw Dry acid pretreatment and

Biodetoxification , SSCF

T. cutaneum ACCC 20271 30 8.1 1.6 0.05 This study

Corn stover Dry acid pretreatment and

Biodetoxification , SSCF

T. cutaneum YY 52 70 58.4 11.7 0.32 This study

Corn stover Dry acid pretreatment and

Biodetoxification , SSCF

T. cutaneum ACCC 20271 30 10.3 2 0.06 This study

Corn stover Dry acid pretreatment and

Biodetoxification , SSCF

T. cutaneumWL97 66.3 46.7 9.3 0.22 [110]

Corn stover Dry acid pretreatment and

Biodetoxification , SSCF

T. cutaneumMS28 61 34.4 8.6 0.21 [90]

Corn stover AFEX pretreatment , SHF C. Humicola UCDFST 10-1004 27 15.5 N/A 0.12 [111]

Corn stover Dilute acid pretreatment , SHF R.graminis DBVPG 4620 40 16.3 5.4 0.08 [112]

Corn stover Dilute acid pretreatment , SHF M.isabeUma ACCC 42613 34 4.8 1.2 0.15 [113]

Corn stover Alkali pretreatment , water washing ,

SSF

C. curvalus ACCC 20509 34.5 15.1 4.7 0.18 [114]

Wheat straw Dilute acid hydrolysate, M. Isabellina NRRL 1757 N/A 4.4 0.7 0.07 [115]

Wheat straw Dilute acid hydrolysate , overlming C. curvalus ACCC 20509 36.3 5.8 0.8 0.07 [116]

Corncob Dilute acid hydrolysate , overlming T. cutaneum CH002 33.5 10.4 2.1 0.2 [117]

Corncob SHF T. dermatis CH007 36 9.8 1.4 0.16 [118]
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3.5 本章小结

本章主要对高产油脂突变菌株 T. cutaneum YY 52利用不同脱毒方式的小麦、玉米秸

秆为底物时的发酵性能进行了探究，并与原始菌株 T. cutaneum ACCC 20271的发酵性能

进行比较，主要得到以下结论：

与快速生物脱毒相比，在两种原料的秸秆中经静态生物脱毒后得到的总糖量均有所

下降，约降低了 10-15 g/L 的总糖含量；发酵结果同时表明，T. cutaneum YY 52以静态

生物脱毒的秸秆原料进行发酵时得到的最高油脂浓度均有下降。其主要原因为当脱毒菌

株 Paecilomyces variotii FN891在收纳盒中静置进行脱毒时，不能保证氧气的通入，使 P.
variotii FN891长期处于无氧状态，对抑制物的代谢速度减慢，可能导致抑制物不能被完

全脱除；同时增加了糖的消耗并产生乙醇，对 T. cutaneum YY 52的发酵性能产生影响。

快速生物脱毒法脱毒时间短，糖耗更少，油脂产量更高，因此更适合于研究需要。

T. cutaneumACCC YY 52能够同时利用木质纤维素中的葡萄糖和木糖，不存在葡萄

糖效应，而 T. cutaneum ACCC 20271几乎无木糖利用能力。T. cutaneum ACCC 20271以
小麦秸秆为原料时得到的油脂浓度约 8 g/L，T. cutaneum ACCC YY 52 利用静态脱毒的

小麦秸秆时油脂浓度为 43.8 g/L，在快速脱毒的小麦秸秆中进行发酵时油脂浓度可达

55.4 g/L。当 T. cutaneumACCCYY 52利用小麦秸秆进行发酵时，葡萄糖，木糖在 96 h
的时候均被彻底利用，并达到最高油脂产量，随后油脂产量有所下降，说明当培养环境

中缺乏可供 T. cutaneumACCC YY 52利用的碳源时，油脂作为一种细胞内碳源的储存形

式将被消耗以供细胞生长。玉米秸秆的初糖浓度比小麦秸秆高，T. cutaneumACCC YY 52
在玉米秸秆中的生长延滞期更长，糖耗速度略有降低，在 120 h才能完全耗尽葡萄糖，

木糖；利用静态脱毒的玉米秸秆油脂浓度最高可达 45.3 g/L ，快速脱毒的小麦秸秆油脂

浓度可达 58.4 g/L，T. cutaneum ACCC 20271的油脂浓度约为 10 g/L。T. cutaneum YY 52
的发酵性能明显优于 T. cutaneum ACCC 20271，油脂积累能力有显著的提高。T. cutaneum
ACCCYY 52对秸秆原料中葡萄糖，木糖的高效利用使得油脂发酵指标大幅度提高。
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第 4章 结论与展望

4.1 结论和创新点

缺乏优良的发酵菌株是生产纤维素油脂的一个主要问题。木质纤维素预处理后存在

的抑制物，糖化后菌株对戊糖的低效利用，高固含量发酵困难等问题导致菌株发酵性能

不强，最终油脂产量较低。因此，优良的发酵菌株应具有易于培养、多底物利用、高速

率及高固含量发酵、高油脂产量的特点。传统的高产油脂菌株的筛选方法通常具有操作

复杂，筛选效率低等问题。本研究考虑到油脂作为一种胞内产物，油脂的积累与细胞形

态存在重要关联，因此在 T. cutaneum酵母的发酵培养基中加入纤维素酶，通过酶解 T.
cutaneum酵母细胞壁中的多糖，改变其细胞形态。其次考虑到不同含油率的细胞之间存

在密度差异，含油率越高的细胞越容易漂浮在发酵液的上表面，采用超高速离心筛选的

方法对 T. cutaneum酵母进行筛选。

限制纤维素油脂工业化发展的另一主要问题是提取油脂困难，成本较高。基于纤维

素酶能使 T. cutaneum酵母细胞壁厚度降低，我们考虑到如果 T. cutaneum酵母发酵到油

脂积累的后期时在纤维素酶的作用下能够因细胞壁极薄而发生细胞破裂，那么油脂的提

取将变得简单，在很大程度上节约了破碎细胞需要的时间与成本。因此本研究尝试在 T.
cutaneum酵母发酵的麦秆水解液中持续添加纤维素酶，再通过离心筛选的方式，对该猜

想进行验证。本文的结论和创新点主要有以下几个方面：

（1）在 T. cutaneumACCC 20271的发酵培养基中加入纤维素酶后，细胞形态能快

速发生改变，细胞体积明显变大。表明通过酶解 T. cutaneum酵母细胞壁组分的形式，

可改变细胞壁的生物合成，使细胞尺寸变大，进而提高了细胞内的油脂积累，为筛选工

作奠定了重要的基础。该方法为提高微生物油脂及微生物胞内产物提供了一个新的思路。

（2）本研究采用超高速离心筛选的方法，在长期的转接过程中，自 3000g开始不

断提高离心转速，转速的提高会导致接种量减少，所以葡萄糖消耗，细胞生长，油脂含

量略有波动，但整体呈上升趋势，转速提高至 30000g时，葡萄糖消耗显著增加，细胞

含油率也随之升高，说明较高转速下漂浮在上层的细胞油脂积累能力更强，导致糖耗速

率加快；当离心转速继续提高至 40000g时，已达到离心机的最高转速，此时在离心发

酵液中加入一种更低密度的玉米油作为离心介质，进一步筛选出含油率更高的细胞，最

终筛选得到一株油脂产量大幅度提高的突变菌株，命名为 T. cutaneumACCC YY 52，在

以 15 % 固含量小麦秸秆水解液为底物时油脂浓度可达 15.18 g/L，含油率可达到 72 %。

（3）在 T. cutaneum酵母发酵培养基中持续添加较高剂量的纤维素酶后，当高剂量

的纤维素酶一直存在时，对于体积变大，油脂积累能力提高的细胞产生副作用，出现严

重的衰退现象。这是因为细胞具有自我保护机制，当纤维素酶持续存在时，为防止细胞

发生破裂，细胞将会变小且细胞壁厚度增加，以维持正常生长。

（4）对 T. cutaneum YY 52发酵性能进行测定，通过同步糖化与油脂共发酵的方式，
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探究了不同原料，不同生物脱毒方式对发酵指标的影响。以静态脱毒的 30 %高固含量

小麦秸秆发酵时，油脂浓度达到了 43.8 g/L；以快速脱毒的 30 %高固含量小麦秸秆发酵

时，油脂浓度达到了 55.4 g/L。以静态脱毒的 30 %高固含量玉米秸秆发酵时，油脂浓度

达到了45.3 g/L；以快速脱毒的30 %高固含量玉米秸秆发酵时，油脂浓度高达了 58.4 g/L。
相比于原始菌株 T. cutaneumACCC 20271，T. cutaneumACCC YY 52对木质纤维素中葡

萄糖，木糖的高效利用使得油脂发酵指标大幅度提高，油脂浓度是同等发酵条件下原始

菌株的 6~7倍。利用快速脱毒的小麦秸秆，玉米秸秆发酵获得的油脂浓度均是目前纤维

素油脂产量的最高水平。

4.2 展望

本文围绕木质纤维素原料生产高浓度微生物油脂进行了一系列研究。通过在 T.
cutaneum酵母发酵培养基中加入纤维素酶，经过超高速离心筛选后获得了一株能进行高

指标纤维素油脂发酵的菌株 T. cutaneumACCC YY 52。本论文中仍存在一些问题需要更

深入的研究：

（1）在 T. cutaneum酵母发酵培养基中加入纤维素酶后，细胞形态快速且明显的发

生了改变，推测是纤维素酶部分降解了 T. cutaneum酵母的细胞壁，导致细胞壁生物合

成的改变，进而影响了细胞形态的变化，但具体的分子调控机制仍不清楚，后续可从分

子代谢路径方面进行深入分析。

（2）T. cutaneum ACCC YY 52 在快速生物脱毒的小麦秸秆，玉米秸秆中采用同步

糖化与共发酵的方式获得的油脂浓度均为目前纤维素油脂产量的最高水平，但后续的研

究仍然可以对发酵条件如转速，发酵方式，营养盐添加量等方面进行优化，进一步提高

油脂产量。

（3）在筛选发酵后期细胞能够因细胞壁极薄而发生破裂的研究中，细胞发生破裂

存在一定的困难，但仍可对纤维素酶用量进行探究，过高纤维素酶剂量对细胞生长及油

脂积累存在抑制作用，因此可探究纤维素酶的合适剂量，在不影响细胞正常生长发酵的

情况下，使细胞壁达到最薄，从而减少细胞破壁耗费的时间与成本。
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