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高盐胁迫下皮状丝孢酵母的微生物油脂发酵研究 

摘要 

微生物油脂是替代动植物油生产航空燃料和生物柴油的最佳原料。微生物油脂发酵

需要消耗大量的淡水，增加用水负担以及后续的废水处理压力，是影响其工业应用潜力

的主要障碍之一。利用海水和工业废水等高盐水进行微生物油脂发酵是降低淡水消耗的

重要选择。利用高盐水进行微生物油脂发酵，需要油脂微生物具备高盐耐受性和降解有

毒物质的能力。前期研究发现皮状丝孢酵母（Trichosporon cutaneum）是良好的油脂生产

菌株，具有较强的环境适应性和有毒物质降解能力。本文对皮状丝孢酵母 T. cutaneum 在

海水和工业含盐废水中的微生物油脂发酵进行了实验研究。 

本文第一部分研究了皮状丝孢酵母 T. cutaneum 的耐盐性及其在不同海水盐度下的

微生物油脂发酵。首先，探究了 T. cutaneum ACCC20271 的耐盐性，发现其在长期适应

性进化后耐受高达 13%的氯化钠，具备在高盐渗透压胁迫下生长的潜能。其次，考察了

几种典型盐度对 T. cutaneum ACCC20271 油脂生产能力的影响，包括纺织和电渗析废水

盐度（1.0%），主要海域海水盐度（3.5%），热带沙漠气候区海水和石化废水盐度（4.4%），

制革和制药废水盐度（6.0%）。结果表明，典型海水盐度（3.5%）对微生物油脂积累无

负面影响，而更高的盐度则会抑制油脂积累。最后，考察了高产油脂菌株 T. cutaneum 

MP11 在高盐水中的油脂生产能力，发现典型盐度（3.5%）促进了 T. cutaneum MP11 的

油脂积累，其油脂产量（31.7 g/L）比淡水条件下（23.3 g/L）高出约 36%。结果表明，

高盐水可有效替代淡水进行微生物油脂发酵生产。此外，本文观察到一个重要的现象，

即 T. cutaneum MP11 在高盐条件下发酵液可自动分层，油脂酵母细胞在发酵液的上层聚

集，对油脂回收具有重要意义。 

本文第二部分研究了皮状丝孢酵母 T. cutaneum 在高盐工业废水中的微生物油脂生

产能力。工业废水中含有芳香族化合物、抗生素等污染物。苯酚是各类工业废水中普遍

存在的有机污染物之一。本文发现 T. cutaneum MP11 在典型盐度下可以耐受 1,000 mg/L

苯酚。因此，在含 1,000 mg/L 苯酚的高盐水体系下进行微生物油脂发酵。结果表明，T. 

cutaneum MP11 的油脂产量与未添加苯酚的淡水发酵结果接近（23.6 g/L vs 23.3 g/L），

而且降解了 80%以上的苯酚。最后，尝试在四环素和榨菜废水中进行油脂发酵，结果发

现，四环素对 T. cutaneum 的油脂生产无负面影响，在不添加任何营养物质的榨菜废水

中也存在一定的油脂积累，具有一定的废水处理潜力。 

关键词：皮状丝孢酵母；微生物油脂；耐盐性；高盐水；苯酚降解 
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Study on Microbial Lipid Fermentation of Trichosporon cutaneum under 

High Saline Stress 

Abstract 

Microbial lipid is the best alternative of animal and vegetable lipid feedstock for the 

production of aviation fuel and biodiesel. Microbial lipid fermentation requires a large amount 

of fresh water, resulting in the heavy burdens of fresh water usage and subsequent wastewater 

treatment pressure, which is one of the main obstacles affecting its industrial application 

potential. Utilization of high saline seawater or industrial wastewater for microbial lipid 

fermentation is an important alternative to reduce the freshwater consumption. Saline tolerance 

and toxin biodegradability of microorganism is required to use high saline water for microbial 

lipid fermentation. Previous studies found that Trichosporon cutaneum is a robust oleaginous 

yeast strain with strong environmental adaptability and degradation ability of toxic substance. 

In this thesis, the oleaginous yeast T. cutaneum was used for the experimental study on 

microbial lipid fermentation under seawater and saline wastewater. 

Microbial lipid fermentation in different seawater salinities and saline tolerance of T. 

cutaneum was studied at the first part of this thesis. Firstly, saline tolerance of T. cutaneum 

ACCC20271 was investigated. It was found that it can tolerate up to 130 g/L of NaCl after a 

long-term adaptive evolution and has the potential to grow in high saline osmotic pressure. 

Secondly, T. cutaneum was cultured in several typical salinities to investigate the capacity of 

lipid production, including the salinity of textile and electrodialysis wastewater (1.0%), major 

marine seawater salinity (3.5%), the salinity of seawater in tropical desert climate and 

petrochemical wastewater (4.4%) and the salinity of tanneries and pharmaceutical wastewater 

(6.0%).The results showed that the typical salinity (3.5%) had no negative effect on microbial 

lipid accumulation, while higher salinities inhibited lipid accumulation. Finally, T. cutaneum 

MP11 was used to research the capacity of microbial lipid production in high saline conditions. 

It was found that the typical salinity (3.5%) promoted the microbial lipid accumulation of T. 

cutaneum MP11, and its lipid production (31.7 g/L) was about 36% higher than that of fresh 

water (23.3 g/L). The results show that high saline water has the potential to replace fresh water 

for microbial lipid fermentation. In addition, an important phenomenon was observed that T. 

cutaneum MP11 can be spontaneously stratified in the fermentation broth under high saline 

conditions, and the oleaginous yeast cells gathered on the upper layer of the fermentation broth, 

which is of great significance for lipid recovery.  

In the second part of this thesis, microbial lipid production of T. cutaneum MP11 was 



华东理工大学 硕士学位论文  第 III 页 

 

investigated under industrial wastewater with high saline. Industrial wastewater contains 

aromatic compounds, antibiotics and other pollutants. Phenol is one of the commonly existing 

organic pollutants in various industrial wastewater. T. cutaneum MP11 was to be tolerant to 

1,000 mg/L of phenol at the typical salinity. Therefore, microbial lipid fermentation was carried 

out in high saline water with 1,000 mg/L of phenol. The results indicate that lipid production of 

T. cutaneum MP11 in this conditions was close to that of the fresh water without phenol (23.6 

g/L vs 23.3 g/L), and more than 80% of phenol was degraded. Finally, microbial lipid 

fermentation was carried out in tetracycline and pickled wastewater. The results show that 

tetracycline had no negative effect on the lipid production of T. cutaneum, and there was a 

certain amount of lipid accumulation in pickled wastewater without adding any nutrients. This 

results indicate that T. cutaneum MP11 has a potential for wastewater treatment. 

Keywords: Trichosporon cutaneum; microbial lipid; saline tolerance; saline water; phenol 

degradation 
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第 1 章  绪论 

1.1  生物柴油概述 

生物柴油一般是由可再生原料甘油三酯（TAG）和醇类通过酯交换反应得到的长链

脂肪酸烷基酯。它作为一种无硫、无毒、可降解的环境友好型替代能源受到全球范围内

的广泛关注[1]。第一代生物柴油主要由食用植物油生产，然而这些植物油都需要足够的

能源和面积来生产足够的油料作物，这无疑将加剧全球粮食短缺，并不可避免地损害未

来的粮食供应。随着淡水资源、耕地面积等问题日益严重，这些作物作为生物柴油的原

料来源变得不可持续。微生物生长速度快，周期短，不受环境影响，易于大规模培养，

并且产生脂肪酸的主要成分与植物油的成分相似，可作为生物柴油的原料。微生物油脂

代替其他食用油用于生物柴油的生产已引起越来越多的关注[2]。尽管生物柴油的商业化

可以带来有利的影响，但由于化石燃料价格较低，生物柴油成本高，限制其大规模的工

业生产。经济效益低是阻碍其规模化发展的主要因素[3]。 

生物柴油的成本大部分源自于原料成本[4]。利用丰富且低廉的资源来培养微生物是

降低原料成本的一种选择。有很多研究报道以有机废物，农业废弃物，发酵副产品为原

料进行微生物油脂生产。粗甘油来源广泛，价格低廉，可作为碳源，许多研究已报道其

用来培养产油微生物[5, 6]。木质纤维素资源丰富，可再生且含有大量可发酵糖，许多研究

人员致力于该生物质的转化以合成附加值较高的产品[7, 8]。 

利用微生物油脂生产生物燃料，其发酵过程需要大量的淡水资源[9]，每立方生物燃

料需要 1.9~5.9 m3 水资源[10]，而全球淡水资源匮乏。海水是廉价、丰富和可持续的资源，

在大多数情况下，它们还含有微生物生长所必需的无机营养素。工业含盐废水也具有高

盐度的特点，另外，还含有有机物以及其他的污染物。这些水资源的使用可以减少淡水

消耗，降低生产成本，进而使微生物油脂作为生物柴油的原料在经济上可行。因此，利

用海水或含盐废水培育微生物为生物柴油提供原料不失为一种好的解决方案。目前研究

者已利用淀粉废水、马铃薯废水、橄榄油制造废水、味精废水[11]以及城市废水等进行微

生物油脂生产[12]。 

1.2  微生物油脂生产 

1.2.1  产油微生物 

产油微生物通常以包涵体的形式积累高于细胞干重 20%的油脂，主要包括微藻、真

菌（霉菌、酵母菌）和细菌。其中细菌产生脂类的能力较低，并且它们大多数只能合成

特定的脂类和多不饱和脂肪酸。微藻和真菌被认为是主要的油脂生产者，它们产生的单

细胞油脂主要由富含不同类型脂肪酸的三酰甘油（TAGs）组成，如棕榈酸（16:0）、棕
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榈油酸（C16:1）、硬脂酸（C18:0）、油酸（C18:1）和亚油酸（C18:2）。 

细菌可以积累脂质如聚 3-羟基丁酸和各种其他的聚羟基烷酸（PHAs），但是这些并

不适用于生物柴油生产。只有少数细菌可以积累甘油三酯（TAG），主要为放线菌属[13]，

如红球菌（Rhodococcus）、分枝杆菌（Mycobacterium）、诺卡氏菌（Nocardia）[14]。结核

分枝杆菌是最早观察到具有高油脂积累的原核生物，含油率为细胞干重的 26-28%（w/w）

[15]。混浊红球菌（Rhodococcus opacus）可以积累大量的油脂，是一种很有前途的微生物

油脂生产的细胞工厂[16, 17]。R. opacus 可以将纸浆和造纸工业排放的氧预处理的硫酸盐

木质素转化为微生物油脂[18]。在大多数细菌中，如果培养基中限制氮源，通常会刺激 TAG

和其他中性脂质的积累。除此之外，可以通过遗传操作手段来提高产油细菌的油脂产量，

也可在非原生产油细菌中构建产油途径。例如，Xu 等人通过在非产油的大肠杆菌中引

入 TAG 生物合成途径将其产生的脂肪酸以 TAG 的形式储存[19]。除了大肠杆菌外，

Plassmeie 等人首次证明了谷氨酸棒状杆菌可以通过代谢工程生产 TAGs 成为油脂生产

者[20]。虽然细菌生长快，但与其他种类的产油微生物相比，细菌的油脂生产量较低。 

常见的产油微藻包括小球藻（Chlorella zofingiensis）、原小球藻（Chlorella 

protothecoids）和裂殖藻（Schizochytrium limacinum）。微藻的含油量通常为细胞干重的

20% - 50%，甚至某些种类，如 Botryococcus braunii 的含油率能够达到 75%[21]。原小球

藻通常被认为是替代食用油生产生物柴油的理想原料的生产菌，因为它们生长速度快，

并且在限制氮源的条件下可以积累 50%以上的油脂含量。在大部分情况下，微藻可以利

用可再生的碳源（CO2）和能源（阳光）进行自养。据报道，一些藻类菌株也可以同时

在自养和异养条件下生长，即限制光照和利用有机碳源[22]。光养微藻的油脂积累量通常

低于异养微藻[23]，因此其异养生长已被用来高效生产油脂[24]。微藻的油脂产量高于最具

商业价值的植物、油棕。此外，微藻可以在海水或含盐废水中生长，并能够将废水中的

有机物转化为生物质和高价值的细胞成分，如油脂、蛋白质、色素等。微藻的油脂产量

严重依赖于其种类，各种理化性质如光、二氧化碳、温度、盐度，培养基成分等。Monika

等[25]研究了小球藻的重要生长参数如 pH、光色、光强、光周期和盐等对其生长力的影

响。他们发现在培养基中添加盐并选择最佳的条件后该藻类可获得较高的含油率。微藻

的生物量少，油脂产量普遍较低，一般不适用于微生物油脂的大量生产。 

许多霉菌在特定的培养条件下都能合成油脂，如 Cunnighamella[26]、Mortierella 

isabellina[27]、Mucor[28]、Aspergillus terreus[29]和 Moriterella alpine[30]。其中深黄被孢霉 M. 

isabellina 具有非常强的油脂积累能力，含油率为细胞干重的 72%[2]。产油真菌 Mucor 

circinelloides 首次被用于商业化来生产微生物油脂[31]。M. circinelloides 是一种很好的霉

菌分枝杆菌模型，因为它的全基因组序列已被解析并且存在成熟、有效的转化程序，基

因操作手段相对容易。Aki Tsunehiro 筛选到的丝状真菌 Mortierella alliacea YN-15 能够

产生大量花生四烯酸，主要以甘油三酯形式存在。该菌株在 50 L 生物反应器中培养，细

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mortierella
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mucor
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/aspergillus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mortierella
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mortierella
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胞干重达到 46.1 g/L，总油脂累积量为 19.5 g/L[32]。 

产油酵母的油脂组成中 C16 ~ C18 脂肪酸的比例最大，其在合成生物柴油方面具有

明显优势。在目前已知的 1600 种酵母中约有 70 种是产油酵母，它们可以产生超过其细

胞干重 20%的油脂[33]。这些酵母平均积累的油脂含量约为细胞干重的 40%[34]，根据营

养限制条件油脂酵母的含油率可达到 70%[35]。油脂酵母因具有优异的油脂生产和利用各

种有机底物的能力，而成为生产油脂、脂肪酸及其衍生物的最佳选择。解脂耶氏酵母

（Yarrowia lipolytica）具有良好的遗传特性、先进的系统和合成生物学工具可用于基因

修饰，它是迄今为止研究最广泛的产油酵母[36, 37]。最近，有研究者通过重组技术构建的

油脂酵母 Y. lipolytica 菌株被证实能够产生高达细胞干重 90%的油脂，油脂浓度可达到

理论值的 85%，产率约为 1 g/L/h [38]。Chen 等人[39]发现相较于粘红酵母、圆红冬孢酵母、

斯达氏油脂酵母，皮状丝孢酵母对木质纤维素体系耐受性最好，能够降解木质纤维素来

源的多种抑制物。Wang 等人[40]首次将酚醛作为皮状丝孢酵母生产微生物油脂的唯一碳

源，发现 4-羟基苯甲醛可以作为油脂积累的底物，而香兰素和丁香醛只能转化为毒性较

小的酚醇和酸。皮状丝孢酵母在玉米芯残渣水解物中最佳碳氮比为 49.3，通过增加纤维

素酶用量来提高糖浓度，最终油脂产量达到 12.3 g/L[8]。 

1.2.2  微生物油脂的合成路径 

油脂酵母的微生物油脂合成路径已经研究的非常透彻，现在以斯达氏油脂酵母

（Lipomyces starkeyi）为例来阐述微生物油脂的合成途径。 

微生物油脂主要成分为 TAG，其合成有两个重要的途径：乙酰辅酶 A 合成途径和

从甘油-3-磷酸到 TAGs 的 Kneddy 途径（图 1.1）。首先，葡萄糖通过糖酵解途径转化为

丙酮酸，该过程是在细胞质中进行的，随后被运输到线粒体中在丙酮酸脱氢酶复合物的

催化下生成乙酰辅酶 A。氮源的消耗增加了腺苷单磷酸脱氨酶（AMPD）的活性，从而

大幅度降解 AMP 致使细胞内 AMP 水平降低，从而为细胞提供氮[41]。这种低浓度的 AMP

抑制了异柠檬酸脱氢酶（Idh）的活性，导致 TCA 周期的下调和线粒体内柠檬酸的大量

累积[42]。而积累的柠檬酸则由苹果酸/柠檬酸转运酶系统输送到细胞质中。随后，胞质中

的 ATP-柠檬酸裂解酶（Acl1，Acl2）将其转化为草酰乙酸和乙酰辅酶 A。柠檬酸裂解酶

是一种胞质酶，在产油酵母中共享，而在非产油酵母中不存在该酶[43]。细胞质中的乙酰

辅酶 A 被乙酰辅酶 A 羧化酶（Acc1）转化为丙二酰辅酶 A。然后，脂肪酸合成酶（Fas1，

Fas2）复合物利用乙酰辅酶 A 和丙二酰辅酶 A 分子来延长碳链生成脂酰辅酶 A。NADPH

形式的还原能力是脂酰辅酶 A 合成的先决条件[44]，产生 NADPH 的辅助手段是必要的。

最后，合成的碳链长为 C16 和 C18 的脂酰辅酶 A 被转移到内质网，并通过 Kennedy 通

路生成油脂。 

三个完整的脂酰辅酶 A 分子通过 Kennedy 通路依次与一个甘油-3-磷酸分子结合从

而生成 TAGs，详细的过程如下。首先，甘油-3-磷酸通过酰基化反应转化为溶血磷脂酸。
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其次，溶血磷脂酸酰基转移酶（Slc1）和溶血磷脂酰乙醇胺（Ale1）的酰基转移酶催化

溶血磷脂酸在第二个碳上发生乙酰化反应而生成磷脂酸。然后，磷脂酸被去磷酸化形成

二酰基甘油（DAG），催化该反应的酶是磷脂酸磷酸酶。最后，二酰基甘油酰基转移酶

（Dga1，Dga2）将酰基基团从酰基辅酶 A 转移到 DAG 的第三个碳上，形成 TAGs[45]。 

 

 

图 1.1  斯达氏油脂酵母中脂质合成的示意图[46] 

Fig. 1.1  Schematic diagram of lipogenesis in the oleaginous yeast Lipomyces starkeyi[46] 

图中重点为斯达氏油脂酵母中脂酰辅酶 A 和甘油三酯（TAG）这两种重要前体的合成示意

图。图中主要的缩写如下：G6P，葡萄糖-6-磷酸；FBP，果糖 1，6 二磷酸。G3P，甘油醛-3-磷酸；

DHAP，磷酸二羟丙酮；Gly3P，三磷酸甘油。LPA，溶血磷脂酸；PA，磷脂酸；DAG，二酰基甘

油；TAG，甘油三酯。 

 

1.2.3 提高微生物油脂生产的策略 

产油微生物油脂积累的程度取决于遗传因素和生长条件。分离、鉴定和选择高生长
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率、生产率的产油微生物菌株是生物燃料实现工业化生产的关键步骤。目前主要通过人

为干预的方式来提高菌株的油脂产量。增加微生物油脂产量的主要策略：调节微生物的

培养条件（如培养基组成、碳源、C/N、pH、接种量、发酵方式），代谢工程改造，适应

性进化以及针对特定特征的筛选方法。 

油脂在微生物细胞中的积累量高度依赖于培养条件。不同产油微生物在最佳油脂生

产方面有各自的特点，因此可以改变合成不同脂肪酸组成的培养条件，以满足不同的工

业需要。产油微生物的油脂积累主要发生在除了碳源之外其他营养物质存在限制的培养

基中，在此条件下，其可将过量的碳源转化为 TAG 储存在细胞内。研究发现，限制氮、

磷、硫、铁或锌的供应会有利于产油微生物的油脂积累[47, 48]。氮的限制是大多数产油微

生物在油脂积累方面的最有效条件，可使细胞具有最高的底物转化率和油脂含量[49]。因

此，氮限制条件被广泛用于诱导油脂的生成，选择适当的碳氮比是最大限度地提高微生

物油脂生成的关键。许多产油微生物已被报道碳氮比对其油脂合成具有明显的影响，如

被孢霉菌（Mortierella）、耶氏酵母（Yarrowia）、红酵母（Rhodotorula）和念珠菌（Candida）

等[50, 51]。除了碳氮比外，还有许多其他的营养和环境因素影响微生物细胞的生长和油脂

生产，包括碳源、氮源和其他必需的大量和微量营养素、温度、pH和溶解氧等。Somashekar

等[52]研究了毛霉菌油脂积累的培养基组成，发现不同碳源的培养导致不同的油脂产量，

而乳糖不利于毛霉菌的生长和油脂生产。Angerbauer[53]等研究了在限氮培养基中不同 pH

对 L. starkeyiin 油脂产量的影响，其最高油脂产量（56%细胞干重，7.5 g/L）在 pH 5.0 的

条件下获得，而最高生物量（15.1 g/L）在 pH 6.5 条件下获得。 

代谢工程是一种有效提高微生物油脂含量的策略。通过优化营养和环境因素来改善

油脂产量的方法存在一些局限性，不能有效提高油脂产量。因此，目前的研究越来越多

地指向基因修饰以增强产油微生物的油脂合成。在这方面已经开展了大量的研究，基因

组数据和遗传工具的发展为代谢工程改造以提高胞内油脂产量提供了可能。最常研究的

模式菌株为解脂耶氏酵母和卷枝毛霉。随着遗传手段和基因组大数据的提供，许多其他

产油微生物也已被用于代谢途径工程的研究[54-56]。代谢工程改造提高产油微生物积累油

脂的能力主要方法为生物合成途径的调节和前体（如乙酰辅酶 A、丙二酰辅酶 A 和甘油

-3-磷酸、NADPH 和 ATP）的供应。调控方法可分为五种：（1）脂肪酸合成路径中酶的

过表达；（2）TAG 生物合成途径中酶的过表达；（3）调控相关 TAG 生物合成旁路；（4）

阻断竞争路径；（5）多基因转基因方法[57]。Lazar 等[58]将 POX1-6、TGL4 的缺失与 GDP1、

DGA2 的过表达相结合，得到的菌株 JMY3501 的脂肪酸降解减少，胞内甘油-3-磷酸的

浓度增加，从而促进了 TAG 的积累。Blazeck 等人[59]利用组合策略协同调节解脂耶氏酵

母中涉及脂质降解和生物合成的多个关键基因，包括 PEX10、MFE1、AMPD、ACL1、

ACL2、MAE、DGA1 和 DGA2，产生了 57 种不同的基因型。其中最有效的修饰是 PEX10

和 MFE1 的双缺失和 DGA1 的过表达，优化生物反应器的发酵条件后，最终的改造菌株
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的含油率将近 90%，在每升培养液中可产生 25 克油脂，是出发菌株的 60 倍左右。 

提高油脂产量的代谢工程改造往往导致生物量的减少，因此损害了微生物的整体生

产力[60]。进化代谢工程可以在这两个相互竞争的因素之间提供一个平衡[61]。适应性进化

策略和进化代谢工程方法已经在工业上得到了广泛的应用，如乳酸、L-鸟氨酸和异丁醇

等分子的生产[62-64]，补充了传统的基因工程方法的不足[65, 66]。限制这类技术适用性的主

要挑战之一是找到适当的选择压力，以促进油脂细胞的理想表型生长。一种用于获得高

产含油量的适应性进化方法依赖于细胞密度随细胞内油脂含量增加而降低这一事实，该

方法被应用于解脂耶氏酵母菌株中[67]。Liu 等人[67]在发酵结束后发现发酵液沉淀一段时

间后部分细胞能够悬浮在上层，并且与下层细胞相比，这些细胞的油脂含量较高，因此

作者以产油较高的工程菌株为研究对象，通过不断迭代筛选上层细胞，来富集高产油菌

株。在另外一项研究中，Daskalaki 等[68]采用适应性进化策略，通过交替改变培养基组分

和持续筛选高油脂含量细胞来改善油脂生成，经过 77代培养后菌株油脂含量达到 44%，

比原始菌株高出 30%。本实验室也是基于油脂含量高而密度低这一原理，以 T. cutaneum 

ACCC20271 为出发菌株，通过超高速离心的筛选方法获得了一株突变菌株 T. cutaneum 

MP11。该菌株能够同步利用麦秆来源的葡萄糖、木糖、葡聚糖等，获得的油脂产量高达

34.4 g/L，是原始菌株 T. cutaneum ACCC20271 的 5.7 倍[69]。 

1.2.4  廉价碳源生产微生物油脂 

由于成本高，经济效益低，目前微生物油脂的商业化仍未实现。降低生产成本的主

要挑战之一在于寻找适合微生物油脂发酵的低成本底物。有机废物通常含有有机微粒，

可作为微生物油脂发酵的廉价基质。利用廉价有机物作为碳源可以显著推进微生物油脂

的产业化进程[15]。 

细菌能在短时间内产生较高的细胞密度，对多环芳烃、酚类、木质素等有毒或复杂

化合物具有耐受能力。其中，红球菌（Rhodococcus sp.）是研究最多的细菌。Rhodococcus 

sp.具有将木质素化合物转化为油脂的潜力。Wells 以有机溶剂预处理火松木（loblolly pine）

得到的含有糖（葡萄糖、甘露糖和木糖）和芳香烃的木质纤维素废水为底物，培养红球

菌，48 h 后产油率达到细胞干重的 26.88%[17]。而在限制氮条件下，细菌 Rhodococcus sp. 

YHY01 在含食物垃圾来源的挥发性脂肪酸为碳源的培养基中脂肪酸的积累量达到 69%

（w/w）[70]。 

产油酵母具有显著的转化各种有机底物和在短时间内稳定生产油脂的能力。木质纤

维素生物质已被评价为产油酵母的油脂发酵原料。Probst 和 Vadlani[71]以含有可发酵糖

（葡萄糖、木糖和阿拉伯糖）的麦麸为原料，经过水热和稀酸预处理后，L. starkeyi 的油

脂含量达到 37.3%。糖蜜是糖精炼过程的副产品，含糖量较高，是一种很好的产油酵母

的培养原料，Taskin 等[72]在非无菌条件下利用 20%糖蜜培养粘红酵母，油脂浓度与含油

率分别为 10.5 g/L 和 64.8%。粗甘油主要由甘油、甲醇和盐组成，是生物柴油生产过程
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中产生的副产物，使用粗甘油作为油脂发酵的底物将提供可观的经济和环境效益。因此，

粗甘油作为碳源用于产油酵母生产油脂是近年来比较热门的方向[73, 74]。 

1.3  高盐水在微生物油脂发酵中的应用 

1.3.1  高盐水的来源和特点 

海水是全球最为丰富的资源，地球上 97%的水是海水，仅有 3%是淡水[75]。世界各

大洋海水的平均盐度约为 3.5%，热带沙漠气候区的海水盐度更高，如红海的盐度在 4%

以上。因为海水的高盐度而不能用作人类活动和农业灌溉。它是一种可再生的水源，在

世界上许多国家都可以轻易获得。因此，利用海水制备发酵培养基可能成为一种有吸引

力的生物产品生产方法[76]。此外，海水中含有多种矿物质，可以避免添加目前商业发酵

培养基所需的必需营养素[77]。在发酵过程中使用海水有可能通过减少淡水的摄入来提高

整个过程的经济性[76, 78]。 

含盐废水中的盐度通常由溶解的无机化合物所致，典型代表为 NaCl、Na2SO4、

MgSO4、KNO3 和 NaHCO3。工业废水是其主要来源，其盐度范围非常广（0.2% - 15%）

[79]。其中，腌菜行业中的最大盐度可达到 15%[80]。海水养殖废水的盐度一般在 3.0 - 3.5%

（与海水相似），但它含有更多污染物，例如碳、氮、磷等。其他的工业含盐废水来源包

括制药[81]、制革厂[82]、纺织厂[83, 84]、石油[85]、石化等行业，盐度更多集中在 3.0% - 3.5%，

3.5%是一个最为典型的盐度，详细的盐度见图 1.2。一般这些行业的废水除了高盐度之

外，还存在大量难降解的污染物，特别是芳香族化合物、重金属等。关于制革废水，已

发现其存在多种污染物，如有机化合物、悬浮固体（SS）、总溶解固体（TDS）、NH4
+-N

和有机氮[86]。纺织工业废水包括强色度、SS、氯化物、重金属、硫酸盐、硫化物等无机

污染物。苯酚作为一种典型的有机污染物，经常存在于这些含盐工业废水中，形成富含

苯酚和盐的含酚废水[87]。例如，石油炼制、煤炭加工和树脂生产的废水中含有高浓度的

苯酚（~10,000 mg/L）[88]。苯酚一直被认为是有害的有机污染物之一，含苯酚的高盐废

水对土壤、地下水、生物甚至生态系统造成相应的不良影响[89]。另外，制药废水中还含

有抗生素，尽管它是微量的，但其积累可能产生细菌菌群中的抗生素耐药性基因。由废

水中的污染物导致的全球性环境问题已引起人们的关注。 

这些行业的含盐废水处理越来越重要，已经开发出越来越多的废水处理技术，包括

生物法、物理化学法及其它综合技术。这类废水具有高盐度、难降解有机物的特点，生

物法处理比较困难，因此一般采用物理化学方法进行处理。在除盐方面，反渗透的使用

特别有效。但是废水中大量的有机物和悬浮固体减少了膜的使用寿命和效率，在进行物

理化学处理之前，一般需要去除固体颗粒或悬浮物。虽然物理和化学处理工艺已成功应

用，但存在化学消耗大、操作困难、能耗高、产生化学残留物造成二次污染等缺点。生

物降解法是去除高盐废水中有机物的有效方式[90]。尽管高盐水平会抑制生物处理，但使
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用能够承受高盐度并能降解废水中所含污染物的微生物去处理这类废水是可行的。 

 

 

图 1.2  含盐废水的来源及相应的盐度[79] 

Fig. 1.2  Sources of saline wastewater and corresponding salinities[79] 

 

1.3.2  利用海水生产微生物油脂 

在生产生物燃料方面，海水是一种很有潜力的淡水替代资源。迄今为止，利用海水

替代淡水进行微生物油脂发酵依然是一个研究较少的领域。因为利用海水进行微生物产

品的生产，耐盐性是一个前提条件，大部分工业化微生物的耐盐性并不强。Zaky AS 等

[91]研究了海洋酵母 Saccharomyces cerevisiae AZ65 对海水的高盐度耐受能力。与工业酵

母 S.cerevisiae NCYC2592 相比，S.cerevisiae AZ65 在 10.5%（w/v）盐度和 200 g/L 葡萄

糖的条件下生长较好，并且获得的乙醇浓度达到 113.52 g/L，产率为 4.15 g/L/h。利用海

水进行微生物油脂生产的报道更多集中在微藻中，因为它能够在一定范围的盐度下生长。

Sabeela Beevi U 等[92]在含 50%天然海水的培养基中，对淡水微藻 Chlorococcum 的生长

和脂肪产量进行了评估，发现藻类细胞对海水的适应能力很强，在异养培养条件下，藻

类细胞的油脂积累达到其细胞干重的 38%，生物量和油脂积累明显高于淡水。目前，也

有研究者报道酵母在海水中的油脂发酵。Dobrowolski A 等[93]用 3.5%盐度的模拟海水基

质来培养解脂耶氏酵母，结果表明它能够在海水基质中产生与淡水中类似的脂肪酸产量。

在另一项研究中，Yen HW [9]在 5 L 气升式生物反应器中，以海水代替纯水直接培养油

脂酵母 Rhodotorula mucilaginosa，其生物量为 17.2 g/L，略低于淡水的 18.1 g/L。结果表

明，与纯水批次相比，使用海水批次的油脂含量较高，为 65±5%。利用海水代替淡水

进行微生物油脂发酵是非常有潜力。但海水使用的前提条件是微生物需要具备高盐耐受

能力。 
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1.3.3  利用工业含盐废水生产微生物油脂 

在工业含盐废水中培养微藻已进行了大量研究。微藻可以通过生物化学特性、生物

质产量、色素形成和去除污染物效率的变化来适应含盐废水[94]。微藻作为废水处理的菌

株展示出众多优点，因为它们能够为生物燃料生产提供油脂，以及收获的生物质可用于

沼气和肥料等具有很高的经济价值[95]。与筛选适应高盐废水的微生物菌株相比，利用海

洋微藻在含盐废水中进行油脂生产具有更强的可操作性和经济性。海洋微藻通常能有效

去除废水中的氮、磷，并有能力避免细菌、病毒、浮游动物等生物污染物的污染[96]。Shen

等利用海洋微藻 Chlorella vulgaris 成功地处理了含盐废水，油脂含量提高了 40%，最大

油脂产量为 54.0 mg/L/d[96]。与其他环境因素类似，盐度也影响微藻的油脂积累，它对中

性脂质的合成有促进作用，特别是三酰基甘油酯，其具有抵御不利环境条件的能力[97]。

一些研究表明，盐胁迫可以提高藻类的油脂生产[98]。盐度从 0.75%增加到 6%，多饱和

脂肪酸浓度先增加但随后又降低[99]。一般来说，小球藻和绿藻对不同类型的废水具有更

强的抵抗能力。这些研究结果表明微藻在盐废水条件下用于生物燃料和色素生产的适用

性和可行性。 

酵母、细菌以及真菌利用工业含盐废水进行油脂发酵的研究较少。微生物往往受到

工业含盐废水中芳烃、脂肪烃和氯化烃等难降解物的抑制，导致其在这类废水生长较差。

此外，高盐度（大于 1%）可致使细胞破裂或降低细胞代谢，这是由于高盐度引起细胞

内外的渗透压差异，使细胞内的水向外流动导致细胞中水的损失，从而影响微生物活性

或造成细胞脱水[100]。为了克服这些障碍，耐盐菌的筛选是有必要的，在以前的研究中提

出了以纯培养的方式分离和富集耐盐细菌。Jiang 等[101]从制药厂中获得一株嗜盐并能降

解苯酚的真菌，经鉴定为念珠菌属。该菌株可以利用苯酚作为唯一的碳源，在其含量低

于 1,200 mg /L 的培养基中都能够较好地生长；72 h 内可以降解约 800 mg/L 的苯酚，更

高的浓度对其则有抑制作用。Huang LH 等人[102]发现 Lipomyces starkeyi HL 在不添加任

何额外营养的高盐度鱼粉废水中能够生长，并且在初始 pH 4.0、葡萄糖添加量为 20 g/L

的条件下，L. starkeyi HL 的生物量和油脂产量分别为 17 g/L、2.7 g/L。目前，大部分菌

株一般用在废水的生物处理中，很少涉及微生物产品的生产。 

1.4  微生物的耐盐性及苯酚降解 

1.4.1  微生物的耐盐性 

高盐水替代淡水进行微生物油脂发酵是以微生物具有高盐耐受性为前提的。一定的

盐离子浓度对细胞来说是必需的，但当细胞外的盐离子浓度发生巨大变化时，微生物会

通过多种调节机制来维持细胞内各离子的平衡，从而保护细胞免受高盐的迫害。 

真核微生物已经发现了许多质膜转运系统，以维持其适当的盐离子水平，特别是消

除任何过剩的有毒 Na+。Na+可以通过 Na+/H+逆向转运系统从细胞中挤出；K+在膜内负
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电位的驱动下，通过 K+通道进入细胞，但也存在活跃的、依赖 ATP 的 K+转运系统[103]。

Yenush L 提到在暴露于高浓度钠离子的情况下，酵母细胞会有不同程度的生理反应，并

且根据盐胁迫的程度和持续时间而有所不同[104]。高浓度的钠离子对细胞具有双重毒性：

离子胁迫和高渗透胁迫。造成离子毒性的一个因素是钠在某些酶的活性部位取代钾或在

某些情况下取代镁的能力。为了避免钠离子毒性，酵母细胞积极维持高钾/钠比值[104]。

在盐胁迫反应中，钠离子外排，限制钠离子进入和液泡隔离是维持高钾/钠比值的关键过

程。 

高盐浓度会使细胞产生高渗透休克，对这类应激反应的一个重要组成部分是代谢调

节，主要通过生产和积累兼容的溶质（甘油、氨基酸、糖、多元醇等）来维持水分平衡

[105]。在盐胁迫下，酵母细胞也会短暂地阻滞细胞周期进程，减少转录和翻译，可能是为

了提供适应的时间，而 Hog1 直接参与了此过程[106, 107]。盐胁迫反应的一个重要调节机

制涉及到基因表达谱的重塑。一些研究已经展示出细胞对高钠浓度的转录调控反应，涉

及细胞内400和250个基因分别上调和下调[108, 109]。藻类在耐盐性研究中具有重要意义，

因为它们本身就可以生活在含有一定盐度的自然环境中。盐胁迫条件可能有利于微藻的

脂质积累。Zhang 等[110]研究表明，盐胁迫促进了碳的再分配和淀粉向油脂的转化，即使

淀粉产量低的淡水微藻也表现出盐度诱导下的碳流转换。在油脂酵母中也出现了类似的

现象，Tchakouteu 等人[111]发现圆红冬孢酵母在 NaCl 浓度为 4.0% (w/v)条件下的油脂含

量有所增加。 

1.4.2  微生物的苯酚降解 

由于苯酚的芳香结构，它可以抵抗自然的生物降解，具有较强的稳定性。尽管如此，

自然界中还是存在一些微生物可以在较高浓度的苯酚条件下生长，并将其作为碳源和能

源[112]。早在 1908 年，研究人员就证明了微生物具有降解酚类物质的能力。苯酚的生物

降解是利用微生物存在的酶通过苯环裂解来完成的[113]。不同种类的微生物（细菌、微藻

和真菌）都可以不同程度地降解苯酚。虽然一些藻类对酚类化合物的急性毒性耐受能力

较低，但蓝藻和微藻都能转化酚类化合物[114]。恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida）因

去除效率高，一直被广泛用于苯酚的生物降解[115]。真菌在芳香化合物的循环中扮演重要

的角色，多项研究表明，不同的真菌都具有酚类物质的降解能力。它们能够通过酶的机

制消耗多种碳源，从而为苯酚等芳香衍生物的代谢提供了可能[116]。皮状丝孢酵母、热带

念珠菌和红酵母是一些常见的真菌，能够利用苯酚作为其唯一的碳源和能源。此外，青

霉菌属、曲霉菌属等霉菌也具有分解芳香族化合物的能力。 

苯酚的生物降解可分为厌氧和好氧途径。与厌氧工艺相比，好氧菌对苯酚的生物降

解因其去除效率高、成本低而受到人们的关注。在高盐条件下，苯酚降解的大多数研究

也都使用好氧菌。在好氧条件下，嗜盐菌表现出与非嗜盐菌在非盐环境中类似的苯酚降

解途径（图 1.3）。苯酚或其他芳香族化合物的生物降解是否成功受到三个重要步骤的影
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响：芳香环的触发，环的裂解，裂解后的产物分解为 TCA 循环中的中间体。苯酚代谢

的一个典型途径是通过苯酚羟化酶使环羟基化，形成儿茶酚（1,2-二羟基苯）。苯酚羟化

酶是必不可少的，它是该代谢途径中的第一种酶。随后，邻苯二酚通过两种不同方向的

芳环裂解而被氧化。一种是间裂解，由邻苯二酚 2，3-双加氧酶（C23O）进行催化依次

生成 2-羟粘康酸半醛和 4-烯酸；另一种是邻苯二酚 1，2-双加氧酶（C12O）催化生成粘

康酸和粘康内酯的邻位裂解[117]。最终这些裂解产物会进入 TCA 循环。嗜盐单胞菌

（Halomonas campisalis）是通过邻位裂解降解苯酚[118]。短梗霉属、红酵母属和毛孢子

菌属在含酚细胞的游离细胞提取物中发现了 C12O 和苯酚羟化酶的活性。这最好地表明

了它们是通过邻位裂解氧化邻苯二酚[119, 120]。Khleifat[121]报道大多数细菌是通过间位途

径降解邻苯二酚。 

 

图 1.3  好氧条件下的苯酚降解途径[122] 

（E1：苯酚羟化酶；E2：儿茶酚 2,3 双加氧酶；E3；儿茶酚 1,2 双加氧酶） 

Fig. 1.3  Pathways of phenol degradation under aerobic conditions[122]  

(E1: Phenol hydroxylase; E2: Catechol 2, 3 dioxygenase; E3: Catechol 1, 2 dioxygenase)  

 

苯酚的去除效率受浓度、温度、pH 值、盐度、外加碳氮源等因素的影响，从而导致

整体降解效率的变化。温度是影响降解速率的重要因素，它与底物的生物利用度和溶解

度以及微生物降解的性质、程度和代谢速率有关。pH 值的变化会影响微生物的生长及

其酶活性，对大多数苯酚降解菌株来说，中性 pH 值（6.0-8.0）是适宜的[123]。添加适量

的营养物质，如葡萄糖、淀粉、蛋白胨、酵母或尿素，可能会影响生物降解。细菌优先

利用容易降解的碳和氮源，这加快了生长和繁殖的速度，从而增加了底物的降解速度。

Chandrasekaran 等[124]研究发现，在盐浓度为 12%时，酵母提取物的添加显著促进了苯酚

降解，尿素（氮源）的添加减少了苯酚生物降解的滞后时间，但添加的营养物质并不总
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是促进降解。一项研究表明，葡萄糖的存在阻碍了苯酚的去除率，大概是因为细胞比较

倾向于碳水化合物而削弱了苯酚的利用[125]。 

1.5  本论文的立题依据与研究内容 

微生物油脂可作为航空燃料和生物柴油的生产原料。相较于动植物油，微生物油脂

的生产受到较少的限制（天气、季节等），生长较快。此外，微生物的遗传操作工具与其

他培养方式已逐渐成熟，利用微生物进行油脂生产是目前关注的热点。与微藻、细菌及

霉菌相比，产油酵母因其油脂含量高，可利用各种底物，已成为生产微生物油脂的主要

细胞工厂。然而，微生物油脂发酵过程需要大量的淡水输入，产生大量的废水，导致淡

水使用负担加重，成本增加。随着人们对水资源短缺问题的日益关注，淡水的消耗可能

成为微生物油脂生产规模化的潜在障碍。使用海水或含盐废水是减少淡水输入、缓解废

水处理压力、降低微生物油脂生产成本的一个有力措施。 

海水或含盐废水可替代淡水进行微生物油脂发酵的前提是需要微生物具有耐盐性

以及对废水中的有机污染物的降解能力或毒性耐受力。皮状丝孢酵母作为油脂酵母，具

有较强的环境适应性，在木质纤维素体系下适应良好。其可以降解木质纤维素来源的抑

制物如丁香醛、4-羟基苯甲醛等。本实验室以 Trichosporon cutaneum ACCC20271 为出发

菌株通过超离心筛选与长期的适应性进化获得了高产油脂菌株 T. cutaneum MP11。因此，

本研究以 T. cutaneum 为研究对象在高盐胁迫下进行油脂发酵。首先，T. cutaneum 是否

可以耐受高盐环境以及耐受浓度的高低并不清楚；其次，高产油脂的 T. cutaneum 菌株

是否在高盐条件下也能获得高油脂产量；最后，T. cutaneum MP11 在高盐环境下是否能

够降解苯酚并产生油脂。这些问题是在海水或工业含盐废水中进行油脂发酵时需要解决

的。本论文针对以上问题开展实验，其主要研究内容如下。 

（1）利用高盐水进行油脂发酵，需要了解油脂酵母的耐盐性能。本文首先进行了皮

状丝孢酵母的盐耐受性实验，探究其最高能够耐受的盐浓度。其次，将 T. cutaneum 培养

在不同盐度的海水体系中以探究不同盐胁迫强度对细胞生长、形态以及油脂产量的影响。 

（2）苯酚是工业废水中典型的有机污染物，存在于大部分的含盐废水中，形成含酚

高盐废水，其对微生物细胞生长具有抑制作用。不同微生物能够耐受的苯酚浓度不同，

本研究对高产油脂酵母 T. cutaneum MP11 在高盐条件下进行了苯酚耐受性的探究。然后

选择合适的苯酚浓度在高盐胁迫下进行油脂发酵，观察其油脂生产和苯酚降解能力。最

后，本研究尝试在四环素含盐水与榨菜废水中进行油脂发酵，以期拓展油脂酵母菌株 T. 

cutaneum 在含盐废水中的应用范围。 
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第 2 章  皮状丝孢酵母在不同盐度的海水体系下的油脂发酵 

2.1  引言 

海水资源丰富，容易获得，另外它还含有多种矿物质，可以减少添加发酵培养基所

需的必需营养素。迄今为止，并没有有效利用海水进行生物产品制造。在微生物油脂发

酵过程中使用海水有可能提高整个过程的经济性，缓解用水压力以应对淡水匮乏的危机。

海水的盐度通常在 3.5%左右，其含有各类盐离子，主要成分为氯化钠，它的高盐度对微

生物的生长有抑制作用，会造成细胞的质壁分离，影响胞内各种酶的活性。因此，海水

替代淡水进行微生物油脂生产的前提条件是微生物必须具有高耐盐性。 

皮状丝孢酵母具有广泛的底物谱，可以利用各种有机碳源进行微生物油脂生产，对

环境的适应性强。由于它的遗传操作工具的建立一直是难点，目前并没有实现其遗传操

作系统的构建，油脂含量也很难提高。本实验室根据高产油脂细胞密度低的原理，以 T. 

cutaneum ACCC20271 为出发菌株，利用超离心筛选和长期的适应性进化获得了高油脂

含量的菌株 T. cutaneum MP11。该菌株筛选的成功说明超离心筛选方法对高油脂含量菌

株是有效果的。可以尝试通过该方法提高皮状丝孢酵母在高盐条件下的油脂产量与耐盐

性能。 

本节研究了 T. cutaneum 的高盐耐受性及其在不同海水盐度下的油脂生产能力。首

先进行了皮状丝孢酵母的盐耐受性实验，探究其最高能够耐受的盐浓度。其次，将原始

菌株 T. cutaneum ACCC20271 在含有 4.0% NaCl 的培养基中进行适应性进化和超离心筛

选以期获得具有高耐盐性、高产油脂菌株。最后，在不同盐度的海水体系中探究盐胁迫

强度对细胞生长、细胞形态以及油脂产量的影响。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  菌种与培养基 

Trichosporon cutaneum ACCC 20271 是从中国农业微生物菌种保藏管理中心（ACCC，

http://www.accc.org.cn）获得。T. cutaneum MP11 由本实验室的卢敏萍同学在限制氮源条

件下通过超离心筛选获得，保藏于中国普通微生物菌种保藏管理中心（CGMCC，

http://www.cgmcc.net），注册号为 20481。本实验所用的培养基如下。 

（1）YPD 培养基：10 g/L 酵母提取物，20 g/L 葡萄糖，20 g/L 蛋白胨。 

（2）YPD 平板：10 g/L 酵母提取物，20 g/L 葡萄糖，20 g/L 蛋白胨，20 g/L 琼脂 

（3）合成培养基：60 g/L 葡萄糖，1.0 g/L 磷酸二氢钾，0.5 g/L 酵母提取物，0.5 g/L

七水硫酸镁，0.22 g/L 硫酸铵。 

（4）上罐发酵培养基：150 g/L 葡萄糖，2.0 g/L 磷酸二氢钾，1.0 g/L 酵母提取物，
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1.0 g/L 七水硫酸镁，0.44 g/L 硫酸铵。 

2.2.2  海水与试剂 

本实验所用的海水取自位于上海奉贤海滩附近的东海区域（30.819 oN，121.528 oE）。

海水盐度为 0.98%，所含的主要阳离子及其浓度为 3.2 g/L Na+、0.43 g/L Mg2+、0.17 g/L 

Ca2+、0.11 g/L K+。通过在所取的海水样品中添加氯化钠，将其盐度调整到 1.0%、3.5%、

4.4%和 6.0%。 

蛋白胨和酵母提取物均购买自 OXIOD 公司。葡萄糖标准溶液（用于生化分析仪标

定）购买自山东省科学院。本章节所用到的其他所有分析级化学品均购买自上海泰坦科

技有限公司。 

2.2.3  T. cutaneum 的种子培养和适应性进化 

T. cutaneum 的种子培养：用接种环蘸取冻存管中的菌液，然后在 YPD 平板上进行

划线，随后将其在 30 ℃下培养 36 h；挑取单菌落，将其转移到含有 20 mL YPD 培养液

的 100 mL 摇瓶中培养 24 h（此为第一次活化）。然后以 1%的接种量再转移到新鲜的含

有 YPD 的培养基中培养 16-20 h 即得种子液（此为第二次活化）。 

T. cutaneum ACCC 20271 的适应性进化：T. cutaneum ACCC 20271 作为出发菌株，

在限制氮源的含有 4.0% NaCl 的培养基中进行长期的适应性进化。种子经过活化之后，

取 5 mL 菌液转入新鲜的添加 40 g/L 氯化钠的合成培养基中，在转速为 180 rpm，30 ℃

的条件下培养 5 d。随后取发酵液 25 mL 于 50 mL 离心管中，离心 3 min（其中离心力

不断增加，从 2,000 g 到 42,000 g）。取 5 mL 最上层菌液转入下一个含有新鲜培养基的

摇瓶中继续培养，此为 1 次转接。重复上述的步骤，此过程除了离心力不断增加，其他

条件保持不变。每次发酵结束后取一定的菌液测量油脂含量与细胞生长量，另外每隔 2-

3 转接次数观察细胞形态。上述过程全部在无菌条件下进行操作。 

2.2.4  微生物油脂发酵 

T. cutaneum 的摇瓶探究实验在 500 mL 锥形瓶中进行。活化后的种子液转移至含有

50 mL 的合成培养基中，接种量为 10% (v/v)，在温度为 30 ℃，转速为 180 rpm 条件下

培养 5 d。 

T. cutaneum 的微生物油脂发酵实验在 3 L 的生物反应器（上海保兴生物设备工程有

限公司）中进行。上罐发酵的工作体积为 800 mL，10% (v/v)的接种量。在温度为 30 ℃，

转速为 450 rpm，通气量为 1 vvm 的条件下发酵 120 h。发酵过程中 pH 值维持在 5.0（通

过 5 M NaOH 和 4 M HCl 溶液调节）。 

2.2.5  细胞内的钠离子分析 

测定胞内的钠离子参照 Gao 等人[126]的方法。首先通过离心收集不同氯化钠浓度下

的细胞，用氯化镁溶液洗涤细胞以除去细胞周围的盐离子及杂质，然后再离心。将离心

后的细胞在 65 ℃下烘干至恒定重量，测定其干重。然后再加入 1 M 的盐酸溶液进行细
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胞破碎，离心除去细胞碎片及其他内容物，将得到的溶液稀释至一定倍数即得到钠离子

待测溶液。 

2.2.6  细胞形态观察 

将发酵结束后的培养液稀释至合适的倍数，用光学显微镜（BX53，OLYMPUS，东

京都，日本）观察其细胞形态，放大倍数为 100 倍。 

2.2.7  阳离子浓度及盐度测定 

采用等离子体发射光谱[127]（725 ICP-OES，安捷伦，美国）测定海水中的阳离子浓

度。将所取的海水样品用快速滤纸过滤掉固体杂质，然后通过马弗炉进行盐度的测定。 

2.2.8  葡萄糖、细胞生长的测定 

葡萄糖测定使用生物传感器分析仪 SBA-40D（山东省科学院生物研究所，济南，中

国）。用紫外可见分光光度计（BIOMATE 3S，Thermo，Waltham，MA，USA）在 600 nm

处检测细胞生长。 

2.2.9  细胞干重与油脂提取 

利用差重法测量细胞干重，具体步骤为发酵液离心收集细胞后经过两次水洗过程去

除杂质，将其转移到已知重量的玻璃平皿中，烘干后称其重量减去玻璃平皿重量即得细

胞干重。微生物的油脂提取采用的是甲醇-氯仿法[128]，详细的操作步骤如下。向烘干后

的细胞中加入 4 M 盐酸维持 2-3 h，之后在沸水中煮沸 10 分钟，这个过程主要目的是使

细胞破裂。然后加入甲醇和氯仿溶液（1:2，v/v），在 30 ℃，180 rpm 下萃取 1 小时。随

后通过离心可得到含油脂的氯仿相（在下层），将氯仿相转移到已知重量的旋蒸瓶中，最

后在 80 ℃下真空蒸发得到油脂。将其烘干后通过差重法即可得出油脂产量。 

2.3  结果和讨论 

2.3.1  T. cutaneum 的耐盐性探究 

本部分尝试通过海水来替代淡水进行油脂发酵。海水的主要成分为氯化钠，它对细

胞的毒性较大，但不同微生物对氯化钠的耐受程度不同。因此，本研究通过在合成培养

基中额外添加氯化钠来考察 T. cutaneum 的耐盐性能。将 T. cutaneum ACCC 20271 长期

培养在不断提高 NaCl 浓度的合成培养基中，同时通过细胞形态进一步确认其耐受的最

高盐浓度。 
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图 2.1  T. cutaneum ACCC 20271 在盐条件下的细胞生长情况和细胞形态变化 

Fig. 2.1  Cell growth and cell morphological of T. cutaneum ACCC 20271 under saline conditions 

T. cutaneum 的盐耐受性实验在 500 mL 的摇瓶中进行。T. cutaneum ACCC 20271 经过 YPD 培养基活

化后，转移到未添加氯化钠的合成培养基中，3 d 后转移到新鲜的含有氯化钠的合成培养基中。培

养 3 d 后再转移新鲜的含有氯化钠的培养基中。一直重复该过程，直到细胞不再生长，所用培养基

为合成培养基，氯化钠浓度从 0%增加至 13.0%。培养条件：30 ℃，180 rpm，3 d，接种量为 10% 

(v/v)。摇瓶发酵结束后，细胞形态用光学显微镜观察，倍数为 100 x。 

 

T. cutaneum ACCC 20271 在长期的高盐胁迫下的细胞生长情况如图 2.1 所示。T. 

cutaneum ACCC 20271 在高盐胁迫下经过 56 次的转接培养，能够耐受高达 13.0% NaCl，

具有较高的盐耐受能力。T. cutaneum ACCC 20271 从淡水培养基中转到含有 30 g/L 氯化

钠的培养基中，OD 值迅速降低（由 7.5 降到 3.9），说明该盐浓度对细胞有一定的负面

影响。氯化钠浓度在 3.0%至 9.0 %范围内，细胞的生长量没有明显降低，说明在该范围

内提高氯化钠浓度对细胞生长影响不大。当氯化钠浓度从 9.0%逐步增加时，细胞的生长

量也随之减少。当氯化钠浓度增至 13.0%，细胞几乎不再生长。相应转接次数的细胞形

态也展示在图 2.1 中，T. cutaneum ACCC 20271 在淡水（Start point）中培养的细胞多数

呈圆形，NaCl 浓度在 12.5%（48th）下培养的细胞形态有稍微变大的趋势，基本能维持

正常的形态。在含有 13.0% NaCl 的培养基中多次培养，细胞均不能维持正常的形态，

边缘甚至发生破裂（图中展示的是第 55 次转接的细胞形态）。因此，通过细胞的生长状

况与细胞形态可以看出 T. cutaneum 能够耐受 13.0% NaCl 的高盐浓度。 
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T. cutaneum 能够耐受高浓度的氯化钠，其细胞内存在耐盐机制来抵御高渗透压胁迫。

在高浓度的氯化钠存在下，细胞内的耐盐机制可能遭到严重破坏。Na+/H+逆向转运系统

在抵御高盐胁迫中有着重要作用。通过测定细胞内外的钠离子浓度来初步探究在不同盐

度下对离子转运的影响，结果如图 2.2 所示。与淡水（0.63 mol/L）相比，当培养基中添

加的氯化钠浓度为 4.0%时，胞内的钠离子浓度（0.58 mmol/L）在误差范围内可认为无

变化。当培养基中的氯化钠浓度为 12.5%时，胞内的钠离子浓度（2.63 mmol/L）明显增

加，是对照组的 2.6 倍。本研究并没有测定在 13.0%氯化钠条件下的胞内钠离子浓度，

因其大部分细胞破裂，并不能准确表明其浓度。从该结果可知，在一定盐度下细胞内的

钠离子浓度能够维持在正常水平，即细胞能够正常生长。当盐度较高时，细胞内的耐盐

机制遭到破坏，不能将胞内的钠离子水平维持在正常范围内，从而影响细胞的生长，甚

至导致细胞死亡。 

 

  

图 2.2  细胞内外的钠离子浓度 

Fig. 2.2  Sodium concentration of intracellular and extracellular 

 

2.3.2  T. cutaneum ACCC 20271 在不同盐度的海水体系下的油脂发酵 

上述探究实验发现，T. cutaneum ACCC 20271能够耐受高盐条件，具有在海水培养

基中生产油脂的潜力。接下来将T. cutaneum ACCC 20271在3 L生物反应器进行油脂发酵，

研究几种常见盐度对该酵母细胞油脂产量的影响。其中，纺织、电渗析废液的盐度在1.0%

左右[79]，含酚类废水、海水养殖废水等盐度约为3.0-3.5%[129-131]，世界范围内海水的平均

盐度在3.5%，热带沙漠气候区的海水、石化废水的盐度高达4.4%左右，制革厂、药厂的

废水盐度能达到6.0%左右[132]。本研究选择上述1.0%、3.5%、4.4%、6.0%这几种有代表
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性的盐度进行实验，淡水基质作为对照组，考察T. cutaneum在不同盐度下的油脂生产能

力。 

 

  

  

图 2.3  T. cutaneum ACCC 20271 在不同盐度下的的油脂发酵 

Fig. 2.3  Lipid fermentation of T. cutaneum ACCC 20271 at different salinity 

(a) 细胞生物量；(b) 糖消耗情况；(c) 油脂产量；(d) 不同盐度下发酵 120 h 后的油脂产量。油脂

发酵 T. cutaneum ACCC 20271 在 3 L 生物反应器中进行，发酵条件：30 ℃，450 rpm，5 d，pH 控

制在 5.0，通气量 1 vvm，接种量 10%，发酵体系 800 mL。每个盐度下均进行一次重复发酵，以上

数值为两次发酵结果的平均值。 

 

因海水资源丰富，含有额外的矿物质可作为营养素，所以该部分实验以实际海水为

高盐水介质来进行油脂发酵。所取海水样品的盐度约为1.0%，远低于海水的平均盐度

（3.5%）。因此本研究使用淡水、海水样品来制备0%、1.0%盐度的水，通过在海水中额

外补加氯化钠来制备3.5%、4.4%、6.0%盐度的水。 

由图2.3的发酵结果可以看出，盐度对T. cutaneum ACCC 20271的细胞生长和油脂生

产有一定影响。1.0%、3.5%盐度下的细胞生长量、糖消耗情况和油脂生产量与淡水中的

发酵结果类似，在这两个盐度下油脂积累的速率较慢，但发酵过程中一直在积累，而在
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淡水中油脂在72 h后几乎无积累，说明盐度减缓了油脂的积累。盐度在4.4%和6.0%下，

细胞生长量明显低于淡水，油脂产量也较低。T. cutaneum ACCC 20271的最高油脂产量

均在120 h获得，因此，图2.3(d)展示了其在不同盐度条件下发酵120 h得到的油脂产量。

对照组的最高油脂产量为7.2 g/L，1.0%和3.5%盐度下的油脂产量分别为6.8、6.9 g/L，与

对照组相似。而4.4%、6.0%盐度的油脂产量分别为5.1 g/L、3.2 g/L，与对照相比油脂产

量分别降低了29.1%和55.5%。该结果表明在盐度为4.4%、6.0%的条件下，细胞生长量与

油脂产量均受到明显抑制，在3.5%及以下盐度其油脂生产性能和生长量并没有受到较大

的影响。另外，3.5%的盐度是一个非常典型的盐度，各类工业废水大部分处于该盐度下，

也恰好是海水的平均盐度，因此T. cutaneum具备利用海水生产油脂的潜能。但是，从图

2.3(b)中可以得知，T. cutaneum ACCC 20271在发酵120 h后并没有将葡萄糖完全消耗完，

在淡水发酵中还有约70 g/L残糖。与其他油脂酵母相比，T. cutaneum ACCC 20271的油脂

产量并没有优势。 

2.3.3  皮状丝孢酵母在高盐条件下的适应性进化 

从前面图 2.1的实验结果可知T. cutaneum具有高耐盐性。图 2.3展示的结果中表明，

与淡水条件相比，T. cutaneum ACCC 20271 在 3.5%氯化钠浓度下存在细胞生长量低的问

题。另外一个问题是与其他产油微生物相比，T. cutaneum ACCC 20271 的油脂生产能力

低。利用海水代替淡水获得高微生物油脂产量需要解决 T. cutaneum ACCC 20271 菌株生

物量低和油脂产量低的问题。 

该油脂酵母的遗传操作系统并没有建立起来，本实验室的赵瞭同学曾尝试在该细胞

中进行基因改造，但最终因为同源重组效率低等问题而不能获得有效的重组菌株[133]，

在此基础上，我们也做过提高粗甘油利用的相关分子改造，但均未成功。此外，考虑到

高盐胁迫并不是单个基因起作用，而是细胞内一系列的相关基因上调或下调来应对高盐

胁迫。某个耐盐基因的导入或过表达并不一定有明显的效果。因此，本研究尝试通过适

应性进化来提高油脂酵母 T. cutaneum ACCC 20271 的耐盐性。将其在 4.0%氯化钠浓度

下进行适应性进化，采用 4.0%氯化钠浓度而不是一个典型的海水盐度（3.5%），是期望

能快速提高其耐盐性。提高细胞内的油脂含量可采用超离心筛选方法，因积累高油脂含

量的细胞一般比较大，而且其密度较轻，与油脂含量低的细胞相比，其在培养液中受到

的摩擦力和浮力大，可以尝试通过高速离心的方式筛选培养液上层的细胞以富集含油率

较高的细胞。本实验室已通过该方法获得了 T. cutaneum MS28 和 T. cutaneum WL97[134]，

表明了该方法的可行性。 
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图 2.4  T. cutaneum ACCC 20271 在 4.0% NaCl 下的长期适应性进化 

Fig. 2.4  Long-term adaptive evolution of T. cutaneum ACCC 20271 in medium containing 4.0% NaCl 

T. cutaneum ACCC 20271 培养在合成培养基中，培养条件：30 ℃，180 rpm，5 d。培养基开始添加

葡萄糖为 20 g/L，为了保持高的碳氮比以利于油脂积累，后期调整为 60 g/L。培养基中保持 40 g/L

氯化钠浓度不变，离心筛选过程逐渐提高离心力大小（从 2,000 g 到 42,000 g） 

 

本研究通过把适应性进化与高速离心方法相结合来筛选高耐盐性、高油脂含量的酵

母菌株。首先将 T. cutaneum ACCC 20271 培养在含有 4.0% NaCl 的培养基中，培养 5 d

取 5 mL 菌液离心后取上清转移到新鲜的同样含有 4.0% NaCl 的摇瓶中进行培养。一直

重复该过程，不断提高离心力，期间观察细胞形态变化并测定油脂含量。结果如图 2.5

所示，经过 44 次不断转接与离心（离心力从 2,000 g 逐步提高至 42,000 g），细胞生长并

没有明显改善，但油脂含量总体是有一定的提高。油脂含量总是在上下波动，一部分原

因可能是由于盐条件下菌体量少，油脂测量并不准确。另外，考虑到碳氮比较低，可能

不利于油脂的积累，后期增加葡萄糖浓度至 60 g/L。在其浓度提高之后细胞干重有所增

加，但细胞含油率并没有明显提高。 

皮状丝孢酵母在经过 44 次转接之后细胞形态并没有一个明显的变化（如图 2.5）。

后续尝试通过加入纤维素酶以期减少细胞壁厚度来提高细胞内的油脂含量，但仍然没有

变化。可能离心筛选的方法在高盐条件下并不适用，因高的渗透压可能迫使细胞变小，

大部分细胞都是同样大小，通过离心的方式并不能有效筛选出高油脂含量的细胞。 
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图 2.5  T. cutaneum ACCC 20271 在适应性进化过程中的细胞形态 

Fig. 2.5  Cell morphology of T. cutaneum ACCC 20271 during adaptive evolution 

T. cutaneum ACCC 20271 每 3 天转接一次，每次转接前观察细胞形态。图中分别为 T. cutaneum 

ACCC 20271 (a) 初始；(b) 第 19 次转接；(c) 第 30 次转接；(d) 第 40 次转接时的细胞形态。细胞

形态在光学显微镜 100 倍下观察。 

 

2.3.4  T. cutaneum MP11 在不同盐度的海水体系下的油脂发酵 

原始菌株T. cutaneum ACCC 20271并没有较强的油脂生产能力，利用高盐水发酵生

产油脂的应用价值不高。由2.3.3小节可知，T. cutaneum ACCC 20271经过适应性进化其

油脂产量并没有明显提高，细胞形态也没有按照预想发生变化。因此直接在高盐条件下

进行适应性进化的方法不可行。本研究接下来尝试利用在淡水中通过离心筛选而使油脂

产量提高的酵母菌株在高盐条件下进行油脂发酵。T. cutaneum MP11是通过超高速离心

筛选而来，油脂含量高达70%，细胞也比原始菌株大几十倍。因此，接下来以T. cutaneum 

MP11为研究对象在不同盐度下进行油脂发酵。 

T. cutaneum MP11在不同盐浓度下的发酵结果如图2.6所示，油脂积累与细胞生长的

趋势一致。T. cutaneum MP11在1.0%盐度下的生长趋势、糖消耗与淡水培养中的情况基

本一致，其油脂产量为24.1 g/L，与淡水的23.3 g/L类似，说明此盐度对其油脂积累与细
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胞生长均无负面影响。T. cutaneum MP11在3.5%盐度下细胞生长有一定的延迟，在前期

生长较慢，24 h以后快速生长，到96 h达到最大值，此时油脂产量也达到了最高（31.7 

g/L）。从图2.6(d)可以看出，该菌株在4.4%的盐度下，发酵120 h后还剩余约30 g/L葡萄

糖未被消耗，细胞量与油脂积累量一直随着时间稳步增加，油脂最终产量达到20.3 g/L。

在4.4%盐度的条件下继续延长发酵时间发现葡萄糖能够被不断消耗，油脂产量增加，说

明此盐度使细胞生长与油脂积累变得缓慢，但延长发酵时间细胞还是能够继续生长与积

累油脂。T. cutaneum MP11在6.0%盐度下，前24 h并未见生长，之后细胞量缓慢增加，120 

h后还有80 g/L以上的葡萄糖未被消耗；在此盐度下，48 h之前几乎无油脂积累，发酵120 

h仅有8.5 g/L油脂积累。综上所述，1.0%盐度下对细胞生长与油脂积累无影响，而3.5%、

4.4%、6.0%盐度下对细胞生长都有一定的影响，使细胞延迟期增加，尤其在6.0%盐度下

明显抑制细胞生长。油脂积累与细胞生长是一致的，细胞生长快，油脂积累快，细胞无

生长，油脂也随之停止积累。当葡萄糖耗完后，油脂积累量降低，细胞通过降解油脂来

维持细胞生长。 

从图2.7中可以清晰地看出，随着盐度的增加，T. cutaneum MP11的油脂产量呈现出

先增加后减少的趋势，在盐度为3.5%时，该油脂酵母细胞的油脂产量最高。具体来说，

在盐度为1.0%时，油脂产量与淡水发酵的结果类似（24.2 g/L），并没有大的变化。当盐

度为3.5%时，油脂产量最高（31.7 g/L），比淡水中的（23.3 g/L）提高了36%。盐度为

4.4%时，油脂产量（20.3 g/L）开始下降，当盐度继续增加至6.0%时，油脂产量为8.7 g/L，

与对照相比降低了64%。观察细胞形态发现，当盐度为3.5%及以下时，与淡水培养条件

下的细胞形态相比并没有明显变化，细胞形态都呈现长而大的棒状。但盐度为4.4%和6.0%

时细胞形态大部分趋于圆形，长梭状的细胞变少。出现此现象的原因可能是由于在更高

的盐度下细胞外的渗透压较强，不利于细胞的伸长，小的细胞可能更利于抵御渗透压胁

迫。从以上分析结果来看，在5个盐度梯度下，一个非常典型的盐度（3.5%）更有利于T. 

cutaneum MP11的油脂生产。从该部分油脂发酵的趋势来看，在盐胁迫下细胞的生长变

得缓慢，油脂会不断积累，即油脂生产的时间变长。与淡水相比，一定的盐胁迫可诱导

油脂积累。有一些研究报道也表明一定的盐胁迫强度有利于油脂的积累，但这些研究大

多数集中在微藻中，油脂酵母中的报道很少。Ho等人[135]发现，在盐胁迫下，三磷酸甘

油、丙酮酸和乙酰辅酶A的含量高于淡水。造成这一现象的原因可能是盐胁迫改变了碳

代谢流，使其更倾向于脂类合成途径。 

 

 

 

 

 

http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?SID=8EzXhTwFvlackpRrxoc&mode=rrcAuthorRecordService&action=go&product=WOS&lang=zh_CN&daisIds=244770
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图2.6  T. cutaneum MP11在不同盐度下的细胞量、糖耗和油脂产量 

Fig. 2.6  Cell growth, sugar consumption and lipid production of T. cutaneum MP11 at different salinity 

T. cutaneum MP11 的油脂发酵在 3 L 生物反应器中进行，发酵条件：30 ℃，450 rpm，5 d，pH 控制

在 5.0，通气量 1 vvm，接种量 10%，发酵体系 800 mL。上罐发酵用的是海水体系，通过额外添加

氯化钠配置成不同盐度，盐度分别为 (a) 淡水、(b) 1.0%盐度、(c) 3.5%盐度、(d) 4.4%盐度、(e) 

6.0%盐度。每个盐度条件下均进行一次重复实验，以上数值为两次发酵结果的平均值。 
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图 2.7  T. cutaneum MP11 在不同盐度下的油脂产量与其对应的细胞形态 

Fig. 2.7  Lipid production and its corresponding cell morphology of T. cutaneum MP11 under different 

salinities. 

图中所表示的油脂产量为发酵 120 h 后所获得的最大油脂产量。其中，盐浓度在 1.0%和 3.5%时，

最大油脂产量在 96 h 获得；盐浓度为 4.4%和 6.0%时，在 120 h 获得；而对照组（淡水）则在 72 h

获得。5 张细胞形态图片分别对应下面五个盐度，细胞形态均在 100 倍镜下观察拍摄。 

 

2.3.5  T. cutaneum MP11 在不同盐度下的发酵现象 

T. cutaneum MP11 在发酵结束后一般取 25 mL 样品于离心管中进行油脂产量的测

量。在样品放置过夜后发现一个在原始菌株 T. cutaneum ACCC20271 中并没有出现过的

现象。如图 2.8 所示，T. cutaneum MP11 在高盐条件下不经过离心作用油脂细胞就能够

自动实现与发酵培养液的分离。但在淡水培养基中培养时（图 2.8 (a)）并没有出现细胞

漂浮在上层的现象。工程改造菌株解脂耶氏酵母中也发现细胞漂浮在发酵液上层的现象，

该酵母细胞的培养介质是淡水[136]，但作者只提到这一现象并没有过多的解释，可能是

该改造菌株中含油率较高的原因。本实验在高盐条件下细胞的分层现象大致可能的原因

如下：一方面，高盐水中培养会使细胞外环境具有高的渗透压，而高渗透压会使细胞失

去水分，导致细胞内油脂含量会略微偏高；另一方面，高盐水的密度比淡水的密度大，

油脂含量高的细胞更容易漂浮在发酵液上，这可能是主要的原因。这种现象的发现对于

细胞收集是非常重要的，可以不经过离心步骤就可以收集到大部分细胞，对降低油脂提

取成本具有重要作用。 
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图 2.8  T. cutaneum MP11 在不同盐度条件下发酵结束后的样品 

Fig. 2.8  Fermentation samples of T. cutaneum MP11 under different salinities. 

分别取 T. cutaneum MP11 在 (a) 淡水对照（0.0%）、(b) 3.5%盐度、(c) 6.0%盐度条件下发酵 96 h 的

培养液 25 mL 于 50 mL 离心管中，放置过夜后进行观察。 

 

2.4  本章小结 

海水是丰富的水资源，目前并没有应用于大规模的生物制造。皮状丝孢酵母对环境

的适应性强，能够在木质纤维素体系中生产油脂。本章节首先考察了皮状丝孢酵母的耐

盐性能，在含有 4.0% NaCl 培养基中进行适应性进化以期提高油脂产能与耐盐能力。其

次尝试将海水替代淡水进行 T. cutaneum 的油脂发酵。本章节得出的主要研究结果如下： 

（1）将皮状丝孢酵母培养在不断提高氯化钠浓度的培养基中，探究其耐盐能力，细

胞形态与生长情况表明 T. cutaneum 能够耐受高达 13.0% NaCl，可见其具有高耐盐性能。 

（2）在海水中添加氯化钠制备不同盐度的水。将 T. cutaneum ACCC 20271 培养在

不同盐度的海水体系中进行油脂发酵。结果发现，3.5%及以下盐度的细胞生长、油脂生

产与在淡水中培养的产量相差不大，油脂产量在 6 - 7 g/L 左右；但在 4.4%和 6.0%盐度

下，细胞生长与油脂积累受到抑制，尤其在 6.0%盐度下该酵母细胞的油脂产量下降了

55.5%。 

（3）T. cutaneum ACCC 20271 菌株油脂产量不高，盐度或多或少会影响细胞的生

长，因此在含有 4.0% NaCl 的培养基中进行适应性进化来提高油脂产量。该油脂酵母细

胞经过 44 次超离心筛选，细胞形态并没有变化，油脂产量也没有一个提高，细胞生长

有所增加。在高盐条件下进行适应性进化与离心筛选并不能得到高油脂产量的菌株，可

能是因为高渗透压下细胞形态很难发生改变。 

（4）在高盐条件下超离心筛选高油脂含量的细胞行不通，那么尝试另一种途径。即
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利用在不添加氯化钠的条件下通过超离心筛选得到的菌株 T. cutaneum MP11。将该菌株

在不同盐度条件的水中进行油脂发酵，结果表明一个 3.5%的盐度能够产生更高的油脂

产量，是淡水发酵的 1.36 倍，该盐度是大部分的工业废水和海水的盐度，非常典型。在

1.0%盐度的水中获得了与淡水中相似的油脂产量。盐度为 6.0%时油脂产量为 8.7 g/L，

比淡水中降低了 64.0%。在淡水、1.0%、3.5%盐度下的细胞形态没有明显变化，在 4.4%

和 6.0%盐度细胞形态更多趋向于圆形。一个典型的盐度更利于 T. cutaneum 生产油脂，

但盐度超过某值后就会抑制细胞的生长与油脂积累。 

（5）在高盐条件下发现一个重要的现象，即 T. cutaneum MP11 的发酵后的样品经

过夜放置后大部分细胞会漂浮在培养液上层。该现象在工业生产中是非常有利的，可以

降低细胞分离成本，进而降低油脂生产的成本投入。 
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第 3 章  皮状丝孢酵母在含盐废水中的油脂发酵 

3.1  引言 

除了丰富的海水资源外，还有另外一部分工业废水也具有高盐度的特点。工业废水

来源广泛，如制药、制革厂、纺织厂、石油、石化、海水养殖等行业产生的废水。另外，

工业含盐废水含有许多污染物，特别是重金属、有机污染物等有害物质[136-138]，必须经

过处理才能进行排放。废水的排放标准不断增高，含盐废水处理显得越来越重要，到目

前为止，已经开发出各种技术来处理高盐工业废水。生物、物理化学技术正逐步应用于

工业含盐废水的处理。 

其中苯酚是各种工业废水中最常见的有机污染物之一[139]，具有相当的稳定性与难

降解性[140]。对苯酚的去除有吸附、氧化等有效的处理方法，然而，它们往往存在严重的

缺点。这些技术大多不会降解苯酚，而是将其转移到另一阶段，从而导致有害副产品的

形成，造成二次污染。生物降解是最具有成本效益和可持续性的处理方法。因此，苯酚

的生物处理正逐渐成为污染控制中的重要过程。此外，与物理化学方法相比，生物降解

法去除苯酚是普遍首选的方法，因为苯酚有可能被完全降解，使有毒化合物完全转化为

无毒的代谢产物。 

真菌在芳香族化合物的降解中有着重要的作用，多项研究表明，不同的真菌都具有

酚类物质降解的能力。它们能够通过酶的机制消耗多种碳源，从而为苯酚等芳香族衍生

物的代谢提供了可能。废水中酚类物质的浓度最高可达 10,000 mg/L，而微生物耐受苯

酚的能力因菌种而异。关于处理苯酚含盐废水的大部分研究都集中于生物降解[120, 141]，

也有一些研究报道过利用苯酚含盐废水作为培养介质进行油脂生产[142, 143]，但在苯酚存

在下油脂产量较低。皮状丝孢酵母是环境微生物，对恶劣条件的适应性强，能够耐受木

质纤维素来源的酚醛抑制物，如丁香醛、4-羟基苯甲醛等。因此，本章节以 T. cutaneum 

MP11 为研究对象，研究其对苯酚的耐受性以及在含酚高盐废水中的油脂生产能力。首

先进行了皮状丝孢酵母的苯酚耐受性实验，探究其最高能够耐受的苯酚浓度。其次，将

T. cutaneum MP11 在含有初始浓度为 3.5% NaCl 和 1,000 mg/L 苯酚的培养基中进行油脂

发酵，观察其细胞形态。最后，尝试在其他含盐工业废水中进行油脂发酵（自制四环素

高盐水与工业榨菜废水），扩大 T. cutaneum MP11 在高盐水体系下生产油脂的应用范围。 

3.2  实验材料与方法 

3.2.1  菌种与培养基 

T. cutaneum MP11 保藏于中国普通微生物菌种保藏管理中心（CGMCC，

http://www.cgmcc.net），注册号为 20481。本实验所用的培养基如下。 
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（1）YPD 培养基：10 g/L 酵母提取物，20 g/L 葡萄糖，20 g/L 蛋白胨。 

（2）YPD 平板：10 g/L 酵母提取物，20 g/L 葡萄糖，20 g/L 蛋白胨，20 g/L 琼脂 

（3）合成培养基：60 g/L 葡萄糖，2.0 g/L 磷酸二氢钾，1.0 g/L 酵母提取物，1.0 

g/L 七水硫酸镁，0.44 g/L 硫酸铵。 

（4）上罐发酵培养基：150 g/L 葡萄糖，2.0 g/L 磷酸二氢钾，1.0 g/L 酵母提取物，

1.0 g/L 七水硫酸镁，0.44 g/L 硫酸铵，35 g/L 氯化钠。 

3.2.2  水样与试剂 

苯酚母液配制：称取 2.5 g 的苯酚于容量瓶中用去离子水定容至 50 mL，0.22 μm 的

滤膜过滤除菌，制作成 50 g/L 苯酚溶液备用。苯酚高盐废水由 35 g/L 氯化钠和过滤除菌

后的苯酚配制而成。葡萄糖母液：称取 85 g 葡萄糖配置成 100 mL。榨菜废水取自四川

吉香居食品厂。配制 1 mg/mL 四环素母液，过滤除菌后避光放置在-20 ℃条件下。 

蛋白胨、酵母提取物和葡萄糖标准溶液供应商详见 2.2.2。葡萄糖、苯酚和其他所有

的分析级化学品购买自上海泰坦科技有限公司。 

3.2.3  种子培养 

方法详见 2.2.3。 

3.2.4  微生物油脂发酵 

苯酚耐受性探究与四环素油脂发酵实验均在摇瓶中进行。苯酚含盐废水与榨菜废水

的微生物油脂发酵实验在 3 L 发酵罐中进行。苯酚含盐废水发酵：在发酵开始前先向发

酵罐中添加培养基，然后按照所需浓度添加过滤除菌后的苯酚母液，搅拌均匀后加入活

化后的种子液（10%，v/v）。具体发酵条件详见 2.2.4。 

3.2.5  葡萄糖、细胞生长的测定 

测定方法详见 2.2.8。 

3.2.6  微生物油脂提取 

微生物油脂提取的具体方法参见 2.2.9。 

3.2.7  高效液相色谱（HPLC）分析 

苯酚浓度使用 HPLC（岛津，日本）进行分析。检测器为 SPD-20A 型 UV/Vis 紫外

检测器，C18 柱（YMC-Pack ODS-A，150 mm×4.6 mm）为固定相，以 70%乙腈和 30%

超纯水为流动相，流速为 1 mL/min。注射样品的体积为 20 μL，柱温维持在 30 ℃，检测

波长 270 nm[144]。样品经过 0.22 μm 的滤膜过滤然后稀释至合适的浓度。 

3.3  结果和讨论 

3.3.1  皮状丝孢酵母的苯酚耐受性 
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图 3.1  T. cutaneum MP11 在 3.5%盐度条件下的苯酚耐受性研究 

Fig. 3.1  Phenol tolerance of T. cutaneum MP11 at 3.5% salinity 

T. cutaneum MP11 的苯酚耐受性实验在摇瓶中进行。培养条件：30 ℃，182 rpm，5 d，接种量

10%。不加苯酚的 3.5%盐度的培养基作为对照组。在摇瓶中分别加入苯酚母液 700 μL、800 μL、

900 μL、1,000 μL、1,200 μL、1,400 μL 和 1,600 μL 来制备含有 700 mg/L、800 mg/L、900 mg/L、

1,000 mg/L、1,200 mg/L、1,400 mg/L 和 1,600 mg/L 苯酚的培养基。 

 

苯酚对细胞是有毒性的，会严重抑制其生长。不同微生物对苯酚的耐受性不同，据

报道微生物能够耐受的最高苯酚浓度为 2,250 mg/L[145]。通过 2.3.4 中的研究结果可知，

与其他盐度相比，T. cutaneum MP11 在典型盐度 3.5%下的油脂产量较高。因此，本研究

探究 T. cutaneum MP11 在典型盐度胁迫下的苯酚耐受性。实验结果如图 3.1 所示，从结

果中可以看出，1,000 mg/L 以下的苯酚浓度对细胞生长、油脂积累量几乎无负面作用，
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但苯酚在 1,000 mg/L 时葡萄糖有少量剩余。初始苯酚浓度为 1,200 mg/L 时对细胞有显

著影响，油脂产量显著降低。在 1,200 mg/L 的苯酚存在下，发现有一组平行试验在培养

120 h 后细胞生长状况差异明显，可能不同的接种量对该油脂酵母耐受苯酚的能力有影

响。细胞在 1,400 mg/L 苯酚下无生长量，无油脂积累。从结果可知，T. cutaneum MP11

在典型盐度条件下能够耐受 1,000 mg/L 的苯酚浓度。 

3.3.2  皮状丝孢酵母在含酚高盐水中的油脂发酵 

 

 

   

图 3.2  T. cutaneum MP11 在含酚高盐废水的油脂发酵 

Fig. 3.2  Lipid fermentation of T. cutaneum MP11 under phenol containing salinr water 

T. cutaneum MP11 的油脂发酵在 3 L 生物反应器中进行，发酵条件：30 ℃，450 rpm，5 d，pH 控制

在 5.0，通气量 1 vvm，接种量 10%（v/v），发酵体系 800 mL。培养基成分：60 g/L 葡萄糖， 35 

g/L 氯化钠，1,000 mg/L 苯酚，其他成分与发酵培养基一样。发酵 36 h 补加葡萄糖母液。每个盐度

条件下均进行一次重复实验，以上数值为两次发酵结果的平均值。 
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由以上结果可知，T. cutaneum MP11能够耐受1,000 mg/L的苯酚。因此，将T. 

cutaneum MP11在1,000 mg/L的苯酚浓度和典型盐度下进行油脂发酵。本研究发现当葡

萄糖的初始浓度为150 g/L，发酵72 h后未见细胞生长。分析原因可能是培养基中渗透

压过高，加上苯酚和高盐的胁迫压力，对细胞的毒害作用大。因此，后续实验尝试降

低初始葡萄糖的浓度，在发酵过程中再补加葡萄糖，考察T. cutaneum MP11在含酚高盐

水中的油脂发酵能力。 

 

 

 

图 3.3  T. cutaneum MP11 在含酚高盐废水的油脂发酵 

Fig. 3.3  Lipid fermentation of T. cutaneum MP11 under phenol containing salinr water  

T. cutaneum MP11 在培养 48 h 后添加葡萄糖母液使总糖浓度达到 150 g/L，按 1.0 g/L 补加酵母提取

物。其它发酵条件和操作与图 3.2 中所描述的相同。每个盐度条件下均进行一次重复实验，以上数

值为两次发酵结果的平均值。 
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初始糖浓度与摇瓶发酵的糖浓度（60 g/L）保持一致，T. cutaneum MP11在培养24 h

后细胞开始逐渐生长，因此在培养36 h时补加葡萄糖母液，使其达到150 g/L的葡萄糖水

平。发酵结果如图3.2所示，T. cutaneum MP11在发酵的前24 h苯酚被快速降解，约82%

的苯酚在该阶段被降解，之后降解缓慢，可能加入过多的葡萄糖抑制了苯酚的降解。发

酵24 h之后细胞快速生长，到36 h时OD值达到了21.0。添加葡萄糖后，细胞并没有如24 

-36 h的快速生长趋势。油脂产量在36 h后一直在持续积累，但T. cutaneum MP11发酵5天

后最终仅获得14.6 g/L的油脂产量。从图3.2中可以看出发酵结束后还有70 g/L的葡萄糖

残留。与上一章节2.3.4中的淡水发酵结果（23.3 g/L）相比，油脂产量降低了37.3%，可

能由于苯酚的存在抑制了细胞的油脂生产。 

上述发酵结果并不理想，发酵结束后有大量残糖，细胞生长缓慢。根据发酵趋势

图，考虑到可能的原因如下。发酵36 h时，培养基中还有将近一半的葡萄糖未被消耗，

此时再添加葡萄糖对细胞的冲击力还是较大，外部环境的渗透压增加可能影响了细胞

生长。第二个原因可能是前期绝大部分碳源用于细胞生长，造成氮源消耗殆尽，不能

保持适宜的碳氮比不利于细胞生长与油脂积累。针对以上两个问题，采取以下策略，

即在发酵48 h后再补加葡萄糖，在补加葡萄糖的同时补加氮源。发酵结果如图3.3所

示，T. cutaneum MP11不仅实现了油脂积累而且降解了约800 mg/L的苯酚，其最终油脂

产量达到23.6 g/L，与不添加苯酚的淡水发酵结果相似。 

 

 

图3.4  T. cutaneum MP11在苯酚高盐水介质中的细胞形态 

Fig. 3.4  Cell morphology of T. cutaneum MP11 under phenol containing saline medium 

T. cutaneum MP11在3 L生物反应器中分别发酵 (a) 96 h 和 (b) 120 h 后观察细胞形态。 

 

T. cutaneum MP11在苯酚高盐水中的细胞形态如图3.4所示。细胞形态存在球状和棒

状两种状态。与2.3.4中的淡水或不同盐度的水中培养的细胞相比，在苯酚存在下，T. 

cutaneum MP11出现更多的球状。可见苯酚对细胞形态造成影响，使细胞变小，甚至高
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浓度直接杀死细胞。这也是在苯酚含盐废水中的油脂产量低于相同盐度无苯酚添加条件

下的原因。 

3.3.3  皮状丝孢酵母在其他含盐废水中的油脂发酵 

为了拓展 T. cutaneum 在其他含盐有机废水的应用范围，本研究尝试在实际的工业

榨菜废水和含有四环素的盐水中进行油脂发酵。 

 

 

图 3.5  T. cutaneum 在榨菜废水中的油脂发酵 

Fig. 3.5  Lipid fermentation of T. cutaneum in pickle waste water 

T. cutaneum MP11 和 T. cutaneum ACCC20271 在榨菜废水中进行油脂发酵。发酵条件：30 ℃，120 

h，450 rpm，接种量 10%，通气量 1vvm，pH 为 5.0。 

 

本部分实验所用的榨菜废水盐度为 7.8%，因盐度较高，在发酵之前将榨菜废水稀释

2 倍。T. cutaneum MP11 在不额外添加糖和营养盐的榨菜废水中进行油脂发酵，实验结

果见图 3.5。T. cutaneum MP11 油脂产量在 48 h 达到最高，为 2.2 g/L，随后油脂积累量

下降，这可能因水中的可用碳源较少，后续细胞开始消耗油脂。T. cutaneum ACCC20271

表现出了相同的趋势，只是其油脂产量并没有 T. cutaneum MP11 高，油脂积累量在 72 h

达到最高（1.2 g/L）。在榨菜废水中的油脂发酵表明，尽管 T. cutaneum 的油脂产量不高，

但其可以利用榨菜废水中的有机物进行生长。 

制药废水中残留部分抗生素，虽然浓度不高，但经过长时间积累可能会出现抗生素

的富集现象。另外，抗生素可能使细菌产生耐药性，对环境以及人类的健康造成威胁。

本研究尝试用含有抗生素的高盐废水进行油脂发酵。该实验所用的抗生素为四环素，是

一类被广泛使用且用量比较大的抗生素。将 T. cutaneum MP11 在四环素废水（典型盐度）

中进行油脂发酵，结果如图 3.6 所示。与对照相比，培养基中的四环素浓度在 50-250 mg/L

的范围内对 T. cutaneum MP11 的生长与油脂生产并没有产生影响。出现该现象的原因可
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能是四环素对该油脂酵母并没有抑制作用，其主要抑制细菌的生长。另外废水中的抗生

素浓度一般都达不到 200 mg/L，因此后续并没有选择某个抗生素浓度进行油脂上罐发

酵。该结果也表明 T. cutaneum 适用于在四环素废水进行油脂发酵，也可拓展到其他对

真菌没有影响的抗生素废水中。 

综上所述，T. cutaneum MP11 具有在实际高盐有机废水中进行油脂生产以及某些有

机污染物降解的潜能，可以减轻水处理成本，展示出了其利用含盐有机废水代替淡水进

行微生物油脂的可能性。 

 

 

图 3.6  T. cutaneum MP11 在四环素含盐水中的油脂发酵 

Fig. 3.6  Lipid fermentation of T. cutaneum MP11 under tetracycline containing saline water 

 

3.4  本章小结 

大部分工业废水具有高盐度的特点，如制药、制革、石油、石化厂。除了高盐度之

外，也含有其他的有机污染物、重金属等。苯酚作为工业废水的主要有机污染物之一，

对细胞具有严重的抑制作用。本章节主要研究含苯酚高盐废水对 T. cutaneum MP11 的油

脂生产能力的影响。另外也考察了 T. cutaneum MP11 在其他含盐工业废水（自制四环素

废水和工业榨菜废水）中的油脂生产能力。主要的研究结论如下。 

（1）T. cutaneum MP11 能够在含有初始浓度为 1,000 mg/L 的苯酚和典型盐度的培

养基中生长。苯酚浓度在 1,000 mg/L 以下时，T. cutaneum MP11 的生长与油脂产量并没

有受到影响，与不添加苯酚的对照相似。 

（2）T. cutaneum MP11 在 3 L 生物反应器中进行油脂发酵，考察其在初始浓度为

1,000 mg/L 的苯酚和典型盐度条件下的油脂生产能力。初始糖添加量为 150 g/L，发酵
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72 h 还未见细胞生长，考虑可能原因是细胞外渗透压高加上苯酚的抑制作用。随后调整

初始糖添加量为 60 g/L，在发酵 36 h 时再添加葡萄糖，此时细胞已经开始生长。但是发

酵结果仍然不理想，前 48 h 细胞生长缓慢，发酵 120 h 还有葡萄糖未被消耗。猜想可能

是此时的渗透压还较高，大部分氮源可能前期被消耗用于细胞生长。因此，调整为发酵

48 h 后补加葡萄糖，同时补加氮源。最终油脂产量达到 23.6 g/L，与不添加苯酚的淡水

下发酵结果相似。苯酚的添加的确影响了细胞的生长，使其对发酵条件要求更高。 

（3）为了验证 T. cutaneum MP11 在其他的高盐工业废水中的广泛应用，本研究尝

试将其培养在工业榨菜废水中，最后也尝试在含有四环素高盐水中发酵。T. cutaneum 

MP11 能够在不添加任何碳源、氮源和营养盐的榨菜废水生长，并且能够积累 2.2 g/L 的

油脂，为榨菜废水的处理减轻了负担。T. cutaneum MP11 在四环素废水中进行摇瓶发酵，

发现四环素对其生长与油脂生产均无负面影响。以上结果表明 T. cutaneum MP11 具有在

高盐废水中生产油脂的潜力。 
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第 4 章  结论与展望 

4.1  结论 

微生物油脂是生产航空燃料和生物柴油的最佳原料。微生物油脂的生产得到了广泛

研究。产油酵母因为细胞生长快，油脂含量高，可利用各种发酵底物而成为油脂生产的

主力。然而，微生物油脂发酵需要大量的淡水输入，增加用水负担以及后续的废水处理

压力。丰富的海水资源与工业含盐废水尚未用于大规模的油脂生产。该高盐水资源的利

用对微生物的要求高，首要条件就是需要其具有耐受高盐胁迫的能力。另外，工业废水

含有有机污染物，重金属等有害物质，毒性大，这就要求微生物需要具有解毒机制或毒

性耐受能力，如芳烃族降解能力，重金属的吸附作用等。T. cutaneum 可以降解木质纤维

素来源的抑制物如丁香醛、4-羟基苯甲醛等。因此，本研究以 T. cutaneum ACCC20271 和

高产油脂菌株 T. cutaneum MP11 为研究对象，研究它们在海水和工业含盐废水中的耐盐

性能与油脂生产能力。本研究的主要内容与结论如下。 

（1）首先通过长期的适应性进化探究皮状丝孢酵母对氯化钠的耐受能力。通过细

胞形态、生长状况与胞内钠离子浓度可知 T. cutaneum 能够耐受高达 13.0% NaCl，具有

非常高的盐耐受能力。 

（2）在海水中添加氯化钠制备几种常见盐度（1.0%、3.5%、4.4%、6.0%）的水介

质。将 T. cutaneum ACCC20271 在以上几种盐度下进行油脂发酵。结果表明 3.5%及以下

盐度的细胞生长、油脂生产与在淡水中培养的产量相差不大，油脂产量在 6-7 g/L 左右。

但盐度在 4.4%和 6.0%下，细胞生长与油脂积累受到影响，尤其在 6.0%盐度下该酵母细

胞的油脂产量下降了 55.5%。考虑到原始菌株 T. cutaneum ACCC20271 产油性能不高，

不利于工业化生产，因此尝试通过适应性进化与超离心筛选相结合的方法在 4.0% NaCl

条件下筛选优良的油脂生产菌株。该油脂酵母细胞经过 44 次超离心筛选，油脂产量并

没有提高。可能由于存在高盐胁迫，此方法并不能有效地提高该油脂酵母的油脂产量。 

（3）在高盐条件下进行超离心筛选高油脂含量的细胞行不通，那么尝试另一种途

径。即利用在淡水条件下已通过超离心筛选得到的菌株 T. cutaneum MP11 进行油脂发

酵。T. cutaneum MP11 在不同盐度条件下的油脂发酵结果表明，在 1.0%盐度的水中获得

了与淡水中相似的油脂产量。3.5%盐度能够产生更高的油脂产量，是淡水发酵的 1.36 倍。

盐度为 4.4%和 6.0%时油脂产量显著降低。与淡水中的细胞相比，在 1.0%、3.5%盐度下

的细胞形态没有明显变化，4.4%和 6.0%盐度下细胞形态更多趋向于圆形。 

（4）T. cutaneum 能够在初始浓度为 1,000 mg/L 的苯酚和 3.5%盐度的培养基中生

长。随后考察 T. cutaneum MP11 在含有苯酚和高盐的培养基中进行油脂生产能力。结果

发现初始糖添加量为 150 g/L，发酵 72 h 还未见细胞生长。随后调整初始糖添加量为 60 
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g/L，在培养 36 h 时再添加葡萄糖，但是发酵结果不理想，发酵 120 h 后还有葡萄糖未

被消耗。调整葡萄糖的补加时间（发酵 48 h 时），同时补加氮源。最终油脂产量达到 23.6 

g/L，与不添加苯酚的淡水介质中发酵结果相似。 

（5）T. cutaneum 能够在不添加任何碳源、氮源和营养盐的榨菜废水生长，并且可

积累 1-2 g/L 的油脂。另外也考察了 T. cutaneum 在四环素废水的油脂生产，发现四环素

对其无影响。该结果表明 T. cutaneum 具有在高盐废水中生产油脂的潜力。 

（6）在高盐条件下发现一个重要的现象，即 T. cutaneum MP11 的发酵后的样品经

过过夜放置大部分细胞会漂浮在培养液上层。该现象在工业生产中是非常有利的，可以

降低细胞分离成本，进而降低油脂生产的成本投入。 

 4.2  展望 

目前的微生物油脂生产是在淡水中进行，用水量大，造成用水负担。为了能够减轻

用水压力及水处理成本，本论文主要研究了 T. cutaneum 在海水和工业含盐废水的油脂

发酵。研究发现皮状丝孢酵母能够在实际海水体系中生产油脂，盐度一定程度上促进了

油脂生产。T. cutaneum 能够在含有苯酚的高盐水介质中生长，也获得了不错的油脂生产

量。另外，T. cutaneum 也能在榨菜废水和含有四环素废水中进行油脂生产。但研究中也

出现一些未解决的问题，需要对其进行进一步研究或改进。 

（1）T. cutaneum 能够耐受 13.0% NaCl，具有高盐耐受性。可进一步研究其耐盐机

制，通过分子手段将相关基因运用到其他微生物中，增加其他微生物的盐耐受性。 

（2）本文发现 3.5%盐度更有利于油脂的积累，有研究者发现其他产油微生物是因

为盐胁迫改变了碳代谢流，使其更容易流向油脂生成的代谢途径。可通过转录组以及代

谢组来进一步确认 T. cutaneum 在该盐度下的基因与代谢通路的变化。 

（3）T. cutaneum 在高盐水中进行发酵，但不可避免会产生高盐废水，该高盐废水

可能会加重水处理的负担。后续需要研究该过程产生的高盐废水是否能够回用至油脂发

酵过程中以实现高盐水的循环利用。因其高盐度下 T. cutaneum 细胞能够漂浮在发酵液

上面，也可通过收集上层细胞，向培养基中继续添加碳源、氮源实现在高盐条件下的连

续发酵过程。 

（4）本文发现皮状丝孢酵母能够在含有苯酚的高盐水介质中实现良好的油脂生产。

T. cutaneum 是否能够利用苯酚为碳源，将其碳代谢流向油脂生成途径并不清楚。后续可

通过检测苯酚代谢的中间产物来验证苯酚是通过间裂解还是邻位裂解来实现降解。因苯

酚的降解对发酵条件有一定的要求，可进行发酵的条件的优化以期获得更高的油脂产量。 

（5）本文只考察了 T. cutaneum 在榨菜废水中的油脂生产能力，可知其能够利用该

废水中的有机物进行油脂生产。可是，并没有详细研究其对废水的生物处理能力，T. 

cutaneum 是否能够将该废水中的有机物，氨氮化合物，有色物质降解完全，如果不能其
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降解程度又如何。后续可测定该油脂酵母处理后的 BOD、COD 以及其他指标，考察其

生物处理该废水的可行性。若可行，则可考虑连续发酵过程，截留细胞使处理后的废水

排放出来，然后进入未处理的废水，该过程可以降低水处理成本并且生产一定的油脂。 
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