
第２４卷第２期 极地研究 Ｖｏｌ．２４，Ｎｏ．２
２０１２年６月 ＣＨＩＮＥＳＥＪＯＵＲＮＡＬＯＦＰＯＬＡＲＲＥＳＥＡＲＣＨ Ｊｕｎｅ２０１２

［收稿日期］　２０１１年１２月收到来稿，２０１２年３月收到修改稿

［基金项目］　国家科技部国际合作重点项目（２００７ＤＦＡ２１３００）、中德政府海洋双边合作项目（ＢＭＢＦＣＨＮ００／０１９）和宁波市科技局项目

（２００４Ｃ１０００５６，２００７Ｃ１１００２）资助

［作者简介］　张加蓉，女，１９８７年生。微生物学硕士研究生，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｊｉａｒｏｎｇ０４０６＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

［联系作者］　杨季芳，Ｅｍａｉｌ：

櫑櫑櫑櫑櫑

櫑櫑櫑櫑櫑

毀

毀毀

毀

ｊｆｋｗｌｑ＠１６３．ｃｏｍ

研究论文

一株分离自北极海水红球菌（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）Ｂ７７４０
的生长条件及其粗类胡萝卜素提取方法的优化

张加蓉１　杨季芳２，３　陈福生１

（１华中农业大学食品科技学院，湖北 武汉４３００７０；２宁波市微生物与环境工程重点实验室，浙江 宁波 ３１５１００；
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提要　红球菌（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）Ｂ７７４０分离自北冰洋海水样品，前期实验表明其能产生大量黄色素，但是该菌生物量
很低。本实验通过碳源、氮源、培养温度、发酵液起始ｐＨ值、菌种接种量等单因素和正交实验优化了该菌株的培养条
件，在此基础上，通过对提取剂种类及ｐＨ、提取时间、料液比等的研究，优化了色素的提取条件。实验结果表明，１Ｌ
陈海水中，添加５ｇ酵母粉，５ｇ葡萄糖，３ｇ乳糖，７ｇ牛肉膏；起始 ｐＨ为７，培养温度为２５℃，菌种接种量１．０％，
１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养７ｄ时，生物量从６．１ｍｇ／ｍＬ上升到２３．０８ｍｇ／ｍＬ，提高了２７８．４％。以上述培养条件下得到的干
菌体为材料，采用 ｐＨ为７的无水乙醇，当料液比为１∶３０，浸提温度为７５℃，浸提１ｈ重复提取２次时，色素含量为
１１６０．６２５μｇ／ｇ干菌体。对色素的分析表明，该色素为类胡萝卜素，实验结果为进一步研究极地微生物红球菌
（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）Ｂ７７４０产类胡萝卜素的提取工艺提供了基础。
关键词　红球菌　类胡萝卜素　提取方法
ｄｏｉ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１０８４．２０１２．００１６８

０　引言

红球菌属是１８９１年由 Ｚｏｏｆ建立的，该属曾被
取消，直到１９７７年，Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗ根据自己和许多学者
的研究，提出恢复红球菌属［１］。红球菌属从建立至

今，分类地位一直不确定，目前红球菌被归为放线菌

门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌纲（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线
菌亚纲（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ）、放线菌目（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅ
ｔａｌｅｓ）、棒杆菌亚目（Ｃｒｏｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｎｅａｅ）、诺卡氏菌科
（Ｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ）、红球菌属（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）［２］。

红球菌分布广泛，功能多样，能分解石油［３］、残

留农药和苯及其衍生物，还可产生活性物质如腈水

合酶、脂肪酶［４］、胆固醇酶等。另外，据Ｔｅｎｉｏｌａ等［５］

的报道，利用红球菌细胞提取物还能有效的降解强

烈的致癌物质黄曲霉毒素 Ｂ１。红球菌产色素呈乳
酪色、淡黄色、黄色、橙色或红色［１］。国内外关于红

球菌产类胡萝卜素的报道并不多见，郑晓冬等［６］对

分离自土壤的一株红球菌产类胡萝卜素的发酵条件

进行了研究，得出了以大米水解糖为原料生产类胡

萝素的最佳条件；日本学者 ＴＡＫＡＩＣＨＩ等［７］采用反

相高效液相色谱法分离出了６种红球菌产类胡萝卜
素及其所形成的酯类；Ｔａｏ等［８］研究了红球菌形成

芳烃类胡萝卜素的代谢过程。

类胡萝卜素是一类由８个异戊二烯基本单位连
续缩合［９］而成的烃类化合物［１０］，它包括胡萝卜素



（ｃａｒｏｔｅｎｅ）类及它们的含氧衍生物叶黄素（ｘａｎｔｈｏ
ｐｈｙｌｌｓ）类［１１］。类胡萝卜素在营养、光合作用和抗氧

化方面都具有重要的生理功能［１０］。β胡萝卜素可
作为维生素Ａ源在人体内转化成维生素 Ａ，能有效
预防夜盲症。叶黄素是人类眼睛中存在的两种色素

之一，对老年性黄斑区病变有显著的预防和治疗

效果。

类胡萝卜素广泛存在于自然界中，目前已发现

６００多种已知结构的类胡萝卜素［１０１１］。它们来自于

植物、藻类、真菌、细菌［１０，１２］及一些海洋鱼类和甲壳

类动物［１３］。动、植物生长都受到季节和地域的严格

限制，生长周期长。微生物则不受时间和空间的限

制且培养周期短，微生物发酵将是天然类胡萝卜素

工业化生产的必然趋势。产类胡萝卜素微生物主要

包括丝状真菌、酵母菌和一些种类的细菌［１４］。

从北冰洋海水样品中筛选到一株类胡萝卜素高

产菌株———红球菌（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）Ｂ７７４０，以此为
研究对象对其培养基成分和发酵条件进行了优化，

对其产色素的提取方法进行了初步探讨，为其后续

研究提供前期理论基础。

１　材料与方法

１．１　菌种
菌株Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｂ７７４０（以下简称 Ｂ７７４０）

系本实验室于２００８年７—９月中国第３次北极科学
考察期间从北冰洋Ｂ７７（１４６°４９．２８′Ｗ，７６°５８．０８′Ｎ）
站点用Ｓｅａｂｉｒｄ９１１ＰｌｕＳＣＴＤ系统采集的２５ｍ深的
表层水样中分离筛选获得，保藏于宁波市微生物与

环境工程重点实验室。

１．２　培养基
液体 Ｚｏｂｅｌｌ２２１６Ｅ培养基参考李江［１５］等的配

方，固体培养基加入２％琼脂。细菌基础碳源利用
培养基及细菌基础氮源利用培养基参考曾胤新和陈

波［１６］的配方。

１．３　种子液制备
将Ｂ７７４０菌株接种于新鲜的 Ｚｏｂｅｌｌ２２１６Ｅ固体

斜面培养基，２０℃培养 ７２ｈ后挑一环接种于液体
Ｚｏｂｅｌｌ２２１６Ｅ培养基中，２０℃，１６０ｒ／ｍｉｎ，活化３ｄ，得
种子液。

１．４　实验方法
１．４．１　碳源、氮源对Ｂ７７４０菌株生长的影响

向细菌基础碳源利用培养基中分别加入０．５％
的葡萄糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、可溶性淀粉；向细菌

基础氮源利用培养基中分别加入０．５％的酵母粉、
蛋白胨、尿素、硝酸钾、牛肉膏；不加任何碳源或氮源

物质的培养基设为对照组，每个处理３个重复，菌种
接种量为１％，２０℃，１６０ｒ／ｍｉｎ，摇床培养５ｄ后测定
ＯＤ６００ｎｍ值。根据实验结果选取对细菌生长有较大
影响的碳源与氮源物质做Ｌ９（３

４）正交实验设计，得

出最佳培养方案。

１．４．２　发酵条件对Ｂ７７４０菌株生长的影响
取活化好的菌液１００μＬ涂布于２２１６Ｅ固体平

板，分别放于４、８、１５、２０、２５、３０和３７℃培养，每２４ｈ
观察并记录实验结果。７２ｈ内出现单菌落记为生
长良好，１４４ｈ内无单菌落出现记为不生长［１７］。选

择Ｂ７７４０生长良好的温度进行液体发酵培养，每
２４ｈ取样一次，测 ＯＤ６００ｎｍ值做 Ｂ７７４０生长曲线，得
出Ｂ７７４０发酵培养的最佳温度。保持其他条件不
变，分别探讨接种量（０．５％、１．０％、１．５％、２．０％、
２．５％、３．０％、４．０％），起始 ｐＨ值（４、５、６、７、８、９、
１０）等因素对 Ｂ７７４０菌株生长的影响，每个处理 ３
个重复，１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养５ｄ后测定ＯＤ６００ｎｍ值。
１．４．３　Ｂ７７４０菌株产色素的提取步骤

Ｂ７７４０培养液于 ４℃下，５０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，收集菌体，用蒸馏水洗两次除去多余的培养
基，冷冻干燥４８ｈ后得干菌体，加入无水乙醇浸提，
将乙醇提取液旋转蒸发，加入少量蒸馏水使乙醇完

全蒸发，得色素浓缩液，冷冻干燥４８ｈ后得色素粗
品［１８］。

１．４．４　色素提取条件优化
参考唐琳［１８］的方法略有改动，称取１２等份冷

冻干燥的菌体，分别加入等量的丙酮、乙醚、乙酸乙

酯、石油醚、环己烷、正丁醇、无水乙醇、９５％乙醇、
９０％乙醇、８０％乙醇、蒸馏水和甲醇，震荡混匀，室温
静置４ｈ，各溶剂的色素提取液做全波长扫描得出色
素的最大吸收波长（λｍａｘ），并确定色素最佳提取剂。

采用最佳提取剂，保持其他条件不变，分别探讨

料液比（１∶１０、１∶２０、１∶３０、１∶４０、１∶５０、１∶６０），提取温
度（４０、５０、５５、６０、６５、７０、７５℃），提取剂ｐＨ值（４、５、
６、７、８、９、１０）和提取时间（０．５、１．０、２．０、３．０、４．０ｈ）
等因素对色素提取的影响，每种处理３个重复，并测
定色素在最大吸收波长（λｍａｘ）下的吸光度（ＯＤｍａｘ）
值。选择提取温度，提取时间，提取剂 ｐＨ和料液比
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这４个因素，做 Ｌ９（３
４）正交实验，得出色素提取的

最佳条件。

１．４．５　色素提取级数
按照以上优化条件提取色素，直到 Ｂ７７４０菌体

基本无色，参照黄德见［１９］的计算公式及算法，确定

提取级数。公式如下：

提取率（％）＝（Ｖ×Ａ）／∑（Ｖ×Ａ）×１００％
式中Ａ为色素在最大吸收波长下的吸光度，Ｖ（ｍＬ）
为提取剂体积。

１．４．６　色素鉴定
与三氯化锑反应［１８］：取色素石油醚溶液２ｍＬ

于试管中，加入３ｍＬ氯仿，使色素彻底溶解，加入
２ｍＬ氯仿三氯化锑溶液，混匀，静置１０ｍｉｎ观察其
颜色变化。与浓硫酸反应：取２ｍＬ色素乙醚溶液于
试管中，加入０．５ｍＬ浓硫酸，静置１０ｍｉｎ观察颜色
变化。

薄层层析：将色素样品与 β胡萝卜素标品同时
点样于薄层层析硅胶板 Ｈ（青岛海洋 ０．２５ｍｍ×
１００ｍｍ×１００ｍｍ），在含有展层剂石油醚：丙酮
（ｖ／ｖ）＝５０∶１的层析缸中展开，纪录各样品点的分
配系数。

高效液相色谱：将经薄层层析纯化后的色素样

品和 β胡萝卜素标品进行 ＨＰＬＣ分析，纪录各色素
样品的保留时间并与 β胡萝卜素进行比较。ＨＰＬＣ
条件参考 Ｍａｒｉｎｏｖａ［２０］的方法有改动：流动相：０—
１０ｍｉｎ：乙腈∶甲醇∶乙酸乙酯＝９０∶１０∶０，１０—２０ｍｉｎ
流动相逐渐变为乙腈∶甲醇∶乙酸乙酯 ＝６０∶２０∶２０，
保持１０ｍｉｎ，３０—３５ｍｉｎ流动相逐渐转变为乙腈∶甲
醇∶乙酸乙酯 ＝９０∶１０∶０保持１０ｍｉｎ，平衡色谱柱。
流动相试剂均为色谱纯，乙腈中添加０．１％的 ＢＨＴ
和０．０５％的三乙胺。Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５ＨＰＬＣ，Ｗａｔｅｒｓ
２９９８ＤＡＤ检测器，色谱柱 ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８（５μｍ×
４．６ｍｍ×１５０ｍｍ），进样量２０μＬ，柱温３０℃，流速
１ｍＬ／ｍｉｎ。
１．４．７　色素含量计算

类胡萝卜素含量计算按照王岁楼［２１］报道的方

法进行，即

类胡萝卜素含量（μｇ／ｇ）＝Ａ×Ｄ×Ｖ／０．１６×Ｗ
式中，Ａ为色素在最大吸收波长下的吸光度，Ｄ为稀
释倍数，Ｖ为溶剂体积（ｍＬ），Ｗ为细胞质量（ｇ）。
１．５　数据统计与分析

采用统计软件 ＳＰＳＳ及 Ｅｘｃｅｌ对实验数据进行

统计分析。

２　结果与分析

２．１　培养基组成的优化
Ｂ７７４０生长缓慢，生物量很低，为了提高其生物

量，本实验以细菌基础碳、氮源利用培养基为基础，

在２０℃，接种量１％，１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养条件下，对
其碳源、氮源利用进行了研究。单因素实验表明，最

佳碳源为乳糖和葡萄糖，氮源为酵母粉和牛肉膏，在

此基础上进行了碳源、氮源 Ｌ９（３
４）正交设计，实验

结果见表１。

表１　碳源、氮源Ｌ９（３
４）正交实验设计结果与分析

Ｔａｂｌｅ１．ＣａｒｂｏｎａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓＬ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉ

ｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔａｎｄａｎａｌｙｓｉｓ

实验号
酵母粉

（Ａ）／％
牛肉膏

（Ｂ）／％
乳糖

（Ｃ）／％
葡萄糖

（Ｄ）／％
ＯＤ６００ｎｍ±ＳＤ

１ ０．３ ０．３ ０．３ ０．３ ６．４５６±０．３４６
２ ０．３ ０．５ ０．５ ０．５ ６．６２６±０．１９９
３ ０．３ ０．７ ０．７ ０．７ ６．５０６±０．２０４
４ ０．５ ０．３ ０．５ ０．３ ６．８０８±０．２７１
５ ０．５ ０．５ ０．７ ０．３ ７．０５１±０．５６９
６ ０．５ ０．７ ０．３ ０．５ ７．０８０±０．３６９
７ ０．７ ０．３ ０．７ ０．５ ６．８３８±０．２４８
８ ０．７ ０．５ ０．３ ０．７ ５．８４８±０．３５４
９ ０．７ ０．７ ０．５ ０．３ ６．７８１±０．３１０
Ｋ１ １２．９６２ ２０．１０２ １９．３８３ ２０．２８８
Ｋ２ ２０．９３９ １９．５２５ ２０．２１５ ２０．５４３
Ｋ３ １９．４６６ ２０．３６６ ２０．３９５ １９．１６２
ｋ１ ４．３２１ ６．７０１ ６．４６１ ６．７６３
ｋ２ ６．９８０ ６．５０８ ６．７３８ ６．８４８
ｋ３ ６．４８９ ６．７８９ ６．７９８ ６．３８７
Ｒ ２．６５９ ０．２８０ ０．３３７ ０．４６０

　　对表 １进行极差分析可知理论最优组合为
Ａ２Ｄ２Ｃ３Ｂ３即酵母粉 ０．５％，葡萄糖 ０．５％，乳糖
０．７％和牛肉膏０．７％，正交实验中不包含该组合。
验证实验，比较理论最佳组合 Ａ２Ｄ２Ｃ３Ｂ３和正交试
验中实际较优组合 Ａ２Ｄ２Ｃ１Ｂ３的培养基对 Ｂ７７４０菌
株生长的影响，结果表明 Ｂ７７４０菌株在两种组合培
养基中均生长良好（结果未列出），为了降低培养成

本节约能源，选择组合Ａ２Ｄ２Ｃ１Ｂ３即０．５％酵母浸出
粉、０．５％葡萄糖、０．３％乳糖和 ０．７％牛肉膏为
Ｂ７７４０菌株培养基最佳配比。
２．２　发酵条件优化

在优化培养基成分的基础上，本实验从培养温
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度、起始ｐＨ值、接种量等方面探讨了Ｂ７７４０的发酵
条件，以期用最经济的方式得到最大量的 Ｂ７７４０
菌体。

前期实验结果表明，Ｂ７７４０菌株在１５—３０℃下
生长良好，３７℃生长受到明显抑制，因此本实验选择
１５、２０、２５℃对 Ｂ７７４０菌株进行液体摇瓶发酵实验，
每隔２４ｈ测ＯＤ６００ｎｍ值，并绘制生长曲线，结果如图
１所示。

图１　温度对Ｂ７７４０生长的影响
Ｆｉｇ．１．ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅＧｒｏｗｔｈｏｆＢ７７４０

　　由图１可以看出，Ｂ７７４０菌株在１５℃和２０℃下
生物量相当，均低于 ２５℃下的生物量，因此，选择
２５℃为其最佳培养温度。
　　培养基起始ｐＨ值对 Ｂ７７４０生长的影响如图２
所示，结果表明，当培养基起始ｐＨ为６—１０时，

Ｂ７７４０菌体生物量较高，且培养基自然ｐＨ值与７最
接近，从经济角度考虑，本实验选择 ｐＨ７进行后续
试验。

图２　起始ｐＨ对Ｂ７７４０生长的影响
Ｆｉｇ．２．ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｉｔｉａｌｐＨｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．

Ｂ７７４０

　　接种量为０．５％—４．０％时，Ｂ７７４０生长情况如
表２所示，对实验数据进行方差分析，结果表明，各
处理对Ｂ７７４０生长的影响无显著差异。其原因可
能是，接种量较高时需要更多的养分和充氧量，而三

角瓶有限的空间和一定的培养液无法提供足够的养

料，因此接种量较高时生物量也不会有明显的提高。

要解决这个问题有赖于发酵罐的使用，本实验以

１．０％为Ｂ７７４０发酵培养的接种量。

表２　接种量对Ｂ７７４０菌株生长的影响
Ｔａｂｌｅ２．ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｒａｔｅｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＢ７７４０

接种量／％ ０．５ １．０ １．５ ２．０ ２．５ ３．０ ４．０

ＯＤ６００ｎｍ±ＳＤ ０．９６９±０．０２４ １．０３４±０．０６５ １．０７１±０．０１５ １．１０５±０．０４５ １．０７４±０．０３８ １．０７９±０．００７ １．０５８±０．００８

　　以上系列实验确定了 Ｂ７７４０菌株的最佳培养
基成分为：陈海水１Ｌ，酵母粉５ｇ，葡萄糖５ｇ，乳糖
３ｇ，牛肉膏７ｇ；最佳培养条件为２５℃，起始 ｐＨ为
７．０，接种量１．０％。在此条件下，红球菌生物量（湿
菌体）从６．１ｍｇ／ｍＬ提高到２３．０８ｍｇ／ｍＬ。
２．３　色素提取条件优化
２．３．１　提取剂的选择

类胡萝卜素是一类脂溶性色素，难溶于水，一般

采用有机试剂浸提，本实验选择 １２种有机试剂对
Ｂ７７４０产色素进行提取，并对各溶剂的色素提取液
进行全波长扫描，记录最大吸收波长和吸光值，得到

色素的最佳提取剂。

结果表明，室温静置浸提Ｂ７７４０菌体４ｈ后，乙
酸乙酯，正丁醇和无水乙醇对色素的提取效果较好，

最大吸收波长分别位于４６３、４６４和４６０ｎｍ，最大吸
光度分别为 ０．７３９、０．６１７、０．６３７。从安全方面考
虑，本实验选择无水乙醇为色素最佳提取剂。将无

水乙醇色素提取物全波长扫描，结果如图 ３，除了
４６０ｎｍ处有最大吸收峰外，在４３７ｎｍ和４８９ｎｍ处
还有两个肩峰，这符合类胡萝卜素类物质可见光吸

收光谱的规律。因此后续实验用 ＯＤ４６０ｎｍ值来评判
色素提取效果。
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图３　色素乙醇提取液全波长扫描图谱
Ｆｉｇ．３．Ｆｕｌｌｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｃａｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｐｉｇｍｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｅｔｈａｎｏｌ

２．３．２　色素提取各条件参数的优化
找出最佳提取剂之后，通过单因素实验探讨了

料液比、提取剂 ｐＨ、提取温度和提取时间对色素提
取效率的影响，并在单因素实验的基础上进行了正

交实验，得出色素提取的最佳条件，试验结果如下。

料液比对色素提取的影响如表３所示，分析结
果表明，处理Ｅ、Ｆ、Ｂ、Ｃ、Ｄ与处理 Ａ相比有显著差
异（Ｐ＜０．０５），即料液比的高低对色素提取效率有
显著影响。为了节约试剂降低成本，选择料液比

１∶３０、１∶４０、１∶５０为正交实验的３个水平。

表３　料液比对色素提取的影响
Ｔａｂｌｅ３．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｉｄｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｏｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｐｉｇｍｅｎｔｓ

处理 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ

料液比 １∶１０ １∶２０ １∶３０ １∶４０ １∶５０ １∶６０
溶剂（ｍＬ） １ ２ ３ ４ ５ ６
Ａ４６０ｎｍ ９．０３０ ５．０６６ ３．２７１ ２．４０７ ２．０９７ １．７３１

Ｖ×Ａ４６０ｎｍ±ＳＤ ９．０３±０．７１７ １０．１３３±０．３１８ ９．８１２±０．６２６ ９．６２７±０．３５８ １０．４８３±０．１３２ １０．３８６±０．３５６

　　不同温度下，色素的提取效果不同，对实验结果
（表４）进行方差分析可知，处理Ｃ、Ｇ、Ｅ、Ｂ、Ｆ与处理
Ｄ、Ａ之间有极显著差异（Ｐ＜０．０１）；而处理 Ｃ、Ｇ、

Ｅ、Ｂ、Ｆ之间无显著差异。说明温度差异会对色素
提取效率带来极显著影响，本实验选择５５、６５、７５℃
进行下一步正交实验。

表４　温度对色素提取的影响
Ｔａｂｌｅ４．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｐｉｇｍｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

处理 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ

温度 ４０℃ ５０℃ ５５℃ ６０℃ ６５℃ ７０℃ ７５℃
Ａ４６０ｎｍ±ＳＤ ０．５８４±０．１７８ １．３１３±０．０５５ １．６１６±０．４１５ １．０１８±０．１９７ １．４４９±０．１６０ １．３０８±０．１８３ １．６０９±０．１７１

　　提取剂ｐＨ对色素提取的影响如表５所示，处
理Ｆ、Ｃ、Ｅ、Ｄ与处理 Ａ、Ｂ、Ｇ、Ｈ之间有极显著差异
（Ｐ＜０．０１）。即无水乙醇 ｐＨ为５—８时，色素的提
取效率极显著高于其他ｐＨ。而无水乙醇本身的ｐＨ
值与５最接近，因此，本实验选择 ｐＨ值５、６、７进行
下一步正交实验。

表５　不同ｐＨ对色素提取的影响
Ｔａｂｌｅ５．ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｏｆｓｏｌｖｅｎｔｏｎｔｈｅｐｉｇｍｅｎｔ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
处理 ＰＨ值 Ａ４６０ｎｍ±ＳＤ 处理 ＰＨ值 Ａ４６０ｎｍ±ＳＤ

Ａ ３ ２．１１８±０．０５７ Ｅ ７ ２．５４８±０．１０１
Ｂ ４ ２．２９４±０．０３５ Ｆ ８ ２．６４０±０．１０５
Ｃ ５ ２．５６１±０．０７９ Ｇ ９ ２．１９２±０．１１２
Ｄ ６ ２．５１６±０．１２３ Ｈ １０ ２．１２８±０．１１５

　　提取时间对色素提取的影响极大，对实验结果
（表６）进行方差分析表明，处理Ａ与处理Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ
之间有极显著差异（Ｐ＜０．０１），即当色素提取１、２、

３、４ｈ时，提取效率极显著高于提取０．５ｈ时。为节
约时间，降低成本，选择处理 Ａ、Ｂ、Ｃ为正交实验的
３个水平。
２．３．３　色素提取的Ｌ９（３

４）正交试验

单因素试验是在控制其他条件相同的情况下，

考察单一因素对实验产生的影响，并不能全面反应

色素提取效果，只能为多因素试验提供参考。根据

单因素实验结果，选取提取温度（Ａ）、料液比（Ｂ）、
提取剂 ｐＨ（Ｃ）和提取时间（Ｄ）这 ４个因素做 Ｌ９
（３４）的正交实验。实验设计及结果与分析如表 ７
所示。

对正交试验结果（表７）极差分析可知，色素提
取效率影响因素的主次顺序为 Ｃ＞Ａ＞Ｄ＞Ｂ，即提
取剂ｐＨ为主要因素，其次是提取温度和提取时间，
料液比为不重要因素，因此，色素提取理论最优组合

为 Ｃ３Ａ３Ｄ３Ｂ３。对实验结果的方差分析表明，处理
３、７与处理１、２、４、５、６、８、９之间差异极显著（Ｐ＜
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表６　提取时间对色素提取的影响
Ｔａｂｌｅ６．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｐｉｇｍｅｎｔ

处理 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

时间／ｈ ０．５ １．０ ２．０ ３．０ ４．０
Ａ４６０ｎｍ±ＳＤ １．７７５±０．１９０ ２．２２３±０．２１８ ２．４１０±０．２２３ ２．５６１±０．２５３ ２．６１５±０．２４２

表７　提取条件Ｌ９（３
４）正交试验设计结果与分析

Ｔａｂｌｅ７．ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓＬ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓ

实验号 温度（Ａ）／℃ 料液比（Ｂ） 提取剂ｐＨ（Ｃ） 时间（Ｄ）／ｈ 色素产量／（μｇ·ｇ－１）

１ ５５ １∶３０ ５ ０．５ ４２４．０６３
２ ５５ １∶４０ ６ １．０ ５０１．６６７
３ ５５ １∶５０ ７ ２．０ ６１４．５８３
４ ６５ １∶３０ ６ ２．０ ５２５．０００
５ ６５ １∶４０ ７ ０．５ ４９７．５００
６ ６５ １∶５０ ５ １．０ ４１３．５４２
７ ７５ １∶３０ ７ １．０ ６００．６２５
８ ７５ １∶４０ ５ ２．０ ５３７．２９２
９ ７５ １∶５０ ６ ０．５ ５２９．６８８
Ｋ１ １５４０．３１３ １５４９．６８８ １３７４．８９７ １４５１．２５１
Ｋ２ １４３６．０４２ １５３６．４５９ １５５６．３５５ １５１５．８３４
Ｋ３ １６６７．６０５ １５５７．８１３ １７１２．７０８ １６７６．８７５
ｋ１ ５１３．４３８ ５１６．５６３ ４５８．２９９ ４８３．７５０
ｋ２ ４７８．６８１ ５１２．１５３ ５１８．７８５ ５０５．２７８
ｋ３ ５５５．８６８ ５１９．２７１ ５７０．９０３ ５５８．９５８
Ｒ ７７．１８７ ７．１１８ １１２．６０４ ７５．２０８

０．０１），处理３、７之间无显著差异，即当提取条件为
处理３或７时，色素的提取效率极显著高于其他提
取条件。因此，处理３（Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ３）、７（Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ２）与
理论最优组合Ｃ３Ａ３Ｄ３Ｂ３一起做验证试验。结果表
明，在相同条件下，处理 ７色素得率最高，可达
１１６０．６２５μｇ／ｇ（干菌体），理论较优条件和处理 ３
的色素得率分别为１００６．２５μｇ／ｇ和９０３．１２５μｇ／ｇ
（根据１．４．７中的计算方法）。可知，色素提取的最

佳条件为：ｐＨ为７的无水乙醇按１∶３０的液料比在
７５℃下提取时间１ｈ。
２．３．４　色素提取级数

两次提取后色素提取率达到 ８５％以上（参考
１．４．５中提取率计算方法），第三次提取时色素提取
率只有１２．１１％（表８），为了节能省时，本实验对色
素进行２次提取。

表８　色素提取次数
Ｔａｂｌｅ８．ＥｘｔｒａｃｔｉｎｔｉｍｅｏｆＰｉｇｍｅｎｔ
吸光度（ＯＤ４６０ｎｍ）

重复一 重复二 重复三 重复四 重复五
平均值 提取率／％

１次提取 ２．１８４ ２．２２３ ２．１５４ ２．４９０ ２．０４０ ２．２１８ ５７．９１
２次提取 １．２２０ １．０５０ ０．９８０ １．４３２ １．０６０ １．１４８ ２９．９７
３次提取 ０．４５０ ０．５３１ ０．４７０ ０．５０２ ０．３６８ ０．４６４ １２．１１

２．４　色素鉴定结果
色素乙醚溶液与浓硫酸反应，两相交界处有蓝

绿色，震荡混匀，溶液呈暗蓝色；色素石油醚溶液与

三氯化锑反应，呈蓝色。以上两项实验都是多烯烃

类胡萝卜素的特征反应［１１］。色素的全波长扫描图

谱（图３）也具有类胡萝卜素的特征。以β胡萝卜素
为标品，采用薄层层析（ＴＬＣ）和高效液相色谱
（ＨＰＬＣ）分析了 Ｂ７７４０菌株产色素，该色素中分配
系数和保留时间均有和 β胡萝卜素相同的色素组
分。薄层层析图谱中Ｂ７７４０色素组分 Ａ４和 β胡萝
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卜素标准品的分配系数分别是０．８１１和０．８０８（图
４），组分 Ａ４高效液相色谱图中主峰保留时间为
２８．６３１２ｍｉｎ和β胡萝卜素标准品的保留时间一致
（图５和图６）。试验结果再次确认Ｂ７７４０菌株产色
素中确实含有β胡萝卜素。

３　讨论

极地微生物由于它们的特殊性、原始性和多样

性，引起了世界各国科研工作者的广泛关注对此展

开积极的研究，并且已取得一定成果。中国科研工

作者也从大量极地微生物中检测到了产蛋白酶［２２］、

淀粉酶、脂肪酶［２３］、海藻糖合成酶［２４］等不同酶类的

图４　Ｂ７７４０色素薄层层析图谱
Ｆｉｇ．４．ＴｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｐｉｇｍｅｎｔｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＢ７７４０

图５　Ｂ７７４０产色素组分Ａ４的高效液相色谱图
Ｆｉｇ．５．ＨｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｉｇｍｅｎｔＡ４ｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＢ７７４０

图６　β胡萝卜素标准品液相色谱图
Ｆｉｇ．６．ＨｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆβＣａｒｏｔｅｎｅｓｔａｎｄａｒｄ
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菌株；另外，还有产天然黑色素、黄色素及具有抗肿

瘤活性的菌株［２５］。不难看出，极地微生物蕴含着宝

贵的资源，无论是它们携带的特殊的基因，还是它们

产生的特殊的生理活性物质都能为我们所用，因此

积极开发极地微生物资源对我们的生产和生活都具

有重要意义。

本实验所采用的菌株 Ｂ７７４０来源于北冰洋，实
验证明它能大量产生重要的生理活性物质———类胡

萝卜素。该菌株最适生长温度较低，１５—３０℃生长
良好，３７℃生长受到明显抑制。这一特点与普通微
生物存在较大差异，如贾小明［２６］等报道的产类胡萝

卜素的红球菌在 １５—４０℃下生长良好，４５℃不生
长。本实验采用培养温度为２５℃，而普通环境中的
微生物最适生长温度为 ３５℃左右，从而降低了
Ｂ７７４０菌株培养过程中被其他菌株污染的风险。

用于Ｂ７７４０菌株培养的培养基，以葡萄糖和乳
糖为碳源，酵母粉与牛肉膏为氮源，这一结果与郑晓

冬和王友永［２７］的研究有较大出入，该研究中的红球

菌在大米水解糖培养基上以尿素和蔗糖分别作为

氮、碳源时能提高色素产量。其原因可能是上述菌

株的生长环境不同，导致了营养需求不同，因此对于

不同来源的菌株，有必要对其培养基进行优化。

Ｂ７７４０所产色素是胞内色素，易于收集，可采用
无水乙醇直接浸提，比起以往使用丙酮，氯仿等有机

溶剂更安全，把对环境和人的危害降到了最低，并且

无水乙醇可重复利用，大大降低了生产成本。无需

使用超声波、酸解、微波［２８］等特殊的破壁法，这些破

壁法不但会使提取步骤更加繁琐，还会破坏类胡萝

卜素结构。

ｐＨ值的高低代表溶剂中Ｈ＋和ＯＨ－的浓度，试
验结果发现太高或太低的 ｐＨ值都不利于色素的提
取。类胡萝卜素是由８个异戊二烯单位聚合而成，
含有多个不饱和碳碳双键多烯烃，过高浓度的 Ｈ＋

和ＯＨ－可能会不同程度的破坏不饱和双键从而破
坏色素结构，从而降低色素的提取效率。目前对产

类胡萝卜素微生物研究较多的是红酵母，而 Ｂ７７４０
色素得率达 １１６０．６２５μｇ／ｇ干菌体，远高于王岁
楼［２９］等和杨洲平［３０］等报道的红酵母产类胡萝卜素

的量。

根据色素的全波长扫描图谱和显色反应，以及

薄层层析和高效液相色谱结果，笔者推断红球菌

Ｂ７７４０菌株产类胡萝卜素，该色素的吸收光谱（图
３）与β胡萝卜素（λｍａｘ＝４５０ｎｍ）相比发生了红移，
这可能是因为该色素中含有胡萝卜素的含氧衍生

物［２７］。

Ｂ７７４０菌株产色素成分复杂，多达２０余种，后
续研究有必要对其进行分离纯化和结构分析，并采

用液质联用（ＬＣＭＳ）及红外光谱等分析手段对各色
素组分进行定性和定量分析；明确极地微生物产类

胡萝卜素的代谢途径；研究出适合于工业化生产的

绿色、高效、简单易行的提取分离工艺，以期为类胡

萝卜素的微生物发酵生产提供新的物种资源和方

法，同时也为极地微生物资源利用提供理论依据。
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