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金属离子对红发夫酵母的生长、细胞形态及
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摘   要：主要研究了Mn2+、Mg2+ 和 Ca2+ 三种金属离子对红发夫酵母(Phaffia rhodozyma)的生长、细胞形态及虾青

素生物合成的影响。结果表明，在种子培养基中添加Mn2+ 能明显提高红发夫酵母的β-D- 葡萄糖苷酶的活性并改

变细胞的形态；在发酵培养基中添加0.1g/L Mn2+，能明显促进细胞生长及虾青素合成；用正交试验法优化得到发

酵培养基中的金属离子浓度为：0.1g/L Mn2+、0.7g/L Mg2+、0.2g/L Ca2+，在优化后的培养基中，细胞生长速度

快，摇瓶发酵57h的虾青素产量达2.95mg/L，是不加金属离子情况下发酵产虾青素最大量(发酵72h)的 1.31倍。
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Abstract ：The effects of different metal ions on cell growth, cell morphology and astaxanthin biosynthesis of Phaffia rhodozyma

were studied. It indicated that Mn2+ showed clear positive effects on the β-D-glucosidase activity and cell morphology in seed

culture medium. The initial ferment medium containing 0.1g/L Mn2+ could improve obviously the cell growth and astaxanthin

biosynthesis. The optimal conditions obtained by orthogonal experiment were: 0.1g/L Mn2+, 0.7g/L Mg2+ and 0.2g/L Ca2+ in the

ferment medium. Under the optimal conditions, the cell grows rapidly, and the astaxanthin yield reaches 2.95mg/L at 57 h, which

is 1.31 times of that under no added metal ions (at 72 h).
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虾青素(3,3'-二羟基-4,4'-二酮基-β,β'-胡萝卜素)是

一种经济价值极高的类胡萝卜素，它是动物界中分布最

广的一种叶黄素。因虾青素具有独特的着色功能，在

高档水产动物及禽类的养殖中常被用作饲料添加剂[1,2]。

近年来还发现虾青素有极强的抗氧化性能，具有抑制肿

瘤发生、增强免疫力等多方面的生物学功能，因此在

功能食品、医药和化妆品等方面有广阔的应用前景[3 ]。

用红发夫酵母(Phaffia rhodozyma)合成虾青素具有生

长速度快、发酵周期短、色素提取后的菌体蛋白可作

为饵料和饲料添加剂等优点[4]。虾青素为红发夫酵母的

细胞内产物，分布于细胞脂质中[5]，但因酵母细胞壁较

厚，用普通的溶菌酶也很难除去其坚韧的细胞壁[6]。因

此，以含有虾青素的红发夫酵母直接作为饲料，动物

较难吸收、利用其中的虾青素；若从细胞中提取虾青

素，细胞较难破碎，且提取溶剂向细胞内渗透和虾青

素向细胞外扩散的阻力较大。为了解决上述问题，

Johnson等[7]报道，将环状芽孢杆菌(Bacillus circulans)

与红发夫酵母混合培养，利用该细菌分泌的酶水解酵母

的细胞壁，可提高动物对红发夫酵母中虾青素的利用

率，但混种发酵在某种程度也上会抑制虾青素的产量[8]。

而 Pera 等[9]的研究表明，在培养基中添加适量的锰离

子，可提高红发夫酵母(NRRL-Y-17269)细胞中的细胞壁

溶解酶－β-D-葡萄糖苷酶(EC3.2.1.21)的活性，改变细胞

的形态，易于制备出原生质体。
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本研究通过在培养基中添加不同浓度的金属离子

Mn 2+、Mg 2+ 及 Ca 2+，考察它们对红发夫酵母的生长、细

胞形态及虾青素合成的影响，以期通过金属离子的刺

激作用，改变红发夫酵母细胞壁的合成，培养出易

于虾青素提取的或更有利于动物吸收和利用虾青素的

细 胞 。

1 材料与方法

1.1 菌种

红发夫酵母(Phaffia rhodozyma)AS 2.1557    中国科学

院微生物研究所菌种保藏中心。

1.2 仪器

7 2 2 型分光光度计；LD Z X - 4 0 数显恒温水浴锅；

HZQ-Q 全温振荡器；LDZ5-2 自动平衡离心机；TGL-16C

型台式离心机；O L Y M P U S 生物显微镜；目镜测微尺及

镜台测微尺；可调微量移液器；电子天平。

1.3 试剂

氯化锰、七水硫酸镁、无水氯化钙、二甲基亚

砜、丙酮、3,5- 二硝基水杨酸、酒石酸钾钠、柠檬酸、

磷酸氢二钠、对硝基苯酚、对硝基苯酚 - β -D- 吡喃葡

萄糖苷(Sigma)，均为分析纯。

1.4 培养基及培养条件

1.4.1 斜面培养基：葡萄糖10g，麦芽汁(10°Bx)3g，

蛋白胨 5 g，酵母膏 3 g，琼脂 2 0 g ，加水定容至 1 L，

pH 6.0；于 25℃培养4d。

1.4.2 种子培养基(YM 培养基[10])：葡萄糖 10g，麦芽

汁(10oBx)3g，蛋白胨5g，酵母膏 3g，加水定容至1L，

pH6.0；250ml 三角瓶，装液量 10%，接种量 2 环，于

22℃、210r/min 培养 48h。

1.4.3 初始发酵培养基[10] (简称 IFS)：葡萄糖 20g，

(NH4)2SO4 5g，KH2PO4 1g，MgSO4·7H2O 0.5g，CaCl2

0.1g，酵母膏 1g，加水定容至 1L，pH6.0；250ml 三

角瓶，装液量 10%，接种量 10%，于 22℃、210r/min

发酵，定期取样测定。

1.5 测定方法

1.5.1 酵母生物量测定  采用比浊法。取1ml 发酵液，

用纯净水稀释，并以除去菌体的发酵液作空白，测定

500nm 波长下的吸光值。

1.5.2 虾青素提取及测定  采用二甲基亚砜法[11]。取

2ml 发酵液离心，收集菌体，洗涤 2 次，用 1ml 二甲基

亚砜(55℃)破壁，加入5ml 丙酮提取，3000r/min 离心

10min，收集上清液，以二甲基亚砜与丙酮混合液(体积

比 1:5)为空白，测定上清液在480nm 波长下的吸光值。

单位体积发酵液的虾青素产量和干细胞的虾青素含量分

别按如下公式计算：

                                       
   Va×OD480×10000

虾青素产量(mg/L)= —————————————

                                                      
E×Vb

  Va × OD480 × 10
虾青素含量(mg/g)＝———————————
                                                    E×W

式中：Va －虾青素提取液体积(ml)；OD480 － 480nm

波长下的吸光值；E －比消光系数，即A1%
1cm，为 2150；

Vb －发酵液取样体积(ml)；W － Vbml 发酵液中的细胞干

重(g)；10000 －单位换算后余数(mg/L)；10－单位换算

后余数(mg/g)。

1.5.3 发酵液残糖测定  采用3，5-二硝基水杨酸比色

法[12]。

1.5.4 β-D-葡萄糖苷酶活性测定  采用对硝基苯酚-β-

D- 葡萄糖苷法[9][13]。

酶活单位定义为：在22℃、220r/min 条件下，每

分钟水解对硝基苯酚-β-D-葡萄糖苷生成1μmol对硝基

苯酚所需的酶量。酶活力按如下公式计算：

                               
 C×N×W

酶活力(U/mg)＝————————

                                    
 T×V

式中：T －反应时间；N －酵母菌悬液的稀释倍

数；V －酶液体积；C －对应于对硝基苯酚标准曲线上

的值；W －细胞干重(g / L )。

1.5.5 细胞大小测定  采用显微测微尺法。

在400 倍光学显微镜下，使用接目测微尺测定20～

3 0 个细胞的长轴和短轴，求出平均值，细胞体积按如

下公式计算：

细胞体积(μm3)＝

式中：a- 细胞的长轴(μm)；b- 细胞的短轴(μm)。

1.5.6 发酵液pH 值测定  采用酸度计测定。

2 结果与分析

2.1 在种子培养基中添加不同金属离子对细胞形态及

β-D- 葡萄糖苷酶活性的影响

2.1.1 不同金属离子对β-D- 葡萄糖苷酶活性的影响

为考察在种子培养过程中金属离子对β-D- 葡萄糖

苷酶活性的影响，在种子培养基中分别添加 0(对照)～

1.0g/L 的 Mn2+、Mg2+ 和 Ca2+，摇瓶培养至对数生长早

期(14h)，测定细胞中的β-D- 葡萄糖苷酶活力，结果见

图 1 。

由图 1 可见，在 0～0.8g/L 范围内，随着 Mn2+ 浓

度的升高，β - D - 葡萄糖苷酶活性逐渐增大，在 M n 2 +
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图1   金属离子对种子培养基中细胞的β-D-葡萄糖苷酶活性的影响

Fig.1     Effect of metal ions on β -D-glucosidase activity of Phaffia
rhodozyma in seed medium
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浓度为 0.8g/L 时，酶活力达到最大值；Mn2+ 浓度继续

升高至1.0g/L 时，酶活力下降，但比培养基中不含Mn2+

条件下的酶活力高。在实验范围内，M g 2 + 及其浓度对

酶活性的影响不明显，而Ca2+ 及其浓度对酶活性存在一

定的抑制作用。实验结果表明，三种金属离子中，Mn 2+

可以明显提高β-D 葡萄糖苷酶活性，这可能是由于Mn2+

可与β-D 葡萄糖苷酶结合并发挥激活作用[9]。

2.1.2 锰离子浓度对细胞形态及β-D- 葡萄糖苷酶活性

的影响

在种子培养基分别添加0(对照)、0.1、0.3、0.5、

0.7、0.9g/L Mn2+，摇瓶培养14h，观测红发夫酵母的

细胞形态、长/短直径并计算出细胞体积，同时检测β-

D - 葡萄糖苷酶活性，实验结果如图 2 所示。

图2  锰离子浓度对种子培养基中的细胞大小及β-D-葡萄糖苷酶活性

的影响

Fig. 2    Effect of Mn2+ concentration on cell size and β-D-

glucosidase activity of Phaffia rhodozyma in seed medium
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最明显，β-D- 葡萄糖苷酶活力也最高，但细胞大小

不均一，部分膨大的细胞伸长，有尖头，长 / 短

直径约为11.88～13.05μm/8.365～9.266μm；；添加0.

9g/L Mn2+ 已不如添加较低浓度Mn2+ 引起的细胞形态变化

明 显 。

可见，添加 M n 2 + 引起的红发夫酵母细胞形态发生

变化，主要是由于Mn2+ 提高了细胞中的β-D- 葡萄糖苷

酶活性，从而减弱了细胞壁的合成作用，使细胞壁对

细胞膜及内容物的保护作用减弱，结果使细胞膨大变

圆，甚至出现伸长、有尖头的异常形态。

2.2 锰离子对摇瓶发酵过程中的细胞形态、细胞生长

及虾青素合成的影响

在初始发酵培养基中添加0(对照)～1.0g/L Mn2+，观

测在发酵过程中含有不同浓度Mn2+ 的发酵液中的细胞形

态及长 / 短直径的变化，将培养不同时间下测得的细胞

体积大小列于表 1。同时测定 Mn2+ 浓度对发酵 72h 时的

细胞生长及虾青素合成的影响，结果如图 3 所示。

锰离子浓度(g/L) 0 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9

发酵12h的细胞
314.61 851.87 499.86 524.98 654.69 588.57

体积(μm3)

发酵72h的细胞
527.68 602.77 588.42 562.33 587.40 612.29

体积(μm3)

表1   锰离子浓度对发酵培养基中细胞大小的影响

Table 1   Effect of Mn2+ concentration on cell size in ferment
medium

由表 1 可知，当摇瓶发酵 12h 时，与对照组相比，

当添加 0.1g/L Mn 2+ 时，细胞膨大、变圆最明显，大

小比较均一，长/短直径约为12.58～13.36μm/9.88～12.

53μm；当添加0.3g/L 和 0.5g/L Mn2+ 时，细胞大小虽比

较均一，但比对照细胞更加细长；当培养基中添加的

Mn2+ 浓度超过 0.7g/L 时，细胞形态的变化也较为明显，

但细胞形态变化的一致性不如添加较低浓度 Mn2+，少部

分细胞膨润、变圆，而另外一些细胞则伸长、甚至有

由图2 可知，Mn2+ 对细胞体积和β-D- 葡萄糖苷酶

活性的影响表现出较好的一致性。在不含 M n 2 + 时，细

胞呈细长的椭圆形，长/短直径约为9.13～10.44μm/5.22～

7.83μm。添加 Mn2+ 后，细胞形态发生了不同程度的改

变。当添加0.1g/L 和 0.3g/L Mn2+ 时，细胞膨大接近圆

形，大小比较均一，长 / 短直径约为 9.79～11.24μm/

7.64～8.09μm；当添加0.7g/L Mn2+ 时，细胞形态变化

图3   锰离子浓度对发酵72h的细胞生长及虾青素合成的影响

Fig.3   Effect of Mn2+ concentration on cell growth and astaxanthin
synthesis at 72h in fermentation
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尖头。当摇瓶发酵 72 h 时，添加不同浓度 Mn 2+ 时的细

胞膨大现象已经不十分明显。

可见，与对照组相比，添加不同浓度 M n 2 + 时，摇

瓶发酵12h比摇瓶发酵72h的细胞形态变化更为明显。这

可能因为在发酵早期，发酵液中的细胞数量较少，且

幼龄酵母的细胞壁较薄，Mn2+ 对存在于细胞周质中[14]的

细胞壁溶解酶—β -D- 葡萄糖苷酶的作用阻力较小，从

而能够更有效地提高该酶的活性，导致细胞形态发生较

明显的变化。

由图 3 可见，在本实验范围内，只有当初始发酵

培养基中添加0.1g/L Mn2+ 时，发酵72h时的生物量、虾

青产量及细胞虾青素含量比对照组高。当 M n 2 + 添加量

高于 0.1g/L 时，细胞产量随 Mn2+ 浓度的增加而呈缓慢

降低趋势；当Mn2+ 添加量在0.3～0.9g/L范围内时，Mn2+

浓度的变化对虾青素产量影响较小，而对虾青素含量影

响较大。由此可见，在初始发酵培养基中添加适量的

M n 2 + 能促进细胞生长及虾青素合成，而过量的 M n 2 + 会

对细胞生长及虾青素合成产生抑制作用。

曾有Mn2+ 能显著改变黑曲霉细胞壁的成分[15]以及改

变细菌的细胞透性的研究报道[16]。据此可进一步推断，

Mn2+ 能促进细胞生长及虾青素合成的主要原因是，适量

的 M n 2 + 通过提高红发夫酵母中的溶壁酶活性，可使细

胞表面组成和菌体形态发生改变，并通过增加细胞的通

透性，使细胞更好地吸收营养物质，促进细胞生长及

虾青素合成。

2.3 不同金属离子对发酵培养基中酵母细胞生长及虾青

素合成的影响

为探讨不同的金属离子 M n 2+、M g 2 +、C a 2 + 对摇瓶

发酵过程中细胞生长及虾青素合成的影响，以初始发酵

培养基为基础，按表 2 所示的因素水平进行 M n 2 + 、

M g 2+、C a 2+ 浓度的摇瓶发酵正交试验，定时取样测定。

以生物量和虾青素产量为主要考察指标，选择发酵 57h

和 72h 的测定结果进行方差分析和极差分析，分析结果

如图 4 所示。

水平
因素

Mn2+ (g/L) Mg2+ (g/L) Ca2+ (g/L)

1 0.1 0.2 0.05

2 0.4 0.5 0.1

3 0.8 0.7 0.2

表2  Mn2+、Mg2+、Ca2+ 浓度的正交试验的因素水平

Table 2   Mn2+、Mg2+、Ca2+ and their concentrations in
orthogonal experiment

势，说明 M n 2 + 浓度不宜过高，否则抑制细胞生长及虾

青素合成。Mg2+ 和 Ca2+ 的浓度对单位体积虾青素产量影

响比对生物量的影响大，随着 Mg2+ 浓度由 0.2g/L 升高

到0.7g/L，单位体积的虾青素产量逐渐增加；而0.1g/L

C a 2+ 则使单位体积的虾青素产量明显减少。

综合以上结果，确定发酵培养基中应以含有0.1g/L

Mn2+、0.7g/L Mg2+、0.2g/L Ca2+ 为宜，此条件下(简

称 OPT)的发酵结果与初始发酵培养基(简称 IFS)及不添

加实验离子的发酵培养基(简称 CK)的比较结果如图5所

示 。

图4   金属离子对发酵过程中细胞生长及虾青素合成的影响结果分析图

Fig.4   Effects of metal ions on cell growth and astaxanthin
biosynthesis in ferment medium
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图5  含有不同浓度金属离子的培养基发酵的结果比较

Fig.5    Comparison of the fermentation with different concentra-
tion metal ions
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由图 5 可见，在优化的离子浓度下，随发酵时间

的延长，生物量逐渐增加，在发酵 9 6 h 时达到较高值

3.69g/L，而发酵48h的生物量即高于IFS和 CK发酵72h

的最高生物量；优化条件下的虾青素产量和细胞虾青素

含量均于发酵 57h 时达最大值，分别为 2.95mg/L 和

0.827mg/g，分别是IFS发酵 72h的 1.23 和 1.18 倍，是

CK 发酵 72h 的 1.31 和 1.30 倍。另外，对比IFS 和 CK

的发酵结果可知，当培养基中只含有 M g 2 + 和 C a 2 + 时，

对细胞生长无明显促进作用，但有利于虾青素的合成。

由图4 可见，Mn2+ 分别对发酵57h 和 72h 时的生物

量影响十分显著，对发酵 72h 的单位体积虾青素产量影

响显著。在实验范围内，随着 Mn2+ 浓度由 0.1g/L 增加

到0.8g/L，生物量和单位体积虾青素产量有明显降低趋
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而在适量 Mn 2+、M g 2+ 和 C a 2+ 存在的情况下，细胞生长

较快，发酵周期缩短，虾青素产量也较高。

3 结  论

通过在种子培养基及摇瓶发酵培养基中添加不同浓

度的 M n 2 +、M g 2 + 和 C a 2 +，发现 M n 2 + 可使红发夫酵母

的细胞形态发生变化，细胞壁变薄。在摇瓶发酵培养

基中添加0.1g/L Mn2+、0.7g/L Mg2+、0.2g/L Ca2+ 有利

于细胞生长及虾青素合成。相对于其他微量金属元素而

言，M n 2 + 本身的毒性较小，给环境及动物带来的负面

影响也较少[17]，因而在红发夫酵母培养的过程中，Mn2+

的应用前景极为乐观，而关于锰离子在酵母细胞内的作

用机理还有待于进一步深入研究。
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伊利诺斯州大学的研究人员将挑选一只猪作为历史上第一个拥有完全基因组图谱的猪。日前，美国农业部宣布

这项计划将会得到一千万美金的基金在未来两年内完成。这个项目的领导人是伊利诺斯州大学动物科学教授，国际

猪基因组测序学会联合主席 LawrenceB.Schook。据介绍，整个项目将耗资两千万美金，由来自七个不同单位的参

与 。

猪基因组中大约25 亿个遗传编码序列将在英国Wellcome　Trust　Sanger 研究所完成，之后在伊利诺斯州大学

继续一些基因组的广泛基础研究，还将组建基因组生物学研究所开发遗传工具。去年Schook 和 Jonathan　Beever 宣

布完成了人类和猪基因组的水平比对，发现两者有高度的相似性，他们通过重新排列人类基因组中 173 个片段重新

构建了猪基因组图谱。

现在科学家可以把这些片段按照正确的顺序拼凑起来，了解到每个片段的碱基序列。这样就可以发现猪基因组

的某个部分对应的是人类基因组的哪个部分。

随着测序的不断进行，数据挖掘工作将在 I G B 完成。由于猪和人类基因组无论在大小、复杂度和结构上都十

分相似，研究人员期待可以通过对两者进行比较获得生物医药上的进展，这包括：猪器官向人移植和疾病的治疗。

这次被选中提供DNA 样品的猪是一只Beever 和 Schook 用以研究调控生长和猪肉质量基因的杜洛克红棕猪，它

的 DNA 样本将被用以开发遗传工具和生物医药模型。这次大规模的测序计划将对畜牧科学和人类健康产生巨大的影

响 。


