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摘要:【目的】筛选一株能高效利用内醚糖的菌株，该菌株能以内醚糖为碳源产类胡萝卜素，以实现对生物质
的有效利用。【方法】以纤维素生物质热解产物内醚糖为唯一碳源，筛选得到的真菌 ZS1 菌株。通过 rDNA
ITS 基因序列分析，构建进化树，并结合菌落形态特征确定菌株系统发育学地位。通过高效液相色谱分析其
利用内醚糖的能力，利用分光光度法检测类胡萝卜素含量。【结果】实验表明筛选得到的真菌 ZS1 对内醚糖
有很好的同化能力，培养 4 d 后内醚糖的利用率为 67. 0%，经 ITS 测序和菌落形态特征鉴定该菌为红冬孢酵
母菌(CGMCC No:6365)。优化培养条件后，内醚糖的利用率在 5 d 内达 98. 7%，菌体中类胡萝卜素含量为
427. 1 μg / g(干重)。以内醚糖为碳源得到的类胡萝卜素量为 460. 4μg / g(内醚糖)。【结论】筛选得到的红
冬孢酵母菌 Ｒhodosporidium Kantochvilovae，能有效地利用内醚糖并产类胡萝卜素。
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纤维素生物质是地球上最丰富的可再生资源之
一，其热解主要产物为以内醚糖为主的热解液［1 － 4］，
如果内醚糖和热解液能得到经济有效的利用，可为
纤维素生物质的快速转化利用提供新的途径和方
法，以缓解人们面临的日益严重的资源和能源问题。

纤维素生物质热解是目前生物质利用的研究热
点之一［5 － 6］。热解后所得的纤维素热解液含有内醚
糖( Levoglucosan，1，6-脱水-β-D 吡喃葡萄糖，简称
LG)、羟基乙醛 ( HAA )、糠醛 ( FF)、香草醛等成
份［7］。近年来，内醚糖的生物转化是生物质热解产
物利用的关键。研究表明能利用内醚糖的微生物较
少，如斯达油脂酵母菌( Liopmyces siarkeyi YZ-215)

培养 3 d 后对内醚糖的转化率为 64. 13%［8］。黑曲
霉(Aspergillus niger CBX-209)经 γ-射线诱变后转化
内醚糖为柠檬酸的转化率为 87. 5%［9］。红酵母
(Ｒhodotorula glutinis)利用内醚糖可产单细胞蛋白
(SCP)和油脂(2. 7 g /L)，但产量有待提高［10］。

类胡萝卜素主要包括番茄红素、β-胡萝卜素和
虾青素，作为食品添加剂和营养增补剂，其优良的品
质和功效已被人们公认是最有发展潜力的天然产物
之一［11 － 12］。类胡萝卜素不仅具有防止肿瘤，增强人
体免疫力，抗辐射的作用［13］，还有治疗光敏性疾病
等功能［14］。

类胡萝卜素的生产主要有植物提取(如新疆从
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蕃茄中提取)、化学法合成及生物法。化学法合成
产品的安全性是其被限制使用的重要原因［15］。植
物提取法存在着原料受区域限制或成本的不足。产
类胡萝卜素的微生物主要有 4 类:真菌类有三孢布
拉氏霉和红酵母，细菌类有光合细菌，藻类有杜氏盐
藻。杜氏盐藻的产业化需解决养殖条件受限(需海
水或高盐养殖环境)等问题，光合菌因菌体小，发酵
液的液固分离成本较高。另外，有研究报道，沼泽生
红冬孢酵母经培养条件优化后，生物量和类胡萝卜
素量分别为 11. 72 g /L 和 3. 55 mg /L(干重)，经换
算类胡萝卜素含量为 303 μg / g，产量还有待于提
高［16］。因而能利用生物质内醚糖的红冬孢酵母是
很有潜力的产类胡萝卜素微生物。

本工作筛选了对内醚糖的有转化作用并产类胡
萝卜素的红冬孢酵母菌株，对菌种鉴定和利用内醚
糖产类胡萝卜素进行了研究。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种来源:从南京师范大学仙林校区土壤中
筛选，本实验室保存。
1. 1. 2 培养基:筛选培养基，2% 内醚糖、0. 5%
(NH4 ) 2 SO4、0. 1% KH2PO4、0. 04% MgSO4、2% 琼
脂、pH5. 0。发酵培养基，1% 内醚糖、1% 酵母粉、
0. 1% KH2PO4、0. 04% MgSO4、0. 1% K2HPO4、
0. 03% FeSO4、pH 5. 0。
1. 1. 3 主要试剂:内醚糖，河南高的医药科技有限
公司(纯度 98% )。纤维素热解液，中国林科院林产
化学工业研究所提供。
1. 2 菌种筛选

土壤浸提液用常规涂布方法涂布于固体筛选培
养基平板，30℃恒温培养 5 d 后，挑取大菌落在筛选
培养基平板上划线纯化单菌落，挑取单菌落接至斜
面，于 4℃冰箱保藏。
1. 3 内醚糖同化能力检测

将筛选到的菌株接种于以内醚糖为碳源的液体
筛选培养基中，于 30℃、180 r /min 条件下培养，每
24 h 取样并进行 HPLC 分析。
1. 4 菌种鉴定
1. 4. 1 形态学鉴定:将菌种接到多种碳源的培养基
中，观察菌落形态，利用插片法培养，借助显微镜观

察其显微形态特征。
1. 4. 2 分子生物学鉴定: PCＲ 扩增引物为 ITS1:
TCCGTAGGTGAACCTGCGG; ITS4: TCCTCCGCTTT
TGATATGC。PCＲ 反应体系 (20 μL): 10 × Ex Taq
buffer 2. 0 μL; MgCl2(25 mmol /L)1. 6 μL; dNTP(2. 5
mmol /L)1. 6 μL;引物各 1 μL;Template 0. 5 μL;5U
Ex Taq 0. 2 μL;ddH2O12. 1 μL。PCＲ 反应条件:95℃
预变性 5 min;95℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延伸
1 min 30 s，共 24 个循环;72℃延伸 10 min。所得测序
结果用 Blast 与 GenBank 中的核酸数据进行比对分
析，用 MEGA4. 0 软件构建进化树。
1. 5 发酵及类胡萝卜素提取分析

将活化后的红冬孢酵母接种于液体发酵培养基
中，30℃、180 r /min 条件下培养 5 d 后离心收集菌
体，破壁后用蒸馏水洗涤 2 次后，加入等体积丙酮提
取类胡萝卜素，离心后上清液即为类胡萝卜素提取
液，475 nm 下测定吸光值定量。

类胡萝卜素含量 (μg / g) = (Aλmax × D × V) /
(0. 16 × W)，其中 Aλmax 为 475 nm 最大吸收波长
下的吸光度，V 为提取所用有机溶剂的总体积
(mL)，D 为浸提液稀释倍数，W 为酵母干重，0. 16
为类胡萝卜素的消光系数。
1. 6 内醚糖分析

Agilent 1100 高效液相色谱仪 ( Agilent 公司)，
Aminex HPX-87H 柱 ( Bio-Ｒad，USA )，流 动 相:
0. 05 mmol /L硫酸溶液，流 速 0. 5 mL /min，柱温
35℃，检测器:示差折光检测器。
1. 7 内醚糖标准曲线

准确配制 11. 52 mg /mL 内醚糖溶液，梯度稀释
为 5. 76、2. 88、1. 44、0. 72、0. 36 mg /mL，经 0. 45 μm
微孔滤膜过滤，HPLC 分析，绘制内醚糖浓度-峰面积
标准曲线。

内醚糖标准曲线:y(峰面积) = 379131. 1x(浓
度 mg /mL) + 7. 17(Ｒ2 = 0. 99958)

内醚糖转化率(% ) = ［(原液中内醚糖量 － 转
化液中内醚糖量) × 100%］/原液中内醚糖量。

2 结果

2. 1 内醚糖同化能力菌株的筛选
土壤浸提液涂布于固体筛选培养基平板后，

30℃恒温培养 5 d 后，发现平板上长出一种红色的
菌落，经纯化后接种于液体培养基，30℃，180 r /min
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培养，每 24 h 取样分析，发现其对内醚糖有较强的
同化能力，将此红色菌株命名为 ZS1 (见图 1 和
图 2)。

从图 1 和图 2 的比较可见，经 ZS1 菌转化后

2%内醚糖溶液中的内醚糖浓度有显著的降低，培养
4 d 后，对内醚糖的利用率为 67. 0%，说明此菌株对
内醚糖有较强的同化能力，进一步对其进行菌种
鉴定。

图 1． 内醚糖 2%溶液的 HPLC 分析
Figure 1． The HPLC analysis of 2% Levoglucosan solution．

图 2． 经 ZS1 菌同化后的 2%内醚糖溶液 HPLC 分析(培养 4 天)
Figure 2． The HPLC analysis of 2% Levoglucosan after bioconversion by ZS1 strain(4 d) ．

2. 2 菌种鉴定
2. 2. 1 形态及生理特性:培养液呈红色，静置时
菌体 沉 淀。显 微 观 察 细 胞 为 球 形 或 卵 圆 形
(2. 6 － 5. 0)μm × ( 4. 3 － 5. 8 ) μm，细胞间相互
交联，多端出芽生殖，可形成假菌丝，属担子菌
类。在内醚糖培养基平板上菌落呈圆形橘红色，

直径 1 mm － 2 mm，凸起、边缘齐整、表面光滑湿
润、有光泽、橙红色较透明，可产类胡萝卜素。好
氧，化能异养型。在 PDA 培养基上也可以生长。
可同化葡萄糖、蔗糖等多种碳源。但是不能以葡
萄糖为碳源发酵产乙醇。后续进一步进行分子
生物学鉴定。
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图 3． ZS1 菌的显微照片(40 × )
Figure 3． The micrograph of ZS1 strain(40 × ) ．

2. 2. 2 分子鉴定:将测序结果用 Blast 与 GenBank
中的核酸数据进行比对分析，构建进化树如图 4
所示。

用 Blast 与 GenBank 中的数据进行比对分析，发

现 ZS1 菌与红冬孢酵母属的亲缘关系最近，与红冬
孢 酵 母 菌 ( Ｒhodosporidium kratochvilovae．
［JN662395］)序列的相似性为 99%，与其相邻属粘
红酵母属(Ｒhodotorula glutinis)亲缘关系则较远，且
与此属中的其他种也有显著的差别，如与倒卵形红
冬孢酵母菌( Ｒhodosporidium diobovatum)有较大差
异(相似性不足 80% )。结合菌株形态和菌落特征
等综 合 分 析，鉴 定 该 菌 为 红 冬 孢 酵 母 菌 属
(Ｒhodosporidium kratochvilovae)提交的菌种保藏号
为 CGMCC NO:6365。
2. 3 碳源对类胡萝卜素产量的影响

该红冬孢酵母菌能产类胡萝卜素，本工作首先
考察其利用不同碳源的能力，以综合考虑菌体生物
量与类胡萝卜素产量。分别以葡萄糖、蔗糖、内醚
糖、淀粉和乳糖为碳源，将活化后的红冬孢酵母接种
于不同碳源的培养基中，碳源浓度为 1% (W /W)，
氮源为蛋白胨，在 30℃，180 r /min 条件下培养后提
取类胡萝卜素，结果见表 1 所示。

图 4． ZS1 菌株的系统进化树
Figure 4． Phylogenetic tree of Ｒhodosporidium kratochvilovae ZS1． Phylogenetic tree of strain ZS1 and relevant strains

constructed from complete sequences of 18S rDNA． Numbers in bracket represent the sequences accession number in Gene

Bank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． Bar，0. 01 sequence divergence．

表 1．碳源对红冬孢酵母菌生物量和类胡萝卜素产量的影响
Table 1． Effect of carbon source on the yield of biomass and carotrenoids by Ｒhodosporidium kratochvilovae

carbon source
strain biomass / ( g /L) (wet weight) carotrenoids /(μg / g) ( dry weight)

mean standard deviation mean standard deviation
glucose 15. 9 0. 70 164. 8 3. 66
sucrose 19. 3 0. 53 259. 4 4. 51
levoglucosan 28. 4 0. 36 241. 0 7. 21
starch 2. 43 0. 23 17. 5 0. 62
lactose 1. 17 0. 14 4. 36 0. 53
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由表 1 可见，以蔗糖和内醚糖为碳源时红冬孢
酵母菌的生物量较高，其中以内醚糖为碳源时的红
冬孢酵母菌生物量最高，达 28. 4 g /L(湿重)。以内
醚糖和蔗糖为碳源时，类胡萝卜素含量分别达到
241. 0 μg / g 和 259. 4 μg / g(干重)，而内醚糖可由生
物质的快速热解制得，是一种新型碳源，因此本工作

优选内醚糖作为红冬孢酵母菌的碳源。
2. 4 氮源对类胡萝卜素产量的影响

分别以蛋白胨、(NH4 ) 2 SO4、尿素、豆粕粉、酵
母粉为氮源 (1%，W /W) (内醚糖为碳源)，考察氮
源对红冬孢酵母菌生物量及类胡萝卜素产量的影
响，结果如表 2 所示。

表 2． 氮源对红冬孢酵母菌生物量与类胡萝卜素产量的影响
Table 2． Effect of nitrogen source on the yield of carotrenoids and biomass by Ｒhodosporidium kratochvilovae

nitrogen source
strain biomass ( g /L) (wet weight) carotrenoids (μg / g) ( dry weight)

mean standard deviation mean standard deviation
peptone 25. 9 1. 39 222. 7 2. 86
(NH4 ) 2 SO4 7. 6 0. 30 23. 6 1. 13
urea 10. 4 0. 46 68. 0 0. 75
bean power 8. 2 0. 44 26. 5 0. 56
yeast power 30. 1 0. 78 238. 1 6. 74

由表 2 可见，以酵母粉、蛋白胨作为氮源时，红

冬孢酵母的生物量和类胡萝卜素量均较高，其中以

酵母粉为氮源时菌量最高(30. 1 g /L，湿重)，类胡萝

卜素量达 238. 1 μg / g(干重)，因此酵母粉是红冬孢

酵母菌培养的适宜氮源。

2. 5 优化条件下类胡萝卜素的产量与内醚糖转化

率

综合以上实验结果，以 1% 内醚糖为碳源，1%

酵母膏为氮源，其他条件经优化后确定为添加
0. 1% KH2PO4、0. 04% MgSO4、0. 1% K2HPO4，

0. 03% FeSO4 无机盐，最适 pH 5. 0。30℃、180 r /

min 条件下培养。取样分析内醚糖的转化率和类胡

萝卜素产量，结果见图 5。

由图 5 可见，在优化培养条件下内醚糖的转化

率为 98. 7%，类胡萝卜素的产量为 427. 1 μg / g(干

重)。

2. 6 红冬孢酵母对生物质热解液的利用

将红冬孢酵母接种到稀释 50 倍的纤维素热解

液中，调 pH 至 6. 0，30℃，180 r /min，的条件下培

养 5 d 后，发现菌体受抑制不生长，HPLC 检测结果

表明热解液中的内醚糖也未减少。进一步将热解

液用 5%活性炭脱毒后，接入红冬孢酵母在上述相

同条件下培养，结果与未脱毒前未见明显改善，因

此在后续研究中深入探讨热解液中对红冬孢酵母

的抑制物种类是解决其利用热解液并产类胡萝卜

素的关键。

图 5． 优化条件下内醚糖转化率和类胡萝卜素产量
Figure 5． Time course of conversion rate of levoglucosan and

carotrenoids production after conditions optimization．

3 讨论

内醚糖在自然界中十分稀少，能同化内醚糖的
微生物不仅少且利用率低［16］。本工作以内醚糖为
唯一碳源，筛选到对内醚糖具有很高转化能力的红
冬孢酵母(Ｒhodosporidium kratochvilovae)，经条件优
化后，培养 5 d 后内醚糖的转化率达 98. 7%，类胡萝
卜素产量为 427. 1 μg / g(干重)。高于以葡萄糖为
碳源的沼泽生红冬孢酵母所产类胡萝卜素量(303
μg / g 干重，以类胡萝卜素量 3. 55 mg /L 折算而
来)［16］。本工作为内醚糖的高效利用提供了性能更
好的菌株。纤维素类生物质原料来源广泛，红冬孢
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酵母以其热解产物转化得到类胡萝卜素，对实现纤
维素生物质的多途径利用具有深远的意义。
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Isolation and identification of a strain converting
levoglucosan to carotenoid
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Abstract:［Objective］ In order to use cellulosic biomass effectively，we screened a strain that can convert levoglucosan
efficiently to carotenoids． ［Methods］ Strain ZS1 was isolated from soil using levoglucosan of cellulosis pyrolysis products
as sole carbon source． It was identified based on rDNA ITS sequence analysis and morphological characteristics．
Phylogenetic tree was constructed to determine its taxonomic status． The conversion rate of levoglucosan was analyzed by
high performance liquid chromatography． Carotenoid in fermentation liquid was detected by spectrophotometry． ［Ｒesults］
The results show that ZS1could ferment levoglucosan efficiently and the consumption rate of levoglucosan reached 67. 0%
after 4 days． Strain ZS1 was identified as Ｒhodosporidium kratochvilovae (CGMCC NO:6365) based on the morphology
features and ITS sequence analysis． After optimization of culture conditions，the conversion rate of levoglucosan reached
98. 7% after 5 days． The content of carotenoid in cells was 427. 1 μg / g ( cell dry weight) ． After conversion，460. 4μg /
g ( levoglucosan) of carotenoids could be produced with levoglucosan as carbon source． ［Conclusion］The strain capable
fermenting levoglucosan was identified as Ｒ． kratochvilovae that could produce carotenoids with levoglucosan as carbon
source．
Keywords: levoglucosan，biomass pyrolysis，Ｒhodosporidium kratochvilovae，carotenoids
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