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圆红冬孢酵母两阶段培养法生产微生物油脂 
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摘   要 : 为缩短发酵时间，减少原料消耗，采用细胞增殖和油脂积累分离的两阶段模式，培养圆红冬孢酵母

Rhodosporidium toruloides AS 2.1389 生产微生物油脂。结果表明，细胞增殖阶段获得的 R. toruloides AS 2.1389 细胞，

重悬接种在葡萄糖溶液中，可快速积累油脂，菌体油脂含量超过自身干重的 55％。增殖阶段细胞的菌龄越高，产油能

力越强。油脂积累阶段使用高浓度葡萄糖溶液或未灭菌的葡萄糖溶液，油脂合成可以有效进行。油脂中脂肪酸成分以

含 16 和 18 个碳原子的长链脂肪酸为主，可作为制备生物柴油的新型原料。 
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Microbial lipid production by Rhodosporidium toruloides  
in a two-stage culture mode 
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Abstract:  To shorten the cultivation time and reduce the consumption of raw materials for microbial lipid production, oleaginous 
yeast Rhodosporidium toruloides AS 2.1389 was cultivated using a two-stage culture mode, in which the cell propagation and lipid 
accumulation were separated. The yeast cells recovered from the propagation culture were re-suspended in glucose solution for lipid 
accumulation, through which lipid content over 55% of the dry cell weight was achieved, the longer the propagation stage was, the 
higher the lipid content. Analysis of the lipid indicated that the long-chain fatty acids with 16 and 18 carbon atoms were major 
components, suggesting that the lipid can be an alternative feedstock for biodiesel production. 
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当前化石资源日益枯竭，社会经济可持续发展

面临能源和环境的双重压力，世界各国大力发展可

再生燃料。生物柴油具有与普通柴油相近的性质，

受到高度关注，在国外已有一定规模的应用。目前

用于生物柴油生产的原料主要是动植物油脂。但以

动植物油脂生产生物柴油面临成本高、原料总量缺

口大、供给季节性强等不利于规模化生产的突出问

题[1-2]。 
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微生物油脂，又称单细胞油脂，是由酵母、霉

菌和细菌等微生物在一定的条件下，利用碳水化合

物、碳氢化合物和普通油脂作为碳源，在菌体内产

生的油脂 [3]。自然界中一些产油微生物在碳源充足

而其他营养成分 (通常为氮源) 缺乏情况下，可以在

胞内大量积累油脂，甚至达到自身干重 60％以上[4]。

产油真菌积累油脂过程中可在胞内形成一个或多个

油脂颗粒[4-6]。与传统油脂生产相比，微生物油脂生

产有许多优点：能连续规模化生产；周期短；所需

原料丰富、价格便宜、并可利用工农业废弃物；不

受季节、气候变化限制；可利用细胞诱变、融合及

基因工程等技术改良菌种等[7]。 

在以往的实验中，产油微生物培养通常采用一

步法，即细胞增殖和油脂积累在同一醪液中进行。

在培养初期阶段，细胞快速增殖；中期及后期细胞

增殖减慢，油脂合成仍然活跃，导致胞内油脂过量

积累。Hall 等[8]报道了一种两阶段培养方法，但第

一阶段得到的产油酵母 Candida 107 菌液按 37.5％ 

(V/V) 的比例直接泵入第二阶段，大量残余营养成

分、无机盐 (尤其是 NH4
+) 及代谢产物带入到第二

阶段。因此，细胞在第二阶段经历的生长环境变化

仍然类似于常见的一步法，即细胞增殖和油脂积累

过程伴随进行。 

本文采用细胞增殖和油脂积累分离的两阶段模

式，培养圆红冬孢酵母 Rhodosporidium toruloides AS 

2.1389，生产微生物油脂。细胞增殖阶段，使用营

养丰富的培养基，快速扩增菌体；油脂积累阶段，

使用无额外营养物的葡萄糖溶液，在胞内积累油脂。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
圆红冬孢酵母菌 Rhodosporidium toruloides AS 

2.1389 购 自 中 国 普 通 微 生 物 菌 种 保 藏 管 理 中 心 

(CGMCC)。 

1.2  培养基 
YEPD 液体培养基组成 (g/L)：葡萄糖 20，酵母

粉 10，蛋白胨 20，调 pH 6.0；斜面培养基在 YEPD

基础上加入琼脂粉 20 g/L；油脂合成培养基：不同

浓度的葡萄糖溶液。 

1.3  培养方法 
采用两阶段发酵模式：第一阶段于 YEPD 液体

培养基中培养，以菌体生长为主；第二阶段于葡萄

糖溶液中，进行油脂合成。 

1) 菌体生长阶段：将新鲜斜面上的圆红冬孢

酵母菌接种于含 50 mL YEPD 液体培养基的摇瓶中，

于 30℃、200 r/min 摇床培养。 

2) 菌体收集：取 0.5 mL 菌液用血球记数板记

数 (包括芽体)。取含 5×109 个细胞的菌液离心，弃

上清。其中 2 份样品离心洗涤 2 次。 

3) 油脂合成阶段：将菌体用葡萄糖溶液重悬，

接种于葡萄糖溶液中培养，温度 30℃，转速 200 r/min。 

如无特别说明实验在 250 mL 摇瓶中进行，第一

阶段培养 36 h，第二阶段在 40 g/L 葡萄糖溶液中培

养 48 h。所有数据均为 2 个平行样的均值。 

1.4  分析方法 
1.4.1  生物量测定 

发酵液离心去上清，收集沉淀，加入蒸馏水离

心洗涤 2 次，于 105℃烘至恒重，以 g 干菌体/L 发

酵液表示菌体生物量[9]。 

1.4.2  油脂提取 

采用酸热法，以 g 油/L 发酵液表示油脂量，油

脂含量为油脂量占生物量的质量百分数[2]。 

1.4.3  残糖测定 

采用山东省科学院生产的 SBA-50B 生物传感分

析仪进行葡萄糖测定[9]。 

1.4.4  油脂脂肪酸组成分析 

按文献报道的方法对油脂脂肪酸进行甲酯化[9]。

得到的样品利用 GC 7890 型气相色谱仪进行分析。

色谱条件为：FFAP 石英毛细管柱 (30 m×0.32 mm× 

0.4 μm)；进样器温度 250℃；进样量 0.2 μL；载气

N2 41 mL/min， 检 测 器  (FID) 温 度 280℃； H2 

33 mL/min，空气 100 mL/min；柱温 190℃；分流进

样。脂肪酸通过对照标准样品定性，采用面积归一

法确定相对含量。 

2  结果与讨论 

2.1  两阶段培养法生产油脂 
R. toruloides AS 2.1389 在 YEPD 培养基培养
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36 h 后，离心收集细胞，其中 2 个样品加入 5 mL 蒸

馏水离心洗涤 2 次，重悬后，于葡萄糖溶液中培养

48 h。结果离心洗涤样品的耗糖量、生物量和菌体油

脂含量分别为 21.0 g/L、9.1 g/L 和 58.6％；未离心洗

涤的对照组耗糖量、生物量和菌体油脂含量分别为

26.5 g/L、11.0 g/L 和 59.0％。离心洗涤组的耗糖量

和生物量明显低于对照组；但两者油脂含量相差很

小。因此，推测离心洗涤样品的油脂合成能力与对

照组相当，只是离心洗涤操作时由于反复离心、重

悬过程中细胞有所损失，导致耗糖量和生物量偏低。 

在营养缺乏的情况下，细胞通过自体吞噬将细

胞内的大分子降解为游离态的核苷酸、氨基酸和脂

肪酸等。氮源匮乏而葡萄糖存在的条件下，酵母细

胞发生强烈的自体吞噬，细胞质及细胞器均可被降

解成小分子，用于提供能量或/和维持必要的大分子

合成[10]。可见脂肪合成的限氮条件也可能诱导细胞

自体吞噬。并且圆红冬孢酵母可以积累超过自身干

重 70％以上的油脂，并形成 2 个或多个油脂颗粒[11]；

油脂颗粒几乎可以占据整个细胞，而胞质的其他部

分则很少。显然，油脂颗粒形成的过程中，需要大

规模的细胞质重构。最近对脂肪细胞和肝细胞的研

究表明，自体吞噬缺陷导致脂肪合成及脂肪颗粒形

成均被强烈抑制[12]。当多次离心洗涤后，发酵液中

所含有的营养物质及其他复杂成分几乎都被去除，所

以细胞需要靠自体吞噬分解部分细胞质成分，为油脂

合成提供必要的中间分子，从而保证了油脂合成的进

行；与此同时可以为油脂颗粒形成提供足够的空间。 

尽管产油酵母细胞均可合成油脂，但是其合成

过程、调节机制、油脂颗粒的形成以及与其他细胞

器相互关系所知甚少[13-14]。理想的研究油脂合成的

模型是用不含有细胞的酶反应系统。另一个较好的

模型是用重悬的细胞体系[15]，即细胞经过离心洗涤、

重悬在葡萄糖溶液中进行油脂合成的两阶段培养法

可成为研究油脂合成的模型。 

2.2  菌龄对油脂积累的影响 
细胞在 YEPD 培养基中分别培养 24、30、36 h。

细胞收集后，于 40 g/L 葡萄糖溶液中培养 48 h。结

果显示：生物量、油脂含量随菌龄的增大而增加，

残糖量随菌龄的增大而降低 (表 1)，表明菌龄越大

细胞利用葡萄糖合成油脂的能力越强。但不同菌龄

细胞油脂含量没有明显差别均超过 52％。研究发

现随着菌龄增加，酿酒酵母细胞的大小也随之增

大[16-17]。我们对油脂积累之前样品的生物量测定也

发现随着菌龄的增大，细胞生物量 (5×109 个细胞) 

也随之增加。因此不同菌龄的细胞可能具有不同的

细胞大小，导致底物消耗量和油脂积累量不同。 
 
表 1  菌龄对 R. toruloides AS 2.1389 积累油脂的影响 
Table 1  Effects of cell age on lipid accumulation by R. 
toruloides AS 2.1389 

Age 
(h) 

Residual 
glucose (g/L) 

Biomass 
(g/L) 

Lipid 
(g/L) 

Lipid 
content (%)

24 15.3 9.8 5.2 52.9 

30 14.3 10.3 5.4 52.4 

36 12.8 11.6 6.1 52.5 

 
2.3  葡萄糖溶液中 R. toruloides AS 2.1389 油脂积

累的动力学 
菌龄 36 h 的 R. toruloides AS 2.1389 细胞于

40 g/L 葡萄糖溶液中培养。残糖量随时间下降，生

物量、油脂量、含油量随时间增加。84 h 后葡萄糖

耗尽，生物量、油脂量和菌体油脂含量均达到最高

值，分别为 13.5 g/L、8.2 g/L 和 60.5％ (图 1)。可

见，底物平均消耗速率为 0.476 g/(L·h)，油脂平均生

产速率为 0.097 g/(L·h)。葡萄糖消耗曲线和油脂积累

曲线近似成直线，说明整个过程中细胞利用葡萄糖

和积累油脂的能力并没有发生明显降低。 

 

图 1  葡萄糖溶液中 R. toruloides AS 2.1389 积累油脂的

动力学曲线 
Fig. 1  Time courses of lipid accumulation by R. toruloides AS 
2.1389 in glucose solution. 
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2.4  初始糖浓度对油脂积累的影响 
为了揭示初始糖浓度对油脂积累的影响，在初

始葡萄糖浓度为 40、60、80、100、120、150 及

180 g/L 的溶液中培养 R. toruloides AS 2.138。48 h

后，实验结果如图 2 所示。生物量、油脂量、菌体

油脂含量随糖浓度的增加而缓慢减少。在 40 g/L 葡

萄糖溶液中生物量、油脂量最高，分别达到 11.6 g/L

和 6.1 g/L；在 120 g/L 葡萄糖溶液中生物量、油脂

量分别为 10.2 g/L，5.3 g/L；而在 180 g/L 葡萄糖溶

液中生物量、油脂量最低，分别为 8.3 g/L 和 4.2 g/L。

结果表明在高糖溶液中仍然能够快速积累油脂。但

当糖浓度过高时抑制作用比较明显，与以前的研究

结果一致 [9]。值得一提的是在深黄被孢霉、发酵性

丝孢酵母的研究中也发现了高糖抑制油脂积累的现

象[18-19]。其可能的原因是高浓度的糖导致高渗透压

和低水活度，从而抑制细胞油脂合成[19]。 

 

图 2  糖浓度对 R. toruloides AS 2.1389 油脂积累的影响 
Fig. 2  Effects of initial glucose concentration on lipid 
accumulation by R. toruloides AS 2.1389. 
 
2.5  在未灭菌的葡萄糖溶液中积累油脂 

在未灭菌的葡萄糖溶液中培养 48 h，细胞的生

物量、油脂量和菌体油脂含量分别为 11.0 g/L、

6.1 g/L 和 55.4％，与对照组相当 (表 2)。结果说明

在重悬培养条件下，培养基中所含微生物细胞对油

脂合成的影响不明显。 

在发酵生产中染菌可能降低总体生产水平，严

重时使发酵陷于瘫痪。同时染菌还对环境造成污

染。防止杂菌污染是发酵过程中的一项重要工作内

容[20]。采用两阶段培养模式，由于菌体增殖阶段得

到的细胞经过了离心分离，细胞接种到无额外营养

物的葡萄糖溶液中，环境中营养成分贫乏，杂菌难

以生长。在乙醇发酵研究中发现，当酿酒酵母接种

量达到 3×107 个/mL 时，不论是否感染杂菌，对发酵

产乙醇的影响都不大。提高酵母菌接种量，可以有

效抑制其他杂菌的生长和代谢 [21]。在我们的实验

中 R. toruloides AS 2.1389 细 胞 接 种 浓 度 高 达

1×108 个/mL，故可以有效降低杂菌影响。因此可以

降低染菌危害，节省灭菌所消耗的能量。 
 

表 2  在未灭菌的葡萄糖溶液中 R. toruloides AS 2.1389
积累油脂 
Table 2  Lipid accumulation by R. toruloides AS 2.1389 in 
non-sterile glucose solution 

Sterile 
or not 

Residual 
glucose (g/L)

Biomass 
(g/L) 

Lipid 
(g/L) 

Lipid 
content (%)

Sterile 12.3 11.6 6.1 52.5 

not 11.8 11.0 6.1 55.4 
 

2.6  细胞密度对油脂积累的影响 
于40 g/L 葡萄糖溶液中接种 R. toruloides AS 

2.1389 ， 至 细 胞 密 度 分 别 达 到 0.5×108 个 /mL 、

1 × 1 0 8 个 / m L 、 2 × 1 0 8 个 / m L 、 3 × 1 0 8 个 / m L 、

4×108个/mL、5×108个/mL 和6×108个/mL，培养48 h。

结果显示 (图3)，含油量随细胞密度的增加而减少，

当密度为0.5×108个/mL 时含油量最高达到61.3％，

当密度达到6×108个/mL 时含油量最低仅为14.3％，

表明油脂合成能力随细胞密度的升高而下降。 

 

图 3  细胞密度对 R. toruloides AS 2.1389 油脂积累的影响 
Fig. 3  Effects of cell density on lipid accumulation by R. 
toruloides AS 2.1389. 
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高密度培养能够提高产量，减少杂菌污染的风

险。但同时也有多种缺点，如：底物抑制、代谢

副产物抑制、氧气供给不足和二氧化碳的高溶解率

等 [22]。油脂合成需要消耗氧气，摇瓶发酵氧气传递

效率低，氧气供应不足。因此，提高发酵密度后，

R. toruloides AS 2.1389 细胞可能处于低氧环境，限

制了油脂合成速度。 

2.7  油脂脂肪酸组成分析 
采用气相色谱对 R. toruloides AS 2.1389 菌油的

典型样品进行脂肪酸组成分析。结果表明，样品中

含有棕榈酸  (35.9％)、棕榈油酸  (3.6％)、硬脂酸 

(5.5％) 油酸 (52.4％)、亚油酸 (1.3％) 及少量未知

脂肪酸 (1.4％)。总体上看，菌油脂肪酸组成与以前

报道的结果相似，可用作生物柴油和油脂化工行业

的原料[9,23]。 

3  结论 

发现 Rhodosporidium toruloides AS 2.1389 细胞

可以在无额外营养物的葡萄糖溶液保持油脂积累活

性，菌体油脂含量可超过细胞干重的 55％。在此基

础上建立了细胞增殖和油脂积累分离的两阶段油脂

生产模式。该培养模式下由于菌体生长与油脂合成

分步进行，为进一步开展过程优化，降低微生物油

脂生产成本提供了新方向。在油脂积累阶段，由于

几乎没有菌体增殖行为，代谢活动可能主要与油脂

合成相关，为研究产油微生物脂肪代谢提供很好的

模型。 
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