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沼泽红假单胞菌胞内番茄红素生物合成的研究
张  同1，朱瑞艳2，惠伯棣1,*，杨博媛1

(1.北京联合大学应用文理学院，北京 100191；2.河北省生物新能源工程技术研究中心，河北 秦皇岛 066004)

摘  要：研究沼泽红假单胞菌中番茄红素的合成积累，为开发番茄红素的新资源作出尝试。通过HPLC和HPLC-MS
分析沼泽红假单胞菌四氢呋喃萃取液，确认萃取液中所含的主要类胡萝卜素为玫红品、3,4-脱氢玫红品和番茄红

素。在补充碳源的条件下，以种子培养基培养沼泽红假单胞菌，确定番茄红素在菌群进入对数生长期一段时间后才

大量积累，并在菌群因缺少氮源而进入稳定期后开始下降。这说明番茄红素的合成不仅需要碳源作为前体物，还需

要足够的氮源生成类胡萝卜素合成酶才可以大量积累。通过实验分别确定了沼泽红假单胞菌生产番茄红素的最佳碳

源、氮源及pH值，在最佳条件下番茄红素的总产量最大值为0.2456μg/mL，相对产量为0.1682μg/g。
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Abstract：This research aims to study the biosynthesis of lycopene in Rhodopseudomonas palustris and explore the possibility 

for Rhodopseudomonas palustris to be a novel source of natural lycopene. The metabolic products of R. palustris extracted with 

tetrahydrofuran (THF) were analyzed by HPLC and HPLC-MS. The results showed that the main carotenoids in R. palustris were 

rhodopin, 3,4-dehydrorhodopin and lycopene. R. palustris was cultivated in SMN supplemented with carbon source. Massive 

lycopene accumulation was observed during a period after the beginning of the logarithmic phase, followed by a decline at the 

stable phase. The optimal carbon source, nitrogen source and pH were determined. Under the optimal cultivation conditions, the 

yield of lycopene reached a maximum level of 0.2456 μg/mL, and the relative yield was 0.1682 μg/g.
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番茄红素是胡萝卜素的一种，广泛地存在于番茄、

西瓜、柿子、李子、木瓜、芒果、草莓、柑橘类、杏、

和桃以及南瓜、萝卜、胡萝卜等水果蔬菜中[1]。其中番茄

及其制品中的番茄红素含量最高，且随着番茄成熟度增

高其含量也越高[2]。人体中也含有番茄红素，其中血液、

肾上腺、睾丸、肝脏等器官中含量较高[3]。

番茄红素的化学式为C 4 0H 5 6，相对分子质量为

536.87，熔点175℃，纯品为针状深红色晶体，带有金

属光泽。番茄红素是有机化合物，可溶于大多数有机试

剂，在卤代烷烃中有很好的溶解度。番茄红素溶液的

UV-Vis最大吸收波长因其溶剂不同而略有偏移，一般

在470～475nm之间[4]。在自然界中，番茄红素主要是以

全反式异构体存在，在常温过程下储存是稳定的。在光

照、热和化学反应的影响下，全反式异构体会生成顺势

异构体，成为不稳定的分子。最常见的有13Z、9Z、5Z  
3种顺式异构体[5]。

现在已有大量的证据表明：番茄红素能够改善胞间

隙连接通路丢失这种致癌表现[6-7]。还有研究证明：类胡

萝卜可以增加正常细胞和转化细胞之间的连接[8-9]，而番

茄果实中所具有的5,6-环氧番茄红素能增加间隙连接蛋

白在人角质层中的表达[10]。在所有关于番茄红素抗癌的

研究中，预防前列腺癌的研究最多，其中包含很多流行

病学的证据[11-13]，也包含细胞水平上的证据[14-15]。流行

病学研究的结果证明了番茄红素在抑制胃癌方面的正面

作用[16-17]。在动物模型中可以观察到番茄红素对肺癌[18]

和乳腺癌[19]的抑制作用。目前，对于番茄红素在消除由

运动产生的自由基、抗疲劳方面已有报道[20]。来自荷兰

鹿特丹的一项流行病学研究表明，在动脉粥样硬化发生
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时，番茄红素是重要的保护性因子[21]。对妇女健康的研

究发现，膳食中番茄红素的高摄入可降低65%冠心病的

发生率[22]。对中年男性冠心病人的研究发现，血清中番

茄红素水平较低的患者发生急性心肌梗死的危险是其他

患者的3.3倍[23]。

番茄是天然番茄红素的主要来源。从番茄中提取番

茄红素的方法主要有溶剂萃取和超临界流体萃取两种方

法。但利用微生物发酵生产番茄红素成本低、产量高，

且不受生长季节的影响，因此在当前的番茄红素生产中

占据一定优势。除此之外罗氏、巴斯夫等跨国大公司还

掌握着番茄红素的化学合成工艺。

沼泽红假单胞菌(Rhodopseudomonas palustris)属于红

螺菌科、红假单胞菌属，在废水处理[24-26]和水产养殖业中

有广泛的应用。沼泽红假单胞菌广泛分布于自然界的土

壤、水田、沼泽、湖泊、江海等处，主要分布于水生环

境中光线能透射到的缺氧区。对于其生长特点国内外都

有研究，但由于菌种不同其结果也不同[27-31]。国内在利用

沼泽红假单胞菌生产番茄红素上也进行了一些研究[32-35]，

其中一些研究改进的培养基虽然有明显提高，但价格过

于昂贵，不宜大规模使用。同时这些研究中番茄红素的

定性研究只使用标准品进行HPLC比对，缺乏其他光谱数

据的支持。其计算番茄红素含量的方法都是利用总吸光

度进行计算，在萃取液中含有大量其他类胡萝卜素时，

这种方法只能估算总类胡萝卜素的含量而不能作为番茄

红素含量的计算方法。

本研究的目的是探究沼泽红假单胞菌中番茄红素的

合成积累，为将其开发成为番茄红素的新资源做出尝试。

在本研究中特别注重了番茄红素组分检测方法的改进，利

用标准品在色谱图中的峰面积和对应质量浓度制作标准曲

线，以准确的计算出番茄红素全反式异构体的含量。

1 材料与方法

1.1 菌株与试剂

菌株：菌株从含有沼泽红假单胞菌的混合液中分

离。混合液采集自湖北省黄石地区阳新县网湖，由湖北

正佳微生物工程股份有限公司提供。该菌液已被大量扩

培，用于水产养殖的水质改良剂和饲料。

全反式番茄红素标准品 华北制药集团有限责任

公司；乙腈、甲醇、甲基叔丁基醚(MTBE)均为色谱纯 

迪马科技公司；酵母浸粉 北京奥博星生物技术有限责

任公司；大豆蛋白胨、胰酪胨大豆肉汤 北京双旋微生

物培养基制品厂；其他试剂均为分析纯。

1.2 培养基

SMN培养基(种子培养基)：乳酸钠7.43g/L、氯化

铵1g/L、酵母浸粉3g/L、酶水解酪蛋白3g/L、硫酸镁

0.25g/L、氯化钙10g/L、HEFN 10mL/L，pH6.8。其中微

量元素储液HEFN：柠檬酸0.4g/L、EDTA 2.0g/L、硼酸

0.28g/L、钼酸钠0.1g/L。
1.3 仪器与设备

DHP120型恒温培养箱 上海实验仪器厂有限公

司；HZQ-X100型振荡培养箱 哈尔滨东联电子有限公

司；多连罐发酵控制系统 镇江格瑞生物工程有限公

司；AL204型万分之一天平 梅特勒-托利多(上海)有

限公司；MultiSpec-1501型紫外-可见分光光度计 日

本Shimadzu公司；1525型HPLC系统(检测器为PDA-996)   
美国Waters公司。

1.4 方法

1.4.1 全反式番茄红素含量的测定

将全反式番茄红素标准品用二氯甲烷溶解并定容，

作为母液避光贮存于4℃，24h内使用。取一定量的母

液，用石油醚分别稀释10、20、25、50、100倍，配制成

不同质量浓度的全反式番茄红素溶液。测定这些溶液的

总吸光度，同时进行HPLC分析，确定其中全反式番茄红

素组分的峰面积和百分比。

HPLC分析条件[36]：固定相：YMCTM Carotenoid Column 
C30色谱柱(4.6mm×250mm，SOD-5µm)；流动相A：乙

腈、甲醇体积比3:1；流动相B：甲基叔丁基醚线性梯度

洗脱，在10min内由0%B→55%B，10～45min，维持在

55%B，45～55min，由55%B→0%B；流速：1mL/min；检

测波长：475nm；进样量：20μL；柱温：室温。

番茄红素遇氧、见光均会分解，同时在配制母液时

标准品称质量很小。因此本研究通过测定不同质量浓度

的全反式番茄红素溶液的总吸光度和HPLC图谱中全反式

番茄红素组分的峰面积百分比，用两者的乘积来计算溶

液中全反式番茄红素的吸光度，再用公式(1)[1]来计算出

全反式番茄红素的质量浓度。以全反式番茄红素的质量

浓度为横坐标，全反式番茄红素色谱图的峰面积为纵坐

标，绘图得到全反式番茄红素组分的回归方程。将其他

HPLC分析得到的全反式番茄红素峰面积代入到回归方程

中，便可得出对应的全反式番茄红素质量浓度。

1cmA1%  ×100
A 1000

x/(mg/mL) =  (1)

式中：x为样品中所含组分的质量浓度/(mg/mL)；A
为样品的组分在471nm波长处的吸光度；A1

1cm
%  为吸光系

数，定义为在1cm光程长的比色杯中1g/100mL溶质的理

论吸收值，在此采用3450。
1.4.2 沼泽红假单胞菌的分离、纯化和保存

以SMN为培养基，在厌氧管中接种含有沼泽红假单

胞菌的混合液。在30℃，光照厌氧条件下静置培养，直

到培养液变为鲜红色，沼泽红假单胞菌大量富集。将培
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养液稀释涂布到SMN平板上，30℃恒温培养。待长出菌

落后，挑取单一菌落在SMN平板上反复稀释涂布和划线

确保获得纯净菌种。使用细菌通用引物27F/1492R进行

PCR，扩增菌种的16S rDNA并外送测序。

纯化后的沼泽红假单胞菌在液体SMN中培养24h后
加入甘油，使菌液中的甘油体积分数达到15%，保存于 

－80℃冰箱中。使用前将菌种在SMN平板上划线培养

72h，之后挑取单菌落在试管中培养24h作为种子液。

1.4.3 类胡萝卜素种类的鉴定

在SMN中培养沼泽红假单胞菌96h，培养条件为

30℃，避光，转速100r/min。取一定量的发酵液离心去除

上清后用有机试剂萃取色素，用HPLC分析萃取液并外送

样品进行HPLC-MS分析，同时以番茄红素标准品作为对

照进行HPLC分析。HPLC条件同1.4.1节，HPLC-MS条件

如下。

MS条件：LCQ Deca XP离子阱质谱仪，离子源喷

射，电压315kV，毛细管温度275℃，夹套气(N2)，检测

方式为正离子检测；HPLC条件：由于外送质谱检测只

能使用单泵系统，因此其流动相为HPLC分析改进的单一

流动相，其他条件不变；固定相：YMCTM Carotenoid Column  
C30色谱柱(4.6mm×250mm，SOD-5µm)；流动相：将

HPLC分析中的流动相A(乙腈、甲醇体积比3:1)与流动

相B(甲基叔丁基醚，MTBE)按照体积比55:45混合；

流速：1mL/min；检测波长475nm；进样量：10μL；柱

温：室温。

1.4.4 沼泽红假单胞菌在SMN中的生长规律

在5L发酵罐中以SMN培养沼泽红假单胞菌。培养条

件：培养基3L，接种量10%，避光，空气通入量为2L/min，
转速150r/min，温度30℃。当发酵液pH值上升到7.5后，

以乳酸作为补料剂，使发酵液pH值维持在7.5左右。发

酵期间每6h取少量发酵液分析，以水为空白参比，测定

600nm波长处菌液吸光度。一定体积的发酵液，离弃去

上清，置于105℃电热鼓风箱中烘干至恒质量，称量并计

算菌体生物量(g/L)。将0、24、48、72、96h这5个时间点

的发酵液离心去除上清后用有机试剂萃取色素，用HPLC
分析萃取液(HPLC条件同1.4.1节)。
1.4.5 番茄红素产量的优化

1.4.5.1 碳源、氮源优化

以SMN培养基为基础，将碳源分别替换为结晶乙酸

钠、柠檬酸三钠、草酸、酒石酸、葡萄糖、麦芽糖和可

溶性淀粉，使其用量相当于7.52g/L的乳酸钠；无机氮源

不变，有机氮源只使用酵母浸粉且用量为2g/L。培养条

件：接种量10%，恒温30℃，摇速100r/min，避光。培养

72h后测定菌体生物量与全反式番茄红素的HPLC峰面积

(HPLC条件同1.4.1节)，通过计算确定最佳碳源。

以SMN培养基为基础，使用最佳碳源，无机氮源不

变，有机氮源只使用一种，分别为酵母浸粉2g/L、酶解

酪蛋白1.64g/L、大豆蛋白胨2.25g/L、胰蛋白胨1.5g/L、
胰酪胨大豆肉汤2.2g/L，使用量相当于2g酵母浸粉中所含

氮量。条件不变培养72h，测定菌体生物量与全反式番茄

红素的HPLC峰面积，通过计算确定最佳氮源。

以SMN培养基为基础，使用最佳碳源和有机氮源，

以两者含量和装液量为因素，选取不同水平配制培养

基。其他条件不变，培养72h，测定菌体生物量与全反式

番茄红素的HPLC峰面积，通过计算确定生产全反式番茄

红素最佳培养基。

1.4.5.2 积累番茄红素最佳pH值

利用最佳培养基培养沼泽红假单胞菌，条件同

1.4.5.1节。前24h为保证菌群生长，使菌群顺利度过延滞

期，不改变pH值。24h之后用酸度计准确测量pH值并分

别加入盐酸或氢氧化钠，使各组发酵液pH值分别调整为

6、7、8、9、10，保持其他培养条件不变继续培养30h。
每6h取样进行HPLC分析得到全反式番茄红素峰面积

(HPLC条件同1.4.1节)，通过计算确定最佳pH值。

1.4.5.3 发酵罐优化生产番茄红素

在5L发酵罐中以优化培养基培养沼泽红假单胞菌。

培养条件：培养基3.5L、接种量10%、避光、空气通入量

1L/min、转速150r/min、恒温30℃。当发酵液pH值上升

到产番茄红素最佳值后，以最佳碳源作为补料剂，使发

酵液pH值维持稳定。每6h取少量发酵液测定吸光度、生

物量。将0、24、48、72、96、120h这6个时间点的发酵

液进行HPLC分析得到全反式番茄红素峰面积(HPLC条件

同1.4.1节)，通过计算确定番茄红素的产量。

2 结果与分析

2.1 全反式番茄红素含量的测定
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图 1 全反式番茄红素的HPLC色图谱及其电子吸收光谱

Fig.1 Chromatogram and electronic absorption spectrum of all-E-

lycopene by C30-HPLC

由图1可知，在此种色谱条件下，全反式番茄红素标

准品保留时间为36.11min。由电子吸收光谱图可知，其三

指峰的λmax分别为447、473nm和506nm。将全反式番茄红素

的质量浓度和全反式番茄红素色谱图的峰面积绘图(图2)， 
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得到回归方程：y =267.9x(R2=0.997)。其中y表示不同质量

浓度的全反式番茄红素在此HPLC系统绘制的色谱图中所

占的面积，x表示全反式番茄红素质量浓度。按信噪比为

2测定检出下限为：0.0747µg/mL。
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图 2 全反式番茄红素异构体组分的质量浓度与其峰面积的线性回归

Fig.2 Linear correlation between mass concentration of all-E-lycopene 

and corresponding peak area

2.2 沼泽红假单胞菌的分离、纯化及其中类胡萝卜素的

种类鉴定

按1.4.2节所述方法，得到纯化菌种的形态为杆状到

长卵形，稍弯；培养物呈红到暗红色；菌斑没有褶皱，

与《伯杰氏细菌手册》描述一致。经琼脂糖凝胶进行电

泳验证，扩增出的16S rDNA在1000～2000bp之间。测序

结果与NCBI上的数据比较，与其最匹配的菌为Rhodop-
seudomonas palustris TIE-1，匹配程度为98%。

培养96h的发酵液离心去除上清后用有机试剂萃取

菌泥中的色素。通过使用丙酮和四氢呋喃这两种有机溶

剂测试萃取效果，发现使用四氢呋喃振荡萃取一次可完

全提取色素，而丙酮萃取则需要反复研磨多次。其原因

应该是由于四氢呋喃可以轻易破坏沼泽红假单胞菌细胞

膜，而丙酮无此效果。通过HPLC测试，使用两种有机溶

剂提取的色素组成基本相同。因此为了避免类萃取时胡

萝卜素的损耗，之后的实验使用四氢呋喃作为萃取剂。
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图 3 沼泽红假单胞菌四氢呋喃提取液的C30-HPLC色谱图

Fig.3 Chromatogram of THF extractable fractions of R. palustris by 

C30-HPLC

用HPLC分析沼泽红假单胞菌的四氢呋喃萃取液，得

到色谱图(图3，检测波长475nm)，萃取液至少有14种组

分。其中，保留时间分别为26.75、34.15min和36.08min
的3个组分的峰面积最大，分别记为组分Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ。通

过观察3种组分的电子吸收光谱(图4)，其在300～650nm

之间都具有三指特征吸收峰，说明这3个组分都是类胡萝

卜素。组分Ⅲ的保留时间与电子吸收光谱都和全反式番

茄红素标准品极为相似，可能是全反式番茄红素。
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图 4 组分Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的电子吸收光谱

Fig.4 Electronic absorption spectra of components Ⅰ, Ⅱand Ⅲ

将萃取液外送进行HPLC-MS分析，其色谱图如图5 
所示(检测波长475nm)。虽然由于条件变化，图5中标注

的Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ这3种组分在保留时间上要早于与图3中的3

种组分，但其出峰顺序没有改变。可以判定，图5中标注

3种组分与图3中所标注的3种组分是一一对应的。
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图 5 R. palustris四氢呋喃提取液的C30-HPLC-MS色谱图

Fig.5 Chromatogram of THF extractable fractions of R. palustris by 

C30- HPLC-MS

由图5可知，组分Ⅰ的保留时间为15.65min，在其

保留时间附近提取的一级质谱图(图6)显示此组分中含

量最多的物质分子质量为554.4D。而质荷比(m/z)为554
的离子流图显示，分子质量为554D的物质保留时间为

15.84min，与色谱图中组分Ⅰ的保留时间基本一致。可

以判断组分Ⅰ的分子质量为554.4D。同样可以判断组

分Ⅱ的分子质量为552.3D(图7)，组分Ⅲ的分子质量为

536.4D(图8)。
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图 6 组分Ⅰ的一级质谱图(A)和提取离子流图(B)

Fig.6 Primary mass spectrum (A) and extracted ion current 

chromatogram (B) of component Ⅰ

100

80

60

40

20

0
500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

A

m/z

/%

553.3

552.3

583.4

584.4

531.6
551.4 631.2660.4 694.4 750.6

780.5
814.9

834.0 865.8 899.1 954.0
960.7

986.4

100

80

60

40

20

0

B

/min

/%

1.40

3.31

5.538.70
10.2812.86 16.01 19.09 22.43

24.30 26.73 29.80 32.25 35.86 39.38

21.63

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

图 7 组分Ⅱ的一级质谱图(A)和提取离子流图(B)

Fig.7 Primary mass spectrum (A) and extracted ion current 

chromatogram (B) of component Ⅱ
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图 8 组分Ⅲ的一级质谱图(A)和提取离子流图(B)

Fig.8 Primary mass spectrum (A) and extracted ion current 

chromatogram (B) of component Ⅲ

利用HPLC-MS分析得出的各组分分子质量，在 

Lipidbank上通过限定分子质量大小进行搜索，得到分子

质量相似物质的光谱特征吸收波长。同时以沼泽红假单

胞菌TIE-1为参照在KEGG上检索，得到其类胡萝卜素的

代谢过程(图9)。通过分子质量、特征光谱、合成途径3
种方式对比可以推断出，沼泽红假单胞菌中色素的3种主

要的组分为玫红品(rhodopin)、3,4-脱氢玫红品(3,4-dehy-
drorhodopin)和番茄红素(lycopene)(表1)。

ζ-胡萝卜素

链孢霉胡萝卜素

OH

OH

3,4-脱氢玫红品

玫红品

图 9 沼泽红假单胞菌主要类胡萝卜素的代谢过程

Fig.9 Metabolic pathways of the major carotenoids in R. palustris

在这3种类胡萝卜素中，3,4-脱氢玫红品含量最多，

这与Mizoguchi等[37]的研究结论是一致的。玫红品的含

量次之，其在多种光合细菌中都有发现[38-39]。玫红品的

共轭双键为n=11，主要存在于光合膜中的外周捕光天线

(LH2)[40]。在外周捕光天线中，类胡萝卜素的主要功能是

捕获光能，并通过单线态-单线态能量传递将激发能传递

给临近的细菌叶绿素分子。

表 1 R. palustris中3种主要类胡萝卜素与可能物的特征值

Table 1 Chromatographic and spectral characteristics of three major 

carotenoids and unknown fractions from R. palustris

组分
组分分子
质量/D 最大吸收波长/nm 推断物质

推断物质
分子质量/D

推断物质最大
吸收波长/nm

Ⅰ 554.4 449，475，505 玫红品 554.888 447，474，505
Ⅱ 552.3 459，487，519 3,4-脱氢玫红品 552.872 459，486，520
Ⅲ 536.4 449，473，504 番茄红素 536.873 447，473，504

2.3 沼泽红假单胞菌的生长规律

2.3.1 菌群生长规律

按1.4.4节中方法在发酵罐中培养沼泽红假单胞菌
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96h，每6h取样测定吸光度和菌体生物量。将吸光度和菌

体生物量分别与培养时间作图得到吸光度生长曲线和菌

体生物量生长曲线(图10)。由于除了菌群密度可以影响

菌液吸光度外，单个菌的形态、大小也会影响其数值变

化。因此菌群进入延滞期的时间应使用生物量生长曲线

的数据来确定，即60h时菌群生长进入延滞期。
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图 10 沼泽红假单胞菌在种子培养基中的生长曲线

Fig.10 Growth curve of R. palustris in seed medium

由图10可知,在60h菌群进入稳定期时，发酵液的吸

光度为2.165，生物量为1.111g/L，菌群总量并不多，这

说明此时菌群进入稳定期的原因不是因菌群密度过大所

致，而是由于发酵液中的氮或磷在60h左右基本被菌群完

全利用，菌群无法大量扩增。由于此时菌群还可以利用

碳源，且磷可以重复利用，细菌可以继续积累物质，致

使外形改变。因此菌群的生物量仍然在缓慢增加，而吸

光度上升较快。

2.3.2 3种主要类胡萝卜素积累规律

用HPLC分析0、24、48、72、96h这5个时间点的发

酵液，将色谱图中番茄红素的峰面积代入到全反式番茄

红素线性回归方程y=267.9x(R2=0.997)中，得出萃取液中

番茄红素的质量浓度，之后除以浓缩倍数得到发酵液中

番茄红素的质量浓度(μg/mL)。将质量浓度与菌体生物量

相比得到全反式番茄红素相对产量(μg/g)。将质量浓度和

相对产量分别与培养时间作图得到两条番茄红素积累曲

线(图11)。将玫红品和3,4-脱氢玫红品的峰面积分别与菌

体生物量相比，得到其相对积累比值。将两种类胡萝卜

素的峰面积和相对积累比值分别与培养时间作图，得到

玫红品和3,4-脱氢玫红品的积累曲线(图12、13)。
在菌群进入稳定期前，3种主要类胡萝卜素有如下

规律：番茄红素在菌群进入对数生长期后进入高速积累

期，而玫红品和3,4-脱氢玫红品则基本随着菌群进入对数

生长期而进入高速积累期。这说明玫红品和3,4-脱氢玫红

品的合成与菌体的高速生长有内在的联系，且其可以对

自身的合成造成负反馈调节。而番茄红素作为玫红品和

3,4-脱氢玫红品的前体，只有在两者积累到一定程度后才

可以大量积累，且3,4-脱氢玫红品的消耗可以刺激番茄红

素的合成增加。
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图 11 沼泽红假单胞菌在SMN培养基中全反式番茄红素积累曲线

Fig.11 Accumulation curve of all-E-lycopene from R. palustris in SMN 
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图 12 沼泽红假单胞菌在SMN培养基中玫红品积累曲线

Fig.12 Accumulation curve of rhodopin from R. palustris in SMN medium
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图 13 沼泽红假单胞菌在SMN培养基中3,4-脱氢玫红品积累曲线

Fig.13 Accumulation curve of 3,4-dehydrorhodopin from R. palustris 

in SMN medium

在菌群进入稳定期后，3种主要类胡萝卜素有如下规

律：番茄红素和3,4-脱氢玫红品的积累开始下降；玫红品

的积累开始平稳。这说明，当沼泽红假单胞菌的生长由

于缺乏氮或磷而进入稳定期后，各种合成酶的含量并没

有大幅下降(玫红品含量稳定)，但可循环利用的辅酶Ⅱ总

量不足。由于类胡萝卜素为次生代谢产物，投入到合成

类胡萝卜素的辅酶Ⅱ数量开始减少，进而使需要辅酶Ⅱ

辅助脱氢才能形成的番茄红素和3,4-脱氢玫红品含量开始

下降。而玫红品合成会消耗番茄红素，且生成番茄红素

的过程需要更多辅酶Ⅱ(从番茄红素起4次脱氢)，因此番

茄红素含量下降的速率要远大于3,4-脱氢玫红品(从番茄

红素开始只有1次脱氢)。同时也可由此反向推论：当番
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茄红素和3,4-脱氢玫红品的积累曲线开始下降，说明沼泽

红假单胞菌的生长在此之前已经进入因缺少氮或磷所造

成的平稳期。

可以看出，若想利用发酵大量富集番茄红素，应在

菌群进入稳定期一段时间后及时停止发酵，防止已经积

累的番茄红素被菌群代谢利用。

2.4 全反式番茄红素产量的优化

2.4.1 碳源、氮源优化

表 2 改变碳源对R. palustris生产的影响

Table 2 Effect of carbon source on lycopene biosynthesis and dry 

mycelia weight in R. palustris

碳源 添加量/(g/L) 菌体生物量/(g/L) 番茄红素质量浓度/(μg/mL)
结晶乙酸钠 7.43 1.5722 0.110

草酸 8.12 0.3389 —

柠檬酸三钠 5.81 0.3000 —

乳酸钠 7.52 0.6222 0.007
酒石酸 4.48 0.6833 —

苹果酸 3.58 0.5889 —

葡萄糖 3.58 0.5444 —

麦芽糖 3.22 0.5389 —

可溶性淀粉 4.00 絮状沉淀无法测定 —

注：—. 过小无法测定。

按1.4.5.1节方法改变碳源，培养沼泽红假单胞菌72h
后取样分析，测定菌体生物量及番茄红素的质量浓度，

结果如表2所示，使用乙酸钠的菌体生物量和番茄红素峰

面积都是最大的。因此选用乙酸钠作为生产番茄红素的

培养基的碳源。

确定乙酸钠作为碳源后，改变培养基氮源，培养沼

泽红假单胞菌72h后取样分析。测定菌体生物量及番茄红

素的质量浓度，结果如表3所示，使用酵母浸粉的菌体生

物量和番茄红素峰面积都是最大的。因此选用酵母浸粉

作为生产番茄红素的培养基的氮源。

表 3 改变氮源对R. palustris生产的影响

Table 3 Effect of nitrogen source on lycopene biosynthesis and dry 

mycelia weight in R. palustris

氮源种类 添加量/(g/L) 菌体生物量/(g/L) 番茄红素质量浓度/(μg/mL)
酵母浸粉 2.00 1.55 0.0784
酶解酪蛋白 1.64 0.5833 —

大豆蛋白胨 2.25 1.4778 0.0532
胰蛋白胨 1.50 0.6611 —

胰酪胨大豆肉汤 2.20 0.8722 —

注：—. 无法测定。

使用乙酸钠作为碳源，酵母浸粉作为氮源，培养沼

泽红假单胞菌72h后取样分析。对各组的菌体生物量和番

茄红素质量浓度进行正交分析，结果如表4所示，生产番

茄红素与菌体生物量的最佳条件都是第9组。可确定沼泽

红假单胞菌生产番茄红素的优化培养基配方为：结晶乙酸

钠9.74g/L、氯化铵1g/L、酵母浸粉3g/L、硫酸镁0.25g/L、

氯化钙10mL(10g/L)、HEFN 10mL/L、磷酸缓冲液(2mol/L) 
10mL/L，初始pH6.8。

表 4 菌体生物量与番茄红素质量浓度为指标的正交试验设计及结果

Table 4 Orthogonal array design and results for optimal lycopene 

biosynthesis and dry mycelia weight

试验号
结晶乙酸钠添
加量/(g/L)

酵母粉添
加量/(g/L)

装液
量/mL

菌体生物
量/(g/L)

番茄红素质量
浓度/(μg/mL)

1 6.50 1 40 0.95 0.915
2 6.50 2 50 1.00 18.309
3 6.50 3 60 1.34 62.541
4 8.12 1 50 1.05 4.778
5 8.12 2 60 1.26 61.534
6 8.12 3 40 1.45 45.166
7 9.74 1 60 1.09 2.370
8 9.74 2 40 1.18 12.700
9 9.74 3 50 1.59 69.093

菌体 

生物量

k1 1.0963 1.0315 1.1944
k2 1.2519 1.1463 1.2148
k3 1.2907 1.4611 1.2296
R 0.1944 0.3148 0.0352

番茄红素质

量浓度

k1 27.06 16.95 21.61
k2 36.10 20.88 30.73
k3 38.87 64.39 49.89
R 11.62 43.51 28.29

2.4.2 积累番茄红素最佳pH值

按1.4.5.2节方法用优化配方培养沼泽红假单胞菌，

用HPLC测定改变pH值后的全反式番茄红素峰面积。计

算出番茄红素质量浓度，用其与培养时间作图(图14)，可

以确定沼泽红假单胞菌在加入酸碱12h后(总培养36h)，除

pH10组以外，其他各组都已摆脱酸碱的影响。在pH值有

影响的时间范围内，pH8组的番茄红素积累速率最快，因

此确定发酵最优pH值为8。
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图 14 pH值对番茄红素积累的影响

Fig.14 Effect of pH on the accumulation of lycopene

2.4.3 发酵罐优化生产番茄红素

按1.4.5.3节方法培养沼泽红假单胞菌120h并分析。

分别测定吸光度、菌体生物量并绘制生长曲线(图15)。菌

群在12h左右进入对数生长期。在30h左右因补料，培养

液pH值固定在8左右，此后菌群的生长速率基本恒定，且

没有出现明显进入平稳期的迹象。用HPLC分析发酵液，

绘制番茄红素积累曲线(图16)。其中番茄红素总产量最大

值为0.2456μg/mL，相对产量最大值为0.1682μg/g。
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图 15 沼泽红假单胞菌优化培养基生长曲线

Fig.15 Growth curve of R. palustris in optimal medium
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图 16 沼泽红假单胞菌优化培养基番茄红素积累曲线

Fig.16 Accumulation of lycopene in R. palustris in optimal medium

根据2.3节得出的推论，当番茄红素相对产量开始

下降，说明发酵液中的氮或磷已在此之前被消耗完，

且菌群的生长也在此之前进入平稳期。但图16中并未

明显表明菌群生长进入平稳期。这说明沼泽红假单胞

菌即使在没有充足氮或磷的情况下，仍然可以高效的

利用乙酸钠并将其转化为自身物质，但积累产物并不

是类胡萝卜素。因此为了收集番茄红素，培养时间应

控制在96h左右。

3 结 论

沼泽红假单胞菌主要积累3种类胡萝卜素，分别是玫

红品、3,4-脱氢玫红品和番茄红素。在发酵过程中的积累

情况为：番茄红素在菌群进入对数生长期后进入高速积

累期，并在稳定期开始下降；玫红品随着菌群进入对数

生长期进入高速积累期，并从稳定期开始平稳；3,4-脱氢

玫红品随着菌群进入对数生长期进入高速积累期，并从

稳定期起开始下降。

沼泽红假单胞菌生产番茄红素的优化培养基配方为：

结晶乙酸钠9.74g/L、氯化铵1g/L、酵母浸粉3g/L、硫酸

镁0.25g/L、氯化钙10mL(10g/L)、HEFN 10mL/L、磷酸盐

缓冲液10mL(2mol/L)，初始pH6.8。优化培养条件为：接

种量10%、转速150r/min、温度30℃、通气量1L/min，避

光，pH值上升到8时用乙酸补料使pH值维持在8左右，发

酵时间96h左右。在此条件下番茄红素总产量达到最大值

0.2456μg/mL，相对产量为0.1682μg/g。
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