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摘要：从海水中筛选产 $%&的微生物，共采集海水样品 !’"余份，用苏丹黑染色法得到 ()"株产油脂菌株，在对 )"
株脂肪粒较大的微生物用索氏抽提法提取油脂后，初筛得到油脂含量高于 ’*的菌株 +株。对 ("株油脂产量较高
的菌株进行复筛，编号 +,-的菌株油脂含量达到 (#./*，$%&在油脂中的含量达到 0#.!*，选用 +,-作为目的菌株。
对 +,-进行形态特征、培养特征及生理生化特征鉴定，初步判定菌株 +,-为酒香酵母属（!"#$$%&’()*#+ 123）。
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$%&（$;D;1:IGK:G=;9D &D9J 二十二碳六烯酸）是
人体必需!,-型长链多烯不饱和油脂酸。人们摄食
含有 $%&的食物后，首先是在十二指肠中经由胰脂
解酶将其水解产生单甘油酯及游离油脂酸，再与胆

汁形成乳糜胶粒，而这些胶粒将进入小肠表皮细胞

形成甘油酯后进入淋巴系统。摄食较多的 $%&可
提高血液中 $%&的浓度，同时脑部 $%&的浓度也
可提高，这样可提高脑部神经细胞的功能性［(］。由

于!,-型高度不饱和油脂酸经一系列代谢路径，其
最终产物如前列腺素 ]A(-及 U^&-，具有抗血小板
凝集及血管扩张作用，因此，$%&具有改善心脑血
管及高血脂疾病等作用。$%&还有保护视力、增强
智力、健脑、抗癌、降低胆固醇，对血小板活化因子

（]&U）的抑制等作用［!］，广泛应用在保健食品，强化

食品、化妆品、饲料、医药等中［-］。

目前商业上不饱和油脂酸主要来源于海洋鱼

类，大多数来自海洋鱼油。而研究表明，某些低等

海洋真菌具有合成多不饱和脂肪酸的能力，且微生

物培养具有发酵周期短，不受条件限制等优点，故

成为近年来人们研究的热点［0］。隐甲藻是一种海洋

微藻，它富含 $%&，其含量高达总脂肪酸的 #"*［#］。
!""!年吴克刚等用破囊壶菌发酵生产 $%&其产量
达到 (!0!OP_B［)］。(//+年日本学者 7:P8DI9等对其
从 7:2 珊瑚礁区域分离的一株 ,*-1:’*-)$"16( 123
Q‘!(进行培养，#J发酵生物量和 $%&产量分别达
到 #/.!P_B和 (#.#P_B［+］。
本文报道从海水中分离筛选到产 $%&的酵母，

通过对该酵母进行形态鉴定和生理生化鉴定，确定
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其属于酒香酵母属（ !"#$$%&’()*#+ !"#）。用微藻生
产 $%&的研究已比较普遍，但用海洋中酒香酵母生
产 $%&尚无报道。

! 材料与方法

!"! 试剂
$%&、$%& 甲酯、$%& 乙酯标样购自 ’()*+；十

八烷酸乙酯购于东京化成工业株式会社。

!"# 海水样与培养基
!"#"! 水样：菌种筛选过程中所用的海水水样主要
来自连云港、赣榆、日照、青岛等地。

!"#"# 斜面培养基：马铃薯 ,--)，蔗糖 ,-)，酵母浸
膏 .)，蛋白胨 -/0)，谷氨酸钠 -/1)，2,%345 -/6)，

78’45 -/-.)，乙二胺四乙酸二钠 -/.)，琼脂 .1) 9

,-)，用海水定容至 .:，"%自然。
!"#"$ 筛选培养基：葡萄糖 1)，酵母浸膏 .)，蛋白
胨 0)，78’45 -/-.)，;+%<40 .)，乙二胺四乙酸二钠

-/.)，谷氨酸钠 .)，=)’45·>%,4 -/-?)，柠檬酸铁

-/-.)，<+<@,·,%,4 .)，2,%345 -/6)，用海水定容至

.:，"% >/6 9 >/?。
!"#"% 种子与发酵培养基：葡萄糖 .-)，酵母浸膏
,)，蛋白胨 1)，（;%5）, ’45 ,)，;+%<40 .)，柠檬酸铁

-/-.)，2,%345 -/-6)，油脂 -/1)，78’45 -/-.)，乙二胺

四乙酸二钠 -/.)，=)’45 -/-.)，<+<@, -/-1)，用海水

定容至 .:，"% >/6 9 >/?。
!"$ 菌株分离筛选
!"$"! 水样采集及处理：把采集来的新鲜海水离心
（5---AB*(8，.-*(8），倒出上层清液得到沉淀物。
!"$"# 菌株分离培养：把离心后的海水沉淀物用灭
菌的牙签挑取少许接种到液体培养基中培养（温度

,1C，摇床转速 .5-AB*(8，在光照条件下培养 ,D），得
到一定浓度的菌悬液。挑取菌悬液在平板培养基

上划线分离纯化，获得纯菌落。

!"$"$ 苏丹黑染色法［?］筛选：经苏丹黑染色法染色
后，菌体内的脂肪粒呈现黑色，而菌体为红色，根据

脂肪粒的大小可初步判断油脂含量的多少。

!"% 分析方法
!"%"! 油脂的测定：在 1--*:三角瓶中装入 .1-*:
种子培养基，接入 , 9 0 环活化后的斜面菌种，在
,>C 9 ,?C，.5-AB*(8的条件下，摇瓶培养 .D左右，
作为种子。在 1--*:三角瓶中装入 ,--*: 发酵培

养基，按 .-E的接种量接入液体种子，然后在 ,1C
9 ,6C，.6-AB*(8的条件下，摇瓶培养 ,D 9 5D（不同
的菌株培养时间不同）后收集湿菌体，烘干称重，用

索氏抽提法提取并测定干菌体中油脂含量。

!"%"# $%&的测定 （.）油脂的萃取：按 ./5/.中
方法培养一定量菌体，离心收集湿菌体并干燥。准

确称取干菌体于 0口烧瓶中，加入足量的氯仿、甲醇
和水的混合液（. F, F -/?，, B, B,），在 ;, 保护下室温

萃取 ?G。萃取结束后，加入氯仿、甲醇和水的混合
液（. F. F -/H，, B, B,）萃取，静置分层。取下层有机
相于预先烘干且称重过的 .-- *:的干烧杯中。用
氮气吹去有机相，衡重后称重，即可算出油脂的含

量。（,）脂肪酸的甲脂化：称取适量油脂加入 .*I@B
:的 24%B甲醇液，于 6-C水浴中回流 -/1G 9 .G，使
之完全皂化。分别加入 .-*:和 ,-*:石油醚萃取
两次，弃去醚层，以除去不皂化物。水层用 0; 的
%<@酸化至 "%为 .。用 ,-*:石油醚萃取两次，萃
取液用无水 ;+,’45 干燥，用 ;, 吹去残余的有机溶

剂，得混合油脂酸。取一定量的游离油脂酸置于

1-*:的烧瓶中，加入 -/1*I@B: 的 24%B甲醇液于
61C水浴回流皂化 .-*(8，至没有油滴为止，冷却后
加入 JK0 甲醇液继续回流 .-*(8。冷却后加正庚烷

振荡，然后加入足量的饱和食盐水，静置分层后取

上层正庚烷相，并加入无水硫酸钠脱水，样品冷冻

待分析。（0）气相分析条件：日本岛津公司的 L<M
.>&气相色谱仪（检测器：KN$），!"O=M,0?-（0-** P
-/,1**P -/,!*）毛细管色谱柱。载气为 ;,，检测

器温度 ,?-C，进样口温度 ,6-C，柱温 .?-C，柱压
>-Q3+，不分流，进样量：-/6!:。
!"& 菌种鉴定
!"&"! 细胞形态鉴定：鉴定方法见参考文献［H］、
［.-］、［..］、［.,］。
!"&"# 生理生化特征鉴定：鉴定方法见参考文献
［H］、［.-］、［..］、［.,］。

# 结果与讨论

#"! ’()产生菌的初筛
实验共采集海水样 ,?-余份，用苏丹黑染色法

得到 .6-株产油脂菌株。其中细菌占 16/1E，酵母
占 .0E，藻类占 0-/1E。在对 6- 株脂肪粒较大的
微生物经培养后用索氏抽提法提取油脂，得到油脂
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含量高于 !"的株菌有 #株，高于 $%"的有 &株，最
高的一株编号为 #’(的菌株油脂含量为 $#)("，大
多数菌株的油脂含量在 &"以下，缺乏实际应用价
值。

另外，在对初筛菌株的种类随气温的变化归纳

后发现，同一水域随着气温的缓慢回升，产脂微生

物的种类分布呈现明显的规律：初春时节细菌占绝

对优势，藻类的数量最少，随着气温的升高，产脂藻

类的数量逐渐增多。海水中产脂酵母的数量受季

节的影响不大，始终维持在一个较低的数量。从初

筛实验结果可以看到，海水中产油脂微生物种类

多、数量大，其中具有应用价值的微生物也占有一

定的比例。

!"! #$%产生菌的复筛
从初筛的菌株中选择 $%株油脂产量较高同时

又易于培养的菌株进行复筛，用有机溶剂萃取法测

定干菌体中油脂含量，气相色谱法分析油脂中 *+,
含量。从表 $的结果可见，大多数菌株的油脂含量
仍低于 $%)%"，只有 ( 株菌的油脂含量高于
$%)%"，其中编号 #’(的菌株油脂含量仍为最高，达
到 $-)."，其次编号为 (’( 的菌株油脂含量为
$&)!"。所测菌株的油脂含量与索氏抽提法测得油
脂含量基本一致，说明初筛采用的索氏抽提法测定

的油脂含量结果较为可靠。另外，$%株复筛菌株中
有 /株含 *+,，含 *+,较高的菌株分别是 #’(、$’#
和 #’#-。#’(的油脂及 *+,含量均为最高，其 *+,
在油脂中的含量高达 &-)0"，综上所述选用 #’( 作
为目的菌株。

表 & 复筛菌株产油脂与 #$%的水平

菌号
油脂含量（"）
（!1!）

油脂中 *+,含量（"）
（!1!）

#’( $-). &-)0

0’$! .)0 1

(’( $&)! 1

&’&# #)- $)0

#’#- !)0 $0)%

$’# $%)$ 0&)&

0’(0 /)& 0)-

&’&% .)/ 1

&’&- /)/ &)/

#’0/ !)- 1

!"’ 形态特征鉴定
!"’"& 细胞形态：细胞呈短杆状；大小为 &)%!2 3
0)%!2；繁殖方式为多边芽殖。
!"’"! 培养特征：用葡萄糖 4蛋白胨 4酵母粉培养
基与麦芽汁培养基进行液体培养，培养结果相同，

均为培养液清，可发酵，表面有环、底部有沉淀。用

上述固体培养基培养，培养结果相同，菌落为潮湿、

透明、颜色淡黄、边缘整齐、表面隆起、易挑起、无假

菌丝。用麦氏（566789:）培养基与克氏（;7<:=）培养
基进行子囊孢子的观察实验，实验结果均无子囊孢

子，也无掷孢子形成。

!"( 生理生化鉴定
!"("& 糖发酵试验结果：见表 0。

表 ! 糖发酵试验结果

糖种类
培养时间（>）

0& &! #0

?’山梨糖 @ @ @ @ @

*’半乳糖 @ @ @ @ @ @

?’鼠李糖 @ @ @

*’果糖 @ @ @ @

葡萄糖 @ @ @ @ @ @

麦芽糖 @ @ @ @

蔗糖 @ @ @ @ @

乳糖 4 4 4

蜜二糖 4 4 4

棉子糖 4 4 4

可溶性淀粉 4 4 4

注：@ @阳性明显，@阳性但不明显，4阴性，以下同

!"("! 糖同化实验结果：见表 (。

表 ’ 糖同化实验结果
糖种类 结果 糖种类 结果

*’甘露醇 4 葡萄糖 @ @

?’山梨糖 @ 肌醇 4

*’半乳糖 @ 蔗糖 @

?’鼠李糖 @ 麦芽糖 @

?’阿拉伯糖 4 乳糖 @

*’果糖 @ @ 棉子糖 4

!"("’ 氮同化实验结果：见表 &。
!"("( 其它鉴定结果：脲酶测定实验结果为：不产
生脲酶；明胶液化试验结果：不能液化明胶，(# A不
生长，能产酯，无维生素不生长，自葡萄糖好氧发酵
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表 ! 氮同化实验结果
氮种类 结果 氮种类 结果

硫酸铵 ! 蛋白胨 ! !

硝酸钾 " 尿素 "

亚硝酸钾 " 肌酸 "

产酸。

根据 #$% 的形态特征、培养特征及生理生化特
征，并参考《酵母的特征与鉴定手册》中的有关描

述［&&］，该菌株与酒香酵母属（!"#$$%&’()*#+）的分类
特征最相符，所以判定菌株 #$%菌为酒香酵母属。
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