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胡萝 卜素发酵过程中关键的代谢产物—
三抱酸

’
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摘要
:

利用三抱布拉氏霉菌 (员流触
万
饥琴旧 ar ) 发酵生产 爵胡萝 卜素发现

:

使用 (
+ )

、

(
一

) 菌混合的培养物与分别使用
“ + ” 、 “ 一 ”

菌的培养物相比
,

件胡萝 卜素产率可提高 3

一巧 倍 ; 既使用膜将 (
+

)
、

(
一

) 菌株隔开培养
,

这种作用仍然很明显
。

究其原因
,

主要

是混合培养物中生成的 p因子或称三抱酸在起作用
。

主要介绍了三抱酸的性质
、

作用机理

和功能
、

合成路线及其分离纯化
,

以期为类胡萝 卜素实现工业化生产提供依据
。

关键词
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三抱布拉氏霉菌

,

户胡萝 卜素
,

三抱酸
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类胡萝 卜素 (俘
一

胡萝 卜素
、

番茄红素和 叶黄素等 ) 具有增强免疫功能
、

清除自由

基
、

抗氧化
、

防治多种癌症等重要的生理功能
,

从而成为近年的研究热点之一
。

三抱

布拉氏霉菌 (刀之碗绍 lea t响OP ar ) 是世界上最常用的件胡萝 卜素高产菌株
。

在利用 召阮胧
-

蜘 `几琴刃ar 真菌生产 昆胡萝 卜素及番茄红素过程中发现 t`
一 ’ 〕 :

使用混合的真菌培养物与

分别使用 ( +
) 和 (

一

) 菌的培养物相 比
,

产率提高幅度很大
,

既使用膜将 ( 十 )
、

(
一

)

菌隔开
,

这种作用仍然明显 ; 同时
,

如在类胡萝 卜素发酵开始或中途加人 0
.

00 1 一 1
,

以x〕州mL 纯化的或未纯化的三抱酸
,

其产量也会增加 3 一 巧 倍
。

究其原因
,

主要是混

合培养时
,

属于有性繁殖
,

来源不同的
“ + ” 、 “ 一 ”

菌的菌丝体互相接触
,

发生原生

,
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质和细胞核的结合
,

生成接合抱子
,

最后减数分裂形成单倍的营养体— 三抱酸 (也

称 俘因子 )
。

发酵培养阶段
,

在三抱酸刺激作用下
,

菌体合成大量类胡萝 卜素
,

从而提

高了发酵产率
。

在一些已发表的类胡萝 卜素的文章虽提到过三抱酸的作用
,

但对其性

质
、

作用机理
、

生产方法及其功能却鲜有人提及
。

鉴于三抱酸对类胡萝 卜素合成卓越

的促进功能
,

本文将对之进行详细地叙述
,

以期为类胡萝 卜素的高产提供依据
。

1 三抱酸的性质
、

生物合成途径
、

作用机理和功能

图 1 三抱酸分子结构式

三抱酸 B
,

X 二 O
,

三抱酸 C

1
.

1 三抱酸的性质 三抱酸为 1
,

1
,

3
一

三 甲基
一

2
一

( 3
一

甲基辛

基 ) 环己烷氧化的不饱和衍生物困
,

呈油状
、

淡黄色固体
,

是二菇类或类胡萝 卜素降解中形成或产生的倍半菇类
,

为三

抱布拉氏霉菌
,

月诬笋
!
) 理辉“ bl 山铸s le a n us 和 对此 e面 等毛曲霉 目

的性激素
。

其特征在于它是 3 种物质的混合物
:
三抱酸 A

、

B
、

c
,

也称 邵
、

胆
、

阳 因子 (因为它们刺激 月一胡萝 卜素的

合成 )
,

而且只有在 ( 十 ) (
一

) 菌株混合培养时才会产生
。

其中阳 因子占三抱酸总量的 so % 以上 (其结构图见 图 1 )
。

实验证明
,

不仅三饱酸具有促进 件胡萝 卜素生产的作用
,

就是其结构类似物也有此性

质
,

如 件紫罗兰酮及其代用品如柠檬油菇烯和芳香族化合物等
,

它们的加人均能大幅

度提高类胡萝 卜素的产量
。

1
.

2 三抱酸的生物合成途径 利用放射性同位素示踪技术标记 1C 4 确定三抱酸合成途

径时发现
:
日
一

胡萝 卜素是三抱酸生物合成的初始物
,

但对其具体的生物合成途径说法众

多
,

su ett
r
等 5[] 认为

,

在 刀如油 lea t

sonp
ar 混合培养中

,

正菌产生三抱酸的前体
,

负菌将

之转化为三抱酸
,

三抱酸进而刺激菌体产生大量类胡萝 卜素 ; 在培养过程中
,

正菌生

成前体的步骤为三抱酸合成的限速步骤
。

也有少部分认为 ( + ) 菌受到 (
一

) 菌刺激

时产生三抱酸 v[]
。

但大多数研究者认为
: “ + ” 、 “ 一 ”

菌株混和培养时
,

不断生成接合
”

菌产的 p
一

胡萝 卜素
“ + ”

菌产的p
一

胡萝 卜素

缘礴
leely

缘礴!!亨

视黄醇 视黄醇

+ 寺
4
一

氢三抱醉 4
一

氢三抱醇

令 +
4
一

二氢三抱酸及其三抱醇甲

( 向
“ 十 ”

菌扩散 )
二 、

.

一

三抱醉

(向
“ 一 ”

菌扩散 )

三抱酸 f

、 、 、

、
三抱酸

图 2 三抱酸的生物合成途径

抱子
,

合成 冬胡萝 卜素
。

然后以 份胡萝 卜

素为代谢初始物
,

经过一系列氧化反应
,

各自产生不同的三抱酸前体
: “ 一 ”

菌产

生 4
一

二氢三抱酸及其三抱醇甲醋 (俗称

M
一

因子 )
, “ + ”

菌产生三抱醇 (俗称 -P

因子 )
。

M 因子和 P 一
因子向相反菌株扩

散时
,

可刺激相反菌株产生大量三抱酸
,

其途径如图 2 所示
。

从此途径可以看出
,

凡是生产类胡萝 卜素的毛曲霉菌属均可生

产三抱酸
,

且具体途径跟生产 件胡萝 卜素

一致 z[]
,

只是三抱酸属于抱外产物
,

分离

纯化工艺不同
。

1
.

3 三抱酸的作用机理及其功能 ,
一

,] 大

量实验证明
,

在 刀阮阮肠“ t r乙琴刃 ar 发酵生产类胡萝 卜素过程中
,

当培养基中存在充当性抱

子的三饱酸时
,

就会大量生产 目的产物
。

从基 因水平上来说
,

在 召勿肋婉 t川即 ar 的
“ + ” 、 “ 一 ”

菌株内
,

分别存在两种互补的基因 I
+

和 r
,

混合培养时
,

I
+

和 r 相互作用产
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生三饱酸 (从其合成途径上性抱子的相互扩散即能看出 )
。

在 p
一

胡萝 卜素合成过程中
,

存在一种酶系
,

此酶系主要在八氢番茄红素之后起作用
。

在单一菌株中
,

此酶系合成

为限速步骤
,

生成速率慢且量少
,

使得八氢番茄红素和 p
一

胡萝 卜素之间 的转换达到饱

和
,

从而使得八氢番茄红素大量积累
,

阻断了到 件胡萝 卜素的生成途径
,

这也解释了

利用单一菌株发酵时件胡萝 卜素产量不高的原因
。

而在混合培养时
,

性抱子互相扩散

生成三抱酸
,

而少量的三抱酸在培养基中促进上述酶系的大量产生
,

使得八氢番茄红

素大量转化为 件胡萝 卜素
,

而后少部分的件胡萝 卜素用于三抱酸的合成
,

这样在解除

产物抑制的同时提高了 件胡萝 卜素的产量
。

2 三抱酸的生产方法

20 世纪 30 年代始
,

iM
c ll a e l〔̀ 。了等就用化学合成法得到了三饱酸

。

但化学合成法主要

采用手性合成的方法
,

过程复杂且难以控制
,

不适用于工业放大
,

在此不再赘述
。

2
.

1 发酵法生产三抱酸 发酵流程
:
三抱酸是 召阮肋 lea t r喊户〕ar 发酵生产 件胡萝 卜素中

的副产物之一
。

同 p
一

胡萝 卜素一样
,

都是在菌体生长速率下降时生成
,

为次级代谢产

物
。

在发酵生产 p
一

胡萝 卜素过程中发现
:
三抱酸达到最高产率的培养时间及其生成速

率与 各胡萝 卜素一致 ; 在发酵过程中添加表面活性剂 印歇企0 〔川时
,

三抱酸的增加倍数

也与 各胡萝 卜素雷同
。

由此可知
,

利用三抱酸 召阮肠花“ 乙几邵刃m 发酵生产三抱酸时
,

基本

途径跟生产 p
一

胡萝 卜素一样
,

只是分离纯化手段不同
。

具体流程见图 3
。

提高三抱酸产量的方法
:
从以上生物合成途径 (图 2) 可知

,

三抱酸的产生实质上

是一系列氧化反应
,

需要一系列多功能氧化酶的参与
。

因此增加这些酶的活性至关重

要
,

如在真菌混合培养过程中添加巴比土酸盐可以提高这些酶的活性
。

跟未添加相比
,

件胡萝 卜素增加为原来的 3 倍
,

可达 18 印m g/ L 发酵液
,

而三抱酸的产量增加为原来的 2

倍 t `

气 另外
,

件胡萝 卜素作为三抱酸合成的前体
,

它的增加跟三抱酸的合成成正 比
,

因此提高 件胡萝 卜素的含量也就是提高三抱酸的量
,

故凡是能够提高份
一
胡萝 卜素的方

法均可提高三抱酸 的产量
,

因此可 以考虑在培养基中添加表面 活性剂 即
a l仓0〔

“ 了
、

c了
`

[13]
、

脂肪族碳水化合物
、

民紫罗兰酮 I川
、

煤油
、

抗氧化剂 BHT 和 BT HQ〔川
、

植物

油或者改变通气搅拌等都可不同程度地促进其生产
。

“ + , ,

菌株 止墅哩竺竺净 种子液

2 8℃培养

接种于发酵培养基
“

一 菌株 -兰些竺丝竺) 种子液

28 ℃培养

200 r /m in 左右
-一一- 一- 一少 含三泡酸的发酵液 一一一一卜 后处理
2 8℃培养

图 3 发酵法生产三抱酸流程图

所使用的菌株可能会有所不同
,

具体培养条件根据菌株而定

2
.

2 三抱酸的分离纯化 刀跪哪 lea tn sl 刃ar 发酵结束后
,

后处理过程如下图
:

发酵液
-一

哩塑塑壁卫燮燮些塑些上三酸化液
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有机溶剂 (抓仿
、

二乙酸
、

芳香族碳水化合物 )萃取液主竺哩些鳖丛二

含油的粗制三抱酸鱼遣丝丝些卫燮丝土塑兰 迎鲤竺醚丝些至卫世
二里

卜

石油醚萃取
一

真空干燥得纯三抱酸

2
.

3三抱酸分析方法 定性分析法
:

硅胶薄层层析法和 P H I刃分析法
。

可将发酵得到

的三抱酸与标品三抱酸在以下四种溶剂体系中进行薄层层析分析图
:

l ( )己烷
一 乙酸

乙酷 (7 :3 ); (2 )甲苯
一
醋酸 (1 9 : l ); (3 )氯仿

一
醋酸 (一 9 :1 ); (4 )乙酸乙酷

-

醋酸 (1 9 : l )
。

如果样品和标品在四种体系中重合
,

且具有相同的紫外吸收和相近的

生物学性质
,

就可推断所得的就是三抱酸 ; 也可采用 H PLC 对其进行定性分析
,

只是其

标准品价格昂贵而已
。

定量分析法
:
分光光度法阁

。

可将得到的三抱酸溶解在乙醇或三硫酸盐缓冲液

(声7
.

5 ) 中
,

通过 3 25 lnn 处的吸收值 ( oD ) 测定样品中三抱酸的含量
。

325 mn 处
,

三

抱酸在乙醇中的吸收率为 70 mL
又

哪
` x c亩

` ,

则其含量计算公式为
:
吸收率

x

oD 值
x

稀释倍数
x
总体积 (稀释前 )

。

也可通过极谱法和高效液相色谱 ( H PL C ) 测含量
。

3 展望

鉴于 及溯娜 lea t理尹〕ar
“ + ” “ 一 ”

株混合培养时能够大幅度提高 件胡萝 卜素的产量
,

国外早在 20 世纪 40 年代就出现了用化学法生产三抱酸的报道 ; 团 年代起开始研究三抱酸

的生物合成途径
、

在各胡萝 卜素生产中作高效诱导剂的作用机理 ; 本世纪初
,

西班牙的

iV ta t田l e
(维塔特内有限公司 ) 在发酵生产番茄红素时

,

将发酵得到的部分纯化的三抱酸

添加到发酵培养基中发现它能极大地提高番茄红素产量 〔’ 6〕。

而在国内
,

发酵法生产 各胡

萝 卜素及番茄红素刚刚起步
,

对三抱酸及其作用机理尚未有相关报道
。

虽然国外研究的

较早
,

但对其作用机理研究的并不是很清楚
,

本文已对现有的理论进行总结
,

以期为三

抱酸理论研究提供参考 ; 另外三抱酸对 各胡萝 卜素的生产及其重要
,

可通过本文提到的

相关方法
,

制备少量三抱酸
,

研究其对类胡萝 卜素 (如 件胡萝 卜素和番茄红素 ) 发酵生

产中代谢途径的影响
,

从而为大幅度生成类胡萝 卜素提供理论依据
。
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