
书书书

激光与光电子学进展
５０，０３３００１（２０１３） 犔犪狊犲狉牔犗狆狋狅犲犾犲犮狋狉狅狀犻犮狊犘狉狅犵狉犲狊狊 ○Ｃ２０１３《中国激光》杂志社

激光镊子拉曼光谱技术分析圆红冬孢酵母生成
油脂和类胡萝卜素

孙美娟１，２　蒋玉凌１
，２
　来爱华１　陶站华２　刘军贤１

１广西师范大学物理科学与技术学院，广西 桂林５４１００４

２广西科学院生物物理实验室，广西 南宁（ ）
５３０００７

摘要　采用激光镊子拉曼光谱（ＬＴＲＳ）技术对圆红冬孢酵母合成油脂和类胡萝卜素进行定量分析，考察不同碳氮

比、碳磷比以及碳硫比对圆红冬孢酵母在细胞水平油脂和类胡萝卜合成能力的影响。测定不同浓度植物油的拉曼

光谱，其１７５１ｃｍ－１峰峰高与油脂浓度线性关系良好，相关系数犚２ 可达０．９７３４９，说明激光镊子拉曼光谱法是定量

分析油脂的有效手段。以１７５１ｃｍ－１峰和１５２０ｃｍ－１峰峰高定量细胞内油脂和胡萝卜素含量，分析不同样品圆红冬

孢酵母细胞的拉曼光谱，结果表明，随着碳氮比、碳磷比和碳硫比的升高，圆红冬孢酵母细胞内油脂含量逐步增加，

而类胡萝卜素的含量则显著降低。以上结果说明，激光镊子拉曼光谱技术是实时检测圆红冬孢酵母细胞油脂及类

胡萝卜素合成和优化发酵培养基的有效工具。

关键词　光谱学；定量检测；激光镊子拉曼光谱；圆红冬孢酵母；油脂；类胡萝卜素
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１　引　　言

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，在细胞内产生的油脂［１］。圆红冬孢酵母生物量和细胞内油脂含量稳定，据文献报

道通过优化培养条件细胞内油脂质量分数高达７６．１％，脂肪得率系数可达２２．７
［２～５］。利用微生物生产油脂

有以下优点：生产油脂周期短，不受季节和气候的影响，营养简单，易于进行工业化大规模培养［２］。当前化石

燃料的过度消耗造成其储备量日益减少，利用微生物生产油脂是开发新油脂资源的重要方向，进一步探索有

关微生物积累油脂的过程具有重要的现实意义［６］。

类胡萝卜素是圆红冬孢酵母细胞内另一种重要代谢产物，广泛用于食品、医药以及饲料的添加剂，具有

防癌、抗癌、预防心脑血管疾病和抗机体衰老等功效［７］。由于红冬孢酵母脂类和类胡萝卜素含量较高，因此

成为利用发酵法生产上述两类物质的重要候选微生物。优化培养基和发酵条件以进一步提高圆红冬孢酵母

油脂和类胡萝卜素产量，是实现其工业化生产的前提，而灵敏、高效的检测脂类和类胡萝卜素含量的方法对

优化过程尤为重要。油脂和类胡萝卜素都为脂溶性物质，且生成后在细胞内不断累积而不会扩散到胞外，目

前常用的检测方法需要先在低温下破碎细胞，然后用有机溶剂反复萃取，这种方法工作量大，耗时长，很难适

应大量样品检测的需要。因此，开发一种高效、快捷的能同时定量细胞内油脂和胡萝卜素的方法具有重要

意义。

拉曼光谱是一种分析生物细胞内分子结构和含量的有用工具［８～１０］，可检测蛋白质、核酸、脂类等生物大

分子。与传统生物检测技术相比，拉曼光谱检测样品快速、无损，不需要样品预处理，光谱信息可用于分析多

种物质结构及其含量。激光镊子拉曼光谱技术（ＬＴＲＳ）将光镊与显微拉曼光谱技术相结合。光镊是由一束

高度聚焦的激光微束形成的三维光学势阱［１１，１２］，可以俘获并长时间固定处于溶液中的单个细胞，减少细胞

运动及布朗运动的干扰，在接近自然的状态下分析单个细胞，同时减弱了背景信号和荧光的强度，提高拉曼

谱图的信噪比。本文首先测定不同浓度植物油的拉曼光谱并绘制用于油脂定量分析的标准曲线，证实拉曼

光谱相关特征峰的强度与油脂的浓度有良好的线性关系。然后采用激光镊子拉曼光谱法定量分析不同碳氮

（Ｃ／Ｎ）比、碳磷（Ｃ／Ｐ）比和碳硫（Ｃ／Ｓ）比的培养基培养的圆红冬孢酵母细胞所生成的油脂和类胡萝卜素，探

索激光镊子拉曼光谱用于优化圆红冬孢酵母合成油脂和类胡萝卜素的可行性。

２　材料与方法

２．１　实验材料

２．１．１　菌株和培养基

实验用圆红冬孢酵母菌株购自中国普通微生物菌种保藏管理中心（编号：ＣＧＭＣＣ２．１３８９）。

不同碳氮比优化培养基为每升固定含葡萄糖４０ｇ、酵母提取物０．５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ、ＫＨ２ＰＯ４

１．０ｇ，调整（ＮＨ４）２ＳＯ４ 的含量分别为７．５４７、１．８８７、０．４７２、０．２３６ｇ，对应的碳氮比分别为１０、４０、１６０、３２０。

不同碳磷比优化培养基为每升固定含葡萄糖４０ｇ、酵母提取物０．５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ、（ＮＨ４）２ＳＯ４

１．８８７ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ 的含量分别为１．０、０．１、０．０５ｇ和０，对应的碳磷比依次为２５５、２０４５、３３９８、９５５２，因为

ＫＨ２ＰＯ４ 含量的减少会导致Ｋ
＋浓度的降低，所以补充适量Ｋ２ＳＯ４ 维持Ｋ

＋浓度的稳定。

不同碳硫比优化培养基为每升固定含葡萄糖４０ｇ、ＮＨ４Ｃｌ１．５２８ｇ、酵母提取物０．５ｇ、ＭｇＣｌ２０．５ｇ、

ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ，Ｎａ２ＳＯ４ 含量分别为２．０、０．２５、０．０５ｇ和０，对应的碳硫比依次为１５０、１１８０、５３３０、４６７５０。

２．１．２　激光镊子拉曼光谱系统

实验所用的激光光镊拉曼光谱系统如文献［１３，１４］所述，一束７８０ｎｍ的半导体激光导入倒置生物显微

镜（ＴＥ２０００Ｕ，Ｎｉｋｏｎ），激光经油浸物镜［１００×，数值孔径（ＮＡ）１．３］聚焦形成一个单光束势阱用以囚禁目

标，并且这束光也用来激发被俘获目标的拉曼散射。然后拉曼散射光被聚焦进光谱仪（ＳｐｅｃｔｒａＰｒｏ２３００ｉ，

Ａｃｔｏｎ）的输入狭缝，光谱仪耦合到ＣＣＤ（Ｓｐｅｃ１０，ＰｒｉｎｃｅｔｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）上，用液氮冷却ＣＣＤ温度到－１２０℃。

２．２　实验方法

２．２．１　细胞培养

将生长于酵母完全培养基ＹＥＰＤ平板上的圆红冬孢酵母单菌落接种于ＹＥＰＤ液体培养基中，在２８℃，
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２００ｒ／ｍｉｎ摇床预培养１８ｈ至指数生长期，再以１０％接种量接种到装有５０ｍＬ不同碳氮比、碳磷比和碳硫

比优化培养基的２５０ｍＬ摇瓶内，在相同的条件下发酵培养１２０ｈ，然后取２ｍＬ用于拉曼光谱检测。

２．２．２　拉曼光谱的测定与数据处理

缓冲液里面的单个圆红冬孢酵母细胞被聚焦的激光产生的辐射压力囚禁在样品槽底部上方１０μｍ的

焦点附近，以１５ｍＷ激发功率和１５ｓ曝光时间用捕获方式采集圆红冬孢酵母细胞的拉曼光谱，每种样品各

收集１００个细胞的光谱，用同样的方法获得１０个缓冲液的背景光谱。光谱数据预处理利用 Ｍａｔｌａｂ７．１软

件编写的程序进行，原始光谱扣除背景，基线校正以后得到单个细胞的拉曼光谱。在此基础上，统计每组细

胞样品的平均光谱，定性分析不同组间的光谱差异。单个细胞内脂类的总含量通过代表脂类信息的拉曼光

谱峰１７５１ｃｍ－１的强度计算，类胡萝卜素的含量通过１５２０ｃｍ－１特征峰进行计算，用 Ｍａｔｌａｂ７．１编写程序分

别计算１７５１ｃｍ－１和１５２０ｃｍ－１的峰高，然后做定量分析。

２．２．３　植物油标准曲线的绘制

将植物油溶于氯仿，分别稀释成浓度为１００，２００，３００，４００，５００，６００，７００，８００，９００，１０００ｍｇ／Ｌ的溶液，

以１０ｓ曝光时间收集拉曼光谱，每个光谱扣除氯仿溶剂的背景光谱，平滑后，取１７５１ｃｍ－１特征峰峰高与溶

液浓度做相关性曲线，即为植物油的定量标准曲线。

３　结果与讨论

３．１　圆红冬孢酵母细胞的拉曼光谱

图１ 圆红冬孢酵母细胞拉曼光谱。ａ乘以５倍系数的圆

红冬孢酵母拉曼 光 谱；ｂ 植 物 油 的 拉 曼 光 谱；

　　　ｃβ胡萝卜素标准品溶液的拉曼光谱

Ｆｉｇ．１ Ｒａｍａｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ 犚犺狅犱狅狊狆狅狉犻犱犻狌犿 狋狅狉狌犾狅犻犱犲狊

ｃｅｌｌｓ．ａ Ｒａｍａｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ 犚犺狅犱狅狊狆狅狉犻犱犻狌犿

狋狅狉狌犾狅犻犱犲狊ｃｅｌｌｓｍｕｌｔｉｐｌｉｅｄｂｙ５ｔｉｍｅｓ；ｂＲａｍａｎ

ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｏｉｌ；ｃ Ｒａｍａｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ

　　　　　βｃａｒｏｔｅｎｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ

为了确认红冬孢酵母中油脂和类胡萝卜素的存在，

测定了圆红冬孢酵母细胞、植物油和β胡萝卜素标准品

的拉曼光谱，如图１所示。比较圆红冬孢酵母细胞和植

物油的拉曼光谱（分别为图１中曲线ａ和ｂ）可以发现油

脂的主要特征峰１０８２，１３０１，１４４０，１６５４，１７５１ｃｍ－１在圆

红冬孢酵母细胞的拉曼光谱中均存在且强度较高，说明

圆红冬孢酵母中脂类含量较高。比较圆红冬孢酵母细胞

和β胡萝卜素标准品的拉曼光谱（分别为图１中曲线ａ

和ｃ）可以发现，圆红冬孢酵母细胞拉曼光谱中对应类胡

萝卜素的特征峰１５２０、１１５５、１００２ｃｍ－１都特别突出，说

明圆红冬孢酵母细胞中含有较多的类胡萝卜素，位于

１５２０ｃｍ－１的Ｃ＝Ｃ伸缩振动峰附近没有其他物质信号

的干扰，且峰形尖锐，适宜利用其峰高进行类胡萝卜素的

定量分析。

３．２　拉曼光谱定量分析圆红冬孢酵母合成油脂

为实现圆红冬孢酵母细胞内油脂的定量分析，首先

应选取适合定量的特征峰。虽然 １０８２，１３０１，１４４０，

１６５４，１７５１ｃｍ－１峰都与油脂的含量相关，但１０８２ｃｍ－１峰同时包含脂类和核酸；１４４０ｃｍ－１峰来源于蛋白质

和脂类物质的ＣＨ２、ＣＨ３基团，且靠近位于１５２０ｃｍ
－１峰的Ｃ＝Ｃ伸缩振动峰，该物质信号强且峰型突出会对

周围物质信号产生干扰；１６５４ｃｍ－１除与油脂有关外，还是表征蛋白质中酰胺Ⅰ的特征峰；而１３０１ｃｍ
－１虽然

表征的是脂类物质，但该峰峰形不规则，通过峰高定量计算存在不确定性，所以以上与油脂相关的峰都不适

合油脂的定量。而１７５１ｃｍ－１特征峰虽然强度不高，但附近没有其他物质信号的干扰且左右接近对称，因此

选取１７５１ｃｍ－１峰对油脂含量进行定量分析。图２即是取不同浓度植物油拉曼光谱１７５１ｃｍ－１峰峰高所做

的标准曲线。图中油脂拉曼光谱１７５１ｃｍ－１峰峰高与其浓度呈线性关系，相关系数犚２ 可达０．９７３４９，相关性

良好，这说明激光镊子拉曼光谱系统稳定，对油脂的浓度变化敏感且测定准确，是定量分析油脂的有效手段，

因此以下研究都用１７５１ｃｍ－１峰峰高来定量细胞内的油脂含量。

文献报道不同Ｃ／Ｎ比对圆红冬孢酵母产油发酵有很大的影响，Ｓｏｍａｓｈｅｋａｒ等
［５］报道圆红冬孢酵母在
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Ｃ／Ｎ比为１６０∶１的条件下油脂产量为细胞干重的５５％，而Ｃ／Ｎ比为１０∶１时油脂产量仅为２５％。李永红

等［２］的研究表明圆红冬孢酵母油脂含量的变化趋势跟Ｃ／Ｎ比的变化趋势是一致的，在一定比例下随Ｃ／Ｎ

比的增大其油脂含量也增大。图３即是在不同 Ｃ／Ｎ 比培养基中培养１２０ｈ的圆红冬孢酵母细胞从

１６００ｃｍ－１到１９００ｃｍ－１的拉曼光谱，由图可见，不同样品的圆红冬孢酵母细胞拉曼光谱１７５１ｃｍ－１峰峰高存

在明显差异，可直观地反映出不同Ｃ／Ｎ比培养基条件对圆红冬孢酵母细胞内油脂的积累具有显著影响。通

过计算１７５１ｃｍ－１峰高，可定量反映培养基中Ｃ／Ｎ比升高时，圆红冬孢酵母在细胞水平的油脂合成能力也

随之增加［图４（ａ）］，说明在高Ｃ／Ｎ比条件下能够获得较高的细胞油脂含量。为了减少生物油脂生产的成

本，各种天然的或者废弃的材料，如菊芋块茎、下水道污泥、谷氨酸钠废水等常被开发作为碳源［１５，１６］，但是这

图３ 不同Ｃ／Ｎ比培养基培养的圆红冬孢酵母细胞的

平均拉曼光谱

Ｆｉｇ．３ Ａｖｅｒａｇｅ Ｒａｍａｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ 犚犺狅犱狅狊狆狅狉犻犱犻狌犿

狋狅狉狌犾狅犻犱犲狊ｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｍｅｄｉａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

　　　　　　　Ｃ／Ｎｒａｔｉｏｓ

些天然材料同样富含氮源，致使Ｃ／Ｎ比降低，从而生物

油脂的产量受到影响。有研究显示磷限制及硫限制可使

圆红冬孢酵母即使在较低Ｃ／Ｎ比条件下也可在细胞内

图２ 植物油定量标准曲线

Ｆｉｇ．２ Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｏｒｐｌａｎｔｏｉｌ

图４ 不同发酵培养基对圆红冬孢酵母细胞内油脂合成的影响。（ａ）不同Ｃ／Ｎ比圆红冬孢酵母１７５１ｃｍ－１峰高；

（ｂ）不同Ｃ／Ｐ比圆红冬孢酵母１７５１ｃｍ－１峰高；（ｃ）不同Ｃ／Ｓ比圆红冬孢酵母１７５１ｃｍ－１峰高

Ｆｉｇ．４ Ｅｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａｏｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｃａｐａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｉｐｉｄｏｆ犚犺狅犱狅狊狆狅狉犻犱犻狌犿狋狅狉狌犾狅犻犱犲狊ｃｅｌｌｓ．（ａ）Ｒａｍａｎｐｅａｋ

ｈｅｉｇｈｔａｔ１７５１ｃｍ
－１ｏｆ犚犺狅犱狅狊狆狅狉犻犱犻狌犿狋狅狉狌犾狅犻犱犲狊ｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｍｅｄｉａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣ／Ｎｒａｔｉｏｓ；（ｂ）ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

　　　　　　　　　　　　　　　Ｃ／Ｐｒａｔｉｏｓ；（ｃ）ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣ／Ｓｒａｔｉｏｓ
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积累较高含量的脂类［３，４］，图４（ｂ）、（ｃ）分别显示随着磷和硫的含量的降低，圆红冬孢酵母细胞拉曼光谱

１７５１ｃｍ－１峰峰高总体呈现增高趋势，表明圆红冬孢酵母细胞内油脂含量增多。当两组培养基中 ＫＨ２ＰＯ４

和Ｎａ２ＳＯ４ 分别降至０时，油脂含量均达到最高值。

３．３　拉曼光谱定量分析类胡萝卜素的合成

类胡萝卜素富含Ｃ＝Ｃ结构，这种结构具有高度的不稳定性，对外界光、热特别敏感，传统的提取过程会

造成类胡萝卜素的降解和构象的变化。本课题组之前的研究表明微生物细胞内类胡萝卜素的含量可通过其

拉曼光谱的１５２０ｃｍ－１特征峰峰高进行定量，且所测拉曼光谱数据和紫外光谱数据具有良好的相关性，采用

激光镊子拉曼光谱法直接分析细胞内的类胡萝卜素提高了分析效率和分析结果的可靠性［７，１７］。计算上述不

同Ｃ／Ｎ比、Ｃ／Ｐ比和Ｃ／Ｓ比培养基培养的圆红冬孢酵母细胞平均拉曼光谱的１５２０ｃｍ－１峰峰高，即可得到

图５。从图５可以看出：当培养基中Ｃ／Ｎ比、Ｃ／Ｐ比和Ｃ／Ｓ比较低时类胡萝卜素的含量差异不大，但当Ｃ／Ｎ

比、Ｃ／Ｐ比和Ｃ／Ｓ比分别高达３２０，９５５２，４６７５０时，类胡萝卜素的含量显著降低，因此从总体上看圆红冬孢

酵母细胞内类胡萝卜素的含量随着细胞内Ｃ／Ｎ比、Ｃ／Ｐ比和Ｃ／Ｓ比的升高而降低。

图５ 不同发酵培养基对圆红冬孢酵母内类胡萝卜素合成的影响。（ａ）不同Ｃ／Ｎ比圆红冬孢酵母１５２０ｃｍ－１峰高；

（ｂ）不同Ｃ／Ｐ比圆红冬孢酵母１５２０ｃｍ－１峰高；（ｃ）不同Ｃ／Ｓ比圆红冬孢酵母１５２０ｃｍ－１峰高

Ｆｉｇ．５ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａｏｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｃａｐａｂｉｌｉｔｙｏｆｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓｏｆ犚犺狅犱狅狊狆狅狉犻犱犻狌犿狋狅狉狌犾狅犻犱犲狊ｃｅｌｌｓ．（ａ）

Ｒａｍａｎｐｅａｋｈｅｉｇｈｔａｔ１５２０ｃｍ
－１ｏｆ犚犺狅犱狅狊狆狅狉犻犱犻狌犿狋狅狉狌犾狅犻犱犲狊ｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｍｅｄｉａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣ／Ｎｒａｔｉｏｓ；（ｂ）

　　　　　　　　　　　　　　　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣ／Ｐｒａｔｉｏｓ；（ｃ）ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣ／Ｓｒａｔｉｏｓ

４　结　　论

用激光镊子拉曼光谱法测不同浓度植物油的拉曼光谱，其１７５１ｃｍ－１峰峰高与油脂浓度线性关系良好，

相关系数犚２ 可达０．９７３４９，说明激光镊子拉曼光谱法是定量分析油脂的有效手段。分别计算不同样品的圆

红冬孢酵母细胞拉曼光谱１７５１ｃｍ－１峰和１５２０ｃｍ－１峰峰高表明：随着Ｃ／Ｎ比、Ｃ／Ｐ比和Ｃ／Ｓ比升高，圆红

冬孢酵母体内油脂含量逐步增加，而类胡萝卜素的含量则显著降低。激光镊子拉曼光谱法高效、灵敏，且可

同时检测细胞中多种代谢产物，是细胞内物质分析和细胞培养条件优化的理想方法。
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