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烟草和 犕犘犜犃对三孢布拉氏霉合成番茄红素的影响
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摘 要：在三孢布拉氏霉发酵４８犺添加３６犿犿狅犾／犔２（４甲基苯氧）三乙基胺（犕犘犜犃）可有效抑制９６％β胡萝卜

素的合成；添加１５犵／犔烟草可促进总类胡萝卜素的产量（１７０犿犵／犔），但其对β胡萝卜素的合成抑制作用低于犕犘

犜犃。犔２７（３
１３）正交实验从抑制剂添加时间、添加量以及两种抑制剂的交互作用等方面考察了同时添加犕犘犜犃和烟

草对番茄红素产量的影响。发酵４８犺同时添加烟草１０犵／犔与犕犘犜犃２２犿犿狅犾／犔，番茄红素的产量可达２０５犿犵／犔

（占总类胡萝卜素产量的９４％）。
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引 言

番茄红素是类胡萝卜素代谢合成过程中的重要

中间体，具有很强的清除氧自由基能力［１］，并在调

控、抑制癌细胞增殖方面［２］有很好的疗效，近年来

已广泛应用到保健品、医药等领域。番茄红素的生

产方法主要有化学合成法、天然产物提取法和生物

合成法。相较而言，微生物发酵生产番茄红素成本

低、污染小、产量高，具备工业化潜力［３４］。

目前在全球范围内，三孢布拉氏霉菌（犅犾犪犽犲狊犾犲犪

狋狉犻狊狆狅狉犪）是唯一能够实现β胡萝卜素工业化生产的

高产菌株。在此基础上通过抑制代谢过程中番茄红

素到β胡萝卜素的环化反应，即可实现番茄红素的

生物合成，如犔ó狆犲狕犖犻犲狋狅
［４］等人以咪唑、吡啶做抑

制剂应用犅．狋狉犻狊狆狅狉犪生产番茄红素取得了很好的

效果。常用的番茄红素环化反应抑制剂还有三乙胺

衍生物、烟碱及烟碱和吡啶的衍生物等［５８］。犅狅狌狏犻

犲狉等人
［５］研究指出，三乙基胺衍生物会影响芳香基

团的质子化和氨基酸残基的羧基化，进而抑制类胡

萝卜素的碳阳离子化及环化。对果蔬的实验发现，

三乙基胺衍生物不仅用量小，如２（４硫代氯苯）三

乙基胺（２（４犮犺犾狅狉狅狆犺狉狀狔犾狋犺犻狅）狋狉犻犲狋犺狔犾犪犿犻狀犲，犆犘

犜犃）５犿犿狅犾／犔
［５］、２（４甲基苯氧）三乙基胺（２（４

犿犲狋犺狔犾狆犺犲狀狅狓狔）狋狉犻犲狋犺狔犾犪犿犻狀犲，犕犘犜犃）１０～２０μ犿狅犾／

犔
［９］，而且可明显提高番茄红素的产量，产物中几乎

没有环化产物（辣椒黄素、辣椒红素、β胡萝卜素、叶

黄素），这与其他吡啶、烟碱化合物［５８］在积累番茄

红素的同时还伴随大量β胡萝卜素等环化物产生的

现象形成鲜明对比。

目前还未见将三乙基胺衍生物应用于微生物类

胡萝卜素代谢合成的相关报道。本文报道了 犕犘

犜犃在三孢布拉氏霉菌生产番茄红素发酵过程中的

应用，将其作用效果与卷烟厂的废弃烟丝作用效果

相比较，验证了犕犘犜犃对降低β胡萝卜素产量、积

累番茄红素的高效性，为得到廉价、高效的番茄红素

环化酶抑制剂提供了依据。

１ 实验部分

１１ 菌种及主要试剂

三孢布拉氏霉菌（犅犾犪犽犲狊犾犲犪狋狉犻狊狆狅狉犪）购自

犃犜犆犆，编号分别为犃犜犆犆１４２７１（＋），犃犜犆犆１４２７２

（－），诱变得２０３（＋），２０４（－）。

苏丹、石油醚，分析纯，北京北化精细化学品有

限公司；乙腈、二氯甲烷，色谱纯，犇犻犿犪公司；烟草，

北京中南海卷烟厂；犕犘犜犃，对甲苯酚在强碱条件下

与二乙氨基氯乙烷盐酸盐反应合成。

１２ 培养基

种子培养基（犵／犔）：淀粉４０，玉米浆５０，葡萄糖

２５，犓犎２犘犗４１，犕犵犛犗４０１，犞犅１００１，狆犎６５。

发酵培养基（犵／犔）：淀粉４０，大豆饼粉２０
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浆２５，犓犎２犘犗４１，犕犵犛犗４０１，犞犅１００１，狆犎６５。

１３ 培养方法

经４０犺一级种子培养（２８℃，１８０狉／犿犻狀，装液量

１００犿犔／５００犿犔锥形瓶）后，（＋）（－）菌按照１∶２比

例混合后转接入发酵培养基中避光培养１２０犺

（２８℃，２５０狉／犿犻狀，装液量 ９０犿犔／５００犿犔 锥形

瓶）［１０］。烟草采取高温灭菌（１２１℃，３０犿犻狀），犕犘

犜犃采用０４５μ犿微孔滤膜过滤的方式除菌，于发酵

４８犺添加到发酵液中。

１４ 正交实验

为考查烟草和 犕犘犜犃同时作用时对三孢布拉

氏霉菌合成番茄红素的影响，以及两种抑制剂间的

交互作用，设计４因素３水平带交互影响的正交试

验犔２７（３
１３）方案如表１所示。

表１ 烟草与犕犘犜犃混合作用正交实验方案犔２７（３
１３）

犜犪犫犾犲１ 犜犺犲狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾狉犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狅狀狅犳犻狀犺犻犫犻狋狅狉狊犿犻狓狋狌狉犲

水平
因素

犃 犅 犆 犇

１ ２２ ５ ３６ ３６

２ ３６ １０ ４８ ４８

３ ４５ １５ ６０ ６０

犃为犕犘犜犃添加量，犿犿狅犾·犔－１；犅为烟草添加量，犵·犔－１；犆为

犕犘犜犃添加时间，犺；犇为烟草添加时间，犺

１５ 分析方法

高效液相色谱法测定干菌体中番茄红素、β胡

萝卜素的质量浓度［１１］。犎犻狋犪犮犺高效液相色谱：犇犻犪

犿狅狀狊犻犾犆１８（５μ犿，２５０犿犿×４６犿犿），乙腈和二氯甲

烷的体积比是７５∶２５，４５０狀犿，２８℃，１５犿犔／犿犻狀。

２ 结果与讨论

２１ 烟草及犕犘犜犃对类胡萝卜素合成代谢的影响

根据文献报道，尼古丁可以帮助积累番茄红

素［５８］；经过犕犘犜犃处理的柠檬、柑橘果皮以及生菜

中β胡萝卜素含量明显降低
［１２］。本实验选择含有

天然尼古丁的烟草和犕犘犜犃作为添加剂，以不添加

任何抑制剂的样品为空白参比，研究其对三孢布拉

氏霉菌代谢过程中番茄红素环化反应的影响。于发

酵４８犺，分别添加烟草（１５犵／犔发酵液）和 犕犘犜犃

（３６犿犿狅犾／犔发酵液），测定菌体中番茄红素、β胡

萝卜素含量，结果如图１～２所示。

实验表明，烟草和犕犘犜犃都可以抑制三孢布拉

氏霉菌代谢过程中番茄红素的环化反应，进而积累

图１ 发酵产物的高效液相色谱结果

犉犻犵．１ 犎犘犔犆狉犲狊狌犾狋狅犳犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋狊

图２ 犕犘犜犃和烟草对三孢布拉氏霉菌代谢合成

番茄红素、β胡萝卜素的影响

犉犻犵．２ 犜犻犿犲犮狅狌狉狊犲狅犳狋犺犲犾狔犮狅狆犲狀犲犪狀犱β犮犪狉狅狋犲狀犲狊狔狀狋犺犲狊犻狊

犫狔犅．狋狉犻狊狆狅狉犪狑犻狋犺犕犘犜犃狅狉狋狅犫犪犮犮狅

中间代谢产物番茄红素，而β胡萝卜素产量大幅度

减小（图２）。在犕犘犜犃的作用下，三孢布拉霉几乎

不产β胡萝卜素（产量仅为参比的４４％），相应的

番茄红素的产量为１３２犿犵／犔。以烟草作为抑制剂

的样品番茄红素产量更可达１７０犿犵／犔，但伴随有一

定量的β胡萝卜素生成（７０犿犵／犔），而且继续增加烟

草添加量并不会减少β胡萝卜素产生，反而会降低

各种类胡萝卜素的产量，直至菌体死亡。但是，烟草

作用后的样品中，总类胡萝卜素的产量会增加，并且

高于犕犘犜犃添加样品。这是由于三孢酸是类胡萝

卜素代谢过程中的性激素［１０］，而β胡萝卜素又是三

·２８· 北京化工大学学报（自然科学版） ２００９
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孢酸的前体物，所以一定含量的β胡萝卜素会对类

胡萝卜素的合成起到促进作用。天然烟草中还含有

萜烯类、糖类物质和微量元素等多种营养物，可以作

为前体物或者营养物促进微生物代谢。

图２还表明，向发酵液添加３６犿犿狅犾／犔犕犘犜犃

１２犺后，发酵液中番茄红素即得到明显的累积，２４犺

后番茄红素的含量已比参比提高了９９倍。相比而

言，烟草的添加会延长菌体的代谢迟滞期，而且产物

中β胡萝卜素的含量偏高。

２２ 烟草和犕犘犜犃共同作用对类胡萝卜素代谢的

影响

发酵过程中同时添加烟草和 犕犘犜犃的 犔２７

（３１３）正交实验结果方差分析如表２。

表２ 正交实验结果方差分析

犜犪犫犾犲２ 犜犺犲狏犪狉犻犪狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾狉犲狊狌犾狋狊

来源 离差犙 自由度 均方离差 犉值 显著性

犃 ３０１９３ ２ １５０９６ ５６５ 

犃×犅 １３１８８ ４ ３２９７ １２３ 

犃×犆 ５７０８ ４ １４２７ ５３４ 

犅×犆 ３２５５ ４ ８１４ ３０４

误差 ３２０８ １２ ２６７３

总和 ５５５５２ ２６

犃×犅表示犕犘犜犃添加量和烟草添加量的交互影响；犃×犆表示

犕犘犜犃添加量和其添加时间的交互影响；犅×犆表示烟草添加量和

犕犘犜犃添加时间的交互影响

从表２方差分析知，各因素影响番茄红素产量

的主次关系为：犃＞（犃×犅）＞（犃×犆）＞（犅×犆），其

中犕犘犜犃的添加量、犕犘犜犃添加量和烟草添加量的

交互作用对番茄红素产量的影响为高度显著，犕犘

犜犃添加量和其添加时间的交互作用对番茄红素的

产量有显著影响。

正交实验犔２７（３
１３）每２个因素间有９种搭配组

合，每种搭配有３次试验，将３次番茄红素产量加和

之后做比较可知，犃１犅２ 组合番茄红素产量最高

（５４９９犿犵／犔），犃１犅１（４３９８犿犵／犔）次之；犃１犆２组合

（５０９７３犿犵／犔）优于犃１犆３（３７９９８犿犵／犔）；犅１犆３组

合（３７９９８犿犵／犔）优于犅２犆１（３６７７１犿犵／犔）。综合

考虑表２中显示的各影响因素主次关系，番茄红素

产量最优的搭配为犃１犅２犆３犇２，另外考虑操作简便

性，补充实验中还考察了犃１犅２犆３犇３和犃１犅２犆２犇２组

合，实验结果见表３。

因此烟草和犕犘犜犃混合抑制剂的最优搭配为

表３ 不同抑制剂对番茄红素和β胡萝卜素产量的影响

犜犪犫犾犲３ 犈犳犳犲犮狋狅犳犪犱犱犻狋犻狅狀狅犳犻狀犺犻犫犻狋狅狉狊狅狀犾狔犮狅狆犲狀犲

犪狀犱β犮犪狉狅狋犲狀犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀

抑制剂
ρ／犿犵·犔

－１ 系数

番茄红素 β胡萝卜素 番茄红素 β胡萝卜素

空白 ０６±０１ １５６±６ １ １

烟草 １７０±１０ ７０±１０ ２８３ ０４５

犕犘犜犃 １３２±８ ６８±０６ ２２０ ００４４

犃１犅２犆３犇２ １２８±１２ ９±３ ２１３ ００５８

犃１犅２犆２犇２ ２０５±１４ １３±２ ３４２ ００８３

犃１犅２犆３犇３ １７３±８ １９±２ ２８８ ０１２

咪唑［４］ — — １１３ ０１１

吡啶［８］ — — １５１ １０２

不同抑制剂添加样类胡萝卜素产量与空白样产量比

烟草１０犵／犔（根据烟草品种不同，尤其是尼古丁含量

的差异，其添加量会略有差别）、犕犘犜犃２２犿犿狅犾／犔

发酵液，共同于发酵４８犺后添加，番茄红素的产量

最高，占总类胡萝卜素产量的９４％。与已有对咪

唑［４］、吡啶［８］的报道相比较（表３），犕犘犜犃对β胡萝

卜素的合成有很强的抑制作用，尤其当 犕犘犜犃、烟

草同时使用时，不仅减少了抑制剂的用量，而且番茄

红素的产量和纯度都得到了提高。这一研究成果为

三孢布拉氏霉番茄红素环化反应的抑制、积累高纯

度的番茄红素产物提供了更广泛的选择。

３ 结论

犕犘犜犃和烟草均可抑制三孢布拉氏霉β胡萝

卜素的合成代谢。发酵４８犺，同时添加２２犿犿狅犾／犔

犕犘犜犃和１０犵／犔烟草可抑制９２％β胡萝卜素的合

成，发酵液中番茄红素产量为２０５犿犵／犔。
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