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拉曼镊子分析红酵母合成类胡萝卜素
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摘 � 要 � 利用拉曼镊子对红酵母合成类胡萝卜素进行分析, 考查氮源和碳源对类胡萝卜素产量的影响。取

发酵终点细胞, 一部分用于紫外光谱法测定, 另一部分用拉曼镊子检测。原始光谱经过背景扣除、基线校正

等方法预处理, 定性分析不同培养基培养细胞的平均光谱, 类胡萝卜素的拉曼信号强度有明显不同; 紫外检

测结果和拉曼峰高数据有良好的相关性, 拟合参数的相关系数分别达到 0� 907 8 和 0� 912 1; 定量分析 1 508

cm- 1峰高表明适宜红酵母细胞生长和类胡萝卜素合成的氮源和碳源分别是酵母粉+ 胰蛋白胨、葡萄糖。以

上结果说明, 拉曼镊子能提供红酵母胞内类胡萝卜素的含量信息, 是实时检测红酵母细胞类胡萝卜素合成

和优化发酵培养基的有效工具。
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引 � 言

� � 类胡萝卜素是含有异戊二烯结构的一类色素, 存在于动

植物、真菌、藻类和细菌中, 广泛用于食品、医药以及饲料

的添加剂, 此外, 作为维生素 A 的重要来源, 类胡萝卜素还

具有防癌、抗癌、预防心脑血管疾病和抗机体衰老等功效。

微生物发酵法是国内外生产类胡萝卜素的方法之一, 相比其

他菌种, 红酵母( Rhodotorula glutinis )菌体无毒, 生产成本

低, 生产周期短, 容易控制发酵过程, 有利于工业化生产。

然而目前红酵母合成类胡萝卜素产量偏低, 提高类胡萝卜素

的产量可以从选育优良性状的菌株和优化发酵条件两方面着

手, 实现上述两个目标的前提条件是需要确定一个高效、灵

敏、快速的检测类胡萝卜素的手段。传统的检测方法如紫外

光谱法[ 1]、高效液相色谱法[2]等都需要对样品进行预处理。

类胡萝卜素富含 C C 结构, 这种结构具有高度的不稳定

性, 对外界因素特别敏感, 导致类胡萝卜素容易降解, 因而

预处理后的分析结果不能代表原始的含量, 而且萃取溶剂、

温度过高、光照过强都可能使类胡萝卜素结构由反式转向顺

式[3] , 因此, 传统的分析方法难以保证结果的准确性和重现

性。

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, 拉曼谱峰的位置、强度和线宽可提供分子振动、转动

方面的信息, 据此可以反映分子中不同的化学键和官能团。

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, 可以实时和实地检测样品, 给出样品高

专一性的光谱信息, 此外, 在适宜的激发波长和功率下, 细

胞不会受到损伤[ 4]。拉曼镊子是拉曼光谱与光学囚禁技术相

结合的新技术, 其原理是利用高度会聚的激光束, 囚禁溶液

中的细胞, 通过瞬时加大囚禁细胞的光束来激发细胞内分子

的拉曼散射, 并收集该细胞的拉曼光谱。拉曼镊子在接近自

然的生理状态下检测单细胞或细胞器, 避免了布朗运动或细

胞本身运动的干扰, 减弱杂散光或荧光强度, 优化散射光的

收集光路, 提高了信噪比, 已被广泛应用于胃癌细胞[ 5]、地

中海贫血细胞[ 6, 7]、前列腺癌细胞[ 8]、酿酒酵母[9]、大肠杆

菌[ 10]等单细胞的研究。目前, 国内外还未见拉曼镊子分析红

酵母细胞的研究报道, 本文用拉曼镊子依次测定不同培养基

发酵培养的红酵母细胞 , 通过化学计量学方法对拉曼数据进

行分析, 并结合紫外光谱测定方法, 分析紫外光谱数据和拉

曼数据的相关性, 探索光镊拉曼光谱用于定量分析红酵母合



成类胡萝卜素的可行性。

1 � 实验材料与方法

1� 1 � 细胞培养
本实验所用的红酵母菌株由广西大学应用微生物研究所

提供, 生长于平板上的菌株接种于 YEPD液体培养基中, 培

养 16 h 后以 2%接种量转入装有 50 mL 液体发酵培养基的

250 mL 摇瓶中, 放置在 200 r � min- 1、28 � 的摇床上发酵
84 h。液体发酵培养基共有 13 种, 可分为两类: 一类发酵培

养基保持 2%氮源( 1%胰蛋白胨+ 1% 酵母粉)不变, 分别加

入 4%葡萄糖、果糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖、木糖, 即配成六

种碳源不同、氮源相同的培养基; 同理, 另一类培养基是保

持 4%碳源( 4%葡萄糖)不变, 分别加入 2%胰蛋白胨、2%硫

酸铵、2%尿素、2%酵母粉、1%酵母粉+ 1% 胰蛋白胨、1%

胰蛋白胨+ 1%硫酸铵、1%胰蛋白胨+ 1%尿素。

1� 2 � 拉曼镊子系统
拉曼镊子系统如文献[ 11, 12]所述, 有所不同的是本实

验利用 40 倍油浸物镜聚焦形成一个单光束光势阱来捕获酵

母细胞。文献[ 11, 12]所用的 100 倍油浸物镜的激光光斑最

大直径为 2 �m, 面积约为 3� 14 �m2 , 然而发酵终点的红酵

母细胞直径大约 5 �m, 面积远大于 3� 14 �m2 , 入射激光如

果只照射在细胞的局部区域所得结果能否真实反映整个细胞

的光谱信息就值得怀疑, 而本实验所用 40 倍物镜的激光光

斑直径大约 5 �m, 这与细胞直径相近, 激光光斑基本上能照

射整个细胞, 因此, 本实验所用拉曼镊子收集的拉曼光谱信

息是可信的。

1� 3 � 拉曼光谱测定与数据处理

以 20 mW激发功率和 5 s 曝光时间采用捕获方式采集

红酵母细胞的拉曼光谱, 每种样品各收集 100 个细胞的光

谱, 每个细胞被 20 mW 的激光照射 5 s, 对胞内的类胡萝卜

素影响很小。光谱数据预处理利用 Mat lab 7� 1 软件编写的程

序进行, 原始光谱经过扣除背景光谱、基线校正预处理后得

到单个细胞的实际光谱, 在此基础上, 一方面统计每组细胞

样品的平均光谱, 定性分析不同组间光谱差异; 另一方面用

Matlab 7� 1 编写程序对 1 508 cm- 1的峰高[13] (峰最高点到基

线的垂直距离)作定量分析。

1� 4 � 紫外光谱法测定类胡萝卜素含量
发酵终点细胞经过洗涤, 离心, 液氮反复冻融破壁、冷

冻干燥后, 准确称量 0� 100 g 干燥菌体, 充分研磨至破壁完

全后, 加入 3 mL 丙酮中, 室温振荡 30 m in 后, 利用超声波

多次抽提至菌体完全变白 , 离心后取上清液, 合并提取液。

将提取液稀释到适当倍数, 在波长 475 nm 下测量类胡萝卜

素的吸光度, 并计算单位质量红酵母菌体类胡萝卜素含量和

每升发酵液类胡萝卜素的产量, 计算公式详见文献 [ 14]所

述。

1� 5 � 菌体发酵密度和生物量的测定

取一定量新鲜菌液, 稀释至适当倍数, 测定 OD600 , 统计

菌体发酵密度。另外, 准确吸取 1 mL 发酵终点菌液, 每组取

3 个样品, 菌液经过离心, 洗涤之后, 60 � 烘干至恒重, 称

量, 取平均值作为菌体的生物量。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 红酵母细胞的拉曼光谱及各峰归属
图 1 为红酵母单细胞的拉曼光谱, 可以提供细胞内丰富

的物质信息, 其中1 445 cm- 1峰代表蛋白质、脂质、糖类 CH

变形振动, 1 349, 1 379 和 1 573 cm- 1峰代表核酸信息;

1 268 cm- 1峰代表蛋白质酰胺 �带 �折叠; 1 290 cm- 1峰代

表脂质 CH 2 扭曲振动。谱图中类胡萝卜素的特征峰分别是:

位于 1 508 cm- 1的 C C 伸缩振动峰、位于 1 152 cm- 1的

C � C伸缩振动峰、位于 1 002 cm- 1的甲基( CH3 )平面摇摆振

动峰, 这三个类胡萝卜素的特征峰拉曼信号很强, 峰高远高

于细胞内其他物质的拉曼峰, 其中 1 508 cm- 1的特征峰附近

没有其他物质信号的干扰, 峰形尖锐, 且左右接近对称, 适

宜利用峰高进行类胡萝卜素的定量分析。

Fig� 1 � Raman spectra of a single rhodotorula glutinis cell

2� 2 � 不同培养条件发酵的细胞平均拉曼光谱

类胡萝卜素的合成代谢与培养基中的氮源和碳源密切相

关, 图 2 是不同培养基条件下红酵母细胞的平均拉曼光谱。

图 2( a)反映了不同氮源对类胡萝卜素合成的影响, 其中, 硫

酸铵和尿素分别作为氮源, 前者类胡萝卜素拉曼信号强度约

为后者的 2倍, 其他几种氮源拉曼信号强度相差不大; 图 2

( b)反映了碳源对类胡萝卜素合成的影响, 分别以六种常用

糖作为碳源, 类胡萝卜素的拉曼信号强度明显不同, 其中信

号最强的峰高几乎是信号最弱的 4 倍, 由此可见, 碳源对类

胡萝卜素的合成起着关键的作用。以上结果表明, 类胡萝卜

素 3 个特征峰的强弱可以显示出不同氮源和碳源培养条件下

细胞内类胡萝卜素含量的差异, 但拉曼峰高和细胞内类胡萝

卜素的含量是否存在严格的定量关系, 以下的紫外光谱检测

结果和拉曼峰高的相关性分析实验证实了这一假设。

2� 3 � 紫外光谱法和拉曼检测的相关性分析
紫外光谱法是测定类胡萝卜素含量的常规方法之一, 在

本研究中是称取一定质量的红酵母干菌体, 提取类胡萝卜素

后测量提取液的紫外吸收值, 其结果反映单位质量红酵母细

胞类胡萝卜素的含量, 而拉曼光谱则是直接检测 100 个红酵

母单细胞内类胡萝卜素的拉曼峰高, 反映的是红酵母单细胞

积累类胡萝卜素的平均值。图 3( a)显示紫外检测结果和拉曼
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光谱峰高的相关性, 实验数据表明, 两种光谱测定结果具有

良好的相关性, 相关系数 r 达到 0� 907 8, 相关性分析证明拉

曼光谱是检测红酵母细胞水平类胡萝卜素含量的有效手段。

然而, 利用微生物发酵法合成类胡萝卜素, 其产量除了与单

个细胞合成类胡萝卜素能力有关外, 还取决于单位体积发酵

液微生物细胞的发酵密度, 即生物量。在紫外光谱法中, 单

位质量红酵母细胞类胡萝卜素的含量与红酵母生物量的乘积

就代表每升发酵液类胡萝卜素的产量, 在拉曼光谱法中是否

也能用对应的参数来反映一定体积发酵液中类胡萝卜素的产

量, 微生物学中测量菌体密度的传统方法是测量发酵液在

600 nm 处的吸光度值, 即 OD600 , 而红酵母拉曼光谱1 508

cm- 1峰高则反映单细胞内类胡萝卜素的含量, 如果将表征单

位体积发酵液细胞数目的 OD600与表征单细胞类胡萝卜素含

量的拉曼峰高相乘, 构造一个新的参数, 即 OD600 � Raman

Peak H eight(简写作 OR 值) , 应该能够与紫外光谱法中的

� 产量�这一参数代表相同的内涵 , 图 3( b)为紫外光谱法测得

的不同培养基红酵母类胡萝卜素产量与利用拉曼光谱数据构

造的新参数 OR 值的相关性分析, 结果显示两个参数相关性

良好, 相关系数 r 为 0� 912 1, 因此, 利用拉曼光谱不但能检

测单细胞水平类胡萝卜素的合成能力, 同样能够反映一定体

积发酵液类胡萝卜素的总体产量。与紫外光谱法相比, 拉曼

镊子能实时检测活细胞内类胡萝卜素含量, 不需要对细胞进

行预处理, 克服了样品处理带来的误差, 具有无损、高效、

准确等优点, 是检测细胞内类胡萝卜素的有效工具。

Fig� 2� Averaged Raman spectra of rhodotorula glutinis cells cultivated in different fermentation media

( a) : Nit rogen resour ce; ( b) : Carb on resource

Abbreviat ion: A: stands for ammonium su lfate; U: urea; T: t ryptone; YE: y east ext ract ; G : glucose;

F: f ructose; S : s ucrose; M : maltose; L: lactose

Fig� 3 � Correlations of carotenoid content using UV analysis vs� Raman peak heights (a) and carotenoid yields vs� OR values (b)

2� 4 � 不同培养基对类胡萝卜素合成及产量的影响

为了优化培养基, 通过计算 1 508 cm- 1峰高和 OR 值,

定量描述不同培养基对红酵母在细胞水平类胡萝卜素合成能

力及一定体积发酵液类胡萝卜素产量的影响, 结果见图 4。

图 4( a)显示的是不同氮源对红酵母单细胞积累类胡萝

卜素的影响, 硫酸铵作单一无机氮源, 细胞内类胡萝卜素的

含量最高, 酵母粉+ 胰蛋白胨次之, 尿素最差, 图 4( c)则显

示相同条件下一定体积发酵液类胡萝卜素的总体产量, 与

图 4( a)结果形成鲜明对比的是, 最有利于红酵母单细胞合成

类胡萝卜素的硫酸铵作为氮源, 类胡萝卜素的产量反而最

低, 其原因可能是硫酸铵非常不利于红酵母细胞的增殖, 造

成单位体积内细胞的数目偏少, 结果导致类胡萝卜素的总体

产量最低, 相反地, 复合有机氮源酵母粉+ 胰蛋白胨的类胡

萝卜素总体产量最高, 有关文献的实验结果也表明有机氮源

要比无机氮源更容易提高类胡萝卜素的产量[15] , 因此, 酵母

粉+ 胰蛋白胨既有利于提高红酵母单细胞合成类胡萝卜素的
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能力, 也有利于红酵母细胞的高密度发酵, 为首选氮源。不

同碳源对红酵母细胞类胡萝卜素合成及产量的影响结果见图

4( b)和 4( d) , 在碳源相同、碳源不同的六种培养基中, 从单

细胞内的类胡萝卜素的含量和单位体积发酵液类胡萝卜素的

产量这两方面考察, 均以葡萄糖为最理想的碳源。综合上述

结果可见, 适宜红酵母细胞生长和合成类胡萝卜素的培养基

配方是: 1%酵母粉+ 1%胰蛋白胨+ 4%葡萄糖。

Fig� 4� The effect of different fermentation media on carotenoid synthesis and yield. Raman peak heights at 1 508 cm- 1 of

rhodotorula glutinis cells cultivated in diff erent nitrogen resource ( a) and carbon resource ( b) , OR values in diff erent

nitrogen resource ( c) and carbon resource ( d)

Abbreviat ion: A: stands for ammonium su lfate; U: urea; T: t ryptone; YE: y east ext ract ; G : glucose;

F: f ructose; S : s ucrose; M : maltose; L: lactose

3 � 结 � 论

� � 利用拉曼镊子分别测定不同培养基条件下红酵母细胞的
拉曼光谱, 运用化学计量学的方法处理拉曼光谱数据, 定性

分析细胞的平均拉曼光谱 , 对于不同氮源、碳源的培养基,

红酵母细胞合成的类胡萝卜素的含量明显不同; 线性拟合结

果显示紫外光谱法所得数据和拉曼峰高数据有良好的相关

性; 定量分析拉曼峰高, 得出酵母粉+ 胰蛋白胨和葡萄糖分

别是适宜的氮源和碳源。拉曼镊子能够提供红酵母胞内类胡

萝卜素的含量信息, 是实时检测红酵母胞内类胡萝卜素的有

效手段, 同时也是优化发酵培养基的有用工具。
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Raman Tweezers�Based Analysis of Carotenoid Synthesis in Rhodotorula

Glut inis

YUAN Yu�feng1, 2 , TAO Zhan�hua2* , LIU Jun�xian1 , WANG Gui�w en2 , L I Yong�qing 3
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3. Depar tment o f Physics, East Caro lina Univ ersity , G reenville, East Car olina � 27858�4353, USA

Abstract� Carot eno id synthesis in Rhodotorula glutinis w as invest igat ed w ith Raman tw eezers in o rder t o find the effect of

nitro gen and carbon resource on caro teno id yield. The cells in fermentation terminus were harv ested, and then div ided into tw o

par ts, one for UV analysis, the other fo r Raman tw eezer s detection. O riginal spect ra were pr epr ocessed by car ry ing out

backgr ound elimination and baseline cor rection, and the averaged spectra of cells cultiv ated in different fermentation medium

were analyzed qualitativ ely . The results show ed that the Raman intensit y o f car otenoid were obviously different. Ther e w as a

high cor relation between UV results and Raman peak height data, the co rrelation coefficients o f fitted par ameters wer e 0� 907 8

and 0� 912 1, r espectively. Quantit at ive analysis of 1 508 cm- 1 peak height indicated t hat the appropr iate nitrog en and carbon

resources for the g rowth o f Rhodotorula glutinis cells and synt hesis of car otenoid w ere yeast ex tr act + tryptone, and g luco se,

respectively . The above r esults suggest that Raman tweezers can pro vide information about car otenoids in Rhodotorul a glutinis

cells and serv e as an effective to ol for real time measur ement of car otenoid synthesis and optimization of fermentation medium.

Keywords� Caro teno ids; Rhodotorula glutinis ; Raman spectr oscopy; Laser tw eezer s
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