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　　　近海海洋真菌生物转化（＋）柠檬烯

杨道茂１，陈煌２

（１．华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１；

２．厦门万泰沧海生物技术有限公司，福建 厦门３６１０２２）

摘要：　以厦门近海海域分离到的３０株海洋真菌为出发菌株，通过液体发酵法考察其生物转化（＋）柠檬烯

的能力，采用气相色谱质谱（ＧＣＭＳ）技术结合 ＮＩＳＴ数据库对其代谢产物进行化合物分析．结果表明：２３，

２７，３６，４１号真菌具有生物转化柠檬烯的能力，其主要代谢产物暂定为异辣薄荷烯酮、波斯菊萜、１，３，８孟三

烯、香芹醇等；在２３，３６号真菌的代谢产物中，异辣薄荷烯酮为唯一主要产物，具有进一步研究开发的价值．
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出于对食品安全的考虑，消费者对天然来源产品的需求日益提高．按照美国和欧洲的立法，天然香

辛料是指其原料来源于动物、植物或通过物理、酶和微生物的处理方式获得的，且带有芳香味的化合

物［１２］．天然来源的化合物比化学合成的化合物具有更高的市场价值，因此，通过生物转化或酶解工艺获

得天然生物香料就具有很高的市场研发价值［３］．（＋）柠檬烯为结构最简单的环状单萜类化合物，主要

分布于葡萄柚、柠檬、酸橙，橘子中，为柑橘加工厂的副产物柠檬精油的主要成分．研究表明，由柠檬烯出

发，共有６条代谢途径可以生成一系列香料型含氧衍生物
［４１５］．底物和转化产物的价格差异巨大

［１６］，通

过生物转化作用可以实现柠檬烯的结构改造，从而达到产业增值的目的．生物转化柠檬烯的一个关键因

素是大量微生物的筛选分离．为此，国内外很多科学家开展了大量的菌株筛选工作，Ｒｏｔｔａｖａ等
［１７］在
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生物转化柠檬烯和α蒎烯的研究中，从４０５株菌株中选用１９３株进行生物转化柠檬烯，有８株能利用柠

檬烯生成松油醇，有１株青霉属微生物最高产量达３４５０ｍｇ·Ｌ
－１．Ｂｉｃａｓ等

［１８］从柑橘加工厂环境中分

离到２３８株菌株，仅有７０株能在以柠檬烯为唯一碳源的基础培养基中生长．本文对近海海洋真菌生物

转化（＋）柠檬烯进行研究．

１　实验部分

１．１　试剂与仪器

１）试剂．（＋）柠檬烯（纯度为９６％，稳定型，美国ＡｃｒｏｓＯｒｇａｎｉｃ公司）；ＧＦ２５４硅胶板（５０ｍｍ×１００

ｍｍ，山东省青岛海洋化工有限公司）；无水乙醇、乙酸乙酯、石油醚（上海国药集团化学试剂有限公司），

其他试剂均为分析纯．

２）仪器．Ｎ１１００型旋转蒸发仪（日本ＥＹＥＬＡ公司）；ＧＣＭＳＱＰ２０１０Ｕｌｔｒａ型气质联用仪（ＦＩＤ检

测器，附美国国家标准与技术局（ＮＩＳＴ）１１．０化学数据库，日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）．

１．２　近海海域海洋真菌菌株筛选

首先，从福建省厦门市环岛路沙滩上采集海水浸泡的海藻、浮木、贝壳等材料，用无菌海水洗净．然

后，取２ｇ材料浸泡于１０ｇ无菌海水中，并粉碎、静置；取１ｍＬ上清液涂布于用海水配制的马铃薯葡萄

糖琼脂（ＰＤＡ）培养基（内含２０～５０μｇ·ｍＬ
－１的青霉素和链霉素）中，于３０℃下培养２～３ｄ后，按照菌

落形态的差异，挑选单菌株划线分离，直到获得单菌落为止．最后，将各单菌落保存到斜面备用．

１．３　生物转化实验

挑选上述分离到的３０株真菌置于沙保氏培养基（４０ｇ·Ｌ
－１葡萄糖，１０ｇ·Ｌ

－１蛋白胨，１Ｌ陈海水，

ｐＨ值自然）中，进行生物转化实验．用接种环挑取实验菌的菌丝或孢子，每株真菌接种到２个２５０ｍＬ

的锥形瓶中，每个锥形瓶接１００ｍＬ培养基，于３０℃，１５０ｒ·ｍｉｎ－１下培养６ｄ．然后，在其中一个锥形瓶

中加入１ｍＬ柠檬烯底物溶液（犞（柠檬烯）∶犞（乙醇）＝１∶１，柠檬烯的最终体积分数为０．５％）作为实

验组，另外一瓶作为菌株对照组，不做其他处理．同时，单独取一无菌培养基加入等量底物溶液，设置为

底物对照组，即该培养基内只含体积分数为０．５％的底物溶液，而不接种任何菌株．在相同条件下，锥形

瓶继续培养４ｄ．生物转化实验结束后，将各菌株的发酵液用滤纸过滤，滤液用１００ｍＬ乙酸乙酯萃取２

次，并合并萃取液，经无水硫酸钠脱水后，用旋转蒸发仪浓缩至１．５ｍＬ左右；将浓缩液置于１．５ｍＬ的

离心管中，用１００００犵的相对离心力离心１０ｍｉｎ，取上层有机相用于产物成分分析．

１．４　产物成分分析

将底物对照组、菌株实验组和菌株对照组样品进行薄层色谱（ＴＬＣ）点板预检测．显色剂为香草醛

硫酸乙醇显色剂（１５ｇ香草醛溶于２５０ｍＬ体积分数为１％的浓硫酸乙醇溶液中）；展开剂为犞（石油

醚）∶犞（乙酸乙酯）＝１５∶４或犞（氯仿）∶犞（甲醇）＝１０∶１的溶液．

将菌株实验组与底物对照组间存在差异的样品进行气相色谱质谱（ＧＣＭＳ）分析．ＧＣＭＳ的检测

条件：色谱柱为Ｒｘｉ５ｓｉｌＭＳ（３０．００ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ），柱箱温度为６０℃，进样口温度为２５０℃，

柱流量为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，分流比为１∶２，进样量为１μＬ．升温程序为：柱温６０℃×３ｍｉｎ→升温速度１０

℃·ｍｉｎ－１→柱温１５０℃×５ｍｉｎ→升温速度２０℃·ｍｉｎ
－１
→柱温２５０℃×３ｍｉｎ．质荷比（犿／狕）扫描范

围为４０～２００．

２　实验结果

２．１　菌株分离纯化

在菌落初筛阶段共筛选出８０株真菌，其中，６５株为霉菌，１５株为酵母菌．对菌株进行编号（１～８０），

并保存于４℃冰箱中备用．

２．２　菌株萃取液的犜犔犆检测

挑选出３０株菌株，将其底物对照组、菌株实验组和菌株对照组的萃取液分别进行ＴＬＣ实验，判断

是否出现差异点．结果表明，大部分菌株对照组的ＴＬＣ板上无斑点．在ＴＬＣ的比对结果中，２３，２７，３６，
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（ａ）犞（石油醚）∶犞（乙酸乙酯）＝１５∶４　（ｂ）犞（氯仿）∶犞（甲醇）＝１０∶１

图１　菌株萃取液的ＴＬＣ结果

Ｆｉｇ．１　ＴＬＣｒｅｓｕｌｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍｓｔｒａｉｎｓ

４１号菌株可能具有生物转化（＋）

柠檬烯的能力．菌株萃取液的 ＴＬＣ

结果，如图１所示．图１中：Ｌｉｍ 为

底物对照组；ｃｔ为菌株对照组．

由图１可知：培养４ｄ后，底物

对照组有５个明显的斑点（比移值

犚ｆ分别为０．１４，０．４９，０．６２，０．７５，

０．８６）；当犚ｆ＝０．５４时，２３，３６号菌

株出现１个明显的斑点，与底物对

照组进行比对，推测这２株菌具有

生物转化（＋）柠檬烯能力．

由图１还可知：４１号菌株出现的４个主要斑点均与底物重合，其他部分略有些差异，推测该菌株可

能具有一定的生物转化（＋）柠檬烯能力；当犚ｆ＝０．２０时，２７号菌株的实验组出现１个红色斑点，经与

菌株对照组比对，表明该红点为菌株自身代谢产物，其余位置只出现３个主要斑点，与底物对照组差异

较大，由此推测２７号菌株可能具有一定的生物转化（＋）柠檬烯能力．

２．３　菌株萃取液的犌犆犕犛检测

将２３，２７，３６，４１号菌株的萃取液进行ＧＣＭＳ检测（代谢产物的ＧＣＭＳ分析工作主要借助华侨大

学材料学院宋秋玲教授课题组仪器完成），其总离子流色谱图，如图２所示．图２中：δ为相对强度；１～６

代表可辨识的化合物峰信号；狋Ｒ 为各化合物峰的保留时间．

　　 （ａ）２３号菌株 　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）２７号菌株

　 　（ｃ）３６号菌株 　 　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）４１号菌株

图２　菌株萃取液的总离子流色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍｓｔｒａｉｎｓ

由图２可知：２３，３６号菌株的峰信号１（狋Ｒ＝７．７８ｍｉｎ）相对强度最大，底物（柠檬烯）信号（狋Ｒ＝５．６４

ｍｉｎ）较弱，表明这两株菌株能转化底物，生成峰信号１所代表的化合物，该结果与图１的ＴＬＣ判断结果

一致；２７，４１号菌株中的峰信号２（狋Ｒ＝５．４０ｍｉｎ）和峰信号３（狋Ｒ＝５．６１ｍｉｎ）的相对强度均比底物信号

更大，说明２７，４１号菌株也能转化底物，生成其他一系列化合物，该结果与图１的ＴＬＣ判断结果一致．

通过ＮＩＳＴ化学数据库检索，并结合生物转化柠檬烯的作用机理，暂定出４株菌株生物转化（＋）

９６第１期　　　　　　　　　　　　 　杨道茂，等：近海海洋真菌生物转化（＋）柠檬烯
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图３　暂定的菌株生物转化（＋）柠檬烯代谢产物的化学结构

Ｆｉｇ．３　Ｔｅｎｔａｔｉｖｅｌｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

ｂｙｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ（＋）ｌｉｍｏｎｅｎｅ

柠檬烯代谢产物的化学结构，如图３所示．

各菌株主要代谢产物准确的化学结构还有

待进一步验证．

３　讨论

菌株来源于福建省厦门市近海海域腐

烂的沉积木、海藻等组织，按照海洋真菌定

义，只要是在海洋环境中分离，并能在海水

盐度（或略低于海水盐度）的培养基中正常

生长的真菌，都可以称为海洋真菌或海洋

生真菌．因此，实验来源的真菌都属于兼性

海洋真菌［１９］．

目前，关于生物转化（＋）柠檬烯的微

生物报道很多，主要有以下５类：１）细菌，

如恶 臭 假 单 胞 菌 （犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狆狌狋犻

犱犪）
［２０２２］、海洋弧菌（犞犻犫狉犻狅犮犺狅犾犲狉犪犲，犔犻狊狋狅狀犲犾犾犪犱犪犿狊犲犾犪，犞犻犫狉犻狅犪犾犵犻狀狅犾狔狋犻犮狌狊）

［２３］；２）酵母菌，如解脂

耶氏酵母（犢犪狉狉狅狑犻犪犾犻狆狅犾狔狋犻犮犪ＡＴＣＣ１８９４２）
［１３］；３）真菌，如植物内生真菌（犘犺狅犿狅狆狊犻狊ｓｐ．）

［６］、柑橘绿

霉（犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿犱犻犵犻狋犪狋狌犿 ＤＳＭ６２８４０）
［１０］、尖孢镰孢菌（犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿 １５２Ｂ）

［１５］；４）微藻

（犆犺犾狅狉犲犾犾犪，犗狅犮狔狊狋犻狊，犆犺犾犪犿狔犱狅犿狅狀犪狊和犛狔狀犲犮犺狅犮狅犮犮狌狊）
［７］；５）斜纹夜蛾的幼虫（犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犾犻狋狌

狉犪）
［２４］．然而，目前较少有关于利用海洋真菌完成生物转化（＋）柠檬烯方面的报道．

利用海洋真菌生活环境产生的独特催化特性进行生物转化（＋）柠檬烯，实验结果表明，其代谢产

物与文献报道的陆地微生物代谢产物的差异较大，例如，未检测出比较常见的香芹酮、柠檬烯１，２二

醇、紫苏醇、紫苏酸等代谢产物．这说明利用海洋真菌生物转化柠檬烯还有待深入研究．

从厦门近海海域分离了８０株真菌，其中，６５株为霉菌，１５株为酵母菌．在选取的３０株兼性海洋真

菌中，２３，２７，３６，４１号菌株具有生物转化柠檬烯的能力，但其菌株种属还有待进一步确定．４株菌株生物

转化（＋）柠檬烯的主要代谢产物暂定为异辣薄荷烯酮、波斯菊萜、１，３，８孟三烯、４萜烯醇、二氢香芹

酮、香芹醇．２３，３６号菌株的主要代谢产物异辣薄荷烯酮具有进一步研究开发的价值．
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