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0 引言

油脂是人类生活中不可或缺的重要大宗产

品袁可替代化石资源作为化学工业和可再生能源

产业的基本加工原料遥 据叶中华人民共和国 2021
年国民经济和社会发展统计公报曳袁我国 2021 年

进口植物油 1 039 万 t袁进口大豆 9 652 万 t袁油脂

资源进口依存度远高于原油遥 近年来袁国际形势

多变袁疫情尧战争不断袁油脂资源进口有遭到封锁

的危险遥 因此袁我国亟需建设尧补充和完善油脂供

给的新方式来保障我国的油脂资源供给[1]遥
某些产油微生物可在胞内积累油脂达细胞

干重 20%以上遥 与种植油料作物相比袁利用产油

微生物将碳水化合物和农林废弃物转化为油脂袁
具有生产周期短尧 不受气候和土地限制等优势袁
是一种有潜力的新型油脂生产方式遥 微生物油脂

的主要成分是甘油三酯渊Triacylglycerol袁TAG冤袁其
脂肪酸组成与植物油相似袁因而可用于油脂化工

和液体生物燃料行业[2]袁[3]遥
由于产油微生物细胞体积微小尧细胞壁坚韧

且成分复杂袁导致胞内脂质很难像油料植物种子

那样直接压榨得到遥 微生物油脂的提取方法一般

涉及细胞预处理和溶剂提取过程遥 细胞预处理方

法通常有珠磨法尧高压均质化等机械方法袁加热尧
微波尧超声尧脉冲电击等物理方法以及酸处理尧酶

解等化学生物方法[4]遥不同细胞预处理方法对细胞

壁的损伤程度不同袁 但其目的均是促进溶剂渗透

和油脂提取[5]~[7]遥 为充分提取胞内脂质袁往往使用

极性与非极性混合溶剂提取袁 如最常用的 Folch
法 [8]和 Bligh-Dyer 法 [9]均采用甲醇-氯仿溶剂体

系遥这些方法虽能较好地提取脂质袁但细胞预处理

过程存在工艺复杂尧 成本高尧 废水处置困难等问

题袁难以大规模应用遥 然而袁某些溶剂分子能透过

坚韧细胞壁并将胞内脂质从胞内野拽冶出来遥 赵鑫

研究发现袁 使用氯仿与产油红酵母发酵醪液混合

提取油脂袁油脂提取率可达 83%袁但用氯仿处理产

油红酵母干细胞袁油脂提取率只有 26.6%[10]遥 油脂

提取效果受到溶剂性质尧 菌体材料的理化状态等

因素的影响遥
圆红酵母渊Rhodotorula toruloides冤是综合性状

极其优良的产油酵母袁可利用复杂原料发酵袁胞内

油脂含量可达细胞干重的 70%以上袁 已被广泛应

用于微生物油脂技术研究中[11]遥为建立简易高效的

油脂提取方法袁本文以圆红酵母发酵醪液为原料袁
直接用溶剂对其进行处理袁并评估了 24 种溶剂的

提取性能遥 这些溶剂包括醇类尧醚类尧酯类尧烷烃类

及氟代烷和氯代烷类遥 通过对细胞进行染色观察

和对所提取的油脂进行组分分析袁 初步揭示了溶剂

性质与提取能力的关系遥 最终提出了采用甲基叔丁
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基醚处理发酵醪液的微生物油脂提取新方法遥
1 材料与方法

1.1 菌株

圆红酵母 CGMCC 2.1389 购自中国普通微生

物菌种保藏管理中心遥
1.2 培养基

YEPD 培养基 渊g/L冤院 酵母浸粉 10袁 蛋白胨

20袁葡萄糖 20袁琼脂粉 18渊用于固体培养基冤袁pH
值为 6.0遥

限氮培养基渊g/L冤院葡萄糖 50袁渊NH4冤2SO4 0.1袁
酵母浸粉 0.75袁MgSO4窑7H2O 1.5袁每升培养基补加

10 mL 痕量元素溶液遥
痕量元素溶液渊g/L冤[12]院CaCl2窑2H2O 4袁FeSO4窑

7H2O 0.055袁一水合柠檬酸 0.52袁ZnSO4窑7H2O 0.1袁
MnSO4窑H2O 0.076袁18 M H2SO4 100 滋L遥
1.3 油脂提取溶剂

甲醇尧乙醇尧异丙醇尧正丙醇尧正丁醇尧六氟异

丙醇尧1袁1袁1袁3袁3-五氟丁烷尧2H袁3H-十氟戊烷尧
甲基叔丁基醚尧乙酸甲酯尧乙酸乙酯尧乙酸丙酯尧碳
酸二甲酯尧1袁2-二氯乙烷尧二氯甲烷尧三氯甲烷尧
四氯化碳尧石油醚尧环己烷尧正己烷尧正辛烷尧异戊

醇尧 甲基异丁基酮和水分别记为 S1袁S2袁S3袁 噎袁
S22袁S23袁S24遥 除水外袁所有溶剂均为分析纯袁购
于天津市大茂化学试剂厂

1.4 含油菌悬液制备

使用 15-L 发酵系统渊Blbio-15FMT冤进行圆

红酵母油脂发酵袁 在 7.2 L 的限氮培养基中以

10%的接种量加入 YEPD 培养基活化两次后的种

子液袁 通空气比为 0.6 m3/渊m3窑min冤袁 发酵温度为

30 益袁搅拌转速为 200 r/min袁罐压为 0.06 MPa袁共
发酵 120 h遥 发酵结束后袁 发酵液的菌体含量为

16.15 g/L袁菌体含油量为 0.65 g/g袁将发酵液作为

油脂提取的原料遥
1.5 油脂提取方法

1.5.1 溶剂法

使用 24 种溶剂直接提取发酵液中的油脂渊与
水互溶的使用正己烷反萃冤袁水提取组作为空白对

照袁酸热法提取的脂质为总油脂遥取发酵液 10 mL
与等体积溶剂混合袁在温度为 30 益袁转速为 200
r/min 的培养箱中提取 60 min袁然后在常温下离心

渊8 000 r/min冤3 min袁分离萃取相袁加入等体积的质

量分数为 0.1%的氯化钠溶液洗涤袁萃取相过无水

硫酸钠干燥袁旋蒸除去溶剂后袁在 105 益下烘干油

脂至恒重袁得到各溶剂直接提取的油脂遥
1.5.2 酸热法渊Acid-Heating Extraction袁AHE冤

每克干细胞加入 6 mL 4 mol/L 的 HCl 溶液袁
在 78 益下水解 1 h曰 然后加入等体积的氯仿和甲

醇袁涡旋振荡 5min曰随后在常温下离心渊8 000 r/min冤
5 min袁分离有机相袁再加入等体积的氯仿进行二

次萃取袁分离并合并有机相遥加入等体积的质量分

数为 0.1%的氯化钠溶液洗涤袁萃取相过无水硫酸

钠干燥袁旋蒸除去溶剂后袁在 105 益下烘干油脂至

恒重[13]遥
1.6 染色及观察方法

1.6.1 细胞内脂滴状态检查

尼罗红渊Nile Red冤染料可将活细胞内的脂质

体染成红色遥 菌液中加入终浓度为 1 滋g/mL 的尼

罗红丙酮溶液将提油前后的细胞染色 渊避光染色

5 min冤[14]袁 在显微镜细胞成像系统 RFP 荧光通道

下放大 400 倍观察染色情况遥
1.6.2 细胞存活情况及细胞膜情况检查

碘化丙啶 渊Propidium Iodide袁PI冤 染料可对失

去膜的完整性的细胞染色袁 也可用于鉴别细胞是

否死亡遥 菌液中加入终浓度为 1 滋g/mL 的碘化丙

啶溶液将提油前后的细胞染色 渊避光染色 15
min冤袁在显微镜细胞成像系统 RFP 荧光通道下放

大 400 倍观察染色情况遥
另外袁 挑取 24 种溶剂提油后的菌泥划线至

YEPD 固体培养基上袁于 28 益下培养 3 d袁检查细

胞存活情况遥
1.7 分析方法

1.7.1 中性脂组成分析

使用高效薄层色谱法渊HPTLC冤分离极性脂和

中性脂[15]遥 标准品为 0.303 g/L 的磷脂渊PL冤尧0.806
g/L 的甘油单酯 渊MAG冤尧1.612 g/L 的甘油二酯

渊DAG冤尧 0.509 g/L 的游离脂肪酸渊FFA冤和 5.002
g/L 的甘油三酯渊TAG冤遥 将提取的 24 组油脂样品

使用氯仿稀释 20 倍后袁用自动点样器渊起始点样

位置为 20 mm袁点样长度为 3 mm袁点样间隔为 6
mm袁 总上样量为 4 滋L袁 硅胶板尺寸为 20 cm伊10
cm冤点样至硅胶板袁然后在装有展开剂渊正己烷袁
无水乙醚和冰醋酸的体积比为 80颐40颐1冤的层析缸

中展开 10~15 min曰使用染色液渊质量体积分数为

8%的 H3PO4 和质量体积分数为 10% CuSO4窑5H2O

宋竞毅袁等 产油酵母发酵醪液油脂提取及溶剂筛选



图 1 24种溶剂提取脂质的 HPTLC分析
Fig.1 HPTLC analysis of 24 solvents extracted lipids
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的混合溶液 冤 将硅胶板均匀染色袁 吹干后在 160
益下加热 4 min 取出袁 显色的硅胶板固定在

Biostep-CD60 型 HPTLC 扫描仪中袁 在 540 nm 的

波长下扫描得到谱图遥
1.7.2 油脂脂肪酸组分分析

在 70 mg油脂中加入质量分数为 5%的 KOH/
CH3OH 溶液 0.5 mL袁在 70 益下回流 50 min袁再加

入 0.7 mL BF3 甲醇溶液 渊醚合三氟化硼和甲醇的

体积比为 4颐10冤继续回流 10 min遥冷却后加入 1 mL
正己烷和 1 mL 超纯水袁使脂肪酸甲酯被萃取进入

正己烷层袁 经超纯水洗涤 2 次后袁 使用 7890B-
7000D 型气质联用仪分析脂肪酸组成遥

气相色谱检测条件院GC 色谱柱 HP-5MS 5%
phenyl methyl silox 渊30 m伊250 滋m伊0.25 滋m冤袁进样

器温度为 250 益袁进样量为 1 滋L袁载气总流量为

114.1 mL/ min袁分流比为 100颐1袁检测器渊FID冤温度

为 300 益曰H2 流量为 30 mL/ min袁空气流量为 300
mL/min曰 柱温采取梯度升温袁 其中 0~1 min 保持

80 益袁1~19.75 min 持续升温至 230 益袁19.75~
24.75 min 持续升温至 245 益袁24.75~33.25 min 持

续升温至 280 益并保持 5 min遥脂肪酸甲酯通过质

谱分析定性袁用面积归一法确定相对含量遥
2 结果与讨论

2.1 溶剂对圆红酵母油脂提取的影响

常见的微生物油脂提取溶剂有甲醇袁乙醇袁氯
仿袁正己烷袁乙酸乙酯等袁以这些常用溶剂为基础袁
延伸出性质梯度性变化的溶剂及衍生物袁 并尝试

使用其他可能的溶剂渊多来自常用溶剂尧绿色或生

物基溶剂尧还有食品尧医用溶剂或工业添加剂冤[16]遥
这些溶剂的蒸气压较高袁易于与油脂分离袁除几种

醇类以外袁其他溶剂均可与水相分层袁且能大量获

取遥 发酵后期的圆红酵母中存在 TAG袁DAG袁MAG
和 FFA袁它们均属于中性脂袁脂类分子以脂肪酸为

结构单元[17]袁通常占总脂质的 80%以上袁是微生物

油脂的主要组分遥 还有一类来源于膜结构的 PL袁
属于极性脂袁一般占总脂质的 10%以下遥基于野相
似相溶冶原理袁非极性溶剂可较好地溶解脂质袁且
极性溶剂能与极性脂形成氢键从而破坏膜结构袁
因此使用极性各异的溶剂进行油脂提取[18]遥

经不同溶剂提取油脂后袁 使用薄层色谱法做

定性与半定量分析袁结果见图 1渊S 为脂质标准品

的层析条带冤遥

S1 S2 S3 S4 S5 S6

从图 1 可以看出院S9袁S11袁S12袁S14袁S15袁S16袁
S17 和 S23 提取的细胞内脂质较多尧种类齐全袁提
油能力强曰S10袁S13 和 S19 提取的脂质较少袁但脂

质种类较全袁 提油能力偏弱曰S2袁S4袁S5 和 S22 只

能提取极少的部分极性脂袁 拥有较长碳链的 S4袁
S5 和 S22 还可提取一些游离脂肪酸曰S1袁S3袁S6袁
S7袁S8袁S18袁S20 和 S21 几乎提不出脂质遥

24 种溶剂提油后袁细胞的显微观察结果如图

2渊S24 作为空白对照冤所示遥 从图 2 可以看出袁提
油后的细胞形态可大致分为 3 种遥第一种袁细胞

体积较大袁胞内脂滴膜融合袁但脂质没有透出细

胞袁如 S1袁S2袁S3袁S4袁S5袁S6袁S10袁S13 和 S22袁这
些多为醇类溶剂提取后的细胞袁 醇类溶剂极性

较强袁易与水互溶袁与中性脂相溶性较差袁即使
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S7 S8 S9 S10 S11 S12

破坏了细胞膜也难以提出被野细胞壁笼冶包裹的

油脂遥第二种袁细胞体积明显变小袁呈空壳状袁大
脂滴消失袁仅残留少许脂质袁如 S9袁S11袁S12袁S14袁
S15袁S16袁S17 和 S19袁这些多为酯类尧醚类尧氯代

烷类等弱极性溶剂提取后的细胞袁 溶剂可以穿

透细胞壁和细胞膜将胞内脂质萃取出来遥 第三

种袁细胞与脂滴形态均正常袁如 S7袁S8袁S18袁S20

和 S21袁这些多为烷烃尧氟代烷等非极性溶剂提

取后的细胞袁非极性溶剂无法进入细胞袁不会破

坏胞内脂滴袁也无法直接提取油脂遥
将提油后的菌泥划线至 YEPD 平板上袁 细胞

的生长情况如图 3 所示遥 从图 3 可以看出袁 使用

S7袁S8袁S18袁S19袁S20袁S21 和 S24 提油后袁 细胞仍

然存活袁与图 2 中的结果可以相互印证遥

S13 S14 S15 S16 S17 S18

S19 S20 S21 S22 S23 S24
图 2 24种溶剂直接提油后的细胞镜检图

Fig.2 Microscopic examination of cells after lipid extraction in 24 solvents

图 3 24种溶剂提油后的细胞存活状况
Fig.3 Survival of cells after lipid extraction with 24 solvents
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渊a冤油脂的脂质组成 渊b冤油脂的脂肪酸组成
图 4 各溶剂获取油脂的脂质组成及脂肪酸组成

Fig.4 Lipid composition and fatty acid composition of lipids obtained by effective solvent extraction
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2.2 溶剂对油脂组成及脂肪酸组成的影响

由于不同溶剂对胞内各种脂质的溶解度不

同袁因此袁本文分析了各溶剂提出油脂的脂质组成

和脂肪酸组成袁结果见图 4遥
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从图 4渊a冤可以看出院S10袁S13 和 S19 提取的

油脂量太少袁脂质组成较为片面袁与酸热法提出的

脂质组成相比袁差异过大曰S14 的提取效果较好袁但
TLC板上出现了拖尾袁可能影响数据分析曰其余溶剂

提出的油脂中袁TAG 占总脂质的 70%~80%袁DAG
占 5%~10%袁MAG 占 1%~2%袁FFA 占 9%~12%袁PL
占 4%~6%袁其中 FFA 的占比较酸热法高遥 综上可

知袁溶剂的性质会影响脂质提取的偏好性遥
由于 S10 和 S13 提取的油脂太少袁 难以进行

转酯化袁因此袁对其余样品进行转酯化并做 GC-MS
分析遥 由图 4渊b冤可知袁除 S14 提取的油脂中 C18院2
含量偏低外袁 其余各溶剂提取的油脂的脂肪酸组

成均与酸热法相当遥上述数据表明袁在脂质和脂肪

酸组成方面袁 溶剂法提取的油脂与常规提取方法

提取的油脂差异不大袁 且溶剂直接提取脂质无需

干燥也无需破碎细胞壁袁 单纯的物理提取过程能

较好的保留胞内产物袁 可以作为快速提取胞内脂

质的手段袁使检测胞内脂质类等产物更加高效遥
2.3 溶剂多参数评价

选择提油溶剂时袁 首先要考虑溶剂的提油能

力及其对环境的友好程度袁 然后是分离难度和价

格遥 另外袁高效的提油溶剂往往具有相似的性质袁
可以从溶剂理化性质上判断该溶剂是否适合用来

提取油脂遥 其中袁溶剂 S1袁S2袁S3袁S4袁S6 和 S22 与

水互溶袁无法直接提取出脂质袁不考虑使用遥
表 1 列出了部分溶剂的性质遥 表 1 中袁溶剂

S9袁S11袁S12袁S14袁S15袁S16袁S17 和 S23 的油脂提

取效果较好袁具备有效提取溶剂的特征袁再根据

溶剂分离难易程度尧logP 和毒性袁 可排除溶剂

S11袁S12袁S14袁S15袁S16袁S17 和 S23遥 就本实验而

言袁符合最多溶剂提取筛选条件的是 S9袁即甲基

叔丁基醚遥 甲基叔丁基醚是一种环境友好的溶

剂袁具有提油性能优良尧便于蒸发分离和回收以

及便宜易得的优点遥 据报道袁甲基叔丁基醚常被

用作动物细胞的脂质提取溶剂袁含油萃取物经洗

涤后可直接作为气相色谱样品分析使用 [19]遥 另

外袁S11 自身可被生物降解袁 也是一种绿色的选

择袁但缺点是油脂提取率较低尧在水中的残留较

高遥 一般而言袁弱极性的酯类尧醚类尧酮类溶剂适

合直接提取细胞内脂质袁而烷烃类溶剂虽提不出

胞内油脂但对细胞影响较小袁适合无损提取胞外

脂质[20]遥

图 5 碘化丙啶及尼罗红对提油后细胞的染色图
Fig.5 Staining of cells after lipid extraction with PI and Nile Red using solvents

渊a冤碘化丙啶染色结果 渊b冤尼罗红染色结果
S1 S16 S20 S1 S16 S20

表 1 溶剂性质一览表
Table 1 List of solvent properties

溶剂 S9 S11 S12 S14 S15 S16 S17 S19 S23 S24
油脂提取率/% 85 59 75 79 80 92 66 40 77 0
蒸气压 * /kPa 27 9.7 3.33 13.33渊29.4 益冤 57.3渊25 益冤 25.9渊25 益冤 11.94 10.40 2.13 2.34
logP 0.94 0.71 1.24 1.48 1.19 1.97 2.64 3.44 1.31 不存在

可用性 * * 可用 可用 未知 不可用 不可用 不可用 不可用 可用 未知 可用

注院* 在未注明情况下袁默认为 20 益下的实验结果曰** 溶剂选择指南[21]描述溶剂可用性遥
2.4 不同溶剂油脂提取机制分析

为确定提取机制袁 使用碘化丙啶对失去细胞

膜完整性的细胞进行染色袁 使用尼罗红对细胞内

脂滴进行染色袁以观察溶剂对细胞的作用遥图 5 为

碘化丙啶和尼罗红对提油后细胞的染色结果遥 从

图 5 可以看出院S1 提油后袁 细胞膜和脂滴膜被破

坏袁脂滴融为一体袁油脂未被提出曰S16 提油后袁细
胞膜和脂滴膜也受到破坏袁 大部分细胞内脂滴消

失袁油脂被提出胞外曰S20 提油后袁细胞膜未受到

破坏袁且胞内脂滴完好遥

根据前述内容袁可将溶剂分为 3 类院
淤可进入细胞但难以提出油脂的极性溶剂遥

这类溶剂有明显的极性官能团袁易溶于水袁可破坏

和溶解细胞膜尧脂滴膜袁但由于极性较大袁与中性

脂亲和力较低袁难以提取出油脂袁只有碳链较长的

丙醇尧丁醇尧戊醇等提取了出部分自由脂肪酸遥
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图 6 3类溶剂的油脂提取途径
Fig.6 Lipid extraction routes from the three types of solvents
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于可进入细胞且能提出脂质的弱极性溶剂遥
这类溶剂虽然属于非极性溶剂袁 但由于分子结构

不对称造成了弱极性袁可以溶解极性脂尧中性脂并

带出胞外遥
盂无法进入细胞也不能提出脂质的非极性溶

剂遥 这类溶剂无法穿透细胞膜袁但正因如此袁细胞

受到影响较小袁在提油后袁细胞仍可以存活遥
上述 3 类溶剂的提取机制如图 6 所示遥

溶剂传质到胞内油脂的途径为溶剂相-细胞

壁-细胞膜-细胞质基质-脂滴膜-油脂遥 对于极性

溶剂来说袁通过细胞壁尧细胞膜尧细胞质基质尧脂滴

膜比较轻松袁阻力主要集中在对油脂的溶解上曰对
于弱极性溶剂来说袁 不论是细胞膜还是胞内油脂

都能溶解袁容易从胞内提出脂质袁只是不同溶剂会

表现出不同的溶解性能曰对于非极性溶剂来说袁细
胞壁间隙的水分尧极性的细胞膜尧细胞质基质和脂

滴膜均是传质的阻碍袁 导致非极性强的溶剂即使

与油脂存在很好的相容性也无法提取胞内油脂遥
可见袁从本质上讲袁溶剂提取是对细胞膜的溶解和

对油脂的溶解袁这也印证了 Folch 法和 Bligh-Dyer
法的极性与非极性溶剂的配合使用可使提取效果

最好遥若使用单一溶剂提油袁溶剂性质应介于极性

与非极性之间遥
胞内脂质含量可能是影响油脂提取率的重要

因素袁胞内脂滴小袁脂滴与细胞壁间隙大袁溶剂接

触到胞内油脂的路径长尧阻力大袁提取效果就会较

差曰反之袁胞内脂滴大袁脂滴与细胞壁间隙小袁且增

大的脂滴对细胞壁有由内到外的压力袁可见袁高油

脂含量更有利于提油遥此外袁本实验完全基于湿细

胞提取袁细胞周围的水可微溶弱极性溶剂袁在提取

中起到了重要作用[10]遥

3 结论

本文选用 24 种性质各异的溶剂提取圆红酵

母发酵液中的胞内油脂袁 使用薄层色谱法及气相

色谱-质谱法分析油脂的脂质组成和脂肪酸组

成袁 使用碘化丙啶和尼罗红染色揭示溶剂提取胞

内脂质的机理袁得到以下结论遥
淤根据溶剂提油特点将溶剂分为可进入细

胞的极性溶剂尧 可进入细胞且能提出脂质的弱极

性溶剂以及无法进入细胞的非极性溶剂遥 提取胞

内油脂的主要机制为溶剂对细胞膜等极性脂的破

坏和对中性脂的溶解遥另外袁提油效果除了与溶剂

类型和细胞类型有关外袁还与胞内脂质含量尧菌体

理化状态关系密切遥
于由于弱极性溶剂对极性脂和中性脂均能溶

解袁可作为直接提取脂质的溶剂袁且得到油脂的脂

质组成和脂肪酸组成均与酸热法得到的油脂相

似袁具有良好的兼容性遥使用油脂提取能力良好的

弱极性溶剂提取油脂具有便于分离尧纯化尧回收袁
无需加热或添加其他试剂等优点遥

盂甲基叔丁基醚提油性能优良袁 油脂提取率

可达 85%袁还有毒性小和易分离的优点袁是理想

的油脂提取溶剂遥 甲基叔丁基醚的含油萃取物经

洗涤后可使用气相色谱直接分析遥
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toruloides with the organic solvents. The results showed that weak-polar solvents such as methyl
tert -butyl ether 渊MTBE冤袁 chloroform and dichloroethane could directly extract lipids from the
yeast cells袁 while polar solvents of short -chain alcohol and non-polar solvents of hydrocarbon
were unable to do the extraction. Analysis of cells stained with Nile Red and propidium iodide
showed that polar and weak -polar solvents disrupted the cell and lipid droplet membranes袁
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used to treat the fermentation mash袁 and lipid extraction rates of 85% and 59% were achieved袁
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