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摘要：类胡萝卜素在调节光合细菌产氢中具有重要作用。采用丙酮 $ 甲醇有机溶剂法和 %&’ 甲醇皂化法对产氢

红杆菌（!"#$#%&’()* ()*）+, 菌株类胡萝卜素进行了提取纯化，并进一步采用硅胶 - 薄板层析法对提取的类胡萝卜

素进行了分离，并结合光谱法对分离的类胡萝卜素进行了定性和定量分析。结果表明，丙酮 $ 甲醇（, . /，+0+）提取

" 次可将色素提取完全；最佳提取时间为 /1；超声波处理与否对提取率影响不明显；该工艺提取类胡萝卜素产率为

/2345606 湿菌体。硅胶 - 薄板层析表明该菌株类胡萝卜素有 7 个主要组分：黄色、红色、浅红色和浅黄色，黄色和

红色为主要成分，光谱学数据显示黄色组分为球形烯，红色组分为螺菌黄质系类胡萝卜素，表明产氢红杆菌类胡萝

卜素代谢途径独特。
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类胡萝卜素（DAIBJKCB@L(）作为光合细菌第二大

类色素系统，不仅可捕获 7!!C5 Z ;;!C5 波长范围

的光能，并将捕获的光能传递给光反应中心细菌叶

绿素以推动 :QH 的合成，而且还能淬灭叶绿素所产

生的荧光，参与非辐射能量的耗散，即非化学淬灭

过程，此外它可与自由基反应或通过自由基链反应

而清除自由基，保护光敏性的细菌叶绿素，因而类

胡萝卜素在能量传递以及光保护中有重要作用。

此外，类胡萝卜素对光合细菌色素蛋白复合体大分

子的组装、稳定性以及在膜定位中也有非常重要的

作用［4，/，"］。近年来，对类胡萝卜素突变株的研究结

果进一步揭示了类胡萝卜素在光合作用中的调控

机制，由 球 形 烯 突 变 为 链 孢 红 素 的 混 球 红 杆 菌

（!"#$#%&’()* <@"&)*#0$)<）-["!9 菌株 \’/ 能量传递

效率只有野生菌株的 ;3]［7］。产氢研究中还发现

类胡萝卜素组成和含量与光合放氢活性有关［;］，这

可能是类胡萝卜素通过影响能量传递效率和 :QH
活性来影响产氢效率，因为光合细菌产氢所需要的

能量来自光合作用产生的 :QH［#］。在对产氢红杆菌

（!"#$#%&’()* ()*）类胡萝卜素代谢有重要影响作用
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因子（碳源、氢供体及生长因子）研究基础上 ［!］，本文

利用乙酸钠作为供氢体，对产氢红杆菌 "# 菌株类

胡萝卜素进行了提取、分离、纯化及定性和定量分

析，以期为色素蛋白复合体中类胡萝卜素的作用机

制以及为光合色素与产氢关系的阐明提供理论参

考。相关研究未见报道。

! 材料与方法

!"! 菌株

产氢红杆菌（!"#$#%&’()* $%&）"# 菌株来自山西

大学生命科学与技术学院。

!"# 培养基及培养条件

采用改良的 ’()*(+, 培养基［!，#］，用 -./0123 乙

酸钠取代其中的 0.4123 苹果酸钠。活化至对数期

的产氢红杆菌接种于 544)3 培养基中，起始 +,004

为 4.-46，!47 8 -7和 -444 9: ; !444 9: 条件下光照

厌氧培养。

!"$ 类胡萝卜素提取皂化

采用丙酮<甲醇（# = -，- 2-）有机溶剂法提取稳

定期细胞色素，然后用 >’?<甲醇皂化法初步纯化

类胡萝卜素。

!"% 色素吸收光谱测定和定量

取提取液进行类胡萝卜素吸收光谱测定，测定

体系为 !)3。按文献［@］进行计算：. A 64,-/ B 642
-544。其中 . 为胡萝卜素总量，- 为抽提液总体

积，/ 为稀释倍数，, 为提取类胡萝卜素最大吸收峰

的光密度，-544 为类胡萝卜素的平均消光系数。

!"& 类胡萝卜素组分薄层分析

采用硅胶 C 板（青岛海洋化工厂产品）薄层层

析的方法分离类胡萝卜素。展层剂为石油醚：异丙

醇 =丙酮 =甲醇 A @4=- =@ =!（- 2- 2- 2-）。

# 结果与分析

#"! 类胡萝卜素提取工艺流程

离心洗涤收集菌体!丙酮<甲醇提取!超声处

理!分相!皂化!上层减压蒸馏!类胡萝卜素

#"# 提取次数的确定

按细 胞 菌 体：丙 酮 甲 醇（# = -，- 2-）为 6 = #
（)12)3，0 2- ）比例提取产氢红杆菌光合色素。提

取后色素吸收光谱表明（图 6），丙酮 D 甲醇提取 !
次后已没有色素吸收峰，表明色素提取完全，因此，

丙酮<甲醇提取次数以 ! 次为宜。

图 6 产氢红杆菌丙酮<甲醇提取色素吸收光谱

6 丙<甲提取 6 次 - 丙<甲提取 - 次 ! 丙<甲提取 ! 次

#"$ 提取时间的确定

对产 氢 红 杆 菌 细 胞 菌 体 用 丙 酮<甲 醇（# = -，

- 2-）进行不同时间的提取处理，结果如图 - 所示，

-E 之前，随着提取时间的增加提取率不断增加，-E
之后提取率变化不大而趋于一定值，因此，-E 为该

菌种色素最佳提取时间。

图 - 不同提取时间对类胡萝卜素提取率的影响

#"% 超声波破碎对提取率的影响

采用超声波破碎仪对菌体进行破碎（冰浴，处

理 64)FG，工作 !4$，间歇 5$），另取相同体积的发酵

液菌体作对照，平行处理 - 组。图 ! 结果可知，细胞

破碎前后对类胡萝卜素的提取率并没有多大影响，

为简化提取工艺，提取过程不再破碎细胞。

#"& 皂化

047减压蒸馏抽干色素提取液，然后溶解在乙

醚中，充分振荡后加入等体积的 64H的 >’? 甲醇

溶液和 5HIJK9，反复萃取 ! 次，合并萃取液，测定

其吸收光谱。由图 / 扫描光谱结果可知，乙醚液含

有 /!-G)、/50G)、/@#G) 的类胡萝卜素组分。减压

蒸馏抽干乙醚得红色类胡萝卜素纯品。暗处保存

备用。
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图 ! 细胞破碎前后对色素提取率的影响

"，# 为两个平行处理组

图 $ 纯化的类胡萝卜素吸收光谱

!"# 类胡萝卜素提取率的计算

取 !%&’() 菌体提取色素并计算类胡萝卜素的

提取得率，根据文献公式计算：

! * "+"#$ ,#&++ * "+ - #%.#! - $ - #"&,#&++ *
"+%+&$/)

该工艺提取类胡萝卜素得率为："+%+&$,!%&’( *
#%("/),) 湿菌体

!"$ 类胡萝卜素薄层层析

取纯化的类胡萝卜素样品平行 # 组点样于硅

胶 0 板进行薄层层析，结果表明（图 &）类胡萝卜素

组分在层析板上从前沿依次为黄色、红色、淡红色、

淡黄色，其中黄色为主要组分，红色次之。$ 种组分

的 12 值分别为：+%(+"、+%’(#、+%$(# 和 +%$+"。刮取

$ 个色素斑分别溶解在苯和乙醚中进行吸收光谱测

定，结果表明（图 3），黄色类胡萝卜素组分在苯和乙

醚中都具有较好的溶解性，吸收峰（$#’4/、$&&4/ 和

$(&4/）一样。而红色组分仅溶解在苯中，在 $&&4/
处有较明显的特征性吸收峰，在 $(& 4/ 和 &!+4/ 有

一小的肩峰。与文献［"，.，"+］比较，黄色组分可能

为球形烯（56789:;<848），红色组分可能为螺菌黄质系

类胡萝卜素（56;9;==:>?4@7;4）。浅红色和浅黄色因浓

度太低而没有明显的类胡萝卜素吸收峰，有待进一

步研究。

图 & 类胡萝卜素薄层层析分析

?，A：纯化的类胡萝卜素样品

图 3 类胡萝卜素组分薄层层析后吸收光谱

" 黄色斑 # 红色斑

% 讨论

产氢红杆菌类胡萝卜素提取结果表明，溶剂丙

酮B甲醇（’ C #，# ,#）通过 ! 次提取能很好的将菌体

类胡萝卜素提取出来，提取时间 #7 较为合理。超声

波处理对色素提取率影响不明显。经 DEFB甲醇皂

化纯化后的类胡萝卜素光谱分析和硅胶 0 薄层层

析分离结果进一步表明，产氢红杆菌在生长培养基

中类胡萝卜素成分主要为球形烯成分，其次还有螺

菌黄质系类胡萝卜素成分，这表明该菌株具有独特

的类胡萝卜素合成代谢途径，与其它光合细菌类胡

萝卜素合成代谢途径有明显差异［"，""］。对该菌株进

一步的深入研究不仅可丰富光合细菌类胡萝卜素

合成代谢途径研究内容，而且有望在类胡萝卜素代

谢调控机制的阐明方面取得重要突破，同时对于类

胡萝卜素调控光合细菌产氢机制的阐明也具有重

要理论意义。
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