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(57) 摘要

本发明公开了一种圆红冬孢酵母菌 Y0 及

其 应 用。 圆 红 冬 孢 酵 母 菌 (Rhodosporidium 

toruloides)Y0 于 2013 年 12 月 29 日保藏于中

国典型培养物保藏中心 (CCTCC)，地址：中国武

汉市武汉大学，保藏编号：CCTCC No ：M2013725。

本发明的圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium 

toruloides)Y0 具有丰富的营养，可应用于生产

动物功能性饵料添加剂，同时可以海水养殖废水

作为主要营养物来源，在按照质量体积比添加

10 ～ 14‰蔗糖作为补充碳源的情况下，快速在海

水养殖废水中生长，从而达到即利用海水养殖废

水、减少废水排放污染又获得高值水产动物饵料

添加剂的目的。
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1.圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0，其保藏编号：CCTCC No ：

M2013725。

2.权利要求 1 所述的圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 在生产水产

养殖动物的功能性饵料添加剂中的应用。

3.权利要求 1 所述的圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 在海水养殖

废水资源化处置中的应用。

4.根据权利要求 3 所述的圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 在

海水养殖废水资源化处置中的应用，且特征在于，具体方法为：先将圆红冬孢酵母菌

（Rhodosporidium toruloides）Y0培养于YPD培养基中，形成种子液，再将种子液以2～ 5%

（V/V）的比例添加到浓缩且经消毒处理的海水养殖废水中，按照质量体积比添加 10 ～ 14‰

的蔗糖作为碳源，室温经48～72小时培养，再经过滤、分步沉降，即可获得圆红冬孢酵母发

酵产品。

权  利  要  求  书CN 103911297 B
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一种圆红冬孢酵母菌 Y0 及其应用

技术领域：

[0001] 本发明属于微生物应用技术领域，具体涉及一种圆红冬孢酵母菌 Y0 及其应用。

背景技术：

[0002] 酵母营养丰富、大小适中，是很多生物优良的天然饵料，同时酵母也是一类腐生

菌，可以分解多种物质，利用养殖水体中的有机物、氨氮、硫化氢等养殖废物，并形成优势种

群，有效地抑制其它有害微生物的生长，起到生物防治的作用。近年来随着水产养殖技术的

进步，酵母在水产养殖中的应用越来越广泛。

[0003] 然而目前市场上可应用海水养殖的酵母还非常少，常用的酵母仍然是来自于食品

酿造的面包酵母（Saccharomyces cerevisiae），这种来自于陆生环境的酵母并不能适应海

水环境，因此不能发挥净化水质的作用，其对于海洋水产动物生长的影响也缺乏科学的报

道。基于此种情况，迫切需要分离适应于海洋环境的单细胞酵母用于海洋水产养殖。另一

方面，生产酵母的原料多为人类或动物的食品材料，由此导致生产成本较高，最终形成的酵

母产品价格也较高，限制了其在水产养殖中的广泛应用。因此需要探索新的廉价的酵母生

产原料。

[0004] 此外，我国海水养殖蓬勃发展以及强劲扩张并没有同步进行养殖废水排放的严格

限制，由此带来了严重的环境污染问题。在社会日益重视环境保护的今天，发展环境友好型

水产养殖模式，走可持续的水产养殖发展道路成为必然趋势。目前，一些养殖废水处理方法

虽然将养殖废物从水体中分离出去，但是不能有效的利用养殖废物。如何进行养殖废水、废

物的资源化利用是发展环境友好型水产养殖模式必须要解决的问题。

发明内容：

[0005] 本发明的第一个目的是提供一种提供一株具有高营养价值、高效利用海水养殖废

水的海洋圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium toruloides)Y0，该菌于 2013 年 12 月 29 日保

藏于中国典型培养物保藏中心 (CCTCC)，地址：中国武汉市武汉大学，保藏编号：CCTCCNo ：

M2013725。

[0006] 本发明所述的圆红冬孢酵母菌(Rhodosporidium toruloides)Y0分离于广东湛江

对虾养殖场排污口。酵母菌分离培养基为YPD酵母专用培养基。圆红冬孢酵母菌筛选培养

基为对虾养殖废物培养基。本筛选的目的是获得能在对虾养殖废物培养基生长的酵母种

类，分离的酵母将具有在低糖或无糖条件下利用养殖废物的能力。

[0007] 圆红冬孢酵母菌(Rhodosporidium toruloides)Y0的菌落形态特征和细胞形态特

征：菌落在YPD培养基平板上培养24小时为白色，72小时后为浅红色，菌落圆形突起，表面

光滑，质地粘稠，奶油状，边缘较为整齐，无酒香味。细胞形态球形或椭球形，单个，见出芽

(如图 1所示 )。圆红冬孢酵母菌的对虾养殖废物培养基上生长状态与 YPD 培养基类似。

[0008] 以酵母基因组提取试剂盒 ( 购自 Takara，China) 提取 Y0 菌株的 DNA。PCR 扩增

并测序 18S rDNA、26S rDNA、ITS rDNA 片段，其 18S rDNA、26S rDNA、ITS rDNA 序列分别
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如 SEQ ID NO.1 ～ 3 所示，经 blast 比对及种系发生分析表明：Y0 菌株的 18S rDNA 序列

与 Rhodosporidium toruloides 序列关系最近，以 100％的支持率聚为一枝。与 Y0 菌株

的 26S rDNA、ITS rDNA 最高相似度达 99％的酵母只有 Rhodosporidium toruloides，均

以 100％的支持率聚为一枝。根据以上多基因同源序列结果及系统发育分析结果得出，Y0

菌株属圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium toruloides) 的新菌株，命名为圆红冬孢酵母菌

(Rhodosporidium toruloides)Y0，该菌种已于 2013 年 12 月 29 日保藏于中国典型培养物

保藏中心 (CCTCC)，地址：中国 武汉市武汉大学，保藏编号：CCTCC No ：M2013725。

[0009] 经实验测定圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium toruloides)Y0 具有丰富的营养，

因此，本发明的第二个目的是提供圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium toruloides)Y0 在生

产水产养殖动物的功能性饵料添加剂中的应用。

[0010] 经蔗糖浓度梯度测试，确定在养殖废水中培养圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium 

toruloides)Y0于48h达到稳定期。添加适量蔗糖可以显著增加细胞浓度，蔗糖的最优添加

量为 14g·L-1，细胞浓度 6.1×108个·ml -1。

[0011] 本发明的第三个目的是提供圆红冬孢酵母菌(Rhodosporidium toruloides)Y0在

海水养殖废水资源化处置中的应用。

[0012] 先将圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium toruloides)Y0 培养于 YPD 培养基中，形

成种子液。再将种子液以 2～ 5％ (V/V) 的比例添加到浓缩且经消毒处理的海水养殖废水

中，针对海水养殖废水中碳源相对缺乏的特征，按照质量体积比添加 10 ～ 14‰的蔗糖作为

碳源。室温经48～ 72小时培养，再经过滤、分步沉降，即可获得圆红冬孢酵母发酵产品，从

而达到养殖废水高值化利用目的。

[0013] 本发明的圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium toruloides)Y0 于 2013 年 12 月 29

日保藏于中国典型培养物保藏中心 (CCTCC)，地址：中国武汉市武汉大学，保藏编号：CCTCC 

No ：M2013725。

[0014] 附图说明：

[0015] 图1是圆红冬孢酵母菌(Rhodosporidium toruloides)Y0培养及细胞形态图。其

中，a：圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium toruloides)Y0 在 YPD 平板上的菌落形态；b：圆

红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 细胞形态，细胞球形或椭球形，出芽生殖，

标尺 =10μm ；c ：圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 菌液呈橙红色；d：圆红

冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 菌株在对虾养殖废物平板上的菌落形态 ；

[0016] 图2是圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0在 YPD液体培养基中的

生长曲线；

[0017] 图3是不同蔗糖浓度下圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0在废水

培养基中的生长曲。

具体实施方式：

[0018] 以下实施例是对本发明的进一步说明，而不是对本发明的限制。所用的方法及技

术如无特别说明均为常规的方法及技术。

[0019] 实施例 1：

[0020] 一、圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 的分离、筛选及鉴定。

说  明  书CN 103911297 B
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[0021] （1）、圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 的分离、筛选

[0022] 取广东湛江对虾养殖场排水口污泥 1g，加入灭菌海水 10ml，混匀后取 200μL 涂

布酵母菌分离培养基（YPD）平板，YPD 为酵母专用培养基，制备方法为：葡萄糖（单独灭菌）

20g，蛋白胨 20g，酵母提取物 10g，海水 1L，灭菌后冷却加入 1ml50mg/ml 的氯霉素。30℃培

养 48 小时后，挑取生长菌落，纯化并保存，得到分离菌。

[0023] 将上述分离菌培养于液体 YPD 中，分别取 1μL 点种于酵母菌筛选培养基，此筛选

培养基为对虾养殖废物培养基平板，制备方法为：虾粪干粉 20g，琼脂粉 20g，海水 1L，灭菌

后稍冷，加入1ml50mg/ml的氯霉素。本筛选的目的是获得能在对虾养殖废物培养基生长的

酵母种类，分离的酵母将具有在低糖或无糖条件下利用养殖废物的能力。30℃培养72小时

后，记录生长且菌落为浅红色的菌株，挑出其中一株生长快、菌落大、颜色为浅红色的菌株

记录为 Y0。

[0024] (2)、圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium toruloides)Y0 的多相分子鉴定

[0025] 采用锚定于真菌 18S rDNA、26S rDNA、ITS rDNA 基因片段的引物，进行 PCR 扩增，

并将 PCR 产物测序。引物序列如表 1所示。

[0026] 表 1. 引物的名称及序列

[0027] 

[0028] 菌株 Y018S rDNA、26S rDNA、ITS rDNA 序列分别如 SEQ ID NO.1、SEQ ID NO.2、

SEQ ID NO.3 所示。经 blast 比对及种系发生分析表明：Y0 菌株的 18S rDNA 序列与

Rhodosporidium toruloides 序列关系最近，以 100％的支持率聚为一枝。与 Y0 菌株的

26S rDNA、ITS rDNA 最高相似度达 99％的酵母只有 Rhodosporidium toruloides，均以

100％的支持率聚为一枝。根据以上多基因同源序列结果及系统发育分析结果得出，Y0 菌

株属圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium toruloides) 的新菌株，命名为圆红冬孢酵母菌

(Rhodosporidium toruloides)Y0，该菌种已于 2013 年 12 月 29 日保藏于中国典型培养物

保藏中心 (CCTCC)，地址：中国武汉市武汉大学，保藏编号：CCTCC No ：M2013725。

[0029] 二、圆红冬孢酵母菌 (Rhodosporidium toruloides)Y0 的营养成分分析

[0030] 采 用 凯 氏 定 氮 法（GB/T6432-94）对 圆 红 冬 孢 酵 母 菌（Rhodosporidium 

toruloides）Y0 菌株的蛋白质含量进行测定，在培养 2d 时为粗蛋白含量为 32.55%，培养 5d

时粗蛋白含量达 44.10%，说明在稳定期后圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）

Y0 细胞内仍在累积蛋白质。圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 蛋白质含

说  明  书CN 103911297 B
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量高于通常用于单细胞蛋白生产的面包酵母（Saccharomyces cerevisiae）中蛋白质的含

量（29%）。

[0031] 以 液 相 色 谱 法（GB/T18246-2000）测 定 圆 红 冬 孢 酵 母 菌（Rhodosporidium 

toruloides）Y0 菌株氨基酸组成。其氨基酸组成见表 2，结果表明：总水解氨基酸占细胞

干重的 27.3%，其中必须氨基酸占总氨基酸的 50.8%。圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium 

toruloides）Y0 与花刺参（Stichopus herrmanni）、凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）

的氨基酸组成模式相似，圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 对花刺参及凡

纳滨对虾的氨基酸组成计算生物价（BV）分别为83.6和 83.75，这一结果表明圆红冬孢酵母

菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 作为水产饵料具有良好的应用潜力。

[0032] 表 2. 圆红冬孢酵母 Y0 菌株氨基酸组成及与水产生物比较

[0033] 

[0034] 
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[0035] 
a水产动物中的十种必须氨基酸；b必须氨基酸的总和；c花刺参的氨基酸含量参考

文献（Wen 等，2010）；d凡纳滨对虾的氨基酸含量参考文献（Tacon 等，2002）。

[0036] 以 气 相 色 谱 法（GB/T17377-2008）测 定 圆 红 冬 孢 酵 母 菌（Rhodosporidium 

toruloides）Y0 脂肪酸组成，结果见表 3。由表可见，圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium 

toruloides）Y0 油酸（C18:1）含量最高，占总脂肪酸的 54.55% ；其次是棕榈酸（C16:0），

占总脂肪酸的 18.90%。总不饱和脂肪酸含量分别高达 61.63%，由此可见圆红冬孢酵母菌

（Rhodosporidium toruloides）Y0 的脂肪酸组成比例合适，具有较高的营养价值。

[0037] 表 3. 圆红冬孢酵母 Y0 的脂肪酸组成 (占总脂肪酸的百分比 )

[0038] 

[0039] 
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[0040] 
a饱和脂肪酸的总和；b单不饱和脂肪酸的总和；c多不饱和脂肪酸的总和；d不饱和

脂肪酸的总和；N.D. 未检出。

[0041] 三、圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 在养殖废水培养基中的生

长曲线及最适糖添加量确定

[0042] 圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0在 YPD培养基的生长曲线如图

2所示。圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 在含不同蔗糖浓度的废水培养

基中的生长曲 线如图 3所示。由图可见：圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）

Y0 在废水培养基中的生长曲线与其在 YPD 培养基总体趋势相同，延滞期未观察到，48h

时达到稳定期。统计分析表明：利用废水培养基培养圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium 

toruloides）Y0 时，蔗糖的最优添加量为 14g·L-1，在该蔗糖浓度下，培养 48h 后圆红冬孢
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酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 的细胞浓度达 6.06×108个·ml -1，比接种浓度

高 53.6 倍。实验结束后测得，当蔗糖浓度为 14g·L-1时，废水培养基中可获得酵母粗制

品 16.04g·L-1。48h 时圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 在 YPD 培养基

中的细胞浓度为 2.33×108cfu·ml-1，比接种浓度高 25.2 倍。培养 48h 后圆红冬孢酵母菌

（Rhodosporidium toruloides）Y0 在废水培养基中的细胞浓度可以达到其在 YPD 培养基中

细胞浓度的 2.6 倍。因此与 YPD 商品化培养基相比，添加蔗糖后的养殖废水培养基显示出

更优的培养效果。

[0043] 四、圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 在海水养殖废水资源化处

置中的应用

[0044] 将圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 接种于 YPD 培养基，30℃过

夜培养，作为种子培养液。从工厂化循环水海水鱼类养殖系统分离收集的浓缩养殖废水，

集中到资源化处理池，通入臭氧进行消毒处理，清毒处理后，放置 24 小时，期间搅动池水多

次，以助进水体曝气。以 2%（V/V）的比例加入种子培养液，然后按照质量体积比加入 10‰

的蔗糖，充分搅动混匀，室温发酵 72 小时，期间尽量多次搅动。

[0045] 发酵结束后，搅动池水，以水泵抽出池水分别通过箍有10目、20目、40目筛绢的网

笼。由于圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 的个体相对细菌要大，过滤后

的水体经自然沉降 8小时，圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 自然沉降至

容器底部，吸 除上层海水，下层粘稠的浅红色膏体即为圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium 

toruloides）Y0 的发酵产物。

[0046] 该圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0的发酵产物可以直接用于投

喂水产养殖动物，也可以进一步干燥后包装成商品销售。

[0047] 实施例 2：

[0048] 将圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 接种于 YPD 培养基，30℃过

夜培养，作为种子培养液。对虾集约化养殖系统中央排污系统排出的废水，集中到资源化处

理池，待自然沉降 24 小时后，以水泵吸除上层多余的清水，只留下底部的少量污水和残饵

粪便。通入臭氧进行消毒处理，清毒处理后，放置 24 小时，期间搅动池水多次，以助进水体

曝气。以 5%（V/V）的比例加入种子培养液，然后按照质量体积比加入 14‰的蔗糖，充分搅

动混匀，室温发酵 48 小时，期间尽量多次搅动。

[0049] 发酵结束后，搅动池水，以水泵分别抽出池水分别通过箍有10目、20目、40目筛绢

的网笼。由于圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 的个体相对细菌要大，过

滤后的水体经自然沉降 8小时，圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0 自然沉

降至容器底部，吸除上层海水，下层粘稠的白色膏体即为圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium 

toruloides）Y0 的发酵产物。

[0050] 该圆红冬孢酵母菌（Rhodosporidium toruloides）Y0的发酵产物可以直接用于投

喂水产养殖动物，也可以进一步干燥后包装成商品销售。

说  明  书CN 103911297 B

9



        1/3 页

10

[0001] 

[0002] 

序  列  表CN 103911297 B

10



        2/3 页

11

[0003] 

序  列  表CN 103911297 B

11



        3/3 页

12

序  列  表CN 103911297 B

12



        1/2 页

13

图 1
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图 3
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