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放线菌酮对米根霉积累 L-苹果酸代谢途径的调控作用 

何 皓， 李 霜， 徐 晴， 张 凯， 黄 和 

(南京工业大学制药与生命科学学院，材料化学工程国家重点实验室，江苏 南京 210009) 

摘  要：实验考察了富马酸酶活抑制剂放线菌酮对米根霉发酵产 L-苹果酸和富马酸的影响. 结果表明，发酵 16 h 加

入浓度 15 mg/L 的放线菌酮使米根霉富马酸酶胞质同功酶比活力峰值降低 48.7%，而苹果酸脱氢酶胞质同功酶活力却

未有明显改变，生成的富马酸比对照样减少 37.1%，而 L-苹果酸积累量提高 54.6%，达到 21.7 g/L. 表明通过对米根

霉富马酸酶胞质同功酶的抑制作用能减弱米根霉积累富马酸代谢途径中由 L-苹果酸向富马酸的转化，从而促进米根

霉积累 L-苹果酸.  
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1  前 言 

米根霉(Rhizopus oryzae)是经美国 FDA 认证的安全

菌株，广泛应用于 L-乳酸和富马酸的发酵生产[1]. 研究

发现，米根霉和黄曲霉利用相同的丙酮酸羧化支路，即

CO2 固定途径代谢葡萄糖[2]，但主要积累产物却明显不

同，该途径中富马酸酶催化的 L-苹果酸脱水反应是导致

两者产生差异的关键所在. 在产富马酸的发酵过程中，

L-苹果酸往往作为一种代谢副产物出现，尚未引起人们

的重视. 而直接利用糖质原料一步发酵生产 L-苹果酸

的微生物多为黄曲霉(Aspergillus flavus)菌株[3,4]，其次生

代谢产物中可能存在对人体及动物有致癌作用的黄曲

霉毒素，倍受争议. 理论上采用代谢调控手段利用米根

霉发酵生产 L-苹果酸具有极大的潜力[5]，并将有效解决

生产菌株的安全性问题.  
放线菌酮(Cycloheximide)是一种对真菌有很强抑

制作用的抗生素，其作用方式是干扰真核生物的蛋白质

合成. Peleg 等[6]报道了放线菌酮对米根霉胞质富马酸酶

具有抑制作用，而米根霉胞质富马酸酶催化 L-苹果酸转

化为富马酸，因此，放线菌酮可尝试用于调控米根霉的

代谢产物. 本研究考察了添加放线菌酮对米根霉产富马

酸发酵过程中菌体生长、关键酶活力及主要代谢产物的

影响，为利用代谢调控手段发酵米根霉菌株制备 L-苹果

酸提供了研究基础.  

2  材料与方法 

2.1 菌种及试剂 

米根霉(Rhizopus oryzae)ME-M15 菌株，南京工业 

大学制药与生命科学学院代谢工程实验室诱变选育保

藏.  
玉米浆由上海西王淀粉糖有限公司公司提供，真菌

线粒体分离试剂盒为上海杰美基因医药科技有限公司

产品，放线菌酮(Cycloheximide)购自 BBI 公司，高纯级，

其他化学试剂均为国产分析纯.  
2.2 培养基及培养方法 

2.2.1 斜面产孢培养 
斜面产孢培养基参见文献[7]. 接入米根霉保藏菌

种，于 34℃培养 7~8 d.  
2.2.2 种子培养 

(1) 种子培养基(g/L)：葡萄糖 20，尿素 1，玉米浆

3, KH2PO4 0.3, MgSO4⋅7H2O 0.25, ZnSO4⋅7H2O 0.066, 
FeCl3⋅6H2O 0.01，琼脂 1.0，初始 pH 3.5.  

(2) 培养条件：调整米根霉孢子悬浮液浓度为 107 
mL−1，取 2 mL 接种至 50 mL 种子培养基中，置于 34
℃往复摇床，转速 200 r/min 下培养 24 h.  
2.2.3 摇瓶产酸培养 

(1) 产酸培养基(g/L)：葡萄糖  80, (NH4)2SO4 1, 
KH2PO4 0.15, ZnSO4⋅7H2O 0.05, FeCl3⋅6H2O 0.068, 
MgSO4⋅7H2O 0.1, CaCO3 60，自然 pH.  

(2) 培养条件：取 4 mL 种子培养液接种至 50 mL
发酵培养基中，34℃恒温，前 24 h 摇床转速为 160 r/min, 
24 h 后调整为 120 r/min，共发酵 96 h.  
2.3 细胞抽提物的制备和细胞分级分离 

取发酵产酸阶段的米根霉菌体用于酶学分析和同

功酶研究. 菌丝体用棉布过滤，冷蒸馏水洗涤除去多余
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钙盐. 每 2 g 新鲜生长的湿菌丝体用 15 mL 10 mmol/L 
pH 7.5 的 Tirs-HCl 缓冲液(含 2 mmol/L MgCl2, 1 mmol/L 
EDTA及187 mmol/L甘露醇、62 mmol/L蔗糖、10 µmol/L 
PMSF)重悬 . 细胞抽提物和分级分离制备过程参照

Osmani 等[8]的方法加以改动，线粒体和胞质组分的分离

通过试剂盒进行操作.  
2.4 酶活力测定 

富马酸酶(以苹果酸为底物)、NAD-苹果酸脱氢酶

(以草酰乙酸为底物)活力测定方法见文献[3,9]，丙酮酸

羧化酶活力测定方法由文献[8]的方法改进. 比活力定

义为 30℃下 1 mg 蛋白 1 min 转化底物或辅酶的量

[µmol/(min⋅mg)]. 
2.5 蛋白含量测定 

采用 Bradford 法[10]测定蛋白质浓度，标准蛋白为牛

血清白蛋白(BSA).  

2.6 分析方法 

样品制备：停止发酵后添加适量 6 mol/L HCl，调

节发酵液至酸性并水浴加热使富马酸溶解，抽滤后取上

清液用于分析检测.  
发酵液中葡萄糖含量测定采用 SBA-40C 生物传感

仪，L-苹果酸及富马酸含量用 HPLC 法[11]测定.  
菌体生物量的测定：抽滤，无菌水洗涤，菌丝体

60℃烘干至恒重后称重.  

3  结果与讨论 

3.1 抑制剂添加时间对米根霉发酵的影响 

向处于发酵不同阶段的产酸培养基中分别添加经

过滤灭菌的放线菌酮溶液，对米根霉生长及产酸的影响

如表 1 所示.  

表 1 抑制剂对米根霉生长和产酸的影响 

Table 1  Effects of inhibitor on mycelial growth and acid production by R. oryzae ME-M15 
Relative result (%) Inhibitor Concentration (mg/L) Addition time (h) 

Growth Fumaric acid L-Malic acid 
Control − − 100.0 (4.23 g/L) 100.0 (18.9 g/L) 100.0 (14.4 g/L) 

0 81.6 66.5 74.3 
8 83.2 69.0 105.8 
16 89.6 71.5 142.2 

Cycloheximide 10 

24 93.9 95.1 99.7 
 
由表 1 可见，米根霉由种子培养液接入产酸培养基

时(0 h)，加入放线菌酮使菌体生长受到抑制，富马酸和

L-苹果酸积累量都显著下降，抑制率达 33.5%和 25.7%；

而进入产酸阶段后，在发酵培养 24 h 加入放线菌酮，米

根霉富马酸和 L-苹果酸积累量无显著变化，菌体生长虽

然受到了抑制，但抑制率较低(6.1%)；而当发酵产酸培

养 16 h 时发酵液中加入 10 mg/L 的放线菌酮，L-苹果酸

积累量大幅增加 42.2%，富马酸产量却降低 28.5%，影

响明显. 故在后续实验中选定在发酵16 h时加入放线菌

酮溶液作进一步考察.  
3.2 放线菌酮不同添加量对米根霉发酵的影响 

在发酵产酸培养 16 h 后向发酵液中添加放线菌酮

溶液，使其终浓度分别为 10, 15, 20, 25 mg/L，其对米根

霉生长及产酸的影响如图 1 所示. 由图可知，随着添加

放线菌酮浓度的增加，米根霉富马酸(FA)的产量逐步下

降；L-苹果酸(L-MA)产量比对照样都有较大增加，在放

线菌酮浓度为 15 mg/L 时达到最高，当放线菌酮浓度进

一步增加，苹果酸积累量逐步减少. 在发酵 16 h 添加 15 
mg/L 的放线菌酮后，菌体生长受到抑制，富马酸积累

量从 19.4 g/L 降低至 12.2 g/L，减少 37.1%，而 L-苹果

酸积累量则由 14.1 g/L 提高了 54.6%，达 21.7 g/L，在

此添加条件下对米根霉产酸影响最为显著. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1 抑制剂添加量对米根霉生长和产酸的影响 
Fig.1 Effects of addition concentration of inhibitor on biomass 

and acid accumulation by R. oryzae ME-M15 

3.3 放线菌酮添加后米根霉的发酵过程 
依前述条件添加放线菌酮，每隔 12 h 取样(24 h 前

为 0, 8, 16 h 取样)测定菌体生物量及 L-苹果酸产量，考

察米根霉发酵过程生长及产酸情况，结果如图 2 所示. 
发酵 16 h 添加 15 mg/L 的放线菌酮后，米根霉 ME-M15
的生长速率及生物量均显著变化，与对照样相比 16 h
后菌体生长放缓，最终生物量减少 34.1%，仅为 4.17 g/L；
而 L-苹果酸的产量有较大幅度增加，在 16 h 添加放线

菌酮后产酸速率明显加快，在余后的 80 h 发酵时段内达
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到 0.21 g/(L⋅h)，而对照样产酸速率仅为 0.11 g/(L⋅h). 由
耗糖曲线分析，两者耗糖速率大致相同，在发酵 12~48 h
阶段葡萄糖消耗最快，这也是苹果酸积累和菌体生长的

主要阶段.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

图 2 16 h 时添加放线菌酮的发酵过程 
Fig.2 Fermentation results with cycloheximide addition 

during the acid accumulation stage 

3.4 放线菌酮对代谢途径关键酶活力的影响 

在米根霉等丝状真菌的细胞代谢途径中，丙酮酸羧

化支路被认为是影响 L-苹果酸积累的主要途径[12,13]，富

马酸酶、苹果酸脱氢酶的胞质途径同功酶及丙酮酸羧化

酶是其中起重要作用的关键酶，而发酵 16 h 添加放线菌

酮后米根霉产酸量的变化必然伴随着主代谢途径关键

酶活力的改变. 依上述条件添加放线菌酮，每隔 12 h 取

样(24 h 前为 8 和 16 h 取样)分别测定富马酸产量、线粒

体和胞质途径富马酸酶同功酶的活力，结果如图 3 所示.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 放线菌酮对米根霉富马酸酶活力的影响 
Fig.3 Effect of cycloheximide on the activity of 

fumarase in R.oryzae ME-M15 

由图 3 可见，米根霉 ME-M15 胞质途径富马酸酶

活力随发酵培养时间推移而逐步增强，在培养 60 h 时达

最高比活力 463.5 U/mg，与此对应的是富马酸的积累量

快速增加，在培养 72 h 时富马酸产量达到最高，为 20.5 

g/L. 发酵培养 16 h 时添加放线菌酮，ME-M15 胞质途

径富马酸酶活力受到明显抑制，因而在 16 h 后富马酸积

累缓慢增加，产量峰值比对照样减少 34.8%. 而添加抑

制剂与否对线粒体中存在的富马酸酶活力无明显影响，

在产酸培养的初期其活力略高于胞质途径同功酶，但培

养 12 h 后逐渐被胞质组分的富马酸酶活力超出.  
周小燕等[14]利用黄曲霉发酵积累 L-苹果酸的过程

中发现，代谢关键酶—丙酮酸羧化酶、胞质苹果酸脱氢

酶、胞质富马酸酶在发酵早期存在着合成的先后趋势，

即按 CO2固定途径代谢链逐一顺序进行，在代谢链前面

的酶合成较早. 本研究中米根霉发酵16 h时添加放线菌

酮导致代谢积累产物的大幅改变，因而推测与米根霉发

酵过程中代谢途径关键酶的合成先后趋势有关. 放线菌

酮是一种作用方式为干扰蛋白质合成的抗生素，在发酵

培养早期不同时间添加，使处于不同合成时期的各种酶

合成受到不同程度的影响，导致酶类合成量变化，而胞

质同功酶活性的增加需要新生蛋白质的合成，这正是其

酶活力变化的重要原因，从而呈现出随放线菌酮加入时

间不同，菌体的 L-苹果酸和富马酸产量不同的变化趋

势：在由种子培养液接入产酸培养基时(0 h)加入放线菌

酮，使与四元二羧酸积累直接相关的胞质酶合成乃至菌

体细胞生长都受到极大抑制，米根霉 ME-M15 的主要代

谢产物富马酸和苹果酸都大幅下降；发酵培养后 24 h
加入放线菌酮，富马酸和 L-苹果酸积累量无显著变化，

发酵 36 h 加入放线菌酮后两者甚至都有所增加(数据未

列出)，原因可能是发酵培养 24 h 后胞质中苹果酸脱氢

酶及富马酸酶的合成基本完成，36 h 后其他代谢支路节

点酶处于快速合成期，其酶活力本应快速上升，而放线

菌酮的加入使其活力被抑制从而使丙酮酸羧化支路代

谢流量增加；当发酵培养 8~24 h 时，苹果酸脱氢酶合成

可能已先于富马酸酶完成，而富马酸酶胞质途径同功酶

却正处于快速合成阶段，此时加入放线菌酮正好减弱了

其活力，使富马酸产量下降，L-苹果酸积累量大幅增加.  
对产酸发酵阶段不同时期所得菌体所含的苹果酸

脱氢酶胞质同功酶及丙酮酸羧化酶活力进行测定，并与  

表 2 放线菌酮对苹果酸脱氢酶及丙酮酸羧化酶活力影响 

Table 2  Effects of cycloheximide on the activity of NAD-malate 
dehydrogenase (MDH) and pyruvate carboxylase (PC) 
in R. oryzae ME-M15 

Specific activity of enzymes (U/mg) Fermentation 
time (h) MDH1) MDH2) PC1) PC2) 

16 115.9 126.8 101.6 98.7 
24 176.3 200.4 85.2 77.6 
48 224.1 256.4 62.5 73.8 
72 187.1 191.7 73.1 81.8 

Note: 1) Enzyme activity in the presence of cycloheximide;  
2) Enzyme activity in the absence of cycloheximide. 
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发酵 16 h 添加放线菌酮的发酵样品对比，结果如表 2
所示，表明加入放线菌酮后未造成苹果酸脱氢酶胞质途

径同功酶活性明显改变，酶比活力仅有小幅降低，而丙

酮酸羧化酶活力几乎不受影响，这与 Peleg 等[6]的报道

一致. 富马酸酶胞质同功酶的活性影响更为显著，但正

因如此，适时添加放线菌酮才可能使 L-苹果酸积累量大

幅上升. 

4  结 论 

研究了添加放线菌酮对米根霉发酵产富马酸过程

中菌体生长、关键酶活力及主要代谢产物的影响，得到

如下结论： 
(1) 米根霉发酵积累 L-苹果酸的放线菌酮最适添

加时间为发酵 16 h，添加浓度为 15 mg/L；发酵液中 L-
苹果酸积累量提高至 21.7 g/L，富马酸产量减少 37.1%.  

(2) 发酵 16 h 添加 15 mg/L 的放线菌酮后，米根霉

的富马酸酶胞质同功酶比活力峰值降低 48.7%，而线粒

体中富马酸酶活力无显著变化；丙酮酸羧化酶和苹果酸

脱氢酶胞质同功酶活力变化不显著.  
(3) 抑制米根霉富马酸酶胞质同功酶能显著减弱其

丙酮酸羧化途径中由 L-苹果酸向富马酸的转化，改变米

根霉代谢终产物，促进 L-苹果酸的积累.  
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Effect of Cycloheximide on Regulation of Metabolic Pathway for                       
L-Malic Acid Accumulation by Rhizopus oryzae 

HE Hao,  LI Shuang,  XU Qing,  ZHANG Kai,  HUANG He 

(State Key Lab. Materials-oriented Chem. Eng., Col. Life Sci. Pharmacy, Nanjing Univ. Technol., Nanjing, Jiangsu 210009, China) 

Abstract: The effects of fumarase inhibitor cycloheximide on fermentation of L-malic acid and fumaric acid by Rhizopus oryzae 
ME-M15 were investigated. The results showed that the addition of cycloheximide (15 mg/L) during the acid production stage after 16 h 
incubation greatly affected the metabolism of Rhizopus oryzae ME-M15. The activity of cytosolic isoenzyme of fumarase was decreased 
markedly by 48.7%, but the activity of NAD-malate dehydrogenase in the cytosol fraction did not change significantly in the presence of 
cycloheximide. Fumaric acid production was severely decreased in the presence of cycloheximide with 37.1% in comparison with the 
control mycelium. In contrast to the inhibitory effect of fumaric acid fermentation, the addition of cycloheximide caused the increase of 
L-malic acid accumulation to 21.7 g/L, which was 54.6% higher than that of the control. The analyses revealed that the inhibition of 
fumarase isoenzyme in the cytosol fraction could reduce the metabolic flux from L-malic acid to fumaric acid in the pyruvate 
carboxylation pathway (cytosolic pathway), promoting the L-malic acid accumulation by Rhizopus oryzae ME-M15. 
Key words: L-malic acid; Rhizopus oryzae; cycloheximide; fumarase; fumaric acid 


