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研究报告 

积累 L-苹果酸的米根霉突变株酶活性初探 
何  皓  李  霜  徐  晴  付永前  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: 对富马酸产生菌株—米根霉 ME-F10 进行诱变育种的过程中, 得到一株性能稳定的高效

积累 L-苹果酸的突变株 ME-M15。该菌株发酵 96 h 平均 L-苹果酸产量达 16.3 g/L, 较出发菌株 L-
苹果酸积累量平均提高 3 倍, 而富马酸和乙醇的积累量大幅下降。对突变株代谢途径关键酶活研

究表明, 突变株富马酸酶胞质途径同功酶和乙醇脱氢酶活力较之出发菌株酶活力明显减弱, 而丙

酮酸羧化酶活力无明显差别。 
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Abstract: A stable and efficient L-Malic acid accumulation mutant strain Rhizopus oryzae ME-M15 was 
discovered occasionally in the mutation breading for fumaric acid producers. Rhizopus oryzae ME-M15 
gave a L-Malic acid output of 16.3 g/L on average after fermentation for 96 hours, more than 3 times than 
that of the parent strain ME-F10. In addition, other metabolites such as ethanol and fumaric acid were re-
markably decreased in accordance with the depressed activity of the cytosolic isoenzyme of fumarase and 
alcohol dehydrogenase in strain ME-M15, while the activity of the pyruvate carboxylase had no significant 
difference. 
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L-苹果酸是一种重要的有机酸, 可作为酸味剂
和保鲜剂用于食品工业[1], 是继柠檬酸、乳酸之后的
世界第三大酸味添加剂。利用可再生生物质资源为

原料一步发酵生产L-苹果酸的工艺最经济、最有发
展前途 [2], 但目前报道的能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。 

米根霉(Rhizopus oryzae)是经美国FDA认证的
安全菌株, 所需营养源简单, 而广泛应用于L-乳酸
和富马酸的生产[5]。研究发现, 米根霉积累富马酸的
代谢途径与黄曲霉积累L-苹果酸的途径类似 [6], 在
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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。因此, 利用米
根霉发酵生产L-苹果酸具有极大的潜力[7]。 

本课题组在对米根霉 ME-F10 进行诱变育种以
期获得高产富马酸突变株的过程中, 发现了一株高
效积累 L-苹果酸的突变株 ME-M15, 通过对其代谢
过程关键酶的研究, 为利用代谢调控手段发酵米根
霉菌株制备 L-苹果酸奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种及试剂 
米根霉(Rhizopus oryzae)ME-F10 菌株, 南京工

业大学制药与生命科学学院代谢工程实验室保藏。 
玉米浆由上海西王淀粉糖有限公司提供; 亚硝

基胍(NTG)购自东京化成工业株式会社; 其它化学
试剂均为国产分析纯。 

1.2  培养基及培养方法 
1.2.1  斜面产孢培养：斜面产孢培养基, 见文献[8]; 
接入米根霉保藏菌种, 于 34°C培养 7 d~8 d。 
1.2.2  筛选培养基：1) 产酸指示平板：参见文献[9]。 
2) 丙烯醇 YPD平板：参见文献[10]。 
1.2.3  种子培养：1) 种子培养基：葡萄糖 20 g/L, 尿
素 1 g/L, 玉 米 浆 3 g/L, KH2PO4 0.3 g/L, 
MgSO4·7H2O 0.25 g/L, ZnSO4·7H2O 0.066 g/L, 
FeCl3·6H2O 0.01 g/L, 琼脂 1.0 g/L, 初始pH 3.5。 

2) 培养条件：调整米根霉孢子悬浮液浓度为
107个/mL, 取 2 mL接种至 50 mL种子培养基(4%, 
V/V), 置于 34°C往复摇床, 转速为 200 r/min下培养
24 h。 
1.2.4  摇瓶发酵培养：1)发酵培养基：葡萄糖 80 g/L, 
(NH4)2SO4 1 g/L, KH2PO4 0.15 g/L, ZnSO4·7H2O  
0.05 g/L, FeCl3·6H2O 0.068 g/L, MgSO4·7H2O 0.1 g/L, 
CaCO3 60 g/L, pH自然。 

2) 培养条件：取 4 mL种子培养液接种至 50 mL
发酵培养基(8%, V/V), 34°C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。 

1.3  发酵液预处理 
取 5 mL米根霉发酵液, 添加 45 mL 1 mol/L的

Na2SO4溶液, 35°C, 150 r/min摇床反应 10 min, 10000 
r/min离心 5 min除去菌体和固体悬浮物, 上清液以
孔径 0.45 μm的滤膜过滤, 取 1 mL滤液用水进行适
当稀释即得到待测液。 

1.4  分析方法 
用 HPLC 法对发酵组分进行定量检测, 采用

BIO-RAD Aminex HPX-87H色谱柱和 Shodex RI-101
型示差折光检测器, 65°C柱温下, 以 0.005 mol/L硫
酸溶液作为流动相, 流速 0.8 mL/min。 

1.5  细胞破碎及组分分离 
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。菌丝体通过无菌棉布过滤, 冷蒸馏水
洗涤除去多余钙盐。每 2 g新鲜生长的湿菌丝体用其
中含有 2 mmol/L MgCl 2、1 mmol/L EDTA、 
187 mmol/L甘露醇、62 mmol/L蔗糖以及 10 μmol/L 
PMSF的 15 mL Tirs-HCl(10 mmol/L, pH 7.5)缓冲液
重悬。细胞抽提物制备和细胞组分的分级分离参照

Osmani和Scrutton[11]所述方法略有改动 , 改用液氮
研磨破碎细胞。对所得的含胞质组分的上清液进行

乙醇脱氢酶(ADH)、丙酮酸羧化酶(PC)以及富马酸
酶胞质同功酶活力测定。 

1.6  酶活力测定 
乙醇脱氢酶活力测定参见文献[10], 富马酸酶

胞质途径同功酶活力测定参见文献[3,12], 丙酮酸

羧化酶活力测定方法参见文献[13]。比活力定义为

30°C 下, 每毫克蛋白每分钟转化的产物或者辅酶的

μmol数, 即 μmol/(min·mg)。 

1.7  蛋白含量测定 
采用Bradford法 [14]测定蛋白质浓度 , 标准蛋白

为牛血清白蛋白(BSA)。 

2  结果与分析 

2.1  突变株的筛选及遗传稳定性考察 
通过诱变条件的研究, 制备浓度为 108~109个

/mL的孢子悬浮液, 经紫外诱变 6 min后, 于黑暗避

光过夜 ,  经浓度为 1  m g / m L的N T G溶液处理 

30 min。经平板初筛和摇瓶复筛共发现 L-苹果酸积

累量为正突变的菌株 5 株, 其中突变株 ME-M15 的

L-苹果酸产量达 15.2 g/L, 比出发菌株提高了

271.7%, 而富马酸产量则从 30.3 g/L减少到 18.3 g/L, 

代谢副产物乙醇的积累量也减少 63.2%, 为 2.5 g/L, 

如图 1所示。 

采用斜面传代法对上述苹果酸积累为正突变的

5 株菌株进行遗传稳定性实验, 结果见表 1。5 次传

代实验的产酸结果表明, 突变株 M15、M90 具有稳 
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图 1  突变株 ME-M15 与出发菌株 ME-F10 的主要发酵

产物比较 
Fig. 1  The comparison of major fermentation products 
between mutant ME-M15 and original strain 
 

表 1  传代对突变株 L-苹果酸产量的影响 
Table 1  Effect of different generations on L-malic acid 

production by mutants (g/L) 

Generation 
Mutants 

1 2 3 4 5 

M4 7.3 6.8 6.5 5.9 4.7 

M10 7.9 6.7 6.1 6.1 5.2 

M15 16.6 18.7 15.8 14.8 15.7 

M77 11.7 10.0 8.1 8.4 7.8 

M90 9.6 8.5 9.0 8.7 8.8 

 
定的遗传特性。而 ME-M15 五次传代平均 L-苹果酸
产量 16.3 g/L, 最高产酸 18.7 g/L, 为获得的最佳突
变株。 

2.2  出发菌株与突变株 ME-M15 酶活力的比较 
在突变株 ME-M15 和出发菌株 ME-F10 产酸摇

瓶培养过程中, 每隔 12 h取样并检测当时菌体丙酮
酸羧化酶、富马酸酶胞质途径同功酶以及乙醇脱氢

酶的活力。结果如下所示。 
从图 2 可以看出, 突变株与出发株在发酵 96 h

内丙酮酸羧化酶的活力变化趋势基本一致, 而且各
时间点两者的酶活力大小差异并不显著。 

从图 3 可以看出, 突变株 ME-M15 的富马酸酶
胞质同功酶活力明显降低, 其最大比活力为 300.01 U/mg, 
出现在发酵 48 h 左右, 仅为出发菌株的 64.7%, 而
图 4 表明, 突变株的乙醇脱氢酶比活力峰值 20.35 
U/mg也较出发菌株减少 40.7%。与酶活力变化相对
应的是, 突变株 ME-M15 代谢产物中乙醇的积累量
大幅下降, 而富马酸积累量与出发菌株 ME-F10 相
比减少近 50%(如图 1所示)。 

 
 
图 2  出发菌株和突变株丙酮酸羧化酶活力比较 
Fig. 2  The comparison of PC activity between mutant 
ME-M15 and original strain 
 

 
 
图 3  出发菌株和突变株富马酸酶胞质途径同功酶活力

比较 
Fig. 3  Activity comparison of the cytosolic isoenzyme of 
fumarase between mutant ME-M15 and original strain 
 

 
 
图 4  出发菌株和突变株乙醇脱氢酶活力比较 
Fig. 4  The comparison of ADH activity between mutant 
ME-M15 and original strain 
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3  讨论 

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, 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
应可能是导致两者产生差异的关键所在(如图 5所示)。 
 

 
 

图 5  根霉菌体内的葡萄糖代谢模型 
Fig. 5  Model of glucose metabolism in the Rhizopus sp. 
 

突变株ME-M15 富马酸酶胞质途径同功酶最大
比活力为 300.01 U/mg, 活力较之出发菌株ME-F10
下降 35.3%, 而代谢流进入CO2固定途径的关键节

点酶—丙酮酸羧化酶的活力没有明显的差异。可能

由于突变株富马酸酶胞质途径同功酶活性的变化 , 
使得L-苹果酸积累量大幅提高, 五次传代平均L-苹
果酸产量达 16.3 g/L, 较之出发菌株平均提高 3 倍, 
而富马酸积累量仅为 18.3 g/L, 与出发菌株相比减
少近 50%。同时, 由于出发菌株ME-F10是一株富马
酸产生菌 , 其发酵过程中主要代谢副产物为乙醇 , 
而乳酸积累量极少[5], ADH是乙醇积累途径中的关
键酶 [15], 降低ADH活性有望提高丙酮酸羧化支路 , 
即CO2固定途径的代谢流量, 从而有望增加富马酸
的积累量。针对这种情况所设计的丙烯醇YPD平板, 
原本期望筛选得到具有丙烯醇抗性的高产富马酸突

变株, 而所获得的突变株ME-M15 的代谢副产物中
乙醇积累量也平均减少 63.2%(如图 1所示), 其乙醇
脱氢酶活力的下降说明了其乙醇积累支路的削弱。 

目前国内外鲜有利用米根霉体系发酵制备 L-苹
果酸的报道, 而菌株 ME-M15 是一株优良的高效积
累 L-苹果酸突变株, 针对该突变株的代谢关键酶学
研究表明, 通过削弱胞质代谢途径中富马酸酶的活
力有望达到提高 L-苹果酸积累量的目的。未来可采
用针对该酶的小分子扰动及反义mRNA技术进一步

抑制富马酸酶的活力, 从根本上改变代谢通量的分
配, 使代谢途径终止于 L-苹果酸, 从而为利用代谢
工程手段实现米根霉的一步发酵法生产 L-苹果酸奠
定基础。 
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