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摘 要：1-苹果酸（123）高产突变株曲霉/)-)*0在高产酸状态下，其胞质中催化45&固定反
应的酶有四种：丙酮酸羧化酶（64）、磷酸烯醇丙酮酸羧化酶（6764）、磷酸烯醇丙酮酸羧化激
酶（648）和苹果酸酶（27）；除27之外，三种羧化酶的活性与123产生速率呈较好的线性
正相关关系；苹果酸脱氢酶（2"9）活性比64等酶高&!(个数量级；琥珀酸脱氢酶（#"9）活
力则明显低，几种酶中只有#"9与发酵醪中123含量呈线性正相关（:;’<%&+&）。动态研
究发现在菌丝生物量正常增长情况下，胞质中蛋白含量明显变化，通气条件的改变是引起这

种变化的重要原因。各种酶活性变化与胞质蛋白量变化之间的线性相关系数呈规律性变化：

64（:;’<%+=(）、6764（:;’<.=>>）、648（:;’<.(’’）、2"9（:;’<(%&’）、#"9（:;
,’<&’>=）。不增加氮源，适当加大孢子接种量可提高123产率、降低琥珀酸（#3）含量，提示
发酵早期胞质酶合成中存在64先于#"9这种规律的可能性。在+1罐上通气培养)&’?，

123含量达)’+<>>@／1，平均产生速率’<>>(@／（1·?），酸对糖转化率.><*(A。
关键词：1-苹果酸，直接发酵法，曲霉/)-)*0，胞质酶分析
中图分类号：BC%& 文献标识码：D 文章编号：’’’),=&’%（&’’’）’+,’+’’,’=

1-苹果酸（123）是继柠檬酸之后的一种很有发展前途的有机酸新产品，有许多食
用、药用和工业用途，但目前生产成本高是其发展的限制性因素。金其荣等将123的酶
转化法与直接发酵法做了全面比较［)］，明确指出直接发酵法是更有竞争力的工艺路线。

本研究组从)%>>年起，一直从事糖质原料直接发酵生产123的研究，选育出高产酸突
变菌株曲霉/)-)*0（!"#$%&’(()"EFG/)-)*0）［&］，经过多年优化发酵条件，摇瓶发酵)*’?
产123达%*@／1，平均产酸速率（H?IJKI:LMMF:JNOPHQKQHR）达’<=.@／（1·?）［(］，在&’S(发
酵罐上平均产酸速率达到’<=+!’<.)@／（1·?）［*］。为了将产酸速率进一步大幅度提高，
从酶水平上加深对产酸代谢机制的理论认识显得非常必要。

在糖质原料直接发酵123领域，国内外研究者均认为45&固定途径起很重要的作
用［+］，要提高产酸率值得对此途径做深入研究。#P:OHHJT［=，.］等从丙酮酸羧化酶（64）在细
胞中的定位进行研究，发现与大多数真核生物不同，构巢曲霉（!"#$%&’(()"*’+)(,*"）和少
根根霉（-.’/0#)",%%.’/)"）的64主要存在于胞质中，并提出这种胞质中的45&固定反
应是有机酸积累的机制。本研究组在多年研究中，发现曲霉/)-)*0（!"#$%&’(()"EFG/)-
)*0）在利用葡萄糖直接发酵产生123过程的最初两天中产酸速率达到峰值，为了对其中
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存在的高产酸机制进行考查，我们观察了胞质中几种有关酶类活性的变化动态，了解其与

产物积累的一些规律。

! 材料和方法

!!! 菌种
曲霉"#$#%&（!"#$%&’(()"’(!"#$#%&），本研究组选育［)］。

!!" 发酵培养基
主要成分为葡萄糖、*+*,-及其它无机盐类

［%］，均为工业级。

!!# 分析试剂
盐类、.*/为国产分析纯，生化试剂从0123+公司购进。

!!$ 细胞抽提物制备
将曲霉"#$#%&孢子接种于45发酵罐的培养基中，分别于发酵后6、7、#)、#4、#8、)#、

)%、)9、--和-7:收取发酵醪样品，依照文献［8］制备各分析样本和细胞抽提物。

!!% 菌丝量测定
菌丝量表示为2／#;;35<0（<0：发酵醪=>?3>@A1@2’/B??C）。

!!& 胞质蛋白量测定
将制备的细胞抽提物用考马斯亮蓝 D)4;染色法测定［7］，胞质蛋白量表示为

32／#;;35<0。

!!’ 细胞抽提物中六种酶的比酶活测定
丙酮酸羧化酶（EC?BF+A>G+?HIJ/+’>，简写E*）按照,’3+@1的方法［9］测定。磷酸烯醇

丙酮酸羧化酶（E:I’(:I>@I/(C?BF+A>G+?HIJ/+’>，简写EKE*）按照L+/M>?的方法［#;］测定。
磷酸烯醇丙酮酸羧化激酶（E:I’(:I>@I/(C?BF+A>G+?HIJM1@+’>，简写E*N）按照*:>@2的方
法［##］测定。以上三种酶活力计算均依据-%;@3吸光值的减少量，表示为@3I/／#;;35<0
·31@。苹果酸酶（3+/1G>@OC3>，简写PK）按照,BA:IQ的方法［#)］测定，酶活力计算依据
在-%;@3吸光值的增加量，表示为@3I/／#;;35<0·31@。苹果酸脱氢酶（3+/+A>R>:CR?I$
2>@+’>，简写PS.）按照031A:的方法［#-］测定，酶活力计算依据-%;@3吸光值的减少量，
表示为!3I/／#;;35<0·31@。琥珀酸脱氢酶（0BGG1@+A>R>:CR?I2>@+’>，简写0S.）按照

T??12I@1的方法［#%］测定，酶活力计算依据与对照（加丙二酸为对照）管6;;@3吸光度之差
的增加量，表示为@3I/／#;;35<0·31@。

!!( 发酵醪中有机酸的含量测定
用.E5*方法［#4］测定发酵醪中的5PT含量（*5）和0T含量，校正到发酵醪原来的

体积来表示。按下式计算出5PT的产生速率（U5）：

U5V
"*5
!A
（U5的单位：2／（5·:）

式中A为发酵时间，*5为苹果酸含量。

!!) 发酵醪中铵态氮的含量测定
用凯氏微量定氮法测定［#6］。
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! 结果

!!" 胞质酶活性测定
为了真实反映酶水平变化与发酵醪菌丝体产酸能力高低的关系，比酶活用每"##$%

发酵醪每分钟生成产物的摩尔数即：$&’／（"##$%()·$*+）表示［,］。发酵至-.的时候，加
入培养基的/012 态氮源（3##$4／%）已基本耗尽，只剩下大约百万分之一，已经开始积累

%56，)6尚测不到（表"）。这时78、7978、78:和5;0的活力已达到在<=.发酵期间
各自最高活力的>"?23@、<,?3,@、<,?A#@和"A?=#@。三种羧化酶中以78的活力最
高，7978和78:次之。5;0在-.时出现的相对活性虽较三种羧化酶小，但其实际酶
活已为78的->倍。然而);0在此时尚检测不出。59的活性在前六次取样（3".之
前）没有测到，从发酵32.的第七次取样以后可明确测到，其活力比78、778和78:相对
低一些。);0活力在六种酶中最低（图"）。

表" 发酵前期（#!$%&）’()含量和*)含量的变化
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&J%56*+()
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!+! 各种酶活力与’()产生速率的关系
以%56产生速率或发酵醪中%56含量为Q，各个酶的比酶活为R做线性回归分

析，将I值列于表3进行比较。78和7978的活力与%56产生速率之间有较好的线性
正相关性，其次是78:和5;0，而);0则没有关系。而在各种酶活力与发酵醪中%56
含量之关系上，只有);0才呈较好的线性正相关关系（IS#?=3>3）（表3）。

!!$ 胞质蛋白量变化情况
发酵至-.的时候，发酵醪中的无机氮源几乎耗尽（表"），菌丝体生长明显减慢（图

3），而%56的积累却在加速（表"）。通气条件改变情况在图3中用C、D、N、G指示，C为改
变点"，之前为低罐压（#?#35MC），在此时将罐压提高到之前的3?>倍；D为改变点3，由此
时开始将搅拌速度提高到之前（2##I／$*+）的"?"倍，N为改变点<：将搅拌速度进一步提
高到改变点3之前的"?3倍；G为改变点2：由此时将搅拌速度降回到改变点3之前的水
平。这一阶段菌丝量增长平稳，其随时间变化的曲线可以表示为TS"?-"-1#?>#-2’+Q
（IS#?=A3,，+S"#），菌丝量于-!<=.只增长了2#@，胞质蛋白量呈现大幅度的波动，其
最高含量（<-?<A$4／"##$%()）为最低含量（3?>"$4／"##$%()）的"2?>倍。
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图! 各种酶活力变化情况的比较

"#$%! &’()*+*,#’-’./0*-$12’.1-34(1*/,#5#,4

表! 几种酶活力与678产生速率或
含量的相关系数

9*:;1< &’++1;*,#’-/’1..#/#1-,2（+）:1,=11-1-34(1

*/,#5#,4*->)+’>?/,#’-+*,1’.678’+/’-,1-,’.

678#-"@（AB8CDE A：F-34(1*/,#5#,4）

G*(1’.

1-34(1

&’++1;*,#’-/’1..#/#1-,2／+
E!：)+’>?/,#’-+*,1

’.678（-BH）
E<：/’-,1-,’.678

#-"@（-B!I）
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图< 通气条件改变对菌丝量和胞质蛋白量的影响
"#$%< F..1/,2’.*1+*,#’-’-:#’(*22*->/’-,1-,’./4,’2’;)+’,1#-
*，:，/，>#->#/*,1,01,#(1)’#-,2’.*1+*,#’-/0*-$12：
*：8,,0#2,#(1+*#21>)+122?+1’..1+(1-,’+,’<%MU.’;>’.,0*,:1.’+1；
:：J#/V1>?)#()1;;1+2)11>,’!!IW’.,0*,:1.’+1；
/：J#/V1>?)#()1;;1+2)11>,’!<IW’.,0*,:1.’+1（:）；
>：@;’=1>>’=-#()1;;1+2)11>,’,0*,:1.’+1（:）%
N!ND#’(*22，N"N&’-,1-,’./4,’2’;)+’,1#-%

!%" 各种酶活力与胞质蛋白量的关系
以胞质蛋白量为E，分别以各酶比酶活为A做线性回归分析，比较各个相关系数+值
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表! 胞质蛋白量与几种酶活性的相关系数的比较

!"#$%& ’()*"+",-(.(/,0%1(++%$",-(.1(%//-1-%.,2（+）#%,3%%.1(.,%.,

(/14,(2($*+(,%-.".5"1,-6-,-%2(/2%6%+"$%.74)%2（89:;<=

=：’(.,%.,(/14,(2($*+(,%-.，8：>.74)%"1,-6-,4）

?")%(/

%.74)%

’(++%$",-(.1(%//-1-%.,／+
（.9@A）

B’ ACDEF&
B>B’ ACGFHH
B’I ACG&AA
JKL AC&DMA
NKL OACMAHF

（表&）。羧化酶类与蛋白量变化有正
相关性，尤以B’的相关性最好。与
此不同，二种脱氢酶KJL和NKL活
性大小与蛋白量变化无关。

"P# 加大孢子接种量对产酸的影响

"P#P$ 摇瓶发酵实验结果：在摇瓶发
酵中，按原发酵工艺的孢子接种量和

原接种量的两倍及原接种量的&倍接
种发酵，比较QJ:和N:的含量的差
别（表R）。结果看到在原来发酵工艺
的基础上适当加大孢子接种量，QJ:产量进一步提高了，而杂酸N:含量有所下降。三
种不同接种量中的QJ:／N:比值分别为&C@D、&CHR和ECAM。

表% 加大孢子接种量对QJ:和N:产生量的作用

!"#$%R >//%1,2(/-.1+%"2-.S2*(+%-.(1T$T)(.*+(5T1,-(.(/QJ:".5N:

Q(,

.T)#%+

U+-S-."$")(T.,(/-.(1T$T) U+-S-."$")(T.,(/-.(1T$T)VM U+-S-."$")(T.,(/W.(1T$T)V&
’(.,%.,(/

QJ:／（S／Q）
’(.,%.,(/

N:／（S／Q）
’(.,%.,(/

QJ:／（S／Q）
’(.,%.,(/

N:／（S／Q）
’(.,%.,(/

QJ:／（S／Q）
’(.,%.,(/

N:／（S／Q）
@ D&CGE MFCGM @ARCM@ MECE@ @@RC&M MACA@
M HHCDM &ACEE @AACEE MECDE @AECMH MMCFG
& DACFH MHCMG @AMCH& MHCFM @AFCGF MMC&&
J%". D@C@M MHCE@ @AMCE& MFCFD @AHCGD M@CFG
NK XMCRR X@CD& X@CHE X@CFH XRCHE X@CRE

"P#P" #Q发酵罐发酵实验结果：根据摇瓶发酵实验的结果，采取原接种量&倍的条件，
在EQ发酵罐上进行发酵，结果列于表E。EQ罐发酵@MA0，QJ:含量达@AECHHS／Q，

QJ:／N:比值为ECAM，发酵效果与摇瓶发酵的结果相近。
表# #&发酵罐实验结果!

!"#$%E QJ:*+(5T1,-(.-."EQ2,-++%5/%+)%.,(+

Q(,

.T)#%+

’(.,%.,(/QJ:
／（S／Q）

U6%+"$$*+(5T1,-6-,4
(/QJ:／（S／Q·0）

!0%+",%(/1(.6%+,-.S

S$T1(2%,(QJ:／Y

’(.,%.,(/N:
／（S／Q）

@ @ARPEH APHGM GGPRG M@PGF
M @AGP@H APHD& GDP&D MAPRH
J%". @AEPHHX@PHR APHH&XAPA@E GHPR&X@P&E M@P@MXAPD@

!Z%+)%.,-.S/(+@MA03-,0&[/($5(/,0%(+-S-."$")(T.,(/2*(+%-.(1T$T)

! 讨论
本研究观察到曲霉?@[@R\在发酵QJ:过程中，其胞质中有活跃的B’、B>B’、B’I、

J>、JKL和NKL等多种酶的活性，其中三种羧化酶的活性与胞质蛋白量（’B）和QJ:
产生速率（]Q）之间都存在很好的正相关关系，尤其是B’，伴随着胞质蛋白量波动@RCE
倍，QJ:产生速率波动ECF倍，B’酶活力波动@&倍。表明胞质中羧化酶类合成的增多
或减少是其酶活力增强或减弱的重要原因，从而引起QJ:生成速度加快或减慢，所以，
曲霉?@[@R\胞质中羧化酶蛋白分子的合成是产生QJ:的重要机制。通气条件可以影响
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图! "#$固定途径的酶系

%&’(! )*+,-./01"#$%&234&0*5.364&0*/

789：78960/.；

:):：:;0/<;0.*08<,=9>&636&?；

:,=：:,=9>&636&?；

#@@：#23836.4&636&?；

%@：%9-3=&636&?(

这一酶合成过程，值得深入研究。ABC活性与":
及5D变化的关系不大，其活力比羧化酶高数百倍，
从而保证生成的中间产物草酰乙酸向DA@转化，
从E;时ABC活力占!F;发酵期间最高酶活力的
比例比三种羧化酶小，说明ABC在发酵早期合成
比羧化酶迟。至于GBC的活性不但与":及5D的
变化没有关系，而且在检测的六种酶中，只有GBC
与发酵醪中的DA@含量呈正比，而G@含量亦与

DA@含量呈正比（=HIJFK$I），说明发酵产生的

DA@积累后对GBC呈激活作用。GBC在E;时还
完全检测不到，在所测定的酶中活力最低，发生比

较迟。实验中，在几种羧化酶活力最低时，却测到

相对高的A)活性，是否A)与羧化酶发生条件不
同，有待进一步研究。

通常，在糖酵解途径中有多种酶类可能参与并

协同完成从磷酸烯醇式丙酮酸（:):）或丙酮酸到

DA@形成的催化过程（图!），按其催化的反应类型
可分为三个层次，第一层次是直接催化"#$固定反应的三种羧化酶，产物是草酰乙酸；第
二层次是ABC催化草酰乙酸加氢还原成DA@；第三层次的GBC催化富马酸加氢还原
生成G@，使发酵生成的DA@再转化为G@，对DA@积累有不利的影响。通过本研究看
到，曲霉LMNMOP胞质酶在发酵早期的合成有按第一层次到第三层次顺序进行的趋势。加
大孢子接种量的实验得到了既提高DA@含量又降低G@含量的令人惊喜的结果，用前面
所分析的那种酶在发酵早期合成的趋势，可解释为：在氮源严格限量的情况下，孢子萌发

为菌丝体，只能进行有限的生长，适当加大孢子接种量后，不增加氮源，菌丝体在利用有限

的氮来合成酶分子时，在代谢链前面发育较早的酶（如:"）的合成趋向多一些，在代谢链
后面，发育较迟的如GBC则趋向合成少一些，从而使各自催化的反应的产物增多或减少。
从酶和分子水平的调节深入进行探讨，不但有助于发酵DA@工艺水平的提高，而且

由于"#$固定反应是Q"@循环的"O羧酸的重要补充回路，深入了解其中酶反应的本质
对柠檬酸发酵、谷氨酸发酵以及天冬氨酸族的氨基酸发酵（包括天冬氨酸、赖氨酸、蛋氨

酸、高丝氨酸等）都会具有一定的促进作用。
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H<C2IE*CJ*= )2KE=>LE=> ;*EH<E<- H<*=>M2D-E
（9’/:7#$;2+$;<$)%*%7%/+=1*>8+?*+"+;(，:7#$;4’+7:#((’(）

4@ABCDEB：N<-OJBC8C+-=PJD*BEO8B26JE=B<-O*8-CQ<E><?RD*+EO*OE6（?SF）L.C62OBEC=CQ5)@
&/8;*""7)8L"T#R#9U7*8.-LC.B-6"N<-*OBEVEBE-8CQ9,E=6-=PJD-8B<*BO*B*+J8-B<-;A&QEW*BEC=
.-*OBEC=8<*V-X--=6-B-OB-6，7<EO<*.-LJ.2V*B-O*.XCWJ+*8-（Y;），L<C8L<C-=C+LJ.2V*B-O*.XCW+*8-
（Y5Y;），L<C8L<C-=C+LJ2.V*B-O*.XCWJ,E=*8-（Y;1）*=6D*+EO-=PJD-（S5）")EB<B<--WO-LBEC=CQ
S5，B<-+E=-*.OC..-+*BEC=7*8QC2=6X-B7--=*OBEVEBE-8CQB<.--O*.XCW+*8-8*=6B<-L.C62OBEC=.*B-CQ
?SF"N<-*OBEVEBJCQD*+*B-6-<J6.C>-=*8-（SZ0）7*8*BB<-+-V-+CQ&!@-WLC=-=BE*+<E><-.B<*=
B<*BCQB<-CB<-.*=*+J8-6-=PJD-8，7<E+-B<-*OBEVEBJCQ82OOE=*B-6-<J6.C>-=*8-（4Z0）7*8D2O<
+C7-.，*=6*8*6E8O.-L*=OJ，4Z07*8E=*LC8EBEV-OC..-+*BEC=BCB<-OC=B-=BCQ?SFE=Q-.D-=BE=>
8+2..J（.[("$&:&）"\BE88<C7=B<*BB<-*OO2D2+*B-6?SF*OB-6*8*=*OBEV*BC.CQ4Z0"N<.C2><
6J=*DEO8B26J，EBE8QC2=6B<*B，E=OC=B.*8B7EB<B<-8+C7*=6-V-=E=O.-*8-CQXECD*88，B<-OC=B-=B
CQOJBC8C+L.CB-E=（;Y）8<*.L+JQ+2OB2*B-6D*E=+J62-BCB<-O<*=>-8CQ*-.*BEC=OC=6EBEC=8"N<-6*B*
CQB<-+E=-*.OC..-+*BEC=OC-QQEOE-=B8（.）CQ*OBEVEBE-8CQOJBC8C+-=PJD-8BC;Y（Y;.[("$:%@，Y5Y;.
[("’%!!，Y;1.[("’@((，SZ0.[("@$&(，4Z0.[]("&(!%）-W<EXEB-6*=E==-.+*7CQL.CB-E=
8J=B<-8E8"5WL-.ED-=BCQE=O.-*8E=>B<-*DC2=BCQ8LC.-E=CO2+2D.-82+B-6E=E=O.-*8-CQ?SF*=6
6-O.-*8-CQ4F"FQB-.Q-.D-=BE=>#&(<E=*:?8BE..-6Q-.D-=BC.，7EB<@RQC+6CQC.E>E=*+8LC.-E=R
CO2+2D#(:̂!!>／?CQ?SF7*8*O<E-V-6，B<-CV-.*++L.C62OBEVEBJ7*8("!!@>／（?·<），B<-OC=R
V-.BE=>.*B-CQ>+2OC8-BC?SF7*8’!"9@_"N<E8.-82+B82LLC.B8B<--WE8BCQ*E==-.+*7CQL.CB-E=
8J=B<-8E8E=B<--*.+JL-.EC6CQ?SFQ-.D-=B*BEC=XJ5)&/8;*""7)8L"T#R#9U"
FGHIJCKA：?RD*+EO*OE6，?SFL.C62OBEC=Q.CDO*.XC<J6.*B-，5)&/8;*""7)8L"T#R#9U，

F=*+J8E8CQ;JBC8C+EO-=PJD-8

%(:

! Y.C‘-OB/.*=B-6XJ/2*=>6C=>Y.CVE=O-T*B2.*+4OE-=O-G2=6（/Z4G$&(@&$）

微 生 物 学 报 9(卷




