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蓝光诱导促进黑曲霉产糖化酶的研究
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摘 要：考察了蓝光对黑曲霉产糖化酶的影响并采用扫描电镜观察蓝光下黑曲霉形态发育过程，结果表明，与黑暗

对照组相比，蓝光处理使菌丝粗壮，孢囊增大，分生孢子发育提前，黑曲霉糖化酶活力增加，孢子发育和产糖化酶的

进程有一定的对应性。黑曲霉在黑暗下生长至 ("D 时，经蓝光诱导糖化酶产量提高更为明显，提示了黑曲霉存在

一个对蓝光反应产生最适光感应的发育阶段，对于光调节黑曲霉产糖化酶来说，蓝光诱导的光强由弱到强，比持续

蓝光培养或采用较高光强诱导效果更好，表明黑曲霉产糖化酶存在一种光适应机制，能够感应和适应光强度变化，

调节其自身代谢。从抑制性扣除杂交实验和蓝光光强变化对差异基因表达的分析来看，糖化酶基因以及呼吸链中

部分氧化还原酶基因在蓝光诱导下表达皆有增强，蓝光信号转导影响了核基因编码的线粒体呼吸链相关酶基因表

达水平，交替氧化酶可能参与了蓝光信号途径，影响了黑曲霉产糖化酶和孢子发育。研究结果可为在现有水平上

应用蓝光调节提高糖化酶产量找到新的技术突破口和提供新思路。
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除了植物以外，光信号的感应现象还存在于很

多非光合作用的生物中，其中蓝光作为重要的环境

信号，能够调节包括真菌在内的很多生物的生长发

育、代谢、向光性和生理节律变化在内的很多生命活

动［& ) #］。虽然目前很多研究表明不少发育和生理过

程都受蓝光的影响，如调节其代谢、生长、有性和无

性发育、色素形成、向光性等［" ) 2］，然而真菌对光应

答的确切机制还有待于更进一步研究和阐明［*］，而

深入了解光信号在真菌生长发育过程中的作用对于

更好的开发利用真菌价值来说是又非常重要的，目

前国际上在光调节真菌发育和生理方面，研究较多

的主要是是须霉、脉孢菌和木霉，而对黑曲霉光反应

现象的研究还未见报道。

糖化酶，又称葡萄糖淀粉酶（G4H,.7;I47=0，:J
(B$B&B(），作为淀粉原料糖化的一种重要酶制剂广

泛应用于酿酒业、制糖业、医药等行业，具有优良的

节能 前 景，其 价 值 已 广 泛 被 人 们 认 识。黑 曲 霉

（!"#$%&’(()" *’&$%）既是糖化酶的重要生产菌，也是外

源基因在丝状真菌的重要表达系统，有着重要的生

产实践意义。因此，研究黑曲霉在蓝光下产糖化酶

和形态发育的关系，可为丝状真菌培养和工业化应

用中引入光这一参数提供必要的理论依据 K我们选

择了产糖化酶黑曲霉东酒 & 号为材料，研究蓝光作

用下黑曲霉产糖化酶规律和光反应机制，以探索在

现有水平上提高黑曲霉糖化酶产率的新途径，也为

光调控霉菌的生命周期、生长发育及其酶制剂的工

业化应用奠定理论基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 光源：!%L 蓝色荧光灯由广州灯泡厂生产，

将蓝色光源通过蓝色滤膜（ M ’(）（日本ケ ルデイ

ユヌ株式会社生产的截止型滤膜）而获得较纯的蓝

光（NO），蓝光最强波长为 !#%>;，半高宽为 #%>;，光

强调为 #%%（;.4;9$=9&，温度控制为（$2 P $）Q。

!"!"# 菌株和培养基：黑曲霉（ !"#$%&’(()" *’&$%）东

酒 & 号，由广东微生物研究所提供。采用查氏培养

基并加以改进，添加 &R可溶性淀粉，%B(R大豆粉，

&R葡萄糖和 %B&R酵母膏，ST"B%。

!"!"$ 主 要 试 剂 和 仪 器：逆 转 录 酶（FUV）为

W>X<-1.Y0> 产品；常用限制性内切酶、连接酶、SZJ9&29
39X0,-.1 为宝生物工程有限公司（大连）产品；+,-



!"# 聚合酶、$"%&’、(")*+,- 柱离心式质粒小量抽

提试剂盒、(")*+. 柱式 !"# 胶回收试剂盒为上海

生工生物技术有限公司产品。/0+,-- 型 &12 扩增

仪（/0 公司）；低温高速离心机（34456$789）；核酸蛋

白质测定仪（34456$789）；电泳系统（上海）；凝胶成像

系统（:);+2#!）；<<-- =5>?56@5 !5A5@A78 分析仪（美国

#:) 公司生产）；&BCDC4’+EF+G-- 电镜（荷兰）。

!"# 黑曲霉的培养与电镜形态观察

试管斜面菌种转接到新的试管斜面上，经培养，

待长出孢子，做成孢子悬浮液（稀释至 ,-H 个IJF）。

将 K.JF 上述高压灭菌后的液体培养基倒入培养皿

内，接入孢子悬浮液 ,JF，混和均匀后，黑暗下培养

后再在蓝光下培养（光强根据需要调节），每隔 HB 取

样，样品经前固定后用 4L<MN 磷酸盐缓冲液洗涤 G
次，质量分数 O P ,Q锇酸后固定 ,B，双蒸水洗涤 G
次，单宁酸 R 戌二醛双导电染色，双蒸水洗涤 G 次，

转入酒精梯度脱水，干燥，喷金膜，采用电镜扫描、

观察并摄影。

!"$ 糖化酶活力测定

取黑曲霉培养物于 NS，,----8IJC6 离心 .JC6 ，

取上清液用作测定胞外糖化酶活力，同时将菌丝收

集并立即液氮研磨，溶于 4L.MH 磷酸缓冲液后再次

离心，取上清液用作测定胞内糖化酶活力。糖化酶

活力测定参照 LTUT’BC$T 等［,-］的方法测定，以每小时

催化分解可溶性淀粉产生 ,JV 葡萄糖的量，定义为

一个酶活力单位（(IJF）。每克菌丝总酶活力为胞

外和胞内糖化酶活力总和。

!"% 生物量分析

参照文献［ ,, ］的方法进行操作。生物量（VIF）

P 菌丝细胞干燥后的重量 W ,---I所取发酵液体积

!"& 菌体的总 ’() 提取

以黑暗培养 GHB 菌丝为材料，蓝光处理不同时

间后的菌丝体为实验组，黑暗培养至同一时间段的

菌丝为对照组。液氮研磨后，按照总 2"# 提取试剂

盒 %2)X;F（Y):1;:2F）的 方 法 提 取 提 取 菌 丝 总

2"#，经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 及 分 光 光 度 计（KH-6JI
KZ-6J）进行定性定量检测后 [ <-S备用。

!"* 荧光定量 +,’ 分析

参照荧光定量 &12（\* 2%+&12）引物与探针设

计要求，设计糖化酶 Y,、巯基氧化酶、交替氧化酶基

因特意性较强的 @!"# 片段和 ,Z= 2"# 共 N 对引物

与 N 条 %T>/T6 荧光探针。分别提取对应时间段的

黑曲霉菌丝 J2"# 进行 2%+&12 反应，以调至同一

浓度样品 @!"# 片段为目的基因，克隆于 4(1,Z 载

体上，抽提质粒后定量，作为标准品。每个样品取逆

转录产物 @!"# .!F，分别进行对应引物及其相应探

针的 \* 2%+&12 反应，每组设一个既无 @!"# 又无

阳性标准品的阴性对照管。样品扩增的同时，将已

经进行梯度稀释的阳性标准品从 , W ,-, 至 , W ,-<

各取 .!F 作模板，进行与样本同条件的 \* 2%+&12，

电脑自动绘制标准曲线，以和 ,Z’2"# 拷贝数的相

对值为报告数据。

# 结果和分析

#"! 持续蓝光作用下黑曲霉产糖化酶和孢子发育

的时间关系

采用扫描电镜观察黑曲霉在蓝光和黑暗下菌丝

分生孢子发育的动态变化，由结果图 , 发现，在持续

黑暗中生长 GHB 的菌丝，顶端膨大，顶囊初步形成，

而持续蓝光作用下菌丝增粗，菌丝顶囊已形成并具

有密集的初生孢子梗，且分生孢子柄粗短，（图 ,+#，

!）；蓝光下培养 NZB 后形成的孢子穗成串排列，已

完全成熟，且孢子穗大而结实（图 ,+:，1），相比之下

持续黑暗培养形成的孢子穗较小，成熟慢，产孢率低

（图 ,+3，\），在接近 H-B 时孢子才完全成熟。表明蓝

光对黑曲霉的生长包括菌丝体粗细、孢子囊大小、顶

囊大小、产孢率等有一定的促进作用。

与孢子形态发育相对应的 H- B 时间段内，在持

续的蓝光（光强 .--（J7DJ[ K ’[ ,）下单位菌丝产糖化

酶活力始终高于黑暗对照组，以 NZB 较为明显（图 K+
:），虽然 NZB 前蓝光对黑曲霉的生物量有微弱的抑

制作用，但却促进孢子发育（图 K+#，:）和糖化酶产

量的提高，而此阶段菌丝正逐渐分化形成孢子（图

K+#）。而 NZB 开始，蓝光下孢子发育成熟（图 K+#），

生物量开始高于对照组（图 K+1）。进一步提示了蓝

光可能是通过调节黑曲霉分生孢子发育而导致糖化

酶产量的提高。

#"# 黑曲霉不同生长阶段对蓝光诱导的反应

:5887@TD+%CA7 等［,K］曾报道木霉的菌丝从分化到

孢子发育受光诱导，而这种光反应却受生长阶段的

限制，只有在培养 NZB 后，光诱导效应才明显。为了

考察黑曲霉在产糖化酶过程中是否存在这种光反应

期，分别取黑暗下培养不同时间段的黑曲霉进行光

培养后测定菌丝总糖化酶活力，结果图 G 表明，黑曲

霉糖化酶的产量随产孢而阶段性增加，其中以暗培

养至 GHB 的菌丝受蓝光作用较为明显，而此阶段的

菌丝顶端膨大，为分化成孢子囊作准备。
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图 ! 蓝光影响黑曲霉菌丝生长和分生孢子形成的扫描电镜观察（"### $ ）
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图 % 蓝光下黑曲霉产糖化酶和孢子发育的时间进程（蓝光光强为 &##!’()*’%·+!）

!"#$H @’4)-("0’. ’3 05-#/ ’3 ,’."1"- 1/C/+’)4/.5 -.1 #+2,’-4D+-0/ )(’12,5"’. ". ! "#$%& 2.1/( <+2/ +"#*5 -.1 1-(A./00$ I’5-+ #+2,’-4D+-0/ -,5"C"5D )/( #(-4
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%," 诱导光强度的变化对黑曲霉产糖化酶影响

为了考察黑曲霉对光强变化的感应，将黑曲霉

黑暗培养至 7=* 后再逐渐增加蓝光强度或置于同一

光强（K88!4’+L4
H·0）下处理不同时间，之后进行暗培

养至 %H*，以持续暗培养为对照，由结果图 > 可知，

一开始就处于高光强（K88!4’+L4
H·0）诱导，对黑曲霉

的糖化酶产量增势并不明显（图 >M6），只有在经过

一段时间适应后，酶活力才逐渐增加，处理 >* 后糖

化酶活力又渐渐下降。经光强从 %K8!4’+L4
H·0 逐渐

增至 KK8!4’+L4
H·0 的处理后（图 >MJ），糖化酶活力

明显增加，比黑暗对照组要高出 K8N左右，在处理

=* 后 才 呈 下 降 趋 势。 此 外，梯 度 增 加 光 强 至

K88!4’+L4
H·0 以上或高光强下长时间处理对于黑曲

霉产糖化酶并没有促进作用。提示了黑曲霉可能具

有光适应机制，能感应和适应光强的变化。

%,- 蓝光诱导基因的光应答分析

为了研究蓝光对黑曲霉调节作用的分子机理，

在前期工作中，已经采用了抑制性扣除杂交技术

（OOP）构建了蓝光诱导的黑曲霉消减 ,BQ6 文库，并

通过文库筛选和测序获得了包括糖化酶在内的 %%
个已知基因和 H 个功能未知基因。这些基因中除了

大部分核糖体和线粒体小核糖体亚基的部分序列

外，主要是糖化酶（’%）、巯基氧化酶（ ()*）和交替氧

化酶（+)*）基因片段。将暗培养至 7=* 的菌丝经不

同光强的蓝光诱导，以黑曲霉 %?O 核糖体基因设为

内置对照，荧光定量 R@S 分析上述基因的表达情况

所取的差异表达基因 ,BQ6 片段均受蓝光诱导，相

比于持续黑暗培养的对照组而言，上述基因表达均

=7T UPE V2.M,*/. %, +- $ L!.,+ /#.&)0#)-)$#.+ 1#"#.+（H88=）>=（K）



有增强（图 !，图 "）。

图 ! 持续光强的蓝光处理时间对黑曲霉部分差异基因表达的影响

#$%&! ’()*+,$, -. /-(,0)(0 1*23 *$%40 -( 5$..363(0$)* %3(3 63,7-(,3 0- /-(,0)(0 1*23 *$%40 $( ! & "#$%& /2*0263 8),

397-,35 0- 1*23 *$%40 -. !::!;-*<;
=·, .-6 5$..363(0 0$;3,& ’.036 *$%40 $(52/0$-( .-6 043 $(5$/)035 0$;3 7-$(0, ;+/3*$) 8363

4)6>3,035 )0 .-6 )()*+,$, -. %3(3 39763,,$-( 1+ 63)*?0$;3 @AB；（’）%*2/-);+*),3 CD %3(3,；（E）%3(3 -. ,2*.4+56+*

-9$5),3 %3(3；（A）%3(3 -. )*036()0$>3 -9$5),3；—!—1*23 *$%40，—"—5)6F /-(06-* &

图 " 黑曲霉不同生长阶段对蓝光的感应

#$%& G H3036;$()0$-( -. 043 /6$0$/)* 736$-5 .-6 ! & "#$%& *$%40

63,7-(,$>3(3,,& A2*0263, %6-8( 2(536 0-0)* 5)6F(3,, .-6 043 $(5$/)035

0$;3,（=I4，G"4，IJ4 63,73/0$>3*+）8363 397-,35 0- 1*23 *$%40 .-6

,21,3K23(0 D=4 -. $(/21)0$-( ), $(5$/)035& L43 0-0)* %*2/-);+*),3 )/0$>$0+

736 %6); -. ;+/3*$2; 8), 53036;$(35& E)6, $(5$/)03 MH&

在持续较高光强（!::!;-*<;
=·,）作用下，与黑暗

处理的对照组相比，在蓝光诱导初期，交替氧化酶基

因即开始表达，黑暗对照组在光诱导初期没有表达，

直到 "4 后才有表达（图 !?’）；糖化酶 CD 和巯基氧

化酶基因一开始的表达量呈下降之势，D4 后才开始

增强，在光诱导 =4 后表达又呈下降趋势（图 !?E，

A）。而在连续梯度增加蓝光光强处理的初始阶段，

与持续较高光强（!::!;-*<;
=·,）处理情况相似，交替

氧化酶基因的表达在初期即成增强之势，而黑暗对

照组在对应时间段内 ’() 基因未见有表达，提示了

交替氧化酶可能参与了蓝光信号途径（图 "?’）；CD

基因和 *() 基因在初期的表达也呈增强之势，且高

于持续高光强的处理组，=4 后才逐渐减弱，与糖化

酶活力变化一定的相对应性（图 "?E，A），这也进一

步提示了黑曲霉的光适应现象。

图 # 黑曲霉产糖化酶过程中对蓝光强度变化的感应
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" 讨论

光照会导致丝状真菌引起胁迫应答反应［DG］，能

调节真菌形态发育、改变三羧酸循环途径中一些酶

的活性和部分相关代谢产物的浓度［DI，D!］。本研究

的实验结果表明，在蓝光作用下，黑曲霉能够调节自

身的形态发育、生理生化和和有关基因的表达水平

来适应环境的变化。

相比于黑暗培养条件而言，持续蓝光作用下黑

曲霉产糖化酶高峰和分生孢子发育提前到来，且二
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图 ! 光强连续梯度增加的蓝光处理时间对部分差异基因表达的影响
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者有一定的对应性。我们前期的研究［:%］也表明，蓝

光作用提高黑曲霉细胞质膜的通透性，有效地促进

其同化过程和生物量的增加。在考察持续蓝光作用

下黑曲霉"B淀粉酶和总淀粉酶活力的变化过程还发

现，与黑暗处理的对照样相比，从 I?5 开始，蓝光下

黑曲霉"B淀粉酶和总淀粉酶活力却陡增至最高，和

该时间段内糖化酶活力的增势表现出高度的一致

性，而这一阶段正是蓝光下黑曲霉开始形成孢子的

阶段。提示了蓝光作用下，黑曲霉因为产孢提前需

要，促进同化作用而导致糖化酶活力增加，蓝光通过

刺激黑曲霉分生孢子发育而导致相应阶段包括糖化

酶在内的多种淀粉酶活力的迅速增加。

真菌的发育是一个感应细胞外部环境的多途径

的复杂过程，其中涉及到基因表达的时空调节，细胞

分化、细胞间信息交流等［:J，:?］，黑曲霉在黑暗下生

长至 K%5 时，经蓝光诱导糖化酶产量提高更为明显。

表明黑曲霉存在一个对蓝光反应产生最适光感应的

发育阶段，此时菌丝体在经过一定阶段的成熟后，受

蓝光作用而积累代谢产物，事实上抑制性扣除杂交

实验和部分基因表达分析的结果也说明交替氧化酶

参与了蓝光的光反应，推测呼吸链中电子传递（氧化

还原）途径因蓝光作用而发生改变。L(0/31 等［:M］曾

报道子囊菌属的粗糙链胞霉有一些基因是在产孢阶

段表达而受蓝光调控的。黑曲霉只有在菌丝顶端膨

大即将分化形成初生孢子梗时，才对蓝光作用较为

敏感，说明这一阶段菌丝中已表达出一系列与蓝光

信号调控有关的基因，参与蓝光信号途径并影响了

线粒体及其呼吸链产能相关酶的变化。对于光调节

黑曲霉产糖化酶来说，培养至 K%5 时间段的菌丝经

过光强由弱到强的蓝光诱导后，比持续蓝光培养或

采用较高光强诱导效果更好，蓝光调节过程中糖化

酶基因（F:）的 8EN& 水平变化也在一定程度上验

证了这一点。提示了黑曲霉能够感应和适应光强度

变化，调节其自身代谢，黑曲霉产糖化酶存在一种光

适应机制，同时，由此也提出了蓝光调节黑曲霉产糖

化酶的一种新的光诱导模式。

在植物和真菌生物细胞的线粒体中有两条互补

的呼吸链途径，分别以细胞色素氧化酶和交替氧化

酶作为电子传递的末端氧化酶［><］，通常情况下当细

胞色素呼吸链的电子传递受阻，交替氧化酶才参与

呼吸链电子传递末端氧化作用。需要指出的是，从

蓝光光强变化对交替氧化酶 8EN& 水平影响实验结

果来看，与蓝光作用于糖化酶基因表达不同，无论是

直接用较高光强还是梯度增加光强处理，交替氧化

酶（’()）8EN& 水平在 :5 内瞬时增加，而在黑暗条

件下同时间段未见表达，在孢子成熟阶段才逐渐表

达。F(1* 等［>: ］的研究也表明，正常生长条件下脉孢

菌中几乎没有 ’() 的 8EN&，但在氯霉素作用下（使

线粒体蛋白合成受阻）或无细胞色素氧化酶的突变

体中，脉孢菌中 ’() 却大量表达。由此推测蓝光作

用影响了黑曲霉呼吸链基因表达，线粒体和细胞核

之间存在一个蓝光信号转导机制，影响了核基因编

码的线粒体呼吸链相关酶基因表达水平，进而促进

黑曲霉产糖化酶和孢子发育。

利用蓝光能调节黑曲霉的形态发育和糖化酶的

产量，本研究结果可为应用蓝光调节提高糖化酶产

量提供新思路和作为理论研究的参考。而进一步深

入阐明黑曲霉在蓝光下的生命活动规律也将有助于

设计提高霉菌代谢产物的新途径。
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