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几种酶活抑制剂对红曲霉色素合成的影响

朱 雷，常慧萍，唐欣昀"，李坤阳，曹媛媛
（安徽农业大学生命科学学院 合肥 #1$$1&）

摘 要：红曲色素是天然安全的色素和防腐剂，根据代谢数据库选择了 &种代谢途径关键酶的抑制剂，在基本培养
基中考察这些抑制剂对红曲霉生长和合成色素的影响。甲羟戊酸合成途径的抑制剂邻氨基苯甲酸和 1，!6二羟苯
甲酸对红曲霉生长和色素生物合成都没有影响；莽草酸途径关键酶氨基苯甲酸合成酶的抑制剂三甲胺不抑制红曲

霉的生长和色素的合成。在不影响红曲霉生长的浓度范围内，聚酮途径中!6酮酯酰6)GH合成酶的专性抑制剂碘乙
酰胺（$I7<<C5JK）抑制红曲色素合成程度达 &!I"L，非专性抑制剂咪唑（0<<C5JK）抑制幅度达 &$L，聚酮途径硫酯酶
的抑制剂 #，!6二硝基氟苯（$I7<<C5JK）强烈抑制红曲霉合成色素的活性，抑制程度达 (0I7L。相关酶活抑制的试验
数据显示红曲霉可能经过聚酮途径合成红曲色素。
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红曲霉（NC>9,A*,）是重要的用于传统食品加工的微生
物［0 ’ 7］，在中国及东南亚地区已有上千年的历史；红曲霉的

发酵产物红曲是天然安全的色素和防腐剂，在酿酒、食品、食

用色素、中药等方面得到广泛应用。红曲色素是红曲霉的次

生代谢产物，由黄色及红色等多种色素组成，红曲色素稳定

性好，是具有防腐、保健、药用作用的主要成份［&］。目前国内

外的研究都集中在优化培养基提高色素产量、选育高产菌株

以及红曲霉产生的其它代谢产物等方面，虽然已经揭示了红

曲色素的化学结构［"］，属 )E9OF=5C>4类有机物，但尚没有关于

其生物合成代谢途径的研究［%，(］；由于不了解红曲色素合成

机理及生物合成代谢途径，因而也难以通过科学的手段进行

发酵代谢调控。

由红曲色素的化学结构推测其可能属于聚酮类化合

物［0$］，NCCP［00，0#］等用核磁共振和质谱相结合的方法证明红

曲霉色素之一 NC>9AC5=> .由 #个聚酮体链构成，通过对 G6

Q、G6$键形成的研究表明 NC>9AC5=> .合成与脂肪酸合成十

分相似；因此他们推测 NC>9AC5=> .是通过与脂肪酸合成途径

十分相似的聚酮体途径合成，这为代谢途径的研究提供了线

索。本研究将采用酶活抑制剂来探讨红曲色素的生物合成

途径，为红曲色素合成机理的研究和高产菌株的选育工作提

供参考。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：红曲霉菌株 N7$1!（!"#$%&’% $#($）从中国工业

微生物菌种保藏中心购得。

!"!"# 试剂和仪器：三甲胺、邻氨基苯甲酸、1，!6二羟苯甲

酸、碘乙酰胺、咪唑、#，!6二硝基氟苯均购自北京原平皓生物

技术公司合肥分公司。3R60%$$,OA紫外可见分光光度计（北

京普析通用仪器公司）测定 )* 值。液体振荡培养采用 QS6

#$0$.恒温摇瓶柜（太仓科教仪器厂）。

!"!"$ 培养基："麦芽汁琼脂斜面培养基：每升含葡萄糖

0$+，酵母膏 1+，麦芽浸膏 1+，蛋白胨 7+，琼脂 #$+，OQ&I!，

0$$TH9灭菌 #$<=>；#种子培养基：种子培养基成分与斜面培

养基相同，不加琼脂；7$$<K三角瓶分装 "7<K，0$$TH9 灭菌

#$<=>；$基本培养基：每升含葡萄糖 #$+，蛋白胨 7+，酵母膏

7+，.Q#HU! 0+，N+VU!·"Q#U $I7+，G9G5# $I0+，OQ&I!，#7$<K三

角瓶分装 &$<K，$I0<H9灭菌 #$<=>。

!"# 酶活抑制剂的选择
参考 .;HH W9-9X9,4和 2P4>Y9 W9-9X9,4［01，0!］的代谢途径选

择各类酶活抑制剂三甲胺、邻氨基苯甲酸、1，!6二羟苯甲酸、

碘乙酰胺、咪唑、#，!6二硝基氟苯。

!"$ 抑制色素合成方法
用 0$<K无菌水从麦芽汁琼脂斜面培养基上洗下红曲霉

孢子，每瓶种子培养基接种 7<K孢子悬浮液（孢子浓度镜检

为 0$& J<K），1$Z下 0!$PJ<=>回转摇床上避光培养 1Y；在每瓶

基本培养液中加入 1<K种子培养液，1$Z、0#$PJ<=>振荡避光

培养。用 1Y菌龄的菌液作为种子，按 0L的比例接种到新鲜

基本培养基中，无菌加入各种不同浓度的抑制剂，每种处理 1
次重复，1$Z、0#$PJ<=>振荡避光培养；定时取样测定抑制剂



对生长的影响。

!"# 结果测定

!"#"! 菌体干重的测定：取 !"#$充分振荡均匀的菌液，滤
纸过滤，%"&烘干 ’()，称重，每 !"#$菌液含干菌体重 *!，然
后换算成菌液中干菌重 *+ *! , !""（-.$）。

!"#"$ 培养液色价的测定：按参考文献［!/］测定计算，以总

!"值（!"(!" 0 !"/!"）表示红曲色素色价值。

!"#"% 数据处理：利用计算机对所有数据进行方差分析和
差异显著性检验。

$ 结果

$"! 甲羟戊酸合成途径的抑制剂对色素生物合成的影响
根据 1233 45657589和 :;9<=5 45657589［!>，!(］，邻氨基苯甲

酸和 >，(?二羟苯甲酸分别抑制甲羟戊酸途径的两个关键酶
———磷酸甲羟戊酸激酶和二磷酸甲羟戊酸脱羧酶———的活

性。邻氨基苯甲酸对红曲霉色素生物合成的影响见图 !，从
该图可以看出邻氨基苯甲酸对菌体的生长没有影响，只有当

浓度大于 !/##@A.$时对菌体的生长才有微弱的影响（ # B
"C"/），而对色素生物合成几乎没有影响。从图 ’可以看出 >
个浓度的 >，(?二羟苯甲酸对菌体生长和色素的合成均没有
显著的影响。结果表明红曲色素的合成途径不是由甲羟戊

酸途径合成。

图 ! 邻氨基苯甲酸对&’(%#菌株色素合成的影响
DE-F ! 2GG9H68 @G 5<6);5<EAEH 5HE= @< IE-#9<68 7E@8J<6)98E8 @G K/">(

86;5E<F

图 $ %，#)二羟苯甲酸对&’(%#菌株色素合成的影响
DE-F’ 2GG9H68 @G >，(?=E)J=;@LJ79<M@EH 5HE= @< IE-#9<68 7E@8J<6)98E8 @G

K/">( 86;5E<F

$"$ 三甲胺对色素生物合成的影响
三甲胺是莽草酸途径的关键酶氨基苯甲酸合成酶的抑

制剂。不同浓度三甲胺对菌体生长和色素的合成均没有显

著的影响（图 >），因此证明红曲色素不是由莽草酸途径合成。

图 % 三甲胺对&’(%#菌株色素合成的影响
DE-F > 2GG9H68 @G 6;E#96)JA5#E<9 @< IE-#9<68 7E@8J<6)98E8 @G K/">(

86;5E<F

$"% 碘乙酰胺对色素生物合成的影响
从图 (可以看出，碘乙酰胺对菌体的生长几乎没有影

响，而 "C!##@A.$的碘乙酰胺对色素的合成即表现出明显的
抑制效果，"C/##@A.$浓度的抑制程度达到 N(COP，!##@A.$
的碘乙酰胺完全抑制了红曲色素的合成。碘乙酰胺是聚酮

合成途径中!?酮酯酰?QR3合成酶的专一性抑制剂。

图 # 碘乙酰胺对&’(%#菌株色素合成的影响
DE-F ( 2GG9H68 @G E@=@5H965#E=9 @< IE-#9<68 7E@8J<6)98E8 @G K/">(

86;5E<F

图 ’ 咪唑对&’(%#菌株色素合成的影响
DE-F / S<GAT9<H9 @G E#E=5M@A9 @< IE-#9<68 7E@8J<6)98E8 @G K/">( 86;5E<F

$"# 咪唑对色素生物合成的影响
咪唑对红曲霉生长和色素的影响见图 /，从图中可以看

出，当咪唑浓度小于 !##@A.$时，红曲霉菌的菌体生长不受
影响，而咪唑浓度大于 !##@A.$时，菌体生长开始受到抑制；
浓度进一步升高才开始抑制菌体生长，’C/##@A.$时菌体基
本上不再生长。当咪唑浓度达到 !##@A.$时，色素产量就受
到强烈抑制（ # B "C"!），仅为对照的 ("P左右（N=）；浓度进一
步升高，色素的合成几乎完全受到抑制。由于咪唑浓度为

!##@A.$时菌体生长未受到抑制，而色素的合成已受到显著
抑制，可以认为咪唑对色素合成的抑制作用并非是由于抑制

菌体生长而产生的结果，而是对!?酮酯酰?QR3合成酶活性

O"O朱 雷等：几种酶活抑制剂对红曲霉色素合成的影响 F .微生物学报（’""O）(O（(）



抑制作用导致的。

!"# 二硝基氟苯对色素合成的影响
!，"#二硝基氟苯的阻断抑制实验结果如图 $所示，数据

表明浓度大于 !%%&’()的 !，"#二硝基氟苯才对菌体生长开始
出现抑制效应。而当二硝基氟苯浓度为 *+,%%&’()时，红曲
色素产量已经只有对照的 ,-.，红曲色素的合成已经受到显
著抑制；当二硝基氟苯浓度为 -+*%%&’()时，细胞量只受到轻
微影响，而红曲色素产量只有对照的 /+,.；这些数据说明 !，
"#二硝基氟苯是红曲色素合成的抑制剂。!，"#二硝基氟苯能
强烈抑制聚酮类抗生素合成过程中具有重要作用的硫酯酶

的活性［-$］，本组试验结果说明红曲色素的合成可能与聚酮途

径有关。

图 $ !，%&二硝基氟苯对’#()%菌株色素合成的影响
0123$ 456’78598 &6 !，"#:151;<&6’7&<&=85>858 &5 ?12%85;@ =1&@A5;B8@1@ &6

C,*D" @;<E153
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甲羟戊酸途径是合成萜类抗生素和许多次级代谢产物

的主要途径［-D，-"］，与聚酮途径具有很多相似之处；磷酸甲羟

戊酸激酶和二磷酸甲羟戊酸脱羧酶是该途径 !个关键酶，邻
氨基苯甲酸和 D，"#二羟苯甲酸分别抑制这 !种酶的酶活；本
实验数据显示邻氨基苯甲酸和 D，"#二羟苯甲酸对红曲霉色
素的合成没有抑制作用。莽草酸途径关键酶氨基苯甲酸合

成酶的抑制剂三甲胺对红曲霉色素的合成也没有抑制作用。

聚酮合成途径中!#酮酯酰#FGH合成酶专一性抑制剂碘乙酰
胺和非专一性抑制剂咪唑都对对红曲霉色素的生物合成具

有强烈的抑制作用。类似地聚酮合成途径中硫酯酶的抑制

剂 !，"#二硝基氟苯也能强烈抑制红曲霉色素的合成。这些
实验数据都从不同的角度显示在红曲霉中是经过聚酮途径

合成色素。

要详细阐明研究一个代谢途径可以采用补加前体法［-I］、

放射性同位素示踪法［-/］、代谢突变株分析法［-J］、KLF重组技
术［!*，!-］、酶抑制剂法［!!，!D］等技术。C&&<和 M&@B1>ENE等［--，-!］

用核磁共振和质谱结合的方法证明红曲霉色素由 !个聚酮
体链构成，从物质结构的角度推测红曲霉色素是经过聚酮途

径合成；本研究小组已经采用添加前体的方法研究发现能分

解为琥珀酰 G&F的缬氨酸、异亮氨酸、蛋氨酸、谷氨酸以及乙
酸、丙酸等具有前体的作用，能够刺激红曲霉色素的合成［!"］，

本文从相关酶活抑制的角度也获得相同的结论。研究一个

代谢途径需要先易后难、采用不同的方法进行交互验

证［!,，!$］；在基本确定了红曲霉素的合成途径后可以筛选色素

合成突变株，采用分子生物学技术进一步研究红曲色素的合

成机理，从代谢工程角度选育高产菌株，提高红曲色素产量。
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答 作 者 问

问：在学术会议上发表过的论文能否在《微生物学报》上发表？

答：这要分两种情况。（"）如果论文集属于正式出版物，有正式书号或刊号，则不能再在本刊发表；（!）如果不是正式出版物，则
属于交流材料，论文可以投稿本刊。
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