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Aspergillus flavus F52 菌株鉴定及不同碳源对曲酸产量的影响
魏少鹏，徐楠，姬志勤 *

西北农林科技大学植物保护学院，陕西 杨凌 712100

摘要:【目的】探明豇豆内生真菌 F52 的分类地位及不同碳源对曲酸产量的影响。【方法】采用形态观察及
ITS 序列分析对豇豆内生真菌 F52 进行分类鉴定;通过重结晶获得曲酸高纯度产物，采用核磁共振波谱、高
分辨质谱及红外光谱对其进行结构鉴定;采用高效液相色谱检测不同碳源对曲酸产量的影响。【结果】该曲
酸产生菌为黄曲霉 Aspergillus flavus F52;葡萄糖与蔗糖组成的复合碳源曲酸产量最高，乳糖的存在不利于曲
酸的生成;该菌株发酵液中曲酸含量可达 24. 44 g /L。【结论】Aspergillus flavus F52 是一株具有产业化开发
价值的曲酸高产菌株。
关键词:Aspergillus flavus F52，曲酸，碳源
中图分类号:Q939 文章编号:0001-6209(2014)10-1155-06

曲酸(Kojic acid)，化学名 5-羟基-2-羟甲基-1，
4-吡喃酮，是曲霉属和青霉属多种真菌好氧发酵产
生的弱酸性次级代谢物［1］。曲酸及其衍生物具有
抗细菌［2 － 5］、抗真菌［6 － 9］、抗病毒［10］、抑制酪氨酸
酶［11］，抗氧化［12］等多种生物活性。日本在 1998 年
已批准曲酸作为保鲜剂和增白剂用于食品及日用化
妆品［13］，此外，曲酸还是生产头孢类抗生素以及食
品增香剂麦芽酚的中间体［14］。随着研究的深入，曲
酸的应用范围仍在继续拓展。目前，微生物发酵仍
是工业化生产曲酸的唯一途径，因此，筛选曲酸高产
菌株在生产中具有重要的应用价值。

在筛选天然抗生素过程中，本课题组从豇豆
(Vigna unguiculata ) 中分离到一株真菌 (编号:
F52)。该菌株发酵液对革兰氏阳性细菌仅具微弱
的抑菌活性，但其次级代谢物不仅产量很大，且非常
容易结晶。课题组采用波谱学方法鉴定该成分为曲
酸，同时根据形态特征及 ITS 序列分析对其产生菌

的分类地位进行了系统研究，鉴定其属于黄曲霉，命
名为 Aspergillus flavus F52。本文研究了不同碳源对
曲酸产量的影响，证实 A． flavus F52 为曲酸高产菌
株，具有重要的应用价值。现将主要研究结果报道
如下。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:F52，2012 年 8 月自一株豇豆果实中
分离，由西北农林科技大学农药研究所保存。
1. 1. 2 基础培养基:平板培养基，马铃薯 200. 0 g、
葡萄糖 20. 0 g、琼脂 15. 0 g、蒸馏水 1000 mL，用于
F52 菌株平板培养;液体培养基，马铃薯 200. 0 g、蛋
白胨 0. 5 g、乙酸钠 1. 66 g、MgSO4 1. 02 g、葡萄糖
10. 0 g、蔗糖 10. 0 g、蒸馏水 1000 mL，用于 F52 菌株
摇瓶发酵。所有培养基在 121℃，1 × 105 Pa 下灭菌
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30 min 备用。
1. 1. 3 主要试剂及仪器:ZHWY-C2112F 恒温摇床，
上海智诚分析仪器制造有限公司;Bruker APEX Ⅱ
质谱仪和 Bruker DＲX400 核磁共振仪，德国布鲁克
公司;Nicolet FT-IＲ 750 红外光谱仪，美国尼高力公
司;Shimadzu LC-6AD 高效液相色谱仪，日本岛津公
司;WPＲ 熔点仪，上海精科公司; PCＲ 仪，Thermo
Fisher Scientific;电泳仪，北京市六一仪器厂。乙醇、
乙酸乙酯等试剂均为市售分析纯产品。
1. 2 菌株鉴定
1. 2. 1 形态学鉴定［15］:将 F52 菌株接种在 PDA 培
养基平板上，观察菌落形态，在光学显微镜下观察菌
株的菌丝顶囊和孢子形态。
1. 2. 2 ITS 序列分析鉴定［16］:用 E． Z． N． ATM

Fungal DNA Mini Kit(OMEGA 公司)试剂盒提取菌
株 F52 基因组 DNA，根据 ITS 设计特异扩增引物，上
游 引 物 为: ITS1-F: 5'-CTTGGTCATTTAGAGGAA
GTAA-3'，(22 bp，Tm = 44. 1℃ )，下游引物为 ITS4:
5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'，( 20 bp，Tm =
44. 6℃ )。将获得的 PCＲ 产物送华大基因测序鉴
定，测序结果在 GenBank 中做 Blast 比对分析，并采
用 MEGA5. 1 软件构建系统发育树。
1. 2. 3 PCＲ 反应体系:模板 DNA ( 2. 00 μL )，
Primer F ( 10 μmol /L，2. 50 μL )，Primer Ｒ
(10 μmol /L，2. 50 μL)，10 × Ex Taq Buffer (Mg2 +

free) ( 5. 00 μL )，dNTP mixture ( 10 mmol /L，
1. 00 μL)，TaKaＲa Ex Taq ( 5 U /μL，0. 25 μL )，
MgCl2(20 mmol /L，4. 00 μL)，ddH2O (32. 75 μL)。
1. 2. 4 PCＲ 程序设定为:95℃ 5 min，95℃ 1 min，
55℃ 0. 5 min，72℃ 0. 5 min，30 个循环，最后一个循
环结束后 72℃延伸 10 min，4℃保存。
1. 3 菌株发酵

菌株 F52 在 PDA 固体培养基活化后，接种于装
有 100 mL 基础发酵培养液的 250 mL 三角瓶中，置
于控温摇床上于 25℃、180 r /min 条件下发酵培养
6 d，过滤，得发酵液。
1. 4 化合物 XN-01 的分离及结构鉴定

取 5. 0 L 发酵液，用双层纱布过滤除去菌丝体，
滤液用等量乙酸乙酯萃取 3 次，减压浓缩回收溶剂，
将浓缩物溶于适量热水(约 80℃ )，趁热过滤后将滤
液至冰水中析晶，经反复重结晶后得无色针状固体
XN-01。采用高分辨质谱、核磁共振谱以及红外光

谱技术对其进行结构鉴定。
1. 5 碳源对曲酸产量的影响
1. 5. 1 单一碳源发酵曲酸产量比较:将基础发酵培
养基中的葡萄糖和蔗糖更换为单一碳源 (葡萄糖、

蔗糖、乳糖、L-阿拉伯糖、D-木糖、麦芽糖、D-半乳糖、
D-果糖)，摇瓶发酵 6 d，发酵液经 0. 45 μm 微孔滤
膜过滤，HPLC 法检测曲酸产量。
1. 5. 2 复合碳源发酵曲酸产量比较:由葡萄糖与其
他单糖或二糖以不同比例组成复合碳源，摇瓶发酵
后测定曲酸产量。
1. 5. 3 发酵时间对曲酸产量的影响:确定了最佳发
酵培养基后，通过摇瓶发酵，从第 4 d 开始每隔 24 h

取样检测，考察不同时间点曲酸产量的变化。

1. 5. 4 HPLC 检测条件:Hypersil ODS C18色谱柱
(4. 6 × 250 mm，5 μm)，流动相:甲醇 + 0. 1%乙酸 =
5 + 95(V /V)，流速 0. 8 mL /min，检测波长 260 nm。

2 结果和分析

2. 1 菌株鉴定

图 1． 菌株 F52 的形态观察
Figure 1． Morphology of strain F52． Growth in PDA (A)，mycelium

and sporangium ( × 100，B)，sporangium ( × 400，C)，conidium

( × 400，D)

2. 1. 1 形态学鉴定:菌株 F52 菌落初呈绒状，亮黄
绿色，比较平坦，后中心微隆，慢慢变为暗绿色，菌落
表面呈颗粒状，有放射性同心环形。光学显微镜下
观察菌株形态:菌丝无隔，顶囊呈椭圆形，顶囊表面
双层小梗，分生孢子呈光滑球形(图 1)。
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2. 1. 2 ITS 序列分析鉴定:将菌株 F52 的 ITS 序列
上传至 NCBI GenBank，获得登记号 KF574925，经
BLASIT 分析，选取了相似度高的 20 个序列通过

MEGA5. 1 软件进行系统发育树的构建［17］ (图 2)。
通过系统发育树判定该菌株为子囊菌门，丝孢菌纲，
丛梗孢目，丛梗孢科，曲霉属，黄曲霉。

图 2． 菌株 F52 ITS 基因序列构建的系统发育树
Figure 2． Phylogenetic tree of Aspergillus flavus based on ITS gene sequence of strain F52． F52 refers to the stain isolated． Numbers in parentheses

represent the sequences accession number in GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． Bar，0. 5%

sequence divergence．

2. 2 化合物结构鉴定
XN-01，白色或微白色结晶。熔点: 151. 2 －

152. 3℃，文献值:151. 5 － 152. 3℃ ; IＲ ( KBr) νmax

1077，1482，1600，1625，1700，2927，3200 cm － 1;高分
辨质谱(电喷雾，正离子模式)可观测到准分子离子
峰 m / z 143. 0342 (计算值 C6H7O4［M + H］+，
143. 0344)。1H NMＲ ( CD3OD，400 MHz): δ 4. 41
(2H，s，H-7)，6. 50 (1H，s，H-5)，7. 94 (1H，s，
H-2);13 C NMＲ (CD3OD，100 MHz): δ 59. 82 ( C-
7)，109. 39 (C-5)，139. 60 (C-2)，145. 98 (C-6)，
169. 01 (C-3)，175. 49 (C-4)。对比文献中的相关

理化数据，最终确定化合物 XN-01 为曲酸(图 3)。
2. 3 不同碳源对曲酸产量的影响
2. 3. 1 单一碳源对曲酸产量的影响:单一碳源对曲
酸产量的影响见表 1，由表 1 可以看出，基础发酵培
养基(葡萄糖 10 g /L + 蔗糖10 g /L)发酵产物中曲
酸产量为 3. 98 g /L，而添加单一碳源(10 g /L)后曲
酸产量均在 1. 0 g /L 以下，但不同碳源之间有明显
差异，添加葡萄糖的处理曲酸产量最高，添加麦芽糖
的处理曲酸产量较低，而添加乳糖的处理未检测到
曲酸。

表 1． 单一碳源对曲酸产量的影响
Table 1． Influence of carbon sources on the production of kojic acid ( g /L，Avg ± SD)

maltose D-xylose D-fructose glucose sucrose D-galactose L-arabinose lactose basal medium

0. 06 ± 0. 01 0. 37 ± 0. 01 0. 38 ± 0. 02 0. 74 ± 0. 01 0. 49 ± 0. 03 0. 27 ± 0. 01 0. 11 ± 0. 02 － 3. 98 ± 0. 11

2. 3. 2 复合碳源对曲酸产量的影响:以葡萄糖作为
基础碳源，分别与 D-木糖、D-果糖、蔗糖和乳糖组成
复合碳源，各复合碳源对曲酸产量的影响见表 2。
由表 2 可以看出，同等条件下葡萄糖和蔗糖组合的
曲酸产量均高于其他复合碳源的处理，而葡萄糖和
乳糖组成的复合碳源曲酸产量均明显低于其他处
理。

以不同比例葡萄糖与蔗糖组成复合碳源，考察

各处理曲酸产量的差异，其结果见表 3。从正交实
验结果可以看出，葡萄糖与蔗糖组合 3 (葡萄糖
20 g /L +蔗糖 30 g /L)和 6 (葡萄糖 20 g /L + 蔗糖
40 g /L) 中曲酸产量最高，分别为 14. 22 g /L 和
14. 24 g /L。因此，最终确定培养基为土豆 200 g /L、
蛋白胨 0. 5 g /L、乙酸钠 1. 66 g /L、MgSO4 1. 02 g /L、
葡萄糖 20 g /L、蔗糖 30 g /L。
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图 3． 化合物 XN-01 的高效液相色谱(A)、紫外光谱(B)和质谱图(C)
Figure 3． Spectra of HPLC (A)，UV (B) and ESI /MS (C) for compound XN-01．

表 2． 复合碳源对曲酸产量的影响
Table 2． Influence of complex carbon sources on the production of kojic acid ( g /L，Avg ± SD)

c /( carbon sources) /( g /L)
c /( glucose) /(5. 0 g /L) c /( glucose) /(10. 0 g /L)

D-fructose D-xylose lactose sucrose D-fructose D-xylose lactose sucrose
5. 0 0. 24 ± 0. 01 0. 30 ± 0. 02 0. 02 ± 0. 01 0. 42 ± 0. 01 1. 19 ± 0. 03 1. 45 ± 0. 04 0. 36 ± 0. 02 2. 86 ± 0. 05
10. 0 1. 85 ± 0. 03 2. 45 ± 0. 01 0. 07 ± 0. 01 2. 99 ± 0. 11 3. 28 ± 0. 05 3. 57 ± 0. 05 0. 54 ± 0. 01 3. 84 ± 0. 10
20. 0 6. 05 ± 0. 20 5. 61 ± 0. 15 0. 17 ± 0. 02 6. 68 ± 0. 18 8. 27 ± 0. 15 7. 47 ± 0. 25 0. 72 ± 0. 01 8. 86 ± 0. 33

2 . 3 . 3 发酵时间对曲酸产量的影响 :发酵时间
对曲酸产量的影响见表 4。由表 4 可以看出，从
4 d 至 12 d 曲酸产量呈上升趋势，从 12 d 至
15 d开 始 略 有 下 降，发 酵 12 d 达 最 高 含 量
24 . 44 g /L。

3 讨论

(1)通过对单一碳源发酵产物的液相色谱检测
结果进行分析，可以发现几种单糖或二糖对曲酸产
量的影响是非常大的，其中添加乳糖的处理中未检
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测到曲酸，而葡萄糖 + 乳糖组成的复合碳源与单一
葡萄糖处理的曲酸产量相近，均远低于其它复合碳
源的产量，说明乳糖作碳源不产曲酸。

(2)从文献中可以看到，产曲酸黄曲霉出发菌
株的发酵产量一般在 10 g /L 左右，经过菌种诱变后
最高可达 20 － 60 g /L［18 － 20］。Aspergillus flavus F52
菌株经过简单的碳源优化后曲酸产量即可达
24. 44 g /L，经过菌种诱变或发酵条件优化后，曲酸
产量仍有进一步提高的可能，这说明该菌株是一株
具有应用价值的高产菌株。

表 3． 葡萄糖和蔗糖浓度优化

Table 3． Optimization of different concentration of

glucose and sucrose

No．
c /( glucose)

( g /L)

c /( sucrose) /

( g /L)

c /( kojic acid)

( g /L，Avg ± SD)
1 10 30 13. 39 ± 0. 05
2 10 40 13. 45 ± 0. 18
3 10 50 12. 55 ± 0. 09
4 10 60 10. 95 ± 0. 23
5 20 30 14. 22 ± 0. 33
6 20 40 14. 24 ± 0. 07
7 20 50 12. 70 ± 0. 35
8 20 60 11. 68 ± 0. 20
9 30 30 13. 51 ± 0. 10
10 30 40 13. 20 ± 0. 25
11 30 50 11. 42 ± 0. 05
12 30 60 10. 88 ± 0. 20
13 40 30 11. 72 ± 0. 11
14 40 40 11. 27 ± 0. 15
15 40 50 10. 58 ± 0. 05
16 40 60 10. 10 ± 0. 35
Avg T1 (10，30) 10 (12. 59) 30 (13. 21)
Avg T2 (20，40) 20 (13. 21) 40 (13. 19)
Avg T3 (30，50) 30 (12. 25) 50 (12. 83)
Avg T4 (40，60) 40 (10. 92) 60 (10. 92)
range 0. 39 1. 55

表 4 不同发酵时间对曲酸含量的影响

Table 4 Influence of fermentation time on kojic acid production

t /d kojic acid ( g /L，Avg ± SD)
4 7. 81 ± 0. 13
5 10. 30 ± 0. 15
6 13. 99 ± 0. 11
7 17. 08 ± 0. 15
8 18. 80 ± 0. 17
9 19. 69 ± 0. 23
10 21. 06 ± 0. 14
11 22. 16 ± 0. 32
12 24. 44 ± 0. 25
13 23. 81 ± 0. 10
14 23. 04 ± 0. 17
15 23. 04 ± 0. 22
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Identification of a kojic-acid producing Aspergillus flavus F52
Shaopeng Wei，Nan Xu，Zhiqin Ji*

College of Plant Protection，Northwest A＆F University，Yangling 712100，Shaanxi Province，China

Abstract:［Objective］ We identified an endophytic fungus of Vigna unguiculata，as well as the influence of carbon

sources on the production of kojic acid by the isolated fungus． ［Methods］ This kojic acid producer was identified as

Aspergillus flavus F52 according to morphological characteristics and ITS region of rDNA． The metabolite of strain F52 was

obtained by recrystallization，and identified as kojic acid based on the spectral data of NMＲ，HＲ-ESI /MS and IＲ． The

fungus was cultivated in medium containing various carbon sources，and the production of kojic acid in the fermentation

broth was quantified by high performance liquid chromatography． ［Ｒesults］ The complex carbon source which was

composed of glucose and sucrose was preferential，whereas the presence of lactose was not beneficial to the production of

kojic acid． The content of kojic acid in the fermentation broth reached 24. 44 g /L． ［Conclusion］ Aspergillus flavus F52

might be a potent producer of kojic acid for commercial use．
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