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摘要! 柠檬酸是目前世界上需求量最大的有机酸!年产量达到
!$%

万吨!主要由黑曲霉进行深

层有氧发酵来生产# 强化葡萄糖的吸收是增强柠檬酸合成的重要策略# 对黑曲霉基因组中预测

到的葡萄糖转运蛋白进行进化树分析和多序列比对!鉴定到与
=<&'(!

亲缘关系较近的高亲和

力葡萄糖转运蛋白基因!其编码的蛋白质序列含
!!

个跨膜区!命名为
8'&'(!

# 在葡萄糖限制

性培养基上进行生长测定!发现
&'(!

转化子的菌落直径比
&)!*+!

增加了
*%,-!*%,

# 通过

在发酵后期添加
.% /01

葡萄糖! 发现
&'(!

的葡萄糖消耗速率比
&)!*+!

快
!" 2

# 最终
&'(!

转化子的柠檬酸产量比野生型菌株
&)!*+!

增加
!34$,

!发酵时间减少
5 2

!最大比产酸速率增

加了
")4*,

#

关键词! 高亲和力葡萄糖转运蛋白$

&'(!

$柠檬酸$黑曲霉
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柠檬酸 #

!"#$%#&

$ 是最具商业价值的有机酸之

一!年产量达到
'()

万吨%黑曲霉#

+",$%&'(()" *'&$%

&

是主要的柠檬酸生产菌 *'+

! 然而根据
,-.%$&/0

1%234&/

的模型! 柠檬酸生产强度还可以有
5

倍的

提高空间*6+

% 目前黑曲霉的代谢工程改造策略围绕

中心代谢通路和呼吸链展开 *7+

!表达糖酵解途径 *809+

和
:;,

循环*<0=+的关键酶以及交替氧化酶*>+均无法提

升柠檬酸产量!仅加强
$:;,

循环 *?)+对柠檬酸合成

有促进作用% 在柠檬酸工业生产中!原料为淀粉!淀

粉经过淀粉酶液化后过滤!得到清液和混液!通过

清液和混液进行勾兑得到种子和发酵培养基!此时

培养基中约一半的碳源为葡萄糖!一半碳源以多聚

葡萄糖的形式存在!而工业生产菌在发酵初期合成

大量糖化酶!将多聚葡萄糖分解为葡萄糖!因此!在

发酵前期培养基中碳源已经基本以葡萄糖的形式

存在!所以柠檬酸发酵对碳源的吸收实际上就是对

葡萄糖的吸收%

:@$$&2

的研究发现黑曲霉中存在两

类葡萄糖转运蛋白! 一为高亲和力葡萄糖转运蛋

白!

-

A

值约为
B<) !A@-CD

! 另一类为低亲和力的葡

萄糖转运蛋白!

-

A

值约为
7E<F AA@-GD

*''+

% 低亲和力

葡萄糖转运蛋白可以提供柠檬酸发酵足够的代谢

通量!但该系统仅在葡萄糖浓度高于
9) HGD

时起作

用*''+

%葡萄糖转运是柠檬酸发酵的第一步!调整葡萄

糖转运系统对柠檬酸发酵的影响值得研究% 目前黑

曲霉中已经鉴定到一个高亲和力葡萄糖转运蛋白

A2#,

*'6+

!该蛋白质在产酶黑曲霉
;IJ9?7E==

和产酸

原始菌株
,:;;?)?9

中存在!而在黑曲霉柠檬酸生

产菌株
K>?90?

中不存在! 因此!

K>?90?

中的高亲

和力葡萄糖转运蛋白需要进行鉴定%

在真菌中存在很多假定的葡萄糖转运蛋白!它

们归类于主要协同转运蛋白超家族'

A%L@$ M%!"-"#%#@$

24N&$M%A"-O

!

PQJ

&

*?7R?8+

!可以是单向转运蛋白或
K

S同

向转运蛋白! 有些可以转运多种底物% 酿酒酵母

#

./001/%2340$" 0$%$5'"'/$

& 的葡萄糖转运目前研究

得最透彻! 含有至少
6)

个转运蛋白参与葡萄糖的

转运*?9+

!一些转运蛋白具有信号转导功能*?<R?F+

% 在构

巢曲霉#

+6 *'7)(/*"

&基因组中预测到了
?F

个己糖

转运蛋白 *?=+

!白念珠菌#

8/*7'7/ /(9'0/*"

&基因组中

含有
6)

个假定的葡萄糖转运蛋白*?>+

%在真菌中存在

多种葡萄糖转运蛋白!说明特定条件下转运系统是

多个基因差异性表达的结果% 每一个转运蛋白有其

特定的底物(亲和力和转运能力!调整转运蛋白可

以使赋予菌体营养摄入的灵活性!使之适应多样的

营养环境)

黑曲霉
K>?9R?

基因组中预测到
6?

个葡萄糖

转运蛋白!其中
?

个低亲和力葡萄糖转运蛋白在整

个发酵过程中高表达!

9

个高亲和力葡萄糖转运蛋

白低表达'

TUV

号
TJUF8988

$* 本研究对一个假定

的葡萄糖转运蛋白的功能进行鉴定!最终通过过表

达转运蛋白提升了柠檬酸产量*

)*)

菌株和培养基

大肠杆菌
WK9"

用作载体构建的宿主菌* 黑曲

霉
K>?9R?

为江苏国信协联能源有限公司 '柠檬酸

产量居中国第三位$的柠檬酸生产菌株!作为出发

菌株*

大肠杆菌转化子利用含
?)) !HCAD

氨苄青霉

素的
DI

培养基进行筛选!黑曲霉转化子利用含
?9)

!HCAD

潮霉素的
PU

培养基 '

7X

麦芽提取物!

)E9X

蛋白胨$进行筛选* 柠檬酸发酵培养基为玉米清液

和玉米混液的混合物!含
?9X

总糖和
)E)=X

总氮*不

同葡萄糖浓度的发酵实验使用合成培养基 '

7 HGD

YK

8

YV

7

!

)E? HGD ZK

B

[V

8

!

? HGD PHJV

8

+

FK

B

V

!

)E)?9 HGD

;4JV

8

,

9K

B

V

!

)E))? <F HGD Q&;-

7

,

<K

B

V

!

)E))= HGD

\]JV

8

,

FK

B

V

和
7EF8 HGD ;%;-

B

&!葡萄糖浓度分别调

整为
7X

-

9X

(

=X

和
?)X

%葡萄糖限制性培养基中的葡

萄糖质量浓度则分别调整为
)E)9

(

)E? HGD

和
)E9 HGD

%

)*+

实验方法

)*+*)

表达载体的构建 共表达所用表达框包含

^N^

抗性基因表达框以及
+*KT:?

表达框% 载体

N_;W:

利用
-,* `

和
:/3 K`

进行酶切%

KT:?

基因

.

Y;I`

序列号
aPb))?c>>?<)dB

& 以
K>?9 R?

的

!WY,

为模板! 利用引物
HNeRKT:RQ

和
:$NRKT:R

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
9999

9

O;
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!

进性
!"#$%!

扩增! 序列两端含有
&' () )*%+"

同源序列! 利用
,-./01 231 451) %6731 895

进行同

源重组形成载体
):";

" 随后
):";

利用
!"# <

和

$%& <

进行酶切! 并与用相同限制性内切酶酶切的

);=;

连接!形成
);:";

!包含了
&

个表达框" 利用

引物
)>+?@

和
)>A?!

以
);:";

为模板!

=B!

扩

增得到共表达框"所用引物序列见表
C

"共表达框示

意图见图
C

"

表
!

引物序列

"#$%& ! '()*&( +&,-&./&+

图
! 01"!

双元表达框示意图

2)34 5 67(-/7-(& 89 01"5 $).#(: &;<(&++)8. /#++&77&

5=>=?

进化树分析 利用
B6DE5-6 F01G-

软件对

AHI

序列进行比对!利用
>J:IK

进行进化树分析L&'M

"

5=?=@

跨膜区域预测 利用在线软件
">;>>

41NO1N OP &P'

#

QQQPR(EPS5DPSTUE1NO9R1EU">;>>U

$!对

序列跨膜区域进行预测%

5=?=A

黑曲霉
;VCK?C

的转化 通过制备原生质体LWCM

!

利用
=J:

介导法进行转化L&&M

" 所有的转化子在抗性

培养基上经过
X

次单克隆培养进行纯化!纯化后的

菌株进行
Y=B!

鉴定"

5=?=B

黑曲霉
;VCZ?C

的柠檬酸摇瓶发酵 黑曲霉

种子培养&将黑曲霉孢子悬液以终浓度
[!C'

Z个
U0\

接种至种子培养基!在
XZ"

转速
WZ' NU093

培养
W[ ]

%

摇瓶发酵&将种子培养液以体积分数
C'^

接种

量接种至发酵培养基以
WZ' NU093

'

XZ "

培养至还原

糖耗尽!测定柠檬酸产量"

5=?=C ;=\B

检测有机酸 收集样品后 ! 利用

09N-R675]

过滤去除菌球!溶液在
[ "

经
CW ''' NU093

离心
C' 093

!取上清液经过相应稀释后!用
'PWW !0

滤膜过滤" 利用
_0931` ab?;

有机酸柱进行
;=\B

检测!流动相
Z 0076U\ ;

W

4F

[

!流速
'Pc 0\U093

!温

度
dZ "

!利用紫外检测器在
WC' 30

处进行检测"

5=?=D

总糖和还原糖的测定
AH4

法测定还原糖&

配制
'PW

'

'P[

'

'Pc

'

'Pa

'

CP' GU\

的葡萄糖溶液"分别取

葡萄糖溶液(或样品$

CP' 0\

!与
C 0\ AH4

混匀!沸

水浴加热
CZ 093

! 冰浴冷却后稀释定容至
C' 0\

!

测
FA

Z['

%

总糖的测定& 取
Z 0\

发酵液至
WZ 0\

三角瓶

中!加入
c 076U\ ;B6 Z 0\

!在沸水浴中加热
WZ 093

进行水解!冷却至室温% 将溶液转移到
Z' 0\

烧杯

中!调
);

至
bea

之间!定容至
C'' 0\

!过滤!适当

稀释后用
AH4

法测定还原糖%

还原糖的检测% 利用
X

!

Z?

二硝基水杨酸(

AH4

$

法检测还原糖含量%

未分解还原糖含量
f

总糖含量
?

还原糖含量%

5=?=E Y=B!

检测柠檬酸发酵过程
;:"C

基因的表

达 黑曲霉发酵
a ]

和
W[ ]

时快速取样 !用

09N-R675]

收集菌体! 并用无菌去离子水清洗并压

干!置于液氮中冻存% 用
!H1-E/ =6-35 >939 895

参照

说明书进行样品总
!H_

的抽提! 利用
"-T-N-

公司

=N9014RN9)5 !" !1-G135 895 Q95] GAH_ JN-E1N

进行

反转录!

Y=B!

所用引物见表
C

!引物
'

0

值为
ZZ "

!

产物长度为
CW'eCZ' ()

!内参为
-R593

% 误差线为
d

个生物学重复%

?=5

柠檬酸发酵过程中葡萄糖吸收速率的变化

对黑曲霉
;VCZ?C

柠檬酸发酵的总糖和还原糖

进行测定% 柠檬酸发酵前!原料淀粉经淀粉酶液化

后部分分解!初始还原糖质量浓度约为
V^

!未分解

多糖在发酵过程中由黑曲霉自分泌的糖化酶进一

步降解% 因此!发酵前期的还原糖质量浓度增加!为

避免糖化酶分泌不足造成培养基中的淀粉持续分

解!发酵后期的还原糖生成影响糖耗速率检测% 在

一组接种种子培养基的同时添加过量糖化酶(糖化

酶酶活为
WPZ GU

(

0\

)

093

$!添加量为
[' !\

$!另一

组则不添加糖化酶"

W

组均在
Cc ]

时还原糖含量达

最高值!添加糖化酶后培养基中的未分解多糖在
Cc

]

消化完全!未添加糖化酶的培养基则在
W[ ]

将未

引物 序列
gZ

*

!X

*

h

构建表达框的引物

G)S?;:"?@

B"":_:B_:_B_"B_BB::"_BB_":"":_"":

:B__B_"B"_B:

"N)?;:"?!

"__B:"""__:"::_"B::_"BB""_":B":":

:BB"BB":::_

)>A?@ ::BB_":___"BB__"B_"""B

)>A?! :_:":::B:B""_B_B_:"_

Y=B!

引物

;:"?@ B":_B:_":_::_B":""

;:"?! :___:B::_BB":___"B

_R593?@ B::__B""_""::B""::

_R593?! _B_:__B:_"_"":_::"_:_

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
!!!!

!

('
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分解多糖完全消化!图
!

"# 还原糖的消耗速率均在

发酵后期放缓$从
"# $

的
!%#& '()*$

逐步下降
+#, $

的
+-+. '*

!

)

%

$

"$ 至
++. $

糖消耗速率仅为
#-/0 '*

!

)

%

$

"$因此需解决糖耗速率放缓的问题# 由于黑曲

霉产酸阶段主要由低亲和力的葡萄糖转运蛋白承

担吸收葡萄糖$在发酵后期$随着葡萄糖浓度的减

少$将逐步过渡到高亲和力的葡萄糖转运蛋白接管

葡萄糖的吸收$因此有必要研究葡萄糖转运系统对

柠檬酸合成的影响#

图
!

柠檬酸发酵过程中还原糖# 未分解多糖质量浓度及柠

檬酸质量浓度

"#$% ! &'()*(+,-+#'( '. ,*/0)#($ 10$-,

!

0(/*$,-/*/ 10$-,

-(/ )#+,-+* +#+*, /0,#($ .*,2*(+-+#'(

!%!

葡萄糖转运蛋白的进化树分析#多序列比对及

跨膜预测

对黑曲霉
1&+02+

柠檬酸发酵过程中在转录水

平获得表达的糖转运蛋白采用进化树分析 !图
/

"$

参考序列为
345662789:

数据库所有高亲和力葡萄糖

转运蛋白#

3;1<=!

为酿酒酵母的高亲和力葡萄糖

转运蛋白 >!/?

$并没有鉴定到与之亲缘关系较近的蛋

白#

3;3@A/

为酿酒酵母的高亲和力葡萄糖转运蛋

白$同时是葡萄糖转运的负调节因子$在低葡萄糖

浓度下通过抑制
BC=+

参与诱导
1<=!

的表达 >+0?

$

DEF-F9GDH-I@5:5'J,-&,.

与之亲缘关系较近#

KH1C=+

为乳酸克鲁维酵母!

!"#$%&'()$*&+ ",-./+

"的高亲和

力葡萄糖转运蛋白$ 同时可以转运半乳糖 >!,?

$

DEF-

F9GDH-+-++,&

&

DEF-F9GDH-I@5:5'J#-+LL#

和
DEF-F9GDH-

I@5:5'J/-+#&"

与之亲缘关系较近' 进一步对这
,

条

序 列 进 行 比 对 $

DEF-F9GDH-+-++,&

&

DEF-F9GDH-

I@5:5'J#-+LL#

和
DEF-F9GDH-I@5:5'J/-+#&"

与
KH1C=+

的同源性分别为
,+-LM

&

,+%#M

和
,/%+M

!图
,

"# 随

后对
DEF%F9GDH%I@5:5'J#%+LL#

进行跨膜预测$ 发现

该蛋白含有
++

个跨膜区域$

N

端在细胞膜内$

O

端

预测在胞内!图
0

"$对其命名为
P@1C=+

#

图
3

葡萄糖转运蛋白序列的进化树分析

"#$% 3 4567'$*(*+#) -(-761#1 '. +5* 1*80*()*1 '. $70)'1*

+,-(19',+*,1 :6 ;*#$5:'0,<='#(#($

$

;>

%

2*+5'/

图
?

葡萄糖转运蛋白的多重序列比对分析

"#$% ? @07+#97* 1*80*()* -7#$(2*(+ '. $70)'1* +,-(19',+*,1

O:
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图
! "#$%$&'"(%)*+,+-./%0112

的跨膜预测

3+-% ! 456*7$"$856*" 9"(+:"7 +* "#$;$&'"(%)*+,+-.2%0112

<%=

黑曲霉
>?40

转化子的柠檬酸发酵

克隆黑曲霉自身的
!"#$

基因并构建表达框以

转化黑曲霉
!%$&'$

!得到
!"#$

转化子" 对转化子

进行柠檬酸发酵! 利用
()*+

检测
!"#$

基因的表

达 #图
,

$! 以
!%$&'$

发酵
- .

的
!"#$

表达量为

$

!

!%$&'$

中的
!"#$

基因始终弱表达%

!"#$

转化

子的基因在
- .

的相对表达量是
!%$&'$

的
//0&

倍 !

1/ .

的相对表达量则下降为
112/

倍 ! 证明

!"#$

基因在转化子中的表达! 同时由于
!"#$

的

启动子为
!"#$%

!说明
!"#&%

在柠檬酸发酵中启动

基因表达能力有所减弱& 发酵前期还原糖生成速度

放缓!意味着糖化酶的合成量有所降低!由于糖化

酶组成型表达!因此与菌体量相耦联!可能
!"#$

的

大量表达反而使菌体生长放缓! 从发酵
/3 .

开始!

!"#$

转化子的还原糖消耗快于
!%$&'$

!最终转化

子的柠檬酸产量为
$/&21 456

! 比
!%$&7$

增加了

$/289

!发酵时间缩短了
, .

#图
8

#

:

$$!最大比产酸

速率提升了
1%0&9

#图
8

#

;

$$& 由于发酵中后期!

!"#$

的表达量比较于菌体生长阶段减弱! 可能

!"#$

的表达量需要在合适的范围内才有利于菌体

利用碳源&

图
@ ABCD

检测
>?40

基因的表达

3+-; @ ABCD E&5 #65+E+:6,+&* &E >?40 -"*" "FG5"77+&*

进一步检测
!"#$

转化子在不同浓度碳源下的

柠檬酸发酵!如图
-

#

:

$所示!在复合培养基中!初始

葡萄糖浓度从
<9

逐步提升至
$39

!

!"#$

转化子的

柠檬酸产量始终比
!%$&7$

提高
,9

左右 ! 表明

!"#$

的表达有利于柠檬酸的合成& 利用合成培养

基! 在发酵
$13 .

碳源耗尽的情况下! 添加
<3 456

葡萄糖到培养基中!检测葡萄糖的消耗!由图
-

#

;

$

可知!

!"#$

转化子对葡萄糖的吸收快于
!%$&7$

!

转化子完全消耗葡萄糖花费了
1, .

! 而
!%$&7$

则

在
<- .

时依然可检测到微量的葡萄糖! 证明了

!"#$

的表达蛋白具有葡萄糖转运的功能! 在低浓

度碳源条件下促进了葡萄糖的吸收&同时!

!"#$

转

化子的柠檬酸产量始终高于
!%$&7$

! 表明促进葡

萄糖的转运可进一步促进
!%$&7$

合成柠檬酸&

图
1 >?40

转化子的柠檬酸发酵

3+-; 1 C+,56," E"5$"*,6,+&* &E >?40 ,56*7E&5$6*,7

(%



!"#"$!%& $!'(%)"

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -469: :;9<

2(- =>?@

!

AB ?5

"

!ACD5?B>4@ 4E 15DF4GA 'H?@GI4HBAH #JGBAKG E4H

"@L?@F>@C %>BH?BA MH4NDFB>4@ >@ !"#$%&'(()" *'&$%

图
!

不同条件下的柠檬酸发酵

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

3%4 5678

对黑曲霉在葡萄糖限制性培养基上生

长的影响

在平板上涂布稀释的黑曲霉孢子! 在
!" !

静

置培养
#" $

至长出单菌落!将单菌落接种于低浓度

碳源培养基上!

!" !

培养
" %

!测量菌落直径!检测

&'()

对黑曲霉生长的影响!由图
*

"

+

#可知!在各质

量浓度葡萄糖限制性培养基上 ,#-.

!

&'()

转化子的

菌落生长强于
&*)-/)

$转化子和
&*)-/)

的菌丝形

态没有明显差异!在
01- 234

葡萄糖质量浓度下形成

致密菌落!菌落直径较小!显微镜下显示菌丝为短

粗状!孢子囊较大%降低碳源质量浓度至
51) 234

导

致菌丝成发散的细丝状!并贴在培养基表面生长以

吸收贫瘠的碳源!孢子囊细小!但和菌丝一样分散

生长!使菌落直径比
51- 234

葡萄糖时更大$ 但进一

步降低葡萄糖质量浓度并没有扩大菌落!因为菌体

生长受碳源限制而更缓慢$由菌落直径比"图
*

"

6

&&

可知!

&'()

转化子在各质量浓度葡萄糖限制性培

养基上生长的菌落直径比
&*)-7)

增加约
-589

)-58

!说明
&'()

的组成型表达有利于菌体在低质

量浓度葡萄糖培养基上生长!意味着糖转运速度的

加快!证明
&'()

蛋白具有转运葡萄糖的功能$

本文作者对黑曲霉
&*)-7)

基因组中假定的葡

萄糖转运蛋白进行了研究!通过进化树分析'序列

比对分析! 获得与
:;&'()

亲缘关系较近的
<=>1

>?%<;1@ABCB2D51)EE5

序列! 经跨膜预测该蛋白含有

))

个跨膜区域!

F

端在细胞膜内!

G

端在胞内!将其

命名为
HA&'()

$ 在
&*)-7)

中组成型表达
&'()

基因!转化子的柠檬酸产量比对照增加了
)"1E8

!发

酵时间缩短了
I $

! 最大比产酸速率提升了
#*1-8

$

且在不同碳源浓度的培养基中!

&'()

转化子的柠

檬酸产量均高于
&*)-7)

! 表明增加葡萄糖吸收速

度有利于强化柠檬酸合成$ 葡萄糖补加实验表明

&'()

转化子完全消耗葡萄糖的时间比
&*)-7)

缩

短了
)# $

!证明了
&'()

蛋白具有转运葡萄糖的功

能$ 在限制性葡萄糖培养基上的生长实验! 发现

&'()

转化子的菌落直径比对照增加
-589)-58

!

进一步证明
&'()

具有转运葡萄糖的功能$ 本研究

提高了黑曲霉菌株生产柠檬酸的产量!对柠檬酸产

业具有积极意义!并且确定了新的高亲和力葡萄糖

转运蛋白的功能!丰富了对黑曲霉葡萄糖转运系统

的认识!为后续改造黑曲霉提供了依据$

结结结结结 语语语语语
7777

7

图
9

葡萄糖限制性培养基上菌落的生长

"#$% 9 6(.:'; .+ 2'()#-2 #- <#,#'*0 $</1.2* ,*0#)
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