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精氨酸等物质对紫色红曲菌产 Monacolin K 及
红曲色素的影响
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摘摇 要: 基于前期的非靶向代谢组学研究结果,在红曲菌发酵液原有营养成分的基础上添加精氨

酸、L鄄苹果酸、D鄄葡萄糖、烟酰胺、琢鄄酮戊二酸、苯丙氨酸、赖氨酸、焦磷酸硫胺素、黄素单核苷酸、
L鄄乳酸等差异代谢物,对发酵第 8 天和第 15 天的红曲色素以及 Monacolin K 的产量进行了分析。
结果表明:精氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸以及黄素单核苷酸的添加对 Monacolin K 产量的提高效果较

好,推测氨基酸类物质的添加对 Monacolin K 产量有促进效果;其中精氨酸添加后效果最为显著,
Monacolin K 产量约为对照组的 2郾 2 ~ 3郾 7 倍。 不同含量的烟酰胺对 Monacolin K 有不同的影响,低
含量具有促进作用;而高含量则表现为抑制作用。 赖氨酸、苯丙氨酸以及黄素单核苷酸对红曲色素

提升效果较好,其中黄素单核苷酸可使红曲色素产量约提高至对照组的 1郾 5 ~ 3郾 0 倍。
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摇 摇 红曲历史悠久,盛产于福建,最为著名的是古田

红曲,常应用于黄酒酿造、食品发酵以及色素生产等

领域[1 - 2]。 红曲菌发酵可产生多种次级代谢产物,
如 Monacolin K[3]、红曲色素[4]、酌鄄氨基丁酸[5] 以及

真菌毒素桔霉素[6]等,红曲色素是红曲菌在次级代

谢过程中产生的一种由多种聚酮化合物组成的混合

物[7]。 天然红曲色素具有抗菌、抗氧化等生物活

性,具有广泛的应用前景。
Monacolin K 也是一种有益的次级代谢产物,

是具有生理活性的聚酮类物质,1979 年日本远藤

章教授在红色红曲菌(Monascus ruber)发酵液中首

次发现,并发现其可以减少胆固醇合成[8] 。 但由

于 Monacolin K 产量较低,极大限制了红曲菌的应

用。 目前提高 Monacolin K 产量的方法主要有 2
种:一是通过优化发酵条件或者改进培养基组

分[3] ;二是通过基因工程手段,如基因敲除及过表

达等方法[9 - 10] 。
实验前期以野生型菌株 M1 为实验菌株,通过

在培养基中添加谷氨酸,发现 Monacolin K 产量提高

了 3郾 5 倍[11]。 利用 HPLC-MS 检测代谢物,进行非
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靶向代谢组学分析,发现添加和未添加谷氨酸的 2
组发酵液样本中共检测到上千种差异代谢物,根据

筛选标准(FC >2、P < 0郾 05、VIP > 1),最终筛选到可

能与次级代谢产物 Monacolin K 的合成有关的 10 种

物质,分别是精氨酸、L鄄苹果酸、D鄄葡萄糖、烟酰胺、
琢鄄酮戊二酸、苯丙氨酸、赖氨酸、焦磷酸硫胺素、黄素

单核苷酸、L鄄乳酸。 因此基于前期研究工作,选择这

10 种物质进行发酵实验,检测其对紫色红曲菌中

Monacolin K 和红曲色素产量的影响。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

紫色红曲菌(Monascus purpureus)M1,北京工商

大学实验室保存。 PDA、葡萄糖、豆粕粉、甘油、蛋白

胨、KH2PO4、NaNO3、MgSO4·7H2O、ZnSO4·7H2O,北
京半夏科技发展有限公司;色谱级甲醇、无水乙醇、
独立滤器、0郾 45 滋m 滤器,北京奥博星生物技术责任

有限公司;Monacolin K (纯度逸98% ),美国 Sigma
公司。
1郾 2摇 仪器与设备

20A 型高效液相色谱仪、SPD-M20A 型紫外检

测器、UV-2450 型紫外可见分光光度计,日本岛津

公司;LDZX -75KBS 型立式压力蒸汽灭菌器,上海

申安医疗器械厂;M-pact AX124 型分析天平,上海

欢奥科技公司;超净工作台,北京东联哈尔仪器制造

有限公司;SU8010 型扫描电子显微镜,日本日立

公司。
1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1摇 培养基配制

PDA 培养基(g / L) [12]: PDA 37、琼脂 5。
种子培养基(g / L):葡萄糖 30、大豆粉 15、蛋白

胨 10、甘油 70、KH2PO4 2、NaNO3 2、MgSO4·7H2O 1。
原始发酵培养基(g / L):甘油 90、大米粉 20、蛋

白胨 10、KH2 PO4 2郾 5、NaNO3 5、MgSO4·7H2 O 1、
ZnSO4·7H2O 2。

实验组发酵培养基[13]:在原始发酵培养基营养

成分基础上分别添加精氨酸 (质量分数 0郾 4% 、
0郾 5% 、0郾 6% )、L鄄苹果酸(质量分数 0郾 1% 、0郾 2% 、
0郾 3% )、D鄄葡萄糖(质量浓度 10、20、30 g / L)、烟酰

胺[14] (质量分数 0郾 5% 、1郾 0% 、1郾 5% )、琢鄄酮戊二

酸[15] (质量分数 0郾 5% 、1郾 0% 、1郾 5% )、苯丙氨酸

(质量浓度 1、 2、 3 g / L)、 赖氨酸[16] (质量分数

0郾 1% 、0郾 2% 、0郾 3% )、焦磷酸硫胺素 (质量分数

0郾 2% 、0郾 3% 、0郾 4% )、黄素单核苷酸 (质量分数

0郾 4% 、0郾 5% 、0郾 6% )和 L鄄乳酸(质量分数 0郾 1% 、
0郾 2% 、0郾 3% )。
1郾 3郾 2摇 菌种培养

将 M1 菌株在 PDA 培养基上 30 益培养 3 d,活
化 2 代,用接种环从培养基上刮取 1 环菌液到种子

培养基中,30 益、200 r / min 培养 2 d。 M1 菌株在种

子液中培养 24 h,颜色变为浅粉色后,将种子液按

10%的接种量分别接到原始发酵培养基(对照组)、
精氨酸-发酵培养基、L鄄苹果酸-发酵培养基等 10 种

实验组发酵培养基中。 30 益、150 r / min 培养 48 h,
25 益、150 r / min 培养 12 d。 检测各培养基中 Mona鄄
colin K 及红曲色素产量,进而确定最佳添加物。
1郾 3郾 3摇 色谱条件

色 谱 柱 为 Inertsil ODS - 3 C18 (150 mm 伊
4郾 6 mm 伊5 滋m);流动相为 0郾 1% 磷酸水溶液、甲醇

(体积比 1颐 3),流速 1 mL / min;检测器为紫外检测器,
检测波长 237 nm,检测温度 30 益,进样量 10 滋L。
1郾 3郾 4摇 Monacolin K 产量测定

发酵液的预处理:取对照组和实验组发酵液各

5 mL,加入 15 mL 体积分数 75% 的甲醇,超声萃取

30 min,静置过夜,取上清液经 0郾 45 滋m 的有机滤膜

过滤,参考王兰[17] 方法检测滤液中 Monacolin K 含

量。 将 Monacolin K 标准品分别稀释成 5、20、50、
80、100、150、200 mg / L 标准溶液,然后经 HPLC 检测

后得到标准曲线和回归曲线方程,计算样品中

Monacolin K含量。
1郾 3郾 5摇 色价的测定

取发酵液 5 mL,加入 15 mL 体积分数 70%的乙

醇溶液,于恒温水浴锅 60 益浸提 1 h,静置。 用分光

光度计测定 410、448、505 nm 处吸光度[18]。 根据式

(1)计算色价(U / mL)。
红曲色素色价 = OD505 / 448 / 410 伊稀释倍数。 (1)

1郾 4摇 数据处理

利用 Origin 软件对数据进行处理,每组样品进

行 3 次平行实验,取平均值。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 Monacolin K 产量分析

2郾 1郾 1摇 标准曲线绘制

根据标准曲线得到回归曲线方程,计算样品中
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Monacolin K 含量。 其中横坐标( x)为质量浓度,纵
坐标(y)为峰面积,R 为相关系数,得到的回归方程

为y = 32 821x - 57 678, R2 = 0郾 998。 图 1 显示

Monacolin K 标准品的出峰时间在 22郾 9 min 左右。

图 1摇 Monacolin K HPLC 分析

Fig. 1摇 HPLC analysis of Monacolin K

2郾 1郾 2摇 Monacolin K 产量测定结果

添加不同物质发酵后 Monacolin K 产量变化如

图 2。 精氨酸、烟酰胺、苯丙氨酸、赖氨酸以及黄素

单核苷酸的添加对 Monacolin K 产量提高的效果较

好。 分别添加质量分数为 0郾 4% 、0郾 5% 和 0郾 6% 的

**表示实验组与对照组差异极显著(P < 0郾 01),*表示差异显著(P < 0郾 05)。

图 2摇 不同培养基对 Monacolin K 产量的影响

Fig. 2摇 Effects of different medium on yield of Monacolin K

精氨酸时,第 8 天 Monacolin K 产量分别提高至对照

组的 2郾 66、2郾 86 和 3郾 65 倍,达到了 193郾 1、207郾 6、
265郾 1 mg / L;而第 15 天的 Monacolin K 产量分别提

高至 2郾 72、2郾 24 和 2郾 89 倍,达到了 428郾 0、351郾 9、
455郾 3 mg / L。 当苯丙氨酸添加量为 2 g / L 时,第 15
天的 Monacolin K 产量与对照组相比提高至 1郾 39
倍;而添加质量分数为 0郾 3% 的赖氨酸时,Monacolin

K 产量提高至 1郾 37 倍,推测发酵液中添加有机氮源

的效果比无机氮源好。 柴诗缘等[18] 在红曲菌中添

加山药粉、谷氨酸等 10 种物质,发现添加谷氨酸后

可极显著提高 Monacolin K 的产量,提高了 5郾 60 倍,
也说明了氨基酸类物质的添加有助于 Monacolin K
的产生。 当烟酰胺添加质量分数为 0郾 5%时,其 Mo鄄
nacolin K 产量在第 15 天提高到 324郾 0 mg / L,相比

于原始培养基提高至 2郾 06 倍。 但是烟酰胺添加量

增加后,反而对 Monacolin K 有抑制作用。 黄素单核

苷酸添加质量分数为 0郾 4%时,第 15 天的 Monacolin
K 提高至 1郾 76 倍。 添加不同量的 L鄄苹果酸、D鄄葡萄

糖、焦磷酸硫胺素以及 L鄄乳酸时,结果与对照组没

89 食品科学技术学报摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 2021 年 1 月



有明显差异。 琢鄄酮戊二酸的添加反而降低了 Mona鄄
colin K 产量,对 Monacolin K 合成有抑制作用,推测

琢鄄酮戊二酸的积累抑制了乙酰辅酶 A 的合成,进而

抑制了 Monacolin K 的产生。
三羧酸循环(TCA 循环)是由一系列酶促反应

组成的循环反应体系,由乙酰辅酶 A 与草酰乙酸

的缩合反应作为起始反应[19] 。 由于乙酰辅酶 A
作为 TCA 循环与 Monacolin K 合成的共同关键物

质,推测 TCA 循环与 Monacolin K 的调控途径在很

大程度上互相影响。 而 L鄄苹果酸、琢鄄酮戊二酸参

与三羧酸循环,因此通过这 2 种物质添加可以判

断 L鄄苹果酸、琢鄄酮戊二酸对 Monacolin K 的影响。
同时焦磷酸硫胺素是 琢鄄酮戊二酸氧化脱羧酶系的

辅酶,也参与 TCA 循环,因此通过焦磷酸硫胺素的

添加,可探究焦磷酸硫胺素对 Monacolin K 的影

响。 红曲液态发酵需要碳源和氮源,D鄄葡萄糖是

有机碳源,而添加的精氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸等

氨基酸类可以作为有机氮源促进红曲菌的生长代

谢及次级代谢产物的生成。 烟酰胺是 NADH 和

NADPH 合成的前体物质,在临床上也应用于高血

压患者的治疗。 黄素单核苷酸是氧化还原酶的辅

基,能够参与糖、脂肪、蛋白质的代谢。 L鄄乳酸则可

以在乳酸脱氧酶的作用下,转变为丙酮酸进而被

氧化生成 Monacolin K 合成前体物质-乙酰辅酶 A。

**表示实验组与对照组差异极显著(P < 0郾 01),*表示差异显著(P < 0郾 05)。

图 3摇 不同培养基对红曲红色素色价的影响

Fig. 3摇 Effects of different medium on color value of red pigment

与红曲菌固态发酵相比,液态发酵生产 Mona鄄
colin K 更适用于大批量生产,也更节约成本和空

间,但是红曲菌产生的 Monacolin K 产量较低,一些

学者从发酵液营养成分的角度来提高 Monacolin K
产量。 赵薇等[20] 在丛毛红曲菌液态发酵中通过添

加不同来源的碳源来探讨对 Monacolin K 产量的影

响,研究发现:添加生物柴油粗甘油和脂肪醇粗甘

油,Monacolin K 产量较对照组提高 10郾 6 倍。 刘丽

等[21]在红曲菌发酵液中添加 800 滋mol / L 水杨酸和

150 滋mol / L 茉莉酸甲酯后,发现 Monacolin K 分别

增加了 66郾 0%和 64郾 5% 。 邱源等[22] 在培养基中添

加 Zn2 + ,发现对 Monacolin K 产量提高效果最为显

著。 黄勋等[23]采用发芽大豆并 2 种红曲菌共发酵,
在发酵第 3 天加入酿酒酵母破壁液,对 Monacolin K
产量提高效果较好。 他们分别是通过添加营养因

子、信号分子以及加速细胞壁破裂等方式促进 Mo鄄
nacolin K 的产生。 而本研究是通过非靶向代谢组

学分析后,推测 Monacolin K 合成通路中可能的相关

物质会对 Monacolin K 合成有一定影响,进而去验证

这些物质对 Monacolin K 等次级代谢产物产量的

影响。
2郾 2摇 红曲色素色价分析

2郾 2郾 1摇 红色素检测结果

赖氨酸以及黄素单核苷酸的添加对红曲红色素

合成具有促进作用,见图 3。 添加质量分数为 0郾 2%
和 0郾 3%的赖氨酸在发酵第 8 天可使红色素产量提

高至 2 倍以上,第 15 天的产量分别提高为对照组的

1郾 36 倍和 1郾 33 倍;添加黄素单核苷酸后,第 15 天

的红色素产量分别提高至对照组的 1郾 84、1郾 54、
1郾 71 倍,达到了 35郾 60、29郾 80、33郾 03 U / mL。 当精氨
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酸添加量为 0郾 4%时,第 15 天其红色素相对于对照

组提高至 1郾 27 倍。 L鄄苹果酸、D鄄葡萄糖、苯丙氨酸、
焦磷酸硫胺素和 L鄄乳酸的添加对红色素无明显促

进作用。 而添加烟酰胺和 琢鄄酮戊二酸后对红色素

合成具有抑制作用。
2郾 2郾 2摇 橙色素检测结果

赖氨酸、苯丙氨酸以及黄素单核苷酸的添加对

橙色素合成具有促进作用,见图 4。 其中黄素单核

苷酸的效果最好,在红曲菌发酵液中添加后,发酵第

15 天橙色素产量分别提高至对照组的 2郾 98、2郾 51
和 2郾 72 倍,达到了 42郾 84、36郾 09、39郾 24 U / mL。 赖

氨酸的添加也使第 8 天橙色素产量提高至 1郾 5 ~
2郾 0 倍。 添加 2 g / L 的苯丙氨酸使橙色素的产量在第

15 天较对照组提高至 1郾 2 倍左右。 D鄄葡萄糖、焦磷酸

硫胺素的添加对橙色素含量无明显提高,而 L鄄苹果酸

和烟酰胺的添加对橙色素的产生有抑制作用。

**表示实验组与对照组差异极显著(P < 0郾 01),*表示差异显著(P < 0郾 05)。

图 4摇 不同培养基对红曲橙色素色价的影响

Fig. 4摇 Effects of different medium on color value of orange pigment

2郾 2郾 3摇 黄色素检测结果

苯丙氨酸、赖氨酸以及 0郾 5% 和 0郾 6% 的黄素

单核苷酸的添加对黄色素合成有促进作用,见图

5。 添加质量分数为 0郾 1% 、0郾 2% 、0郾 3% 的赖氨酸

后第 8 天的黄色素产量分别为 46郾 94、 55郾 67、
55郾 35 U / mL,提高至对照组的 1郾 51、1郾 80、1郾 79 倍。

苯丙氨酸的添加主要在发酵后期起促进作用,添加

质量浓度为2 g / L 和3 g / L 的苯丙氨酸在第 15 天的

黄色素产量提高至 1郾 23 倍和 1郾 46 倍。 烟酰胺、L鄄
苹果酸以及 琢鄄酮戊二酸的添加对黄色素的产生具

有抑制作用;精氨酸、焦磷酸硫胺素和 L鄄乳酸 3 种

物质的添加对黄色素的产生影响不大。

**表示实验组与对照组差异极显著(P < 0郾 01),*表示差异显著(P < 0郾 05)。

图 5摇 不同培养基对红曲黄色素色价的影响

Fig. 5摇 Effects of different medium on color value of yellow pigment
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摇 摇 通过对红曲色素的检测发现,苯丙氨酸、赖氨酸

和黄素单核苷酸可以大幅提高红曲色素产量。 张斌

等[24] 曾探究 20 种氨基酸的添加对红曲色素的影

响,结果发现精氨酸对红曲色素的产生促进效果不

明显,而苯丙氨酸和赖氨酸对红曲色素具有促进作

用,与本研究结果一致。 朱晓萍等[25] 将茶多酚作为

一种调控因子添加到红曲菌发酵液中,发现红曲色

素总色价提高 1郾 03 倍,黄色素比例提高了 7郾 4% 。
王艳等[26]发现培养基配方为葡萄糖 60 g / L、蛋白胨

26 g / L、FeSO40郾 9 g / L、L鄄谷氨酸 2 g / L 和初始 pH 值

4郾 5 时,红曲色素色价比优化前提高了 3郾 13 倍。 红

曲色素具有良好的稳定性、耐热性、耐光性且安全无

毒,在食品添加剂、纺织品、化妆品和药品等领域发

挥着重要作用[27];因此,对红曲色素产量提高的研

究也具有重要意义。

3摇 结摇 论

本研究通过在紫色红曲菌液体发酵培养基中添

加精氨酸等 10 种物质,探究了这些物质对于 Mona鄄
colin K 产量的影响,发现精氨酸、烟酰胺、苯丙氨

酸、赖氨酸以及黄素单核苷酸对 Monacolin K 产量具

有促进作用。 其中添加精氨酸后促进效果最好,第
15 天的产量可达到 455郾 3 mg / L,提高至原始培养基

的 2郾 89 倍;其次为烟酰胺,提高至 2郾 06 倍,但前期

烟酰胺对于 Monacolin K 的产生具有抑制作用。 在

提高 Monacolin K 产量的同时,赖氨酸、苯丙氨酸和

黄素单核苷酸对红曲色素的产生也有促进作用。 关

于精氨酸等物质添加影响红曲菌产 Monacolin K 的

作用机制还有待于进一步研究。
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