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cAMP 在红曲霉蓝光诱导途径中的作用
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摘摇 要: 蓝光可以调控红曲霉次生代谢以及孢子生殖,但具体调控机理还未知. 为研究腺苷鄄3忆,5忆鄄
环化一磷酸(cAMP)在蓝光调控红曲霉产孢及桔霉素代谢的作用,在接种红曲霉 MX1 的 YES 发酵

培养基中添加可诱导红曲霉细胞内 cAMP 生成的氨茶碱,观察桔霉素产量及红曲霉产孢变化. 结

果表明,当培养基中氨茶碱浓度为 10 mmol / L 时,桔霉素产量和分生孢子数分别提高了 1郾 90 倍和

2郾 97 倍. 培养基中氨茶碱浓度为 15 mmol / L 时,红曲霉子囊孢子数提高了 2郾 84 倍,这与蓝光对红

曲霉次生代谢及孢子产生调控结果一致. 推测蓝光可能是通过 cAMP 信号途径对红曲霉的产孢及

桔霉素进行代谢调控的.
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摇 摇 蓝光可以通过多种途径影响真菌代谢及生长.
在粗糙脉孢菌(Neurospora crassa)中,蓝光可以影响

其蛋白质磷酸化作用,生物钟节律变化,菌落形态以

及产孢等生理过程[1],对粗糙脉孢菌的胡萝卜素合

成以及次生代谢合成关键基因 veA 和 fluG 也有影

响[2 - 3] . 除粗糙脉孢菌外,布拉氏须霉(Phycomyces
blakesleeanus)、互生链格孢子菌( Alternaria alterna鄄
ta)的色素代谢,黑曲霉(Aspergillus niger)中的葡萄

糖苷酶合成以及菌丝形态、孢子生殖都受蓝光影

响[4 - 7] .
光照作为重要的环境信号因子,可以影响真菌

细胞内腺嘌呤核苷三磷酸(ATP)和腺苷鄄3忆,5忆鄄环化

一磷酸(cAMP)的水平以及蛋白的磷酸化等[8 - 10] .
cAMP 是细胞内的第二信使,cAMP 信号途径是感受

环境改变的重要途径:当细胞受到外界刺激时,细胞

膜上的 Gs鄄蛋白被激活,然后再激活细胞膜上的腺

苷酸环化酶,催化 ATP 脱去一个焦磷酸形成 cAMP,
cAMP 通过激活 cAMP 依赖性蛋白激酶,使靶细胞

蛋白磷酸化,进而调节细胞反应,产生一系列的生理

变化. cAMP 途径是蓝光转导途径中的重要组成部

分可以调节真菌很多生理功能,如粗糙脉孢菌以及

一些曲霉产孢,黑曲霉的次生代谢等[11 - 12] .
红曲霉是中国传统药食兼用菌种,可代谢产生

多种生物活性物质,广泛用于酿酒、制药等领域[13],
但因其代谢产物———桔霉素的存在,限制了红曲霉

的应用. 桔霉素是一种肾毒素,还具有致畸、致突变

作用. 目前,对桔霉素调控研究多集中于培养基的

优化及产毒关键基因的敲除. 但优化培养基并不能

从根本上去除桔霉素,敲除产毒关键基因往往导致

红曲霉代谢产物中其他生物活性成分产量减少. 采

用环境因子调控真菌代谢是一种行之有效的调控方

法,尤其近年来发现蓝光可以调节红曲霉次生代谢

产物———桔霉素、红曲色素以及 Monacolin K 产量以

及孢子生成[14 - 15],但具体的调控机理还未知.
为研究蓝光对红曲霉代谢及产孢调控机理,尤

其是 cAMP 在蓝光调控中的作用,本文通过在发酵
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培养基中添加能够促使红曲霉菌生成 cAMP 的氨茶

碱,提高红曲霉细胞内 cAMP 水平,进而观察 cAMP
对红曲霉次生代谢及产孢影响,结合蓝光照射对红

曲霉次生代谢及产孢影响,探讨 cAMP 在红曲霉蓝

光诱导途径中的作用.

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

1郾 1郾 1摇 供试菌株

橙色红曲霉(M郾 aurantiacus) MX1 系天津科技

大学食品生物技术实验室保藏. 该菌种属高产桔霉

素菌种,对外部环境较敏感,有利于研究红曲霉桔霉

素代谢调节和外部环境对其代谢及表型影响. 菌种

接种于 PDA 培养基斜面上,30 益培养 96 h 后,保存

于 4 益冰箱中,每月转接活化一次.
1郾 1郾 2摇 试剂

氨茶碱购自 Sigma 公司;酵母膏购自 Oxoid 公

司;其他用作培养基配制试剂均为分析纯,购自天津

市北方天医化学试剂厂;高效液相检测用甲醇、乙腈

为色谱纯,购自 Merck 公司.
1郾 1郾 3摇 培养基

种子培养基为大米粉 30 g, KH2 PO4 2郾 5 g,
NaNO3 2 g,MgSO4·7H2O 1 g 溶于 1 000 mL H2O 中,
乳酸调 pH 至 4郾 5.

YES 培养基为蔗糖和酵母浸膏分别灭菌后混

合. 蔗糖质量浓度为 160 g / L,酵母浸膏质量浓度为

40 g / L.
PDA 培养基为马铃薯 200 g 切成小块,水煮

20 min,过滤后将 H2O 补足至 1 000 mL,加入葡萄糖

20 g,琼脂 20 g.
以上培养基灭菌条件为 121 益,20 min.

图 1摇 不同浓度的氨茶碱对红曲霉 MX1 菌落的影响

Fig. 1摇 Effects of different concentrations of aminophylline on the colony morphology of Monascus MX1

1郾 2摇 仪器与设备

1200 型高效液相色谱仪,美国安捷伦公司;
TES 133 型专业级照度计,泰仕电子工业股份有限

公司.

1郾 3摇 方摇 法

1郾 3郾 1摇 菌种培养方法

在活化的 MX1 菌种斜面中加入 5 mL 无菌水,
用孢子铲将斜面上的孢子刮下,制成孢子悬液,倒入

装有 100 mL 种子培养基的 250 mL 三角瓶中,37 益,
180 r / min 培养 30 h,得到种子液.

将上述种子液用无菌纱布过滤,血球计数板计

数,用无菌水将孢子悬液浓度调整到 106个 / mL. 取

3 mL 种子液,加入装有 50 mL YES 培养基的 250 mL
三角瓶中,30 益静置培养 8 d.

为检测蓝光及氨茶碱对红曲霉 MX1 代谢产生

桔霉素和产孢的影响,将样品分为三组,分别放置在

黑暗、蓝光照射 (470 nm,130 lx)以及在发酵培养基

中加入不同浓度的氨茶碱进行培养,用血球计数板

进行孢子计数.
1郾 3郾 2摇 桔霉素检测方法

样品预处理方法是用移液管量取 1 mL 红曲霉

MX1 发酵液,放入离心管中,加 5 mL 蒸馏水,再加

无水乙醇 12 mL,搅拌均匀,放入 60 益水浴中加热

1 h,每隔 20 min 振荡一次,然后以 3 000 r / min 离心

15 min,取上清液,经 0郾 45 滋m 的微孔滤膜过滤,用
于 HPLC 分析.

高效液相色谱条件是安捷伦 C18 型色谱柱

(4郾 6 mm 伊250 mm,粒度 5 滋m);流动相为 V(乙腈) 颐
V(甲醇)颐 V(水) = 70颐 10 颐 20,pH 2郾 5(用磷酸调);
检测器为荧光检测器,检测波长为 姿ex = 331 nm,
姿em = 500 nm;柱温为 28 益;流速为 1 mL / min.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 氨茶碱对红曲霉菌落的影响

将红曲霉孢子悬液涂布到含有不同浓度氨茶碱

的 PDA 平板上,37 益培养 5 d,其结果如图 1.
从图 1 可以看出,氨茶碱的添加对红曲霉菌落

及生长有显著影响,从左到右添加氨茶碱至终浓度

依次为 0,5,10,15,20 mmol / L. 当氨茶碱添加量小
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于等于 10 mmol / L 时,随着氨茶碱添加量的增加,
MX1 菌落越来越小,越来越密集,颜色也越来越红.
由于红曲色素是在红曲霉生长的中后期产生的,因
此可以推断低浓度的氨茶碱可以促进红曲霉生长.
当氨茶碱添加量大于 10 mmol / L 时,MX1 菌落越来

越稀疏,这说明高浓度的氨茶碱能够抑制红曲霉

生长.
2郾 2摇 蓝光及氨茶碱对红曲霉产孢的影响

分别在 YES 培养基中添加氨茶碱至终浓度为

0,5,10,15,20 mmol / L 黑暗条件下培养红曲霉 MX1
5 d,以及蓝光照射条件下培养红曲霉 MX1 5 d,对发

酵液中红曲霉 MX1 分生孢子及子囊孢子数进行分

析,结果如表 1.

表 1摇 蓝光诱导和氨茶碱对红曲霉 MX1 孢子生成的影响

Tab. 1摇 Effects of aminophylline and blue light on spore
production of Monascus MX1

培养条件
分生孢子数 /

(个·滋L - 1)

子囊孢子数 /

(个·滋L - 1)

黑暗培养 + 0 mmol / L 氨茶碱 717 依 53 157 依 18

蓝光培养 1 023 依 68 528 依 38

黑暗培养 + 5 mmol / L 氨茶碱 1 174 依 102 327 依 22

黑暗培养 + 10 mmol / L 氨茶碱 2 845 依 227 382 依 31

黑暗培养 + 15 mmol / L 氨茶碱 435 依 29 603 依 54

黑暗培养 + 20 mmol / L 氨茶碱 175 依 15 74 依 7

摇 摇 从表 1 可以看出,蓝光照射培养可以导致红曲

霉 MX1 分生孢子及子囊孢子数量增加. 其中分生

孢子数提高到空白组(黑暗培养,不添加氨茶碱)的
1郾 43 倍,子囊孢子数提高到空白组的 3郾 36 倍. 向接

种 MX1 的 YES 液体发酵培养基中添加一定量的氨

茶碱,同样可以提高分生孢子数和子囊孢子数的数

量,其中添加 10 mmol / L 氨茶碱分生孢子数最大,是
空白组的 3郾 97 倍,是蓝光培养条件下的 2郾 78 倍.
向接种 MX1 的 YES 培养基中添加氨茶碱至终浓度

为 15 mmol / L 时所生产子囊孢子数最大,是空白组

的 3郾 84 倍,是蓝光培养条件下的 1郾 14 倍. 由此可

见,蓝光和氨茶碱都可以提高红曲霉分生孢子数及

子囊孢子数. 随着培养基中氨茶碱浓度的增加,
MX1 孢子数在达到最高值后明显减少,这表明过高

的氨茶碱浓度能够抑制红曲霉产孢.
2郾 3摇 蓝光及氨茶碱对红曲霉产桔霉素的影响

在接种红曲霉 MX1 的 YES 液体发酵培养基中

添加氨茶碱至终浓度为 10 mmol / L,培养 8 d,对样品

进行桔霉素含量分析,将结果与空白组及蓝光培养

条件下桔霉素含量进行对比,结果如图 2.

图 2摇 氨茶碱和蓝光诱导培养对红曲霉 MX1 发酵生产

桔霉素的影响

Fig. 2摇 Effects of aminophylline and blue light on citrinin
production by fementation of Monascus MX1

由图 2 可以看出,蓝光照射培养和添加氨茶碱

都可以提高红曲霉 MX1 桔霉素的产量,其中空白组

和添加氨茶碱组桔霉素产量均在培养 5 d 达到最

高,空白组桔霉素的最高产量为 439 滋g / mL,氨茶碱

添加组桔霉素的最高产量为 1 274 滋g / mL. 蓝光培

养条件下,桔霉素产量在 6 d 达到了最高,为 729
滋g / mL. 向培养基中添加 10 mmol / L 氨茶碱和蓝光

培养都可以提高桔霉素的产量,分别为空白组的

2郾 90 倍和 1郾 66 倍.
蓝光信号对真菌的影响机理很复杂,即使在模

式菌株———粗糙脉孢菌中也没有解释清楚. 蓝光作

为环境信号作用于真菌,能够促进真菌体内 cAMP
的生成. 在木霉的光照机理研究中发现,cAMP 可以

通过激活木霉细胞内蛋白激酶的活性进而调节木霉

的光照反应,包括产孢等影响[16 -17] . 在光诱导培养的

脉孢菌发酵培养基中添加能够减少细胞内 cAMP 含量

的阿托品,则可以抑制脉孢菌的光诱导产孢效应[18] .
通过蓝光诱导培养与在培养基中添加能够促使

细胞内生成 cAMP 的氨茶碱,发现这两种方式对红

曲霉 MX1 代谢产生桔霉素及产孢数量具有相似的

影响,说明与木霉一样,蓝光对红曲霉的产孢及桔霉

素代谢调控可能是通过 cAMP 途径进行的.
在对红曲霉 MX1 代谢产生桔霉素的研究中发

现,黑暗培养条件下以及向培养基中添加氨茶碱至

终浓度为 10 mmol / L,红曲霉 MX1 代谢产生桔霉素

的最高值均出现在培养 5d,而蓝光诱导培养红曲霉

MX1 代谢产生桔霉素的最高值则出现在培养 6 d.
这说明,蓝光除能提高红曲霉 MX1 代谢桔霉素的产

量,还能改变桔霉素合成的节律. 这可能是由于在

光受体蛋白中结合了一个节律启动子,蓝光能够通

过这个节律启动子来调节光可诱导基因的表达节
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律[5] . 而 cAMP 途径则不能调节光诱导基因的表达

节律.

3摇 结摇 论

在接种红曲霉 MX1 的 YES 液体发酵培养基中

添加一定量能够促进红曲霉细胞内 cAMP 生成的氨

茶碱,可提高红曲霉 MX1 代谢桔霉素的产量及分生

孢子和子囊孢子的数量,这与蓝光诱导红曲霉 MX1
代谢产生桔霉素和孢子数量变化一致. 蓝光可以通

过或者部分通过 cAMP 途径调节红曲霉 MX1 桔霉

素代谢以及孢子生产. 这与木霉中蓝光信号调控途

径研究结论一致[17] . 但 cAMP 并没有改变桔霉素代

谢节律,可见,cAMP 途径并不是蓝光诱导红曲霉代

谢的唯一途径.
虽然蓝光照射对真菌毒素———桔霉素的生成有

促进作用,但蓝光作为调控真菌代谢的重要方法,其
对红曲霉桔霉素的代谢调控研究仍具有重要意义.
目前,对红曲霉光照影响机理的研究还处于初步阶

段,对红曲霉光照机理进行深入研究是全面研究红

曲霉桔霉素代谢调控的有效手段之一,通过对桔霉

素调控途径研究,能更好的为生产中对红曲霉次生

代谢调节提供理论支持,从而减少桔霉素的生成.
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Gradient Supercritical Carbon Dioxide Extraction and Analysis of Hemp Oil

DONG Hai鄄sheng,摇 ZHU Jing鄄tao,摇 ZANG Peng,摇 ZHANG Shu鄄jing,摇 CHEN Bin*

(State Key Laboratory of Space Medicine Fundamentals and Application, China Astronaut
Research and Training Center,Beijing 100094,China)

Abstract: The hemp oil was extracted from the hemp kernels by gradient supercritical carbon dioxide and
analyzed using national standard method. The result showed that the fatty acid compositions of hemp oil
were different at every stage when using three鄄step gradient supercritical carbon dioxide. As the extraction
pressure and temperature rised, certain trace fatty acids were extracted , namely C20:3n6, C22:0, and
C24:0. The tocopherol isomer of hemp oil was mainly (茁 + 酌)鄄 tocopherol. Tocopherol was concentrated
by the former two extraction step during the three鄄step gradient supercritical carbon dioxide extraction.

Key words: hemp oil; extraction; fatty acid; tocopherol
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Role of cAMP in Blue Light Transduction Pathway of Monascus

YANG Hua,摇 CHEN Mian鄄hua,摇 WANG Jing,摇 MA Bo鄄ya,摇 ZHANG Xiao鄄wei,摇 WANG Chang鄄lu*

(Key Laboratory of Food Nutrition and Safety of Ministry of Education / College of Food Engineering
and Biotechnology, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China)

Abstract: Blue light can regulate the secondary metabolites and sporogony in Monascus, however, the
mechanism is still unclear. Aminophylline is a kind of inducer of adenosine 3忆,5忆鄄cyclization monophos鄄
phate (cAMP) intracellular. To study the role of cAMP on the sporulation and citrinin production by blue
light induced Monascus, citrinin production and number of spores in fermentation broth were detected af鄄
ter aminophylline added into the culture medium. When the content of aminophylline reached 10 mmol / L,
citrinin production and the number of conidium increased by 1郾 90 and 2郾 97 times, respectively. When
the concentration of aminophylline got to 15 mmol / L, the number of ascospores increased by 2郾 84 times.
This result corresponds to the changes of citrinin production and sporulation in Monascus affected by blue
light. It is presumed that blue light affects the spore production and metabolic regulation of citrinin in
Monascus is possibly via the cAMP signaling pathway.

Key words: aminophylline; Monascus; conidia; ascospores
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