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硫酸锌(ZnSO4 )对米根霉发酵产乳酸的影响
葛春梅，潘仁瑞，张洁，蔡敬民，余增亮
合肥学院生物与环境工程系，合肥 230022

摘要:【目的】为了了解无机盐与米根霉 L-乳酸代谢之间的关系，提高米根霉菌株 RLC41-6 发酵产 L-乳酸的
产率与质量，研究了 ZnSO4浓度与菌株乳酸代谢和细胞内乳酸脱氢酶活性的关系。【方法】在米根霉培养基
中加入不同浓度 ZnSO4，经过 36℃培养36 h后，应用 HPLC-反相色谱法测定产物中的 L-乳酸含量，并利用活
性 PAGE 分析法测定细胞内乳酸脱氢酶的活性和组成。【结果】实验结果显示，ZnSO4对除 LDH1之外的其它
几条同工酶都有促进作用，尤其对 LDH4，LDH5作用明显，当 ZnSO4浓度大于 0. 02%时，LDH4，LDH5达到最大
水平，同时高浓度的锌离子在体外抑制了 LDH 的活性。当 ZnSO4浓度为 0. 02% 时 LDH 酶活达到最大
200 U /mL，HPLC 图谱表明，此时发酵产物的只有 L-乳酸，且产量达到最大 137g /L，乳酸转化率为 91%。
【结论】Zn +会影响米根霉的乳酸代谢过程，并导致发酵过程中产物类型的变化，合适浓度的 ZnSO4在米根霉
代谢产乳酸的过程中，提高了乳酸脱氢酶 LDH 的表达，抑制丙酮酸进入苹果酸和富马酸途径，从而有利于提
高葡萄糖到乳酸的代谢。
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乳酸广泛应用于食品，医药，农业和化工业。聚
乳酸可用于制造完全生物降解性塑料，生产绿色包
装材料和农用薄膜，聚乳酸还广泛应用于医药及医
用行业，包括医用缝合线，药物缓释材料，骨固定及
修复材料及其它组织工程用材料等［1］。

米根霉( Rhizopus oryzae) 因其制得的 L-乳酸纯
度高，是国内外乳酸发酵行业采用的菌株之一。米
根霉通过 EMP 途径转化葡萄糖为丙酮酸，丙酮酸在
细胞内有四种去向:一是通过丙酮酸脱羧酶和醇脱
氢酶进入产乙醇的途径;二是通过丙酮酸羧化酶形
成草酰乙酸，再生成苹果酸和富马酸;三是通过 L-
乳酸脱氢酶直接生成 L-乳酸;四是丙酮酸进入三羧
酸循环［2 － 3］。欲提高 L-乳酸的产量，就必须降低丙

酮酸流入乙醇支路、草酰乙酸等支路的流量，这可以
通过抑制支路关键酶如丙酮酸脱羧酶、乙醇脱氢酶
等的活性来实现，提高乳酸脱氢酶的活性，增强其对
底物的竞争能力，也是提高乳酸转化率的一个途径。
Thitiprasert S 等［4］在米根霉发酵过程中加入醇脱氢
酶抑制剂，发现更少的丙酮酸转化为乙醇，获得更多
的乳酸。

根霉发酵类型是同型还是异型除了主要决定于
菌种特性外，也与发酵条件相关。白冬梅等［5］通过
代谢通量分析，得出米根霉利用葡萄糖转化为乳酸
的理论转化率为 98. 2%。在发酵过程中，合适的无
机盐浓度，能够提高乳酸的产量，抑制富马酸等杂酸
的产生。Yao W 等［6］采用均匀设计的方法，研究了
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葡萄糖，牛粪粗蛋白，ZnSO4，MgSO4，KH2 PO4五因素
与乳酸产量之间的关系，得出 ZnSO4对乳酸产量的

影响最大。潘丽君等［7］研究了锌、镁离子对米根霉
的代谢调控，显示 Zn2 +对乙醇脱氢酶(ADH)有强烈
的激活作用，但抑制 LDH 活性。徐志南［8］在研究培
养条件对米根霉 LDH 的影响时发现，在添加 CaCO3

的培养基中，Zn2 +能够提高 LDH 的比活力。
为了提高米根霉代谢产 L-乳酸的产量，作者研

究了多种无机盐与乳酸代谢之间的关系，本文主要
探讨 ZnSO4浓度与米根霉乳酸代谢及乳酸脱氢酶表
达的关系。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 主要试剂和仪器: 甲醇，色谱纯，美国
TEDIA;L-乳酸，苹果酸，富马酸，NAD +，Sigma 公司;
氯化硝基四氮唑蓝 (NBT)，甲硫吩嗪 ( PMS)，Acr-
Bis，Tris-HCl，过硫酸铵，TEMED，甘氨酸，上海生工
生物工程有限公司;其他试剂国药集团化学试剂有
限公司。Waters 600 液相色谱，996PDA 检测器;
Phenomenex Luna C18柱; SBA40C 葡萄糖乳酸分析
仪，山东省科学研究院;普析通用 TU-1901 紫外可见
分光光度计。
1. 1. 2 菌种:米根霉 Rhizopus oryzae RLC41-6 (以
PW352 为出发菌株，经离子辐射育种筛选得到)［9］。
1. 1. 3 培养基:(1)产孢子培养基:改进 PDA 培养
基(L)，土豆 600 g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 g，加 CaCO3

1 g;(2)种子培养基:葡萄糖 10 %，无机盐，pH6. 8，
CaCO3(单独灭菌);(3)发酵培养基:葡萄糖 15 %，
无机盐，pH6. 8，CaCO3 5 % (单独灭菌)。
1. 2 培养方法
1. 2. 1 斜面培养:36℃，4 － 7 d。
1. 2. 2 液体种子培养:250 mL 的三角瓶中装入 50
mL 种子培养基，接种一定量的孢子悬液，使培养初
的孢子浓度在 1. 0 × 106个孢子 /mL，置于 36℃，200
r /min，振荡培养 12 h。
1. 2. 3 发酵培养:250 mL 三角瓶中装入 50 mL 发
酵培养基，并将培养好的种子液按 4% 的量接种到
发酵培养基中，于 36℃，200 r /min 振荡培养 36 h。
1. 3 分析方法
1. 3. 1 发酵液中 L-乳酸的定性测定:反相 － HPLC

检测［10］: Luna C18 3. 9 nm × 300 nm，流动相，甲醇 ∶
水 ∶磷酸 (10 － 90 － 0. 3)，流速:0. 8 mL /min，柱温，
25℃，检测波长 210 nm。
1. 3. 2 发酵液中 L-乳酸的定量测定:EDTA 滴定
法，SBA40C 酶电极法［11 － 12］。
1. 3. 3 乳酸脱氢酶(LDH)活力的测定及乳酸脱氢
酶(LDH)电泳染色:方法参照文献［13］进行。

2 结果和分析

2. 1 ZnSO4浓度与发酵 L-乳酸纯度的关系

锌是许多酶的辅助因子，硫是半胱氨酸和蛋氨
酸等氨基酸的组成成分，也是辅酶因子的组成成份。
实验过程中通过添加不同浓度的 ZnSO4，考察它对
米根霉发酵产酸的影响。图 1 为不同浓度 ZnSO4的
培养液培养菌株 RLC41-6 发酵 36 h 时产物的 HPLC
图。从图片中可以看出，ZnSO4浓度为 0. 005% 时，
发酵产物中有苹果酸和少量的未知杂酸，L-乳酸产
量通过滴定法及酶电极法测得为 84 g /L。随着
ZnSO4浓度的增加，苹果酸等杂酸开始减少，当浓度
达到 0. 015% － 0. 02%时，杂酸基本上为零，而乳酸
的产量达到最大，为 137g /L。当 ZnSO4浓度小于
0. 02%时，发酵液中未检测到富马酸，而浓度高于
0. 02%时，发酵过程中又产生了富马酸和另一种未
知杂酸。

RLC41-6 在含不同初浓度 ZnSO4的培养基中发
酵，产物的 HPLC 图如图 1，对 HPLC 图中各种有机
酸的洗脱峰进行面积积分，积分面积和各种有机酸
的含量成正比关系。以 ZnSO4浓度为横坐标，色谱
图中各产物的积分面积为纵坐标，结果如图 2 所示，
当 ZnSO4浓度在 0. 02%时，该菌株产 L-乳酸的量最
高，且无其他杂酸。低浓度的 ZnSO4，发酵所产的 L-
乳酸洗脱峰由于和苹果酸等物质的洗脱峰没有很好
的分开，不能反映出乳酸的产量。通过 EDTA 滴定
法，及酶电极法，测得浓度在 0. 005% 时，L-乳酸产
量为 84g /L。在 ZnSO4浓度达到 0. 025%以后，发酵
液中除了乳酸外，还含有较多的富马酸。
2. 2 ZnSO4与乳酸脱氢酶活性及与 L-乳酸产量三
者之间的关系

用含不同浓度 ZnSO4的发酵培养基，培养米根
霉菌株 RLC41-6，考察它对发酵产乳酸及 LDH 代谢
的影响，结果如图 3。当 ZnSO4浓度为 0. 005% 时，
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图 1． RLC41-6 发酵产物的 HPLC 分析
Figure 1． HPLC analysis of fermentation broth of RLC41-6． A: Standard HPLC chart，from left to right，malic acid，L-

lactic acid，fumaric acid; B: 0. 005% ［ZnSO4］，from left to right，malic acid and L-lactic acid，unknown acid 1; C:

0. 015% ［ZnSO4］，L-lactic acid; D: 0. 020% ［ZnSO4］，L-lactic acid; E: 0. 025% ［ZnSO4］，from left to right，L-

lactic acid，fumaric acid; F: 0. 035% ［ZnSO4］，from left to right，L-lactic acid，unknown acid 2，fumaric acid．

菌株产 L-乳酸仅为 84 g /L，当 ZnSO4浓度为 0. 02%
时，产 L-乳酸达到 137 g /L。LDH 的活力也随着发
酵液中 ZnSO4浓度的改变出现和 L-乳酸相同的趋
势。在 ZnSO4 浓度很低时，LDH 的活性很低，当
ZnSO4浓度为 0. 02% 时，LDH 的活性处于最大值为
199 U /mL，随后 LDH 活性降低，当 ZnSO4浓度大于

0. 025%时，LDH 活力变化不大。
我们在体外研究了 ZnSO4对 LDH 活性的影响，

发现浓度低于 0. 025% ZnSO4对 LDH 活性没有影
响，高于 0. 025% ZnSO4对 LDH 活性有一定的抑制
作用。这说明 ZnSO4在米根霉代谢过程中，主要通
过影响 LDH 的表达量来调节乳酸的代谢过程。
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图 2． ZnSO4浓度对 RLC41-6 发酵产物的影响

Figure 2． Effect of ZnSO4 concentration on products of RLC41-6

fermentation．

图 3． ZnSO4浓度对 L-乳酸发酵及 LDH 活性的影响

Figure 3． Effect of ZnSO4 concentration on L-lactic acid and activities of

LDH．

2. 3 ZnSO4对 RLC41-6 发酵产 LDH 同工酶组成
和表达的影响

图 4． ZnSO4浓度对 LDH 同工酶的影响

Figure 4． Effect of ZnSO4 concentration on LDH isoenzymes．

Lane 1，［ZnSO4］0. 005% ; lane 2，［ZnSO4］0. 01% ; lane 3，

［ZnSO4］0. 015% ; lane 4，［ZnSO4］0. 02% ; lane 5，［ZnSO4］

0. 025% ; lane 6，［ZnSO4］0. 03% ; lane 7，［ZnSO4］0. 035% ．

培养基中 ZnSO4浓度的变化，在细胞代谢过程
也引起了 RLC41-6 发酵产 LDH 表达的变化，结果如
图 4 所示，从图片中可以看出 ZnSO4浓度对 LDH 的

表达产生明显的影响，随着培养基中 ZnSO4浓度的
增加，LDH 的表达量也随着增加，从 LDH 各个同工
酶的条带来看，ZnSO4对除 LDH1之外的其它几条同

工酶都有作用，尤其对 LDH5作用明显，在 Zn2 +浓度
为 0. 02% － 0. 025%，LDH5表达量最大。

3 结论

在培养基中添加不同浓度的 ZnSO4，对米根霉

发酵产酸造成较大的影响。不同的锌离子会影响米
根霉的代谢过程，造成发酵产物种类的变化。

ZnSO4通过影响乳酸脱氢酶的表达，影响丙酮酸的

代谢流向。ZnSO4浓度过高或过低时，丙酮酸代谢

进入乳酸的通路被降低，产生较多的苹果酸和富马
酸，0. 02% ZnSO4培养米根霉菌株 RLC41-6，发酵产

物的 HPLC 的图谱中只有 L-乳酸且产量达到最大
137g /L，乳酸转化率为 91%。
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Effect of ZnSO4 on L-lactic acid production by Rhizopus
oryzae

Chunmei Ge* ，Renrui Pan，Jie Zhang，Jingmin Cai，Zengliang Yu
Department of Biology ＆ Environment Engineering，Hefei College，Hefei 230022，China

Abstract:［Objective］ To improve the yield and quality of L-lactic acid by Rhizopus oryzae，we aim to understand the
relationship between inorganic salts utilization and the L-lactic acid metabolism of the strain RLC41-6，through systematic
analysis of the effects of zinc ion concentration on the production of L-lactic acid and the Lactic Dehydrogenase ( LDH)
activity． ［Methods］ Rhizopus oryzae was cultured at 36℃ for 36h with different quantity of ZnSO4 in fermentation
medium． The fermentation products were monitored by reversed-phase high performance liquid chromatography ( RP-
HPLC)，LDH isoenzyme composition in the cell was analysed by non-denatured polyacrylamide gel electrophoresis
( PAGE) ． ［Results］Our results showed that the concentration of ZnSO4 in medium could modulate the expression of LDH
isoenzyme except LDH1，especially stimulated the expression of LDH4 and LDH5 ． When initial concentration of ZnSO4 is
above 0. 02%，the LDH4 and LDH5 reached the highest level． However，the activity of LDH was inhibited by higher
concentration zinc ion in extracellular environment． When ZnSO4 concentration is 0. 02%，LDH activity reaches its
maximum 200U /mL，the HPLC assay showed only L-lactic in the fermentation products (137 g /L)，while the conversion
rate of glucose to lactic acid is 91% ． ［Conclusion］Zinc ion can regulate the metabolic processes of Rhizopus oryzae and
modulate the types of the final fermentation products． An optimal concentration of ZnSO4 can not only facilitate the LDH
expression but also prevent pyruvate from transformation into the malic acid and fumaric acid during the metabolism
process，thereby enhance the metabolism of glucose to lactic acid of Rhizopus oryzae．
Keywords: L-lactic acid，Rhizopus oryzae，HPLC，Lactic dehydrogenase，ZnSO4
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微生物学一直是生命科学中领先的学科

微生物学学科的研究对象决定了它有如下两方面的显著特点:

微生物作为最简单的生命体而成为生命科学研究不可替代的基本材料，由此也奠定了微生物学在生命科学

中的基础地位;

微生物极其丰富的生物多样性决定了它们具有代谢产物多样性，同时又与人类、动植物和环境有着密切的相

互作用，使得微生物学也成为应用领域里十分活跃的一门学科。

摘自《国家自然科学基金 1999 年度项目指南》
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