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米曲霉 FMME-S-38基因组规模代谢网络模型

重构与解析

高 聪 1 袁炜佳 1 叶 超 2 刘 佳 1 刘立明 1*

（1. 江南大学生物工程学院，江苏  无锡  214122； 2. 南京师范大学食品与制药工程学院，江苏  南京  210023）

摘要：【目的】构建并解析 L-苹果酸高产菌株米曲霉（Aspergillus oryzae， A. oryzae）FMME-S-38的基因组规模

代谢网络模型（GSMM）。【方法】通过粗模型构建和模型精细优化 2 个步骤，构建 L-苹果酸高产菌株米曲霉

FMME-S-38 的 GSMM，命名为 iJW1333。【结果】该模型系统整合了 1 723 个生化反应、1 723 个代谢物以及

1 333 个功能基因，对底物代谢和菌体生长模拟的预测准确度分别为 94.6% 和 92.0%。通过比较基因组，发

现还原磷酸戊糖途径（HMP）和氧化磷酸化基因突变是导致米曲霉 FMME-S-38 高产 L-苹果酸的生理原因。

氮源与辅因子（NADH 和 ATP）是影响 L-苹果酸高效合成的关键因素，通过降低氮源质量浓度和溶氧（DO）水

平，能弱化 HMP 并强化还原性三羧酸循环（rTCA）分支，使米曲霉 FMME-S-38 发酵生产 L-苹果酸的产量达

到（154.2±1.8） g/L。【结论】该研究有利于确定米曲霉 FMME-S-38 高产 L-苹果酸关键路径和生理机制，为利

用其生产其他有价值代谢产物奠定基础。
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Abstract: [Objective] A genome-scale metabolic model (GSMM) of the high L-malic acid-producing strain 

Aspergillus oryzae (A. oryzae) FMME-S-38 was constructed and analyzed. [Method] The new GSMM iJW1333 

was established for A. oryzae FMME-S-38 through a two-step process of draft reconstruction and model 

refinement. [Result] The model integrated 1 723 biochemical reactions, 1 723 metabolites, and 1 333 functional 

genes, achieving the prediction accuracy of 94.6% for substrate metabolism and 92.0% for cell growth. 

Comparative genomic analysis revealed that mutations in the genes involved in the hexose monophosphate 

pathway (HMP) and oxidative phosphorylation underpinned the enhanced L-malic acid production of A. oryzae 

FMME-S-38. Nitrogen source and cofactors (NADH and ATP) were identified as key determinants of efficient 

L-malic acid biosynthesis. Reducing the mass concentration of nitrogen source and the level of dissolved oxygen 

(DO) attenuated HMP while strengthening the reductive tricarboxylic acid (rTCA) branch, enabling A. oryzae 

FMME-S-38 to achieve an L-malic acid titer of (154.2±1.8) g/L. [Conclusion] This study clarifies the critical 

pathways and physiological mechanisms responsible for high L-malic acid production, providing a solid 
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foundation for employing A. oryzae FMME-S-38 in the biosynthesis of other valuable metabolites.
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L-苹果酸作为一种关键的食品酸味剂和化工

原料，在多个工业领域具有重要应用价值［1］。微

生物发酵法生产 L-苹果酸的菌种资源丰富，包括

细菌［2］、酵母菌［3］和丝状真菌［4］等多种微生物。其

中，米曲霉凭借其高产特性及广泛的底物适应性，

已成为工业化生产 L-苹果酸的优势菌种。当前针

对米曲霉生产 L-苹果酸的研究主要集中在优良菌

种选育、代谢途径改造和菌体形态调控这 3个方向。

例如，作者所在课题组在前期的研究中，借助 60Co-γ

和常压室温等离子体（ARTP）复合诱变技术，筛选

获得一株高产 L-苹果酸的米曲霉突变菌株，其产量

较诱变前的出发菌株提高了 1.6倍［5］。随后通过发

酵工艺优化（包括氮源选择、中和剂调控和通气条

件改进等），使产量提升至 109.9 g/L［6］，并通过调节

发酵参数和改变菌株的细胞分裂蛋白表达水平等

策略，调控米曲霉的菌球和菌丝体形态，使 L-苹果

酸产量提升至 142.5 g/L［7］。

在前期的研究中，作者所在实验室以米曲霉

NRRL3488 为出发菌株，通过 60Co-γ 和 ARTP 复合

诱变筛选得到米曲霉 FMME-S-38，并对其进行发

酵优化，发酵 144 h 的 L-苹果酸产量达 130.0 g/L。

然而，目前尚不清楚该米曲霉突变菌株高效生产

L-苹果酸的具体机制。同时，现有米曲霉 GSMM 

iWV1314 的氨基酸代谢系统并不完整，这不利于

菌株生长模拟。因此，在获得米曲霉 FMME-S-38

和出发菌株 NRRL3488 全基因组序列的基础上，

构建米曲霉 FMME-S-38 的 GSMM，有利于确定

L-苹果酸高产关键路径和生理机制，并可为利用

米曲霉 FMME-S-38 生产其他有价值代谢产物奠

定基础。

1　材料与方法

1.1　菌种

诱变之前的菌株为米曲霉 NRRL3488，该菌

株在中国典型培养物保藏中心（CCTCC）保存，编

号为 M2016401。高产 L-苹果酸突变菌株为米曲

霉 FMME-S-38，该 菌 株 在 CCTCC 保 存 编 号 为

M2020294。

1.2　培养基

种子培养基：3 g/L 酵母粉、60 g/L 葡萄糖、

980 mg/L K2HPO4·3H2O、750 mg/L KH2PO4、100 mg/L 

MgSO4·7H2O、75 mg/L CaCl2。

摇瓶发酵培养基：3 g/L 胰蛋白胨、80 g/L 葡萄

糖 、30 g/L CaCO3、600 mg/L KH2PO4、100 mg/L 

MgSO4·7H2O、600 mg/L K2HPO4·3H2O、8 mg/L 

MnSO4、75 mg/L CaCl2、1 mL/L微量元素溶液。

7.5 L 发酵罐培养基：胰蛋白胨或硫酸铵（不同

试验所需质量浓度不同）、130 g/L 葡萄糖、60 g/L 

CaCO3、600 mg/L KH2PO4、600 mg/L K2HPO4·3H2O、

100 mg/L MgSO4·7H2O、75 mg/L CaCl2、8 mg/L 

MnSO4、1 mL/L微量元素溶液。

微量元素溶液：5 g/L ZnSO4、5 g/L NaCl、5 g/L 

FeSO4·7H2O。

1.3　培养条件

1）种子培养条件：将菌株接种于产孢板和筛

选板，于 35 ℃培养 96 h。用含体积分数 0.05% 的

吐温-80 溶液对成熟菌落进行收集，制备孢子悬浊

液。随后使用超声细胞破碎仪对悬浊液进行

10 min 间断处理（功率 285 W、脉冲周期 4 s、间隔

4 s）。按 1.5×108 CFU/mL 的接种量，将处理后的

孢 子 悬 浊 液 接 种 至 含 150 mL 种 子 培 养 基 的

500 mL 锥形瓶中，在 34 ℃条件下以 200 r/min 的

转速振荡培养 24 h。

2）摇瓶发酵培养条件：将培养好的种子培养

物按照体积分数 10% 的接种量转接至 250 mL 锥

形瓶（含发酵培养基 50 mL）中，于 36 ℃、200 r/min

振荡培养 120 h。为维持发酵过程中发酵液的葡

萄糖质量浓度和 pH 稳定，分别在发酵 24 h 和 72 h

补加 30 g/L葡萄糖和 30 g/L碳酸钙。

3）7.5 L 发酵罐培养条件：在 7.5 L 发酵罐中进

行放大培养，按体积分数 10% 的接种量接种；工作

体积为 4.5 L。培养条件设置为：温度 36 ℃，搅拌速

度 500 r/min，通气量 9 L/min，总培养时间 120 h。在

发酵 24 h和 72 h分别补加 60 g/L葡萄糖和 30 g/L碳

酸钙，以保证发酵液的葡萄糖质量浓度和 pH稳定。

1.4　氮源利用能力验证

按摇瓶发酵培养基及培养条件，对种子培养
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物培养 24 h 后测定其菌株干质量浓度（DCW）。

随后，以 20 种必需氨基酸分别作为单一氮源进行

氮源替代试验。每种必需氨基酸设置 5 个质量浓

度（1、3、5、7、9 g/L），通过测定 DCW 分析菌株对该

必需氨基酸的氮源利用能力。每组设 3 个平行以

保证结果可靠性。

1.5　菌株生长预测能力验证

按 7.5 L 发酵罐培养基和培养条件开展试验，

每 2 h 取一次发酵样品，测定发酵液中的底物消耗

情况和 DCW。菌株生长预测能力验证均以米曲

霉 FMME-S-38 发酵过程中最大比生长速率、比糖

耗速率值进行验证。

1.6　分析方法

参照文献［5］中的方法，测定葡萄糖质量浓

度、DCW 和有机酸质量浓度。在该研究的代谢网

络模型中，碳流分布及相关氨基酸吸收速率的单

位均以 mmol/（g·h）表示。

1.7　基因组测序、组装和注释

将米曲霉成熟孢子接种至种子培养基中，于

34 ℃ 恒温培养 16 h 至菌体进入对数生长期。

收集菌体后，在 12 000 r/min 条件下离心 10 min，

弃去上清液，用无菌水重悬并洗涤 2~3次，最后用液

氮快速冷冻保存菌体样品，随后进行真菌 DNA 提

取。经检测，米曲霉 NRRL3488 和 FMME-S-38 菌

株的基因组 DNA 质量浓度分别为 121 ng/μL 和

168 ng/μL ，质检合格。全基因组测序工作委托

深 圳 华 大 基 因 股 份 有 限 公 司 完 成 ，均 采 用

BIGSEQ 和 PacBio 这 2 种测序平台进行。基因组

数据的组装、编码基因预测及功能注释等生物学

信息分析参照文献［8］所述的标准流程执行。

1.8　模型重构

1）初始模型构建：将米曲霉 FMME-S-38 的全

基因组序列（FASTA 格式）提交至 RAST 在线注释

平台进行分析［9］，随后采用 Model SEED 系统构建

初步代谢网络模型［10］。在此过程中，通过 KEGG数

据库检索并结合文献调研，补充模型中缺失的关键

代谢反应，并对各反应进行代谢子系统分类标注。

2）模型参数设置：模型中的生物量组成参数

及能量需求参数主要参照已发表的米曲霉基准代

谢模型［11］，包括生长相关能量消耗和非生长相关

维持能耗。转运反应则依据转运蛋白分类数据库

（TCDB）［12］进行系统添加，同时根据模型需求补充

必要的交换反应。

3）模型验证与优化：利用 CELLO 亚细胞定位

数据库［13］和 MetaCyc代谢途径数据库［14］分别对反

应位点信息和反应可逆性进行验证。采用 Cobra 

Toolbox 3.0 软件包［15］开展代谢网络缺口填补和质

量电荷平衡校验，最终通过人工校验完成模型的

精细化调整［16］。

1.9　约束性代谢通量分析算法

采用 MATLAB R2018a平台集成 Cobra Toolbox 

3.0 工具包开展代谢网络分析，计算求解器选用

glpk。基于流量平衡分析（FBA）方法［17］，研究代

谢网络中物质流分布特征。为评估环境因素对代

谢物的影响，在固定其他培养参数的条件下，重点

考察不同氧摄取速率和氮源利用效率对 L-苹果酸

合成速率的调控作用。

1.10　模型的准确性验证

1）碳氮源利用验证：依据试验测定的葡萄糖

平均消耗速率 ，将主要碳源摄取速率设定为

2.0 mmol/（g·h），其余碳氮源摄取速率归零，以此

验证模型对底物利用的预测能力。

2）生长预测验证：以试验测定的碳源消耗数

据作为输入参数，将基础营养交换反应通量下限

设为-1 000 mmol/（g·h）。以生物量合成方程为优

化目标，通过比对模拟计算结果与实际培养数据，

评估模型对菌体生长预测的准确性。

1.11　模型分析

1）米曲霉 FMME-S-38 高产 L-苹果酸的生理

机制分析：设置基础参数，将氧气和硫酸铵交换通

量下限设为-1 000 mmol/（g·h）；采用试验数据约

束，葡萄糖吸收、生物量合成、延胡索酸分泌、琥珀

酸分泌及柠檬酸分泌等关键代谢通量均使用实际

培养测定值；通过比较野生型与突变型菌株的代

谢流差异，揭示 L-苹果酸合成途径的调控机制。

2）胰蛋白胨质量浓度对米曲霉生产 L-苹果酸的

影响：将氧气摄取通量下限设为-1 000 mmol/（g·h），

20种氨基酸交换通量统一限定为-0.004 mmol/（g·h），

葡萄糖代谢通量采用试验测定值，菌体生长方程

按实际数据设定，硫酸铵利用通量参照实际培养

数据。

3）氧气对米曲霉生产 L-苹果酸的影响：将硫酸

铵交换反应的下限设定为-1 000 mmol/（g·h），20种

氨基酸交换反应的下限设为-0.004 mmol/（g·h），胰
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蛋白胨交换通量下限设为-1 000 mmol/（g·h），葡萄

糖交换反应及生物量方程根据试验拟合数据。

2　结果与讨论

2.1　GSMM iJW1333的构建和验证

米曲霉 FMME-S-38 的初步代谢网络模型包

含 1 357 个反应、1 525 个代谢物和 1 267 个基因。

为了提升模型的精细化程度，采用了以下关键

步骤：1）数据标准化：通过 KEGG ID 或 BIGG 数

据库统一代谢物命名；2）通路注释：利用 KEGG 

KAAS 工具对基因组进行代谢通路分析，归类得

到 393 个通路，并结合 KO 编号完成亚系统划分；

3）反应扩充：基于 TCDB 数据库补充 54 个转运

反应，同时依据代谢需求新增 119 个交换反应；

4）网络完善：针对代谢漏洞，共添加 191 个反应，

涵盖脂肪酸代谢（78 个）、氨基酸代谢（44 个）、碳

水化合物代谢（37 个）等类别；关联 66 个基因，包

括脂肪酸代谢基因（32 个）、碳水化合物代谢基

因（13 个）、氨基酸代谢基因（11 个）等；5）核心反

应设置：引入 ATP 水解反应和生物量方程以模

拟能量维持与菌株生长；6）区室化建模：将反应

分配至细胞膜、细胞质、线粒体和胞外区室，分

别对应 31 个、1 555 个、18 个和 119 个反应。最终

构建的 GSMM 命名为 iJW1333，包含 1 723 个反

应、1 723 个代谢物及 1 333 个基因，基因覆盖率

为 12.07%。

通过与米曲霉 iWV1314 模型［11］进行对比发

现 ，新版 GSMM iJW1333 模型在多个方面呈现

明显改进：1）在模型规模方面，反应数量、代谢

物种类和基因数量分别增长了 17.3%、42.4% 和

1.4%，见图 1（a）；2）在 1 723 个生化反应中 ，有

1 543 个反应实现了基因-蛋白质关联；3）代谢网

络包含 11 个功能子系统，其中碳水化合物代谢

涉及 245 个反应，见图 1（b）；4）脂代谢途径的反

应数量较 iWV1314 模型增长了 50.7%；5）核苷酸

代 谢 途 径 较 iWV1314 模 型 缩 减 了 10.3%；6）

iJW1333 模型新增了多糖生物合成和代谢、萜类

和多酮类代谢等特色代谢模块，见图 1（c）。

对 iJW1333准确性的验证主要包括 2个部分。

第一，底物代谢能力评估。采用 2000 年后文献报

道的米曲霉菌株可利用的碳氮源进行生长模拟测

试，见表 1。结果表明，碳源利用预测准确率达

100.0%（12/12），氮源利用准确率为 84.0%（21/25），

整体底物预测精度较 iWV1314 提升了 10.8%。针

对试验已证实可利用但模型未预测到的底物（如

组氨酸、赖氨酸等），通过补充 9 个关键反应，将氮

源识别准确率提升至 94.6%，较 iWV1314 提高了

16.2%，见表 2。第二，生长与产物合成预测。基于

Origin软件对米曲霉 FMME-S-38发酵数据进行非

线性拟合分析，结果见表 3。当以硫酸铵为氮源，

葡萄糖吸收速率分别设为 1.26、3.70 mmol/（g·h）时，

模型预测值与试验数据的偏差分别为 13.2%［25］和

2.8%，平均误差为 8.0%，预测准确率为 92.0%。相较

于 iWV1314，新构建的 iJW1333 模型平均预测精度

图 1　米曲霉 GSMM iJW1333特征

Fig. 1　Characteristics of the A. oryzae GSMM iJW1333
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提 升 了 31.5%，表 明 新 模 型 更 适 用 于 米 曲 霉

FMME-S-38 菌株的发酵模拟。在模拟胰蛋白胨组

分（ 限 制 20 种 氨 基 酸 吸 收 速 率 为 0.004 

mmol/（g·h））时［26］，iJW1333 模型预测误差均为

0.2%。在模拟 L-苹果酸生产速率的过程中，当比

生长速率为 0.002 8 h-1时，利用新模型 iJW1333 预

测到的 L-苹果酸产率为 0.619 9 mmol/（g·h），与实

测值 0.581 6 mmol/（g·h）的偏差为 6.6%。结果表

明 ，与 iWV1314 相比 ，该研究所构建的新模型

iJW1333 无论是对文献报道的 L-苹果酸高产菌

株［26］，还是对米曲霉 FMME-S-38菌株，均表现出更

优的预测准确性。

2.2　米曲霉 FMME-S-38高产 L-苹果酸的生理机制

将米曲霉 FMME-S-38 与野生型米曲霉菌株

NRRL3488 进行基因组注释对比，发现 2 株米曲霉

菌株在基因层面仅存在细微区别。其中可能影响

L- 苹 果 酸 合 成 的 差 异 位 点 包 括 ：1）在 菌 株

FMME-S-38的 HMP中，转醛醇酶编码基因发生缺

失；2）在氧化磷酸化途径中，调控细胞色素 c 还原

酶的基因 QCR9存在过表达现象。

为解析米曲霉 FMME-S-38 高产 L-苹果酸的

生理机制，作者对米曲霉生长期和产酸期的代谢

流量进行了预测。鉴于模型 iJW1333 能够准确预

测高产菌株的生长和 L-苹果酸合成过程，首先对

文献［22］试验数据进行非线性拟合，再借助模型

iJW1333 开展 FBA，分别预测米曲霉 FMME-S-38

生长阶段和 L-苹果酸合成阶段的碳流分布情况，

见图 2。生长阶段中发酵 3.85 h 时为生长期，碳源

吸收速率为-1.26 mmol/（g·h），以生物量方程为目标

函数；苹果酸合成阶段中发酵 35.44 h时为产酸期，

葡萄糖比吸收速率为-0.447 mmol/（g·h）、比生长速

率为 0.014 h-1、延胡索酸合成速率为 0 mmol/（g·h）、琥

珀酸合成速率为 0.026 mmol/（g·h）、柠檬酸合成速率

为 0.162 mmol/（g·h），以 L-苹果酸转运反应为目标

函数。从生长阶段到 L-苹果酸合成阶段，相关代

谢途径的碳流比发生了显著变化：1）rTCA 与三羧

酸循环（TCA）的流量比增大，由生长期的 0上升至

产酸期的 0.77，且碳流未经过乙醛酸分支；2）糖酵

解途径（EMP）与 HMP 的碳流比由生长期的 6.98

上升到产酸期的 52.12，提高了 6.47倍。

在维持葡萄糖吸收速率为 3.70 mmol/（g·h）的

基础上，当氮源吸收速率从 3.00 mmol/（g·h）下降

至 2.40 mmol/（g·h）时，EMP 与 HMP 的碳流比提升

了 35.55%，L-苹果酸产量提高了 88.71%，对应的

最大比生长速率从约 0.5 h-1 下降到约 0.4 h-1。由

此可见，降低氮源吸收速率虽会适当降低菌株生

长速率，但可以提高 EMP 与 HMP 的碳流比，进而

表 1　iJW1333定性验证结果

Table 1　Qualitative validation results of iJW1333

类别

氮源

碳源

底物

胰蛋白胨

硫酸铵

氯化铵

硝酸钾

尿素

丙酮酸

精氨酸

天冬酰胺

天冬氨酸

半胱氨酸

谷氨酸

谷氨酸酰胺

甘氨酸

组氨酸

异亮氨酸

亮氨酸

赖氨酸

甲硫氨酸

苯丙氨酸

脯氨酸

丝氨酸

苏氨酸

色氨酸

酪氨酸

缬氨酸

葡萄糖

D-甘露醇

甘油

木糖

半乳糖

醋酸盐

麦芽糖

蔗糖

淀粉

乳糖

果糖

核糖

试验

结果

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

-

+

-

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

iJW1333

模拟

+

+

+

+

+

-

+

+

+

+

+

+

+

-

-

+

-

-

-

+

+

+

-

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

iWV1314

模拟

+

+

+

+

-

+

-

+

+

-

+

+

+

+

-

-

-

-

-

-

+

+

-

+

-

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

参考文献

［5］

［5］

［18］

［18］

［19］

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

［20］

［20］

［20］

［20］

［21］

［21］

［21］

［22］

［22］

［22］

［23］

［24］

注：“+”表示可利用，“-”表示不可利用。
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带括号数字代表生长期数据；不带括号数字代表产酸期数据；F16Bp—果糖-1，6-二磷酸；Dhap—磷酸甘油酮；Glc—葡萄糖；G6p—葡萄糖-6-磷酸；

G1p—葡萄糖-1-磷酸；G3p—甘油醛-3-磷酸；6pgl—6-磷酸葡萄糖酸；R5P—核糖-5-磷酸；F6p—果糖-6-磷酸；Pyr—丙酮酸；iCit—异柠檬酸；AKG—

ɑ-酮戊二酸；SucCoA—琥珀酸乙酰辅酶 A；Succ—琥珀酸；Mal—苹果酸；PEP—磷酸烯醇式丙酮酸；OAA—草酰乙酸；Cit—柠檬酸；Glx—乙醛酸。

图 2　模型预测米曲霉生长阶段和 L-苹果酸合成阶段碳流分布情况

Fig. 2　Predicted carbon flux redistribution in A. oryzae between cell growth and L-malic acid synthesis phases

表 2　iJW133填补代谢空缺添加的反应

Table 2　Filling metabolic gaps in iJW1333

代谢路径

谷氨酸、丙氨酸、天冬氨酸代谢

氰胺酸代谢

组氨酸代谢

色氨酸代谢

酪氨酸代谢

色氨酸代谢

酪氨酸代谢

色氨酸代谢

色氨酸代谢

EC 号

2.6.1.44

3.5.1.49

4.2.1.49

4.1.1.45

5.2.1.2

1.5.1.-

3.7.1.2

1.2.1.32

1.2.4.2

反应

ala__L［c］+glx［c］→gly［c］+pyr［c］

frmd［c］+h2o［c］→for［c］+nh4［c］

urcan［c］+h2o［c］→4izp［c］

2 h［c］+cmusa［c］→co2［c］+am6sa［c］

4mlacac［c］→4fumacac［c］

amuco［c］+nadh［c］+h［c］+h2o［c］↔2oxoadp［c］+nh4［c］+nad［c］

4fumacac［c］+h2o［c］→fum［c］+acac［c］

am6sa［c］+nad［c］+h2o［c］→amuco［c］+nadh［c］+h2o［c］

2oxoadp［c］+nad［c］+h［c］+coa［c］→glutcoa［c］+co2［c］+nadh［c］+h［c］

表 3　iWV1314和 iJW1333的定量模拟结果

Table 3　Quantitative simulation results of iWV1314 and iJW1333

氮源

硫酸铵

胰蛋白胨

葡萄糖吸收速率/

（mmol/（g·h））

1.26

3.70

1.70

1.96

比生长速率试验值/

h-1

0.228 0

0.569 0

0.278 1

0.319 0

iWV1314

比生长速率/h-1

0.126 8

0.372 3

0.180 5

0.206 0

误差值/%

44.4

34.6

35.1

35.4

iJW1333

比生长速率/h-1

0.198 0

0.585 4

0.278 7

0.318 4

误差值/%

13.2

2.8

0.2

0.2

参考文献

［25］

本研究

本研究

本研究
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促进 L-苹果酸积累。

对 NADH 和 ATP影响 L-苹果酸合成的分析显

示：在葡萄糖吸收速率恒定为 3.70 mmol/（g·h）的

条件下，当 L-苹果酸合成速率从 1.02 mmol/（g·h）

提 升 至 1.93 mmol/（g·h）时 ，NADH 合 成 速 率

从 5.82 mmol/（g·h）增加至 6.49 mmol/（g·h）；EMP

途径的 ATP 合成速率由 9.30 mmol/（g·h）提升至

10.10 mmol/（g·h）；ATP总消耗速率从 8.87 mmol/（g·h）

提高到 9.61 mmol/（g·h）。由于 NADH 可通过氧化

磷酸化途径补充 ATP，NADH 合成速率的增加可

能对 L-苹果酸合成产生促进作用。

2.3　氮源对米曲霉 FMME-S-38 发酵生产 L-苹果酸

的影响

以胰蛋白胨为唯一氮源，通过鲁棒性分析模

拟米曲霉氮源吸收速率对 L-苹果酸合成速率的影

响，结果见图 3（a）。设定初始参数为：葡萄糖吸收

速率 3.70 mmol/（g·h），细胞比生长速率 0.015 0 

h-1。将 L-苹果酸转运反应设为目标函数，当胰蛋

白 胨 吸 收 速 率 从 0 mmol/（g·h）提 高 到 44.06 

mmol/（g·h）时，L-苹果酸合成速率从 5.51 mmol/（g·h）

下降至 0 mmol/（g·h），表明维持较低的氮源吸收速

率有助于 L-苹果酸的合成。

采用发酵罐进行验证，以胰蛋白胨作为单一

氮源，调控胰蛋白胨的初始质量浓度为 5.5~7.5 

g/L 并进行培养测试。模型预测结果显示，在产酸

初期（0~42 h），菌体对氮源的利用呈现先降低后

升高的趋势，即从初始的 0.059 7 mmol/（g·h）先下

降至 0.006 7 mmol/（g·h）的谷值，随后回升至 0.025 3 

mmol/（g·h）。试验数据表明，随着初始氮源质量浓

度的增加，DCW 与葡萄糖消耗量最大分别增加了

58.0%和 32.5%，而 L-苹果酸产量则呈现先增加后降

低的趋势。当初始胰蛋白胨质量浓度为 6.5 g/L时，

DCW 和葡萄糖消耗量分别为 23.9 g/L和 205 g/L，此

时 L-苹果酸产量与糖酸转化率均达到最高值，分别

为 158 g/L和 0.78 g/g，见图 3（b）~（d）。结果证明，调

整氮源质量浓度能有效提高 L-苹果酸产量和葡萄

图 3　胰蛋白胨对米曲霉 FMME-S-38发酵生产 L-苹果酸的影响

Fig. 3　Effects of tryptone on fermentation parameters of A. oryzae FMME-S-38 for L-malic acid production
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糖转化效率，与文献结果一致。

2.4　氧气对米曲霉 FMME-S-38 发酵生产 L-苹果酸

的影响

通过鲁棒性分析模拟氧气摄取速率（OUR）对

L-苹果酸合成速率的影响，见图 4（a）。设定菌株的

葡萄糖吸收速率为 3.7 mmol/（g·h），菌株比生长速率

限定为 0.015 0 h-1，并将 L-苹果酸转运反应设置为目

标函数。研究表明，L-苹果酸的合成效率与 OUR呈

现明显的阶段依赖性关系：1）低氧阶段（OUR≤1.19 

mmol/（g·h）），L-苹果酸合成速率随 OUR 增加显著

提升，表明该阶段氧气供应是限制性因素；2）平台阶

段（1.19 mmol/（g·h）<OUR≤4.7 mmol/（g·h）），L-苹果

酸产量趋于稳定，OUR 变化不再影响产物合成，提

示 代 谢 流 达 到 平 衡 ；3）抑 制 阶 段（OUR>4.7 

mmol/（g·h）），过高的 OUR会抑制 L-苹果酸积累，这

可能与氧化应激或代谢途径重分配有关。

作者通过 FBA 深入探究了 OUR 对菌株能量

代谢网络的动态调控机制，见图 4（b）~（c）。结果

表明，在 OUR为 0~18 mmol/（g·h）的梯度变化过程

中，能量代谢呈现多阶段响应特征：1）NADH 代谢

动态，苹果酸脱氢酶催化反应中，NADH 消耗速率

从 4.98 mmol/（g·h）线 性 下 降 至 0 mmol/（g·h），

EMP 和 TCA 的 NADH 合成呈现 3 阶段变化，即

NADH 合成速率先升至 11.39 mmol/（g·h）后回落

至 6.22 mmol/（g·h），最 终 显 著 提 升 至 19.35 

mmol/（g·h）；2）ATP 代谢特征，OUR 下降过程中，

ATP 消 耗 速 率 呈 现 3 阶 段 波 动 ，达 到 13.00 

mmol/（g·h）峰 值 后 ，先 缓 慢 降 至 12.88 

mmol/（g·h），再骤然降至 4.16 mmol/（g·h），最终

回升至 13.41 mmol/（g·h），且 ATP 合成速率与 ATP

消耗速率保持同步变化趋势。上述模拟结果表

明，加强 EMP 和 rTCA 分支，提高 NADH 与 ATP 的

合成及消耗速率 ，有利于提高 L- 苹果酸合成

速率。

作者在发酵罐中开展湿试验，初始胰蛋白胨

质量浓度设置为 6.5 g/L，通过调节搅拌速度和通

气量，将发酵 DO 水平分别控制在 20% 水平（低水

平）、50% 水平（中水平）和 80% 水平（高水平）。结

果发现，葡萄糖吸收速率、DCW 和 L-苹果酸产量均

随着 DO水平的变化而改变，见图 4（d）~（e）。当 DO

图 4　氧气对米曲霉 FMME-S-38发酵生产 L-苹果酸的影响

Fig. 4　Effects of DO levels on fermentation parameters of A. oryzae FMME-S-38 for L-malic acid production
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水平降至 20% 时，L-苹果酸的产量显著提高至

（154.2±1.8） g/L，较 50% DO 水平增产 7%，糖酸转

化效率（0.83 g/g）也提升了 3.2%。然而，DO 水平降

低使 DCW 最大值下降 6.0%（降至 22.5 g/h），同时显

著抑制副产物积累，其中柠檬酸、延胡索酸和琥珀

酸的产量分别降低了 11.4%、12.9%和 15.1%。

3　结论

该 研 究 基 于 高 产 L- 苹 果 酸 菌 株 米 曲 霉

FMME-S-38 的全基因组测序数据，构建了新一代

米曲霉 GSMM iJW1333。与首个米曲霉参考模型

iWV1314 相比，iJW1333 在多个指标上有了实质

性提升：生化反应数量增加 17.3%、代谢物种类

增加 42.4%、基因数量增加 1.4%。值得注意的

是 ，模型 iJW1333 新增了多个独特的代谢子系

统。经系统验证，新模型 iJW1333 在底物利用预

测和菌体生长模拟中的准确率分别达到 94.6%

和 92.0%，较 iWV1314 模型分别提高了 16.2% 和

31.5%。

对米曲霉 FMME-S-38 全基因组进行 KEGG

和 KOG 注释，明确其高产 L-苹果酸的生理机制与

L-苹果酸合成途径和氧化磷酸化途径的特异性调

控密切相关。进一步研究发现，氮源及辅因子

（NADH 和 ATP）可通过改变 EMP、HMP、TCA 和

rTCA 等不同合成路径的代谢通量，从而促进 L-苹

果酸合成。在湿试验中，通过将氮源质量浓度和

DO 水平控制在较低水平 ，成功提高了 EMP 与

HMP 的比值以及 rTCA 途径与 TCA 途径的流量

比，有效提高了 L-苹果酸产量。
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