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摘 要：【目的】揭示草酸青霉(Penicillium oxalicum) Z2 对甘草药渣中黄酮成分的耐受机制，解

析其在不同浓度黄酮胁迫下的转录响应规律，为选育抗性菌株、提升发酵效率提供理论依据。【方

法】以草酸青霉 Z2 为研究对象，设置不同浓度甘草黄酮处理组(0、0.25、0.50、1.00、2.00 mg/mL)，

系统测定其生理指标，并结合转录组技术，揭示草酸青霉 Z2 在黄酮胁迫下的分子适应机制。【结

果】随着黄酮浓度升高，草酸青霉 Z2 的生物量与纤维素酶活性维持在较高水平，在 Super 组条

件下其生物量达 4.840 g/L，内切酶、β-葡聚糖酶、滤纸酶和木聚糖酶活力分别达 74.78、3.24、

6.99、562.5 U/mL，是普通草酸青霉的 10 倍以上。转录组分析表明，差异表达基因数量呈浓度依

赖性递增，从 Low 组的 818 个增至 Super 组的 3 945 个。在低浓度(≤1.00 mg/mL)下，菌株通过重

编程碳水化合物代谢与 ABC 转运体通路，调整碳源利用策略以维持基本生命活动；而在高浓度

(2.00 mg/mL)下，进一步激活核糖体、氧化磷酸化通路，其中核糖体通路有 65 个基因上调。【结

论】研究筛选出 EF-Tu、SecY、FtsY 等关键基因以及氧化磷酸化、ABC 转运等核心通路，揭示草

酸青霉 Z2 通过分层响应甘草黄酮胁迫：低浓度下重塑糖代谢与跨膜转运以维持生存，高浓度下

激活核糖体与能量代谢补偿机制。
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Abstract: [Objective] To elucidate the tolerance mechanisms of Penicillium oxalicum Z2 to 
flavonoids present in licorice residues and to analyze its transcriptional responses under gradient 
stress concentrations, thereby providing a theoretical basis for breeding resistant strains and 
improving fermentation efficiency. [Methods] P. oxalicum Z2 was treated with different 
concentrations of licorice flavonoids (0, 0.25, 0.50, 1.00, and 2.00 mg/mL). Physiological 
indicators were systematically measured. Transcriptome sequencing was conducted to identify 
differentially expressed genes and enriched KEGG/GO pathways, revealing the molecular 
adaptation mechanisms of P. oxalicum Z2 under flavonoid stress. [Results] As the flavonoid 
concentration increased, P. oxalicum Z2 maintained high biomass and cellulase activity. Under the 
highest flavonoid concentration (2.00 mg/mL), its biomass reached 4.840 g/L, and the activities of 
endoglucanase, β-glucosidase, filter paper enzyme, and xylanase reached 74.78, 3.24, 6.99, and 
562.5 U/mL, respectively, which were more than ten folds of those in the conventional P. oxalicum 
strain. Transcriptome analysis showed that the number of differentially expressed genes increased 
in a concentration-dependent manner, from 818 in the Low group to 3 945 in the Super group. 
Under low stress (≤1.00 mg/mL), the strain reprogrammed carbohydrate metabolism and ABC 
transporter pathways to adjust carbon utilization and sustain essential cellular activities. Under high 
stress (2.00 mg/mL), it further activated the ribosome and oxidative phosphorylation pathways, 
with 65 genes upregulated in the ribosome pathway. [Conclusion] This study identified key genes 
(e.g., EF-Tu, SecY, and FtsY) and core pathways (e.g., oxidative phosphorylation and ABC 
transporter), demonstrating that P. oxalicum Z2 employed tiered responses to licorice flavonoid 
stress. Specifically, the strain remodels sugar metabolism and transmembrane transport under low 
flavonoid stress to maintain survival and activates ribosome and energy metabolism compensation 
mechanisms under high flavonoid stress.
Keywords: licorice residue; Penicillium oxalicum; transcriptomics; tolerance mechanisms

随着中医药的快速发展，中药的需求量逐

年上升[1]。甘草作为中药产业的代表性植物，其

加工过程每年会产生超过 600 万 t 的药渣。这些

药渣富含纤维素、半纤维素、黄酮类等活性成

分，是极具潜力的生物质资源[2]。目前，甘草药

渣的处理方式包括焚烧、堆肥等，资源化利用
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途径单一，造成了资源的严重浪费。因此，亟

需探索高值化的利用途径。

微生物法因其绿色环保、高效低耗的特点，

逐渐成为生物质资源循环利用的研究热点[3]。中

药废弃物的微生物转化不仅能够实现资源的高

值化利用，还能减少环境污染，符合可持续发

展的理念[4]。其中，青霉属[5]、木霉属[6]等因其

具有强大的纤维素酶与半纤维素酶分泌能力，

在木质纤维素类废弃物的生物转化中展现出显

著优势。研究表明，利用高产纤维素酶的草酸

青霉菌株对甘草药渣进行液体发酵可高效转化

其中的多糖成分，生成具有工业应用价值的糖

类产物[7]。然而，药渣中富含的黄酮类化合物对

微生物发酵过程造成了一定的挑战。

黄酮类化合物是一类广泛存在于植物中的

天然活性成分[8]。研究发现，在发酵过程中药渣

中的黄酮类化合物对微生物的菌丝生长及代谢

活性存在显著抑制作用，导致发酵效率降低、

生产成本增加[9]。黄酮类化合物的广谱抑菌活性

已在多种微生物(如金黄色葡萄球菌[10]、枯草芽

孢杆菌[11]等)中得到验证，提示其在发酵体系中

对生产菌株可能产生潜在抑制作用。为缓解这

一制约，目前研究多集中在菌种选育[12]、发酵

工艺优化[13]等应用策略。然而，这些研究多停

留在表型观察与工艺调整层面，对于黄酮类物

质在工业发酵环境中对生产菌株的具体作用机

制仍不明确[14]。特别是关于黄酮类物质在发酵

过程中的动态抑制效应、关键细胞靶点及分子

调控网络，目前仍缺乏系统解析。

课题组前期从甘草根际土壤中筛选出了多

株草酸青霉菌株，其中草酸青霉 Z2 对甘草黄酮

具有高耐受性，该菌株通过原位酶解可实现

11.45 g/L 的还原糖产率[15]。本研究以高耐受菌

株草酸青霉 Z2 为研究对象，通过设置甘草黄酮

浓度梯度测定其生理指标，重点关注生物量和

胞外酶活，分析其耐受性能。结合转录组学分

析，揭示草酸青霉 Z2 应对黄酮胁迫的耐受机

制，为后续构建抗逆高产菌株以及优化甘草药

渣的微生物转化工艺提供关键的理论依据与基

因靶点。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

本研究采用的甘草药渣(Glycyrrhiza uralensis 

residue)来自江苏天晟药业股份有限公司，甘草

黄酮提取自甘草药渣。PDB 液体培养基(g/L)：

马 铃 薯 200.0， 葡 萄 糖 20.0， 充 分 混 合 后 ，

121 ℃灭菌 20 min。PDA 固体培养基：在 PDB

液体培养基配方基础上，添加 20.0 g/L 琼脂

粉，在 121 ℃条件下灭菌 20 min。发酵培养基：

KH2PO4 3.0 g/L，(NH4)2SO4 2.0 g/L，MgSO4·7H2O 

0.5 g/L，尿 素 5.0 g/L，FeSO4·7H2O 7.5 mg/L，

MnSO4·7H2O 2.5 mg/L，ZnSO4·7H2O 3.6 mg/L，

CoCl2·6H2O 3.7 mg/L，CaCl2 0.5 g/L，微晶纤维素

10.0 g/L，吐温-80 5.0 mL/L。

1.2　甘草总黄酮制备及含量分析

将甘草药渣粉碎，加入 10 倍量浓度为 70%

的乙醇，浸泡 30 min 后，回流提取 2 次，每次

60 min，过滤，合并滤液，浓缩，用大孔树脂

AB-8 进行纯化，浓缩冻干即得甘草总黄酮提取

物。将甘草黄酮溶于甲醇，精准量取 4.0 mL 样

品溶液置于 50 mL 容量瓶中，首先边摇边滴入

0.4 mL 5% NaNO2 溶液，静置 6 min，再边摇边

加入 0.4 mL 10% Al(NO3)3溶液，随后静置 6 min，

再边摇边加入 5.0 mL、4% NaOH 溶液，再次静

置 15 min，最后用甲醇溶液定容，在 510 nm 波

长下测量吸光度，代入标准曲线计算其浓度。

1.3　菌株生长曲线测试

配制含有不同甘草黄酮浓度(0、0.25、0.50、

1.00、2.00 mg/mL)的 PDA 培养基，每个浓度

设置 3 个平行。取 5 mL 在 PDA 液体培养基

中培养好的菌丝体悬液，在高速离心机中

8 000 r/min 离心 10 min，弃去上清液，收集菌

丝体沉淀。用去离子水清洗沉淀 3 次，每次均

以 8 000 r/min 离心 10 min，收集菌丝体并置于
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50 ℃烘箱中烘至恒重，用于计算每升培养基中

的细胞干重 (dry cell weight, DCW)，计算如公

式(1)所示。

DCW (g/L)=(器具及细胞烘干后的质量−器具

质量)/培养基体积 (1)

1.4　发酵测试

以 3 g 不含抑菌成分的普通农业废物玉米芯

为碳源，在发酵培养基中进行培养，向培养基

中加入不同质量的甘草黄酮，使其浓度达到 0、

0.25、 0.50、 1.00、 2.00 mg/mL。 采 用 Chang

等[16]的方法测定羧甲基纤维素酶(CMCase)、滤

纸酶(FPase)和木聚糖酶(xylanase)活力，酶活性

单位(U)表示为每毫升酶溶液每分钟释放的葡萄

糖或木糖的微摩尔数。

1.5　胞外蛋白和相对电导率测试

向培养 3 d 的草酸青霉液体 PDB 培养基中

加入甘草黄酮，使其浓度为 0、 0.25、 0.50、

1.00、2.00 mg/mL，28 ℃、180 r/min 培养。分

别于 2、 4、 6、 8、 10、 12 h 取 1 mL 菌液，

6 500 r/min 离心 10 min 后收集上清液。根据

Bradford 蛋白浓度测定试剂盒操作说明书制作标

准曲线。最后取 20 μL 待测样品，测定其在

595 nm 波长处的吸收值，代入标准曲线，计算

上清液中的蛋白浓度，试验重复 3 次。于 2、4、

6、8、10、12 h 吸取 PDB 培养基上清液，使用

电导率仪测量其电导率变化。

1.6　转录组分析

使用 TRIzol 试剂(赛默飞世尔科技公司)提取样

品总 RNA，采用 NanoDrop 2000 (ThermoFisher 

Scientific 公司)检测其浓度及纯度，利用 Agilent 

2100 Bioanalyzer (安捷伦科技有限公司)检测其

完整性。选择总量≥1 μg 的总 RNA，使用链特

异性建库试剂盒 NEBNext Ultra Directional RNA 

Library Prep Kit for Illumina，通过 oligo(dT)磁珠

富集带有 polyA 尾的 mRNA，随后通过离子打

断的方式使用二价阳离子将 mRNA 随机打断。

以片段化的 mRNA 为模板，随机寡核苷酸为引

物，合成 cDNA。对双链 cDNA 进行纯化，之

后进行双末端修复及 3′端引入“A”碱基并连接测

序接头。用 AMPure XP beads 筛选 400−500 bp

左右的 cDNA，进行 PCR 扩增并再次使用

AMPure XP beads 纯化 PCR 产物，最终获得

文库。

使用 DESeq2 (v1.38.3)对比较组之间的基

因表达进行差异分析。依据 STRING 数据库

(https://string-db.org/)进行蛋白互作分析，以揭示

目的基因之间的作用关系。使用 clusterProfiler 

(v4.6.0)进行富集分析，通过超几何分布方法计

算 P-value (一般显著富集的标准为 P<0.05)，找

出差异基因 (all/up/down)显著富集的 GO term/

KEGG pathway，从而确定差异基因行使的主要

生物学功能。采用 VarScan (v2.3.9)程序获取

SNP 和 InDel 位点。

1.7　统计分析

所有试验均设置 3 个重复组，结果用平均

值±标准差表示，采用 OriginPro 2021 作图。数

据结果以 P<0.05 为差异显著，P<0.01 为差异极

显著。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　甘草总黄酮含量分析

如图 1 所示，以芦丁为标准品制备标准曲

线，将甘草黄酮溶于甲醇制成 1.00 mg/mL 的溶

液，稀释至 5×10−3 mg/mL 后采用比色法测定其

黄酮含量。结果表明，OD510 为 0.5，原浓度甘

草黄酮中总黄酮含量为 96.24%，所制备的甘草

黄酮提取物纯度较高，适用于后续发酵胁迫

实验。

2.2　不同黄酮浓度处理下草酸青霉 Z2

耐受能力分析

2.2.1　草酸青霉生长曲线

如图 2 所示，对 3 株不同草酸青霉(Penicillium 

oxalicum)生物量的动态监测结果显示，在对照
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组中，草酸青霉呈现典型的指数生长模式，菌

体干重(DCW)在 0 h 至 72 h 内迅速增加至 9 g/L

以上。草酸青霉菌株 G4 对甘草黄酮的耐受性较

弱，在 High 组和 Super 组处理下其生长受到显

著抑制，基本处于停滞状态。草酸青霉菌株 G7

与 G4 的生长响应较为相似，但在 Low 组条件

下能够恢复至正常生长水平。相比之下，草酸

青霉 Z2 表现出较强的黄酮耐受能力，即使在

Middle 组处理下，其菌体干重仍可恢复至接近

对照组的水平；而在更高黄酮浓度条件下，该

菌株仍能维持一定的生长能力，菌体干重达到

(4.840±0.241) g/L。上述结果表明，草酸青霉 Z2

对甘草黄酮具有显著耐受性，能够在较高质量

浓度黄酮构成的胁迫环境中维持菌体生长。

2.2.2　草酸青霉发酵测试

如图 3 所示，发酵周期监测结果表明，甘

草黄酮的添加显著改变了草酸青霉胞外水解酶系

的合成动态。在 CK 组中，内切葡聚糖酶、β-葡

糖苷酶、滤纸酶和木聚糖酶的活力均维持在较高

水平，分别达到(129.800±4.870)、(7.040±0.383)、

(11.940±0.297)、 (960.410±29.200) U/mL； 但 随

着黄酮浓度升高，所有试验组的酶活力均呈现

下降趋势，且这种抑制效应与黄酮浓度呈正相

关。具体而言，Low 组处理下酶活力下降不明

显，而在 Super 组中抑制最为显著。

菌株间比较发现，G4 和 G7 对黄酮较为敏

图1　总黄酮标准曲线

Figure 1　Total flavonoids standard curve.

图2　不同黄酮浓度胁迫下草酸青霉生长曲线变化

Figure 2　The growth curves changes of Penicillium 

oxalicum under different concentrations of flavonoids 

stress. A: Growth curves of Penicillium oxalicum G4; 

B: Growth curves of Penicillium oxalicum G7; C: 

Growth curves of Penicillium oxalicum Z2. The 

concentrations of flavonoids in different groups are 

as follows: CK (0 mg/mL), Low (0.25 mg/mL), 

Middle (0.50 mg/mL), High (1.00 mg/mL), Super 

(2.00 mg/mL).
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感，其在高浓度处理下的胞外酶活力较 CK 组下

降了 90% 以上，处于极低水平。与之相反，菌

株 Z2 则表现出卓越的耐受性：在 Middle 组黄

酮条件下，其酶活力可维持在与 CK 组相当的水

平；即使处于更高浓度的黄酮环境中，它依然

能保持相对较高的胞外水解酶活力。

2.3　不同黄酮浓度处理下草酸青霉 Z2

耐受机制分析

2.3.1　细胞膜损伤分析

当真菌处于正常生长状态时细胞膜结构完

整，仅允许少量蛋白质渗出以维持基本物质交

换与代谢活动，因此胞外可溶性蛋白含量维持

图3　不同黄酮浓度胁迫下草酸青霉胞外水解酶活力变化

Figure 3　The changes in extracellular hydrolase activities of Penicillium oxalicum under different flavonoid 

concentrations stress. A: Changes in endo-enzyme activity of different Penicillium oxalicum under the influence 

of different flavonoid concentrations; B: Changes in β-glucosidase activity of different Penicillium oxalicum 

under the influence of different flavonoid concentrations; C: Changes in filter paper enzyme activity of different 

Penicillium oxalicum under the influence of different flavonoid concentrations; D: Changes in xylanase activity 

of different Penicillium oxalicum under the influence of different flavonoid concentrations. The data are 

presented as mean±SD (n=3). Compared with the CK group, **: P<0.01; ***: P<0.001.
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相对稳定。如图 4 所示，电导率与胞外蛋白浓

度测定结果显示，在整个监测周期内，CK 组的

胞外蛋白浓度与培养液电导率均维持稳定，波

动范围较小。经甘草黄酮处理后，草酸青霉的

胞外蛋白浓度与培养液电导率均呈现时间与浓

度依赖性上升。其中，Low 组与 CK 组差异不显

著；随着黄酮浓度升高，Middle 组、High 组与

Super 组的胞外蛋白泄漏逐渐加剧，尤以 Super

组最为显著，其电导率和胞外蛋白浓度分别达到

(520.30±18.25) μs/cm 和(0.034 3±0.001 8) mg/mL。

上述结果表明，甘草黄酮影响了草酸青霉 Z2 的

细胞膜完整性。

2.3.2　不同黄酮浓度处理下差异表达基因

分析

如图 5A、5B 所示，对差异基因进行分析，

结果表明 Low 组、Middle 组、High 组和 Super

组与 CK 组相比分别有 818 个 (448 个上调和

370 个下调)、1 241 个(470 个上调和 771 个下

调)、2 030 个(1 141 个上调和 899 个下调)以及

3 945 个(1 870 个上调和 2 075 个下调)差异基因，

随着处理组黄酮浓度升高，差异基因数目逐渐

增多，其中 Super 组拥有最多的差异基因数量。

如图 5C 所示，从维恩图可以发现，8 034 个差

异基因中只有 292 个基因呈现相同的表达模式。

如图 6 所示，把差异基因分成 9 个 cluster 进行

聚类分析和趋势分析，其中 Low 组与 CK 组基

因的表达模式比较相近，在 cluster 3 和 cluster 4

中展现出高表达。High 组、Super 组与 CK 组基

因表达模式显著不同，Super 组在 cluster 8 和

cluster 9 中展现出高表达。本研究发现黄酮处理

显著影响了基因的表达模式，不同组别的相同

基因分别展现不同的表达水平。

2.3.3　KEGG 和 GO 途径富集分析

如图 7 所示，利用 KEGG 数据库对信号通

路进行分析，结果表明与 CK 组相比，Low 组

富集在代谢通路和环境信息处理通路。代谢通

路包括：碳水化合物代谢(丙酮酸代谢、乙醛酸

和二羧酸代谢、戊糖和葡糖醛酸相互转化、糖

酵解/糖异生、淀粉和蔗糖代谢、果糖和甘露糖

代谢、抗坏血酸和醛糖代谢、半乳糖代谢、丁

酸盐代谢)、脂质代谢(角质、木栓质和蜡质生物

合成、脂肪酸降解、醚脂质代谢、亚油酸代谢)、

图4　不同黄酮浓度胁迫下草酸青霉胞外电导率和蛋白浓度变化

Figure 4　 Changes in extracellular conductivity and protein concentration of Penicillium oxalicum under 

different flavonoid concentrations stress. A: Changes in extracellular conductivity over time at different flavonoid 

concentrations; B: Changes in extracellular protein concentration over time under the influence of different 

flavonoid concentrations.
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图5　不同黄酮浓度胁迫下差异基因分析结果

Figure 5　Analysis results of differential genes under different concentrations of flavonoids. A: Upregulation and 

downregulation of differentially expressed genes in different flavonoid treatment groups; B: Volcano plot of 

differentially expressed genes in different flavonoid treatment groups; C: Venn diagram of differential gene 

expression in different flavonoid concentration treatment groups.
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图6　聚类分析结果

Figure 6　Cluster analysis results. A: Differential gene clustering analysis. The darker the color, the higher the 
expression level of the gene in that sample; Conversely, the bluer the color, the lower the expression level of the 
gene in that sample (Horizontally, the genes are represented. Each column represents a sample); B: Trend analysis 
of differential genes.

3516



何志豪 等 || 微生物学报, 2026, 66(7)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

3517



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

HE Zhihao et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2026, 66(7)

图7　KEGG富集分析结果

Figure 7　KEGG enrichment analysis results. A: The KEGG enrichment analysis result of CK_vs._Low; B: The 

KEGG enrichment analysis result of CK_vs._Middle; C: The KEGG enrichment analysis result of CK_vs._High; 

D: The KEGG enrichment analysis result of CK_vs._Super.
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氨基酸代谢(酪氨酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、

色氨酸代谢、苯丙氨酸代谢)等。环境信息处理

通路包括：膜转运(ABC 转运蛋白)。Middle 组

和 High 组与 Low 组结果相似，大多富集在碳水

化合物代谢、脂质代谢、氨基酸代谢以及膜转

运等。然而，Super 组与其他组别完全不同，与

对照组相比，其富集在遗传信息处理、新陈代

谢、细胞过程以及环境信息处理通路。遗传信

息处理通路包括：翻译(核糖体)；代谢通路包

括：能量代谢(氧化磷酸化)、氨基酸代谢(精氨

酸合成、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸合成)、脂

质代谢(脂肪酸合成)；细胞过程通路包括：细胞

生长与死亡；环境信息处理通路包括：MAPK

信号通路。

如图 8 所示，利用 GO 数据库进行分析，与

CK 组相比，Low 组有 12 个 MF 术语、7 个 BP

术语和 1 个 CC 术语富集，其中氧化还原酶活

性、碳水化合物代谢过程以及细胞外区域分别

是 MF、BP 和 CC 中最富集的术语。Middle 组

有 14 个 MF 术语、3 个 BP 术语和 3 个 CC 术语

富集，其中氧化还原酶活性、跨膜转运以及膜

的内在成分分别是 MF、BP 和 CC 中最富集的

术语。High 组有 12 个 MF 术语、5 个 BP 术语

和 3 个 CC 术语富集，其中 MF、BP 和 CC 中最

富集的术语分别是氧化还原酶活性、跨膜转运

以及细胞外区域。与 KEGG 结果一致，Low 组、

Middle 组和 High 组富集的术语同样相似。

Super 组与其他组别最为不同，其有 7 个 MF 术

语、9 个 BP 术语和 4 个 CC 术语，初级主动跨

膜转运活性、氮循环代谢过程以及线粒体膜间

空间分别是 MF、BP 和 CC 中最富集的术语。

KEGG 与 GO 富集分析表明，甘草黄酮对

草酸青霉的抑制作用呈现显著的浓度依赖性分

层响应调控。在低浓度下，黄酮主要干扰初级

代谢通路；而当浓度升高时，则转而破坏核糖

体生物合成等遗传信息处理过程。

2.3.4　SNP 分析

采用 VarScan (v2.3.9)程序获取 SNP 位点，

过滤标准为： (1) SNP 位点碱基 Q>20； (2) 覆

盖该位点的 reads 数目>8；(3) 支持突变位点的

reads 数目>2； (4) SNP 位点的 P<0.01。变异

位点分析如图 9 所示，Super 组拥有最多的

SNP 数量，Super 组 3 个样本纯合子变异超过

250 个，杂合子变异超过 1 000 个。这说明高浓

度的甘草黄酮会增加核苷酸变异的概率，低浓

度甘草黄酮影响较小。根据突变类型统计，

transition 占据了 74.85%，是 transversion 的 3 倍

以上。
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图8　GO富集分析结果

Figure 8　GO enrichment analysis results. A: The GO enrichment analysis result of CK_vs._Low; B: The GO 

enrichment analysis result of CK_vs._Middle; C: The GO enrichment analysis result of CK_vs._High; D: The GO 

enrichment analysis result of CK_vs._Super.

3520



何志豪 等 || 微生物学报, 2026, 66(7)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

3　　讨论讨论

3.1　低浓度甘草黄酮触发代谢维持菌体

生长与酶活

代谢稳态是微生物在胁迫环境下维持生存

与生长的核心机制[17]。本研究观察到，在低浓

度(≤1.00 mg/mL)甘草黄酮胁迫下，草酸青霉菌

株 Z2 通过启动代谢来应对环境压力，其生物量

积累与胞外水解酶的合成均未受到显著影响，

细胞结构也无明显损伤，这表明其代谢系统在

此条件下能够有效维持稳态。这一耐受现象与

腐败希瓦氏菌(Shewanella putrefaciens)[18]及意大

利青霉(Penicillium italicum)[19]中报道的黄酮类物

质破坏细胞膜结构，影响氨基酸代谢并导致其

生长迟缓的结果有所不同。草酸青霉 Z2 对黄酮

类物质具有良好的耐受性，这种差异表明外部

的胁迫信号可能触发了草酸青霉 Z2 内部的代谢

网络重塑，使其能够调控关键通路，从而在黄

酮胁迫下保持正常的生长与生理功能。

本研究通过 KEGG 富集分析从基因表达层

面初步揭示了草酸青霉 Z2 在低浓度黄酮胁迫下

维持代谢稳态的机制。差异表达基因显著富集

于碳水化合物代谢相关通路。其中，丙酮酸代

谢作为糖酵解的终末途径和三羧酸循环的关键

枢纽，其适应性调整保障了核心代谢中 ATP 的

供应[20]。同时，乙醛酸和二羧酸代谢通路的激

活表明细胞能够利用脂肪酸等替代碳源，通过

合成葡萄糖以满足能量与生物合成需求[21]。该

循环与戊糖磷酸途径协同作用，共同维持了细

胞在胁迫下的氧化还原稳态。此外，ABC 转运

蛋白通路的富集提示，细胞可能通过调控跨膜

转运过程以限制黄酮摄入或增强底物利用效率，

从而优化代谢过程[22]。这一系列代谢通路的调

整表明，草酸青霉 Z2 能够通过代谢调整应对黄

图9　单核苷酸变异分析结果

Figure 9　 Single nucleotide variation analysis results. Homo (homozygous-variant) indicates a homozygous 

variant, meaning that both alleles at this locus have mutated and the mutations are the same; Hete (heterozygous-

variant) indicates a heterozygous variant, meaning that at least one of the alleles at this locus has mutated and the 

mutated alleles are different.
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酮引发的碳源利用压力，这为其在胁迫下维持

菌体生长与酶活提供了基础。

3.2　高浓度甘草黄酮触发核糖体与能量

代谢补偿机制

当抑菌胁迫强度超过微生物的承受极限时，

细胞会启动更为紧急的应激程序以维持生存。

本研究中，在高浓度(2.00 mg/mL，Super 组)甘

草黄酮胁迫下，草酸青霉 Z2 的生长受到了一定

程 度 的 抑 制 ， 其 DCW 与 CK 组 相 比 下 降

54.6%，内切葡聚糖酶、β-葡糖苷酶、滤纸酶和

木聚糖酶活力分别下降 42.4%、53.8%、41.5%

和 41.4%，并伴随细胞膜完整性受损。

本研究的 KEGG 富集分析显示，高浓度黄

酮激活了核糖体与氧化磷酸化通路。如图 10 所

示，在核糖体通路中，65 个基因上调，1 个基

因下调，其中 EF-Tu、SecY、FtsY 等参与蛋白质

翻译、转运与折叠的关键基因普遍上调。EF-Tu

能够增强生物对极端环境的敏感性，从而提高

抗性[23]；SecY、FtsY 能够调控细胞膜的修复[24]。

这表明细胞正在补偿因细胞膜损伤和毒性干扰

造成的蛋白质功能损失，维持生命活动所需蛋

白组的合成。同时，氧化磷酸化通路中 ATP 合

成酶相关基因的全面上调揭示了细胞正面临严

重的氧化应激情况[25]。试图通过最大化产能效

率来应对由膜系统损伤导致的能量耗散，为上

述高耗能的补偿行为提供动力。

3.3　甘草黄酮对草酸青霉 Z2 呈现浓度

依赖性的分层响应耐受机制

生长曲线与生物量是评估微生物胁迫响应

的关键指标[26]。通常，在抑菌物质胁迫下微生

物生长会受到抑制，即便在亚抑制浓度下也可

能出现生物量下降[27]。丝状真菌作为微生物中

的一类代表，广泛分布于自然界，常通过分泌

多种水解酶降解植物组织[28]。这类酶系是其利

用纤维素类资源的核心工具[29]，胞外酶活力的

大小也反映了真菌在抑菌物质下抵抗外界胁迫

的能力。

以往研究表明，天然提取物可显著抑制真

菌胞外酶活与生物量积累[30-31]，其机制多与活

性成分干扰代谢、破坏细胞结构有关[32]。目前

青霉对天然提取物较为敏感，张甜甜等[33]研究

表明，1 mg/mL 五味子提取物即可显著抑制青霉

的生长与孢子萌发。Guo 等[34]研究发现，天然

化合物在 15.63 mg/L 的浓度下即可显著抑制青

霉生长，通过多组学分析表明其主要干扰了核

糖体合成等通路。本研究中，草酸青霉 Z2 对甘

草黄酮表现出区别于普通菌株的响应行为：在

1.00 mg/mL 黄酮处理下仍能维持接近正常的生

物量积累，其胞外酶活力保持高水平，显示出

较强的耐受能力；即便在 2.00 mg/mL 的高浓度

胁迫下，虽生长受到显著抑制，但菌体并未丧

失全部生理活性。

Feng 等[35]通过转录组分析发现，青霉面对

抗真菌成分时核糖体生物合成、氨基酸代谢相

关通路富集；Lin 等[36]研究发现差异基因表达主

要涉及遗传信息过程和能量代谢等；Feng 等[37]

通过转录组和蛋白组联合分析发现，抑菌成分

调控并参与了青霉初级代谢、细胞壁代谢等基

因或蛋白质。以上研究表明青霉在面对外部抑

菌成分胁迫时会启动代谢和遗传信息相关的通

路来抵抗外部条件的压力。然而，本研究针对

耐受菌株草酸青霉 Z2 发现，针对不同阶段的抑

菌浓度，真菌展现出对外部胁迫的分层响应机

制。本研究发现的结果对甘草药渣的直接发酵

具有指导性作用，在工艺设计中应当依据胁迫

程度采取分段策略。例如，在发酵初期或使用

高黄酮含量药渣时可先通过低浓度条件对菌株

进行适应性驯化，激活其代谢调整能力；进入

主发酵阶段后，关注能量代谢水平，可通过补

料或调节通气来缓解高浓度胁迫下的代谢负担。

同时，可通过组成型或诱导型强启动子驱动

EF-Tu、SecY、FtsY 等基因在草酸青霉中过表

达，旨在提前或增强其保护效应，从而构建耐

受性更强的基础底盘菌株。这种基于菌株内在
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应答规律的工艺调控，有望实现发酵效率与菌

株抗逆性的同步提升，为甘草药渣的规模化生

物发酵提供切实可行的操作依据。

本研究基于 KEGG 与 GO 富集分析结果发

现，草酸青霉 Z2 对甘草黄酮具有“浓度依赖性

的分层响应耐受机制”。在低浓度(≤1.00 mg/mL)

胁迫下，Z2 主要通过代谢层面的适应性重编程

维持生长与酶活，生物量受影响不大；而在高

浓度(2.00 mg/mL)胁迫下，菌体启动了核糖体生

物合成与能量代谢相关通路进行补偿，以维持

细胞在严重胁迫下的生存能力。

4　　结论结论

本研究系统揭示了草酸青霉对甘草黄酮的

浓度依赖性分层响应耐受机制。在低浓度胁迫

下，菌株通过重塑碳水化合物代谢与激活 ABC

转运体，通过代谢调整维持生存与生长；而在

高浓度胁迫下，则启动以核糖体生物合成增强

和氧化磷酸化补偿为特征的耐受机制，维持细

胞基本功能。研究表明，草酸青霉能够通过从

“代谢适应”到“应激补偿”的基因表达策略应对

黄酮胁迫：低浓度时调整碳代谢过程，高浓度

图10　核糖体通路图

Figure 10　Ribosome pathway diagram. Red indicates the upregulation of related genes, while blue indicates the 

downregulation.
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