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绍兴黄酒麦曲中真菌的初步研究

曹钰1， 方华1， 李旺军1， 谢广发2，
(1．江南大学生物工程学院，江苏无锡214122；2．浙江古越龙山绍

兴312000)

邹慧君2， 胡志明2
兴酒股份有限公司，浙江绍

摘 要：对绍兴黄酒麦曲中的真菌组成和特性、以及制曲过程中的变化进行了初步研究。运用分

离培养方法，共获得16种丝状真菌，分子鉴定结果显示，伞枝犁头霉、米根霉、微小毛霉、米曲霉、

烟曲霉是麦曲中的主要真菌。运用RISA图谱法分析制曲过程中真茵的变化，并结合序列测定技

术比较制曲始末的真菌种类，显示出种群结构发生了显著变动。对7株主要丝状真菌的产酶特性

进行调查，结果显示，纯培养条件下只有曲霉属的真菌产酶，但在混合培养体系中，产酶种类或数

量变化显著。
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Abstract：Fungal community of wheat Qu of Shaoxing rice wine was studied by conventional

dilution plate method．Sixteen kinds of filamentous fungi were separated from wheat Qu and

identified by internal transcribed spacer sequencing technology．Among all cultures，Absidia

corymbifera，Rhizopus oryzae，Rhizomucor pusillus，Aspergillus oryzae and Aspergillus

fumigatus were major fungi in wheat Qu．A culture-independent method RISA，ribosomal

intergenic spacer analysis，combining with sequencing were used to analyze the change during the

Qu—nfaking process．The results showed the fungal community in wheat Qu changed distinctly

during the process．Five kinds enzymes produced by seven filamentous fungi strains were

investigated．The results showed only Aspergillus genus produce enzymes under pure culture，

whereas the kind and quantity of enzymes varied obviously through two-strain culture．
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黄酒是中国的三大酒之一，“以麦制曲，用曲酿

酒”是中国黄酒的特色。麦曲在黄酒酿造中具有极

其重要的地位，被喻为“酒之骨”。麦曲质量的优劣

直接影响到黄酒的产量和质量，其内在品质与黄酒

品质之间的相辅相成。在黄酒发酵中麦曲具有复

合糖化发酵粗酶制剂的功能，并且赋予了黄酒独特

的色、香、味。黄酒酿造所用的麦曲是采用固态培

养体系，在人工创造的培养条件下自然培育而形成

的[1]。麦曲中的微生物来源包括环境空气、制曲用

水、制曲工具以及小麦原料等带入的微生物，受到

诸多方面的因素影响，造就了麦曲中的极其复杂的

微生物群落。

通常，对于微生物体系的研究往往采用梯度稀

释分离培养的方法进行，但是由于分离培养条件的

选择性限制，对于复杂体系及其动态变化往往很难

再现样本中的存在状况。近年来，基于PCR扩增的

分子生物技术[2-5]，如核糖体内转录基因间隔区分

析(ribosomal intergenic spacer analysis，RISA)、变

性梯度凝胶电泳(denaturing gradient gel electro—

phoresis，DGGE)、温度梯度凝胶电泳(temperature

gradient gel electrophoresis，TGGE)、末端限制性

酶切片段多态性(terminal restriction fragment

length polymorphism，T—RFLP)等非培养的微生

物分子生态学方法，在环境样本的真菌多样性研究

中，能够较快捷、客观地反映微生物的存在状况和

变化。

已有的研究结果表明，真菌尤其是丝状真菌对

麦曲的功能发挥着重要作用。作者采用传统分离

培养方法和核糖体内转录基因间隔区分析(RISA)

技术，对绍兴黄酒麦曲这一复杂微生物体系中的真

菌进行了初步研究。

1材料与方法

1．1样品与培养基

麦曲：绍兴某黄酒公司提供。

分离培养基：察氏培养基、土豆琼脂培养基

(PDA)、麦汁琼脂培养基，均加入30 mg／L的链霉

素抑制细菌生长和200 mg／L的脱氧胆酸钠抑制菌

丝蔓延。

斜面培养基：PDA培养基；麸皮培养基：麸皮；

水一1：1。培养基均采用0．1 MPa下灭菌20 min。

1．2真菌的分离及鉴定

1．2．1 真菌的分离培养对麦曲样品进行稀释分

离，采用3种培养基分别进行培养。将所得的单菌

落转接到相同的培养基(察氏培养基)中，根据形态

的差异挑出不同的真菌。

1．2．2 染色体DNA的提取、核糖体内转录间隔区

(ITS)的扩增和克隆测序 采用氯化苄法[6]提取菌

株的染色体DNA。核糖体内转录间隔区的PCR扩

增引物为pITSl(5'-TCCGTAGGTGAACCTGC—

CG-3 7)和pITS4(5'-TCCTCCGCTTATTGATAT—

GC-3’)[7|。50扯L的PCR反应体系：40弘L

ddH20、5 pL 10×PCR Buffer(含MgCl2)、1弘L 4

×dNTP、1 ttL pITSl、1弘L pITS4、1弘L DNA模

板。PCR扩增条件为：95℃变性5 min，冰上加入1

ttL Taq酶。94℃变性30 s，58℃退火30 s，72℃

延伸45 s，共30个循环。然后72℃延伸10 min。

保存于一20℃备用。PCR反应结果用2 g／dL的琼

脂糖凝胶电泳检测，拍照。PCR产物经纯化，用

pMDl8一T连接，转化E．coli，PCR扩增验证插入片

断。测序由宝生物工程大连有限公司完成。

1．2．3 ITS序列的比较和同源性分析 测序结果

经DNAMAN 3．0软件去载体后，将序列提交Gen-

Bank数据库，利用Blastn软件进行序列比对，选取

序列最相近的1个GenBank收录序列，用DNA-

MAN 3．0软件分析克隆子的序列与GenBank收录

序列的相似性。

1．3 RISA法分析制曲过程的真菌变化

1．3．1麦曲样品处理 无菌条件下，将粉碎好的

麦曲加入带玻璃珠的三角瓶中，加入无菌生理盐水

浸提。浸提液无菌过滤，滤液离心，收集沉淀，用于

提取总DNA。

1．3．2 总DNA的提取与PCR扩增 DNA的提

取和PCR扩增参照1．2．2，PCR产物经PCR Puri—

fication Kit纯化后，用4 g／dL聚丙稀酰胺凝胶进

行电泳。电泳结束后，溴化乙锭染色拍照，回收样

品中的各条带，置于1．5 mL的离心管中，供回收使

用。

1．3．3基因克隆和序列分析加入50肛L的洗脱

缓冲液[8](500 mmol／L乙酸铵，10 mmol／L乙酸

镁，1 mmol／L EDTA，0．1％SDS)在放有PAGE条

带的离心管中，37℃水浴5 h，12 000 g离心10

min，取上清液，用PCR Purification Kit回收DNA。‘

然后以纯化DNA为模板，按1．2．2方法进行序列

克隆，测序结果按1．2．3方法进行分析。

1．4麦曲真菌的产酶特性

1．4．1 真菌的固态培养 取30℃培养3 d的试管

斜面菌种，加入无菌生理盐水洗下孢子，无菌条件

下过滤至带玻璃珠的无菌三角瓶中摇匀，血球计数

板计数，将孢子浓度调至106个／mL，制成孢子悬浮
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液。取1 mL孢子悬浮液接入麸皮培养基中，或按l

：1接人待混合培养的真菌孢子悬液，30℃静置培

葵，每隔4 h捶糕一次，进行纯种及混合固态壤葬。

1．4．2酶液的制备与测定 固态培养后，向麸曲

中加入生理盐水，于30℃、120 r／min条件下振荡

浸提l h。三层纱毒过滤，所褥滤滚分别矮予溺定

口一淀粉酶、糖化酶、蛋白酶、纤维素酶、术聚糖酶的活

性。

1．毒。3酶活分析方法及单位定叉舻淀粉酶、糖讫

酶、蛋白酶、纤维索活力的测定参照中华人民焚和

国行妲标准，木聚糖酶活力按文献[9]测定，所有酶

活均麓耻起予蘸表示。

2结果与分析

2．1绍兴黄酒麦曲中真菌的系统分离及鉴定

采用土豆琼脂、麦汁琼脂、察氏培养基3种不

同的壤养基对麦基样晶进行梯瘦稀释、系统分离，

真菌总菌落数达2．7×106个／g麦曲。从3 000多个

菌落巾根据菌落形态”。的差异共获得16种不同真

菌，均为丝获真菠，编号JZQ-1～jZQl8。其孛

JZQl～JZQ-5的菌落数均在105个／g麦曲以上，占

分离总菌落数的89％。

对各撩囊蕊纯墙葬物进行{TS痔襄扩增裙测

序，与GenBank数据库中最相似序列的比对结果觅

表1。

鉴定结果显示，麸麦睡孛分离获得酶16秘丝

状真菌，分别为伞枝犁头霉(Absidia corymbif-

era)、米根霉(Rhizopus oryzae)、微小毛霉(Rhizo一

班ucor pusillus)、米麓霉(Aspergitlus orgyze)、矮

腩霉(Aspergillus fumigatus)、构巢裸孢壳(Emer—

icella nidulans)、黑曲霉(Aspergillus niger)、Pen-

icillium thiersii、孳酸青霉(Penicillium oxali-

cure)、赛氏曲霉(Aspergillus sydowii)t、鲁西坦念

珠霉(Issatchenkia orientalis)、克鲁赛念珠霉

(Clavispora lusitaniae)、’互格链格孢(Alternaria

alternata)、苹果链格孢(Alternaria mali)、尖孢枝

孢(Cladosporium cladosporioides)，芽孢枝孢

(Cladosporium oxysporium)。其中蘸5种是绍兴

黄酒麦曲中的主要真菌。

从分离培养的结果可以看凼，毛霉目的犁头霉

淄、根霉属、毛霉属在澎馥中酶数量高达?6％，丽睡

霉属虽然风占总数的18．7％，但是种类却是最多

的，有5个不同的种。研究结果与以往对缨兴黄酒

麦醢微生物的研究结论有较大差异跚】。

2．2 运用RISA图谱法研究制曲过程中真菌的

变化

黄酒生麦蓝的制作过程是一个开放的微生物

盼培养过程，因而采用传统的微生物分离培养方法

零仅工作量巨大，丽鼠不韪清晰反映出裁越过程孛

轰睡微生物生长变化情况。相比而言，分子水平的

研究方法不仅可以大大降低工作量，而且槛研究微

生物静群结构、动态变化等方面嚣常便捷。

表1 16株丝欷真菌的ITSl-S．8S'ITS2序列与GenBank最相似序列的比对结果

Tab．1 Alignment of sequenced clone to its most similar GenBank sequence
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运用基于PCR的核糖体内转录间隔区分析法

(RISA)对绍兴黄酒麦曲制作过程中真菌的变化进

行分析，结果见图1。

Lane 0：lOObp Ladder Marker；Lane 1～8：different day dur—

ing the Qu—making process，represent 1，2，3，4，7，10，17，

24 respectively

图1 制曲过程中不同时间点的麦曲样品的RISA图谱

Fig．1 RISA analysis of ITS rRNA gene fragments of

fun#obtained after using PCR amplification on

samples of the microbial community at different

time of Qu-making process

从图1中可看出，在制曲过程中的不同时间，

麦曲中的优势真菌不同。制曲过程中优势真菌的

种类先增加，随后减少。第3天和第4天的图谱条

带基本相同，结合制曲过程中的温度变化情况，此

时麦曲品温分别达55℃和51℃。分析认为，在这

么高的温度下曲中的真菌已停止生长，故这两天的

RISA图谱基本相同。

此外，第17天和第24天的RISA图谱条带也

基本相同，表明从制曲的第17天开始，麦曲中的主

要微生物已占绝对优势，种群结构稳定不再发生变

化，此时糖化酶的活力处在较高水平，达到1 012 u／

g干曲。从真菌的角度来看，在制曲的第17天就可

出曲房了。

对制曲过程第1天和第24天的条带进行回收、

克隆、测序，结果见表2。从表2可以看出，在制曲

过程的第1天和第24天，麦曲样品中的优势真菌发

生了很大的变化，大部分优势霉菌不相同，仅有伞

枝犁头霉(Absidia corymbifera)和酿酒酵母(Sac-

charomyces cerevisiae)相同，但代表这两种微生物

的条带在亮度上有差异，说明在制曲始末两者在麦

曲样品中的数量和比例不同。RISA图谱及序列分

析结果都表明在制曲过程中，麦曲中的真菌种群结

构发生了显著的变动。

2．3麦曲中主要真菌的产酶特性

2．3．1 7株真菌纯种培养条件下的产酶情况 在

黄酒酿造中，通常认为传统生麦曲既是糖化发酵粗

酶剂，又作为少量酿酒原料和营养物质。麦曲中真

菌的产酶特性是值得关注的。选取分离获得的麦

曲中7株真菌(伞枝犁头霉、米根霉、微小毛霉、米

曲霉、烟曲霉、构巢裸孢壳、黑曲霉)进行纯种培养，

调查各菌株的产口一淀粉酶、糖化酶、蛋白酶、木聚糖

酶、纤维素酶的情况，结果见表3。

表2 RISA图谱中部分条带的测序鉴定

Tab．2 Identities of bands from RISA analysis of the fungal community from wheat Qu

a．RISA图谱分离条带鉴定的序列与GenBank中已有序列的相似性比较．b．由于技术原因未能从RISA图谱分离鉴定出

相应条带．
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裹3 7株真菌的产酶情况

瓢K 3轴e activity of enzymes produced酶seven filamentous fungi strains (攀往：U／g母趣)

编号 菌株 r淀粉酶 糖化酶 蚤白酶 术聚糖酶 纤缀索酶

1 Absidia corymbifera AC-14 ND ND ND ND ND

2 Rhizopus oryzae RO-02 ND ND ND

3， Rhizomucor pusillus Rp-09 ND ND ND

4 Aspergillus oryzae AO-Ol 112．5 1359。4 817。6

5 Aspergillus fumigatus AF-02 ND 368．9 507．8

6 Emericella nidula露s EN—05 ND ND ND

7 Aspergillus niger AN一13 ND ND 429．1

ND：表示没有酶活或农所用测定方法下酶活太低而不能测出。

从表3霹戮看邀，7株麦蘧中的圭要囊菌，仅

Aspergiltus oryzae AO-01、Aspergillus fumigatus

AF-02、Aspergillus niger AN一13能够产降解小麦

翔糯米霖料的酶，其中A．oryzae AO-01和

A．fumigatus AF-02产能降解淀粉原料的糖化酶，

A．niger AN一13产能降解木聚糖和纤维索的木聚

糖酶和纤维素酶。

从纯种制曲应用于酿造的角度看，A．oryzae

AO-Ol的糖化酶活力最高达1 359．4 U／g干曲，可

快速降解淀粉源瓣，能用俸黄酒纯种铡麓熬菌株。

A．fumigatus AF-02糖化酶活力低，仅368．9 u／g

予硅ll，分解淀粉的能力低，不宜单一用作纯种制逮。

两其它的5株丝获真菌耄予不产液化酶霸糖纯酶，

不能将淀粉原料分解为酵母能利用的葡萄糖。

2．3．2真菌混合培养时的产酶状况麦曲作为一

个微生物的混合培养俸系，其审含有的不同豹微生

物之间存在着一定的相互作用，势必会影响到它的

代谢灞动。

选择纯种培养时产酶的A。oryzae AO-01、

A．fumigatus AF一02、A．niger AN-13分别与其它

真菌两两混合培养，测定混合培养体系产生的穗一淀

粉酶、糖化酶、蛋自酶、本聚糖酶和纾维素酶的活

力，结果见表4。

裘4赛菌秀褥混含培养豹产酶情浣 、

Tab．4 The effect of each two mold mixed culture on enzyme production (单位：U／g=i=Ittt)

4。+l

4。+2

4++3

4’+5。

4’+6

4’+7‘

5‘+1

5。+2

5。+3

S。+6

5。+7+

7’+1

7’+2

7’+3

A．oryzae AO-OI and A．corymbifera AC-14

A．oryzae AO-01 and R．oryzae RC卜02

A。AO-01 and囊。pusillus Rp-09

A．oryzae AO-01 and A．fumigatus AF-02

A．oryzae AO-01 and E．nidulans EN-05

A．oryzae AO-0t and A．niger AN一13

A．fumigatus A羚02 and A。corymbifera AC-14

A．fumigatus AF-02 and R．oryzae R◇02

A。fumigatus AF-02 and R．pusillus RP-09

A。fumigatus AF-02 and嚣nidulans EN-05

A．fumigatus AF-02 and A．niger AMl3

A．niger AN一13 and A．corymbifera AC-14

A．niger AN-13 and R。oryzae RC卜02

A．niger AN-13 and R．pusillus Rp09

28．8

50．4

69．S

72．1

67．2

105．t

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

1 027．1

1 092．5

1 151+9

1 149．9

1 106．0

1 113。7

96．7

193．8

147．3

42。5

ND

ND

ND

146．7

886．1

770．2

946。4

904．4

949．1

3 710。6

564。0

643．5

570．1

767。8

780．0

801．7

728。2

122．6

102．1

ND

108．3

109．8

102．9

129．8

ND

ND

49．9

320．2

605．9

913．2

1 528。4

919．3

1．20

1．17

l。5重

1．48

1．42

l。57

ND

ND

ND

ND

ND

ND

32．?

ND

7。+6 A．niger AN一13 and E．nidulans EN一05 ND ND 573．3 759．2 ND

*单独壤葬时，落攮产酶；ND：裘忝没有酶溪或在所用测定方法下未徐溅出酶活。

A．oryzae AO-01与其它6株真菌混合培养

时，口一淀粉酶、糖化酶活力均有所下降，蛋自酶活力

均有所提高。特别是A．oryzae AO-OI和A．靠i—

ger AN一13的混合培养体系，蛋融酶活力离达

D

D

D

D

D

5

N

N

N

N

N

文O

D

D

D

D

D

&

N

N

N

N

N

缸
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3 710．6 U／g干曲，分别是A．oryzae AO-01和A．

niger AN一13纯种培养的4．5倍和8．6倍。此外混

合培养体系还或多或少的检测出木聚糖酶和纤维

素酶酶活。

A．fumigatus AF-02与其它5株真菌混合培

养时，糖化酶活力都大幅下降，而蛋白酶活力都有

所提高。尤其是与A．niger AN一13的混合培养体

系检测不到糖化酶活力。此外，A．fumigatus AF-

02与E．nidulans EN一05、R．pusillus RP-09、

A．niger AN一13的混合培养体系能够检测到木聚

糖酶活力。

A．niger AN-13与其它4株真菌混合培养时，

木聚糖酶活力和纤维素酶活力均大幅下降，而蛋白

酶活力均有所提高，只有与R．pusillus RP-09混合

培养时蛋白酶活力下降到122．6 U／g干曲，却检测

到了糖化酶酶活146．7 U／g干曲。。

从表4中可以看出，两种真菌混合培养物的产

酶情况不是单个真菌产酶的简单相加。两种真菌

混合培养时，代谢产酶状况从一定程度上反映出相

互之间生长的影响。产酶状况的变化继而影响到

对黄酒酿造原料的降解，这也可能就是纯种酿造的

黄酒口味淡薄的原因之一。

3 结 语

运用分离培养方法，共获得16种丝状真菌，分

子鉴定的结果显示：伞枝犁头霉、米根霉、微小毛

霉、米曲霉、烟曲霉是麦曲中的主要真菌。此结果

不完全同于以往的研究结论，考虑到麦曲是经过自

然培养形成的，这一差异是否源于几十年来的周边

自然生态环境的变化而导致，还有待进一步研究。

运用基于PCR的非培养方法RISA图谱法分

析了制曲过程中真菌的变化，并结合序列测定技术

比较制曲始末的真菌种类，结果显示麦曲中真菌种

群结构发生了显著变动。虽然这种方法同样具有

基于PCR的各种分子生态学方法的缺陷，且对聚丙

烯酰胺凝胶的质量和电泳条件有较高要求，但是对

于分析一个微生物群落组成复杂的体系，特别是动

态变化体系时非常方便、快速，且无需特殊仪器。

7株主要丝状真菌的产酶特性结果显示，在纯

培养条件下只有曲霉属的3株菌能够产生降解小

麦和糯米原料的酶，但在混合培养体系中，产酶种

类或数量都发生了明显变化。
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