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摘   要：运用传统分离培养方法和RISA 图谱分析方法，结合序列测定技术对绍兴黄酒麦曲中真菌的多样性进行了

研究。通过纯培养的方式对绍兴黄酒麦曲进行分离，并运用ITS 序列分析技术对获得的不同菌株进行了分类鉴定，

结果显示在分离获得的 16 种丝状真菌中，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。RISA 图谱分析结果表明这一非培养方法可应用于麦曲中主要真菌的组成研究。此外，运用RISA 图谱技术比

较了位于不同区域工厂的麦曲真菌多样性，结果显示不同生产区域的麦曲中优势真菌的组成不同，证实周边地域环

境是影响麦曲中真菌多样性的重要因素。
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Abstract ：Fungal diversity of wheat Qu of Shaoxing rice wine was studied by conventional dilution plate method and a culture-

independent method RISA (ribosomal intergenic spacer analysis), combining with sequencing. 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 fungis in wheat Qu.

The results of RISA fingerprint analysis showed this culture-independent method could be used to study fungal diversity of wheat

Qu. Different kinds of wheat Qu from three rice wine factories were compared by RISA fingerprint analysis method. The results

showed the main fungi in wheat Qu from three districts were different obviously, and proved that regional environment factors

influenced the wheat Qu fungal community significantly.
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“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，形成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(R I S A，r i b o s o m a l

intergenic spacer analysis)、变性梯度凝胶电泳(DGGE，

denaturing gradient gel electrophoresis)、温度梯度凝胶

电泳(TGGE，temperature gradient gel electrophoresis)、



     2008, Vol. 29, No. 03 食品科学 ※生物工程278

末端限制性酶切片段多态性(T-RFLP，terminal restriction

fragment length polymorphism)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。

本实验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

物体系中的真菌多样性进行研究。　　

1 材料与方法

1.1 样品来源

麦曲由绍兴的黄酒公司(下属三个工厂 A、B、C )

提 供 。

1.2 菌株鉴定

1.2.1 纯培养物的分离

采用察氏培养基、土豆琼脂培养基、麦芽汁培养

基对麦曲中的真菌进行稀释分离，培养基中均加入

30mg/L 的链霉素抑制细菌生长和200mg/L 的脱氧胆酸钠

抑制菌丝蔓延。将所得到的单菌落转接到相同的培养基

中，通过形态的差异挑选出不同的真菌。

1.2.2 D N A 的提取、克隆筛选和序列分析

菌株染色体的提取参照朱衡等[6]的方法提取，ITS

r D N A 的 P C R 扩增引物为 p I T S 1 ( 5 ' -

T C C G T A G G T G A A C C T G C G G - 3 ' ) 和 p I T S 4 ( 5 ' -

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')[7](上海生工生物工程公

司)。50μl PCR反应体系：41μl ddH2O、5μl 10× PCR

缓冲液(含 MgCl2)、1μl 4 × dNTP(上海申能博彩生物有

限公司)、1μl pITS1、1μl pITS4、1μl DNA模板(1×

10 － 3pmol/μl)。PCR 扩增条件为95℃变性5min，冰上

加入1μl Taq 酶。94℃变性30s，58℃退火30s，72℃

延伸 45s，共 30 个循环。然后 72℃延伸 10min。保存

于－ 20℃备用。PCR 反应结果用 2% 的琼脂糖凝胶电泳

检测，拍照。

PCR 产物经割胶纯化，用pMD18-T(宝生物工程大连

有限公司)连接，转化E.coli JM109 后，通过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 纯培养物的显微形态观察

斜面保藏的纯培养物接种到察氏培养基上，30℃培

养5～7d，乳酸石炭酸棉兰染色，高倍镜下(40 × 16)观

察形态，数码显微摄影。

1.3 核糖体内转录基因间隔区分析(RISA)

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，加入无菌生理盐水洗涤麦曲，将悬浮液纸过滤

后，滤液经离心收集沉淀，用于提取总 D N A 。

1.3.2 D N A 的提取与 PC R 扩增

DNA 的提取和PCR 扩增参照1.2.2，PCR 产物经PCR

Purification Kit(上海华舜生物工程公司)纯化后，进行4%

聚丙烯酰胺凝胶电泳，电压 10 0 V。电泳结束后，溴化

乙锭染色 15m i n。紫外拍照后，回收样品中的各条带，

置于 1.5ml 的离心管中，供回收使用。

1.3.3 基因克隆和序列分析

加入 50μl 的洗脱缓冲液[8](500mmol/L 乙酸铵、

10mmol/L 乙酸镁、1mmol/LEDTA、0.1% SDS)于放有

PAGE 条带的离心管中，37℃水浴 5h，12000 × g 离心

10min，取上清，用PCR Purification Kit回收DNA。然

后以纯化DNA 为模板，序列克隆按1.2.2 方法进行。测

序结果提交GenBank 数据库，利用Blastn 软件进行序列

比对，选取序列最相近的 1 个 Ge n B a n k 收录序列，用

DNA M A N 软件分析克隆子的序列与 Ge n B a n k 收录序列

的相似性。

2 结果与分析

2.1 运用传统分离培养方法研究麦曲中真菌的多样性

2.1.1 真菌的分离

对 A 厂麦曲样品采用不同的培养基进行梯度稀释分

离，从3000 多个菌落中根据菌落形态[9]的差异共分得不

同真菌 16 种，均为丝状真菌，编号 JZQ-1～JZQ-16，

各菌株的数量和所占比例分别见图 1 和图 2。

结果显示从麦曲中可分离出来的丝状真菌总菌落数

达2.7× 106 个 /g麦曲，其中JZQ-1～JZQ-5的菌落数均

在105 个 /g 麦曲以上，占分离总菌落数的89%，初步认

为这5 株丝状真菌是麦曲中的主要真菌。JZQ-6～JZQ-9

的菌落数均在104 个 /g 麦曲以上，约占分离总菌落数的

10%，而 JZQ-10～JZQ-16 的数量级均在103，数量在已

分离的丝状真菌中所占比例小于 2 % 。

2.1.2 真菌的鉴定
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图1    每克麦曲中各分离菌株的菌落数

Fig.1      Number of clones in wheat Qu per gram
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由于真菌的形态特征复杂，且少数形态特征和生理

生化指标随着环境的变化而不稳定，为避免经典分类依

据引起的分类分歧，同时还采用已被广泛应用于微生物

菌种鉴定的 rD N A 序列测定技术。由于 rDN A 客观存在

着广泛的保守区域和进化水平不同的区域，适用于不同

等级的分类研究。对于真菌而言，5.8S rRNA 序列进化

缓慢且相对保守，而核糖体内转录基因间隔区(internal

transcribed spacer，ITS)由于不加入成熟核糖体，在进

化过程中承受的自然选择压力小，序列的进化速率相对

较快，能容忍更多的变异，在绝大多数的真核生物中

表现出了极为广泛的序列多态性。这使得ITS序列(ITS1-

5.8S-ITS2)兼具高度的保守性和差异性，已被应用于种及

种以下分类单元的鉴定[10-12]，鉴定方法具有操作简便，

特异性高、准确可靠等优点。

对A 厂麦曲中分离获得的16 株纯培养物，进行ITS

序列扩增和测序，并将测序结果提交 GenBank 数据库，

利用Blast 工具与GenBank 中最相似序列进行比对，结

果见表 1 。

表1 的鉴定结果显示，从A 厂麦曲中分离获得的16

种丝状真菌，分别为伞枝犁头霉(Absidia corymbifera)、

米根霉(Rhizopus oryzae)、微小毛霉(Rhizomucor

pusillus)、米曲霉(Aspergillus orgyze)、烟曲霉

(Aspergillus fumigatus)、构巢裸孢壳(Emericella

nidulans)、黑曲霉(Aspergillus niger)、Penicillium

thiersii、草酸青霉(Penicillium oxalicum)、赛氏曲霉

(Aspergillus sydowii)、Issatchenkia orientalis、鲁西

坦念珠菌(Clavispora lusitaniae)、链格孢(Alternaria

alternata)、苹果链格孢(Alternaria mali)、芽孢枝孢

(Cladospo rium cladospor ioides)、尖孢枝孢

(Cladosporium oxysporium)。各株真菌纯培养物的显微

形态图见图 3 。

结合表 1 和图 2 的结果分析麦曲中的丝状真菌，可

以看出，属于毛霉目的犁头霉属、根霉属、毛霉属在

麦曲中的数量相当大，达到 7 6 % ，而曲霉属虽然只占

总数的18.7%，但是种类却是最多的，有5 个不同的种。

菌株
ITS片断 序列相似度

长度(bp) (%)
比对结果 接受号

JZQ-1 856 99 Absidia corymbifera EF136359

JZQ-2 678 99 Rhizopus oryzae EF136360

JZQ-3 627 100 Rhizomucor pusillus EF136361

JZQ-4 595 100 Aspergillus oryzae EF136362

JZQ-5 597 100 Aspergillus fumigatus EF136363

JZQ-6 566 99 Emericella nidulans EF136364

JZQ-7 599 100 Aspergillus niger EF136365

JZQ-8 573 100 Penicillium thiersii EF136366

JZQ-9 590 98 Penicillium oxalicum EF136367

JZQ-10 568 99 Aspergillus sydowii EF136368

JZQ-11 509 100 Issatchenkia orientalis EF136369

JZQ-12 382 100 Clavispora lusitaniae EF136370

JZQ-13 569 100 Alternaria alternata EF136371

JZQ-14 570 100 Alternaria mali EF136372

JZQ-15 552 100 Cladosporium cladosporioides EF136373

JZQ-16 550 100 Cladosporium oxysporium EF136374

表 1   16 株丝状真菌的 ITS1-5.8S-ITS2 序列与 GenBank
最相似序列的比对结果

Table 1     Most similar ITS sequences of clones with sequences
obtained from GenBank

JZQ-1 JZQ-2

JZQ-3 JZQ-4

JZQ-5 JZQ-6

JZQ-7 JZQ-8

图2    各分离菌株所占比例

Fig.2     Percentage of fungal clones obtained from wheat Qu

JZQ-5 6%

JZQ-4 7%

JZQ-3 16%

other 11%

JZQ-2 27%

JZQ-1 33%
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此外青霉属只占很小的比例 3. 5 %，而链格孢属、枝孢

属所占的比例则相当微弱。

分离和鉴定的结果显示伞枝犁头霉、米根霉、微

小毛霉、米曲霉、烟曲霉是绍兴黄酒麦曲中的主要真

菌。研究结果与上世纪六十年代，对绍兴黄酒麦曲微

生物的整理结论相比有较大差异。以往的总结性认识研

究认为：采用自然培育方法的传统麦曲中主要含黄曲霉

(或米曲霉)、根霉、毛霉和少量的黑曲霉、灰绿曲霉、

青霉、酵母等[13]。此后有关黄酒麦曲微生物的研究认为

主要霉菌是米曲霉、根霉、毛霉、犁头霉，除米曲

霉外，根霉、毛霉等均未鉴定到种的水平[ 1 4 ]。

2.2 RISA 图谱分析

RISA 图谱分析的原理是根据不同微生物的ITS 序列

长度不同，在凝胶中具有不同的迁移速度，而聚丙稀

结果显示三厂麦曲样品的扩增条带分布在 3 0 0 ～

900bp之间。A厂(1号样)和 C厂(3号样)的图谱在条带数

目和位置、条带亮度上完全相同，暗示两厂麦曲样品

中的优势真菌的种类相同。而B厂(2号样)的图谱无论是

在条带数目、位置，相同位置出现的条带亮度上，都

有别于其他两厂，反映出该厂麦曲样品中优势真菌的种

类更丰富，且条带所代表的真菌在样品中的数量或比例

不同于 A 、C 两工厂。

将图谱中 A、B、C 工厂的麦曲样品的各条条带经

胶回收、克隆测序，结果见表 2 。测序结果证实 A 、

C 两厂具有完全相同的优势真菌组成，即伞枝犁头霉、

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)、微小毛霉、米曲

霉、构巢裸孢壳。而 B 厂的真菌组成中不仅包括了 A、

C 两厂中的 5 种真菌，还包括热带假丝酵母(C a n d i d a

tropicalis)、鲁西坦念珠霉。

虽然三个黄酒工厂的制曲工艺相同，但是由于麦曲

的制作过程是一个开放的体系，麦曲中的微生物经自然

培育而形成，因而地域环境因素势必影响到成品麦曲中

的优势真菌的组成。从地理位置上看，A 、C 两厂相

距 5 公里左右，而 B 厂与 A、C 两厂均相距 2 5 公里左

右。三个工厂麦曲样品的 RISA 图谱及条带测序结果证

实了周边地域环境确实对麦曲中的真菌组成具有影响。

此外，用 RISA 图谱法分析获得的 A 厂麦曲样品的

真菌组成多样性结果，与传统分离培养法得到的结果之

间存在一定的差异。RISA 图谱(1 号泳道)表明 A 厂麦曲

JZQ-9 JZQ-10

JZQ-11 JZQ-12

JZQ-13 JZQ-14

JZQ-15 JZQ-16

图 3   16 株丝状真菌的显微形态

Fig.3      Photomicrograph of fungal clones obtained from
wheat Qu

酰胺凝胶电泳(PAGE)的分辨率非常高，在1000bp 内能

将长度相差 1bp 的不同 DNA 片断分开[15]。

提取麦曲样品中微生物的总 D N A ，经 P C R 扩增，

应用PAGE 分离麦曲中真菌的ITS 序列，得到的RISA 图

谱如图 4 所示。

1 2 3 4

2000bp

1000bp
900bp
800bp

700bp
600bp

500bp

400bp

300bp

a a a

b b b
c c c

d de
e ef

g

h
i

泳道1～3分别来自A、B、C三个工厂的样品；泳道4: 100bp Ladder Marker。

图 4   A、B、C 工厂麦曲中真菌的 RISA 图谱

Fig.4      RISA fingerprint of wheat Qu from A, B and C factories
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中，酿酒酵母是一种主要真菌。而在传统分离方法中

并未分离出酿酒酵母，分析认为这是由于培养基和培养

条件的设定限制，此外还可能是由于制曲过程中，麦

曲的品温可以高达55℃，而且成品麦曲的水分含量只有

12.5%，因而最终在成品麦曲中存在的酿酒酵母活菌数

非常少；另一方面，传统分离培养法表明米根霉、烟

曲霉是 A 厂麦曲中的一种主要真菌，但在 RISA 图谱条

带测序结果却未反映出。从图 4 中分析认为，极有可能

源于RISA 图谱中片长相近的条带分离效果不能达到理想

状态，导致回收测序时的条带信息丢失。在多个领域

的研究表明没有单独的一种方法能全面反映出复杂体系

中的组成多样性，因此，结合传统分离培养法和微生

物分子生态学方法来研究麦曲中的真菌，可以更客观地

反映出麦曲中的真菌组成多样性。

奠定黄酒的风格。国内以往针对黄酒麦曲微生物的认识

基于经验居多，研究内容仅局限于分离其中的主要产糖

化酶的真菌。在上世纪六七十年代的中国酒曲和窖泥微

生物研究中，曾对黄酒酒药中的酵母和麦曲中产糖化酶

的霉菌开展过分离及部分产酶特性研究，并在此基础上

进行了纯种熟麦曲的生产革新，但由此带来的风味变差

等不良后果始终困扰着黄酒行业，反映出麦曲中微生物

的多样性是黄酒风味的必要基础。另一方面，当今的

全球性气候变化、转基因植物的种植、污染造成环境

中微生物的变异等问题都有可能对传统黄酒的生产造成

不可预测的影响。所以非常有必要开展传统酿造的基础

研究，了解麦曲中的微生物尤其是真菌的多样性，认

识功效微生物的组成及进行功能解析。

然而麦曲中的微生物极其复杂，应用传统分离培养

方法在涉及多个样本及动态变化研究中，不仅工作量巨

大，而且在分析时往往束手无策。近年来以分子生物学

技术为基础的微生物分子生态学，在研究复杂微生物的

种群结构和功能，动态变化以及与环境间的相互关系方

面，具有传统方法无法比拟的优势，成为阐述微生物的

多样性的强有力技术手段。将微生物分子生态技术在传

统酿造领域中加以应用，开展麦曲中真菌多样性的研

究，为分析环境因素与麦曲形成的相关性，以及科学阐

述黄酒的地域性特征奠定基础，并将为进一步解析黄酒

发酵中麦曲的功能和影响等机理问题提供依据，而这些

基本问题的突破，能够加速传统酿造行业的技术变革。

本研究中首先采用察氏、土豆琼脂、麦芽汁三种

培养基对 A 厂麦曲中的真菌进行大规模的稀释分离，并

对获得的纯培养物进行了分子鉴定。分离鉴定的结果认

为伞枝犁头霉、米根霉、微小毛霉、米曲霉、烟曲

霉是麦曲中的主要丝状真菌，结果不完全同于以往的经

验性结论，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，尚需进一步研究论证，有关工作

目前正在进行。

本实验运用 RISA 指纹图谱技术来研究麦曲样品中

的真菌多样性，具有方便、快速的优点，但这种方法

对聚丙烯酰胺凝胶的质量和电泳条件有较高要求，而且

同样也具有基于 PCR 的各种分子生态学方法的缺陷。在

对比采用RISA 图谱和稀释分离培养两种方法对A 厂麦曲

中优势微生物的分析中，得到的结果存在一定偏差，反

映出对于一个微生物群落组成复杂的体系，目前所用的

任何单一方法都不能穷尽认识，采用传统分离培养法和

分子方法相结合更能反映麦曲中真菌的本来面目。

此外运用RISA 图谱法和条带测序对绍兴3个黄酒厂

的麦曲样品中的真菌多样性进行了分析，结果证实了周

边地域环境的确对麦曲中的真菌组成具有影响。而组成

结构总是和特定的功能相联系的。作为地域特色鲜明的

表2   A、B、C 三个黄酒工厂麦曲样品的 RISA 图谱条带测序结果

Table 2     Alignment of sequenced clone to its most similar
GenBank sequence from RISA fingerprint of the three factories’

samples

菌株
ITS片断 序列相似度

长度(bp) (%)
比对结果

A 厂麦曲样品

1-a 853 99 Absidia corymbifera

1-b 776 99 Saccharomyces cerevisiae

1-c 628 100 Rhizomucor pusillus

1-d 597 100 Aspergillus oryzae

1-e 565 99 Emericella nidulans

B 厂麦曲样品

2-a 855 99 Absidia corymbifera

2-b 771 99 Saccharomyces cerevisiae

2-c 678 99 Rhizopus oryzae

2-d 628 100 Rhizomucor pusillus

2-e 597 100 Aspergillus oryzae

2-f 565 99 Emericella nidulans

2-g 529 98 Candida tropicalis

2-h 条带未能回收

2-i 382 100 Clavispora lusitaniae

C 厂麦曲样品

3-a 853 99 Absidia corymbifera

3-b 776 99 Saccharomyces cerevisiae

3-c 628 100 Rhizomucor pusillus

3-d 597 100 Aspergillus oryzae

3-e 565 99 Emericella nidulans

3 讨  论

麦曲是传统黄酒浓醪发酵的物质基础，也是奠定黄

酒风格的重要保障。它是以小麦和水为原料，在特定

的季节条件下，通过控制生产过程中的温度和水分，在

开放式培养环境中，将源于小麦本身、制曲工具所携

带、空气中的微生物富集而形成。成品麦曲中含有丰

富的微生物及酶系，并且最终整体参与到黄酒发酵中，
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黄酒行业，深入认识麦曲中的微生物组成结构，及其

与周边环境因素的确切关系，将为科学地阐述麦曲的功

能，阐明黄酒的地域特征奠定基础，为保护和发展黄

酒这一东方瑰宝提供科学依据。
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