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摘  要: 利用紫外、硫酸二乙酯、氯化锂和亚硝基胍复合诱变的方法, 选育到一株高产黄色素的

红曲霉突变株 MYM2。经过稳定性实验证明, 诱变得到的菌株稳定性较好, 液态发酵试验黄色素

色价达到 100 U/mL 以上, 黄色素色调达到 3.5 左右。此黄色素在 300 nm~600 nm 波长之间只有一

个在 410 nm 附近的最大吸收峰, 在 pH 3~8 之间稳定性较好。当 pH 小于 3 时, 红曲黄色素不稳定, 
黄色素溶液变混浊, 放置后有沉淀产生。 
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Selection of Monascus with High Yellow Pigment Production 
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Abstract: The Monascus mutant with high yield of yellow pigment was obtained by using conventional 
relevant mutation techniques, e.g., treating with physical mutagens(such as UV light) and chemical sub-
stances (such as N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine). The yellow pigment was scanned from 300 nm to 600 
nm with UV spectrometer, the maximal absorption was determined at 410 nm. The growth characteristic 
of Monascus mutant is stable, the yellow pigment value and colour hue in liquid fermentation can reach 
100 U/mL and 3.5 respectively. The yellow pigment is stable from pH 3 to pH 8, but the precipitation 
appeared as the pH of the pigment solution lower than 3. 
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红曲是一种具有东方色彩的传统产品, 在我国
已有数千年的应用历史。红曲色素作为一种天然色

素, 其安全性高, 经急性毒性试验、慢性毒性试验以
及致突变性实验都证明无毒性 , 也无致畸变作用 , 
故红曲色素现已广泛应用于各种食品着色剂[1]。在

食品安全问题日益受到关注的今天, 由此类天然色
素取代人工合成色素的前景广阔。红曲色素属于聚

酮类色素 , 由 6 种结构相近的成分组成 , 其中 , 
Ankaflavine与Monascin为黄色素, Rubropunctatine与
Monascorubrine是橘黄色素 , Rubropunctamine与

Monascorubramine为红色素。其中黄色素作为一类
主要的食用色素的品种, 通常占市场需求量的 60%, 
故红曲黄色素的开发研究具有广阔的前景及重大的

经济效益。日本目前已实现了红曲黄色素的工业化

生产, 产品名为日本天然 No393。红曲黄色素在国
内已有市售产品, 但是色价不到 30个色价单位或黄
色素色价能达到 80以上色价单位, 但黄色素色调不
到 1[1,2]。而国外的专利和文献报道, 选育出的菌株
液态发酵的色价高或色调水平比较高, 色调能达到
3~4, 但黄色素色价不到 60色价单位左右[3], 黄色素
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色价达到 100左右色价单位的, 但是色调不到 1.5[4], 
现在就泰国在这方面的研究有特色, 他们通过诱变
得到单产黄色素的菌株, 经过二十多年的研究已经
工业化生产并成功应用到食品行业[5−8]。因此菌种的

选育是关键问题。本研究对本实验室保存的一株红

曲霉菌进行物理和化学复合诱变, 期望获得高产黄
色素的菌株。 

1  材料与方法 

1.1  菌种、试剂与培养基 
1.1.1  菌种：红曲霉菌(Monascus anka), 华南理工
大学生化工程研究室保存。 
1.1.2  诱变剂：紫外灯(15 W), 苏净集团安泰公司; 
氯化锂, 天津市科密欧化学试剂有限公司; 亚硝基
胍 , 上海化学试剂采购供应站分装 ; 硫酸二乙酯 , 
上海东懿化学试剂有限公司。 
1.1.3  培养基：斜面种培养基：麦芽汁琼脂培养基

(麦芽汁由珠江啤酒有限公司提供 ); 种子培养基
(g/L)：玉米粉 30, 硝酸钠 3, FeSO4·7H2O 0.01, 磷酸
二氢钾 4, pH自然; 发酵培养基(g/L)：玉米粉 70, 硝
酸钠 7, FeSO4·7H2O 0.01, 磷酸二氢钾 5, 氯化钙 0.1, 
调pH 4.0。培养基均在 1×105 Pa灭菌 20 min。 

1.2  试验设备 
紫外可见光分光光度计(UV-2501PC 型), 日本

岛津公司; 可见分光光度计(722s 型), 上海精密科
学仪器有限公司; 全温摇床(C25KC 型), 美国 New 
Brunswick Scientific 公司; 生化培养箱(SPX-250B- 
Z 型), 上海博迅实业有限公司医疗设备厂; 电子天
平(ER-180A型), 日本 A&D公司。                  

1.3  种子培养和发酵方法 
斜面种在 32°C培养 2 d~3 d; 种子液在 32°C、

160 r/min培养 2 d~3 d; 摇瓶发酵条件为 250 mL三
角瓶装 30 mL培养基, 160 r/min, 32°C培养 7 d。 

1.4  诱变条件及方法 
1.4.1  孢子悬浮液制备：斜面种在 32°C培养 2 d~3 d
后, 用 5 mL 生理盐水冲洗菌种斜面, 经玻璃珠打 
散, 无菌擦镜纸过滤, 制成含孢子 1×105 个/mL悬 
浮液。 
1.4.2  紫外诱变：孢子悬浮液在 15 W 紫外灯垂直

距离下 30 cm, 同时磁力搅拌照射一定时间, 在红光
下进行实验。 
1.4.3  硫酸二乙酯诱变：用 95%的乙醇与硫酸二乙
酯混合配制成不同浓度的硫酸二乙酯稀释溶液。取

1 mL经过紫外诱变过的孢子悬浮液, 加入 1 mL不
同浓度的硫酸二乙酯稀释溶液, 32°C充分振荡 30 min, 
然后加入 1 mL 25%硫代硫酸钠溶液终止反应。 
1.4.4  氯化锂诱变：称取不同量的氯化锂分别添加

到 50 mL麦芽汁琼脂培养基中, 配置成含不同氯化
锂浓度的麦芽汁琼脂培养基, 然后灭菌, 倒平板。吸
取经过紫外和硫酸二乙酯诱变过的且等梯度稀释过

的孢子悬浮液 0.2 mL 涂平板, 32°C 避光培养 2 d~  
3 d。 
1.4.5  亚硝基胍诱变：称取 50 mg 的亚硝基胍, 用 
2 mL丙酮溶解, 然后用蒸馏水定容至 10 mL, 配成 
5 mg/mL 浓度的亚硝基胍溶液母液, 然后根据实验
设计用蒸馏水稀释成不同浓度的亚硝基胍稀释溶

液。吸取 1 mL经过紫外, 硫酸二乙酯和氯化锂复合
诱变过的斜面种制备成的孢子悬浮液, 然后再加入
1 mL不同浓度的亚硝基胍稀释溶液, 32°C充分振荡
处理 30 min, 离心去上清液, 然后用 pH 7.0的磷酸
缓冲液等梯度大量稀释孢子沉淀以终止反应。整个

复合诱变流程如图 1。 
 

 
 

图 1  红曲黄色素菌株的选育工艺流程 
Fig. 1  Mutagenesis procedure of Monascus anka producing yellow pigment 
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1.5  分析方法[10]

1.5.1  色价测定：取 5 mL的发酵液, 用 5 mL的 70%
乙醇混合, 加塞摇匀, 静置 1 h 后 4000 r/min 离心 
20 min, 上清液经定性滤纸过滤, 滤液稀释至适当
倍数, 用 722型分光光度计在波长 410 nm下测定其
OD410值 , 此值乘以稀释倍数即为黄色素色价 ; 在
510 nm波长下测定其OD510值 , 此值乘以稀释倍数
即为红色素色价。 
1.5.2  色调的计算：色调=黄色素色价/红色素色价。 

2  实验结果与分析 

2.1  诱变致死率的确定 
2.1.1  紫外诱变致死率的确定：孢子悬浮液经紫外

照射不同时间后, 用生理盐水稀释, 涂布于麦芽汁
琼脂培养基平板上, 3 d后计数, 以出发原始菌株的
孢子为空白对照, 计算其致死率。如图 2所示, 紫外
线对红曲霉菌孢子的致死率为 80%左右的有效照射
时间为 30 s。通过紫外诱变得到的单菌落形态与出
发原始菌株相比基本没明显区别, 菌落颜色也无明
显差别。 
 

 
 
图 2  紫外照射的致死有效时间 
Fig. 2  The effect time of ultraviolet radiation on the death 
rate 
 
2.1.2  硫酸二乙酯诱变致死率的确定：用不同浓度

的硫酸二乙酯来处理经过紫外诱变过的孢子液悬浮

液, 然后涂平板培养 3 d后计数, 以经过紫外诱变过
的孢子悬浮液为空白对照, 计算其致死率。如图 3
所示, 硫酸二乙酯对红曲霉菌孢子的致死率为 75%
左右的致死有效浓度为 0.4%。通过紫外和硫酸二乙
酯复合诱变得到的单菌落形态与出发原始菌株相比

菌落大小没明显区别 ,  但是菌落颜色呈现红偏 
橙色。 
 

 
 
图 3  硫酸二乙酯的致死有效浓度 
Fig. 3  The effect concentration of Diethyl sulfate on the 
death rate 
 
2.1.3  氯化锂诱变致死率的确定：用加有不同浓度

氯化锂的麦芽汁琼脂平板来培养经过紫外和硫酸二

乙酯复合诱变过的孢子悬浮液, 3 d后计数, 以经过
紫外和硫酸二乙酯复合诱变过的孢子悬浮液为空白

对照, 计算其致死率。如图 4所示, 氯化锂对红曲霉
菌孢子的致死率为 80%左右的致死有效浓度为
0.06%。 

通过紫外、硫酸二乙酯、氯化锂复合诱变得到

的单菌落形态比出发原始菌株明显小很多, 菌落在
培养初期呈现浅黄色, 随培养时间延长整个菌落呈
现橙色。然后挑选菌落形态大且颜色为黄色的突变

菌株进行进一步的亚硝基胍诱变。 

 

 
 
图 4  氯化锂的致死有效浓度 
Fig. 4  The effect concentrations of lithium chloride on the 
death rate 
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2.1.4  亚硝基胍诱变致死率的确定：用不同浓度的

亚硝基胍来处理红曲霉菌孢子液, 然后涂平板培养
3 d, 以经过紫外, 硫酸二乙酯以及氯化锂复合诱变
过的孢子悬浮液为空白对照, 计算致死率。如图 5
所示, 亚硝基胍对红曲霉菌孢子的致死率为 75%左
右的致死有效浓度为 1.5 mg/mL。 
 

 
 
图 5  亚硝基胍的致死有效浓度 
Fig. 5  The effect concentrations of NTG on the death rate 
 
2.2  菌种选育结果分析 

目前红曲色素产品中, 黄色素在总色素中所占
的比例很少 , 简单的分离纯化方法很难得到黄色
素。Yongsmith 等人在选育红曲霉黄色素产生菌种
方面, 取得了丰富的经验, 他们得到的黄色突变株的
色素发酵液在可见光谱 370 nm处有最大吸收峰[5−9]。 

本实验采用的出发原始菌株在麦芽汁培养基上

培养 2 d后, 菌落呈现明显的红色。经过紫外、氯化
锂, 硫酸二乙酯和亚硝基胍的复合诱变后, 突变菌
株在麦芽汁琼脂平板上培养 2 d~3 d, 挑取正面为黄
色, 背面为浅黄色的突变株, 在本实验中最终得到
3 株这样的突变株 , 对它们分别编号为 MYM1, 
MYM2和 MYM3。对经诱变得到的突变株在麦芽汁
斜面上传代, 进行稳定性试验, 观察突变株是否恢
复产红色素的性状, 从菌落形态上进行突变菌株稳
定性生长实验。结果如表 1 所示。从表中可以看出
只有 MYM2突变株的菌落性状比较稳定。以下的实
验均使用稳定性最好的 MYM2突变株。 

从图 6 可以看出, MYM2 生长在麦芽汁琼脂平
板上 , 菌落呈明显的黄色 , 并且随培养时间延长 , 
其黄色更明显。从菌落颜色上看, MYM2 并不是只
产黄色素, 还是有一定红色素的产生, 只是产量相

对于黄色素而言比较少。而出发原始菌株菌落颜色

呈现明显的红色, 菌落大小比突变菌株要大很多。 
 

表 1  突变菌株菌落性状的稳定性实验 
Table 1  The stability experiment of mutant colony 

characteristic 

传代培养 
Subculture 突变菌株 

Mutant 
1 2 3 4 5 6 

MYM1 + + + + − − 

MYM2 + + + + + + 

MYM3 + + + − − − 

注：+：稳定; −：不稳定 

Note: +：Stable; −：Unstable 

 

 
 
图 6  红曲霉突变菌株 MYM2 与原始菌株的菌落形态 
对比 
Fig. 6  The control of colony morphology between the mu-
tant MYM2 and original Monascus 
注：A: 突变菌株 MYM2; B: 出发菌株 
Note: A: Mutant MYM2; B: Original strain 
 
2.3  菌落液态发酵结果分析 

从液态发酵结果(见图 7)来看, 在发酵 4 d左右, 
整个发酵液呈现明显的黄色; 但发酵到 7 d, 发酵液
颜色变深, 且发酵液过滤后经过适当稀释, 可以明
显看出发酵滤液呈现黄色, 但是也还含有少量的红
色素。 
 

 
 
图 7  MYM2 摇瓶上发酵情况 
Fig. 7  The circumstance of MYM2 fermentation in shake 
flask 
Note: A: 4 days; B: 7 days 
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2.4  红曲黄色素吸收光谱分析 
从图 8可以看出, 在 300 nm~600 nm间用紫外

可见光分光光度计进行吸收峰扫描。结果表明, 发
酵液在 410 nm附近有个最大吸收波峰。这跟文献报
道的在 370 nm处有最大吸收波峰的结果不一样[5−9], 
这说明 , 本实验中诱变得到的红曲霉突变菌株
MYM2代谢形成的黄色素跟文献中报道的很可能不
一样。红曲霉一般都产黄色素, 只是相对于红色素
而言, 比例非常少, 而本文中诱变得到的MYM2 代
谢形成的红曲色素中黄色素比例很大(见图 9)。通过
对MYM2 进行生长曲线研究, 初步认为本实验诱变
得到的突变菌株代谢形成红色素的某个关键酶酶活

降低, 而影响黄色素代谢形成的关键酶酶活得到提
高或降低程度非常小(见图 9)。从实验结果也可以看
出, 以MYM2 突变株进行发酵生产, 完全可以得到
比较纯的红曲黄色素。 

2.5  红曲霉突变菌株稳定性发酵实验结果分析 
从表 2 (发酵 7 d的结果)可以看出, MYM2液态

发酵生产红曲黄色素色价达到 110 U/mL, 这比国内
报道的液态发酵水平高出很多[1,2], 并且与出发原始
菌株对比, 出发原始菌株发酵生产的黄色素色价不
到 70 U/mL, 色调不到 1。对MYM2传代培养后, 随
机挑 50 个单菌落进行突变株产黄色素稳定性实验, 
实验结果表明突变菌株MYM2代谢形成黄色素的性
能比较稳定(实验结果未出现文中)。这说明, 本文中
诱变得到的MYM2突变菌株有望作为工业生产的菌
株来发酵生产红曲黄色素。 

 
 
图 8  红曲黄色素的吸收光谱(溶剂: 70%乙醇) 
Fig. 8  Absoption spectrum of Monascus yellow pig-
ment(solvent: 70% ethanol) 

 

 
 
图 9  MYM2 代谢形成红曲色素的情况 
Fig. 9  The circumstance of Monascus pigment metaboliza-
tion by MYM2 

 
表 2  MYM2 产黄色素稳定性实验 

Table 2 The stable experiment of Monascus yellow pigment production 

传代培养 Subculture 突变株 MYM2 
Mutant MYM2 1 2 3 4 5 6 

黄色素色价 
Yellow pigments value (U/mL) 

127±0.15 120±0.17 121±0.20 135±0.23 141±0.14 111±0.19 

色调 
Colour hue 

3.53±0.08 3.46±0.02 3.27±0.02 3.48±0.01 3.42±0.05 3.35±0.03 

 
通过实验还发现, MYM2 菌株代谢产生的红曲

黄色素受pH影响很大。红曲黄色素溶液pH低于 3时, 

色素溶液变浑浊; 当pH大于 8 时, 黄色素就不稳定, 

颜色会发生变化。总的说来, MYM2 菌株代谢产生

的黄色素在pH 3~8间比较稳定, 这跟日本生产的红

曲黄色素的性质基本符合[11]。 
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