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摘  要: 试验目的是选育优良黄酒糖化菌种。对原始菌株 YA, 采用紫外线与 LiCl 复合诱变、碳

酸钡诱发及自然分离方法 ,  选育到一株淀粉酶活力高、不产黄曲霉毒素的优良黄曲霉突变 

株 YA4.9。其生长繁殖快, 菌丝粗短密集。最佳制曲时间为 32 h, 糖化酶和液化酶活力分别为 
30952 U/g 和 14357 U/g, 比亲株提高 103.46%和 65.08%, 酿酒性能好。继代培养表明其性状能稳

定遗传。 
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Abstract: In order to breed excellent diastatic strain using for Chinese Rice Wine fermentation, UV, LiCl, 
BaCO3 and natural selection to mutagenize (Aspergillus flavus) YA were used. Mutant (Asp. flavus) YA4.9 
was obtained with properties as follows: growing fast, mycelium dense-dumpy, not producing aflatoxins. 
The optimum culture time of moldy bran was 32 hours, the glucoamylase activity and α-amylase activity 
were 30952 U/g and 14357 U/g, comparing to the parent strain, increased by 103.46% and 65.08%, respec-
tively, the finished Chinese Rice Wine has good quality. The inherited characters were steadily by many 
generations. 
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黄酒是我国的特有酒种, 属于低度、营养、保
健的发酵原酒, 因而成为时尚新宠。黄酒发酵是典
型的双边发酵, 新工艺黄酒采用大罐深层纯种发酵, 
要求糖化、发酵菌种繁殖快、活力高、耐性好, 才
能保证发酵的顺利进行。因此, 近年来, 黄酒界对菌
种的的选育和应用的研究逐年增多, 但主要集中于

酵母菌 , 对糖化菌的相关研究未引起足够的重视 , 
已成为制约黄酒快速发展的重要原因之一。目前 , 
用于黄酒酿造的糖化菌种主要是黄曲霉菌。黄曲霉

菌富含液化酶, 耐温, 接种后能迅速降低醪液粘度, 
但其糖化酶活力低, 发酵后劲不足, 酒中残糖含量
高 , 导致原料利用不充分 , 且极易滋生酸败菌 , 严
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重影响黄酒品质和产量。因此, 提高黄曲霉菌糖化
酶活力已成为黄酒业当务之急。试验采用理化复合

诱变, 并首次结合碳酸钡诱发进行菌种选育, 以期
获得优良黄酒糖化菌种。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
1) 黄曲霉菌(Asp. flavus)YA, 不产黄曲霉毒素; 

黄曲霉菌(Asp. flavus)AFP, 产黄曲霉毒素, 系扬州
大学食品科学与工程学院微生物实验室保藏菌种;  

2) 黄酒活性干酵母, 湖北安琪酵母股份有限公
司生产。 

1.2  培养基 
1.2.1  斜面培养基: 察氏培养基。 
1.2.2  初筛培养基(W/V): 可溶性淀粉 1.2%, 酵母
膏 0.8%, 琼脂 2%, pH 5.0~5.5。 
1.2.3  复筛培养基(W/V): 新鲜麸皮与水 1:1 配料, 
添加 NaNO3 1.5%, K2HPO4 0.05%, MgSO4·7H2O 
0.03%, pH 4.0~4.5。 

1.2.4  中间培养培养基(W/V): 于察氏培养基中添加
葡萄糖 5%, 酵母膏 1.5%, 蛋白胨 1.5%, pH 5.0~5.5。 
1.2.5  花生察氏培养基(PCD): 于察氏培养基中添
加花生粉 10%, 氮源改为 NH4Cl 0.16%, pH 5.5~6.0。 
1.2.6  HgCl2 培养基(SM)(W/V): 于察氏培养基中
添加花生粉 0.05%, HgCl2 1.0×10−4 mol/L, 氮源改为
(NH4)H2PO4 1%, pH 5.5~6.0。 
1.2.7  基础培养基(PGAN)(W/V): 于 7.5 L 花生察
氏培养基中 , 补加无机盐 A、B 液各 10 mL (A: 
ZnSO4·7H2O 2%, CuSO4·5H2O 0.2%, CoCl2 0.1%; B: 
CaCl2 5%), 碳源改为葡萄糖 5%, 氮源改为 NH4NO3 

0.24%, pH 5.5~6.0。 
以上培养基除复筛培养基 1 × 105 Pa灭菌 50 min

外, 其余均 1 × 105 Pa灭菌 20 min。 

1.3  试验处理方法 
1.3.1  单孢子悬浮液(MSS)的制备: 于活化好的黄

曲霉菌察氏斜面, 倒入无菌水, 刮下孢子, 打散, 过

滤, 稀释至孢子数 1.0×106 CFU/mL。 

1.3.2  初筛: 取 0.2 mL 经过一定处理的 MSS 涂布

于初筛培养基, 30°C培养 2 d~3 d, 倾倒卢哥氏碘液, 

观察并测量菌落直径 (D)及其周围透明圈直径 (d), 

挑取孢子萌发早, 透明圈清晰, d/D值大的菌株。 

1.3.3  复筛 : 将初筛得到的菌株接种察氏斜面 , 

30°C培养 5 d~7 d, 挑取 2环孢子接种复筛培养基, 

32°C 摇瓶培养 36 h, 得麸曲, 测定麸曲酶活力, 挑

取麸曲淀粉酶活力高的菌株。 

1.3.4  麸曲粗酶浸提液的制备: 依提取酶类不同 , 
将成熟麸曲浸在不同的 pH 缓冲体系(糖化酶用 pH 
4.6醋酸缓冲体系; 液化酶用 pH 6.0柠檬酸缓冲体系; 
酸性蛋白酶用 pH 3.0乳酸缓冲体系), 30°C水浴摇瓶
浸提 1 h, 过滤, 滤液 3000 r/min 低温离心 20 min, 
上清液为粗酶液。 
1.3.5  紫外线(UV)和氯化锂(LiCl)复合诱变: 取 
5 mL MSS, 置 15 W紫外灯下 28 cm处振荡照射不
同时间, 避光中间培养 10 h~12 h, 稀释, 涂布含不
同 LiCl浓度的初筛培养基。 
1.3.6  碳酸钡(BaCO3)诱发试验: 每 100 mL PGAN
内加入 1.0 g BaCO3。接种待测菌株, 30°C、200 r/min
摇瓶培养, 当分生孢子萌发后, 每隔 24 h 再加入
0.075 g BaCO3, 总共加 1 g~2 g。 
1.3.7  产黄曲霉毒素菌株的快速检测: 参照文献
[1]。接种待测菌株于 PCD和 SM, 30°C培养 36 h~ 
48 h, 当发现白色菌丝体生长旺盛, 黄绿色的分生
孢子开始少量出现时, 将培养皿置 125 W紫外灯下
检查。 
1.3.8  麸曲氯仿抽提液的制备: 3 g曲加 7.5 mL水, 
匀浆搅拌 5 min, 过滤。滤液加 2.5 mL氯仿, 振荡
5 min, 静置抽提, 离心, 倾倒出氯仿层, 水层重复
用氯仿抽提, 合并 2次氯仿抽提液, 离心备用。 
1.3.9  黄酒发酵工艺: 大米→洗米→浸渍→蒸饭→
淋饭→拌曲、接种酵母菌→发酵→后处理→干黄酒 

1.4  分析方法 
1.4.1  糖化酶活力的测定 : 参照糖化酶 GB/T 
8276-2002。定义: 1 g曲在 40°C、pH 4.6条件下, 1 h
水解可溶性淀粉生成 1 mg葡萄糖的酶量为 1个酶活
力单位。 
1.4.2  液化酶活力的测定: 参照文献[2]。定义: 1 g
曲在 60°C、pH 6.0条件下, 5 min水解 1 mg可溶性
淀粉的酶量为 1个酶活力单位。 
1.4.3 酸性蛋白酶活力的测定 : 参照蛋白酶 SB/T 
10317-1999。定义 : 1 g 曲在 40°C、pH 3.5 条件下 , 
1 min水解酪蛋白产生 1 μg酪氨酸的酶量为 1个酶
活力单位。 
1.4.4  黄 酒 理 化 指 标 的 测 定 : 参 照 黄 酒
GB/T13662-2000。 
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2  结果与分析 

2.1  菌株筛选结果 
采用平板透明圈法初筛, 结合摇瓶复筛, 所得

4株较优黄曲霉菌性状如表 1。 
 

表 1  菌株筛选结果 
Table 1  Results of screening 

菌株 
Strain 

d/D 

糖化酶活力 
Glucoamylase 

activity 
(U/g) 

液化酶活力 
α-amylase 

activity 
(U/g) 

酸性蛋白酶

活力 
Acid-protease  

activity 
(U/g) 

YA1 1.73 16196 10635 4923 

YA2 1.90 17125 10046 4033 

YA3 1.91 18011 8359 4875 

YA4 2.20 18352 9372 3254 
 

由表 1 可知, YA4 菌株 d/D 大, 淀粉酶活力高, 
酸性蛋白酶活力较低。制曲时酸性蛋白酶活力过高, 
会抑制淀粉酶的生成及酶活力 [2], 且在酿酒过程中
会形成较多的氨基酸, 一方面氮源充足, 酵母菌生
长旺盛 , 消耗大量的糖分 , 降低黄酒出酒率 , 另一
方面, 酵母菌通过 E. brlich 代谢机制将氨基酸转化
为杂醇油, 影响黄酒风味。因此, 选择 YA4 为诱变
出发菌株, 进一步提高其淀粉酶活力。 

2.2  菌株育种结果 
图 1表明, YA4菌株对紫外光及 LiCl非常敏感, 

UV 单因素作用 3 min 和 4 min, 致死率分别为

37.44%和 88.26%; 结合 0.6% LiCl, 致死率分别上升

为 73.63%和 99.91%。资料显示, LiCl 是一种碱金

属卤化物, 其本身诱变作用微弱, 但在霉菌及一些

抗生素生产菌的诱变育种中与其它诱变剂有协同

效应[3]。试验结果表明, 在 LiCl 的助变作用下, UV

对黄曲霉菌 YA4 的致死率明显提高, 且平板菌落  
 

 

图 1  紫外线与 LiCl 复合诱变 YA4 的致死曲线 
Fig. 1  Lethal curves of YA4 UV-LiCl mutagenized 

及透明圈显示其变异的幅度增大了。因此 , 鉴于致
死率为 70%~80%时, 正变率较高, 确定以 UV照射
3 min, 结合 0.6% LiCl 为 YA4 菌株最适复合诱变 
剂量。 

Adye 等人[4]报道, 钡离子可以抑制黄曲霉菌生
产黄曲霉毒素, 还能够由产毒素的黄曲霉菌诱发出
不产毒素的黄曲霉突变株, 且 Ba2+对黄曲霉菌的产

毒抑制或突变作用是永久性不可逆的。原始菌株 YA
经过 1 次 UV 诱变、2 次 UV 复合 LiCl 诱变、六代
BaCO3连续诱发处理及 4次自然分离(ns), 获得一高
产突变株 YA4.9。选育谱系及选育过程菌株酶活变
化分别见图 2和表 2。 
 
 
 
 
 
 

图 2  菌株选育谱系 
Fig. 2  Breeding hierarchy of strains 
 

表 2  选育过程中菌株酶活变化 
Table 2  Changes of enzyme activity of strains in breeding

菌株 
Strain 

d/D

糖化酶活力 
Glucoamylase 

activity 
(U/g) 

液化酶活力 
α-amylase 

activity 
(U/g) 

酸性蛋白酶

活力 
Acid-protease  

activity 
(U/g) 

YA 1.70 15213 8697 3065 

YA4 2.20 18352 9372 3254 

UV4-65 2.22 19964 9053 3643 

UV14-12 2.32 23027 10866 4023 

UV34-9 3.40 30403 13996 4114 

YA4.9 3.47 30952 14357 4175 

 
由表 2 看出, 在选育过程中, 菌株淀粉酶活力

提高幅度较大, 酸性蛋白酶活力亦略有增加。与原
始菌株 YA 相比, 突变株 YA4.9 的糖化酶和液化酶
活力分别提高 103.46%和 65.08%。观察发现, YA4.9
分生孢子梗粗短 , 孢子较小 , 菌丝紧密结实 , 菌落
变小。这些均为黄酒酿造用优良黄曲霉菌所应具备

的特征。另外, 适当提高酸性蛋白酶活力, 可充分降
解酒中蛋白质, 避免浑浊的产生。 

2.3  突变株 YA4.9 遗传稳定性 
突变株 YA4.9 于察氏斜面连续传代、制曲, 酶

活力见表 3。 
表 3表明, 突变株 YA4.9连续传代 15次, 酶活

力未见降低, 说明其遗传性状是稳定的。 

YA→YA4→UV4-65→65-14→UV14-12 
 

→12-34→UV34-9→9-56→YA4.9 

ns UV ns UV+LiCl 

ns UV+LiCl  BaCO3 ns 
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表 3  传代对 YA4.9 酶活力的影响 
Table 3  Effect of passage on YA4.9 enzymes 

传代 
次数 

Generation 

糖化酶活力 
Glucoamylase 

activity 
(U/g) 

液化酶活力 
α-amylase 

activity 
(U/g) 

酸性蛋白酶

活力 
Acid-protease  

activity 
(U/g) 

0 30952 14357 4175 

3 30848 14013 3979 

6 30896 14174 4068 

9 31119 14560 4395 

15 31087 14465 4388 
 

2.4   突变株 YA4.9 黄曲霉毒素的鉴定 
黄曲霉毒素是一类在紫外光下能发出强烈的特

殊荧光的致癌物质, 毒素会在 222 nm、265 nm 和
362 nm三个波长处有吸收高峰。值得注意的是, 并
非所有黄曲霉都产毒素 ,也并非所有发出荧光的物
质都是黄曲霉毒素, 维生素 B2、嘌呤等物质也有荧

光[1]。酿造业用的霉菌是坚决不能产毒素的, YA4.9
菌株的毒素鉴定如表 4和图 3。 

 
表 4  PCD 和 SM 培养基上各菌株的荧光现象 
Table 4  Fluorescence of strains on PCD and SM 

培养时间  Culture time (d) 培养基 
Culture 
medium 

菌株 
Strain 2 3 4 5 6 

YA4.9 − − + + + 

YA(CK−) − − − − + PCD 

AFP(CK+) + ++ +++ ++++ ++++

YA4.9 − − − − − 
YA(CK−) − − − − − SM 

AFP(CK+) + ++ +++ ++++ ++++

注: 荧光强度, ++++: 极强; +++: 强; ++: 较强; +: 弱; −: 无. 
Note: Fluorescence strength, ++++: Best strong; +++: Strong; ++: 
Better strong; +: Weak; −: No fluorescence. 

 

 

图 3  各菌株麸曲氯仿抽提液的紫外吸收光谱 
Fig. 3  UV spectrometries of moldy bran abstractions by 
CHCl3 

通过对照, 由表 4看出, PCD上, AFP菌株的荧
光由弱逐渐增强, 说明其分泌的毒素随培养时间延
长而增加, 而 YA4.9 和 YA 菌株仅分别于第 4 天、
第 6天出现微弱的荧光。据报道, HgCl2可排除一些

非黄曲霉毒素荧光物质的干扰[1], 通过 SM培养, 发
现 YA4.9、YA两菌株至孢子成熟的 6 d内荧光现象
完全消失了, 而 AFP菌株的荧光现象则不变。因此, 
初步鉴定 YA4.9 菌株是不产毒素的, 用于生产是安
全的, 至于其荧光物质则有待于进一步研究鉴定。
图 3表明, YA4.9、YA两菌株麸曲氯仿抽提液内, 均
不存在典型的黄曲霉毒素吸收光谱, 说明其在制备
麸曲时也不产黄曲霉毒素。 

2.5  突变株 YA4.9 生长与产酶时效 
如图 4 显示 , 与原始菌株 YA 比较 , 突变株

YA4.9 生长迟滞期较短, 20 h 左右进入快速生长期, 
酶活呈直线上升趋势, 32 h~36 h酶活达到峰值, 之
后随营养物质消耗和水份减少及孢子数增加, 酶活
快速下降。营养菌丝是酶的主要来源, 因此, YA4.9
菌株麸曲培养 32 h 左右即可, 否则嫩曲糖化力低, 
且易污染杂菌, 老曲则加重成品黄酒苦涩味。 
 

 

图 4  YA4.9与 YA生长与产酶时-效曲线 
Fig. 4  Time-efficiency curve of YA4.9 and YA 
 
2.6  突变株 YA4.9 用于黄酒酿造结果 

表 5 表明, 与原始菌株 YA 麸曲比较, 突变株
YA4.9 麸曲成品酒酒精度高、残糖低, 原料利用充分, 
酸度适宜, 口味爽适。但杂醇油含量偏高, 原因是其
酶活力强, 导致过多的氮源转化为杂醇油, 因而其
添加量应适当降低。  

3  讨论 

试验选育的优良突变株 YA4.9 糖化酶和液化酶 
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表 5  YA4.9与 YA麸曲成品黄酒理化指标 

Table 5  Finished CRW properties of YA4.9 and YA moldy bran 

菌株 
Strain 

酒精度 
Alcohol 
(%Vol) 

残糖 
Residul sugar 

(g/L) 

总酸 
Total acid 

(g/L) 

氨基氮 
α-aminontrogen

(g/L) 

挥发酸 
Volatile acid 

(g/L) 

挥发酯 
Volatile ester 

(g/L) 

杂醇油 
Fusel oil 

(g/L) 

风格 
Flavour 

YA4.9 14.4 2.52 4.79 1.057 0.077 0.395 0.387 清醇爽适 

YA 13.1 4.01 5.08 0.745 0.162 0.334 0.416 醇厚稍涩 

 
活力分别为 30952 U/g和 14357 U/g, 不产毒素, 酿

酒性能好, 遗传性状稳定。黄酒界有“无曲不成酒”

之说, 并把曲誉为“酒之骨”, 可见糖化曲对黄酒酿

造的重要性。黄酒界针对各种霉菌的适酿性展开了

多年的研究探索, 最终确定黄曲霉菌最适宜用作黄

酒糖化菌制曲, 因其酿酒品质好、风味独特。目前, 

黄酒业普遍采用的糖化菌仍是中科院黄曲霉 3800

和苏-16, 但是菌种单一和酶活力低已成为突出问

题。黄酒是我国的民族特产, 曲法酿造是其特色, 也

是中西酒文化的分水岭, 关于其糖化菌选育的相关

研究国外未见报道, 国内亦较少[5−10]。因此, 今后的

研究重点仍然是采用各种手段(包括构建基因工程

菌)提高黄酒糖化曲的糖化酶活力。YA4.9与现有报

道相比(表 6), 在酶活力及产酶稳定性方面均有一定

的优势 , 通过进一步优化其制曲条件及酿酒条件 , 

YA4.9有望在黄酒业得以推广应用。 

当今发酵工业使用的优良菌株, 几乎都是通过

遗传改良的突变株, 因此, 菌种的稳定性至关重要。

一些引起碱基置换的诱变剂(如亚硝基胍)较易回复 

 
表 6  YA4.9固体曲糖化酶活力与已报道菌株的比较

Table 6  Comparison of the glucoamylase activity 
of YA4.9 with those reported 
菌株 
Strain 

糖化酶活力 
Glucoamylase activity (U/g) 

Asp. flavus SJM-4[8] 1403.2 

Asp. flavus Su-16[9] 1120 

Japanese Asp. flavus 1#[9] 960 

Asp. Flavus YA4.9 30952 
 

突变, 而引起染色体畸变的诱变剂(如 UV)不易回复
突变[11], 一直以来都是工业育种的首选方法。 
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