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生物实验室 

黄曲霉和米曲霉的多相鉴定方法 

白飞荣  姚粟*  凌空  程池 
(中国食品发酵工业研究院中国工业微生物菌种保藏管理中心  北京  100015) 

 
 

摘  要：【背景】黄曲霉(Aspergillus flavus)和米曲霉(Aspergillus oryzae)形态特征相近，基因组高

度相似，较难区分。【目的】旨在总结一套准确鉴别二者的分类方法。【方法】利用 22 株标准菌

株对传统形态学、产毒培养基、酶联免疫毒素检测、系统发育分析、产毒基因检测等 5 种鉴别方

法分别进行验证。【结果】各鉴定方法的结果存在异同，单一的鉴定方法容易出现假阴性或假阳

性结果。【结论】利用单一方法区分黄曲霉和米曲霉具有潜在风险，多相鉴定方法可以准确鉴别

二者。 
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The polyphasic taxonomy for distinguishing  
Aspergillus flavus and A. oryzae 

BAI Fei-Rong  YAO Su*  LING Kong  CHENG Chi 

(China Center of Industrial Culture Collection, China National Research Institute of Food and Fermentation Industries, 
Beijing 100015, China) 

Abstract: [Background] The morphology and genome between Aspergillus flavus and A. oryzae were 
highly similar, which made it very difficult to distinguish with each other. [Objective] The aim of this study 
was to establish an accurate method for distinguishing A. flavus with A. oryzae. [Methods] Twenty-two 
standard strains were used to study the five traditional identification methods of A. flavus and A. 
oryzae, including the traditional morphological identification method, enzyme linked immunosorbent 
assay (ELISA), the toxin-secreting culture medium method, the phylogenetic tree method and the 
detection method for toxin genes. [Results] There are differences or complements among the results of 
different methods. [Conclusion] A single method used to distinguish the two species would have a 
potential risk, while a polyphasic approach could resolve this problem. 
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黄曲霉(Aspergillus flavus Link et al.，1809)容易

污染农产品，可产生强致癌、致畸的黄曲霉毒

素；米曲霉(Aspergillus oryzae Cohn et al.，1884)可

产生多种酶类，广泛应用于食品、饲料、酿酒等

发酵工业，是具有上千年安全应用历史的生产菌

种[1]。二者均与生产和生活紧密相关。  

Christensen 提出米曲霉是野生黄曲霉种的

驯化种[2]，Chang 等认为米曲霉是黄曲霉的形态

学变种 [3]，二者同属于曲霉属黄绿组，形态相

近、基因组高度相似 [2-4]，传统的分类鉴定方法

较难区分二者，很容易出现假阴性或假阳性结

果，因此对生产应用的菌种进行准确鉴定至关

重要。 

目前的研究发现黄曲霉(A. flavus)、寄生曲霉(A. 

parasiticus)、集蜂曲霉(A. nomius)、A. pseudotamarii、

A. bombycis、A. toxicarius、A. parvisclerotigenus、A. 

minisclerotigenes、A. arachidicola、A. pseudonomius、

A. pseudocaelatus 等 11 种曲霉属黄绿组的真菌可产

生黄曲霉毒素[5]，准确鉴别这些菌种对实际生产及

人类健康至关重要。本研究以包括模式菌株在内

的 22 株标准菌株为研究对象，旨在建立一种准确

鉴定黄曲霉和米曲霉的多相分类方法。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

共 22 株，其中 2 株模式菌株(米曲霉 CBS10025，

黄曲霉 CBS10027)购自于荷兰皇家文理学院真菌多

样性研究中心(CBS-KNAW)；20 株标准菌株选取

自中国工业微生物菌种保藏中心(CICC)，具体编

号和学名见表 1。 
 

表 1  菌株的编号、CICC 保藏号、学名和 GenBank 登录号 
Table 1  The number of the strain in this study, the preservation number, scientific name and GenBank accession number 

编号 

No. 

CICC 保藏号 

Preservation No. 

菌种学名 

Scientific name 

ITS 序列登录号 

ITS GenBank accession No.

Β-Tubulin 序列登录号 

BenA GenBank accession No.

1 CICC 2014 米曲霉 Aspergillus oryzae KX462757 KX462736 

2 CICC 2022 米曲霉 Aspergillus oryzae KX462758 KX462737 

3 CICC 2102 米曲霉 Aspergillus oryzae KX462759 KX462738 

4 CICC 2024 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462760 KX462739 

5 CICC 2195 米曲霉 Aspergillus oryzae KX462761 KX462740 

6 CICC 2066 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462762 KX462741 

7 CICC 2071 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462763 KX462742 

8 CICC 2074 米曲霉 Aspergillus oryzae KX462764 KX462743 

9 CICC 2079 米曲霉 Aspergillus oryzae KX462765 KX462744 

10 CICC 2120 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462766 KX462745 

11 CICC 2385 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462767 KX462746 

12 CICC 2402 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462768 KX462747 

13 CICC 2412 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462769 KX462748 

14 CICC 40015 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462770 KX462749 

15 CICC 40083 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462771 KX462750 

16 CICC 40183 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462772 KX462751 

17 CICC 40186 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462773 KX462752 

18 CICC 40188 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462774 KX462753 

19 CICC 40866 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462776 KX462755 

20 CICC 41205 黄曲霉 Aspergillus flavus KX462777 KX462756 

21 CBS 100925T 米曲霉 Aspergillus oryzae MF324888 MF324894 

22 CBS 100927T 黄曲霉 Aspergillus flavus MF324887 MF324893 

注：T：模式菌株. 
Note: T: The type strain. 
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1.2  培养基 

察氏酵母膏琼脂培养基CYA (g/L)：NaNO3 3.0，

K2HPO4 1.0，KCl 0.5，MgSO4·7H2O 0.5，FeSO4·7H2O 

0.01，酵母膏 5.0，蔗糖 30.0，琼脂 15.0。 

产毒培养基 AFPA (g/L)：蛋白胨 10.0，酵母粉

20.0，柠檬酸铁 0.5，四氯醌 0.002，氯霉素 15.0，

琼脂 15.0。 

1.3  主要试剂和仪器 

真菌基因组 DNA 提取试剂盒购自 OMEGA 

Bio-Tek 公司；GoldView 购自北京赛百盛基因技术

有限公司；溶菌酶购自美国 Sigma-Aldrich 公司；

蛋白酶购自默克化工技术(上海)有限公司；Taq 

DNA 聚合酶、dNTPs、Marker 购自天根生化科技有

限公司；黄曲霉毒素总量(Aflatoxin total) ELISA 检

测试剂盒购自普瑞邦(Pribo)北京科技有限公司。光

学显微镜，尼康公司。 

1.4  方法 

1.4.1  传统形态学鉴定方法 

将试验菌株三点接种于 CYA 培养基上，25 °C

培养 7−15 d，观察菌落培养特征并记录；CYA 培

养基上 25 °C 培养 3−5 d，利用光学显微镜进行显

微形态的观察。 

根据菌落颜色的变化区分黄曲霉和米曲霉(产

孢结构持久黄绿色或深绿色为黄曲霉；产孢结构初

始为绿色，老后为淡褐色或深褐色为米曲霉[6])。通

过产孢结构的差异进行区分二者(黄曲霉特征：孢

梗茎壁厚、长度通常小于 1 000 μm，分生孢子球形

或近球形，壁具明显小刺，直径3.5 μm−4.5 μm，产

孢结构单层或双层，小顶囊上一般为单层，罕见

同一顶囊上单层和双层同时存在；米曲霉特征：

孢梗茎壁薄、很长，通常大于 2 500 μm，分生孢

子近球形或椭圆形，壁平滑或稍粗糙，长轴直径

4.5 μm−8.0 μm，产孢结构单层或双层，同一顶囊

上单层和双层可能同时存在[7-10])。 

1.4.2  产毒培养基(AFPA)检测方法 

将试验菌株三点接种于 AFPA 固体培养基上，

30 °C 培养 2−3 d，观察 AFPA 培养基上的培养特征

并记录。产毒的黄曲霉在 AFPA 培养基上，菌落反

面呈明显橙黄色(Bright orange yellow)，区别于米曲

霉的黄褐色或浅黄色[11]。 

1.4.3  酶联免疫毒素测定方法 

将试验菌株在 CYA 培养基培养 7 d，利用无菌

解剖刀在菌落四周和中心切 5 块约 5 mm×5 mm 的

菌落小块，置于 1.5 mL 灭菌离心管中，加 600 μL

甲醇-二氯甲烷-乙酸乙酯(1:2:3，体积比)，再加

60 μL 甲酸，利用超声提取 60 min，提取完成后转

移提取液至新的离心管中，12 000×g 离心 5 min，

真空旋转仪旋干液体，收集毒素沉淀物进行后续

试验[12]。 

采用竞争酶联免疫方法，在微孔板上预包被

黄曲霉毒素抗原，加入样本(或黄曲霉毒素标准品

溶液)以及辣根过氧化物酶标记的黄曲霉毒素抗

体。样本或标准品溶液中的黄曲霉毒素与预包被

在板孔上的黄曲霉毒素抗原竞争结合辣根过氧化

物酶标记的黄曲霉毒素抗体。与样本或标准品溶

液中的黄曲霉毒素结合的酶标抗体在洗涤时被除

去。再加入显色液，读取吸光值。样本的吸光值

与其所含残留物黄曲霉毒素抗原的含量成负相

关。对照标准曲线即可得出相应残留物黄曲霉毒

素的含量。试验设置双孔重复对照。 

1.4.4  基于 ITS rDNA、β-Tubulin (BenA)基因序

列分析的系统发育方法 

利用真菌基因组 DNA 提取试剂盒提取试验菌

株的基因组 DNA，具体步骤参见试剂盒说明书。

利用引物 ITS5 (5′-GGAAGTAAAAGTCGTAACAA 

GG-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)

扩增 ITS rDNA 序列；引物 Bt2a (5′-GGTAACCAAA 

TCGGTGCTGCTTTC-3′)和 Bt2b (5′-ACCCTCAGTG 

TAGTGACCCTTGGC-3′)扩增β-Tubulin 基因[5]。PCR

反应体系：10×PCR Buffer 5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 

4 μL，模板 2 μL，Taq DNA 聚合酶(2.5 U/μL) 1 μL，

正、反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，补充去离子水至
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50 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 50 s，

55 °C 50 s，72 °C 50 s，33 个循环；72 °C        

7 min[13]。PCR 产物送北京诺赛进行测序，并将测

序序列上传至 NCBI 数据库，序列登录号见表 1。 

将测序结果在 GenBank 数据库中进行比对分

析，以确定其与已知序列的同源关系。确定并下

载各菌株的有效序列后，采用 ClustalX 1.83 进行多

序列比对[14]，再用 MEGA 5.0 进行邻接法(Neighbor- 

Joining)聚类系统发育及分子进化分析 1 000 次

(Bootstrap value)重复自检分析[15]。 

1.4.5  产毒基因检测方法 

黄曲霉毒素合成基因簇包含 25 个基因，长度

大约为 70 kb[16]。米曲霉菌株部分不含有产毒基

因；部分含有产毒基因，但基因发生突变、缺失

或碱基替换，不能正常表达。黄曲霉菌株含有产

毒基因，大部分正常表达，产黄曲霉毒素；部分

菌株因产毒基因发生突变，不能正常表达产生黄

曲霉毒素[3]。 

选取 3 个黄曲霉毒素合成的关键基因进行

PCR 扩增检测，三者在黄曲霉毒素合成通路中缺

一不可，包括调控基因 af1R、柄曲霉素转甲氧

基酶基因 aflO、杂色曲霉素 A 脱氢酶基因 aflM，

扩增引物详见 Gallo 等[17]。扩增 β-Tubulin 基因序

列作为基因组和 PCR 条件的阳性对照，根据上述

3 个产毒基因的扩增结果，判断该菌株是否产黄

曲霉毒素，扩增结果为阴性证明该菌株不产毒；

若扩增结果为阳性，需进一步证明该菌株是否

产毒[17-19]。 

2  结果与分析 

2.1  形态学方法鉴定结果 

菌株在 CYA 培养基上生长的菌落颜色及产孢

结构见图 1，形态学描述见表 2，形态学鉴定结果

见表 3。模式菌株 CBS 100925 具有孢梗茎长、产

孢结构少等米曲霉典型的形态特征，模式菌株

CBS 100927 具有孢梗茎较短、产孢结构多、持久

黄绿色、产生菌核等黄曲霉典型的形态特征。标

准菌株 CICC 2024、2066、2120、40866、41205 均

为黄曲霉，但形态学观察符合米曲霉特征，鉴定

结果出现 5 个假阴性。 

2.2  产毒培养基检测结果 

菌株在 AFPA 培养基上 30 °C 生长 2−3 d 后，

菌落反面颜色及描述分别见图 1 和表 2，检测结果

见表 3。米曲霉模式菌株 CBS 100925 菌落反面颜

色为浅黄色(阴性)，黄曲霉模式菌株 CBS 100927

菌落反面颜色为亮橙黄色(阳性)。其中菌株 CICC 

2024 和 CICC 2066 在 AFPA 培养基上颜色反应不明

显，结果无法判定；菌株 CICC 40015 为黄曲霉，

但其 AFPA 培养基检测结果为阴性。 

2.3  酶联免疫方法(ELISA)毒素测定结果 

菌株的酶联免疫方法毒素测定结果见表 3。

结果显示米曲霉模式菌株 CBS 100925 未产毒

素，黄曲霉模式菌株 CBS 100927 产生毒素，其

余米曲霉标准菌株均未检测到黄曲霉毒素；除菌

株 CICC 40015 外，所有黄曲霉标准菌株都检测

到一定量的黄曲霉毒素，结合 2.2 中产毒培养基

检测结果，判定 CICC 40015 为不产黄曲霉毒素的

黄曲霉菌种。 

2.4  系统发育分析结果 

试验菌株 ITS rDNA、β-Tubulin 基因序列与相

关近缘菌种的系统发育树分别见图 2 和图 3。系统

发育结果显示，包括模式菌株在内的 22 株标准菌

株聚为同一系统发育支，序列相似性大于 99%。

由系统发育结果可知，ITS rDNA 序列分析可把黄

曲 霉 和 米 曲 霉 鉴 定 为 曲 霉 属 黄 绿 组 (Aspergillus 

section Flavi)，β-Tubulin 基因序列分析结果可鉴定

为黄曲霉 (Aspergillus flavus)或米曲霉 (Aspergillus 

oryzae)，系统发育分析结果见表 3。 

2.5  产毒基因检测结果 

3 个产毒基因 PCR 扩增的检测结果见图 4，分

析结果见表 3。 

所有试验菌株 BenA 基因(阳性对照) PCR 扩增

产物均有条带，大小约 600 bp；菌株 2、3 号 aflR
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产毒基因 PCR 扩增没有产物条带，其余都有大小

约 1 000 bp 的条带；菌株 1、2、3、21 号 aflM 产

毒基因 PCR 扩增没有产物条带，其余都有大小约

500 bp 的条带；菌株 2、3 号 aflO 产毒基因 PCR 扩

增没有产物条带，其余都有大小约 800 bp 的条

带。据文献[17-19]可知，菌株 1、2、3、21 号产毒

为阴性，其余菌株 PCR 为阳性，是否产毒需进一

步进行产毒试验验证。 
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图 1  菌株形态学和 AFPA 培养特征 
Figure 1  The characteristics of morphological and AFPA 
注：图片上的数字 1−22 代表菌株编号(表 1). 图片从左到右依次为：CYA 培养基上 25 °C 培养 7 d 的菌落宏观形态；CYA 培养基

上 25 °C 培养 7 d 的菌落反面照片；CYA 培养基上 25 °C 培养 3−5 d 的显微产孢结构；AFPA 培养基上 30 °C 培养 2−3 d 的菌落反面

颜色. 
Note: The number 1 to 22 in the picture represents the number of the strain (Table 1). From left to right: Colonies in 7 days at 25 °C on CYA; 
Reverse of colonies in 7 days at 25 °C on CYA; Microscopic characteristics in 3−5 days at 25 °C on CYA; Reverse colour in 2−3 days at 
30 °C on AFPA. 
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表 2  菌株形态学特征描述 
Table 2  Morphological description of the strain 

保藏编号 

Preservation 

No. 

宏观形态 

Macroscopic characteristics 

(CYA, 25 °C, 7 d) 

微观形态(产孢结构) 

Microscopic characteristics 

(sporogenous structure) 

AFPA 上菌落反

面颜色 

Reverse colour of 

clones (AFPA)

CICC 2014 菌落白色，直径 61 mm−64 mm，质

地丝绒状，表面平坦，无渗出液和可

溶性色素产生，反面浅黄色 

孢梗茎壁稍粗糙，(1 000−3 000) μm×(2.0−6.0) μm；分生孢子头辐

射状，直径为 15 μm−30 μm；顶囊柱状或退化，直径 4.0 μm−15.0 μm，

表面部分可育；产孢结构单层，瓶梗(4.0−11.0) μm×(2.3−3.5) μm；

分生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 3.0 μm−6.0 μm，壁稍粗糙 

黄褐色 

CICC 2022 菌落黄绿色，直径 53 mm−55 mm，

质地丝绒状，表面具放射状皱纹，

无渗出液和可溶性色素产生，反面

浅黄色 

孢梗茎壁稍粗糙，(2 000−4 000) μm×(7.0−18.0) μm；分生孢子

头辐射状，直径为 30 μm−110 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径

16 μm−35 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，

梗基(4.0−8.0) μm×(2.5−3.8) μm，瓶梗(4.0−12.0) μm×2.8−3.8 μm；

分生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 4.0 μm−5.0 μm，壁粗糙 

黄褐色 

CICC 2102 菌落黄褐色，直径 66 mm−69 mm，

质地丝绒状，表面具放射状皱纹，

无渗出液和可溶性色素产生，反面

黄褐色 

孢梗茎壁稍粗糙，(1 500−3 000) μm×(7.0−11.0) μm；分生孢子

头辐射状，直径为 45 μm−100 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径

13 μm−35 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，

梗基(4.0−9.0) μm×(2.5−3.8) μm，瓶梗(5.0−11.0) μm×(2.8−3.5) μm；

分生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 4.0 μm−6.0 μm，壁粗糙 

黄褐色 

CICC 2024 菌落黄绿色，直径 53 mm−55 mm，

质地丝绒状，中央凸起，无渗出液

和可溶性色素产生，反面黄色 

孢梗茎壁稍粗糙，(1 500−3 500) μm×(8.0−13.0) μm；分生孢

子头辐射状，直径为 45 μm−80 μm；顶囊球形或烧瓶形，直

径 25 μm−45 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构主要为

单层，瓶梗(4.0−13.0) μm×(2.5−3.5) μm；分生孢子近球形，直径为

4.0 μm−5.0 μm，壁粗糙 

周围黄色，中央

橙黄色 

CICC 2195 菌落黄绿色，直径 61 mm−64 mm，

质地丝绒状，表面具放射状皱纹，

产生少量褐色渗出液，无可溶性色

素产生，反面黄色 

孢梗茎壁稍粗糙，(2 000−4 000) μm×(6.0−15.0) μm；分生孢

子头辐射状，直径为 35 μm−80 μm；顶囊球形或烧瓶形，直

径 15 μm−45 μm，表面 3/4 可育；产孢结构双层或单层，梗基

(6.0−9.0) μm× (2.8−4.0) μm，瓶梗(6.0−17.0) μm×(2.8−4.0) μm；分

生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 4.0 μm−6.5 μm，壁粗糙 

黄褐色 

CICC 2066 菌落黄绿色，直径 61 mm−64 mm，

质地丝绒状，表面平坦，无渗出液和

可溶性色素产生，反面浅黄色 

孢梗茎壁粗糙，(2 000−5 000) μm×(8.0−14.0) μm；分生孢子头辐

射状，直径为 30 μm−80 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径 14 μm−30 

μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，梗基

(4.0−8.0) μm×(2.5−3.8) μm，瓶梗(4.0−11.0) μm×(2.8−3.8) μm；分

生孢子椭圆形，长轴直径为 4.0 μm−6.0 μm，壁粗糙 

周围黄色，中央

橙黄色 

CICC 2071 菌落黄绿色，直径 64 mm−67 mm，

质地丝绒状，表面平坦，无渗出液和

可溶性色素产生，反面浅黄色 

孢梗茎壁粗糙，(500−1 500) μm×(5.0−15.0) μm；分生孢子头辐射状，

直径为 30 μm−110 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径 17 μm−35 μm，

表 面 全 部 可 育 或 3/4 可 育 ； 产 孢 结 构 双 层 或 单 层 ， 梗 基

(4.0−8.0) μm×(2.5−3.5) μm，瓶梗(5.0−10.0) μm×(2.5−3.8) μm；分

生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 4.0 μm−5.0 μm，壁粗糙 

橙黄色 

CICC 2074 菌落淡黄色，直径 51 mm−55 mm，

质地丝绒状，表面平坦，无渗出液

和可溶性色素产生，反面橄榄黄色 

孢梗茎壁稍粗糙，(1 500−3 000) μm×(8.0−12.0) μm；分生孢子头辐射

状，直径为 40 μm−80 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径 20 μm−35 μm，表

面 3/4 可育；产孢结构双层或单层，梗基(4.0−7.0) μm×(2.5−3.5) μm，瓶

梗(5.0−13) μm×(2.5−3.8) μm；分生孢子近球形或椭圆形，长轴直

径为 3.0 μm−6.0 μm，壁粗糙 

黄褐色 

CICC 2079 菌落浅黄褐色，直径 57 mm−62 mm，

质地丝绒状，表面平坦，无渗出液和

可溶性色素产生，反面浅黄色 

孢梗茎壁平滑或稍粗糙，(2 000−4 000) μm×(8.0−19.0) μm；分生

孢子头辐射状，直径为 45 μm−125 μm；顶囊球形或烧瓶形，直

径 20 μm−40 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构单层，

瓶梗(7.0−12.0) μm×(3.0−4.0) μm；分生孢子近球形，长轴直径

为 4.0 μm−6.0 μm，壁粗糙 

黄褐色 

   (待续)
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CICC 2120 菌落黄绿色，直径 68 mm−72 mm，

质地丝绒状，表面有放射状皱纹，

无渗出液和可溶性色素产生，反面

黄色 

孢梗茎壁粗糙，(1 000−2 800) μm×(8.0−14.0) μm；分生孢子

头辐射状，直径为 40 μm−100 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径

20 μm−40 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，

梗基(4.0−8.0) μm×(2.5−4.8) μm，瓶梗(8.0−25.0) μm×(3.0−4.0) μm；

分生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 4.0 μm−5.0 μm，壁粗糙 

橙黄色 

CICC 2385 菌落黄绿色，直径 62 mm−65 mm，

质地丝绒状，表面具放射状皱纹，

无渗出液和可溶性色素产生，反面

浅黄色 

孢梗茎壁粗糙，(2 000−4 000) μm×(8.0−11.0) μm；分生孢子头辐射

状，直径为 40 μm−75 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径 15 μm−30 μm，

表 面 全 部 可 育 或 3/4 可 育 ； 产 孢 结 构 双 层 或 单 层 ， 梗 基

(4.1−7.9) μm×(2.5−3.5) μm，瓶梗(5.0−9.0) μm×(2.5−3.5) μm；分生

孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 3.0 μm−4.0 μm，壁粗糙 

橙黄色 

CICC 2402 菌落深黄绿色，直径 70 mm−75 mm，

质地丝绒状，表面平坦，无渗出液和

可溶性色素产生，反面浅黄色 

孢梗茎壁粗糙，(400−1 500) μm×(5.0−11.0) μm；分生孢子头

辐射状，直径为 35 μm−75 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径

15 μm−30 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，

梗基(4.0−8.0) μm×(2.8−3.8) μm，瓶梗(5.0−9.0) μm×(2.5−3.5) μm；

分生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 3.0 μm−5.0 μm，壁粗糙 

橙黄色 

CICC 2412 菌落黄绿色，直径 70 mm−73 mm，

质地丝绒状，表面具放射状皱纹，

无渗出液和可溶性色素产生，反面

浅黄色 

孢梗茎壁粗糙，(500−1 500) μm×(6.0−12.0) μm；分生孢子头

辐射状，直径为 40 μm−85 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径

20 μm−48 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，

梗基(4.2−8.1) μm×(2.5−3.5) μm，瓶梗(5.0−11.0) μm×(2.5−3.8) μm；

分生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 3.0 μm−4.0 μm，壁粗糙 

亮橙黄色 

CICC 40015 菌落黄绿色，直径 74 mm−76 mm，
质地丝绒状，表面有凸起的白色菌
丝团，无渗出液和可溶性色素产生，
反面浅黄色 

孢梗茎壁粗糙，(400−1 300) μm×(6.0−9.0) μm；分生孢子头
辐射状，直径为 38 μm−90 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径
13 μm−30 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，
梗基(4.0−8.0) μm×(2.5−3.5) μm，瓶梗(5.0−15.0) μm×(2.0−3.3) μm；
分生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 3.0 μm−5.0 μm，壁粗糙 

黄褐色 

CICC 40083 菌落黄绿色，直径 70 mm−75 mm，
产生少量白色菌核，质地丝绒状，
表面据放射状皱纹，无渗出液和可
溶性色素产生，反面浅黄褐色 

孢梗茎壁粗糙，(1 800−3 500) μm×(8.0−14.0) μm；分生孢子头辐
射状，直径为 45 μm−110 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径 20 μm−38 

μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，梗基
(4.0−8.0) μm×(2.5−3.5) μm，瓶梗(5.0−14.0) μm×(2.5−3.5) μm；分
生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 3.0 μm−4.0 μm，壁粗糙 

亮橙黄色 

CICC 40183 菌落黄绿色，直径 70 mm−73 mm，
质地丝绒状，表面具放射状皱纹，
无渗出液和可溶性色素产生，反面
浅黄色 

孢梗茎壁平滑或稍粗糙，(1 000−2 500) μm×(5.0−15.0) μm；分生
孢子头辐射状，直径为 40 μm−110 μm；顶囊球形或烧瓶形，直
径 20 μm−40 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，
梗基(4.0−8.0) μm×(2.5−3.5) μm，瓶梗(5.0−15.0) μm×(2.5−3.8) μm；分
生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 3.0 μm−5.0 μm，壁稍粗糙 

亮橙黄色 

CICC 40186 菌落黄绿色，直径 75 mm−78 mm，
质地丝绒状，表面平坦、中央产生
褐色菌核，无渗出液和可溶性色素
产生，反面浅棕色 

孢梗茎壁粗糙，(150−500) μm×(4.5−10.0) μm；分生孢子头
辐射状，直径为 40 μm−70 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径
11 μm−30 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，
梗基(4.0−8.0) μm×(2.5−3.5) μm，瓶梗(4.0−9.0) μm×(2.8−3.8) μm；
分生孢子近球形或椭圆形，长轴直径为 3.0 μm−4.8 μm，壁粗糙 

橙黄色 

CICC 40188 菌落深黄绿色，直径 70 mm−73 mm，
质地丝绒状，表面具放射状皱纹，
无渗出液和可溶性色素产生，反面
棕黄色 

孢梗茎壁粗糙，(200−800) μm×(10−18) μm；分生孢子头辐射
状，直径为 40 μm−90 μm；顶囊近球形，直径 15 μm−45 μm，
表 面 全 部 可 育 或 3 / 4 可 育 ； 产 孢 结 构 双 层 或 单 层 ， 梗 基 

(5.0−13.0) μm×(2.8−4.0) μm，瓶梗(6.0−11.0) μm×(2.8−4.0) μm；分
生孢子椭圆形，长轴直径为 4.0 μm−5.0 μm，壁粗糙 

橙黄色 

CICC 40866 菌落浅黄绿色，直径 73 mm−75 mm，
质地丝绒状，表面平坦，无渗出液
和可溶性色素产生，反面黄色 

孢梗茎壁粗糙，(2 000−4 000) μm×(9.5−17.0) μm；分生孢子
头辐射状，直径为 50 μm−100 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径
18 μm−40 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构大多为双层，
梗基(4.0−9.0) μm×(2.5−3.5) μm，瓶梗(4.0−14.0) μm×(2.8−3.0) μm；
分生孢子椭圆形，长轴直径 3.0 μm−4.0 μm，壁粗糙 

亮橙黄色 

   (待续)
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CICC 41205 菌落橄榄黄色，直径 75 mm−77 mm，

质地丝绒状，表面平坦，无渗出液

和可溶性色素产生，反面黄色 

孢梗茎壁稍粗糙，(2 500−4 500) μm×(6.0−13.0) μm；分生孢

子头辐射状，直径为 40 μm−80 μm；顶囊球形或烧瓶形，直径

20 μm−40 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，

梗基(4.0−8.0) μm×(2.5−3.5) μm，瓶梗(4.0−11.0) μm×(2.8−3.0) μm；

分生孢子近球形，长轴直径 2.5 μm−4.0 μm，壁粗糙 

亮橙黄色 

CBS100925 菌落浅黄色，产孢结构少，直径

75 mm−80 mm，质地丝绒状，表面

平坦，无渗出液和可溶性色素产生，

反面浅黄色 

孢梗茎壁平滑或稍粗糙，(2 000−5 500) μm×(5.0−20.0) μm；分生

孢子头辐射状，直径为 22 μm−65 μm；顶囊球形或烧瓶形，直

径 13 μm−35 μm，表面 1/2 或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，梗基

(5.0−10) μm×(4.0−6.0) μm，瓶梗(5.0−13.0) μm×(3.5−5.0) μm；分生孢

子近球形或椭圆形，长轴直径 3.0 μm−5.5 μm，壁稍粗糙 

浅黄色 

CBS100927 菌落黄绿色，产孢结构多，直径

66 mm−69 mm，质地丝绒状，表面

具放射状皱纹，产生大量灰白色的致

密菌核，产生大量浅褐色渗出液，无

可溶性色素产生，反面浅棕色 

孢梗茎壁平滑或稍粗糙，(500−1 300) μm×(4.0−15.0) μm；分生

孢子头辐射状，直径为 40 μm−80 μm；顶囊球形或烧瓶形，直

径 20 μm−40 μm，表面全部可育或 3/4 可育；产孢结构双层或单层，

梗基(4.0−8.0) μm×(2.5−3.5) μm，瓶梗(4.0−11.0) μm×(2.8−3.0) μm；分

生孢子近球形，长轴直径 2.5 μm−4.0 μm，壁粗糙 

亮橙黄色 

 
表 3  试验结果 
Table 3  The test results 

编号 

No. 

CICC 保藏号 

CICC 
Preservation 

number 

标准菌株

学名 

Science 
name 

分子系统发育结果

Results of 
phylogenetic 

形态学鉴定结果

Results of 
Morphological

产毒基因扩

增结果 

Results of 
toxigenic gene

AFPA 培养基

检测结果 

Results of 
AFPA 

酶联免疫毒素测定

结果 

Results of toxin 
determination 

1 CICC 2014 米曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阴性 阴性 未产 

2 CICC 2022 米曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阴性 阴性 未产 

3 CICC 2102 米曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阴性 阴性 未产 

4 CICC 2024 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阳性 不明显 产毒 

5 CICC 2195 米曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阳性 阴性 未产 

6 CICC 2066 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阳性 不明显 产毒 

7 CICC 2071 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 黄曲霉 阳性 阳性 产毒 

8 CICC 2074 米曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阳性 阴性 未产 

9 CICC 2079 米曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阳性 阴性 未产 

10 CICC 2120 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阳性 阳性 产毒 

11 CICC 2385 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 黄曲霉 阳性 阳性 产毒 

12 CICC 2402 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 黄曲霉 阳性 阳性 产毒 

13 CICC 2412 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 黄曲霉 阳性 阳性 产毒 

14 CICC 40015 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 黄曲霉 阳性 阴性 未产 

15 CICC 40083 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 黄曲霉 阳性 阳性 产毒 

16 CICC 40183 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 黄曲霉 阳性 阳性 产毒 

17 CICC 40186 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 黄曲霉 阳性 阳性 产毒 

18 CICC 40188 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 黄曲霉 阳性 阳性 产毒 

19 CICC 40866 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阳性 阳性 产毒 

20 CICC 41205 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阳性 阳性 产毒 

21 CBS 100925 米曲霉 米曲霉或黄曲霉 米曲霉 阴性 阴性 阴性 

22 CBS 100927 黄曲霉 米曲霉或黄曲霉 黄曲霉 阳性 阳性 阳性 
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图 2  基于邻位连接法构建的试验菌株与相关种的 ITS rDNA 序列系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of “the experiment strains” and other reference species, based on ITS rDNA sequence by the 
Neighbour-Joining method 
注：图中发育树节点只显示 Bootstrap 值大于 70%数值(1 000 次重复)；T：模式菌株；括号内为 GenBank 登录号；标尺长度代表遗传距离. 
Note: Bootstrap values (>70 %) were shown at each branch points (1 000 replicates); T: The type strain; GenBank accession numbers are 
shown in the parentheses; Scale length represented genetic distance. 
 

 
图 3  基于邻位连接法构建的试验菌株与相关种的 β-Tubulin 基因序列系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree of “the experiment strains” and other reference species, based on β-tubulin gene sequence by the 
Neighbour-Joining method 
注：图中发育树节点只显示 Bootstrap 值大于 70%数值(1 000 次重复)；T：模式菌株；括号内为 GenBank 登录号；标尺长度代表遗传距离. 
Note: Bootstrap values (>70%) were shown at each branch points (1 000 replicates); T: The type strain; GenBank accession numbers are 
shown in the parentheses; Scale length represented genetic distance. 
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图 4  产毒素基因 PCR 扩增产物 
Figure 4  PCR amplicons of aflatoxin biosynthesis genes 
注：BenA 为提取基因组的阳性对照；aflR、aflM、aflO 为 3 个产毒基因；1−22 为试验样品编号；r 为未加模板的 PCR 体系对照；

M：DL2000 DNA Marker. 
Note: BenA gene fragment as positive control for PCR reactions; aflR, aflM and aflO were three genes of aflatoxin biosynthesis; r: Blank 
control of PCR; M: DL2000 DNA Marker. 

 

3  讨论与结论 

22 株标准菌的 5 种检测方法结果见表 3，其中

模式株 CBS 100925 和 CBS 100927 检测结果符合米

曲霉和黄曲霉的典型特征，根据表 3 结果可知 ITS 

rDNA 和 β-Tubulin 基因序列系统发育分析可以排除

与黄曲霉和米曲霉相近的菌种，但无法区分黄曲

霉和米曲霉；传统形态学鉴定方法出现 5 个假阴性

结果，判别依据主观性较强，要求操作者具有良

好的判别经验，容易出现假阴性；产毒培养基检

测结果出现 3 个假阴性，只能鉴别出产毒素的黄曲

霉，无法鉴别不产毒素的黄曲霉，容易出现假阴

性；产毒基因扩增结果出现 3 个假阳性，只能鉴别

出产毒基因缺失的米曲霉，对于基因发生突变的

米曲霉菌株不能鉴别，容易出现假阳性；毒素测

定结果出现 1 个假阴性，只能鉴别出产毒素的黄曲

霉，无法鉴别不产毒素的黄曲霉菌株，容易出现

假阴性。 

综上分析，出现假阳性意味着米曲霉被错误

鉴定为黄曲霉，因此会损失一些功能菌株的应

用；假阴性意味着黄曲霉被错误鉴定为米曲霉，

如果产毒素的黄曲霉应用于食品或饲料生产，后

果将很严重。因此，若使用单一方法来鉴别黄曲

霉和米曲霉，容易出现假阳性或假阴性结果，风

险较高，多相分类鉴定方法是准确区分二者的必

选手段。综合本研究的分析结果，推荐使用系统

发育分析方法初步鉴定未知菌株为黄曲霉或米曲

霉，再利用形态学方法区分二者，最后利用产毒

培养基方法或毒素测定方法进行结果验证(推荐使

用 ELISA 或液相方法测定)，该组合方法可以准确

区分黄曲霉和米曲霉，建议使用该多相方法来确

定应用于生产发酵菌种的分类学地位。 

以上组合方法具体判定依据如下，首先利用

系统发育分析方法将待检菌株鉴定为黄曲霉或米

曲霉，再根据形态学特征区分二者，如黄曲霉判

定特征为：分离基质广泛，菌落质地丝绒状，部
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分菌株产菌核，产孢结构大量，始终为黄绿色或

深绿色，孢梗茎较短(通常小于 1 000 μm)，分生孢

子近球形、壁明显粗糙；米曲霉判定特征为：主

要分离自酿造用曲，从其他自然基物中较少分离

到；菌落质地绒毛状，基本不产菌核，产孢结构

少，初为浅色(黄色或绿色)，老后变为深色(棕色

或褐色)，孢梗茎很长(通常大于 2 500 μm)，分生孢

子较大(长轴直径 4.5 μm−8.0 μm)；根据形态学特

征区分二者后，再利用产毒培养基验证判定结

果，防止假阴性结果的产生，在 AFPA 培养基上，

菌落反面为浅黄色或黄褐色，则该菌株不产毒

素；在 AFPA 培养基上，菌落反面呈亮橙黄色，则

该菌株产毒素，为黄曲霉；最后利用液相方法或

酶联免疫法进行菌种毒素代谢测定，进一步验证

鉴定结果的准确性。 

此外，目前已有研究认为一些不产黄曲霉毒素

的黄曲霉菌种可应用于工业生产，从而避免一些功

能菌种的弃用[17]。所以，应用于生产发酵的微生物

菌种是应根据其分类学名限制，还是根据其是否产

毒素来限制，有待进一步探讨。 
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