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摘要:豆豉是中国特色四大传统大豆发酵制品之一，其中产脂肪酶菌株对豆豉风味的形成发挥着重要作

用．实验对传统曲霉型豆豉发酵过程中的脂肪酶产生菌株进行了研究，以发酵过程中的曲霉型豆豉为样
品，通过对其分离纯化，得到高产脂肪酶菌株 8 号，并测出其脂肪酶活力为 30 IU·mL －1 ．对该菌株进行了
形态学和分子生物学鉴定，通过与 NCBI数据库中 ITS序列比对，发现该菌株与米曲霉( Aspergillus oryzae)
的相似度达 100%，鉴定该菌株为米曲霉．获得的高产脂肪酶米曲霉，对豆豉的风味有重要影响，并且为
后续的研究提供了依据．
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0 引言

豆豉是中国特色四大传统大豆发酵制品之一，

既可药食兼用，又具有驱寒健食等功效［1］． 豆豉中
含有多种营养价值，包括丰富的 VB1、VB2、VE、糖
和蛋白质等，同时具有多种功能成分［2-3］． 米曲霉产
生的脂肪酶在豆豉发酵过程中是一类重要的水解

酶，可催化天然底物油脂水解，生成甘油、脂肪酸和
甘油单酯或二酯［4］，且具有耐有机溶剂、耐高温等
性能［5-6］．张建华等［7］研究表明豆豉中细菌数量超
过 108 CFU·g －1，霉菌数量达到 107 CFU·g －1，曲霉

菌占霉菌总数的 90%以上，而豆豉中酵母菌含量较
少，由此可知，豆豉在自然发酵的条件下主要的微生

物菌群是细菌和霉菌．钱家亮等［8］对曲霉型豆豉研
究时发现，豆曲中以细菌和霉菌为主，霉菌中米曲霉

占 90%以上，细菌主要为微球菌和乳球菌，曲霉的
质量直接影响豆豉的品质．张建华等［9］研究天马山
品牌和浏阳豆豉一品香时发现曲霉菌是主要微生

物．汪孟娟等［10］采用 PCＲ-DGGE 研究豆豉发酵过
程中微生物群落的变化，发现豆豉的功能成分与微

生物生态有着密切关系． 日本科研工作者成功破译
了米曲霉基因组，发现米曲霉基因有 3 800 万碱基
对［11］，该成果首次从微观角度对米曲霉进行深入研

究．传统的豆豉发酵生产周期较长，受季节、区域、菌
种等影响，导致产品的质量不稳定，影响了豆豉的

发展［12］．
本文通过对制曲 7 d和发酵 8 d 的豆豉进行分

离纯化、酶活测定，获得了 1 株产脂肪酶的菌株，通
过形态学和分子生物学鉴定该菌株为米曲霉( Asper-
gillus oryzae) ，研究豆豉在发酵过程中外观及风味的
变化，以期为豆豉工业化生产提供理论依据．

1 实验材料

1． 1 实验原料

本文豆豉样品来自南昌稻香园调味食品有限公

司，样品用密封袋装好后放置在 4 ℃冰箱中保藏，并
选择制曲第 7天和发酵第 8天的样品进行实验研究．

1． 2 实验设备

比色皿，分光光度计，烧杯，试管，量筒，磁力搅

拌器，超净工作台，分析天平，恒温培养箱，三角瓶，

培养皿，玻璃棒，酒精灯，显微镜，pH 试纸，酒精灯，
移液枪，胶头滴管，鼓风干燥箱，冰箱，微波炉，涂布

棒，接种环，高压灭菌锅．

1． 3 培养基

PDA培养基: 葡萄糖 2%，马铃薯 2%，琼脂
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1． 5% ～2． 0%，在 115 ℃条件下灭菌 30 min．
发酵培养基: 蔗糖 0． 5%，蛋白胨 2%，橄榄油

0． 5%，MgSO4·7H2O 0． 1%，( NH4 ) 2SO4 0． 1%，
K2HPO4 0． 1% ( pH 值约为 7． 5 ) ，在 121 ℃条件下
灭菌 20 min．
油脂同化培养基: FeSO4 0． 001%，K2HPO4

0． 1%，MgSO4·7H2O 0． 05%，( NH4 ) 2SO4 0． 2%，
KCl 0． 05%，琼脂 2%，溴甲酚紫指示剂 0． 000 8% ;
在 121 ℃条件下灭菌 20 min; 当培养基冷却至 70 ℃
时加入 120． 0 mL 灭菌的橄榄油乳化液，混匀后
即得．

2 实验方法

2． 1 豆豉的浸泡

分别取制取第 7 天和发酵第 8 天的豆豉 10 g，
用 150 mL的锥形瓶装好，加入 50 mL 生理盐水，在
振荡器下浸泡 30 min备用．

2． 2 分离纯化

将浸泡的原液用无菌蒸馏水梯度稀释成 10 －1、
10 －2、10 －3、10 －4、10 －5、10 －6、10 －7、10 －8，制备成不

同稀释浓度的孢子悬浮液．依次取 10 －3 ～ 10 －8浓度

的孢子悬浮液 200 μL 涂布在 PDA 培养基上，于
25 ℃水式恒温培养箱倒置培养 3 ～ 4 d，并观察记录
菌落生长情况．挑取少许在 PDA培养基中长出的单
个菌落孢子接种到斜面上，倒置于 25 ℃的水式恒温
培养箱中，待长出菌苔后观察其特征是否一致，制作

临时玻片，用显微镜检查是否为单一微生物．若不是
则重复上述步骤直至得到单一菌株．

2． 3 初筛

将斜面培养的菌种用无菌蒸馏水梯度稀释成
10 －1 ～10 －8不同浓度的孢子悬浮液，取 200 μL 10 －3 ～
10 －8浓度的孢子悬浮液涂布在紫色油脂同化平板，

于 30 ℃水式恒温培养箱中培养 3 ～ 4 d，每个梯度分
别做 3 个对照．挑取产生黄色变色圈的菌落划线保
藏，以供后期平板复筛．

2． 4 复筛

将初筛斜面的菌种接种至油脂同化平板上，放

置于 30 ℃水式恒温培养箱中倒置培养 5 ～ 7 d，记录
变色圈直径与菌落直径的比，得出复筛结果．

2． 5 摇瓶发酵

采用灭菌的竹签挑取复筛平板中的孢子于
PDA液体培养基中，在 30 ℃、160 rpm 摇床中培养
48 h，制备保藏菌株的单孢子液．使用单层滤纸法过
滤发酵液，上清液置于 4 ℃冰箱保存．

2． 6 脂肪酶活力的测定

2． 6． 1 对硝基苯酚法测定脂肪酶酶活 底物溶液
A: 称取 90 mg 对硝基苯酚棕榈酸酯( p-NPP) ，溶于
30 mL 异丙醇． 溶液 B: 50 mmol·L －1 Tris-HCl ( pH
值为 8． 0) ．方法: 取 6 支试管，分别标记为对照组和
样品组．每支试管中分别加入1． 8 mL溶液B和0． 1 mL
底物溶液 A，置于 37 ℃恒温水浴锅中保温 5 min．然
后在对照管中加入 0． 1 mL灭活酶液，样品管中加入
0． 1 mL酶液，立即摇晃使其混合均匀，在水浴中反
应 10 min后立即加入 5． 0 mL 10%三氯乙酸溶液终
止反应，再加入 0． 5 mL 10% 碳酸钠溶液显色，使用
分光光度计于 410 nm 测定酶催化产生的对硝基苯
酚的吸收值． 脂肪酶 1 个酶活单位定义: 在 37 ℃、
pH值为 8． 0 条件下，以 1 μmol·min －1释放对硝基

苯酚所需的酶量．
2． 6． 2 酶活计算公式 A =( ［A1 － A0］K + C0 ) V1n /
( V2 t) ，其中 A为样品酶活( U·mL －1 ) ，A1 为样品酶

液的吸光度 OD值，A0 为对应酶液的空白吸光度 OD
值，K为对硝基苯酚标准曲线的斜率，C0 为对硝基

苯酚标准曲线的截距，n为稀释倍数，V1 为反应液的

体积( mL) ，V2 为酶液的体积( mL) ，t 为反应时间
( min) ．
2． 6． 3 标准曲线的绘制 称取 0． 083 5 g对硝基苯
酚，先用少量95%乙醇溶解，再用蒸馏水定容至 100 mL，
使其终浓度为 6 mmo1·L －1 ．按表 1 分别加入不同
量的对硝基苯酚溶液和 50 mmol·L －1 Tris-HCl ( pH
值为 8． 0) 缓冲液，2 者总体积为2 mL; 然后每管加入
0． 5 mL 10%三氯乙酸和 0． 5 mL 10% 碳酸钠溶液，使
用分光光度计于 410 nm处测定吸光值，绘制酶活性
标准曲线．

表 1 标准曲线的绘制

编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
对硝基苯酚溶液 /μL 0 2． 5 5． 0 7． 5 10． 0 15． 0 20． 0 30． 0 40． 0 50． 0

50 mmol·L －1 Tris-HCl /μL 2 000． 0 1 997． 5 1 995． 0 1 992． 5 1 990． 0 1 985． 0 1 980． 0 1 970． 0 1 960． 0 1 950． 0
10%三氯乙酸 /mL 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5
10%碳酸钠溶液 /mL 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5 0． 5
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2． 7 形态学鉴定

1) 宏观: 将菌株接种于 PDA 培养基上，连续观
察 7 d菌株菌落的生长情况．

2) 微观: 将复筛后的菌株通过革兰氏染色制成
临时玻片，在高倍显微镜下观察菌株的形态．

2． 8 分子生物学鉴定

2． 8． 1 总 DNA的提取 按照 OMEGA 公司的真菌
基因组 DNA提取试剂盒说明书提取．
2． 8． 2 PCＲ扩增 扩增真菌 ITS 序列的通用引物:
ITS1 5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3' 20bp
ITS4 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3' 19bp
以提取的基因组 DNA 为模板，用上述 ITS1 /4

通用引物扩增目的基因片段． PCＲ 反应体系总体积
50 μL，总基因组 DNA ( 10 μmol·L －1 ) 1 μL，ITS1
( 10 μmol·L －1 ) 1 μL，ITS4 ( 10 μmol·L －1 ) 1 μL，
Taq DNA 聚合酶( 5 U·μL －1 ) 0． 25 μL，10 × Taq
PCＲ Buffer 5μL，dNTP mix ( 10 mmol·L －1 ) 1 μL，
ddH2O 40． 75 μL．热循环参数: 98 ℃预变性 5 min，
95 ℃变性 35 s，55 ℃退火 35 s，72 ℃延伸 1 min，循
环 29 次，72 ℃延伸 8 min．反应结束后取 5 μL PCＲ
产物在 1． 5%琼脂糖凝胶上进行电泳，电泳条件为
100 V、100 mA、30 min，然后再将产物送至上海生工
进行测序．
2． 8． 3 构建系统进化树 将序列信息同 GenBank
数据库中的其他菌株的 ITS 核苷酸序列进行比较，
采用 MEGA6． 06 软件对菌株的测序结果进行系统
发育分析，采用 Neighbor-joining 方法构建系统发育
树，并进行 Bootstrap分析，重复次数为 1 000 次．

3 结果与分析

3． 1 菌株的分离及初筛

将分离纯化后的单一菌株进行初筛，观察培养

皿上是否产生黄色变色圈，从而判断是否产生了脂

肪酶．菌落生长情况如图 1，从中挑选出长势良好且
变色圈大的 12 株菌种进行复筛．

3． 2 复筛

用显微镜对初筛后的 12 个菌种进行镜检，观察
是否为单一菌株，镜检为单一菌株后再进行平板筛

选，平板筛选生长图片部分如图 2 所示．
测量出变色圈的直径与菌落直径，求出这 2 者

的比值 D /d ( 即 HC 值) 的大小，结果如图 3 所示．
3 次平行试验中 D /d 的 SD 均值均小于 5%，试验重
复性良好． D /d的比值可间接反映出菌株产脂肪酶
的酶活大小．综合 D /d比值与 SD 值的大小，经过比

较，7 号菌株和 10 菌株的 HC 值相对来说比较高，但

是 7 号菌株发酵产酶能力比较稳定，故选择 7 号菌
配置为孢子悬液( 孢子量为 1． 2 × 107 个·mL －1 ) ，取

200 μL孢子悬液接入 20 mL种子液，进行摇瓶发酵．

图 1 初筛菌落图

图 2 不同平板菌落的生长情况

图 3 脂肪酶产生菌株平板筛选结果

3． 3 脂肪酶酶活标准曲线的测定

由表 2 和图 4 可知，对硝基苯酚标准曲线为
y = 0． 019 46x + 0． 003 85，Ｒ2 = 0． 999 7．
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表 2 对硝基苯酚标准数值的测定

编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
对硝基苯酚含量 /10 －7mmol 0 4． 5 9． 0 13． 5 18． 0 27． 0 36． 0 54． 0 72． 0 90． 0

OD410 /nm 0 0． 089 7 0． 180 7 0． 277 7 0． 364 3 0． 526 7 0． 699 3 1． 037 3 1． 396 0 1． 772 0

图 4 对硝基苯酚标准曲线

3． 4 发酵液中脂肪酶酶活的测定

通过对样品中吸光度的测定由公式及标准曲线

计算得出 7 号菌株发酵液中脂肪酶酶活力为
30 IU·mL －1 ．

3． 5 形态学鉴定

7 号菌落特征如图 5 所示，培养初期菌株为白
色，接着变为米黄色，后中央隆起呈绿色，边缘为米

黄色，菌丝易挑起，质地疏松．
显微形态特征如图 6 所示，分生孢子头放射状，

直径约 150 ～ 300 μm，也有少数为疏松柱状．分生孢
子梗 2 mm左右．近顶囊处直径可达 12 ～ 25 μm，顶
囊近球形或烧瓶形．

图 5 菌落的形态

3． 6 分子生物学鉴定

3． 6． 1 PCＲ 扩增片段 PCＲ 扩增片段如图 7 所
示．从图 7 可看出，该菌株的 ITS序列扩增大小产物

为 550 bp左右．

图 6 孢子的形态

图 7 PCＲ产物电泳图谱

3． 6． 2 测序结果及系统进化树的构建 利用
Clustal X软件进行比对，通过 Mega 6． 0 软件使用邻
位相连法构建系统发育树，设置自展检验置信值为
1 000 次，结果如图 8 所示． 该目标菌株( WM) 在进
化树分析中属于米曲霉．通过 ITS 基因序列与 NCBI
基因库中的数据 Blast 对比，结果显示它与 Aspergil-
lus oryzae( 数据库登录号: KM 999950． 1 ) 的序列相
似性为 100% ．结合之前的菌落形态和孢子形态，将
该菌株鉴定为米曲霉( Aspergillus oryzae) ，基因登录
号为: MF944082． 1．该 ITS序列为

GGCTAAGGAACGTAGGTTCTAGCGAGCCCAAC
CTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGC
GGGCCCGCCATTCATGGCCGCCGGGGGCTCTCAGC
CCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTC
TGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGC
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AATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTT
CCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
CTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGG
GGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAG
CACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGG
GGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGC
GTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGC
TCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAAT
CAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGG
ATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGA
GGAA

图 8 系统进化树

4 讨论

本文以传统曲霉型豆豉发酵过程中的脂肪酶产

生菌株为研究对象，取南昌稻香园食品有限公司豆

豉样品，通过对其分离纯化、初筛和复筛，得到优势
菌株，再对该菌株进行形态学鉴定和 ITS 序列分子
生物学鉴定，确定该菌株为米曲霉 ( Aspergillus
oryzae) ．
脂肪酶作为重要的工业用酶，其应用究已有百

年历史．杨永梅等［13］从泸州油脂厂附近的土壤中，
筛选到 1 株产碱性脂肪酶活性较高的细菌，经初步
鉴定为假单胞菌( Pseudomonas sp． ) ，酶活力最高可
达 19． 1 U·mL －1 ． 马歌丽等［14］从实验室保藏菌种
中筛选得到 1 株产脂肪酶能力较强的根霉菌种
MHL4． 07．对该菌摇瓶发酵产酶培养基组成进行了
试验，测得脂肪酶活力为 41． 91 U·mL －1，该产量比

初始菌株的酶活提高了 408% ． 张搏等［15］从武汉市
森林公园富油土壤中通过平板筛选得到到 1 株脂肪
酶产生菌，分析鉴定该菌株为假单胞菌属，并定名为

Pseudomonas sp． 26-2，其酶活力可达 15． 5 U·
mL －1 ．目前对于脂肪酶产生菌株的研究已经取得了
不少成果，但对于米曲霉产脂肪酶的研究鲜见文献

报道．刘雅琴等［16］通过平板筛选从富含油脂的土
壤、菜籽等中分离出了产酶活力高达 34． 55 IU·
mL －1，经鉴定，该菌株为米曲霉． 周晶等［17］从被餐
饮油脂污染的土样中，经过 2 轮平板筛选、摇瓶培养
和酶活力测定，得到 1 株脂肪酶产生菌株，鉴定为米
曲霉属，并将其命名为 Aspergillus oryzae CJLU-32．
本文经过一系列的分离筛选，获得了 1 株高产

脂肪酶菌株．在平板初筛中，出现了连片的黄色变色
块，对于判断脂肪酶产生能力的强弱带来了较大的

影响，因此，采用了后续的平板复筛，目的是为了便

于观察，对比变色圈与菌落的直径比，得到准确的实

验结果．实验结果表明，在豆豉的发酵过程中，米曲
霉能够产脂肪酶，菌株的优劣直接影响脂肪酶的产

量和质量．通过对其酶活的测定发现，该菌株酶活为
30 IU·mL －1，相对活力较高，对于脂肪有较强的分

解能力，在豆豉发酵过程中可更好地分解利用大豆

中的脂肪，提高豆豉的风味及营养价值，为日后豆豉

工业化大规模生产提供优势菌种，同时也为工业化

生产脂肪酶提供高产菌种．
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Screening and Identification of Aspergillus oryzae from
the Traditional Aspergillus-Type Douchi

LIAO Yanyan，ZHANG Ju，LI Xiang，WANG Xiaolan*

( College of Life Science，Key Laboratory of the Conservation and Sustainable Utilization for Subtropical Plant Ｒesources of Jiangxi Prov-
ince，Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，China)

Abstract: Douchi is one of the four traditional fermented soybean products with Chinese characteristics，among
which the production of lipase strains plays an important role in the formation of tempeh flavor． In this study，the li-
pase producing strain of the traditional aspergillus-type douchi is used as the sample，and the high-yield lipase strain
No． 8 is isolated and purified from it． The activity of the lipase is 30 IU·mL －1，and the strain is identified by mor-
phological and molecular biology． The similarity between the strain and Aspergillus oryzae is 100% by ITS sequence
comparison in NCBI database． So that the strain is identified as Aspergillus oryzae． The high yield lipase produced by
Aspergillus oryzae in this experiment has a great influence on the flavor of tempeh，and provides the basis for the fol-
low-up study．
Key words: Aspergillus-type douchi; Aspergillus oryzae; purified; molecular biological identification
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