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摘要：针对米曲霉菌种在工业酿造过程中出现自发突变导致菌种衰退的问题，本研究以生产用米曲霉菌种

Ｘ３０４２ 和 ＪＮ１ 为研究对象，通过分纯单菌落并经固态发酵后测定其水解酶系活力的方法，复壮选育获得菌株

Ｘ３０４２－４ 和 ＪＮ１－３。 酶活测定结果显示，Ｘ３０４２－４ 的蛋白酶、纤维素酶、淀粉酶和脂肪酶活力较初始菌株

Ｘ３０３２ 分别增加了 ２２. ３７％、１０. ９１％、１５. ２３％和 ２７. ７１％，而 ＪＮ１－３ 与初始菌株 ＪＮ１ 相比分别增加了 １０. ７１％、
２. ８８％、７. ８１％和 ７. １７％。 针对复壮菌株的淀粉酶活力偏低问题，紫外诱变选育出菌株 ＪＮ１－３－４，其淀粉酶活

力是初始菌株 ＪＮ１－３ 的 ２. ６９ 倍，并且蛋白酶、纤维素和脂肪酶活力也有不同程度的增加。 本研究为工厂用发

酵菌种的复壮选育和诱变育种提供了技术参考。
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　 　 米曲霉是酱油酿造的关键菌种［１］，其在制曲

原料上增殖的过程中可分泌酿造所需的各种酶

类，如蛋白酶、纤维素酶、淀粉酶、脂肪酶等，其中

最主要的酶为蛋白酶，其次是淀粉酶 ／糖化酶［２］。
米曲霉在酱油酿造的制曲过程和发酵前期起着决

定性作用，可利用碳源（如淀粉、糖类、有机酸和

醇类）和氮源（如豆粕、大豆蛋白），将原料中的大

分子物质转化为小分子成分，产生一系列的风味

产物和营养物质，如氨基酸、蛋白肽、醇类、醛类和

有机酸等，提升产品的营养价值［３—５］。
米曲霉菌种质量决定了发酵生产效率和酿造

产品质量，与发酵原料利用率、营养组分生成率直

接相关，决定发酵成熟速度和成品酱油质量［６—７］。
因此，在工厂化酱油酿造生产过程中，保持米曲霉

菌种的水解酶系均衡且具高酶活力，使其始终处

于满足工厂酿造生产需求，就显得尤为重要［８］。
在实际酿造生产中，由于米曲霉菌种的长时

间使用、传代次数频繁以及技术人员操作不当造

成杂菌污染等原因，经常会引起菌种衰退，导致菌

种的水解酶活力降低、原有形态性状不典型、生长

变慢、产孢量少、抵抗杂菌污染能力降低等不利因

素，进而影响生产能力和产品质量［９—１１］。 考虑菌

种自发突变是培养过程不可避免的因素，米曲霉

作为重要的丝状真菌菌种也极易引起退化，从酿

造生产高效运行的角度考虑，也需要定期进行菌

种复壮选育，以选育高活力的米曲霉菌种来保障

酿造生产正常运行［１２］。 此外，诱变育种作为提高

菌种性能的有力技术手段，通过正向变异的菌种

选育，可进一步提升米曲霉菌种的发酵效能［１１］。
基于此，本研究通过对酿造生产用米曲霉菌

种 Ｘ３０４２ 和 ＪＮ１ 分纯复壮，测定所产水解酶活

力，分析其复壮效果，并经紫外诱变提升菌种的特

定水解酶活力，为行业技术人员从源头出发提高

米曲霉菌种质量来保障酿造生产运行提供技术

参考。

１　 材料与方法

１．１　 实验菌株

米曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ） Ｘ３０４２ 和 ＪＮ１，均
由山东食圣酿造食品有限公司提供，其中菌种
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Ｘ３０４２ 是由 ３０４２ 变种而来，菌种 ＪＮ１ 为自主选育

的米曲霉菌种。

１．２　 培养基

复壮培养基（％，质量体积比）：马铃薯淀粉

０. ５，葡萄糖 ２，琼脂 １. ８；ｐＨ 值 ５. ６。
发酵培养基（％，质量分数）：豆粕 ３８，面粉

１１，麸皮 ６，含水量 ４５；ｐＨ 值 ６. ８。
选择培养基（％，质量体积比）：玉米淀粉 ２，

ＮａＮＯ３ ０. ２， Ｋ２ＨＰＯ４ ０. １，ＫＣｌ ０. ０５，ＭｇＳＯ４ ０. ０５，
ＦｅＳＯ４ ０. ００１，琼脂 ２；ｐＨ 值 ６. ８。

１．３　 分纯复壮

挑取米曲霉 Ｘ３０４２ 和 ＪＮ１ 的孢子粉，用无菌

水稀释涂布于复壮培养基平板，２８ ℃恒温培养至

长出白色丝状的单菌落，继续培养 ２ ～ ３ ｄ 后成熟

至长出绿色孢子。 从米曲霉 Ｘ３０４２ 和 ＪＮ１ 的培

养平板中各选取生长良好、孢子旺盛的 ６ 个单菌

落，自表层挑取孢子后转接试管斜面保藏备用。

１．４　 发酵培养

米曲霉 Ｘ３０４２ 和 ＪＮ１ 分纯后保藏菌种，挑取

１ 环后转接发酵培养基，２８ ℃下静置培养 ７２ ｈ。
发酵产物用无菌水稀释，充分摇匀后，用双层尼龙

布过滤，滤液在 ６ ℃下 ６０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ
后，取上清液测定其水解酶活力。

１．５　 酶活测定

上清酶液用于测定酶活力，并按照稀释比折

算为固体培养曲种的酶活力（Ｕ·ｇ－１），每组数据

测定三次并取其均值。 蛋白酶活力采用中华人民

共和国国家标准 ＧＢ ／ Ｔ ２８７１５—２０１２ 测定［１３］，以
在 ｐＨ 值 ６. ８、４０ ℃反应条件下每分钟水解酪蛋

白产生 １ μｇ 酪氨酸所需酶量为 １ 个酶活单位。
纤维素酶活力依照中华人民共和国农业农村部行

业标准 ＮＹ ／ Ｔ ９１２—２０２０ 测定［１４］，以在 ｐＨ 值

７. ５、５０ ℃反应条件下每分钟水解羧甲基纤维素

产生 １ μｇ 葡萄糖所需酶量为 １ 个酶活单位。 淀

粉酶活力采用 ＤＮＳ（３，５－二硝基水杨酸）比色法

测定［１５］，以在 ｐＨ 值 ７. ０、６０ ℃反应条件下每分钟

水解可溶性淀粉产生 １ μｇ 麦芽糖所需酶量为 １
个酶活单位。 脂肪酶活力参照中华人民共和国国

家标准 ＧＢ ／ Ｔ ２３５３５—２００９ 测定［１６］，以 １ ｇ 固体发

酵料在 ｐＨ 值 ７. ２、４０ ℃反应条件下水解橄榄油

底物产生 １ μｍｏｌ 可滴定脂肪酸为 １ 个酶活单位。

１．６　 紫外诱变

选取待诱变处理的米曲霉 ＪＮ－１－３，取 ３ ｍＬ
孢子悬液（１０６ ＣＦＵ·ｍＬ－１）注入直径为 ６ ｃｍ 的培

养皿中（内含无菌搅棒），置于磁力搅拌器上，在
距离 ３０ Ｗ 紫外灯 ３０ ｃｍ 处搅拌并照射 ３０、６０、
９０、１２０、１５０、１８０ ｓ，所有处理的孢子悬浮液梯度

稀释后吸取 ０. １ ｍＬ 涂布于选择培养基平板，
２８ ℃恒温避光培养 ４. ５ ｄ。 挑选淀粉水解圈直

径与菌落直径比值大的诱变菌株，接种于发酵培

养基并在 ２８ ℃培养 ７２ ｈ，测其水解酶活力。

２　 结果与分析

２．１　 米曲霉 Ｘ３０４２ 分纯复壮

米曲霉 Ｘ３０４２ 分纯后的水解酶活力测定结

果见图 １。 米曲霉 Ｘ３０４２ 分纯后得到 ６ 株菌，以
Ｘ３０４２－５ 的蛋白酶活力最高（２６６. ９１ Ｕ·ｇ－１），
其次是 Ｘ３０４２ － ４（２３９. １２ Ｕ·ｇ－１）和 Ｘ３０４２ － ３
（２０５. １１ Ｕ · ｇ－１ ）， 而 Ｘ３０４２ － １、 Ｘ３０４２ － ２、
Ｘ３０４２－６ 的蛋白酶活力低于初始菌株 Ｘ３０４２
（１９５. ４０ Ｕ·ｇ－１）。 分纯后 ６ 株菌的纤维素酶活

力均高于初始菌株 Ｘ３０４２（１１. ３７ Ｕ·ｇ－１），其中

Ｘ３０４２－３ 最高（２８. ２３ Ｕ·ｇ－１），其次是 Ｘ３０４２－２
（２３. ０７ Ｕ·ｇ－１）。 淀粉酶活力以Ｘ３０４２－４和Ｘ３０４２－１
最高，分别为 ２４. ３３ Ｕ·ｇ－１和 ２１. ７８ Ｕ·ｇ－１，其余菌株

均低于初始菌株 Ｘ３０４２（２０. ６２ Ｕ·ｇ－１）。 分纯后

６ 株菌经固态发酵后的脂肪酶活力差别较为显

著，以菌株 Ｘ３０４２－４ 为最高（５. ９０ Ｕ·ｇ－１），其余

５ 株菌均低于初始菌株 Ｘ３０４２（４. ６２ Ｕ·ｇ－１），其
中 Ｘ３０４２－２ 的脂肪酶活力仅为 ０. ８０ Ｕ·ｇ－１。

２．２　 米曲霉 ＪＮ１ 分纯复壮

米曲霉 ＪＮ１ 分纯后的水解酶活力测定结果见

图 ２。 米曲霉 ＪＮ１ 分纯后 ６ 株菌中以 ＪＮ１－３ 的蛋

白酶活力最高，为 ２２７. ７８ Ｕ·ｇ－１，而其余 ５ 株菌的

蛋白酶活力均低于初始菌株 ＪＮ１（２０５. ７５ Ｕ·ｇ－１）。
分纯后 ６ 株菌的纤维素酶活力均高于初始菌株 ＪＮ１
（２. ７８ Ｕ·ｇ－１），除菌株 ＪＮ１－３ 偏低（２. ８６ Ｕ·ｇ－１）
外，其余菌株均显著高于初始菌株 ＪＮ１，其中菌株

ＪＮ１－２ 的纤维素酶活力（３０. ２５ Ｕ·ｇ－１）为初始菌

株 ＪＮ１ 的 １０. ８８ 倍。 与初始菌株 ＪＮ１ 的淀粉酶活
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力（１９. １２ Ｕ·ｇ－１）相比，菌株 ＪＮ１－２、ＪＮ１－３、ＪＮ１－４
的淀粉酶活力较高，分别为 ２１. １６、 ２０. ７４ 和

２１. １７ Ｕ·ｇ－１。 分纯后，经固态发酵后的 ６ 株菌

脂肪酶活力差别也相对较大，除 ＪＮ１－３ 的脂肪酶

活力较高（３. ２９ Ｕ·ｇ－１）外，其余菌株均低于初始

菌株 ＪＮ１（３. ０７ Ｕ·ｇ－１）。

图 １　 米曲霉 Ｘ３０４２ 分纯菌株的水解酶活力

Ｆｉｇ．１ Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ Ａ． ｏｒｙｚａｅ Ｘ３０４２

图 ２　 米曲霉 ＪＮ１ 分纯菌株的水解酶活力

Ｆｉｇ．２ Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ Ａ． ｏｒｙｚａｅ ＪＮ１

２．３　 菌种复壮选育

酱油生产主要以豆粕和小麦为发酵原料，在
酿造过程中利用米曲霉所产蛋白酶和淀粉酶将豆

粕和小麦中的蛋白和淀粉降解为可利用的发酵基

料，并在此过程中产生复杂的香气化合物，从而赋

予酱油产品的特殊风味［１７—１９］。 因此，衡量米曲霉

菌种优劣的最重要酶活指标是蛋白酶活力［２０］，其
次是淀粉酶［２１］。 对于纤维素酶和脂肪酶，则是衡

量米曲霉菌种优劣的从属酶活指标［２２—２３］。
根据米曲霉 Ｘ３０４２ 分纯复壮的菌株经固态

发酵后的水解酶活力测定结果，Ｘ３０４２－４ 的蛋白

酶、淀粉酶和脂肪酶活力都相对较高，分别为

２３９. １２、２４. ３３ 和 ５. ９０ Ｕ·ｇ－１，除 Ｘ３０４２－４ 所产

蛋白酶活力略低于 Ｘ３０４２－５（２６６. ９１ Ｕ·ｇ－１）外，
其淀粉酶和脂肪酶是所选育 ６ 株菌中活力最高

的，且也有一定的纤维素酶活力（１２. ６１ Ｕ·ｇ－１）
（表 １）。 米曲霉 ＪＮ１ 分纯复壮的菌株中，ＪＮ１－３
的蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶活力都相对较高，分别

为 ２２７. ７８、２１. １７ 和 ３. ２９ Ｕ·ｇ－１，且 ＪＮ１－３ 所产

蛋白酶和脂肪酶活力是所选育 ６ 株菌中活力最高

的（表 ２）。 因此，综合考虑水解酶活力高且酶系

均衡的原则，所选育的米曲霉 Ｘ３０４２－４ 和 ＪＮ１－３
是适合工业发酵应用的菌种。
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表 １　 米曲霉 Ｘ３０４２－４ 与初始菌种 Ｘ３０４２ 的
水解酶活力比较

Ｔａｂ．１ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ
Ａ．ｏｒｙｚａｅ Ｘ３０４２－４ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｒｔｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ Ｘ３０４２

水解酶
酶活力 ／ （Ｕ·ｇ－１）

Ａ．ｏｒｙｚａｅ Ｘ３０４２ Ａ．ｏｒｙｚａｅ Ｘ３０４２－４
提升率 ／ ％

蛋白酶 １９５．４０±４．０３　 ２３９．１２±３．９７∗∗ ２２．３７
纤维素酶 １１．３７±１．５４ １２．６１±１．０９∗ １０．９１
淀粉酶 ２０．６２±３．０１ ２４．３３±２．５２∗ １５．２３
脂肪酶 ４．６２±０．２２ ５．９０±０．３８∗∗ ２７．７１

　 　 注：∗∗表示复壮选育前后差异极显著（Ｐ＜０．０１），∗表示复
壮选育前后差异显著（Ｐ＜０．０５）

表 ２　 米曲霉 ＪＮ１－３ 与初始菌种 ＪＮ１ 的
水解酶活力比较

Ｔａｂ．２ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ
Ａ．ｏｒｙｚａｅ ＪＮ１－３ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｒｔｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ ＪＮ１

水解酶
酶活力 ／ （Ｕ·ｇ－１）

Ａ．ｏｒｙｚａｅ ＪＮ１ Ａ．ｏｒｙｚａｅ ＪＮ１－３
提升率 ／ ％

蛋白酶 ２０５．７５±４．１５　 ２２７．７８±３．６９∗ １０．７１
纤维素酶 ２．７８±０．１９ ２．８６±０．３１ ２．８８
淀粉酶 １９．１２±０．７３ ２０．７４±０．８８∗ ７．８１
脂肪酶 ３．０７±０．２９ ３．２９±０．１５∗ ７．１７

　 　 注：∗∗表示复壮选育前后差异极显著（Ｐ＜０．０１），∗表示复
壮选育前后差异显著（Ｐ＜０．０５）

　 　 米曲霉 Ｘ３０４２－４ 的水解酶活力与初始菌种

Ｘ３０４２ 相比，其蛋白酶、纤维素酶、淀粉酶和脂肪

酶活力分别增加了 ２２. ３７％、１０. ９１％、１５. ２３％和

２７. ７１％（表 １），复壮选育效果明显恰恰说明初始

菌种 Ｘ３０４２ 已经出现了菌种衰退，因此在工厂酿

造生产中要定期进行菌种复壮选育。 复壮选育后

菌株 ＪＮ１－３ 较初始菌种 ＪＮ１ 也有不同程度的水

解酶活力增加，其蛋白酶、纤维素酶、淀粉酶和脂

肪酶活力分别增加了 １０. ７１％、２. ８８％、７. ８１％和

７. １７％（表 ２），其水解酶活力增加幅度明显小于

Ｘ３０４２－４，说明初始菌种米曲霉 ＪＮ１ 的衰退程度

小于 Ｘ３０４２，但仍要定期复壮选育以保持菌种的

最佳状态。

２．４　 米曲霉 ＪＮ１－３ 的紫外诱变选育

从米曲霉 Ｘ３０４２ 和 ＪＮ１ 的复壮选育结果可

以看出，相对于蛋白酶活力，复壮选育菌株的淀粉

酶活力偏低，为更好地提高酿造原料中的淀粉利

用率，可通过诱变选育进一步提升菌种的淀粉酶

活力［２４］。 因米曲霉 Ｘ３０４２ 已经过多轮次的诱变

选育，故常规诱变很难再有效提升其酶活力［２５］，
而菌种 ＪＮ１ 的诱变选育尚有较大酶活力提升空

间。 因此，选用米曲霉 ＪＮ１－３ 进行紫外诱变，诱
变后代表性菌株的淀粉酶活力值见图 ３。 诱变选

育后菌株的淀粉酶活力均有大幅度提升，其中菌

株 ＪＮ１－３－４ 的淀粉酶活力（５５. ８７ Ｕ·ｇ－１）最高，
为出发菌株 ＪＮ１－３ 的 ２. ６９ 倍。 此外，诱变选育

后菌株 ＪＮ１－３－４ 的蛋白酶、纤维素酶、脂肪酶活

力也有不同程度的增加，分别为 ２３５. ６５、７. ２４、
３. ７１ Ｕ·ｇ－１，分别提升了 ３. ４６％、１５３. １５％、１２. ７７％。

图 ３　 米曲霉 ＪＮ１－３ 紫外诱变后代表性菌株的淀粉酶活力

Ｆｉｇ．３ Ａｍｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ａｆｔｅｒ ＵＶ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ａ．ｏｒｙｚａｅ ＪＮ １－３
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３　 结论

本研究通过对酱油酿造工厂用米曲霉菌种

Ｘ３０４２ 和 ＪＮ１ 分纯复壮选育，测定其固态发酵后

的水解酶活力，确定米曲霉 Ｘ３０４２－４ 和 ＪＮ１－３ 是

适合工业发酵生产应用的菌种。 米曲霉 Ｘ３０４２－４
的蛋白酶、纤维素酶、淀粉酶和脂肪酶活力，与初

始菌株 Ｘ３０４２ 相比分别增加了 ２２. ３７％、１０. ９１％、
１５. ２３％和 ２７. ７１％；米曲霉 ＪＮ１－３ 的蛋白酶、纤维

素酶、淀粉酶和脂肪酶活力较初始菌株 ＪＮ１ 分别

增加了 １０. ７１％、２. ８８％、７. ８１％和 ７. １７％。 针对

复壮选育菌种的淀粉酶活力与蛋白酶活力相比不

突出的问题，采用紫外诱变处理米曲霉 ＪＮ１－３，诱
变后菌种的淀粉酶活力均有显著提高，以 ＪＮ１－３－
４ 的诱变效果最突出，其淀粉酶活力为出发菌株

ＪＮ１－３ 的 ２. ６９ 倍，且其蛋白酶、纤维素酶和脂肪

酶的酶活力也有不同程度的提高。

参考文献：

［１］　 ＨＵ Ｗ Ｋ，ＬＩＵ Ｚ Ｐ，ＦＵ Ｂ，ｅｔ ａｌ．Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｙ
ｓａｕｃｅ Ｋｏｊｉ ｍａｋｉｎｇ ｗｉｔｈ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ａｎｄ
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２２，５７（１）：３０１－３０９．

［２］　 ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｌ，ＬＩＵ Ｚ Ｐ，ＫＡＮＧ Ｂ，ｅｔ ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｌａｃｔｏ⁃
ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ｏｒ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ａｓ ｃｏ⁃ｉｎｏｃｕ⁃
ｌａｎｔｓ ｗｉｔｈ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ ｉｎ Ｋｏｊｉ ｍａｋｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｓｏｙ ｓａｕｃｅ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０２２，８７（２）：７１４－７２７．

［３］　 ＬＩ Ｊ Ｙ，ＳＵＮ Ｃ Ｇ，ＳＨＥＮ Ｚ Ｙ，ｅｔ ａｌ．Ｕｎｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏ⁃
ｌｏｍｉｃ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｏｊａｅ ３. ４９５ ａｎｄ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｏｒｙｚａｅ ３． ０４２ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｓｏｙ ｓａｕｃｅ Ｋｏｊｉ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ｍｏｒｏｍｉ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆｌａｖｏｒ［ Ｊ］．ＬＷＴ⁃Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２３，１８４：１１５０２７．

［４］　 ＴＡＮ Ｇ，ＨＵ Ｍ，ＬＩ Ｘ Ｌ，ｅｔ ａｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓｏｙ ｓａｕｃｅ Ｋｏｊｉ ｍａｋｉｎｇ［Ｊ］．
Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０２２，１３：８４１５２９．

［５］ 　 ＣＨＯＩ Ｊ，ＫＷＯＮ Ｔ，ＰＡＲＫ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
Ｋｏｊｉ ｕｓｉｎｇ ｌｉｑｕｉｄ ｓｔａｒｔｅｒ ｆｏｒ ｓｏｙ ｓａｕｃｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［ Ｊ］．
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ⁃Ｂａｓｅｌ，２０２３，９（１１）：９７９．

［６］　 ＳＨＡＮ Ｐ，ＨＯ Ｃ Ｔ，ＺＨＡＮＧ Ｌ，ｅｔ ａｌ．Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｍｅｃｈ⁃
ａｎｉｓｍ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ３ ｓｕｂｕｎｉｔ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ｐｒｏｌｙｌ ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ｆｒｏｍ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ｄｕｒｉｎｇ ｓｏｙ
ｓａｕｃｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ
Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０２２，７０（１９）：５８６９－５８７８．

［７］　 ＧＡＯ Ｘ Ｌ，ＺＨＡＯ Ｘ，ＨＵ Ｆ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｌａｔｅｓｔ ａｄｖａｎｃｅｓ

ｏｎ ｓｏｙ ｓａｕｃｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｓｔ ｄｅｃａｄｅ：ｅｍｐｈａｓｉｓ ｏｎ
ｔｈｅ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ ］． Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２０２３，１７３（２）：１１３４０７．

［８］ 　 ＭＡＴＳＵＺＡＷＡ Ｔ．Ｐｌａｎｔ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ⁃ｒｅ⁃
ｌａｔｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ Ｂｉｏ⁃
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０２４，８８（３），２７６－２８２．

［９］ 　 ＬＩＮ Ｓ Ｆ，ＪＩＡＮＧ Ｈ，ＦＵ Ｑ Ｑ，ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｕｌｓｅｄ
ｌｉｇｈｔ ｏｎ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｃｏｎｉｄｉａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｏｒｙｚａｅ［Ｊ］．Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ⁃Ｂａｓｅｌ，２０２３，９（７）：６７４．

［１０］ 李雪玲，颜喆，胡文锋．酱油酿造优良米曲霉菌株的

高效选育［Ｊ］．中国调味品，２０２１，４６（８）：２０－２３．
［１１］ 范梦雪，王璐瑶，陈卫卫，等．酿造用米曲霉菌种选

育的研究进展 ［ Ｊ］． 食品科学， ２０２３， ４４ （ ５）： ３４６
－３５４．

［１２］ ＺＨＡＯ Ｃ，ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｘ，ＬＩ Ｓ Ｓ，ｅｔ ａｌ．Ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ Ａｓｐｅｒ⁃
ｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ ３．０４２ ｏｎ ｔｈｅ ｆｌａｖｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
Ｃａｎｔｏｎｅｓｅ ｓｏｙ ｓａｕｃｅ Ｋｏｊｉ ［ Ｊ］． Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０２４，
４１：１３８３９６．

［１３］ 中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局．饲料

添加剂酸性、中性蛋白酶活力的测定－分光光度计：
ＧＢ ／ Ｔ ２８７１５—２０１２ ［ Ｓ ］． 北 京： 中 国 标 准 出 版

社，２０１２．
［１４］ 中华人民共和国农业农村部．饲料纤维素酶活力的

测定－分光光度计法：ＮＹ ／ Ｔ ９１２—２０２０［Ｓ］．北京：中
国农业出版社，２０２０．

［１５］ 陈伟峰，刘雨星，田润刚．黄曲酿造中的麦曲淀粉酶

活力影响因素分析［Ｊ］．中国酒，２０２２，８：６０－６７．
［１６］ 中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局．脂肪

酶制剂：ＧＢ ／ Ｔ ２３５３５—２００９［Ｓ］．北京：中国标准出

版社，２００９．
［１７］ ＷＥＮ Ｌ Ｆ，ＬＥＩ Ｊ Ｐ，ＹＡＮＧ Ｌ Ｘ，ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ

ａｎｄ ｕｎｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｅｓ ｔｏ ｕｎｒａｖｅｌ ｔｈｅ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ
Ｃａｎｔｏｎｅｓｅ ｓｏｙ ｓａｕｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｓｔａｇｅｓ ［ Ｊ ］． Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ， ２０２４，
１８１：１１４１１６．

［１８］ 冯云子，周婷，吴伟宇，等．酱油风味与功能性成分

研究进展［Ｊ］．食品科学技术学报，２０２１，３９（４）：１４
－２８．

［１９］ ＣＨＥＮ Ｃ，ＷＥＮ Ｌ Ｆ，ＹＡＮＧ Ｌ Ｘ，ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ
ａｎｄ ｍｅｔａｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｄｕｒｉｎｇ Ｃａｎｔｏｎｅｓｅ ｓｏｙ ｓａｕｃｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ，２０２３，１０：１２７１６４８．

［２０］ ＣＨＥＮ Ｃ Ｆ，ＨＯＵ Ｓ，ＷＵ Ｃ Ｚ，ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｓｏｙ ｓａｕｃｅ ｂｙ
ａｄｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅａｓｅ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ
Ａｎａｌｙｓｉｓ，２０２３，１２１：１０５３９９．

［２１］ ＳＩＤＤＡＬＩＮＧＥＳＨＷＡＲ Ｋ Ｇ，ＳＵＤＩＰＴＡ Ｋ Ｍ，ＣＨＥＴＡＮ



　 第 ４ 期 范梦雪，等：基于水解酶系均衡的米曲霉菌种复壮选育和诱变育种研究 ３５９　　

Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ
ａｍｙｌａｓｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｆｒｏｍ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｕｂ⁃
ｍｅｒｇｅｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｕｒｅ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１０，４（２）：７６７－７７１．

［２２］ ＤＩＮＧ Ｃ Ｆ，ＭＥＮＧ Ｍ，ＪＩＡＮＧ Ｙ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ
ｏｆ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｓｏｙ ｓａｕｃｅ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ［Ｊ］．Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１９，２９２：８１
－８９．

［２３］ ＳＵＺＵＫＩ Ｓ，ＯＨＭＯＲＩ Ｈ，ＨＡＹＡＳＨＩＤＡ Ｓ，ｅｔ ａｌ．Ｌｉｐａｓｅ

ａｎｄ ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ Ｋｏｊｉ ｃｈｅｅｓｅｓ ｓｕｒｆａｃｅ⁃ｒｉｐｅｎｅｄ
ｗｉｔｈ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ［ Ｊ ］． Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０２１，２７（３）：５４３－５４９．

［２４］ ＡＢＤＵＬＬＡＨ Ｒ，ＩＫＲＡＭ Ｈ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉ⁃
ｓａｔｉｏｎ ｏｆ α－ａｍｙｌａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ａｓ⁃
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ ＥＭＳ － １８ ［ Ｊ ］． Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１５，２９（８）：７１０－７１６．

［２５］ 邵伟，熊泽，唐明．沪酿 ３．０４２ 米曲霉菌种诱变育种

研究［Ｊ］．中国调味品，２００６，３：２１－２４．

Ｒｅｊｕｖｅｎａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ Ｂａｓｅｄ
ｏｎ Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ Ｓｅｒｉｅｓ Ｂａｌａｎｃｅｄ

ＦＡＮ Ｍｅｎｇｘｕｅ１， ＪＩＡ Ｙｕｈａｎ１， ＷＡＮＧ Ｙｕｆａｎｇ２， ＣＨＥＮ Ｗｅｉｗｅｉ１， ＱＵ Ｇｕａｎｙｕｎ３， ＷＡＮＧ Ｘｉｎｊｉｅ３， ＣＨＥＮＧ Ｓｈｉｗｅｉ１

（１． ａ．Ｙａｎｔａｉ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ；ｂ．Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ； Ｌｕｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｙａｎｔａｉ ２６４０３９，Ｃｈｉｎａ；
２．Ｙａｎｔａｉ Ｖａｃａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｙａｎｔａｉ ２６４６７０，Ｃｈｉｎａ； ３．Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｓｅａｓｉｒ Ｂｒｅｗｉｎｇ Ｆｏｏｄ Ｃｏ．，Ｌｔｄ．，Ｙａｎｔａｉ ２６１４１１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａｉｍｉｎｇ ａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｂｌｅｍ ｏｆ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｂｒｅｗ⁃
ｉｎｇ，Ａ．ｏｒｙｚａｅ Ｘ３０４２ ａｎｄ ＪＮ１ ｔｈａｔ ｕｓｅｄ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｉｎ ｆａｃｔｏｒｉｅｓ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ．Ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ｐｕｒｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｓｏｌｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ，ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｎｅｗ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ
Ｘ３０４２－４ ａｎｄ ＪＮ１－３ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅｊｕｖｅｎａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ，ｃｅｌｌｕｌａｓｅ，ａｍｙｌａｓｅ ａｎｄ ｌｉｐａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ａ．
ｏｒｙｚａｅ Ｘ３０４２－ ４ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ２２. ３７％，１０. ９１％，１５. ２３％ ａｎｄ ２７. ７１％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ
ｓｔｒａｉｎ Ａ．ｏｒｙｚａｅ Ｘ３０４２，ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ，ｃｅｌｌｕｌａｓｅ，ａｍｙｌａｓｅ ａｎｄ ｌｉｐａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ａ． ｏｒｙｚａｅ ＪＮ１－３ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
１０. ７１％，２. ８８％，７. ８１％ ａｎｄ ７. １７％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｓｔｒａｉｎ Ａ．ｏｒｙｚａｅ ＪＮ１． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ，
ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ａｍｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｓ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｌｏｗ，ｔｈｅ ｎｅｗ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ａ．ｏｒｙｚａｅ ＪＮ１－３－４ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｍｕ⁃
ｔａｇｅｎｅｓｉｓ，ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ２. ６９ ｔｉｍｅｓ ｔｈａｔ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｓｔｒａｉｎ ＪＮ－１－３．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ，ｃｅｌ⁃
ｌｕｌａｓｅ ａｎｄ ｌｉｐａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｌｓｏ ｈａｄ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ．Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ａｂｏｕｔ ｒｅｊｕｖｅ⁃
ｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ；ｒｅｊｕｖｅｎａｔｉｏｎ；ｍｕｔａｔｉｏｎ ｂｒｅｅｄｉｎｇ；ｆｅｒｍｅｎｔａｌ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ；ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｓｅｒｉｅｓ

（责任编辑　 李维卫）


