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摘要：为探究宋河浓香型白酒酒醅纯培养霉菌群落组成，检测纯培养菌株与酒醅发酵过程相关的功能酶酶活特征，为白酒相关

功能菌株发掘与利用提供依据，本实验采用纯培养方法，对不同发酵时间、不同位置酒醅样品中的霉菌进行分离；根据形态特征去重

复后进行 18S rRNA 基因克隆测序，初步判断其分类地位；采用点接法进行酒醅发酵相关 5 种功能酶筛选。结果表明，宋河浓香型白

酒酒醅中蕴含丰富霉菌类群，共获得纯培养霉菌 63 株，形态去重复后共计 15 株，归属于：草本枝孢（Cladosporium herbarum）、黑

曲霉（Aspergillus niger）、沃特曼篮状菌（Talaromyces wortmannii）、嗜松篮状菌（Talaromyces pinophilus）、杂色曲霉（Aspergillus 

versicolor）、米曲菌（Aspergillus oryzae）、毛栓菌（Trametes hirsuta）、桔青霉（Penicillium citrinum）、菲律宾青霉（Penicillium freii）、

雪白丝衣霉（Byssochlamys nivea）及两个潜在新分类单元；霉菌的纯培养检出率在宋河浓香型白酒酒醅发酵 3~15 d 较高，之后随发

酵时间增加逐渐降低；酒醅中的纯培养霉菌菌株具有丰富的功能酶酶活特性，淀粉酶、纤维素酶、果胶酶、蛋白酶、酯化酶的酶活筛

选率分别为：100%、93.3%、33.3%、73.3%、46.7%，为后续进一步研究菌株的功能及开发利用奠定基础。  
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Abstract: In order to explore the community composition of pure-culture mold in the fermented grains of Songhe Nongxiang liquor, and 

to examine the activities of the functional enzymes related to the pure-culture fermentation process, the pure culture method was used to isolate 

the molds in fermented grains obtained after different fermentation times and from different positions. The 18S rRNA gene was cloned and 

sequenced according to the morphological characteristics (after the removal of those repeated ones) to determine preliminarily the classification 

status. Five kinds of functional enzymes related to fermented grains were screened by the point connection method. The results showed that the 

fermented grains of Songhe Nongxiang liquor were rich in molds, with totally 63 isolated strains, and 15 strains obtained after the removal of 

morphological repetition (which belonged to Cladosporium herbarum, Aspergillus niger, Talaromyces wortmannii, Talaromyces pinophilus, 

Aspergillus versicolor, Aspergillus oryzae, Trametes hirsuta, Penicillium citrinum, Penicillium freii, Byssochlamys nivea and two potentially new 

taxa). The detection rate of pure-culture molds in the fermented grains of Songhe Nongxiang liquor was higher from Day 3 to15 after 

fermentation, and then decreased gradually with the screening rates of amylase, cellulase, pectinase, protease and esterase were 100%, 93.3%, 

33.3%, 73.3% and 46.7%, respectively, which lays a increase of fermentation time. The pure-culture mold strains in the fermented grains were  
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rich in active functional enzymes, and the activity foundation for further development and utilization of the strains. 

Key word: Songhe; Nongxiang liquor; fermented grains; mold; composition; functional enzymes 

 

我国白酒按照香型一般可以分成酱香型、浓香型、

清香型、米香型、凤香型和其它香型。浓香型白酒的

酿制过程时间跨度较长，对于宋河浓香型白酒，酒醅

的发酵时间历经 60 d。酒醅发酵是白酒产生的重要过

程，其中的微生物在白酒酿造及白酒不同香型主要风

味物质的生成方面具有重要的功能，研究白酒发酵过

程中微生物的群落结构组成及特殊微生物的功能应

用，对于进一步解析白酒发酵机理，提高白酒产量及

品质具有重要意义[1,2]。 
浓香型白酒发酵过程中起主要作用的微生物为：

霉菌、细菌、酵母菌、放线菌四大类[3]。微生物的群

落结构的变化与白酒发酵过程中的理化因子变化具有

极其重要的相关性，推动和改变着白酒发酵中理化因

子及风味物质的变化[4]。霉菌作为酒醅微生物的重要

组成部分，在酒醅发酵过程中具有重要的作用，其群

落组成及酿造过程中的作用是白酒微生物研究的热点
[5]。孙剑秋[6]等从酱香型白酒酒醅中分离到了链格孢、

曲霉、枝孢、散囊菌、地霉、红曲、脉孢菌、拟青霉、

青霉、葡萄穗霉和毛霉等。研究者采用纯培养及免培

养的方法在茅台酒酒醅中检测到众多霉菌类型，其中

曲霉及拟青霉属是主要的组成部分，具有重要的淀粉

水解功能[7]。 
霉菌具有丰富的酶活特性，霉菌所产生的多种水

解酶按照催化功效可以分为酯化酶、糖化酶、液化酶、

蛋白酶、纤维素酶、单宁酶、果胶酶、淀粉酶、过氧

化氢酶等[8,9]。在酒醅发酵前期霉菌的糖化作用方面起

着决定性作用，为其他类型的微生物提供用以发酵的

能源；在酒醅发酵的中后期，霉菌的酯化作用能够将

酵母、细菌等产生的醇、酸等前体物质合成酯类物质，

在改善白酒风味和口感方面具有重要的作用[8,9]。本研

究通过传统纯培养方法探究宋河浓香型白酒酒醅霉菌

的变化趋势及群落组成，同时对纯培养菌株的功能酶

酶活（淀粉酶、纤维素酶、果胶酶、蛋白酶、酯化酶）

进行初筛，为进一步工业应用提供宝贵菌种资源。 

1  材料与方法 

1.1  主要实验材料 

2018年3月于宋河酒业股份有限公司浓香型酒池

中取酒醅样本，按照酒醅发酵周期，分别采取 0、1、
3、5、7、9、11、15、21、33、48、60 d 酒醅中间及

贴近窖壁的上、中、下三个位置的样品，共采集 55

个样品，装于无菌采样袋中，4 ℃保藏。取不同时间

的酒醅中间和贴近窖壁的上中下位置样品分别混合，

总计合并为 19 个样品，样品信息如表 1 所示。 
表1 酒醅样品信息 

Table 1 The samples information of fermented grains 

序号
样品

编号
样品描述 

1 0 发酵 0 d 窖池中间酒醅样品 

2 3Z 发酵 3 d 窖池中间酒醅样品（上、中、下）

3 3B 发酵 3 d 窖池贴壁酒醅样品（上、中、下）

4 6Z 发酵 6 d 窖池中间酒醅样品（上、中、下）

5 6B 发酵 6 d 窖池贴壁酒醅样品（上、中、下）

6 9Z 发酵 9 d 窖池中间酒醅样品（上、中、下）

7 9B 发酵 9 d 窖池贴壁酒醅样品（上、中、下）

8 15Z 发酵 15 d 窖池中间酒醅样品（上、中、下）

9 15B 发酵 15 d 窖池贴壁酒醅样品（上、中、下）

10 21Z 发酵 21 d 窖池中间酒醅样品（上、中、下）

11 21B 发酵 21 d 窖池贴壁酒醅样品（上、中、下）

12 27Z 发酵 27 d 窖池中间酒醅样品（上、中、下）

13 27B 发酵 27 d 窖池贴壁酒醅样品（上、中、下）

14 33Z 发酵 33 d 窖池中间酒醅样品（上、中、下）

15 33B 发酵 33 d 窖池贴壁酒醅样品（上、中、下）

16 48Z 发酵 48 d 窖池中间酒醅样品（上、中、下）

17 48B 发酵 48 d 窖池贴壁酒醅样品（上、中、下）

18 60Z 发酵 60 d 窖池中间酒醅样品（上、中、下）

19 60B 发酵 60 d 窖池贴壁酒醅样品（上、中、下）

1.2  主要仪器与设备 

生物显微镜（CX31-32RFL），奥林巴斯；立式高

温灭菌锅（LD2X-50KBS），上海申安医疗器械厂；电

子分析天平（MP2002），上海舜宇恒平科技仪器公司；

双人净化工作台（SW-CJ-ZG），苏中净化公司；生化

培养箱（BPS-150），上海讯博实验仪器公司；数显恒

温摇床（HZQ-B），苏威尔试验仪器公司；高速冷冻

离心机（Centrifuge 5430R），Eppendorf；PCR 仪

（S1000），Bio-Rad；电泳仪（DYY-BC），北京六一

仪器厂；凝胶成像仪（JY04S-3C），北京君意东方电

泳设备有限公司；超声波清洗仪（SB-800DT），宁波

新芝；水纯化系统（SMART-N），立康生物医疗科技

控股有限公司；海尔医用冷藏冰箱（HYC-390），海尔

医疗电器有限公司；超低温冰箱（DW-86L288），海

尔医疗电器有限公司。 
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1.3  主要培养基 

1.3.1  分离培养基  

（1）PDA 培养基：土豆 200 g（切小块煮 20 min
后过滤去渣），葡萄糖12 g，琼脂15 g，蒸馏水1000 mL，
pH 自然。 

（2）改良 PDA 培养基（MPDA）：土豆 200 g（切

小块煮 20 min 后去渣），葡萄糖 12 g，6 d 浓香型酒醅

浸出液 50 mL（过滤除菌，倒板时加入），琼脂 15 g，
蒸馏水 1000 mL，pH 自然。 

（3）燕麦培养基：燕麦 20 g（20 min 后过滤去渣），

琼脂 15 g，蒸馏水 1000 mL，pH 自然。 
1.3.2  酶活检测培养基  

1.3.2.1  淀粉酶酶活检测培养基 
可溶性淀粉 10 g，葡萄糖 0.5 g，磷酸二氢钾 0.5 g，

氯化钠 0.5 g，硝酸钾 1 g，微量盐 1 mL，琼脂粉 15 g，
蒸馏水 1000 mL，pH 自然。 
1.3.2.2  纤维素酶活检测培养基 

羟甲基纤维素钠 2 g，葡萄糖 0.5 g，磷酸二氢钾

0.5 g，氯化钠 0.5 g，硝酸钾 1 g，微量盐 1 mL，琼脂

粉 15 g，蒸馏水 1000 mL，pH 自然。（羟甲基纤维素

钠水浴加热溶解之后加入至培养基） 
1.3.2.3  蛋白酶酶活检测培养基 

脱脂牛奶 5 g，葡萄糖 0.5 g，磷酸二氢钾 0.5 g，
氯化钠 0.5 g，硝酸钾 1 g，微量盐 1 mL，琼脂粉 15 g，
蒸馏水 1000 mL，pH 自然。（牛奶 105 ℃分开灭菌，

倒板时混匀）。 
1.3.2.4  果胶酶酶活检测培养基 

果胶 5 g，葡萄糖 0.5 g，磷酸二氢钾 0.5 g，氯化

钠 0.5 g，硝酸钾 1 g，溴酚蓝 0.1 g（与培养基分开灭

菌，倒板时加入），微量盐 1 mL，琼脂粉 15 g，蒸馏

水 1000 mL，pH 7.5。 
1.3.2.5  酯化酶酶活检测培养基[10] 

聚乙烯醇（PVA）乳化液 100 ml，葡萄糖 0.5 g，
氯化钠 0.5 g，硝酸钾 1 g，微量盐 1 mL，琼脂粉 15 g，
蒸馏水 1000 mL，pH 自然。聚乙烯醇乳化液：30 mL 3%
聚乙烯醇，加入 10 mL 甘油三丁酸酯，放于冰箱

（5~10 ℃）静置 1~2 h，超声波破碎仪 100 W 处理 1~2 
h，溶液由分层变成均匀乳白色，且不再分层。乳化液

与培养基分开灭菌，按照每 100 mL 培养基加入 1 mL
乳化液，混匀后倒平板（聚乙烯醇乳化液现用现配）。 

微量盐：硫酸铁 2 g，硫酸锰 1 g，硫酸锌 1 g，硫

酸铜 1 g，蒸馏水 100 mL，pH 自然。 

1.4  试验方法 

1.4.1  霉菌纯培养分离预实验 

酒醅样品平铺于盛有双层灭菌滤纸的培养皿中，

置于超净工作台中鼓风风干 48 h。 
1.4.1.1  稀释浓度选取实验 

不同发酵时间风干样品经50 ℃烘箱处理30 min。
取 10 g 样品加入盛有生理盐水（100 mL）的三角瓶中，

室温下 120 r/min 振荡 1 h；三角瓶置于超声波清洗仪

中处理 15 s，以便使附着在酒醅上的微生物充分分散

于生理盐水中，配置成 10-1的菌悬液；采用梯度稀释

法稀释成浓度为 10-2，10-3，10-4，10-5 的菌悬液，分

别取 100 μL 不同浓度的菌悬液均匀涂布于 PDA 培养

基上，37 ℃培养 3 d，观察不同稀释浓度对于霉菌的

分离效果。 
1.4.1.2  培养温度选取实验 

取发酵 3 d、15 d、27 d、48 d 四个风干酒醅样品，

设置 50 ℃烘箱处理 30 min，以不加处理样品为对照。

采用梯度稀释法稀释样品浓度至 10-3，取 100 μL 菌悬

液均匀涂布于 PDA 培养基，分别在 22 ℃、28 ℃、37 ℃
培养 3~4 d，观察不同培养温度对于霉菌的分离效果。 
1.4.1.3  抗生素选取 

挑取发酵 3 d、15 d、27 d、48 d 四个风干样品，

稀释浓度为 10-3 选择 PDA 培养基分别添加萘啶酮酸

（终浓度为 30 μg/L）、萘啶酮酸（终浓度为 50 μg/L）、
氯霉素（终浓度为 30 μg/L）、氯霉素（终浓度为 50 
μg/L）、萘啶酮酸（终浓度为 30 μg/L）+氯霉素（终浓

度为 30 μg/L）、萘啶酮酸（终浓度为 50 μg/L）+氯霉

素（终浓度为 50 μg/L），同时选不添加抗生素的 PDA
培养基做对照。取 100 μL 菌悬液均匀涂布于以上培养

基中，37 ℃培养 3 d，观察不同抗生素对于霉菌的分

离效果。 
1.4.2  霉菌纯培养分离、纯化及去重复 

结合预实验结果将酒醅样品无菌条件下风干 48
小时，50 ℃烘箱处理 30 min，采用梯度稀释方法稀释

浓度为 10-3，培养基添加萘啶酮酸（50 μg/L）+氯霉

素素（50 μg/L）以抑制细菌的生长。取 100 μL 菌悬

液涂布于分离平板上，37 ℃培养 3~5 d。所有分离菌

株转接至 PDA 培养基上纯化至单菌落，结合形态特

征，去除重复后作为代表菌株，转接 PDA 培养基斜

面及甘油管（30%甘油）进行保藏，记录代表菌株形

态特征、分离样点及菌株数目。 
1.4.3  酒醅中霉菌资源的光学显微镜观察 

采用插片法接种代表菌株于 PDA 培养基固体平

板上，37 ℃培养 3~4 d，取下 2 d、4 d、6 d 的盖玻片，

于 10×、40×光学显微镜下进行检测，观察菌株形态

特征。 
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1.4.4  18S rRNA 基因测序及系统进化分析 

采用 Ezup 柱式真菌基因组 DNA 抽提试剂盒（生

工，SK8259）对代表菌株进行基因组的提取，选用

18S rRNA 基 因 引 物 [11] （ NS1 ：

5'-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3' ， NS6 ：

5'-GCATCACAGACCTGTTATTGCCTC-3'）进行 PCR
扩增。扩增体系为 2×Taq PCR StarMix（康润生物），

10 μL；引物，各 1 μL；模板 DNA，1 μL；去离子水，

7 μL。具体反应条件为 94 ℃，预变性 5 min；94 ℃，

30 s；54~57 ℃，30 s；72 ℃，延伸 30 s；循环 30 次。

将 PCR 产物送上海生物工程（上海）股份有限公司进

行 18S rRNA 基 因 克 隆 测 序 。 选 用 NCBI
（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov）进行 18S rRNA 基因序

列比对，初步判断菌株分类地位。从 NCBI 数据库下

载相近序列，利用 ClustalX[12]软件进行序列相似性比

对，采用邻接法通过 MEG 5[13]构建系统发育 N-J
（Neighbour joining）树[14]，结合菌株形态特征，判断

菌株进化地位。结合酒醅不同发酵时间代表菌株分离

数量，构建不同发酵时间分离菌株的柱状图。 
1.4.5  功能酶酶活筛选 

挑选形态去重复后的代表菌株，采用点植法，分

别接种于淀粉酶、纤维素酶、蛋白酶、果胶酶、酯化

酶酶活检测平板中，37 ℃培养箱 3~4 d。采用碘液染

色，观察菌株周边透明圈有无判断产淀粉酶特性；采

用 0.2%的刚果红染色 30 min，用 2%的 NaCl 浸泡冲

洗至洗脱液为无色，观察菌株周边透明圈有无判断产

纤维素酶特性；果胶酶催化果胶分解，产生果胶酸，

使溴酚蓝指示剂变色，从而使初筛培养基上产生黄绿

色或浅蓝紫色透明圈，观察菌落周边有无淡蓝紫色或

黄绿色透明圈判断菌株产果胶酶特性；观察菌落周边

透明圈有无，判断产蛋白酶、酯化酶特性。观察并记

录水解圈产生情况，每组三个重复，计算菌株的功能

酶酶活菌株比例。 

2  结果与分析 

2.1  纯培养分离效果 

2.1.1  预实验结果 
采用 50 ℃预处理 30 min，37 ℃培养，尤其在发

酵 15 d 之后的样品中能够减少酵母菌的影响，对霉菌

的分离效果较好。由于酒醅发酵时间的不同，酒醅中

的理化性质发生一定变化[15]，采用稀释涂布法对宋河

酒醅样品霉菌类群进行分离，霉菌的种类及数量随发

酵时间发生一定变化。不同样品不同浓度的霉菌检出

数量如表 2 所示。结果表明，酒醅发酵 15 d 之后，霉

菌的纯培养分离数量逐步降低，可能酒醅中的理化参

数发生了变化，尤其是酒精含量及酸度的增加，使得

霉菌的数量明显减少。15 d 后的样品相对于酒醅发酵

的前期霉菌的分离数量减少明显。综上所述，在分离

试验中，样品采用 50 ℃预处理 30 min、选用 10-3作

为稀释浓度、培养基中添加萘啶酮酸（50 μg/L）+氯
霉素素（50 μg/L）对于霉菌的分离效果较好。 

表2 酒醅样品不同稀释浓度霉菌检出数量 

Table 2 Number of molds detected in fermented grains samples 

with different dilution concentrations 

样品号
霉菌数 

10-1 10-2  10-3  10-4 

0 * * 2 1 

3Z * * 2 1 

3B * * 3 1 

6Z * * 2 1 

6B * * 3 0 

9Z * * 3 1 

9B * * 2 0 

15Z * 1 3 0 

15B * 1 1 1 

21Z * 2 1 0 

21B * 2 2 0 

27Z * 0 1 0 

27B * 0 1 1 

33Z 1 1 2 0 

33B 0 0 0 0 

48Z 0 1 1 0 

48B 0 0 0 1 

60Z 1 0 1 0 

60B 0 0 0 0 

注：*细菌或者酵母数量过多，成片分布，无法在平板上

形成单个菌落形态。 

2.1.2  纯培养分离效果及 18S rRNA 基因测序

分析 
三种培养基，总计分离到 63 株霉菌。经形态去重

后共获得 15 株霉菌。送生工生物工程（上海）股份有

限公司进行 18S rRNA 基因克隆测序，经 NCBI 数据

库比对，初步判断这 15 株纯培养菌株的分类地位分别

为：草本枝孢（Cladosporium herbarum）、黑曲霉

（Aspergillus niger）、沃特曼篮状菌（Talaromyces 
wortmannii）、嗜松篮状菌（Talaromyces pinophilus）、
杂色曲霉（Aspergillus versicolor）、米曲菌（Aspergillus 
oryzae）、毛栓菌（Trametes hirsuta）、桔青霉（Penicillium 
citrinum）、菲律宾青霉（Penicillium freii）、雪白丝衣
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霉（Byssochlamys nivea）以及两个潜在新分类单元

New taxon、New taxon 2。具体菌株分类信息如表 3
所示。 

通过系统进化树构建（图 1），发现 GPF006 与

GPF022 单独位于一个分支，他们的 18S rRNA 基因与

Paecilomyces pascuus 最为相似，相似度分别为

94.90%、94.83%；与 Sagenomella griseoviridis 的相似

性 分 别 为 93.90% 、 93.86% ； 与 壮 观 丝 衣 霉

（Byssochlamys spectabilis）的相似性分别 94.05%、

93.90%，从系统进化 NJ 树上也能看出，GPF006 与

GPF022 的分支与其他属明显处于不同分支，且进化

距离较远，结合 18S rRNA 测序结果初步判断可能是

代表一个新的分类单元。GPF007 与 GPF008 的 18S 

rRNA 基因与壮观丝衣霉（Byssochlamys spectabilis）
最相似，相似性分别为 90.35% 、 90.71% ，与

Byssochlamys zollerniae 的相似性分别为 90.23%、

90.60%，与 Paecilomyces pascuus 的相似性分别为

90.01%、90.36%，与 Sagenomella griseoviridis 的相似

性分别为 89.90%、90.21%。从系统进化 NJ 树上也能

看出，GPF007 与 GPF008 的分支与其他属明显处于不

同分支，且进化距离较远，结合 18S rRNA 测序结果

初步判断可能是代表一个新的分类单元。酒醅中的微

生物主要来自于酒曲、窖泥及周围环境，分离得到的

两个潜在新分类单元主要出现在 6~15 d，且最初是在

靠近窖壁的地方分离到的，所以判断其可能来自于宋

河浓香型白酒窖池酒泥。 
表3 宋河浓香型酒醅纯培养霉菌18S rRNA基因相似性、形态特征及酶活性质信息表 

Table 3 The information of 18S rRNA gene similarity, strain morphological characteristics and functional enzymes screening of mold 

isolated from Songhe nongxiang liquor fermented grains 

菌号 相似菌株 相似 
度/% 形态特征 淀粉

酶 
纤维 
素酶 

果胶 
酶 

蛋白

酶 
酯化

酶 

GPF001 
草本枝孢 

(Cladosporium 
 herbarum) 

100.00 
PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质地绒 
状，呈灰绿色，中间微凸，周边平铺；菌 
落背面为白色。显微特征如图 3 所示。 

+ + - + + 

GPF002 
黑曲霉 

(Aspergillus 
 niger) 

100.00 
PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质地丝 
绒状，呈黑褐色，不规则的辐射状沟纹； 
菌落背面为黄褐色。显微特征如图 3 所示。 

+ + - + + 

GPF003 
沃特曼篮状菌 
(Talaromyces 
wortmannii) 

100.00 
PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质地 
绒状，初白色、黄色，后变为黄褐色； 
背面无色。显微特征如图 3 所示。 

+ + - - + 

GPF004 
嗜松篮状菌 
(Talaromyces  
pinophilus) 

100.00 
PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质地 

絮绒状，中间突起边缘平铺，颜色为白色； 
菌落背面白色。显微特征如图 3 所示。 

+ - - + + 

GPF005 
杂色曲霉 

(Aspergillus 
 versicolor) 

100.00 

PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质地絮绒 
状，中心突起，呈橄榄绿色，边缘白色绒毛状 
放射性平铺；菌落背面呈淡褐色，有黄褐色色 
素分泌于培养基中。显微特征如图 3 所示。 

+ + - - - 

GPF006 (Paecilomyces 
 pascuus) 94.90 

PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质地 
绒状，中间突起为灰绿色，边缘为灰白色； 
菌落背面灰绿色。显微特征如图 3 所示。 

+ + - + + 

GPF007 
壮观丝衣霉 

(Byssochlamys 
 spectabills) 

90.35 PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质地绒状， 
白色；菌落背面白色。显微特征如图 3 所示。 

+ + + + + 

GPF008 
壮观丝衣霉 

(Byssochlamys 
 spectabills) 

90.71 
PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质地 

绒状，初为白色，后为灰绿色，边缘为灰白 
色；菌落背面灰绿色。显微特征如图 3 所示。 

+ + - + + 

转下页
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GPF010 
毛栓菌 

(Trametes  
hirsute) 

100.00 
PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质绒状， 
中心平并呈现黄绿色，边缘黄白色平铺；菌 
落背面呈黄绿色。显微特征如图 3 所示。 

+ + - + + 

GPF011 
毛栓菌 

(Trametes  
hirsute) 

100.00 
PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质絮绒状， 
中心突起并呈现深绿色，边缘白色绒状平铺； 
菌落背面呈黄绿色。显微特征如图 3 所示。 

+ + - + + 

GPF012 
菲律宾青霉 
(Penicillium 

 freii) 
100.00 

PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落中心有脐状 
突起，绒毛状，边缘整齐，初期白色，渐变为 

橄榄绿色，边缘白色；菌落背面褐色，  
有褐色分泌物。显微特征如图 3 所示。 

+ + + + + 

GPF013 
雪白丝衣霉 

(Byssochlamys  
nivea) 

100.00 
PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落呈白色 

散射状，中间质地绒状，凹凸不平，边缘平铺散 
射；菌落背面为白色。显微特征如图 3 所示。 

+ - - - + 

GPF020 
米曲菌 

(Aspergillus  
oryzae) 

100.00 PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落呈黄绿色 
质地疏松；菌落背面无色。显微特征如图 3 所示。

+ + + + + 

GPF021 
桔青霉 

(Penicillium 
 citrinum) 

100.00 
PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质地 
毡绒状，中间为灰绿色，边缘为灰白色； 
菌落背面灰绿色。显微特征如图 3 所示。 

+ + + - - 

GPF022 (Paecilomyces 
 pascuus) 94.83 

PDA 培养基上 37 ℃培养 3 d，菌落质地 
绒状，中间突起为灰绿色，边缘为灰白色， 
绒状，背面无色。显微特征如图 3 所示。 

+ + + + + 

注：+，阳性；-，阴性。 

 
图1 宋河浓香型白酒酒醅可培养霉菌18S rRNA基因系统发育N-J树 

Fig.1 Neighbour-joining phylogenetic tree based on 18S rRNA gene sequences of culturable mold isolated from Songhe nongxiang 

liquor fermented grains 
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图1 宋河浓香型白酒酒醅不同发酵时间可培养霉菌群落组成

分布情况 

Fig.1 Community composition of culturable mold isolated from 

different fermentation stages of Songhe nongxiang liquor 

fermented grains 

酒醅发酵是微生物动态变化的过程，酒醅中的理

化参数与微生物的种类及数量具有一定变化规律[16]。

张晓娟等[17]对四川浓香型白酒酒醅真菌采用纯培养

的方法获得的菌株主要为曲霉属（Aspergillus sp.）、红

曲霉属（Monascus sp.）、根霉属（Rhizopus sp.）。孙剑

秋等[6]北大仓酱香型白酒酒醅中分离到链格孢、曲霉、

枝孢、散囊菌、地霉、红曲、脉孢菌、拟青霉、青霉、

葡萄穗霉和毛霉等；霉菌的数量随发酵时间的不同呈 

现一定的规律，尤其是发酵后期，一直是处于降低的

趋势。从纯培养的霉菌群落组成统计（图 2）来看，

宋河浓香型白酒酒醅中霉菌的种类及数量随着酒醅发

酵时间具有一定的变化规律。在发酵初期，0 d 的酒醅

样品刚刚投入酒池，检出的霉菌数量及种类极少，主

要来自于酒醅的材料及周围环境；随着生长环境适宜，

营养成分充足，酒曲中及酒泥中的霉菌开始在酒醅中

大量增殖，在 3~15 d 中，霉菌的检出种类及数目明显

增加，共检出 47 株霉菌；21 d 之后，随着发酵的进行，

分离到的霉菌种类及数量逐渐减少，尤其 33 d 之后的

酒醅样品中分离到的霉菌非常少，这可能与发酵过程

中窖池营养物质快速消耗、氧气含量降低、酸度迅速

升高密切相关[18]。李光辉等的研究中也报道了酒醅微

生物功能多样性与 pH 值的显著降低有着明显的关系
[19]。酒醅中乙醇、总酸、总酯含量与微量香味成分随

着发酵时间的延长呈现一定规律性，酒醅微生物的变

化调控着理化因子及风味物质的变化[20]。 
2.1.3  纯培养菌株形态观察 

通过平板形态观察及显微形态观察，记录菌株的

形态特征，菌株形态特征描述见表 3，平板形态及显

微形态（40×）如图 3 所示。 
 

 
图3 分离菌种的菌落形态及显微形态 

Fig.3 Colony morphology and microscopic morphology of isolated strains 
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2.2  菌株功能酶酶活性检测 

从宋河浓香型白酒酒醅中分离出的霉菌具有丰富

的酶活特性，酶活检测结果如表三所示。 
白酒的酒醅富含丰富有机质，微生物具有丰富的

酶系，在酿酒过程中起着非常重要的作用。微生物具

有淀粉酶、纤维素酶、半纤维素酶、蛋白酶、果胶酶、

脂肪酶等，能够把复杂的有机物降解成小分子的化学

物质[21]；具有酯化酶，能够把小分子的化学物质合成

更为复杂的化学物质[22]。霉菌作为酒醅微生物的重要

组成部分，在酒醅发酵各个时期，具有重要酶活作用
[4,6]。本研究采用平板法对淀粉酶、纤维素酶、果胶酶、

蛋白酶、酯化酶等酶活进行初筛。酒醅经霉菌的糖化

作用产生葡萄糖及小分子糖类，能够为其他微生物尤

其是酵母菌的前期增殖及后期的无氧发酵产生乙醇提

供物质基础。霉菌中的淀粉酶为 α-淀粉酶，可水解淀

粉生成麦芽糖、葡萄糖及寡糖等，为其他微生物提供

易利用碳源。研究表明酒醅中的淀粉含量及还原糖含

量随发酵时间发生一定的变化，黄治国等[23]对酒醅不

同发酵时间的淀粉含量及还原糖含量的研究中发现，

酒醅中淀粉含量随发酵时间的增加呈下降趋势，还原

糖含量在发酵前期呈上升趋势，发酵中后期呈下降趋

势。谢玉球等[24]从洋河酒厂浓香型高温大曲中得到一

株米曲霉，具有较高糖化酶作用。在浓香型白酒酿造

过程中，黑曲霉主要产生糖化型淀粉酶，水解产物多

为葡萄糖，能为酵母菌发酵所利用，促进出酒率的提

高[25]。黄曲霉（Aspergillus flavus）以液化型淀粉酶为

优势酶，产物主要为糊精、麦芽糖和葡萄糖等，出酒

率虽然低，但酒品质较好[26]。根霉（Rhizopus）的淀

粉酶活性很高，可以生成乳酸、反丁烯二酸、琥珀酸

以及微量酒精，还能产生芳香脂类物质[27]。 
微生物的纤维素酶能够把大分子的纤维素水解成

寡糖或单糖，在白酒酿制过程中可以促进淀粉释放，

增强糖化作用[28,29]。霉菌中的木霉属（Trichoderma）、
曲霉属（Aspergillus）、青霉属（Penicillium）等在工

业纤维素酶的生产中具有广泛应用价值[30]。王世伟等

从北大仓酱香型白酒大曲中分离一株高产纤维素酶的

尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum），其滤纸和羧甲基

纤维素为底物的酶活力达到 181.32 U/mL 和 379.21 
U/mL[8]。本实验霉菌的淀粉酶、纤维素酶的初筛检出

率分别为 100%、93.3%，绝大多数的菌株既具有淀粉

酶活性、同时具有纤维素酶活性。 
高等植物细胞壁中含有果胶，酒醅中的霉菌具有

果胶酶，有助于降低大曲粘度及促进酒醅谷物原料细

胞壁的降解，促进细胞内淀粉等物质的析出，在加速

霉菌糖化作用方面具有重要应用[31]。目前已报道的具

有果胶酶的霉菌主要集中在曲霉属（Aspergillus），其

中黑曲霉（Aspergillus niger）、土曲霉(Aspergillus 
terreus)、泡盛曲霉（Aspergillus awamori）等具有较高

的酶活特性；另外在灰霉菌属（Botrytis）、镰孢菌属

（Fusarium）、炭疽菌属（Colletotrichum）、核盘菌属

（Scletorium）、木霉（Trichoderma）和玉圆斑菌属

（Cochliobolus）等中也有报道[32,33]。本实验果胶酶的

初筛检出率为 33.3%，其中米曲菌（Aspergillus oryzae）
（GPF020）及 New taxon 1（GPF007）、New taxon 2
（GPF022）初筛酶活较明显。 

微生物的蛋白酶能够水解蛋白质成短肽或者氨基

酸，在白酒的发酵过程中，蛋白质的含量过高会影响

白酒的口感，消解酒醅中的蛋白质含量，对于改善白

酒口感有重要作用。黄永光等发现白酒酒曲中的米曲

菌（Aspergillus oryzae）的蛋白酶酶活力达到 324.72 
U/mL，具有较高的应用价值[34]。茅台镇酱香白酒酿造

过程中，Aspergillums henneberguii 的蛋白酶具有重要

的作用[35]。魏丕伟等[36]在对大曲中高产酸性蛋白酶霉

菌的分离鉴定研究发现，Penicillium polonicum（意大

利青霉）以及 Aspergillus oryzae （米曲霉）具有较好

的酶活特性。本实验蛋白酶的初筛检出率为 73.3%，

其中黑曲霉（Aspergillus niger）（GPF002）、嗜松篮状

菌（Talaromyces pinophilus）（GPF004）、毛栓菌

（Trametes hirsuta）（GPF011）、米曲菌（Aspergillus 
oryzae）（GPF020）初筛酶活较明显。 

白酒中的乳酸乙酯，乙酸乙酯，丁酸乙酯、己酸

乙酯等是重要的风味物质[8,37]。酯化酶是白酒的酿制

过程中香味物质（酯类）合成的重要功能酶，能够催

化酸类与醇发生酯化作用合成各种酯类，尤其是在浓

香型白酒中起到增酯增香，提高白酒品质的作用[38]。

在白酒的酿制过程中，酯类物质的生成以细菌和霉菌

的酯化作用为主[34,39]。研究表明能够产生酯化酶的霉

菌有：青霉、镰孢霉、红曲霉、黑曲霉、黄曲霉、根

霉、毛霉、犁头霉、须霉、白地霉和核盘菌等[40]。本

次实验中酯化酶检测率为 46.7%，尤其是毛栓菌

（Trametes hirsuta）（GPF010，GPF011）、New taxon 1
（GPF007）、New taxon 2（GPF006）初筛酶活较明显。

两个潜在新物种，在酯合成作用方面效果比较明显。

宋河浓香型白酒酒醅中的霉菌的酶系种类丰富，酶活

检测率较高，酶活检测结果如图表 3 所示。酒醅不同

发酵时期，微生物的种类及数量发生一定变化，与之

对应的酶活也随之发生一定变化[41]。结合不同发酵时

间分离菌株种类及数目，发现在酒醅发酵的前期，分

离到的霉菌的淀粉酶、纤维素酶的检出率较高，在酒
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醅发酵中后期，这两个时期分离到的霉菌的蛋白酶及

酯化酶的检出率较高。 

3  结论 

3.1  从宋河浓香型白酒酒醅中共分离到 63 株霉菌，

形态去重复之后保留 15 株，分别为：草本枝孢

（Cladosporium herbarum）、黑曲霉（Aspergillus 
niger）、沃特曼篮状菌（Talaromyces wortmannii）、嗜

松篮状菌（ Talaromyces pinophilus ）、杂色曲霉

（Aspergillus versicolor）、米曲菌（Aspergillus oryzae）、
毛栓菌（Trametes hirsuta）、桔青霉（Penicillium 
citrinum）、菲律宾青霉（Penicillium freii）、雪白丝衣

霉（Byssochlamys nivea）以及两个潜在新分类单元

（New taxon 1 and New taxon 2）。浓香型白酒酒醅中

蕴藏丰富的霉菌资源，在固态发酵的过程中，发酵初

期 3~15 d，霉菌数量变化是逐步增加趋于稳定；15 d
之后，霉菌的检出数目锐减。酒醅霉菌具有丰富的功

能酶酶活特性，在浓香型白酒酒醅固态发酵中起着重

要的作用。酒醅中的霉菌淀粉酶、纤维素酶、果胶酶、

蛋白酶、酯化酶酶活检测率分别为：100%、93.3%、

33.3%、73.3%、46.7%。绝大多数霉菌都同时具有淀

粉酶及纤维素酶活性，尤其在酒醅发酵的前期，为其

他微生物的生长提供营养物；宋河浓香型白酒酒醅霉

菌的蛋白酶活性检出率高，一方面能够降解蛋白质为

其他微生物提供氮源，另一方面也有助于酒体的澄清。

另外较高的酯化酶筛选率，说明宋河浓香型白酒酒醅

霉菌在酒的风味物质的形成与变化过程中可能具有重

要的作用，尤其是两个候选新物种在酯化酶方面具有

一定优势，为后续进一步研究相关发酵产物、探究在

宋河浓香型白酒酒醅发酵中的作用机制奠定基础。 
3.2  霉菌作为重要的酒醅微生物组成部分，与细菌和

酵母之间的相互作用，共同影响原料的利用率及出酒

率，同时在酒的品质及风味物质的呈现方面具有重要

的影响。中国是白酒消费大国，酒文化历史悠久，生

产白酒的厂商也遍布全国各地。本论文针对宋河浓香

型白酒酒醅的霉菌群落结构及相关功能酶进行研究，

以期对酒醅霉菌的分离方法进行优化筛选一批具有酶

活性质的菌株，探究浓香型白酒酒醅霉菌功能菌株的

群落结构，对于揭示浓香型白酒酿造微生物作用机制，

科学构建宋河浓香型白酒霉菌菌种资源库具有重要意

义；筛选到的具有丰富酶系的酒醅霉菌资源，为今后

科学选用适宜微生物进行白酒酿制生产工艺改进提供

宝贵的菌种资源及实验数据支撑；为进一步提高宋河

浓香型白酒产量及改善风味，增强企业自身竞争力奠

定了基础。 
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