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摘   要：【目的】探究少根根霉不同生态环境、不同地理位置、不同产孢能力和不同分类学变

种的发酵产物多样性及相关性，为工业生产提供指导。【方法】代表性的 68 株少根根霉菌株于

糯米培养基中进行液态发酵，利用高效液相色谱法测定各种发酵产物浓度，计算发酵产物间的

Pearson 相关系数，通过多因素方差分析和主成分分析解析各类菌株与发酵特性的相关性。【结果】

总计检测到 7 种发酵产物，按照产量均值百分比从高到低分别是葡萄糖(70.96%)、乙醇(17.87%)、

乳酸(6.63%)、麦芽糖(1.80%)、苹果酸(1.46%)、富马酸(0.92%)和甘油(0.36%)。麦芽糖独立代谢，

其余 6 种产物分为 2 组，组间负相关：第一组为葡萄糖、乳酸和甘油，组内正相关；第二组为乙

醇、苹果酸和富马酸，组内正相关。发酵特性与生态环境、地理位置的相关性较低，但与产孢能

力、分类学变种高度相关。SM 无孢菌株的发酵能力显著强于 SM 产孢菌株，尤其是菌株 XY01957

的葡萄糖产量高达 138.30 g/L，具有出色的生产潜力。原变种和东京变种的富马酸、苹果酸产量
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较低，而乳酸和甘油产量较高；德氏变种与前两个变种区分明显，富马酸、苹果酸产量较高，而

乳酸和甘油产量较低。【结论】本研究发现少根根霉发酵产物之间以及发酵产物和产孢能力、分

类学变种之间高度相关，为群体遗传学研究奠定了良好的基础；本研究筛选出优质的发酵菌株，

为发酵工业提供了坚实的支撑。 

关键词：米根霉；德氏根霉；鲁氏淀粉霉；乳酸；富马酸  
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Abstract: [Objective] In order to provide guidance for industrial production, this study investigated 

the diversity and correlation of metabolites among Rhizopus arrhizus strains in different ecological 

habitats, in different geographical locations, with different sporulation capacities, and of different 

taxonomic varieties. [Methods] Sixty-eight representative strains of R. arrhizus were inoculated in 

glutinous rice media for liquid fermentation, and the yields of secondary metabolites were determined 

by high-performance liquid chromatography. Pearson correlation coefficients between fermentation 

products were calculated. The correlation between strains and fermentation characteristics was assessed 

by multivariate analysis of variance and principal component analysis. [Results] A total of seven 

fermentation products were detected, including glucose (average yield in percentage: 70.96%), ethanol 

(17.87%), lactic acid (6.63%), maltose (1.80%), malic acid (1.46%), fumaric acid (0.92%), and glycerin 

(0.36%). Maltose was metabolized independently, while the other six were divided into two groups with 

a negative inter-group correlation. The first group contained glucose, lactic acid, and glycerol, which 

were positively correlated with each other. The second group included ethanol, malic acid, and fumaric 

acid, also showing positive correlations. Fermentation characteristics were significantly correlated with 

sporulation capacities and taxonomic varieties, while slightly with ecological habitats and geographical 

locations. The strains not producing spores in synthetic mucor liquid medium had significantly stronger 

fermentation ability of than the SM spore-producing strains. In particular, strain XY01957 had the 

potential for industrial production since it could produce glucose at a yield as much as 138.30 g/L. The 

varieties arrhizus and tonkinensis had lower content of fumaric acid and malic acid while higher 

content of lactic acid and glycerin, whereas delemar was obviously opposite to the two varieties above 

with respect to all these components. [Conclusion] This study demonstrated high correlations among 

fermentation metabolites, sporulation capacities, and taxonomic varieties of R. arrhizus, laying a sound 
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foundation for population genetic research. Some high-quality strains were screened out, providing 

solid support for the fermentation industry. 

Keywords: Rhizopus oryzae; Rhizopus delemar; Amylomyces rouxii; lactic acid; fumaric acid 
 
 

少根根霉(Rhizopus arrhizus A. Fisch. 1892)，

在世界范围内广泛使用的另外一个名称是米根

霉(R. oryzae Went & Prins. Geerl. 1895)。该物种

是传统接合菌的核心类群，隶属于毛霉目根霉

科的根霉属[1]，存在于土壤、空气、食物等多

种基物和人体内，能够导致毛霉病[2–3]。此外，

作为美国食品药品管理局(FDA)认证的公认安

全(generally regarded as safe，GRAS)生物，少

根根霉环境适应能力强，生长迅速，能高效

转化多种碳氮源底物，是重要的食品和饮品

发酵菌 [4–6]。 

少根根霉能够产生多种淀粉酶，可使淀粉

转化为可发酵性糖，比如，葡萄糖、麦芽糖和

麦芽三糖。发酵过程中也能产生酒精，在酿酒

业广泛应用[5,7]；发酵过程中还能产生乳酸、富

马酸和苹果酸等有机酸 [8–10]，使酿造的酒具有

独特的风味。此外，少根根霉是脂肪酶的重要

生产菌，能够水解脂肪酸链产生醛、酯、酮和

萜等多种芳香性化合物，用于含油脂食品的增

香等[11]。目前已有许多研究通过优化发酵工艺、

选育或者基因工程改造菌株来提高少根根霉

的发酵产能[12–14]。通过发酵工艺的优化，少根

根霉发酵的糖化酶活力达 197 U/mL[15]，乳酸

产量达 69 g/L[16]，富马酸产量达 31 g/L 或者  

47 g/L[10,17]。为了选育具有生产潜力的菌株，常

常模拟发酵条件进行筛选[18]。发酵工程菌株的

构建方面，代表性的出发菌株为 ATCC 20344[19]，

其突变体 FM19 在葡萄糖培养基中富马酸产量

提高到 49 g/L[20]，其突变体 G80 在粗甘油培养

基中富马酸产量仍然高达 26 g/L[13]。 

少根根霉在世界广泛分布，具有丰富的物

种内多样性[21–22]，多样性的潜在出发菌株亟待

发掘。除初始分离的地理位置和生态上的多样

性以外，少根根霉具有多样化的表型和基因型。

该物种在分类学上包含 3 个变种，即原变种    

(R. arrhizus var. arrhizus A. Fisch. 1892)、东京

变种(R. arrhizus var. tonkinensis (Vuill.) R.Y. 

Zheng & X.Y. Liu 2007)和德氏变种(R. arrhizus 

var. delemar (Boidin ex Wehmer & Hanzawa) J.J. 
Ellis 1984)[23–25]。长期适应发酵环境的少根根霉

沿着两个方向演化：有的在形态上退化，不再

产生无性孢子囊，称为鲁氏形态型(Rouxii type)，

一些学者将这类少根根霉称为鲁氏淀粉霉[26–27]；

有的在生化上特化，产生大量的乳酸，而很少

产生富马酸和苹果酸，称为产乳酸生化组  

(LA group)，一些学者将这类少根根霉称为德氏

根霉[21,28–29]。在 Zheng 等[23]的根霉属专著中，

鲁氏淀粉霉是少根根霉原变种的异名，德氏根

霉是少根根霉德氏变种的异名。 

本研究选取具有不同的产孢能力，不同的

生态环境，形态上属于不同的变种，来自不同

的地理区域的少根根霉 68 株，涵盖了鲁氏形态

型和产乳酸生化组。通过对其发酵糯米产生的

多种产物进行分析，了解菌株间的差异，揭示

种内发酵性能多样性和相关性，为优质工业生

产出发菌株的筛选奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
供试 68 株菌(表 1)分离自全球 22 个国家，

涵盖亚洲、欧洲、北美洲、南美洲、非洲和大

洋洲等 6 个大洲，来源于土壤、空气、酒曲和 
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表 1  供试少根根霉菌株原始信息 
Table 1  Original information of involved strains of Rhizopus arrhizus 

Strains Ecologies Continents Countries Initial sources 

XY00012 Wild  Europe Germany Rotten pod of Liliaceae 

XY00077 Clinical Asia China Skin scabs 

XY00406 Domesticated Asia Japan Koji 

XY00409 Wild Asia Japan Soil 

XY00419 Wild  Asia Japan Ragi 

XY00424 Domesticated Asia Japan Koji 

XY00438 Domesticated Asia China Chinese yeast 

XY00457 Wild  Europe Portugal Corn flour 

XY00495 Domesticated Asia India Distillery yeast 

XY00507 Domesticated Asia China Chinese yeast 

XY01735 Wild Asia China Soil 

XY01736 Wild  Asia China Flour 

XY01737 Wild  Asia China Flower 

XY01738 Wild  Asia China Cake 

XY01745 Wild  Asia China Air 

XY01857 Wild  Asia China Flower 

XY01864 Wild  Asia China Flower 

XY01865 Wild  Asia China Sweet wrapping 

XY01874 Wild  Asia China Grass 

XY01875 Wild  Asia China Wrapping paper 

XY01876 Wild Asia China Soil 

XY01880 Wild Asia China Soil 

XY01919 Wild  Asia China Plant 

XY01920 Clinical Asia China Lesion 

XY01921 Clinical Asia China Eye socket 

XY01957 Domesticated Asia China Distillery yeast 

XY02053 Wild  Asia China Sweet wrapping 

XY02064 Wild Asia China Soil 

XY02120 Wild  Asia China Shell 

XY02128 Wild  Asia China Dung 

XY03778 Domesticated Africa Tanzania Vigna unguiculata 

XY03779 Wild  Europe UK Lake mud 

XY03782 Wild  Asia Indonesia Ragi 

XY03786 Wild  Europe Cyprus Vicia faba seedling 

XY03787 Wild  Africa Egypt Allium 

XY03788 Wild  Asia India Gossypium 

XY03789 Wild  Asia Malaysia Honey dew 

XY03790 Wild  Asia Yemen Gossypium root 

XY03792 Domesticated Asia Malaysia Soy sauce 

XY03793 Wild  Asia Malaysia Pinus caribaea 

(待续)    
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    (续表 1)

XY03794 Wild  Asia India Cotton lint 

XY03795 Wild  Africa Egypt Arachis hypogaea 

XY03796 Wild  Asia Jordan Allium 

XY03797 Wild  Oceania Papua New Guinea Radio set 

XY03798 Wild  South America Venezuela Carica papaya fruit 

XY03799 Wild  Europe UK Mouldy bran 

XY03800 Wild Asia Philippines Soil 

XY03802 Wild Asia Philippines Soil 

XY03803 Wild Asia Philippines Soil 

XY03804 Wild  Africa Sudan Dung 

XY03805 Domesticated Asia Indonesia Ragi-tempe 

XY03806 Clinical North America USA Clinical 

XY03808 Wild  North America USA Sweet potato 

XY03809 Wild  Asia Pakistan Dung 

XY03810 Clinical North America USA Clinical 

XY03813 Wild North America USA Soil 

XY03815 Wild  Africa Uganda Peanuts 

XY03816 Wild Asia Philippines Soil 

XY03819 Wild  Asia India Insect 

XY03820 Wild  Asia Iran Onion 

XY03821 Wild  Asia Indonesia Leaf 

XY03822 Wild  Africa South Africa Soil 

XY03824 Wild Asia Philippines Soil 

XY03825 Wild Asia Indonesia Soil 

XY03826 Wild Asia Indonesia Soil 

XY03827 Wild Asia Indonesia Soil 

XY03829 Wild  Asia Pakistan Dung 

XY03830 Wild  Asia Indonesia Food 

 
人体等多种基物，根据起始生态环境，少根根霉

分为驯化型、致病型和野生型等 3 个生态群体。

所有菌株均保藏并活化自中国科学院微生物研

究所真菌学国家重点实验室菌种库。 

1.2  形态学与分子生物学鉴定 
结合形态学与分子生物学的方法进行菌种

鉴定和变种划分。形态上，观察假根、匍匐菌

丝、孢囊梗、孢子囊、囊托、囊轴和孢囊孢子

等结构，根据 Zheng 等[23]的分类标准进行形态

学鉴定。从分子水平上，提取细胞总 DNA，对

ITS 和 IGS rDNA 进行 PCR 扩增与测序，构建

最简约(maximum parsimony)分子系统发育树确

定分类学变种的分类地位，详细方法参考鞠笑

等的文献[30]。 

1.3  产孢能力测定 
对鉴定为少根根霉的菌株在毛霉合成液体

培养基(synthetic mucor，SM：葡萄糖 20 g/L、

天门冬素 2 g/L、磷酸氢二钾 0.5 g/L、七水硫酸

镁 0.25 g/L 和维生素 B1 0.5 mg/L)中进行产孢能

力测定。将保存的菌种首先接种到麦芽提取物

琼脂培养基(malt extract agar，MEA：麦芽提取

物 20 g/L、蛋白胨 1 g/L、葡萄糖 20 g/L 和琼脂
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20 g/L)平板上，30 °C 恒温培养 2 d。刮掉气生

菌丝后，用 200 μL 移液器吸头敞口切入，获

得相同直径(5 mm)含菌培养基，接种到含有  

20 mL 毛霉合成液体培养基(SM)的 250 mL 三

角瓶中，30 °C 恒温箱中静置培养 8 d。小心去

除三角瓶中的液体培养基，加入 50 mL 无菌水，

用玻璃棒剧烈搅拌帮助孢子囊破裂释放孢囊孢

子，用 8 层纱布过滤菌丝，获得孢囊孢子悬浮

液，4 °C 保藏备用。对于在毛霉合成液体培养

基 (SM)中不产孢的菌株，则转接至麦芽提取

物琼脂培养基(MEA)以收集孢子。用血球计数

板在蔡司 IMAGER A2-M2 显微镜下统计孢子

浓度。 

1.4  糯米发酵 

将前面获得的孢子悬浮液用于糯米发酵，

选取代表不同产孢能力、不同变种、不同生态

类群和不同地理位置的 5 株菌 (XY00012、

XY00077、XY00406、XY00438 和 XY03795)

进行发酵预实验。在 250 mL 三角瓶中装入 50 g

糯米(安徽省合肥市安徽燕之坊食品有限公司，

碳水化合物、蛋白质和脂肪含量分别为 76.0%、

7.3%和 1.5%)，加入 80 mL 蒸馏水，封口后在

高压灭菌锅中 1×105 Pa，121 °C 灭菌 20 min。

将适当体积的孢子悬浮液接种到灭菌的糯米培

养基中，补充无菌水至总体积 100 mL，使接种

后孢子终浓度为 6.25×104 个/mL，封口膜密封

后置于 30 °C 恒温摇床 140 r/min 连续培养，每

天测定发酵产物浓度，绘制发酵曲线确定发酵

稳定期。正式实验时，所有实验菌株发酵至稳

定期(8 d)后，抽取 2 mL 发酵液，12 000 r/min

离心 10 min，重复离心 1 次，用 0.22 μm 微孔

滤膜过滤上清液，装入高效液相层析 (high- 

performance liquid chromatography，HPLC)样品

瓶中，4 °C 保存备用。每株菌设置 3 个技术重

复；2 个对照：对照 1 为无菌水加糯米，对照 2

为无菌水加孢子悬浮液。 

1.5  HPLC 测定 
对糖类、有机酸类和醇类物质的测定采用

高效液相色谱法(HPLC)，选用 LC-20A 液相色

谱仪(Shimadzu，Japan，https://www.shimadzu. 

com/)、Aminex HPX-87H Column 300 mm×7.8 mm

液相色谱柱 (Bio-Rad，USA，https://www.bio- 

rad.com/)、RID-20A 示差折光检测器(Shimadzu)，

流动相为减压除气的 5 mmol/L 硫酸，流速   

0.6 mL/min，进样量 20 μL，柱温 60 °C，检测

时间 30 min。 

1.6  发酵产物浓度分析 

色谱纯糖类标准品精确称量前于 40 °C 烘

箱中干燥 24 h，其他标准品直接称量。用流动

相 5 mmol/L 硫酸配制母液(乙醇 160 g/L、甘油  

20 g/L、麦芽糖 6 g/L、葡萄糖 6 g/L、乳酸 3 g/L、

富马酸 3 g/L 和苹果酸 3 g/L)，取母液和流动相

5 mmol/L 硫酸各 20 mL 于 50 mL 离心管混匀，

得到第 1 个梯度稀释液，依次 2 倍稀释至第    

6 个梯度。HPLC 测定母液和各梯度稀释液的出

峰时间和峰面积，并用 Microsoft Excel 2016 绘

制峰面积对浓度的标准曲线(r2>0.99)。计算标

准曲线公式，将 HPLC 测定得到的原始峰面积

换算为浓度，计算每株菌 3 个技术重复的平均

值、标准差和标准误，采用平均值绘制发酵产

物浓度条形图、百分含量饼图和箱形图。 

1.7  多样性分析 
在 Excel 2010 软件中以每株菌第 8 天发酵

产物浓度平均值来分析少根根霉种内发酵产物

的丰度和多度。发酵产物种类数记为丰度，而

多度等级参照 Drude 7 级制并加以修改，当多

度>75%时认为极多，50%–75%很多，25%–50%

多，5%–25%尚多，2.5%–5.0%不多，1.0%–2.5%
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稀少，<1.0%极少 [31]。统计多度为尚多及以上

等级的发酵产物浓度分布情况，利用 Excel 2010

筛查出极端离群菌株并将其剔出后续的相关性

分析。 

1.8  相关性分析 
利用软件 SPSS Statistics 19[32]计算各种发

酵产物浓度之间的 Pearson 相关性系数矩阵，并

采用 95%和 99%的置信区间进行显著性双侧检

验。利用软件 Cytoscape 3.8.2[33]进行数据可视

化，将 7 种发酵产物及两两相关系数导入，用

不同颜色表示不同种类的发酵产物，不同线型

表示不同的相关性关系，绘制相关性网络图。

Pearson 相关系数 |r|<0.33、0.33≤ |r|<0.66 和   

|r|≥0.66 分别处理为弱、中等和强相关。 

利用 SPSS 对各发酵产物及发酵产物均值

(表示总发酵能力)分别与产孢能力、生态群体、

变种和地理位置进行多因素方差分析，当

P<0.05 时认为具有显著性差异，P<0.01 时认为

具有极显著差异。各分组间差异显著或极显著

的发酵产物用于主成分分析和热图绘制。采用

SDV 法(singular value decomposition)计算主成

分，利用多元数据的可视化聚类网站 ClustVis 

(https://biit.cs.ut.ee/clustvis/)作图[34]，并以 95%

置信度绘制预测椭圆。并利用发酵产物浓度在

ClustVis 网站上绘制热图，采用相关距离

(correlation distance)和平均连锁(average linkage)

进行聚类，适当调整颜色数值范围，选用红蓝  

两个颜色的渐变表示发酵产物浓度的相对高低。 

2  结果与分析 

2.1  菌株类群 
供试 68 株菌经形态学与分子生物学鉴定

确定为原变种 25 株，德氏变种 31 株，东京变

种 12 株；毛霉合成液体培养基(SM)上产孢菌种

60 株，SM 无孢菌种 8 株(表 2)。 

2.2  发酵产物多样性 
发酵预实验结果表明，发酵 1 d 后开始糖

化，5 株菌的 7 种发酵产物浓度在第 1–7 天整体

呈上升趋势，个别菌株的个别产物如 XY00012

发酵产葡萄糖的浓度稍有波动，而第 8–10 天各

菌株的各发酵产物浓度基本不再变化，浓度曲

线趋于平缓(图 1)，表明第 8 天已经完全液化，

故在正式实验中，发酵 8 d 后取样进行浓度测

定。本研究中少根根霉糯米培养基发酵的产物

丰度为 7，检测到葡萄糖、麦芽糖、苹果酸、

富马酸、乳酸、乙醇和甘油(图 2)。发酵产物多

度方面(图 2B)，葡萄糖产量很多，占发酵产物

总量的 70.96%；乙醇(17.87%)和乳酸(6.63%)产

量尚多；麦芽糖(1.80%)和富马酸(1.46%)产量稀

少；甘油(0.92%)和苹果酸(0.36%)产量极少。菌

株 XY01957发酵产物总量最高，达到 171.47 g/L 

(图 2A 中第 1 位)；菌株 XY03822、XY00012、

XY01737、XY01736、XY00507 和 XY03829

等 6 个菌株各自的发酵产物总量较高，分别为

140.10、128.23、127.11、125.43、106.09 和     

99.01 g/L (图 2A 中第 2–7 位 )；接下来是发

酵产物总量中等且呈连续分布的 60 个菌株

(88.03–33.89 g/L，图 2A 中第 8–67 位)；菌株

XY03797 发酵产物总量最低(23.26 g/L，图 2A

中最后一位)，发酵产物种类最少，不产生乳

酸、富马酸、苹果酸、甘油和葡萄糖，仅产生乙

醇和麦芽糖，其乙醇产量没有特别之处，但其

麦芽糖产量在所有菌株中位列第一(18.42 g/L)，

只有 1 株菌 XY00507 较为接近(10.25 g/L，   

图 2A 中第 6 位)，其余菌株与其差异较大，

在 0.40–3.51 g/L 范围内呈连续分布。统计乙

醇和乳酸的含量分布情况，没有发现极端离群

菌株；统计葡萄糖含量发现 XY01957 属于极

端离群菌株(138.30 g/L，图 2C 中葡萄糖最右

边的离群点)，在后续相关性分析中将其所有 
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表 2  供试少根根霉菌株产孢能力与分类学鉴定 
Table 2  Sporulation abilities and taxonomic identification of involved strains of Rhizopus arrhizus 

Strains Sporulation on SM Varieties ITS accession No. IGS accession No. 

XY00012 No arrhizus MN955400 MN970608 

XY00077 Yes delemar MN955399 MN970607 

XY00406 Yes arrhizus MN955398 MN970606 

XY00409 Yes tonkinensis MN955397 MN970605 

XY00419 Yes delemar MN955396 MN970604 

XY00424 Yes arrhizus MN955395 MN970603 

XY00438 Yes tonkinensis MN955394 MN970602 

XY00457 Yes arrhizus MN955393 MN970601 

XY00495 Yes delemar MN955392 MN970600 

XY00507 No arrhizus MN955391 MN970599 

XY01735 Yes delemar MN955390 MN970598 

XY01736 No arrhizus MN955389 MN970597 

XY01737 No delemar MN955388 MN970596 

XY01738 Yes delemar MN955387 MN970595 

XY01745 Yes delemar MN955386 MN970594 

XY01857 Yes arrhizus MN955385 MN970593 

XY01864 Yes arrhizus MN955384 MN970592 

XY01865 Yes delemar MN955383 MN970591 

XY01874 Yes arrhizus MN955382 MN970590 

XY01875 Yes delemar MN955381 MN970589 

XY01876 Yes arrhizus MN955380 MN970588 

XY01880 Yes delemar MN955379 MN970587 

XY01919 Yes arrhizus MN955378 MN970586 

XY01920 Yes delemar MN955377 MN970585 

XY01921 Yes arrhizus MN955376 MN970584 

XY01957 No arrhizus – – 

XY02053 Yes tonkinensis MN955375 MN970583 

XY02064 Yes tonkinensis MN955374 MN970582 

XY02120 Yes arrhizus MN955373 MN970581 

XY02128 Yes tonkinensis MN955372 MN970580 

XY03778 Yes delemar MN955371 MN970579 

XY03779 Yes arrhizus MN955370 MN970578 

XY03782 Yes arrhizus MN955369 MN970577 

XY03786 Yes arrhizus MN955368 MN970576 

XY03787 Yes tonkinensis MN955367 MN970575 

XY03788 Yes tonkinensis MN955366 MN970574 

XY03789 Yes arrhizus MN955365 MN970573 

XY03790 Yes arrhizus MN955364 MN970572 

XY03792 Yes delemar MN955363 MN970571 

XY03793 Yes delemar – – 

XY03794 No delemar MN955362 MN970570 

XY03795 Yes tonkinensis MN955361 MN970569 

(待续)    
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    (续表 2)

XY03796 Yes tonkinensis MN955360 MN970568 

XY03797 Yes arrhizus MN955359 MN970567 

XY03798 Yes delemar MN955358 MN970566 

XY03799 Yes arrhizus MN955357 MN970565 

XY03800 Yes delemar MN955356 MN970564 

XY03802 Yes delemar MN955354 MN970562 

XY03803 Yes arrhizus – MN970561 

XY03804 Yes delemar MN955353 MN970560 

XY03805 Yes delemar MN955352 MN970559 

XY03806 Yes tonkinensis MN955351 MN970558 

XY03808 Yes tonkinensis MN955350 MN970557 

XY03809 Yes delemar MN955349 MN970556 

XY03810 Yes delemar MN955348 MN970555 

XY03813 Yes arrhizus MN955347 MN970554 

XY03815 Yes delemar MN955346 MN970553 

XY03816 Yes delemar MN955345 MN970552 

XY03819 Yes arrhizus MN955344 MN970551 

XY03820 Yes arrhizus MN955343 MN970550 

XY03821 Yes tonkinensis MN955342 MN970549 

XY03822 No delemar MN955341 MN970548 

XY03824 Yes delemar MN955340 MN970547 

XY03825 Yes delemar MN955339 MN970546 

XY03826 Yes delemar MN955338 MN970545 

XY03827 Yes delemar MN955337 MN970544 

XY03829 No delemar MN955336 MN970543 

XY03830 Yes delemar MN955335 MN970542 
 

 
 

图 1  发酵预实验 7 种发酵产物的浓度曲线 
Figure 1  The concentration curve of seven fermentation metabolites. Glu: glucose; Mal: maltose; Gly: 
glycerin; LA: lactic acid; MA: malic acid; FM: fumaric acid; Eth: ethanol. 
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图 2  少根根霉 68 株菌 7 种发酵产物浓度概况  
Figure 2  The overview of concentrations of seven fermentation metabolites by 68 strains of Rhizopus 
arrhizus. A: a bar chart; B: a percentage pie chart; C: a box plot. 
 

数据予以删除，麦芽糖、甘油、富马酸和苹果酸

含量整体偏低，其极端离群值不予处理。 

2.3  发酵产物相关性 

麦芽糖和其他发酵产物之间的相关性均较

弱(|r|<0.33)，基本属于独立代谢(图 3A)。其余  

6 种发酵产物之间存在明显的相关性，共有 9 对

中等或强相关(图 3B)：正相关 6 对，分别是富

马酸与苹果酸(r=0.78)，甘油与乳酸(r=0.76)，

甘油与葡萄糖(r=0.68)，乳酸与葡萄糖(r=0.46)， 

乙醇与苹果酸(r=0.43)，乙醇与富马酸(r=0.35)，

其中前 3 对为强相关；负相关 3 对，分别是乳

酸与苹果酸(r=–0.43)，乳酸与富马酸(r=–0.42)，

甘油与苹果酸(r=–0.37)。因此，这 6 种产物可

以分为 2 组：第一组为葡萄糖、乳酸和甘油，

相互间存在正相关(r 范围为 0.46–0.76)；第二组

为乙醇、苹果酸和富马酸，相互间也存在正相

关(r 范围为 0.35–0.78)；两组之间则存在明显的

负相关(r 范围为–0.43– –0.37)。 
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图 3  少根根霉发酵产物相关性 
Figure 3  The correlation among fermentation metabolites by Rhizopus arrhizus. A: Pearson correlation 
coefficients; B: correlation network. The weak correlation has a correlation coefficient of |r|<0.33 and is not 
shown; The moderate correlation (regular line) has a correlation coefficient of 0.33≤|r|<0.66; The strong 
correlation (bold line) has a correlation coefficient of |r|≥0.66. Solid and dashed lines indicate positive and 

negative correlations, respectively. 
 

2.4  菌株类群与发酵特性的相关性 

2.4.1  产孢能力与发酵特性的相关性 

多因素方差分析结果(表 3)表明，发酵总能

力以及发酵产葡萄糖、乙醇、乳酸、麦芽糖和

甘油的能力在 SM 不同产孢能力的菌株之间差

异极显著(P<0.01)，SM 无孢菌株显著高于 SM

产孢菌株，除 XY03794 之外，发酵产物总浓度

分别为 106.09–171.47 g/L 和 23.26–99.01 g/L。

然而，苹果酸和富马酸在 SM 不同产孢能力的

菌株之间无显著差异(P>0.05)。对 67 株菌的上

述 6 组显著相关的数据进行主成分分析

(principal components analysis，PCA)提取出 2 个 

主成分，贡献率分别为 51.9%和 18.8%，累计贡

献率达到 70.7%。第一主成分(PC1)中葡萄糖

(r=–0.50)、乳酸(r=–0.44)、甘油(r=–0.51)和平均

值(r=–0.53)的相关系数较大，是对第一主成分

影响最大的特征向量，说明 PC1 可能是由它们

几个组成的一个综合指标。而 PC2 主要代表乙

醇(r=–0.84)和麦芽糖(r=–0.46)。从图 4A 可以看

出 SM 不同产孢能力菌株的 95%置信椭圆基本 

 
表 3  少根根霉发酵产物及发酵能力方差分析结果(P 值) 
Table 3  Results (P values) of variance analysis of fermentation products and fermentation capacity of 
Rhizopus arrhizus 

Products Sporulation Ecologies Varieties Geographies 

Maltose 0.000** 0.000** 0.807  0.000** 

Glucose 0.004** 0.469  0.633  0.025* 

Fumaric acid 0.391  0.933  0.000** 0.112  

Malic acid 0.937  0.841  0.050* 0.608  

Lactic acid 0.000** 0.005** 0.000** 0.000** 

Glycerin 0.000** 0.033* 0.011* 0.000** 

Ethanol 0.000** 0.035* 0.194  0.185  

Mean 0.000** 0.777  0.286  0.011* 
*: significant difference; **: extremely significant difference. 
 



 

 

 

1142 Liu Xiaoling et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(3) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 
 
图 4  少根根霉 67 株菌株发酵产物的 PCA 分析 
Figure 4  The principal component analysis (PCA) of fermentation metabolites by 67 strains of Rhizopus 
arrhizus. A: sporulation capacities; B: ecological populations; C: varieties; D: geography. 

 
可以分开，相较于 SM 产孢菌株，SM 无孢菌株

在 PC1 得分较高，而在 PC2 得分较低。热图 5A

同样显示了 SM 不同产孢能力菌株间发酵特性

的差异。 

2.4.2  生态群体与发酵特性的相关性 

多因素方差分析(表 3)表明，乳酸和麦芽糖

在不同生态群体间差异极显著，乙醇和甘油在

不同生态群体间差异显著，其热图如图 5B。对

以上 4 种发酵产物进行 PCA 分析共提取出 2 个

主成分，贡献率分别为 44.8%和 25.7%，累计贡

献率达到 70.5%。第一主成分(PC1)主要为乳酸

(r=–0.68)和甘油(r=–0.70)，第二主成分(PC2)主

要代表乙醇(r=–0.72)和麦芽糖(r=–0.66)。不同

生态类型菌株的 95%置信椭圆无法分开，野生

型在 PC1 上的得分范围较大，驯化型在 PC2 上

的得分范围较大(图 4B)。这样的得分范围也反

映出个别菌株的特异性，比如 XY03822、

XY00012 和 XY01736 等 3 个野生型菌株发酵产

乳酸和甘油显著高于其他菌株，而驯化型菌株

XY00507 发酵产乙醇和麦芽糖显著高于其他菌

株(图 5B)。 

2.4.3  分类学变种与发酵特性的相关性 

多因素方差分析结果(表 3)表明，不同变种

间乳酸和富马酸产量差异极显著，甘油和苹果

酸在不同变种间差异显著。对上述 4 种发酵产

物进行 PCA 分析共提取出 2 个主成分，PC1 代 
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图 5  少根根霉发酵产物相关性分析热图 
Figure 5  The heatmap of the correlation analysis of the fermentation products of Rhizopus arrhizus. A: 
sporulation capacities; B: ecology; C: varieties; D: geography. 
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表富马酸、苹果酸、乳酸和甘油，相关系数分

别为 0.49、0.52、–0.52 和–0.47，PC2 也代表富

马酸、苹果酸、乳酸和甘油，相关系数分别为

–0.54、–0.44、–0.42 和–0.58，PC1 和 PC2 的贡

献率分别为 62.4%和 26.4%，累计贡献率达到

88.8%。原变种与东京变种在第一主成分上的得

分明显高于德氏变种(图 4C)。其热图(图 5C)表

明少根根霉变种与上述 4 种发酵产物之间有较

为明显的聚类对应关系。少根根霉的 3 个变种

可以聚为两个分支，除了菌株 XY03795 和

XY03788，少根根霉原变种与东京变种聚在一

起；而除菌株 XY03802 和 XY03822 以外的德

氏变种聚为另一类。由图中可知，德氏变种分

支的富马酸和苹果酸产量较高，而乳酸和甘油

产量较低，原变种与东京变种分支则恰好相反。 

2.4.4  菌株初始分离时的地理位置与菌株发酵

特性的相关性 

多因素方差分析结果(表 3)表明不同地理

来源的菌株乳酸、麦芽糖和甘油产量差异极显

著，葡萄糖产量和发酵能力差异显著，进行 PCA

分析时提取出 2 个主成分，贡献率分别达到

62.2%和 20.2%，累计贡献率为 82.4%，PC1 主

要代表乳酸(r=–0.44)、葡萄糖(r=–0.50)、均值

(r=–0.52)和甘油(r=–0.51)，PC2 主要代表麦芽

糖(r=–0.95)。不同来源菌株的 95%置信椭圆无

法分开(图 4D)，相同地理位置的菌株在两个主

成分上得分差异均较大，具有菌株特异性，其

中 XY03822、XY00012 和 XY01736 的总发酵

能力和发酵产乳酸、葡萄糖和甘油的能力显著

高于其他菌株，XY00507 和 XY03797 的发酵产

麦芽糖的能力显著高于其他菌株(图 5D)。 

3  讨论与结论 

3.1  主要发酵产物及其功能分析 

本研究采用同步糖化法，以糯米为底物，

利用纯种少根根霉菌株进行液态摇瓶发酵，经

过 8 d 的发酵后，最终检出的主要发酵产物有

糖类 2 种(麦芽糖和葡萄糖)，有机酸 3 种(乳酸、

富马酸和苹果酸)，醇类 2 种(甘油和乙醇)。

比较以上种类的发酵产物含量可知，少根根霉

在发酵过程中，最突出的是其发酵产葡萄糖的

能力(图 2)，这是由于少根根霉既能产糖化酶

也能产 α-淀粉酶和 β-淀粉酶，但是不同菌株产

酶性能不同，所产酶的特性也不同，总体而言

根霉产上述 3 种淀粉酶能力均较强且酶活力 

高[35–36]。其中 α-淀粉酶和 β-淀粉酶水解淀粉最

终产物以麦芽糖为主，并产生少量的葡萄糖，

而糖化酶几乎可以将淀粉理论值地转为葡萄

糖[35]。XY01957的葡萄糖产量可达到 138.30 g/L 

(27.66 g/100 g 糯米)，且本次供试菌株中葡萄糖

含量在 60 g/L 以上的菌株有 16 株，说明这些少

根根霉菌株可能具有较高的糖化酶活力，是米

酒发酵的适宜菌株。除 XY01921 为临床菌株外

其余 15 株菌株均为来自土壤或其他自然环境

中的野生菌株。野生型菌株可能由于生长环境

更为多样，底物种类丰富，因而具有更高的糖

化能力。菌株 XY03797 较为特别，其发酵产物

中含有较高浓度的麦芽糖和乙醇而未检测到葡

萄糖，表明该菌株麦芽糖酶或 α-葡萄糖苷酶活

性较低。工业上常依靠少根根霉的糖化能力进

行各种发酵，而根霉发酵能力除了与本身的糖

化力有关外还与其生长速度有关，在发酵过程

中，根霉边生长、边产酶、边糖化。因此根霉

发酵能力不能完全采用酶活力表示，而采用产

物量表示。为了提高各个菌株产物量的可比性，

尽量避免菌株生长量的差异，本研究严格控制

了孢子接种量。 

本研究测定的发酵产物中乙醇是产量第二

高的物质，最高浓度可达 33.40 g/L，这说明少

根根霉不仅具有突出的糖化能力，能够将淀粉
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高效地转化为可发酵性糖，而且具备将可发酵

性糖转化为酒精的能力。由此可见，在糯米酒

酿造过程中，少根根霉具有纯种发酵的潜力[18]。

相比于传统工艺，纯种根霉曲具有糖化发酵力

高、制作周期短和生产成本低等显著优势，单

因素实验和响应面实验也证明了纯种米根霉酒

曲制造工艺的可靠性和实用性[37]。同时，少根

根霉也是我国传统白酒酿造所需酒曲中的重要

功能菌株和优势菌株[38–39]，除了传统认为的少

根根霉的糖化作用外，其产酒作用也不可忽视。

Karimi 等[40]以酸预处理后的稻壳为底物，添加

纤维素酶，用纯种少根根霉进行发酵，得到乙

醇产率为 74%，最大乙醇浓度为 19.25 g/L；

Abedinifar 等[41]报道了少根根霉能够利用预处

理的稻草，并以与酿酒酵母(最常用于乙醇发酵

的啤酒酵母)相似的产量(0.33–0.41 g/g)生产乙

醇；张凤英等[42]以纯根霉曲 2-2 酿酒和加了酵

母的根霉曲对照进行糖化发酵，结果表明，纯

根霉虽然在发酵前期较为迟缓，但发酵结束时

其酒精含量与对照无显著差异。本研究结果为

少根根霉出色的产酒精能力提供了新的强有力

的证明。 

乳酸是制药和食品工业中广泛应用的功能

产品，而少根根霉由于营养要求粗放，菌丝体

大而易于分离，L-乳酸纯度高，易于精制，成

为乳酸生产的重要菌株[43]。目前对于少根根霉

产乳酸发酵进程中工艺条件的优化以及菌体形

态的控制已经有所研究。Yin 等[44]在气升式发

酵罐内利用米根霉发酵玉米淀粉直接生产 L-乳

酸，发酵 3 d 后乳酸浓度可达 102 g/L。孙小龙

和付永前[45]对高产乳酸的少根根霉突变株进行

了碳代谢流分析，发现不同形态菌体的碳代谢

流明显发生变化，其中均匀球状菌体碳代谢流

更易于 L-乳酸合成。乳酸是我国传统酒曲发酵

工艺中的重要风味物质，而少根根霉一直在其

中发挥着不容忽视的重要作用[39,46]，本研究结

果中少根根霉的乳酸产量最高可达到 28.1 g/L，

占发酵产物总含量的 6.63%，是含量第三高的

物质，也充分证明了少根根霉在糯米发酵中对

乳酸产量的重要贡献。 

3.2  发酵产物相关性与代谢调控 
Abe 等 [28]发现富马酸和苹果酸之间正相

关，两者与乳酸负相关，因此将少根根霉分为

产富马酸-苹果酸组(FMA 组)和产乳酸组(LA

组)。本研究进一步确认了这种关联，并发现了

更多的发酵产物相关性(图 3)：7 种发酵产物分

为 3 组，第一组为葡萄糖、乳酸和甘油，彼此

之间为正相关；第二组为乙醇、富马酸和苹果

酸，彼此之间为正相关；第三组为麦芽糖。前两

组之间负相关而与第三组麦芽糖无显著相关性。 

少根根霉的糖分解代谢过程中，主要包括

糖酵解途径(Embden-Meyerhof-Parnas pathway，

EMP)和三羧酸循环(tricarboxylic acid cycle，

TCA)。葡萄糖首先经过 EMP 转换为丙酮酸，

基质内的丙酮酸还可独立地继续生成乙醇、乳

酸、苹果酸和富马酸；进入线粒体内的丙酮酸可

以通过生成乙酰辅酶 A 进入 TCA 循环[43,45,47]。

苹果酸是富马酸代谢过程的前体物质，因而  

两者为正相关关系。乳酸与细胞基质内的苹果

酸-富马酸合成途径为竞争关系，所以乳酸与两

者均为负相关关系。少根根霉的甘油合成过程，

是以糖酵解的中间产物起始合成的，是糖代谢

过程的重要分支途径，葡萄糖作为糖代谢过程

的起始物，葡萄糖含量越高，流向甘油代谢通

路的中间产物越多，因此葡萄糖与甘油为正相

关关系。鉴于甘油和乳酸的正相关关系，已有

利用少根根霉转化甘油生产乳酸的研究，成本

较低，乳酸产量可达到 48 g/L，是指导工业化

生产的良好营养来源[48]。对于发酵产物相关性

的研究，可以为少根根霉代谢通路的调控提供
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新的依据和思路[13,49]，可以为工业化生产提供

新的代谢路径的参考[50]，与基因组分析相结合，

也有助于确定基因位点之间的关联。 

3.3  无孢菌株的发酵特性 
本研究发现 SM 无孢菌株大多具有较强的

发酵能力，发酵产物总含量最高的 7 株少根根

霉均为 SM 无孢菌株。如图 2A 所示，XY01957、

XY03822、XY00012、XY01737、XY01736、

XY00507 和 XY03829 等 7 个菌株的发酵能力较

强，且在毛霉合成液体培养基(SM)中均无产孢

能力。而本研究涉及的 SM 无孢菌株总共才   

8 株，除上面 7 株外，剩下的一株是 XY03794，

其发酵能力也不低，排在第 14 位，达到 82.20 g/L。

Ellis 等[26]和 Wang 等[27]将不产孢的少根根霉认

为是鲁氏淀粉霉，而且将这一物种限定为发酵

环境，本研究发现的这 8 株 SM 无孢菌株应该

属于这一类群，但是其来源并不限定于发酵环

境，只有 2 株来源于发酵环境，剩余 6 株全部

来自自然环境。 

产孢能力弱的菌株，能够利用底物的能力

更强，可以将同化底物得到的能量更多地用于

产生自身生长必需的多种重要产物，而不是用

于细胞复制和有性生殖。产孢能力强的菌株，

随着发酵进程的进行，受到营养胁迫时，会消

耗同化底物产生的能量用于繁殖，而使得产生

的发酵产物浓度降低。由此可见，无孢菌株能

更好地应用于发酵工业的环境并高产所需的发

酵产物，因此本研究发现的 7 株发酵能力强的

SM 无孢菌株具有良好的生产潜力，丰富了目前

少根根霉发酵工业的菌株资源并为发酵菌株的

筛选提供了指导。 

早年，分类学家将在大米和木薯发酵物上

生长的菌丝几乎为白色，应用于食品工业的真

菌命名为鲁氏淀粉霉[26–27]，直到 Ellis[51]进行了

DNA 测定，确认其与少根根霉属于同一个物

种，鲁氏淀粉霉只是其中一个异名。这说明无

孢菌株可能是由于长期在酒曲环境中并无产孢

需求的自然选择下，或是营养丰富的野生环境

中并未受到压力胁迫，在少根根霉种内发生了

演化。本研究结果也支持这一结论，SM 无孢菌

株在 PCA分析时并没有聚为一个相对独立的类

群，而是分散为离群值(图 4A)，所以少根根霉

中的不产孢类群尚未演化为独立的变种。 

3.4  德氏变种的分类学地位 
通过发酵特性的差异对少根根霉进行分

类，已经早有研究。根据有机酸产量的不同，

可以将少根根霉分为 2 个类群，产乳酸的德氏

根霉类群(R. delemer)和产苹果酸-富马酸的米

根霉类群(R. oryzae)[21,28–29]。Saito 等[21]研究发

现，产苹果酸-富马酸的米根霉(R. oryzae)细胞

内具有乳酸脱氢酶 A (ldhA)和乳酸脱氢酶 B 

(ldhB)，而产乳酸的德氏根霉(R. delemer)则缺失

乳酸脱氢酶 A (ldhA)。目前对这两个类群的分

类，有两种不同的看法。Abe 等[28]基于 ITS、

Act1、EF-1α 和 AFLP，结合乳酸和富马酸发酵

情况，对 13 株少根根霉构建系统发育树，并且

认为应该将少根根霉划分为独立的两个种。而

Chibucos 等[52]对包含米根霉(R. oryzae)和德氏

根霉(R. delemer)在内的 38 株能引起毛霉菌病

的真菌进行了基于 76 个直源基因蛋白的系统

发育分析，结果米根霉(R. oryzae)和德氏根霉 

(R. delemer)在系统进化树上并没有区分开。因

此，我们倾向于认为米根霉(R. oryzae)和德氏

根霉(R. delemer)并不是两个独立的种，而是少

根根霉群体水平上 (R. arrhizus)的原变种 (var. 

arrhizus)和德氏变种(var. delemar)两个变种。德

氏变种较原变种的糖化能力弱，其在发酵特性

上的差异说明少根根霉在演化过程中形成了丰

富的种内多样性，是群体遗传和比较基因组学

研究的良好材料。本研究结果也支持了德氏变
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种在发酵特性上的特殊性。表型特征以及菌株

基因信息与特定基因片段甚至是全基因组水平

遗传信息相结合，是群体遗传学研究的重要思

路和手段[53–54]，有助于帮助我们解决少根根霉

在进化过程中的变种形成规律和物种迁移等问

题，从而解析少根根霉群体演化机制，为其在

发酵工业中更好地应用提供指导。 
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