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一株米根霉的鉴定及其发酵产乳酸研究 
王世伟1,2，王卿惠3，刘伊娜1,2  

(1.齐齐哈尔大学生命与农林学院，黑龙江 齐齐哈尔 161005；2.抗性基因工程与寒地生物多样性保护重点实验室，

黑龙江 齐齐哈尔 161005；3.东北农业大学生命科学院，黑龙江 哈尔滨 150030) 

摘 要：米根霉(Rhizopus oryzae) 能产生乳酸等有机酸，在许多领域有重要的应用价值。本研究从黑龙江省北大

仓白酒大曲中分离一株霉菌，经形态学和内转录间隔区(ITS)分子鉴定，将其命名为米根霉WSW–LYN–001；对该

菌株产乳酸的能力进行了研究，并对其产乳酸发酵条件进行了优化。结果显示：以葡萄糖为碳源，在48 h后，米

根霉发酵液pH达3.2左右，发酵84 h后乳酸产量可保持在70 g/L左右；传代次数会影响菌丝团形态，出现絮状和球

状菌丝团，进而影响乳酸产量；发酵60 h后，球状菌丝团发酵液中乳酸产量比絮状菌丝团的更高；球状菌丝团经

pH和中和剂CaCO3优化后，在初始pH为7、发酵60 h后，乳酸产量最高达134.25 g/L。 
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Abstract: Rhizopus oryzae produces important organic acids such as lactic acid, and has important application value in 

many fields. In this study, a fungus was isolated from Baijiu Daqu of Beidacang, Heilongjiang Province, and the strain 

was identified and named as Rhizopus oryzae WSW-LYN-001 using internal transcribed spacer(ITS) identification. The 

results showed that using glucose as the carbon source, after 48 hours, the pH of fermentation broth reached around 3.2. 

After 84 hours of fermentation, the lactate production maintained at around 70 g/L. The passage number could affect the 

morphology of fungal hyphae(flocculent and globular mycelium clusters appeared), which in turn affected lactate 

production. After 60 hours of fermentation, the lactate production in the fermentation broth of spherical mycelium was 

higher than that of flocculent mycelium. After pH optimization, the spherical mycelium produced the maximum lactic 

acid yield of 134.25 g/L after 60 hours of fermentation at an initial pH of 7. 
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根霉(Rhizopus)是乳酸生产理想候选者[1]。米根

霉(Rhizopus orzae)分子鉴定可通过扩增 DNA 内部

转录间隔区(ITS)来完成[2]。米根霉在发酵过程中能

产生多种有机酸，包括乳酸[3]、富马酸等[4]。乳酸
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在奶制品中常用作防腐剂，也可作为调味剂，是目

前世界上公认的 3 大有机酸之一，广泛应用于食品、

医药、化工、皮革、纺织、环保和农业等诸多领域[5]。

米根霉生产的 L–乳酸纯度高，是发酵生产 L–乳酸

的重要菌株[6]。本研究从黑龙江北大仓集团有限公

司白酒大曲中分离出一株高产乳酸的霉菌，分别对

其进行形态学和分子生物学鉴定、产乳酸能力研究

及发酵条件优化，以期为乳酸生产提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

材料和培养基：菌株来源于黑龙江北大仓集团

有限公司酿酒车间白酒大曲(Baijiu Daqu)；其余试

验材料包括 0.9%无菌生理盐水、PDA 培养基(固体

培养基含 2%琼脂)、种子培养基和发酵培养基等。 

ITS1/ITS4 通用引物：上游引物 ITS1 序列为

5'–TCCGTAGGTGAACCTGCGG–3' ， 下 游 引 物

ITS4 序列为 5'–TCCTCCGCTTATTGATATGC–3'，

购置于生物工程(上海)股份有限公司；其他 PCR 所

用 PCR Master Mix(2X)购自赛默飞公司。 

仪器：朗基多功能 PCR 仪(MG96+/Y PCR)购置

于广州飞迪生物科技有限公司；Alpha 凝胶成像系

统购置于 Alpha Innotech 公司；Olympus 生物显微

镜购自启越电光仪器有限公司。 

1.2 方法 

1.2.1 菌株分离、培养及形态学观察 

参照王世伟等[1]的方法制备 PDA 液体和固体

培养基。菌株的分离与纯化步骤如下：称曲块 2.5 g，

放入含 100 mL 无菌生理盐水的锥形瓶中，于

100 r/min、28 ℃摇床培养 12 h，获得菌悬液；在无

菌条件下，用无菌接种环挑取菌悬液，划线接种于

3 个 PDA 固体培养基，28 ℃倒置培养 3 d，然后挑

取长势好的霉菌菌落转接到新的 PDA 固体培养基，

纯化后接种于 PDA 液体培养基作为供试菌。 

将霉菌菌丝涂布接种于 PDA 固体培养基，

28 ℃培养 1~2 d，待长出菌丝和孢子后，制片观察

孢子形态；将霉菌孢子转接于 PDA 液体培养基，

于 30 ℃、150 r/min 培养 2 d，待长出菌丝球或菌丝

团后，在无菌条件下挑取适量菌丝团，制片观察。 

1.2.2 菌株分子生物学鉴定 

采用高盐低 pH 法[2]进行霉菌 DNA 提取与检

测，然后通过琼脂糖凝胶电泳检验 DNA 纯度。真

菌的分子生物学鉴定是其应用的基础[3–4]。以通用

引物 ITS1 和 ITS4 为上下游引物，通过 PCR 扩增 

ITS 序列。PCR 反应体系如下：2× mix 25 μL，ITS1 

2 μL，ITS4 2 μL，模板 DNA 3 μL，ddH2O 18 μL，

总体积为 50 μL。PCR 反应程序如下：95 ℃预变性，

3 min；95 ℃变性，30 s；52 ℃退火，1 min；72 ℃

延伸，1 min；30 个循环完成后，72 ℃延伸 5 min。

PCR 反应完成后对扩增产物进行测序，将测得的霉

菌 rDNA ITS 序列输入 GenBank 中，通过 Blast 比对，

获得相似性最高的序列，参照数据库中已经登记的

其他真菌的 rDNA ITS 序列对霉菌进行分类界定。 

1.2.3 菌株产乳酸研究 

(1) 培养基：斜面 PDA 培养基、种子培养基

(10%葡萄糖＋1% 酵母粉＋5%CaCO3)、发酵培养

基(10%葡萄糖＋5%CaCO3)[5]。 

(2) 试剂：1 mol/L NaOH 溶液，0.05 mol/L 
EDTA 溶液，钙指示剂溶液(将 1 g 铬蓝黑 R 溶于

100 mL 水中即可)。 

(3) 乳酸钙的测定[6]：取发酵培养基菌液，于

5 000 r/min 离心 10 min 后得发酵液，再取发酵液1 mL

滴入含 100 mL 蒸馏水的锥形瓶中，再滴入 10 mL 

1 mol/L 的 NaOH 溶液与 1~2 滴钙指示剂，用 EDTA
溶液进行滴定，当溶液由紫变成纯蓝色即达滴定终

点。L–乳酸质量浓度 ρ＝9 ρ1/ρ2，其中，ρ1 为 EDTA

溶液质量浓度；ρ2 为吸取的发酵液的质量浓度。 

(4) 霉菌产乳酸研究。中和剂在米根霉产乳酸

的发酵反应中起重要作用[7]。将纯化的霉菌孢子转

接到初始 pH 为 7.0 的种子培养基中并加入 5%中和

剂 CaCO3，培养温度为28 ℃，摇床转速为 200 r/min；

每隔 12 h 测定 pH，共培养 72 h；设 3 个重复。种

子培养基培养 24 h 后，将生长菌丝剪碎接入发酵产

酸培养基，加入适量 CaCO3，培养 108 h，每隔 12 h

测 L–乳酸产量(质量浓度，下同)。 
(5) 传代次数对乳酸产量影响的研究。取一定

浓度霉菌原液 1 mL 进行接种传代，获得絮状和球
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状菌丝团。在转速为 50 r/min、28 ℃恒温摇床中培育，

每隔 12 h 取样测乳酸浓度，绘制曲线。为了提升霉

菌产乳酸的产量，取球状菌丝团培养液 1 mL(乳酸

产量最高)，分别接种到不同初始 pH(6、7、8)的发

酵培养基中，对照组另加入中和剂(250 g/L CaCO3)，
装样量为 150 mL，在转速为 150 r/min、28 ℃条件

下进行培养，测量乳酸产量。 

2 结果与分析 

2.1 霉菌形态学初步鉴定结果 

2.1.1 PDA固体培养基上的霉菌孢子形态观察结果 

图 1 所示为霉菌孢子形态。由图 1 可见，霉菌

菌体包括菌丝、假根、孢子梗和孢子囊，根据这些

形态特点，初步判断该菌为根霉属(Rhizopus)[8]。 

  
图1 霉菌孢子形态 

Fig.1 Morphology of mold spores  

2.1.2 霉菌液体培养及菌丝团观察结果 

为了观察液体培养的霉菌菌丝生长状况，挑取

2~3 环 PDA 固体培养的霉菌菌丝转接到 PAD 液体

培养基中，装样量为 30 mL，在摇床中培养 1~2 d 
(150 r/min，28 ℃)后观察。 

米根霉根系发达、菌丝易缠绕结团[9]。为了纯

化霉菌孢子，在 28 ℃、150 r/min 摇床培养进行 2
次液体活化，1 次活化后，形成片状菌丝团(图 2(a))，
颜色暗淡微黄，菌液略微浑浊；2 次活化后，菌丝

团已呈棉絮状，出现更多的菊花状和球状菌丝团，

颜色变白，发酵液清澈。在不同批次的活化过程中， 

   
(a) 片状菌丝团；(b) 絮状菌丝团；(c) 球状菌丝团 

图2 不同形态的霉菌菌丝团 
Fig.2 Different forms of mycelium clusters of molds  

米根霉的菌丝团逐渐出现了絮状和球状形式(图 2(b)
和图 2(c))，此时该菌已经完全纯化，用于后续显微

镜检观察并进行 DNA 提取和分子鉴定。 

米根霉的孢囊孢子为多室球形，孢子在良好生

长条件下先长出发芽管，再形成白色、分枝、气生

的菌丝(图 3(a))，菌丝形成特有的厚垣孢子(图 3(b))，

这一过程为无性生殖；接合孢子(图 3(c))体现了有

性生殖过程。培养条件变化可影响米根霉菌丝形态

和产酸能力，球状米根霉更适于重复间歇发酵生产

L–乳酸[10–13]。因此，有必要对菌丝团形态进行研究。 

 
(a) 菌丝；(b) 厚垣孢子；(c) 接合孢子 

图3 显微镜下霉菌菌丝及孢子形态 
Fig.3 Microscopic morphologies of mold mycelium and spores  

2.2 霉菌WSW–LYN–001分子生物学鉴定 

提取霉菌 DNA，经 1%琼脂糖凝胶电泳，纯化

后电泳检验 DNA 纯度。利用通用引物 ITS1 和 

ITS4 对霉菌 DNA 进行 PCR 扩增，2%琼脂糖凝胶

电泳结果显示，所扩增的 PCR 产物片段长度符合预

期基因片段大小。将 PCR 产物送至生工生物工程

(上海)股份有限公司进行测序，测得扩增产物序列

长度为 599 bp。 

将 PCR 扩增产物序列输入到 NCBI 网进行

BLAST 比对 ，发 现其与 Rhizopus orzae strains 

CBS395.95( 登 录 号 AY213624) 序 列 相 似 度 高 达

99%，覆盖率达 96%，由此可以确定被分离出的霉

菌为米根霉，将其命名为米根霉 WSW–LYN–001。 

2.3 米根霉WSW–LYN–001产乳酸能力 

2.3.1 菌丝团呈片状的米根霉WSW–LYN–001的乳

酸生产 

将纯化的 WSW–LYN–001 孢子从 PDA 斜面转

接到初始pH 为7.0 的种子培养基(30 mL)中，于28 ℃、

200 r/min 培养 72 h，设 3 个生物学重复；每隔 12 h

测定 pH，结果见图 4。 

(a) (b) (c) 

(a) (b) (c) 

菌丝一 

假根一 

孢子梗一 
一孢子囊 

厚垣孢子— 接合孢子— 菌丝— 
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图4 菌丝团呈片状的WSW–LYN–001菌株培养液pH
随培养时间的变化 

Fig.4 The pH changes of culture solution of WSW-LYN-001 

strain with sheet-like mycelium cluster over culture time  
由图 4 可知，发酵[0，24] h，pH 快速下降，可

能是米根霉产 L–乳酸较快所致；发酵(24，36] h，

pH 缓慢降至 4 左右；发酵(36，48] h，pH 进一步下

降至 3.2 左右；发酵 48 h 后，pH 略有提升，并稳

定在 4~5，推测这是因为培养基中未加中和剂

CaCO3，致使 L–乳酸大量积累，抑制了乳酸的进一

步增加。 
将种子培养基长出的菌丝团在无菌状态下剪

碎，接入发酵产酸培养基中(设 3 个生物学重复)，
加入 5% CaCO3，其他培养条件不变，培养 108 h，

其间每 12 h 测定 L–乳酸产量，结果见图 5。从图 5
可以看出，[0，24] h 内，L–乳酸产量随时间延长

缓慢增加；(24，84] h，L–乳酸产量持续稳定提高；

发酵后期即 84 h 之后，L–乳酸产量趋于稳定，为

60 ~70 g/L。 
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图5 菌丝团呈片状的米根霉WSW–LYN–001L–乳酸

产量随发酵时间的变化 
Fig.5 The variation in L-lactic acid production by R. oryzae 

WSW-LYN-001 with sheet-like mycelium cluster over 

fermentation time  

2.3.2 不同菌丝团形态的米根霉WSW–LYN–001产

乳酸情况 

在发酵培养基中，经过不同传代次数可获得不

同的菌丝团形态。片状菌丝团的米根霉产乳酸能力

较弱，絮状和球状菌丝团的米根霉的乳酸生产能力

较强。取不同菌丝形态(絮状和球状)的菌株发酵液

接种于发酵培养基，于 28 ℃、120 r/min 摇床培养，

分别在 0、12、24、36、48 和 60 h 测定 L–乳酸产

量，结果见图 6。 
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图6 不同菌丝团形态的米根霉WSW–LYN–001菌株

L–乳酸产量比较 
Fig.6 Comparision of L-lactic production between R. Oryzae 

WSW-LYN-001 strains with different forms of mycelium 

cluster  
由图 6 可见：[0，12] h 为发酵初期，菌丝生长

缓慢，几乎不产生乳酸；(12，24] h 菌丝生长较慢，

产生少量乳酸；(24，36] h，乳酸产量大幅度增加；

(36，48] h 乳酸产量增幅趋于缓慢，(48，60] h 乳酸

产量基本不再发生变化。在整个生长过程中，球状

菌丝团的米根霉的乳酸产量整体上略高于絮状菌

丝团的米根霉的乳酸产量。发酵 60 h 后，絮状菌丝

团的米根霉发酵液乳酸产量为 94.6 g/L，而球状菌

丝团的米根霉发酵液的乳酸产量达 100.5 g/L。 

2.3.3 米根霉WSW–LYN–001球状菌丝团产乳酸发

酵条件的优化 

考虑到球状菌丝团的米根霉乳酸产量较高，后

续优化试验均以球状菌丝团的菌液进行接种发酵

培养。不同发酵条件下球状菌丝团的米根霉产乳酸

情况见图 7。 
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(a) pH=6，原始发酵培养基；(b) pH=6，原始发酵培养基+25 g/L CaCO3 中和剂；(c) pH=7，原始发酵培养基；(d) pH=7，原始

发酵培养基+ 25 g/L CaCO3 中和剂；(e) pH=9，原始发酵培养基；(f) pH=9，原始发酵培养基+ 25 g/L CaCO3 中和剂 

图7 不同发酵条件下球状菌丝团的米根霉WSW–LYN–001产乳酸情况 
Fig.7 Production of lactic acid by R. oryzae WSW-LYN-001 strain with spherical mycelium cluster under different fermentation conditions  
从图 7 可见，处于不同初始 pH 环境下的菌丝

团的密度和大小均存在差异。当 pH 为 6 时，随着

中和剂的添加，菌丝球体积增大，但数量减少；当

pH 为 7 时，菌丝球密度中等，随着中和剂的添加，

菌丝球增大，数量减少，分布不均；当 pH 为 9 时，

发酵液颜色加深，菌丝球密度增加，随着中和剂的

添加，球体形状变模糊。 
球状菌丝团菌体接种于不同 pH 条件下，在发

酵 60 h 后乳酸产量也有所不同。在发酵培养基(原
培养基中含 50 g/L CaCO3)中，调节 pH 分别为 6、7
和 9，在对照组的基础上每瓶另加 25 g/L CaCO3；

pH 为 7 时乳酸产量最高，比 pH 为 6 时的增加

8.44%；比 pH 为 9 时的乳酸产量提高 4.15%。同一

种菌丝在不同初始 pH 条件下，乳酸产量不同，当

初始 pH 为 7 时，球状菌丝团菌体(添加 25 g/L CaCO3)
乳酸产量达到最高，为 134.25 g/L。 

3 结论与讨论 

白酒大曲是微生物的优质生境[14]。人们已在白

酒大曲中分离出多种真菌，包括根霉菌属。米根霉

是乳酸生产优势菌[15]。微生物发酵法生产 L–乳酸

可达到较高纯度，这是米根霉产乳酸的优势[16]。L–
乳酸应用前景十分广阔，米根霉以葡萄糖为碳源，

在没有进行培养条件优化的前提下，其产量一般为

44.2 ~76.6 g/L[17]。为了提高米根霉的乳酸生产量可

以选择不同的底物。CUI 等[18]以甘蔗渣为底物，利

用米根霉生产 L–乳酸，实现了甘蔗渣向 L–乳酸的

高效转化，最大转化率达 28.45%。另外，也可以通

过优化发酵工艺提高乳酸产量。FU 等[19]采用补料

分批策略提高 L–乳酸生产效率，在酸生产阶段，乳

酸最大产量和生产率分别达 162 g/L和 6.23 g/(L·h)，
乳酸生产率提高了 14.3%。本研究从黑龙江北大仓

白 酒 大 曲 中 分 离 出 一 种 产 乳 酸 的 米 根 霉

WSW–LYN–001，该菌株表现出较强的乳酸生产能

力，属于高产乳酸菌。在初始 pH 为 7 时，球状菌

丝 团 的 米 根 霉 WSW–LYN–001 乳 酸 产 量 达 到

134.25 g/L。米根霉产乳酸时，菌丝团的形态结构对

乳酸的产量有很大的影响，后续可通过选择不同底

物、优化工艺或采用基因工程方法进一步提高菌株

的乳酸产量。 
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