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摘要：以孢子萌发率为评价指标，研究光照、贮藏温度、氧化

还原电位、金属离子及低浓度乳酸对从江红曲孢子活力的影

响。结果表明：２℃低温贮藏、黑暗、添加４００μｇ／ｍＬ的Ｖｃ、

添加１％的乳酸均有利于从江红曲霉孢子活力的保持，其中

添加４００μｇ／ｍＬＶｃ的活性最高，孢子萌发率达７４．２２％；强

光、紫外线、０．１％ Ｈ２Ｏ２处理下，从江红曲孢子萌发率均显著

降低。
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红曲霉（犕狅狀犪狊犮狌狊），属于真菌界子囊菌门真子囊菌纲散

囊菌目红曲菌科红曲霉属，是重要的工业丝状真菌，蕴藏着

丰富的聚酮体，是药物开发的宝库［１］，具有很丰富的药用

价值。

红曲是通过红曲霉在大米等物料中发酵生产的，其中含

有大量红曲红色素，是安全的生物色素［２－４］。笔者［５］前期从

贵州从江采集的样本中分离得一株艳玫瑰红的红曲霉菌

株———从江红曲霉（犕狅狀犪狊犮狌狊狆狌狉狆狌狉犲狌狊犮狅狀犵犼犻犪狀犵狏犪狉．），

该菌株生产的红曲米色泽鲜红艳丽，香气浓郁。该菌株应用

红曲甜米酒生产时，由于红曲霉与根霉发酵的不同步（红曲

霉从接种至产生大量色素需要１５ｄ左右，而根霉发酵甜米

酒通常不超过１．５ｄ），需要预先生产大量红曲米，因此，在存

放过程中保持红曲米的生物活性至关重要，其重要指标即孢

子的活力。目前，对影响红曲霉孢子活力条件的研究鲜见报

道，可能是不同的红曲霉菌株或在不同的培养条件下的同一

菌株孢子活力差异较大，加之红曲霉固态发酵过程中，除产

生大量的分生孢子，还产生少量的子囊孢子，在较短的观察

时间，这些孢子的萌发活性差异较大，造成测量数据不稳定，

因此探索能够促使红曲霉孢子长时间保持活力的条件显得

尤为重要。本研究拟采用血球板计数方法，通过观察诸于温

度、光照、氧化剂、还原剂、离子等不同处理条件下的红曲霉

孢子萌发率，筛选出对红曲霉孢子活力有正面影响的理化因

子，为科学保藏红曲米、判断其品质提供借鉴，为分步发酵生

产红曲甜米酒提供参考依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

从江红曲霉（犕狅狀犪狊犮狌狊狆狌狉狆狌狉犲狌狊犮狅狀犵犼犻犪狀犵狏犪狉．）：黔

南民族师范学院生物科学与农学院微生物实验室分离鉴定；

圆粒糯米：产自贵州黔东南；

葡萄糖：注射级，贵州都匀湘君大药房；

氯化铁、氯化锌、Ｈ２Ｏ２：分析纯，贵州省化学试剂有限公司；

恒温箱：ＺＸＤＰＡ２０５０型，上海智城分析仪器制造有限

公司；

无菌操作台：ＳＷＣＪ型，成都精宏仪器设备有限公司；

致微高压灭菌器：ＺｅａｌｗａｙＧＲ６０ＤＡ型，致微（厦门）仪

器有限公司；

离心机：ＴＧＬ２０Ｍ型，上海卢湘仪离心机仪器有限公司；

尼康显微镜：ＴｉＥ型，上海衡浩仪器有限公司；

高压灭菌锅：ＹＸＱＬＳ５０Ｓ型，西安泰康仪器设备有限
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公司；

电子天平：ＪＴ５０２Ｎ型，上海精天电子仪器有限公司。

１．２　从江红曲孢子的制备及萌发率的测定

１．２．１　红曲米的生产　取３０ｇ的糯米，分别装入洁净的小

广口瓶中，用单层牛皮纸包扎，１２１℃、０．１ＭＰａ、灭菌２０ｍｉｎ。

于超净工作台上按３％的比例接种从江红曲霉并加入少量无

菌水搅拌均匀后，置入恒温培养箱３０℃倾斜培养至菌丝布

满米粒表面时，转入２０～２５℃变温培养，第１５天停止发酵，

自然晾干即得红曲米。

１．２．２　预萌发液的制备　取灭菌注射器、无菌水、葡萄糖（注

射级）于超净工作台上，配制质量浓度为１．８％的无菌生理糖

水溶液，现配现用。

１．２．３　孢子的分离　称取１０ｇ自然阴干的红曲米，研磨后

倒入少量无菌水中，混匀，纱布过滤，反复洗脱至滤液基本无

色，收 集 滤 液，用 无 菌 水 多 次 洗 涤 离 心 （２０００ｒ／ｍｉｎ，

２０ｍｉｎ），去除上清液合并沉淀，冰箱冷藏保存备用。

１．２．４　萌发率的测定　用１０ｍＬ无菌生理糖水分散１０ｇ红

曲米中提取的孢子，置于３０℃恒温箱中培养４８ｈ后，于显微

镜下用血球计数板统计红曲孢子总数与萌发孢子个数，每个

样品以１０个计数室为１次计数（相当于计数１μＬ孢子悬

液），重复１０次并统计萌发率。按孢子萌发率式（１）计算：

萌发率 ＝
萌发孢子数

孢子总数
×１００％。 （１）

１．３　贮藏条件对从江红曲孢子活力的影响

１．３．１　不同温度处理后孢子的萌发率　将自然阴干的红曲

米分别置于２，１１（平均室温），３０℃条件下避光保存３个月

后，收集孢子，并测定孢子萌发率。

１．３．２　不同光照下孢子的萌发率　按１．２．３收集２℃低温冷

藏红曲米孢子并按１．２．４制成孢子悬液，将其置于超净工作

台上分别在黑暗或散光、强光（４０Ｗ）、紫外光（４０Ｗ）条件下

照射２ｈ（照射距离３０ｃｍ），于３０℃恒温箱中培养４８ｈ后，

测定孢子萌发率。

１．３．３　不同氧化还原电位下孢子的萌发率　按１．２．３收集

２℃低温冷藏红曲米孢子并按１．２．４制成孢子悬液，加入等

体积不同浓度的Ｖｃ溶液（１００，２００，３００，４００，５００μｇ／ｍＬ）及

０．２％的 Ｈ２Ｏ２，于３０℃恒温箱中培养４８ｈ后，测定孢子萌

发率。

１．３．４　不同金属离子和乳酸下孢子的萌发率　按１．２．３收集

２℃低温冷藏红曲米孢子并按１．２．４制成孢子悬液，分别用

ＺｎＣｌ２、ＦｅＣｌ３、乳酸调节体系的Ｚｎ
２＋浓度为６０μｇ／ｍＬ、Ｆｅ

３＋

浓度为５０μｇ／ｍＬ、乳酸浓度为１％，于３０℃恒温箱中培养

４８ｈ，测定孢子萌发率。

１．４　数据处理

对分组试验数据计算方差和标准误差后，用狋检验比较

各处理之间以及与空白对照的差异显著性。

２　结果与分析
２．１　不同温度处理后孢子的萌发率

由图１可知，２℃保存３个月条件下的孢子萌发率平均

图１　不同温度下储藏３个月后红曲霉孢子的萌发率

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｈｅｍｏｎａｓｃｕｓｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｓｔｏｒａｇｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

为６１．４４％。与之相较，３０℃保存条件下孢子活力下降了近

５０％。杨宁等
［６］研究表明，紫色红曲霉的最适生长温度为

２５～３０℃，红色红曲霉的最适生长温度为３０～３５℃。本试

验中红曲霉菌种接种后的培养和后期萌发培养温度均为

３０℃，在适温范围（２５～３５℃）内。刺激处理的低温为２℃，

为冰箱的保鲜温度，研究结果表明在此温度条件下能更好地

保持孢子的活力，推测低温大大降低孢子的代谢速率，从而

能长期保持活力。

２．２　不同光照处理下红曲霉孢子的萌发率

由图２可知，黑暗条件下的孢子萌发率最高为６２．１８％，

散光对孢子活力的影响不大，强光照与紫外光的影响较明

显，如紫外光处理后孢子的萌发率大幅下降至３０．９％。徐力

文等［７］研究紫外线对菌株分生孢子萌发率的影响中表明，室

内紫外灯下，孢子萌发率因照射强度（照距）和时间的增加而

下降。本试验也发现经过白炙灯照射后红曲孢子的萌发率

也有所下降，推测可能是光照钝化降低酶活性。赵永霞等［８］

在光照对红曲霉形态、孢子及色素的研究中表明，相比于白

光条件，黑暗条件更有利于 ＭｏｎａｓｃｕｓａｎｋａＧＺＵ４５７７的生长

发育以及色素的积累，本试验表明在黑暗处理下孢子的活性

保持更久，推测色素的积累与孢子活性有正相关，可从红曲

米的颜色初步推断红曲霉的孢子活力。

２．３　不同氧化还原电位下孢子的萌发率

由图３可知，加入氧化还原电位较低的还原性试剂能提

高孢子的萌发率，如加入等体积４００μｇ／ｍＬＶｃ可使孢子的

图２　不同光照处理下红曲孢子的萌发率

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｍｏｎａｓｃｕｓｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｉｇｈｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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萌发率提高至７４．２２％，相比空白组提高了２０．８％，而氧化还

原电位较高的 Ｈ２Ｏ２ 中的萌发率明显降低，只有不到５％。

杨成龙等［９］在几种维生素对红曲霉Ｓ产色素的影响时发现

Ｖｃ对红曲霉产色素有促进作用。本试验则发现 Ｖｃ对红曲

孢子活性的保持有显著促进作用，进一步说明孢子活力与色

素的积累两者呈正相关性。

２．４　不同金属离子和低浓度乳酸处理下孢子的萌发率

由图４可知，与空白（６１．５６％）相比较，加入１％乳酸后，

红曲孢子的萌发率有所提高，孢子平均萌发率为６７．２０％，提

高了９．１６％。而加入金属离子会使孢子萌发率降低，如

５０μｇ／ｍＬ的 Ｆｅ
３＋ 处 理 后 孢 子 萌 发 率 为 ５４．１７％，降 低

１２．００％。冯宏等
［１０］在重金属对溶磷黑曲霉生长影响的研究

图３　不同氧化还原电位下孢子的萌发率

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｈｅｍｏｎａｓｃｕｓｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｏｘｉｄａｔｉｏｎｒｅｄｕｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ

表明，Ａｇ
＋胁迫对黑曲霉菌落直径的影响变化规律与Ｚｎ２＋

基本一致，而本试验中Ｚｎ２＋和Ｆｅ３＋对红曲霉孢子也存在不

同程度的胁迫作用。

２．５　不同理化因子对孢子萌发率影响的统计分析

由表１可知：在低温（２℃）、４００μｇ／ｍＬＶｃ、１％乳酸处

理条件下红曲霉平均孢子萌发率均有增加，而在紫外线、强

光照处理、添加氧化还原电位较高的生化试剂条件下，红曲

霉平均孢子萌发率显著降低。其中，添加４００μｇ／ｍＬＶｃ、紫

外线处理、Ｈ２Ｏ２处理与空白对照存在显著性差异（Ｐ＜

０．０５）。可能是红曲霉喜偏酸环境，且乳酸对细菌等杂菌有

较好的抑制作用，氧化还原电位也较低，因此对红曲霉孢子

的萌发率有促进作用。

图４　不同金属离子和低浓度乳酸处理下红曲孢子的萌发率

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｈｅｍｏｎａｓｃｕｓｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｍｅｔａｌｉｏｎｓａｎｄｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｌａｃｔｉｃａｃｉｄ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

表１　各种处理条件对孢子萌发率的差异性比较


Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｌｌｋｉｎｄｓｏｆｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ（狀＝１０）

处理条件 ＣＫ ２℃ １％乳酸 ４００μｇ／ｍＬＶｃ ０．１％ Ｈ２Ｏ２ ＵＶ Ｆｅ３＋

萌发率／％ ６１．５６±５．１２ｂｃ ６１．４４±６．２５ｂｃ ６７．２１±５．４８ａｂ ７４．２２±６．４７ａ ４．６８±０．６２ｆ ３０．９±４．２８ｅ ５４．１７±５．５４ｃｄ

　　　　标注含不同字母表示在Ｐ＝０．０５水平有显著性差异。

３　结论
研究表明，从江红曲在温度２℃、黑暗、４００μｇ／ｍＬＶｃ、

１％乳酸等条件下孢子萌发率均有所提高，但只有加Ｖｃ的处

理与对照达到０．０５水平差异显著性；较高的贮藏温度、光

照、氧化剂均对孢子活力有不利影响，均达到了差异显著性

水平，Ｆｅ３＋、Ｚｎ２＋虽对孢子萌发有不利影响，但未达到显著差

异水平，主要是测试浓度较低的缘故。

研究［５］发现，在培养红曲霉时适当的低温刺激有利于色

素合成，同样的，在低温存放条件下红曲霉孢子的萌发活力

衰减很慢，孢子活力与色素的积累能力呈一定的正相关，互

为判断红曲霉菌种品质的依据。

试验中观察到红曲霉除了产生大量的分生孢子外，还有

极少量其它类型的孢子，由于试验方法所限，不能对不同孢

子的萌发活力单独测定，加之观察的预萌发时间较短，因此

实际上红曲霉孢子的萌发率可能比试验数据要高，此外，宥

于试验规模，预设的影响因子如离子浓度的选择主要是从稻

米的背景值考虑，未测试产生离子胁迫的浓度边际，这需要

在以后的研究中加以完善。
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