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固态培养对普洱熟茶后发酵过程中优势茵 

日本曲霉原变种生长的影响 

朱宏涛 ，陈可可 ，王 东 ，杨崇仁 ，李 元 ，张颖君 
中国科学院昆明植物研究所植物化学与西部植物资源持续利用国家重点实验室，昆明650204； 

云南农业大学资源与环境学院，昆明650201 

摘 要：本文通过不同碳原、氮原、pH值和温度的实验，对普洱熟茶后发酵优势菌之一的日本曲霉原变种的生物 

学特性进行研究。同时，对菌落的生长规律及形态特征进行了观察与分析。结果表明，该菌株对酸碱度有广幅 

的适应性；在硝酸钠或硫酸铵为氮源，麦芽糖或玉米粉为碳源的培养基中生长迅速；培养温度以30℃最为适宜。 

研究结果为该菌株的大量培养，以及普洱茶的规范化生产技术提供了基础。 
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Effects on Growth in Solid Culture of Aspergillus japonicus Saito 

var．japonicus，a Preponderant Microbe during the Post 

Fermentative Process of Pu．Er Ripe Tea 
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Abstract：As a preliminary study to understand the fermentative process of Pu—Er tea，the investigation on biologiical 

characteristics of Aspergillus japonicus Saito var．japonieus，one of the dominant strains during the post-fermentation 

process of Pu—Er tea，was conducted by experiments of different carbon source，nitrogen source，pH value and tempera— 

ture．At the same time，the morphologic characters and the growth rules of this strain were observed．Result indicated that 

this fungus adapted well to a wide pH range and the optimal culture temperature was about 30℃ ．The result also showed 

that A．japonicus Saito Var．japonicus was able to grow well in the medium with either ammonium sulfate or sodium nitrate 

flS the nitrogen souree and maltose or coFn powder as the carbon source．The study will provide scientific guide for the 

massive culture of this microbe as well as the standardization of Pu—Er tea producing technique． 
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普洱茶是以云南特产大叶茶的晒青毛茶为原料 

经长时间的陈化或经人工后发酵再加工生产的茶 

类，包括普洱陈茶和普洱熟茶 J̈。两类普洱茶的生 

产形成过程都离不开微生物的参与。普洱熟茶是晒 

青毛茶以渥堆的方式，在一定温湿度条件下，多种微 

生物参与下进行快速发酵生产形成的。我们曾对云 

南省多个普洱熟茶生产地区(临沧、思茅、版纳等) 
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渥堆过程中的微生物菌群进行系统的分离和鉴定， 

并发现共性的优势菌群和差异较大的优势菌株 j。 

经菌物学鉴定，主要的优势菌种为曲霉属的真菌，其 

中，日本曲霉原变种为菌群中的优势菌之一。不同 

地区普洱熟茶生产过程中的主要菌群种类及优势菌 

株存在着差异 J -】5]。 

微生物对普洱茶风味、品质及化学成分变化有 

着显著的影响。有报道认为酵母菌在普洱茶生产过 

程中是形成普洱茶甘、滑、甜、醇等品质和风味的重 

要因子 J。最近，台湾学者报道从陈年普洱茶(大 

红印和大黄印)中分离到放线菌属和链霉菌属菌 
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株，发现杆状链霉菌和灰色链霉菌在接种茶叶后可 

提高茶多酚、氨基丁酸(GABA)和甲羟戊二酸单酰 

辅酶 A还原酶抑制剂的含量 J。亦有报道认为黑 

曲霉、青霉、根霉、灰绿曲霉和酵母菌对云南普洱茶 

品质有着较大的影响 J。显然，茶叶后发酵过程中 

的微生物直接影响普洱茶的品质。并且，不同风味 

和品质的普洱茶往往是由于其在发酵过程中存在着 

不同的优势菌群所导致。然而，对普洱茶发酵过程 

中存在的优势菌株，除我们曾对臭曲霉原变种生物 

学特性研究外，该方面的研究报道甚少 J。日本曲 

霉作为普洱茶生产后发酵过程中的主要优势菌物之 
一

，除有一些分子、核酸及其酶等方面的研究外 J， 

有关该菌生物学、形态学方面的研究未见报道。从 

后发酵生产技术规范和普洱熟茶新品牌构建的角 

度，对优势菌株的各种特性的研究成为必要，本文报 

道 Et本曲霉原变种生物学特性的实验研究结果。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

1．1．1 试验样品 

日本曲霉原变种(Aspergillus japonicus Saito var． 

japonicus)KZ-6从云南省产茶区普洱熟茶渥堆过程 

中的茶堆中采样分离得到。 

1．1．2 氮源实验培养基配方 

以改良PDA培养基为基本培养基。分别加入 

牛肉膏5 g(N1)，酵母浸膏5 g(N2)，蛋白胨 3 g 

(N3)，硝酸钠 2．2 g(N4)，硫酸铵 1．7 g(N5)，麸皮 

11 g(N6)，豆饼粉7 g(N7)等含有机氮或无机氮的 

物质。 

1．1．3 碳源培养基配方 

以改良PDA培养基为基本培养基。分别加入 

蔗糖 8．6 g(c1)，麦芽糖 9 g(C2)，玉米粉 7．2 g 

(c3)，D．果糖9 g(C4)， 哥L糖9 g(C5)，葡萄糖 10 

g(C6)等含有机碳或无机碳的物质。 

1．1．4 培养温度的设置 

将菌种接种在准备好的PDA固体培养基中，分 

别置于4、1O、20、30、4O、5O、6O℃的条件下进行培 

养，观察菌丝体的生长状况。 

1．1．5 酸碱度的设置 

将菌种分别接种在 pH =1，2，3，⋯，l4的PDA 

固体培养基中，置于30℃的条件下进行黑暗培养并 

观察菌丝体的生长状况。 

1．2 实验方法 

在超净工作台内，用接种针均匀挑取经转代活 

化 2次的日本曲霉原变种孢子，接种于事先准备好 

的固体培养基中。除温度因素实验外，平板皆于 30 

℃条件下黑暗培养。接种后分别以第 4、6、8、l0和 

12 d测量菌落直径和菌落中产孢圈直径，并观察描 

述菌落形态，每项实验设五个重复，取平均值。 

2 观察与结果 

2．1 pH值对 日本曲霉原变种生长与形态的影响 

实验结果表明，培养基酸碱度对 日本曲霉原变 

种菌株生长无显著的影响。在 pH =2，3，4⋯，13 

的情况下均能正常生长菌丝和产生孢子。在不同 

pH值的培养条件下，孢子产生的初始时间相似。该 

菌喜好中至微碱性的环境，在pH值等于7或8时 

产生的产孢圈和整个菌落的直径都明显大于其他处 

理。而当pH值以7为起点逐渐降低或以8为起点 

逐渐增加时，该菌的生长速度都有逐渐减小的趋势， 

当pH值降至 1或升至14时该菌不能生长(图1)。 

同时，该菌在不同pH值条件下培养还存在着诸多 

形态上的差异：供试培养基在 pH值为 1，2，3时不 

能凝固，成耐火砖红色的透明液体。该菌除在 pH 

值等于 1的培养基 中不能生长外 ，在 pH值等于 2 

和3时能正常生长，其中菌丝灰白色，孢子灰褐色产 

生于菌丝顶端的孢子囊内。由于培养基不能凝固， 

菌落不能形成同心圆菌落而是形成满天星状的许多 

菌落，在培养的第三天布满整个培养皿表面。当pH 

值升至5，6时，菌落圆形，菌丝疏松，有较多的气生 

菌丝，菌丝初始时灰白色，孢子橄榄绿色，长至后期 

(培养第十天左右)菌丝顶部完全布满了橄榄绿色 

的孢子，整个菌落呈现出橄榄绿色。菌落中央有稀 

疏的辐射状沟纹。当pH=7，8时，菌落生长与产孢 

速度最快，菌落圆形，菌落周围排列整齐，无或少有 

气生菌丝，菌丝初始乳白色，后期与孢子同色，孢子 

深橄榄绿至褐绿色，菌落正面及背面均布有细密的 

辐射状沟纹。菌落背面乳白色，无分泌物 (如 图 

7A)。当 14>pH>10时，培养基成栗色质地坚硬。 

该菌生长在其上，菌落圆形，周围排列不整齐，孢子 

暗灰绿色或浅黄绿色，菌丝生长和产孢速度缓慢，孢 

子的弹出范围较菌丝覆盖范围大，菌落正面无褶皱， 

具赭褐色分泌物。菌落正面及背面均无褶皱 (图 

7B)。 
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图 1 pH值对日本曲霉原变种生长的影响 

Fig．1 Effects on the growth ofA．japonicu~Saito Yar．japoni— 

c by pH 

注：1—3分别为第4．8、12 d检测的产孢圈；4～6分别为第4、8、 

12 d检测菌落 

2．2 氮源对日本曲霉原变种生长与形态的影响 

氮原实验结果表明，日本曲霉原变种在以硝酸 

钠(N4)或硫酸铵(N5)为氮源的培养基中生长迅 

速，在以牛肉膏 (N1)，酵母浸膏 (N2)，蛋白胨 

(N3)，麸皮(N6)，豆饼粉(N7)为氮源的培养基中 

生长相对缓慢(图2，3)。同时，氮源对菌落在培养 

基表面的形态有明显的影响。该菌在 N1培养基中 

培养初期菌落圆形，菌落中央有直径约 22 mm的暗 

橄榄绿色产孢圈，在产孢圈与菌丝交界处有宽3—5 

nllTl凫蓝色的菌丝环。其余菌丝为灰白色、棉絮状， 

菌落边缘排列整齐，菌落中央长有浓密孢子的部位 

具稀疏的辐射状沟纹。培养8—10 d后，菌落中菌 

丝布满整个培养皿，菌丝灰白色至铅灰色，孢子暗橄 

榄绿色集中于菌落中心部位，菌落背面无色无分泌 

物(图7c)。在N2培养基中，初期菌落圆形，菌落 

中央有黄褐色产孢圈，在产孢圈与菌丝交界处有宽 

3—5 mm鸵色的孢子菌丝混杂环，菌落中央有细密 

的辐射状沟纹。培养 8 d后，菌落中孢子布满整个 

培养皿，菌落中央浓密凹陷的产孢圈呈现棕绿色，周 

围有突起的菌索，菌索周围是橄榄棕色的孢子层。 

菌落仅中 I、i'部位的正面及背面有细密整齐的辐射状 

沟纹(图7D)。菌落正面无分泌物，菌落背面培养 

基呈现墨蓝色(图7E)。在N3培养基中，该菌生长 

初期，菌落圆形，菌丝白色、疏松程棉絮状，密集的孢 

子堆呈现暗橄榄绿色，培养后期，产孢速度极快，整 

个菌落中已看不到菌丝。菌落正面成黄橄榄色，密 

布均匀的辐射状沟纹，菌落背面无色，亦密布均匀的 

辐射状沟纹。N4培养基中，初期菌丝黄绿或灰白 

色，孢子灰褐色至深橄榄色，产孢部位突出，菌落有 

较少或无褶皱。生长后期，产孢速度极快，整个菌落 

中也已看不到菌丝。菌落表面棕黄色，菌落正面及 

反面具均匀细密的辐射状沟纹(图7F)。N5培养基 

中，初期菌丝生长迅速，后期产孢迅速，孢子排列密 

集，整个菌落呈现深橄榄绿色，菌落中部可见稀疏的 

絮状菌丝。N6培养基中，菌落生长极为特别，整个 

菌落呈现出同心圆环状图案，在近圆心处有一棕褐 

色凹陷的产孢圈，周围有一黄白、军绿相问的交混凸 

圈，凸圈外是军绿与土黄混杂的菌丝产孢圈(孢子 

产生于菌丝顶部)，如(图7G)。整个菌落正面及背 

面均无褶皱亦无分泌物。该菌在 N7培养基中的菌 

落形态特征与其在 N6中极为相似。 

氮源 Nitrogen source 

口第 4天 
日第 6天 
自第 8天 
日第 12天 

图2 氮源对日本曲霉原变种产孢速度的影响 

Fig．2 Effect of nitrogen source on producing spore speed of 

A．japonicus Saito vat．japonic~ 

日第 4天 
E第 6天 
日第8天 

目第 12天 

图 3 氮源对日本 曲霉原变种菌落生长的影响 

Fig．3 Effect of nitrogen sollrce on the colony growth of A． 

japonicus Saito var．japonicus 

2．3 碳源对日本曲霉原变种生长与形态的影响 

碳源实验结果表明，麦芽糖 (C2)和玉米粉 

(C3)培养基对 日本曲霉原变种的生长最为有利(图 

4，5)。同时，不同碳源的培养基对菌株的菌落形态 

也有一定的影响。在蔗糖(C1)培养基初期菌落生 

长缓慢，菌丝黄白或白色，孢子浅灰绿色，菌落正反 

面均有细密的褶皱。生长后期，菌丝生长迅速，菌丝 

黄白或灰白色，孢子深灰绿色，菌落中央凹陷，仅菌 

落中央部位具细密整齐的褶皱。在麦芽糖(C2)培 

养基中，初期菌落形态与蔗糖培养基相似，生长至第 

7、8 d时，整个培养皿表面看不到菌丝体，密布有灰 

黑色的孢子层，菌落两面具细密的辐射状沟纹(图 

7H)，且菌落背面培养基呈浅黄绿色。在玉米粉 

(c3)培养基中，培养初期，孢子颜色灰橄榄色，菌落 

中央产孢部位外凸，菌落无褶皱。后期 ，菌落生长速 
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度极快，孢子聚集成堆，呈现出灰褐色，菌落正面有 

细密的辐射状沟纹，背面无沟纹(图7I)。在 d．果糖 

(C4)培养基中，初期菌落形态与蔗糖培养基相似， 

生长至第 7、8 d时，菌落中央凹陷，四周凸起，孢子 

密集与菌落中部呈现橄榄黄色。菌丝灰绿或灰 白 

色、絮状；菌落正反面均具细密沟纹，菌落背面有黄 

绿色。在 Ot哥L糖(c5)培养基中，菌落前期生长十分 

缓慢，菌丝黄白色，孢子灰褐色。培养至第七、八天 

时菌落圆形，孢子灰褐色，菌丝灰白色，菌落中有较 

多的气生菌丝，孢子产生于菌落中央的菌丝底部。 

菌落中央凹陷，四周凸起(图 7J)，菌落正面背面有 

褶皱且培养基背面有较大的裂纹。在葡萄糖(c6) 

培养基中，在N3培养基中，该菌生长初期，菌落圆 

形，菌丝白色、疏松程棉絮状，密集的孢子堆呈现暗 

橄榄绿色，培养后期，产孢速度极快，整个菌落中已 

看不到菌丝。菌落正面成黄橄榄色，密布均匀的辐 

射状沟纹，菌落背面无色，亦密布均匀的辐射状沟 

纹。 

c 100『 

80} 阳 R 

复 蔗糖 麦芽糖玉米粉d果糖a乳糖 葡萄糖 
碳源Carbon source 

0 

8 

董 
粗意 
E 
仍 

o  

E E 
_  

： 

． ． ． ． 

[ 

．

一 ： ： 口第4天 日第6天 日第8天 口第12天 
碳源 Nitrogen source 

图5 碳源对 日本曲霉原变种茵落生长的影响 

Fig．5 Effect of carbon SOLLrCC on colony growth ofA．japoni- 

c吣Saito var．japonicus 

2．4 温度对 日本曲霉原变种生长的影响 

温度实验结果表明(图6)，日本曲霉在温度为 

3O℃条件下无论是菌丝生长或孢子的产生都十分 

迅速，培养9 d时，菌丝长满整个培养皿，培养第 12 

d时，菌丝的中上部被所产生的棕黄色孢子覆盖(图 

7K)。温度在 4℃时菌丝和孢子的生长完全受到抑 

制，该菌的孢子在 4℃时不能萌发。在 20℃或 4O 

c(=时菌丝、孢子能正常生长，但生长速度较慢。当温 

度升至50℃时，菌丝，孢子的生长都受到抑制，菌丝 

缩卷成乳白色厚厚的革质状物，孢子的生长也非常 

缓慢，表现出一种不正常的生理状态(图7L)。当培 

养温度升至60℃时菌株死亡。 

3 讨 ] 

日本曲霉原变种属半知菌亚门(Deuteromycoti— 

na)丝孢纲(Hyphomycetes)丝孢 目(Hyphomycetales) 

丛梗孢科 (Moniliaceae)曲霉属 (Aspergillus)黑色曲 

霉类真菌，广泛存在于土壤、霉腐物、牛粪、羊粪及白 

蚁中 J。富含口一呋喃果糖苷酶等生物酶，该酶能催 

化蔗糖水解为葡萄糖和果糖，并且具有转糖基作用， 

能够制取高含量的低聚果糖 J。而低聚果糖具有 

独特的保健功能，被广泛应用于食品、饲料和医药工 

业 。我们首次从普洱茶生产过程中分离到的13 

本曲霉原变种是普洱茶的优势菌物之一 。生物 

学实验结果表明，该菌株在 pH=2，3，4⋯，13范围 

内均能正常生长，孢子形成的初始时间相同，对酸碱 

度的适应性较强，符合曲霉属真菌通常对 pH值的 

广辐适应特性¨̈ 。该菌株在中性偏碱(pH =7或 

8)的培养条件下生长迅速。菌丝体呈乳白色或灰 

白色，孢子深橄榄绿色或褐绿色，产孢圈排列整齐， 

菌丝紧密且排列整齐，菌落背面乳白色。当pH值 

较高时，菌落生长缓慢，产孢数量少，孢子主要呈现 

灰绿色，培养后期，菌落中．出现赭褐色露珠状分泌 

物。碳原和氮原实验结果显示该菌较为优化的氮源 

为硝酸钠或硫酸铵，较为优化的碳源则是麦芽糖和 

玉米粉。日本曲霉原变种在所选的一系列培养基中 

除生长速度有明显不同外，其基本菌落形态均表现 

为孢子深橄榄绿色至褐绿色，菌丝乳白或灰白色，菌 

落正面或背面具细密的辐射状沟纹或无 ，菌落背面 

4 10 2O 30 40 50 60 

温度Temperature(℃) 

士 3 ；=：=；=：=§ 

图6 温度对臭曲霉生长的影响 

Fig．6 Effects Oll the growth ofA．japonicus Saito vat．japoni— 

C125 by temperature 

注：1—4分别为第4,6、8、12 d检测的产孢圈；5～8分别为第4、 

6、8、12 d检测菌落 
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图7 pH值，氮源，碳源实验部分图片 

Fig．7 Some photos during the experiments on pH value，nitrogen source，carbon source and temperature 

注：A—B：pH ：7，13的实验菌落；c—D，F—G：N1，N2，N4，N6实验的菌落；E：N2实验的菌落背面；H-J：C2，C3，C5实验的菌落；K-L：30℃和 50 

℃实验的菌落 

培养基颜色乳白、黄褐或墨蓝色。上述观察结果与 

中国真菌志中描述的日本曲霉原变种菌落紫黑色或 

紫褐色，菌落反面黄褐色的菌落特征有所差异(齐 

祖同，1997)。这可能与菌株来源与培养基不同有 

关l1 。通过温度梯度实验得出，本实验所选用的日 

本曲霉原变种 KZ-6的最适生长温度为3O℃，次适 

温度范围2O一40℃。当温度降低到4℃时，该菌停 

止生长，当温度升高至60℃时该菌完全死亡。虽同 

为曲霉属黑色曲霉类真菌，但日本曲霉原变种与笔 

者先前报道的臭曲霉在生长特性方面仍存在着较大 

的差异。臭曲霉在微酸至中性的pH值条件下生长 

迅速。同时，臭曲霉在 50℃左右的温度下，菌落生 

长速度缓隍，但菌落形态正常，这说明臭曲霉对相对 

高温的承受能力比日本曲霉原变种强 J。鉴于该 

菌株为普洱茶后发酵生产中的主要优势菌物之～， 

以上的实验研究结果将为菌株的大量制备，“普洱 

茶麴”的研制提供关键的技术基础。 

致谢：感谢云南农业大学刘云龙教授鉴定菌种。 
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