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偏高温大曲发酵过程中可培养细菌群落研究
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摘  要：采用经典微生物学方法和16S rDNA基因系统发育分析的方法，对偏高温大曲发酵过程中的细菌类群及

其演替情况进行分析。结果显示：在偏高温大曲发酵过程中，细菌数量从拌料的1.0×107个/g快速上升到最大值

4.0×108个/g(第一次翻曲，4d)，最后降低到1.5×107个/g；可培养的细菌类群从最开始的5属9种增加到9属26种后减

少至第一次翻曲时(4d)的7属23种，随后多样性持续下降，到收曲时仅检测到1属6种。同时发现在整个发酵过程中

Bacillus为绝对优势属，在整个发酵环节均存在。
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Abstract：Using classical microbiological methods and 16S rDNA gene phylogenetic analysis of the culturable bacterial 

flora in the fermentation of high-temperature Daqu, we found that the number of bacteria at the first stirring (on the 4
th
 d) was 

rapidly increased to a maximum level of 4.0 × 10
8
 CFU /g from the initial level of 1.0 × 10

7
 CFU/g, and then was reduced 

to 1.5 × 10
7
 CFU/g finally. The cultivable bacterial populations were increased to 26 species in 9 genus from 9 species in 

5 genus at the beginning, and then were reduced to 23 species in 7 genus at the first stirring (on the 4
th
 d), and during the 

following stages the bacterial diversity continued to reduce to 6 species in 1 genus finally. In addition, we also found Bacillus 

existed throughout the fermentation process as the dominant genus.
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中国白酒是世界六大蒸馏酒之一，是我国特有的

民族传统产业，亦是我国食品饮料行业中重要的组成部

分。曲药在我国白酒行业中普遍使用，主要为白酒发酵

提供多种部分发酵菌种和复合酶系[1]，曲药中的微生物群

落与白酒的风格、风味、口感及品质的关系极为密切[2]。

正因为如此，目前对清香型白酒、浓香型白酒及酱香型

白酒曲药中微生物的相关研究已有较多报道[3-5]，但对曲

药发酵过程中细菌类群的变迁却研究较少且不够系统。

偏高温大曲是宜宾叙府酒业股份有限公司自主研发

的“一步法”多粮浓酱兼香型白酒生产工艺[6]中所使用的

曲药，其工艺特点为将传统浓香型白酒的中高温大曲的

最高品温提高2～3℃(最高品温63℃)。对偏高温大曲发酵

过程中的细菌群落及其演替开展较为系统的研究，不仅

有利于进一步完善、提高多粮浓酱兼香型白酒工艺，对

于探究固态多菌种发酵体系中温度对微生物群落、代

谢产物的影响(机制)亦有重要的借鉴价值。同时，这些

菌株也是潜在的资源，具有在白酒乃至其他行业应用

的前景。

1 材料与方法

1.1 样品采集

分别在制曲过程的拌料(0d)、立曲收汗(0d)、第一次

翻曲(4d)、第二次翻曲(10d)、堆烧(18d)、收曲(40d)时采

集样品。拌料样品为拌合均匀的小麦粉，曲药样品为随

机选取的5块曲药的四角、曲心、曲包的混合样。
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1.2 试剂与仪器

菌株DNA提取、16S rDNA片段扩增所用的各种酶、

Marker、dNTPs、Buffer等 生工生物工程(上海)股份有

限公司；其余试剂均为国产分析纯。

PCR仪 美国Bio-Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 细菌菌落总数计数

培养基为改良的牛肉膏蛋白胨培养基(NA)，具体配

制方法参考文献[7]，计数参考文献[8]。

1.3.2 分离、纯化

每个样品计数后，选取菌落数在30个以下的平板，

挑取菌落划线纯化3次后保存。

1.3.3 培养物DNA提取和16S rDNA PCR扩增

根据文献 [9 ]提供的方法，提取优势菌及特殊菌

基因组D N A后，P C R  扩增 1 6 S  r D N A。细菌引物

27f：5’-AGAGTTTGATCTGGCTCAG-3’和1541r：

5’-AAGGAGGTGATC CAGCCGCA-3’[10]。PCR反应体系

和反应条件参照东秀珠等[11]的方法进行。

1.4 16S rDNA部分序列分析

扩增的PCR产物送生工生物工程(上海)股份有限公司

(Sangon)纯化并测序，测序长度1000～1100bp，所得序列

(包含V1～V6可变区)用EzTaxon Server 2.0在线进行相似

性分析[9]，如相似性低于97%则对16S rDNA进行全序列

测序比对。

用ClustalX按照最大同源性的原则进行排序，采用

Kimura-2计算核苷酸差异值[12]，并用BioEdit 5.0.9进行检

验，最后用Neighbor-Joining法构建系统进化树，自展数

(bootstrap)为1000[11]。

2 结果与分析

2.1 偏高温大曲发酵过程中细菌数量变化
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图 1 曲药发酵过程中细菌数量及制曲品温变化

Fig.1 Changes in bacterial count and temperature during Daqu 

fermentation 

由图1可知，偏高温大曲中细菌数量在发酵的不同阶

段呈现先增加、后降低的变化趋势。拌料阶段的细菌数量

较少(1.0×107个/g曲)，通过短暂的立曲收汗细菌数量即增

加约3倍，达到4.0×107个/g曲；经过4d发酵，到第一次翻

曲时细菌数达到峰值(4.0×108个/g曲)；随后细菌数量开始

下降，到第二次翻曲(10d)时达到3.0×108个/g曲；此后急

剧降低，堆烧和收曲阶段，细菌数量仅分别为峰值的约

1/10和1/30，与拌料和立曲收汗时的数量接近。

曲药中细菌数量变化的情况与偏高温大曲生产过程

中温度变化情况是吻合的。在拌料阶段，尽管曲药中接

种了来自原料、水源、工具、场地及人工带入的大量细

菌，但此时细菌并未增殖，使得细菌数量低。随着发酵

的进行，各类细菌大量繁殖导致数量不断增加，但同时

曲药温度也在不断上升，在第一次翻曲时曲药的温度接

近最高点时(细菌数量达到最高点时的品温58℃)细菌数

量达到顶峰。随后，从第一次翻曲至堆烧长达14d的时间

内，曲药温度一直维持在顶温附近(60～63℃)，使得大量

不能耐受高温的细菌死亡从而数量急剧下降，可耐受一

定高温的细菌在忍受一定时间高温胁迫后也逐渐死亡，

到发酵后期，由于水分大量挥发损失(水分含量＜15%)及

微生物代谢废物的积累，曲药中的环境愈发不再适合大

多数细菌的生长，细菌总数进一步下降，推测此时可检

测到的细菌多为产芽孢细菌。

2.2 偏高温大曲发酵过程微生物类群的演替

2.2.1 各样品中获得的纯培养物

经去除冗余，从不同样品的计数平板上分离得到116

株纯培养物，其中拌料11株，立曲收汗30株，一次翻曲

34株，二次翻曲22株，堆烧12株，收取7株。

2.2.2 纯培养物的系统发育分析

Bacillus amyloliquefaciens  NBRC 15535T (2 strains)
Bacillus siamensis PD-A10T (1 strain)
Bacillus methylotrophicus  CBMB205T (4 strains)
Bacillus tequilensis NRRL B-41771T (6 strains)
Bacillus subtilis subsp . inaquosus BGSC 3A28T (6 strains)
Bacillus anthracis ATCC 14578T  (6 strains)
Bacillus aryabhattai B8W22T (6 strains)
Bacillus flexus  IFO 15715T  (6 strains)
Staphylococcus sciuri subsp.  sciuri DSM 20345T (5 strains)
Staphylococcus sciuri subsp.  carnaticus GTC 1227T  (3 strains)
Staphylococcus nepalensis CW1T  (5 strains)  
Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis GTC 843T (4 strains)
Staphylococcus gallinarum  ATCC 35539T (6 strains)

Exiguobacterium profundum  10CT (2 strains)
Kocuria marina KMM 3905T (2 strains)
Arthrobacter mysorens  LMG 16219T (1 strain)

Acinetobacter schindleri LUH5832T (2 strains)
Acinetobacter johnsonii  DSM 6963T (1 strain)
Acinetobacter baumannii  DSM 30007T (3 strains)
Cronnobacter malonaticus E825T (2 strains)
Cronnobacter dublinensis subsp.  lausannensis  E515T (2 strains)
Enterobacter cowanii CIP 107300T (4 strains)
Klebsiella variicola F2R9T (1 strain)
Klebsiella pneumoniae subsp.  ozaenae ATCC 11296T (2 strains)
Enterobacter aerogenes NCTC 10006T (1 strain)
Enterobacter hormaechei  CIP 103441T (4 strains)

Bacillus licheniformis
 
ATCC 14580T (24 strains)

Bacillus cereus
 
ATCC 14579T (3 strains)

Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50 (2 strains)68
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图 2 116株纯培养物基于16S rDNA基因序列的系统发育树

Fig.2 Neighbour-Joining tree showing the phylogenetic relationships 

among 16S rDNA gene sequences from 116 strains
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1 1 6株纯培养物的系统发育树如图2所示。按照

16S rDNA序列系统发育分析的相关理论[13-14]并结合图2

可以看出，分离得到的116株细菌呈现出较为丰富的系统发

育多样性。除1株菌与Bacillus flexus的相似度为96.3%，可能

是Bacillus属的一个潜在新菌种外，其余115株菌与GenBank

中9个属、29个种的模式菌株序列的相似度≥98%。其中，

Bacillus有64株，占到55.2%，为绝对优势属；B. licheniformis 
24株，占20.7%，为绝对优势种。

2.2.3 偏高温大曲发酵过程中细菌类群的演替情况

表 1 偏高温大曲发酵过程中细菌类群的演替情况

Table 1 Succession of bacterial flora during high-temperature Daqu 

fermentation

属 种 拌料 立曲收汗 一次翻曲 二次翻曲 堆烧 收曲 总数

Bacillus

B. licheniformis 2 4 5 7 4 2 24
B. aryabhattai 1 2 1 1 1 6
B. anthracis 1 1 2 1 1 6

B. flexus 2 1 1 1 1 6
B. amyloliquefaciens 1 1 2

B. tequilensis 1 2 1 1 1 6
B. siamensis 1 1

B. cereus 1 1 1 3
B. methylotrophicus 1 1 1 1 4

B. subtilis subsp. inaquosorum 1 2 1 1 1 6

Staphylococcus

S. saprophyticus subsp. bovis 1 2 1 4
S. sciuri subsp. sciuri 2 1 1 1 5

S. gallinarum 1 1 4 6
S. nepalensis 1 1 1 2 5

S. aureus subsp. aureus 1 1 2
S. sciuri subsp. carnaticus 1 1 1 3

Cronnobacter
C. malonaticus 1 1 2

C. dublinensis subsp. lausannensis 1 1 2

Klebsiella
K. variicola 1 1

K. pneumoniae subsp. ozaenae 1 1 2

Enterobacter
E. aerogenes 1 1

E. hormaechei 1 1 1 1 4
E. cowanii 1 1 2 4

Acinetobacter
A. baumannii 1 1 1 3
A. schindleri 1 1 2
A. johnsonii 1 1

Kocuria K. marina 1 1 2
Arthrobacter A. mysorens 1 1

Exiguobacterium E. profundum 1 1 2
菌株数 11 30 34 22 12 7 116
属数 5 9 7 3 2 1 9
种数 9 26 23 14 8 6 29

由表1可知，拌料时检测到分属于5属9种的细菌

类群，拌料、踩曲完成后进入曲房中立曲收汗后，曲

药中可培养细菌多样性大幅度增加，检测到分属于9属

26种的细菌类群。其中，从属一级分类单位来看，拌

料时和立汗收曲时呈现高度一致性，仅在立曲收汗时

多检测到1个属的细菌Arthrobacter；从种一级分类单

位来看，Acinetobacter johnsonii仅在拌料时检测到，

B. siamensis、K. variicola、E. aerogenes、K. marina等

4个种的细菌仅在立曲收汗时检测到。无论从属还是种

一级分类单位，立曲收汗时样品中细菌多样性都要高于

拌料时的样品，这充分表明人工踩曲和立曲收汗这2个

制曲环节(工艺)对于偏高温大曲发酵体系中细菌接种具

有重要作用；同时，亦表明曲房环境中存在对大曲生产

具有重要作用的细菌类群。在一次翻曲后，可培养细菌

类群多样性略有下降。样品中检测到分属于7属23种的

细菌类群，相对于立曲收汗，属一级分类单位减少2个

(Kocuria、Arthrobacter)，种一级单位减少5个(B. cereus、
K. variicola、E. aerogenes、K. marina、A. mysorens)，这

表明从立曲收汗到第一次翻曲期间，急剧升高的温度已

开始对偏高温大曲中细菌类群进行筛选。

二次翻曲后仅检测到3属14种的细菌。相对于第一

次翻曲时，无论是属还是种一级水平上细菌类群都急剧

减少，这显示偏高温大曲发酵过程中的第一次翻曲至二

次翻曲期间，发酵过程对细菌的筛选进一步加剧。在堆

烧后，偏高温大曲中检测到分属于2属8种的细菌类群，

相对于第二次翻曲时减少了1属6个种的细菌，这显示从

第二次翻曲直至堆烧过程中，细菌属种的多样性持续降

低，但降低速度明显减缓。最终(收曲时)，偏高温大曲中

仅检测到了分属于Bacillus的6个种，相对于堆烧环节，

细菌类群减少了1属2种。

纵观偏高温大曲发酵过程中可培养细菌类群多样

性变化情况，在经过拌料、踩曲后的立曲收汗阶段细菌

的多样性最为丰富，随后开始逐渐下降至最后的1属6个

种。从属一级分类单位来看，从最开始能够检测到的9个

属，最后仅检测到了1个属；从种一级分类单位来看，从

最多能够检测到的26个种，到最后仅能检测到6个种。而

且，多样性降低最为迅速(剧烈)的环节为第一次翻曲至第

二次翻曲之间，而此时正是偏高温大曲发酵过程中温度

升至并稳定在最高温度的阶段，这在相当程度上表明偏

高温大曲发酵温度是筛选(选择)大曲中功能微生物类群的

主要因素。

在总共分析的116株细菌中，Bacillus和B. licheniformis
分别为属一级和种一级的优势分类单位。从偏高温大曲

发酵的各个阶段来看，Bacillus的菌株在各个阶段属一级

分类单位中所占的比例均最大(分别为36.4%、43.3%、

47.1%、68.2%、66.7%、100%)且所占比例在发酵过程中

呈现线性上升；这与多数研究中浓香型及酱香型白酒大

曲细菌以芽孢杆菌为主的结论相同。

值得注意的是，本实验发现在第二次翻曲后B. licheniformis
开始在大曲中占据优势，可能是由于二次翻曲前曲醅环

境有利于绝大部分细菌生长，二次翻曲后绝大部分种(尤

其是非芽孢杆菌)的衰亡才确立了B. licheniformis的主导地

位。而周新虎等[15]虽然都发现Bacillus为浓香型白酒大曲

中的绝对优势属，但均没有明确B. licheniformis为绝对优
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势种，造成差异的主要原因可能为：1)制曲环境、气候

和工艺差异导致细菌区系的差异；2)纯培养手段所采用

的培养基及培养条件的差异v导致细菌区系的差异。本研

究与张明春等[16]“白云边大曲微生物分析研究”结果较

为接近，通过分析发现其制曲工艺与本公司较为接近(特

别是品温较为接近)，但制曲环境的及细菌培养条件的不

同导致了两者存在一定的差异。据报道B. licheniformis该
种细菌可产淀粉酶、蛋白酶及多种白酒风味物质[5]，可能

对浓香型大曲风味形成有重要意义。

3 结 论

偏高温大曲发酵过程中可培养细菌的种属在拌

料、踩曲后最丰富，菌数在一次翻曲时达到最高值，

随后均呈逐渐下降趋势。可培养细菌数量及其多样性

的变化与偏高温大曲的发酵温度变化之间存在直接对

应关系。其中细菌数量经拌料、踩曲后达到一次翻曲

的最高峰，后急剧衰亡至堆烧，收取时与拌料和立曲

收汗的数量相当；细菌多样性由拌料上升至立曲收汗

的最大，小幅减少至一次翻曲，后急剧降低至二次翻

曲，缓慢减少至收曲后趋于稳定；温度呈现前缓中挺

后缓落现象，一次翻曲至堆烧温度稳定在顶温附近(此

阶段也是细菌数量和多样性呈现急剧降低的时期)，显

示提高培曲品温对大曲最终的生产(功能)菌株的筛选作

用重大。Bacillus和B. licheniformis分别为偏高温大曲发

酵过程中的绝对优势属和优势种。
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