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特香型白酒酿造过程中真核微生物菌群演替
李凯敏1，付桂明1,*，吴酬飞2，刘成梅1，万  茵1，潘  菲1，郑福平3,*
（1.南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，食品学院，江西 南昌 330047；

2.湖州师范学院生命科学学院，浙江 湖州 313000；3.北京工商大学食品学院，北京 100048）

摘  要：采用高通量测序技术对特香型白酒酿造过程中的真核微生物菌群演替动态变化进行分析。方法：分别于

发酵窖池内采集底糟样品（0、30 d）和表层与下层酒醅样品（0、3、6、10、15、20、25、30 d），洗脱表面微

生物，提取基因组DNA，进行聚合酶链式反应扩增和高通量测序分析。结果表明：在整个发酵周期内，酒醅中

的真核微生物菌群多样性与丰度呈现明显下降趋势，优势菌目为Saccharomycetales（酵母目），优势菌属依次为

Saccharomyces（酵母属）、Pichia（毕赤酵母）、Galactomyces（耐碱酵母属）；相比酒醅而言，底糟真核微生物

菌群构成更为复杂，主要优势菌群包括Saccharomycetales（酵母目）、Eurotiales（散囊菌目）、Capnodiales（煤炱

目）和Tremellales（银耳目）等；对整个发酵过程中的菌群结构进行主坐标分析，结果显示表层酒醅与下层酒醅在

真核微生物菌群结构上没有明显的差异。
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Abstract: High throughput sequencing (HTS) was used to investigate the dynamics of eukaryotic microbial community 

succession during the fermentation process of special-flavor liquor. Microbial samples were collected by washing the surface 

of fermented grains from the bottom of fermentation cellar (0 and 30 d) and from the top and middle (0, 3, 6, 10, 15, 20, 25, 

and 30 d), and their genetic DNA was then extracted. The 18S rRNA regions of fungal rRNA genes were amplified by PCR. 

The dominant microbial populations and their succession dynamics were determined by pyrosequencing. The diversity and 

abundance index of fungal microbial communities showed a decreasing tendency during the fermentation process. Moreover, 

Saccharomycetales was the predominant order and Saccharomyces, Pichia and Galactomyces were the predominant genra 

on top and middle fermented grains during the whole fermentation process. The eukaryotic microbial communities identified 

from bottom fermented grains were more complicated, with the dominant species being Saccharomycetales, Eurotiales, 
Capnodiales and Tremellales. Furthermore, principal coordinate analysis (PCoA) results revealed that no obvious difference 

in fungal communities between the top and middle fermented grains was observed during the fermentation process of 

special-flavor liquor.
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白酒作为我国传统优势蒸馏酒，以谷物为原料，采

用大曲、小曲或麸曲为发酵剂，用双边或固态糖化发酵，

蒸馏取酒，经过贮存、勾兑生产出香气浓郁的蒸馏酒，是

世界著名的六大蒸馏酒之一，因酿酒原料、地理位置与酿

造工艺的差异，所酿白酒呈现出不同的风味特点[1]；按香

型可分为浓香型、清香型、酱香型、特香型[2]等。

特香型白酒是一种“浓头酱尾清中间”、“三香

具备尤不靠”的特殊香型，以四特、樟树贡、临川贡

酒为主要代表。其酿造工艺不同于其他白酒，是以红锗

条石建造窖池，“三进四出”的续渣发酵，混蒸混烧

“四甑”生产工艺，以优质大米为原料进行酿酒 [3-4]。

特香型白酒窖池底部铺有一层酒醅称为底糟，底糟要

在窖池底部发酵1 a以上才会启封蒸酒，且底糟所蒸白

酒香气浓郁，常作为特香型白酒产品的调味酒。研究

表明，微生物在白酒的酿造过程中发挥着重要作用[5]，

分析酿酒过程中微生物菌群演替可以了解白酒的发酵

机理，解析酿酒过程中的功能微生物[6]。传统菌群分析

采用涂布分离纯菌株，再进行分子鉴定，生理生化鉴

定，操作复杂，且最大的弊端在于绝大多数的微生物

是不能够被培养或者很难被培养，大量菌群的遗漏导

致检测结果不准确[7]。近年来，16S rRNA克隆建库[8]、

变性梯度凝胶电泳[9]、温度梯度凝胶电泳[10]、高通量测

序（high throughput sequencing，HTS）[11]等分子生物

学技术的发展为环境微生物的检测提供了条件。HTS是

一种全新的测序技术，它能一次对多个样品进行分析，

具备一次对几十万到几百万条DNA分子同时进行测序的

能力，节省了诸多繁琐的实验步骤[12]。该方法具有通量

高、快速、低成本等优点，广泛应用于不同的环境中，

例如土壤[13]、湖泊淤泥[14]等生态环境。近年来，HTS也逐

步应用于传统发酵食品中菌群多样性研究，如香肠[15]、 

米酒[16]、醋[17]等发酵食品。

白酒酿造过程中存在大量微生物，其中霉菌、酵母

菌等真核微生物在发酵过程中扮演重要角色。丝状真菌

产生大量淀粉酶、糖化酶、蛋白酶等，可以大量水解淀

粉与蛋白质，提高消化率与生理活性，甚至一些真菌对

白酒风味物质的合成有很大贡献[18-19]；酿酒酵母发酵可

产生大量乙醇，而一些非酿酒酵母则可产生多种香气成

分[20]。目前有关特香型白酒微生物的研究较少，尚鲜见

对特香型白酒酿造过程中真核微生物菌群的相关研究报

道。本研究采用宏基因组学对特香型白酒酿造过程中酒

醅与底糟中的真核微生物群落结构进行分析，为解析特

香型白酒酿造过程提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

Soil DNA kit试剂盒 北京天根生化科技有限公司；

DNA Marker 宝生物工程（大连）有限公司。

1.2 仪器与设备

聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）仪  

赛默飞世尔科技有限公司；DYY-8C电泳仪 北京六一

仪器公司；HTS仪 美国Illumina公司。

1.3 方法

1.3.1 样品采集

采样点为江西樟树贡酒厂的生产窖池，取样时

间为2016年4—5月，样品发酵时间分别为0 d（酒醅

入窖当天）、3、6、10、15、20、25  d和30  d；窖

池深度2 m；酒醅按纵向分表层（0～20 cm）与下层

（80～180 cm）、窖池底糟（180～200 cm），按横向

分中心区域（中心区75 cm以内）和周边区域（距池边

5～20 cm环带）；发酵期间内窖池密封，取样时使用取

样器通过取样口直接插入酒醅进行取样，不破坏窖池整

体的密封环境，同区域取6 点样均匀混合；混匀后，置无

菌容器中于－80 ℃冰箱保藏。

1.3.2 样品基因组DNA提取

分别称取酒醅样品2 g，用无菌水对微生物进行洗

脱，并用玻璃珠破碎法，对样品进行破碎处理，采用Soil 

DNA kit试剂盒进行提取宏基因组DNA。

1.3.3 目的区段扩增及高通量测序

根据实验设计对18S rRNA基因进行扩增，采用

引物SSU1196R：TCTGGACCTGGTGAGTTTCC和

SSU0817F：TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA[21]。

为了对所有样品进行区分，上游引物前加一段barcode序

列。PCR扩增程序：95 ℃预变性3 min，95 ℃变性30 s，

55 ℃退火30 s，72 ℃延伸45 s，30 个循环；最后72 ℃延

伸10 min。PCR体系参见Liu Wenjun等[22]报道，PCR扩

增结束后，产物经2%琼脂糖凝胶电泳纯化，并对样本

浓度定量，送至上海美吉生物医药科技有限公司，利用

MiSeq PE300平台进行高通量测序分析。

1.4 数据分析

用Mothur软件以97%为划定阈值对序列划分操作分

类单元（operational taxonomic units，OUT），根据各

样品物种丰富度情况，利用得出的OTU结果计算样品中

生物多样性指数、丰富度指数（Chao、ACE指数）、

多样性指数（Shannon、Simpson指数）、覆盖率指数

（Coverage）等。此外，在测序前需要将各序列的引物

和barcode去掉，并对序列长度进行筛选，以减少错误的

测序，确保测序质量[12]。经过处理后的序列与SILVA数

据库进行比对，然后基于分类学信息，在各个分类水平
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上进行群落结构的统计分析。使用加权UniFrac距离算法进

行主坐标分析（principal coordinates analysis，PCoA） [23]。

2 结果与分析

2.1 18S rDNA的扩增结果

2 000 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

M. DL2000 DNA Marker；泳道1～17.按顺序分别为0 d、

表层3 d、下层3 d、表层6 d、下层6 d、表层10 d、下层

10 d、表层15 d、下层15 d、表层20 d、下层20 d、表层25 d、 

下层25 d、表层30 d、下层30 d、底糟0 d、底糟30 d。

图 1 基因组DNA的PCR扩增产物电泳图

Fig. 1 Electrophoretogram of PCR amplification products of genomic DNA 

图1是以提取的样品宏基因组DNA为模板，对18S 

rDNA进行PCR扩增，由琼脂糖凝胶电泳后的成像图可以

看出，17 个样品长度均保持在550 bp左右，与目标片段

相一致。

2.2 样本序列及微生物多样性分析

表 1 样品多样性指数

Table 1 Alpha-diversity indexes of microbial communities from 

fermented grain samples

样品 时间/d OTU Coverage ACE Chao Shannon Simpson

酒醅 0 38 0.99 43 53 1.96 0.193 2

表层酒醅 3 28 0.99 37 36 0.91 0.611 8

表层酒醅 6 24 0.99 30 26 0.98 0.545 6

表层酒醅 10 24 0.99 32 45 0.80 0.633 3

表层酒醅 15 21 0.99 24 23 0.57 0.787 0

表层酒醅 20 23 0.99 31 27 0.54 0.7872

表层酒醅 25 25 0.99 28 28 0.55 0.787 1

表层酒醅 30 21 0.99 24 23 0.51 0.796 2

下层酒醅 3 29 0.99 34 32 0.94 0.584 4

下层酒醅 6 29 0.99 40 34 1.01 0.572 7

下层酒醅 10 23 0.99 23 20 0.81 0.672 4

下层酒醅 15 22 0.99 29 30 0.38 0.869 2

下层酒醅 20 24 0.99 33 25 0.42 0.856 1

下层酒醅 25 23 0.99 24 24 0.44 0.8475

下层酒醅 30 23 0.99 29 28 0.32 0.887 9

底糟0 d 0 53 0.99 53 53 2.23 0.166 7

底糟30 d 30 50 0.99 51 50 2.07 0.237 3

如表1所示，所有样本的Coverage指数均达到0.99，

证明本次测序覆盖了样本中绝大部分真核微生物，数据

结果准确可靠。结果表明：底糟的Shannon指数最高，

达到2.23（Shannon指数越高，多样性越高），说明底糟

样品中的微生物多样性要远高于发酵期酒醅，可能是由

于底糟不参与规律性的蒸馏出酒，经过多轮、长时间发

酵，其微生物种类丰富、数量庞大[24]。从真核微生物多

样性上来看，发酵周期的前10 d，窖池内下层酒醅与表层

酒醅样品的微生物多样性没有明显差异，从发酵10 d到

发酵周期结束，窖池表层酒醅的微生物多样性要明显高

于下层样品。这可能是由于发酵前期窖池内整体变化保

持一致，使得表层与下层酒醅真核微生物没有较大的差

异；到发酵中后期窖池处于低pH值、低氧含量、高酒精

度等“不利”环境中，且随窖池深度增加，酸和酒精含

量逐渐增高、氧含量逐渐降低[25]，对微生物的抑制作用

增强，以至于真核微生物多样性越来越低。

30

25

20

15

10

5
0 5 10 15 20 25 30

/d
O

T
U

图 2 不同发酵时期真核微生物在属水平上的数目变化情况

Fig. 2 Changes in eukaryotic microorganisms during different 

fermentation periods at genus level

图2表明，刚入池发酵的酒醅样品（0 d）中真核微

生物多样性最为复杂，OTU数达到28 种，随着发酵的进

行，酒醅中真核微生物种类呈逐渐递减趋势。这是由于

刚入窖的酒醅中不仅含有大曲，还包含大米，稻壳，酒

糟等酿酒原料，这些原料中富含大量的微生物，因此发

酵0 d的酒醅中的微生物种类最高[18,26]。

发酵启动阶段（0、3 d），真核微生物多样性出现

大幅度下降，可能原因是微生物开始发酵后，由于采用

隔绝空气的厌氧发酵，氧气含量均大幅度减少，大量好

氧菌生长受到抑制，真核微生物多样性显著降低。随后

进入酿酒开始阶段（3、6、10 d），真核微生物趋于稳

定，没有产生明显的下降。这是由于能够进行厌氧发酵

而存活的酵母菌等真核微生物经过数天适应，开始大量

生长，并开始发酵产生酒精等各种代谢产物，但积累量

不大，不足以对酒醅理化性质进行大幅度改变，对微生

物的抑制作用不强，所以该阶段真核微生物菌群多样性

相对复杂且保持稳定[26]。

随着发酵的进行，进入发酵中后期（15、20、25、

30 d），菌群多样性开始逐步降低，直到发酵周期结束

后，真核微生物只有10 种存在。这是由于发酵进入了中

后期，酒醅中的营养物质与氧气消耗殆尽，同时积累了

大量代谢产物，例如酿酒酵母生成大量的酒精、丝状霉

菌产生柠檬酸，醋酸菌和乳酸菌分别分泌产生醋酸、乳

酸[26-27]等。这些代谢产物造成酒醅中微生物处于低pH值
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和高酒精环境中，生长受到抑制，使酒醅中真核微生物

菌群变得更加单一。

2.3 发酵过程中酒醅优势真核微生物变化情况分析
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图 3 门水平（a）、目水平（b）、属水平（c）上各样品真核 

微生物菌群结构

Fig. 3 Fungal communities of fermented grain samples at phylum level (a), 

order level (b) and genus level (c)

对整个发酵周期的酒醅进行鉴定分析，门水平真核

微生物菌群结构如图3a所示，在酒醅入窖（0 d），主

要真核微生物是由Ascomycota（子囊菌门，72.6%）、

Zygomycota（接合菌门，24.6%）和Basidiomycota（担

子菌门，2.3%）构成；随着发酵时间的延长，从发酵3 d

起，Ascomycota成为酒醅中的唯一的优势真核菌门。结

果表明整个发酵周期内酒醅真核微生物菌群结构在门水

平上较稳定。

如图3b所示，在整个发酵过程中，Saccharomycetales

（酵母目）与Eurotiales（散囊菌目）构成了主要的酒醅

真核微生物菌群。Saccharomycetales从发酵0 d的52.9%，

3 d内迅速升高至97.1%且维持到发酵结束；与此同时

Eurotiales由发酵开始的19.2%迅速下降到2.1%，并随着发

酵时间的延伸继续下降。由此可见，Saccharomycetales是

整个酿酒过程中的绝对优势菌，可能是由于酒醅发酵过程

处于密封环境，进行厌氧固态发酵，且发酵后期酒醅环境

恶劣，氧气含量严重不足，酵母菌相比其他真核微生物具

有更高的耐受性[20]。

如图3c所示，在属水平上Saccharomyces（酵母

属）、Galactomyces（耐碱酵母）和Pichia（毕赤酵母）

是酿造过程中的优势菌群；Saccharomyces具有发酵能力

强，高产酒精能力，是酿酒过程中最主要的功能菌株；

Pichia是酿酒过程中重要的产酯微生物[27]；Galactomyces
（耐碱酵母）、Aspergillus（曲霉属）和Thermoascus
（热子囊菌）随发酵时间的延长呈现明显下降趋势，到

发酵结束后丰度仅存2.9%、0.3%和0.1%左右；部分真

核微生物在发酵中后期才被检测出，例如Brettanomyces
（生香酵母），发酵前期（0～10 d）未检出，于发酵增

香阶段（15～25 d）才被检测到；生香酵母是一类产酯酵

母，是中国白酒风味中酯香的主要产生菌之一；有研究

表明于特香型白酒酒醅中加入一定量的生香酵母可以有

效提高所酿白酒香味成分的含量，且不会对原白酒风味

产生任何不利影响，更有助于香味物质的积累[28]。

2.4 底糟真核微生物分析

对窖池底糟进行高通量测序分析，发现两个底糟样

品微生物菌群结构、多样性上没有明显的差异，仅在某

些微生物的丰度上略有变化。结果表明Ascomycota（子

囊菌门）、Zygomycota（接合菌门）和Basidiomycota

（担子菌门）是主要的优势菌门（图3a）；Ascomycota

序列数高达90%以上，其次是Basidiomycota。共有25 个

目的真核微生物被检测到（图3b），其中Saccharomycetales

（酵母目）、Eurotiales（散囊菌目）、Capnodiales（煤炱

目）和Tremellales（银耳目）是优势菌目。经过一轮酿酒发

酵，Capnodiales丰度上稍有提高，而Saccharomycetales略有

下降，其余菌群均未发生明显改变。

图3a表明，无论是酒醅还是底糟，Ascomycota均是

其中真核微生物的主导门类，但是相较酒醅而言，底糟

中含有更高丰度的Basidiomycota，主要原因是底糟长期

处于窖池底层，进行厌氧发酵，水分含量高，更利于

担子菌的生长[29]。如图3b所示，Saccharomycetales虽在

底糟样品中也有最高的丰度，但要远低于其在酒醅样

品中所占比例；Eurotiales和Capnodiales在底糟样品中分

别达到21.2%和6.2%，远超其在酒醅中所占比例；且诸

多真核微生物在仅在底糟中被检测，例如Capnodiales、
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Cystofilobasidiales、Leucosporidiales、Liliopsida、

Malasseziales。

在属水平上（图3c），Aspergillus（曲霉属）、

Brettanomyces（生香酵母属）、Cladosporium（芽枝霉

属）、Galactomyces（耐碱酵母属）、Thermoascus（热

子囊菌属）等菌群在底糟中占到较高的比例。由于底糟

微生物菌群构成丰富，富含大量风味成分，其蒸馏物作

为特香型白酒产品的调味酒体，可以有效的增强产品酒

的风味，使其后味爽净，诸香协调，更具特色。

2.5 PCoA结果 
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图 4 所有样品真核微生物菌群的PCoA

Fig. 4 PCoA of fungal communities in all samples obtained by using 

high throughput sequencing

PCoA可通过降维找出影响样本群落组成差异的潜在

主成分，用来研究样本群落组成的相似性或差异性[23]。

本研究通过PCoA对整个特香型白酒发酵过程中表层酒

醅、下层酒醅和底糟的真核微生物菌群结构的相似性进

行评估，如图4所示，所有样品在PCoA图上分为3 个集

群；酒醅（0 d）、酒醅（3～30 d）与底糟三者各集中

于一簇，表现出明显的差异；在整个固态发酵过程中，

3～30 d表层与下层酒醅的真核微生物菌群结构没有明显

的差异，表明特香型白酒酒醅真核微生物菌群构成不随

窖池深度的改变而发生明显变化，具有整体性。

3 结 论

本研究采用高通量测序方法系统分析了特香型白酒

酿造过程中表层酒醅、下层酒醅和底糟中的真核微生物

菌群多样性变化及其优势菌群演替过程。结果发现在整

个发酵过程中，Ascomycota是酒醅真核微生物的优势菌

门，由Saccharomycetales与Eurotiales构成，其中前者作为

酒醅微生物的优势菌目，主要包括Pichia、Galactomyces
和Saccharomyces；且整个发酵过程中，表层酒醅与下层

酒醅在真核微生物菌群结构上不存在显著差异。

对底糟样品进行测序分析，结果表明：相较酒

醅而言，底糟中真核微生物菌群更为丰富、复杂，

主要包括Ascomycota、Basidiomycota两个优势菌门和

Saccharomycetales、Eurotiales、Capnodiales、Tremellales 

4 个优势菌目。底糟所酿白酒作为特香型白酒产品酒的调

味剂，更具特香型白酒特色，风味物质含量非常丰富，对

其进行进一步分析来提高特香型白酒的风味非常有意义。

对特香型白酒酿造过程中真核微生物的菌群结构和

优势菌的动态变化进行研究，对解释特香型白酒产香机

理、指导白酒生产、稳定产品质量具有重要的理论指导和

实践价值。在后续实验研究中，可对发酵周期内酒醅的理

化性质和风味成分做进一步分析，结合酒醅中微生物菌群

的演替，为解释特香型白酒产香机理提供理论支持。
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