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不同性状窖泥的细菌群落结构与酸酯含量分析
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摘 要 为了解不同性状窖泥细菌群落结构及酸酯代谢的差异，分别选取新窖泥、趋老熟窖泥和老熟窖泥，对其

细菌16S rDNA的V3区进行变性梯度凝胶电泳分析和同源性比较，并结合窖泥主要有机酸及有机酸酯含量进行

了典型相关分析。结果表明，老熟窖泥的细菌多样性指数及均匀度指数高于新窖泥和趋老熟窖泥，得到的39个

优势条带，进行细菌DNA测序可分为14类；Clostridium XIVa、Aminobacterium均只在老熟窖泥中检测到；新窖泥

和趋老熟窖泥与Lactococcus、Lactobacillus、乳酸、乳酸乙酯含量正相关，老熟窖泥与Clostridiales、已酸、己酸乙酯和

丁酸含量正相关。

关键词 窖泥；细菌群落；变性梯度凝胶电泳(denaturing gel gradient electrophoresis，DGGE)；酸酯含量

中国白酒历史悠久，其中浓香型白酒产量最大，

酒厂主要集中在四川一带，以特色的封闭泥窖作为发

酵容器，采用混蒸混烧工艺，素有千年窖池万年糟的

说法，随着窖池使用时间的增长，不断地封窖、发酵、

开窖，逐渐形成了一个庞大且独特的微生物体系’1 o。

生产经验表明，窖泥作为此体系的主要载体，其品质

和酒质密切相关，白酒酿造过程中，细菌对其香气成

分的构成起着相当重要的作用。正常情况下，随着窖

泥逐渐老熟，其白酒的质量也趋于优质和稳定，窖泥

中的微生物群落也在发生着变化，有益微生物逐渐累

积，更利于好酒的产出。但窖泥自然老熟过程缓慢，

易受到环境因素的影响。因此，探究新窖泥、趋老熟

窖泥和老熟窖泥的细菌群落差异，了解其与主要有机

酸及有机酸酯含量的相关性，对于定向促进新窖的老

熟，维护窖泥的稳定具有重要意义。

窖池是一个封闭的厌氧系统，很多微生物难以培

养，传统的微生物培养技术存在着一定局限性，因此

克隆文库、变性梯度凝胶电泳(denaturing gel gradient

electrophoresis，DGGE)、高通量测序等免培养分子技

术被越来越多地用于窖泥微生物群落结构的研究，其

中PCR—DGGE技术快速、易操作，准确性高，能克服

传统微生物研究方法的不足，得到广泛应用。2。。本

研究应用PCR．DGGE技术结合典型相关分析方法对
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新窖泥、趋老熟窖泥和老熟窖泥的细菌群落及酸、酯

含量进行初步探讨，以期更多地了解不同性状窖泥中

细菌群落、主要有机酸、有机酸酯之间的差异及其窖

泥特征性，从而能更好地把控浓香型白酒生产过程，

使其处于较优的稳定状态。

1 材料与方法

1．1样品采集

2015年11月取自四川西部某酒厂，6个样品均

为窖底泥，新窖泥、趋老熟窖泥和老熟窖泥主要结合

窖池投产时间以及所产白酒酒质判断，各性状窖泥采

集2窖池作为平行，编号分别为新窖泥(1a和1b，5

年窖池)、趋老熟窖泥(2a和2b，10年窖池)、老熟窖

泥(3a和3b，50年窖池)，采用五点取样法取样，混合

均匀后用冰盒运回实验室，立即提取总DNA。

1．2 实验方法

1．2．1 窖泥样品总DNA提取及PCR扩增

采用Soil DNA Kit(Omega Bio．Tek，USA)提取窖

泥样品总DNA。用引物。3 o P2(5’．ATTACC GCGGCT—

GCTGG-3’)和P3(5’一CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGC-

GGGGCGGGGGCACGGGGGGCCT ACGGGAGGCAG—

CAG．3’)对细菌16S rDNA的V3区进行扩增，得到片

段大小约为233 bp。PCR反应体系参考LIANG‘4o。

扩增用touch—down程序：94℃预变性4 min；94℃变

性1 min，65℃退火1 min，72℃延伸1 min，20个循

环，每个循环降低0．5℃；最终94℃变性1 min，55

℃退火l min，72℃延伸1 min，10个循环。所得PCR

产物用2％琼脂糖凝胶电泳检测。

 



1．2．2 窖泥酸、酯的色谱检测

取10 g窖泥，用体积分数为15％的甲醇溶液定

容至100 mL，30℃超声40 min，0．45斗m孔径滤膜过

滤后得到窖泥浸提液待测。

采用气相色谱(安捷伦7890)检测窖泥提取液的

己酸、丁酸、乙酸、己酸乙酯、乳酸乙酯和乙酸乙酯。

气相色谱条件：进样口温度250 oC，进样量0．5斗L，

柱箱初始温度40℃，保持5 min，然后5 oC／min升到

80℃，保持0 rain，再以10℃／min升到120℃，保持

0 min，再以15℃／min升到210 oC，保持12 min。

采用安捷伦1260液相色谱仪和安捷伦6430A质

谱检测器检测乳酸，流动相为甲醇和水(60：40，体积

比)，每次进样5斗L，分析时间为5 min，流量为2 mL／

rain，色谱柱为XDB—C，。(4．6 mm×50 mm)，选择离子

法扫描，选择离子为89．1。

1．2．3 16S rDNA V3区PCR产物梯度变性凝胶电泳

细菌16S rDNA V3区扩增片段通过DGGE(Bio．

Rad)分析其细菌群落，丙烯酰胺胶浓度为8％，变性

梯度范围为30％一55％(100％变性剂为7 mol／L尿

素和40％去离子甲酰胺)，上样量为40斗L，在1×

TAE中，100 V，60 oC条件下电泳220 minHj。电泳结

束后用SYBR Green I(1：50 000)染色45 min。通过

紫外成像系统获取图像，对优势条带切胶回收后送至

生工测序，测得序列通过GenBank进行BLAST同源

性比对。

1．2．4数据分析

利用分析软件(Quantity One，Bio-Rad)对DGGE

图谱图像进行预处理去除背景，根据条带的光密度值

对图谱数据进行量化，据此计算Simpson指数、Shan—

non．wiener指数与均匀度指数，以反映群落种类多样

性及个体分布的均匀性，计算方法如下：

Simpson指数：D=1一XPj2

Shannon．wiener指数：日’=一XpilnPi

均匀度指数：E=H／H。。。，

式中：Pi，种的个体数占群落中总个体数的比例；

日，实际观察的物种多样性指数；H⋯，最大的物种多

样性指数，H。。。=InS(S为群落中的总物种数)。

同时采用WPGAMA算法进行聚类分析生成系

统发育树。

典型相关分析是一种研究两组变量之间相关关

系的多元统计分析方法，以DGGE图谱量化后的细

菌含量数据作为种变量，以标准化处理后的酸酯含量

作为环境变量，运用统计学软件Canoco for windows

嗣盈
进行典型相关分析(CCA)，研究不同性状的窖泥样

品细菌群落结构和酸酯含量之间的相关性。

2 结果与讨论

2．1 DGGE图谱分析

从图1的DGGE指纹图谱，结合Quantity One分

析可知，条带4、5、23、24、34和39均只在老熟窖泥中

检测到，新窖泥和趋老熟窖泥样品中条带10和14的

亮度明显大于老熟窖泥，说明窖泥逐渐老熟中，细菌

种类及优势菌群都发生着变化。

潮
熏垂
图1 新窖泥、趋老熟窖泥和老熟窖泥细菌16S rDNA

的PCR．DGGE图谱及条带系统发育树

Fig．1 PCR-DGGE fingerprints and cluster analysis

of 16S rDNA extracted from bacterial community in new，

trend to be aging and aging pit mud

结合表1可知，窖泥老熟过程中，细菌多样性指

数呈现缓慢升高的趋势，均匀度指数也逐渐上升，说

明窖泥中的细菌群落逐渐达到一个稳态，且细菌群落

变化是一个复杂且缓慢的过程"1。

表1 新窖泥、趋老熟窖泥和老熟窖泥细菌群落多样性指数

Table 1 Dive峭ity of 16S rDNA extracted from bacterial

community in new。trend to be aging and aging pit mud

从系统发育树来看，老熟窖泥明显与新窖泥、趋

老熟窖泥分开，单独成一簇，新窖泥和趋老熟窖泥聚

成一大簇，又各分为两簇，说明老熟窖泥细菌群落与

新窖泥、趋老熟窖泥有较大区别，新窖泥和趋老熟窖
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泥在细菌群落进化上有一定差异，但与老熟窖泥相比

新窖泥和趋老熟窖泥更为接近。王海英哺1等人提出

50年是窖池细菌群落进化的一个分界线，本文中老

熟窖泥样品为50年窖泥，进一步证实了该看法。可

能是在窖泥老熟过程中，由细菌群落结构的量变逐渐

引起窖泥性状的改变，直至达到细菌群落进化的质

变，窖泥呈现老熟状态，从而与新窖泥和趋老熟窖泥

状态发生了明显差别。

2．2优势条带测序分析

切取DGGE图谱中优势条带，测序后经NCBI和

RDP同源性比对，结果如表2所示，共得到14类，窖

泥中细菌主要为拟杆菌目，梭菌目和乳杆菌目。其

中，条带4(Clostridium XIVa)、5(unclassified Bacte．

roidetes)、23(unclassified Syntr叩homonadaceae)、34

(Aminobacterium)和条带24、39(unclassified Clostridi．

ales)只在老熟窖泥中检测到。Clostridium XIVa、Ami．

nobacterium等似乎可成为潜在的老熟窖泥指针菌，

LIU 7。等研究结果显示Aminobacterium具有降乳酸的

功能。结合DGGE图谱条带光密度可以看出，老熟

窖泥中Lactococcus(条带1和2)与Lactobacillus(条带

12、14和15)含量低于新窖泥和趋老熟窖泥，这与

TAO‘8。等的研究结果类似。有研究表明，Lactobacillus

(条带1、2、12、14、15和21)最终产物是乳酸，大量乳

酸的存在会抑制己酸的合成H。。另外，Clostridiales

目各类梭菌在老熟过程是逐渐增加的，据报道梭菌对

浓香型白酒香气的形成起着非常重要的作用，其主要

代谢产物是己酸、丁酸和氢。1”，WEINER报道的

Clostridium kluyceri的己酸产量更是达到了12．9 g／

L⋯。。浓香型大曲酒的主体香是己酸乙酯，乳酸和乳

酸乙酯也是白酒风味的重要组分，但过量乳酸和乳酸

乙酯对出酒率和白酒风味质量有严重影响¨“，因此，

新窖泥与趋老熟泥的乳酸菌高于老窖泥可能是导致

老窖酒的口感普遍优于新窖酒的原因。

此次还检测到了Petrimonas属(条带7、13、17、18

和20)和unclassified syntr叩homonadaceae(条带23和

27)，Petrimonas可以利用葡萄糖产生乙酸、H，和CO，

等。1川。Syntrophomonas与甲烷菌共生时可产生乙酸

和H：，而甲烷菌正好可以利用乙酸和H：。8’12’141，此类

种间氢转移来控制氢气分压有利于己酸的形成。

表2细菌16S rDNA的DGGE优势条带测序结果

Table 2 Identities of 16S rDNA sequences of bands excised from DGGE gel by using BLAST and RDP search tools

2．3 窖泥细菌群落和酸、酯含量的典型相关分析

新窖泥、趋老熟窖泥和老熟窖泥的酸、酯含量检

测结果如表3所示，结合酸、酯含量与细菌群落进行

典型相关分析(CCA)，结果如表4。

根据表4典型相关分析结果，典型变量1和典型

46 2Q!Z!旦!：璺曼型里：!!!里19 1璺1 2

变量2解释了样本中82．9％的变异，前4个典型变

量共解释了98．8％的样本总变异，4个典型变量的

种一环境相关系数为l，说明细菌群落结构与本实验

所检测的酸、酯存在极强的相关性。根据典型变量1

和2生成二维排序图(图2)，典型变量1和典型变量

 



2、与酸、酯的相关系数如表5所示，其中相关性较高 的有己酸乙酯、己酸、丁酸、乳酸和乳酸乙酯。

表3窖泥提取液酸、酯检测结果

Table 3 Content of acids and esters in new，trend to be aging and aging pit mud 单位：mg／g(窖泥)

表4典型相关分析结果

Table 4 Canonical correlation analysis of new，trend

to be aging and aging pit mud

项目 典型变量1典型变量2典型变量3典型变量4

表5典型变量与酸、酯的相关系数

Table 5 Typical variable correlation coefficient with

acid and ester

项目 乙酸乙酯己酸乙酯乳酸乙酯 乙酸 丁酸 己酸 乳酸

典型变量1—0．240 0 0．916 6—0．842 4 0．588 5 0．414 0 0．908—0．889 6

典型变量2一n 012 5 0．344 6 0．012 6 n158 2 0．899 0．035—0．085 7

从排序图可以看出，老熟窖泥(3a和3b)与己

酸、己酸乙酯和丁酸呈正相关，与乳酸及乳酸乙酯

呈负相关，图1系统发育树中3a和3b聚为一类，但

在典型变量1轴上比较接近，在典型变量2轴上相

距较远，可能是CCA分析中，Syntrophomonadaceae、

Synergistaceae和Lachnospiraceae对典型变量2贡献

大，而2个样品中这3个细菌含量有一定差异引起

的。新窖泥(1 a和1b)与趋老熟窖泥(2a和2b)则

可以归为一大类，与乳酸和乳酸乙酯正相关，与己

酸、己酸乙酯及丁酸负相关。造成新窖泥及趋老熟

窖泥与老熟窖泥有此相反结果的原因可能是新窖

泥及趋老熟窖泥中可以产乳酸Lactococcus与Lacto—

bacillus含量较高，而老熟窖泥中可以产己酸的Clos．

tridiales、具有降乳酸功能的Aminobacterium含量较

高。综合优势条带微生物及其可能产物的分析，可

以大致认为，Streptococcaceae(Lactococcus与Lactoba．

cillus)是新窖泥与趋老熟窖泥的典型微生物，Clos．

tridiaceae是老熟窖泥的典型微生物。

3 结论

此次对新窖泥、趋老熟窖泥和老熟窖泥细菌群落

图2新窖泥、趋老熟窖泥和老熟窖泥CCA分析图

Fig．2 Canonical correlation analysis of new，trend

to be aging and aging pit mud

的PCR．DGGE及与有机酸、有机酸酯的典型相关分

析表明，新窖泥、趋老熟窖泥有较大的相似性，老熟窖

泥则与新窖泥、趋老熟窖泥有明显的差别，前者具有

更高的细菌群落稳定性和群落均匀性。老熟窖泥与

己酸、己酸乙酯及丁酸含量呈正相关，与乳酸及乳酸

乙酯含量呈负相关，新窖泥、趋老熟窖泥则相反，这可

能正好是老窖酒口感优于新窖酒的原因。Lactococcus

与Lactobacillus对新窖泥、趋老熟窖泥贡献较大，而

Clostridiales对老熟窖泥贡献较大；Clostridium XIVa、

Aminobacterium均只在老熟窖泥中检测到，可考虑进

一步探讨其成为潜在的老熟窖泥指针菌的可能性。
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Analysis of bacterial community and acid，ester contents

in pit mud with different characteristics

YUAN Yu．jul，ZHANG Qian—yin91，ZENG Li．yunl，ZHANG Wen．xuel，2+
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ABSTRACT To further understand bacterial community structure．metabolism Of acids and esters difierences among

new，aging and aged pit mud of Chinese Luzhou-flavor liquor，V3 region of bacterial 16S rDNA and the major organic

acids and esters in pit mud were analyzed through a combination of PCR-DGGE and canonical correlation analysis．

The results showed that the bacterial diversity index and evenness index of aged pit mud were higher than those of the

others．39 preponderant bands were obtained，which could be divided into 14 categories by sequencing．Clostridium

XIVa and Aminobacterium were only detected in aged pit mud．New and aging pit mud were positive correlation with

contents of Lactococcus，Lactobacillus，lactic acid and ethyl lactate，while aged pit mud was positive correlation with

contents of Clostridiales，caproic acid，butyric acid and caproate．

Key words pit mud；bacterial community；denaturing gel gradient electrophoresis(DGGE)；acid and ester contents
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