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用DGGE方法初步解析浓香型大曲微生物群落结构
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摘 要： 以沱牌酒厂地面曲和架子曲为研究对象，将地面曲和架子曲的曲皮和曲心微生物总 DNA进行了细菌
V3区、古菌 V7～V8区和真菌 18S rDNA片段扩增后，利用 DGGE及 Quantity Qne软件分析，同时对大曲真菌
DGGE图谱中主要优势条带进行克隆测序。结果表明，曲内微生物群落结构主要因大曲的不同部位而有所差异，制
曲方式占次要地位。从 2种曲中均检测出了嗜热真菌丝衣霉状篮状菌（Talaromyces byssochlamydoides）及入窖粮糟
中也存在孢圆酵母（Torulaspora）。
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Preliminary Analysis of Microbial Communities Structure in
Luzhou-flavor Daqu by DGGE
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Abstract: Shelf Daqu and ground Daqu were studied. By directly extracting DNA of shelf Daqu and ground Daqu, then amplifying 16S rDNA of
V7-V8 region of archaea and16S rDNA of V3-V4 region of bacteria and 18S rDNA of fungus by PCR, denaturing gradient gel electrophoresis

(DGGE) and software Quantity One were applied for the analysis.Meanwhile, the cloning and sequencing of the dominant bands in DGGE finger-

prints was carried out. It was found that the microbial community structure in Daqu was mainly influenced by the part of Daqu and Daqu-making

patterns had less effects on microbial community structure. Talaromyces byssochlamydoides and Torulaspora were found in both two kinds of
Daqu, and Torulaspora also was also detected in pit entry fermented grains.
Key words: Daqu; bacteria; archaea; fungus; DGGE

白酒生产是以窖池和酒醅为基础， 由环境微生物、
大曲微生物和窖泥微生物而形成的复杂物质能量代谢

过程[1]。白酒的酿造离不开大曲，作为多酶多菌的微生物
集合体，大曲中微生物种类丰富，通过纯培养得到的有
霉菌、细菌、酵母菌和放线菌等[2-3]。但环境中可培养的微
生物种类很少，因而传统培养具有很大的局限性。 PCR-
DGGE 是一种检测大小相同但序列不同的 DNA 序列的

方法，根据不同 Tm 值来分离不同的基因序列，能快速
提供环境中有关群落组成消长情况的生物学信息 [2]。 张
文学课题组率先将 DGGE 等免培养技术应用到白酒酿

造行业中， 以分析浓香型白酒酿酒微生态群落结构及其

变化规律[4-6]。
大曲的生产难点主要在于对曲块的培育过程， 受很

多因素影响，容易导致曲块质量不稳定[7]。 本实验以沱牌
酒厂地面曲和架子曲为研究对象，采用 DGGE 技术对地
面曲和架子曲的曲皮和曲心进行细菌、 古菌和真菌的微
生物群落结构分析， 并利用 Quantity Qne 软件对 DGGE
图谱进行聚类分析，同时对大曲真菌 DGGE 图谱中主要
优势条带进行克隆测序，鉴定大曲中的优势真菌类群。期
望能分析不同生产方式大曲中微生物群落结构的变化规

律，同时了解大曲曲皮和曲心的微生物群落结构特征，为
大曲的生产制作及使用提供一定的理论依据。
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1 材料与方法

1.1 材料
样品采集： 沱牌大曲取样时间为 2011 年 11 月 25

日，样品 1为架子曲，样品 2为地面曲。 样品在无菌样品
袋中混匀后冷冻密封保存，尽快提取总 DNA进行实验。
1.2 实验方法
1.2.1 总 DNA提取及 PCR扩增

采用反复冻融裂解细胞法及试剂盒相结合的方法对

窖泥样品进行总 DNA提取， 详细方法参考前述报道[8]。
细菌 16S rDNA V3 区 PCR 扩增引物及程序参考已有报

道[9]，扩增目的片断大小为 200 bp；古菌 16S rDNA V3～
V4 区 PCR 扩增引物及扩增程序参考已有报道 [10]，扩增
目的片断大小为 400 bp；真菌 18S rDNA PCR 扩增引物
及程序参考已有报道 [11]， 扩增目的片段大小为 400 bp。
PCR 扩增体系组成：2×Taq PCR MasterMix 25 μL；上、下
游引物（10 μmol/L）各 2 μL；DNA 模板 4 μL；ddH2O 补
足 50 μL。
1.2.2 PCR扩增产物变性梯度凝胶电泳及图像分析

细菌、 古菌和真菌的 PCR 扩增产物通过 DGGE 分
析研究微生物群落的构成。 丙烯酰胺凝胶浓度为 8 %，
PCR产物上样量为 50 μL， 细菌和古菌的变性梯度范围
为 30 %～55 %(100 %变性剂为 7 mol/L 尿素和 40 %去
离子甲酰胺)， 真菌的变性梯度范围为 20 %～40 %。 在
200 V、60 ℃条件下电泳 240 min。 电泳完毕用 SYBR
green I(1×TAE，1 ∶10000)染色 45 min（每隔 15 min 染 1
次，共染 3次），通过紫外凝胶成像仪捕获图像。利用分析
软件(Quantity One4.2.3，Bio-Rad)读取图谱上条带的光
密度值，完成 match 比对后，采用 UPGAMA 算法进行聚
类分析，并生成 DGGE图谱相似性分析图[8]。
1.2.3 真菌 18S rDNA DGGE图谱主要条带比对

真菌 18S rDNA DGGE 电泳后， 对其主要优势条带
进行切胶回收。 二次 PCR 后进行纯化， 参考 pUCm-T
vertor说明书进行转化、克隆。 挑取阳性克隆子交由北京
诺赛进行序列测定。 得到的序列通过 GenBank 进行比
较，寻找与目的序列同源性最高的菌种 16S rDNA 序列，
目的序列向日本 DDBJ数据库进行提交。

2 结果与讨论

2.1 大曲细菌 V3区的 DGGE分析
根据大曲细菌 DGGE 分析结果（图 1）可知，泳道 1

（架子曲曲心）、泳道 2（架子曲曲皮）、泳道 3（地面曲曲
皮） 和泳道 4 （地面曲曲心）4个泳道可识别条带分别为
22条、24条、30条、17条。 由此可见，同种发酵方式曲曲
皮的细菌种类比曲心丰富， 尤其是地面曲的曲皮是最为

丰富的，分析其原因可能是由于曲皮与空气或地面接触，
因而其细菌种类受环境影响较大。

本次实验对大曲细菌进行样品相似性分析， 将 4 个
样品归为一类，其相似值为 0.34，一般认为，相似值高于
0.6 的群体具有较好的相似性[12]，说明不同发酵方式大曲
细菌群落结构差异较大。 架子曲曲皮和地面曲曲皮的细
菌群落结构相似值为 0.62，可认为二者较为相似，这也可
能跟曲皮长期与空气接触有关。对于大曲细菌来说，相同
条件下发酵方式对其群落结构的影响小于所在大曲部位

带来的影响。
2.2 大曲古菌 V7～V8区的 DGGE分析
根据大曲古菌 DGGE 分析结果（图 2）可知，泳道 1

（架子曲曲心）、泳道 2（架子曲曲皮）、泳道 3（地面曲曲
皮） 和泳道 4 （地面曲曲心）4个泳道可识别条带分别为
33条、16条、22条、28条。 由此可见，同种发酵方式的曲
心的古菌种类比曲皮丰富很多， 分析其原因可能是由于
古菌多为厌氧型，因而曲心环境更适合古菌的繁殖生长。
本次实验对大曲古菌进行样品相似性分析， 将 4 个

样品归为一类，其相似值为 0.38，一般认为，相似值高于
0.6的群体具有较好的相似性，说明不同的发酵方式下大
曲的古菌群落结构具有一定的差异性。 架子曲曲心和地
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b.沱牌大曲细菌 V3 区

DGGE 泳道识别图a.沱牌大曲细菌 V3 区 DGGE 分析

c.大曲样品相似性分析图

注：1.架子曲曲心；2.架子曲曲皮；3.地面曲曲皮；4.地面曲曲心

图 1 大曲细菌 V3区的 DGGE分析
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面曲曲心的古菌群落结构相似值为 0.72， 可认为二者较
相似，这可能是古菌在曲心部位更适宜生长。对于大曲古
菌来说， 相同条件下发酵方式对其微生物群落结构影响
小于所在大曲部位带来的影响。
2.3 大曲真菌 18S rDNA的 DGGE分析
根据大曲细菌 DGGE 分析结果（图 3）可知，泳道 1

（架子曲曲心）、泳道 2（架子曲曲皮）、泳道 3（地面曲曲
皮） 和泳道 4 （地面曲曲心）4个泳道可识别条带分别为
11条、20条、21条、18条。 由此可见，同种发酵方式下曲
皮的真菌种类比曲心丰富，尤其是地面曲曲皮最为丰富，
分析其原因可能是由于曲皮与空气或地面接触， 因而其
真菌种类受环境影响较曲心大。
本次实验对大曲真菌进行样品相似性分析，将 4 个

样品归为一类，其相似值为 0.12，一般认为，相似值高于
0.6 的群体具有较好的相似性， 说明不同发酵方式下大
曲真菌群落结构具有一定的差异性。 架子曲曲皮和地面
曲曲皮的真菌群落结构相似值为 0.78，可认为二者相似
度较大，这可能是由于曲皮长期跟空气接触的原因。 对
于大曲真菌来说，相同条件下发酵方式对其微生物群落

结构影响小于所在大曲位置。真菌 DGGE 优势条带测序
结果见表1。

Q2 所对应的有孢圆酵母（Torulaspora）在入窖粮糟
中也有检测到， 表明入窖粮糟中微生物群落结构跟大
曲 有 一 定 关 系 。 而 丝 衣 霉 状 篮 状 菌 （Talaromyces
byssochlamydoides）为嗜热真菌，赵春青 [13]等的研究结果
表明，这种真菌可促进有机物的降解，在发酵工业中，可
用于生产多种酶制剂，而董瑞丽[14]等也利用全序列克隆
的方式在浓香型大曲中检测出了该菌， 其有可能是大曲
的重要功能菌。

3 结论

根据对细菌、 真菌和古菌的 DGGE 分析结果可知，
大曲微生物群落结构主要受大曲所在位置的影响， 发酵
方式占次要地位。 对于细菌和真菌，2种方式下的曲皮微
生物种类菌比曲心丰富， 且 2种方式曲皮的细菌和真菌

b.沱牌大曲古菌 DGGE 泳道识别图

c.大曲样品相似性分析图

注：1.架子曲曲心；2.架子曲曲皮；3.地面曲曲皮；4.地面曲曲心

图 2 大曲古菌 V7～V8区的 DGGE分析

a.沱牌大曲古菌 V3～V4
区 DGGE 图
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c.大曲真菌样品相似性分析图

注：1.架子曲曲心；2.架子曲曲皮；3.地面曲曲皮；4.地面曲曲心

图 3 大曲真菌 18S rDNA的 DGGE分析
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a.沱牌大曲真菌 DGGE 图 b.大曲真菌样品泳道识别图
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均具有较好的相似性；而曲心的古菌种类则比曲皮丰富，
且 2种发酵方式的曲心古菌具有较好的相似性， 这可能
是受环境影响， 这对指导大曲的生产和使用具有一定意
义。 此次实验在浓香型大曲中检测出了嗜热真菌丝衣霉
状篮状菌（Talaromyces byssochlamydoides）的存在，同时
检测出了入窖粮糟中存在有孢圆酵母 （Torulaspora），表
明 PCR-DGGE 方法在大曲微生物群落结构的分析、寻
找大曲特征微生物种群以及探讨其在酒醅发酵过程中的

演变规律等方面的研究中具有可行性。
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2012年中国（昆明）国际酒类博览会开幕
本刊讯：2012年中国（昆明）国际酒类博览会开幕式于 2012年 10月 18日在昆明国际会展中心举行。本次博览会以“五洲共聚开放

共赢”为主题，吸引了国内外广大知名酒企前来参展。云南省政协常务副主席管国忠，中国酿酒工业协会副会长王琦出席开幕式。
本届昆明国际酒博会由云南省商务厅主办，云南省酒类行业协会、昆明国际会展中心有限公司、云南日报报业集团、云南省贸促会对

外广告展览公司共同承办。
据介绍，在云南省加快桥头堡建设的大背景下，今年的酒博会首次由全国性展会升级为“中国（昆明）国际酒类博览会”，除了国内精

品，还吸引了不少欧洲、大洋洲等地的知名红酒企业参会，是云南酒业加快走出去步伐，走向全国乃至世界的良好开端。本次酒博会参展
企业 300余家，展位 400多个，较前四届无论是参展企业数量还是展会规模和质量都有较大的提升。

云南省商务厅副厅长、招商局局长杜勇表示，依托云南独特的自然资源优势以及日趋成熟的国际大通道，此次酒博会搭建了云南酒
企同南亚、东南亚和大湄公河次区域的酒企业交流合作的平台，相信对扩大云南酒企的国际影响力和品牌知名度，拓展云南美酒东南亚、
南亚市场，加快云南酒企业走出去将产生积极推
动作用。

此次展会，除全国驰名品牌外，云南本土名
品玉林泉、云酒、鹤庆乾酒、澜沧江等也展示了独
有的酒文化风采。不少地州酒企业以乡土、民俗
为招牌，“土”中见新。从今年 1月起开始启动的
“云南省第二届十佳名酒”评选揭晓并于 18日晚
举行了颁奖典礼，玉林泉、醉明月、杨林肥酒、太
阳魂等白酒、葡萄酒和其他酒类品牌获得“云南
十佳名酒”称号。（小雨）
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