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摘 要： 采用 ARDRA免培养手段研究酱香型窖泥中的古菌群落结构，通过对窖泥总 DNA的提取，扩增古菌 16S
rDNA序列，构建古菌 16S rDNA文库。随机挑选 39个阳性克隆子，通过 HhaI限制性内切酶酶切，选择酶切图谱不
同的 25个克隆子用于后续测序，测序结果与 NCBI数据库比对分析，获得其分类信息。克隆文库分析结果表明，酱
香型窖泥中古菌主要分布于广古菌门中的甲烷袋状菌属（Methanoculleus）、甲烷八叠球菌属（Methanosarcina）、甲烷
鬃毛菌（Methanosaeta）和甲烷杆菌属（Methanobacterium），分别占 44 %、41 %、3 %、9 %。
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Abstract：The purpose of this research is to study the structure of archaea community in the pit mud of Maotai-flavor liquor through a culture-in-
dependent method named ARDRA. The clone species information was collected through extracting total DNA of pit mud, amplifying 16S rDNA
sequences of archaea, constructing archaea 16S rDNA library and sequencing. 39 positive clones were selected randomly, and then digested by re-
strict enzyme HhaI.25 different clones with different restrict enzyme diagram were selected for subsequent sequencing. Then the classification in-
formation of different clone was analyzed by comparing its sequencing results with NCBI database. The analytical results showed that archaea
community in pit mud of Maotai-flavor liquor was mainly comprised of Methanoculleus(44 %), Methanosarcina (41 %), Methanosaeta (3 %), and
Methanobacterium(9 %).
Key words：Maotai-flavor liquor；pit mud；archaea；ARDRA Clone Library

酱香型白酒又称茅香型白酒， 是中国最早的香型白
酒，其代表有贵州茅台、四川古蔺郎酒等。 近年来酱香型
白酒发展较快，呈现出快速发展的良好态势，成为白酒行
业一个新的增长点[1]。 酱香型白酒生产窖池仅在窖底部
和顶部用到窖泥， 这种特殊的窖池与独特的酿造工艺配
套，形成了酱香型白酒独特风格[2-3]。 窖泥质量取决于窖
泥中有益功能菌的数量， 各种有益微生物新陈代谢产生
的代谢产物赋予了酒体复杂的香味，使其纯净浓郁，绵甜
爽口，回味悠长[4]。
窖泥中的微生物由细菌、古生菌和真菌组成，它们赋

予了白酒的香气[5]。 并且在特殊的环境中共同作用，以乙
醇为发酵底物，经过一系列的生理生化反应，产香生酯，
形成了不同香型白酒的典型风格[6]。 窖泥中微生物绝大

部分为厌氧菌， 采用常规的实验室微生物手段分离较为
困难。 刘玮琦[7]等采用 ARDRA技术，分析了北京和山东
寿光两地区蔬菜田土壤细菌群落结构的组成情况。 而分
子生物学等现代方法用于酱香型窖泥中古菌的研究还相

对较少。本实验采用 ARDRA技术，分析郎酒窖泥中古菌
16S rDNA 核苷酸序列， 从而对窖泥中古菌进行分类鉴
定，得到窖泥中主要的古菌类群。以期对酱香型白酒的生
产工艺改进提供理论支持， 从而提高酱香型白酒的酒质
及产量，降低生产成本。

1 材料与方法

1.1 材料
样品：郎酒窖池底部窖泥。
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注：其中左图为纯化后总 DNA 琼脂糖凝胶电泳图像，右图为 16S
rDNA PCR 扩增的琼脂糖凝胶电泳图像。

图 1 窖泥总 DNA提取及扩增

1.2 实验方法
1.2.1 窖泥样品总 DNA的提取及纯化
提取窖泥样品总 DNA 参照文献 [8]；DNA 的纯化参

照 PCR 产物回收试剂盒 (购自百泰克生物技术有限公
司）的使用方法。
1.2.2 16SrDNA基因片段的 PCR扩增
本实验要获得古菌 16S rDNA 特异序列片段， 选用

Arch21F：5' -TTCCGGTTGATCCY -GCCGGA -3' 和
Arch958R：5'-YCCGGCGTTGAMTCCAATT-3' 作为引
物可以扩增出 900 bp的片段[9]，以纯化后窖泥 DNA为模
板，PCR 反应体系为：5.0 μL 10 倍缓冲液，4.0 μL dNTP，
3.0 μL Mg2+(25 mmol/L)，1.0 μL引物 Arch21F，1.0 μL 引
物 Arch958R，1.0 μL DNA 模板，1.0 μL rTaq 酶， 最后
用双蒸水补充至 50 μL。 PCR 反应程序为：94 ℃预变性
5 min， 接下来 30 个循环包括 94℃变性 1 min，58℃退
火 1 min，72℃延伸 1 min， 最后一个循环在 72℃延伸
10 min。 对扩增后 DNA进行琼脂糖凝胶电泳，检测有无
PCR产物。
1.2.3 古菌 16S rRNA 基因文库的构建及阳性克隆子的
验证

通过胶回收试剂盒纯化 PCR 产物，纯化后的产物连
接到 pMD19-T Vector 上， 再转化到大肠杆菌 DH5a 化
学感受态细胞内，涂布于 LA平板，37℃培养 16 h 后，用
灭菌的牙签随机挑取白色菌落，重新划线于 LA平板中，
以通用引物 M13 + (5' -AGCGGATAACAATTTCAC-
ACAGGA-3')和 M13-(5'-CGCCAGG- GTTTTCCCAGT-
CACGAC-3')为引物，菌落 PCR 验证插入片段的大小是
否正确。
1.2.4 RFLP分析及测序
采用 HhaI限制性内切酶处理菌落 PCR 产物， 通过

2.5 %琼脂糖凝胶电泳,分析其酶切图谱的多样性；挑选
酶切图谱不同的克隆子, 送上海杰李生物技术有限公司
测序。
1.2.5 测序结果的分析
将测得的序列结果通过 NCBI 的 BLAST 搜索程序

与 GenBank 中的基因序列进行比对，进而获得同源性分
析结果，初步确定酱香型窖泥中古菌的主要类型。

2 结果与分析

2.1 窖泥总DNA提取及 16S rDNA序列扩增结果
用 PCR产物回收试剂盒对窖泥总 DNA纯化， 并进

行 16S rDNA 序列扩增， 均采用 1 %琼脂糖凝胶电泳检
测，结果见图 1。
由图 1 可以知道，以纯化后窖泥总 DNA 为模板，进

行 16S rDNA 序列的 PCR 扩增产生了 900～1000 bp 的
DNA片段。
2.2 菌落 PCR及酶切结果
菌落 PCR 完成后， 对 PCR 结果进行 1 %琼脂糖凝

胶电泳检测。 检测发现，扩增后产生的 DNA片段大小处
于 900～1000 bp。 将大小正确的阳性克隆子的菌落 PCR
产物通过 HhaI限制性内切酶酶切，用浓度为 2.5 %的琼
脂糖凝胶检测酶切结果，见图 2。

2.3 系统发育树的构建及古菌克隆文库的分析
对所测序列进行拼接，去除载体片段，得到目标序

列。将序列上传至 NCBI，与数据库进行比对，得到各克
隆子的种属信息。根据比对结果可以知道，克隆子在进
化上的亲缘关系。 将各序列用 DNA star 软件进行处理
后，用 Clustalx、MEGA 4 进行系统发育树的构建，结果
见图3。
对克隆子进行比对分类，结果表明，郎酒窖泥中的古

菌属于广古菌门中的甲烷杆菌纲和甲烷微菌纲。 克隆子
分类及相应克隆子数目见表 1。
以上结果初步确定了酱香型窖泥中古菌的主要类

型， 它们分布于广古菌门中的甲烷杆菌纲和甲烷微菌纲
中（对照古菌分类表）。其中，属于甲烷杆菌纲的克隆子有
2 号、15 号、30 号克隆子，占 9 %，它们均属于甲烷杆菌

图 2 部分郎酒窖泥古菌文库 RFLP图谱
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注：图中“Lang 02”代表 02 号克隆子，“Lang 03”代表 03 号克隆子，
以此类推。

图 3 酱香型窖泥中古菌 16S rRNA基因文库克隆子系统发育树

纲，甲烷杆菌目，甲烷杆菌科，甲烷杆菌属；属于甲烷微菌
纲的有 04 号、05 号、07 号、09 号、13 号、16 号、18 号、21
号、26 号、27 号、28 号、29 号、32 号、33 号、35 号、36 号、
39号克隆子，占 91 %。其中 05号、21号、26号、32号、33
号、36 号克隆子属于甲烷微菌目，甲烷微菌科，甲烷囊菌
属， 占 44 %；04 号、07 号、09 号、13 号、16 号、18 号、27
号、28 号、29 号、35 号菌属于甲烷八叠球菌目，甲烷八叠
球菌科，甲烷八叠球菌属，占 41 %；39 号菌属于甲烷八
叠菌目，甲烷鬃菌科，甲烷鬃菌属，占 3 %。

3 讨论

研究表明， 窖泥中的产甲烷菌与己酸菌之间是互利

共生关系，在厌氧环境下存在着厌氧细菌间的“种间氢转
移”关系 [10]，1964 年，茅台试点发现窖底香为己酸乙酯，
从窖泥、黄水中分离出己酸菌及甲烷杆菌，并证实它们是
共栖关系；1981 年， 文君酒厂发现导入甲烷气体可以提
高己酸乙酯的含量， 说明甲烷菌及所产气体对浓香型白
酒生产有重大意义[5]；孙家芳研究发现，甲烷菌与己酸菌
共酵时，产生低沸点的甲烷气体，能够带走大量热量，抑
制杂菌繁殖，使发酵按照理想的温度缓慢进行，提高发酵
效率，增加产量和酒质[11]。
本实验通过对郎酒底部窖泥进行总 DNA 提取，扩

增 16S rDNA，构建克隆文库并进行测序、构建发育树图
谱分析等手段， 可以初步推断出各类古菌的存在状况：
均是产甲烷菌，以甲烷微菌纲居多，甲烷杆菌纲相对较
少；其中甲烷八叠球菌属、甲烷囊菌属较多，甲烷杆菌属
次之，甲烷鬃菌属最少。 本课题组通过免培养技术对酱
香型白酒窖泥中古菌进行研究，目前发现在酱香型白酒
窖底泥中的古菌均为产甲烷菌，证实了前人关于窖泥中
存在甲烷菌的研究结果。 甲烷菌在酱香型白酒窖泥中的
广泛存在，也反映出产甲烷菌在酿造酱香型白酒的生产
中具有重要意义。
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