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摘 要： 窖泥是发酵过程微生物栖息的生态环境之一，不同窖泥中的微生物种群随窖泥生产利用年份和环境不同

而呈现不同的多样性。本研究利用细菌 16S rDNA 的 V7～V8 区和产甲烷古菌 16S rDNA V3 区的 PCR-DGGE 技

术，分析了不同窖泥的微生物群落特征；同时进行了部分细菌 16S rDNA 的 V7～V8 区的序列测定。结果表明，不

同窖龄及不同颜色的窖泥表征出特异性的细菌与产甲烷古菌群落发育状况；UPGAMA 聚类分析显示 50 年和 150
年黑色窖泥的菌群结构最为相似；序列分析表明 DGGE 图谱中部分条带的基因序列与基因库相似菌的相似性在

82 %～99 %之间，其中梭菌属和未被鉴定的细菌是这些窖泥样品的优势菌。
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Analysis of Microbial Communities Characteristics in Different
Pit Mud of Luzhou-flavor Liquor
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Abstract: Pit mud is one of the habitats for microbes in the fermentation. Microbial populations in different pit mud present different characteris-
tics due to the difference in use age and environments. In this study, PCR-DGGE of V7-V8 regions of bacteria 16S rDNA and V3 region of
methanogenic archaeal 16S rDNA was employed to analyze microbial communities features in different pit mud and to finish sequencing V7-V8
regions of some bacteria. The results showed that pit mud of different age and color would induce specific communities development of bacteria
and methanogenic archaea. UPGAMA cluster analysis showed that the communities structure of black pit mud with its age of 50 years and of 150
years had the highest similarity. Sequencing analysis indicated that a part of gene sequences in DGGE showed similarity in a range of 82 %～
99 % with that in gene database. And clostridium and the unidentified bacteria were dominant bacteria in these pit mud samples.
Key words: microbe; pit mud; bacteria; methanogenic archaea; DGGE

窖泥在浓香型白酒生产中扮演了极其重要的角色。
窖泥常年处于低 pH、高水分、高静压、兼性厌氧的窖池

中，加之酿酒发酵过程的周期性开窖和闭窖，以及酒醅中

营养成分、菌群与窖泥中营养成分、菌群的相互作用和相

互交换等作用，给窖泥微生物的生长、优化提供了特殊的

栖息环境。随着窖池使用年份的延长，窖泥逐渐趋于老熟

或老化，从而左右着传统白酒生产质量和风格的稳定性。
尽管老熟窖泥被看作浓香白酒生产的命根子， 但在窖泥

质量的评判标准上， 一些学者已从窖泥外观及理化指标

上作过一些探讨，但尚不全面 [1-2]；微生物研究多局限于

芽孢杆菌、产甲烷菌、己酸菌、丁酸菌等菌种的驯化培养

研究报道， 未见对窖泥质量判断有指针性意义的微生物

检测指标[3-4]。 同时，借助常规微生物分离培养和分类鉴

定方法，对窖泥微生物的菌群构成、分布及功能性的系统

探讨，显得收效甚微。
以前的研究者通过化学分析及传统微生物学方法探

讨过窖泥微生态的一些特征与基酒质量的关系， 普遍认

为窖泥随着窖龄的增加会逐渐变好， 但研究对象多限于

小于 50 年的低龄窖泥[5-6]。 由于发酵过程中黄水的下渗

作用，窖底泥相对于窖壁泥受发酵过程的影响更全面，因

而本课题选取了 20 年、50 年以及有着明显颜色差异的 2
口百年老窖的窖底泥进行微生物群落特征研究， 利用
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注：图 1 为窖底泥细菌 16S rDNA V7～V8 区 DGGE 结构图谱。

图 1 细菌特异性 PCR-DGGE 图

PCR-DGGE 技术及生物信息软件分析了细菌及古菌群

落的特征与分布， 希望补充和开辟窖泥微生态研究新内

容。一方面，可以了解窖泥微生物菌群的基本构成及丰度

变化趋势， 弄清浓香型白酒发酵窖泥微生物多样性的构

成差异与不同窖龄及不同质量性状窖泥的相关关系；另

一方面， 研究结果可为窖泥质量标准的探讨提供一些参

考数据和新的思路。希望通过抛砖引玉，为提升中国传统

白酒学术研究水平， 继承和发展中国传统白酒的发酵工

艺， 提高中国传统白酒优质酒生产能力等起到积极的推

动作用。

1 材料与方法

1.1 窖泥样品

全兴水井坊优质窖泥，分别为窖龄 20 年的黑色窖底

泥、50 年黑色窖底泥、150 年黑色窖底泥以及 150 年窖池

浅黄色窖底泥。 取样后冷冻封存，尽快提取总 DNA。
1.2 主要试剂

引物 WBCA1、WBAC2-GC；SAf、PARCH519r（上海

生工）、2×Taq PCR MasterMix （北京天根）、DGGE 相关

试剂均为进口。
1.3 总 DNA 提取及 PCR 扩增

窖泥总 DNA 的提取参考文献[7]。 细菌的扩增区为

16S rDNA V7～V8 区，长度为 366 bp，引物及相关扩增

过程参考文献[8]。 产甲烷古菌特异性扩增区为 16S rD-
NA V3 区，长度为 157 bp，引物及扩增过程参考文献[9]。
1.4 PCR 产物的变性梯度凝胶电泳及分析

PCR 扩增片段通过 DGGE (Bio-Rad，USA) 分析研

究微生物群落。 丙烯酰胺凝胶浓度为 8 %，变性梯度范围

为 30 %～60 %( 100 %变性剂为 7 mol/L 尿素和 40 %去

离子甲酰胺) ，PCR 产物上样量为 50 μL。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， 通过紫外成像系统捕获图

像。 最 后 利 用 分 析 软 件 (Quantity One4.2.3，Bio-Rad，
USA)读取图谱上条带的光密度值。 完成 match 比对，聚

类 分 析 采 用 未 加 权 算 术 平 均 组 对 法 (Unweighted pair
group with mathematical averages, UPGAMA)。
1.5 DGGE 图谱中主要条带的测序比对

DGGE 条带回收步骤参考文献[10]。 回收 DNA 经二

次 PCR 后 直 接 送 交 上 海 生 工 测 序。 目 的 序 列 向 日 本

DDBJ 数据库进行提交。

2 结果与分析

2.1 细 菌 16S rDNA V7～V8 区 的 PCR 扩 增 产 物 的

DGGE
细菌特异性 PCR-DGGE 图谱及其聚类树状图见图

1 和图 2。 应用 Quantity One 软件共检测到 23 个条带类

型。

从图 1 和图 2 整体来看，4 个样品既有共有的条带

类型（如 band1），也有各自特异性的条带，如 50 年窖底

泥（泳 道 2）中 的 band3，150 年 黑 色 窖 底 泥（泳 道 3 ）中

band6。 泳道 2（50 年窖底泥）的细菌菌群多样性最为丰

富，其次为泳道 3（150 年黑色窖底泥）。 两者菌群结构相

似度最高，在聚类分析中聚为一簇。 band2、band4、band5、
band7 和 band8 所代表的菌群是 50 年及 150 年黑色窖

底泥中相同的优势菌群。泳道 4（150 年黄色窖底泥）的条

带较为单一，细菌菌群结构比较简单，与其他 3 个黑色窖

泥样品的相似性距离最远。 如按每种条带类型代表一个

菌属或菌种考虑，那 DGGE 的结果表明，窖泥窖龄的改

变以及人工养护等因素可以形成特异性的细菌菌群发育

及菌群分布。 随着窖龄的增长及颜色由黄变黑过程的进

行，细菌菌群逐渐丰富，优势菌群逐渐稳定，在窖龄越高

的窖泥如百年老窖中，细菌活性会慢慢降低，但在优良的

窖池窖泥养护下， 其优势菌群以及细菌菌群丰度仍可维

注：图 2 为样品系统发育图（1、20 年；2、50 年；3、150 年[黑 色]；4、
150 年[浅黄色]）。

图 2 细菌特异性聚类树状图
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持正常的老熟特征。
2.2 细菌 16S rDNA V7～V8 区 DGGE 主要条带测序结

果

序列结果经 BLAST 比对后， 获取的系统发育信息

见表 1。 条带 1 对应的 菌 株 为 4 个 样 品 共 有， 推 测 是

Clostridium 下的 1 个新种。 一般认为，Clostridium 包括一

些难于或不能培养的丁酸菌、己酸菌等，在窖泥中与甲烷

菌共生，与丁酸乙酯和己酸乙酯有关[11]。 条带 2 代表的为

Petrimonas 菌属，是 50 年与 150 年黑色窖泥中所特有的

一类菌群，一般为嗜温的专性厌氧发酵细菌。条带 3 所代

表菌群为 50 年黑色窖底泥所特有的， 应该也是梭菌属

（Clostridium） 下的一类细菌， 似乎可以根据其特异性备

选为 50 年左右窖泥样品的特征指示菌。 条带 4 和条带 8
光密度值较高，应该是 50 年与 150 年黑色窖泥所共有的

一类较为优势的菌群。 所对应的菌群分别是分类信息比

较缺乏的未能培养的细菌（Uncultured bacterium）以及放

线细菌属（actinobacterium）下的一类细菌。 条带 8 对应的

菌群在其他四川浓香型白酒糟醅中有过检测报道， 这也

可以间接说明密闭窖池发酵过程中， 各微生物区系进行

着菌群相互迁移及交替演化的动态平衡过程。 条带 6 和

条带 7 与已知菌株相似度较低，分类信息缺乏，因此它们

代表的是窖泥中的一类未知菌群。 条带 5 代表的是 Fir-
micutes 细菌目，芽孢杆菌属（Bacillus）为其代表属，一般

常分离于浓香型大曲中，是其优势菌。

2.3 产甲烷古菌 16S rDNA V3 区的 PCR 扩增产物的

DGGE
产甲烷古菌特异性 PCR-DGGE 图谱及其聚类树状

图见图 3 和图 4。 同细菌菌群分析结果相似，窖泥窖龄的

改变以及人工养护等因素同样可以形成特异性的产甲烷

古菌菌群发育及菌群分布。
从图 3DGGE 图谱中可以看出，20 年窖底泥中产甲

烷古菌菌群含量极少，几乎没有检测。另外 3 个样品具有

共同的产甲烷古菌菌群，但 50 年和 150 年黑色窖泥中古

菌菌群结构较为接近，并且多样性十分丰富，在样品聚类

分析中同对应的细菌菌群一样聚为一簇。 这种结果表明

不同窖底泥中存在的古菌菌群演替特征与相应细菌菌群

演替特征极为类似， 说明窖底泥中细菌与古菌的关系十

分密切。 一般认为，这两者之间具有互惠共生关系，典型

的例子就是甲烷菌与己酸菌的共酵作用。 本研究中细菌

及产甲烷古菌菌群的分布特征再次证明了这一点。

3 讨论

中国具有悠久的酒文化历史， 探讨浓香型白酒窖池

中不同性状的窖泥与微生物菌群多样性的关系， 一方面

可以了解不同窖龄的窖池中发酵活动对微生物多样性的

影响， 另一方面也可以为窖泥质量性状的判定及利用等

提供微生物学依据。
根据一般生产经验， 典型的浓香型酒窖池中窖泥的

演变规律为，随着窖泥窖龄的增长，窖泥颜色由黄变黑至

乌黑， 气味由带有较重的硫化氢气味到有少量酒香至浓

郁酒香。 这是由于酿酒发酵过程中产生的有机酸类和醇

类等物质通过黄水渗入窖底泥中， 逐渐富集并越来越多

地聚积相关代谢菌群， 这些菌群的繁衍与代谢产物的积

累，逐渐赋予了窖泥老熟的特征。 本研究通过 DGGE 指

纹图谱提供了进一步的证据： 在具有自然老熟特征的黑

注：图 3 为窖底泥产甲烷古菌 16S rDNA V3 区 DGGE 结构图谱。

图 3 甲烷古菌 DGGE 结构图

注：图 4 为样品系统发育图（1、20 年；2、50 年；3、150 年[黑色]；4、
150 年[浅黄色]）。

图 4 甲烷古菌系统发育图
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窖底泥对下层糟醅产香的影响的研究比较多， 而将

浓香型酒的老窖泥或者人工窖泥用作酱香型酒窖底的窖

泥，以提高产香效果，使窖底香与酱香结合，成为一种复

合香，也值得研究和探讨的。
特别感谢：曾蔺，师远均提供实验帮助。
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色窖底泥中， 细菌及产甲烷古菌菌群随着每一次发酵的

进行， 其微生物区系趋于稳定及丰富。 这种规律体现在

50 年和 150 年黑色窖底泥中，两者之间的细菌及古菌微

生物区系都非常庞大，拥有其他 2 个样品所没有的菌群，
并且相似度最高。 而窖泥理化性质的差异也能在某种程

度上说明其中微生物多样性的不同。在 2 口百年老窖内，
通过人工养护加入鲜窖泥的黄色窖底泥中的微生物群落

结构明显不同于具有老熟性质的黑色窖底泥， 这也说明

了窖泥化学生态特征与微生物群落多样性之间紧密关

系。另外，从 DGGE 图谱分析情况来看，50 年和 150 年黑

色窖泥中细菌与古菌菌群的演替及分布特征非常相近。
如果从窖泥化学特征和生物特征相互作用与影响的关系

来看，初步推测 50 年左右可能是窖池微生态发生较大变

化的一个分界线。
由于窖池底部在发酵过程中长期处于低氧甚至无氧

状态， 因此常规微生物分离检测其微生物区系构成在培

养 过 程 中 显 得 较 为 困 难 。 细 菌 16S rDNA V7～V8 区

DGGE 主要条带测序结果显示了各窖底泥中有部分细菌

菌群与已知菌株的最高相似度仅为 97 %， 最低的仅有

82 %，且大多为未能或难于培养。 因此，开发新型培养基

获得纯培养物对功能菌的筛选纯化和新型菌株的鉴定分

类都具有重要意义。 除此之外，通过 DGGE 分离得到的

核酸片断除了可以鉴定菌属还可以设计相关菌株探针，
为快速检测样品特征指示菌提供模板信息。

综上所述， 利用 PCR-DGGE 技术研究窖泥环境微

生物多样性，克服了常规平板培养方法的一些缺点，在分

析复杂微生态演替规律的研究中具有巨大的应用价值。
但对于窖泥等复杂微生态的研究， 其微生物的真实情况

仍然有待通过引物设计、 电泳技术及菌群定量分析等环

节的进一步完善来反映。 因此，通过 DGGE 免培养技术

对窖泥微生物群落特征进行初步分析， 定性描述菌群组

成，寻求相关优势菌和特征指示菌，进而通过纯培养等研

究手段获得相关菌株， 才能更好地揭示窖泥性状特征及

功能，为窖泥质量标准的建立奠定理论和技术基础。
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