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摘 要： 对沱牌酒厂两个不同窖池的浓香型大曲发酵的黄水浸泡界面糟、中层糟和双轮底糟及蒸馏酒后粮糟样品

所提取的总 DNA 进行细菌 V7～V8 区、真菌 18S rDNA 和古菌 V3～V4 区片段的 PCR，后进行 DGGE 分析，同时

对糟醅真菌 DGGE 图谱中主要优势条带进行克隆测序。结果表明，不同的窖池其糟醅细菌、古菌和真菌群落结构有

一定差异，而相同窖池的糟醅细菌、古菌和真菌群落结构具有较大的相似性；浓香型大曲发酵糟醅双轮底糟的微生

物种类最为丰富，其次是中层糟。
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Preliminary Analysis of Microbial Communities Structure in Nong-flavor
Fermented Grains in Tuopai Distillery by DGGE Technology
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Abstract: Total DNA, extracted from fermented grains soaked by yellow water, middle-layer fermented grains, double bottom fermented grains,

and fermented grains after the distillation of Nong-flavor Daqu in two different pits in Tuopai Distillery, its 16S rDNA of V7-V8 region of bacte-

ria, V3-V4 region of archaea and 18SrDNA were amplified by PCR and then treated by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and soft-

ware analysis. Meanwhile, the cloning and sequencing of the dominant bands of fungus DGGE fingerprints in distiller's grains were carried out.

The results showed that there was certain difference in microbial structure in fermented grains in different pits, however, such difference was rare

in fermented grains in the same pits. Microbial varieties were the richest in double bottom fermented grains and then richer in middle-layer fer-

mented grains.

Key words: fermented grains; bacteria; archaea; fungus; DGGE

浓香型白酒的发酵生产依赖于原材料在窖泥窖池中

的密闭发酵， 与一定地理环境特定窖池的微生物构成息

息相关。 窖池中的庞大微生物区系在糟醅“固、液、气”三

相间发生复杂的物质能量代谢反应， 最终形成浓香型白

酒独特成分构成和风味特征[1]。 因此酒醅中的微生物菌

群结构不仅反映窖池中微环境特性， 也影响着各种风味

物质的形成[2]。 因此，认识微生物体系在发酵过程中的演

变规律非常重要。
我国对白酒的研究历史久远， 但由于技术手段的限

制，生产技术管理多半依赖于经验判断，针对性的调整和

控制较为困难。 而目前关于浓香型白酒发酵过程的研究

主要集中在功能菌的分离、分布及产物利用，虽然取得了

一定的成果，但是传统方法检测和分类方法较为复杂，具

有较大的局限性[3-5]。 这些都阻碍了白酒行业发酵技术和
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生产效率的提高。 近年，张文学[6-8]等将免培养分子生物

学技术应用到白酒发酵酒醅微生物群落结构的分析中，
此后 PCR-DGGE 等基因指纹图谱技术由于快速、 直观

准确等优势而逐渐运用于各类传统发酵食品中。
本研究主要采用 PCR-DGGE 及克隆技术， 对沱牌

酒厂两个不同窖池的浓香型大曲发酵的黄水浸泡界面

糟、中层糟和双轮底糟及蒸馏酒后粮糟进行细菌、真菌和

古 菌 的 群 落 结 构 分 析 ， 并 利 用 Quantity Qne 软 件 对

DGGE 图谱进行聚类分析，同时对糟醅真菌 DGGE 图谱

中主要条带进行克隆测序，鉴定糟醅中的优势真菌类群，
以期能为浓香型白酒微生态研究提供更多信息。

1 材料与方法

1.1 样品

酒醅样品取自于沱牌酒厂， 使用日常所用的正常酒

醅取样器取样。 分别取 A、B 2 个窖池浓香型大曲发酵的

黄水浸泡界面糟、中层糟和双轮底糟，同时取 B、C 2 个

窖池的蒸馏酒后粮糟。取样后冷冻密封保存，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

糟醅样品进行总 DNA 提取， 详细方法参考前述报道[9]。
细菌 16S rDNA V7～V8 区 PCR 扩增引物及程序参考已

有报道 [10]，扩增目的片断大小为 366 bp；古菌 16S rDNA

V3～V4 区 PCR 扩增引物及扩增程序参考已有报道 [11]，
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 [12]，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。 电泳完毕后用 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[9]。
1.2.3 真菌 18S rDNA DGGE 图谱中主要条带测序比对

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 糟醅细菌 V7～V8 区的 DGGE 分析

按 以 上 方 法 对 糟 醅 细 菌 V7～V8 区 微 生 物 进 行

DGGE 分析，结果见图 1、图 2。

分析窖池 A 的 3 个泳道和窖池 B 的 3 个泳道，发现

不同的窖池其糟醅细菌群落结构有一定的差异， 而相同

窖池的糟醅细菌群落结构具有较大的相似性，这表明，糟

醅的细菌微生物群落结构跟窖池也有较大的关系。 而浓

香型大曲发酵糟醅的细菌丰富性较入窖粮糟差， 分析其

原因是入窖粮糟加入大曲， 且又与车间的地面及空气接

触，势必会增加大曲、空气等中的细菌。 不同窖池的入窖

图 2 沱牌浓香型大曲发酵细菌 V7～V8 区样品相似性分析图

图 1 沱牌糟醅细菌 V7～V8 区 DGGE 图及识别图
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粮糟细菌群落结构有差别， 可能是所接触地面等的细菌

有所差异造成的。
根据浓香型大曲发酵泳道识别图可知，泳道 5（窖池

B 双轮底糟）和泳道 3（窖池 A 双轮底糟）的条带数最多，
分别为 27 条、26 条；其次是泳道 2（窖池 A 中层糟）和泳

道 4（窖池 B 中层糟）的条带数均为 22 条；泳道 1（窖池

A 糟面）和泳道 6（窖池 B 面糟）的条带数均为 19 条。 这

表明，A、B 两个窖池的双轮底糟的细菌群落结构最为丰

富，其次为中层糟。分析原因可能是底糟跟窖泥和黄水接

触，为细菌生长繁殖提供了较好的环境；而中层糟主要来

源于入窖粮糟，其微生物主要来源于大曲，因而其细菌群

落较上层糟丰富。
对浓香型大曲发酵的 6 个样品进行细菌相似性分析

（图 1），6 个样品聚为一簇。 一般认为， 相似值高于 0.60

的群体具有较好的相似性 [13]，泳道 6 和泳道 4 的相似值

为 0.79，与窖池 B 的中层糟和面糟的细菌群落结构较为

相似， 而泳道 1 和泳道 2 的相似值为 0.53， 说明窖池 A

的中层糟和面糟的细菌群落结构也较为相似。
2.2 糟醅古菌 V3～V4 区 DGGE 分析

按以上方法对糟醅古菌 V3～V4 区的微 生 物 进 行

DGGE 分析，结果见图 3。

由图 3 可以看出浓香型大曲发酵糟醅中古菌数量

少，而入窖粮糟中则相对较为丰富。 分析窖池 A 的 3 个

泳道和窖池 B 的 3 个泳道，发现不同窖池其糟醅古菌群

落结构有一定的差异， 而相同窖池的糟醅古菌群落结构

具有较大的相似性，同时表明，糟醅的古菌微生物群落结

构跟窖池也有较大关系。 而浓香型大曲发酵糟醅古菌丰

富性较入窖粮糟差，分析其原因是入窖粮糟加入大曲，且

又与车间的地面及空气接触，势必会增加大曲、空气等中

的古菌。不同窖池的入窖粮糟古菌群落结构有差别，可能

是所接触地面等的古菌有所差异造成的。
泳道 5（窖池 B 双轮底糟）和泳道 3（窖池 A 双轮底

糟）可识别的条带数均为 5 条，泳道 2（窖池 A 中层糟）和

泳道 4（窖池 B 中层糟）可识别的条带数为 4 条和 3 条，
泳道 1（窖池 A 糟面）和泳道 6（窖池 B 面糟）可识别的条

带数为 1 条和 2 条。 这表明浓香型大曲发酵糟醅双轮底

糟的古菌种类最为丰富，其次是中层糟，这与细菌的规律

性是一致的。
2.3 糟醅真菌 18S rDNA 的 DGGE 分析

按以上方法对糟醅真菌 18S rDNA 的 DGGE 进行分

析，结果见图 4。

根据 DGGE 图及泳道识别图分析可知，糟醅中真菌

数量较为丰富， 浓香型大曲发酵的糟醅真菌数量及丰度

均比入窖粮糟的少，分析窖池 A 的 3 个泳道和窖池 B 的

3 个泳道， 发现不同的窖池其糟醅真菌群落结构有一定

的差异， 而相同窖池的糟醅真菌群落结构具有较大相似

性， 这表明糟醅的真菌微生物群落结构跟窖池也有较大

的关系。
泳道 5（窖池 B 双轮底糟）和泳道 3（窖池 A 双轮底

糟）可识别的条带数均为 9 条，泳道 2（窖池 A 中层糟）和

泳道 4（窖池 B 中层糟）可识别的条带数为 7 条，泳道 1

（窖池 A 糟面）和泳道 6（窖池 B 面糟）可识别的条带数

为 4 条和 5 条。 这表明浓香型大曲发酵糟醅双轮底糟的

真菌种类最为丰富，其次是中层糟，这与古菌和细菌的规

律性是一致的。 真菌优势条带克隆测序结果见表 1。
有孢圆酵母属（Torulaspora）在入窖粮糟及浓香型大曲

发酵中均有被检测到，而张文学[8]等用 PCR 克隆分析的

图 3 糟醅古菌 V3～V4 区泳道识别图

图 4 沱牌糟醅真菌 18S rDNA DGGE 泳道识别图
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方法仅在入窖糟中发现该属；而毕赤酵母属（Pichia）在入

窖粮糟和浓香型大曲发酵糟醅中均有被检测到， 且 Z2

所对应的菌极有可能是毕赤酵母属的某个新种， 这与吴

飞 [14] 等采用传统培养加 18S rDNA 鉴定的研究结果一

致。 表明 PCR-DGGE 方法在酒醅微生物群落结构的分

析、 寻找酒醅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具有可行性。

3 结论

本研究结果表明，不同的窖池其糟醅细菌、古菌和真

菌群落结构有一定的差异，而相同窖池的糟醅细菌、古菌

和真菌群落结构具有较大的相似性， 这表明糟醅的微生

物群落结构跟窖池也有较大的关系， 估计与不同窖池窖

泥微生物的群落结构差异有关。 浓香型大曲发酵糟醅的

微生物种类和丰度均少于入窖粮糟糟醅， 这与入窖粮糟

里新加入大曲有很大关系。
浓香型大曲发酵糟醅双轮底糟的微生物种类最为丰

富，其次是中层糟，这一点在本研究的细菌、古菌和真菌

群落结构分析中均已证实。 一般认为相似值高于 0.60 的

群体具有较好的相似性， 对浓香型大曲发酵的 6 个糟醅

样品进行细菌相似性分析，窖池 B 的中层糟和面糟的细

菌群落结构相似值为 0.79， 表明两者较为相似； 窖池 A

的中层糟和面糟的细菌群落结构相似值为 0.53， 也可认

为两者较为相似。 由此可以推测浓香型发酵糟醅面糟和

中层糟较为相似。
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2013 年山东白酒产量将增长 20 %以上

本刊讯：据悉，预计 2013 年山东白酒行业产量、销售收入将继续保持 20 %以上的增长，利税的增长将大于产量、销售收入的增长幅度。
芝麻香型白酒在占领省内高端市场的同时，要积极走出山东抢占全国市场。目前，全省芝麻香型白酒生产能力约为 5 万千升，到“十二五”末
力争芝麻香型白酒生产能力达到 8 万～10 万千升。

加强技术改造和创新，调整产品结构。减少低档酒的生产，提升中高档酒的生产比重；把浓香低度酒与芝麻香酒两大优势酒种做精、做
细，做强、做大。同时通过技术创新走不同香型工艺融合的路子，开发个性化产品、特色产品，走差异化发展的路子。

提高劳动生产效率，降低人工成本。白酒行业提高机械化水平，装备较先进的检测仪器，满足科技创新及保证食品安全的需要。力争“十

二五”末山东省白酒行业实现从粉碎、通风凉米查、出窖、入窖、出甑、制曲等工艺过程实行机械化。
培育发展九大企业集团。重点发展泰山酒业、景芝、扳倒井、古贝春、兰陵、琅琊台、趵突泉、孔府家、花冠等企业集团。以名牌产品为龙头，

促进强强联合，增强山东省白酒整体实力。(小小)
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