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窖泥细菌群落结构演替及其与环境因子的相关性
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摘 要： 利用 PCR-DGGE系统研究了剑南春不同窖龄(2～50年)窖泥的微生物群落结构、种群演替趋势及其与环
境因子的相关性。结果表明，2年窖龄窖泥的细菌丰度和多样性指数与 5年样品相似，而 10年窖龄窖泥的细菌丰度
和多样性指数则明显增加，之后的 10年基本持平，但 50年时又显著下降。相同窖龄的窖泥样品中，中层的物种丰度
和多样性指数均高于上层和下层，特别是在 2～5年样品中这一趋势更加明显。DGGE和序列分析显示，窖泥中优势
种群均分布在厚壁菌门（Phylum Firmicutes）的杆菌纲（Class Bacill）和梭菌纲（Class Clostrida），其中耐酸乳杆菌
（Lactobacillus acetotolerans）、芽孢菌（Bacillus fordii）、未培养的瘤胃菌（uncultured Ruminococcaceae bacterium）和梭
菌（uncultured Clostridia bacterium）为窖泥样品中的主要优势种群。典型对应分析显示，窖泥微生物群落结构与环境
因子具有显著的相关性，其中有效磷、氨氮、pH对微生物群落结构的影响较大，其次是腐殖质，而水分含量的影响较
小。
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Abstract: Bacterial community succession in pit mud of different age （from 2 years to 50 years）in Jiannanchun Group and its correlations with
environmental factors were systematically studied by PCR-DGGE methods. The results were as follows: bacterial abundance and bacterial diversi-
ty index displayed high similarity between 2-year-old and 5-year-old pit mud samples, however, they increased obviously in 10-year-old pit mud
samples and then kept stable in 20-year-old pit mud samples, and then dramatically declined in 50-year-old pit mud samples; for pit mud of the
same age, bacterial abundance and bacterial diversity index in medium layer were higher than that in the upper or lower layer, especially for pit
mud samples of 2～5 years; DGGE profile and sequences analysis indicated that the dominant bacterial populations in pit mud samples were
mainly distributed in Class Bacill and Clostrida of Phylum Firmicutes. The predominant bacteria included Lactobacillus acetotolerans, Bacillus
fordii, uncultured Ruminococcaceae bacterium, and uncultured Clostridia bacterium; CCA results revealed that there was significant correlations
between environmental factors and bacterial community in pit mud. Among all environmental factors, available phosphorous, ammonia nitrogen
and pH had stronger influence on bacterial community structure in pit mud, then followed by humics and moisture content the least.
Key words: microbe; Pit mud; bacteria; community structure; environmental factor; DGGE

浓香型白酒的生产是以窖泥微生物、大曲微生物、糟
醅微生物等复杂的物质能量代谢过程为前提， 其中窖泥
微生物的作用使得浓香型白酒产生浓郁的窖香 [1]。 生产
经验表明，窖池窖龄与酿酒质量关系极为密切，只有老窖
才能出好酒。如以泸州特曲为代表的浓香型白酒，有些专
家认为，50 年以上的老窖才能生产特头曲，20 年左右的

窖池只能生产二曲、三曲酒 [2]，由此可见，老窖池对于浓
香型白酒生产及品质的重要性。 窖泥微生物区系极为复
杂，它是经过长期的驯化和演替而逐渐形成的。前人利用
传统方法对窖池微生物区系的解析 [3]、纯种分离及作用
机理[4-8]等方面做了大量研究工作，为大曲白酒的发展做
出了重大贡献。但研究表明，通常环境中可培养的细菌仅
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占细菌总数的 0.1 %～10 %[9-10]， 大量的细菌不能培养或
现阶段难于培养，因此，采用传统的分离培养方法研究窖
泥微生物区系有一定的局限性。
近年来， 有些学者尝试借助于现代分子生物学技术

研究窖泥微生物群落，如罗惠波等采用 PCR-SSCP 技术
研究窖池微生物群落 [11-12]， 邓依等采用 16S-23S rRNA
ITS-AFLP指纹图谱分析窖泥原核微生物多样性[13]，陕小
虎等对利用 PCR-DGGE 技术研究窖泥微生物的电泳条
件进行了优化和探讨[1]。 3 种方法比较，DGGE 除了可较
好地反映样品的微生物群落结构外， 还可对优势条带切
胶回收，并进行序列测定和分析，从而可以进一步了解优
势菌种的种属分类。总体来说，利用现代分子生物学方法
系统研究窖泥微生物群落结构与演替趋势， 以及与环境
因子的相关性研究相对较少。 本研究以剑南春不同窖龄
的窖泥为研究对象， 采用 PCR-DGGE 技术对不同窖龄
窖泥的微生物群落结构和变化趋势进行系统研究， 并利
用典型对应分析（CCA）探讨了微生物群落结构与环境因
子的相关性， 为全面了解窖泥微生物区系分布及主要功
能微生物， 进而为老窖环境的人工模拟及条件控制提供
理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料
窖泥样品取自四川剑南春股份有限公司各生产车

间，窖龄分别为 2 年、5 年、10 年、20 年以及 50 年，取样
按窖池自上而下，分上（距池口约 40 cm）、中、下层(距池
底约 40 cm)，每层多点取样混匀，所得窖泥样品一部分
用于测定水分、pH值及矿物质元素等指标， 剩余部分用
于窖泥原基因提取。
1.2 理化指标检测
窖泥理化指标（水分含量、pH、氨态氮、有效磷及腐

殖质等）的测定，参照《酿酒分析与检测》[14]所述方法分析
测定。
1.3 基因组 DNA提取[15]

取 5 g样品于 50 mL离心管中， 加入 13.5 mL DNA
提取 Buffer （100 mM Tris-HCl，100 mM sodium EDTA，1
00 mM sodium phosphate, 1.5 M NaCl, 1 % CTAB)和
10 μL蛋白酶 K（100 mg/mL），于 37℃、225 r/min、30 min；
加入 20 %SDS 1.5 mL,60℃孵育 1 h （每隔 20 min 轻轻
颠倒离心管）室温离心 10 min、6000 g，收集上清液。 向泥
土沉淀中加入 4.5 mL DAN 提取 Buffer 和 0.5mL 20 %
SDS, 漩涡混匀 10 s 于 65℃、5 min， 室温离心 10 min、
6000 g，收集上清液（重复 2 次），混合所有上清液，加入
等体积的氯仿 / 异戊醇（24∶1），室温离心 5 min、16000 g
收集水相，加入 0.6 倍体积的异丙醇沉淀，室温放置 1 h，

室温离心 20 min、16000 g，弃上清液，加入冰冷的 70 %
的乙醇，室温离心 20 min、16000 g，弃上清液，于室温干
燥，加入 500 μL无菌水溶解 DNA，-20℃保存。
1.4 PCR-DGGE

PCR 扩增引物选用 16S rDNA V3 区通用引物 GC-
338F (5'-C GCC CGC CGC GCG CGG CGG GCG GGG
CGG GGG CAC GGG GGG CCT ACG GGA GGC AGC
AG-3', 下划线表示 GC 夹) 和 518R (5'-ATT ACC GCG
GCT GCT GG-3')[16]。 PCR反应体系(50 μL)的组成：10×T
aq buffer ((NH4)2SO4) 5 μL，MgCl2 (25 mM) 5 μL，10 mM
dNTP mix 1 μL, 双向引物 (10 μM) 2 μL, Taq DNA 聚合
酶（MBI Fermentas）1.25 U，无菌去离子水补足至 50 μL。
PCR 扩增程序：94 ℃ 预变性 4 min；94 ℃ 变性 45 s，
65℃退火 35 s，72 ℃ 延伸 45 s，33 个循环；72 ℃ 延伸
10 min。 PCR扩增产物采用 1 %琼脂糖凝胶电泳检测。
对上述 PCR 扩增产物进行变性梯度凝胶电泳分析

(Bio-rad Dcode Universal Detection Mutation system)。 聚
丙烯酰胺凝胶(1.5 mm厚,16 cm×16 cm)浓度为 8 %,变性
范围选用 30 %～60 %。 电泳条件为 60℃、80 V、6 h。 凝
胶通过溴化乙锭染色 15 min 后， 在凝胶成像系统(Syn-
gene G：Box HR Gel Documentation)中照相, 并对优势条
带进行回收。
1.5 DGGE图谱分析
利用 Quantity One 软件(Bio-Rad)对 DGGE 图谱上

的条带进行数字化， 采用非加权配对算数平均法(UPG-
MA)聚类对细菌群落进行聚类分析，研究各细菌群落的
相似性。 细菌丰度用 DGGE 图谱中条带的个数来表示。
优势度： 用某一特定条带的峰面积占样品总体峰面积的
百分数来表示。
采用 Shannon-Weaver 指数 H对细菌群落的多样性

进行分析 。 Shannon-Weaver 指数 H=-ΣPi lnPi 式中
Pi=ni/N。 在本研究中，Pi 代表某一泳道的第 i 个条带
（Band）的光密度的百分含量。
1.6 种群结构与环境因子相关性分析[17]

使用 Quantity one(美国 Bio-Rad)软件对 DGGE 电
泳图谱进行量化处理,以二进制的格式输出。运用生物统
计学软件 Canoco for windows (Version4.5)对 DGGE 图
谱量化后的数据进行典型对应分析 (CCA), 研究各个水
样中微生物多样性与其理化指标的相关性。 分析过程中
去除了相对含量小于 1 %和只出现过 1 次的条带, 水样
的理化指标进行了标准化处理[18]。
1.7 优势种群系统发育地位分析
从 DGGE 凝胶切下可见条带，捣碎后于 50 μL无菌

双蒸水中于 4℃浸泡过夜。 以溶出的 DNA 作模板，用
338 F/518 R 引物对其进行 PCR 扩增（条件同前），产物
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图 1 DGGE与聚类分析

图 2 不同窖龄窖泥细菌群落多样性指数变化规律
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经纯化后，连接到 pEASY-T1 载体（北京全式金生物试
剂公司） 并转入大肠杆菌 DH5α 中， 挑取阳性克隆，用
M13引物进行质粒 PCR检测后，送上海生工测序。 测序
结果在 NCBI 数据库 ( http: / /www. ncbi. nlm. nih.
gov/blast)中进行比对，下载数据库中最接近的已知序列，
利用 ClustalX-MEGA 4 软件进行序列同源性分析，并构
建系统发育进化树(NJ算法, Bootstrap 1000次)。

2 结果与讨论

2.1 PCR-DGGE电泳结果与聚类分析
DGGE 结果显示，共有 28 个不同条带，每个泳道均

出现数量不等的较清晰条带 （6-23）， 表明各样品 16S
rRNA 的 PCR 产物通过 DGGE 实现了较好的分离 （图
1）。表 1为不同窖泥样品中的细菌的丰度结果。从表 1可
以看出， 2年、5年窖泥细菌丰度相近，平均为 14.7，而 10
年窖泥细菌丰度明显增加， 平均为 21.7，20 年窖泥的细
菌丰度则与 10窖泥基本持平，平均为 20.7，但是 50 年窖
泥细菌丰度则明显减少，平均只有 7.7。 同窖龄不同层次
细菌丰度比较，2～20年窖泥呈中层＞上层＞下层，而 50
年窖泥呈中层＞下层＞上层的趋势。DGGE电泳图显示，
条带 B3、B7、B19 和 B28 在各样品中均有检出， 尽管其
优势度各有不同，但总体而言是主要的优势种群。B13条
带只在 2～5年窖泥样品中检出， 而在 10～50 年窖泥样
品中少有检出，表明该种群在长期生产与驯化过程中，逐
渐被淘汰。 B15条带则只在 10～20 年窖泥样品中检出，
而在其他样品中未检出（除 2 年窖泥中层样品）。 B16 和
B23条带在 2～20年窖泥样品中，随着窖龄的增加，其优
势度逐渐增加，但在 50年窖泥样品中却显著减少。

2～50 分别代表窖泥样品的窖龄，s、z和 x 分别代表
取样的上层、中层和下层。

聚类分析结果显示，不同窖龄的样品共聚为 4 个簇，
其中 2～5 年窖泥的上、下层样品聚为一簇，相似性指数
为 0.72～0.84；10～20年窖泥的中、 下层样品聚为一簇，
相似性指数为 0.64～0.75；50年窖泥样品单独聚为一簇，
相似性指数 0.79～0.83。令人奇怪的是，2～5年窖泥中层
样品与 10～20年上层样品聚为一簇，相似性指数 0.62～
0.67。 总体来说，2～5年窖泥样品与 50年样品相似度较
高（0.66），而与 10～20年样品相似度较低（0.54），其中的
原因与机理还有待于进一步研究。
2.2 多样性指数分析

Shannon-Wiener 指数(H值)是分析样品中物种多样
性中最常见的指数。 不同窖龄窖泥细菌群落多样性指数
变化规律结果见图 2。

从图 2可知， 不同窖龄窖泥样品中细菌的多样性指
数在 0.88～2.2 之间，随着窖龄的增加，多样性指数总体
上呈先增加后降低的趋势，同一窖龄样品中，中层多样性
均高于上、下层，这一趋势在 2 年、5 年和 50 年窖泥样品
中尤其明显，而在 10～20 年窖泥样品中，不同层次的多
样性较均衡，中层多样性仅略高于上层、下层。 罗惠波[11]

等利用 PCR-SSCP 技术研究某酒厂不同窖龄窖泥（20
年、100 年、200 年、300 年）中细菌的多样性结果显示，随
着窖龄的增加， 相同位置样品的多样性指数总体上呈递
增趋势，其中 20年窖泥样品中多样性指数上层＞下层＞
中层， 而在本研究中，20 年窖龄样品中多样性指数中
层＞上层＞下层。 此外，50 年窖泥样品的多样性指数显
著低于 10～20年窖泥样品，甚至低于 2～5 年样品，这与
以往对于老窖微生物种群多样性的认识有所不同， 但这
一结果与课题组采用高通量测序所得的结果相类似 （另
文发表），其内在机制还有待于进一步研究。
2.3 优势种群的序列分析
测序及系统进化树显示 （图 3），窖泥中优势种群

主要分布厚壁菌门(Phylum Firmicutes)的杆菌纲（Class
Bacill）和梭菌纲 （Class Clostrida）2 个纲中 。 B3 和 B7
归为一簇， 属杆菌纲， 其中 B3 为耐酸乳杆菌（Lacto-
bacillus acetotolerans (T) DSM 20749；M58801），序列相
似性100 %。 乳酸菌是固态法白酒生产的重要微生物，绝
大多数都是厌氧菌或兼性厌氧菌，革兰氏阳性。在固态法
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图 3 系统进化树
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白酒发酵过程，乳酸菌具有促进美拉德反应、促进酿酒发
酵、维护与保持酿酒微生态环境等作用[19]，由它代谢产生
的乳酸与酵母发酵生成的酒精生成乳酸乙酯, 乳酸乙酯
含量的多少在一定程度上决定浓香型大曲酒的质量 [4]，
B7 与 1 株芽孢菌（Bacillus fordii; MGA1-2；HM057850）
有 99.5 %相似性，研究表明，芽孢菌也是产生乳酸的重
要菌类[20]； B13、B15、B16、B19 和 B23 归为一簇，属梭菌
纲。其中，B13与 RDP数据库中已有序列相似较低，与之
最接近的是一株未培养的互营共养单胞菌（uncultured
Pelospora sp.; 47IIISN; EU887777）， 相似性仅 93 %，而
B15 则与互营共养单胞菌 47IIISN 和与 1 株互营共养单
胞模式菌（Syntrophomonas sapovorans (T); AF022249）具
有较高的序列相似性，分别为 98.9 %和 97.9 %。 互营共
养单胞菌多为厌氧有机酸降解菌， 并产氢或产乙酸 [21]；
B16 与 1 株毛螺菌科 Lachnospiraceae 属细菌 （uncul-
tured bacterium; A3C6; EU885019）较分类相近，相似性
98.8 %，目前还未见该属细菌在窖泥中的报道与研究。

B19与 B23均为未培养瘤胃菌，分别与 RDP数据库
中 已 知 菌 株 瘤 胃 菌 T6_2_16 （uncultured bacterium;
T6_2_16; EU828406） 和 G35_D8_L_B_F07 （uncultured
bacterium; G35_D8_L_B_F07; EF559144） 有 95.7 %和
100 %的相似性。 关于瘤胃菌在酿酒中的作用还未见报
道。瘤胃菌绝大部分属厌氧菌，可分解纤维素、果胶等，产
生甲酸、乙酸等，其次还分解淀粉和糖类，所产生的产物
可能作为合成酯类的底物， 但详细的机理还有待于进一
步研究。 B20、B27与 B28归为一簇，属梭菌纲，但其分类
上相对其他梭菌纲细菌来说，更接近杆菌纳。 其中，B20
与未培养的梭菌 SRB2 （uncultured Anaerobranca sp.；
SRB2；DQ069229）有较高的相似性（98.9 %），而 B27 和
B28 则分别与另一株未培养的梭菌 L5 （uncultured

Clostridia bacterium; L5; EU887985） 有高达 100%，99.4 %
的相似性， 但 B20 与 B27 和 B28 之间的相似性较低
（87.6 %），表明，可能是为不同的属。 梭菌早在 20 世纪
80 年代就被认为是酿酒生产中重要的功能菌，如泸型梭
菌（Clostridium Lushun）[22]、耳涡形梭菌[8]等均为重要的产

己酸菌， 关于其窖内发酵机理及生态学作用前人已做了
大量研究， 部分成果已应用于生产。 总体来说， 结合
DGGE 电泳图可知，耐酸乳杆菌（B3）、芽孢菌（B7）、瘤胃
菌（B19）和梭菌（B28）为剑南春窖泥中的主要优势种群。
2.4 环境因子与窖泥细菌群落的相关性分析
不同窖龄窖泥样品中理化指标及矿质元素含量分析

结果见表 2。

运用典型对应分析(CCA)，将 DGGE 图谱的数字化
结果和窖泥理化指标结合在一起分析，结果见表 3。 理化
指标为水分含量、pH、氨氮、有效磷、腐殖质等 5 项指标。
Monte Carlo permutation test 显示 5个环境因子与第一排
序轴（p：0.01）和全部排序轴（p：0.004）均有显著的相关
性。

表 3显示， 第 1和第 2排序轴解释了样本中 32.5 %
的变异，前 4个排序轴合并解释了 45.7 %的样本总变异。
第 1 和第 2 排序轴的种-环境相关系数分别为 0.966 和
0.902，这说明，窖泥中细菌群落结构与环境因子间存在
较强的关联，并且前 2个排序轴反映种-环境累积百分变
化率达就高到 65.6 %，这充分解释环境与种的相关性。
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图 4 典型对应分析图

图 4 是由 AX1 和 AX2 轴生成的二维排序图。 如
图 4 所示，pH（r=-0.65）、水分含量 （r=-0.49）、有效磷
(r=-0.80)、氨氮(r=-0.73)、腐殖质（r=-0.01）均与第 1 排序
轴负相关， 其中关联较高的环境变量为有效磷、 氨氮和
pH，而与第 2 排序轴关联较高的环境变量主要是腐殖质
（r=-0.56）和有效磷（r=0.24）。 从排序图结果可知，有效
磷、氨氮、pH、水分含量、(r=-0.73)、腐殖质与 10 年和 20
年窖龄窖泥微生物群落结构呈正相关，而与 2 年、5 年和
50 年窖泥群落结构呈负相关；腐殖质与 2 年和 5 年样品
呈正相关，而和 10～50年样品呈负相关。因此，本文所选
环境变量对窖泥微生物分布的影响， 依次为有效磷、氨
氮、pH、腐殖质和水分含量。

3 结论

3.1 DGGE 结果显示， 不同窖龄窖泥样品细菌丰度不
同，10～20 年窖泥样品中细菌丰度最高，然后是 2～5 年
的窖泥样品，而 50年窖泥样品的细菌丰度最低。 多样性
指数也显示了相似的趋势。此外，细菌丰度和多样性指数
分析均显示同一窖龄样品中，中层多样性要高于上层、下
层。
3.2 16S rRNA序列分析表明， 窖泥中优势种群主要分
布在厚壁菌门的杆菌纲和梭菌纲，其中耐酸乳杆菌、芽孢
菌、未培养的瘤胃菌和梭菌为窖泥样品中的优势种群，但
其优势度在不同窖龄样品中有所不同。 互营共养单胞菌
和毛螺菌科的 Lachnospiraceae 细菌在 2～5 年窖龄窖泥
样品和 10～20年窖泥中有不同程度分布， 但在 50 年窖
泥中显著减少。
3.3 典型对应分析显示，窖泥微生物群落结构与演替环
境因子具有显著的相关性，其中有效磷、氨氮、pH对微生
物群落结构的影响最大，其次是腐殖质，水分含量影响最
小。
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