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摘 要： 利用 PCR-DGGE技术研究了洋河酒醅中的细菌群落结构及其发酵过程中的变化规律。结果表明，所有
酒醅样品均出现 9～15条较清晰的条带，其中 3号、4号、11号、14号条带在所有样品中均有检出，且优势度较高；
所有样品生物多样性指数都在 1.68～2.35之间。发酵前期，多样性指数总体呈先增加后降低的趋势，发酵第 25天时
到达最大值，之后多样性指数下降并保持相对平稳，第 60天时有所回升；相似性指数除第 1天和第 10天样品细菌
群落的相似性指数为 0.64，第 40天和第 50天细菌群落的相似性指数为 0.79外，其他样品间的相似性指数均在
0.60以下，表明在发酵过程中，边中位置不同发酵时间酒醅样品细菌群落间的差异较大。
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Study on the Change Rules of Parameters of Luzhou-flavor
Liquor in Pits and Their Correlations (IV)：Bacteria
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Abstract: The change rules of bacteria communities in fermented grains of Yanghe liquor in the fermentation process were analyzed by
PCR-DGGE. The results were summed up as follows: 9 to 15 bands appeared clearly for all fermented grains samples, among them, No.3, No.4,
No.11 and No.14 band detected in all samples and they had high degree of dominance; the diversity index of all samples kept between 1.68 and
2.35, at the early stage of the fermentation, the diversity index of samples generally increased firstly and then dropped and reached the maximum
at the 25th day of the fermentation, then it dropped and kept relatively stable, and it ascended slightly at the 60th day of the fermentation; the simi-
larity index of samples at the 40th day and at the 50th day of the fermentation was 0.79, and at the 1st day and at the 10th day was 0.64, at other
times, the similarity index of samples was below 0.60, which indicated that the difference of bacteria groups in fermented grains samples at differ-
ent locations in pits and during different fermentation time was obvious.
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浓香型白酒的生产是以窖池和糟醅为基础， 由环境
微生物、 大曲微生物和窖泥微生物共同作用而成的复杂
的物质能量代谢过程[1]。 通过发酵过程中所产黄水的介
导，糟醅与窖泥之间不断进行微生物和物质能量的交换，
既为糟醅的发酵提供了丰富的微生物种群， 又实现了窖
泥自身的新陈代谢。因此，探讨发酵过程中浓香型白酒酒
醅微生物群落特性的差异及其变化规律对浓香型白酒生

产有着重要的指导意义。
前人采用平板培养，从酒醅中已分离出芽孢杆菌属、

乳杆菌属、芽孢梭菌属等多种细菌类群[2]。 但是传统的分
类方法培养周期长，较为复杂,而且所得出的结论与实际

情况有所偏差。
随着分子生物学技术的发展， 基因指纹图谱技术越

来越多的应用于白酒酿造微生物群落结构研究 [3]。 如扩
增的 rDNA限制性酶切分析（ARDRA）、单链构象多态性
（SSCP）、末端限制性片段长度多态性（TRFLP）、变性梯
度凝胶电泳（DGGE）和温度梯度凝胶电泳（TGGE）等技
术。 本试验利用 PCR-DGGE技术，研究发酵过程中酒醅
优势细菌群落结构及其变化规律， 为中国白酒生产提供
理论基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料
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注：M.DL500TM DNA Marker；1.发酵第 1 天；2.发酵第 5 天；3.发酵
第 10 天；4.发酵第 15 天；5.发酵第 20 天；6.发酵第 25 天；7.发酵第
30 天；8.发酵第 40 天；9.发酵第 50 天；10.发酵第 60 天。

图 1 酒醅细菌 16S rDNA PCR扩增结果

酒醅样品：采自洋河酒厂生产窖池边中位置，迅速置
于冰盒再运回实验室，-20℃保藏。
试剂与设备：Taq DNA 聚合酶， 大连宝生物工程有

限公司；去离子甲酰胺，德国 AppliChem；PCR 仪，美国
BIO-RAD 公司 My cycle；DGGE 电泳仪 ， 美国 BIO-
RAD公司 Dcode；高速冷冻离心机，德国 Hettich 公司 U-
NIVERSAL 32R； 凝胶成像系统， 美国 SIM 公司 Bio-
Best200E。
1.2 试验方法
1.2.1 酒醅微生物总 DNA提取
采用 E.Z.N.A.TM soil DNA kit 提取酒醅微生物总

DNA，具体步骤见说明书，然后用核酸蛋白仪检测 DNA
的浓度和纯度，保存于-20℃备用。
1.2.2 引物设计与合成
采用细菌通用引物 EUB-968Gc for：5'-CGC CCG

GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA GGG
GAA CGC GAA GAA CCTTAC-3' 和 EUB-L1401 rev：
5'-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3'，扩增 16S rDNA 的
V6-V8区[4]，引物由上海英俊生物技术公司合成。
1.2.3 PCR-DGGE分析

PCR 反应体系为 50 μL：1.0 μL Taq 酶 (5 U/μL)，
5.0 μL 10 ×buffer，3.0 μL MgC12 (25 mmol/L)，4.0 μL
dNTPs Mixture (各 2.5 mmol/L)，引物 (10 μmol/L)各
1.0 μL，1.0 μL 模板 DNA (100 ng/L)，34.0 μL 灭菌双蒸
水。 PCR扩增程序：94℃预变性 5 min；PCR循环：94℃
10 s，56℃ 20 s，68℃ 40 s，共 35 个循环；然后 68℃延伸
10 min。PCR产物用琼脂糖凝胶电泳检测，然后用凝胶成
像系统拍照。
在 50 μL PCR 产物中加入 8 μL 6×loadding buffer

混匀，取 20 μL加入 40 %～70 %(100 %的变性剂中含有
7 mol/L 的尿素和 40 %的去离子甲酰胺)梯度变性聚丙
烯酰胺凝胶 (交联度为 38∶2)的加样孔中，胶的规格为
20 cm×20 cm，厚 1 mm，在 1×TAE 电泳液中电泳，电泳
温度为 60 ℃，先用 200 V 电泳 4 min，然后 130 V 电泳
14 h，银染后拍照。
1.2.4 数据分析
研究群落多样性的方法很多， 本研究主要用丰度

(S）、优势度、样品间相似性指数(Cs)和 Shannon-Wiener
指数(H)来表示。 通过 quantity one软件对 DGGE图谱进
行分析。 具体过程如下：
①丰度(S)：用 DGGE图谱中条带的个数来表示。
②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。
③Shannon-Wiener 多样性指数 [5]：反映群落种类与

均匀度的混合参数，即种类数目多，可增加多样性；同样，
种类之间个体分配的均匀性增加也会使多样性提高。

H＝-
s

i = 1
Σ+piln pi

注：H 为 Shannon-Wiener 多样性指标值；pi 为第 i 个物种所占
的百分比， 即是第 i 种的个体数与个体总数的比例；S 为样品中含
有多少种不同的物种的数量，即该样品总 DGGE 条带数。

⑤相似性用索伦森配对相似性系数 （Sorenson Pair-
wise Similarity Coefficient）[6]来计算：

Cs＝2j/（a+b）
注：Cs 为索伦森配对相似性系数；a 为某一样品的 DGGE 图

谱的条带数目；b 为另一样品的 DGGE 图谱的条带数目；j 为 2 个
泳道所共有条带的数目。

2 结果与分析

2.1 16S rDNA PCR扩增结果
酒醅样品微生物总 DNA 光吸收比值 OD260/OD280均

在 1.70～1.90之间。 用引物 EUB-968Gc和 EUB-L1401
扩增酒醅细菌 16S rDNA，得到 470 bp 左右的片段(见图
1)，符合引物设计的片段。
2.2 16S rDNA PCR-DGGE图谱
从酒醅细菌 16S rDNA PCR-DGGE 图谱（见图 2）中

可以看出，所有样品均出现 9～15条较清晰的条带，说明
各样品 16S rDNA PCR 产物通过 DGGE 得到了较好的
分离。

2.3 DGGE图谱丰度变化规律
分析了 DGGE 图谱中细菌丰度的变化规律 （见表

1），结果发现：酒醅细菌的丰度值总体上呈先下降，后上
升，再下降，最后保持平稳的趋势。 在发酵第 1天和第 20
天时，丰度达到最大值 15；在发酵第 40 天、第 50 天时，
丰度值达到最低值，仅为 9。 其中，3号、4号、11号、14号
条带在所有样品中均有检出；1 号、7 号、8 号、9 号、13 号
条带， 在发酵的前中期样品中均有检出， 到了后期没有
检出；17号、18号、19号条带， 只在发酵的 2～25 d 时有
检出；22号条带，只在少数几个样品中有检出。
2.4 DGGE图谱条带优势度变化规律
分析了边中位置酒醅细菌 16S rDNA PCR-DGGE图
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图 2 酒醅细菌群落 DGGE图谱

谱条带优势度的变化规律（见表 1、图 3）。结果发现，不同
样品相同位置处条带的优势度变化较大。 3 号、4 号、11
号、14 号条带在所有样品中均有检出， 每个条带的优势
度变化规律均反映出不同时间酒醅中微生物量的差异；
3号条带的优势度随时间的增加基本呈现上升趋势，到
60 d 时达到最大；4 号条带的优势度呈现先增加后降低，
到 60 d 时又有上升的趋势，在 15 d 时达到最大值；11 号
条带的优势度呈现先增加后降低， 然后再增加又降低的

趋势，第 50 天时达到其最大值；14 号条带的优势度在前
40 d呈现增加趋势，后期基本稳定。

2.5 DGGE图谱多样性指数变化规律
分析了 DGGE 图谱细菌群落多样性指数的变化规
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图 3 酒醅细菌群落条带优势度变化规律
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律(见图 4)。 结果发现，边中位置细菌群落生物多样性指
数都在 1.68～2.35 之间。 随着发酵时间的增加， 第 5
天、 第 10天、 第 15天的多样性指数比第 1天的有所增
加，第 15 天时开始下降，到第 25 天时，多样性指数达到
最高；第 20 天、第 25 天样品多样性指数较接近，到了 30
d 以后则开始降低， 到第 40 天和第 50 天时逐渐趋于稳
定；第 30天、第 40天、第 50天酒醅样品细菌群落多样性
指数基本保持平稳，第 60天时有所回升。

2.6 DGGE图谱相似性指数
分析了酒醅细菌群指纹图谱的相似性(见表 2)，一般

认为相似值高于 60 %的 2个群体具有较好的相似性。结
果发现：发酵第 1天和第 10天样品细菌群落的相似性指
数为 64.4 %，第 40 天和第 50 天细菌群落的相似性指数
为 79 %，其他样品间的相似性指数均在 60 %以下。 基于
相似性数据，构建 UPGMA聚类图(见图 5)：第 1 天、第 5
天、 第 15天聚为 1支； 第 20天和第 25天聚为 1 支；第
40天和第 50天聚为 1支。

3 讨论

3.1 生物多样性研究中， 丰度代表一定区域的物种数。
DGGE 将无法检测 DNA 在基因组中的含量少于 1.5 %
的种群，因此，DGGE 图谱所反映的是样品中的优势菌
群[7]。 DGGE在一定程度上依赖于引物的设计，Myers[8]等
首次在 DGGE 中使用“GC 夹板”和异源双链技术 ,使该
技术日臻完善。 本试验采用细菌通用引物 EUB-968Gc

和 EUB-L1401 利用“GC 夹板”技术，扩增 16S rDNA 的
V6-V8 高变区，扩增后的 DNA片段为 470 bp，所得的酒
醅样品细菌 DGGE图谱的丰度为 9～15， 实现了酒醅细
菌的较好分离。结果发现：不同发酵时间样品的条带数差
异较大，优势条带在 4～6 条之间，其中既有所有样品的
共有条带，也有部分样品的共有条带，还有个别样品的特
异条带；随着发酵时间的增加，样品条带丰度总体上呈先
减少后增加再减少的趋势，到发酵后期基本趋于稳定。
3.2 条带的优势度反映的是该条带的量在整个样品中
所占的比例大小。 对具有代表性的优势条带的优势度分
析， 可在一定程度上代表酒醅细菌群落在发酵过程中的
演变情况。 本试验分析了酒醅细菌 DGGE 图谱的优势
度，结果发现：在所有的酒醅样品 DGGE 图谱中，都检出
了 3 号、4 号、11 号、14 号条带，且相对于其他条带而言，
优势度和变化程度均较大， 说明这 4条带所代表的细菌
类群，可能在酒醅微生态系统中起重要的作用。
3.3 生物多样性是生态系统稳定性的基础，较高水平的
生物多样性有利于生态系统功能的发挥 [7]。 本试验研究
发现：酒醅细菌 DGGE 图谱的 H 值为 1.68～2.35。 发酵
前期，随着发酵时间的增加，细菌多样性指数呈先增加后
递减的趋势。这可能是由于在发酵过程中，发酵产生的乙
醇及酸类物质会在一定程度上影响细菌群落的多样性，
另外发酵后期厌氧环境的加剧和营养关系的多样化，都
会在一定程度上影响到酒醅细菌群落的多样性； 发酵第
25 天、第 60 天时，多样性指数有所上升，这可能是由于
发酵过程中窖泥微生物迁移进入酒醅中， 使得酒醅微生
物多样性指数有所升高。
3.4 相似性指数主要反映各样品条带数量之间的相似
性关系，它只是最基本的多样性分析指数。 郭冀峰等[9]利

用 DGGE 技术分析稳定塘底泥细菌种群多样性，发现西
安和杭州两地尽管温度与纬度不同， 但稳定塘中微生物
种群的相似程度较高。赵继红[10]等利用 PCR-DGGE技术

图 4 酒醅细菌群落多样性指数的变化规律
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注：1#.发酵第 1 天；2#.发酵第 5 天；3#.发酵第 10 天； 4#.发酵第 15
天；5#.发酵第 20 天；6#.发酵第 25 天；7#.发酵第 30 天；8#.发酵第
40 天；9#.发酵第 50 天；10#.发酵第 60 天。

图 5 酒醅细菌群落 UPGMA聚类图
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目的条带比对结果表明， 曲心中的古菌主要以产甲
烷菌和某些未能培养的嗜热类古菌为主。
从上述的三大菌群结构的比较结果来看， 菌群结构

相对稳定的古菌对大曲的生产质量影响似乎不大， 而真
菌在两季结构上的明显变化说明真菌菌群对大曲发酵质

量有着关键性地影响。

4 小结

通过分类鉴定大曲微生物的菌群构成， 发现习酒架
式大曲主要优势菌群的构成与已有研究报告及经验积累

存在一定差异。研究结果表明，习酒中优势和特征细菌主
要为芽孢杆菌属 （Bacillus） 和葡萄球菌属（Staphylococ-
cus）； 优势和特征酵母主要为酵母属 [Saccharomyces
(Meyen) Reess]、汉逊酵母属（Hansenula H. et P. Sydow）、
假丝酵母属 （Candida Berkhout） 和酒香酵母属 （Bret-
tanomyces Kuff.et V.Laer）。 大曲中的优势丝状真菌菌群
为毛霉属（Mucor Micheli ex Fries）和曲霉属（Aspergillus

Micheli ex Fr.）。 其成品大曲与老窖大曲相比，细菌数量
相当，酵母数量偏少，而霉菌数量较多；优势菌群类似，不
过通过免培养技术检测到习酒大曲具有耐高温菌群，如
高温放线菌、嗜热真菌属等，而泸型大曲则未检测到。 由
于习酒地域生态环境及制曲工艺独特， 曲坯品温可高达
到 62℃左右，这独特的极端制曲环境在生产中自然调控
了制曲环境中微生物及其代谢过程不同酶系和代谢产物

的自然演替， 实现了大曲生产过程不同工艺阶段对不同
微生物群种的调控和需求， 完成了多种微生物混合发酵
过程的复杂代谢和代谢产物的多样性， 富集了大量呈香
呈味物质及其前体物质，产生特殊而浓郁的复合曲香，从
而赋予习酒特殊的酒体风格。
致谢：本文为贵州省白酒重大科技专项《贵州白酒

（非酱香型）关键共性技术研究集成与应用》子课题之一
研究内容，全文为项目研究结果的部分内容综述。感谢贵
州省白酒重大科技专项的资金支持。
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分析啤酒废水生物处理工艺的微生物区系， 发现不同深
度的 SBR 池与水解酸化池中细菌群落的相似性存在差
异。本试验对微生物群落相似性进行了分析，发现窖池边
上酒醅发酵过程中相邻时间的样品细菌群落间的相似性

系数较高，表明在发酵过程中，边中位置不同发酵时间样

品细菌群落间的差异较大。
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白云边提前 1个月实现任务过半
本刊讯：据初步统计，2012年 1～5月，湖北白云边酒业股份有限公司实现销售收入 18.39亿元，完成年计划的 52.54 %，较上年同期增长

41.13 %。上交税金 2.76亿元，完成年计划的 65.66 %，较上年同期增长 48.02 %。实现利润总额 2.88亿元，完成年计划的 96.04 %，较上年同期
增长 191.06 %。主要经济指标提前 1个月完成全年计划。其中：销售额的增幅高于销售量的增幅，利润的增幅高于收入的增幅，企业效益型增
长势头更加明显。

2012年，白云边抢抓消费升级、市场走高、品牌提升的历史性机遇，乘势而上，大力实施“推高推新”的产品政策，中高端产品市场份额进
一步提升。1～5月，白云边 12年陈酿销量 153.81万件，比上年同期增加 82 %；白云边 42度 15年、白云边 45度 20年、白云边 45度 1979纪
念酒、白云边 53度 1979纪念酒与上年同期比，销量增幅分别达 54 %、76 %、96 %、73 %。在白云边 12年陈酿及以上产品强劲增长的带动下，
企业发展的质量和效益水平不断提高。（王小波）
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