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偏高温大曲发酵过程中芽孢杆菌的演替
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摘 要： 采用经典微生物学方法和 16S rRNA基因系统发育分析的方法，对偏高温大曲发酵过程中的芽孢杆菌类
群及其演替情况进行了分析。结果表明，在偏高温大曲发酵过程中，芽孢杆菌数量从拌料的 6.0×105个 /g曲快速上
升到最大值 3.2×107个 /g曲（第一次翻曲，4 d），最后降低到 1.1×106个 /g曲；芽孢杆菌类群从最初的 3种增加到 10
种后减少至第一次翻曲时（4 d）的 9种，随后多样性持续下降，到收曲时仅检测到 6种。同时发现，在整个发酵过程
中 Bacillus licheniformis为绝对优势种，在整个发酵环节中均存在。Bacillus产芽孢的特性保证了其种群的延续性。
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Abstract：Bacillus groups and its succession in Luzhou-flavor high-temperature Daqu were analysed by classical microbiology methods and 16S
rRNA gene phylogenetic analytic methods. The results showed that the number of bacteria increased rapidly from 6.0×105 particle/ g (Daqu) in
raw materials mixing to the maximum of 3.2× 107 particle/ g (Daqu) in Daqu-turning at the first time (4d later), and then decreased to 1.1 × 106

particle/g (Daqu). Bacillus groups increased from 3 groups at the beginning to 10 groups and then decreased to 9 groups in Daqu-turning at the
first time (4 d later) and then kept decreasing afterwards and reduced to only 6 groups at the end of Daqu-making. Meanwhile, it was found that
Bacillus licheniformis was the absolute dominant Bacillus species during the whole fermentation process and spore-producing capacity of Bacillus
could ensure the continuity of bacillus groups.
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中国白酒是世界六大蒸馏酒之一， 是我国特有的民
族传统产业，亦是我国食品饮料行业中重要的组成部分。
曲药在我国白酒行业中普遍使用， 主要为白酒发酵提供
多种部分发酵菌种和复合酶系 [1]，曲药中的微生物群落
与白酒的风格、风味、口感及品质的关系极为密切 [2]。 偏
高温大曲是宜宾叙府酒业股份有限公司自主研发的 “一
步法”多粮浓酱兼香型白酒生产工艺[3]中所使用的曲药，
其工艺特点为将传统浓香型白酒的中高温大曲的最高品

温提高 2～3 ℃（最高品温 63℃）。 芽孢杆菌是大曲中的
优势细菌[4]，近年来对大曲芽孢杆菌的研究较多,主要集
中在成品曲中功能菌株的分离和检测[5-7]，对偏高温大曲
发酵过程中的芽孢杆菌及其演替开展较为系统的研究未

见报道。因此，对偏高温大曲发酵过程中芽孢杆菌的演替
进行研究有助于对大曲发酵过程的进一步了解，同时，这

些菌株也是潜在资源， 在白酒乃至其他行业中具有广泛
的应用前景。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂及仪器
样品：分别在制曲过程的拌料（0 d）、立曲收汗（0 d）、

第一次翻曲（4 d）、第二次翻曲（10 d）、堆烧（18 d）、收曲
（40 d）时采集样品。 拌料样品为拌和均匀的小麦粉，曲药
样品为随机选取的 5块曲药的四角、 曲心、 曲包的混合
样。
试剂和仪器：PCR 仪为 Bio-Rad 公司产品； 菌株

DNA 提取、16S rDNA 片段扩增所用的各种酶、Marker、
dNTPs、Buffer 等试剂为上海生物工程技术服务有限公
司产品（Sangon）；其余试剂均为国产分析纯。
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1.2 实验方法
1.2.1 芽孢杆菌的分离
采集样品在无菌条件下梯度稀释至 10-7， 稀释液在

90℃下水浴 10 min，每个梯度涂布 5个平皿。
1.2.2 细菌 CFU计数
培养基为改良的牛肉膏蛋白胨培养基（NA），具体配

制方法参考文献[4]，计数参考文献[8]。
1.2.3 分离、纯化
每个样品计数时， 根据菌落形态差异挑选计数平板

上菌落，纯化后保存。
1.2.4 培养物 DNA提取和 16S rDNA PCR扩增
根据文献[10]提供的方法，提取优势菌及特殊菌基因

组 DNA 后，PCR 扩增 16S rDNA。 细菌引物 27f：5′-A-
GAGTTTGATCTGGCTCAG -3′ 和 1541 r：5′ -AAG-
GAGGTGATCCAGCCGCA-3′[9]。 PCR 反应体系和反应
条件参照东秀珠[12]等的方法进行。
1.2.5 16S rDNA部分序列分析
扩增的 PCR 产物送上海生物工程技术服务有限公

司（Sangon）纯化并测序，测序长度 1000～1100 bp，所得
序列用 EzTaxon server 2.0 [10] 在线进行相似性分析。 用
ClustalX 按照最大同源性的原则进行排序， 采用 Kimu-
ra-2[11]计算核苷酸差异值，并用 BioEdit 5.0.9 进行检验，
最后用 Neighbor-Joining 法 [12]构建系统进化树，自展数
(bootstrap)为 1000。

2 结果与分析

2.1 偏高温大曲发酵过程中芽孢杆菌数量变化
对曲药发酵过程中芽孢杆菌的数量及制曲品温变化

进行跟踪分析，结果见图 1。

从图 1 可以看出，偏高温大曲中芽孢杆菌数量在发
酵的不同阶段呈现先增加、后降低的变化趋势。 拌料阶
段芽孢杆菌数量较少（6.0×105 个 /g 曲），通过短暂的立
曲收汗数量即增加了约 3 倍，达到 2.8×106个 /g曲；经过
4 d 发酵，到第 1 次翻曲时达到峰值（3.2×107 个 /g 曲）；

随后数量开始下降，到第 2 次翻曲（10 d）时达到 2.5×107

个 /g曲；此后急剧降低，到堆烧和收曲阶段，芽孢杆菌数
量仅分别为峰值的约 1/10 和 1/30，与拌料和立曲收汗时
的数量接近。
在拌料阶段，尽管曲药中接种了来自原料、水源、工

具、场地及人工带入的大量芽孢杆菌，但此时并未增殖，
使得其数量低。随着发酵的进行，各类芽孢杆菌大量繁殖
导致数量不断增加，但同时曲药温度也在不断上升，在第
一次翻曲时，曲药的温度接近最高点时（芽孢杆菌数量达
到最高点时的品温为 58℃）芽孢杆菌数量达到顶峰。 随
后，从第一次翻曲至堆烧长达 14 d 的时间内，曲药温度
一直维持在顶温附近（60～63℃），加之发酵后期水分的
大量挥发损失（水分＜15 %）和微生物代谢物的积累，曲
药中的环境愈发不适合大多数芽孢杆菌的生长， 导致其
数量急剧下降。
2.2 偏高温大曲发酵过程微生物类群的演替
2.2.1 各样品中获得的纯培养物
经去除冗余，从不同样品的计数平板上分离得到 64

株纯培养物，其中拌料 4 株，立曲收汗 14 株，一次翻曲
16株，二次翻曲 15株，堆烧时取 10株，收曲时取 8株。
2.2.2 纯培养物的系统发育分析

按照 16S rDNA序列系统发育分析的相关理论 [13-14]

并结合图 2可以看出，分离得到的 67株芽孢杆菌呈现出
较为丰富的系统发育多样性。 除 1株菌与 Bacillus flexus
的相似度为 96.3 %， 可能是 Bacillus 属的一个潜在新菌
种外， 其余 66 株菌与 GenBank 中 Bacillus 的 10 个种的
模式菌株序列的相似度≥98 %。 其中 Bacillus licheni-
formis 25株，占 37.3 %，为绝对优势菌种。
从表 1 可以看出， 拌料时检测到 Bacillus 的 3 个种

类群，拌料、踩曲完成后进入曲房中立曲收汗后，曲药中
可培养的芽孢杆菌的多样性大幅度增加， 检测到的种群
多样性达到整个发酵过程的最大的 10个种，较拌料阶段
多出 7个种的类群，这表明，人工踩曲和立曲收汗这 2 个
制曲环节（工艺）对于偏高温大曲发酵体系中芽孢杆菌接
种具有重要作用；同时，亦表明曲房环境中存在对大曲生
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产具有重要作用的芽孢杆菌类群。 一次翻曲时种群多样
性较拌料阶段少 1 个种（Bacillus siamensis），二次翻曲阶
段较拌料阶段减少 2 个种（Bacillus siamensis 和 Bacillus
amyloliquefaciens）， 堆烧时较拌料阶段减少 3 个种
（Bacillus siamensis、Bacillus amyloliquefaciens 和 Bacillus
cereus）， 一次翻曲至堆烧品温均处于中挺期 （60～63
℃），且堆烧后水分低于 15 %，表明温度和水分对芽孢杆
菌种群的保留作用影响较小，主要是影响其数量的减少。
收曲时检测到 6个种，较一次翻曲时减少了 4个种，较拌
料阶段增加了 3 个种 （Bacillus anthracis、Bacillus flexus
和 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum），且拌料阶段分离
到的种群均贯穿于整个发酵过程。
在总共分析的 67 株芽孢杆菌中 ，Bacillus licheni-

formis 在发酵过程的各阶段均为绝对优势菌株。 其在发
酵过程的各阶段所占比例依次为 50 %、28.6 %、31.3 %、
46.7 %、40 %、37.5 %，排除拌料阶段的 50 %，其变化规
律与温度的变化趋势极为相似， 表明 Bacillus licheni-
formis 对温度的耐受性较强， 发酵后期由于水分的大量
挥发损失（水分＜15 %）和微生物代谢物的积累，曲药中
的环境愈发不适合大多数芽孢杆菌的生长， 是导致各类
芽孢杆菌数量减少的原因， 但其产芽孢的特性保证了其
种群的延续性。

3 结论

采用经典微生物学方法和 16S rRNA 基因系统发育
分析的方法， 对偏高温大曲发酵过程中的芽孢杆菌类群
及其演替情况进行了分析。结果显示，在偏高温大曲发酵
过程中， 芽孢杆菌数量从拌料的 6.0×105个 /g曲快速上
升到最大值 3.2×107 个 /g 曲（第 1 次翻曲，4 d），最后降
低到 1.1×106个 /g曲； 芽孢杆菌类群从最初的 3 种增加
到 10 种后减少至第一次翻曲时（4 d）的 9 种，随后多样
性持续下降，到收曲时仅检测到 6种。同时发现在整个发
酵过程中 Bacillus licheniformis 为绝对优势种，在整个发

酵环节中均存在。Bacillus产芽孢的特性保证了其种群的
延续性。
尽管周新虎等对江苏洋河大曲（成品曲）中细菌分离

到 6个芽孢杆菌种且均在此次研究中分离到， 最大的区
别在于其没有分离到 Bacillus licheniformis， 可能是地域
性和制曲工艺的不同所造成的结果。 本研究与张春明[16]

等的研究结果较为接近， 从高温大曲中分离到的芽孢杆
菌主要以地衣芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌为
优势菌，其高温大曲的最高品温为 65℃，通过分析发现
其制曲工艺与本公司较为接近 （特别是品温较为接近），
但制曲环境及细菌培养条件的不同导致了两者存在一定

的差异。通过以上分析表明，提高了品温的一步法多粮兼
香型白酒生产使用的偏高温大曲中芽孢杆菌在曲药发酵

过程中起着关键性的作用。
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10 mg/L浓度实验组最低，为 461.3 μg/g。
2.2 大麦发芽过程添加激素对抑菌蛋白分泌量 SDS-
PAGE分析
从添加 3 种外源植物激素溶液样品提取抗菌蛋白，

其 120 h抗菌蛋白 SDS-PAGE图谱见图 4。

由图 4可看出， 从添加 3种外源植物激素溶液样品
中所提取的抗菌蛋白条带位置基本相同， 分子量大约在
40 kDa与 16 kDa之间。 分子量为 40 kDa 的蛋白是蛋白
质 Z[1]，分子量为 16 kDa 的蛋白是 Ns-LTP[13]，二者均有
抗菌活性，能够有效抑制真菌生长。 还有硫堇、植物防卫
素等成分，由于它们分子量较小（5 kDa 左右），所以在电
泳图上没有显示出来，15 kDa 分子量以下的条带大部分
为大麦淀粉酶抑制剂[14]，其余为杂蛋白。

3 结论

制麦过程中添加赤霉素已经成为成熟工艺， 但其他
植物激素对大麦抗菌蛋白影响的研究目前很少。 不同浓
度的赤霉素（GA3）、脱落酸（ABA）、细胞分裂素（6-BA）
能够影响大麦的发芽进程， 对大麦抗菌蛋白含量产生影
响 ，0.05 mg/L 的赤霉素 （GA3），20 mg/L 的脱落酸 （A-
BA），20 mg/L的细胞分裂素(6-BA)，能使大麦抗菌蛋白
含量提高， 分别可达 566.6 μg/g、514.9 μg/g、484.4 μg/g，
与空白对照组相比，提高 11.1 %、4 %、3.1 %；0.5 mg/L的

GA3、40 mg/L 的 ABA、10 mg/L 的 6-BA 能够有效降低
大麦抗菌蛋白含量， 这为减轻大麦抗菌蛋白从而减少对
酵母发酵过程的影响提供了一个新的思路。
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注：泳道 1-4、5-8、9-12 分别为赤霉素(GA3)、脱落酸（ABA）、细胞

分裂素（6-BA）浓度从低到高 4 组样品蛋白。
图 4 120 h抗菌蛋白 SDS-PAGE图谱
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