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宏基因组学及其在大曲酒微生物研究中的应用

黄祖新
（福建师范大学生命科学学院，福建 福州 350108）

摘 要： 利用宏基因组学技术可以直接从基因水平上研究大曲酒生产微生物群落，研究发酵过程中微生物群落的

消长及变化，特别是对大曲酒微生物群落的功能菌及多酶体系的认识，全面了解大曲酒微生物群落的代谢机理和形

成大曲酒与众不同的香味组分的构成和风味特征。
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The Application of Metagenomics in the Research on Microbial
Community in Daqu Liquor Production

HUANG Zu-xin
(College of Life Sciences，Fujian Normal University，Fuzhou, Fujian 350108，China)

Abstract: Metagenomics is introduced to directly elucidate the genomes of the environmental microbial community in Daqu liquor production.
The metagenomic techniques could be used for the research on the growth, the decline and the change of microbial community during Daqu fer-
mentation process and especially for the exploration of the functional bacteria and the multi-enzyme system in microbial community. Besides, the
application of metagenomic techniques is helpful for comprehensive understanding of the metabolism mechanism of microbial community in
Daqu and for revealing the extraordinary flavoring compositions and flavoring characteristics of Daqu liquor production.
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Handelsman 等 [1]于 1998 年首次提出宏基因组学概
念， 宏基因组学认为生命研究对象应是生物环境中全部
微小生物的基因组， 是指特定环境下所有生物遗传物质
的总和。 进而提出针对特定环境样品中细菌和真菌基因
组总和进行研究的狭义宏基因组学的概念。 也就是说宏
基因组学是一种不依赖于人工分离培养的微生物基因组

技术，是从特定环境中直接分离所有微生物（全部细菌和
真菌基因组）的 DNA，选择合适的载体用于克隆 DNA片
段，将 DNA 片段克隆到宿主细胞中进行表达，根据某些
生物活性功能或基因序列筛选有价值的克隆和功能分

析。
中国大曲酒是世界上香味组分最丰富的蒸馏酒。 独

特的发酵工艺和大曲酒微生物的多样性造就了中国大曲

酒的多种香型以及繁杂的香味组分物质， 也造就了大曲
酒有许多目前未被认识的奥秘。 宏基因组学是一个开拓
大曲酒微生物研究领域的新方法。 利用宏基因组学技术
研究大曲酒微生物， 无需单一分离培养某一种类的微生
物，直接在基因水平上研究发掘大曲酒酿造微生物（包括

纯培养和未培养微生物）资源。宏基因组学应用于大曲酒
生产微生物的研究，主要包括两方面：一方面是进行大曲
酒微生物及其基因和酶资源的研究与发掘， 从中筛选得
到影响大曲酒发酵的功能酶和功能菌； 另一方面是进行
微生物生态学研究， 从整体微生物群落水平来研究大曲
酒微生物， 揭示不同大曲酒的微生物群落多样性及其变
化。通过这两方面的研究，较全面了解大曲酒微生物群落
的代谢机理和形成大曲酒与众不同的香味组分的构成和

风味特征。

1 宏基因组文库的构建与筛选

1.1 环境微生物 DNA的提取
常用环境微生物 DNA 提取的方法有： ①采用直接

裂解法，如 SDS 高盐法、变性剂加 SDS 高盐法、SDS-酚
氯仿抽提法；②采用细胞分离提取法，如冻融溶菌酶 SDS
裂解法和提取 DNA 试剂盒法。 直接裂解法提取得到的
微生物 DNA 能代表样品微生物的多样性， 但所提取的
DNA片段为 1～50 kb。细胞分离提取法提取可以获得大
片段 DNA，长度为 20～500 kb，并且纯度高，但易于丢失
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微生物物种信息。 为了提高提取环境微生物 DNA 的质
量，可以采用多种富集方式，还可以采用含聚乙烯吡咯烷
酮(PVP)的缓冲液预洗，添加 CaCl2和 BSA，可以去除腐
殖酸等措施。 环境微生物 DNA 提取过程宏基因组文库
的构建与筛选流程见图 1。

1.2 选择载体
常用载体有细菌人工染色体 （Bacterial artificial

chromosome，BAC）和柯斯质粒(Cosmid)。 细菌人工染色
体用来克隆 150 kb 左右大小的 DNA片段， 最多可保存
300 kb个碱基对。转化效率高，而且以环状结构存在于细
菌体内，易于分辨和分离纯化。柯斯质粒用于克隆大片段
的 DNA分子，克隆外源 DNA片段的极限值高达 45 kb，
远远超过质粒载体及 λ噬菌体载体的克隆能力。 载体系
统的选择取决于目的基因的扩增和表达， 提高和调控外
源基因的拷贝数和表达量。此外，噬菌体和病毒也可以作
为构建宏基因文库的载体。
1.3 宿主细胞的表达
目前，常用宿主的选择是大肠杆菌、链霉菌或假单胞

菌属。 一些缺陷型突变体也可以作为宿主进行宏基因组
文库的功能筛选。宿主的选择主要考虑到宏基因的表达、
重组载体在宿主细胞中的稳定性、 转化的效率和目标性
状的筛选等。 如穿梭载体或 BAC载体多采用大肠杆菌；
有时也应用链霉菌或假单胞菌。 原核基因的表达一般应
用于大肠杆菌作为宿主， 宏基因组 DNA 也含有真核基
因，以真核生物如酵母菌（Saccharomyces sp.）、曲霉(As-
pergillus sp.)作为宿主。 根据不同微生物产生活性物质的
差异和研究目标的不同，选择不同的宿主。随着技术的成
熟和新宿主的选择， 提高基因筛选的效率和功能基因检
测率，进而提高宏基因组文库的目标基因的表达。
1.4 宏基因组 DNA文库

宏基因组文库的构建是从环境样品中得到大量的基

因组 DNA片段， 然后将这些 DNA 片段与载体连接，再
转化到宿主中去，让宿主菌长成克隆。一个克隆内的每个
细胞的载体上都包含有特定的基因组 DNA 片段， 整个
克隆群体就包含宏基因组的全部基因片段总和。 宏基因
组文库既包含了可培养的、 又包含了未能培养的微生物
基因，避开了微生物的分离培养问题，极大地扩展了微生
物资源的利用空间。
1.5 宏基因组文库的筛选
宏基因文库的筛选技术根据是否依赖已知序列信息

分为序列依赖性筛选和非序列依赖性筛选。
序列依赖性筛选是依赖于目的基因的保守 DNA 序

列，以序列相似性为基础，执行某类功能的酶可能具有相
识的基因序列。 根据已有的序列信息设计引物， 进行
PCR扩增或杂交筛选阳性克隆子。 序列依赖性筛选一般
只能获得结构基因的片段，而不能获得完整的功能基因。
但是，可以将扩增产物进行标记，作为探针筛选宏基因文
库，以获得完整的功能基因。 继而对其基因异源表达，得
到生物活性的产物。
非序列依赖性筛选又称功能驱动筛选， 其常用方法

是根据重组克隆产生一些酶蛋白功能活性， 采用各种检
测手段， 如选择性平板的阳性克隆周围出现透明圈或酶
降解产物显现颜色效应，进行挑选活性克隆子，得到完整
的功能基因和带有目的基因的基因族， 发现全新的基因
或活性物质。 功能驱动筛选首先要求功能基因或带有目
的基因的基因族在宿主中能够表达， 并受到检测手段的
限制，往往是在数千个，甚至数百万个重组克隆子中才能
检测到有用的活性克隆。
还可以采用底物诱导基因表达检出法即 SIGEX法，

利用各种底物诱导的分解代谢型基因的检出， 通过绿色
荧光蛋白表达载体将宏基因组 DNA 克隆无启动子的
gfp 基因上游，外加目标底物影响 gfp 基因表达，并结合
荧光激活细胞定位技术， 从宏基因组文库中分离出代谢
产物的诱导基因[2]。

2 宏基因组学技术应用发掘大曲酒微生物资源

2.1 宏基因组技术克隆分离功能基因
从环境中提取高质量 DNA， 构建宏基因组文库，从

中筛选到功能基因或基因簇， 展示宏基因组技术从环境
中克隆任何生物体的基因的可能性。 通过构建宏基因组
文库，从中鉴定出的大多数基因都是新的基因[3]。 即使是
对一个相对较小的宏基因组文库进行筛选， 所获得的序
列与已公布的数据库中的序列的相似性也很低。 宏基因
组技术可以应用于微生物基因资源的“生物探矿”。

图 1 宏基因组文库的构建与筛选
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利用宏基因组文库，已发现的新基因主要有：生物催
化剂基因、抗生素抗性基因以及编码转运蛋白基因等。如
广西大学的许跃强（2006 年）等[4]构建了造纸厂废水纸浆

沉淀物的宏基因组文库， 从中筛选到多个表达内 / 外切
葡聚糖酶活性和 β-葡萄糖苷酶活性克隆子，并鉴定出 3
个新的纤维素酶基因。 Ranjan 等[5]为寻找分解脂肪的基

因，2005 年构建了池塘水的宏基因组文库， 通过筛选分
离得到 11个有分解三丁酸甘油酯能力的克隆子，对其分
解脂肪的功能基因进行鉴定，其 DNA 中 G+C 组成范围
为 57 %～75 %。 要获得稀有微生物的基因信息，就需要
构建足够大的文库。 如 Henne 等[6]筛选 286000 个克隆，
只得到 4 个带有脂肪酶基因的克隆子。 Yun 等 [7] 选用

pUC19 为克隆载体构建大肠杆菌基因组文库，利用活性
筛选方法， 从 30000个重组子中筛选出一个含有淀粉酶
基因（amyM）的克隆子。
甲烷菌与己酸菌共栖大曲酒窖泥中， 甲烷发酵与己

酸发酵耦联，甲烷发酵消耗由己酸发酵产生的 H2，消除
氢的产物抑制，反应向有利于生成己酸的方向进行。窖内
的甲烷过多，存在着甲烷氧化细菌，依赖于甲烷生长，不
仅在酒窖微生物种群间相互关系上有特殊生态意义，还
有保持酒窖发酵中气压平衡的特殊作用[8]。 该菌的关键
酶系甲烷单加氧酶是一个含双核铁的多组分氧化酶，常
温、常压下能够催化甲烷转化为甲醇。 Dumont 等[9]研究

甲烷单加氧酶功能基因， 从 13CH4标记的森林土壤样品

中提取纯化 13C-DNA，构建宏基因组文库，通过与甲烷
单加氧酶基因（pMMO）杂交对文库进行筛选，对其中一
个阳性克隆进行测序，得到 15.2 kb的甲烷单加氧酶目标
基因， 该基因包含一个微粒型甲烷单加氧酶基因（pM-
MO）操纵子和几个侧翼基因。
2.2 宏基因组技术筛选有价值的功能酶
近年来， 宏基因组学技术对生物催化剂———新酶的

筛选发现层出不穷。与大曲酒生产有关的酶类如淀粉酶、
蛋白酶、氧化还原酶、脂肪酶、酯酶等新功能酶，并可能获
得新酶的特征信息。 特别是对于未培养微生物产生的酶
类，通过宏基因组技术从环境中筛选分离得出，加以研究
应用。 德国哥廷根大学的 Danie IR实验室从土壤样品直
接提取微生物 DNA， 由表达载体 pSK-转化到大肠杆菌

中成功构建了宏基因组文库， 通过筛选获得乙醇氧化还
原酶[10]；Gup ta 等[11]以 pUC18 从一个较小的土壤宏基因
组文库中筛选碱性蛋白酶， 在脱脂牛奶平板上分析其宏
基因组 DNA的插入，筛选到一个 EDTA 敏感的、30 kD、
275 个氨基酸和 pI为 8.89 的金属蛋白酶；Yun 等[12]选用

pUC19 为克隆载体构建大肠杆菌宏基因组文库，对其表
达出的酶蛋白进行特征分析， 发现该酶具有独特的转糖

基作用，同时还具有 α-淀粉酶、葡聚糖转移酶和新普鲁
兰酶的共同特征。 Knietsch 等[13]根据所有已知脱水酶基

因的保守序列设计了一对 PCR引物对宏基因组 DNA扩
增。扩增产物制作探针与宏基因组文库进行杂交，筛选到
2 个高脱水酶活性和 1，3-丙二醇脱水酶活性的克隆子，
有望开发应用于工业生产。
大曲酒的固态发酵酒醅中含有多种微生物产生的多

酶体系，一方面将原料中蛋白质、糖类、脂肪等大分子物
质逐渐分解，供自身代谢作用；另一方面为乙醇和香味组
分提供前提物质， 或参与重要香味组分物质的形成。 但
是， 目前对大曲酒发酵的功能酶和酶系的深入研究还是
太少。因此，借助宏基因组技术分离纯化大曲酒微生物分
泌的功能酶，发现大曲酒生产用微生物的新的功能酶类，
以利用这些酶类在大曲酒酿造过程发挥应有的作用。
2.3 宏基因组技术选育微生物功能菌
生丝微菌是一类以甲醇作为唯一碳源和能源的，通

过出芽过程繁殖的柄细菌。 该菌的生理特性使其难分离
培养。 吴衍庸等 [9] 从酒窖环境中分离出生丝微菌（Hy-
phomicrobium）的一株纯培养菌株，由于该菌具有生长消
耗甲醇的生理特征，在老窖中的发现和分离，有可能对老
窖发酵生产出的大曲酒所含的甲醇进行有效的调控。
宏基因组技术不必经过纯培养的分离方法， 也可以

寻找甲醇生物降解的功能菌。Radajewski 等[14]利用 13C标
记甲醇投加到橡树林的土壤，富集一段时间，提取土壤总
DNA， 建立宏基因组文库， 筛选出 13C 标记的 DNA，经
16S rRNA扩增后，鉴定出一些微生物是可以利用甲醇做
为碳源的微生物种群。
从大曲微生物、 窖泥微生物以及生产现场环境微生

物构成糟醅酿造微生物区系， 通过发酵产品体现窖池主
要功能菌的存在状态。通过分离宏基因组文库的基因，根
据该基因寻找相应的微生物功能菌， 可以达到认识功能
菌效用和发挥其作用的目的。 宏基因组学技术根据编码
基因寻找新微生物的培养条件， 为微生物纯培养技术提
供可供选择的培养基资源。如用 4-羟基丁酸作唯一的碳
源和能源筛选到了 5 个能够稳定利用 4-羟基丁酸的克
隆子。经分析，这些克隆子具有 4-羟基丁酸脱氢酶活性，
据此可以利用该基因编码的活性物质 4-羟基丁酸作唯
一的碳源，开展实验室纯培养[15]。该方法主要是基于活性
筛选技术的特殊条件———选择性培养基， 可以打破宏基
因组技术对微生物功能菌的“可知不可求”的局面，它为
实验室培养编码新基因的微生物提供了一条新途径。 所
以，大曲酒的未培养微生物功能菌的获得，可以借助根据
宏基因组文库提供的线索，通过新的培养方法，获得具有
重要生态功能的新的功能菌或未培养微生物的功能菌。
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3 宏基因组学技术应用于微生物多样性研究

中国的大曲酒的发酵生产与一定地理环境条件有

关、大曲的微生物种群、窖池发酵的微生态息息相关。 研
究学者利用基础微生物学方法对大曲酒的大曲制作和发

酵过程、生产现场、窖泥的微生物种群和数量及其变化规
律进行研究， 如茅台集团与中国科学院微生物研究所合
作， 对茅台大曲和茅台酒醅中的微生物体系这一酿造茅
台酒的独特资源进行研究， 共分离鉴定出 79种微生物，
茅台酒厂保藏 329种微生物， 已经初步建立传统大曲酒
微生物菌种资源库。但是，基础微生物学方法对于绝大部
分未培养微生物的研究却被遗漏。所以，要揭示中国大曲
酒生产微生物种群和数量及其变化规律， 单靠基础微生
物学方法是远远不够的。
随着宏基因组学的发展， 人们可以避开传统的培养

方法， 通过 DNA 水平研究来探讨微生物群落结构及其
与环境微生物的关系。 微生物多样性在基因水平上主要
表现为基因组大小和基因数目的多样性, 遗传物质化学
组成的多样性和某些特异性序列的变异。 宏基因组技术
为研究环境微生物复杂群落和多样性提供了重要技术手

段， 通过快速可靠的获得环境样品中各种微生物的菌落
指纹和特征性核苷酸序列， 以系统分析大曲酒微生物的
多样性及其分类地位，发掘丰富的大曲酒微生物资源。

Courtois 等 [16] 采用大肠杆菌-浅青紫链霉菌（Es-
cherichia coli- Streptanyces lividans） 穿梭质粒载体将从
土壤中分离的微生物 DNA 片段构建成 eDNA 文库，包
括 5000 个克隆子， 结果表明，eDNA文库中微生物系统
发育变化多样，其中大部分微生物尚未被报道过。 Voget
等[17]从构建的宏基因组文库中，利用 DNA序列分析法鉴
定出 2 个纤维素酶基因 gnuB 和 uvs080、1 个选择性酰胺
酶基因 am ia、1 个 α- 酰胺酶基因 am yA、2 个果胶裂解
酶基因 pelA 和 uvs119、1 个 1，4-α-葡聚糖分枝酶基因
am Yb。 筛选结果说明，土壤中蕴藏的微生物基因多样性
和功能多样性超过人们过去的认知， 微生物基因多样性
揭示了在基因水平上体现出土壤微生物的多样性。
宏基因组文库和 16S rRNA 基因序列的系统发育分

析的结合， 可以弄清生态环境中微生物区系的构成和衍
变规律。 对宏基因组文库中 16S rRNA 基因序列的系统
研究，使环境微生物的多样性更接近于客观分析。向文良
等 [18]提取浓香型大曲酒的酒醅中菌体 DNA，通过 PCR
扩增，测定窖池中原核微生物的 16S rRNA 基因序列，进
行 16S rRNA系统发育分析， 入窖发酵 60 d 的窖池中心
位置酒醅分布的放线菌群、乳酸细菌群、梭状杆菌群和紫
细菌群的主要 4个分支的原核微生物， 比较客观反映窖
池原核微生物的真实分布。 Rondon等[19]利用可插入大片

段 DNA的 BAC载体，构建土壤宏基因文库，对文库 16S
rDNA基因序列进行系统发育学分析，文库中 DNA来源
于不同系统分类单位下的许多微生物，包括 G+C 含量低
的微生物、革兰氏阳性嗜酸菌、单细胞微生物和原核微生
物，结果揭示了土壤微生物具有广泛的多样性。

4 宏基因组技术破解大曲酒香味组分物质的奥秘

中国传统大曲酒是世界上香味成分最为丰富的蒸馏

酒。 包括乙醇、高级醇、有机酸、酯、内酯、羰基化合物、芳
香化合物、含氮化合物、含硫化合物等。据研究[20]，茅台酒
有 936个色谱峰，浓香型酒有 674个色谱峰，清香型酒有
486个色谱峰。 这些复杂的香味物质来自大曲酒的原料、
特殊的酿造工艺、众多微生物的发酵代谢产生的。
宏基因组技术为揭示大曲酒的酒香奥秘开辟出新天

地。 通过宏基因组筛选可以得到微生物代谢合成的有价
值的化合物。新的化合物的筛选在一定条件下，先测定不
同结构的物质在色谱中呈现不同的峰值， 与宏基因组的
基因片段转入和未转入外源基因的宿主细胞或发酵液抽

提物的色谱图参照， 来筛选产生新的化合物克隆子。 如
Courtois 等人 [21]构建了土壤穿梭粘粒载体文库，筛选出
5000 个克隆，从中发现了 11 个新的聚酮合酶 I（PKS I）
的基因， 采用 HPLC技术发现了脂肪二烯醇中 2 种互为
同分异构体的新化合物。Wang等[22]在筛选以链霉菌为宿

主构建的宏基因组文库中，从 1020个克隆子中发现 2 个
产生新结构化合物的克隆子，进一步纯化分析获得了 A-
E 5种新的小分子抗菌化合物。 因此，运用宏基因组技术
构建大曲酒微生物的宏基因文库， 通过特定筛选方法发
现新的化合物来揭示大曲酒的香味物质的未知组分。
崔利等人[23]对酱香型大曲酒含有众多的香味物质吡

嗪化合物提出一个推断：在高温制曲、高温堆积环节、高
温发酵过程所产生的吡嗪化合物， 除了酶和非酶参与的
褐变反应外，应该说有相当部分是微生物代谢产物，因为
这 3 个阶段中都有能够产生吡嗪化合物的大量枯草杆
菌。 对此推断， 可以通过宏基因组技术通过试验加以验
证。在高温制曲、高温堆积环节、高温发酵 3阶段，宏基因
组技术提取环境微生物 DNA，构建宏基因组文库，通过
测定吡嗪化合物的色谱峰， 参照宏基因组的基因片段转
入和未转入外源基因的宿主细胞或发酵液抽提物的色谱

图，来筛选能够产生吡嗪化合物的克隆子，通过基因测序
分析和 16S rRNA扩增鉴定， 有可能找出产生吡嗪化合
物的那一种微生物。

5 结束语

自然界能够分离培养的微生物只是 1 %， 绝大部分
微生物是不可培养或未培养的微生物。 现阶段所开展的
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以基础微生物研究方法对大曲酒微生物进行分离培养的

微生物区系研究， 对大曲酒微生物群落的认识主要基于
实验室纯培养的单一微生物物种， 对微生物群落作为整
体的性能认识是不足或片面的。 特别是大曲酒微生物的
功能微生物菌群及多酶体系的认识缺乏， 必然影响到对
大曲酒微生物群落的代谢机理的全面了解。 利用分子生
物学的方法从大曲、堆积发酵酒醅、发酵窖泥中提取微生
物宏基因组，构建宏基因组文库，进行基因序列克隆或功
能分析， 有可能从较完整的微生物群落水平上对大曲酒
生产微生物 （包括纯培养和未培养微生物） 进行分析研
究，系统地剖析微生物群落的多样性和动态变化，较全面
了解大曲酒生产微生物群落的代谢机理。
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