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不同季节大曲生产过程中真菌群落结构的演变
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摘要!采用高通量测序技术和多元统计方法"对比研究夏秋

两季高温大曲生产过程中的真菌群落结构及其演变#结果

表明"夏季大曲的主要真菌有
".

个属"秋季大曲有
"#

个属"

且夏季大曲的主要真菌在秋季大曲中均存在$

U*:9*&

!

B&:'

:9&<2N

>

:2

O

E*E

和
L*:V)<9&N2N

>

:)E

是夏秋两季大曲生产起

始的主要真菌"其中
U*:9*&

是秋季大曲生产全程的主要真

菌类群"

K9)<N2&E:.E

是夏季大曲发酵后期的优势真菌类群$

秋季大曲生产过程中真菌类群数量更多"而夏季大曲真菌物

种分布更均匀$夏秋两季大曲生产过程可分为
&

个阶段"分

别以
(=

和
"&=

为分界线"秋季大曲生产过程更易受外界条

件影响"特别是生产前期#

关键词!大曲$真菌群落结构$高通量测序技术$生产季节
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大曲是白酒酿造真菌的主要来源%包括霉菌和酵母菌&

白酒生产采用典型的-双边.发酵工艺%即糖化与发酵同步进

行&在白酒发酵生产中%首先需在淀粉水解酶的作用下将谷

物淀粉水解成葡萄糖等中间产物%为白酒组分的形成提供物

质基础&白酒酿造处于
E

F!;$

左右的强酸环境)

"

*

%只有霉

菌分泌的酸性淀粉水解酶类才能起作用)

&

*

%即霉菌在白酒发

酵的糖化环节起着关键作用&酵母菌是合成乙醇和酯类等

白酒重要成分的主要微生物)

!S.

*

&同时%真菌参与构建白酒

酿造微生态系统)

'

*

&因此%真菌是白酒发酵生产过程中的关

键基础微生物&

不同季节生产的大曲%其发酵性能往往不同)

%

*

&在白酒

生产中%常将不同季节生产的大曲混合使用%如将伏曲与桃

花曲混用)

.

*

&这种经验做法部分缓解了大曲质量波动对白

%"



酒生产的影响%但时常不能奏效&对大曲生产过程中微生物

的控制%才是解决不同季节大曲质量问题的根本&这需以理

解季节影响大曲生产中微生物群落结构的差异为基础&目

前%关于这个方面的报道较少%其研究仍处于较低水平&从

研究手段来看%主要采用微生物培养技术和
T]]/

技术等传

统手段%基于高通量测序技术的研究报道仅见
"

篇)

.

*

&从研

究内容来看%集中于微生物类群总数+理化指标的变化分析%

未见季节对大曲发酵过程中微生物群落结构演变影响的研

究&赵荣寿等)

#

*半经验性地认为季节显著影响高温大曲的

质量$姚霞等)

(

*采用微生物培养法%只分析了不同季节大曲

霉菌+酵母等数量和理化指标的动态变化$侯建光等)

,

*分析

了冬夏两季成品大曲感官和理化指标的变化&

F2?

等)

.

*采

用目前最先进的分子生态学研究手段'''高通测序技术%只

研究了春夏两季成品大曲中微生物群落结构的差异%是目前

大曲微生物群落研究的最高水平&综上所述%目前尚未开展

不同季节大曲生产过程中微生物群落结构的演变研究%对季

节影响大曲微生物的认识严重不足&

基于此%本试验采用高通量测序技术和多元统计方法%

对夏秋两季大曲生产过程中的真菌群落结构及其变化进行

了较为系统的研究%以期阐明季节对大曲发酵过程中真菌群

落结构演变的影响%为大曲生产过程优化及控制提供理论

依据&

"

!

材料与方法
";"

!

材料与仪器

";";"

!

样品

夏秋季培菌期和储存期的中高温大曲样品"川南某

酒企&

";";&

!

主要试剂

硫酸铜+酒石酸钾钠等"

-P

纯%中国医药集团总公司化

学试剂有限公司$

可溶性淀粉+琼脂粉等"

+P

纯%中国医药集团总公司化

学试剂有限公司$

R53N

饱和酚+氯仿+异戊醇等"超纯%上海生工股份有限

公司$

/;h;B;-;

R[

VA34TB- 3̂D

+

/;h;B;-;

R[

]<4/6D52>D3A?

)3D

"美国
C1<

7

2+3A0R<̂

公司&

";";!

!

主要仪器

超纯水仪"

[34430g

型%美国
[3443

E

A5<

公司$

高速冷冻离心机"

-O2?D3*0/

型%美国
+<>̂ 12?XA84D<5

公司$

分光光度计"

B2?AT5A

E

($$$

型%美国
RL<51A

公司$

凝胶成像仪"

]/ITCX&$$$

型%美国
+3A0P2=

公司$

电泳仪"

V8J0><44

系统型%美国
+3A0P2=

公司&

";&

!

试验方法

";&;"

!

HT-

培养基和孟加拉红培养基的配制
!

参照文

献)

"$

*

'(

&

";&;&

!

$;"1A4

(

IH+V

缓冲液+

+8MM<5h

缓冲液和
!1A4

(

I

醋酸钠溶液!

E

F';&

#的配制
!

参照文献)

"$

*

&$

&

";&;!

!

酵母菌和霉菌的计数
!

参照文献)

""

*

&$$S&$#

&

";&;.

!

理化指标测定

!

"

#品温的测定"参照文献)

""

*

'(S#$

&

!

&

#大曲的水分含量+酸度+糖化力和液化力等理化指

标的测定"参照文献)

""

*

%"'S%&&

&

";&;'

!

宏基因组提取
!

参照文献)

"$

*

&"S&&

&

";&;%

!

高通量测序与序列处理
!

委托北京奥维森基因科技

有限公司完成&

";&;#

!

CRc

分析
!

将相似度为
,#G

的序列归类为同一个

CRc

)

"&S"'

*

%利用
gii[/

!

O";(;$

#软件将拼接过滤后的
>4<2?

D2

7

N

聚类为
CRc

%进而获得每个
CRc

的代表性序列%并统

计各个样品中
CRc

的丰度信息%其丰度初步说明了样品的

物种丰富程度&

";&;(

!

稀疏曲线
!

随机从样本中抽取一系列一定数量的序

列!为横坐标#与它们所能代表
CRc

的数目!为纵坐标#所构

建的曲线%主要用于指导测序深度!即测序获得的序列数#的

选取&

";&;,

!

分类学分析
!

使用
gii[/

!

O";(;$

#软件%选取阈值为

,#G

%将各
CRc

的代表性序列与
cBiR/

数据库进行比对

和分类%确定各
CRc

的分类地位&

";&;"$

!

群落多样性分析
!"

0

多样性采用
XL2A"3?=<6

+

VL2?0

?A?3?=<6

和
AJN<5O<=N

E

<>3<N!

个指数进行表征%采用软件

g331<

E

3

E

<43?<

辅助计算)

"%S"#

*

&

#

0

多样性采用非度量多维尺

度分析!

B[TV

#法进行表征%采用
c?3Y52>

等软件进行

分析)

"(S&$

*

&

";&;""

!

数据处理
!

以
VHVV@&&

!

VHVVi?>;

%

cV-

#为统计

分析手段%采用方差分析!

-BC@-

#和邓肯多重比较分析法

!

T8?>2?jN184D3

E

4<052?

7

<D<ND

#%当
H

#

$;$'

时%则认为其差异

显著&

&

!

结果与讨论

&;"

!

大曲理化指标动态变化

本研究监测了不同季节大曲生产过程中理化指标动态

变化%结果见图
"

&

!!

由图
"

可知%夏秋两季大曲生产过程中%其发酵温度+水

分含量+酸度+液化力+糖化力和发酵力等
%

个理化指标的变

化趋势基本相同&从图
"

!

2

#可知%大曲品温均符合大曲-前

缓%中挺%后缓落.的一般规律%说明本试验用大曲样品均为

正常大曲%其中秋季大曲!

I-

#的升温速度更快+夏季大曲

!

IV

#的顶温更高&从图
"

!

J

#可知%大曲水分含量与品温呈

负相关%夏季大曲的升温慢+顶温高%其原因是夏季大曲的初

始水分含量更高)

&"

*

&秋季大曲的酸度略高于夏季大曲)图
"

!

>

#*%但其差异不显著!

H

"

$;$'

#%主要是因为秋季大曲发酵

温度更低而使微生物生长更旺盛)

&"S&&

*

&同时发现%秋季大

曲的液化力高于夏季大曲)图
"

!

=

#*%且差异显著!

H

#

$;$'

#&

从图
"

!

<

#可知%秋季大曲的糖化力也显著地高于夏季大曲

!

H

#

$;$'

#&夏秋两季大曲的发酵力%除其达最大值时的发

酵时间不同外%其他基本相同)图
"

!

M

#*&总之%本试验用的

大曲样品均为正常大曲%其发酵温度+水分含量+酸度+液化

#"

基础研究
!

&$"#

年第
"$

期



力+糖化力和发酵力
%

个指标的变化趋势基本相同%但液化

力和糖化力
&

个指标存在显著性差异&由此可知%不同季节

生产的大曲%其发酵性能存在显著性差异&

&;&

!

酵母菌和霉菌数量动态变化

在培菌期%不同季节大曲生产中酵母菌和霉菌的变化趋

势见图
&

&

由图
&

可知%夏秋两季大曲生产过程中酵母菌和霉菌的

生长变化趋势基本相同%且与酸度+液化力+糖化力和发酵力

等的变化基本吻合&在发酵前期%大曲水分和温度较适宜微

生物生长%酵母菌和霉菌快速增殖&在发酵中期%发酵温度高

且水分含量低%抑制了酵母菌和霉菌的生长%因而呈下降态

势&发酵后期%品温回落%霉菌和酵母菌出现二次增长现象&

图
"

!

大曲生产过程中理化指标的动态变化
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大曲生产过程中酵母菌和霉菌的动态变化
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&;!

!

高通量测序数据统计及优化

对
&.

个夏秋两季大曲生产及贮存期样品进行
[<N3

U

测

序%共获得
"($."%&

条
iRV"

序列%优化后得到
"%(%%&,

条

高质量的序列%平均每个样本
#$&#%;&"

条序列%统计结果见

表
"

&

!!

由图
!

可知%

&.

个被测样品的稀疏曲线尚未完全达到平

稳状态&但是%在
5<2=N

$

!&,!$

时%各样品的
7

AA=NAO<52

7

<

指数均
"

,,;.G

%说明继续增加测序深度对发现新
CRc

的

边际贡献很小)

&!

*

&因此%选择
5<2=N

数为
!&,!$

作为各样品

的临界测序深度合理+可行&

表
"

!

优化序列长度分布情况

R2J4<"

!

RL<=3ND53J8D3A?AMA

E

D313:<=N<

U

8<?><4<?

7

DL

序列长度(
J

E

序列数量 比例(
G

"&$

"

"($ %(.$,# .$;'%

"($

"

&.$ .",,# &;.,

&.$

"

!$$ ,!.$'' '';!(

!$$

"

!%$ "!,,, $;(!

!%$

"

.&$ "",#' $;#"

.&$

"

.($ !!# $;$&

.($

"

'.$ "%, $;$"

图
!

!

夏秋两季大曲样品的稀疏曲线

Y3

7

85<!

!

P25<M2>D3A?>85O<NMA5%&

T

.N21

E

4<NM5A1N811<52?=28D81?

!!

经筛选优化后的
"%(%%&,

条高质量序列%在
$;,#

相似

度下聚类%共获得
,&'"

个
CRc

%各样本的统计结果见图
.

&

!!

由图
.

可知%与夏季大曲相比%除第
&

天和第
(

天的样

品外%秋季大曲生产过程及贮存阶段样品中的
CRc

数量更

大%同时这
&

种生产过程及贮存阶段大曲样品中的
CRc

的

数量存在显著性差异!

H

#

$;$'

#&由此可知%无论是生产过

程还是贮存阶段%秋季大曲中的真菌类群比夏季大曲更为丰

富多样%初步表明季节对大曲生产过程中真菌群落结构的影

响较大&

&;.

!

不同季节大曲生产过程中真菌群落结构变化

按-属.分类水平%对不同季节大曲生产中真菌群落结构

的演变进行了分析%见图
'

&

图
.

!

各样本中真菌有效序列数和
CRc

数

Y3

7

85<.

!

B81J<5AMN<

U

8<?><N2?=CRc3?

=3MM<5<?DN21

E

4<N

!!

在所有试验大曲样品中%共检测到
'!

个属&由图
'

可

知%夏季大曲中相对丰度
"

$;"G

的属有
".

个%分别为

U*:9*&

+

B&::9&<2N

>

:2

O

E*E

+

L*:V)<9&N2N

>

:)E

+

"

>O

92

O

*:9*&

+

K9)<N2&E:.E

+

K9)<N2N

>

:)E

+

-9*C2N.:2<

+

5E

O

)<

;

*33.E

+

-9*'

C2

O

.E

+

!&4A*A&

+

U)4*:*33*.N

+

0*:9F9)*N*&

+

%)I&<

>

2N

>

:)E

+

1.:2<

$秋季大曲中相对丰度
"

$;"G

的属有
"#

个%包括夏季

大曲中的
".

个属%其他
!

个属为
53F)<4&<*&

+

L&33)N*&

+

K<*:92N24&E:.E

&秋季大曲中%

U*:9*&

的初始相对丰度为

(!;(%G

%随大曲发酵进行逐渐下降%到发酵结束时相对丰度

仍达
!%;%,G

%是秋季大曲中的主要真菌类群$它在夏季大曲

中同样是重要的微生物且变化趋势相同%但相对丰度却明显

更低%到发酵终了时仅为
%G

&

L*:V)<9&N2N

>

:)E

在夏季大

曲中的初始相对丰度为
!$;"'G

%但随发酵进行迅速降低%到

发酵结束时仅为
&;",G

$它在秋季大曲发酵过程中的相对丰

度却较为稳定&

K9)<N2&E:.E

在夏季大曲中的初始相对丰度

仅为
';&G

%但随发酵的进行迅速增加%到发酵结束时高达

'.;%.G

$它在秋季大曲发酵过程中的相对丰度却较为稳定%

维持在
&;&!G

左右&因此%通过对比分析夏秋两季大曲在

-属.水平上的真菌群落结构及其变化情况%初步发现秋季大

曲的真菌类群更多%而夏季大曲中的真菌分布更加均匀&

&;'

!

不同大曲中真菌群落多样性变化分析

&;';"

!

相似度树状图分析
!

以各样品中可鉴定到-属.水平

的真菌种群为对象%采用
+52

9

0X85D3N

算法%分别对夏秋两季

大曲样品进行相似度树状图聚类分析%见图
%

&

!!

由图
%

!

2

#和!

J

#可知%夏秋两季大曲的生产过程均分为

,"

基础研究
!

&$"#

年第
"$

期



&

个阶段%但这
&

种大曲生产阶段的划分时间点不同&夏季

大曲的生产过程以
(=

左右为界限%秋季大曲则以
"&=

左右

为界限&由图
%

!

>

#可知%夏秋两季生产的大曲样品大致分成

了
&

个大枝%即夏秋两季大曲生产过程样品各自聚在一起%

表明不同季节大曲生产过程中的真菌群落结构差异显著%即

季节对大曲生产过程中的真菌具有显著性的影响&

&;';&

!"

0

多样性分析
!

以样品中可鉴定到-属.水平的真菌

种群为对象%对各样品的
XL2A"

+

AJN<5O<=N

E

<>3<N

和
VL2??A?

!

个
"

0

多样性指数的变异显著性进行分析%见图
#

"

,

&

!!

由图
#

!

2

#可知%秋季大曲的
XL2A"

指数显著大于夏季

大曲的!

H

#

$;$'

#%且秋季大曲
XL2A"

指数的离散度更大&

进一步对夏秋两季大曲生产前期及生产后期的
XL2A"

指数

变化情况进行了分析&由图
#

!

J

#可知%秋季大曲生产前期

的
XL2A"

指数略大于夏季大曲生产前期的!

H

"

$;$'

#%且其

离散度更大&由图
#

!

>

#可知%秋季大曲生产后期的
XL2A"

指数显著大于夏季大曲的!

H

#

$;$'

#%但它们的离散度相

当&

XL2A"

是用于估算群落中含
CRc

数目的指数&由此

可知%秋季大曲生产过程中的真菌物种数量要高于夏季大

曲%尤其是在大曲的发酵后期&同时%从大曲生产过程中

XL2A"

指数的离散度变化可知%秋季大曲生产过程中的真

菌物种波动大%初步表明其更易受外界环境条件的影响%特

别是其生产前期&

图
'

!

不同季节大曲生产过程中属分类水平真菌群落结构变化

Y3

7

85<'

!

T

9

?213>>L2?

7

<AMM8?

7

24>A118?3D

9

3?%&

T

.N21

E

4<N2D

7

<?8N4<O<4

图
%

!

大曲样品相似度聚类树图

Y3

7

85<%

!

RL<>48ND<53?

7

2?24

9

N3NAM%&

T

.N21

E

4<NJ2N<=A?M8?

7

24>A118?3D

9

图
#

!

样品中真菌群落
XL2A"

指数变异分析

Y3

7

85<#

!

+A62?=KL3N̂<5

E

4ADNAMDL<O2532?><3?XL2A"3?=<6AMM8?

7

24>A118?3D3<N

$&

第
!!
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图
(

!

样品中真菌群落
AJN<5O<=N

E

<>3<N

变异分析

Y3

7

85<(

!

+A62?=KL3N̂<5

E

4ADNAMDL<O2532?><3?AJN<5O<=N

E

<>3<NAMM8?

7

24>A118?3D3<

图
,

!

样品中真菌群落
VL2??A?

指数变异分析

Y3

7

85<,

!

+A62?=KL3N̂<5

E

4ADNAMDL<O2532?><3?VL2??A?3?=<6AMM8?

7

24>A118?3D3<N

!!

由图
(

!

2

#可知%秋季大曲生产过程中的
AJN<5O<=N

E

<>3<N

指数显著大于夏季大曲的!

H

#

$;$'

#%且其离散度也更大&

由图
(

!

J

#可知%秋季大曲生产前期的
AJN<5O<=N

E

<>3<N

指数

略大于夏季大曲的!

H

"

$;$'

#%同时其离散度也更大&由图
(

!

>

#可知%秋季大曲生产后期的
AJN<5O<=N

E

<>3<N

指数显著大

于夏季大曲的!

H

#

$;$'

#%但它们的离散度相当&与
XL2A"

指数相同%

AJN<5O<=N

E

<>3<N

指数的结果也表明秋季大曲生产

过程中的真菌物种多于夏季大曲%尤其是在大曲的发酵后

期&同时%说明秋季大曲生产过程更易受外界环境条件的影

响%特别是其生产前期&

由图
,

!

2

#可知%夏季大曲的
VL2??A?

指数显著大于秋季

大曲的!

H

#

$;$'

#%同时秋季大曲
VL2??A?

指数的离散度更

大&

VL2??A?

指数是用来估算样本中群落复杂程度的常用

指标&通常样品中物种数量越多+分布越均匀%

VL2??A?

指

数越大%其生态系统越稳定&夏秋两季大曲生产过程中的

CRc

数量+

XL2A"

指数和
AJN<5O<=N

E

<>3<N

指数的分析结果

表明%秋季大曲中的真菌类群更多&由此可知%夏季大曲

VL2??A?

指数更大的原因在于其物种分布更均匀%有利于大

曲微生态系统的稳定%是夏季大曲质量普遍更高的重要原

因&由图
,

!

J

#可知%夏季大曲发酵前期的
VL2??A?

指数显著

大于秋季大曲的!

H

#

$;$'

#%同时秋季大曲
VL2??A?

指数的

离散度更高&而夏秋两季大曲发酵后期的
VL2??A?

指数相

当!

H

"

$;$'

#%且其
VL2??A?

指数的离散度也相当)图
,

!

>

#*&

说明季节显著影响大曲生产过程中的真菌群落结构%尤其是

大曲发酵前期更易受外界环境条件的影响&这提示大曲生

产过程具有较强的-修复.能力%能在不同的起始点上得到性

质接近的同类大曲&说明对大曲的生产控制应该在大曲发

酵前期进行%同时强化某单一的微生物可能不能奏效%而应

该强化混合微生物制剂%如优质老曲&

!

!

结论
高通量测序结果表明%夏季大曲中主要真菌有

".

个属%

秋季大曲有
"#

个属%且夏季大曲的主要真菌在秋季大曲中

均存在&

U*:9*&

+

B&::9&<2N

>

:2

O

E*E

+

L*:V)<9&N2N

>

:)E!

个

属是夏秋两季大曲生产初始的主要真菌类群%其在夏季大曲

中的总相对丰度约为
(%G

%在秋季大曲中更高达
,'G

$发酵

结束时在夏季大曲中的总相对丰度仅为
"$G

左右%在秋季大

曲中则仍高达
%'G

&

U*:9*&

是秋季大曲整个生产过程中的

主要真菌类群%其起始相对丰度为
(!;(%G

%发酵结束时仍达

!%;%,G

&

K9)<N2&E:.E

在夏季大曲发酵过程中从初始相对

丰度仅为
';&G

%增加到
'$G

左右%在其发酵后期成为优势真

菌类群$而它在秋季大曲整个生产过程中一直维持在
&G

左

右的低水平&相似度树状图分析结果表明%大曲生产过程可

以分为
&

个阶段%夏季大曲以
(=

左右为分界线%秋季大曲以

"&=

左右为分界线$且夏秋两季大曲生产过程中的真菌群落

结构存在显著差异&

"

0

多样性分析结果表明%秋季大曲生产

过程中的真菌类群更多%而夏季大曲的真菌分布更均匀&真

菌分布均匀是夏季大曲质量普遍更高的重要原因&同时发

现%秋季大曲生产过程更易受外界环境条件的影响%特别是

生产前期&
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!保鲜与加工"杂志是我国农产品采后技术研究领域的中文核心期刊#据

中国知网的最新统计结果#

!

年复合影响因子为
"#$%&

$本刊主要报道农产品保

鲜与加工相关领域基础理论%新技术%新工艺%新设备%新材料的研究成果及国

内外相关行业的动态与信息$ 主要设置专家论坛%保鲜研究%加工研究%检测分

析%信息与物流%专题论述%食品安全%技术指南%行业资讯%科普沙龙%科技前

沿%政策法规等栏目$ 适于科技人员%农业技术推广人员%相关企业管理和技术

人员%大专院校师生及广大从事保鲜与加工技术研发领域的人士参阅$

欢迎在全国各地邮局!所"或本编辑部订阅#欢迎广大读者踊跃投稿#

并诚邀刊登各类相关广告$

通讯地址&天津市西青区津静公路
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公里处#国家农产品保鲜工程技术
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#联系邮箱
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#投稿平台&
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!保鲜与加工"杂志
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年征订征稿启事

●中文核心期刊
●中国科技核心期刊
●RCCSE中国核心学术期刊
●中国农业核心期刊
●中国北方优秀期刊
●中国学术期刊（光盘版）收录期刊
●美国《化学文摘》（CA）收录期刊
●英国《国际农业与生物科学研究中心》（CABI）收录期刊
●英国《食品科技文摘》（FSTA）收录期刊

主管&天津市农业科学院
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期 朱文优等"不同季节大曲生产过程中真菌群落结构的演变
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