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沪酿 3.042强化大曲菌酶特性与白酒生香的
关联性研究

余有贵 1,2 杨 涛 3 朱栋才 3 李 杰 3 吴立平 3 邵琦琦 3 

杨 陶 1 陈正培 4 汤向阳 2,3

（1. 邵阳学院生态酿酒湖南省现代产业学院，湖南  邵阳   422000； 2. 生态酿酒新技术与应用湖南省重点实验室，湖南  

邵阳   422000； 3. 江西李渡酒业有限公司，江西  南昌   331700； 4. 重庆正雅生物科技有限公司，重庆  405807）

摘要：［目的］探究沪酿 3.042 在白酒酿造中的跨界强化效果。［方法］在李渡白酒传统中高温大曲原料中植入添加量为

1% 的沪酿 3.042 种子培养强化大曲及其回糟酿酒，以酒曲和回糟基酒为样品，运用单分子实时测序及顶空固相微萃

取—气相色谱—质谱联用技术，解析大曲理化特性、微生物群落组成及基酒风味化合物与大曲主要微生物的关联性。

［结果］①  强化大曲水分略降（P>0.05），酸度显著下降（P<0.05），液化力略升（P>0.05），蛋白酶、糖化力、发酵力和酯

化力均显著上升（P<0.05）。②  强化大曲细菌多样性下降、真菌多样性上升，优势菌属为芽孢杆菌属（Bacillus）、莱德伯

格菌属（Lederbergia）、海恩德氏菌属（Heyndrickxia）和克罗诺杆菌属（Cronobacter）、嗜热子囊菌属（Thermoascus）和曲

霉菌属（Aspergillus）6 类。③  强化组基酒与对照组风味化合物种数差异小（P>0.05），但总量平均提升 22.19%（P>
0.05），酮类提升 81.32%（P<0.05）、吡嗪类提升 360.26%（P<0.01），酯类、醛类略有提升而醇类略有减少（P>0.05），有

20 种差异性关键化合物（P<0.05，VIP>1），以果香、花香、奶香和焦香香气为主。④  米曲霉（Aspergillus）、枯草芽孢杆

菌（Bacillus）与甲基丁酸乙酯呈显著正相关（P<0.05），与吡嗪类、酮类化合物呈正相关。［结论］添加 1% 的沪酿 3.042 种

子可改善中高温大曲理化及微生物结构，提升李渡基酒关键风味化合物含量。
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fermentation with refermentation grains. Then, with the Daqu and the crude Baijiu fermented by refermentation grains as samples, the 

physicochemical properties and microbial community composition of the Daqu, as well as the correlation between the flavor compounds in 

the crude Baijiu and the primary microorganisms in the Daqu are analyzed using single-molecule real-time sequencing (SMRT) and 

headspace solid-phase microextraction-gas chromatography-mass spectrometry (HS-SPME-GC-MS). ［［Results］］ ①  The fortified Daqu 

exhibits slightly decreased water content (P>0.05), significantly decreased acidity (P<0.05), slightly increased liquefaction power (P>
0.05), as well as significantly increased protease, saccharification power, fermentation power, and esterification power (P<0.05). ②  The 

fortified Daqu shows decreased bacterial diversity and increased fungal diversity, with 6 dominant microbial genera of Bacillus, 

Lederbergia, Heyndrickxia, Cronobacter, Thermoascus, and Aspergillus. ③  Compared with the control group, the crude Baijiu of the 

fortified Daqu group demonstrates a small difference in flavor compound types (P>0.05), increased total amount of flavor compounds by 

22.19% (P>0.05), including ketones increased by 81.32% (P<0.05) and pyrazines by 360.26% (P<0.01), slightly increased esters and 

aldehydes, as well as slightly decreased alcohols (all P>0.05). Furthermore, 20 key differential compounds are determined (P<0.05, VIP>
1), mainly presenting fruity, floral, creamy, and roasted aromas. ④  Aspergillus and Bacillus are positively correlated with ethyl methyl 

butyrate (P<0.05), while they are positively correlated with pyrazine and ketone compounds. ［［Conclusion］］ Fortification with 1% Huniang 

3.042, medium-high temperature Daqu demonstrates improved physicochemical properties and microbial structures, thereby increasing key 

flavor compound content in Li Du crude Baijiu.

Keywords: Huniang 3.042; fortified Daqu; physicochemical property; microbial community; flavor compound; Baijiu brewing

大曲是中国传统白酒固态发酵的核心驱动力，其内

含复杂的微生物菌群（细菌、酵母、霉菌）及酶系［1］，主导

着白酒风味化合物的代谢途径，直接决定了酒体风味物

质的生成与最终品质［2-3］。不同类型的大曲决定了不同

香型白酒的风格，特香型白酒作为中国 12 种香型白酒之

一，具有独特香气［4］，其微生物类群独具特色。 Chen

等［5］研究发现，特香型白酒酿造大曲中，醋酸杆菌属

（Acetobacter）和毕赤酵母属（Pichia）是大曲表面部位的

优势微生物，而曲霉属（Aspergillus）、克罗彭斯泰德菌属

（Kroppenstedtia）、海洋芽孢杆菌属（Oceanobacillus）和芽

孢杆菌属（Bacillus）则在大曲中心部位占据优势。

然而，传统大曲的品质受气候、地理、工艺及人工经

验等因素影响显著，导致产品批次稳定性欠佳。为突破

这一瓶颈，基于功能微生物的强化大曲技术应运而生，通

过定向引入或富集特定产香、产酶菌株，旨在从源头精准

调控白酒风味谱并提升其品质［6］。目前，强化大曲研究多

聚焦于从白酒酿造体系内部筛选功能菌株［7-8］。例如，Fu

等［9］探 究 了 添 加 含 黑 曲 霉 NCUF413.1 和 酿 酒 酵 母

NCUF304.1 的生物强化大曲，可以改变微生物群落结构，

提高发酵粮醅的乙醇产量和香气化合物含量，进而提升

白酒品质。范斌强等［10］研究表明，外源引入黑茶中的冠

突散囊菌（Eurotium cristatum）对中高温大曲进行强化，能

有效提升大曲的糖化力与酯化力（P<0.05），展现了跨界

功能菌的应用潜力。

米曲霉（Aspergillus oryzae）具备卓越的产酶能力，可

分泌蛋白酶、糖化酶、酯化酶等多种酶类［11-12］。米曲霉是

传统发酵食品（如酱油、豆酱）中的安全菌种，其跨界应用

于白酒大曲强化领域，虽极具创新价值，但目前仍是一个

尚未深入探索的研究方向，其在复杂白酒发酵体系中如

何影响土著微生物、酶系及调控风味机制尚不明。试验

拟将酱油源米曲霉沪酿 3.402 跨界用于李渡白酒中高温

大曲强化，以 1% 添加量植入原料，对比强化大曲与普通

大曲在核心理化指标、微生物群落、酿酒生香效能上的差

异，挖掘基酒风味物质与大曲微生物、酶活性的关联，旨

在为提升大曲品质和基酒风味提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　主要材料　

菌种：沪酿 3.042（Aspergillus oryzae CICC 2339），实

验室保存；

面粉、麸皮、鲜酒糟：市售；

乙醇：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

甲醇、乙腈：纯度≥99.9%（HPLC 级），赛默飞世尔科

技（中国）有限公司；

甲酸：纯度≥98%（HPLC 级），上海乾思生物科技有

限公司；

2-丙醇：纯度≥99.9%（HPLC 级），德国默克公司；

2-氯 -L-苯丙氨酸：纯度≥98%，上海泰坦科技股份有

限公司；

Q5®超保真 DNA 聚合酶：规格 M0491L，新英格兰生

物实验室（NEB）公司；

Quant-iT PicoGreen 双链 DNA（dsDNA）定量检测试

剂盒、琼脂糖：赛默飞世尔科技（中国）有限公司。

1.1.2　主要仪器　

PCR 扩 增 仪 ：2720 型 ，美 国 应 用 生 物 系 统（ABI）

公司；
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酶标仪：FLX800T 型，伯腾生命科学有限公司；

电泳仪：DYY-6C 型，北京六一生物科技有限公司；

凝胶成像系统：BGgdsAUTO（130）型，北京百晶生物

技术有限公司；

冷冻离心机：Centrifuge 5424 R 型，艾本德中国有限

公司；

冷冻离心机：Centrifuge 5430R型，艾本德中国有限公司；

多样品冷冻研磨仪：Wonbio-96c 型，上海万柏生物科

技有限公司；

台式快速离心浓缩干燥器：LNG-T88 型，太仓市华美

生化仪器厂；

液相色谱系统：Transcend UHPLC 型，赛默飞世尔科

技（中国）有限公司；

质谱仪：Exploris240 型，赛默飞世尔科技（中国）有限

公司。

1.2　试验方法

1.2.1　工艺流程　沪酿 3.042 菌种强化的生产试验工艺

流程如图 1 所示。参照文献［13］将面粉、麸皮、鲜酒糟和

水按一定比例混合制成酒曲坯。试验分为扩大培养菌

种、制作中高温大曲和新曲经贮存 180 d 的陈曲粉碎后用

于回糟酿酒 3 个环节。正常曲的对照组 A，强化曲的试验

组 C 中米曲霉沪酿 3.042 麸曲种子添加量为 1.0%（质量分

数，以小麦和麸皮两者总质量计）。A、C 组同时培养 3 个

批次的平行试验曲，先取样测定理化指标和微生物群落

结构；再将其用于回糟酿酒，进行 3 个批次的平行回糟酿

酒试验，得到相应的酒样 CG 和 AOG。

1.2.2　大曲取样方法　在 A、C 组的 3 个批次试验曲堆中，

分别从每组每个批次的下、中、上 3 层中各选取中高温大

曲 3 块，同一批次的每个试验组中 9 块曲样组成 1 个小组

样，将其粉碎过 40 目筛并混合成一个样品，每组得到 3 个

小组样共 27 块曲，分别记作 A1、A2、A3、C1、C2、C3，将其分

别分成两份，一份样品于 4 ℃贮藏用于分析理化参数，另

一份样品于-80 ℃贮藏用于检测微生物群落［14］。

1.2.3　基酒取样方法　将 3 个批次 A、C 组陈曲粉碎后分

别标记为 A1、A2、A3、C1、C2、C3，用于回糟酿酒。选取发酵

正常的窖池 18 个，分 3 个批次进行酿酒，每批次 6 个，其中

A、C 组试验曲各 3 个。在每个窖池上一轮次蒸馏取酒后

留取 1 甑回糟，冷却、加曲、拌匀，控制回糟发酵入窖条件

为淀粉 10%~12%、水分 58%~60%、酸度 2.2~2.4 mmol/10 g、

温度 19~21 ℃，A、C 组酒曲添加量分别为 10.0，8.5 kg/甑，

移入窖池底部，加粮糟直至封窖。发酵 30 d 后，取窖底回

糟醅，单独拌入老糠装甑馏酒，经截头去尾接取中间酒。

将同一批次的同一组酒曲生产的 3 个平行基酒混匀，取酒

样装瓶，共得到 6 个基酒样，分别标记 CG1、CG2、CG3 和

AOG1、AOG2、AOG3，于 4 ℃贮藏备用。

1.2.4　理化指标测定

（1） 水分、酸度、液化力、糖化力、发酵力、酯化力：参

照 QB/T 4257—2011。

图 1　沪酿 3.042 菌种强化生产试验工艺流程

Figure 1　Production trial process to fortify Huniang 3.042 strain
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（2） 蛋白酶：参照 SB/T 10317—1999。

1.2.5　微生物检测　采用 MagBeads FastDNA Kit for Soil

（116564384）试剂盒提取大曲总基因组 DNA，使用引物

338F（5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3'），806R （5'- 

GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'）对 细 菌 16S rRNA 

V3~V4 区 进 行 扩 增 ；使 用 引 物 对 ITS5 （5'- 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3'） 和 ITS2 （5'- 

GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3'）对真菌 ITS1 区进行扩

增和测序，扩增条件：98 ℃预变性 5 min；98 ℃变性 30 s，

55 ℃退火 45 s，使引物与模板充分退火；72 ℃延伸  45 s，循

环 30 次 ；72 ℃ 保 持 延 伸 5 min，12 ℃ 保 存 。 PCR 使 用

25 µL 反应体：Q5 high-fidelity DNA polymerase 0.25 µL，

5×Reaction Buffer 5 µL，5×High GC Buffer 5 µL，dNTP

（10 mmol/L）22 µL，DNA 模板 2 µL，正向引物（10 µmol/L）

1 µL，反向引物（10 mol/L）1 µL，无菌水 8.75 µL。回收目

的片段并进行纯化后送派森诺生物科技有限公司进行测

序验证［15］。

1.2.6　酒样挥发性化合物测定　采用 LC-MS 方法检测。

（1） 样品处理：精确移取 200 µL 样品至 1.5 mL 离心

管中；加入 800 µL 提取液（V 甲醇∶V 乙腈=1∶1），含 4 种内标

（L-2-氯苯丙氨酸等）；涡旋混匀 30 s，低温超声提取 30 min

（5 ℃ ，40 kHz）；将 样 品 于 -20 ℃ 静 置 30 min；4 ℃ 、

13 000×g 离 心 15 min，移 取 上 清 液 ，氮 气 吹 干 ；加 入

120 μL 复溶液（V 乙腈∶V 水=1∶1）复溶；涡旋混匀 30 s，低温

超 声 萃 取 5 min（5 ℃ ，40 kHz）；4 ℃ 、13 000×g 离 心

10 min，移取上清液至带内插管的进样小瓶中上机分析；

每个样本分别移取 20 µL 上清液混匀后作为质控样本。

（2） 色谱条件：色谱柱为 ACQUITY UPLC HSS T3

（100 mm×2.1 mm，1.8 µm）；流动相 A 为 95% 水+5% 乙

腈（含 0.1% 甲酸），流动相 B 为 47.5% 乙腈+47.5% 异丙

醇+5% 水（含 0.1% 甲酸），进样量 3 μL，柱温 40 ℃。

（3） 质谱条件：样品经电喷雾电离，分别采用正、负离

子扫描模式采集质谱信号。扫描范围 70~1 050 m/z；鞘气

流速 60 L/min；辅助气流速 20 L/min；加热温度 350 ℃；毛

细 管 温 度 320 ℃ ；正 喷 雾 电 压 3 400 V；负 喷 雾 电 压

-3 000 V；S-Lens 电压 70 V；碰撞能分别为 20%，40%，

60%；分辨率 60 000 Full MS；分辨率 15 000 MS2。

（4） 酒样中化合物分析：根据化合物质谱特征，对特

征 离 子 进 行 提 取 ，采 用 Progenesis QI v3.0

（WatersCorporation，Milford，USA）获得 MS 和 MS/MS 质

谱信息，然后与代谢数据库（http：//www.hmdb.ca/、https：//

metlin.scripps.edu/等）进行匹配，MS 质量误差设置为＜
1×10-5，同时根据二级质谱匹配得分鉴定化合物。由上

海美吉生物医药科技有限公司提供检测结果。

1.3　数据分析

使用 R 语言中的 microeco 软件包（v1.14.0）计算多个

分类水平上扩增子序列变异（ASV）的相对丰度［16］。利用

R 语言（v4.2.1）中的 vegan 软件包（v2.6-10）将 ASV 表格稀

释至统一测序深度后，计算群落丰富度（Chao1 指数）、多

样性（香农指数，Shannon）和布雷—柯蒂斯距离（Bray-

Curtis distances）［17］。 使 用 R 语 言 中 的 rstatix 软 件 包

（v0.7.2）进行统计分析。使用 ropls 软件包（v1.40.0）计算

偏最小二乘判别分析（PLS-DA）的 VIP 值［18］。使用 R 语言

中的 ggplot2 软件包（v3.5.2）对微生物群落数据、理化性质

和 挥 发 性 化 合 物 进 行 可 视 化 展 示 。 利 用 网 络 工 具

（https：//www.omicstudio.cn/tool）对微生物群落与理化性

质或挥发性化合物之间的相关性进行可视化。使用比较

基因组学工具 Panacota（v1.4.0）进行微生物核心基因组分

析，并使用 Adobe Illustrator 进行图像布局。采用 PASW 

Statistics 18 统计软件中方差分析（ANOVA）进行单因素

方差分析，数据以“平均值±标准差”表示，显著性判断标

准为 P＜0.05。

2　结果与分析

2.1　1% 沪酿 3.042强化对大曲理化指标的影响

由图 2 和图 3 可知，与 A 组相比，C 组水分均略有下降

（P>0.05），酸度显著下降（P<0.05）；液化力略有上升

（P>0.05），蛋白酶、糖化力、发酵力和酯化力均显著上升

（P<0.05），说明沪酿 3.042 强化后的大曲品质有所提高。

从水分和酸度指标来看，沪酿 3.042 强化后水分含量略有

下降（P>0.05），说明强化大曲中微生物活动更旺盛，加速

了水分代谢，有利于防止曲心窝水、杂色等异常现象；酸

度显著下降（P<0.05），与简晓平等［19］的结果相反，可能

是沪酿 3.042 抑制了产酸微生物的过度繁殖，或者通过代

谢调节平衡了大曲的酸碱环境。

在酶活性方面，大曲是含有菌和酶的生物制剂，在制

曲过程中，微生物代谢产生的各种酶，如淀粉酶、糖化酶、

蛋白酶和酯化酶等，可用于白酒发酵中原料水解生成酒

精和风味化合物［20］。试验中，液化力、糖化力、蛋白酶、发

酵力和酯化力的变化趋势与 Mu 等［21］的研究结果一致，表

明沪酿 3.042 强化可有效增强大曲酶系功能。蛋白酶作

为蛋白质分解和调节微生物代谢环境的关键酶类，在风

味物质合成过程中发挥了重要作用［22］。试验中蛋白酶活

性显著提升（P<0.05）与袁华伟等［23］的研究结果相符，进

一步验证了米曲霉菌产蛋白酶的普适性。糖化力与液化

力分别反映淀粉分解为葡萄糖及糊精的能力，试验中糖

化力显著提升（P<0.05），与 Li 等［24］的结果一致，表明强

化大曲可优化糖代谢途径。酯化力作为风味形成的关键

指标，试验中酯化力显著提升（P<0.05），与 Yang 等［25］在
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中温大曲中通过宏基因组学揭示的酯化酶代谢网络活跃

性增强趋势吻合，表明沪酿 3.042 强化可促进酯类风味物

质合成。综上，添加 1% 沪酿 3.042强化优化了中高温大曲

的理化性质，为提升白酒出酒率与风味品质奠定了基础。

2.2　1% 沪酿 3.042强化对大曲微生物群落结构的影响

2.2.1　对大曲细菌群落结构的影响　通过测序，所有样

品共产生 154 878 条测序序列，平均每个样品的测序量为

25 813。由图 4（a）和图（b）可知，C 组样品中细菌的 Chao1

指数比 A 组的明显增加，而 Shannon 多样性指数则降低，

表明接种沪酿 3.042 增加了样品中细菌的丰度，但在一定

程度上了降低其多样性。

由图 4（c）可知，大曲中检测到相对含量>1% 的优势

*表示统计学显著差异（P<0.05），ns表示统计学非显著差异

图 2　沪酿 3.042 强化对大曲水分、酸度和蛋白酶的影响

Figure 2　Effects of Huniang 3.042 biofortification on water content， acidity， and protease in Daqu

*为显著差异（P<0.05），ns为非显著差异

图 3　沪酿 3.042 强化对大曲液化力、糖化力、发酵力和酯化力的影响

Figure 3　Effects of Huniang 3.042 biofortification on liquefaction power， saccharification power， fermentation power， 

and esterification power in Daqu

图 4　大曲样品中细菌的 α多样性及优势微生物组成

Figure 4　Alpha diversity and dominant microbial composition of bacteria in Daqu samples

14
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菌属共 10 个。这些优势细菌中，C 组样品中有 4 种细菌比

A 组的增加，分别为大洋芽孢杆菌属（Oceanobacillus，P>
0.05）、莱德伯格菌属（Lederbergia，P>0.05）、芽孢杆菌属

（Bacillus，P<0.05）和醋杆菌属（Acetobacter，P>0.05）；C

组样品中有 6 种细菌比 A 组的减少，分别为魏斯氏菌属

（Weissella，P>0.05）、泥乳酸杆菌属（Limosilactobacillus， 

P>0.05）、乳杆菌属（Lactobacillus，P>0.05）、克氏菌属

（Kroppenstedtia，P>0.05）、肠 杆 菌 属（Enterobacter，P>
0.05）和伴乳酸杆菌属（Companilactobacillus，P>0.05）。

由图 5（a）可知，在所有细菌 ASV 中，共有 91 个 ASV

为两组样品所共有，共有的 ASV 中包含的微生物分别占

A、C 组的 30.74%，25.93%，表明共有菌群虽然仅占据了

16% 的 ASV 数量，但其中所蕴藏的微生物仍构成了大曲

中微生物的主体。因此，沪酿 3.042 干预更多的是改变了

样品中微生物群落中不同细菌类群的比例，而非其类群

的组成。

由图 5（b）可知，C 组富集的菌属主要包括芽孢杆菌

属（Bacillus）、莱德伯格菌属（Lederbergia）、海恩德氏菌属

（Heyndrickxia）和克罗诺杆菌属（Cronobacter），而 A 组富

集的菌属主要包括肠杆菌属（Enterobacter）、伴乳杆菌属

（Companilactobacillus） 、 植 物 乳 植 杆 菌 属

（Lactiplantibacillus）、利吉氏乳杆菌属（Ligilactobacillus）、

片球菌属（Pediococcus）、嗜热放线菌属（Thermoactinomyces）

和勒维乳杆菌属（Levilactobacillus）。

2.2.2　对大曲真菌的影响　通过测序，所有样品真菌共

产生了 130 734 条测序序列，平均每个样品的测序量为

21 789。由图 6（a）可知，C 组样品中真菌的 Chao1 指数比

A 组样品明显下降，而 Shannon 多样性指数明显升高，表

明接种 1% 沪酿 3.042 降低了样品中真菌的丰度，但在一

定程度上增加了其多样性。该变化趋势与样品中细菌的

变化趋势完全相反。由图 6（b）可知，样品中优势真菌构

成较为简单，只有嗜热子囊菌属（Thermoascus）和曲霉菌

属（Aspergillus，11.77%）的相对含量>1%。此外，与 A 组

相比，C 组样品中曲霉菌属的相对丰度出现了明显升高

（P>0.05），表明沪酿 3.042 强化是提高大曲样品中曲霉属

微生物的有效手段。

芽 孢 杆 菌 属（Bacillus）、大 洋 芽 孢 杆 菌 属

（Oceanobacillus）、嗜热子囊菌属（Thermoascus）和曲霉菌

图 5　细菌共有菌群和差异菌群分析

Figure 5　Analysis of shared and differential bacterial flora

图 6　大曲样品中真菌的 α多样性及优势微生物组成

Figure 6　Alpha diversity and dominant microbial composition of fungi in Daqu samples
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属（Aspergillus）在米曲霉的强化大曲中为优势菌属，与

Yang 等［26］的 报 道 具 有 一 致 性 。 同 时 ，芽 孢 杆 菌 属

（Bacillus）、大洋芽孢杆菌属（Oceanobacillus）、克氏菌属

（Kroppenstedtia）、嗜热子囊菌属（Thermoascus）、曲霉菌

属（Aspergillus）和嗜热霉属（Thermomyces）等是高温大曲

的核心菌群［27-28］，强化大曲因芽孢杆菌和曲霉属丰富，可

能在糖化、生香等方面有更好表现［29］。细菌和真菌多样

性变化趋势相反，可能与沪酿 3.042 强化后细菌和真菌之

间的相互作用，以及其对环境资源的竞争利用密切相关。

Zhou 等［30］研究表明，在固态发酵过程中，米曲霉与优势细

菌之间主要存在直接吸附与竞争两种相互作用形式，其

还能刺激米曲霉分泌更多的蛋白酶，进而加速发酵原料

的降解过程。在大曲强化过程中，米曲霉沪酿 3.042 的添

加量超过一定限度时，大曲的微生态环境会发生改变。

由于细菌和真菌在生态位上存在差异，这种改变会产生

两方面影响：一方面，有利于真菌共生，从而使其多样性

得以增加；另一方面，丝状真菌在生长过程中会产生影响

其他微生物生长的次级代谢产物［31］，这会导致部分细菌

的生长受到竞争性抑制，而部分细菌能够以代谢互作优

势生长，最终呈现出细菌丰度增加但多样性降低的情况。

He 等［32］将贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis）和枯

草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）用于中高温大曲的强化，提

高了芽孢杆菌属（Bacillus）和乳酸菌属（Lactobacillus）的

丰度，与试验结果相反，说明不同的功能菌强化产生的效

果有一定的差异。然而，试验结果与 Xu 等［33］的研究结果

具有一致性，提高了芽孢杆菌（Bacillus）的丰度而降低了

乳酸菌（Lactobacillus）的丰度。芽孢杆菌和乳杆菌可能

存在潜在的拮抗作用。因为乳酸菌可能产生乳酸和细

菌素，导致大曲的 pH 值降低［34］。陈家晖［35］对白云边高

温 大 曲 进 行 内 源 性 芽 孢 杆 菌 强 化 ，发 现 强 化 大 曲 中

Aspergillus 和 Bacillus 相对含量增加，与试验结果具有一

致性，说明 Aspergillus 和 Bacillus 两者之间存在共生互作

机制。

2.3　1% 沪酿 3.042 强化曲对回糟酿酒出酒量和基酒中

风味化合物的影响

2.3.1　出酒量和基酒中总酸总酯含量比较　

（1） 出酒量：白酒酿造中酒精生成途径由淀粉双边发

酵而成：淀粉经霉菌分解为葡萄糖，再由酵母菌无氧发酵

转化为乙醇。出酒率反映了原料利用率、工艺水平及成

本控制能力，是衡量酿造效率和经济效益的关键指标。

由图 7 可知，C、A 组大曲的回糟酿酒出酒量（折算成

60%vol）分别为 73.1，76.3 kg/甑（P>0.05），AOG 组比 CG

组提高 4.38%，说明 1% 沪酿 3.042 强化大曲有利于提高回

糟中淀粉的产酒量，从而能适当降低丢糟残余淀粉。

（2） 基酒中总酸总酯含量：酸类化合物是白酒的重要

风味物质，在白酒发酵过程中，酵母菌、细菌等微生物会

进行一系列的代谢活动，产生各种有机酸，为白酒中总酸

的主要来源之一。酸类化合物与白酒中的其他成分如醇

类、酯类等相互协调，共同构成了白酒独特而丰富的口感

和风味。适量的酸能赋予白酒醇厚、绵柔的感觉，使酒体

更加丰满、协调，让消费者在饮用时感受到层次分明的味

觉体验。总酸含量过少会使酒味淡且余味短，含量过多

则会使酸味过浓致口味粗糙。由图 8 可知，C、A 组大曲的

回 糟 酿 酒 基 酒 中 总 酸 含 量 分 别 为 2.28，1.85 g/L（P>
0.05），AOG 组比 CG 组提高 23.24%。在白酒发酵过程中，

微生物如酵母菌、细菌等发挥着关键作用，其通过一系列

复杂的代谢活动合成各种酯类物质。酯类物质是白酒香

气的主要来源，不同的酯类具有各自独特的香气特征，众

多酯类共同作用，形成了白酒丰富多样、复杂迷人的香气

风格。它们与酒中的醇类、酸类、醛类等其他成分共同构

成了一个复杂而和谐的香气体系。C、A 组大曲的回糟酿

酒基酒中总酯含量分别为 6.03，5.39 g/L（P>0.05），AOG

组比 CG 组提高 11.87%。因此，1% 沪酿 3.042 强化大曲有

图 7　两组大曲回糟酿酒的出酒量比较

Figure 7　Yield of fermentation with refermentation grains 

between Daqu in two groups

图 8　大曲回糟酿酒基酒中总酸总酯含量的比较

Figure 8　Comparison of total acid and ester content in the 

crude Baijiu fermented by refermentation grains
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利于基酒中增酸增酯的效果。

2.3.2　基酒中定性风味化合物的比较　

（1） 风味化合物种类：由图 9 可知，AOG 组中共检出

94 种风味化合物，包括 57 种酯类、19 种醇类、6 种醛类、

6 种酮类、4 吡嗪类和 2 种其他类化合物。CG 组中共检出

93 种挥发性化合物，包括 55 种酯类、19 种醇类、6 种醛类、

7 种酮类、4 吡嗪类和 2 种其他类化合物。AOG 组酯类较

CG 组多了 2 种而酮类少了 1 种，两者之间在化合物的种

数上无明显差异。

（2） 风味化合物含量：由图 10 可知，与 GC 组相比，

AOG 组风味化合物总量平均提升 22.19%（P>0.05），酯类

平均提升 26.47%（P>0.05），醛类平均提升 16.30%（P>
0.05），酮类平均提升 81.32%（P<0.05），吡嗪类平均提升

360.26%（P<0.01），醇类平均减少 7.27%（P>0.05），其他

类化合物平均减少 2.05%（P>0.05）。

（3） 风味化合物的聚类分析：由图 11 可知，试验组中

吡嗪类化合物和酮类化合物均显著高于对照组（P<0.01，

P<0.05），酮类具有奶香、青草香，主要为基酒贡献清香特

征；吡嗪类化合物呈烘焙香、焦香和坚果香等［36］，为基酒

提供酱香特征的主要风味化合物之一。

2.3.3　基酒中存在显著性差异的香气活性化合物　

（1） 基酒差异性风味化合物（OAV≥1）分析：由图 12

可知，C 组与 A 组酿造基酒中风味化合物香气活度值

OAV 存在显著性差异的化合物中，VIP≥1 的化合物共

37 种，包括 24 种酯类、2 种醇类、3 种醛类、4 种酮类、4 种吡

嗪类。AOG 组中有 31 种差异性化合物显著高于 CG 组，

而 AOG 组中只有 6 种差异性化合物较 CG 组显著减少，包

括 1 种醇类（丙醇）和 5 种酯类（2-甲基 -2-苯乙基丙酸酯、

癸基丙酸酯、乙酸正丙酯、己酸异戊酯和丙酸乙酯）。

（2） 基酒差异性风味化合物的方差分析：由图 12 可

知，以 P＜0.05，VIP＞1 作为筛选关键物质的标准，共有

20 种差异性风味化合物对两组基酒的组成差异作出了重

要贡献。根据 P 值大小，可将 20 种差异性风味化合物分

为 3 组：①  14 种化合物差异显著（P<0.05），包括 12 种

AOG 组>CG 组的 2-甲基丁酸乙酯、丁酸丁酯、乙酸乙酯、

甲基丁酸乙酯、十三酸乙酯、戊酸乙酯、乙酸己酯、乙酸异

戊酯、己酸甲酯、2-十三烷酮、壬酮和三甲基吡嗪；2 种

AOG 组<CG 组的丙酸乙酯和己酸异戊酯。②  4 种化合

物差异非常显著（P<0.01），包括 3 种 AOG 组>CG 组的

2，5-二甲基吡嗪、己酸乙酯和十五烷酸乙酯；1 种 AOG

组 <CG 组的癸基丙酸酯。 ③  2 种化合物差异极显著

（P<0.001），包括 β -苯乙醇和 2，6-二甲基吡嗪，且 AOG

组>CG 组。

上述风味化合物在基酒中呈现的香气特征见表 1，其

中醇为花香，酯以果香、甜香或窖香为主，酮为奶香、青草

香，吡嗪以炒豆香、烤面包香为主，共同构建了李渡基酒

浓、清、米、酱“四香”的复合香。

（3） 基酒差异性风味化合物的主成分分析：将 AOG

组与 CG 组基酒中风味化合物集合成一个数据集，利用主

图 9　两组大曲酿造基酒中风味化合物的种类

Figure 9　Flavor compound types in crude Baijiu produced 

by Daqu in two groups

图 10　两组大曲酿造基酒中风味化合物含量比较

Figure 10　Flavor compound content in crude Baijiu 

produced by Daqu in two groups

图 11　两组大曲酿造基酒中风味化合物的热图

Figure 11　Heatmap of flavor compounds in crude Baijiu 

produced by Daqu in two groups
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（a） OAV≥1 的化合物种类

（b） 组间化合物差异显著性分析

*为显著（P<0.05），**为非常显著（P<0.01），***为极显著（P<0.001）

图 12　大曲酿造基酒中 OAV≥1 且存在含量差异的化合物

Figure 12　Compounds with OAV≥1 and differential content in crude Baijiu produced by Daqu in two groups
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成分（PCA）进行分析（图 13），PC1 与 PC2 累计方差贡献率

为 90.0%，数据解释能力可接受。强化曲与常规曲各自酿

造的基酒聚类清晰，且两种基酒的风味化合物有明显分

离，表明 1% 沪酿 3.042 强化大曲对发酵生产的基酒具有

显著影响。

沪酿 3.402 强化后大曲中米曲霉属为核心微生物，能

分泌多种胞外酶特别是蛋白酶和淀粉酶，在原料蛋白质

和淀粉的降解中发挥关键作用［40］，不仅为芽孢杆菌等微

生物的生长繁殖提供营养物质，还在特征风味形成相关

的代谢网络中，高度表达的功能基因主要与氨基酸代谢

和碳水化合物相关［41］，从而促进基酒中醇类、酯类、醛类、

酮类、酸类、吡嗪类等关键风味化合物的合成，且已鉴定

出 508 种不同微生物物种可通过脂肪酸和氨基酸代谢影

响酯类合成［33］。试验的强化曲基酒中，酯类和醇类为主，

分别占风味物质总量的 88% 和 9% 以上，与 Xu 等［33］的研

究结果一致。其中，大多数酯类的气味阈值较低，对气味

贡献巨大，且这些酯类中的许多可与酸类、醛类和醇类等

共同影响白酒的口感［42］。试验中醇类总量减少 7.27%，但

关键醇类如 β-苯乙醇含量显著增加（P＜0.05），这与芽孢

杆菌强化后大曲中苯乙醇含量大幅提升的结果一致［43］，

且与葡萄牙棒孢酵母强化乙酸乙酯含量显著增加的现象

形成呼应［33］，β-苯乙醇和乙酸乙酯是构成米香型白酒骨

架风味化合物的重要组分。酱香型风味化合物主要集中

在酸类、醇类和吡嗪类物质，浓香型的优势风味物质主要

集中在吡嗪类和酯类，清香型的优势风味物质主要集中

在酯类和醇类［44］。综上，AOG 和 CG 组酒样在香气化合

物的种类和浓度上存在显著差异，这些差异不仅反映了

沪酿 3.402 强化曲对微生物类群结构优化产生了积极影

响，还通过酿造过程促进了有益风味化合物的生成，从而

直接提高了李渡基酒中浓香、米香、清香和酱香的复合香

风味品质。

2.4　基酒差异性风味化合物与大曲微生物之间的关联性

2.4.1　主要酯类化合物之间的相关性　酯类是中国白酒

中种类最多、含量最丰富的微量成分，赋予果香和花香，

主要通过微生物代谢的酯化反应和乙酰辅酶 A 途径合

成［31］。由图 14 可知，乳酸菌（Lactobacillus）与反式 -4-癸

烯酸乙酯呈显著的正相关（P<0.05）；曲霉菌（Aspergillus）

与 异 戊 酸 乙 酯 呈 显 著 的 正 相 关（P<0.05）；芽 孢 杆 菌

（Bacillus）与异戊酸乙酯呈显著的正相关（P<0.05），与异

丁酸苯乙酯、己酸戊酯、己酸己酯、2-乙基丙二酸二丁酯、

丙酸乙酯、戊酸癸酯呈显著负相关（P<0.05）；莱德伯格菌

（Lederbergia）与丙酸乙酯、戊酸癸酯、乙酸丙酯、己酸糠

酯、己酸异戊酯、十一烷酸乙酯、反式-2-癸烯酸乙酯、十二

烷酸乙酯、己酸 -2-苯乙酯、琥珀酸二乙酯呈显著负相关

（P<0.05）；海洋芽孢杆菌（Oceanobacillus）与丙酸乙酯、

戊酸癸酯、乙酸丙酯、己酸乙酯、2-羟基 -4-甲基戊酸乙酯

呈 显 著 负 相 关 （P<0.05） ；柠 檬 明 串 珠 菌

（Limosilactobacillus）与庚酸乙酯、己酸丙酯、戊酸乙酯、乙

酸戊酯、丁酸丁酯呈显著正相关（P<0.05）；克罗彭施泰特

菌（Kroppenstedtia）与乙酸乙酯、乙酸异丁酯呈显著负相

关（P<0.05），与活性 2-甲基丁酸乙酯极显著负相关（P<

表 1　基酒中风味化合物的香气特征

Table 1　Aroma characteristics of flavor compounds in 

crude Baijiu

化合物

β-苯乙醇

2-甲基丁酸乙酯

丁酸丁酯

乙酸乙酯

甲基丁酸乙酯

十三酸乙酯

戊酸乙酯

己酸乙酯

乙酸异戊酯

乙酸己酯

丙酸乙酯

己酸甲酯

己酸异戊酯

十五烷酸乙酯

癸基丙酸酯

2-十三烷酮

壬酮

2，5-二甲基吡嗪

2，6-二甲基吡嗪

三甲基吡嗪

香气描述

玫瑰花香、花香

果香

果香

菠萝香、苹果香、水果香

果香

香根草香

水蜜桃香、花香、甜香

果香、甜香、窖香

果香、甜香

果香、甜香

香蕉香、水果香

果香、青草香、甜香

无记录

无记录

无记录

坚果香、奶香

奶香、青草香

炒豆香、青草香

烤面包香

坚果香、咖啡香、烤面包香

参考文献

［37-38］

［38］

［37-38］

［37］

［39］

［39］

［38］

［39］

［39］

［39］

［38］

［37-38］

［38-39］

图 13　两组大曲酿造基酒中风味化合物的主成分分析

Figure 13　Principal component analysis of flavor 

compound composition in crude Baijiu 

produced by Daqu in two groups
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0.01）；肠杆菌（Enterobacte）与丙酸乙酯、己酸糠酯、己酸

异戊酯呈显著正相关（P<0.05），与戊酸癸酯、乙酸丙酯呈

极显著正相关（P<0.01）；伴乳菌（Companilactobacillus）

与丙酸乙酯、戊酸癸酯、乙酸丙酯、己酸乙酯、2-羟基-4-甲

基戊酸乙酯、十一烷酸乙酯、反式 -2-癸烯酸乙酯、十二烷

酸乙酯、己酸-2-苯乙酯、琥珀酸二乙酯呈显著正相关（P<
0.05），与己酸糠酯、己酸异戊酯呈极显著正相关（P<
0.01）；魏斯氏菌（Weissella）与己酸糠酯、己酸异戊酯、己

酸乙酯、2-羟基-4-甲基戊酸乙酯呈显著正相关（P<0.05）。

2.4.2　其他化合物之间的相关性　由图 15 可知，在吡嗪

类 化 合 物 中 ，2，3，5- 三 甲 基 吡 嗪 与 海 洋 芽 孢 杆 菌

（Oceanbacillus）呈显著正相关（P<0.05），与莱德伯格菌

（Lederbergia）呈极显著正相关（P<0.01），与伴乳杆菌

（Companilactobacillus）、魏斯氏菌（Weissella）呈显著负相

关（P<0.05）；2，6-二甲基吡嗪与莱德伯格菌（Lederbergia）

呈显著正相关（P<0.05）；2，5-二甲基吡嗪、四甲基吡嗪与

曲霉菌（Aspergillus）呈极显著正相关（P<0.01），与芽孢杆

菌（Bacillus）呈显著正相关（P<0.05），与嗜热子囊菌属

（Thermoascus）呈显著负相关（P<0.05）。在酮类化合物

中，壬酮与海洋芽孢杆菌（Oceanbacillus）、莱德伯格菌

（Lederbergia）呈 显 著 正 相 关（P<0.05），与 伴 乳 杆 菌

（Companilactobacillus）、肠杆菌（Enterobacter）呈显著负

*表示 P<0.05，**表示 P<0.01

图 14　核心微生物与酯类化合物的相关性

Figure 14　Correlation between core microorganisms and ester compounds

*表示 P<0.05，**表示 P<0.01

图 15　核心微生物与其他化合物的相关性

Figure 15　Correlation between core microorganisms and other compounds
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相关（P<0.05）；2-十三烷酮与曲霉菌（Aspergillus）、芽孢

杆菌（Bacillus）呈显著正相关（P<0.05）。在呋喃与醛类

化合物中，2-戊基呋喃、苯甲醛与莱德伯格菌（Lederbergia）

呈显著负相关（P<0.05），与伴乳杆菌（Companilactobacil‐

lus）呈显著正相关（P<0.05）。在醇类化合物中，2-五癸

醇、异丁醇与伴乳杆菌（Companilactobacillus）呈显著正相

关（P<0.05），与莱德伯格菌（Lederbergia）呈显著负相关

（P<0.05）；1-辛醇与莱德伯格菌（Lederbergia）呈显著负

相 关（P<0.05）；2- 庚 醇 、2- 己 醇 、仲 丁 醇 与 肠 杆 菌

（Enterobacter）和伴乳杆菌（Companilactobacillus）呈显著

正相关（P<0.05），与莱德伯格菌（Lederbergia）和伴乳杆

菌（Companilactobacillus）呈显著负相关（P<0.05）；异戊

醇 与 伴 乳 杆 菌（Companilactobacillus）和 魏 斯 氏 菌

（Weissella）呈显著正相关（P<0.05），与海洋芽孢杆菌

（Oceanbacillus）呈显著负相关（P<0.05）。

试验组基酒中的吡嗪类化合物极显著高于试验组

（P<0.01），这类化合物的烤香和坚果香气能提高基酒的

酱香，并有益于健康［45］。试验中吡嗪类化合物与强化曲

中 Aspergillus、Bacillus、Lederbergia 优势菌呈正相关，与

曲 霉 属 和 吡 嗪 类 化 合 物 的 形 成 有 密 切 联 系 的 结 果

类似［46-47］。

3　结论

通过系统评估添加 1% 的沪酿 3.042 对李渡白酒酿造

中高温大曲的跨界强化效果，明确揭示了该菌种在提升

大曲酶活性（包括蛋白酶、糖化力、发酵力及酯化力）方面

的显著作用，同时观察到细菌多样性降低而真菌多样性

升高的微生物群落优化现象。此强化策略有效促进了基

酒中关键风味化合物的积累，尤其是酮类和吡嗪类化合

物 含 量 显 著 提 升 。 进 一 步 的 相 关 性 分 析 阐 明 了

Aspergillus、Bacillus 等核心微生物与吡嗪类等关键风味

化合物之间的正相关关系。

综上，添加 1% 沪酿 3.042 的跨界强化策略不仅显著

提升了中高温大曲的酶活性与微生物群落结构，还极大

丰富了李渡基酒的风味谱。但有关发酵过程目的菌群动

态变化和酿酒品质影响还有待进一步探究。未来研究应

聚焦：剖析发酵过程菌群动态演变，把握各阶段结构与功

能变化；全面评估强化大曲对酿酒质量的综合影响，从理

化指标、感官评价等多个维度进行系统分析。
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