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::摘:要!以浓香型大曲培菌发酵期!$ K%$ >"和储藏期!!$ K%$$ >"共 %! 个大曲样品为研究对象$采

用LMNKOPP;技术解析浓香型大曲制备过程真菌群落结构的变化% LMNKOPP;图谱表征的微生物

群落丰度&优势度及多样性指数分析结果表明'大曲制备过程中$真核微生物群落结构复杂多样% 发酵

环境的剧烈变化及真菌群落间的协同和制约效应均对大曲制备过程中真核微生物群落组成产生影响%

关键词!浓香型大曲#真菌#%'0 +N=B基因#LMNKOPP;#微生物群落演替

中图分类号!QE&'@% 文献标志码!B

AA大曲是传统白酒工业生产中不可或缺的糖化和发

酵生香剂"是白酒风格形成与品质形成的基础所在%%&

'

大曲中微生物种群丰富且相互作用机理复杂"通过传统

的微生物分离手段已得到的微生物有霉菌(细菌(酵母

菌和放线菌等%!&

"但是常规培养方法耗时长"准确率低"

且可培养的微生物仅占其微生物总类的 $@%R K

%$R

%&&

' 随着分子生学的发展"基因指纹图谱技术越来

越多的应用于微生物群落结构的研究' 其中 OPP;技

术由于不需要对样品微生物进行培养"可直接研究其基

因指纹图谱"具有检测极限低(易操作和可重复性强等

特点%#&

' 目前 LMNKOPP;在白酒发酵研究方面主要

集中在酒醅(窖泥(成品大曲的微生物区系%#C%%&

"但对大

曲制备全过程微生物群落结构动态演替鲜有报导'

众所周知"浓香型白酒生产用曲一般选用储存 & 个

月左右的大曲"在大曲制备到生产应用这段时间内"大

曲微生物区系发生了怎样的变化"有待更加深入的研

究' 本研究采集浓香型大曲制备期的培菌发酵期!$ K

%$ >$和储藏期!!$ K%$$ >$大曲样品共 %! 个"在此基础

上获得表征浓香型大曲制备过程真菌群落结构的 LMN

KOPP;指纹图谱"并对其丰度(优势度和多样性指数的

变化进行解析' 本研究对于阐明大曲制备过程微生物

群落演替规律"揭示大曲发酵环境与微生物群落演替间

的相互作用关系提供数据支持'

% 材料与方法

!;! 样品采集

浓香型大曲取自泸州老窖制曲公司"大曲样品分别

为培菌期 % >(D >(%$ >和储藏期 !$ >(&$ >(#$ >(D$ >(

"$ >(S$ >('$ >(%$$ >"共 %! 个大曲样品"样品编号为 %

K%!' 采用五点取样法取各个时期曲房不同位置的曲

样!曲房上(中(下层(外层(内层各取 D 块大曲$"用粉碎

机粉碎"混合均匀后"采用)四分法*

%%!&得到所需样品"

K!$ T保存"用于后续基因组O=B提取及理化分析'

!;) 大曲微生物总+<=的提取与纯化

用 0O0 K酚氯仿抽提法提取大曲微生物基因组

O=B

%%&&

";JFJ=JBJ

UV

0)1.O=BW18!美国 XG6<-公司$

吸附柱进行纯化"然后用核酸蛋白仪检测 O=B的浓度

和纯度"保存于K!$ T备用'

!;$ 456扩增及+889电泳

D$

!

YLMN反应体系为+%@$

!

YU-Z 酶!D 4[

!

Y$



!大连宝生物工程有限公司$"D@$

!

Y%$ 倍缓冲液"

&@$

!

YV<M%

!

!!D GG).[Y$"#@$

!

Y>=UL7混合物!各

!@D GG).[Y$"引物!%$

!

G).[Y$各 %@$

!

Y"%@$

!

Y模板

O=B!约 %$$ ,<[GY$"&#@$

!

Y灭菌双蒸水#引物对

\\&E$!D, KMPBUBBMPBBMPBPBMMUK&,$ [\N%

KPM!MPMMMPPPPMPMPMMMMPPPMPPPPMP

PPPPMBMPPPPPPB]MMBUUMBBUMPPUB]U$用

于真菌 %'0 +N=B基因的扩增"目的基因长度为 #&$ H^"

LMN扩增程序见参考文献%%#&

' LMN产物琼脂糖凝胶电

泳检测后用于后续的OPP;分析'

OPP;电泳条件为+聚丙烯酰胺凝胶变性范围为

&$R _DDR"!$$ ?预电泳 D G1,"%!$ ?电泳 %! 3"电泳

温度为 "$ T"上样量 %'

!

Y

%%#&

'

!;' 4567+889图谱的分析

根据OPP;图谱中每个样品不同条带的强弱及迁

移率"可对图谱中的条带进行匹配分析"并根据=61<3H)+

K̀)1,1,<算法"采用 Q*-,8189X,6!a1)KN->$分析软件

对不同样品的OPP;带谱进行微生物群落相似性程度分

析' 本研究主要用丰度!0$(优势度(样品间相似性指数

!M7$和 03-,,), Kb16,6+指数!c$来表征群落多样性%%D&

'

! 结果分析与讨论

);! 大曲微生物 +<=的提取及!>?@6<=基因的扩

增

纯化后的大曲微生物 O=B"使用 \\&E$[\N% KPM

扩增"扩增效果良好"条带清晰"且无杂带' LMN扩增结

果如图 % 所示'

V为V-+d6+"% K%! 号分别对应大曲制备 % >"D >"

%$ >"!$ >"&$ >"#$ >"D$ >""$ >"S$ >"'$ >"E$ >"%$$ >

收集的大曲样品的LMN扩增结果'

图! !)个大曲样品AA$(*/A6!785引物
456扩增结果

);) 浓香型大曲不同制备阶段真菌!>?@+<=4567

+889图谱

通过真菌 %'0 +O=BLMNKOPP;图谱可以较为清

晰的比较大曲前期培菌及后期储藏的制备全过程中真

核微生物群落组成及丰度的变化规律!图 !$' 从图 ! 可

以看出"所有样品均出现 S K%S 条较清晰的条带"说明

在聚丙烯酰胺凝胶的变性范围为 &$R KDDR条件下"各

样品得到了较好的分离'

);$ 4567+889图谱的条带丰度$优势度的分析

大曲真菌OPP;图谱条带丰度(条带优势度的变化

图) 大曲制备过程真菌!>?@6<=基因

4567+889图谱

规律的分析结果见表 %'

大曲培菌期第 D > 时"环境适宜"营养富足"适合大

部分微生物生长繁殖"此时真菌丰度迅速增加至 %#"这

与章肇敏"王世宽等通过传统分离培养方法的研究结果

一致%%"C%S&

' 发酵 D K%$ > 大曲处于高温发酵期"由于高

温(高湿环境"大多数微生物不能生长"霉菌和酵母菌均

大幅下降%%'&

"但由于前期微生物的积累"大曲中存在大

量孢子或菌体细胞"故该时期检测出条带数仍然较多"

导致这一时期的丰度值仅有略微下降' 发酵 !$ >后"大

曲离开培菌室进入储藏室"曲房温度(湿度下降"营养物

质消耗"同时翻曲也可能导致微生物之间的物质和能量

交换的破坏"微生物活性降低"故检出条带数减少"丰度

值降至最低值 S' 发酵第 !$ K#$ >"大曲进入堆积转化

期"由于堆积作用及微生物的代谢活动"曲房会维持一

段时间的高温!#D T左右$"然后缓慢下降至环境温度"

此时期微生物代谢活动明显回升"霉菌和酵母菌的检测

数增加"丰度值增加"并略有波动' 储藏后期"OPP;图

谱显示大曲丰度值又有所回升并保持稳定'

);' 4567+889图谱多样性指数分析

03-,,), Ke16,6+多样性指数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' 通

过比较大曲制备阶段真菌群落多样性指数的变化规律

!图 &$"结果表明+大曲样品真菌多样性指数在 %@##E %&

_!@"SE 之间' 随发酵时间的增加"大曲微生物的生物

多样性指数先升高后降低"然后又升高并基本保持稳

定'

其中大曲培菌期!% K%$ >$大曲样品多样性指数逐

渐增加至较高的水平为 !@!$S"这一时期是大曲的主发

酵期"水分活度高"营养丰富"品温逐渐升高"微生物代谢

" 四川理工学院学报!自然科学版"AAAAA AAAAAAA!$%& 年 ' 月



表! 不同大曲样品真菌!>?@6<=基因4567+889图谱的丰度及优势度

样品 %> D> %$> !$> &$> #$> D$> "$> S$> '$> E$> %$$>

丰度 " %# %& S E ' %$ %$ ' %D %S %"

优
势
度
-

R

.

% [ [ %@'E %$@!"! %#@"$# D@#'D %D@'% E@!D" %#@$"S #@DE$ E@&!S D@D$"

! [ &@$!" S@"$E [[ %'@"#S %S@#'! %%@# S@S"' %S@!E% #@D!E "@%!! &@&S%

& [ [ [ [ [ [ %@"%! [ [ !@$%E #@S## #@&''

# [ [ %!@"$ [ #@#E" %@%"& [ #@E&S [ [ D@#S! S@'%"

D [ !@#%! "@%"S [ [ [ [ [ [ &@$'& %@S%& "@#ED

" [ [ [ S@'DD !"@#"E &!@E"$ %D@'#D '@'& &$@'DS $@E'E D@%SS !@#E$

S [ !@E&% %@ED# [ E@$"E [ [ %%@D'D [ !&@EE %%@$' %D@%!

' !D@D! !@DE& [ [ [ [ [ [ [ "@##D %@DSE "@E%!

E [ [ [ [ [ [ [ [ [ "@#!# %@D'% !@#$&

%$ %D@E& $@E"" D@!D' D@#D% [ [ !@E$! [ [ &@&%! #@SD% #@&"S

%% &D@D' #$@%!# !&@D! [ [ [ !@!ES D@!$S &@#$" %&@"%D D@DSS S@DSS

%! %&@S!' "@!!" %@$#S [ [ [ [ E@E# &@#E$ #@%$$ '@''$

%& [ %&@#E" %E@E& %!@DD" #@%S& D@D!S !'@!% %"@S'D %'@!"' %E@#% &@!E" %%@'E

%# [ !@S"% [ D!@!D% S@E$' !D@"#E [ D@!$S [ [ #@%S& [

%D [ [ $@SE% [ [ [ [ [ %@$S% #@&$& %%@$SE %@"&S

%" !@D&% D@'"" '@#DE %%@#&D '@"&S E@#!% %!@$ES %$@E# "@$&% $@"&$ %$@E"$ '@E"

%S S@S!' %&@D$ D@#&E $@%E% D@EES E@#!% S@$"& D@'!! &@D$E $@&D" '@!&" E@''D

%' [ %@$# D@&#% [ [ [ [ [ [ [ [ [

%E [ !@$S& [ [ [ [ [ [ [ [ [ [

!$ [ %&@#" [ [ [ [ [ [ [ [ [ [

!% [ [ [ [ [ [ !@S"D [ [ [ [ [

!! [ [ [ [ [ [ [ &@S!# [ [ [ &@""E

AA注+)[*未检出

图$ 大曲制备过程真菌群落多样性指数变化规律

活跃"丰度和优势度都大幅增加"多样性指数不断增加"

这一结果与罗惠波等利用 a]XYXP;MX微平板分析浓

香型大曲发酵过程中微生物群落代谢特性的结果相符

合%%'&

' 发酵第 !$ > 时"检出条代数减少"多样性指数降

至最低点 %@#D!"可能是翻曲的原因' 随后的第 &$ > 又

增加至 !@$%S"随后在一定范围内波动"但总体多样性指

数呈上升趋势"随着发酵的进行和发酵条件的改变"不

适应的真核微生物逐渐死亡淘汰"经过驯化后的真核微

生物生存下来"并且保持一定的优势"直到储藏后期"逐

渐趋于稳定"多样性指数稳定在 !@"!% 左右' 总体而

言"大曲经过培菌期和储藏期"多样性指数在一定范围

内波动"特别是在大曲储存阶段还存在种群波动"进一

步证实了大曲储存阶段的重要性'

);& 4567+889图谱相似性分析

通过聚类分析不同大曲真核微生物 %'0 +O=BLMN

KOPP;图谱的相似性!图 #$'

图' 不同大曲样品真菌群落B48C=聚类图

整个大曲发酵及储存过程中大曲样品可聚为三大

类"其中培菌期第 % >和 D >天样品聚为一大支"说明这

两个时期存在共同的真菌群落结构"但由于这一时期温

度"水分等外界环境剧烈变化"导致与其它阶段真菌群

落的差异较大#储藏前期第 !$ >(&$ >(#$ >(D$ >样品聚

为一大支"其中第 &$ >(#$ >样品相似度达 $@SD"说明这

一时期真菌微生物组成随着发酵的进行"群落结构逐渐

趋于稳定#第 "$ K%$$ >样品聚为一大支"这一时期"除

第 S$ > 样品外"其他样品之间相似度是逐渐增加的"

S第 !" 卷第 # 期AA 叶光斌等'LMNCOPP;解析浓香型大曲发酵&储藏过程真菌群落的演替规律



说明大曲真菌群落结构越来越稳定' 其中第 %$ > 与

%$$ >的样品相似度达 $@S!' 总体而言"大曲制备过

程中真菌群落结构变化较大"但相邻样品间相似度较

高"表明大曲发酵过程中微生物此消彼长(相互影响(

相互作用'

);" 大曲制备过程真菌种群间相互作用关系

对于 OPP;图谱中主要条带 %"!"""%&"%""%S 优

势度的变化规律的分析结果表明!表 %(图 #$+第 %"

号(%S 号条带所代表的真菌类群在所有样品中均检

出"发酵过程中分别达到最大优势度 %!@$ESR和

%&@D$R' 且二者变化趋势较为相似"说明这两个条带

所代表的真菌类群可能存在协同作用' %& 号条带除

在第 % >未检测外"在所有样品中均有检出"其优势度

波动范围较大"发酵 D$ >优势度达到最高值 !'@!%R"

之后呈下降趋势"最终稳定在较低水平' 条带 %& 号和

条带 %" 号(%S 号所代表的真菌类群似乎存在着此消彼

长的演替规律"因此三者之间可能存在某种代谢物的竞

争或者代谢产物抑制物的关系#条带 % 号和 ! 号培菌期

中后期才开始检出"在大曲培养前期二者优势度变化呈

相反状态"后期变化趋势相似"并且整个发酵期均保持

一定优势#条带 " 号在储藏期才有检测"并在发酵 #$ >

达到最大值 &!@E"$R"由图 D 可知"条带 " 号和条带 !

号优势度变化趋势较为相似"且条带 " 号菌群的优势度

远高于条带 ! 号的菌群"说明二者所代表真菌的类群可

能存在共生关系' 而条带 S 号(' 号(%$ 号(%% 号和 %#

号所代表的真菌类群在样品总体中间歇检出"可能是由

于部分样品LMN扩增的问题"未检出条带#条带 %' 号(

%E 号和 !$ 号只在培菌期第 D >时检出"说明条带 %' 号(

%E 号和 !$ 号所代表的真菌类群比较适合高温(高湿的

生长环境"可能属于耐高温菌属"但在较低温度的环境

不具竞争力"若对其进一步研究"可能具有较高的应用

价值' 对主体条带之间优势度的变化规律的比较"可在

一定程度上反映出优势菌群之间的种群关系"最终可指

导大曲的生产工艺'

& 结束语

本实验通过 LMNKOPP;的方法对大曲发酵剂储

存过程中真菌菌群的动态变化进行了解析"发现真核微

生物菌群之间的联系比较密切"这可能与真核微生物代

谢的复杂性以及大曲微生物特定的生长环境有关' 储

藏后期大曲品温逐渐接近环境温度"水分活度降低"营

养物质及各种微量成分已大量消耗"传统研究认为"此

时微生物类群"尤其是霉菌和酵母应逐渐降低"或保持

%(!("(%&(%"(%S 分别代表OPP;图谱上第 % 号(! 号(" 号(

%& 号(%" 号(%S 号条带'

图& 大曲制备阶段主要真菌条带优势度变化规律

在较低水平' 而由OPP;图谱显示"储藏后期真菌的检

出条带数及丰度值却有较大幅度的回升"并达到最大值

%S' 故关于LMNKOPP;法分析大曲培养过程中真核微

生物的消长规律"仍需进一步验证'

本研究后续将对 OPP;图谱中出现的优势条带进

行测序"更加详细的了解大曲发酵过程中真核微生物类

群的变化规律#对优势条带对应菌群进行分离纯化"以

更好的了解其在大曲发酵过程中的代谢机理及功能'
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