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基于高通量测序的浓香型白酒窖池古菌群落 

结构分析 
 

邓杰，卫春会，罗惠波，黄治国，祝云飞，王艳丽，李觅，万世旅 

（四川理工学院酿酒生物技术及应用四川省重点实验室，四川自贡 643000） 

摘要：本试验利用罗氏 GS junior 高通量测序平台分析了 30 年窖龄的浓香型白酒窖池窖泥古菌群落结构，结果发现：3 口

窖池样品共获得 8706 条有效序列，282 个 OTUs 分类；样品中古菌的 Shannon 曲线值在 4~5 之间就趋于稳定，Chao 曲线的值随

着序列数的增加而增长。窖泥中古菌类群主要集中在 Euryarchaeota（广古菌门）下的 Thermoplasmata class（热原体纲）中的

Thermoplasmataceae（热原体科），Methanobacteria class（甲烷杆菌纲）中的 Methanobacteriaceae（甲烷杆菌科），Methanococci 

class（甲烷球菌纲）中的 Methanomicrobiaceae（甲烷微菌科）、Methanocorpusculaceae（甲烷八叠球菌科）和 Methanosarcinaceae

（甲烷粒菌科）；Saccharococcus sp.和 WCHD3-02 也有检测到。其中 Thermoplasmataceae 和 Methanobacteriaceae 占绝对优势，

分别为 39%和 27%，其它菌类 Methanomicrobiaceae 占 9%、Methanosarcinaceae 占 7%和 Methanocorpusculaceae 占 4%、

Saccharococcus sp.（糖球菌属）占 1%和 WCHD3-02 占 1%，unclassified 序列占 12%；对甲烷菌类进行深入分析，发现了

Methanoculleus marisnigri strain 、 Methanoculleus bourgensis strain 、 Methanosarcina siciliae strain 、 Methanobacterium 、

Methanocorpusculum 和 Methanomicrobia 等种属的菌种。 
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Abstract: The structure of the archaeal community in pit mud from 30-year-old cellars that is used for the production of Luzhou 

flavor liquor was analyzed by a Roche GS junior high-throughput sequencing platform. A total of 8,706 valid sequences and 282 

operational taxonomic units (OTUs) were obtained from samples inthree cellars. The Shannon curves of archaea were stable in the range 

from 4 to 5 and the value of Chao curves increased with increasing sequence number. The predominant archaeal groups were of the 

phylum Euryarchaeota: Thermoplasmataceae of class Thermoplasmata, Methanobacteriaceae of class Methanobacteria, as well as 

Methanomicrobiaceae, Methanocorpusculaceae, and Methanosarcinaceae of class Methanococci. Saccharococcus sp. and WCHD3-02 

were also detected. Among these, the dominant archaea groups were Thermoplasmataceae and Methanobacteriaceae, accounting for 

39% and 27%, respectively; Methanomicrobiaceae, Methanosarcinaceae, Methanocorpusculaceae, Saccharococcus sp ., WCHD3-02, 

and unclassified sequences accounted for 9%, 7%, 4%, 1%, 1%, and 12%, respectively. Further study on methanogens showed the 

presence of Methanoculleus marisnigri, Methanoculleus bourgensis, Methanosarcina siciliae, Methanobacterium, Methanocorpusculum 

and Methanomicrobia.  
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浓香型白酒的发酵是以窖池为载体，酒醅为原

料，在大量窖内微生物的作用下，经过一个周期的发

酵产生具有风味独特的白酒
[1]
。在这个过程中作为载

体的窖池起到了非常重要的作用，窖池的优劣直接决

定了白酒的品质和产量。“老窖出好酒”已成为共识，

随着窖龄的增长，窖池中的窖泥微生物不断驯化形成

了特有的优势菌群，这样的窖池所产白酒风味物质越

多。老窖泥中栖息着大量的古菌，根据前人的研究表

明，在窖泥古菌中有大量的产甲烷古菌，很多甲烷菌

能和己酸菌类互营共生[2]，这些将有利于提高己酸乙

酯含量，增加浓香型白酒主要香味成分，提高优质酒

的得率，所以研究窖泥中古菌的群落结构将对提高浓

香型白酒品质有重要作用。 

上世纪 80 年代成都微生物所利用传统方法研究

布氏甲烷杆菌利用己酸梭菌代谢产生的 H2 结合 CO2

生产甲烷，解除己酸菌的代谢抑制作用[2]，它们之间

存在互营共生关系—种间氢转移，这种传统方法只能

研究个别能够分离培养的菌，但对于大部分古菌到目

前为止都无法进行纯培养。近几年研究者们开始利用

分子生物学的方法对窖池微生物进行研究，黄治国等
[3]
利用变性梯度凝胶电泳技术(Denaturing Gradient 

Gel Electrophoresis, DGGE)、吴冬梅等[4]利用 FISH 技

术(Fluorescence in Situ Hybridization)和叶光斌等
[5]
运

用基因文库技术对窖泥微生物群落进行研究，但这些

技术研究被检查微生物群落比例，也不能对样品中微

生物群落进行较为完备的测序研究，同时工作量大、

灵敏度不高。现在高通量测序技术已经运用于各种分

子生物学领域[6]，在人体微生物、水中生物、热泉微

生物[7~8]等多个领域都有应用。这项技术在土壤中微

生物群落研究也有重要的运用，例如对土壤中氨氧化

和亚硝化菌群和极地土壤微生物群落的研究[9~10]。这

种技术对微生物群落结构的研究有其明显的先进性

和优势，读长长、实时检测、检测菌种比例等。本试

验运用高通量测序技术对四川绵阳丰谷酒业有限责

任公司 30 年窖龄浓香型白酒窖池窖泥中的古菌群落

进行研究，建立一套高通量测序技术分析窖泥古菌群

落的方法，利用 QIIME 软件能够准确、完整的解析

浓香型白酒窖泥中古菌的群落结构。这将为解析浓香

型不同地域不同窖龄窖泥中优势微生物和特征微生

物提供指导，同时为建立白酒窖池微生物信息数据库

和丰富土壤微生物多样性有重要作用。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

窖泥样品采自四川绵阳丰谷酒业有限责任公司

丰谷镇生产基地 3 口 30 年窖池的窖泥，于窖壁上层

（距窖口 50 cm）、下层（距窖底 50 cm）和窖底（窖

池底部）分别取样，迅速置于冰盒运回，-20 ℃保藏。 

1.2  试验试剂与仪器 

TaqDNA polymerase、dNTPs、DL2000TM DNA 

Marker，宝生物工程(大连)有限公司；蛋白酶 K，

Merck；溶菌酶，Sigma；琼脂糖、丙烯酰胺、N，N′-

亚甲基双丙烯酰胺、去离子甲酰胺均购自 Solarbio；

引物由上海英潍捷基生物技术公司合成；QIAquick 

Gel Extraction Kit 和 Quant-iT PicoGreen 定量试剂盒，

上海柏丝特生物科技有限公司；MIBIO UltraClean 

SoilDNA Isolation Kit，购自深圳安必胜科技有限公

司。 

水平电泳仪，美国 Bio-rad Mini-subcell；凝胶成

像分析系统，美国 Bio-rad ChemiDoc XRS+；PCR 仪，

美国 Bio-rad C1000 Touch；高速冷冻离心机，美国

Thermo X1R；核酸蛋白微量检测仪，美国 MD 

SpectraMax Drop；可调式混匀仪，美国 SCILOGEX 

MX-S；高通量测序平台，美国 Roche GS junior。 

1.3  总 DNA 的提取及 PCR 扩增 

按窖池窖泥干重等质量称取三层样品，然后混合

成 3 个样品，采用 MIBIO UltraClean SoilDN A 

Isolation Kit
[11]试剂盒提取窖泥中微生物总宏基因

组，然用核酸蛋白仪检测 DNA 的浓度和纯度，置于

-20 ℃备用。 

选用通用引物 109F-518R
[12]，可以扩增出 410 bp

左右的片段。PCR 反应体系为 25 μL，体系包括 2.5 

μL 10×Buffe，2 μL 25 mmol /L dNTP，2 uL MgCl2，

正反向引物 10 μM各 0.5 uL，0.5 μL 5 U/μL EX Taq 

DNA 聚合酶，DNA 模板用量为 1 μL（原液 DNA 稀

释 20 倍），16 μL ddH2O。PCR 反应程序为：Touch 

Down PCR，94 ℃ 4 min；94 ℃ 15 s, 56 ℃ 30 s, 68 ℃ 

80 s；72 ℃ 10 min。PCR 结束后取 3 μL PCR 扩增产

物加入 0.8 μL 10×loading buffer 混匀，取 3 μL 

DL2000TM DNA Marker 做对照。于 1%琼脂糖凝胶

上 140 V 电泳 25 min，EB 染色，在凝胶成像系统中

观察并拍照保存。 

1.4  PCR 产物纯化及定量 

采用 QIAquick Gel Extraction Kit 胶回收试剂盒

对 PCR 扩增产物进行切胶回收，然后按照 PCR 产物

的检测方法检测。 
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采用 Quant-iT PicoGreen 定量试剂盒[13]对胶回收

之后的 PCR 产物进行定量，首先按照试剂盒上的方

法制作标准曲线，1.56 ng/Well-100.00 ng/Well 平均分

配 8 个梯度，然后加入 96 孔黑色的荧光板，在余下

的 88 个加入 99 μL 的 1×TE 缓冲液，然后选择适当

位置加入 1.0 uL 纯化后的扩增 DNA 样本，用酶标仪

测定每个样本的吸光度，同时将定量好的样品按照相

同比例混合。 

1.5  高通量测序 

将定好量的 DNA 文库样本进行扩增子浓度计

算，然后设计制定 emPCR 体系, emPCR 反应程序为：

94 ℃ 4 min；94 ℃ 30 s，58 ℃ 4.5 min，68 ℃ 30 s，

共 50 个循环；10 ℃保存。扩增完成后经过处理检测

emPCR 扩增结果。计算 DNA 文库需要的体积，稀释

扩增子，然后将稀释之后的扩增子上 GS Junior 测序

仪进行测序。 

1.6  QIIME 软件数据分析 

QIIME 软件是进行微生物群落分析的软件[14]，

已经用于分析和解释真菌、病毒、细菌和古细菌群落

核酸数据，利用该软件对样品数据进行质检和群落结

构分析，同时挑选出 OUT 中有代表性序列。对挑选

的序列利用软件对测序数据进行总体分析后再利用

Greengenes 数据库进行 16S rRNA 基因序列的比对，

确定序列对应微生物的分类学地位。 

2  试验结果与分析 

2.1  样品文库的获得及定量 

提取 3 个窖泥样品总 DNA，然后对细菌 16S 

rRNA V6-V8 区基因的扩增，最后再对 PCR 扩增结果

进行胶回收，混合获得样品文库（如图 1、2） 

 

图 1 30 年窖龄窖泥总 DNA 的琼脂糖凝胶电泳 

Fig.1 Agarose gel electrophoresis of total extracted DNA in pit 

mud from 30-year-old cellars 

对于样品文库采用 Quant-iT PicoGreen 定量试

剂盒对样品 PCR 产物进行定量，将回收的 3 个古菌

PCR 产物混合后进行定量。结果为 15.51 ng/100 μL。

根据取样定量均一性，由计算可知 3 个古菌 PCR 产

物胶回收混合样取 3.22 μL 进行 emPCR。 

 

 
图 2 30 年窖龄窖泥古菌 PCR 扩增结果（上图）和胶回收结果

（下图） 

Fig.2 PCR amplification and gel extraction of archaea in pit 

mud from 30-year-old cellars 

注：M：Marker; 1：30 年 1 号样；2：30 年 2 号样；3：

30 年 3 号样。 

2.2  古菌群落的 OUT 分类 

3 个样品古菌 PCR 混合测序，根据 barcode 标签

序列筛选出有效序列，并对处理后的有效序列进行数

据及长度分布统计，古菌共获得 8706 条有效序列。

根据 97%水平下 OTU 的丰度，对有效序列利用

QIIME 软件处理划分操作分类单元，共获得 282 个

OTUs 分类（图 3），使用 Rarefaction curve 对样品多

样性进行评估，得到样品稀释曲线（图 4），Shannon

曲线和 Chao 曲线可以看出，古菌的 Shannon 曲线值

在 3~4 之间就趋于稳定，而 Chao 曲线的值随着序列

数的增加在不断的增长，说明古菌群落的丰度相对较

低，而综合这个曲线的趋势说明还可以继续取样进一

步的进行研究，以发现更多的古菌菌种。 

 
图 3 古菌 OTU 分类 

Fig.3 OTU classification of archaea 

2.3  古菌群类组成 

利用 QIIME 软件对测序数据进行分析，发现 30

年窖龄窖泥中古菌菌落主要是 Euryarchaeota（广古

菌门）下 Thermo plasmat a class（热原体纲）、

Methanobacteria class（甲烷杆菌纲）和 Methanococci 

c l a s s （ 甲 烷球 菌纲 ），主 要优 势 古菌 类 为 
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Thermoplasmataceae（热原体科）占 39%（110 个

OTUs）和 Methanobacteriaceae（甲烷杆菌科）占 27%

（76 个 OTUs）， 其它古菌类 Methanobacteriaceae

（甲烷微菌科）、Methanocorpusculaceae（甲烷八叠

球菌科）和 Methanosarcinaceae（甲烷粒菌科）分别

占 9%（25 个 OTUs）、7%（20 个 OTUs）和 4%（11

个 OTUs），Saccharococcus sp.占 1%（3 个 OTUs）和

uncultured archaeon WCHD3-02 占 1%（3 个 OTUs），

Unclassif ied 序列类占 12%（110 个 OTUs）。各个科

类选取具有代表性的 OTU 的序列，利用 Mega 4.0 软

件，采用邻接法（Neighbor-Joining）建构系统发育树

（图 5），表示出各个科类菌群的关系。 

 

 

 

图 4 稀释性曲线、Shannon 指数、 Chao 指数 

Fig.4 Rarefaction curve (left), Shannon index (middle), and 

Chao Index (right) 

2.4  甲烷群类组成 

将试验测得的 8706 条有效碱基序列，利用

QIIME 软件将碱基序列分为 282 个 OTUs，得到 47%

的菌类为甲烷菌群，Methanobacteriaceae（甲烷杆菌

科，占 27%，有 76 个 OTUs）、Methanobacteriaceae

（甲烷微菌科，占 9% ，有 25 个 OTUs ）、

Methanocorpusculaceae（甲烷八叠球菌科，占 7%，

20 个 OTUs）和 Methanosarcinaceae（甲烷粒菌科，

占 4%，有 11 个 OTUs），在甲烷菌群的 132 个 OTUs

中挑选序列，主要挑选 4 个科中有代表性的序列，对

于 Thermoplasmataceae（热原体科，占 39%，有 110

个 OTUs）是实验中检测到的最优势菌群，分类较为

复杂，要在以后的论文中独立阐述，而然后利用 

Greengenes 数据库进行 16S rRNA 基因序列的比对，

选取具有代表性的序列，再利用 Mega 4.0 软件，采

用邻接法（Neighbor-Joining）建构系统发育树（图 6）。 

 

图 5 30 年窖泥古菌的系统发育树 

Fig.5 Phylogenetic tree of the archaea in 30-year-old pit mud 

 

图 6 30 年窖泥中甲烷菌的系统发育树 

Fig.6 Phylogenetic tree of the methanogens in pit mud of 

30-year-old cellars 

注：J1~J25 号菌均为对各个类群比对结果选择的具有代

表性的菌。 

由图 6 可以看出甲烷菌类种类较多，其中分别

为：Methanoculleus（甲烷袋状菌属）、Methanosarcina 

siciliae strain（八叠球菌属）、Methanobacterium（甲

烷杆菌属）、Methanocorpusculum（甲烷粒菌属）、
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Methanomicrobiaceae（甲烷微菌属）和 Saccharococcus 

sp 等菌属的菌种。Methanosarcina barkeri strain（巴

氏甲烷八叠球菌），Methanoculleus marisnigri（黑海

甲烷袋状菌）、Methanoculleus bourgensis strain（布雷

斯甲烷袋状菌）和 Methanospirillum hungatei 等菌都

有检出，部分菌在以前研究窖泥的文献报道过，如

Methanosarcina barkeri strain 和 Methanobacterium 在

不同窖龄窖泥中有检出 [2]，在此比对的过程中

WCHD3-02 类的比对结果较差，可信度较低。 

3  结论 

3.1  30 年窖龄窖泥属于较为老熟的窖泥，老窖池中

古菌群落研究较多的是甲烷菌，检测到的主要的两种

甲烷菌类 Methanobacteriaceae（甲烷杆菌科）和

Methanomicrobiaceae （ 甲 烷 微 菌 科 ）， 特 别 是

Methanocorpusculum 和 Methanobacterium 等为氢营

养型产甲烷菌，它们能够消耗己酸和乙酸代谢的 H2

和 CO2，解除己酸菌代谢的反馈抑制作用[4]。其它种

类的甲烷菌在有关窖泥的古菌中研究中均有报道[2, 

4]，在窖泥中都显示出不同的生理功能，具有重要作

用；在窖泥中发现 Saccharococcus sp（糖球菌属），

兼性厌氧，具有产乳酸的功能，嗜热，适合于在发酵

过程中利用葡萄糖产酸；同时首次在窖泥中发现

WCHD3-02 菌，并确定其占有量在 1%左右。利用高

通量测序对 30 年窖泥古菌群落结构研究，虽然样品

比较单一，但数据显示检测出的菌种数据比利用

PCR-DGGE、PCR-SSCP 和基因文库等方法更全面
[3~4]，同时发现了一些在窖泥中以前未报道或很少见

的古菌类，如 Saccharococcus sp（糖球菌属）和

WCHD3-02 菌类，同时该研究还得出来各类优势菌

的含量，根据数据显示也能比较客观的反映 30 年窖

龄窖泥古菌的群落结构。说明通过高通量测序对窖泥

古菌群落研究对功能菌的发现和筛选有指导意义，同

时能够更加完整的检测窖泥中的古菌群落。 

3.2  在试验中古菌引物设计在 410 bp 左右，随着高

通量测序技术的发展，对于罗氏 GS Junior+测序平台

可以达到 800 bp 左右的长度，提高测序通量，测序

数据对不同窖龄窖泥中微生物的区分度将扩大，能够

更好的了解窖泥中微生物的类群，同时能够更加深入

的比较不同窖龄窖泥和不同地域窖泥之间微生物的

差异性。同时采集更多不同窖龄和不同地域的窖泥样

品对其进行分析，建立较为完善的窖内微生物信息数

据库，为白酒生产和提高白酒质量提供基础研究数

据。 

3.3  本实验得到 30 年窖龄窖泥中主要优势古菌菌落

是 Euryarchaeota（广古菌门）下 Thermoplasmataceae

（热原体科）和 Methanobacteriaceae（甲烷杆菌科），

其它古菌类 Methanobacteriaceae（甲烷微菌科）、

Methanocorpusculaceae （ 甲 烷 八 叠 球 菌 科 ）、

Methanosarcinaceae（甲烷粒菌科）、Saccharococcus sp

和 WCHD3-02 也有发现，通过以上分析可以说明利

用高通量测序能对窖泥中古菌群落结构进行解析；对

甲烷菌类进行分析，发现主要分布于 Methanobacteria 

class（甲烷杆菌纲）中的 Methanobacteriaceae（甲烷

杆菌科），Methanococci class（甲烷球菌纲）中的

Methanomicrobiaceae （ 甲 烷 微 菌 科 ） 、

Methanocorpusculaceae （ 甲 烷 八 叠 球 菌 科 ） 和

Methanosarcinaceae （ 甲 烷 粒 菌 科 ）， 分 布 于

Methanosarcina siciliae strain （八叠 球菌属 ）、

Methanobacterium（甲烷杆菌属）等 6 个菌属中，这

说明利用高通量测序能对窖泥中重要的功能菌能够

进行准确的分析。 
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