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热风干燥大曲在贮存期细菌群落结构的变化 
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摘要：本文通过高通量测序技术对热风干燥大曲在贮存期细菌群落结构进行研究，旨在探究热风干燥对大曲在贮存期细菌群落

结构的影响。研究发现，热风干燥大曲随着贮存时间的增加细菌丰富度呈先增后减，而细菌群落多样性随着贮存时间在增加。大曲

中 Firmicutes(厚壁菌门)为绝对优势菌门，Weissella(魏斯氏菌属)为绝对优势菌属。热风干燥大曲于曲库贮存能促进 Staphylococcus(葡

萄球菌属)细菌的生长，而对 Lactobacillus(乳杆菌属)细菌的生长有一定的抑制作用，于实验室贮存对 Kroppenstedtia 属和 Bacillus(芽

孢杆菌属)细菌的生长有促进作用。随着贮存时间的增加，实验室贮存能使热风干燥大曲的 Paenibacillus(类芽孢杆菌属)、

Pseudogracilibacillus(假纤细芽孢杆菌属)、Kroppenstedtia 和 Melghirimyces(迈勒吉尔霉菌属)细菌的丰度进一步提升。随着大曲贮存时

间的增加，于曲库贮存的热风干燥大曲细菌数量趋于稳定。 
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Abstract: Bacterial community structure of hot air dried Daqu in the storage period was researched by high-throughput sequencing 

technology. The results showed that the bacterial abundance of hot air dried Daqu increased firstly and then reduced with increasing the storage 

time, while bacterial community diversity increased all the time. Firmicutes was the absolute dominant phyla, and Weissella was the absolute 

dominant genera. Hot air drying for Daqu stored in Daqu room could promote the growth of Staphylococcus bacteria, and inhibit the growth of 

Lactobacillus bacteria. Hot air drying for Daqu stored under laboratory conditions could promote the growth of Kroppenstedtia bacteria and 

Bacillus bacteria. With increasing the storage time, laboratory conditions could promote the abundance of Paenibacillus, Pseudogracilibacillus, 

Kroppenstedtia, Melghirimyces bacteria of hot air dried Daqu. The bacterial biomass of hot air dried Daqu stored in Daqu room tended to be 

stable with increasing the storage time  
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中国白酒历史源远流长，酒文化博大精深，是世

界六大蒸馏酒之一[1]。它主要以高粱、玉米和大米等 
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粮食为原料，以大曲、小曲和麸曲等为糖化发酵剂，

经蒸煮、糖化、发酵、蒸馏、贮存、陈酿和勾兑而成

的蒸馏酒。大曲主要以小麦、大麦和豌豆等为原料，

经粉粹拌水后压制成砖块状，在开放式生产条件下自

然网罗环境中的微生物进行接种，经培菌、翻曲和存

储等阶段后得到成品曲[2]。大曲不仅是生产大曲酒的

糖化发酵剂和生香剂，同时也是酿酒原料的部分来源，

大曲中形成丰富的香气物质及其前体，在白酒生产过

程中直接或间接地进入酒体，影响白酒的质量与风格
[3,4]。因此，白酒的质量与大曲的质量有直接的关系，

没有高质量的大曲就酿不出高品质的酒，所以酿酒行
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业内有“曲乃酒之骨”、“有好酒必有好曲”的说法[5]。

然而，曲虫对大曲具有严重的危害性，能降低大曲的

质量，造成重大的经济损失[6]。通过对排潮降温期大

曲进行热风干燥处理，不仅能够杀灭曲虫，还可以达

到干燥目的，缩短大曲贮存时间[7]。周平等[8,9]探究了

热风干燥技术对大曲质量的影响，发现经过干燥处理

和未经过干燥处理的大曲质量差异不大，通过白酒酿

造试验发现干燥处理大曲能在一定程度上提升白酒质

量，提高出酒率。大曲通常要经过 2~6 个月的曲库贮

存处理，使得大曲质量稳定后用于白酒生产。贮存后

大曲中的微生物数量和结构也趋于稳定，而微生物对

大曲酒的生产过程致关重要，通过对贮存期大曲微生

物群落结构多样性分析，可以有效的指导白酒生产。 
对大曲中微生物群落结构的研究很早就已开展，

主要有培养法[10]、磷脂脂肪酸法（PLFA）[11]、16S rRNA
基因克隆文库法[12]、PCR-DGGE 法[13]和高通量测序技

术[14]等。其中，高通量测序技术通量大，产出数据多，

能全面系统的揭示微生物群落结构和多样性[15]，是一

种有效的研究方法。本试验通过高通量测序技术对经

热风干燥处理的降温期大曲在贮存期细菌群落结构及

多样性进行分析，旨在探究热风干燥对大曲在贮存期

细菌群落结构的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

排潮降温期大曲取自泸州老窖制曲生态园。 
蛋白酶 K、溶菌酶、CTAB、SDS（美国 Sigma

公司）；TaqDNA polymerase、dNTPs、DNA Marker
（宝生物工程(大连)有限公司）；琼脂糖、丙烯酰胺

和去离子甲酰胺等（Solarbio）；Quant-iT PicoGreen 
dsDNA Assay Kit；QIAquick Gel Extraction Kit，
Quant-iTPicoGreen 定量试剂盒。 

DYY-6C 型电泳仪（北京六一仪器厂）；2720 型

PCR 扩增仪（美国 ABI 公司）；凝胶成像分析系统（美

国 Bio-rad 公司）；实时荧光定量 PCR 仪（ABI Step One 
Plus，美国 Applied Biosystems 公司）；Microplate reader
（BioTek）；高速冷冻离心机（美国 Thermo 公司）；

MX-S 型可调式混匀仪(美国赛洛捷克)；Illumina 
MiSeq 高通量测序平台（美国 Illumina 公司）；实时荧

光定量 PCR 仪（ABI Step One Plus，美国 Applied 
Biosystems 公司）；Microplate reader（BioTek，FLx800）。 

1.2  试验方法 

1.2.1  试验材料预处理 

对降温期大曲（培菌第 8 d）进行热风干燥处理（于

干燥箱中，控制温度 50 ℃、风速 1.2 m/s 干燥 72 h，
使水分降到 15%左右），将干燥后的大曲分成两批，

一批在实验室进行贮存（将大曲放入实验室保温盒

中，上面盖上稻草，室温贮存），另一批返回泸州老

窖曲库贮存。将热风干燥前的大曲（降温期大曲）批

次标记为 RG1，将经过热风干燥后的大曲批次标记

为 FK1，将降温期大曲在曲库进行自然干燥到和热风

干燥同时间（72 h）的大曲批次标记为 ZR1（水分

21%）；将大曲热风干燥后直接在实验室贮存 1 个

月、2 个月的大曲批次分别标记为 RG2、RG3，将大

曲热风干燥后返回曲库贮存 1 个月、2 个月的大曲批

次分别标记为 FK2、FK3；将降温期大曲直接在曲库

干燥后贮存 1 个月、2 个月的大曲批次分别标记为

ZR2、ZR3。每个批次的大曲随机选取 3 块进行粉

碎，过 20 目筛混合后一部分贮于 4 ℃下用于理化指

标的测定，另一部分贮于-20 ℃下保藏用于微生物指

标的测定。 
1.2.2  大曲理化指标的测定 

水分和水活度测定方法参考文献[16]；淀粉和酸度

测定方法参考文献[17]。 
1.2.3  大曲基因组 DNA 的提取 

取 5 g 大曲样品，加入 13.5 mL DNA 抽提液（100 
mM/L Tris-HCl，100 mM/L Na2EDTA，100 mM/L 
Na3PO4-NaH2PO4 缓冲液，1.5 M/L NaCl，CTAB 
2%），溶菌酶(终浓度 10 mg/mL)、蛋白酶 K(终浓度

30 μg/mL)使其充分混匀。加入 1.5 mL 20% SDS 于

6000 r/min离心10 min取上清夜，再向沉淀中加入4.5 
mL 抽提液和 0.5 mL SDS 于 5000 r/min 离心 6 min 后

上清液与先前上清液混合。向上清液中加入等体积酚

-氯仿-异戊醇，12000 r/min 离心 20 min 后，向上清液

加入 0.6 倍体积的异丙醇于 12000 r/min 离心 20 min
后弃上清液，向沉淀中加入 10 mL、70%乙醇于

12000 r/min 离心 20 min 弃上清液，用移液器吸去沉

淀残余的乙醇，置于超净台吹风 30 min，除尽乙醇。

通过 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 提取质量，同时

采用 Quant-i TPico Green 定量试剂盒检测 DNA 的浓

度，置于-20 ℃备用。 
1.2.4  PCR 扩增 

以大曲基因组 DNA 为模板，利用引物对 338F 
(5’-ACTCCTACGGGAGGCAG-3’) 和 806R(5’-GGA 
CTACHVGGGTWTCT-3’)对细菌 16S rRNA 基因序列

中的 V3-V4 可变区进行扩增。PCR 反应体系（25 
μL）：Q5 DNA Polymerase 0.25 μL，5×reaction buffer 
5 μL，5×GC buffer 5 μL，2.5 mM dNTPs 2 μL，
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Forward Primer(10 μM) 1 μL，Reverse Primer(10 μM) 
1 μL，Template DNA 2 μL，ddH2O 8.75 μL。PCR 反

应条件：98 ℃ 2 min；98 ℃ 15 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 
30 s，29 个循环；72 ℃ 5 min。PCR 扩增产物通过

2%琼脂糖凝胶电泳进行检测，采用 QIAquick Gel 
Extraction Kit 对 PCR 扩增产物进行切胶回收。 
1.2.5  高通量测序 

制备好DNA文库样本后，进行emPCR反应体系

的制定[18,19]，反应条件为：94 ℃、4 min；94 ℃、

30 s，58 ℃、4.5 min，68 ℃、30 s，50 个循环；

10 ℃保存。扩增完成后根据 emPCR的结果将扩增子

按要求稀释 [18]，然后将适当稀释后的扩增子上

Illumina MiSeq 测序平台进行测序。 
1.2.6  荧光定量实时 PCR 

参照电泳初步定量结果，将 PCR 扩增回收产物

进行荧光定量，荧光试剂为 Quant-iT PicoGreen 
dsDNA Assay Kit，定量仪器为 Microplate reader
（BioTek，FLx800）。 
1.2.7  数据分析 

稀释曲线依靠 QIIME 软件绘制，并利用 QIIME
软件计算出细菌群落的 Alpha 多样性指数，包括

Chao1、ACE、Shannon 和 Simpson 指数，16S rRNA
基因序列的比对分析采用 Silva 数据库，理化数据使

用 origin 作图，多重比较采用 SPSS 软件 Duncan's 新
复极差法进行比较，使用R软件对大曲样品在属分类

水平的微生物结构组成绘制柱状图，并对丰度前 50
位的属进行聚类分析并绘制热图，利用 R 软件进行

RDA 分析并作图。 

2  结果与分析 

2.1  大曲理化指标的变化 

大曲理化指标是衡量大曲质量好坏的重要部分，

同时也影响着微生物的群落结构分布。理化指标变化

情况如图 1 所示。 

 

 
图1 大曲理化指标的变化 

Fig.1 The changes of physicochemical indexes of Daqu 

注：不同字母表示相同贮存时间不同处理方式下大曲理

化指标差异显著（p<0.05）。 

大曲水分含量和水活度与微生物生长代谢息息

相关，水分含量和水活度随着贮存时间的增加而不断

的降低，通过 2 个月贮存后最终含水量为 12%左右，

且 FK3 和 ZR3 无显著性差异（p>0.05），满足出库大

曲水分要求。酸度波动较大，总体来说呈先降低后升

高的趋势，通过 2 个月的贮存，FK3 酸度要高于

ZR3。淀粉含量在贮存期缓慢降低，且 RG3、FK3 和

ZR3 淀粉含量无显著性差异（p>0.05）。 

2.2  OTU丰度分析 

通过对测序数据进行分析，9 个样品共获得有效 
序列 636144 条，平均长度 445 bp。使用 QIIME 软件， 
调用 UCLUST 这一序列比对工具，对前述获得的序列 
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按 97%的序列相似度进行归并和 OTU（Operational 
Taxonomic Units）划分，并选取每个 OTU 中丰度最高

的序列作为该 OTU 的代表序列。其中样品 ZR3 的

OTU 数最多为 1040 个，说明其群落丰富度最高（图

2b）。样品 ZR1 的 OUT 数最少为 822 个，说明群落丰

富度相对较低，其余七个样品 RG1、FK1、RG2、FK2、
ZR2、RG3 和 FK3 的 OTU 数分别为 893、861、976、
959、904、901 和 945。总体来看，曲库自然干燥处理

的大曲样品细菌丰富度随着贮存时间的增加而升高，

而其他 2 种处理方式的大曲（即大曲经过热风干燥后

分别于实验室贮存和返回曲库贮存的大曲）样品随着

贮存时间的增加，细菌丰富度呈先增后减的趋势。从

单个样品细菌丰富度来看，RG1>FK1>ZR1，说明干

燥过程会使细菌丰富度降低。 
稀释曲线可以反映每个样本的当前测序深度是否

足以反映该群落样本所包含的微生物多样性，通过绘

图可知（图 2a）9 个样品的稀释曲线随着随机抽取的

序列总数的增加而趋于平稳，表明测序结果已足够反

映当前样本所包含的多样性，继续增加测序深度已无

法检测到大量的尚未发现的新 OUT，说明取样合

理。 

92 

 
图2 样品稀释曲线和OUT数 

Fig.2 The rarefaction curves and OTUs of different samples 

2.3  细菌群落多样性分析 

对于微生物群落而言，有多种指数可以反映其多

样性。常用的指数主要包括侧重于体现群落丰富度的

Chao1 指数和 ACE 指数，以及兼顾群落均匀度的

Shannon 指数和 Simpson 指数。一般而言，Chao1 或

ACE 指数越大，表明群落的丰富度越高。Shannon 或

Simpson 指数值越大，表明群落的多样性越高。通过

计算得到大曲细菌 Alpha 多样性指数如表 1 所示。 
表1 大曲样品细菌Alpha多样性指数 

Table 1 The bacterial Alpha diversity indexes of samples 

samples 
Alpha diversity index 

Chao1 ACE Simpson Shannon 

RG1 674 750.57 0.64 3.05 

FK1 595 735.53 0.59 2.84 

ZR1 549 677.00 0.64 3.29 

RG2 724 820.98 0.73 3.98 

FK2 682 843.59 0.71 3.51 

ZR2 642 769.81 0.79 3.94 

RG3 649 722.75 0.78 4.18 

FK3 651 794.74 0.73 3.64 
ZR3 748 895.28 0.76 3.92 

由表 1 可知，于曲库自然干燥处理大曲样品的

Chao1 指数和 ACE 指数值随着贮存时间的增加而增

大，而经过热风干燥处理后分别于实验室条件下和返

回曲库贮存大曲样品的 Chao1 指数和 ACE 指数值随

着贮存时间的增加呈先增后减的趋势，与前述结果一

致。相反的，经过热风干燥处理后分别于实验室条件

下和返回曲库贮存大曲样品的 Shannon 指数和

Simpson 指数值随着贮存时间的增加而增大，说明其

细菌群落多样性随着贮存时间在增加，而于曲库自然

干燥处理大曲样品的 Shannon 指数和 Simpson 指数值

随着贮存时间的增加呈先增后减的趋势。 

 
图3 样品相对序列丰度较高的属分布图 

Fig.3 The genus distribution diagram of relative higher 

sequences abundance of samples 

大曲样品微生物主要分为四个门（序列数超过

1%），分别为 Firmicutes(厚壁菌门)、Cyanobacteria(蓝
藻菌门)、Proteobacteria(变形菌门)、Actinobacteria(放
线菌门)，序列数大小为 Firmicutes>Cyanobacteria> 
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Proteobacteria>Actinobacteria，9 个样品 Firmicutes 序
列数均超过 76%，其中 Firmicutes 在样品 RG3 中占绝

对优势菌门 (序列数占 94%)。所有大曲样品中

Weissella(魏斯氏菌属)为绝对优势菌属(序列数均超过

50%)，并且随着贮存时间的增加有降低的趋势(图 3)，
对于 Staphylococcus(葡萄球菌属)，在各个样品中相对

序列大小为 RG3（4.2%）>RG2>RG1（1.1%），FK3
（22.3%）>FK2（12.5%）>FK1（0.8%），说明大曲经

过热风干燥后返回曲库贮存较实验室贮存更有利于促

进 Staphylococcus 属细菌的生长，且促进效果明显。

在贮存期间大曲样品中 Lactobacillus(乳杆菌属)细菌

有降低的趋势，而样品 RG1、FK1 和 ZR1 的相对序列

数分别为 5.53%、4.47%和 9.45%，说明热风干燥对

Lactobacillus 属细菌的生长有一定影响。样品 RG2、
RG3 中 Kroppenstedtia 属序列数较高，分别为 9.85%
和 19.92%，而其他样品均小于 0.3%，由此可知，大

曲经热风干燥后于实验室贮存能显著性促进

Kroppenstedtia 属细菌的生长，同时实验室贮存大曲中

Bacillus(芽孢杆菌属)序列数也较高（8.42%，7.98%）。 
将属水平的群落组成数据根据分类单元的丰度分

布进行聚类，并通过热图加以呈现，可以将高丰度和

低丰度的菌属加以区分，并以颜色梯度反映样品之间

的群落组成相似度，并且根据样品间的相似程度加以

聚类，可将 9 个样品聚为四个大类（图 4）。样品 RG2
和 RG3 中 Paenibacillus( 类 芽 孢 杆 菌 属 ) 、

Pseudogracilibacillus( 假 纤 细 芽 孢 杆 菌 属 ) 、

Kroppenstedtia、Melghirimyces(迈勒吉尔霉菌属)、
Bacillus(芽孢杆菌属)、Virgibacillus(枝芽孢杆菌属)、
Oceanobacillus(海洋芽孢杆菌属)和 Mechercharimyces
属细菌丰度较高（图 4），并且随着贮存时间的增加其

中 Paenibacillus、Pseudogracilibacillus、Kroppenstedtia
和 Melghirimyces 属细菌丰度也随之升高，说明该四个

属细菌的多样性在不断增加。样品 ZR1 中

Acetobacter(醋酸杆菌属)、Alkaliphilus(嗜碱菌属)、
Enterobacter(肠杆菌属)、Lactobacillus(乳杆菌属)、
Cronobacter(阪崎肠杆菌)和 Acinetobacter(不动杆菌属)
细菌丰度较高，样品 FK2 中 Pseudomonas(假单胞菌

属)、Pelomonas 属细菌丰度较高，而 RG1 中 Delftia(代
尔夫特菌属)和 Leuconostoc(明串珠菌属)丰度较高。

Lentibacillus 属细菌种类在样品 ZR3 中更为丰富，

Thermoactinomyces(高温放线菌属)细菌在 FK1 中更丰

富，Streptococcus(链球菌属)和 Brevibacterium(短杆菌

属)分别为 ZR2 和 FK3 最丰富的菌属。 

 
图4 样品间细菌群落结构相似度热图 

Fig.4 The heatmap of bacterial community structure similarity of samples 

注：大曲样品通过非加权组平均法（UPGMA）进行聚类。 
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2.4  大曲细菌群落多样性与理化指标的相关

性分析 

 
图5 样品细菌群落结构与理化指标的RDA分析 

Fig.5 The analysis of RDA between bacterial community 

structures and physicochemical indexes of samples 

环境因子通过改变微生物生长的条件而影响不同

微生物的生长代谢，从而改变微生物群落结构和丰

度。使用 R 软件对属水平的相对丰度矩阵进行 RDA
分析，通过分析可知（图 5），样品 RG1 和 FK1 的细

菌群落结构相似度较高，ZR1、RG2和RG3的细菌群

落结构相似度较高，而 ZR3 和 FK3 相似度也较高；

样品 RG1 和 FK1 的细菌群落结构受微环境中水活

度、淀粉和水分影响较大，而酸度因子对ZR3和FK3
的细菌群落结构影响较大。 

2.5  大曲样品微生物量的变化 

表2 样品中细菌16S rRNA基因的拷贝数 

Table 2 The copy numbers of the bacterial 16S rRNA gene in 

samples 

样品 细菌 16S rRNA 基因拷贝数(/g 样品) 

RG1 8.171±0.103×106 

FK1 4.209±0.004×106 

ZR1 4.749±0.013×106 

RG2 5.609±0.274×107 

FK2 3.307±0.445×107 

ZR2 9.034±1.123×107 

RG3 1.188±0.553×108 

FK3 5.914±0.303×107 
ZR3 3.711±0.053×107 
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大曲微生物结构和数量在贮存期间会发生变化，

最终会趋于稳定。9个样品通过荧光定量PCR得到细

菌 16S rRNA 基因的拷贝数（表 2），总体来说，随

着大曲贮存时间的增加，细菌的拷贝数呈先增后趋于

平稳的趋势。其中 RG1<RG2，可知在实验室贮存条

件下细菌的数量还有一定增长的趋势，而曲库贮存已

相对趋于稳定。 

3  结论 

3.1  热风干燥大曲随着贮存时间的增加细菌丰富度

呈先增后减，而细菌群落多样性随着贮存时间在增加。

大曲中 Firmicutes(厚壁菌门 )为绝对优势菌门，

Weissella(魏斯氏菌属)为绝对优势菌属，但该属相对序

列丰度随着贮存时间的增加而降低。热风干燥大曲于

曲库贮存能促进 Staphylococcus(葡萄球菌属)细菌的生

长，而对 Lactobacillus(乳杆菌属)细菌的生长有一定的

抑制作用，Lactobacillus 中的一些细菌能生成乳酸，

为乳酸乙酯的合成提供前体，并能促进美拉德反应
[20]。热风干燥大曲于实验室贮存对 Kroppenstedtia 属

和 Bacillus(芽孢杆菌属)细菌的生长有促进作用，大部

分 Bacillus(芽孢杆菌属)细菌能分泌淀粉酶和蛋白酶

等水解酶，可将淀粉和蛋白质转化为葡萄糖和氨基酸，

为白酒风味物质的合成提供前体[21]。随着贮存时间的

增加，实验室贮存能使热风干燥大曲的 Paenibacillus 
(类芽孢杆菌属)、Pseudogracilibacillus(假纤细芽孢杆

菌属)、Kroppenstedtia 和 Melghirimyces(迈勒吉尔霉菌

属)细菌的丰度进一步提升。此外，大曲经过干燥后，

Thermoactinomyces(高温放线菌属)细菌的丰度较高，

曲库贮存一个月后 Pseudomonas(假单胞菌属 )和
Pelomonas 属细菌丰度较高，而贮存二个月后丰度较

高的菌属变为 Brevibacterium(短杆菌属)。 
3.2  经热风干燥后大曲的细菌群落结构受微环境中

水活度、淀粉和水分影响较大，而酸度因子对在曲库

贮存 2 个月后的热风干燥大曲的细菌群落结构影响较

大。随着大曲贮存时间的增加，于曲库贮存的热风干

燥大曲细菌数量趋于稳定。 
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