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基于 16S rDNA V4 与 V3-V4 可变区高通量测序对浓香

型白酒窖泥菌群组成的比较分析 
 

王艳丽，张会敏，孟雅静，周庆伍，梁金辉，袁志强，刘国英，何宏魁，李安军 

（安徽省固态发酵工程技术研究中心，安徽亳州 236820） 

摘要：本研究分别对新老窖泥样本的 16S rDNA V4 和 V3-V4 区进行 Illumina 高通量测序，比较了测序的群落多样性参数、NMDS

聚类与优势门/属的相对丰度。V4 区的 OTUs 数目（264~639）显著低于 V3-V4 区（459~1123）；V4 区的 Shannon 指数在新、老池壁

泥中（2.47、5.02）显著低于 V3-V4 区（3.33、6.46），而在新（4.98 vs 5.98）、老（5.64 vs 5.39）池底泥样本中无显著差异（p˃0.05）；

V4 区的 Chao1 指数在新池底泥（2455 vs 1358）、新池壁泥（1326 vs 504）和老池底泥（3475 vs 1260）中显著高于 V3~V4 区，在老

池壁泥中无显著差异（1915 vs 1312）（p˃0.05）。两个可变区的测序对 NMDS 聚类规律无影响。热图聚类结果显示，两个可变区的优

势门/属的相对丰度很接近，V4 区在属水平上更容易区分老窖池的池底泥。与 V3-V4 区相比，V4 区更利于区分池壁泥与池底泥，且

可以检测出甲烷菌的含量，更有利于窖泥菌群组成分析。本研究为 16S rDNA 高通量测序中 V3-V4 区与 V4 区的选择提供一定参考。 
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Abstract: In this study, Illumina high-throughput sequencing of 16S rDNA V4/V3-V4 variable regions of old and young pit-mud (PM) 

samples were performed. The diversity indices, NMDS clustering results, and the relative abundance of dominant phyla/genera of two variable 

regions were compared. The number of OTUs in V4 (264~639) were significantly lower than that of V3-V4 (459~1123). The Shannon indices 

of V4 in the young (2.47) and old (5.02) Wall-PM (WPM) samples were significantly lower than those of V3-V4 (3.33 and 6.46, respectively). 

Insignificant difference (p˃0.05) was found between the young (4.98 vs 5.98) and old (5.64 vs 5.39) bottom-PM (BPM) samples. The Chao1 

indices of V4 in the young BPM (2455 vs 1358), young WPM (1326 vs 504) and old BPM (3475 vs 1260) were significantly higher than those 

of V3-V4, with insignificant difference (p˃0.05) in the old WPM samples (1915 vs 1312). The sequencing of the two variable regions had no 

effect on the NMDS clustering results. The heat-map clustering results showed that the relative abundance of the dominant phyla/genera for two 

variable regions were pretty similar, while it was easier for theV4 variable region to distinguish old BPM samples at the genus level. Compare 

with the V3-V4 region, the V4 variable region was more conducive to distinguishing between WPM and BPM and detecting the content of  
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methanogen, which allows efficient analysis of the PM microbial composition. This study provided a good reference for the selection of V3-V4 

and V4 regions during high-throughput sequencing of 16S rDNA. 

Key words: illumina high-throughput sequencing; Pit-mud microbial community; V4 variable; V3-V4 variable 

 

窖泥是浓香型白酒发酵的基础，窖泥中丰富的微

生物对浓香型白酒品质的形成具有非常重要的作用
[1]。其中浓香型白酒典型风格特征的“窖香味”也是由

窖泥原核菌群代谢产生的[2]。目前对原核菌群的分析

方法很多，自 21 世纪以来，PCR-DGGE、PCR-SSCP
等[3,4]技术应用于窖泥原核菌群结构的研究，由于较低

的分辨率，仅有少数优势菌被检测出来[5]。磷脂脂肪

酸（PLFA）等生物标记法也广泛应用于窖泥微生

物研究，但菌株间 PLFA 相互干扰致使无法获得

相对准确的菌群组成信息[6]。现基于 16S rDNA 高

通量测序分析在研究复杂环境微生物群落组成和相对

丰度过程中具有广泛应用[7,8]。 
由于 16S rDNA 序列在可变区不同区域的保守度

不一样，因此，扩增区域的选择会直接影响菌群多样

性的分析结果[9]。目前通过对窖泥样本 16S rDNA 不

同可变区进行高通量测序分析窖泥原核菌群的研究很

多，任聪等[10]和张应刚等[11]通过 16S rDNA 的 V3-V4
区分析了浓香型白酒不同窖龄窖池窖泥中丰度最高的

菌属。张会敏[12]通过 16S rDNA 的 V4 区解析了新老

窖池窖泥的原核菌群组成差异。Cai 等人[13]研究发现，

测序深度对低丰度细菌的鉴定影响很大。Noha 
Youssef等人[14]指出可变区V4序列对微生物丰度及种

属鉴定结果与全长 16S rDNA 序列分析结果更相似。

Peiffer 等人[15]研究了引物对土壤微生物群落多样性的

影响，发现 V3-V4 可变区可检出更多的门。因此，16S 
rDNA V3-V4 与 V4 可变区对窖泥菌群测序结果的影

响值得探讨。 
本文基于 Illumina MiSeq 测序平台探究测序区域

(V4 区和 V3-V4 区)对新老窖池窖泥原核菌群组成分

析结果的影响。本研究选取新窖池（窖龄 5 年）和老

窖池（窖龄≥50 年）窖泥作为研究对象，分别对池底

泥和池壁泥宏基因组的 16S rDNA V4 与 V3-V4 可变

区进行 Illumina 高通量测序，旨在为基于 16S rDNA
高通量测序中 V3-V4 与 V4 可变区的选择提供一定的

参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

窖泥样本，采自安徽知名浓香型白酒企业；Omega 
D5625 土壤 DNA 提取试剂盒，Omega bio-tek 公司；

T-vector 质粒（B522211），上海生工生物工程股份有

限公司。 

1.2  仪器与设备 

高速冷冻离心机，德国赛多利斯公司；DYY-4C
电泳仪，北京六一生物科技有限公司；MN-913 超微

量核酸检测仪，美国 MaestroGen 公司；PCR 仪，美

国 Thermo 公司；MiSeq-PE-250 高通量测序仪，美国

Illumina 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  窖泥样本采集 
取新窖池（窖龄 5 年）与老窖池（窖龄≥50 年）

的池底泥和池壁泥各 6 个。池底泥分别选取池底中心

点、中心点与角点连线中间点以及角点的池底窖泥（2 
cm 深度），混匀作为一个池底泥样本；池壁泥取四面

池壁的中心点即黄水最高水位线覆盖处，混匀作为一

个池壁泥样本。六个老窖池池底泥样本标记：

BA1~BA6；6 个老窖池池壁泥样本标记：WA1~WA6；
6 个新窖池池底泥样本标记：BC1~BC6；6 个新窖池

池壁泥样本标记：WC1~WC6。置于无菌袋中，于-80 ℃
冷冻保存，待用。 
1.3.2  DNA 提取与 Illumina 高通量测序 

窖泥DNA的提取：采用Omega D5625土壤DNA
提取试剂盒。并通过 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA
提取质量，同时采用 MaestroNano 超微量分光光度

计检测 DNA 的提取效果。然后，送至上海派森诺生

物科技股份有限公司进行高通量测序，16S rDNA V4
区和 V3-V4 区，V4 区扩增引物参考[16]，V3-V4 区扩

增引物为 338F（5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3’）
和 806R（5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’），

扩增体系与扩增程序参考[16]。PCR 产物纯化采用

AXYGEN 公司的 AP-GX-50 凝胶回收试剂盒。参照

电泳初步定量结果，将 PCR 扩增回收产物进行荧光

定量，仪器 Microplate reader（BioTek，FLx800），

试剂 Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit，采用

Illumina 公司的 TruSeq Nano DNA LT Library Prep Kit
制备测序文库。确定 DNA 文库合格（Agilent 2100 
Bioanlyzer），Illumina Miseq 双向测序（MiSeq Reagent 
Kit V3）。 
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1.3.3  数据处理与统计学分析 
运用 QIIME（v1.8.0）软件识别疑问序列，要求

序列长度≥150 bp，去除低质量原始测序数据，且不允

许存在模糊碱基 N 之外，还将剔除：（1）5’端引物

错配碱基数>1 的序列；（2）含有连续相同碱基数>8
的序列。并调用 USEARCH 检查并剔除嵌合体序列。

随后，利用 FLASH（v 1.2.7）软件，对通过质量初筛

的双端序列根据重叠碱基进行配对连接。调用

UCLUST，对前述获得的优质序列按 97%的序列相似

度进行归并和 OTU 划分，并选取 OTU 中丰度最高的

序列作为代表序列。采用 Greengenes 数据库（Release 
13.8）注释代表序列，作为代表 OTU 的注释结果。去

除丰度值低于全体样本测序总量 0.001%（十万分之

一）的OTU，并根据获得的OTU丰度矩阵，使用Qiime
软件（v 1.8.0）计算各样本的 Coverage、Shannon、Chao1
等参数，使用 R 软件对 Unweightedd 的 UniFrac 距离

矩阵进行 NMDS 分析（R 3.3.2），并对丰度靠前的门、

属进行聚类分析并绘制热图。差异显著性分析通过

SPSS（24.0）方差分析（ANOVA）实现。 

2  结果与讨论 

2.1  V4 区与 V3-V4 区测序窖泥原核微生物群

落的 α多样性 

表1 4组窖泥样本的原核微生物群落丰度和多样性参数 

Table 1 The prokaryotic community richness and diversity indices of 4 groups of PM samples (means ± standard deviation, n=6) 

样本 
优质序列数目 Coverage/% OTUs 数目 

V4 V3-V4 V4 V3-V4 V4 V3-V4 

BA 40600±2965 43882±7430.07 97.70±0.73 99.28±0.56 639±114.0A 1122.7±120.3C 

BC 42306±5184 45306.17±7862.74 98.45±0.40 99.41±0.41 499.8±56.5A 1292.7±284.8C 

WA 47216±2508 43471±2879.63 98.97±0.42 99.23±0.41 420.2±89.6A 1164±168.8C 

WC 41658±7390 41744.17±4196.06 99.10±0.18 99.74±0.15 263.5±25.5A 459.2±70.8C 

注：右上角标注不连续大写英文字母的两者之间具有显著差异（p<0.05，方差分析）。 

 

 
图1 四组窖泥样本中原核微生物群落Shannon指数和Chao1指

数 

Fig.1 The prokaryotic community Shannon and chao1 index of 

4 groups of PM samples 

注：图中*表示有显著差异（p<0.05，方差分析），**表示

极显著差异（p<0.01，方差分析）。 

分别对 16S rDNA V4 区和 V3-V4 区进行高通量

测序。V4 区测序共得到 1,030,663 条优质序列，长度

为 207 bp；V3-V4 区测序共得到 1,046,486 条优质序

列，长度为 405 bp。对两组数据同时进行抽平，得到

25,774~28,145 条序列/样本。对抽平后的数据进行详

细的分析结果如表 1 所示。V4 区与 V3-V4 区的测序

覆盖率（Coverage）分别为 98.56%和 99.42%，说明对

两个可变区的测序数足够，可以代表窖泥原核菌群组

成。且两组测序数据显示，两者序列的注释度（门、

纲、目、科、属）均大于 99.9%，说明对 16S rDNA V4
区与 V3-V4 区的测序可实现对窖泥中大量未培养菌

的系统分类。对两组数据进行 97%相似度聚类，V4
区序列得到平均 456 个 OTU（238~805）/样本；V3-V4
区序列得到平均 1010 个 OTU（459~1292）/样本。说

明含有两个可变区的 V3-V4 区序列，其长度更长，序

列中的可变位点更多，所以在相同的 97%相似度下进

行聚类，其得到的 OTUs 数目更多。对 V4 区的 OTUs
数目分析可知，同一部位老窖池窖泥中的 OTUs 数目

显著多于新窖池窖泥，相同窖龄池底窖泥中的 OTUs
数目显著多于池壁窖泥。与 Tao 等人的[17]研究结果基

本一致。而对 V3-V4 区的测序结果只显示出新池壁泥

样本的 OTU 数目远远小于其余三者，其它规律不明

显。 
两组测序数据所显示的微生物群落多样性
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Shannon 指数和丰度 Chao1 指数如图 1 所示。两个可

变区测序序列的 Shannon 指数相比，新池底泥（4.98 vs 
5.98）、老池底泥（5.64 vs 5.39）不具有显著差异，

而新池壁泥（2.47 vs 3.33）、老池壁泥（5.02 vs 6.46）
具有显著差异（p<0.05，ANOVA）。四组窖泥相比，

新窖池壁泥的 Shannon 指数（2.47/3.33）显著低于其

余三者（p<0.05，ANOVA，图中未标注）。两个可变

区测序序列的 Chao1 指数相比，V4 区检测的 Chao1
指数在新窖池壁泥（1326 vs 504）、老窖池壁泥（1916 
vs 504）、新窖池底泥（2455 vs 1358）和老窖池底泥

（3475 vs 1260）中均不同程度的高于 V3-V4 区，其

中两组池底泥和新窖池壁泥具有显著差异（p<0.05，
ANOVA），而老窖池壁泥不具有显著差异（p˃0.05，
ANOVA）。四组窖泥相比，老窖泥的 Chao1 指数略

大于新窖泥，而老窖池壁泥更接近于老窖泥。两个可

变区的测序结果相比，均发现新窖池壁泥的多样性

Shannon 指数（2.47 vs 3.33）和丰度 Chao1 指数（1326 
vs 504）最低。这与王春艳等人[18]通过 V3-V4 区检测

浓香型窖泥细菌群落结构分析发现新窖池壁泥

Shannon 指数（2.54）最低结果一致。 
两个可变区测得的 OTUs 数目和 Shannon 指数与

Chao1 指数上表现了相反的趋势。OTUs 数目是 V4 区

测序结果显著低于 V3-V4 区，Shannon 指数除了老窖

池底泥，V4 区测序结果均低于 V3-V4 区，与刘明艳

等人[19]研究 16S rRNA 基因 V4 和 V3-V4 分析油藏细

菌菌群发现与 V4 区测序相比 V3-V4 区测序获得的菌

群 α多样性指数 OTUs 数目（340 vs 145）和 Shannon
指数（3.15 vs 2.53）均有所降低，与本研究结果结论

相反。而Chao1指数是V4区的测序结果均高于V3-V4
区。说明两可变区测序获得的菌群 α多样性各参数变

化不一致。 

2.2  窖泥原核群落NMDS分析 

基于 unweighted unifrac 的距离矩阵分别对 24 个

窖泥样本的V4区和V3-V4区原核菌群进行Nonmetric 
Multidimensional Scaling（NMDS）聚类分析，如图 2
所示。NMDS 图中，窖泥样本之间的距离在一定程度

上代表了窖泥菌群之间的差异度，距离越近越相似，

距离越远差异越大。两个可变区的聚类结果类似，四

组窖泥样本中，老窖池的池底泥与新窖池的池壁泥两

组窖泥样本聚类最集中，而老窖池的池壁泥与新窖池

的池底泥聚类相对更分散。说明很可能两组窖泥正趋

于老熟过程中，组内样本彼此之间的老熟程度差异比

较大导致组内聚类分散度比较高，而窖龄大于 50 年的

老窖池的池底泥处于相对稳定的老熟状态，窖龄为 5

年的新窖池的池壁泥则恰恰相反。Wang 等[20]和陶勇

等[21]研究都证实老窖池窖泥微生物群落结构经过

25~50 年的训化而趋于老熟稳定。 

 

 
图2 新/老窖泥样本菌群unweighted unifrac distance聚类

图 

Fig.2 Cluster analysis of the OTU composition of old/young of 

PM based on unweighted unifrac distance  

注：a：V4 区；b：V3-V4 区。 
分析四组窖泥的聚类分布结果很可能与其所在的

理化环境有关。窖泥菌群与其理化环境是相互适应相

互影响的。随着窖泥的老熟，老窖池的池底泥已经普

遍形成了比较统一的厌氧环境[22]，所以相同窖龄的老

窖池的池底泥的理化环境差异不大。同理窖龄很短的

新窖池的池壁泥所处的理化环境普遍受酿酒环境中黄

水的影响很小，制作窖泥的粘土的理化性质差异不大，

所以导致其菌群组成很相似。而老窖池的池壁泥与新

窖池的池底泥不同程度得处于老熟过程中，即其菌群

组成为新窖池的池壁泥与老窖池的池底泥菌群组成的

中间状态。 

2.3  窖泥原核群落门、属水平比较热图分析 

分别对 V4 区和 V3-V4 区的高通量测序序列进行

注释后分析，定义各样本中相对丰度大于 0.1%的为

优势门，大于 1%的为优势属。由于 V3-V4 区通用引

物下游引物806R与Hu等人[23]研究窖泥厌氧菌下游引

物相同，且在其窖泥中扩增出一定量的古菌，因此受

上游引物 338F 细菌偏好性影响，导致无法扩增出古

菌。V4 区测序可以涵盖古菌，所以两个可变区的检

测结果在古菌的相对丰度显示明显差异，即 V3-V4



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.6 

151 

区检测不出古菌，而 V4 区可以检测出古菌。古菌中

的甲烷菌是浓香型白酒老熟窖泥的标志性菌[24]。 
对通过 V4 区与 V3-V4 区测序分别得到的共有优

势门（10 个）的比较热图分析，如图 3 所示。其中，

通过 V4 区中检测得到的广古菌门的含量依次为：老

窖池池壁泥（16.34%）、新窖池池壁泥（0.05%）、老

窖池池底泥（4.99%）和新窖池池底泥（4.60%）。由

于通过 V3-V4 区没有检测到广古菌门，所以两者没有

可比性，将 V4 区中广古菌门的相对丰度归为 Others，
不单列。通过对两个可变区测序分别得到的优势属（20
个）的比较热图分析结果，如图 4 所示。其中，通过

V4 区 检 测 得 到 的 甲 烷 菌 的 种 类 有 ：

Methanobrevibacter 、 Methanoculleus 和

Methanobacterium。上述三种甲烷菌的总相对丰度依

次为：老窖池池壁泥（15.90%）、新窖池池壁泥

（0.05%）、老窖池池底泥（4.66%）和新窖池池底泥

（4.59%）。同上，将 V4 区检测结果中甲烷菌的相对

丰度归为 Others，不单列。采用不同颜色标注样本中

优势门与优势属相对丰度的高低，颜色越红，相对丰

度越高；颜色越蓝，相对丰度越低。 
图 3 中，热图上方给出了各窖泥样本在门水平上

的差异聚类分析，分为两大部分，新窖泥（左侧）和

老窖泥（右侧）。四个新/老窖泥测序结果中，不同可

变区的同一个样本的测序结果聚类在一起。表明采取

V4/V3-V4 不同可变区测序并没有改变同一个窖泥样

本更接近的事实。 

 
图3 结合聚类分析的门水平群落组成热图 

Fig.3 The heat map of phyla level community composition 

combined with cluster analysis 

热图左侧给出了各优势门在不同样本中的组成聚

类差异分析。分为上下两大部分。第一部分为最上面

的 Firmicutes（厚壁菌门）、Actinobacteria（放线菌门）

和 Proteobacteria（变形菌门），在新窖泥中相对丰度偏

高。其中 Firmicutes（厚壁菌门）、Proteobacteria（变

形菌门）在新窖池壁泥中 V4 区测得相对丰度

（94.31%、3.84%）与 V3-V4 区测得相对丰度（92.98%、

3.77%）结果相当，而 Actinobacteria（放线菌门）在

V3-V4 区测序的新窖池壁泥中相对丰度（2.33%）偏

高；第二部分为最下面的 Bacteroidetes（拟杆菌门）、

Synergistetes（互养菌门）、Chloroflexi、Tenericutes、
FBP、Chlorobi、Verrucomicrobia 在老窖泥中相对丰度

偏高，其中 Synergistetes（互养菌门）、Chlorobi、
Tenericutes、FBP 和 Verrucomicrobia 在 V4 区测序的

老窖池底泥中相对丰度（12.68%、0.47%、1.31%、0.67%
和 0.30%）偏高，Chloroflexi 在 V3-V4 区测序的老窖

池壁泥中相对丰度（1.79%）比较高。与陶勇等人[23]

通过 V4-V5 区可变区测序发现窖泥中的较优势的细

菌类群依次为厚壁菌门（Firmicutes，占总序列的 
66.8%）、拟杆菌门（Bacteroidetes，16.0%）、螺旋

体门（Spirochaetes，2.2%）、放线菌门（Actinobacteria，
1.8%）和绿弯菌门（Chloroflexi，1.0%）结果基本一

致。说明在门的水平上 V3-V4 区与 V4 区测序得到的

结果差异不大。 

 
图4 结合聚类分析的属水平群落组成热图 

Fig.4 The heat map of genus level community composition 

combined with cluster analysis 
图 4 中，热图上方给出了各窖泥样本在属水平上

的差异聚类分析，分为两大部分，老窖泥（左侧）与

新窖泥（右侧）。右侧分支，四个新窖泥测序结果中，

不同可变区的同一个样本的测序结果聚类在一起。表

明采取 V3-V4/V4 不同可变区测序并没有改变同一个

新窖泥样本更接近的事实。左侧分支中，两个老窖池

池壁泥的不同可变区的测序结果聚类在一起。而不同

可变区的两个老窖池池底泥的测序结果相比，V3-V4
区的测序结果与老窖池壁泥更接近。说明 V4 区的测

序结果对区分老窖池池壁泥与池底泥的差异性更有

利。 
从左侧各优势属在不同样本中的组成聚类差异分

析结果可知，两个老窖池池底泥的测序结果差异主要

表现在 Caldicoprobacter、Haloplasma、Sporanaerobac 
ter、Syntrophomonas、Christensenellaceae_R-7_group、
Lutispora 、 Sedimentibacter 和 Caproiciproducens、
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Fastidiosipila、Pseudomonas 上，前者通过 V4 区的高

通量测序得到的相对丰度较大，后者通过 V3-V4 区测

序得到的相对丰度较大。其余各属在不同可变区的测

序结果之间差异不显著。可知，在属的水平上

V3-V4/V4 可变区对老窖池的池底泥的测序结果影响

比较大。这可能是受 V3-V4 引物偏好性的影响，导致

V3-V4 区中测序的各类菌属的相对丰度与老窖池池壁

泥中属的相对丰度更接近。而使在属的水平上

V3-V4/V4 可变区对老窖池的池底泥的测序结果差异

显著。 
两 个 可 变 区 的 测 序 结 果 均 显 示

Caproiciproducens、Caldicoprobacter、Haloplasma、
Sporanaerobacter 、 Lutispora 、 Christensenellaceae_ 
R-7_group 、 Syntrophomonas 、 Sedimentibacter 、

Fastidiosipila、Pseudomonas 和 Aminobacterium 在老窖

泥中相对丰度比较高，特别是老窖池的池底泥中以

V3-V4 区 测 序 结 果 为 例 ， Caproiciproducens 、
Aminobacterium、Fastidiosipila 和 Pseudomonas 相对丰

度依次为 43.63%、10.48%、6.91%和 2.96%。其中

Syntrophomonas 代谢产生乙酸和 H2，与甲烷菌相互共

生[25]。Caproiciproducens 代谢产氢气、二氧化碳、乙

醇、乙酸、丁酸和己酸[26]，Fastidiosipila 可以利用糖

类产乙酸和丁酸[27]，是合成浓香型白酒主体香味物质

的重要前提物质。Aminobacterium 是氨氮积累菌属具

有降解乳酸的功能[28]。它们在窖泥老熟过程中发挥了

积极作用，与陶勇等[21]人研究结论一致。Lactobacillus
（乳酸菌属）、Bacillus（芽孢杆菌属）、Hydrogenispora
（氢胞菌属）、Clostridium_sensu_stricto_1（梭菌属）、

Petrimonas（单胞菌属）、Proteiniphilum、Lactococcus、
Garciella 和 Rheinheimera 在新窖泥中比较高。以

V3-V4 区测得的新窖池壁泥为例，乳杆菌属

（Lactobacillus）相对丰度为 81.86%是绝对优势种群。

陶勇等人[21]研究发现在 1年窖龄的新窖泥中乳杆菌属

（Lactobacillus）为绝对优势种群，占 62.3%。袁玉菊

等人[29]的研究也发现 Lactobacillus 与 Bacillus 等菌属

在新窖泥中丰度最高为主要优势菌属，与本研究结果

一致。Zheng 等人[30]研究也发现窖泥中 Lactobacillus
的含量会随着泸州老窖窖龄的增长而显著降低。

而过量的乳酸与窖泥中的钙、铁等离子结合形成过多

的乳酸钙和乳酸亚铁，造成窖泥钙化板结。因此窖泥

中乳酸和乳酸菌的含量应适量。结合本文研究结果，

可以发现，新窖泥中乳酸菌含量相对偏多，不利于窖

泥菌群的多样性和丰度提升，与图 1 中的结论基本一

致。 

 

3  结论 

本研究分别对新/老窖池池底泥和池壁泥样本的

16S rDNA V4 区和 V3-V4 区进行高通量测序，并对窖

泥菌群的 α多样性参数、NMDS 聚类情况、优势菌门

/属的相对丰度进行了比较分析。 
（1）通过 V4 区测序得到的 OTUs 数目

（264~639）显著低于通过 V3-V4 区（459~1123）的

检测结果；而 V4 区得到的 Chao1 指数在新池底泥

（2455 vs 1358）、新池壁泥（1326 vs 504）和老池底

泥（3475 vs 1260）中显著高于 V3-V4 区，而在老窖

池池壁泥中 V3-V4 区的 Chao1 指数无显著差异（1915 
vs 1312）（p˃0.05）；V4 区的 Shannon 指数在新、老

池壁泥中（2.47 vs 5.02）显著低于 V3-V4 区（3.33 vs 
6.46），而在新（4.98 vs 5.98）、老（5.64 vs 5.39）池

底泥样本中无显著差异（p˃0.05）。群落 α 多样性参

数 OTUs 数目、Shannon 指数和 Chao1 指数在新窖池

池壁泥中最低；新/老窖泥相比，新窖泥在 V4 区的

OTUs 数目、Shannon 指数和 Chao1 指数均不同程度

的低于老窖泥。 
（2）两个可变区测序结果的 NMDS 聚类规律一

致，均是老窖池池底泥与新窖池池壁泥的组内聚类更

集中，老窖池池壁泥和新窖池池底泥的组内聚类更分

散，说明两个可变区的测序对聚类结果无影响。 
（3）V4 区测序可以检测出广古菌门（如甲烷菌）

的含量，而 V3-V4 区检测不出。 
（4）在门的水平上 V4/V3-V4 可变区测序得到的

结果相似；在属的水平上，老窖池池底泥 V3-V4 区的

测序结果与老窖池池壁泥的 V4/V3-V4 区的测序结果

更接近。说明 V4 区的测序结果对区分老窖池池壁泥

与池底泥的差异性更有利。 
综上，两个可变区测得得优势菌门/属相对丰度差

异很小，V4 区更有利于区分池壁泥与池底泥，且 V4
区可以检测出窖泥中甲烷菌的含量，所以通过 V4 区

测序更有利于窖泥菌群的综合分析。 
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