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摘要：采用顶空固相微萃取-气相色谱-质谱（HS-SPME-GC-MS）联用技术对两酱香型酒厂（A、B）大曲中的挥发性风味成分

进行分析鉴定，同时运用 MiSeq 高通量测序技术解析不同酱香酒厂（A、B）大曲的微生物菌群结构。结果表明：从 A、B 两酱香型

酒厂大曲中共检测 43 种挥发性成分，且两酒厂的大曲的挥发性风味组分存在显著差异；两酒厂大曲主要优势细菌菌群为芽孢杆菌科

的未定义菌属（Bacillaceae unclassified）（A：19.14%、B：13.56%）、海洋芽胞杆菌属（Oceano bacillus）（A：11.13%、B：15.28%）

和芽孢杆菌目的其他菌群（Bacillales Other）（A：8.53%、B：11.12%）等；主要真菌优势菌群曲为曲霉属（Aspergillus）（A：55.00%、

B：7.58%）、嗜热子囊菌属（Thermoascus）（A：28.11%、B：49.85%）和嗜热真菌属（Thermomyces）（A：11.70%、B：19.24%）。

两酒厂大曲（A、B）微生物菌群的组成相似但丰度存在明显差异，说明酱香型白酒大曲中主要发酵微生物菌相是相似的，但组成比

例有差异。 
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Abstract: Headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography-mass spectrometry (HS-SPME-GC-MS) was applied 

to analyze and identify the volatile flavor components in the Daqus of two Maotai-flavor distilleries (A and B), with their microbial community 

structure being analyzed using MiSeq high-throughput sequencing technology. The results showed that a total of 43 volatile components were 

detected in all Daqu samples, and there were significant differences in volatile flavor composition between the two distilleries. The predominant 

bacterial flora of the Daqu samples from the two distilleries were unclassified Bacilillaceae (A: 19.14%, B: 13.56%), Oceanobacillus (A: 

11.13%, B: 15.28%), and other Bacilillales species (A: 8.53%, B: 11.12%). The dominant fungal flora were Aspergillus (A: 55.00%, B: 7.58%), 

Thermoascus (A: 28.11%, B: 49.85%) and Thermomyces (A: 11.70%, B: 19.24%). The microbial flora of the Daqu samples from the two 

Maotai-flavor distilleries (A and B) had similar compositions but different abundance. These results indicate that the main fermentation 

microorganisms in the Daqus of Maotai-flavor liquor are similar, but the compositions and ratios of species are different. 
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世界六大蒸馏酒，而中国白酒以其独特的酒体风味和

酿造技艺，在世界酒林中独树一帜[1]。酱香型白酒是

我国主要香型白酒之一，因其酒体醇厚、酱香突出、

幽雅细腻、空杯留香持久、香味谐调、回味悠长等特

点而独具风格[2,3]。酱香型白酒的独特风味与其特殊的

酿造工艺有关，其酿造工艺被专家们概括为“四高一
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长”，即高温制曲、高温堆积、高温发酵、高温馏酒和

贮存时间长[4]。“粮是酒之肉，水是酒之血，曲是酒之

魂（骨）”、“好曲产好酒”，以小麦为原料制成的酱香

型高温大曲含有多种菌种及酶类[5,6]，在酱香型白酒生

产过程中起着菌种剂、糖化、发酵、生香以及提供营

养底物的功能，大曲的质量直接关系着酒的风格和质

量[7-10]。高温制曲是酱香型白酒酿造的特殊工艺之一，

制曲温度可达 62~68 ℃[11,12]，这为耐热微生物的生长

提供了良好的环境。高温大曲经微生物的代谢过程产

生的代谢产物和原料的分解产物可以形成白酒的香味

前体物质或香味物质，使白酒具有独特的风味特征
[13]。因此探究酱香型高温大曲培养过程的微生物群落

组成和功能有助于解析酱香型白酒的风味信息，对酱

香型白酒的酿造具有深远的意义。 
综合大曲微生物研究现状可知，研究手段从传统

微生物可培养研究方法逐渐向未培养等分子生物学技

术过渡。20 世纪 80 年代后期，随着对传统固态发酵

白酒的再认识，大曲微生物的研究逐渐进入高潮[14]。

国内对大曲微生物群落研究主要还是应用传统培养、

分离、纯化以及进行一系列生理生化实验等手段[15,16]，

也有利用聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电泳方法进

行研究的报道[17]。高通量测序技术（high-throughput 
sequencing）不需要对微生物进行分离培养，就可以检

测到低丰度的微生物，同时还能更加全面而准确地反

映样品的微生物群落构成和多样性[18,19]。目前，国内

应用高通量测序技术分析研究浓香型、清香型白酒发

酵酒醅中细菌或真菌微生态多样性已有报道[20-23]，且

高通量测序技术也被用于研究不同发酵食品中的微生

物生态，包括醋[24]和牛奶[25]，而在酱香型白酒酿造领

域还很少涉入。 
本文采用顶空固相微萃取 -气相色谱 -质谱

（HS-SPME-GC-MS）联用技术对两酱香型酒厂（A、

B 厂）大曲中的挥发性风味成分进行检测，同时运用

MiSeq 高通量测序技术解析不同酱香酒厂大曲（A、B
厂）的微生物菌群结构。研究结果将为酱香型白酒主

体香的确定提供一定的理论依据，为优化利用酿酒微

生物和生产质量控制提供理论支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

样品采自贵州省仁怀市茅台镇A酒厂和B酒厂的

制曲车间。采样方式为每层中心和四角收集，每 100 g
混合样品装于采样袋，3 份重复，置于-80 ℃冰箱中备

用。 

1.2  设备与仪器 

HP6890/5975C GC/MS 联用仪，美国安捷伦公司；

手动固相微萃取装置，美国 Supelco 公司（2 cm-50/30 
μm DVB/CAR/PDMS StableFlex 萃取纤维头）；DNA
提取试剂盒，OMGEA 公司；ABI GeneAmpR 9700 型

聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）仪，

美国 ABI 公司；Illumina Miseq 测序平台，上海美吉

生物医药科技有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  样品前处理 

挥发性成分的测定前处理：A 酒厂和 B 酒厂大曲

样品各取 10 g，分别与 10 mL 60%乙醇混合，振荡 40 
min 后，6000 r/min 冷冻离心 8 min，过滤膜后上机。 

取 10 g 酒醅样品放入用封口膜包好的三角瓶中，

同时加入 20 mL 的去离子水，混匀，静置 30 min 后，

吸取 8 mL 混合物于装有 3 g 氯化钠与磁石的 20 mL
顶空瓶中，放置磁力搅拌器上搅拌 15 min 后，将项空

瓶置于 50 ℃水浴锅中恒温萃取 45 min，萃取完毕后

将萃取头取出，插入气相色谱进样口热解析 6 min，
用于气相色谱分析。 

DNA 提取前处理：A 酒厂和 B 酒厂大曲样品冻

干后各取 10 g 研磨，分别加入 90 mL 超纯水混匀，用

4 层纱布过滤后保留各自上清液，利用低温离心机离

心（8000 r/min、4 ℃、10 min），收集沉淀（菌体）。 
1.3.2  色谱条件 

色 谱 柱 ZB-5MSI 5% Phenyl-95% 
DiMethylpolysiloxane（30 m×0.25 mm×0.25 μm）弹性

石英毛细管柱，柱温 40 ℃（保留 2 min），以 4 ℃/min
升温至 260 ℃，保持 2 min；汽化室温度 250 ℃；载

气为高纯 He（99.999%）；柱前压 7.62 psi，载气流量

1.0 mL/min；不分流进样；溶剂延迟时间 1.5 min[26-29]。 
1.3.3  质谱条件 

离子源为 EI 源，离子源温度 230 ℃；四极杆温度

150 ℃；电子能量 70 eV；发射电流 34.6 μA；倍增器

电压 1625 V；接口温度 280 ℃；质量范围 20~450 
u[26-29]。 
1.3.4  GC-MS 数据分析 

定性定量分析：总离子流图中的各峰经质谱计算

机数据系统检索并与美国国家标准技术研究所

（nationalinstitute of standards and technology，NIST）
2005 和 Wiley 275 标准质谱图核对，对各挥发性成分

进行定性；按峰面积-归化法进行计算求得各化学成分

的相对质量分数；利用 EXCLE 等软件分析 A 酒厂和
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B 酒厂挥发性风味成分含量的差异。 
1.3.5  样品 DNA 提取及 MiSeq 测序分析 

将收集的菌体利用 E.Z.N.A.® Soil DNA Kit
（D5625-01）提取菌体 DNA。完成基因组 DNA 抽提

后，利用 1%琼脂糖凝胶电泳检测抽提的基因组 DNA，

用 NanoDrop2000 进行浓度的检测。细菌使用引物

515F（5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’）和 806R
（5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’）[18]扩增 V4
高变区，真菌使用引物 ITS3（5’-GATGAAGAACGYA 
GYRAA-3’）和 ITS4（5’-TCCTCCGCTTATTGATATG 
C-3’）[30]扩增高变区。每个样本 3 个重复，将同一样

本的 PCR 产物混合后用 2%琼脂糖凝胶电泳检测，使

用 AxyPrepDNA 凝胶回收试剂盒（AXYGEN 公司）

切胶回收 PCR 产物，Tris_HCl 洗脱；2%琼脂糖电泳

检测。参照电泳初步定量结果，将 PCR 产物用

QuantiFluor™-ST 蓝色荧光定量系统（Promega 公司）

进行检测定量，之后按照每个样本的测序量要求，进

行相应比例的混合。再利用 Illumina MiSeq 进行测序

分析。 
1.3.6  高通量测序数据统计分析 

测序得到的序列信息，首先根据双端序列数据之

间的对应关系，将成对的数据拼接成一条序列，同时

对其质量和拼接效果进行质控过滤，根据序列首尾两

端的序列和引物序列区分样品得到有效序列，并校正

序列方向。最后使用 UCLUST 把高质量的序列根据

97%序列相似度聚成不同的操作性分类单元，分析鉴

定不同酒厂酒曲中的微生物菌群分布[31-34]。 

2  结果与讨论 

2.1  大曲中挥发性成分的测定 

两酱香型酒厂大曲中挥发性成分的总离子流图见

图 1。通过 HPMSD 化学工作站，结合 Nist 2005 标准

质谱图库和 WILEY 质谱图库，进行物质鉴定，用峰

面积归一化法测定了各风味成分的相对质量分数，结

果见表 1。 

结合图 1 和表 1 可知，两酱香型酒厂大曲中共检

测到 43 种挥发性风味物质，包括酯类物质 19 种、醇

类物质 8 种、烷烃类物质 7 种、吡嗪类物质 5 种、酮

类物质 4 种。这与杨萍[29]等人的研究结果一致，她运

用 顶 空 固 相 微 萃 取 - 气 相 色 谱 - 质 谱

（HS-SPME-GC-MS）联用技术对不同酱香酒厂酒曲

的挥发性成分进行检测，共检测酯类、酸类、醇类、

酮类、醛类、烷烃类和吡嗪类化合物。由表 1 还可知，

两酒厂大曲含有共同的挥发性风味成分有 13 种，分别

为己酸乙酯、乙酸乙酯、庚酸乙酯、辛酸乙酯、戊酸

乙酯、乙醇、正丙醇、2-甲基-1-丁醇、3-甲基-1-丁醇、

2,3,5,6-四甲基吡嗪、2,2,4,4,6-五甲基庚烷、苯乙烯、

三甲基胺。 

 

 
图1 A酒厂和B酒厂大曲中挥发性成分的GC-MS总离子流色谱

图 

Fig.1 GC-MS total ion flow chromatogram of volatile 

components of Daqu in two sauce-flavor distilleries (A and B) 

注：a：A 酒厂；b：B 酒厂。 

表1 A酒厂和B酒厂大曲中主要的挥发性成分 

Table 1 Main volatile components of Daqu in two sauce-flavor distilleries (A and B) 

序号 化合物 保留时间/RT 
相对含量/% 

A 酒厂 B 酒厂 

1 丁酸己酯 18.15 1.26 -- 

2 丁酸乙酯 6.29 3.34 18.63 

3 庚酸乙酯 15.37 4.49 0.96 

4 己酸丙酯 15.24 1.12 -- 

    转下页 
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5 己酸乙酯 12.37 43.65 27.57 

6 己酸异丁酯 16.36 0.42 -- 

7 戊酸乙酯 9.16 2.31 4.73 

8 辛酸乙酯 18.33 5.82 1.52 

9 乙酸己酯 12.72 1.04 0.85 

10 乙酸辛酯 18.71 0.44 -- 

11 2-甲基丁酸乙酯 7.68 -- 0.39 

12 3-甲基丁酸乙酯 7.77 -- 0.30 

13 丙酸乙酯 4.31 -- 1.12 

14 醋酸丁酯 6.67 -- 0.77 

15 丁酸丙酯 9.10 -- 1.21 

16 丁酸丁酯 12.17 -- 0.92 

17 乙酸乙酯 2.97 -- 12.40 

18 乙酸异戊酯 8.46 -- 0.41 

19 异丁酸乙酯 5.30 -- 0.49 

20 2-甲基-1-丁醇 3.42 0.51 1.02 

21 苯乙醇 15.95 1.04 -- 

22 乙醇 2.13 3.73 7.51 

23 异丁醇 2.97 1.33 -- 

24 正丙醇 2.55 1.82 0.39 

25 正辛醇 14.57 0.40 -- 

26 3-甲基-1-丁醇 4.78 2.70 2.95 

27 1-己醇 8.27 -- 0.69 

28 2-乙基-3-甲基吡嗪 12.46 2.03 -- 

29 2,3,5,6-四甲基吡嗪 15.02 2.11 1.27 

30 2,6-二甲基吡嗪 9.47 2.11 -- 

31 甲基吡嗪 6.86 0.53 -- 

32 三甲基吡嗪 12.41 -- 1.19 

33 2-丁酮 2.82 3.34 18.63 

34 2,3-丁二酮 /双乙酰 2.76 -- 0.34 

35 3-甲基-2-丁酮 3.89 -- 0.08 

36 乙基戊基甲酮 11.86 -- 0.52 

37 2,2,4,4,6-五甲基庚烷 12.00 0.88 -- 

38 3-甲基十一烷 17.53 0.74 0.8 

39 三甲基胺/叔胺 1.89 0.367 -- 

40 间二甲苯 8.24 0.41 0.343 

41 苯乙烯 8.87 0.64 -- 

42 柠檬烯 13.25 0.72 0.51 
43 邻苯二甲醚 16.84 -- 0.53 

注：“-”表示未检出。 

2.2  两酒厂大曲中挥发性成分种类及含量分析 

结合表 1 和图 2 可知，A 酒厂大曲中共检测到 28
种风味成分，B 酒厂大曲中共检测到 29 种风味成分。

酯类、醇类、吡嗪类是 A 酒厂和 B 酒厂大曲中的主要

风味成分，在 A 酒厂和 B 酒厂大曲中的占比分别为

63.88%和 72.23%，11.74%和 12.55%，和 6.77%和

2.46%。 
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决定白酒香型的主要是酯类[26,35]，由于己酸乙酯、

丁酸乙酯、乙酸己酯、乳酸乙酯四大酯的比例不同，

就形成了各具特色风格的香型白酒[27]。丁酸乙酯、庚

酸乙酯、己酸乙酯、戊酸乙酯、辛酸乙酯、乙酸己酯

是两酒厂所共有的酯类，其中己酸乙酯相对含量均最

高（43.65%和 27.57%）。汪玲玲等人[36]应用 LLME 结

合 GC-MS 并通过缺失试验发现乙酸乙酯、己酸乙酯、

丁酸乙酯、3-甲基丁醇是酱香白酒中重要的香气物质。

A 酒厂大曲中丁酸乙酯（3.34%）、庚酸乙酯（4.49%）、

戊酸乙酯（2.31%）、辛酸乙酯（5.82%）、乙酸己酯

（1.04%）的相对含量都较高，而在 B 酒厂大曲中丁

酸乙酯和乙酸乙酯的相对含量最突出，可达（18.63%）

和（12.40%），戊酸乙酯（4.73%）、辛酸乙酯（1.52%）

的相对含量都较高，庚酸乙酯（0.94%）、乙酸己酯

（0.85%）的相对含量较低。 

 
图2 A酒厂和B酒厂大曲中挥发性风味种类及含量对比 

Fig.2 Types and contents of the volatile components of Daqu in 

two sauce-flavor distilleries (A and B) 

醇类是白酒最主要的成分[27]，2-甲基-1-丁醇、3-
甲基-1-丁醇、乙醇、正丙醇是 A、B 两酒厂大曲共有

的醇类，其中乙醇的相对含量均最高（3.73%和

7.51%），3-甲基-1-丁醇也较高（2.91%和 2.95%）。

范文来等[37]研究指出，吡嗪类化合物不是酱香物质的

主体香或关键香气成分，但它却是酱香型白酒的特征

成分，是白酒的健康因子。2,3,5,6-四甲基吡嗪是 A、

B 两酒厂大曲共有的吡嗪类物质，且其相对含量均最

高（2.11%和 1.27%）。2,3,5,6-四甲基吡嗪具有烘烤花

生、榛子和可可的香气，还有治疗心血管疾病、改善

学习障碍等作用[3]。研究发现 2,3,5,6-四甲基吡嗪在酱

香型白酒吡嗪类物质中含量最高，因此被认为可能是

酱香型白酒中重要的香味物质[29]。A 酒厂大曲中除甲

基吡嗪（0.53%）外其他吡嗪类相对含量较高：2,3,5,6-
四甲基吡嗪（2.11%）、2,6-二甲基吡嗪（2.11%）、2-
乙基-3-甲基吡嗪（2.03%）。而在 B 酒厂中 2,3,5,6-四
甲基吡嗪（1.27%）、三甲基吡嗪（1.19%）的相对含

量较高。虽然 A、B 两酒厂大曲检测到的挥发性风味

物质数量和种类相似，但其相对含量存在明显差异。

这说明即使同是酱香型白酒生产大曲，但不同酒厂的

大曲所含挥发性风味物质的相对含量差异较大。 

2.3  两酒厂酒曲中的微生物菌群结构分析 

2.3.1  细菌菌群结构分析 
基于属水平上的样品细菌群落结构柱状图，结果

如图 3。 

 
图3 基于属水平的样品细菌菌落组成柱状图 

Fig.3 Bacterial community barplot of samples based on genus 

level 

由图 3 分析可知，A 酒厂与 B 酒厂大曲相比主要

优势细菌菌群的组成相似但其丰度差异显著。未定义

微生物菌（Unassigned Other）、芽孢杆菌科的未定义

菌属（Bacillaceae unclassified）、海洋芽胞杆菌属

（ Oceanobacillus ）和芽孢杆菌目的其他菌群

（Bacillales Other）是 A 酒厂和 B 酒厂大曲中的优势

细菌菌群，在 A 和 B 中占有丰度分别是 35.06%和

20.86%，19.14%和 13.56%，11.13%和 15.28%，8.53%
和 11.12%，这表明芽胞杆菌是高温大曲中的主要微生

物菌群。该结果与戴奕杰[38]的研究结果一致，他从三

个不同时期的酱香大曲中，发现细菌微生物主要有芽

孢杆菌、梭菌属、乳酸菌组成，且以芽孢杆菌为优势

菌。芽孢杆菌是酱香型白酒生产过程中的主要产酱香

功能菌，具有较强的分泌蛋白酶、淀粉酶和纤维素酶

等酶类的能力，可分解大分子物质形成双乙酰、含氮

化合物等芳香物质，对酱香型白酒风味物质的形成具

有重要贡献作用[39]。有研究表明[40]，芽孢杆菌属与 2,6-
二甲基吡嗪存在显著的相关性。黄永光等[41]对三种芽

孢杆菌的生成物进行对比分析，结果表明不同芽孢杆

菌在培养后都可形成较纯正、较典型的酱香风味，虽

然最终风味各有特色，但都有诸如 3-甲基丁醇、2,3-
二丁醇、2-甲基丙酸、3-羟基-2-丁酮 2,3,5-三甲基吡嗪、

2,3,5,6-四甲基吡嗪等特征性共性风味成分。越来越多

的研究表明[42]，芽孢杆菌能够在酱香白酒酿造过程中

代谢产生以 3-羟基-2-丁酮、2,3-丁二醇、吡嗪类、酯
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类物质为主的多种风味成分。 
2.3.2  真菌菌群结构分析 

基于属水平上的样品真菌群落结构柱状图，结果

如图 4。 

 
图4 基于属水平的样品真菌菌落组成柱状图 

Fig.4 Fungal community barplot of samples based on genus 

level 

由图 4 分析可得：A 酒厂大曲中曲霉属

（Aspergillus）占绝对优势，占有丰度达到 55%。这

与 Wang[43]等人的研究结果一致，他对五个不同酒厂

的高温大曲的霉菌进行分离鉴定，结果表明曲霉属是

高温大曲中的主要霉菌属。有报道称酱香大曲中可分

离出的霉菌就达到 40 多种，霉菌可代谢产生柠檬酸、

草酸等有机酸，其中曲霉代谢可产生具抑制癌细胞活

性的壶角甾醇，所以推测霉菌对酱香白酒风味形成及

保健功能具有一定作用[44]。其次 A 酒厂大曲中优势真

菌群还有嗜热子囊菌属（Thermoascus）28.11%和嗜热

真菌属（Thermomyces）11.70%，以及拟青霉属

（Paecilomyces）1.44%、踝节菌属（Rasamsonia）
1.17% 、 子 囊 菌 纲 未 鉴 别 菌 属 （ Ascomycota 
unidentified）1.14%、红曲霉属（Monascus）1.11%、

毛孢子菌属/丝孢酵母属（Trichosporon）0.04%等。B
酒厂大曲中的优势真菌群落为嗜热子囊菌属

（Thermoascus）49.85%、嗜热真菌属（Thermomyces）
19.24%，踝节菌属（Rasamsonia）14.90%、曲霉属

（Aspergillus）7.58%、红曲霉属（Monascus）4.89%
以及其他真菌组成。Liu 等[45]研究表明嗜热子囊菌属

是高温大曲的优势菌群，然而它们在大曲中的功能仍

然未知。 
红曲霉能产生有药用价值的红曲霉素，也能分泌

酯化酶，液态发酵时能够产生醇、醛、酸、酯类物质，

散发出酒香、果香和蜜甜香味；固态发酵时产生一些

酯类物质，在酱香型白酒中发现有红曲霉的大曲是好

曲[46]。A 酒厂大曲与 B 酒厂大曲相比主要优势真菌菌

群的组成相似但丰度存在明显差异，说明酱香型白酒

生产大曲中主要发酵微生物菌相是相似的，但组成比

例有差异。主要原因可能是不同酱香型白酒厂制曲工

艺相似，但具体的工艺参数及酿酒环境有所不同，这

也是同一地区不同品牌白酒质量和风味有所差异的原

因之一。 

3  结论 

HS-SPME 结合 GC-MS 实验结果表明：从 A、B
两酱香型酒厂大曲中检测到的挥发性物质共 43 种，A
酒厂与 B 酒厂大曲之间差异显著的挥发性物质有 20
种。菌群高通量测序结果表明：两酒厂大曲主要优势

细菌菌群为芽孢杆菌科的未定义菌属（Bacillaceae  
unclassified）、海洋芽胞杆菌属（Oceanobacillus）和芽

孢杆菌目的其他菌群（Bacillales Other）等；主要真菌

优势菌群曲为霉属（Aspergillus）、嗜热子囊菌属

（Thermoascus）和嗜热真菌属（Thermomyces）等。

两酒厂大曲检测到的挥发性风味物质数量和种类以及

微生物菌属种类相似，但其挥发性风味物质相对含量

和菌属的相对丰度存在明显差异。本研究分析了两酱

香型酒厂大曲中微生物菌群结构及挥发性风味组分，

对进一步解析酱香型白酒产香机理和提升其风味品质

都具有重要的理论指导价值。 
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