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摘要：研究接种大曲中优势菌属枯草芽孢杆菌后在混菌发酵下微生物群落改变，分析代谢产物的差异。采用高通量测序技术、

HS-SPME-GC-MS、PLS-DA 分析接种前后的微生物群落结构和代谢的差异，采用斯皮尔曼（Spearman）相关性分析接种前后微生物

与差异风味物质的相关性。研究表明接种枯草芽孢杆菌后微生物的相对丰度有明显的变化，其中变化最大的为 Bacillus 从 76.56%降

为 0.04%，Enterobacter 从 0.01%上升为 71.53%，Pichia 从 62.17%降为 12.89%，且由 LEFSE 分析可知接种后群落结构也有明显的变

化。产物分析中，接种前后代谢产物有明显差异，己酸乙酯、2,3,5,6-四甲基吡嗪、乙酸乙酯等 19 种代谢物是显著差异代谢产物，由

相关性分析可知，代谢产物的变化与接种后有显著变化的微生物有关，接种枯草芽孢杆菌后会影响微生物的变化，从而使代谢产物产

生变化。该研究揭示了接种枯草芽孢杆菌后混菌发酵下群落结构与代谢产物的差异及其两者间的相关性，为探明枯草芽孢杆菌在多菌

共菌发酵体系中的作用提供基础数据。 
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Abstract: Changes in the microbial community and differences in metabolites following the inoculation of a mixed fermentation system 

with Bacillus subtilis, the dominant species from Daqu, were investigated herein. High-throughput sequencing, HS-SPME-GC-MS, and 

PLS-DA were used to analyze the differences in microbial community structure and metabolism before and after inoculation, and Spearman 

correlation analysis was used to examine the correlation between the microorganisms and different flavor compounds. The results showed 

significant changes in the relative abundance of microorganisms after inoculation with B. subtilis, with the most significant changes being 

Bacillus decreasing from 76.56% to 0.04%, Enterobacter increasing from 0.01% to 71.53%, and Pichia decreasing from 62.17% to 12.89%. 

LEfSe analysis also revealed notable changes in the community structure after inoculation. The analysis of metabolites revealed significant 

differences before and after inoculation, with 19 metabolites, such as ethyl hexanoate, 2,3,5,6-tetramethylpyrazine, and ethyl acetate, being 

significantly different. Inoculation of Bacillus subtilis affected microbial changes, leading to variations in metabolites. Correlation analysis  
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revealed that the changes in metabolites were related to the microorganisms with significant changes after inoculation. We found differences in 

community structure and metabolites in a mixed fermentation system after inoculation with B. subtilis and a correlation between the two, 

providing fundamental data for understanding the role of B. subtilis in a multispecies co-fermentation system. 

Key words: daqu; Bacillus subtilis; microbial community; metabolites; correlation analysis 

 

大曲是一种重要的糖化发酵剂，为白酒生产提供

丰富的微生物、重要水解酶和风味化合物，在中国白

酒的生产中起着至关重要的作用[1]。在复杂的大曲微

生物群落中，不同的微生物在大曲生产中发挥着不同

的作用，其中枯草芽孢杆菌是浓香型大曲生产过程中

的优势微生物[2]，且枯草芽孢杆菌是乙偶姻[3,4]、四甲

基吡嗪[5]和呋喃扭尔素等风味物质的重要贡献者。 

近年来，在多菌共酵发酵体系中枯草芽孢杆菌的

研究也较多，有强化接种枯草芽孢杆菌后研究代谢物

的变化或探究强化接种枯草芽孢杆菌后单一的代谢产

物的产生与那些微生物有关等。例如黄晓宁等[6]发现

枯草芽孢杆菌具有高产淀粉酶和蛋白酶的能力，添加

枯草芽孢杆菌后 4-乙基-2-甲氧基苯酚、辛酸乙酯、3-

甲基丁酸乙酯、四甲基吡嗪明显增加。李维维等[7]发

现添加枯草芽孢杆菌后浓香型白酒中乙酸乙酯相对含

量均有所提高，乙酸乙酯相对含量的增加与酵母属菌

种有关，且与空白组相比酯类物质含量显著提高。袁

庆云等[8]也探究了枯草芽孢杆菌与不同酵母菌种在小

麦基质上共发酵，发现乙醇和氨基酸的合成代谢存在

差异。这些前人的研究都对混菌发酵中枯草芽孢杆菌

对整体群落结构的变化与代谢产物变化间的联系的影

响研究较少。 

本研究以小麦为培养基，接种枯草芽孢杆菌后进

行生料发酵，小麦能为固态发酵体系提供大量的微生

物来源[9]，探究在不同培养条件下枯草芽孢杆菌在混

菌发酵体系中，对微生物群落结构及代谢产物的影响，

为进一步明确大曲中枯草芽孢杆菌的作用及机制提供

基础数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

原料：实验室中保存的 1 株枯草芽孢杆菌 Bacillus 

subtilis A1，市售软质小麦。 

试剂：Na2EDTA（乙二胺四乙酸二钠）、Na2HPO4、

NaH2PO4、氯化钠、蜗牛酶、溶菌酶、CTAB（十六烷

基三甲基溴化铵）、SDS（十二烷基硫酸钠），生工生

物工程（上海）股份有限公司；Tris-平衡酚（pH 值＞

7.8），上海博威生物医药有限公司；三氯甲烷（分析

纯）、无水乙醇（分析纯），成都市科隆化学品有限公

司；异戊醇（分析纯），天津市致远化学试剂有限公司；

异丙醇（分析纯），天津市津东天正精细化学试剂厂；

乙酸正戊酯（分析纯），成都市科隆化学品有限公司。 

1.2  仪器与设备 

萃取头（50/30 μm DVB/CAR on PDMS），上海安

谱实验科技股份有限公司；Agligent 7890A5975B 型气

相色谱-质谱联用仪，美国安捷伦公司；QL-861 漩涡

振荡器，江苏海门市麒麟医用仪器厂；高速冷冻离心

机，美国 Thermo 公司等。 

1.3  试验方法 

1.3.1  枯草芽孢杆菌对混菌发酵体系的影响 

种子液的制备：将枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 

A1 在 37 ℃无菌培养箱培养 2 d，再用无菌水洗脱，并

用无菌水稀释至 OD600＝1 的菌悬液待用。 

小麦固态发酵培养基的制备：称取 1 000 g 小麦

（小麦水分含量约为 10%），加 5%（m/m）的水润粮

4 h，再粉碎至烂皮不烂心。称取 240 g 粉碎好的小麦

装入已灭菌的 4 个瓷盘中。设置实验组与对照组，加

水量为 60 mL 的设为对照组，加种子液 30 mL 的设为

实验组，再在每个实验与对照组中添加30 mL无菌水，

将发酵系统的含水量调节到 40%左右，搅拌均匀后用

8 层纱布密封。 

实验所取的温度/湿度条件是根据浓香型大曲在

生产过程中各阶段的发酵条件所设定的。以发酵温度、

湿度为 25 ℃、95%，35 ℃、85%，43 ℃、70%，50 ℃、

60%，58 ℃、40%，分别进行 5 组生料发酵。每个条

件下设3个空白组DQ、3个实验组CH，生料发酵 48 h，

计算所用为 3 组平均值。 

1.3.2  总 DNA 提取和测序 

DNA 的提取采用改良的 CTAB 法[10,11]。利用

Illumina 公司的 NovaSeq PE250 平台对细菌和真菌序

列进行测序分析（上海美吉生物医药科技有限公司），

原始数据上传至 NCBI SRA 数据库。 

1.3.3  风味代谢物组分析 

采用顶空固相微萃取-气相色谱-质谱联用技术

（HS-SPME-GC-MS）对大曲挥发性成分进行了提取

和分析[12]。在 20 mL 顶空瓶中加入 2 g 大曲样品、1 g 

NaCl。加入标准品 20 μL 0.022 64 mg/mL 乙酸正戊酯
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为内标。平衡温度和萃取温度都是 60 ℃，平衡 10 min，

萃取 50 min，解析 3.5 min。仪器条件：色谱条件：

DB-WAX 毛细管色谱柱（60 m×0.25 mm×0.25 μm）；

载气：氦气（He）；流量：1 mL/min，不分流，进样

口温度 250 ℃；柱温：起始温度 40 ℃保持 1 min，以

5 ℃/min 升温至 180 ℃保持 5 min，再以 8 ℃/min 升温

至 230 ℃保持 10 min，运行时间 50.25 min。质谱条件：

接口温度 250 ℃，离子源温度 230 ℃，电离方式为电

子电离（Electron Ionization，EI）源，电子能量 70 eV，

四级杆温度 150 ℃，传输线温度 290 ℃，扫描质量范

围 20~550 u。 

1.3.4  数据分析 

与 NCBI 的 GenBank 进行 BLAST 比对，确定细

菌、真菌序列的分类信息，获得属水平下的菌种种类

及相对丰度[13]。LEFSe 分析：基于 R 语言计算样本之

间的差异性。PLS-DA 分析：采用 SIMCA 14.1 计算所

选样本之间的差异性。相关性网络分析：采用 SPSS 

20.0 计算所选 OTU 之间的 Spearman 相关系数（ρ），

选择|ρ|＞0.6的相关微生物利用Cytoscape 3.5.1构建相

关网络。 

2  结果与讨论 

2.1  枯草芽孢杆菌对混菌发酵体系微生物群

落结构的影响 

2.1.1  混菌发酵体系微生物菌群结构分析 

 

 

 

 

图1 接种枯草芽孢杆菌前后属水平的物种组成 

Fig.1 Species composition of genus level before and after 

Bacillus subtilis disturbance 

注：a1：未接种枯草芽孢杆菌；a2：接种枯草芽孢杆菌；b1：

未接种枯草芽孢杆菌；b2：接种枯草芽孢杆菌。YA-发酵温度、湿

度为25 ℃、95%微生物组成；YB-发酵温度、湿度为35 ℃、85%

微生物组成；YC-发酵温度、湿度为43 ℃、70%微生物组成；YD-

发酵温度、湿度为50 ℃、60%微生物组成；YE-发酵温度、湿度

为58 ℃、40%微生物组成。a-不同培养条件下细菌的物种组成；

b-不同培养条件下真菌的物种组成。 

接种Bacillus subtilis A1 后，通过 Illumina MiSeq

测序技术对空白组与实验组的细菌和真菌物种进行分

析，得到属水平上的物种组成情况，结果如图 1 所示。

属水平上，将相对丰度低于 1%的合并为一类（Others），

在不同培养条件下，细菌空白组最多检测检测到 31 个

属，细菌实验组最多检测到 40 个属。真菌空白组最多

检测到 40 个属，真菌实验组最多检测到 28 个属。在

接种枯草芽孢杆菌后，真菌的数量下降，这可能是枯

草芽孢杆菌与其他真菌在微生物体系中存在竞争关系

有关。在整个过程选取的丰度大于 50%的细菌菌属中，

在培养条件培养温度、湿度为 25 ℃、95%中丰度变化

变化最大菌属分别为芽孢杆菌属（Bacillus）从 76.56%

降为 0.04%、肠杆菌属（Enterobacter）从 0.01%上升为

71.53%、未知酵母菌属（Unspecified-Saccharomycetales）

从 3.99%降为 0.09%、未知曲霉菌科（Unspecified_ 

Aspergillaceae）从 23.28%上升为 78.35%、复膜孢酵母

属（Saccharomycopsis）从 46.95%降为 0.06%，培养温
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度、湿度为 43 ℃、70%中丰度变化变化最大菌属分别

为芽孢杆菌属（Bacillus）从接种前 16.78%升为 69.23%、

葡萄球菌属（Staphylococcus）从 23.10%降为 0.93%，

培养温度、湿度为 50 ℃、60%中丰度变化变化最大菌

属分别为未知曲霉菌属（Unspecified_Aspergillaceae）

从 3.99%升为 31.62%、横梗霉属（Lichtheimia）从 0.03%

升为 6.22%、毕赤酵母属（Pichia）从 62.17%降为

12.89%，培养温度、湿度为 58 ℃、40%中丰度变化变

化最大菌属分别为未知酵母菌属（Unspecified_ 

Saccharomycetales）从 8.60%升为 78.65%、未知曲霉菌

属（Unspecified_Aspergillaceae）从 39.41%降为 6.44%。 

复杂的微生物群落对其他物种的入侵具有一定的

抵御能力-系统鲁棒性，由于鲁棒性的存在微生物群落

结构面对外源物种扰动时不会发生太大的改变，只会

发生微小的变化[14]。在接种 Bacillus subtilis A1 后，细

菌种类增加，真菌种类减少，且微生物丰度有较大的

变化，这可能是 Bacillus subtilis A1 与群落中其他微生

物发生相互作用打破了这种鲁棒性，使菌落种数和相

对丰度有着较大的变化。这与王群[15]的研究相似，将

分离自大曲的枯草芽孢杆菌用于芝麻香型白酒生产

中，微生物的群落结构发生了改变。 

2.1.2  不同培养条件下差异微生物分析 

对接种前后不同阶段微生物进行 PCA 聚类分析。

如图 2 所示，P＜0.05 说明接种前后微生物群落有显

著差异，而且培养温度、湿度为 25 ℃、95%，35 ℃、

85%，43 ℃、70%，50 ℃、60%时空白组与实验组差

异极为显著，培养温度、湿度为 58 ℃、40%时差异较

小，说明接种后微生物群落结构有显著差异。 

 

图2 接种前后微生物聚类分析 

Fig.2 Microbial cluster analysis before and after inoculation 

注：A：培养温度、湿度为25 ℃、95%；B：培养温度、湿

度为35 ℃、85%；C：培养温度、湿度为43 ℃、70%；D：培养

温度、湿度为50 ℃、60%；F：培养温度、湿度为58 ℃、40%。

1：接种前；2：接种后。 

使用 LEFSE 分析对接种枯草芽孢杆菌 Bacillus 

subtilis A1前后不同培养条件下微生物菌群进行差异分

析，其中 A 为空白组，B 为实验组，筛选条件为 LDA 

score过滤阈值＞3，Kruskal-Wallis检验过滤阈值＞0.05，

结果如图 3。在接种枯草芽孢杆菌后随着培养条件的变

化（即温度、湿度 25 ℃、95%，35 ℃、85%，43 ℃、

70%，50 ℃、60%，58 ℃、40%），枯草芽孢杆菌对微

生物群落体系的也有着不同的影响，接种 Bacillus 

subtilis A1 前后毕赤酵母属（Pichia）是温度、湿度为

35 ℃、85%和 50 ℃、60%的显著差异微生物，未知明

串珠藻科（Unspecified_Leuconostocaceae）是温度、湿

度为 43 ℃、70%和 58 ℃、40%的显著差异微生物，芽

孢杆菌属（Bacillus）在温度、湿度为 25 ℃、95%的显

著差异微生物。而在温度、湿度为 35 ℃、85%时，接

种枯草芽孢杆菌后差异微生物数量最多，由此可知，在

接种枯草芽孢杆菌后，微生物群落结构在不同培养条件

下有着不同的变化。有研究表明，由于微生物的共存，

发酵培养基中的挥发性化合物的代谢情况会发生一定

的变化[15]，由此可以预测，在微生物改变后，在培养温

度、湿度为 35 ℃、85%时对代谢产物的影响最大。 
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图3 基于LEFSe分析的差异微生物 

Fig.3 Differential microorganisms based on lefse analysis 

注：T1：温度、湿度为25 ℃、95%时接种枯草芽孢杆菌Bacillus 

subtilis A1前后差异微生物；T2：温度、湿度为35 ℃、85%时接

种枯草芽孢杆菌Bacillus subtilis A1前后差异微生物；T3：温度、

湿度为43 ℃、70%时接种枯草芽孢杆菌Bacillus subtilis A1前后差

异微生物；T4：温度、湿度为 50 ℃、60%时接种枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis A1前后差异微生物；T5：温度、湿度为58 ℃、40%

时接种枯草芽孢杆菌Bacillus subtilis A1前后差异微生物。A：空

白组；B：实验组。 

2.2  枯草芽孢杆菌对发酵体系挥发性代谢产

物合成的影响 

2.2.1  挥发性代谢物成分分析 

采用 HS-SPME-GC-MS 技术对不同培养条件下微

生物代谢情况进行分析，结果如图 3，揭示了接种枯草

芽孢杆菌 Bacillus subtilis A1 后对发酵体系微生物合成

挥发性风味物质的组成以及相对含量有影响。在不同培

养条件下，空白组在发酵温度、湿度为 25 ℃、95%时检

出的挥发性化合物最多为 54种，而实验组在发酵温度、

湿度为 35 ℃、85%时检出的挥发性化合物最多为 66种。 

 

图4 不同培养条件下接种枯草芽孢杆菌Bacillus subtilis A1前后挥发性风味物质相对含量 

Fig.4 Relative content of volatile flavor compounds before and after inoculation with Bacillus subtilis A1 under different culture conditions 

注：DQ为空白组；CH为实验组。 
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通过对比不同培养条件下代谢物分组中的各物质

的相对丰度（图 4），可以看出，空白组与实验组种酯

类物质相对含量在温度、湿度为 25 ℃、95%最高，醇

类物质相对含量在温度、湿度为 35 ℃、85%最高，醛

类物质和酸类物质相对含量温度、湿度为 43 ℃、70%

时最高。但烷类物质含量空白组在温度、湿度 35 ℃、

85%最高，实验组在温度、湿度为 25 ℃、95%最高。

虽然接种枯草芽孢杆菌后总体酯类风味物质相对含量

下降，但乙酸乙酯、丁酸乙酯、己酸乙酯的相对含量均

有所提高，这与Li 等[16]的结果一致，接种芽孢杆菌后，

某些酯类物质相对含量有所上升，这与微生物丰度变化

有关。醇类中乙醇、丁醇、戊醇的相对含量有所提高，

同时苯乙醇占比增加，有助提高白酒中花香及蜂蜜香 

味[17]。实验组与空白组相比，醛类物质相对含量有所降

低，在培养温度、湿度为 35 ℃、85%时只有实验组中

存在苯甲醛、苯乙醛。接种后总体酸类风味物质相对含

量上升，其中 3,3-二甲基丙烯酸、4-甲基戊酸、4-甲基

乙酸为接种后独有。酮类物质是醛类形成的前体物质，

醛可被还原生成醇和酯等化合物[18]，接种枯草芽孢杆菌

后酮类物质相对含量下降，苯乙酮、3-羟基-2-丁酮是接

种前后共有的酮类物质，且 3-羟基-2-丁酮含量较高。

接种枯草芽孢杆菌后烷类化合物有所上升，八甲基环四

硅氧烷、环己硅氧烷、六甲基环三硅氧烷、十甲基环五

硅氧烷、环庚硅氧烷是两者共有的物质。在吡嗪类化合

物中，四甲基吡嗪类物质相对含量含量上升，这与游勇
[19]的研究相似，在模拟大曲制作工艺固态发酵中接种一

株耐热产淀粉酶地衣芽孢杆菌后，四甲基吡嗪类物质的

相对含量较不接种增加。由此可知，接种枯草芽孢杆菌

后会影响发酵体系挥发性代谢产物的合成。且由各培养

条件下的风味变化规律可知，在接种枯草芽孢杆菌后，

培养条件温度、湿度为 35 ℃、85%中酯类与酮类物质

变化由上升变为下降，烷类物质变化由下降变为上升。 

2.2.2  风味差异分析 

 

图5 主成分分析 

Fig.5 principal component analysis 

注：A为空白组；B为实验组。 

表1 接种枯草芽孢杆菌Bacillus subtilis A1前后的发酵过

程差异风味物质 

Table 1 Different flavor substances in the fermentation process 

before and after inoculation with Bacillus subtilis A1 

Var ID  VIP Variance 

环庚硅氧烷 1.824 72 1.723 64 

环己硅氧烷 1.480 13 1.012 73 

3-羟基-2-丁酮 1.386 24 1.735 52 

异戊醇 1.255 44 1.837 54 

乙酸异戊酯 1.194 1 1.966 76 

乙酸苯乙酯 1.194 1 1.966 76 

苯乙醇 1.1524 5 0.890 311 

2,3,5,6-四甲基吡嗪 1.122 7 1.332 75 

十八酸乙酯 1.1205 3 1.749 22 

正己醛 1.093 93 0.706 707 

十一酸乙酯 1.092 19 0.725 846 

十七酸乙酯 1.092 19 0.725 846 

己酸乙酯 1.092 19 0.725 846 

异戊酸 1.092 19 0.725 846 

苯乙酮 1.085 15 0.615 109 

异丁酸 1.074 55 0.663 738 

乙酸乙酯 1.073 41 1.668 59 

乙酸戊酯 1.034 87 0.990 987 

十八烯酸乙酯 1.025 36 0.644 189 

表2 接种枯草芽孢杆菌Bacillus subtilis A1前后温度、湿

度为35 ℃、85%差异风味物质 

Table 2 Before and after inoculation with Bacillus subtilis A1, 

the temperature and humidity were 35 ℃ and 85% of different 

flavor substances 

Var ID VIP Variance 

己酸乙酯 1.293 13 0.071 245 

十甲基环五硅氧烷 1.292 45 0.066 329 

2,3,5,6-四甲基吡嗪 1.291 43 0.218 944 

苯乙醛 1.283 42 0.062 704 

亚油酸乙酯 1.282 87 0.064 542 

乙酸乙酯 1.279 16 0.316 661 

八甲基环四硅氧烷 1.273 43 0.149 611 

3,3-二甲基丙烯酸 1.272 14 0.106 867 

环己硅氧烷 1.269 63 0.276 982 

异戊醇 1.275 95 0.332 055 

2,3,5-三甲基吡嗪 1.257 56 0.335 842 

乙酸 1.213 54 0.344 868 

六甲基环三硅氧烷 1.208 96 0.311 124 

苯甲醛 1.153 53 0.533 51 

异丁酸 1.114 6 0.521 777 

2-甲基丁酸乙酯 1.085 52 0.583 198 

辛酸乙酯 1.007 28 0.679 478 
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同时满足基于 PLS-DA 模型的变量投影重要度 VIP

＞1、变量差异倍数（fold change，FC）＞1.5或FC＜0.5

和 t 检验 P≤0.05 确定不同培养条件实验组与空白组的

差异情况，结果如图 5所示。接种前后风味结构有差异，

且发酵温度、湿度为 43 ℃、70%时，实验组与空白组

微生物代谢情况差异最小，而发酵温度、湿度为 35 ℃、

85%时，实验组与空白组中微生物代谢情况差异最大。 

对总培养过程中的空白组与实验组，进行 LEFSE

分析，探寻差异代谢物，结果如表 1 所示。发现在发

酵过程中，VIP 值＞1 的共有 19 个差异代谢物，己酸

乙酯、2,3,5,6-四甲基吡嗪、异戊醇、乙酸乙酯、3-羟

基-2-丁酮等都是显著差异代谢物。其中四甲基吡嗪不

仅是白酒酿造中的特征香气物质，也是白酒中的健康

因子，同时四甲基吡嗪的抗氧化活性使其在心血管疾

病防治方面有重要意义[20]。己酸乙酯是己酸和酵母发

酵产生的酒精生成的，是浓香型白酒的主体香成 

分[21]，在接种了枯草酸菌代谢产生的芽孢杆菌后，枯

草芽孢杆菌可能影响己酸菌和酵母菌的生命活动使己

酸乙酯含量上升。同时枯草芽孢杆菌作为外来菌种加

入发酵体系后，也会对其他菌种造成影响，从而影响

菌种间的相互作用，造成代谢物的变化[22]。 

而在对差异最大培养条件（即培养条件温度、湿

度为 35 ℃、85%）的空白组与实验组进行 LEFSE 分

析，探寻差异代谢物，结果如表 1 所示。发现在该培

养条件下，共有 17 种差异代谢产物，己酸乙酯、2,3,5,6-

四甲基吡嗪、乙酸乙酯均是该培养条件下的显著性较

大的差异代谢产物，说明在发酵过程中某些风味在某

一阶段具有显著性变化，这与 Wang
[23]的研究一致，

在接种地衣芽孢杆菌后在强化后期吡嗪是强化组与未

强化组差别最大的化合物。 

 

 

图6 接种枯草芽孢杆菌前后差异微生物与差异代谢物相关性网络图 

Fig.6 Correlation network of differential microorganisms and metabolites before and after inoculation with Bacillus subtilis 

注：a：接种枯草芽孢杆菌后前 20 真菌细菌与差异风味物质相关性分析；b：接种枯草芽孢杆菌后培养温度、湿度为 35 ℃、85%

时差异微生物与差异风味物质间相关性分析。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2023, Vol.39, No.3 

119 

2.3  差异微生物与差异代谢物相关性分析 

将相对丰度前 20 的细菌与真菌与整个过程差异

风味物质进行相关性分析，探究风味物质产生差异的

原因，结果图 6a 所示，Bacillus 和 Unspecified_ 

Saccharomycetales 与 8 种差异风味物质呈负相关关

系，Enterobacter、Unspecified_Enterobacteriaceae、

Cronobacter、Candida_Lodderomyces_clade 等菌都只

与 1 种差异风味物质呈正相关关系，Pseudomonas、

Brevibacillus 、 Aneurinibacillus 、 Unspecified_ 

Pleosporaceae等菌只与1种差异风味物质呈负相关关

系，Thermoactinomyces、Lichtheimia 和 Unspecified_ 

Thermoactinomycetaceae 与 2 种差异风味物质呈正相

关关系，Erwinia 和 Clostridium 与 5 种差异风味物质

呈正相关关系，Pantoea 与 8 种差异风味物质呈正相

关关系，Laceyella与 2种差异风味物质呈正相关关系，

Weissella、Trabulsiella 和 Acinetobacter 与 4 种差异风

味物质呈正相关关系，Unspecified_Bacillales 与 3 种

差异风味物质呈负相关关系。由此可知，在混菌固态

发酵过程中，风味物质的改变与微生物的变化有关。 

同时，由上述可知，当培养条件温度、湿度为

35 ℃、85%时，空白组与实验组中代谢产物与微生物

有明显差异，将该培养条件下空白组与实验组的差异

物种与差异代谢产物进行相关性网络分析，探寻对差

异代谢产物具有影响的微生物，结果如图 6b 所示。接

种枯草芽孢杆菌后，差异微生物对差异代谢物有着积

极或消极的影响。满足 P＜0.05 的有 7 种微生物和 6种

代谢物，其中未知酵母（Unspecified_Saccharomycetales）

对这 6 种代谢产物均有影响。而未知明串珠藻科

（Unspecified_Leuconostocaceae）、未知肠杆菌科

（Unspecified_Enterobacteriaceae）和未知的格孢腔菌

目（Unspecified_Pleosporales）只对 2,3,5,6-四甲基吡

嗪、乙酸乙酯有影响，说明这两个化合物的变化与这

三种接种后有变化的菌属有关，这与王鹏[18]的研究相

似，地衣芽孢杆菌强化大曲中吡嗪和芳香族化合物的

增加与一些强化后显著增加的微生物有关。 

3  结论 

在这项研究中，接种枯草芽孢杆菌会显著的影响

混菌发酵体系，Bacillus、Enterobacter、Unspecified- 

Saccharomycetales 、 Unspecified_Aspergillaceae 、

Saccharomycopsis 等菌属的相对丰度变化最为明显。

且在代谢产物分析中，己酸乙酯、2,3,5,6-四甲基吡嗪、

异戊醇、乙酸乙酯、3-羟基-2-丁酮等都是接种枯草芽

孢杆菌后的显著差异代谢物。而由丰度较大的微生物

与显著差异风味物质的相关性分析可知，这些风味物

质的变化可能是由微生物引起的。而在选取的 5 个培

养条件下，温度、湿度为 35 ℃、85%下接种枯草芽孢

杆菌会产生较多的差异微生物和差异代谢产物。同时

经过对该培养条件下的差异物种与差异代谢物的相关

性分析得出：在接种枯草芽孢杆菌后，显著差异代谢

产物与差异微生物间存在着正相关或负相关的关系，

说明代谢物的变化与微生物的变化有关。由此可知，

接种枯草芽孢杆菌后，发酵条件的改变会产生不同的

差异微生物，而这些差异微生物可能会导致某些代谢

物产生变化。这表明了枯草芽孢杆菌在混菌发酵体系

中会使菌落发生改变，可能导致相应代谢产物的改变，

丰富了大曲的风味，为探明枯草芽孢杆菌在多菌共菌

发酵体系中的作用提供基础数据。 
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