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　　摘要：通过构建细菌１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库、测序及构建系统发育树，对泸州老窖中高温大曲的细菌群落结构进
行了研究。结果表明：中高温大曲的细菌组成较为丰富，且大部分与可培养的细菌类群相关，主要分布于芽孢杆菌纲、

梭菌纲以及放线菌纲。其中芽孢杆菌纲内克隆子多样性最为丰富，主要包括乳杆菌属、乳球菌属、魏斯氏菌属、芽孢杆

菌属、明串珠菌属、片球菌属和高温放线菌属；放线菌纲内克隆子分布于糖多孢菌属；梭菌纲内克隆子分布于 Ｓｙｍｂｉ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ和一个属级分类地位未知的梭菌纲内。中高温大曲内细菌的优势种群为魏斯氏菌（占全部克隆子比例的
３０．３５％，２ＯＴＵｓ）、高温放线菌（２８．５７％，２ＯＴＵｓ）和乳杆菌（１９．６５％，６ＯＴＵｓ）。
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　　“曲为酒之骨”，中高温大曲作为浓香型白酒发酵的糖
化、发酵剂，含有多种微生物及酶类，在浓香型白酒发酵过程

中具有重要的作用。早期学者对于大曲微生物的研究主要集

中在采用传统微生物培养方法对大曲中可培养微生物进行分

离、鉴定、利用，以及针对大曲发酵过程中可培养微生物的菌

群演绎规律的研究等方面。近年来，随着分子生物学的迅猛

发展，分子生物学很快被引入到大曲微生物生态学的研究当

中。胡佳等利用 ＤＧＧＥ及１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库技术，研
究了中高温大曲内细菌微生物的群落组成［１］；高亦豹等通过

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术比较分析了不同香型大曲的微生物群落组
成，发现了很多未见报道的微生物类群［２－３］；罗惠波等通过

ＳＳＣＰ、Ｂｉｏｌｏｇ技术分析了大曲发酵过程中微生物的群落动态
变化规律［４－５］。泸州老窖生产用曲是浓香型大曲的典型代

表，在白酒行业具有较为广泛的市场，本研究以泸州老窖生产

用曲为研究对象，通过构建细菌１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库、测
序及系统发育树分析技术，确定大曲中细菌种群组成，从而为

后期功能微生物的分离及应用提供基础数据。

１　材料与方法

１．１　样品采集与ＤＮＡ提取
中高温大曲采集自泸州老窖的生产用曲。ＤＮＡ提取采

用改良自Ｚｈｏｕ等的ＤＮＡ提取方法［６］，简要的提取步骤如下：

（１）称取３～５ｇ大曲置于灭过菌的碾钵内，加入石英砂和液
氮反复研磨３次后，收集到３０ｍＬ灭菌的离心管内；（２）加入
１３．５ｍＬＤＮＡ 抽 提 缓 冲 液 （１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，
１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ －Ｎａ２，１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷 酸 钠 缓 冲 液，

１．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ＣＴＡＢ，调 ｐＨ值至 ８．０）重悬，放置于
３７℃ 摇床中２２５ｒ／ｍｉｎ水平振荡３０ｍｉｎ；（３）加入３ｍＬ１０％
ＳＤＳ，在 ６５℃温浴１５ｍｉｎ，之后将离心管置于 －８０℃超低温
冰箱放置 １５ｍｉｎ，再将离心管转移到 ６５℃水浴锅放置
１５ｍｉｎ，如此重复３次，以促进细胞破裂；（４）４℃下６０００ｇ
离心１０ｍｉｎ，上清转移到新的３０ｍＬ离心管中；（５）加等体积
酚－氯仿－异丙醇（体积比２５∶２４∶１），剧烈振荡５ｍｉｎ，静
置１０ｍｉｎ后，１３０００ｇ离心２０ｍｉｎ；（６）将上层水相移入新的
离心管，加入０．６倍体积异丙醇，于室温沉淀１ｈ；（７）室温下
１３０００ｇ离心２０ｍｉｎ，弃上清；（８）用枪吸除残余的异丙醇液
体，加入 １０００μＬ７０％乙醇，并转移至２ｍＬ离心管内，静置
１０ｍｉｎ，４℃下１３０００ｇ离心１５ｍｉｎ；（９）重复以上１次；（１０）
弃上清，用枪吸除残余的乙醇，置于超净台吹风 １０ｍｉｎ，除尽
乙醇，直到不能闻到乙醇气味；（１１）加入５０～１００μＬ无菌双
蒸水，放置到６５℃水浴锅水浴１ｈ，促进 ＤＮＡ的溶解。粗提
的大曲ＤＮＡ通过ＰＣＲ产物纯化试剂盒（ＯＭＥＧＡ公司）纯化，
纯化后的ＤＮＡＰＣＲ扩增效果良好。
１．２　细菌１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库的构建与测序

引物对Ｅｕｂ２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）／
Ｅｕｂ１４９２Ｒ（５′－ＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）用于细菌
１６ＳｒＲＮＡ基因的扩增［７］。ＰＣＲ扩增条件为：９４℃变性
４ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ、５５℃退火４５ｓ、７２℃延伸６０ｓ，３０个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。为了防止 ＰＣＲ偏差，混合３次重复的
ＰＣＲ产物，通过胶回收柱（ＯＭＥＧＡ公司）回收纯化，纯化后的
ＰＣＲ产物连接到 ｐＭＤ－１８Ｔ载体（ＴａＫａＲａ公司）上，再转化
到大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞内，涂布于ＬＡ平板；３７℃培养
１６ｈ后，用灭菌的牙签随机挑取克隆子划线于新的 ＬＡ平板
上。再通过菌落 ＰＣＲ确定阳性克隆子，引物对 ＵＰⅠ（５′－
ＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＡＧＡＣＣＡＴＧ－３′）／ＵＰⅡ （５′－ＴＴＧＧＧＴＡ
ＡＣＧＣＣＡＧＧＧＴ－３′）用于菌落 ＰＣＲ扩增，扩增程序同上。随
机挑取５８个细菌阳性克隆子送往上海杰李生物技术有限公
司进行测序，将测序结果通过 ＤＮＡＭＡＮ软件进行比对，统计
相同或相似序列的数目。
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１．３　克隆文库的统计分析及系统发育树的构建
通过Ｂｅｌｌｅｒｏｐｈｏｎ软件在线去除嵌合体序列（ｈｔｔｐ：／／ｃｏｍｐ

－ｂｉｏ．ａｎｕ．ｅｄｕ．ａｕ／ｂｅｌｌｅｒｏｐｈｏｎ／ｂｅｌｌｅｒｏｐｈｏｎ．ｐｌ）。对于 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列，采用序列相似性大于等于９７％，定义为同一
ＯＴＵ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，运算的分类单位）［８］。每个
ＯＴＵ选取１个代表克隆子序列与 ＮＣＢＩ（美国国立生物信息
中心）数据库（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行
比对，查找近似微生物或环境克隆子分类信息和序列信息

（一般选择有参考文献的序列）。选取各 ＯＴＵ代表克隆子及
网上数据库比对的近似序列构建系统发育树，通过 ＣｌｕｓｔａｌＸ
（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．８７）软件对齐序列后，再通过ＭＥＧＡ４软件构建系
统发育树。２１个细菌克隆子的１６ＳｒＲＮＡ基因序列已上传至
ＮＣＢＩ的ＧｅｎＢａｎｋ数据库，序列号为ＫＦ４４４９２５～ＫＦ４４４９４５。

采用文库覆盖率方法、Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指
数、Ｂｕｚａｓ－Ｇｉｂｓｏｎ均一度指数和稀释曲线（Ｒａｒｅｆｒａｃｔｉｏｎ
Ｃｕｒｖｅ）对所建文库进行评估。其中文库覆盖率通过文献［９］
的方法计算；Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ多样性指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ多样性指
数、Ｂｕｚａｓ－Ｇｉｂｓｏｎ均一度指数和稀释曲线通过 ＰＡＳＴ软件
（ｈｔｔｐ：／／ｆｏｌｋ．ｕｉｏ．ｎｏ／ｏｈａｍｍｅｒ／ｐａｓｔ／）计算获得［９］。稀释曲线

通过软件ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１１．０绘制。

２　结果与分析

２．１　克隆文库的评估
细菌１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库的测序结果表明，细菌克

隆内物种多样性较为丰富，在所分析的５８个阳性克隆子中，
有２个嵌合体，同源性小于９７％的克隆子达到１９类。细菌文
库覆盖率达到６６．０７％（表１），从稀释曲线（图１）可以看出，细
菌１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库未达到饱和。尽管未能完整获得大
曲内所有细菌的种群组成信息，但该数据基本反映了浓香型中

高温大曲内主要细菌的群落组成，具有一定参考价值。

２．２　中高温大曲细菌群落结构的分析

表１　中高温大曲细菌１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库物种
多样性和丰富度评估

文库类型
文库覆盖率

（％）

Ｓｈａｎｎｏｎ－
Ｗｉｅｎｅｒ
指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数

（１－Ｄ）

Ｂｕｚａｓ－Ｇｉｂｓｏｎ
均一度指数

细菌１６ＳｒＲＮＡ ６６．０７ ２．４７ ０．８８ ０．６２
基因

　　注：一般 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数越高，则文库所含克隆子多样性
越高；Ｓｉｍｐｓｏｎ指数（１－Ｄ）越接近１，则文库所含克隆子多样性越高；

Ｂｕｚａｓ－Ｇｉｂｓｏｎ均一度指数越接近１，则文库中克隆子分布越平均［９］。

　　每个ＯＵＴ的代表克隆子的分布及比对信息见表２。从比
对结果中可以看出：克隆子与参比序列间相似度较高，为

９６％～９９％，它们大多数与可培养微生物相关。共有１９个代
表克隆子参与构建系统发育树，通过分析系统发育树及克隆

子比对信息，可以很直观地看出大曲内细菌群落主要分布于

芽孢杆菌纲、梭菌纲及放线菌纲。其中芽孢杆菌纲克隆子多

样性最为丰富，共有１５ＯＴＵｓ，克隆子数目约占全部克隆子总
数的９２．８％，且大多数克隆子属于乳杆菌目分类单元下的属
种（图 ２），如魏斯氏菌属（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａｃｏｎｆｕｓａ，Ｗ．ｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅ
ｒｏｉｄｅｓ）、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｒｕｓｔｏｒｕｍ，Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ，Ｌ．ｐｏｎ
ｔｉｓ，Ｌ．ｒｏｓｓｉａｅ）、乳球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ）、明串
珠菌属（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｓｐｐ．）、片球菌属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）。

表２　中高温大曲细菌１６ＳｒＲＮＡ基因文库内测序克隆子比对信息

编号 数目
比例

（％）
长度

（ｂｐ）
相似率

（％） 近似序列号 分类信息

ＬＺＱＸ－２４ ８ １４．２８ １５３６ ９８ ＡＢ５９８９６３ Ｗｅｉｓｓｅｌｌａｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ
ＬＺＱＸ－３１ ９ １６．０７ １５３８ ９９ ＤＱ３２１７５１ Ｗｅｉｓｓｅｌｌａｃｏｎｆｕｓａ
ＬＺＱＸ－５ １４ ２５．００ １５１０ ９９ ＥＵ４３０５７０ Ｔｈｅｒｍｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓｖｕｌｇａｒｉｓ
ＬＺＱＸ－２９ ２ ３．５７ １５０７ ９９ ＤＱ１２９３３５ Ｔｈｅｒｍｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅｓｐ．
ＬＺＱＸ－４２ １ １．７９ １５２９ ９９ ＮＲ＿０４２５３３ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｒｕｓｔｏｒｕｍ
ＬＺＱＸ－１２ ４ ７．１４ １５２８ ９９ ＡＢ５９８９７２ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＬＺＱＸ－３４ １ １．７９ １５３７ ９９ ＮＲ＿０３６７８８ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｎｔｉｓ
ＬＺＱＸ－３７ １ １．７９ １５２７ ９９ ＡＢ６０１１６０ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ
ＬＺＱＸ－１ ２ ３．５７ ６９３ ９６ ＪＸ３９８１３３ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ
ＬＺＱＸ－１４ ２ ３．５７ １５３５ ９９ ＦＪ４７６１１９ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｏｓｓｉａｅ
ＬＺＱＸ－４ １ １．７９ １５１２ ９６ ＮＲ＿０４１７２７ Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｃｉｔｒｅｕｍ
ＬＺＱＸ－４３ ２ ３．５７ ７００ ９７ ＡＢ６０１１５８ Ｌｅｕｏｎｏｓｔｏｃｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ
ＬＺＱＸ－２７ １ １．７９ １５０９ ９９ ＡＢ６０１１６３ Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ
ＬＺＱＸ－１３ ２ ３．５７ １５１２ ９９ ＡＹ４６８３７３ Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
ＬＺＱＸ－４８ ２ ３．５７ １５３８ ９９ ＡＢ５９８９６４ Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ
ＬＺＱＸ－１６ １ １．７９ １４９５ ９７ ＥＵ６３８９６８ Ｓｙｍｂｉｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．
ＬＺＱＸ－１０ １ １．７９ １５０２ ９７ ＪＸ１０１９８９ Ｓｙｍｂｉｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．
ＬＺＱＸ－１１ １ １．７９ １４８０ ９８ ＪＸ４５６４４５ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓｓｐ．
ＬＺＱＸ－４０ １ １．７９ １４９６ ９９ ＪＮ０１０２５５ Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｒｅｃｔｉｖｉｒｇｕｌａ

　　注：克隆子ＬＺＱＸ－４３由于只测引物Ｅｕｂ１４９２ｒ端序列，故未将其纳入系统发育树的分析。
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其余的类群包括地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）、高温放
线菌属（Ｔｈｅｒｍｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓｖｕｌｇａｒｉｓ）和一个属级分类地位未知
的高温放线菌科细菌。梭菌纲克隆子主要分布于 Ｓｙｍｂｉｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ属内和一个属级分类地位未知的梭菌纲细菌。放线菌
纲克隆子分布于糖多孢菌属（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｓｐｐ．）。总体
而言，中高温大曲内的优势微生物为魏斯氏菌（占全部克隆

子比例的３０．３５％，２ＯＴＵｓ）、高温放线菌（２８．５７％，２ＯＴＵｓ）
和乳杆菌（１９．６５％，６ＯＴＵｓ）。
　　目前已有很多关于中高温大曲细菌菌群组成的报道，其
中高亦豹等通过ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术比较了不同香型大曲样品
（其中包括中高温大曲样品：汤沟大曲和剑南春大曲）内的细

菌群落组成，结果表明大曲内细菌优势种群为魏斯氏菌和乳

杆菌，且 Ｔｈｅｒｍｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓｓａｎｇｕｉｎｉｓ仅存在于高温大曲
中［２－３］。而胡佳等利用 ＤＧＧＥ及１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库对
于中高温大曲内细菌微生物群落组成的研究认为：变形杆菌

亚门的Ｄｅｌｆｔｉａ和Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、放线菌门的Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ和 Ａｒ
ｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、拟杆菌门的 Ｄｙｓｇｏｎｏｍｏｎａｓ以及部分不可培养的 β
－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、拟杆菌门细菌是大曲内的优势种群［１］。本

试验结果中关于大曲优势细菌为魏斯氏菌、乳杆菌的这一结

论与Ｗａｎｇ等的结论［３］较为一致；所不同的是，在具体的细菌

微生物属种组成上存在一定差异。此外，在我们的样品中还

存在较高比例的高温放线菌的分布，且主要是普通高温放线

菌（Ｔｈｅｒｍｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓｖｕｌｇａｒｉｓ和Ｔｈｅｒｍｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓｓｐ．），这可
能是由于 ２组数据所研究的样品、试验方法等的不同而导
致的。

由于本次研究获得的克隆子信息大多与可培养微生物近

似，因此有必要具体分析这些微生物在白酒酿造中的生态学

功能。从图 ２可以看出，乳杆菌目的克隆子包括 Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ
ｃｏｎｆｕｓａ、Ｗ．ｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｒｕｓｔｏｒｕｍ、Ｌ．ｐｌａｎ
ｔａｒｕｍ、Ｌ．ｐｏｎｔｉｓ、Ｌ．ｒｏｓｓｉａｅ、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ、Ｌｅｕ
ｃｏｎｏｓｔｏｃｓｐｐ．、Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ这些具有产乳酸能力的
乳酸菌类群，初步推断这些微生物可能来源于小麦或稻草。

高亦豹等对于浓香型大曲及白酒酒醅内细菌的研究中均报道

了Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ和Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ类群的存在［２－３，１０］，本研究结果与

其较为一致；此外刘莉萌等报道了片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）在窖
泥内的分布，表明大曲是浓香型白酒乳酸发酵的菌种来源，且

部分窖泥片球菌可能来源于大曲［１１－１２］。浓香型白酒生产强

调“增己降乳”，沈怡方对于大曲内乳酸菌的论述也认为乳酸

含量可以多少反映曲质，且提高大曲发酵的品温可以减少乳

酸菌含量［１３］。本研究结果表明中高温大曲内乳酸菌是优势

种群，且以杆菌为主，因此有必要在大曲生产中通过提高制曲

品温等配套措施以控制乳酸菌的生长。

此外，本研究中发现高温放线菌属在所研究的大曲内也

存在较高分布。高温放线菌属由于具有菌丝体等形态学特

征，在早期的分类中将其归入放线菌目；然而基于１６ＳｒＤＮＡ
序列分析、Ｇ＋Ｃ比等其他分子生物学研究结果，且具有内生
孢子（含有二吡啶羧酸），目前有学者建议将该属并入枯草杆

菌菌群［１４］。其中 Ｔｈｅｒｍｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓｖｕｌｇａｒｉｓ最早报道时就发
现该菌具有较强耐高温和产淀粉酶的能力［１５］。高亦豹等的

数据表明，高温放线菌属只存在于高温大曲内［２－３］；结合本研

究结果，有理由相信高温放线菌属和芽孢杆菌的分布与大曲

制曲温度存在一定关系，制曲品温越高，则高温放线菌属和芽

孢杆菌的分布越丰富。

３　结论

通过构建中高温大曲细菌１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库、测
序和系统发育树分析，较为系统地研究了泸州老窖成品大曲

的细菌微生物群落结构，研究结果表明：乳酸菌（魏斯氏菌和

乳杆菌）和高温放线菌是中高温大曲内细菌的优势种群。后

期的工作应集中在如下几点：一，针对乳酸菌和高温放线菌，

设计相关培养基，进行分离、培养及代谢性质的研究，确定其

在白酒固态发酵过程中的具体作用。二，比较不同地区、不同

季节、不同香型大曲间微生物的差异，以研究地域、季节、制曲

工艺等对大曲微生物组成的影响。通过以上数据的整合和比

较研究可以帮助我们在理解“曲定香型”等方面提供理论依

据。三，在大曲质量评判上，重新评估大曲酸度指标（或者乳

酸含量指标）对大曲质量评判的重要性。
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