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浓香型酒醅中尿素降解菌的辨析及鉴定
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2.四川省绵阳市丰谷酒业有限责任公司，四川绵阳 621010）

摘　要：尿素是白酒生产中致癌物氨基甲酸乙酯的主要前体物质，本研究基于 Illumina NovaSeq高通量测序并结合

生物信息学以及菌群与尿素的关联性分析，从同一酒企不同窖池发酵的浓香型酒醅中辨析潜在的尿素降解菌群。

结果表明，6个不同发酵酒醅中尿素含量为 60.89~73.29 mg/kg；皮尔森相关分析表明，尿素含量与短杆菌属

Brevibacterium（相关系数 rho=−0.7591）、链球菌属 Streptococcus（ rho=−0.7969）、韦荣氏球菌属 Veillonella
（rho=−0.8522）和假单胞菌属 Pseudomonas（rho=−0.8023）存在显著的负相关性。通过 PICRUSt2功能预测在

KEGG数据库对比，表明该酒醅细菌菌群功能主要体现在代谢（Metabolism）通路上，丰度占比 80.59%；其中，

涉及尿素代谢和尿素循环相关的碳水化合物代谢和氨基酸代谢的相对丰度分别为 15.95%和 14.70%。由皮尔森相

关分析结果可知，上述菌属与尿素代谢相关的脲酶（EC：3.5.1.5）呈正相关，而与尿素循环相关的关键酶包括精

氨酸琥珀酸合酶（EC：6.3.4.5）、精氨酸琥珀酸裂解酶（EC：4.3.2.1）和鸟氨基甲酰转移酶（EC：2.1.3.3）等呈

负相关，表明这些菌属具有降解尿素的潜在能力。在此基础上，从酒醅中筛选出了一株有效降解尿素的菌株，经

分子生物学鉴定，初步判定该菌株为亚麻短杆菌（Brevibacterium linens），并已于中国典型培养物保藏中心登记

保藏。综上所述，通过辨析和鉴定酒醅中的尿素降解菌，为后续生物强化应用降低白酒中的尿素和氨基甲酸乙酯

提供可借鉴的理论依据。
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Discrimination and Identification of Urea-degrading Bacteria
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Abstract：Urea was the main precursor substance of the carcinogenic ethyl carbamate in the production of Baijiu.  In this
study,  urea-degrading  microbiota  was  revealed  in  the  fermented  grains  from  different  fermentation  cellars  of  the  same
brewing  enterprise,  by  Illumina  NovaSeq  high-throughput  sequencing  combined  with  bioinformatics  and  the  correlation
analysis  between  the  microbiota  and  urea.  The  results  showed that  the  urea  content  of  six  fermented  grains  ranged  from
60.89  to  73.29  mg/kg,  and  significant  negative  relations  between  urea  content  and  Brevibacterium  (rho=−0.7591),
Streptococcus  (rho=−0.7969),  Veillonella  (rho=−0.8522),  and  Pseudomonas  (rho=−0.8023)  were  observed  by  pearson
correlation  analysis.  Furthermore,  the  function  of  bacterial  microbiota  in  these  fermented  grains  was  mainly  reflected  in
Metabolism,  which  occupied  relative  abundance  of  80.59%  by  PICRUSt2  analysis.  Notably,  the  relative  abundances  of  
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carbohydrate  metabolism  and  amino  acid  metabolism  associated  with  urea  degradation  and  urea  cycle  were  15.95% and
14.70%,  respectively.  Meanwhile,  above  four  genera  were  positively  correlated  with  urease  (EC:  3.5.1.5),  and  the  key
enzymes  including  argininosuccinate  synthetase  (EC:  6.3.4.5),  argininosuccinate  lyase  (EC:  4.3.2.1),  and  ornithine
transcarbamylase (EC: 2.1.3.3) related to the urea cycle were negatively correlated with these genera by pearson correlation
analysis,  which  showed  potential  of  these  genera  for  urea  degradation.  Based  on  this,  a  strain  capable  of  effectively
degrading urea was isolated from the fermented grains, and preliminarily identified as Brevibacterium linens by molecular
biology, and the preserved strain has been registered in the China Typical Culture Repository. Taken together, unveiling the
urea-degrading bacteria in fermented grains could provide a theoretical foundation for urea and ethyl carbamate reduction in
Baijiu fermentation by bioaugmentation.

Key words：Nong-xiang Baijiu；urea-degrading bacteria；urease；Brevibacterium；Baijiu safety

“民以食为天、食以安为先”，保障食品安全是建

设健康中国、增进人民福祉的重要内容。固态发酵

白酒作为我国传统发酵食品，具有鲜明的民族特色和

产业优势，消费面广量大，在我国食品行业中占有重

要地位。保障白酒品质安全既是关系国计民生的大

事，也是传承民族精髓和弘扬民族文化的重要举措。

固态发酵白酒由于生产工艺复杂独特，加工方式传

统，危害物多元，容易造成其安全风险可能高发等突

出问题[1]。例如，白酒在酿造发酵过程中会生成有害

副产物，主要包括氨基甲酸乙酯（Ethyl Carbamate，

EC）、氰化物、甲醇和生物胺等[2]。白酒生产中相关

危害副产物难以完全规避，核心在于先摸清其发酵生

成机理，再针对性采取措施，最大限度降低这类副产

物的形成。这些危害物是无法完全避免的，只能在了

解其发酵生成机理的基础上尽量减少白酒生产过程

中相关副产物的形成。其中，EC是一种天然产生于

发酵食品，尤其是饮料酒中的一种 2A类致癌物[3]。

目前，控制 EC的途径和方法主要分为 4类，分

别是：优选发酵原料、筛选优良菌株、改善酿造工艺

以及外源添加酸性脲酶。例如，通过选育低产尿素酵

母菌，并对其基因进行改造以降低其精氨酸酶活性，

达到阻断精氨酸代谢生成尿素的途径，从而减少

EC的形成[4]。吴晨岑等[5] 则通过研究二次蒸馏对

EC的去除率，结果表明，壶式蒸馏的 EC相对去除率

高达 92.76%，并且采用适当的掐头去尾方法能够获

得 EC浓度较原酒低的二次蒸馏酒。然而，传统固态

发酵白酒正是因为独特的生产工艺才赋予了产品典

型的风格，在不改变酿造工艺、不影响酒体感官和不

降低白酒产量的前提下降低 EC含量，是白酒行业面

临的共同难题。此外，EC具有很好的稳定性，在白

酒中一旦形成便很难被去除，尽管在强酸强碱条件下

可以将其去除，但通过这种化学方式消减 EC具有一

定的难度且对白酒风味和品质有较大影响[6]。

基于此，目前对白酒中 EC的消减策略研究主要

集中在其前体物质。EC主要通过尿素、氰化物、瓜

氨酸、焦碳酸二乙酯和氨甲酰磷酸 5种前体物质形

成。其中，白酒中 EC的主要形成途径是尿素乙醇途

径和氰化物乙醇途径。具体反应过程为：在酸性环境

下，随着温度的升高，尿素与乙醇反应生成 EC的速

率会逐渐加快；当反应温度在 60~100 ℃ 范围，尿素

会被分解为氰酸盐和异氰酸盐，这两种物质均可与乙

醇反应生成 EC；当温度过高时，尿素会被分解为氢

氰酸和氨气，之后再与乙醇反应生成 EC[7]。由此可

见，尿素含量的多少对 EC的形成有显著的影响。白

酒发酵过程中 EC和尿素的产生和消除主要取决于

相关微生物的代谢和相互作用；因此，辨析和尿素降

解相关的功能菌群是控制白酒生产过程中 EC含量

的必要基础。

综上所述，本研究以浓香型酒醅作为研究对象，

采用 Illumina-NovaSeq高通量测序技术结合生物信

息学手段，揭示不同发酵窖池中酒醅的细菌群落结构

和组成；进一步通过关联性分析和 PICRUSt2功能预

测，辨析酒醅中与尿素降解相关的微生物菌群以及潜

在的降解途径；在此基础上，筛选并鉴定相关的尿素

降解菌株及其降解性能分析。研究结果为后续生物

强化应用降低白酒中的尿素和 EC提供可借鉴的理

论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

酒醅样品　来源于中国四川某浓香型白酒企

业。随机从不同生产车间挑取 6个窖池，发酵结束

后分别从每个窖池的上层、中层和底层位置取 200 g
酒醅混合均匀作为一个样品，转移到无菌聚乙烯袋

中，然后立即用液氮速冻置于−80 ℃ 冰箱保存。6个

酒醅样品分别依据窖池编号，依次命名为：FG06、
FG08、FG11、FG15、FG24和 FG27；酒醅群落 DNA
提取试剂盒 OMEGA Soil  DNA Kit （D5635-02）　
美国 Bio-Tek公司；琼脂糖凝胶试剂（75510-019）和
电泳缓冲液（AM9870）、荧光定量染料 Quant-iT
PicoGreen dsDNA Assay  Kit  （P7589）　美国 Invi-
trogen公司；DNA Marker （DL2000）　美国 Takara
公司；Q5  DNA高保真聚合酶 Q5®  High-Fidelity
DNA Polymerase （M0491L）　纽英伦生物技术（北

京）有限公司；总酸、乙醇、氨基酸等所用到的化学试

剂　均为分析纯，购自于成都市科隆化学品有限公

司；LB发酵培养基：酵母浸粉 5 g/L，蛋白胨 10 g/L，
氯化钠 10 g/L，充分溶解混匀后于 121 ℃ 高压灭菌

20 min；固体培养基则在此基础上添加琼脂至 20 g/L；
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筛选培养基：酵母浸粉5 g/L，蛋白胨 10 g/L，氯化钠

10 g/L，尿素3 g/L，溴甲酚紫 6 mg/L，充分溶解混匀

后于 121 ℃ 高压灭菌20 min。

S1000TM Thermal  Cycler聚合酶链式反应仪

　美国 Bio-Rad公司；DYY-6C电泳仪　北京六一

生物科技有限公司；NanoDrop NC2000紫外可见分

光光度仪　美国 Thermo Fisher Scientific公司；BG-
gdsAUTO （130） 凝胶成像仪　北京百晶生物技术有

限公司；BSA223S-CW电子天平　德国 Sartorius公

司；LDZX-75KB全自动灭菌锅　上海申安医疗器械

厂；SW-CJ-2FD超净工作台　浙江苏净净化设备有

限公司；HWS-250恒温培养箱　上海新苗实验仪器

有限公司；GL-20G-II离心机　上海安亭科学仪

器厂。

 1.2　实验方法

 1.2.1   酒醅理化指标测定　酒醅中水分和总酸参照

标准方法 T/CBJ 004-2018《固态发酵酒醅通用分析

方法》进行测定分析[8]，分别采用热风干燥质量恒定

法和酸碱电位滴定法。酒醅中乙醇的测定方法使用

重铬酸钾比色法依据文献 [9]进行操作测定。涉及

尿素循环及代谢相关的精氨酸、瓜氨酸以及尿素含

量的测定依据李拥军等[10] 报道的方法进行。

 1.2.2   酒醅细菌总 DNA提取检测　采用试剂盒

OMEGA Soil DNA Kit （D5635-02） 提取酒醅样品

的总细菌群落 DNA，然后以 0.8%琼脂糖凝胶电

泳进行分子大小判断后对 DNA进行定量检测。

16S rRNA V3-V4区域 PCR扩增选用引物为 338F

（5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3’） 和 806R （5’-

GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’），扩增程序根据

先前的操作方法进行[11]。PCR扩增产物进行 2%琼

脂糖凝胶电泳，切取目的片段然后用 Axygen凝胶回

收试剂盒回收目的片段。利用 Quant-iT PicoGreen

dsDNA Assay Kit对 PCR产物在 Microplate  reader

（Bio-Tek，FLx800） 上进行定量，然后按照每个样品

所需的数据量进行混样。

 1.2.3   文库构建、质检与测序　利用 Illumina公司

的 TruSeq Nano DNA LT Library Prep Kit进行建库，

从构建的文库中取 1 μL样品在 Agilent Bioanalyzer

机器上用 Agilent High Sensitivity DNA Kit对文库

做 2100质检，合格的文库应该有单一的峰且无接

头。利用 Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit在

Promega Quanti Fluor上对文库进行定量，合格的文

库计算后浓度应在 2 nmol/L以上。对合格的文库

在 Illumina  NovaSeq机 器 上 利 用 NovaSeq  6000

SP Reagent Kit （500 cycles） 进行 2×250 bp的双端

测序。

 1.2.4   细菌多样性测序分析　使用 QIIME2 2019.4

版本，并根据官方教程（https://docs.qiime2.org/2019.

4/tutorials/）进行修改并对微生物组生物学信息进行

分析。原始序列使用 QIIME pipeline进行处理，根

据文献 [12]描述的方法去除一些低质量序列。使

用 UCLUST把高质量序列依据 97%相似度聚成不

同的操作分类单元（OTU）[13]。采用核糖体数据库对

OTU代表序列进行物种分类注释[14]，并分别在各个

分类水平统计样本的群落组成。

 1.2.5   尿素降解菌株的分离筛选　称取上述 1.1中

尿素含量最低的 FG08酒醅 5.0 g，放入装有 95 mL
无菌生理盐水的 250 mL锥形瓶中，30 ℃ 恒温振荡

培养 24 h。取活化培养液 100 μL涂布于 LB发酵固

体培养基中，30 ℃ 恒温倒置培养 72 h。待菌落长出

后，挑取不同形态的单菌落进行分离纯化并接种于筛

选培养基，30 ℃ 恒温振荡培养 96 h，初步筛选可使

培养基颜色由黄变紫的菌株。接着，将初筛菌株分别

接种到 LB发酵培养基中，30 ℃ 恒温振荡培养 24 h
后，检测脲酶活性，选取酶活较高的菌株作为目标菌

株。脲酶活性检测方法如下：取 30 mL发酵液离心

5 min（4 ℃，8000 r/min）收集菌体，经磷酸盐缓冲液

（pH7.0，20 mmol/L）洗涤后重悬。将重悬液置于冰

浴中超声破碎 5 s间歇 2 s，40 W破碎 30 min。将

细胞破碎重悬液离心 5 min（4 ℃，10000 r/min）收
集上清液即为粗酶液。其中，脲酶活性检测采用

Berthelot reaction比色法[15]。

 1.2.6   尿素降解菌株的分子鉴定　离心收集培养好

的细菌菌体，按照 OMEGA细菌基因组提取试剂盒

的说明方法提取基因组 DNA，用 27F和 1492R引物

进行 PCR扩增。扩增程序：95 ℃ 预变性 3  min；
95 ℃ 变性 30 s，55 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 1 min，30
个循环；72 ℃ 延伸 10  min。扩增好的 PCR产物

进行琼脂糖凝胶电泳（2  µL样品+6 µL溴酚蓝），

300 V电压下跑胶 12 min，获取鉴定胶图；将获取

16S rDNA序列后送往北京擎科生物科技有限公司

成都分公司进行双向测序，测序结果在 NCBI数据库

中比对，利用MEGA11软件构建系统发育树。

 1.3　数据处理

使用 IBM SPSS Statistics 27软件对酒醅理化指

标数据进行显著性分析，采用单因素 ANOVA分析

的 Duncan检验法（P<0.05，n=3）。利用 QIIME 软件

对测序数据进行分析，每个样本设置 3次生物学重

复，在门、纲、目、科、属、种等不同分类水平上，通过

R语言（ggplot2 包）采用柱状图/堆叠柱状图形式绘

制物种分类图；同时基于 OTU（操作分类单元）水平，

利用 QIIME软件内置算法计算每个样本的 Chao1、
Shannon和 Simpson等 α-多样性指数，所有实验及

分析均独立重复 3次以确保结果可靠性。利用 IBM
SPSS Statistics 27软件计算了酒醅中微生物群落、

理化指标以及功能酶活性之间的皮尔森相关系数

（rho），以量化它们之间的线性相关程度。基于

独立 OTU使用 Bray-Curtis加权算法进行非度量

多维尺度分析（Non-metric multidimensional scaling，
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NMDS）[16]。PICRUSt2（Phylogenetic Investigation of

Communities by Reconstruction of Unobserved States）

预测代谢通路及组间功能差异分析，主要依据细菌

16S rRNA基因测序结果来预测菌群的代谢功能[17]。

 2　结果与分析

 2.1　不同发酵酒醅理化性质分析

酒醅理化性质的分析主要包括水分、酸度以及

酒精含量等指标，这些指标会受酒醅微生物群落组成

及其代谢差异的影响，因此理化指标可以在一定程度

上反映发酵过程的情况。在酒醅发酵过程中，酿造菌

群的互作及其代谢必然会产生多种酸类物质，同时也

伴随乙醇的生成，所以总酸与酒精含量的变化趋势大

致相同[18−19]。如图 1所示，在发酵结束后，不同车间

酒醅的水分、酸度以及乙醇含量均在正常范围内波

动；其中，FG27窖池酒醅中的总酸和乙醇含量均较

高，这其实主要与产酸菌的丰度大小有关系[20]。水分

的变化也是影响白酒发酵的一个重要因素：水分不足

会影响微生物的生长发酵，降低出酒率；水分过多则

会导致微生物生长旺盛，使酒醅高度酸化，从而影响

原酒酒质[21]。本研究 6个不同窖池的酒醅水分在

62.08%~68.86%的范围波动（图 1A）。水分的含量

除了受入窖水分的影响，还与酿造菌群的呼吸作用有

关，微生物通过代谢原料中的淀粉、蛋白质等大分子

物质并逐步形成醇、醛、酸、酯等小分子物质，同时

伴随一定量的水形成。

此外，还分析比较了 6个窖池酒醅中与尿素循

环和代谢相关的尿素、精氨酸和瓜氨酸的含量，结果

如图 1D~图 1F所示。尿素含量位于 60.89~73.29 mg/

kg之间，其中 FG06酒醅尿素含量最高；同时，精氨

酸作为合成尿素的重要前体物质，在这些酒醅中与尿

素含量关系整体趋于一致。有文献报道，精氨酸可以

促进酿酒酵母生长，随着精氨酸含量增加，酿酒酵母

尿素产量也随之增加[22]。瓜氨酸主要来自于酿酒原

料本身以及乳酸菌通过精氨酸脱亚胺酶（Arginine

deiminase，ADI）途径降解精氨酸产生[23]，其中 FG08

酒醅中瓜氨酸含量最高。

 2.2　酒醅细菌群落的 OTU分析

通过高通量测序和序列质量控制，6个酒醅样品

共得到 1883904条有效序列，每个样品平均包含

104661条序列，通过归类共得到 28588个 OTU，结

果如图 2所示。所有样品共有的 OTU数量为 744

个，仅占总数量的 2.60%，这也表明 6个车间酒醅样

品的细菌群落结构存在显著差异。分析各酒醅样本

的 OTU数量分布，发现其介于 3545（FG27）至 6179

（FG08）之间。由此可知，每个样本的测序深度足够，

所得序列能够全面反映酒醅细菌群落的结构组成，可

用于后续分析。

 2.3　酒醅细菌群落 α-多样性分析

车间酒醅样本的 coverage（覆盖率）在 0.98±0.01

之间（图 3B），基本涵盖了样品中的微生物种类，证明

测序结果能够完整反映酒醅样品微生物物种的组成

信息。Chao1指数主要代表样本中物种丰度，其数值

越大，表明样本中包含的物种总数越多。Shannon 和

Simpson指数则代表了物种的多样性，数值越大，样

本的物种多样性也就越高。在 6个车间酒醅样品中，

Chao1指数在 1877.12（FG27）~4903.10（FG08）之间

（图 3A），这与 OTU数量结果（图 2）相吻合。Shannon

和 Simpson指数同样呈现这个现象（图 3C~图 3D），

表明 FG08酒醅样品的物种更为丰富且其多样性更

高，而 FG27酒醅则反之。
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图 1    不同车间酒醅的理化指标及显著性差异分析

Fig.1    Analysis of physicochemical indicators and significant differences in fermented grains from different workshops
注：不同字母表示理化指标的差异显著（P<0.05）。
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 2.4　酒醅细菌群落组成分析

基于门和属水平对 6个窖池酒醅中的细菌群落

结构进行分析（图 4），相对丰度大于 1%的共有优势

菌门有 7个，包括厚壁菌门（Firmicutes）、变形菌门

（Proteobacteria）、放线菌门（Actinobacteriota）、酸杆

菌门（Acidobacteriota）、芽单胞菌门（Gemmatimona-

dota）、拟杆菌门（Bacteroidota）和绿弯菌门（Chloro-

flexi）。其中，Firmicutes占据绝对优势（33.78%~

79.89%），这与诸多研究结果一致，表明了浓香型白

酒发酵酒醅的共性特征[24−26]。基于属水平上的共有

优势菌属有乳杆菌属（Lactobacillus）、链球菌属

（Streptococcus）、韦荣球菌属（Veillonella）和芽单胞

菌属（Gemmatimonas）；其中 Lactobacillus 占据绝对

优势，相对丰度为 18.83%~72.14%。

发酵结束后，酿造微生态系统内酸度和乙醇浓

度升高，氧气含量减少，大部分微生物无法耐受高酸

度、高乙醇浓度以及低氧等不利条件而衰亡，来自于

大曲和窖泥的乳酸菌逐渐成为优势菌种。乳酸菌的

主要产物是乳酸，能够减少白酒中的刺激感且能增加

酒体的醇厚感，对白酒风味的形成有重要影响[27]。本

研究结果可以初步推测酒醅中乳酸的形成主要由
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图 3    不同车间酒醅中细菌群落 α-多样性指数

Fig.3    α-Diversity indices of bacterial communities in different fermented grains
注：图柱上不同字母表示细菌群落 α-多样性指数的差异显著（P<0.05）。
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图 4    基于门（A）和属水平（B）分析不同酒醅的细菌群落结构

Fig.4    Analysis of bacterial community structure of different fermented grains based on phylum (A) and genus level (B)
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Lactobacillus 代谢产生，且主要在发酵后期形成。

FG08和 FG15窖池酒醅中 Lactobacillus 的相对丰

度与其它酒醅相比较低，分别为 32.32%±13.31%和

26.92%±7.08%（图 4B）；结合前文酒醅理化性质

分析，这两个酒醅的尿素和精氨酸含量也更低

（图 1D~图 1E），这可能是尿素降解菌群与其他酿造

微生物复杂代谢及相互作用的结果。值得关注的是，

FG08和 FG15酒醅中 Streptococcus 的相对丰度分

别达到了 3.64%和 3.81%，ZOTTA等 [28] 通过筛选

获得了一株产酸性脲酶的嗜热链球菌（Streptococcus
thermophilus），且该脲酶在低 pH和高乙醇浓度下具

有较强的活性。因此，FG08和 FG15酒醅中高丰度

的 Streptococcus 可能也是导致尿素含量相对较少的

原因之一。又如仇钰莹等[29] 从浓香型酒醅中分离出

了具有高精氨酸利用能力和高瓜氨酸积累特性的菌

株，包括葡萄球菌、芽孢杆菌、足球菌及乳球菌，且这

些微生物均属于 Firmicutes。FG06和 FG11酒醅

中 Firmicutes的相对丰度较高，有可能通过利用精氨

酸直接导致尿素和瓜氨酸含量高于其他酒醅样品。

 2.5　酒醅细菌群落 β-多样性分析

使用基于 OTU水平 Bary-Curtis距离算法进行

NMDS分析酒醅细菌群落的 β-多样性（图 5）。分析

结果表明，在 NMDS中胁强指数 stress值小于 0.1，
表明此分析结果能良好地代表数据的真实分布。其

中，FG08窖池和 FG15窖池酒醅样品在 NMDS图

中距离更为接近说明两者间群落构成差异较小，结合

前期细菌群落组成以及 α-多样性分析结果，表明两

酒醅样品的群落结构更为相似。但由于浓香型白酒

传统固态酿造工艺较为复杂，不同位置的群落结构可

能存在一定的差异，所以酒醅样品组内及组间的细菌

群落组成同样具有差异性。
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细菌群落的 β-多样性

Fig.5    β-Diversity of bacterial communities in different fer-
mented grains by NMDS based on Bray-Curtis distance

 

 2.6　酒醅细菌群落与尿素的关联性分析

为判定酒醅中与尿素降解相关的微生物菌群，

从样品、细菌属以及理化指标三者进行关联分析。

利用冗余分析（Redundancy Analysis，RDA）考察酒

醅样品和尿素、瓜氨酸、精氨酸以及乙醇的关联性，

结果如图 6A所示。图中分布解释率为 95.22%，说

明酒醅理化指标与样品中细菌群落结构的分布有显

著的相关性。由图 6A可知，尿素含量与酒醅 FG06

和 FG24中的细菌群落组成呈显著的正相关性。接

着，分析皮尔森相关系数，绘制了主要优势细菌属和

尿素以及其他理化指标的关联网络图（图 6B）。由图

可知，乙醇、水分和尿素及精氨酸与 Lactobacillus 呈

正相关，但与其他的大部分细菌属呈显著负相关，这

可能是由于绝大部分 Lactobacillus 具有极强的环境

适应性，在发酵糖类时产生大量乳酸而抑制了其他微

生物和杂菌的生长，在白酒酿造过程中能够形成风味

前体物质，其代谢产物也可成为其他酿酒微生物生长

繁殖的碳源[30]。而在这些细菌属中，如链球菌属

Streptococcus（相关系数 rho=−0.7969）、韦荣氏球

菌属 Veillonella（rho=−0.8522）、短杆菌属 Brevibac-
terium（ rho=−0.7591）和假单胞菌属 Pseudomonas
（rho=−0.8023）都与尿素含量存在显著的负相关性，

说明这些细菌属在降解尿素上可能都具有一定潜在

能力。早在 1961年，VALENTINE等[31]在《自然》期

刊上就报道了通过提取 Streptococcus allantoicus 的

胞内物可以实现尿素的磷酸盐依赖性降解 ，

ZOTTA等[28] 也分离鉴定了一株高产酸性脲酶而降

解尿素的嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus）。
在白酒酿造生态系统中报道的尿素降解菌主要集中

在芽孢杆菌属 （Bacillus） ，包括地衣芽孢杆菌

（Bacillus licheniformis）和解淀粉芽孢杆菌（Bacillus
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amyloliquefaciens）[15,32]。在降解尿素上可能具有一

定潜力的微生物属 Veillonella、Brevibacterium 和

Pseudomonas 却鲜有报道，后续研究在酿酒功能微生

物资源的挖掘以及代谢功能的证实方面可以进一步

深入。

 2.7　酒醅细菌群落代谢功能预测分析

通过 PICRUSt2方法将酒醅细菌的 16S rRNA

基因序列在 KEGG数据库中进行菌群代谢功能

预测，结果如图 7所示。在 KEGG数据库的 6大

通路包括代谢（Metabolism）、遗传信息处理（Genetic

Information Processing）、环境信息处理（Environmen-

tal Information Processing）、细胞过程（Cellular Pro-

cesses）、生物系统（Organismal Systems）和人类疾病

（Human Diseases）中，酒醅细菌群落在 Metabolism

通路中占比丰度最多（80.59%），其中碳水化合物代

谢（15.95%）、氨基酸代谢（14.70%）以及辅因子和维

生素代谢是菌群主要的代谢方式（图 7A和图 7B）。

其原因主要体现在白酒酿造过程中，微生物可以利用

原料中大量的碳水化合物作为底物而代谢产生醇、

醛、酸、酯类等白酒风味物质[17]。其中 FG08和 FG15

酒醅中碳水化合物代谢、氨基酸代谢以及辅因子和

维生素代谢的相对丰度明显高于其他酒醅。

通过 KEGG直系同源基因簇（KEGG ortholo-

gous groups，KO）注释可以获得更详细的代谢功能信

息，KO是 KEGG数据中最小的分类，它对应代谢通

路上各个具体的代谢反应。对 6种酒醅中相对丰度

总量排名前 24的 KO进行聚类分析并绘制相对丰

度热图，结果如图 7C所示。从图 7C可知，6种酒醅

共 18个样本除各窖池聚为一类外，FG24和 FG27、

FG06和 FG11、FG08和 FG15在代谢功能上更为接

近，但不同酒醅存在显著差异。注释到排名前 24的

KO多数是氨基酸代谢相关的酶，如异柠檬酸脱氢酶

（KO00030）和 γ-丁基甜菜碱双加氧酶（KO00471）

等，以及碳水化合物代谢相关的果胶酯酶（KO01051）

和 6-磷酸果糖-2-激酶（KO00900）等，这也证实了酒

醅细菌主要是通过碳水化合物代谢和氨基酸代谢来

产生浓香型白酒主要的风味物质。

 2.8　酒醅细菌群落尿素代谢途径分析

为了进一步判定酒醅中与尿素降解相关的微生

物，通过 PICRUSt2标记基因序列预测尿素降解和尿

素循环途径相关功能酶及其丰度信息，绘制气泡关联

图，结果如图 8所示。尿素的生物合成途径主要为

尿素循环，与精氨酸的生物合成密切相关；尿素降

解则主要依靠微生物代谢产生脲酶将尿素降解为

CO2 和 NH3。由皮尔森相关分析结果可知，Strepto-
coccus、Veillonella、Brevibacterium 和 Pseudomonas
与尿素代谢相关的脲酶（EC：3.5.1.5）呈正相关，而这

些菌属与尿素循环相关的关键酶包括精氨酸琥珀酸

合酶 （EC： 6.3.4.5）、精氨酸琥珀酸裂解酶 （EC：

4.3.2.1）和鸟氨基甲酰转移酶（EC：2.1.3.3）等呈负相

关，表明这些菌属具有降解尿素的潜在能力。其中，

Brevibacterium 在 FG08酒醅中占有 1.33%的丰度，

相比于其他酒醅更高，有利于后续的分离筛选。

 2.9　尿素降解菌株的分离筛选及鉴定

通过活化酒醅菌悬液涂布于 LB固体发酵培养

基筛选出菌落形态不一的菌株，其中共筛选出有效菌

株 18株。将上述菌株接种于筛选培养基 30 ℃ 培

养 72 h，其中有 3株菌株可以分解尿素产生 NH3 使

培养基颜色由黄变紫。进一步将这 3株菌株进行发
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以及细菌群落 KEGG直系同源基因簇丰度热图（C）

Fig.7    First (A) and second (B) levels functional prediction
of bacterial community in fermented grains, and abundance

heatmap of KEGG orthologous gene clusters (C)
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酵，测定其脲酶的活力。由图 9A可知，菌株W2、W5
和 W7胞内脲酶活力分别为 0.41、0.39和 0.034 U/
mL。因此，选取菌株 W2和 W5进行后续测序鉴

定。将扩增好的 PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳，结

果如图 9B所示，在 1500 bp左右有明显条带，条带

大小与 16S rDNA特征一致。将 PCR产物进行测序

后进一步拼接，拼接好的序列在 NCBI数据库中用

BLAST程序进行序列比对分析，通过 MEGA11构

建系统发育树，结果如图 9C所示。菌株 W2和 W5
均同亚麻短杆菌（Brevibacterium linens）聚为一簇，

说明同源性最高。因菌株 W2和 W5同属，选择脲

酶活性更高的 W2作为目标菌株。该亚麻短杆菌命

名为 Brevibacterium linens W2，已于 2024年 7月 18
日在中国典型培养物保藏中心登记保藏，保藏号为

CCTCC NO:M20241598。结合前文 Brevibacterium
丰度与尿素含量呈负相关且与脲酶呈正相关，表明亚

麻短杆菌（B. linens W2）具有降解尿素的能力，符合

前期相关性结果分析。

 3　结论
本研究基于高通量测序及生物信息学从不同窖
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池发酵的浓香型酒醅中辨析潜在的尿素降解菌群。

短杆菌属 Brevibacterium、链球菌属 Streptococcus、
韦荣氏球菌属 Veillonella 和假单胞菌属 Pseudomonas
与尿素含量存在显著的负相关性，而与降解尿素的脲

酶呈正相关性。在此基础上，从酒醅中筛选出了一株

有效降解尿素的菌株，经分子生物学鉴定，初步判定

该菌株为亚麻短杆菌，并已于中国典型培养物保藏中

心登记保藏。综上所述，通过辨析和鉴定酒醅中的尿

素降解菌，为后续生物强化应用降低白酒中的尿素和

氨基甲酸乙酯提供可借鉴的理论依据。

© The Author(s)  2026.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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