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泸州和南阳地区中温大曲真菌群落结构和
理化品质的差异性及相关性分析
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4.河南省白酒多粮酿造工程技术研究中心，河南南阳 473399）

摘　要：为比较不同地区中温大曲真菌群落和理化品质的差异，本研究采用 PacBio SMRT测序技术和常规理化分析

手段对泸州和南阳地区中温大曲样本的真菌群落结构和理化性质进行了比较分析，并通过普氏分析和相关性分析

揭示了优势真菌种和理化品质之间的相关关系。真菌微生物分析结果显示，泸州和南阳地区中温大曲真菌类群均

以橙色嗜热子囊菌（Thermoascus aurantiacus）、疏棉状嗜热霉（Thermomyces lanuginosus）和扣囊覆膜酵母

（Saccharomycopsis  fibuligera）为主，累积平均相对含量分别为 64.59%和 83.58%，且嗜热真菌（Rasamsonia
composticola）和东方伊萨酵母（Issatchenkia orientalis）分别被认为是泸州和南阳地区中温大曲的真菌生物标志

物。理化分析结果表明，相较于南阳地区中温大曲，泸州地区中温大曲中水分活度、水分含量、结合水含量、灰

分、淀粉含量、氨基酸态氮含量和蛋白质含量显著偏高（P<0.05），而密度、曲皮硬度和自由水含量以及液化

力、酯化力和糖化力显著偏低（P<0.05）。关联性分析结果表明，中温大曲优势真菌种与理化指标之间存在复杂

的相关关系。本研究的开展为揭示不同区域中温大曲真菌群落和理化品质的差异提供了重要支撑数据。
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Abstract： In  this  study,  PacBio  SMRT sequencing  technology  and  conventional  physicochemical  analysis  methods  were
employed  to  conduct  a  comparative  analysis  of  the  fungal  community  structure  and  physicochemical  characteristics  of  
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medium-temperature Daqu samples from Luzhou and Nanyang regions. Furthermore, principal coordinate analysis (PCoA)
and  correlation  analysis  were  performed  to  reveal  the  association  between  dominant  fungal  species  and  physicochemical
properties.  The  results  of  fungal  community  analysis  showed  that  the  fungal  communities  in  medium-temperature  Daqu
from  both  Luzhou  and  Nanyang  regions  were  dominated  by  Thermoascus  aurantiacus,  Thermomyces  lanuginosus,  and
Saccharomycopsis  fibuligera,  with  cumulative  average  relative  abundances  of  64.59%  and  83.58%,  respectively.
Additionally,  Rasamsonia  composticola  and  Issatchenkia  orientalis  were  identified  as  fungal  biomarkers  for  medium-
temperature  Daqu  from  Luzhou  and  Nanyang  regions,  respectively.  Physicochemical  analysis  results  indicated  that,
compared  to  medium-temperature  Daqu  from Nanyang,  Daqu  from Luzhou  exhibited  significantly  higher  water  activity,
moisture  content,  bound  water  content,  ash  content,  starch  content,  amino  acid  nitrogen  content,  and  protein  content
(P<0.05),  while  density,  crust  hardness,  free  water  content,  liquefaction  power,  esterification  power,  and  saccharification
power  were  significantly  lower  (P<0.05).  Correlation  analysis  revealed  complex  relationships  between  dominant  fungal
species  and  physicochemical  indicators  in  medium-temperature  Daqu.  This  study  provides  important  supporting  data  for
understanding the differences in fungal communities and physicochemical properties of medium-temperature Daqu across
different regions.

Key  words： medium-temperature  Daqu； PacBio  SMRT  sequencing  technology； fungal  community  structure；

physicochemical properties；correlation analysis

作为中国传统浓香型白酒酿造中不可或缺的糖

化发酵剂与核心原料，中温大曲中蕴含着丰富的菌

系、酶系和物系[1]，是浓香型白酒酿造过程中核心微

生物的主要来源，且其对白酒产量、品质及风味成分

的形成发挥着至关重要的作用[2]。其中，中温大曲中

定植的真菌微生物通过分泌多种关键酶类（淀粉酶、

糖化酶和酯化酶等）主导酿酒原料的糖化、发酵以及

风味前体物质的合成过程，其群落结构的多样性和稳

定性对大曲理化特性（如糖化力、液化力和酸度等）

和酒体品质具有决定性影响[3]。值得一提的是，中温

大曲发酵过程中所富集的微生物主要来源于人工接

种的曲母和酿造车间的微环境[4]。然而，受到地域环

境、制曲原料和工艺参数等多重因素调控，不同产区

中温大曲的微生物群落及理化品质呈现出明显的空

间异质性，这可能影响其在白酒酿造中的适用性[5]。

尽管已有学者关注中温大曲微生物类群，但现有研究

多聚焦于单一产区[6] 或特定工艺[7−8] 下的微生物特

征，针对不同地区中温大曲真菌群落与理化品质的系

统研究及关联分析仍显不足。因此，深入解析不同地

区中温大曲真菌群落结构与理化品质的差异，并揭示

两者之间的相关关系，对于优化中温大曲制作工艺和

提升酒体品质具有不可忽视的作用。

近年来，高通量测序技术和生物信息学技术的

快速发展，为解析大曲中复杂微生物群落结构及其

功能提供了有力手段。然而，传统的 Illumina NGS

（Next Generation Sequencing）平台虽已被广泛应用

于真菌微生物群落研究，但其读长较短，难以实现真

菌 ITS区域的全长覆盖，限制了物种分类分辨率及

群落功能潜力的深入挖掘[9]。相比之下，PacBio单分

子实时（Single Molecule Real-Time，SMRT）测序技

术凭借其超长读长和高准确性的特点，能够完整覆

盖真菌整个 ITS1-5.8S-ITS2区域，显著提高物种

鉴定的精准度，尤其是在种水平微生物注释和稀有物

种挖掘方面具有显著优势 [10]。例如，崔梦君等 [11]

采用三代测序技术对高温和中高温大曲的真菌类

群进行解析发现，高温大曲主要以疏棉状嗜热霉

（Thermomyces lanuginosus）为主，而中高温大曲则

主要以多育曲霉（Aspergillus proliferans）为主；吴成

等[12] 对高温大曲发酵过程中真菌多样性的研究指

出，相较于二代高通量测序技术，SMRT测序技术在

种水平上更适合于小类真菌多样性的鉴定。但由于

SMRT成本相对较高，目前较少见到其在中温大曲

真菌微生物中应用的研究报道。因此，基于 SMRT

测序技术解析中温大曲真菌群落结构是很有必要的。

纳入本研究的两个地区中温大曲均具有悠久的

酿造技艺和文化传承，四川省泸州市是中国浓香型白

酒的发源地[13]，素有“川酒甲天下，酒城看泸州”的说

法，而河南省南阳市的赊店白酒传承自古法酿酒技

艺，已被列为河南省非物质文化遗产[14]，且中国地图

上两地之间 1000多千米的空间距离伴随着因地理

纬度、海拔高度、海陆位置等因素差异而形成的天然

地域分异。综上所述，在长期人工驯化和自然选择

下，两个地区均会形成具有区域特征的微生物群系，

进而影响所酿造中温大曲的品质特征。因此，有必要

开展两个地区中温大曲微生物群系与品质的分析，

以明确两者之间的关联机制。

本研究以四川省泸州市和河南省南阳市两个地

区具有典型代表性的酿酒厂所生产的中温大曲作为

研究对象，采用 PacBio SMRT测序技术和常规理化

检验方法对两个地区中温大曲的真菌群落结构和生

理生化品质进行全面解析，并通过多元统计学分析方

法进一步探究优势真菌种与关键理化指标之间的相

关关系。本研究的开展旨在掌握更全面、更精确的

中温大曲真菌微生物信息和理化特征，并探究不同地

区中温大曲品质差异的内在原因，以期为中温大曲品

质优化和浓香型白酒强化生产提供数据支撑。

第  47 卷  第  7 期 王玉荣 ，等： 泸州和南阳地区中温大曲真菌群落结构和理化品质的差异性及相关性分析 · 187 · 



 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

TGuide S96磁珠法 DNA提取纯化试剂盒　天

根生化科技（北京）有限公司；KOD OneTM PCR
Master Mix、KOD FX Neo　北京百灵克生物科技有

限责任公司；Agencourt AMPure XP核酸纯化试剂盒

　贝克曼库尔特有限公司；Qubit dsDNA HS测定试

剂盒　美国赛默飞世尔公司；ExKubit  dsDNA HS
Assay Kit荧光定量检测试剂盒　上海吉泰依科赛生

物科技有限公司；SMRTbell Template Prep Kit建库

试剂盒　PacBio公司；氯化钠、碳酸钙、氢氧化钠、

浓盐酸、浓硫酸、葡萄糖、可溶性淀粉、碘、碘化钾、

无水乙酸钠、乙酸、乙醇、甲醛（均为分析纯）　国药

集团化学试剂有限公司。

DFT-300小型高速粉碎机　温州顶力医疗器械

有限公司；5810R型离心机（冷冻型）　德国 Eppen-
dorf公司；LHR-150生化培养箱　上海一恒科学仪

器有限公司；DYY-12型电泳仪　北京六一仪器厂；

ND-2000C微量紫外分光光度计　美国 Nano Drop
公司；vetiri梯度基因扩增仪　美国 AB公司；Qubit
4.0荧光计　美国赛默飞世尔公司；Sequel II测序仪

　PacBio公司；R930机架式服务器　美国 DELL公

司 ；TA.XT  Plus物性测试仪　英国 Stable  Micro
System公司；AW-1水分活度仪　无锡碧波电子设备

厂；MS-70快速水分测定仪、NMI20-025V-I型核磁

共振成像分析仪　上海纽迈电子科技有限公司；

K1100凯氏定氮仪　海能未来技术集团股份有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   中温大曲样本采集　本研究从四川省泸州市

华西酒业有限公司和河南省南阳市赊店老酒股份有

限公司的制曲车间分别获得中温大曲各 10份，共计

20份。样品采集遵循多层次、多点位原则，且保证是

贮存三个月以上的陈曲，以确保样品具有代表性。每

份大曲均为完整的曲块，表面呈现棕黄色且无明显菌

斑，气味良好且以麦香为主。之后使用高速粉碎机将

曲块粉碎混匀，储存于−40 ℃ 冰箱中用于后续实验。

 1.2.2   中温大曲样本 DNA提取、PCR扩增和 PacBio

SMRT测序　参照 DNA提取纯化试剂盒说明书进

行中温大曲样本 DNA提取，并使用 Qubit dsDNA
HS测定试剂盒和 Qubit 4.0荧光计测定样本 DNA
浓度。使用真菌测序引物 ITS3F（5′-GCATCGATG
AAGAACGCAGC-3 ′ ） 和 ITS4R（ 5 ′ -TCCTCCGCT
TATTGATATGC-3′）对样本 ITS区进行全长聚合酶

链式反应（Polymerase Chain Reaction，PCR）扩增[15]，

并使用核酸纯化试剂盒对 PCR产物进行纯化，之后

使用 Qubit dsDNA HS测定试剂盒和 Qubit 4.0荧光

计对 PCR产物进行定量分析，且通过琼脂糖凝胶电

泳和紫外-可见分光光度计对 PCR清洁产物进行质

量评估[16]。最后，将检测合格的 PCR纯化产物送往

北京百迈客生物科技有限公司进行 PacBio SMRT
测序。

 1.2.3   序列质控和生物信息学分析　PacBio SMRT

测序下机数据首先通过 SMRT Link软件（v8.0）进

行初步质控[17]，去除低质量读长和适配子序列（目标

片段重复次数≥5，最低预测准确率≥90%），形成高

质量的环形一致性（Circular Consensus Sequencing，

CCS）序列，并利用 Lima软件（v1.7.0）识别 Barcode

序列信息以将 CCS序列分配到不同样本并转化为

fastq格式数据[18]。

基于 UCHIME算法和 gold数据库定位并去除

嵌合体序列[19]，得到有效数据用于后续分析。利用

USEARCH将上述有效数据按照 97%同源性进行

可操作分类单元划分（Operational Taxonomic Unit，

OTU），并通过 BLAST工具对每个 OTU进行物种

注释和分类学分析 [20]。之后，借助 QIIME平台

（v1.9.1）进行多样性分析（α 多样性和 β 多样性）和系

统发育树构建，揭示大曲样本中真菌群落的组成和结

构特征。

 1.2.4   大曲样本理化性质分析　参照 QB/T 4257-

2011《酿酒大曲通用分析方法》对大曲样本的密度、

酸度、灰分、淀粉含量、氨基酸态氮含量、酒化力、发

酵力、液化力、酯化力和糖化力等理化指标进行分

析。使用物性测试仪评估大曲样本的曲皮硬度和曲

心硬度。参照 GB 5009.5-2016《食品安全国家标准

食品中蛋白质的测定》使用凯氏定氮仪测定大曲样

本的蛋白质含量。使用水分活度仪和水分测定仪检

测大曲样本的水分活度和水分含量。使用低场核磁

共振分析仪测定大曲样本的结合水、不易流动水和

自由水的分布，参数设置：TD=90000，SW=333 kHz，

TW=3500 ms，NS=64，DL1=0.04708 ms[21]。每个样

品测试三次。

 1.3　数据处理与可视化

使用 Origin软件、R软件和 Cytoscape软件实

现数据可视化分析。其中，Origin软件用于绘制真菌

门、属和种水平的堆积柱状图；在 R软件中，利用

“BiodiversityR”包绘制物种累积箱型曲线图，利用

“VennDiagram”绘制 OTU韦恩图，利用“plotrix”和

“rio”绘制 OTU花瓣图，利用“ggplot2”包绘制小提

琴图，利用“ggplot2”“ade4”和“vegan”包进行主坐标

分析（Principal Co-ordinates Analysis，PCoA），利用

“tidyverse”“microeco”和“magrittr”包进行线性判别

分 析 （ Linear  Discriminant  Analysis  Effect  Size，

LEfSE），利用“pROC”包绘制 ROC（Receiver Opera-

ting Characteristic Curve）曲线，利用“vegan”包进行

普氏分析（Procrustes Analysis，PA）；使用 R软件的

“psych”包对两组数据集进行相关性分析和显

著性检验，并通过 Cytoscape软件绘制相关性网

络图。
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 2　结果与分析

 2.1　泸州和南阳地区中温大曲真菌 OTU分析

本研究借助 PacBio SMRT测序平台对泸州和

南阳地区中温大曲真菌微生物进行了分析，结果显

示，从 20份中温大曲样品中共获得 237598条高质

量有效序列。按照 98.75%序列相似度阈值，将

20份中温大曲有效序列进行合并和比对操作后共划

分获得 1085个 OTU。基于 OTU水平，本研究对泸

州和南阳地区中温大曲样本的测序情况进行了统计

分析。由图 1（A）和（B）可知，随着中温大曲样本个

数的增加，OTU数目不断累积，且物种累积箱型图曲

线上升趋势逐渐平缓，表明测序量充足且测序数据合

理，即纳入本研究的采样量可以有效反映两个地区中

温大曲真菌物种丰富度。

本研究进一步对各样本中 OTU分布情况进行

了分析，且将两个地区中温大曲样本中均存在的

OTU定义为共有 OTU，仅存在于一个地区样本中

的 OTU定义为特有 OTU，在所有样本中均存在的

OTU定义为核心 OTU。由图 1（C）可知，从泸州和

南阳地区中温大曲中分别划分到 775个和 913个

OTU，包括 603个共有 OTU、172个泸州地区特有

OTU和 310个南阳地区特有 OTU，这表明两个地区

中温大曲存在相似性和特异性。由图 1（D）可知，从

两个地区中温大曲样本中共划分到 11个核心 OTU，

仅占 OTU总数目的 1.01%。结合物种注释结果，本

研究对中温大曲样本的核心 OTU相对含量进行了

深入解析，结果如表 1所示。

由表 1可知，中温大曲样本的 11个核心 OTU
分别被鉴定为橙色嗜热子囊菌（Thermoascus auran-
tiacus，OTU1955）、扣囊覆膜酵母（Saccharomycopsis
fibuligera，OTU3126）、半乳糖霉属（Galactomyces，
OTU69）、地霉双足囊菌（Dipodascus  geotrichum，

OTU3749和 OTU4336）、少根根霉（Rhizopus  arr-
hizus，OTU3417）、异常威克汉姆酵母（Wickerhamo-
myces anomalus，OTU1797）、阿萨丝孢酵母（Tricho-
sporon asahii，OTU4053）、总状横梗霉（Lichtheimia
ramosa，OTU941）、多育曲霉（Aspergillus  prolifer-
ans，OTU3686）和粉状米勒酵母（Millerozyma fari-
nosa，OTU683）。其中，隶属于 Thermoascus aurantia-
cus 和 Saccharomycopsis  fibuligera 的核心 OTU是

两个地区中温大曲样本的主要核心 OTU，在泸州的

中温大曲中平均相对含量分别为 29.20%和 9.49%，

在南阳地区中温大曲中平均相对含量分别为 21.59%
和 19.40%，这表明 Thermoascus aurantiacus 和 Sac-
charomycopsis fibuligera 是两个地区中温大曲共有

的主要真菌类群。除此之外，隶属于 Galactomyces、
Dipodascus geotrichum、Rhizopus arrhizus 和 Tricho-
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图 1    泸州和南阳地区中温大曲测序情况统计

Fig.1    Sequencing statistics of medium-temperature Daqu from Luzhou and Nanyang regions
注：（A）泸州地区中温大曲真菌 OTU累积箱型图；（B）南阳地区中温大曲真菌 OTU累积箱型图；（C）OTU韦恩图；

（D）OTU花瓣图。
 

表 1    泸州和南阳地区中温大曲核心 OTU相对含量

Table 1    Relative abundance of core OTU in medium-temperature Daqu from Luzhou and Nanyang regions

OTU ID 鉴定结果 泸州（%） 南阳（%） 显著性

OTU1955 Thermoascus aurantiacus 29.20（27.43,0.03~58.30） 21.59（18.42,9.38~46.94） NS

OTU3162 Saccharomycopsis fibuligera 9.49（3.16,0.32~66.98） 19.40（16.68,1.32~50.87） NS

OTU69 Galactomyces 6.68（7.16,3.41~10.11） 0.39（0.31,0.03~0.89） ***

OTU3749 Dipodascus geotrichum 4.01（3.90,1.42~7.30） 0.32（0.15,0.01~1.03） ***

OTU4336 Dipodascus geotrichum 2.57（2.58,0.94~3.78） 0.50（0.31,0.02~2.06） ***

OTU3417 Rhizopus arrhizus 2.03（1.99,0.22~3.66） 0.36（0.16,0.01~1.79） ***

OTU1797 Wickerhamomyces anomalus 1.63（1.91,0.17~3.00） 3.12（0.58,0.06~15.62） NS

OTU4053 Trichosporon asahii 0.77（0.62,0.25~2.10） 0.18（0.17,0.03~0.44） ***

OTU941 Lichtheimia ramosa 0.60（0.46,0.03~2.29） 0.39（0.08,0.01~3.25） NS

OTU3686 Aspergillus proliferans 0.49（0.15,0.01~3.34） 1.53（0.11,0.03~14.12） NS

OTU683 Millerozyma farinosa 0.08（0.02,0.01~0.51） 0.36（0.22,0.02~2.00） *

注：“29.20（27.43,0.03~58.30）”代表“平均值（中位数，最小值~最大值）”，NS代表差异不显著（P>0.05），*代表差异显著（P<0.05），**代表差异非常显著
（P<0.01），***代表差异极显著（P<0.001），表2~表3同。
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sporon asahii 的核心 OTU在泸州地区中温大曲中

极显著富集（P<0.001），而隶属于 Millerozyma farinosa
在南阳地区中温大曲中显著富集（P<0.05），这也进一

步证实了两个地区中温大曲之间真菌微生物的特

异性。

 2.2　泸州和南阳地区中温大曲真菌多样性分析

微生物群落结构多样性指数是评估微生物群落

多样性的重要指标，可以综合反映微生物群落的物种

丰富度、相对丰度和进化关系。本研究在相同测序

深度下（9010 bp）计算了中温大曲样本的 α 多样性指

数，用于分析两个地区中温大曲真菌群落多样性。其

中，Chao1指数和辛普森指数分别反映样品中物种丰

富度和多样性，指数越高代表物种的丰富度和多样性

越大。由图 2（A）可知，泸州和南阳地区中温大曲中

平均 Chao1指数分别为 431和 338。由图 2（B）可
知，泸州和南阳地区中温大曲中平均辛普森指数分别

为 0.75和 0.66。由此可知，相较于南阳地区中温大

曲，泸州地区中温大曲的物种丰富度和多样性更高，

但其在统计学上均没有显著差异（Mann-Whitney，
P>0.05）。

β 多样性通过计算样本间距离反映样本（组）间

是否具有微生物群落差异，又称为生境间的多样性，

距离越远代表生境之间差异越大。本研究基于非加

权和加权 UniFrac距离进一步对两个地区中温大曲

真菌微生物多样性进行了解析。由图 2（C）可知，在

不考虑物种丰度的情况下，泸州和南阳地区中温大曲

样本之间具有分离趋势，分别位于 X=0轴下方和上

方。由图 2（D）可知，在考虑物种丰度的情况下，泸州

和南阳地区中温大曲样本在空间排布上亦呈现明显

分离趋势，分别位于 Y轴负半轴和正半轴。经过置

换多元方差分析（Permutational Multivariate Analysis
of Variance，PERMANOVA）检验发现，基于非加权

和加权 UniFrac距离，两个地区中温大曲真菌群落结

构之间均存在显著差异（P<0.05）。由此可知，无论是

否考虑物种丰度，两个地区中温大曲之间真菌群落均

存在明显差异，这反映了地域因素对中温大曲真菌群

落结构的影响。

 2.3　泸州和南阳地区中温大曲真菌群落结构分析

基于数据库注释结果，本研究从门、纲、目、科、

属和种共 6个分类学水平对中温大曲真菌群落结构

进行了分析。结果显示，1085个 OTU共注释到

8个真菌门，22个真菌纲，45个真菌目，91个真菌

科，138个真菌属和 201个真菌种。此外，本研究将

中温大曲样本中平均相对含量大于 1%的微生物类

群定义为优势微生物类群，并对两个地区中温大曲优

势真菌群落结构进行了分析，结果如图 3所示。

由图 3（A）可知，从两个地区中温大曲中共检测

到 3个优势真菌门，其中子囊菌门（Ascomycota）、毛

霉门（Mucoromycota）和担子菌门（Basidiomycota）为
泸州地区中温大曲的优势真菌门，平均相对含量依次

为 94.85%、2.86%和 1.52%；Ascomycota和 Muco-
romycota为南阳地区中温大曲的优势真菌门，平均

相对含量分别为 96.88%和 2.24%。由图 3（B）可
知，从两个地区中温大曲中共检测到 12个优势真菌
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图 2    泸州和南阳地区中温大曲真菌微生物多样性比较分析

Fig.2    Comparative analysis of fungal microbial diversity in medium-temperature Daqu from Luzhou and Nanyang regions
注：（A）Chao1指数；（B）辛普森指数；（C）非加权 UniFrac分析；（D）加权 UniFrac分析。
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图 3    泸州和南阳地区中温大曲真菌群落结构分析

Fig.3    Analysis of fungal community structure in medium-temperature Daqu from Luzhou and Nanyang regions
注：（A）优势真菌门；（B）优势真菌属；（C）优势真菌种。
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属，其中嗜热子囊菌属（Thermoascus）、嗜热真菌属

（Thermomyces）、覆膜孢酵母属（Saccharomycopsis）、
罗森氏菌属（Rasamsonia）、双足囊菌属（Dipodascus）、
耐碱酵母属（Galactomyces）、根霉属（Rhizopus）、威

克汉姆酵母属（Wickerhamomyces）、曲霉属（Asper-
gillus）和横梗霉属（Lichtheimia）为泸州地区中温大

曲的优势真菌属，平均相对含量依次为 31.45%、

24.00%、9.55%、8.67%、8.55%、6.74%、2.10%、1.67%、

1.45%和 1.32%；Thermoascus、Thermomyces、Sac-
charomycopsis、 Wickerhamomyces、 Aspergillus、根

毛霉属（Rhizomucor）和伊萨酵母属（Issatchenkia）为
南阳地区中温大曲的优势真菌属，平均相对含量依次

为 23.51%、40.78%、19.51%、3.18%、3.61%、1.27%
和 2.46%。由图 3（C）可知，从两个地区中温大曲中

共检测到 12个优势真菌种，其中黄嗜热子囊菌

（Thermoascus  aurantiacus）、疏棉状嗜热丝孢菌

（ Thermomyces  lanuginosus） 、扣囊覆膜酵母菌

（Saccharomycopsis  fibuligera）、嗜热真菌（Rasam-
sonia  composticola）、地霉双足囊菌 （Dipodascus
geotrichum）、少根根霉（Rhizopus arrhizus）、Wicker-
hamomyces anomalus 和 Lichtheimia ramosa 为泸州

地区中温大曲的优势真菌种，平均相对含量依次为

31.11%、 23.93%、 9.55%、 8.67%、 8.54%、 2.05%、

1.67%和 1.27%；Thermoascus aurantiacus、Thermo-
myces  lanuginosus、 Saccharomycopsis  fibuligera、
Wickerhamomyces  anomalus、 黄 曲 霉 （ Aspergillus
flavus）、Aspergillus proliferans、微小根毛霉（Rhizo-
mucor pusillus）和东方伊萨酵母（Issatchenkia orien-
talis）为南阳地区中温大曲的优势真菌种，平均相对

含 量 依 次 为 23.34%、 40.73%、 19.51%、 3.18%、

1.51%、1.54%、1.27%和 2.46%。为了进一步探究

两个地区中温大曲真菌群落组成的差异，本研究采

用 Mann-Whitney检验法对中温大曲中优势真菌种

进行了统计分析，结果如表 2所示。

由表 2可知，Thermoascus  aurantiacus、Ther-
momyces lanuginosus 和 Saccharomycopsis fibuligera

是泸州和南阳地区中温大曲的主要优势真菌种（平均

相对含量约 10%及以上），累积平均相对含量分别

为 64.59%和 83.58%，且这些真菌种在两个地区之

间差异均不显著（P>0.05）。除此之外，Rasamsonia
composticola、 Dipodascus  geotrichum、 Rhizopus
arrhizus 和 Lichtheimia ramosa 在泸州地区中温大

曲中显著富集（P<0.05），而 Aspergillus flavus、Rhizo-
mucor pusillus 和 Issatchenkia orientalis在南阳地区

中温大曲中非常显著富集（P<0.01）。由此可知，两个

地区中温大曲真菌群落结构存在相似性和特异性，这

与上述 OTU分析结果一致，且主要优势真菌种与核

心 OTU注释结果类似。

结合上述多样性分析结果可知，两个地区中温

大曲之间真菌群落结构的差异不仅体现在高丰度菌

群上，而且与低丰度菌群亦相关。因此，本研究采用

线性判别分析效应量（Linear Discriminant Analysis
Effect Size，LEfSe）对两个地区中温大曲中可能解释

组间差异的真菌物种进行了分析，以线性判别分析

（Linear  Discriminant  Analysis，LDA）大于 3.0作为

标准评估每个真菌物种对各分组差异效果影响的大

小，并结合 ROC曲线进一步验证，旨在从中筛选出

不同地区中温大曲真菌生物标志物，结果如图 4所示。

由图 4（B）可知，从两个地区中温大曲中共甄别

到 20个具有统计学差异的真菌物种（P<0.05），其中

在泸州和南阳地区分别甄别到 13个和 7个。在真

菌种水平上，Rasamsonia composticola、Dipodascus
geotrichum 和 Rhizopus arrhizus 在泸州地区中温大

曲中显著富集（P<0.05），而 Issatchenkia orientalis、
Rhizomucor  pusillus 和 Aspergillus  flavus 在南阳地

区中温大曲中显著富集（P<0.05），这与上述 Mann-
Whitney检验分析结果一致。在物种水平上，作为各

分组中 LDA值最大的真菌种，Rasamsonia composti-
cola 和 Issatchenkia orientalis 被认为是对两个地区

中温大曲真菌群落结构差异影响最大的真菌种，故

将Rasamsonia composticola 和 Issatchenkia orientalis
分别作为泸州和南阳地区中温大曲的真菌生物标志

 

表 2    泸州和南阳地区中温大曲优势真菌种相对含量

Table 2    Relative abundance of dominant fungal species in medium-temperature Daqu from Luzhou and Nanyang

优势真菌种 泸州（%） 南阳（%） 显著性

Thermoascus aurantiacus 31.11（29.73,0.03~59.69） 23.34（19.96,10.2~49.72） NS

Thermomyces lanuginosus 23.93（22.39,0~48.62） 40.73（37.67,11.78~77.36） NS

Saccharomycopsis fibuligera 9.55（3.21,0.32~67.30） 19.51（16.84,1.37~51.05） NS

Rasamsonia composticola 8.67（2.48,0.00~27.09） 0.01（0.00,0.00~0.03） *

Dipodascus geotrichum 8.54（8.00,2.86~14.82） 0.85（0.48,0.03~3.21） ***

Rhizopus arrhizus 2.05（2.01,0.22~3.69） 0.36（0.16,0.01~1.79） ***

Wickerhamomyces anomalus 1.67（1.95,0.17~3.06） 3.18（0.59,0.06~15.99） NS

Lichtheimia ramosa 1.27（1.00,0.04~4.52） 0.52（0.11,0.01~4.30） *

Aspergillus flavus 0.55（0.23,0.00~1.93） 1.51（1.43,0.45~3.16） **

Aspergillus proliferans 0.49（0.16,0.01~3.38） 1.54（0.11,0.03~14.19） NS

Rhizomucor pusillus 0.08（0.04,0.00~0.32） 1.27（0.46,0.03~9.49） **

Issatchenkia orientalis 0.00（0.00,0.00~0.02） 2.46（0.06,0.00~22.99） **
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物。通过绘制 ROC曲线进一步评估真菌生物标志

物 的 预 测 准 确 率 ， 由 图 4C可 知 ， Rasamsonia
composticola 和 Issatchenkia orientalis作为不同地区

中温大曲真菌生物标志物的 AUC（ROC曲线下方的

面积大小）分别为 0.8和 0.86，均介于 0.5到 1之间，

说明本研究将上述两个真菌物种作为不同地区中温

大曲的真菌生物标志物具有较高的准确率。

 2.4　泸州和南阳地区中温大曲真菌理化指标分析

硬度、水分、淀粉含量等理化指标在一定程度上

可以反映大曲的品质优劣，而液化力、糖化力和酯化

力等生化指标与大曲酶系功能息息相关[22]，白酒发

酵过程中通常依据大曲理化指标判断其是否适合发

酵。为了实现对中温大曲品质的深度剖析，本研究对

两个地区中温大曲的 18个理化指标进行了解析，结

果如表 3所示。

由表 3可知，相较于南阳地区中温大曲，泸州地

区中温大曲的水分活度、水分含量、结合水含量、灰

分、淀粉含量、氨基酸态氮含量和蛋白质含量显著偏

高（P<0.05），而密度、曲皮硬度和自由水含量以及液

化力、酯化力和糖化力显著偏低（P<0.05）。基于

PCoA分析方法，本研究进一步对两个地区中温大曲

的理化指标进行了降维分析，结果如图 5所示。

由图 5（A）可知，PCoA1和 PCoA2的方差贡献

率分别为 90.32%和 9.18%，两个地区中温大曲样本

在空间排布上具有明显分离趋势，且具有显著差异

（F=9.25，P=0.003）。由图 5（B）可知，相较于泸州或

南阳地区中温大曲样本的组内距离，两个地区中温大

曲样本的组间显著偏高（R=0.315，P=0.005）。由上述

分析结果可知，从整体上看，泸州和南阳地区中温大

曲之间理化特征存在明显差异。

 2.5　中温大曲优势真菌种与理化指标相关性分析

已有研究证实，大曲的品质指标与其微生物群

落之间存在密切的关联，为了深入探究中温大曲理化

指标对优势真菌群落结构的影响，本研究采用普氏分

析，对纳入本研究的 18个理化指标与 12个优势真

菌种进行了分析，结果如图 6（A）所示。
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图 4    泸州和南阳地区中温大曲真菌生物标志物分析

Fig.4    Analysis of fungal biomarkers of in medium-temperature Daqu from Luzhou and Nanyang regions
注：（A）进化分支图；（B）LDA值分布柱状图；（C）ROC曲线。

 

表 3    泸州和南阳地区中温大曲理化指标差异分析

Table 3    Differential analysis of physicochemical indicators in medium-temperature Daqu from Luzhou and Nanyang regions

理化指标 泸州 南阳 显著性

密度（g/cm3） 0.77（0.77,0.74~0.80） 0.82（0.81,0.78~0.88） ***
曲皮硬度（g） 13023.86（12404.20,11146.00~15636.20） 15548.02（15058.80,13823.20~20465.00） **
曲心硬度（g） 2529.73（2662.16,1138.20~3980.40） 2128.28（2102.90,1417.00~3035.20） NS
水分活度 0.66（0.67,0.61~0.73） 0.57（0.59,0.38~0.63） ***

水分含量（g/100 g） 10.28（10.24,8.32~12.20） 8.86（9.01,6.90~11.18） *
结合水（g/100 g） 93.54（93.44,92.72~94.86） 92.16（92.34,90.12~93.23） ***

不易流动水（g/100 g） 5.99（6.14,4.70~7.08） 6.48（6.85,4.93~8.02） NS
自由水（g/100 g） 0.47（0.44,0.18~1.04） 1.36（1.46,0.04~2.64） *
酸度（mmol/10 g） 0.88（0.89,0.79~0.97） 0.95（0.95,0.64~1.20） NS
灰分（g/100 g） 1.93（1.96,1.65~2.01） 1.85（1.72,1.40~2.77） *

淀粉含量（g/100 g） 58.24（58.20,53.85~60.75） 55.59（55.77,52.92~58.04） **
氨基酸态氮含量（g/kg） 3.01（3.04,2.32~3.72） 0.42（0.44,0.08~0.62） ***
蛋白质含量（g/100 g） 15.40（15.07,14.45~17.34） 14.33（14.36,13.29~15.13） **

酒化力（U） 8.18（8.41,6.82~9.04） 8.09（7.68,6.87~9.64） NS
发酵力（U） 0.85（0.37,0.19~2.67） 0.65（0.37,0.21~2.08） NS
液化力（U） 0.72（0.73,0.52~0.84） 1.20（1.13,0.63~1.84） *
酯化力（U） 205.70（192.56,104.04~291.14） 410.08（432.90,267.50~523.25） ***
糖化力（U） 314.52（241.60,166.20~552.80） 531.50（558.60,281.40~708.60） **

 · 192 · 食品工业科技 2026年  4 月



由图 6（A）可知，中温大曲理化指标与优势真菌

种两个数据集之间具有显著一致性，表明两者之间的

关联度较高。为了揭示中温大曲理化指标与优势真

菌种之间具体的相关关系，本研究进一步对两者之间

的相关关系进行了解析，实线代表正相关，虚线代表

负相关。由图 6（B）可知，中温大曲理化指标与优势

真菌种之间存在复杂的相关性，主要涉及 10个理化

指标与 8个优势真菌种之间的显著强相关性

（P<0.05， |r|>0.5）。其中，Dipodascus geotrichum 与

结合水、淀粉含量、蛋白质含量和氨基酸态氮含量呈

显著正相关，与密度、液化力和酯化力呈显著负相关；

Rasamsonia composticola 与氨基酸态氮含量呈显著

正相关，与酯化力呈显著负相关；Saccharomycopsis
fibuligera 与液化力呈显著正相关；Thermomyces
lanuginosus 与自由水呈显著正相关，与结合水呈显

著 负 相 关 ； Issatchenkia  orientalis 和 Rhizomucor
pusillus 与曲皮硬度和液化力呈显著正相关 ；

Aspergillus flavus 与密度、液化力和酯化力呈显著正

相关；Rhizopus arrhizus 与氨基酸态氮含量和蛋白质

含量呈显著正相关，与密度呈显著负相关。

 3　讨论
微生物多样性赋予传统大曲丰富的菌群结构，

其中核心微生物既为发酵过程提供动力与独特性，

也为大曲的品质和风味提供稳定性与多样性。精准

评估大曲中存在的微生物物种，揭示优势微生物与理

化特性之间的关联性，对进一步提升大曲的品质、风

味及安全性具有重要意义。本研究采用 PacBio
SMRT测序技术揭示泸州和南阳地区中温大曲真菌

多样性和群落结构，并开展中温大曲优势真菌种与理

化指标的相关性研究。

区域因素对中温大曲微生物群落结构的影响

本质上源于微生物对环境因子变化的异质性响应，

从而导致不同地区中温大曲微生物组成呈现多样性

分布特征[23]。本研究通过分析发现，Thermoascus
aurantiacus、 Thermomyces  lanuginosus 和 Sacchar-
omycopsis fibuligera 在泸州和南阳地区中温大曲样

本中广泛分布且在两个地区之间无显著差异。其中，

Thermoascus  aurantiacus 和 Thermomyces  lanugin-
osus 是大曲中常见的嗜热/耐热真菌[24−27]，且其在两

个地区中温大曲样本中平均相对含量均在 20%以

上，表明耐高温微生物是本研究中温大曲的绝对优势

微生物。除此之外，泸州地区中温大曲亦显著富集了

其它嗜热微生物 ，如 Rasamsonia  composticola、
Rhizopus arrhizus 和 Lichtheimia ramosa 等，而南阳
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地区显著富集了更多最适生长温度为 24~30 ℃ 的真

菌微生物，如 Aspergillus flavus、Rhizomucor pusillus
和 Issatchenkia orientalis 等，这反映了作为核心环境

因子的发酵温度对大曲微生物类群的关键调控作

用[28]。XIAO等[29] 研究亦证实，温度是影响中温大

曲微生物菌群形成的内源性驱动力。综合上述分析

可推测，相较于南阳地区中温大曲，泸州地区中温大

曲的制曲温度可能更高。

大曲的理化指标被认为是衡量其品质好坏的重

要依据，且中温大曲的质量与浓香型白酒的品质息息

相关。本研究通过分析发现，相较于南阳地区中温大

曲，泸州地区中温大曲的水分活度、水分含量、结合

水含量、灰分、淀粉含量、氨基酸态氮含量和蛋白质

含量显著偏高，而密度、曲皮硬度和自由水含量以及

液化力、酯化力和糖化力显著偏低。基于相关性分

析进一步发现，在原料组成和制作工艺高度相似的

情况下，不同地区中温大曲品质特征的形成与真菌

微生物群落的显著富集有关。之前的研究指出，氨基

酸态氮含量极有可能是影响凤香型白酒窖泥微生物

菌群分布差异的主要理化因子 [30]。在本研究中，

Rasamsonia composticola、Dipodascus geotrichum 和

Rhizopus arrhizus 与氨基酸态氮含量之间存在显著

正相关，泸州地区凭借显著富集上述真菌物种展现出

明显偏高的氨基酸态氮含量，这一差异进一步验证了

上述发现。同时，泸州地区中温大曲中显著富集的真

菌物种与其淀粉和蛋白质含量的偏高亦不可分割。

Rasamsonia  composticola 可以分泌内切-β-葡聚糖

酶，可能间接影响淀粉-蛋白质复合体的结构，阻碍主

流酶系的分解，导致淀粉和蛋白质残留量升高[31]。作

为一类兼性厌氧微生物，Dipodascus geotrichum 可

以通过有氧呼吸将糖类物质快速转化为酒精，导致底

物竞争减弱，淀粉基质残留[32]。水分活度和水分含量

是评估水分状态的关键指标，在一定程度上可以反映

大曲中微生物的生长情况和代谢反应[33]。尽管泸州

和南阳地区中温大曲样品的水分活度存在显著差异，

但其水分活度均低于 0.70，这代表两个地区中温大

曲真菌微生物生命活动均受到抑制。值得一提的是，

高温状态会导致自由水流失，泸州地区中温大曲自由

水含量偏低的可能与此有关，这也进一步验证了上述

推测。

 4　结论
本研究综合比较了泸州和南阳地区中温大曲样

本的真菌群落结构和理化品质的差异，并通过普氏分

析和相关性分析揭示了优势真菌种和理化品质之间

的关联性。分析结果显示，尽管两个地区中温大曲均

形成了以 Thermoascus aurantiacus 和 Thermomyces
lanuginosus 为绝对优势真菌物种的耐高温微生物

群，但不同地区中温大曲真菌类群和理化品质仍存

在明显差异，且两者之间具有显著相关关系。其中，

优势真菌种 Rasamsonia  composticola、Dipodascus

geotrichum、Rhizopus arrhizus 和 Lichtheimia ramosa
在泸州地区中温大曲中显著富集，而优势真菌种

Aspergillus flavus、Rhizomucor pusillus 和 Issatchen-
kia orientalis 在南阳地区中温大曲中显著富集，结合

这些微生物的生长温度进一步推测得知泸州地区中

温大曲的制曲温度偏高。此外，上述显著富集微生物

的存在亦是导致泸州地区中温大曲淀粉含量、氨基

酸态氮含量和蛋白质含量显著偏高，而液化力、酯化

力和糖化力显著偏低的重要微生物。本研究的开展

为中温大曲真菌群落结构和理化特征的表征提供了

科学依据，并为不同地区中温大曲品质优化提供了一

定的见解。然而，目前关于中温大曲微生物类群和理

化品质对大曲质量的具体作用机制尚未形成系统性

认知。因此，在后续研究中，可以结合实际生产，利用

虚拟仿真技术设计实验室模拟制曲体系，从微生物组

成和理化指标两方面调控大曲制作，以期为推动传统

制曲进一步自动化改造提供理论依据与思路。
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