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摘　要：为了解析人工和机械化成曲方式对高温大曲储存过程中微生物的影响，本研究基于 Illumina MiSeq高通量

测序技术并结合多元统计分析方法，对人工和机械制备的酱香型白酒高温大曲储存过程（0~150 d）微生物群落组

成及演替规律差异进行分析，并基于 BugBase预测细菌功能及表型。结果表明，人工踩制高温大曲储存过程中在

真菌群落丰富度上显著优于机械制备（P<0.05），且真菌群落组成差异较大，而两种大曲在细菌群落多样性无显

著差异（P>0.05）。嗜热真菌属（Thermomyces）是关键类群，但不同储存时间和成曲方式的优势真菌类群存在差

异；机械曲中乳杆菌属（Lactobacillus）相对富集，而人工曲中芽孢杆菌属（Bacillus）更为突出。线性判别分析揭

示了成曲方式对生物标志物的影响，真菌中 Leptospora rubella 和 Trichomonascus ciferrii 分别为人工和机械曲不同

储存期的标志物，而魏斯氏菌属（Weissella）是人工曲储存过程中的生物标志物，克氏菌属（Kocuria）是机械曲

储存过程中的生物标志物。不同成曲方式对细菌功能及表型也有较大影响，克罗彭斯特菌属（Kroppenstedtia）和

葡萄球菌属（Staphylococcus）分别是人工和机械曲储存过程中与多种代谢功能呈显著正相关的细菌属

（P<0.05），且两种大曲均以革兰氏阳性菌为绝对优势表型，但人工曲维持更高厌氧菌活性表型。综上，不同成

曲方式对大曲储存过程中微生物群落结构、演替规律以及细菌功能和表型均具有影响，为高温大曲储存期科学调

控和老熟机理解析提供了理论参考。
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Abstract：To investigate the impact of manual and mechanical methods of making high-temperature Daqu on the microbial
community during storage, this study analyzed the differences in microbial community composition and succession patterns
of  Jiangxiangxing  Baijiui  high-temperature  Daqu  made  by  manual  and  mechanical  methods  during  the  storage  period
(0~150 days) using Illumina MiSeq high-throughput sequencing technology combined with multivariate statistical analysis
methods. Additionally, the bacterial functions and phenotypes were predicted based on BugBase. The results showed that
the manual-made high-temperature Daqu had a significantly higher fungal community richness during storage compared to
the mechanically-made Daqu (P<0.05), and the fungal community composition was also significantly different. However,
there was no significant difference in bacterial community diversity between the two types of Daqu (P>0.05). Thermomyces
was  a  key  genus,  but  the  dominant  fungal  genera  varied  with  different  storage  times  and  Daqu-making  methods.
Lactobacillus was  relatively  enriched  in  the  mechanical  Daqu,  while Bacillus was  more  prominent  in  the  manual  Daqu.
Linear  discriminant  analysis  revealed  the  impact  of  Daqu-making  methods  on  biomarkers.  Leptospora  rubella  and
Trichomonascus  ciferrii were  the  biomarkers  for  manual  and  mechanical  Daqu  at  different  storage  periods,  respectively.
Weissella was  the  biomarker  for  the  manual  Daqu  during  storage,  while Kocuria was  the  biomarker  for  the  mechanical
Daqu during  storage.  Moreover,  different  Daqu-making methods  also  had a  significant  impact  on  bacterial  functions  and
phenotypes. Kroppenstedtia and Staphylococcus were the bacterial genera that were significantly positively correlated with
multiple metabolic functions during the storage of manual and mechanical Daqu, respectively (P<0.05). Both types of Daqu
were  dominated  by  Gram-positive  bacteria,  but  the  manual  Daqu  maintained  a  higher  anaerobic  bacterial  activity
phenotype.  This  study  found  that  different  Daqu-making  methods  had  an  impact  on  the  microbial  community  structure,
succession patterns, and bacterial functions and phenotypes during Daqu storage, providing a theoretical reference for the
scientific regulation of Daqu storage and the analysis of the aging mechanism.

Key words：Jiangxiangxing；manual Daqu；mechanical Daqu；storage periods；microbial diversity

酱香型白酒以其独特的酱香、焦香和醇厚口感

闻名于世，本质上依赖于高温大曲中复杂微生物群落

的协同代谢与动态平衡及后续酿造工艺[1−2]。酱香型

高温大曲以小麦为主要原料，经高温堆积发酵，品温

可达到 60 ℃ 以上，其工艺核心包括原料粉碎、加水

拌料、踩曲成型及高温培养等步骤[3−4]。高温环境促

使曲坯中微生物快速繁殖，如芽孢杆菌属、嗜热真菌

属等，并通过美拉德反应生成吡嗪类、呋喃类等香气

前体物质，奠定酱香风味基础[2,5−6]。高温大曲中群落

多样性直接决定了糖化、发酵、产香等关键功能的实

现，其制作工艺与储存期的动态变化直接决定功能微

生物群落的稳定性及代谢活性[2,7]。谢丹等[7] 研究表

明大曲储存过程中的主要优势细菌属为克罗彭斯特

菌属（Kroppenstedtia）、乳杆菌属（Lactobacillus）、葡

萄球菌属（Staphylococcus）、肠杆菌属（Enterobacter）；
主要优势真菌属为嗜热真菌属（Thermomyces）、
Trichomonascus、丝衣霉属（Byssochlamys）；张丽等[8]

研究表明酱香型大曲贮存 5、6个月时生化性能趋于

稳定，用于白酒生产有利于稳定基酒的产量和质量，

最适宜于酱香型白酒的生产；梁晨等[9] 研究表明大

曲贮存过程中乳杆菌属（Lactobacillus）、芽孢杆菌

属（Bacillus）等是大曲中的优势菌群。陈晓茹等[10]

研究表明贮存过程中常规大曲的优势菌为魏斯氏

菌属（Weissella），强化大曲中优势菌为芽孢杆菌属

（Bacillus）；赵金松等[11] 研究表明不同区域和工艺条

件的酱香大曲样品中微生物中优势菌群为真菌和革

兰氏阳性菌。可见，当前高温大曲研究多集中于传统

生产方式单一储存节点以及不同生产地区之间微生

物多样性差异，缺乏时序动态分析，导致对不同储存

期高温大曲微生物群落组成、以及重要细菌功能及

表型差异还尚不清晰。因此，探究不同储存期下高温

大曲微生物多样性差异，可有助于破解传统工艺中

“陈曲优于新曲”的科学机制，为优化大曲储存标准

提供理论依据。

此外，由于传统酱香型大曲的成型工艺长期依

赖人工踩曲，通过经验控制曲坯外紧内松结构，但其

存在效率低、品质波动性大等缺陷，随着机械化转型

的发展，目前部分酱香型白酒企业已引入机械压曲技

术以优化生产效能与质量均一性[12−13]。然而，机械压

曲虽能提升高温大曲产能，但其制作的大曲在储存过

程中与人工曲的微生物群落组成、演替规律和重要

细菌功能和表型差异尚未明晰。对比人工和机械成

曲方式下大曲储存过程中的微生物组成及功能，可加

深对传统人工和现代机械生产大曲在储存过程中微

生物的演替规律了解，为机械化转型中保持大曲品质

提供理论支撑。基于此，本研究以酱香型白酒高温大

曲为研究对象，聚焦人工踩曲与机械压曲两种成曲方

式在不同储存期（0~150 d），采用 Illumina MiSeq高

通量测序，结合多元统计分析方法，系统分析不同成

曲方式下高温大曲储存过程中微生物群落结构的时
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序性变化规律，并基于 BugBase预测细菌功能及表

型，旨在揭示成曲方式对储存期内大曲微生物多样性

及功能基因分布的影响机制，为高温大曲储存期科学

调控和老熟机理解析提供理论参考。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

不同储存期人工踩制和机械制备高温大曲样

品　由贵州省遵义市某酱香型酒企制曲车间提供；

Qubit3.0 DNA检测试剂盒　美国 Life公司；E.Z.N.
A™  Mag-Bind  Soil  DNA  Kit提取试剂盒　美国

OMEGA公司；2×Hieff® Robust PCR Master Mix　
翌圣生物科技（上海）股份有限公司；Hieff NGS™
DNA Selection Beads　翌圣生物科技（上海）股份有

限公司；扩增引物细菌：341F/805R（341F：5'-CCTAC
GGGNGGCWGCAG-3'和 805R：5'-GACTACHVGG
GTATCTAATCC-3'），真菌：ITS3/ITS4（ITS3:5'-GCA
TCGATGAAGAACGCAGC-3'和 ITS4： 5'-TCCTCC
GCTTATTGATATGC-3'）　生工生物工程（上海）股

份有限公司。

GL-88B漩涡混合器　海门市其林贝尔仪器制

造有限公司；Pico-21台式离心机　美国 Thermo
Fisher公司；TND03-H-H混匀型干式恒温器　深圳

托能达科技有限公司；ETC811 PCR仪　北京东胜创

新生物科技有限公司；DYCZ-21电泳仪　北京市六

一仪器厂；FR-1000凝胶成像系统　上海复日科技有

限公司；Q32866 Qubit® 3.0荧光计　美国 Invitrogen
公司；移液器　德国 Eppendorf公司；IlluminaMiSeq
测序配套试剂　美国 Illumina公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   样品制备　所有样品均以小麦为主要原料、

经过粉碎、加水拌料、入仓发酵一周左右温度达到

62 ℃ 以上进行一次翻曲、再经过一周左右进行二次

翻曲、发酵 40 d以上，进行拆曲储存，两种类型的样

品，除成型方式不同，人工踩制大曲样品采用传统手

工方式，机械制备大曲样品采用仿生压曲机压制成型，

其余从原料到拆曲，储存期取样的所有条件都相同。

 1.2.2   样品采集　选取贵州某酱香型酒企制曲车间

储存曲仓，在储存仓门口、中间，靠墙位置三处随机

采集样品后，按一定比例（黄:白:黑=8:1:1）的黄、白

和黑曲人工粉碎，过 30目筛后混合成一个综合样，

在储存过程中进行定期跟踪取样，每隔 30 d取 1次，

最终共采集人工曲综合样（RG-1~RG-6）6个，机械曲

综合样（JX-1~JX-6）6个，共计 12个样品。样品磨碎

后置于无菌密封袋中，按取样时间依次标记为 RG-
1（0 d）、RG-2（30 d）、RG-3（60 d）、RG-4（90 d）、RG-
5（120 d）、RG-6（150 d）；JX-1（0 d）、JX-2（30 d）、JX-
3（60 d）、JX-4（90 d）、JX-5（120 d）、JX-6（150 d）。

 1.2.3   高温大曲总 DNA提取及扩增总 DNA　按照

课题组报道的方法提取 DNA以及扩增总 DNA[14−15]。

总 DNA提取：按照 E.Z.N.A™Mag-Bind Soil  DNA
Kit试剂盒方法提取。扩增引物，细菌（341F：5'-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3'和805R：5'-GACTAC
HVGGGTATCTAATCC-3'），真菌（ITS3：5'-GCATCG
ATGAAGAACGCAGC-3'和 ITS4：5'-TCCTCCGCTT
ATTGATATGC-3'）。

PCR反应体系为：2×Hieff®Robust PCR Master
Mix 15 μL，正向及反向引物各 1 μL，DNA模板 20~
30 ng，使用 ddH2O补齐体系至 30 μL。扩增条件为：

95 ℃ 预变性 3 min；94 ℃ 变性 20 s；55 ℃ 退火 20 s；
72 ℃ 延伸 30 s；25次循环；72 ℃ 终延伸 5 min，降
至 10 ℃ 保存。

 1.2.4   高通量测序　基于 Illumina Miseq测序平台，

分别对细菌 16S rRNA基因 V3~V4区、真菌 ITS3~
ITS4区进行高通量测序分析，由生工生物工程（上

海）股份有限公司完成。

 1.3　数据处理

对得到的有效数据，首先根据 overlap关系进行

拼接，区分样本后对序列质量进行质控和过滤，然后

进行 OTU聚类分析和物种分类学分析。基于 OTU
聚类分析结果，对不同储存期的人工和机械高温大

曲 Alpha多样性指数进行比较分析。使用 Mann-
Whitney检验方法检验各多样性指数之间的显著差

异性；基于 Bray-Curtis距离对人工踩制和机械制备

的高温大曲在储存过程中的检出的 OTUs进行

ANOSIM相似性分析[16] 和主坐标分析[17]（Principal
Co-ordinates Analysis，PCoA），置信区域为 95%。根

据 97%序列同源性阈值对 OTU代表序列进行分类

学注释分析，使用 RDP[18] 为参考数据库进行细菌物

种注释，真菌采用 UNITE[19] 数据库进行分类学注

释。细菌表型和功能预测采用 BugBase[20] 工具和

PICRUSt工具[21] 预测。采用 Microsoft Office Excel
2019进行数据统计和处理；采用 Origin 2021软件进

行相关柱状图绘制；使用 OmicStudio工具在 https://
www.omicstudio.cn上进行功能预测的相关热图绘

制以及 Alpha多样性指数的显著性检验。

 2　结果与分析

 2.1　细菌和真菌群落 Alpha多样性分析

样品经过 Illumina Miseq测序平台测序完成后，

将得到的原始序列进行拼接、质控、过滤等处理后，

共得到 1044816条有效序列，其中细菌有 410609
条、真菌 634207条。测序覆盖率在 99.9%以上，表

明测序深度足够，测序结果可真实反映出不同成曲方

式的高温大曲储存过程中微生物群落组成情况。将

人工踩制和机械制备大曲储存过程中的细菌群落和

真菌群落的 Alpha多样性指数进行了比较分析，结

果如图 1所示。

由图 1可知，对于细菌而言，在储存过程中机械

制备高温大曲样品的 Simpson指数、Shannon指数、

Pielou指数均略高于人工踩制的高温大曲，表明机械
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制备大曲样品中物种丰富度高、物种分布均衡，且群

落结构复杂，但进一步结合 Mann-Whitney检验发

现差异均不显著（P>0.05）；而对于真菌而言，人工踩

制高温大曲样品的 Richness、Simpson、Shannon、

Chao1等指数均高于机械制备的高温大曲，表明人工

踩制的大曲中物种丰富度高且物种分布均匀，且进一

步结合 Mann-Whitney检验发现，Richness指数和

ACE指数之间存在显著性差异（P<0.05，P<0.01）。
由此可见，高温大曲储存过程中，在细菌群落上，机械

制曲物种多样性略占优但无显著差异；在真菌群落

上，人工制曲在物种丰富度上显著领先，核心归因于

其传统人工踩曲开放操作引入的多样性及曲块结构

优化的生态位，这一结果印证了人工踩曲在真菌资源

保留上的不可替代性[22]，也为机械制曲的工艺改进提

供了明确靶点。

 2.2　细菌和真菌群落 β 多样性分析

由图 2A和图 2C可知，ANOSIM分析中 R 值

分别为 0.004和 0.213都大于 0，表明人工曲和机械

曲样品在储存过程中微生物群落的组间差异大于组

内差异，但其差异不显著（P>0.05）。由图 2B可知，

PCoA1轴解释了 37.08%的细菌群落变异，PCoA2

轴解释了 25.22%的细菌群落变异，相对于机械曲而

言，人工曲储存期的样品在 PCoA图上分布较广，表

明人工曲储存期间细菌群落结构差异较大，但差异不

显著（P>0.05）。它与机械曲有一定的重叠，表明这两

个组在细菌群落组成上有一定相似性；由图 2D可知，

PCoA1轴解释了 40.86%的真菌群落变异，PCoA2

轴解释了 25.56%的真菌群落变异，人工曲储存期的

样品在 PCoA图上分布较广，表明人工曲储存期间

的真菌群落结构差异较大，但差异不显著（P>0.05）。
机械曲置信椭圆较小，表明机械曲在各储存期真菌群

落组成差异较小，可见，基于 ANOSIM分析和主坐

标分析结果表明人工曲和机械曲在储存过程中，微生

物群落组成有一定的相似性且机械曲储存期间真菌

群结构的相似性较高。

 2.3　不同储存期人工踩制和机械制备高温大曲微生物

群落结构分析

 2.3.1   不同储存期人工踩制和机械制备高温大曲细

菌多样性分析　对于细菌微生物组而言，样品经高通

量测序后，在机械曲储存过程中共检测到 12个门、

20个纲、31个目、71个科和 104个属，在人工曲储
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图 1    不同储存期人工和机械制备高温大曲 Alpha多样性比较分析

Fig.1    Comparative analysis of alpha diversity between manually and mechanically prepared high-temperature
Daqu across different storage periods
注：*表示 P<0.05，**表示 P<0.01。
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存过程中共检测到 13个门、21个纲、35个目、75
个科和 111个属，人工踩制的高温大曲储存过程中

的细菌多样性略优于机械制备的高温大曲，与范恩帝

等[22] 的研究结论一致。在样品 JX-1、JX-2、JX-3、
JX-4、JX-5和 JX-6中分别注释到 4、6、7、9、7和

8个细菌门，而在样品 RG-1、RG-2、RG-3、RG-4、
RG-5和 RG-6中分别注释到 6、9、6、10、7和 9个

细菌门，相对于其他储存期，储存 90 d时，在人工和

机械制备高温大曲中检测到门水平的物种最多；而在

属水平上，机械曲在储存 90 d时检出最多，共 61个

属，而人工曲在储存 30 d时检出最多，共 75个属。

进一步选择不同储存期人工和机械两种方式制

备的高温大曲样品中注释到分类水平的门水平（总相

对丰度含量≥5.33%）和属水平（Top10，总相对丰度

含量≥18.49%）绘制了柱状图，如图 3所示。
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由图 3A可知，不同储存期的机械制备和人工

踩制的高温大曲中厚壁菌门（Firmicutes）、放线菌

门（Actinobacteria）和变形菌门（Proteobacteria）占主

要优势地位，相对丰度在 54.77%~99.00%，0.25%~
41.48%和 0.24%~38.51%之间。相对于机械制备的

大曲，不同储存期人工踩制大曲中厚壁菌门的相对丰

度整体较高，在储存期 90 d至 150 d之间，机械制备

的高温大曲的厚壁菌门相对丰度呈逐渐下降趋势，而

人工踩制的则与之相反呈上升趋势，呈相反的演替趋

势。随着储存时间的增加，机械制备的高温大曲中，

变形菌门（Proteobacteria）的相对丰度逐渐增加。由

图 3B可知，储存过程中在不同储存期的机械曲中

g_unclassified、Thermoactinomycetaceae、葡萄球菌

属（Staphylococcus）、克罗彭斯特菌属（Kroppen-
stedtia）和乳杆菌属（Lactobacillus）为主要的优势菌

属 ，相对于其他类群 ，储存过程中乳杆菌属

（Lactobacillus）、芽孢杆菌属（Bacillus）、乳酸菌属

（Lactococcus）和短杆菌属（Brevibacterium）的相对丰

度变化趋势为先上升再下降，而克罗彭斯特菌属

（Kroppenstedtia）呈逐渐下降趋势，相反克雷伯氏菌

属（Klebsiella）呈逐渐上升趋势；在不同储存期的人

工曲中，储存过程中 g_unclassified、Thermoactino-
mycetaceae、克罗彭斯特菌属（Kroppenstedtia）、芽孢

杆菌属（Bacillus）和葡萄球菌属（Staphylococcus）为
主要的优势菌属。乳杆菌属（Lactobacillus）在储存

过程中呈先上升后下降的趋势，与机械曲在储存期的

变化规律一致。冯智伟等[23] 研究发现贮曲过程中优

势细菌为克罗彭斯特菌属（Kroppenstedtia）和泛酸枝

芽孢杆菌属（Virgibacillus）；赵慧君等[12] 研究表明人

工踩曲制备的高温大曲中优势细菌属为克罗彭斯特

菌属 （Kroppenstedtia）、高温放线菌属 （Thermo-
actinomyces）、芽孢杆菌属（Bacillus）和葡萄球菌属

（Staphylococcus），而机械压曲制备的高温大曲中优

势菌属除上述四类外，还包含慢生芽孢杆菌属

（Lentibacillus），本研究结论与之相似。

为了揭示人工踩制和机械制备大曲在不同储存

期细菌群落结构组成差异，进一步使用 LEfSe对人

工踩制和机械制备大曲中具有显著差异的细菌群落

进行了比较分析，结果如图 4所示。

由图 4可知，当 LDA值大于 2时，共检测到 6
个分类单元在不同储存期人工踩制和机械制备高温

大曲样品中存在显著差异（P<0.05）。由图 4A可知，

鞘氨醇杆菌科（Sphingobacteriaceae）、f_unclassified_
Bacillales、g_unclassified_Bacillales、鞘氨醇杆菌属

（Sphingobacterium）和魏斯氏菌属（Weissella）是在不

同储存期人工踩制高温大曲样品中起重要作用的优

势细菌（P<0.05）；考克氏菌属（Kocuria）在不同储存

期机械制备高温大曲样品中起重要作用的优势细菌

（P<0.05）。由图 4B可知，柱状图的长短代表差异物

种的影响值大小，人工踩制高温大曲不同储存期样品

中魏斯氏菌属（Weissella）的 LDA值最高，而机械制

备高温大曲在储存过程中考克氏菌属的 LDA值最

高，魏斯氏菌属（Weissella）和考克氏菌属（Kocuria）
分别是人工和机械制备高温大曲不同储存期样品的

生物标志物。人工踩曲的致密结构以及高水分环境

塑造了魏斯氏菌属（Weissella）的厌氧发酵优势，而机

械制曲的疏松结构以及氧化应激特性选择了好氧的

考克氏菌属（Kocuria）[12,24]。储存期微生物演替进一

步放大这种差异，使其成为区分人工曲和机械曲储存
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过程中的核心生物标志物。赵慧君等[12] 研究发现高

温放线菌科（Thermoactinomycetaceae）和芽孢杆菌

科（Bacillaceae）分别是人工曲和机械曲制备高温大

曲的生物标志物。

 2.3.2   不同储存期人工和机械生产高温大曲真菌多

样性分析　本研究挑出不同储存期人工和机械方式

制备的高温大曲样品中注释到分类水平的门水平和

属水平（Top10，总相对丰度含量≥6.06%）绘制了柱

状图，如图 5所示。

从真菌门水平图 5A来看，无论是机械制备

的高温大曲，还是人工踩制的高温大曲，子囊菌门

（Ascomycota）在储存过程中占绝对的优势，其中

机械制备的高温大曲的子囊菌门的相对丰度在

89.71%~99.99%之间，人工踩制的高温大曲相对丰

度在 84.56%~99.98%之间，这与李彦涛等[25] 和孙羊

羊等[26] 的研究结果一致，表明子囊菌门（Ascomycota）

在大曲形成过程中起着重要的作用。但在机械曲的

储存期 0 d和人工曲 0 d、90 d和 120 d的样品中检

测到除子囊菌门外，相对优势的毛霉菌门（Mu-

coromycota）的类群，与李朝云等[27] 研究结果一致。

由图 5B可知，属水平上，嗜热真菌属（Thermomyces）
是大曲储存过程中的优势类群，在储存 0~120 d之间

都能检测到该类群，其在机械曲储存 120 d时相对丰

度最高（86.60%）。而人工曲在储存 30 d时相对丰度

最高（99.45%）。丝衣霉属（Byssochlamys）是机械曲

储存 0 d的优势类群，其相对丰度为 38.94%；Tricho-
monascus 是机械曲储存期 30~150 d的优势类群，其

相对丰度范围为 10.72%~73.36%之间，部分储存期

的相对丰度高于嗜热真菌属（Thermomyces）；而在人

工曲中，Issatchenkia 是储存期 0、90和 120 d的优

势类群，其相对丰度最高，分别为 59.95%、54.27%

和 66.00%；Trichomonascus 是人工曲储存期 60 d的

优势类群，其相对丰度为 55.34%。表明除嗜热真菌

属（Thermomyces）外，人工曲和机械曲中真菌优势属

存在显著工艺特异性。谢丹等[7] 研究表明大曲储存

过程中主要优势真菌属为嗜热真菌属（Thermo-
myces）、Trichomonascus、丝霉菌属（Byssochlamys）。
赵慧君等[28] 研究表明滨州地区高温大曲真菌物种多

样性和丰富度显著低于中温大曲（P<0.01），其中嗜热

真菌属（Thermomyces）在高温大曲中平均相对含量

显著偏高（P<0.05）。葛东颖等[29] 研究表明与脚踩曲

相比，机制曲所蕴含真菌菌群的丰富度和多样性均非

常显著偏低，机制曲中酵母共生菌属（Symbiota-
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phrina）、干霉菌属（Xeromyces）和丝衣霉属（Byssoch-

lamys）的含量显著偏高（P<0.05），脚踩曲中罗森氏菌

属（Rasamsonia）和嗜热子囊菌属（Thermoascus）的含

量显著偏高，本研究的结论与之相似。

为了揭示人工踩制和机械制备大曲在不同储存

期真菌群落结构组成差异，进一步使用 LEfSe对人

工踩制和机械制备大曲中具有显著差异的真菌群落

进行了比较分析，结果如图 6所示。

由图 6可知，当 LDA值大于 3时，共检测到 18

个分类单元在人工踩制高温大曲不同储存期样品中

存在显著差异（P<0.05）。且丛赤壳科（Nectriaceae）、

暗壳腔菌科 （ Phaeosphaeriaceae） 、亚隔孢壳科

（Didymellaceae）、Leptospora、须壳孢属（Phaeosp-

haeria）、Meyerozyma、地霉属（Geotrichum）、哈萨克

斯坦酵母属（Kazachsta）、镰刀菌属（Fusarium）是在

人工踩制高温大曲不同储存期样品中起重要作用的

真菌类群（P<0.05）；当 LDA大于 3时，不同储存期

机械制备高温大曲样品中没有起重要作用的真菌类

群。由图 6B可知，柱状图的长短代表差异物种的影

响值大小，人工踩制高温大曲不同储存期样品中属水

平 的 Leptospora 和 种 水 平 Leptospora  rubella 的

LDA值最高，而机械制备高温大曲在储存过程中

Trichomonascus ciferrii 的 LDA值最高，Leptospora

rubella 和 Trichomonascus ciferrii 分别是人工和机

械制备高温大曲不同储存期样品的生物标志物。文

鹤等[30] 从曲霉型豆豉后发酵过程中分离筛选到 1株

产香酵母 Trichomonascus ciferrii，该菌株可赋予豆

豉更浓郁的酯香、花香和果香。

 2.4　不同储存期人工和机械生产高温大曲微生物功能

预测分析

本研究进一步对其基因功能进行了预测，基于

KO数据库功能预测，与不同成曲方式储存期细菌属

水平相对丰度 Top20进行 Spearman相关性分析，结

果如图 7所示。

由图 7可知，在人工曲储存过程中，克罗彭斯特

菌属（Kroppenstedtia）相对丰度与脂质代谢（Lipid

Metabolism）、酶家族（Enzyme  Families）、环境适

应（Environmental Adaptation）、辅酶与维生素代谢
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图 6    不同储存期人工和机械制备高温大曲中真菌群落
LEfSe分析

Fig.6    LEfSe analysis of fungus communities in manually
and mechanically prepared high-temperature

Daqu across storage periods
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图 7    预测功能与属水平 Spearman相关性分析

Fig.7    Spearman correlation analysis between predicted functional profiles and genus-level taxa
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（Metabolism of Cofactors and Vitamins）和氨基酸代

谢（Amino Acid Metabolism）等功能呈显著正相关

（P<0.05），克罗彭斯特菌属（Kroppenstedtia）通过多

维度功能协同，成为高温大曲储存期的核心驱动者，

脂质、氨基酸代谢及酶活性直接塑造白酒香气，耐高

温保障其在极端环境中的优势，通过辅酶、维生素和

底物供给，支持共生菌群的协同发酵[31−35]。乳杆菌属

（Lactobacillus）与萜类及聚酮类代谢（Metabolism of
Terpenoids and Polyketides）、碳水化合物代谢（Car-
bohydrate Metabolism）、其他氨基酸代谢（Metabo-
lism of Other Amino Acids）等功能呈现显著负相关

（P<0.05），研究发现乳杆菌属通过碳源竞争、产酸改

变微环境及分泌抗菌物质，显著抑制其他功能菌群的

代谢活性[32,36−39]。

在机械曲储存过程中，葡萄球菌属（Staphy-
lococcus）与翻译（Translation）、萜类与聚酮类代谢

（Metabolism of Terpenoids and Polyketides）、碳水化

合物代谢（Carbohydrate  Metabolism）、能量代谢

（Energy Metabolism）、酶家族（Enzyme Families）、
核苷酸代谢（Nucleotide Metabolism）、辅酶与维生

素代谢（Metabolism of Cofactors and Vitamins）等功

能呈显著正相关（P<0.05），由于葡萄球菌属是需氧

或兼性厌氧，营养要求不高，且代谢多样性、环境适

应能力及其在发酵过程中的功能性协同作用密切

相关[13,32,34,40]。而节杆菌属（Arthrobacter）与碳水化

合物代谢（Carbohydrate Metabolism）、核苷酸代谢

（Nucleotide Metabolism）、复制与修复（Replication
and Repair）、蛋白质折叠/分选/降解（Folding, Sorting
and Degradation）等功能呈显著负相关（P<0.05），节
杆菌属为革兰氏阳性严格好氧菌，受限于底物特异

性及 pH敏感性等，导致与相关功能呈显著负相

关[41−42]。

使用 BugBase对储存过程中人工踩制和机械制

备的高温大曲细菌表型进行预测，如图 8所示。由

图 8A可知，基于 BugBase的表型预测，在 5种细菌

表型中，人工曲和机械曲之间储存过程中，预测的好

氧菌（Aerobic）、厌氧菌（Anaerobic）、兼性厌氧菌

（Facultatively_Anaerobic）、革兰氏阳性菌（Gram_
Positive）和革兰氏阴性菌（Gram_Negative）表型丰度

上没有显著性差异（P>0.05），但在部分储存期预测表

型丰度较高。由图 8B可知，表型预测显示，机械曲

和人工曲中预测的好氧菌表型相对丰度储存过程中
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图 8    不同储存期人工和机械曲储存过程中细菌表型差异

Fig.8    Comparison of bacterial phenotypic differences between manual starter culture and mechanized starter culture during storage
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变化趋势整体呈先上升后下降，其中机械曲在

储存 60 d时表型相对丰度最高，而人工曲则在储存

30 d达到最高；表型预测还显示，无论是人工曲，还是

在机械曲中，在储存 0 d时，预测的厌氧菌的表型相

对丰度最高，整体而言人工曲预测的厌氧菌表型相对

丰度高于机械曲。在机械曲储存过程中，预测的革兰

氏阴性菌表型丰度呈逐渐上升的趋势，而人工曲在储

存 90 d后呈逐渐下降趋势。表型预测结果表明，在

人工曲和机械曲的储存过程中，革兰氏阳性菌始终为

优势表型，平均预测表型相对丰度分别为 91.14%和

86.95%，该预测结果与赵金松等[11]、冯智伟等[23] 的

研究结果一致，高温大曲中革兰氏阳性菌的高表型丰

度预测值源于其独特的结构特性与酿造环境的协同

作用。革兰氏阳性菌的厚细胞壁，如致密的肽聚糖层

和磷壁酸赋予其优异的高温耐受性 [43]，使其能在

50~60 ℃ 的制曲过程中存活并成为优势菌群；同时，

大曲原料中丰富的淀粉和蛋白质为这类菌提供了充

足的碳、氮营养，驱动其快速代谢与繁殖。制曲工艺

中的翻曲操作通过调节温度与氧气分布，进一步促进

了好氧或兼性厌氧的革兰氏阳性菌生长；而在储存阶

段，水分的逐渐蒸发形成低湿环境，筛选出对干燥适

应性更强的菌株[32]。整体来看，储存过程中，基于

BugBase的表型预测显示，人工曲和机械曲的细菌表

型丰度分布之间没有显著差异，但在部分储存期某些

表型预测丰度较高。

 3　结论
本研究系统解析了人工踩制与机械制备高温大

曲在储存过程中的微生物群落差异。Alpha多样性

表明人工踩制高温大曲储存过程中在真菌群落丰富

度上显著优于机械制备，凸显其在真菌多样性保留上

的不可替代性，而两者细菌群落多样性无显著差异。

β 多样性表明人工踩制曲在储存期微生物群落结构

差异较大，尤其真菌群落，而机械制曲的真菌群落稳

定性更高；但两类大曲的微生物群落组成整体相似，

无显著组间差异（P>0.05）。储存 90 d是细菌门水平

多样性峰值期，在储存期为 90 d至 150 d之间，人工

曲和机械曲的厚壁菌门呈相反的演替趋势，且真菌优

势属存在显著工艺特异性。在不同储存期的机械曲

中乳杆菌属的含量相对人工曲较高，人工曲中的芽孢

杆菌属的含量相对机械曲较高，储存过程中 g_
unclassified  Thermoactinomycetaceae、葡萄球菌属

（Staphylococcus）、克罗彭斯特菌属（Kroppenstedtia）
为大曲储存过程中主要的优势细菌属。子囊菌门

（Ascomycota）在储存过程中占绝对优势，嗜热真菌

属（Thermomyces）是大曲储存过程中的优势真菌类

群，除嗜热真菌属（Thermomyces）外，人工曲阶段性

富集伊萨酵母属（Issatchenkia），机械曲则持续主导

Trichomonascus。与目前关于高温大曲微生物多样

性的研究报道，在优势类群研究方面结论基本一致。

功能预测显示，储存过程中人工曲与机械曲通过差异

化功能菌属驱动风味代谢路径，人工曲以克罗彭斯特

菌属（Kroppenstedtia）为核心激活脂质以及氨基酸代

谢，机械曲依赖葡萄球菌属（Staphylococcus）主导碳

水化合物以及能量代谢；二者均以革兰氏阳性菌为绝

对优势表型，但人工曲维持更高厌氧菌活性表型。在

酱香型白酒的酿造工艺中，未来研究需结合多组学技

术解析克罗彭斯特菌属（Kroppenstedtia）的脂质代谢

网络，推动制曲工艺从经验导向向微生物精准调控转

型，科学调控高温大曲的贮存周期并实现其最佳应用

还有待进一步研究。本研究揭示了人工曲和机械曲

储存期的微生物群落以及其功能差异，为高温大曲储

存期科学调控和老熟机理解析提供了理论参考。
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