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摘 要：【目的】明确中高温大曲可培养微生物的产酶特性、环境耐受性及其对白酒固态发酵体

系的调控作用，探究不同等级大曲功能菌的分布差异，为强化菌剂开发及酿造工艺优化提供理论

依据。【方法】对发酵完成后的特级与优级浓酱兼香型中高温大曲开展功能微生物分离，并对其

进行产酶特性、生长特性及环境耐受性评价；进一步通过固态模拟发酵试验探究 4 株优势菌株对

酒醅理化指标及挥发性风味化合物的调控作用。【结果】从发酵完成后的特级与优级浓酱兼香型

中高温大曲中共分离获得 44 株菌(特级大曲 29 株，优级大曲 15 株)，归属于 5 门 8 属，芽孢杆菌

属(Bacillus)为优势类群(占比 43.2%)。初筛获得 28 株产淀粉酶菌株(特级 20 株，优级 8 株)，4 株

产纤维素酶菌株(特级 3 株，优级 1 株)，特级大曲中产酶菌株数量多于优级，但优级大曲平均产

酶能力更高。经复筛确定 T41、Y46、T47 为高产淀粉酶功能菌，Y22 为高产纤维素酶功能菌。

耐受性试验表明，Y46 对高温、乙醇及乳酸胁迫的耐受性最强，T41 在葡萄糖胁迫条件下表现最

佳，Y22 耐酸性最强。固态模拟发酵显示，4 株供试菌株能维持发酵体系稳定，并显著促进淀粉

降解(降幅 7.0%−9.5%)，以 Y22 降解效果最优；各菌株对还原糖利用及挥发性风味物质(尤其是酯

类)的合成呈现差异化调控作用，其中 T41 对风味物质积累的促进作用最突出。【结论】发酵后的

中高温大曲蕴藏丰富的产酶功能微生物，不同等级大曲在功能菌数量及产酶性能上存在显著差
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异，且产淀粉酶菌株分离率高于产纤维素酶菌株。筛选获得的 4 株功能菌具有优良的酶学特性和

环境适应性，在白酒模拟发酵体系中能够维持酸度稳定、提升淀粉利用效率并促进风味物质生

成，其中菌株 T41 和 T47 综合发酵性能优良，具有较高的实际应用价值。研究结果为白酒酿造功

能菌剂的开发及工艺优化提供了菌种资源与科学依据。

关键词：中高温大曲；可培养微生物；产酶功能菌；环境耐受性；固态发酵；理化特性；挥发

性风味物质
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Abstract: [Objective] To elucidate the enzymatic-producing properties and environmental 
tolerance of culturable microorganisms from medium-high temperature Daqu, as well as their 
regulatory effects on the solid-state fermentation system of Baijiu, to investigate the differences of 
functional microorganism distribution across different Daqu grades, and to provide a theoretical 
basis for the development of fortified microbial starters and the optimization of brewing processes. 
[Methods] The isolation of functional microorganisms, along with the evaluation of enzyme-
producing characteristics, growth properties, and environmental tolerance, was conducted on post-
fermentation medium-high temperature Daqu of superior-grade and premium-grade used in the 
production of Nongjiangjianxiangxing Baijiu (strong-sauce aroma-type Baijiu). Moreover, solid-
state simulated fermentation experiments were conducted to investigate the regulatory effects of 
four dominant strains on the physicochemical properties and volatile flavor compounds of the 
fermented grains. [Results] In this study, a total of 44 strains were isolated from Daqu of premium-
grade and superior-grade used in the production of Nongjiangjianxiangxing Baijiu (29 from 
premium-grade Daqu and 15 from superior-grade Daqu), belonging to 5 phyla and 8 genera, with 
Bacillus being the dominant genus (accounting for 43.2%). A total of 28 amylase-producing strains 
(20 from premium-grade, 8 from superior-grade) and 4 cellulase-producing strains (3 from 
premium-grade, 1 from superior-grade) were primarily screened. Although the premium-grade 
Daqu contained a higher number of enzyme-producing strains, the strains from the superior-grade 
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Daqu exhibited greater average enzyme production capacity. After secondary screening, strains 
T41, Y46, and T47 were identified as high-yield amylase-producing functional microorganisms, 
and strain Y22 as a high-yield cellulose-producing functional microorganism. The tolerance assays 
revealed that Y46 exhibited the strongest adaptability to high temperature, ethanol stress, and lactic 
acid stress, and Y22 exhibited the strongest acid tolerance whereas T41 showed the best 
performance under glucose stress. The results from the solid-state simulated fermentation indicated 
that all four tested strains contributed to maintaining fermentation ecosystem stability. The strains 
significantly enhanced starch degradation, achieving reduction rates (from 7.0% to 9.5%), with Y22 
exhibiting the most pronounced degradation efficiency. The differential regulatory effects were 
observed on reducing sugar utilization and volatile flavor compound synthesis, particularly esters. 
Notably, T41 showed the most pronounced enhancement in flavor compound accumulation. 
[Conclusion] Post-fermentation medium-high temperature Daqu harbors abundant enzyme-
producing functional microorganisms. Significant differences were observed in the quantity and 
enzyme-producing performance of functional strains across Daqu of different grades, with amylase-
producing strains exhibiting a higher isolation rate than cellulase-producing strains. The four 
screened functional strains possess excellent enzymatic properties and environmental adaptability. 
In the simulated Baijiu fermentation system, these strains maintained acidity stability, enhanced 
starch utilization efficiency, and promoted the formation of flavor compounds. Among them, strains 
T41 and T47 exhibited superior overall fermentation performance and demonstrated considerable 
potential for practical application. These findings provide valuable microbial resources and a 
scientific basis for the development of functional microbial starters and the operation of Baijiu 
brewing processes.
Keywords: medium-high temperature Daqu; culturable microorganisms; enzyme-producing 
functional strains; environmental tolerance; solid-state fermentation; physicochemical properties; 
volatile flavor compounds

浓酱兼香型白酒融合了酱香型的优雅细腻

与浓香型的绵甜爽净，形成“浓头酱尾”的独特

风格[1-2]，在中国白酒体系中占有重要地位，其

品质形成高度依赖大曲这一核心发酵剂。中高

温大曲在酿造过程中不仅作为糖化发酵的动力

来源，更通过其复杂的微生物群落代谢塑造了

酒体的风味基底。大曲制造过程中的不同阶段

均会对其微生物群落产生重要影响：曲坯制作

成型后入房安曲，随后进入长达约 1 个月的发

酵阶段，新出房的曲不能立即使用，必须经过

一段时间(至少 3−4 个月)的贮存，发酵阶段构建

起中高温大曲的微生物与酶系基础[3-5]，而贮藏

阶段则通过菌群演替优化其功能活性[6-7]。因此，

研究刚发酵完成即将进入贮藏阶段这一关键时

间节点的大曲显得尤为重要。目前对于该阶段

的研究多与整个发酵阶段的研究一同开展，且

多采用组学技术探究其微生物群落组成和理化

特征[8-14]，对于可培养微生物以及产酶、发酵、

耐受特性的研究鲜有报道。因此解析这一阶段

的可培养功能微生物资源对于理解大曲发酵规

律、定向优化大曲品质具有重要意义。

大曲的分级是白酒酿造中一项核心且传统

的质量控制实践，通常依据一套多重感官与理

化指标体系进行等级划分，评估其使用价值与

酿酒导向。近年来，研究者已开始将大曲等级

与其微观生态特征关联起来[15-17]，研究表明，
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不同等级中高温大曲的菌群结构与功能代谢存

在梯度差异，可实现对白酒酿造过程的风味导

向与工艺调控[15-17]，但当前研究多采用高通量

测序技术[18-20]，虽能全面揭示物种组成，却难

以获得可供后续应用与机制研究的纯培养菌株。

功能菌的分离培养与特性研究是连接微生物生

态理论与酿造工程实践的关键桥梁。研究表明，

中高温大曲富含酵母菌、霉菌、芽孢杆菌等核

心功能微生物[8,16,18-21]，通过定向筛选具有特定

代谢功能(如高产淀粉酶、纤维素酶及耐酸耐醇)

的菌株[22-27]，可以为后续的微生物强化与大曲

品质定向调控奠定资源基础。

功能菌对中高温大曲的酿造效能与品质形

成具有核心意义，它们不仅是酶系和风味物质

的关键生产者，还通过代谢活动影响中高温大

曲的理化指标、白酒的出酒率与风味复杂度。

现有功能特性研究涵盖产酶能力[10,22]、环境耐受

性(耐温、耐酸、耐乙醇、耐高糖)[23-24]以及发酵

性能[25-27]等方向。酶系是大曲功能的核心载

体[4,28-29]，对大曲在白酒酿造中的糖化、发酵和

风味形成具有决定性作用：淀粉酶可将淀粉水

解为可发酵糖，直接关联糖化力与出酒率；纤

维素酶通过降解植物细胞壁释放被包裹的营养

物质，在提高原料利用率的同时促进风味前体

的释放[4,6,16,20,27]。因此，定向筛选高产淀粉酶与

纤维素酶的功能菌，对于优化发酵工艺、提升

底物转化效率及丰富酒体风味具有重要意义。

此外，在传统固态白酒发酵体系中酒醅微生态

环境随发酵进程呈现持续动态变化，乳酸、乙

酸等有机酸不断积累、乙醇浓度逐步升高、体

系温度持续波动、渗透压不断改变，多重胁迫

因子相互叠加，共同构成了复杂且严苛的发酵

环境。菌株在发酵体系中的定殖能力、代谢活

性、产香特性、菌群演替地位，均直接取决于

其对多重环境胁迫的耐受能力与适应性。因此，

系统评估发酵功能菌株对多种胁迫因子的耐受

能力，对于筛选优良生产菌种具有重要意义。

现有关于大曲可培养微生物的研究存在诸

多局限，例如研究多聚焦于单一微生物类群(如

酵母或芽孢杆菌)、对发酵完成阶段的大曲微生

物研究较少、对不同等级中高温大曲中功能菌

的分布特点及其产酶能力差异研究不足[15-16]等。

因此，本研究以发酵完成后的浓酱兼香型特级

与优级中高温大曲为试验材料，定向筛选产淀

粉酶和产纤维素酶功能微生物；进一步对具有

优良产酶特性的菌株开展生长特性、酶学特性

及实际酿造关键环境胁迫耐受能力的多维评价，

同时通过固态模拟发酵试验解析菌株对体系理

化特征与风味化合物的调控作用，为挖掘中高

温大曲微生物资源中的优势菌种、开发专用强

化菌剂奠定基础，同时为不同等级中高温大曲

的差异化工艺调控提供理论依据。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

1.1.1　样品采集

本研究所用已完成 1 个月发酵、尚未进入

贮存阶段的特级、优级浓酱兼香型中高温大曲

采自四川省泸州市。为保证取样的科学性及均

一性，选择 3 个独立曲房采集样本，采用五点

取样法在每个曲层的四角和中心位置选取不同

等级大曲(由专业技术人员对特级与优级大曲进

行感官质量评价[30]。将不同等级大曲样品分别

置于无菌粉碎机中研磨成粉末，充分混合后过

20 目筛得到待测样品，分装于无菌采样袋中，

置于 4 ℃条件下暂存，立即运回实验室开展微

生物分离培养以保证菌株活性。

1.1.2　培养基

微生物分离固体培养基：采用 PDA、MRS

和 YPD 培养基(青岛海博生物技术有限公司)。

淀粉酶筛选培养基(g/L)：可溶性淀粉 10.0，

蛋白胨 2.0，酵母膏 5.0，氯化钠 5.0，磷酸氢二

钾 3.0，琼脂粉 20.0，调节 pH 值至 7.0。

纤维素刚果红培养基配方 (g/L)：硝酸钠

1.0，磷酸氢二钠 1.2，磷酸氢二钾 0.9，硫酸镁
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0.5，氯化钾 0.5，酵母浸出粉 0.5，酸水解酪蛋

白 0.5，刚果红 0.2，纤维素粉 5.0，琼脂 15.0，

调节 pH 值至 7.0±0.2。

营养肉汤 (NB)培养基配方 (g/L)：蛋白胨

10.0，牛肉膏 3.0，氯化钠 5.0，调节 pH 值至

7.0±0.1。

1.2　大曲中微生物的分离

分别称取 1 g 特级和优级大曲样品，加入盛

有无菌水的无菌离心管中，充分振荡混匀，制

成初始菌悬液。随后进行梯度稀释，得到 10−3、

10−4、10−5、10−6 系列稀释液。分别取 0.1 mL 各

梯度稀释样品悬液涂布于 PDA、YPD、MRS 培

养基表面。将 PDA 培养基和 YPD 培养基置于

28 ℃条件下培养，MRS 培养基置于 37 ℃条件

下培养，培养 24 h 后，初步依据肉眼观察结果，

用无菌竹签挑取颜色、形状、边缘形态、表面

光滑度等菌落特征存在明显差异的单菌落，采

用四象限划线法将单菌落接种至对应培养基上

进行多次纯化，直至获得纯培养菌株。

1.3　微生物的鉴定

1.3.1　形态学鉴定

通过观察培养基上的菌落形态，对微生物

菌落的颜色、形状、边缘特征、表面光滑度、

隆起度、透明度、黏度和光泽等指标进行判断

和记录。采用结晶紫染色法对微生物细胞进行

染色，通过光学显微镜观察菌丝、孢子的微观

形态特征。

1.3.2　分子生物学鉴定

采 用 Chelex-100 法 提 取 微 生 物 基 因 组

DNA。分别挑取纯化后的单菌落置于 1.5 mL EP

管中，加入 100 μL 10% Chelex-100 溶液，充分

涡旋混匀。将样品置于 90 ℃孵育仪中孵育

20 min，其间每 5 min 涡旋振荡 10 s 以促进细胞

裂解及 DNA 释放。反应完成后，12 000 r/min

离心 5 min，取上清液作为 DNA 模板样品。

使用引物 1472R (5′-GGTTACCTTGTTACG 

ACTT-3′)和 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTC 

AG-3′)对细菌 DNA 进行 PCR 扩增；使用引物

ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′ )和 ITS5 

(5′-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3′ ) 对真

菌 DNA 进行 PCR 扩增。配制 PCR 反应体系

(25.0 μL)： 2×SanTaq PCR Master Mix 12.5 μL，

ddH2O 11.0 μL，上、下游引物 (10 μmol/L)各

0.5 μL，DNA 模板 0.5 μL。细菌 PCR 反应条件：

95 ℃ 5 min；94 ℃ 1 min，56 ℃ 1 min，72 ℃ 

1.5 min，共 30 个循环；72 ℃ 9 min。真菌 PCR

反应条件：94 ℃ 3.5 min；94 ℃ 30 s，50 ℃ 

55 s，72 ℃ 45 s，共 35 个循环；70 ℃ 15 min。

扩增完成后，将 PCR 产物委托北京擎科生物科

技有限公司成都分公司完成测序。将测序结果

提交至 NCBI 的 GenBank 数据库，使用 BLAST

进行同源性比对搜索，选取同源关系较近的模

式菌株的 DNA 序列，采用 MEGA 11 软件中的

邻接 (neighbor-joining, NJ)法构建系统发育树。

采用甘油冷冻保藏法进行菌种保藏：配制 30%

无菌甘油溶液，向无菌保种管中加入 2.0 mL 甘

油溶液，用无菌竹签挑取纯化后的单菌落接入

管中充分混匀。将保种管置于冻存盒中，存放

于−80 ℃超低温冰箱中进行长期保藏。

1.4　功能菌的初筛

1.4.1　大曲中产淀粉酶功能菌的筛选

将纯化后的菌株点接于淀粉酶筛选琼脂平

板上，在 37 ℃条件下培养 48 h。将碘液均匀滴

加于平板表面，染色 1 min，观察菌落周围是否

出现无色透明圈，采用十字交叉法分别测量

透明水解圈直径与菌落直径，计算二者的比值

(D/d)，初步判定菌株产淀粉酶能力的大小。

1.4.2　大曲中产纤维素酶功能菌的筛选

将纯化后的菌株点接于纤维素刚果红培养

基上，在 37 ℃条件下培养 48 h，观察菌株周围

是否出现透明水解圈，采用十字交叉法分别测

量透明水解圈直径与菌落直径，计算二者的比

值(D/d)，初步判定菌株产纤维素酶能力的大小。
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1.5　功能菌的复筛

选取初筛效果较好的菌株(D/d>2)，挑取单

菌落接种于含 5.0 mL NB 培养基的 10.0 mL 离心

管中，37 ℃静置培养 24 h。将培养好的菌悬液

于 10 000 r/min 离心 5 min，取上清液经 0.22 μm

水系滤膜过滤除菌，所得滤液即为粗酶液，用

于胞外酶活力测定。参照纤维素酶检测试剂盒

(上海源叶生物科技有限公司)和淀粉酶检测试剂

盒(上海源叶生物科技有限公司)的操作说明测定

粗酶液的酶活。淀粉酶活性单位定义：在 37 ℃

条件下 15 min 水解 5 mg 淀粉所需的酶量定义为

1 个酶活力单位。纤维素酶活力单位定义：在

60 ℃条件下，1 min 催化羧甲基纤维素钠水解产

生 1 μg 葡萄糖所需的酶量定义为 1 个酶活力单位。

1.6　菌液的制备

挑取目标菌株单菌落接种于含 5.0 mL NB

培养基的离心管中，37 ℃静置培养 24 h 得到

种子液。按 10% 接种量(1.5 mL)将种子液转接

至含 13.5 mL NB 培养基的离心管中，37 ℃静

置培养 24 h，培养完成后统一调节菌液浓度至

OD600=0.3，用于后续各项测试。

1.7　生长曲线的测定

取 1.0 mL 上述制备好的菌液，加入含有

9.0 mL NB 培养基的 50.0 mL 离心管中。将接种

完成的离心管置于 37 ℃培养箱中培养，每 2 h

取样 1 次。取样前将培养的离心管表面进行酒

精消毒，移入无菌操作台内，吸取 200 μL 培养

液加入 96 孔板中，置于酶标仪 600 nm 波长下

测定吸光度。将测得的 OD600 值与对应的培养时

间进行拟合，绘制不同菌株的生长曲线。

1.8　功能菌耐受性评价

1.8.1　菌株耐高温性

吸取 100 μL 生长至对数期(约培养 24 h)的

种子液(使用前用新鲜培养基将其 OD600 值统一

调整至 0.3−0.5，确保各菌株起始生物量一致)，

分别接种于含 400 μL NB 培养基的 EP 管中，分

别置于 45、50、55、60、65 ℃条件下恒温培养

24 h，培养结束后测定菌液 OD600 值。

1.8.2　菌株的耐酸性

吸取 100 μL 菌液分别接种于含 400 μL 不同

pH 梯度 NB 培养基(pH 分别为 3.0、4.0、5.0、

6.0、7.0)的 EP 管中，置于 37 ℃条件下培养

24 h，培养结束后测定菌液 OD600 值。

1.8.3　功能菌的耐葡萄糖性测试

吸取 100 μL 菌液分别接种于含 400 μL 不同

葡萄糖浓度 NB 培养基(葡萄糖浓度分别为 2、

10、 18、 26、 34 g/L) 的 EP 管中，接种后于

37 ℃培养 24 h，培养完成后测定 OD600 值。

1.8.4　功能菌的耐乙醇性测试

吸取 100 μL 菌液接种至含 400 μL 不同乙醇

体积分数 NB 培养基(乙醇含量分别为 2%、6%、

10%、14%、18%)的 EP 管中，在 37 ℃下培养

24 h，培养完成后测定 OD600 值。

1.8.5　功能菌的耐乙酸性测试

吸取 100 μL 菌液接种至含 400 μL 不同乙酸

含量 NB 培养基(乙酸含量分别为 1、5、9、13、

17 g/L)的 EP 管中，在 37 ℃下培养 24 h，培养

完成后测定 OD600 值。

1.8.6　功能菌的耐乳酸性测试

吸取 100 μL 菌液接种至含 400 μL 不同乳酸

含量 NB 培养基(乳酸含量分别为 1、4、7、10、

13 g/L)的 EP 管中，在 37 ℃下培养 24 h，培养

完成后测定 OD600 值。

1.9　功能菌的模拟发酵试验

实验室模拟固态发酵流程如下：高粱原料

先在 70 ℃润粮 24 h，随后在 115 ℃蒸粮 20 min，

再使用 80 ℃温水闷粮 40 min，使高粱充分吸水

至无白心状态。进行复蒸处理，使高粱籽粒充

分裂解破皮。均匀喷洒 80 ℃热水完成打量水操

作，摊晾冷却后拌入大曲及糠壳。实验组添加

体积分数为 10% 的培养至对数期的不同功能菌

菌液，对照组添加等量无菌水，搅拌均匀后装

入发酵罐中密封，置于恒温培养箱中 30 ℃静置

发酵 30 d。参照 Tian 等[31]的方法对发酵完成后

的酒醅进行理化指标和挥发性风味化合物的

检测。
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1.10　统计与分析

所有实验均设置至少 3 个生物学重复，使

用 Microsoft Excel 2020 对原始数据进行初步处

理，使用 GraphPad Prism 9 进行单因素方差分

析(one-way ANOVA)与图形绘制，组间差异采

用 HSD 检 验 法 (Tukey’s honestly significant 

difference)进行多重比较。使用 R version 3.5.1

和 MetaboAnalystR 1.0.1 对挥发性化合物数据进

行正交偏最小二乘判别分析 (orthogonal partial 

least squares discriminant analysis, OPLS-DA)。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　产酶功能菌的初筛

2.1.1　产淀粉酶功能菌的初筛

本研究通过淀粉水解透明圈法(图 1A、1B)

从发酵后大曲中分离筛选出 28 株具有产淀粉酶

能力的菌株，占所有分离菌株的 63.6%。其中特

级大曲中筛选出 20 株产淀粉酶功能菌，占特

级大曲所分离菌株的 69.0%，优级大曲中筛选

出 8 株产淀粉酶功能菌，占优级大曲所分离菌

株的 53.3% (图 2A)。通过水解圈直径(D)与菌体

直径(d)的比值(D/d)初步判断其产淀粉酶能力强

弱(图 2B)。功能菌 Y7、Y9、Y30、T39、T41、

T42、Y46、T47、T55、T61 的 D/d≥2.00，单位

菌体产淀粉酶能力较强，其中 Y7 的产酶能力最

为突出(D/d=2.83) (图 2B)。来源于特级大曲的

6 株 D/d≥2.00 的产淀粉酶功能菌平均 D/d 为

2.19，特级大曲全部 20 株产淀粉酶功能菌

的平均 D/d 为 1.74；来源于优级大曲的 4 株

D/d≥2.00 的产淀粉酶功能菌平均 D/d 为 2.36，

优级大曲全部 8 株产淀粉酶功能菌的平均 D/d

为 2.13。可见，虽然特级大曲中产淀粉酶功能

菌的占比更高且 D/d≥2.00 的功能菌数量更多，

但优级大曲中产淀粉酶功能菌的整体产酶能力

更强。

2.1.2　产纤维素酶功能菌的初筛

本研究采用刚果红染色法(图 1C、1D)从发

酵后的大曲中分离得到 4 株具有产纤维素酶能

力的功能菌株，占所有分离菌株的 9.1%。其中

从优级大曲中筛选出 1 株，占优级大曲分离菌

株的 6.7%；特级大曲中筛选出 3 株，占特级大

曲分离菌株的 10.3% (图 2C)。通过水解圈直径

(D)与菌体直径(d)的比值(D/d)初步判断其产纤维

素酶能力强弱(图 2D)。结果显示，功能菌 Y22、

T20 的 D/d 值≥2.00，表现出较强的单位菌体产

纤维素酶能力(图 2D)。来源于特级大曲的产纤

维素酶菌株中，高产菌株(D/d≥2) T20 的 D/d 值

为 2.25，全部 3 株产纤维素酶菌株的平均 D/d

为 1.78；优级大曲中唯一 1 株产纤维素酶菌株

Y22 的 D/d 为 2.15。可见，特级大曲中产纤维

素酶功能菌的整体平均产酶能力相对较弱，但

功能菌数量更多，且 2 个等级的大曲中均存在

具备较强产纤维素酶能力的功能菌。

图1　产淀粉酶(A、B)和纤维素酶(C、D)菌株筛选结果(部分)

Figure 1　Screening results (partial) for strains producing amylase (A, B) and cellulase (C, D).
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2.2　产酶功能菌的复筛

2.2.1　产淀粉酶功能菌的复筛

本研究将初筛中产淀粉酶效果较好的 7 株

菌(Y9、Y30、T41、T42、Y46、T47、T55)进行

复筛，进一步探究这些菌株的产淀粉酶能

力。其中 Y46、T41、T47 复筛酶活较高，均大

于 0.30 U/mL (图 3A)，Y46 酶活最高，Y9 酶

活最低。特级大曲中入选复筛的菌株平均酶

图2　功能菌初筛结果

Figure 2　 Preliminary screening results of functional microorganisms. A: Proportion of amylase-producing 

functional microorganisms among isolated microbes (from inner to outer: overall, premium-grade, superior-

grade); B: Bubble chart of D, d, and D/d of amylase-producing functional bacteria; C: Proportion of cellulase-

producing functional microorganisms among isolated microbes (from inner to outer: overall, premium-grade, 

superior-grade); D: Bubble chart of D, d, and D/d of cellulase-producing functional bacteria.
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活为 0.30 U/mL，优级大曲中入选复筛的菌株平

均酶活为 0.28 U/mL；来源于特级大曲的酶活大

于 0.30 U/mL 的功能菌有 2 株，平均酶活为

0.32 U/mL，优级大曲中该类菌株有 1 株，酶活

为 0.34 U/mL (图 3A)。可见，优级大曲中入选

复筛的菌株之间淀粉酶活差异相较特级大曲中

入选复筛的菌株更大，就复筛结果来看，特级

大曲中的产淀粉酶功能菌整体平均产酶能力更

强，但优级大曲中仍存在具备较强产淀粉酶能

力的功能菌。将初筛结果与复筛结果进行对比

可见，D/d 值较高的菌株复筛酶活未必更高，值

得关注的是 Y46、T41、T47 的初筛 D/d 值相对

偏小，但复筛酶活均处于较高水平，这可能与

菌株在液体和固体培养基上的生长特性差异

有关。

2.2.2　产纤维素酶功能菌的复筛

本研究将初筛中产纤维素酶效果较好的

4 株菌(T20、Y22、T36、T40)进行复筛，进一

步探究这些菌株的产纤维素酶能力。其中 Y22

复筛酶活最高，为 0.62 U/mL，其余各菌株酶活

均处于较低水平(图 3B)。就复筛结果而言，仅

有优级大曲中的 1 株功能菌具有较强产酶能力，

特级大曲中的 3 株功能菌产酶能力均相对较差，

可见优级大曲具备挖掘高产纤维素酶功能菌的

潜力。将初筛结果与复筛结果进行对比可见，

Y22 的 D/d 与复筛酶活均较高，2 项结果相互印

证；T36、T40 的 D/d 值与复筛酶活均较低，2 项

结果趋势一致；而 T20 拥有较高的 D/d 值，但

其复筛酶活较低。

2.3　功能菌的生长特性

选取复筛结果中性能较优的 Y46、T41、

T47、Y22 开展生长特征研究。如图 4 所示，

Y22 与 T47、T41 与 Y46 之间的生长特性总体较

为相似。培养 4 h 后 Y22 与 T47 的 OD600 大于

T41 与 Y46，至 18 h 时 T47 与 Y46 的 OD600 超

过 Y22 与 T41。Y22 与 T47 在 6 h 后进入对数生

长期，T41 与 Y46 在 10 h 后进入对数生长期，

随后 Y22 与 T47 在 16 h 后进入稳定期，T41 与

Y46 在 24 h 后进入稳定期。4 株菌 OD600 最高值

的大小依次为 Y46>T41>T47>Y22。

2.4　功能菌对环境因子的耐受性

在传统固态白酒发酵体系中，酒醅微生态

环境随发酵进程呈现持续动态变化，乳酸、乙

酸等有机酸不断积累，乙醇浓度逐步升高，体

系温度持续波动，渗透压不断改变，多重胁迫

因子相互叠加，共同构成了复杂且严苛的发酵

图3　参与复筛的产淀粉酶(A)和纤维素酶(B)功能菌的产酶能力

Figure 3　Enzyme-producing capacity of functional bacteria with amylase (A) and cellulase (B) activities in 

rescreening.
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环境。菌株在发酵体系中的定殖能力、代谢活

性、产香特性均直接取决于对多重环境胁迫的

耐受能力与适应性。因此，系统评估发酵功能

菌株对多种胁迫因子的耐受能力对于筛选优良

菌种具有重要意义。

2.4.1　耐高温性

固态白酒发酵过程中发酵体系长期处于波

动的高温环境中，高温会影响微生物蛋白质稳

定性、酶促反应效率及胞内代谢速率，直接制

约菌株的生长繁殖与功能表达。选育耐高温的

优良酿造菌株是适配高温酿造工艺、保障发酵

顺利进行的重要前提，耐温性也成为筛选优质

酿造菌株的核心指标之一。

在 5 个温度梯度下，T41、Y46、T47、Y22

的 OD600 值均呈现出规律性变化趋势(图 5)。具

体而言，OD600 值随着温度升高先上升后下降，

其中 T41、T47、Y22 在 50 ℃时达到峰值，Y46

在 55 ℃时达到峰值，且这些菌株的最高 OD600

值与其他温度下的 OD600 值之间均存在极显著差

异，可见它们在特定较高温度下仍具有较好的

生长状态和较强的耐受性。综合来看，Y46 在

55 ℃时 OD600 值较高，且表现出较强的生长稳

定性；T47 也表现出优良的高温耐受性。从菌株

耐高温性角度排序为：Y46>T41>T47>Y22。

2.4.2　耐酸性

白酒固态发酵过程中乳酸菌等微生物代谢

产生大量乳酸、乙酸等有机酸，导致发酵体系

pH 持续降低，形成酸性胁迫环境。低 pH 条件

会破坏微生物细胞膜电位、胞内酸碱平衡与代

谢通路，显著抑制菌株生长与功能发挥。因此，

耐酸性是评价菌株发酵性能和生态适应性的重

要指标。

在 5 个 pH 梯度下， T41、 Y46、 T47 的

OD600 值均呈现出随 pH 升高先上升后下降的变

化趋势(图 6)。具体而言，Y22、T41、Y46、T47

图4　功能菌的生长曲线

Figure 4　Growth curves of functional bacteria.

图5　T41 (A)、Y46 (B)、T47 (C)、Y22 (D)在高温下的OD600

Figure 5　 OD600 of T41 (A), Y46 (B), T47 (C), and Y22 (D) at high temperature. * indicate significant 

differences between groups P<0.05; *** indicate significant differences between groups P<0.001; **** indicate 

significant differences between groups P<0.000 1.
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的 OD600 值分别在 pH 为 4.0、5.0、6.0、7.0 时

达到最高，且 T41 的 OD600 在 pH 5.0 时显著高

于 pH 3.0、6.0、7.0 条件下的数值；Y46 在 pH 

6.0 时的 OD600 显著高于 pH 3.0 条件下的数值；

特别地，T47 在 pH 3.0 时的 OD600 与其他 4 个

pH 值条件下的 OD600 均呈现显著差异，而 pH 

4.0 时的 OD600 仅与 pH 7.0 时的数值具有显著差

异；Y22 表现出与 T47 类似的特点，在 pH 3.0

时的 OD600 显著低于其他 4 个 pH 值条件下的

OD600，而 pH 4.0 时的 OD600与 pH 3.0、pH 7.0 条

件下的 OD600 具有显著差异。这表明 T41、Y46、

T47、Y22 分别在 pH 为 5.0、4.0−7.0、5.0−7.0、

4.0−6.0 时具有较强的耐酸性。从酸性条件下的

菌株耐受性排序为：Y22>Y46>T41>T47，进一

步说明优级大曲中的功能菌在酸性条件下的耐

受性方面表现出更强的优势。

2.4.3　耐葡萄糖性

葡萄糖是白酒固态发酵过程中微生物最易

利用的碳源与核心能源物质，是菌株启动生长、

合成代谢产物的重要基础。然而，发酵体系中

高浓度葡萄糖会形成高渗透压环境，导致微生

物细胞失水、胞内代谢紊乱，进而抑制菌株的

正常生长与繁殖。因此，菌株对高浓度葡萄糖

的耐受能力直接决定其在发酵初期高糖基质中

的定殖能力与底物利用效率，是评价酿造微生

物环境适应性与发酵潜力的重要指标。

T41、Y46、T47 的 OD600 在 5 个葡萄糖浓

度梯度下随浓度递增呈现先上升后下降的变化

趋势，且均在葡萄糖浓度为 10 g/L 时 OD600 达

到最高，而 Y22 的 OD600 呈现持续下降的变化

趋势，在 2 g/L 时 OD600 最高 (图 7)。T41 的

OD600 在葡萄糖浓度为 34 g/L 时显著低于其他浓

度条件下的数值；葡萄糖浓度为 10 g/L 时，Y46

的 OD600 显著高于其他所有浓度条件下的数值；

T47 在葡萄糖浓度为 10 g/L 时 OD600 显著高于

18、26、34 g/L 条件下的数值；葡萄糖浓度为

2 g/L 时，Y22 的 OD600 显著高于其他几个浓度

条件下的数值。可见，T41、Y46、T47、Y22 分

别在葡萄糖浓度为 2−26 g/L、10 g/L、2−10 g/L、

2 g/L 时具有较强的耐葡萄糖能力。总体来看，

功能菌耐葡萄糖性排序为：T41>T47>Y46>Y22。

从当前研究结果可以看出，特级大曲中的功能

菌的耐葡萄糖性更强。

2.4.4　耐乙醇性

乙醇是固态白酒发酵的核心产物，也是影

响微生物生长代谢的关键胁迫因子。随着发酵

进程推进，酒醅中乙醇浓度不断升高，会对微

生物细胞结构、酶活及物质代谢产生显著抑制

图6　T41 (A)、Y46 (B)、T47 (C)、Y22 (D)在酸性条件下的OD600

Figure 6　OD600 of T41 (A), Y46 (B), T47 (C), and Y22 (D) under acidic conditions. * indicate significant 

differences between groups P<0.05; ** indicate significant differences between groups P<0.01; *** indicate 

significant differences between groups P<0.001; **** indicate significant differences between groups P<0.000 1.
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作用，甚至产生细胞毒性。菌株耐乙醇能力直

接决定菌株在高乙醇环境下的存活能力与代谢

活性，是衡量菌株发酵适配性的首要指标。

T41 的 OD600 在 5 个乙醇含量梯度下随乙醇

含量增加呈现先上升后下降的变化趋势，在乙

醇含量 6% 时的 OD600 达到最高；Y46、T47、

Y22 在乙醇含量为 2% 时的 OD600 最高，且在

5 个乙醇含量梯度下 OD600 随乙醇含量增加均呈

现持续下降的趋势(图 8)。T41 在乙醇含量为 6%

时 OD600 显著高于所有其他浓度条件下的数值；

Y46 的 OD600 在乙醇含量为 2% 时显著高于

10%、14%、18% 条件下的数值；T47 与 Y22 在

乙醇含量为 2% 时与其余各浓度的 OD600 均呈极

显著差异。可见，T41、Y46、T47、Y22 分别在

乙醇含量为 6%、2%−6%、2%、2% 时具有较强

的耐乙醇性。总体来看，功能菌耐乙醇性排序

为：Y46>T41>T47>Y22。值得关注的是，T41

和 Y46 的 OD600 均在乙醇浓度大于 6% 时出现大

幅度下降，T47 和 Y22 的 OD600 均在乙醇浓度大

于 2% 时出现大幅度下降，说明乙醇含量 2% 和

6% 可能接近对应功能菌的乙醇耐受极限。

2.4.5　耐乙酸性

乙酸是白酒固态发酵中重要的风味前体物

质，也是主要有机酸之一。适量乙酸可参与酒

体风味物质合成，提升白酒风味复杂度，但乙

酸浓度过高会显著降低体系 pH，破坏微生物细

胞膜完整性与胞内酶系活性，对菌株产生强烈

的酸性胁迫与毒性抑制。菌株耐乙酸能力直接

影响菌株在酸性胁迫环境中的存活与代谢功能，

是反映菌株环境适配性的关键指标。

T41、Y46 均在乙酸浓度为 1 g/L 时 OD600

最高，乙酸浓度升高后 OD600 总体呈下降趋势；

而 T47、Y22 随乙酸浓度增加呈现先上升后下降

的变化趋势，OD600 分别在 9 g/L 和 13 g/L 时达

到最高 (图 9)，且 Y22 在 5 种浓度的乙酸中

OD600 无显著差异。T41 在乙酸浓度为 1 g/L 时

OD600 均显著高于 9 g/L 和 17 g/L 条件下的数值；

Y46 在乙酸浓度为 1 g/L 时的 OD600 显著高于其

他所有浓度条件下的数值；T47 在乙酸浓度为

9 g/L 时的 OD600与 1 g/L 和 17 g/L 条件下的 OD600

相比也呈极显著差异。可见，T41、Y46、T47、

Y22 分别在乙酸浓度为 1−5 g/L、1 g/L、5−13 g/L、

1−17 g/L 时具有较强的耐乙酸性。总体来看，功

图7　T41 (A)、Y46 (B)、T47 (C)、Y22 (D)在各葡萄糖浓度下的OD600

Figure 7　OD600 values of T41 (A), Y46 (B), T47 (C), and Y22 (D) at various glucose concentrations. * indicate 

significant differences between groups P<0.05; ** indicate significant differences between groups P<0.01; *** 

indicate significant differences between groups P<0.001; **** indicate significant differences between groups 

P<0.000 1.
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能菌耐乙酸性排序为：Y22>T47>Y46>T41。

2.4.6　耐乳酸性

乳酸是白酒发酵体系中含量最丰富的有机

酸，也是影响酒醅酸度与微生态平衡的关键

物质。随着发酵进程推进，乳酸持续积累导

致环境酸度不断升高，形成强酸性胁迫压力，

严重抑制微生物的生长繁殖与生理代谢。乳

杆菌作为白酒发酵中后期的优势菌群，其耐

乳酸能力是维持自身主导地位的重要基础；

菌株的耐乳酸能力则直接决定其在高酸环境

下的产酒效率与发酵稳定性。因此，耐乳酸

能力是评价酿造菌株适应性与功能稳定性的

核心指标。

T41、Y46、Y22 的 OD600 随乳酸浓度的增

加呈先上升后下降的变化趋势，分别在 4、4、

10 g/L 时 OD600 达到最高；T47 的 OD600 随乳酸

浓度增加持续小幅上升，在 13 g/L 时达到最高

(图 10)，与 1 g/L 和 4 g/L 条件下的 OD600 之间

图9　T41 (A)、Y46 (B)、T47 (C)、Y22 (D)在各乙酸浓度下的OD600

Figure 9　OD600 values of T41 (A), Y46 (B), T47 (C), and Y22 (D) at various acetic acid concentrations. * 

indicate significant differences between groups P<0.05; ** indicate significant differences between groups 

P<0.01; *** indicate significant differences between groups P<0.001.

图8　T41 (A)、Y46 (B)、T47 (C)、Y22 (D)在各乙醇含量下的OD600

Figure 8　OD600 values of T41 (A), Y46 (B), T47 (C), and Y22 (D) at various ethanol concentrations. * indicate 

significant differences between groups P<0.05; ** indicate significant differences between groups P<0.01; *** 

indicate significant differences between groups P<0.001; **** indicate significant differences between groups 

P<0.000 1.
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存在显著差异；Y22 在乳酸浓度为 10 g/L 时的

OD600 显著高于其他浓度条件下的数值，T41、

Y46 在各乳酸浓度下 OD600 值无显著差异，相对

较稳定。可见，T41、Y46、T47、Y22 分别在乳

酸浓度为 1−13 g/L、1−13 g/L、7−13 g/L、10 g/L

时具有较强的耐乳酸性。总体来看，功能菌耐

乳酸性排序为：Y46>T41>T47>Y22。

2.5　所分离大曲微生物的分子生物学

鉴定

本研究从发酵后浓酱兼香型中高温大曲中

分离出 44 株菌，其中特级曲 29 株，优级曲 15 株。

PDA 和 YPD 培养基分离得到的菌株数更多(各

16 株)，分离效果优于 MRS 培养基(12 株)。对

分离得到的微生物进行分子生物学鉴定和同源

性分析，并与相关典型菌株的序列构建系统发

育树(图 11)，可初步判断所分离菌株分布于 5 个

门 8 个属。其中从特级大曲中分离的菌株归属

于 5 个门 8 个属，从优级大曲中分离的菌株归

属于 2 个门 3 个属。芽孢杆菌门(Bacillota)占比

61.4% (图 12)，为绝对优势门；其次为假单胞菌

门 (Pseudomonadota)，该门仅在特级大曲中分

图10　T41 (A)、Y46 (B)、T47 (C)、Y22 (D)在各乳酸浓度下的OD600

Figure 10　OD600 values of T41 (A), Y46 (B), T47 (C), and Y22 (D) at various lactic acid concentrations. * 

indicate significant differences between groups P<0.05; ** indicate significant differences between groups 

P<0.01; *** indicate significant differences between groups P<0.001.
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图11　所分离44株菌与相关典型菌株基于ITS序列(A)和16S rRNA基因序列(B)构建的系统发育树

Figure 11　 Phylogenetic tree constructed from 44 isolated strains and related typical strains based on ITS 

sequences (A) and 16S rRNA gene sequences (B). Numbers in parentheses are GenBank accession numbers of 

strain sequence. Numbers at nodes are bootstrap values, which represent the percentage of credibility of 

evolutionary tree branches; The scale represents sequence divergence.
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布。其中芽孢杆菌属(Bacillus)的微生物数量最

多，为绝对优势属(占比 43.2%)，优级大曲中芽

孢杆菌属数量略高于特级大曲。此外曲霉属

(Aspergillus)和葡萄球菌属(Staphylococcus)占比

较大，前者多数分离自特级大曲，后者大多分

离自优级大曲。总体来看，特级大曲中功能菌

的种类和丰度更高。

2.6　功能菌的形态学与分子鉴定

对优选出的试验功能菌开展形态学鉴定及

显微镜观察，发现各菌株的菌落形态大多较为

相似，主要呈乳白色、扁平、不透明、黏稠、

有光泽，菌落形状不规则、边缘呈锯齿状、

表面光滑，细胞多呈现球状或杆状。部分代

表性菌株的形态见图 13、图 14。由系统发育

树可看出，以 Y46、T47、Y22 为代表的菌株与

Bacillus 属聚为一支，以 T41、T42 为代表的菌

株与 Pseudomonas 属聚为一支，以 Y30、T36 为

代表的菌株与 Aspergillus 属聚为一支，以 Y7 为

代表的菌株与 Staphylococcus 属聚为一支，以

T40 为代表的菌株与 Rhizopus 属聚为一支。

2.7　功能菌的固态模拟发酵

酒醅作为微生物生长代谢的直接载体，其

理化特性不仅反映了发酵环境的适宜性与微生

图12　中高温大曲中门、属的占比与数量

Figure 12　Proportion and quantity of phylum and genus in medium-high temperature Daqu. A: Proportional 

distribution of phylum in medium-high temperature Daqu (from inner to outer ring: overall, premium-grade, 

superior-grade); B: Proportional distribution of genus in medium-high temperature Daqu (from inner to outer 

ring: overall, premium-grade, superior-grade); C: Quantity of phylum in medium-high temperature Daqu; D: 

Quantity of genus in medium-high temperature Daqu.

4886



田蕾 等 || 微生物学报, 2026, 66(10)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

物代谢的活跃程度，更直接决定了后续风味物

质生成的物质基础与代谢流向。解析酒醅理化

与风味物质特征，对于揭示功能菌株的作用机

制、筛选优良菌种资源，以及实现白酒发酵工

艺的定向调控具有重要意义。

2.7.1　酒醅水分含量

水分是白酒固态发酵顺利进行的基础前提，

是酒醅中营养物质传递、微生物代谢活动开展

的核心载体，其适宜含量是保障菌株正常生长、

发酵高效推进的重要条件。由图 15A 可知，各

接种菌株处理组与空白对照组的酒醅水分含量

无显著差异，且均维持在 65.00% 以上，处于白

酒固态发酵适宜水分范围。其中，T41、T47、

Y46 处理组水分含量分别为 66.57%、66.89%、

66.20%，略高于空白对照组及其他菌株处理组，

该细微差异与菌株自身发酵代谢产水特性、底

物分解过程中的水分释放规律密切相关。可见，

单一接种菌株对酒醅含水量的影响较小，高粱

固态发酵体系中水分含量的变化主要受大曲复

合微生物群落的协同代谢主导，单菌株的调控

效应并不突出。

2.7.2　酒醅 pH 值

环境 pH 值对菌株生长代谢具有显著影响，

在白酒固态发酵过程中原料分解产生的酸性代

谢产物会导致酿造体系 pH 值随发酵进程逐渐下

降。分析结果显示(图 15B)，除 Y22 菌株处理组

发酵终点酒醅 pH 值显著低于空白对照组外，其

余各接种组与空白对照组无显著差异。其中，

Y22 菌株处理组 pH 值最低，表明该菌株代谢产

酸能力突出，耐酸性较强，适宜在酸性环境中

生长繁殖；Y46 处理组 pH 值最高，说明其代谢

产酸能力相对较弱；T41 和 T47 处理组的酒醅

酸度与 pH 值均与空白对照组接近，表明这 2 株

菌株接种后可更好维持发酵体系的酸碱稳定性，

图13　部分代表性菌株的菌落特征图

Figure 13　Colony characteristics of representative strains. A: T41; B: Y46; C: T47; D: Y22.

图14　部分代表性菌株的结晶紫染色图

Figure 14　Crystal violet staining diagram of representative strains. A: T41; B: Y46; C: T47; D: Y22.
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发酵过程更为平稳。

2.7.3　酒醅酸度

酒醅酸度是影响微生物生长代谢、调控发

酵进程的关键因子，合理控制酒醅入窖酸度是

保障白酒发酵正常进行、提升酒体品质的重要

环节。酸度测定结果显示(图 15C)，外源接种菌

株并未使发酵终点酒醅的酸度发生显著改变，

其中 T41、T47、Y22 3 株菌株处理组的酒醅酸

度略高于空白对照组，Y46 菌株处理组酸度则

略低于空白对照组，这种细微差异可能与不同

菌株固有的产酸代谢特征有关。

2.7.4　酒醅粗淀粉含量

在白酒固态发酵过程中，淀粉作为核心碳

源，会在酶的催化作用下水解为可发酵糖类，

其水解程度直接决定发酵效率与白酒产量。在

淀粉降解方面，4 株菌均表现出显著的促进效果

(图 15D)，淀粉降幅达 7.0%−9.5%，其中，Y22

的淀粉分解效率最高，凸显了外源功能菌株强

化的应用潜力。

2.7.5　酒醅还原糖含量

还原糖作为白酒固态发酵过程中重要的中

间代谢产物，其含量变化与淀粉降解、乙醇生

图15　不同菌株协同发酵体系理化特征

Figure 15　Physicochemical factors in different fermented grains. A: Moisture content; B: pH value; C: Acidity; 

D: Starch content; E: Reducing sugar content. * indicate significant differences between groups P<0.05; ** 

indicate significant differences between groups P<0.01; **** indicate significant differences between groups 

P<0.000 1.
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成及风味物质合成密切相关。由图 15E 可知，

接种不同菌株发酵后，仅 T41 菌株处理组酒醅

还原糖含量高于空白对照组，但二者无显著差

异，推测其糖化能力强于糖消耗能力。Y22 菌

株处理组还原糖含量最低，表明其对还原糖的

消耗能力最强，淀粉转化最彻底。T41 组还原糖

含量显著高于 Y22 组，表明供试菌株对酒醅还

原糖积累具有差异化调控作用。

2.8　挥发性风味物质

挥发性风味化合物是白酒香气品质的核心

物质基础，白酒发酵过程中挥发性风味化合物

主要由微生物代谢、底物降解及化学反应等途

径生成。因此，系统分析不同生物强化菌株发

酵酒醅中挥发性风味化合物的组成与差异，明

确菌株对风味物质合成的调控作用，对筛选优

良风味调控菌株、优化白酒酿造工艺、提升酒

体品质具有重要意义。

2.8.1　挥发性风味化合物总体特征

本研究进一步检测固态模拟发酵结束后酒

醅中挥发性风味物质的组成及含量，探究菌株

对白酒风味代谢的调控效应。基于顶空固相微

萃取-全二维气相色谱-质谱联用技术(headspace 

solid phase microextraction-comprehensive two-

dimensional gas chromatograph mass spectrometer, 

HS-SPME-GC×GC-MS)，从不同菌株协同发酵

酒醅中共鉴定出 79 种挥发性风味化合物，包括

醇类 13 种、酯类 34 种、酮类 4 种、酚类 7 种、

醛类 5 种、烃类 3 种及其他类物质 13 种(图 16A、

16B)。从化合物组成与含量来看，酯类数量最

多、含量最高，其次为醇类，二者总和占挥发

性风味物质总量的 68.35%−75.34% (图 16C)，是

发酵体系中最主要的风味贡献组分。

不同菌株发酵后，酒醅挥发性化合物的种

类与含量存在明显差异。热图分析显示(图 16D)，
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图16　不同菌株协同发酵后酒醅的风味物质分析

Figure 16　Analysis of flavor compounds in fermented grains after co-fermentation with different strains. A: 

Statistics of types and quantities of flavor compounds; B: Total cumulative content of flavor compounds; C: 

Percentage composition of flavor compounds; D: Heatmap of flavor compounds.
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T41 处理组的挥发性风味化合物总浓度及种类数

量均显著高于其他组别，相较对照组挥发性化

合物总量提升了 7.55 倍，其中醇类与酯类化合

物含量尤为突出；Y46 组与 T47 组次之，而

Y22 组与空白对照组(CK 组)的挥发性风味物质

总量较为接近(图 16B)。结果表明，外源菌株的

添加对发酵体系风味物质合成具有显著的调控

作用，不同菌株的调控效应存在显著差异，最

终导致风味轮廓的分化，其中 T41 菌株对风味

物质积累的促进作用最为明显。

2.8.2　重要风味物质差异分析

为进一步明确不同菌株发酵酒醅的风味差

异，采用多元统计分析技术对挥发性风味化合

物进行系统解析，结合化合物含量差异明确核

心风味标记物，为菌株发酵特性评价提供依据。

首先对 79 种挥发性风味化合物进行主成分分析

(principal component analysis, PCA)，结果显示

(图 17A)，前 3 个主成分(PC)的累计方差贡献率

为 72.11%，可有效表征样品中大部分挥发性风

味化合物的信息。不同菌株处理组与 CK 组分离

度良好，且各组内样品聚集性较好，表明不同

菌株发酵酒醅的香气化合物特征存在显著差异；

其中 Y22 组、T47 组与 CK 组距离较近，提示

这 3 组酒醅的挥发性风味组成相似度较高，而

T41 组、Y46 组与 CK 组距离较远，表明其风味

化合物组成及含量与 CK 组差异较大。

为进一步解析各组间挥发性风味化合物的

具体差异，采用 OPLS-DA 对数据进行进一步筛

选，并通过变量重要性投影(variable importance 

projection, VIP)评分鉴别各组间具有显著差异的

挥发性物质及其对组间分离的贡献程度，获得相

应 OPLS-DA 得分图(图 17B)、VIP 值图(图 17C)

及模型验证图(图 17D)。通过 200 次置换检验评

估模型拟合效果，结果显示(图 17D)，构建的

OPLS-DA 模型解释能力(R2Y)为 0.991，预测能

力(Q2)为 0.85，二者均接近 1，表明模型拟合度

优良，可有效区分不同菌株发酵酒醅样品。以

VIP>1 作为筛选组间差异标记物的标准(图 17C)，

共筛选到 23 种挥发性物质，对各组间样品分离

起到重要贡献，其中包括 18 种酯类、2 种醇类、

1 种醛类、1 种酚类及 1 种烷烃类化合物。其中

正戊醇(VIP=1.34)的 VIP 值最高，是区分不同

处理组与 CK 组的核心差异化合物；其次为十

四甲基十六烷酸乙酯(VIP=1.24)、月桂酸乙酯

(VIP=1.20)、十五酸乙酯(VIP=1.17)、(Z)-9-十七

碳烯酸乙酯(VIP=1.16)、亚麻酸乙酯(VIP=1.14)、

油酸乙酯(VIP=1.14)、棕榈酸乙酯(VIP=1.12)等

酯类化合物，以及愈创木酚(VIP=1.08)等其他类

别化合物。这些显著差异化合物的种类与含量

差异，是不同生物强化菌株处理后发酵体系风
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图17　基于OPLS-DA的风味物质分析

Figure 17　Analysis of flavor compounds based on OPLS-DA. A: Three-dimensional PCA analysis; B: OPLS-DA 

score plot; C: Heatmap of variable importance in projection (VIP>1) scores; D: OPLS-DA permutation test plot.
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味特征存在差异的核心原因。

高级醇是白酒中最具代表性的核心醇类风

味物质，其中正戊醇作为一种关键组分，对风

味轮廓的形成具有重要贡献。本研究中，正戊

醇在各组间浓度差异显著，强化菌株的添加均

能促进正戊醇的合成，T47 组正戊醇浓度最高

(105.886 mg/L)，对照组含量最低(0.082 mg/L)，

表明菌株 T47 的促进效果最为突出，而 Y22 在所

有实验菌株中正戊醇含量增幅最小(0.560 mg/L)，

其发酵原酒可能在饮用舒适度方面表现更

优。苯乙醇作为一种具有玫瑰香气的醇类化

合物，是提升白酒香气优雅度的重要物质，

其含量差异也呈现明显菌株特异性：T41 组

苯乙醇含量最高 (128.320 mg/L)，其次为 Y46

组 (108.980 mg/L)，Y22 组 (13.120 mg/L)与 CK

组含量相近(12.080 mg/L)，表明菌株 T41 对苯乙

醇的合成具有更强的促进作用，可进一步提升

发酵体系的香气品质。

愈创木酚作为各组间重要的差异酚类化合

物，在不同菌株处理组中呈现明显差异，T41

组愈创木酚含量提升最为显著 (为对照组的

12.24 倍)，其次为 Y46 组与 T47 组(分别为对照

组的 7.86 倍和 5.30 倍)，Y22 组与 CK 组含量相

近(0.830−0.860 mg/L)。因此，菌株对愈创木酚

合成的促进作用，不仅可优化发酵体系的风味

品质，还可能提升酒体的功能性价值。

3　　讨论讨论

3.1　中高温大曲产酶功能微生物特性

通过初筛和复筛综合筛选出具有优良产酶

能力的功能菌，高产淀粉酶菌株：Bacillus subtilis 

Y46、Pseudomonas sp. T41、Bacillus tequilensis 

T47；高产纤维素酶菌株：Bacillus tropicus Y22。

产酶特性分析显示，大曲中高产淀粉酶菌株的

分离率(63.6%)显著高于产纤维素酶菌株(9.1%)，

侧面反映了淀粉作为酿酒主要碳源的核心地位。

然而，纤维素降解菌虽数量较少，但其在原料

利用与风味前体释放中的潜在作用不容忽视。

与姚灿等[32]聚焦单一酶系不同，本研究同

步关注淀粉酶与纤维素酶，更贴合浓酱兼香型

大曲对复合底物降解的实际需求。值得关注的

是，特级大曲虽展现出更高的菌株数量与多样

性，但其分离株的平均产酶潜力(D/d 值)却低于

优级大曲。这揭示了大曲微生态的 2 种可能策

略：特级大曲提供了更宽容的环境，促进了微

生物丰度提升，但激烈的种间竞争可能分散代

谢功能，抑制单一菌株的酶合成效率；而优级

大曲相对严苛的微环境，则可能更有效地筛选

出或诱导了兼具强环境适应性与高产酶能力的

专属功能菌群[15-17]。这种等级间的微生态分化

特征也为大曲分级生产与品质提升提供了重要

参考。

本研究的酶活筛选基于胞外酶活力，值得

注意的是，部分菌株可能还产生活性胞内酶或

细胞壁结合酶，这部分酶资源可在未来通过细

胞破碎技术加以利用，具有进一步开发的潜力。

此外，本研究对菌株产酶能力的评价基于粗酶

液，未来可对其中活性最高的菌株(如 Y46)开展

酶的分离纯化，系统测定其酶动力学参数及热

稳定性等指标，以深入揭示其催化机制。

3.2　中高温大曲功能微生物分布特征及

芽孢杆菌环境适应机制

本研究系统解析了发酵完成后浓酱兼香型

白酒中高温大曲中可培养功能微生物的产酶特

性、生长特性、环境耐受性，以及 4 株功能菌

(T41、T47、Y22、Y46)参与白酒模拟发酵后对

酒醅主要理化指标的影响。从特级与优级大曲

中分离获得的 44 株微生物以芽孢杆菌门

(Bacillota)和芽孢杆菌属(Bacillus)为绝对优势类

群，这与中高温大曲的工艺环境高度吻合。高

温制曲过程对微生物构成了强选择性压力，芽

孢杆菌凭借其特有的协同适应机制得以在高温

极端微环境中占据主导地位并稳定发挥功

能[15-17,29,33-36]。研究表明，休眠芽孢可通过包膜
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应激反应、电化学电位整合环境信号调节生存

状态，四磷酸二腺苷可调控其耐热性能[37]，且

多数芽孢杆菌具备多种环境耐受相关基因[38-39]，

进一步强化其抗逆能力。

本研究获得多株具有突出特性的功能菌，

对其环境耐受性进行综合比较发现，4 株菌的耐

受能力排序为 Y46>Y22>T41>T47。其中，芽孢

杆菌 Y46 对环境表现出较强的综合耐受性，在

高温和乙醇胁迫下仍能保持良好的生长特性，

显示出对发酵产酒阶段环境的良好适应性。Y22

耐乙酸能力突出，可能参与有机酸代谢调控。

值得注意的是，Y22、Y46、T47 均为芽孢杆菌。

研究表明，芽孢杆菌可通过增加膜中饱和脂肪

酸比例，增强膜结构稳定性，降低乙醇胁迫损

伤，部分菌株可编码乙醇脱氢酶，将乙醇氧化

为乙醛以减轻毒性[38]。同时芽孢杆菌具有质子

泵调节机制，可通过 H+-ATPase 维持细胞内 pH

稳态，且部分菌株还具有代谢乙酸、乳酸的能

力[20,39]，共同塑造其耐酸表型。综上所述，基于

芽孢结构、热稳定酶系、膜结构适应性、有机

酸代谢能力等多重协同机制，菌株可在大曲高

温、高酸、高乙醇的极端环境中生存并发挥功

能，因而成为大曲中的优势功能菌。此外，假

单胞菌 T41 表现出最优的耐葡萄糖特性，显示

出在高糖环境中持续产酶的良好潜力，这可能

与假单胞菌高效的葡萄糖代谢调控、乳酸耐受

与降解系统、胞内稳态维持及氧化应激防御机

制密切相关[40]。

莫祯妮等[41]筛选的贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus 

velezensis) BG-5 可通过形成生物膜，借助胞外

聚合物构建保护屏障，结合群体感应信号分子

调控细胞代谢与膜结构稳定性，在 50 ℃、6%

乙醇、pH 5.5 的条件下仍能稳定生长，同时可

通过调节细胞内酶活性、膜脂组成适应极端环

境。本研究中的芽孢杆菌 Y46 作为中高温大曲

中的优势功能菌，其环境耐受特征与该菌株高

度契合，推测其可能具备相似的抗逆机制，后

续可深入探究其具体耐受分子机制。

与刘青阳[23]、王建成[42]、周平等[33]的研究

相比，本研究获得的菌株类群更丰富，且筛选

出的优势菌株(如 Y46)在酸、乙醇及温度等多重

复合胁迫下展现出更优、更全面的环境稳健性

与适应性。相较刘青阳等分离的枯草芽孢杆菌

BS-7，Y46 在多个维度表现更优：首先，Y46

具备优异的耐高温性，在 55 ℃时仍能保持较高

生物量与稳定性，可适配中高温大曲发酵的高

温阶段，而 BS-7 的研究未涉及高温耐受维度探

究；其次，Y46 耐酸范围更广(pH 3.0−7.0)且能

特异性耐受乙酸、乳酸等大曲发酵产生的有机

酸，而 BS-7 仅检测了 pH 4.0 条件下的生长情

况；此外，Y46 耐受研究维度更全面，具备良

好的耐葡萄糖性，可应对高糖环境；而 BS-7 仅

通过生长量评估耐受性。与周平等[33]分离的耐

热地衣芽孢杆菌相比，该菌株最高耐受温度可

达 55 ℃，但最适生长温度为 40 ℃，乙醇耐受

能力较弱，6% 乙醇浓度下即无法生长，难以适

应发酵后期环境；其耐受性研究仅涉及盐、pH、

乙醇和温度，未涵盖葡萄糖、乙酸、乳酸等特

异性有机酸的耐受性，而 Y46 对这些发酵源性

有机酸的耐受性使其更能适应大曲实际酸性微

环境，应用价值更高。

3.3　优势菌株对固态模拟发酵酒醅理化

指标的调控作用

酒醅理化指标的动态变化与挥发性风味化

合物的合成积累，是微生物代谢活动与发酵环

境相互作用的直接体现，也是评价功能菌发酵

性能、明确其应用潜力的核心依据[43]。水分作

为白酒固态发酵的重要环境因子，其含量稳定

性直接影响微生物代谢活性与底物转化效率。

本研究中各接种菌株处理组与空白对照组酒醅

水分含量无显著差异，且均维持在白酒固态发

酵适宜范围，表明供试菌株接种后不会破坏发

酵体系的水分平衡。

酒醅 pH 与酸度的稳定性是保障发酵正常进

行的关键，二者共同决定微生物群落的结构与
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活性。本研究中，所有处理组引入外源菌株后

未对发酵体系酸度造成显著影响。其中，T41、

T47、Y46 菌株接种后可维持酒醅 pH 的稳定，

与空白对照组无显著差异，表明其具有较强的

环境适应性，可融入大曲复合微生物群落，避

免发酵体系酸碱失衡，适合作为稳定发酵的功

能菌株应用于生产。Y22 菌株表现出较强的耐

酸性与产酸能力，发酵终点 pH 最低、酸度最

高，这类菌株可用于调控酒醅酸度、丰富酒体

有机酸组成，为酒体风味提升提供支撑，但需

注意控制接种量，避免酸度过高抑制其他有益

微生物生长。

与曹卫林等[44]将枯草芽孢杆菌(B. subtilis) 

JP1 用于大曲强化发酵、显著改变发酵体系酸度

的研究相比，本研究除 Y22 菌株外，其余菌株

接种后均未导致酒醅酸度和 pH 发生显著变化，

这种差异可能源于菌株种类、发酵条件及发酵

体系的不同，且本研究供试菌株均分离自中高

温大曲，与大曲原有微生物群落的兼容性更强，

而曹卫林等[44]采用的菌株分离自酒醅，对发酵

体系的扰动更明显。

淀粉降解效率与还原糖积累规律直接关联

白酒发酵效率与产量，是评价功能菌糖化发酵

能力的核心指标。供试的 4 株功能菌均显著促

进酒醅淀粉降解，其中 Y22 菌株淀粉分解效率

最高，酒醅淀粉残留量最低(8.04 g)，表明该菌

株可能分泌高活性的淀粉酶，或可通过协同大

曲微生物提升酶系活性，加速淀粉水解，这一

特性使其具备作为高产淀粉降解菌株的应用潜

力，后续可进一步采用单因素试验与响应面法

探究菌株产酶关键条件，并结合代谢组与转录

组测序，揭示菌株淀粉降解关键酶基因表达规

律及底物代谢路径，为其定向驯化与应用提供

理论依据。相较于 Zhao 等[45]将一株高产四甲基

吡嗪的耐盐芽孢杆菌 YB13 制备成强化大曲应用

于馥合香白酒酿造体系，实现淀粉利用率

15.62% 的提升，本研究所筛选出的 4 株菌未经

后期诱变及人工强化即实现了淀粉利用率

41.24%−43.22% 的提升，为风味合成提供了更

丰富的前体物质。后续可将本研究筛选的优良

单菌株进行组合，探究其协同降解淀粉的效应，

进一步提升发酵效率。

白酒发酵过程中，高粱、糠壳及大曲中的

淀粉原料会在淀粉酶的作用下逐步水解为麦芽

糖、葡萄糖等还原糖，此类还原糖不仅是微生

物生长代谢的重要物质基础与能量来源，更是

发酵阶段葡萄糖向乙醇及微量风味组分转化的

核心底物，可反映淀粉糖化效率与微生物代谢

活性。本研究发现不同菌株对还原糖的调控存

在差异。发酵结束时 T41 组酒醅还原糖含量比

对照组略提升 9.44%，暗示其还原糖消耗速度稍

慢。其他 3 株菌的还原糖含量均低于对照组，

表明淀粉降解更充分，糖转化为乙醇等代谢产

物更彻底，原料利用率更高。其中 Y22 组相较

对照组降低 26.07%，降幅最大。这与 Zhao

等[45]发现的强化曲组表现出更强的淀粉降解能

力和更快的还原糖消耗速度的结果一致，表明

其原料利用更充分、代谢效率更高。

3.4　优势菌株对固态模拟发酵酒醅挥发

性风味化合物的调控作用

挥发性风味化合物的种类与含量是决定白

酒品质的核心因素，其中酯类与醇类化合物作

为主要风味物质，其积累量与组成差异直接影

响酒体香气与口感。本研究中不同菌株对风味

物质的调控效应存在显著差异，T41 组挥发性风

味化合物总量与核心风味物质(如酯类、醇类、

愈创木酚)含量均显著高于其他各组，这与 T41

菌株可维持发酵体系稳定、促进淀粉降解与还

原糖积累的特性密切相关——稳定的酸碱环境

与充足的碳源供应为微生物合成风味物质提供

了良好基础，推测 T41 菌株可能通过分泌高活

性酶类、调节代谢流向，定向促进酯类、醇类

等风味物质的合成与积累。

在酯类化合物调控方面，本研究发现实验

菌株对乙酸乙酯等核心酯类物质，以及亚油酸
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乙酯、油酸乙酯等不饱和酯类物质的合成具有

显著促进作用，其中 T41 组的各类酯类物质含

量均高于其他各组，该菌株在增加发酵酒醅的

香气丰富度方面更具优势。这与黄晓宁等[46]筛

选的芽孢杆菌可显著提升白酒中乙酸乙酯含量

的研究结论一致，但本研究进一步明确了菌株

对多种酯类物质的协同促进作用。在醇类化合

物调控方面，T47 菌株对正戊醇的促进效果最为

显著，适量的正戊醇可丰富酒体的香气层次、

增强酒体醇厚感，但过量积累会影响饮用舒适

度。Y22 组在所有实验组中正戊醇含量最低、

饮用舒适度更具优势。

愈创木酚作为重要的差异酚类化合物，在

T41 组中含量显著提升，这一结果与刘青阳

等[23]发现的“芽孢杆菌可促进白酒中愈创木酚合

成”的研究结论一致，愈创木酚不仅可赋予白酒

独特的烟熏香、烘烤香和焦香，还能增强香气

丰富度与酒体醇厚感，还是具有重要生理活性

的健康因子，具备细胞内抗氧化等功能[23]。此

外，Y22 组与 CK 组挥发性风味物质总量相近，

且正戊醇含量为实验组中最低，推测该菌株更

适合用于酒体风味改变较小、追求饮用舒适度

的发酵场景，而 T41、T47、Y46 菌株可根据发

酵需求，分别用于提升酒体香气丰富度、淀粉

降解效率等不同场景，为菌株的定向应用提供

了多样化选择。

3.5　未来研究方向

后续研究可进一步优化发酵条件、功能菌

接种比例、用量与添加方式，采用共培养和高

通量测序等方法探究功能菌与大曲微生物的协

同作用机制，结合风味组学与感官评价，明确

功能菌对酒体品质的具体影响；同时可借鉴双

菌或多菌共接种的研究思路，探究本研究筛选

的优良菌株的协同效应，进一步提升发酵效率

与酒体品质。未来在白酒生产中，不仅可以在

制曲环节将功能菌株于润料阶段复合接入(添加

量为 0.5%−1.0%)，在不改变核心工艺的前提下

定向提升大曲的酯化与发酵性能；也可以在发

酵环节，将菌株制备成菌剂于酒醅入窖时添加

(添加量为 108−109 CFU/kg 酒醅)，为中高温大曲

优良功能菌的定向筛选、驯化及工业化应用提

供更全面的理论支撑与实践指导。

4　　结论结论

本研究以发酵完成后的浓酱兼香型白酒中

高温大曲为试验材料，系统开展功能微生物分

离筛选、生长与发酵特性研究，同时对其进行

固态模拟发酵试验。浓酱兼香型中高温大曲可

培养功能微生物以芽孢杆菌门和芽孢杆菌属为

优势类群，特级与优级大曲呈现“高丰度中效产

酶”与“低丰度高效产酶”的差异化微生态策略。

大曲中高产淀粉酶菌株分离率显著高于纤维素

降解菌，从大曲中筛选获得 4 株优良产酶功能

菌(Y46、T41、T47、Y22)，且优级大曲来源菌

株的酸耐受性优于特级大曲来源菌株。固态模

拟发酵表明，供试菌株未破坏发酵体系水分与

酸碱平衡，均能显著促进淀粉降解，且对还原

糖积累、挥发性风味化合物合成的调控存在显

著差异，4 株菌表现出明显的功能分化，T41 对

风味物质积累促进作用最突出，Y22 淀粉降解

效率最高。T41、T47 菌株综合性能优良，既能

维持发酵体系稳定、提升淀粉降解效率，又能

显著促进以酯类为代表的风味物质积累，具有

较高的实际应用价值。本研究结果为中高温大

曲优良功能菌的定向筛选、大曲功能强化及白

酒酿造工艺优化提供了理论依据与实践基础。
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