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摘　 要　 内蒙古阿拉善白绒山羊奶及其乳制品是当地牧民重要的乳类供给来源，营养价值较高且具有保健功

能，但目前关于其发挥益生作用的真菌多样性相关研究却鲜有报道。 本研究采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 测序技术对

白绒山羊奶、乳制品毕希拉格和艾日嘎中真菌 ＩＴＳ 基因序列进行测定，比较真菌群落结构和多样性。 结果表

明，白绒山羊奶和毕希拉格中真菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数显著高于艾日嘎（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数显著低于艾日嘎

（Ｐ ＜ ０． ０５），白绒山羊奶和毕希拉格中真菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数无显著差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。 白绒山羊

奶、毕希拉格及艾日嘎的 Ａｃｅ 指数和 Ｃｈａｏ 指数均无显著差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。 真菌 Ｂｅｔａ 多样性分析显示，白绒山

羊奶和毕希拉格的真菌群落组成具有高度相似性，但艾日嘎真菌群落结构与白绒山羊奶、毕希拉格存在差异

性。 白绒山羊奶、毕希拉格及艾日嘎的优势真菌门均为子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）和担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）；白
绒山羊奶的优势真菌属为阿氏酵母属（Ａｐｉｏｔｒｉｃｈｕｍ）、皮肤丝孢酵母属（Ｃｕｔａｎｅｏｔｒｉｃｈｅｎｋｉａ）、枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉ⁃
ｕｍ）、链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）；毕希拉格的优势真菌属为阿氏酵母属、皮肤丝孢酵母属、线担酵母属（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉ⁃
ｕｍ）；艾日嘎的优势真菌属为伊萨酵母属（ Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａ）、红酵母属（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ）、哈萨克斯坦酵母属（Ｋａｚａｃｈ⁃
ｓｔａｎｉａ）、毕赤酵母属（Ｐｉｃｈｉａ）。 白绒山羊奶及其乳制品中真菌代谢相关酶的相对丰度较高的是 α⁃１，４⁃葡萄糖

水解酶（ ｇｌｕｃａｎ １，４⁃ａｌｐｈａ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ）、三磷酸腺苷酶（ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）、ＲＮＡ 聚合酶（ＤＮＡ⁃ｄｉｒｅｃｔｅｄ
ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）、外源性 α⁃唾液酸酶（ ｅｘｏ⁃ａｌｐｈａ⁃ｓｉａｌｉｄａｓｅ） 及肽酰丙氨酰异构酶（ ｐｅｐｔｉｄｙｌｐｒｏｌｙｌ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ）。
ＦＵＮＧｕｉｌｄ 功能预测表明，腐生营养型是白绒山羊奶及其乳制品主要的真菌营养方式。 本研究结果不仅阐明

了内蒙古阿拉善白绒山羊奶及其乳制品中真菌多样性，而且为山羊奶及其乳制品中真菌的研究和安全性评价

提供依据。
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　 　 山羊奶可以直接作为鲜奶售卖，也是加工各

种乳制品的优良原料，其营养丰富、风味独特，越
来越受到人们的喜爱［１⁃３］。 阿拉善地区白绒山羊

奶含有人体所需要的乳蛋白、脂肪、乳糖等，以其

为原料制成的奶制品主要有毕希拉格、艾日嘎等。
其中，毕希拉格的制作过程包括过滤除杂、自然发

酵、去除上浮脂肪、加热凝乳、排出乳清、高温搅

拌、模具定型和风干等步骤［４⁃５］。 艾日嘎是一种酒

精含量较低的乳饮料，通常由新鲜马奶或羊奶自

然发酵而成［６］。 微生物在传统乳制品的发酵过程

中发挥着至关重要的作用［７］。 山羊奶及其乳制品

中的微生物种类多、结构复杂，这些微生物在生长

代谢过程中相互作用，赋予了山羊奶及其乳制品

独特的风味和营养价值。 目前关于真菌对传统乳

制品的影响研究尚少，有必要对传统乳制品中真

菌的多样性进行深入分析。 同时，研究真菌的功

能基因可以为开发新型乳制品保鲜技术提供参

考。 近年来，乳制品中真菌的研究主要集中在腐

败真菌的多样性及其对食品安全的影响方面，而
对真菌在乳制品发酵中的积极作用关注较少［８］。
例如，巴西乳制品中青霉菌属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）和枝孢

菌属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）可能会造成乳制品污染，该结

果可支持制定控制食品变质的保护策略［９］；Ｇａｒｎｉ⁃

ｅｒ 等［１０］研究发现酵母菌和霉菌是导致乳制品变

质的主要原因，并调查分析了乳制品中腐败真菌

的多样性，其中普通青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｃｏｍｍｕｎｅ）和
比阿娄维扎青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｂｉａｌｏｗｉｅｚｅｎｓｅ）是最常

见的丝状真菌，季也蒙迈耶氏酵母 （Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａ
ｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ） 和阿萨希丝孢酵母 （ Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ
ａｓａｈｉｉ）是最常见的酵母菌等。 这些研究倾向可能

源于食品安全监管的需求，但也可能导致对真菌

潜在功能价值的低估，忽视了真菌在促进发酵、风
味调控和功能成分合成等方面的潜力［１１⁃１３］。 乳制

品中真菌的分离和鉴定结果表明，乳制品中常见

的真菌主要包括青霉菌、曲霉菌、酵母菌等［１４］。
这些真菌在乳制品中的分布和数量受到原料来

源、加工工艺、储存条件等多种因素的影响。 且不

同地区和不同种类的乳制品中真菌的多样性也存

在差异，例如在西藏地区由于特殊的地理环境和

传统制作工艺，曲拉中的真菌多样性与其他地区

存在显著差异［１５⁃１６］。 据研究报道，真菌中的一些

基因与抗逆性、代谢途径、毒素合成等有关［１７⁃１８］。
通过对这些功能基因的研究对深入了解真菌的生

物学特性和开发新型的乳制品保鲜技术具有重要

意义。 然而，目前对于乳制品中真菌功能基因的

研究有限，需要进一步深入探索。 本研究采用 Ｉｌ⁃
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ｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 测序技术对阿拉善地区白绒山羊奶、
毕希拉格及艾日嘎中真菌 ＩＴＳ 基因序列进行测

序，通过分析比较真菌的群落结构和多样性，进一

步对真菌基因功能进行预测，为白绒山羊奶及其

乳制品中真菌的研究与开发提供参考。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 样本的收集　 白绒山羊奶及其乳制品（毕
希拉格、艾日嘎）样本共 １２ 份，于 ２０２１ 年 ９ 月采

集自内蒙古阿拉善右旗 ３ 个苏木、２ 个镇的牧民

家庭（表 １）。 毕希拉格是一种类似奶酪的传统乳

制品，其制作流程为将鲜羊奶倒入铁锅煮沸后，加
入少量酸奶使其凝固并分离乳清，直至奶液变浓

稠，装入白布口袋挂起晾晒成型即可。 艾日嘎是

蒙古语中对一种发酵奶的称呼，是通过将鲜羊奶

放入木桶中，多次搅拌发酵制成的含酒精饮料。
乳制品在牧民家庭中自然发酵而制成，其制作过

程均未使用任何食品添加剂和商业发酵剂。 所采

集的样本均储存在 ５０ ｍＬ 无菌离心管中，于车载

冰箱低温（１ ～ ４ ℃）保存，随后转运至实验室，并
于 － ８０ ℃保存备用。

表 １　 样本收集信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｗｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ

样本 样本编号 收集地点

艾日嘎 ＡＹ＿２６ 雅布赖镇

ＡＹ＿２７ 雅布赖镇

ＡＹ＿３０ 阿拉腾朝克苏木

毕希拉格 ＡＹ＿２０ 曼德拉苏木

ＡＹ＿３１ 阿拉腾朝克苏木

ＡＹ＿３７ 巴彦高勒苏木苏布日格嘎查

白绒山羊奶 ＡＹ＿０８ 阿拉腾敖包镇

ＡＹ＿２４ 曼德拉苏木

ＡＹ＿２５ 雅布赖镇

ＡＹ＿２９ 巴音笋布日嘎查

ＡＹ＿３２ 阿拉腾朝克苏木

ＡＹ＿３９ 巴彦高勒苏木苏布日格嘎查

１． １． ２　 主要试剂与仪器设备 　 Ｅ． Ｚ． Ｎ． Ａ． ® ｓｏｉｌ
ＤＮＡ ｋｉｔ （ Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ， Ｎｏｒｃｒｏｓｓ， ＧＡ， Ｕ． Ｓ． ）；
ＤＮＡ 纯化回收试剂盒（北京天根生化科技有限公

司）；琼脂糖（上海生工生物工程股份有限公司）；
５ × ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ 缓冲液（上海生工生物工程

股份有限公司）；２． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ（上海生工生

物工程股份有限公司）；ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ 聚

合酶（上海生工生物工程股份有限公司）；核酸染

料（上海生工生物工程股份有限公司）； ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ（北京宝日医生物技术有限公司）。 超净工

作台（ＺＨＪＨ⁃１１１５Ｂ，上海智城分析仪器制造有限

公司）；电泳槽与电泳仪（ＢＩＯ⁃ＲＡＤ，美国伯乐）；
超低温冰箱（ＤＷ⁃８６Ｌ５７８Ｊ，青岛海尔生物医疗股

份有限公司）；离心机（ＴＧ１６⁃ＷＳ，湖南湘仪）；ＰＣＲ
扩增仪（Ｖｅｒｉｔｉ ９６⁃Ｗｅｌｌ，ＡＢＩ 公司）；超微量分光光

度计 （ Ｔｈｅｒｍｏ ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅ）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 ＤＮＡ 提取和 ＰＣＲ 扩增　 按照 Ｅ． Ｚ． Ｎ． Ａ． ®

ｓｏｉｌ ＤＮＡ ｋｉｔ 说明书从白绒山羊奶及其乳制品样

品中抽提微生物群落总 ＤＮＡ；使用引物 ＩＴＳ１Ｆ（５′⁃
ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ⁃３′）和 ＩＴＳ２Ｒ （５′⁃
ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ⁃３′）对真菌的 ＩＴＳ 基

因序列进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应体系：ＤＮＡ 模板

１０ ｎｇ，上下游引物各 ０． ８ μＬ，５ × ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ
缓冲液 ４ μＬ，２． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ ２ μＬ，ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ
ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ 聚合酶 ０． ４ μＬ，用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０
μＬ。 ＰＣＲ 扩增程序：预变性 ９５ ℃，３ ｍｉｎ；变性 ９５
℃，３０ ｓ；退火 ５５ ℃，３０ ｓ；延伸 ７２ ℃，４５ ｓ；３０ 个循

环，延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃结束。 每个样本 ３ 个重复。
ＰＣＲ 产物利用 １％ 琼脂糖凝胶电泳验证，并使用

通用型 ＤＮＡ 纯化回收试剂盒纯化，使用超微量分

光光度计测定基因浓度和纯度［１９］。
１． ２． ２　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序　 将纯化的扩增子以

等摩尔量汇集，并按照 Ｍａｊｏｒｂｉｏ Ｂｉｏ⁃Ｐｈａｒｍ Ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ． Ｌｔｄ． （中国上海）的标准协议于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＭｉＳｅｑ ＰＥ３００ 平台（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ，ＵＳＡ）进行

双端测序。
１． ２． ３　 测序数据处理 　 采用 ｆａｓｔｐ ０． ２０． ０ （ ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／ ＯｐｅｎＧｅｎｅ ／ ｆａｓｔｐ） 对原始白绒

山羊奶及其乳制品样本的真菌 ＩＴＳ 基因序列实

施质控，运用 ＦＬＡＳＨ１． ２． １１ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｃｂ．
ｕｍｄ． ｅｄｕ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ｆｌａｓｈ ） 进行拼接操作。 利用

ＵＰＡＲＳＥ ７． １ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｒｉｖｅ５． ｃｏｍ ／ ｕｐａｒｓｅ ／ ） 依据

９７％ 的相似度进行 ＯＴＵ 聚类，并去除嵌合体。
借助 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ２． ２ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｄｐ． ｃｍｅ． ｍｓｕ．
ｅｄｕ ／ ）针对每条序列进行物种分类注释，比对
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ＩＴＳ 数 据 库 （ １３８ 版 本 ）， 设 定 比 对 阈 值 为

７０％ ［２０］ 。
１． ２． ４ 　 生物信息学和统计分析 　 利用 Ｍｏｔｈ⁃
ｕｒ１． ３０． ２ 软件计算样本序列，经抽平至最小序

列数列后，于 ＯＴＵ 水平计算 Ｇｏｏｄ′ｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ 等

Ａｌｐｈａ 多样性指数，并绘制稀释性曲线与香农指

数曲线。 借助 Ｑｉｉｍｅ ２０２１． ４ 软件计算 Ｂｅｔａ 多样

性距 离 矩 阵， 绘 制 样 本 层 级 聚 类 图 和 ＰＣｏＡ
图［２０］ 。 基于真菌 ＩＴＳ 基因序列，使用 ＰＩＣＲＵＳｔ２
和 ＦＵＮＧｕｉｌｄ 对白绒山羊奶及其乳制品中的真菌

运用 Ｒ 语言工具（３． ３． １ 版本）进行基因功能预

测分析，确定真菌所涉及的 ＫＥＧＧ 代谢通路以

及 ＦＵＮＧｕｉｌｄ 功能分类［１９］ 。 通过 Ｍａｊｏｒｂｉｏ Ｉ⁃Ｓａｎ⁃
ｇｅｒ 云平台进行生物信息学分析。 采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃
Ｗａｌｌｉｓ 秩和检验进行组间统计分析，Ｐ ＜ ０． ０５ 被

认为具有显著性差异。 使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２０ｂ 进行

相关绘图。

２　 结果与分析

２． １　 真菌 ＩＴＳ 基因序列特点

内蒙古阿拉善地区的白绒山羊奶、毕希拉格

及艾日嘎样本经基因序列测序和质控获得

８５９ ９２４条真菌 ＩＴＳ 基因序列，平均每个样本产生

高质量真菌 ＩＴＳ 基因序列 ７１ ６６０ 条（ＳＤ ＝１ ５５１）。
真菌 ＩＴＳ 基因序列的平均长度为 ４２８ ｂｐ。 由表 ２
可知，所有高质量的真菌 ＩＴＳ 基因序列按 ９７％ 的

相似度进行 ＯＴＵ 分类，每个样本中真菌 ＯＴＵ 的数

量为 １９ ～ ８７ 个。 所有样本的测序深度均大于

０． ９９，说明样本测序结果可以反映样品的真实情

况。 由图 １ 各样本真菌序列的稀释性曲线和香农

指数曲线分析可知，各样本曲线均趋于平缓，表示

测序深度饱和。 测序数据量合理，样本中真菌较

为丰富，因此本研究中真菌 ＩＴＳ 基因序列的测序

量可满足后续生物信息学分析的要求。

图 １　 ＯＴＵ 水平真菌的稀释性曲线（Ａ）和香农指数曲线（Ｂ）
Ｆｉｇ． １　 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ （Ａ） ａｎｄ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ｃｕｒｖｅｓ （Ｂ） ｆｏｒ ｆｕｎｇｉ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＯＴＵ ｌｅｖｅｌｓ

表 ２　 真菌 ＩＴＳ 基因序列数信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ＩＴＳ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ

样本编号 序列数 ／ 条 ＯＴＵｓ ／ 个 Ｇｏｏｄ′ｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ

ＡＹ＿３２ ７２ ６６６ ６４ ０． ９９９ ９
ＡＹ＿２５ ７１ ３６５ ４７ ０． ９９９ ９
ＡＹ＿２６ ７０ ４３１ ８５ １． ０００ ０
ＡＹ＿３１ ７３ ４３９ ８７ ０． ９９９ ９
ＡＹ＿３９ ７０ １９６ ４５ ０． ９９９ ９
ＡＹ＿３０ ７０ １９９ ３３ ０． ９９９ ９
ＡＹ＿２０ ７４ ２２５ ２８ ０． ９９９ ９
ＡＹ＿２４ ７１ １１２ ８６ ０． ９９９ ９
ＡＹ＿３７ ７３ ４６０ ７８ ０． ９９９ ９
ＡＹ＿０８ ７２ ４６１ ７２ ０． ９９９ ９
ＡＹ＿２９ ７０ ０４８ ４３ １． ０００ ０
ＡＹ＿２７ ７０ ３２２ １９ ０． ９９９ ９

２． ２　 真菌 Ａｌｐｈａ 多样性分析

Ａｌｐｈａ 多样性是指一个特定地区或生态系统

内的物种多样性［２１⁃２２］ 。 阿拉善地区白绒山羊奶

及其乳制品真菌的 Ａｌｐｈａ 多样性分析结果见图

２。 由图 ２Ａ、２Ｂ 可知，毕希拉格的物种多样性最

高，其次是白绒山羊奶，而艾日嘎的物种多样性

最低。 白绒山羊奶和毕希拉格中真菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数显著高于艾日嘎（Ｐ ＝ ０． ０３７ ３），而 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数显著低于艾日嘎（Ｐ ＝ ０． ０６２ ３）。 白绒山羊

奶和毕希拉格中真菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数均无显著差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。 由图 ２Ｃ、２Ｄ 可

知，毕希拉格的物种丰富度最高，白绒山羊奶次
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之，艾日嘎的物种丰富度最低。 白绒山羊奶、毕
希拉格及艾日嘎的真菌 Ａｃｅ 指数和 Ｃｈａｏ 指数均

无显著差异（Ｐ ＝ ０． ７２５ ８、Ｐ ＝ ０． ４７８ ０）。 虽然白

绒山羊奶及其乳制品的真菌物种种类数目不存

在显著差异，但艾日嘎的物种均匀度较低，导致

艾日嘎物种多样性指数与白绒山羊奶和毕希拉

格存在显著性差异。 在制作艾日嘎的过程中，随
着二氧化碳浓度增加、酸度提高及酒精产生［２３］ ，
可能致使一些真菌生长繁殖能力降低，从而导致

其物种多样性下降。
２． ３　 真菌 Ｂｅｔａ 多样性分析

基于 Ｂｒａｒｙ Ｃｕｒｔｉｓ 距离算法绘制样本层级聚

类图（图 ３Ａ）和 ＰＣｏＡ 图（图 ３Ｂ），进而比较白绒

山羊奶、毕希拉格及艾日嘎样本中真菌群落组

成的相似性和差异性。 由图 ３Ａ 可知，白绒山羊

奶与毕希拉格聚类在一起，即白绒山羊奶和毕

希拉格的真菌菌群结构具有高度相似性。 艾日

嘎的真菌群落结构较为分散，与白绒山羊奶和

毕希拉格的真菌群落结构存在差异性。 由图 ３Ｂ
可知，样本之间的距离越近，表示样本微生物群

落组成的相似性越高［２１，２４］ ，毕希拉格的样品重

叠于白绒山羊奶样品的内部区域，表明白绒山

羊奶和毕希拉格的真菌群落组成具有高度相似

性；白绒山羊奶样品的区域与艾日嘎样品的区

域相交，但相交面积较小，表明白绒山羊奶和艾

日嘎的真菌群落组成具有差异性；毕希拉格样

品的区域与艾日嘎样品的区域没有交集，表明

毕希拉格和艾日嘎的真菌群落组成具有差异

性。 推测可能是由于艾日嘎的制作工艺和发酵

方式影响其真菌群落组成。

图 ２　 基于 ＯＴＵ 水平真菌 Ａｌｐｈａ 多样性及组间差异分析

Ｆｉｇ． ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｇｒｏｕｐ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｆｕｎｇｉ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＯＴＵ ｌｅｖｅｌｓ
∗：Ｐ ＜ ０． ０５

图 ３　 基于 Ｂｒａｒｙ Ｃｕｒｔｉｓ 距离算法的真菌 Ｂｅｔａ 多样性分析

Ｆｉｇ． ３　 Ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｒｙ＿ｃｕｒｔｉｓ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ
Ａ：真菌样本层级聚类图；Ｂ：真菌 ＰＣｏＡ 图

Ａ： Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｌｏｔ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｓａｍｐｌｅｓ； Ｂ： ＰＣｏＡ ｐｌｏｔ ｏｆ ｆｕｎｇｉ
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２． ４　 真菌的物种 Ｖｅｎｎ 图

Ｖｅｎｎ 图能够直观展示不同样品间共有和独

有的 ＯＴＵｓ 数，也可以直观反映不同样品中的

ＯＴＵｓ 数的差异性［２５］。 由图 ４ 可知，在 ＯＴＵ 水平

上，白绒山羊奶、毕希拉格、艾日嘎样本中真菌物

种数量分别为 １７１、１３０、１０９ 种，其中白绒山羊奶

的真菌物种组成最多，其次为毕希拉格；白绒山羊

奶、毕希拉格、艾日嘎中特有物种数量分别为 ９３、
５９、５６ 种，共有物种 ３８ 种，占总物种数的 １３％ 。
研究结果表明，阿拉善地区白绒山羊奶及其乳制

品 ＯＴＵ 水平真菌群落结构组成具有一定的差异。
与白绒山羊奶比较，通过传统工艺制作的乳制品

的真菌物种数量减少，毕希拉格与艾日嘎的真菌

ＯＴＵｓ 数量小于白绒山羊奶，而毕希拉格与艾日嘎

的真菌独有 ＯＴＵｓ 数量相似。 由此推测，毕希拉

格与艾日嘎均以白绒山羊奶为原料通过发酵制作

而成，随着发酵过程中氧气的减少和酸度的提高，
其真菌的生长繁殖受到抑制［２４］，还可能是发酵过

程中优势菌种竞争、酸性环境抑制以及储存环境

的温度、通风等多种因素共同作用的结果。 了解

这些原因有助于更好地控制毕希拉格和艾日嘎的

制作过程，提高产品质量和安全性。

图 ４　 基于 ＯＴＵ 水平白绒山羊奶、毕希拉格及

艾日嘎中真菌物种 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ． ４　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ＯＴＵ ｌｅｖｅｌ ｆｏｒ ｗｈｉｔｅ ｃａｓｈｍｅｒｅ ｇｏａｔ ｍｉｌｋ， ｂｉｓｈｙｌａｇ ａｎｄ ａｉｒｉｇａ

２． ５　 真菌群落组成分析

在门分类水平上，阿拉善地区白绒山羊奶及

其乳制品真菌群落结构组成见图 ５Ａ。 从阿拉善

地区白绒山羊奶、毕希拉格及艾日嘎的样本中共

鉴定得到 ７ 个菌门，其中优势真菌门为子囊菌门

（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）（相对丰度分别为３６． ６０％、１８． ７９％、
６６． １４％ ）和担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ） （相对丰度

分别为 ６３． ３７％ 、８０． ８０％ 、３３． ６７％ ），其余真菌门

相对丰度小于 １． ０％ 被列入到 Ｏｔｈｅｒ。 该结果与

张文齐等［２６］对甘南牧区牦牛酸奶真菌多样性研

究结果较为一致。 在奶制品中，子囊菌门和担子

菌门真菌具有多种作用，它们会参与发酵过程，影
响奶制品的风味、质地和营养价值。

在属分类水平上，阿拉善地区白绒山羊奶及

其乳制品真菌群落结构组成见图 ５Ｂ。 在白绒山

羊奶、毕希拉格和艾日嘎样本中共鉴定出 １４９ 个

真菌属，其中白绒山羊奶的优势真菌属为阿氏

酵母属（Ａｐｉｏｔｒｉｃｈｕｍ，相对丰度 ３９． ０６％ ）、皮肤丝

孢酵母属（Ｃｕｔａｎｅｏｔｒｉｃｈｅｎｋｉａ，１５． ４６％ ）、枝孢菌属

（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ、１４． ３２％ ）和链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ、
８． ２６％ ）；毕希拉格的优势真菌属为阿氏酵母属

（４４． ７７％ ）、皮肤丝孢酵母属（３０． ３３％ ）和线担酵

母属（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ，４． ７６％ ）；艾日嘎的优势真菌

属为伊萨酵母属（ Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａ，３２． ４５％ ）、红酵母

属（ Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ，２８． ９６％ ）、哈萨克斯坦酵母属

（Ｋａｚａｃｈｓｔａｎｉａ，２２． ２９％ ） 和毕赤酵母属 （Ｐｉｃｈｉａ，
７． ９８％ ）。以上研究结果表明，艾日嘎的优势真菌

属与白绒山羊奶和毕希拉格的优势真菌属相比存

在明显差异，而白绒山羊奶和毕希拉格的优势真

菌属具有一定的相似性，这与 ＰＣｏＡ 图的结果较

为一致。 艾日嘎中优势真菌属为伊萨酵母属，可
能通过代谢艾日嘎中的糖类等物质，产生 ＣＯ２、醇
类、有机酸等代谢产物，这些代谢产物可以改变奶

制品的口感、香气和酸度。 该真菌属可能对环境

压力具有更高的耐受性，能够在较为不利的条件

下进行发酵，从而提高了奶制品生产的环境适应

性［２７］。 哈萨克斯坦酵母属在奶制品的发酵中具

有一定的乙醇生产能力，能够调节与乳酸菌共培

养时香气的产生［２８］ 。 艾日嘎在发酵过程中会产

生酒精，可能与哈萨克斯坦酵母属有关。 阿氏酵

母属在奶制品中具有产生风味物质、改善质地、
产生抗菌物质来抑制腐败菌的生长和延长保质

期等作用［２９］ 。 毕希拉格的优势真菌属皮肤丝孢

酵母属可能在特定条件下参与奶制品的发酵过

程，产生的一些代谢产物影响奶制品的口感和风
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味［３０］ ；线担酵母属可能会产生一些酶类物质，如
淀粉酶、蛋白酶等，这些酶可能会对奶制品中的

蛋白质、碳水化合物等成分进行分解和转化，还
可能会产生一些独特的代谢产物，从而影响奶制

品的风味和品质［３１］ 。 本研究发现艾日嘎中的阿

氏酵母属、皮肤丝孢酵母属等的相对丰度下降，
可能是由于在艾日嘎的发酵过程中温度和湿度

发生了变化，而对温、湿度变化敏感的阿氏酵母

属和皮肤丝孢酵母属的生长受到抑制［３２］ ，从而

导致其相对丰度下降。
通过优势真菌属的组间差异显著性检验

（Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 秩和检验）分析可知，在属水平

上皮丝孢酵母属（Ｃｕｔａｎｅｏｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ）、枝孢菌属

和曲霉属的相对丰度存在显著差异（Ｐ ＜ ０ ． ０５）。
毕希拉格中，皮丝孢酵母属的相对丰度显著高于

白绒山羊奶和艾日嘎（Ｐ ＜ ０ ． ０５），艾日嘎中未见

枝孢菌属和曲霉属，本研究为针对性筛选白绒山

羊奶及其乳制品中特定功能的真菌提供了研究

方向。 总之，在毕希拉格和艾日嘎发酵过程中，
原料乳中一些适应其发酵环境、能够利用原料乳

中的营养物质进行生长和代谢的微生物会逐渐

占据优势地位［３３］ 。 由于毕希拉格采用传统发酵

方式（不添加发酵剂），原料乳的微生物物种组

成对传统发酵毕希拉格的微生物物种组成有着

重要影响。 而艾日嘎在传统发酵过程中，需要添

加已经完成发酵的艾日嘎从而导致其优势菌属

的改变。 由于艾日嘎酸度较高且含有酒精，因此

其属水平真菌物种组成与白绒山羊奶及毕希拉

格存在显著差异，该结果侧面验证了 ＰＣｏＡ 图

（图 ３Ｂ）的结果。

图 ５　 真菌群落组成及差异性分析

Ｆｉｇ． ５　 Ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ：门水平真菌群落组成相对丰度；Ｂ：属水平真菌群落组成相对丰度；Ｃ：属水平物种差异性分析；∗：Ｐ ＜ ０． ０５
Ａ：Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ； Ｂ：Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ
ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ； Ｃ：Ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｓｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ； ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｐ ＜ ０． ０５

２． ６　 真菌代谢基因功能预测

２． ６． １　 酶相关基因功能和相对丰度热图　 如图

６ 所示，白绒山羊奶、毕希拉格及艾日嘎样本中真

菌的各种代谢相关通路基于 ＫＥＧＧ 数据库水平

相对丰度前 ５ 的酶主要为 α⁃１，４⁃葡萄糖水解酶

（ ｇｌｕｃａｎ１ ，４ ⁃ ａｌｐｈａ ⁃ ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ） 、三磷酸腺苷酶
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图 ６　 酶基因功能预测和相对丰度热图

Ｆｉｇ． ６　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

（Ａｄｅ⁃ｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）、ＲＮＡ 聚合酶 （ＤＮＡ⁃
ｄｉｒｅｃｔｅｄ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）、外源性 α⁃唾液酸酶

（ｅｘｏ⁃ａｌｐｈａ⁃ｓｉａｌｉｄａｓｅ）和肽酰丙氨酰异构酶（ｐｅｐｔｉ⁃
ｄｙｌｐｒｏｌｙｌ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ）。 其中，α⁃１，４⁃葡萄糖水解酶

相对丰度最高，说明其相关基因在阿拉善地区白

绒山羊奶及其乳制品真菌的代谢功能中起着重要

作用。 艾日嘎的真菌代谢相关酶基因相对丰度高

于白绒山羊奶和毕希拉格，并且白绒山羊奶和毕

希拉格的 ＲＮＡ 聚合酶和外源性 α⁃唾液酸酶的相

关基因相对丰度相似。 因此白绒山羊奶及其乳制

品中真菌代谢相关酶的基因功能和相对丰度存在

一定差异，可能导致白绒山羊奶及其乳制品最终

的风味和质地不同。 α⁃１，４⁃葡萄糖水解酶在山羊

奶及其乳制品中可能通过参与真菌的特殊代谢、

在进化过程中经历水平基因转移以及与葡萄糖代

谢和胰岛素分泌的信号转导、糖原和细胞壁的形

成等［３４］，影响真菌的代谢功能。 艾日嘎中 α⁃１，４⁃
葡萄糖水解酶的相对丰度最高，可能是艾日嘎中

真菌利用该酶参与分解葡萄糖等有机物产生酒

精。 三磷酸腺苷酶主要参与乳酸菌的生长和代谢

以及奶制品的风味形成等过程。 真菌代谢相关酶

的基因功能差异可能与不同种类奶制品的生产工

艺、营养成分和微生物群落等因素有关。 了解这

些基因功能对白绒山羊奶及其乳制品品质的影响

以及提高山羊奶产品的质量和生产效益具有重要

意义。
２． ６． ２　 真菌群落 ＦＵＮＧｕｉｌｄ 功能预测　 不同样本

的真菌群落 ＦＵＮＧｕｉｌｄ 功能预测见图 ７。 白绒山

羊奶及其乳制品中的真菌根据营养方式主要分为

病理营养型、腐生营养型及共生营养型。 其中，白
绒山羊奶中真菌的主要营养方式为腐生营养型和

病理营养型，包括土壤腐生、未定义腐生、动物病

原及动物病原⁃内生⁃寄生⁃植物病原⁃木质腐生等

功能类群［３５］；毕希拉格中真菌的主要营养方式为

腐生营养型和病理营养型，包括土壤腐生、未定义

腐生及动物病原等功能类群；艾日嘎中真菌的主

要营养方式为腐生营养型和共生营养型，包括未

定义腐生、动物共生⁃动物病原⁃内生⁃植物病原⁃未
定义腐生及动物共生⁃未定义腐生等功能类群。
由此可知，白绒山羊奶和毕希拉格的营养方式和

功能类群较为相似，而艾日嘎的营养方式和功能

类群与前两者有一定差异。 真菌的不同营养方式

对白绒山羊奶及其制品的作用不同。 腐生真菌的

代谢产物可能会影响发酵过程中微生物群落，还

图 ７　 真菌群落 ＦＵＮＧｕｉｌｄ 功能预测

Ｆｉｇ． ７　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂｙ ＦＵＮＧｕｉｌｄ
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可能通过抗氧化、抗菌等作用来提高产品的营养

价值和保健功能［３６］。 如果山羊的饲料被病理营

养型真菌污染，这些真菌可能会在山羊体内生长

繁殖，进而影响山羊奶的质量［３７］。 病理营养型真

菌在艾日嘎中相对丰度低可能是在制作艾日嘎过

程中产生的酒精抑制了该型真菌的生长繁殖。 在

发酵乳制品的制作过程中，一些与乳酸菌共生的

真菌共同参与发酵过程，从而影响乳制品的风味

和质量［３８］。 本研究结果为山羊奶及其乳制品中

益生菌的研究和安全性评价提供了参考。

３　 讨　 论

内蒙古阿拉善白绒山羊奶及其乳制品中真菌

多样性和丰富度存在显著差异（Ｐ ＜ ０． ０５），且通

过传统工艺制作乳制品过程中白绒山羊奶的真菌

群落组成发生变化。 由 Ａｌｐｈａ 多样性可知毕希拉

格的物种多样性和丰富度最高，其次是白绒山羊

奶，艾日嘎的最低。 由真菌的 Ｂｅｔａ 多样性分析显

示，白绒山羊奶和毕希拉格的真菌群落组成具有

高度相似性，但艾日嘎真菌群落结构与白绒山羊

奶、毕希拉格相比存在差异性。 Ｖｅｎｎ 图显示与白

绒山羊奶比较，通过传统工艺制作的乳制品的真

菌物种数量减少，毕希拉格和艾日嘎的真菌 ＯＴＵｓ
数量小于白绒山羊奶，而毕希拉格和艾日嘎的真

菌独有 ＯＴＵｓ 数量相似。 苗伟刚［３９］ 也发现在鲜

马奶发酵为酸马奶的过程中，真菌物种数量呈减

少趋势。
白绒山羊奶和乳制品的优势真菌门相同，均

为子囊菌门和担子菌门。 乳制品相较于白绒山

羊奶优势真菌属的相对丰度发生改变，其中白绒

山羊奶的优势菌属为阿氏酵母属、皮肤丝孢酵母

属、枝孢菌属、链格孢属；毕希拉格的优势菌属为

阿氏酵母属、皮肤丝孢酵母属、线担酵母属；艾日

嘎的优势菌属为伊萨酵母属、红酵母属、哈萨克

斯坦酵母属、毕赤酵母属。 据研究报道，不同地

区和不同类型的乳制品真菌多样性存在明显差

异，例如甘南牧区牦牛曲拉的优势真菌门为子囊

菌门，优势真菌属为毕赤酵母属和双足囊菌属

（Ｄｉｐｏｄａｓｃｕｓ） ［４０］ ；高茜［４１］发现锡林郭勒传统酸马

奶的优势真菌属为德克酵母属（Ｄｅｋｋｅｒａ），这与

内蒙古阿拉善地区白绒山羊奶及其乳制品中的

优势真菌门和菌属具有一定的差异性。 了解这

些差异性有助于更好地认识少数民族地区白绒

山羊奶和乳制品中微生物多样性，以便更好地开

发利用这些宝贵的微生物资源，从而服务于食品

行业的发展。
白绒山羊奶及其乳制品的真菌代谢相关酶的

基因相对丰度较高的是 α⁃１，４⁃葡萄糖水解酶、三
磷酸腺苷酶、ＲＮＡ 聚合酶、外源性 α⁃唾液酸酶和

肽酰丙氨酰异构酶。 白绒山羊奶及其乳制品真菌

代谢相关酶的基因功能和相对丰度存在差异，证
明这些主要酶的基因功能在传统乳制品的功能中

发挥着重要作用［２０］。 ＦＵＮＧｕｉｌｄ 功能预测表明在

白绒山羊奶、毕希拉格及艾日嘎中，腐生营养型是

主要的真菌营养方式。 白绒山羊奶和毕希拉格的

营养方式和功能类群较为相似，而艾日嘎的营养

方式和功能类群与前二者具有一定差异。 据研究

报道，真菌和细菌共存于不同的环境中，它们的共

同存在和相互作用影响生态系统的功能，在食物

的生态系统中，它们负责酸化、风味产生、乙醇和

ＣＯ２ 产生等不同的过程［４２⁃４４］。 因此，分析白绒山

羊奶及其乳制品中的真菌多样性具有多方面的意

义，首先在保障食品安全方面，可以预防真菌污染

和监控变质的风险；在提升白绒山羊奶及其乳制

品的品质方面，可以优化风味的形成和改善质地

特性；在促进产业健康发展方面，可以反映山羊饲

养环境的生态状况，还可以在一定程度上探究对

人体健康的影响。 本研究结果也可以验证真菌多

样性对特色乳制品开发的指导意义，例如提供风

味来源、控制奶产品质量、促进相关产品的开发

等。 虽然有些真菌是无害的，但某些真菌会对乳

制品造成污染，它们的生长会导致乳制品出现可

见或不可见的缺陷，如产生异味和异色。 例如链

格孢属在适宜的温、湿度条件下会在食品表面生

长繁殖，分解食品中的营养成分，导致食品出现霉

变、异味等变质现象，缩短食品的保质期［４５］。 另

外，部分真菌可能存在致病性，未来可以通过进一

步深入分析，为乳制品的安全性研究提供新的方

向和思路，推动民族地区传统乳制品中真菌的系

统研究。 但目前关于真菌对传统乳制品的影响研

究尚少，因此本研究通过揭示阿拉善地区白绒山

羊奶及其乳制品中真菌多样性和功能基因的差异

性，为白绒山羊奶及其乳制品中真菌的相关研究

提供参考。
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