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研究报告 
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摘  要：【背景】随着细菌新物种的陆续报道，原先被注释为枝芽孢杆菌(Virgibacillus sp.)的高温大

曲优势 16S rRNA 基因序列被重新归类为大曲慢生芽孢杆菌(Lentibacillus daqui)，但对该物种在制曲

过程中的发酵特性和代谢功能尚不了解。【目的】研究大曲慢生芽孢杆菌在高温大曲中的分布规律、

生长和代谢特性。【方法】采用高通量测序技术分析大曲慢生芽孢杆菌在三类高温大曲中的分布规律；

采用纯培养技术分离大曲慢生芽孢杆菌，研究其生长的温度、pH、NaCl 浓度等范围；采用小麦固态

发酵试验，研究大曲慢生芽孢杆菌在不同温度(30、45、60 ℃)的产酶和产香特征。【结果】从 48 个高

温大曲样品中测序获得 3 条属于大曲慢生芽孢杆菌的 16S rRNA 基因扩增子序列变体(amplicon 
sequence variant, ASV)序列，平均相对丰度之和为 21.4%，均存在于大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T

的基因组上，共有 6 个基因拷贝。菌株 ZS110521T 生长的温度范围 10−55 ℃，pH 5.5−10.0，NaCl
浓度范围 0−20%。菌株 ZS110521T 具有产生糖化酶、纤维素酶与蛋白酶的能力，在 45 ℃实验组酶

活最高。相较于 30 ℃实验组，45 ℃和 60 ℃发酵试验组的吡嗪类、酚类、酸类、酮类、酯类化合

物含量均显著升高，而醇类化合物含量显著降低(P<0.05)。菌株 ZS110521T 发酵小麦中含量超过

180 ng/g 的优势挥发性化合物有 10 种，包括川芎嗪、2,3,5-三甲基吡嗪、2,5-二甲基吡嗪、2-乙
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基-3,5,6-三甲基吡嗪、4-乙基愈创木酚、愈创木酚、苯乙醇、苯甲醛、异戊酸和乙偶姻，并且其含

量均随着培养温度而显著增加。【结论】大曲慢生芽孢杆菌是高温大曲中的优势细菌，在 45−60 ℃
温度下具有良好的产吡嗪类和愈创木酚类物质的能力。研究结果为了解大曲慢生芽孢杆菌的发酵

功能与应用潜力提供了依据。 
关键词：高温大曲；大曲慢生芽孢杆菌；生长特性；固态发酵；挥发性化合物 
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Abstract: [Background] With the update of the database, the dominant 16S rRNA gene 
sequence in high-temperature Daqu that was originally annotated as Virgibacillus sp. has been 
reclassified as Lentibacillus daqui. However, the fermentation characteristics and metabolic 
functions of this species in the process of Daqu production remain unknown. [Objective] To 
study the distribution, growth, and metabolic characteristics of L. daqui in high-temperature 
Daqu. [Methods] High-throughput sequencing was used to analyze the distribution of L. daqui 
in three types of high-temperature Daqu. L. daqui was isolated by pure culture and its growth 
conditions including temperature, pH, and NaCl concentration were studied. A wheat solid-state 
fermentation experiment was then carried out to study the enzyme production and aroma 
production characteristics of L. daqui at different temperatures (30 ℃, 45 ℃, and 60 ℃). 
[Results] Three distinct amplicon sequence variants (ASVs) from 16S rRNA gene sequences, 
obtained from 48 high-temperature Daqu samples, were annotated as L. daqui and constituted 
21.4% of the total relative abundance. All the three ASVs were presented in the genome of L. daqui 
ZS110521T, comprising a total of six gene copies. The strain ZS110521T could grow at 
10–55 ℃, pH 5.5–10.0, and the NaCl concentrations of 0–20%. ZS110521T could produce 
glucoamylase, cellulase, and protease, with the highest enzyme activity at 45 ℃. Compared with 
the fermentation at 30 ℃, the fermentation at 45 ℃ and 60 ℃ showed increased content of 
pyrazines, phenols, acids, ketones, and esters and decreased content of alcohols (P<0.05). Ten 
dominant volatile compounds with the content exceeding 180 ng/g were detected in 
ZS110521T-fermented wheat, including tetramethylpyrazine, 2,3,5-trimethylpyrazine, 
2,5-dimethylpyrazine, 2-ethyl-3,5,6-trimethylpyrazine, 4-ethyl-2-methoxyphenol, guaiacol, 
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phenethyl alcohol, benzaldehyde, isovaleric acid, and acetoin. Moreover, their content 
significantly increased with the rise in temperature. [Conclusion] L. daqui is the dominant 
bacterium in high-temperature Daqu, and it demonstrates high production of pyrazines and 
guaiacols at 45–60 ℃. The results provide a basis for understanding the function and 
application potential of L. daqui. 
Keywords: high-temperature Daqu; Lentibacillus daqui; growth characteristics; solid-state 
fermentation; volatile compounds 
 

大曲主要以小麦、大麦与豌豆等为原料通

过天然固态发酵方式制成，是白酒酿造生产过

程中重要的糖化剂与发酵剂[1]。高温大曲的发

酵过程中，顶温可以超过 60 ℃[2]，主要用于酱

香型白酒的生产。高温大曲的发酵工艺复杂，

主要包括母曲的添加、高温发酵与 2 次翻曲等

操作，大曲平均发酵周期 40 d，随后于曲仓堆积

贮存 3–6 个月，用于后续酱香型白酒的生产[3]。

高温大曲天然的发酵方式赋予了酱香型白酒独

特的风味特征[4]，对白酒的产量和品质有着重

要影响[5]。在制曲过程中，曲房内不同位置温

度、湿度等环境因子的差异，导致形成黑曲、

黄曲、白曲不同类型高温大曲[6]。 
慢生芽孢杆菌属(Lentibacillus)隶属于厚壁

菌门 (Firmicutes)芽孢杆菌纲 (Bacilli)芽孢杆菌

科(Bacillaceae)，于 2002 年被首次报道[7]。目前

原核生物命名名录(List of Prokaryotic Names 
with Standing in Nomenclature, LPSN)共记录了

慢生芽孢杆菌属内的 23 个物种。该属细菌为革

兰氏阳性，具有好氧和耐盐特性[8]，常见于泡

菜 [9-10]、鱼酱 [11-12]和虾酱 [13]等各类发酵食品

中。其中大曲慢生芽孢杆菌(Lentibacillus daqui) 
ZS110521T 是 2023 年被首次在高温大曲发现的

新物种[14]。 
在前期研究中，枝芽孢杆菌属(Virgibacillus)

被认为是高温大曲中的优势细菌属，相对丰度

为 10.18%−74.53%[15-17]，与多种酶活[18]与风味

物质[19]关联。然而，近期分析发现高通量测序

获得的大曲中枝芽孢杆菌的扩增子序列变体

(amplicon sequence variant, ASV)序列与大曲慢

生芽孢杆菌 ZS110521T 的 16S rRNA 基因序列

相似性为 100%[14]。 
为进一步确认大曲慢生芽孢杆菌是高温大

曲的优势细菌，同时研究大曲慢生芽孢杆菌的

生长特性及其在高温大曲发酵过程中的代谢功

能，本实验对黑、黄、白 3 种颜色的高温大曲

细菌群落进行扩增子测序，分析其优势 ASV 序

列是否为大曲慢生芽孢杆菌；其次，通过纯培

养技术分离鉴定大曲慢生芽孢杆菌菌株，并通

过液体培养研究其生长特性；最后，通过小麦

固态发酵试验研究大曲慢生芽孢杆菌在不同温

度(30、45、60 ℃)产酶与产挥发性化合物的能

力，以期明确大曲中大曲慢生芽孢杆菌的生物

学特性与酿造功能。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

高温大曲样品：从贵州省不同酱酒企业采

集高温大曲样本，包括黑曲、黄曲、白曲样品

各 16 份。将各大曲样本粉碎后过 40 目筛，装

入无菌自封袋中保存于−80 ℃，用于高通量测

序；另取各样本 200 g 保存在 4 ℃，用于微生

物的分离鉴定。 
实验小麦样品：取自贵州省仁怀市某酱酒

企业，粉碎后可直接用于高温大曲生产的小麦。 
1.2  培养基、主要试剂和仪器 

2216E 琼脂培养基和 2216E 液体培养基，

青岛高科技工业园海博生物技术有限公司；胰

蛋白胨大豆肉汤(trypticase soy broth, TSB)培养

基(g/L)：胰蛋白胨 17.0，大豆蛋白胨 3.0，氯化

钠 5.0，磷酸氢二钾 2.5，葡萄糖 2.5。在进行最

适 NaCl 浓度优化实验中根据不同 NaCl 浓度要

 



 
2192 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

求，调整 TSB 培养基的 NaCl 浓度；小麦固态发

酵培养基：将 30 g 经过粉碎的小麦装入 250 mL
三角瓶，121 ℃灭菌 45 min 后无菌条件下加入

15 mL 无菌水。 
氯化钠、乙醇、胰蛋白胨、大豆蛋白胨、

磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、葡萄糖、柠檬酸、

柠檬酸钠、碳酸氢钠、碳酸钠、氢氧化钠、2-辛
醇、3,5-二硝基水杨酸、福林酚试剂、可溶性淀

粉、羟甲基纤维素钠、干酪素和三氯乙酸，国

药集团化学试剂上海有限公司；土壤微生物

DNA 提取试剂盒、细菌基因组 DNA 提取试剂

盒，南京诺唯赞生物科技股份有限公司。气相

色谱-质谱联用仪、毛细色谱柱、固相微萃取

(solid-phase microextraction, SPME)自动进样系

统，安捷伦科技有限公司；固相微萃取头，

NanoDrop 2000 分光光度计，Thermo Fisher 
Scientific 公 司 ； 冷 场 扫 描 电 子 显 微 镜 ，

HITACHI 公司。 
1.3  大曲基因组 DNA 的提取 

取 0.5 g 高温大曲粉，按照土壤微生物 DNA
提取试剂盒说明书提取大曲宏基因组。采用

NanoDrop 2000 分光光度计确定 DNA 浓度，以

A260/A280 评价 DNA 纯度，将合格的 DNA 样本

冷藏保存于−80 ℃冰箱。 
1.4  大曲基因组 16S rRNA 基因测序及

生物信息学分析 
使用通用引物 338F (5′-ACTCCTACGGG 

AGGCAGCA-3′)与 806R (5′-GGACTACHVGG 
GTWTCTAAT-3′)扩增细菌 16S rRNA 基因的

V3−V4 区 [20]，送深圳华大基因科技服务有限

公司测序。使用 QIIME 2 去除嵌合体和低质量

序列后进行测序数据分析。使用 DADA2 将测

序结果划分为不同 ASV 序列。使用 Silva v132 
(https://www.arb-silva.de)、EzBioCloud、NCBI
等数据库对 ASV 代表序列进行物种类别注释[21]。 
1.5  菌株的筛选与形态学观察 

将 10 g 高温大曲粉加入装有 90 mL 无菌生

理盐水的 250 mL 三角瓶中，50 ℃、200 r/min

条件下振荡 30 min。取 1 mL 菌悬液，利用无菌

生理盐水进行 10 倍梯度稀释，取不同稀释倍数

的菌悬液 0.1 mL，涂布于 2216E 琼脂培养基上，

分别置于 30 ℃和 37 ℃恒温培养箱倒置培养

1−5 d。挑取不同形态的单菌落，并在 2216E琼

脂培养基上划线纯化 3 次以上。单菌落依次用

5%的戊二醛溶液固定、PBS 缓冲液清洗、乙醇

洗脱、喷金与镀膜操作后，使用冷场扫描电子

显微镜观察菌体细胞形态。 
1.6  菌株的分子生物学鉴定 

使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取分

离菌株的 DNA。利用通用引物 27F (5′-AGAGT 
TTGATCMTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTA 
CCTTGTTACGACTT-3′)扩增细菌的16S rRNA基

因片段[22]，送生工生物工程(上海)股份有限公

司进行 16S rRNA 基因序列测定。 
1.7  菌株的生长特性 

挑取 2216E 琼脂培养基中的单菌落接种于

2216E 液体培养基中，30 ℃、200 r/min 培养 24 h，
按照 4%的接种量转接至不同条件的 100 mL TSB
液体培养基中，200 r/min 培养，测定菌株生长

36 h 后发酵液的 600 nm 光密度值(OD600)。对培

养条件中的 NaCl 浓度、温度、pH 等条件进行

优化。 
NaCl 浓度的优化：在 TSB 培养基中，调整

NaCl 浓度为 0−25% (浓度间隔 1%)，接种后置

于 30 ℃培养。 
培养温度的优化：在装有 4% NaCl TSB 培

养基的摇瓶中接种后，置于 5−60 ℃ (间隔 5 ℃)
的不同恒温培养箱中进行培养。 

培养基 pH 的优化：在 4% NaCl TSB 培养

基中，使用表 1 所示的生物 pH 缓冲体系[23]将

培养基 pH 值调整在 5.0−11.0 (间隔 0.5)，接种

后置于 30 ℃培养。 
菌株生长曲线与需氧条件的测定：在装有

4% NaCl TSB 培养基的摇瓶中接种后，将摇瓶

置于 37 ℃恒温厌氧箱或 37 ℃恒温培养箱中培

养 2 d，监测培养过程中发酵液 OD600 的变化。 
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表 1  pH 缓冲体系 
Table 1  pH buffer system 
pH Buffer system 

4.0−6.0 0.1 mol/L citric acid/0.1 mol/L sodium citrate 
6.0−8.0 0.1 mol/L KH2PO4/0.1 mol/L NaOH 
8.0−10.0 0.1 mol/L NaHCO3/0.1 mol/L Na2CO3 

10.0−12.0 0.2 mol/L K2HPO4/0.1 mol/L NaOH 

 
1.8  菌株的固态发酵试验 

将菌株 ZS110521T 接种于 4% NaCl TSB 液

体培养基中，在 30 ℃、200 r/min 条件下培养

24 h，将发酵液在无菌条件下 4 000 r/min 离心

3 min，使用相同体积的无菌生理盐水重悬菌

体，然后按 10%的接种量转接至小麦固态发酵

培养基，静置培养。设置 3 个发酵试验组，分

别为 30 ℃培养 7 d、45 ℃培养 7 d、30 ℃培养

4 d 转移至 60 ℃培养 3 d。对照组不接种大曲慢

生芽孢杆菌，只添加 10%生理盐水，其他条件

与实验组相同。每组实验 3 个平行。 
1.9  菌株的产酶特性分析 

采用 3,5-二硝基水杨酸(3,5-dinitrosalicylic 
acid, DNS)法测定发酵小麦的糖化酶和纤维素

酶活性，采用福林-酚法测定中性蛋白酶活性[24]。

糖化酶活性(U)用 1 g 固态发酵物在 35 ℃每小

时糖化淀粉产生葡萄糖的质量(mg)表示。纤维

素酶活性(U)用 1 g 固态发酵物在 50 ℃每小时

水解纤维素产生的葡萄糖质量(mg)表示。中性

蛋白酶活性(U)用 1 g 固态发酵物在 40 ℃水解酪

蛋白每分钟产生 1 µg 酪氨酸表示。 
1.10  固态发酵挥发性化合物的测定 

称取 1 g 固态发酵小麦加入 15 mL 气相色

谱样品瓶，加入 5 mL 蒸馏水和 3 g NaCl，以及

10 µL 2-辛醇(20 mg/L)作为内标，用带特氟龙垫

片的空心铁盖密封后进行顶空固相微萃取-气相

色谱质谱(headspace-solid phase microextraction-gas 
chromatography-mass spectrometry, HS-SPME- 
GC-MS)分析。检测条件参照文献[25]。 
1.11  固态发酵挥发性化合物分析 

大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T 在不同温度

条件下固态发酵小麦的挥发性化合物分为吡嗪

类、酚类、醇类、醛类、酸类、酮类、酯类与

其他类化合物进行组间不同类别挥发性化合物

对比分析。采用偏最小二乘判别分析 (partial 
least squares-discrimination analysis, PLS-DA)法
对比大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T 在不同温度条

件下固态发酵小麦的挥发性化合物组成差异。 
1.12  数据分析及绘图 

使用 Microsoft Excel 2016 对原始数据进行

处理；使用 SnapGene 4.3.6 进行基因序列比对；

使用 GraphPad Prism 9 进行点线图、柱状图、

热图的绘制；使用 SPSS Statistics 27.0.1 进行方

差分析 (analysis of variance, ANOVA)；使用

SIMCA 14.0 对挥发性化合物进行偏最小二乘

判别分析。 

2  结果与分析 
2.1  高温大曲细菌群落结构解析 

采用高通量测序从 48 个高温大曲样品中测

序获得 1 800 条细菌 ASV 序列，在 Silva 数据

库中被注释为 343 个属，其中相对丰度>1%的优

势属有 10 个，包括枝芽孢杆菌属(Virgibacillus)、
克罗彭斯特德菌属(Kroppenstedtia)、岩石芽孢

杆 菌 属 (Scopulibacillus) 、 大 洋 芽 孢 杆 菌 属

(Oceanobacillus)、芽孢杆菌属(Bacillus)、糖多孢

菌 属 (Saccharopolyspora) 、 葡 萄 球 菌 属

(Staphylococcus)、泛菌属(Pantoea)、魏斯氏菌属

(Weissella)和高温放线菌属(Thermoactinomyces)。
共有 6 条 ASV 序列在 Silva 数据库中被注释为枝

芽孢杆菌，其中 ASV408、ASV647 和 ASV1340
为优势枝芽孢杆菌 ASV 序列，在细菌群落中

平均相对丰度分别为 14.5%、5.5%和 1.4%，其

分布情况如图 1 所示。另外 3 条 ASV 序列的平

均相对丰度均小于 0.01%。 
将 ASV408、ASV647 和 ASV1340 序列分

别在其他模式细菌基因数据库进行注释。在

EzBioCloud 数据库中，注释结果均为马赛慢生

芽孢杆菌(Lentibacillus massiliensis) Marseille- 
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P3089，序列相似度分别为 99.52%、99.28%和

99.28%；在 NCBI 数据库中，注释结果均为大

曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T，序列相似度均

为 100%。 
进一步分析发现，ASV408、ASV647 和

ASV1340 序 列 均 位 于 大 曲 慢 生 芽 孢 杆 菌

ZS110521T 基因组的不同位置上，分别有 4、1
和 1 个拷贝，为碱基 A 或 G 的差异(图 2)。16S 
rRNA 基因不同区域存在不同程度的异质性，因

而利用不同区域的序列进行扩增子测序会造成

不同程度的多样性高估[26]。 
综上，研究确定了大曲慢生芽孢杆菌为高

温大曲中优势物种，在黄曲中平均相对丰度最高

(29.41%)，并且发现 3 条优势 ASV 均存在大曲慢

生芽孢杆菌 ZS110521T 基因组上，共有 6 个拷贝。 
2.2  大曲慢生芽孢杆菌的形态学特征 

大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T 在 2216E 固

体培养基上的菌落形态和扫描电镜结果如图 3 
 

 
 
图 1  基于 Silva 数据库注释的高温大曲中枝芽孢杆菌属扩增子序列变体的相对丰度 
Figure 1  Relative abundance of amplicon sequence variants for Virgibacillus in high-temperature Daqu 
base on Silva database annotation. 

 

 
 
图 2  16S rRNA 基因扩增子序列变体与大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T 全基因组内 16S rRNA 基因比对 
Figure 2  Comparison of 16S rRNA gene amplicon sequence variants and 16S rRNA gene within the 
genome of Lentibacillus daqui ZS110521T. 
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图 3  大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T 的菌落形态(A)和扫描电子显微镜图(B) 
Figure 3  Morphological characteristics of Lentibacillus daqui ZS110521T colonies (A) and scanning 
electron micrograph (B). 
 
所示。在 2216E 固体培养基上 30 ℃培养 5 d
后，菌落直径 1 mm，呈圆形，边缘完整，中间

略微凸起，表面光滑，轻微米黄色，不透明

(图 3A)。扫描电子显微镜结果显示，细胞呈短

杆状，两端光滑，中间粗糙，长 1.5−2.5 μm，

宽 0.8−1.0 μm (图 3B)。 
2.3  大曲慢生芽孢杆菌的生长特性 

在 TSB 培养基中，大曲慢生芽孢杆菌

ZS110521T 在 5 ℃条件下菌株几乎不生长，

10 ℃条件下微弱生长，55 ℃条件下可以生

长，最适生长温度为 30−40 ℃ (图 4A)；在 pH
值低于 5.5 或高于 10.5 的条件下停止生长，最

适生长 pH 值为 6.5−9.0 (图 4B)；NaCl 质量浓

度为 0%−20%的条件下均可生长，最适生长

NaCl 质量浓度为 3%−7% (图 4C)。以 4%接种

量，37 ℃培养 14 h 后进入对数生长期，培养

32 h 时 OD600 达到最大，在无氧的条件下有微

弱生长(图 4D)。 
2.4  大曲慢生芽孢杆菌固态发酵产酶

特性 
在小麦固态发酵培养基中进行不同温度单

菌发酵试验，其产酶情况如图 5 所示，在 3 种

温度条件下大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T 均具

有生产糖化酶、纤维素酶与中性蛋白酶的能

力。在 45 ℃实验组表现出最高的酶活性，平

均糖化酶活力、纤维素酶活力与中性蛋白酶活

力分别达到 106.8、12.8 和 61.3 U。结果表明大

曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T 最适酶活力温度并

非对应其最适生长温度，其酶活力在适当高温

的条件下有所提升，进而适应高温大曲发酵过

程中的温度环境。 
2.5  大曲慢生芽孢杆菌固态发酵产挥

发性化合物分析 
2.5.1  挥发性化合物组成 

采用顶空固相微萃取-气相色谱质谱，分别

检测 30、45、60 ℃条件下大曲慢生芽孢杆菌

ZS110521T 固态发酵小麦样品，3 个实验组共计

发现 9 种吡嗪类物质、4 种酚类物质、11 种醇

类物质、5 种醛类物质、5 种酸类物质、8 种酮

类物质、7 种酯类物质、6 种其他物质。在

30、45、60 ℃实验组分别检出 42、55、49 种

物质，表明不同温度下产出的物质数量存在差

异，温度是控制物质合成的一个因素。如图 6
所示，相较于 30 ℃实验组，45 ℃和 60 ℃实验

组的吡嗪类、酸类、酮类、酯类化合物含量均

显著升高(P<0.05)，而醇类化合物含量显著降

低(P<0.05)。吡嗪类与酚类化合物均在 45 ℃实

验组检出最高含量。 
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图 4  大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T 的生长特性   A：温度；B：pH；C：NaCl 浓度；D：37 ℃有氧

与无氧条件的生长曲线。 
Figure 4  The growth characteristics of Lentibacillus daqui ZS110521T. A: Temperature; B: pH; C: NaCl 
concentration; D: 37 ℃ aerobic and anaerobic growth curves. 

 

 
 
图 5  大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T 固态发酵的产酶特性   A：糖化酶；B：纤维素酶；C：中性蛋

白酶。 
Figure 5  Enzyme characteristics of Lentibacillus daqui ZS110521T in solid-state fermentation. A: Glucoamylase; 
B: Cellulase; C: Neutral proteinase. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ns: P>0.05. 
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图 6  不同温度时大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T 固态发酵小麦中各类挥发性化合物含量   A：吡嗪类；

B：酚类；C：醇类；D：醛类；E：酸类；F：酮类；G：酯类；H：其他类。 
Figure 6  Content of volatile compounds across various categories in solid-state fermented wheat by 
Lentibacillus daqui ZS110521T at different temperatures. A: Pyrazines; B: Phenols; C: Alcohols; D: 
Aldehydes; E: Acids; F: Ketones; G: Esters; H: Others. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1; 
ns: P>0.05. 
 

吡嗪是通过微生物代谢或美拉德反应产生

的含氮化合物[27]，多数具有烘焙香味和坚果香

味，对酱香型白酒的风味具有重要影响[28]。在

45 ℃与 60 ℃两组产生高含量吡嗪，分别达到

3 047.59 ng/g 与 2 442.52 ng/g，而在 30 ℃实验

组，仅检出 249.88 ng/g (图 6A)。酚类物质在白

酒中具有抗氧化、血脂调节、血管保护的作用，

45 ℃发酵组的酚类化合物含量为 549.85 ng/g，显

著高于 30 ℃与 60 ℃发酵组(<50.00 ng/g) (图 6B)；
醇类物质 3 组检出总量分别为 1 028.19、

593.98、318.67 ng/g，随发酵温度升高表现出

降低的趋势(图 6C)；60 ℃实验组醛类物质检出总

量最高(312.27 ng/g) (图 6D)；酸类物质随温度升

高，表现出增加趋势，3 组检出总量分别为

27.40、70.93、332.94 ng/g (图 6E)；酮类物质随

温度升高，表现出增加趋势，3 组检出总量分别

为 94.62、318.53、343.67 ng/g (图 6F)；酯类物

质随发酵温度升高表现出增加趋势，3 组检出

总量分别为 1.35、52.53、144.03 ng/g (图 6G)；
说明温度是促进醛类、酸类、酮类、酯类物质

生成的重要条件。不同的发酵温度会由不同类

型的优势挥发性化合物组成，不同类型的风味

物质相互结合对大曲和中国白酒整体风味的形

成具有重要贡献[29]。 
2.5.2  不同温度固态发酵挥发性化合物差

异分析 
采用偏最小二乘判别分析法对比大曲慢生

芽孢杆菌 ZS110521T 在 3 种温度发酵条件下固

态发酵小麦的挥发性化合物组成差异，并根据

变量重要性投影(variable importance in projection, 
VIP)大于 1 的筛选条件，共获得 15 种特征差异

化合物(图 7)。 
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发酵小麦中含量均随着培养温度增加而增加

的优势挥发性化合物(含量>180 ng/g)有 10 种，包

括川芎嗪、2,3,5-三甲基吡嗪、2,5-二甲基吡

嗪、2-乙基-3,5,6-三甲基吡嗪、4-乙基愈创木

酚、愈创木酚、苯乙醇、苯甲醛、异戊酸和乙

偶姻。其中川芎嗪、2,3,5-三甲基吡嗪、2,5-二
甲基吡嗪在 45 ℃检出分别为 30 ℃实验组的

21.51、9.39、6.18 倍，在 60 ℃检出分别为 30 ℃
实验组的 18.98、5.07、2.95 倍，2-乙基-3,5,6-三
甲基吡嗪、2-乙基-3,6-二甲基吡嗪只在 45 ℃与

60 ℃两组检出；4-乙基愈创木酚与愈创木酚为

主要的酚类发酵代谢产物，是高温大曲及酱香

型白酒中普遍存在的具有烟熏风味的酚类物

质 [30]，在 45 ℃实验组检出总量最高，分别达到

306.99 ng/g 与 181.88 ng/g；苯乙醇具有花香气

味，对曲香的形成具有较大贡献，在 45 ℃实验

组检出总量最高，达到 201.99 ng/g；苯甲醛风

味特征为苦杏仁味，3 组分别检出 200.10、
215.62、263.60 ng/g；异戊酸会增加白酒的甜感，

使酒体更加醇厚[31]，随发酵温度的升高，表现

出升高趋势，在 60 ℃实验组检出 232.07 ng/g；
乙偶姻是吡嗪化合物生物转化的前体物质[32]，

对于吡嗪类物质的生物合成至关重要，随温度

的发酵温度的升高，表现出递增趋势，3 组分

别检出 1.70、168.80、323.82 ng/g。45 ℃与 60 ℃
实验组增加多种酱香型白酒的风味物质，赋予

高温大曲与白酒独特的风味特征，表明大曲慢

生芽孢杆菌是高温大曲中重要的贡献风味物质

的细菌，同时在高温条件下具有更好的风味物

质产生效果。 
发酵小麦中含量随着培养温度增加而减少

的优势挥发性化合物(含量>150 ng/g)有 4 种，

包括异戊醇、苄醇、2-庚醇、5-甲基-2-己醇。

异戊醇是白酒中高级醇类物质之一，异戊醇含

量过高会影响饮用舒适度，45 ℃与 60 ℃实验组

检出量分别为 30 ℃实验组的 0.53 倍、0.39 倍；

苄醇具有微弱水果香气，浓度过高时会影响白

酒的品质，45 ℃与 60 ℃实验组检出量分别为

30 ℃实验组的 0.52 倍、0.09 倍；2-庚醇是酱香

型白酒的风味物质，含量过高时会使得白酒带

有苦涩味，低含量则会赋予白酒独特的果香气

味，同时有助香的作用，45 ℃与 60 ℃实验组

检出量分别为 30 ℃实验组的 0.13 倍、0.15 倍；

5-甲基 -2-己醇含量过高会对白酒口感造成影

响，45 ℃与 60 ℃实验组检出量分别为 30 ℃实

验组的 0.08 倍、0.01 倍。30 ℃低温小麦发酵条

件产生大量高级醇，高含量的高级醇往往伴随

着“杂醇油味”，并会给白酒带来不良风味与不

佳的饮用体验。高级醇含量随着发酵温度的升

高表现出下降趋势，表明温度是控制高级醇过

度产生的一个重要方法。 

3  讨论 
高温大曲是酱香型白酒生产所需的糖化剂

与发酵剂[33]，其独特的制曲工艺使得大曲形成

种类和结构独特的微生物群落，进一步影响酱

香型白酒的独特风味[34]，因此，确定高温大曲

优势微生物对解析高温大曲微生物结构与人工

群落合成具有重大意义。目前，高通量测序技

术由于不需要进行微生物培养并快速获得微生

物群落结构信息[35]，被广泛应用于酿造微生物

研究领域 [36]。然而，该方法获得的大部分微

生物序列物种注释结果主要为属水平，并且数

据库的差异导致注释结果在相似物种间存在

偏差[15,20]。 
本研究从 48 个不同类型高温大曲的高通量

测序结果中获得 3 条优势枝芽孢杆菌 ASV 序列，

通过不同数据库注释及与大曲慢生芽孢杆菌

ZS110521T 基因组比对，发现 3 条 ASV 序列均

存在于大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T 的基因组

上，并且存在 6个拷贝，序列相似性均为 100%，

所以确定原先被注释为枝芽孢杆菌的高温大曲

优势 16S rRNA 基因序列实际为大曲慢生芽孢

杆菌。 
在 TSB 液体培养基中，大曲慢生芽孢杆菌

ZS110521T 的生长温度范围为 10−55 ℃，表明
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该物种能够适应高温大曲生产过程二次翻曲后

的发酵温度[37]。生长 pH 5.5−10.0，NaCl 质量

浓度生长范围为 0%−20%，说明该物种具有良

好的环境抗逆能力。 
在小麦固态发酵试验中，3 个实验组(30、

45、60 ℃)均检测出糖化酶、纤维素酶和蛋白

酶活性，并且在 45 ℃时酶活最高；培养温度的

升高能够促进大曲慢生芽孢杆菌产生结构不同

的挥发性化合物，其中在 30 ℃时促进醇类物

质的产生，45 ℃促进吡嗪类、酚类和酮类物质

的产生，60 ℃促进吡嗪类、醛类、酸类、酮类

和酯类物质的产生，与文献报道现象一致[30]。

研究发现川芎嗪、2,3,5-三甲基吡嗪、2,5-二甲

基吡嗪、2-乙基-3,5,6-三甲基吡嗪、4-乙基愈

创木酚、愈创木酚、苯乙醇、苯甲醛、异戊

酸、乙偶姻等化合物在高温发酵组中含量显著

高于低温组，说明经历高温发酵的大曲慢生芽孢

杆菌对于高温大曲独特风味的形成具有贡献。 

4  结论 
本研究通过高温大曲细菌群落 16S rRNA

基因 ASV 序列与细菌全基因组序列比对，确定

了大曲慢生芽孢杆菌为高温大曲中优势物种，

并且发现 3 条优势 ASV 均存在大曲慢生芽孢杆

菌 ZS110521T 基因组上，共有 6 个拷贝。采用纯

培养方法研究了大曲慢生芽孢杆菌 ZS110521T

的生长与代谢特性，发现其具有良好的高温环

境适应能力，在 45 ℃时具有最佳产酶(糖化酶、

纤维素酶和蛋白酶)特性，不同温度下固态发酵

小麦能够产生多种挥发性化合物，尤其在高温

发酵的条件下具有良好的吡嗪类与愈创木酚类

物质的合成能力。本研究为认识大曲慢生芽孢

杆菌的生长和代谢特性奠定了基础。 
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