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摘  要: 【目的】为解析酱香型白酒酿造群体微生物的发酵过程, 研究了酱香型白酒酿造

中重要微生物地衣芽孢杆菌与酿酒酵母之间的相互作用, 并对它们之间的作用机制进行

初步探讨。【方法】通过地衣芽孢杆菌与酿酒酵母共培养体系的构建, 认识了两者的相互

作用, 初步分析了酿酒酵母产生抑制物的分子量, 耐热性及对蛋白酶敏感性等特性。【结

果】研究表明, 酿酒酵母发酵造成的酸性环境以及某些代谢物质能够抑制地衣芽孢杆菌的

生长, 这些物质分子量大于 10 kD, 对热和蛋白酶敏感。【结论】白酒酿造中酿酒酵母通过

产酸以及大分子的蛋白质类物质对地衣芽孢杆菌生长形成抑制, 该研究促进了对白酒酿

造群体微生物发酵过程的解析。 
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Abstract: [Objective] In order to analyze the microbial community in the fermentation proc-
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ess of Chinese liquor, the interactions between Bacillus licheniformis and Saccharomyces cer-

evisiae which were crucial microorganisms to the quality of soy-sauce flavor liquor was stud-

ied. [Methods] By building the co-culture system of B. licheniformis and S. cerevisiae, the in-

teraction was investigated. The molecular, heat-resistance activity and protease sensitivity of 

the inhibitors produced by S. cerevisiae were also analyzed. [Results] The growth of B. 

licheniformis could be inhibited, due to acidic environment caused by the growth of S. cere-

visiae. Besides, S. cerevisiae also produced certain inhibitors (>10 kD), which is sensitive to 

heat and protease treatment, inhibiting the growth of B. licheniformis. [Conclusion] S. cere-

visiae could result in an acidic environment and inhibit the growth of B. licheniformis. This 

work would promote the understanding of the microbial community in the Chinese liquor fer-

mentation process. 

Keywords: Soy-sauce flavor liquor, Bacillus licheniformis, Saccharomyces cerevisiae 

酱香型白酒是中国五大香型白酒之一 , 具

有酱香突出, 优雅细腻, 酒体醇厚, 香味谐调,

回味悠长 , 空杯留香持久等特点 , 它独特的香

型风格与其独特的酿造微生物发酵过程紧密相

关。因此, 科学地认识和理解酱香型白酒酿造

过程及其机制, 对我国酱香型白酒酿造科学理

论体系的发展具有重要意义。 

中国白酒发酵属于典型的自然发酵过程 , 

其特点是在开放的生产环境中, 众多不同微生

物共同发酵, 相互作用 , 最终形成了具有独特

风格的白酒产物。因此, 认识微生物群体发酵

机制的关键之一是认识微生物之间的相互作

用。研究微生物之间的相互作用对于白酒酿造

机制的认识以及酿造技术发展具有重要作用 , 

国际上对发酵食品中功能微生物间相互作用进

行了大量研究, 丰富并发展了发酵食品本质因

素的理论基础。研究内容包括乳制品中酵母及

细菌间的相互作用 [1−4], 面包发酵中酵母与乳

酸菌的相互作用 [5−8], 肉制品中乳酸菌和李斯

特菌的相互作用 [9−10]等。通过对这些微生物间

相互作用的深入研究, 从而促进了提高发酵食

品质量研究方向的发展。其中, 葡萄酒酿造过

程中酿酒酵母与非酿酒酵母间的相互作用研究

效果最显著[11−14], 研究者通过对酿酒酵母与非

酿酒酵母相互作用关系的认识, 对两种酵母之

间的关系进行了有针对性的调节, 不但提高了

葡萄酒的品质以及生产效率, 同时生产稳定性

也得到进一步的提高, 为葡萄酒的现代化与机

械化发展提供了重要理论与实践基础。 

以上研究充分表明了酱香型白酒酿造微生

物之间相互作用研究的意义与价值。但是,与其

它酿造食品相比, 酱香型白酒酿造微生物更为

复杂, 包括酵母、细菌与霉菌, 除了产酒的酿酒

酵母在酿造饮料酒生产中具有普遍性外, 细菌

中芽孢杆菌是中国白酒中独特的微生物, 其中

的地衣芽孢杆菌则是酱香型白酒生产中独特的

产酱香特征风味功能细菌[15−17]。因此, 研究产

酒酵母(酿酒酵母)与产酱香特征风味细菌(地衣

芽孢杆菌)的相互作用对于有效控制酱香型白

酒的产量及品质具有重要的作用。但是, 目前

国内还没有关于白酒功能微生物相互作用研究

的报道。因此, 本文首次研究了酱香型白酒生

产中产特征风味的地衣芽孢杆菌与酿酒酵母间

的相互作用, 不仅对解析酱香型白酒酿造机制
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具有重要价值, 而且对实现酱香型白酒稳定、

高效生产具有重要理论价值。  

1  材料与方法 

1.1  菌株和培养基 

1.1.1  菌种 : 地 衣 芽 孢 杆 菌 (Bacillus licheni-

formis, CGMCC3963), 酿 酒 酵 母

(Saccharomyces cerevisiae, CGMCC4747), 均筛

选自茅台酱香型白酒酿造酒醅中。 

1.1.2  培养基: 酵母种子液 YPD (g/L): 酵母膏

10, 蛋白胨 20, 葡萄糖 20; 细菌种子液 LB 

(g/L): 牛肉膏 5, 蛋白胨 10, 氯化钠 10; 营养琼

脂培养基(g/L): 牛肉膏 5, 蛋白胨 10, 氯化钠 5, 

琼脂粉 20; YPD 平板培养基(g/L): 酵母膏 10, 

蛋白胨 20, 葡萄糖 20, 琼脂粉 20; 混合发酵培

养基为高粱汁, pH 约为 6[18]。 

1.2  实验方法 

1.2.1  细菌酵母的纯培养(SF)及共培养(MF)体

系中生长曲线的测定: 在发酵培养基中分别接

入地衣芽孢杆菌和酿酒酵母, 及混合接入发酵

培养基中 , 接种浓度均为 1×106 CFU/mL, 在   

37 °C、200 r/min 的条件下培养 24 h 后, 分别采

用营养琼脂培养基和 YPD 平板对地衣芽孢杆

菌和酿酒酵母计数。 

1.2.2  不同接种量对微生物相互作用的影响:

在发酵培养基中接入地衣芽孢杆菌和酿酒酵母, 

细菌接种浓度为 1×106 CFU/mL, 酿酒酵母:地

衣芽孢杆菌分别按 1:1、1:100、1:10 000 的 3

种比例, 在 37 °C、200 r/min 条件下培养 24 h

后, 测定细菌和酵母的生物量。 

1.2.3  外界条件对细菌酵母相互作用的影响: 

(1) 不同温度对微生物相互作用的影响: 在发

酵培养基中接入地衣芽孢杆菌和酿酒酵母, 接

种浓度均为 1×106 CFU/mL, 分别置于 30 °C、   

35 °C、37 °C、40 °C、45 °C 温度下, 200 r/min

培养 24 h 后, 平板稀释涂布测定细菌和酵母的

生物量; (2) 不同初始 pH 对微生物相互作用的

影响: 调节发酵培养基的初始 pH 分别为 4、5、

6、7、8, 接入地衣芽孢杆菌和酿酒酵母, 接种

浓度均为 1×106 CFU/mL, 200 r/min 培养 24 h 后, 

测定细菌和酵母的生物量。 

1.2.4  微生物相互作用机制初步研究: (1) 酵

母产生抑制物在细胞中的定位: 酿酒酵母在高

粱汁中发酵 4 d 后, 离心取上清, 并收集酵母

细胞。超声波破碎细胞后, 分别在细胞破碎液

及发酵上清液中补加 LB 培养基, 调节 pH 至

7.0, 超滤除菌。接入地衣芽孢杆菌 , 37 °C、  

200 r/min 培养, 绘制地衣芽胞杆菌生长曲线; 

(2) 酿酒酵母产生抑制物的分子量: 调节发酵

4 d 的酿酒酵母上清液 pH 至 7.0, 并补充 LB 培

养基, 分别用 10、50、100 kD 的超滤膜截留含

不同分子量的酿酒酵母发酵上清液。接种地衣

芽孢杆菌, 37 °C、200 r/min 培养, 定时取样测

定地衣芽孢杆菌生物量; (3) 抑制物对蛋白酶

和热的敏感性: 用 1 g/L 的胃蛋白酶在 37 °C 处

理发酵 4 d 的酵母上清液 1 h 后调节 pH 至 7.0, 

另取发酵 4 d 的酵母上清液调节其 pH 至 7.0, 

用 1 g/L 的胰蛋白酶和蛋白酶 K 在 37 °C 处理  

2 h。取发酵 4 d 的酵母上清液调节其 pH 至 7.0, 

121 °C 热处理 15 min。接入地衣芽孢杆菌 ,   

37 °C、200 r/min 培养, 定时取样测定地衣芽

孢杆菌生物量。 

2  结果与分析 

2.1  纯培养及共培养体系中微生物的生长特征 

以地衣芽孢杆菌的纯培养(SF)为对照 , 从

图 1 中可以看出, 共培养(MF)中, 地衣芽孢杆

菌的生长明显受到了酿酒酵母的抑制; 无论是

SF 还是 MF 中, 酿酒酵母的生长趋势表现一致, 

表 明 地 衣 芽 孢 杆 菌 的 存 在 未 能 对 酿 酒 酵 母 
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图 1  纯培养(SF)及共培养(MF)中地衣芽孢杆菌和酿

酒酵母的生长曲线 
Fig. 1  The growth curve of B. licheniformis and S. cer-
evisiae in SF and MF 

 
的生长表现出抑制或者促进作用。 

2.2  不同初始接种量对微生物相互作用的影响 

由于酿酒酵母对芽孢杆菌的抑制作用 , 因

此 , 降低酿酒酵母的接种量 , 考察了两者不同

接种比例对共培养体系的影响。如图 2 所示, 即

使将酿酒酵母接种量降低 10 000 倍, 酿酒酵母

还是能正常生长, 而地衣芽孢杆菌的生长仍会

受到很强的抑制作用(P<0.05)。而这也解释了在

酱香型白酒实际生产中的现象, 即使堆积初始

酵母含量很低, 但经堆积过程酵母得到了大量

富集, 而即使地衣芽孢杆菌堆积初始含量很高, 

在堆积过程中却没有明显增殖。 

2.3  环境因素对发酵过程中微生物相互作用

的影响 

2.3.1  温度对微生物相互作用的影响: 酱香型

白酒生产中, 酒醅的温度是不断变化的。在堆

积过程中 , 随着堆积时间的延长 , 堆积醅温度

逐渐升高可至 50 °C, 入窖发酵过程中酒醅温度

也存在着先上升后下降的趋势。因此, 本文研

究了 30 °C、35 °C、37 °C、40 °C 和 45 °C 5 个

温度梯度对地衣芽孢杆菌和酿酒酵母纯培养及

共培养体系中各自生长特征的影响。 

 
 

 
 

图 2  比例对共培养体系中地衣芽孢杆菌生长的影响 
Fig. 2  Effects of proportion on the growth of B. 
licheniformis in MF 

 
如图 3A 所示, 在酿酒酵母纯培养体系中, 

即使 40 °C 的温度并未对酿酒酵母的生长产生

影响, 表明了酿酒酵母较好的耐高温性能。以

纯培养为对照, 在共培养体系中, 酿酒酵母的

生长也并无明显变化(P>0.05)。如图 3B 所示, 

在地衣芽孢杆菌纯培养体系中, 温度对其生长

并无明显作用 ;  而在共培养体系中 ,  30 °C–   

40 °C 的温度之间, 地衣芽孢杆菌生长仍然受到

很强的抑制作用(P<0.05), 但 45 °C 条件下, 这

种抑制作用明显减弱。该结果表明温度升高到

45 °C 以上, 可能是因为酵母自身生长受到抑制, 

其对细菌的抑制作用降低, 细菌开始生长并增

殖。温度变化对细菌与酵母相互关系的影响 , 
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图 3  温度对混合发酵中地衣芽孢杆菌生长的影响 
Fig. 3  Effects of temperature on the growth of B. 
licheniformis in MF 

 
表明了酱香型白酒高温发酵中对细菌与酵母的

生长产生调节作用的价值。 

2.3.2  pH 对微生物相互作用的影响: 酱香型

白酒生产过程中“酸高”是一大特点, 因此本文

研究了不同 pH 对地衣芽孢杆菌和酿酒酵母相

互作用的影响。 

图 4A 显示, 无论是纯培养还是共培养体系, 

pH 并未表现出对酿酒酵母生长的影响(P>0.05), 

表明酿酒酵母较好的耐酸性。同时, 发酵培养

基初始 pH 的调节并未改变共培养体系中地衣

芽孢杆菌生长受抑制的现象(P<0.05), 而且较

低的 pH 对纯培养中地衣芽孢杆菌的生长也产

生抑制作用(图 4B)。在共培养体系中由于酵母的 

 
 

 
 

图 4  pH 对混合发酵中地衣芽孢杆菌生长的影响 
Fig. 4  Effects of pH on the growth of B. licheniformis in 
MF  

 
产酸作用, 发酵 1 d 后发酵液 pH 低至 3.8, 至发

酵终点 pH 达到 3 左右, 该结果表明酿酒酵母发

酵产生的酸性环境对地衣芽孢杆菌的生长也会

存在抑制作用。 

2.4  地衣芽孢杆菌与酿酒酵母相互作用机制

初步研究 

2.4.1  酵母产生抑制物在细胞中的定位: 在葡

萄酒酿造中研究发现, 酿酒酵母在生长过程中

会产生许多嗜杀因子以抑制其他微生物的生长, 

但目前尚未有关于酿酒酵母与地衣芽孢杆菌相

互作用研究的报道。因此, 本文初步研究了酱

香型白酒酿造重要微生物酿酒酵母对地衣芽孢

杆菌的抑制作用机制。 
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首先 , 对酿酒酵母产生抑制物质的定位进

行分析。为排除酸的影响, 将酵母处理液 pH 调

节至 7.0。从图 5 中可以看到, 酵母细胞破碎后

的胞内物质对地衣芽孢杆菌的生长无明显影响

(P>0.05); 而 pH 已调节至 7.0 的酵母上清液依

然能表现出对地衣芽孢杆菌的抑制作用, 这种

抑制作用在 8 h 后较为明显(P<0.05), 至 16 h 时

各试验组地衣芽孢杆菌生物量已无明显差异

(P>0.05), 可能是酵母产生的抑制物受到芽孢

杆菌的降解, 逐渐失活。 

2.4.2  酿酒酵母分泌大分子抑制物的研究: 如

图 6 所示, 酿酒酵母产生的分子量小于 10 kD

的发酵上清液中物质未表现出对地衣芽孢杆菌

的抑制作用(P>0.05), 而分子量大于 10 kD 的物

质 , 对 地 衣 芽 孢 杆 菌 的 生 长 具 有 抑 制 作 用

(P<0.05)。其中, 分子量在 50−100 kD 范围内的

物质可能由于被降解速度较慢, 抑制作用维持

时间较长。 
 
 

 
 

图 5  酿酒酵母细胞破碎液及发酵上清液对地衣芽孢

杆菌生长的影响 
Fig. 5  Effects of S. cerevisiae debris and its surper-
natant on the growth of B. licheniformis  
注: 图中不同字母表示两者间差异显著(P≤0.05); Blank

表示 B. licheniformis 在 LB 中纯培养的空白对照. 

Note: Different letters indicate the existence of a significant 

difference between samples (P≤0.05); Blank is B. licheni-

formis cultured in LB medium. 

 
 

图 6  不同分子量的酿酒酵母发酵上清液对地衣芽孢

杆菌生长的影响 
Fig. 6  Effects of different molecular sizes of supernant 
produced by S. cerevisiae on the growth of B. licheni-
formis 
注: 图中不同字母表示两者间差异显著(P≤0.05); Blank

表示 B. licheniformis 在 LB 中纯培养的空白对照. 

Note: Different letters indicate the existence of a significant 

difference between samples (P≤0.05); Blank is B. licheni-

formis cultured in LB medium. 
 
2.4.3  抑制物对蛋白酶和热的敏感性: 如图 7

所示 , 相对于未处理上清液对照组来说 , 经热

处理及蛋白酶处理后的酿酒酵母发酵上清液 , 

在 4、8、12 h 时可见其对地衣芽孢杆菌的抑制

作用明显降低(P<0.05), 表明酿酒酵母产生的

某些抑制物对热敏感 , 对蛋白酶也敏感 , 可能

是某些蛋白类抑制物。 

3  讨论 

在酱香型白酒酿造过程中 , 产酱香特征风

味的地衣芽孢杆菌和影响出酒率的酿酒酵母之

间的作用对白酒的出酒率及风味具有重要的控

制作用。研究表明, 地衣芽孢杆菌的生长会受

到酿酒酵母较强的抑制作用, 进而减弱了其在

酱香型白酒生产中功能作用的发挥, 而高温可

以减弱这种抑制作用, 这也是酱香型白酒高温

堆积与高温发酵的一个重要的原因。 
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图 7  酿酒酵母产生的抑制物对蛋白酶和热的敏感性 
Fig. 7  Inhibiting factors on protease and thermal sensi-
tivity 
注: 图中不同字母表示两者间差异显著(P≤0.05). 

Note: Different letters indicate the existence of a significant 

difference between samples (P≤0.05). 

 
同时 , 本文初步分析了两种微生物相互作

用的机制, 一方面是由于酿酒酵母在生长过程

中造成的酸性环境对地衣芽孢杆菌生长存在抑

制 , 另一方面 , 酿酒酵母能产生的某些分子量

大于 10 kD 的蛋白类物质, 对地衣芽孢杆菌的

生长也具有抑制作用。而在无酵母细胞存在时, 

地衣芽孢杆菌可以逐渐克服这种抑制作用而实

现生长。因此, 这种抑制作用产生的机制以及

如何控制该抑制作用, 实现两种微生物的共同

发酵将是进一步深入研究的方向, 对于白酒酿

造的机制以及生产控制具有重要的理论指导 

意义。 
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