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研究报告 

洋河酒窖泥细菌群落结构与菌株产酸能力分析 
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摘  要：【背景】窖泥微生物的种类及其代谢产物类型是影响浓香型白酒发酵过程中丁酸和己酸等白酒中

主要有机酸合成的影响因素之一。【目的】揭示浓香型白酒不同窖龄窖泥细菌群落结构，研究厌氧细菌产

酸性能，阐明窖泥细菌与白酒中有机酸合成的相关性。【方法】通过 Illumina HiSeq 高通量测序，基于 16S 

rRNA 基因序列分析不同窖龄窖泥细菌的组成。分离获得厌氧细菌，通过比较菌株产丁酸和己酸能力来

分析窖泥的微生物代谢特性。【结果】洋河酒窖泥细菌主要分布于梭菌纲(Clostridia)、拟杆菌纲

(Bacteroidia)、互营养菌纲(Synergistia)和芽孢杆菌纲(Bacilli)。20年窖龄的窖泥中氢孢菌属(Hydrogenispora)

和瘤胃梭菌属 (Ruminiclostridium)丰度显著增加。窖泥细菌间相关性分析表明，瘤胃梭菌属

(Ruminiclostridium)为窖泥中影响最大的核心微生物，很多微生物与梭菌属(Clostridium)菌株之间多为相互

促进关系。通过传统可培养方法共分离得到梭菌目(Clostridiales)的 20 株厌氧菌。其中梭菌属(Clostridium)

菌株产酸能力高于其他菌属，酪丁酸梭菌(Clostridium tyrobutyricum)和丁酸梭菌(Clostridium butyricum)产

丁酸和己酸的能力最强。产丁酸能力最高的菌主要分离自 5 年和 20 年窖龄窖泥，产己酸能力最高的菌分

离自 20 年窖龄窖泥。【结论】解析了浓香型白酒不同窖龄窖泥的细菌组成，并对菌株产丁酸和己酸的能

力进行了比较，为揭示窖泥微生物功能及其对白酒风味物质合成的影响奠定了相关的研究基础。 
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Abstract: [Background] Microbial composition of pit mud and metabolites of the endogeneous bacteria 
are a few of the main factors that affect the synthesis of butyrate and caproic acid during Luzhou-flavor 
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liquor fermentation. [Objective] To reveal the bacterial community of pit mud of Luzhou-flavor liquor at 
different ages and discover organic acid production capacity of anaerobes, and to clarify the correlation 
between them. [Methods] The composition of bacteria in pit mud was analyzed by sequencing the 16S 
rRNA gene using Illumina HiSeq high-throughput platform. Anaerobes in the pit mud were isolated by 
selective culturing and their metabolic properties were analyzed by comparing the ability of producing 
butyrate and caproic acid. [Results] Bacteria in the pit mud of Yanghe liquor were mainly distributed in 
Clostridia, Bacteroidia, Synergistia and Bacilli. The abundance of Hydrogenispora and Ruminiclostridium 
in 20 years pit mud increased significantly compared with that in 3 or 5 years pit mud. Correlation analysis 
showed that Ruminiclostridium was the most influential core microorganism. The mutual promotion 
relationship between bacteria associated with Clostridium was also predicted. Twenty anaerobes belonging 
to Clostridiales were isolated from the pit mud by traditional culturable methods. Strains of genus 
Clostridium produced more acids than others, Clostridium tyrobutyricum showed the most significant 
butyrate production capacity, while Clostridium butyricum had the strongest caproic acid production 
capacity. Strains with highest capability of producing butyrate were isolated from 5 and 20 years pit mud, 
and strains with highest capability in producing caproic acid were isolated from 20 years pit mud. 
[Conclusion] Understanding the composition and role of bacteria in pit mud aged for different years could 
help better control of the synthesis of volatiles of Chinese liquor. 

Keywords: Pit mud, Bacterial composition, Anaerobes, Butyrate, Caproic acid, Luzhou-flavor liquor 

浓香型白酒是我国三大基本香型白酒之一，具

有入口甜、落口绵、窖香浓郁、绵柔甘洌、香味协

调、尾净余长等特点[1-2]。自古以来就有“老窖出好酒”

的说法，窖泥对浓香型白酒的品质和风味有重要的

影响。窖泥细菌代谢产生的丁酸和己酸是浓香型白

酒中四大有机酸中的两个重要有机酸[3]，在酒中起到

呈香、助香、减少酒体刺激以及缓冲平衡的作用[4-5]。

因此，窖泥细菌的组成和数量是对浓香型白酒风味

产生影响的因素之一[6-7]。解析浓香型白酒窖泥细菌

组成及其随窖龄改变的变化规律，研究窖泥细菌产

有机酸的特性，对于揭示窖泥微生物群落结构与功

能及其在浓香型白酒生产中的应用具有重要意义。 

浓香型白酒中的有机酸主要包括乙酸、乳酸、

丁酸和己酸。与乙酸和乳酸合成相关的微生物主要

来自酒醅[8]。丁酸和己酸对浓香型白酒的酒体和风

味也有着重要影响。其中，己酸呈味助香，丁酸愉

悦的水果香味能显著增强“窖香”。这两种有机酸主

要由窖泥中瘤胃菌科(Ruminococcaceae)和梭菌科

(Clostridiaceae_1)的细菌合成[8-9]。窖泥微生物不可

培养和未识别菌属较多，而且存在相互影响或相互

促进的同生、共生关系[10-12]。对不同窖龄窖泥微生

物组成的研究发现，Ruminococcaceae 是剑南春窖泥

中的核心微生物，其丰度随着窖龄变化呈显著差  

异[13]。己酸菌是属于梭菌纲的细菌，其是合成浓香

型白酒的主体呈香物质己酸乙酯前体己酸的主要

微生物，在白酒生产中常通过人工窖泥的方法强化

于窖泥中[14]。目前，阐明白酒发酵机制以及提高酒

体品质的主要途径仍是分离得到纯培养物并对其

代谢能力进行研究[15]。因此，在全面了解窖泥细菌

组成的基础上，研究分离得到的功能微生物的产酸

性能对阐明菌株的功能具有重要意义。 

本研究以洋河酒厂生产浓香型白酒不同窖龄

窖池的窖泥为研究对象，通过解析其微生物群落结

构，分离厌氧细菌并研究其产丁酸和己酸的能力，

以期对解析窖泥微生物与浓香型白酒中相关风味

物质的合成奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  窖泥 

研究所用窖泥样品取自江苏洋河酒厂股份有

限公司，窖龄分别为 3 年(N3)、5 年(N5)、20 年(N20)。

每个窖池的窖泥分别取自窖底和四壁，混合均匀后

装入无菌袋，于−80 °C 冻存。每个窖龄的窖泥均取

3 口窖池作为平行样，分别用于微生物宏基因组的
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制备以及菌株的筛选分离。 

1.1.2  培养基 

强化梭菌培养基(RCM) (g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉

浸粉 10.0，酵母浸粉 3.0，葡萄糖 5.0，可溶性淀粉 1.0，

氯化钠 5.0，L-半胱氨酸盐酸盐 0.5，琼脂 20.0，pH 6.8。  

乙酸钠培养基(g/L)：乙酸钠 5.0，硫酸铵 0.5，

硫酸镁 0.2，磷酸氢二钾 0.4，酵母膏 1.0，碳酸钙

10.0，使用前加入 2% (体积比)乙醇。  

TSN 培养基(g/L)：胰蛋白胨 15.00，酵母浸粉

10.00，亚硫酸钠 1.00，柠檬酸铁 0.50，多粘菌素 B 

0.02，硫酸新霉素 0.05，琼脂 13.50，pH 7.2。  

丁酸培养基(g/L)：葡萄糖 30.00，蛋白胨 0.15，

氯化钠 5.00，硫酸镁 0.10，牛肉膏 8.00，氯化铁 0.50，

碳酸钙 5.00，磷酸氢二钾 1.00。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

丁酸、己酸、2-乙基丁酸标准品，Sigma-Aldrich

公司；TrueSeq® DNA PCR-Free Sample Preparation

建库试剂盒，Illumina 公司；细菌基因组 DNA 提取

试剂盒，天根生化科技有限公司；其他试剂购自国

药集团化学试剂有限公司。厌氧培养罐及产气袋，

三菱公司；高效液相色谱仪，安捷伦公司；气相色

谱仪，岛津公司；PCR 仪，Bio-Rad 公司；HiSeq 2500 

PE250 仪，Illumina 公司；NanoDrop 2000 超微量分

光光度计，Thermo Fisher 公司。 

1.2  窖泥细菌群落结构分析 

1.2.1  窖泥细菌基因组 DNA 的制备与测序 

采用液氮研磨与试剂盒抽提相结合的方法对

窖泥微生物宏基因组 DNA 进行制备[8]。称取 3 g 窖

泥样品，液氮研磨至细粉状。加入 10 mL 预热至

65 °C 的 CTAB (溴化十六烷三甲基铵 20 g/L，氯化

钠 81.82 g/L，1 mol/L pH 8.0 的 Tris-HCl 100 mL，

0.5 mol/L EDTA 40 mL)抽提液，4 °C、4 000 r/min

离心 10 min 取上清液，加入等体积的苯酚氯仿异戊

醇(V1:V2:V3=25:4:1)抽提，4 °C、10 000 r/min 离心

10 min 取上清液，加入 0.6 倍体积的异丙醇沉淀 2 h，

75%乙醇洗涤，加入 50 µL ddH2O 溶解，于−20 °C

保存。使用 NanoDrop 2000 超微量分光光度计测定

DNA 浓度及纯度，样品达到测序要求后送北京百迈

客生物科技有限公司进行测定[16]。 

采用细菌 16S rRNA 基因的 V3−V4 测序区域的

通用引物 341F (5′-CCTAYGGGRBGCASCASCAG-3′)

和 806R (5′-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3′)[8]，根

据选定的特定测序区域，利用带 Barcode 的特异引

物进行 PCR。PCR 反应体系(20 µL)：5×TransStart® 

FastPfu Buffer 4 µL，dNTPs (2.5 mmol/L) 2 µL，

TransStart® FastPfu DNA Polymerase (2.5 U/µL)   
0.5 µL，正、反向引物(10 μmol/L)各 0.5 µL，样品

DNA 2 µL，ddH2O 10.5 µL。PCR 反应条件：94 °C 

4 min；94 °C 30 s，50 °C 30 s，72 °C 30 s，30 个循

环；72 °C 5 min。通过琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产

物质量，根据产物浓度进行纯化，利用 TrueSeq® 

DNA PCR-Free Sample Preparation 建库试剂盒构建

文库，最后通过 HiSeq2500 PE250 进行测序。 

1.2.2  高通量测序数据处理与分析 

将下机数据通过 Barcode 和 PCR 扩增引物序列

拆分为各样品的数据，去掉 Barcode 和引物序列，

利用 FLASH 软件对所有样品的 Read 进行拼接，从

而获得有效的序列文件[17]，在此基础上对测序数据

进行质控，得到合格的有效数据。利用 UPARSE 软件

对上述获得的有效序列进行聚类，将相似度大于 97%

的序列聚集为操作分类单元(operational taxonomic 

unit，OTU)[18-19]，通过 Mothur 方法与 Silva 的 SSU 

rRNA 数据库进行物种注释并计算样品的 Chao1、

Shannon 和 Goods-coverage 指数[20]。对细菌间相关

性分析则先将 16S 扩增子测序的种属数量标准化，

然后进行 Spearman 秩相关分析并进行统计检验，

计算出各个物种之间的相关性后，根据相关系数绝

对值，从所有物种中挑选出相关性最高的前 30 组数

据，基于 Cytoscape 绘制细菌间关系分析网络图[21]。 

1.3  厌氧细菌的分离与鉴定 

称取 10 g 窖泥与 100 mL TPS (胰蛋白胨 10 g/L，

酵母膏 5 g/L，氯化钠 10 g/L)混合，80 °C 热处理   

10 min 以杀死非芽孢状态的菌体及其他营养细   

胞[22]，室温放置 20 min 富集菌体，再置于 80 °C 处
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理 10 min，冷却至 30−40 °C，取 1 mL 菌液稀释涂

布 RCM、乙酸钠和 TSN 培养基，37 °C 厌氧培养

2−5 d[23]。挑取不同形态的菌落划线分离 3 次后得到

各菌株的单菌落用于后续分析。 

使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取细菌基

因组 DNA。用细菌 16S rRNA 基因的通用引物 27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)进行 PCR 扩增。

PCR 扩增体系(25 µL)：2×ExTaq 酶 12.5 µL，ddH2O 

11 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各 0.5 µL，模板 DNA 

(10 ng/µL) 0.5 µL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 

30 s，55 °C 30 s，72 °C 90 s，共 34 个循环；72 °C    

5 min。PCR 产物纯化后送无锡天霖测序公司测序。

将测序所得 16S rRNA 基因序列提交至 GenBank 进

行 BLAST 比对，鉴定细菌的种属。 

1.4  厌氧细菌产酸能力分析  

1.4.1  细菌产己酸的定性分析 

菌株产己酸能力的定性分析采用硫酸铜显色

法[24]。挑取单菌落接入 RCM 液体培养基，37 °C

静置厌氧培养 12−18 h 至 OD600 为 0.9−1.1，以 10%

接种量接种至乙酸钠培养基，厌氧培养 9 d。取 2 mL

培养液，加入 2 mL 2%的硫酸铜溶液和 1 mL 乙醚，

振荡摇匀后静置使之分层。观察乙醚层颜色，判断

是否产己酸。如呈蓝色，表明有己酸合成。 

1.4.2  有机酸定量分析 

将活化后的菌株以10%接种量接入乙酸钠液体

培养基以及丁酸培养基分别厌氧发酵 11 d 和 9 d。

测定发酵液中己酸含量时，将发酵上清液经 2 mol/L

的硫酸酸化至 pH 为 2.0 后，4 °C、10 000 r/min 离

心 10 min，再用 0.22 μm 滤膜过滤。将前处理的发

酵液与内标(0.1 g/L 2-乙基丁酸)以 10:1 的体积比混

匀，利用气相色谱仪测定己酸含量[25]。用于测定丁

酸的发酵上清液经 0.22 μm 滤膜过滤后与内标  

(0.1 g/L 2-乙基丁酸)以 10:1 的体积比混匀后测定。 

气相色谱分析条件：色谱柱为 HP-INNOWax 

Agilent 30 m×0.25 mm×0.25 µm；进样口温度：

250 °C；检测器温度：250 °C；柱流速：恒流      

1.0 mL/min；分流模式：20:1；进样量：1 μL；柱温

程序升温：(HP-INNOWax Agilent) 40 °C (保持     

1 min)，以 8 °C/min 升温至 100 °C (保持 1 min)，再

以 6 °C/min 升温至 220 °C (保持 1 min)[26]。 

2  结果与分析 

2.1  浓香型白酒窖泥细菌群落结构解析 

2.1.1  窖泥细菌 α-多样性分析 

为了了解不同窖龄窖泥细菌的组成和多样性

变化，研究利用高通量测序对窖龄分别为 3、5、

20 年的窖泥样品进行细菌 16S rRNA 基因测序。分

别从 3、5、20 年窖泥样品中读取到 130 460、75 885、

106 617 条序列。三类窖泥中细菌 OTU 覆盖度均达

到 99.8%以上，表明所测样本物种丰富度较高，未被

检测到的序列概率很低，基本可以客观反映窖泥样本

中细菌群落的真实情况，满足后续细菌群落结构的

分析。由表 1 可知，3 年窖龄窖泥细菌组成的 OTU

数量、Chao1 指数、Shannon 指数均最高，表明其细

菌群落最为丰富；5 年窖龄窖泥细菌群落组成趋于简

单。随着窖龄的增加，上述表征细菌组成多样性的指

数均呈现一个先降后增的趋势。这可能是因为新窖

泥中含有较多杂菌，随着窖泥的初步老化成熟，杂

菌减少，细菌多样性降低；而在不断的驯化以及菌群

动态更替过程中，适应窖池环境的功能菌群逐渐被

富集，窖泥细菌菌群多样性及丰度又有所增大[27-28]。 
 

表 1  窖泥细菌群落多样性比较 
Table 1  Comparison of the diversity of bacterial community in pit mud 

样品分组 

Sample group 

操作分类单元 

OTUs 

丰富度指数 

Chao1 index 

多样性指数 

Shannon index 

覆盖率 

Coverage (%) 
N3 393 434.05 4.048 99.97 
N5 297 361.90 2.978 99.89 
N20 330 366.56 3.940 99.96 

Note: N3, N5, N20: Pit mud of 3 y, 5 y and 20 y. 
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2.1.2  窖泥细菌 β多样性分析 

为了分析窖龄对窖泥样品细菌组成的影响，基

于 Bray_curtis 距离对其细菌群落进行主坐标轴分析

(PCoA)[29]。结果如图 1 所示，相同窖龄的窖泥均集

中在一个簇，不同窖龄窖泥分布在不同的簇。这说

明同一窖龄的窖泥细菌群落结构相似，不同窖龄窖

泥之间存在差异，窖泥细菌群落结构组成与窖龄有

显著的关系。因此，利用细菌群落组成特征对窖泥

质量进行判定以及相关功能预测具有一定的科学

依据。 

2.1.3  窖泥细菌群落分布特征 

对窖泥细菌群落的组成分析表明，洋河酒窖泥

中的细菌主要分布于梭菌纲(Clostridia)、拟杆菌纲

(Bacteroidia)、互营养菌纲(Synergistia)和芽孢杆菌

纲(Bacilli) (图 2A)。窖泥中梭菌纲细菌丰度虽然随

窖龄改变有一定变化，但仍然是窖泥细菌中的优势

菌(丰度大于 60%)，说明其可在窖泥中长期定殖。

芽孢杆菌纲细菌的丰度随窖龄增加而逐渐减少，这

可能是窖池长期处于厌氧状态的驯化结果。此外，

通过测序分析发现窖泥中细菌分别属于 98 个属，

其中丰度大于 0 .1%的菌属有 21 个，己酸菌

(Caproiciproducens)和梭菌(uncultured_bacterium_ 

f_Clostridiaceae_1)是其中的优势菌属(图 2B)。不

同窖龄窖泥细菌群落组成在属分类水平上存在一

定的差异。其中，3 年窖龄窖泥优势细菌主要为： 

 

 
 

图 1  窖泥细菌群落的主成分分析 
Figure 1  Principal component analysis of bacterial 
communities in pit mud 

Caproiciproducens (14.52%)，Proteiniphilum (10.10%)，

Fermentimonas (7.15%)，Syntrophomonas (5.50%)；

5 年窖龄窖泥中优势细菌主要为：Caproiciproducens 

(46.88%)，Uncultured_bacterium_f_Clostridiaceae_1 

(12.49%)，Hydrogenispora (6.24%)；20 年窖龄的窖

泥中优势细菌主要为：Caproiciproducens (14.65%)，

Uncultured_bacterium_f_Clostridiaceae_1 (16.21%)，

Fermentimonas (7.23%)， Fastidiosipila (6.12%)，

Uncultured_bacterium_f_Marinilabiliaceae (5.60%)，

Ruminiclostridium (3.01%)。 

窖泥中己酸菌(Caproiciproducens)的组成变化

较为显著，其丰度在 3、5 年有显著增加，从 14.52%

增加到 46.88%，20 年时其丰度又降至 14.65%。

Caproiciproducens 是能代谢产生氢气、乙醇、乙酸、

丁酸和己酸的重要白酒功能菌，是浓香型白酒中的

特征香味物质己酸乙酯的主要合成菌[30-32]。梭菌属

(Clostridiaceae_1)微生物含量随着窖泥窖龄的增加

逐步累积，不仅有利于白酒中特定风味物质的形

成，还可以通过多样的菌群促进窖泥生态体系碳、

氮及硫元素循环、维持窖泥微生物结构的稳定性[33]。

此 外 ， 洋 河 酒 窖 泥 中 Hydrogenispora 、

Ruminiclostridium 和 Uncultured_bacterium_f_ 

Lachnospiraceae 等菌属在驯化过程中出现并逐渐

成为占比较大的微生物菌群。这些微生物的出现和

丰度上的增长可能与窖泥中存在梭菌相关。已有报

道 证 实 ， Hydrogenispora 、 Ruminiclostridium 和

Uncultured_bacterium_f_Lachnospiraceae 等菌属的

细菌可将难利用的物质(如纤维素)转化为可利用的

碳源(乙酸、丁酸、氢等)，可能对梭菌属微生物的

生长和增殖有一定的促进作用[34]。 

2.2  窖泥细菌间关系分析  

窖泥微生物所处环境条件复杂多变，微生物为了

生存和生长，在驯化过程中彼此之间形成了不同的关

系以适应困难条件和环境的变化。为揭示白酒窖内发

酵微生态体系中细菌间的这些关系，对包含 3、5 和

20 年窖龄窖泥的 98 个菌属中含量前 30 的菌属(分布

于 Bacil l i、Bacteroidales、Ignavibacteria、 
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图 2  窖泥细菌群落在纲水平(A)和属水平(B)的结构分布 
Figure 2  Distribution of bacterial communities at class level (A) and genus level (B) in pit mud  
 

Synergistia、Coribacteriia、Clostridiales、Bacteroidia 

7 个目)进行了 Spearman 秩相关性分析。结果表明，

共存在 76 对正相关细菌和 35 对负相关细菌(图 3)。

窖泥细菌间只存在正相关关系的细菌均属于梭菌

目 Clostridiales (uncultured_bacterium_f_ 

Clostridiaceae_1、Lutispora、uncultured_bacterium_f_ 

SRB2)，此菌目中细菌占总菌丰度的 70%，是窖泥

中的绝对优势细菌，而与之相关联的细菌之间多为

相 互 促 进 关 系 。 由 图 3 可 以 看 出 瘤 胃 梭 菌 属

(Ruminiclostridium)是窖泥中的核心细菌，并且与多

个 菌 属 呈 正 相 关 性 ， 仅 与 Clostridium_sensu_ 

stricto_12、Caproiciproducens 及 Tissierella 呈负相

关性。这可能是因为此属细菌可将纤维素及半纤维

素分解为乙醇、乙酸和丁酸等含碳物质，可为其他

微生物生长提供所需的碳源。此外，Clostridium_ 

sensu_stricto_12 和 Caproiciproducens 与其他细菌的

负 相 关 关 系 数 显 著 多 于 正 相 关 关 系 数 ； 而

Clostridium_sensu_stricto_12 与 Caproiciproducens

之间则为相互促进的正相关性。 

2.3  窖泥中产酸厌氧细菌的分离与鉴定 

浓香型白酒窖泥中与己酸和丁酸合成相关的

细菌主要为梭菌[8,22,35]，因此采用 RCM、乙酸钠、

TSN 三种选择性培养基对窖泥中产酸厌氧细菌进

行分离。从 3、20 年窖龄的窖泥中共分离得到     

20 株细菌，经 16S rRNA 基因序列鉴定，分别是

Muricomes intestine (10 株)、Clostridium (9 株)和

Ruminococcus (1 株)，均属于梭菌目(Clostridiales)。

对分离到的 20 株梭菌目细菌代谢特性的初步分析

表明，Clostridium 和 Ruminococcus 菌属的菌株产己

酸，Muricomes intestini 的有些菌株产己酸，有些菌

株不产己酸；3、5 和 20 年窖泥中分离到产己酸的

细菌分别有 5、4 和 7 株(表 2)。 
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图 3  窖泥中主要细菌网络分析 
Figure 3  Network analysis of the core bacteria in pit mud 

注：图中颜色相同的圆形代表相同目水平中不同属的细菌，圆形面积表示菌的中心度，面积越大，中心度越大. 连接线表示细菌之

间的相互关系，红线代表正相关，绿线代表负相关. 
Note: The circles with the same color represent the bacteria of the genus level under the same order. The area of circle represents the 
centrality of the bacteria (larger area indicates more centralized). Lines connecting the circles represents the relationship between two 
bacteria. Red line represents a positive correlation, and the green line represents a negative correlation. 
 

2.4  菌株产酸能力分析 

为进一步了解窖泥细菌与浓香型白酒中某些

有机酸合成的关系，比较了 16 株可合成己酸细菌

的产丁酸和己酸的能力。结果表明，多个菌属的细

菌均能合成丁酸和己酸，但它们合成这两类有机酸

的能力差异显著。由图 4 可知，Clostridium 产丁酸

和 己 酸 的 能 力 普 遍 强 于 M .  i n t e s t i n i 和

Ruminococcus，不同 Clostridium 菌株生成丁酸和己

酸 的 能 力 也 有 显 著 差 异 。 本 研 究 分 离 得 到 的

Clostridium 中，C. tyrobutyricum 生成丁酸的能力最

强，而产己酸能力最强的是 C. butyricum。值得注

意的是，M. intestini 中 N20-6 合成己酸能力也较强。 

此外，产己酸和丁酸高的菌株分别来自于不同窖龄

的窖泥，但在产丁酸能力较强(>2 g/L)的 6 株菌中，

4 株分离自 20 年窖龄窖泥；己酸合成能力最强的   

4 株菌也分离自 20 年窖龄窖泥。 

3  讨论与结论 

窖泥是浓香型白酒发酵过程中重要功能微生物

栖息的主要生态环境之一，微生物在其中或与其接

触的环境里进行的复杂的物质能量代谢可以为酒中

风味物质的形成提供条件[36]。窖泥微生物对浓香型

白酒特征风味有重要影响，因此，对其在白酒发酵

过程中的群落结构、相互作用及其与产物之间关 
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表 2  窖泥中产酸厌氧细菌的分离与鉴定 
Table 2  Isolation and characterization of anaerobes that 
produce organic acids from pit mud 

菌株编号 

Strain No. 

菌株 

Strains 

己酸 

Caproic acid 
N5-10 Clostridium tyrobutyricum + 

N20-3 Clostridium tyrobutyricum + 

N3-t3 Clostridium butyricum + 

N3-12 Clostridium butyricum + 

N20-t1 Clostridium butyricum + 

N20-4 Clostridium butyricum + 

N20-5 Clostridium butyricum + 

N3-4 Clostridium sp. + 

N20-t8 Clostridium sp. + 

N3-y2 Muricomes intestini + 

N3-20 Muricomes intestini − 

N3-27 Muricomes intestini − 

N5-12 Muricomes intestini + 

N5-18 Muricomes intestini + 

N5-24 Muricomes intestini + 

N20-1 Muricomes intestini − 

N20-6 Muricomes intestini + 

N20-11 Muricomes intestini + 

N20-16 Muricomes intestini − 

N3-1 Ruminococcus sp. + 

注：+/−：产/不产己酸. 

Note：+/−: Produces/does not produce caproic acid. 

系的研究一直是理论研究的核心与热点[1,13]。全面

系统地解析窖泥微生物的组成结构，不仅可以通过

微生物多样性判定或预测窖泥质量[37]，还可为其优

化和防止退化提供理论支撑[38]。本研究在解析洋河

酒不同窖龄窖泥细菌组成演化的基础上，分析比较

了窖泥细菌间的相互作用关系以及菌株产有机酸

能力的特性，为进一步阐明浓香型白酒窖泥微生物

功能奠定了基础。 

洋 河 酒 窖 泥 细 菌 集 中 分 布 在 梭 菌 纲

(Clostridia)、拟杆菌纲(Bacteroidia)、互营养菌纲

(Synergistia)和芽孢杆菌纲(Bacilli)，这与任聪等报

道的浓香型白酒窖泥中细菌主要是芽孢杆菌纲

(Bacilli)与梭菌纲(Clostridia)有所不同[39]，说明洋河

酒窖泥细菌有一定的独特性。洋河酒窖泥上述 4 个纲

细菌为所有窖龄窖泥样品共有，其含量占各自窖泥

样品细菌总量的 80%以上，覆盖了窖泥样品的大

部分微生物，表明这 4 个纲的微生物可以反映绝大

部分窖泥细菌的信息。梭菌纲(Clostridia)细菌代谢

生成的丁酸及己酸[8,22,35]、拟杆菌纲(Bacteroidia)

和互营养菌纲(Synergistia)微生物产生的乙酸、丙

酸等物质对酒体形成起重要作用 [13 ,40]。己酸菌

(Caproiciproducens)与梭菌(Clostridiaceae_1) 

 
 

 
 
 

图 4  窖泥细菌产酸能力的比较 
Figure 4  Comparison of acid production capacity of strains isolated from pit mud 
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都是窖泥中的重要功能微生物，其在洋河酒窖泥可

识别细菌中含量最高，是窖泥中的优势菌属(图

2B)。这两个属的菌株不仅可为浓香型白酒中己酸

乙酯的合成提供前体，还对维持窖内微生物结构的

稳定有一定贡献[33]。氢孢菌属(Hydrogenispora)和梭

菌纲的瘤胃梭菌属(Ruminiclostridium)在驯化过程

中出现并逐渐成为占比较大的微生物菌属。采用

Spearman 秩相关性分析方法确定的窖泥细菌间网

络关系表明，瘤胃梭菌属(Ruminiclostridium)与大多

数优势细菌呈正相关性，是窖泥细菌中的核心菌

属。虽然洋河酒窖泥中瘤胃梭菌含量比己酸菌低，

但其也是窖泥中的优势菌属之一。通过菌株丰度界

定的优势微生物是寻找核心微生物的方法之一。瘤

胃梭菌能将纤维素及半纤维素分解为含碳物质，从

而有利于其他微生物生长相关[34]，暗示该类微生物

可能有一定的调控菌群结构的能力。因此，虽然己

酸菌在洋河酒窖泥中含量最高，瘤胃梭菌才是其核

心微生物。通过对分离自洋河酒窖泥的 20 株细菌

产酸能力分析发现，其中 16 株(80%)具有产丁酸和

己酸的能力。由于培养条件和反应体系的不同，虽

然这些菌株产丁酸和己酸的能力与已有研究[41-44]存

在差异，本研究证实了其合成丁酸和己酸的能力以

及菌株间产酸能力的差异性。 

本研究在解析洋河酒不同窖龄窖泥细菌群落

结构的基础上，对细菌间相互关系进行了初步分

析，并比较了来源于不同窖泥的不同菌株产丁酸和

己酸的能力。此研究结果是对分析酒醅中细菌与浓

香型白酒中主要有机酸(乙酸、乳酸、丁酸和己酸)

及其酯类(乙酸乙酯、乳酸乙酯、丁酸乙酯和己酸乙

酯)合成相关性研究[3,8]的重要补充，对全面阐明参

与浓香型白酒发酵的微生物多样性研究、解析风味

物质形成机理具有重要意义。 
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