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摘 要：【目的】阐释乳杆菌在小曲清香型白酒酿造中的演替规律，以及优势乳杆菌在发酵过程

中对酒体乙乳比的影响。【方法】采用高通量测序技术解析小曲及酒醅中乳杆菌种水平的演替规

律；结合改良培养基与富集培养方法从酒醅中分离乳杆菌；对优势乳杆菌进行耐受性评价、单一

碳源发酵实验、高粱水解液发酵实验以及实验室模拟固态强化乳杆菌发酵实验，探究不同乳杆菌

的生理生化特征、对单一碳源的发酵特征，以及对酒体中乙乳比的影响。【结果】从酒醅中共筛

选出 15 种乳杆菌，并通过高通量数据分析确定了 8 种优势乳杆菌(欧研会黏液乳杆菌、瑞士乳杆

菌、布氏慢生乳杆菌、希氏慢生乳杆菌、短发酵剂乳杆菌、发酵黏液乳杆菌、植物乳植杆菌与耐

醋乳杆菌)。进一步耐受性分析与单一碳源发酵特征研究表明 8 种优势乳杆菌均能耐受实际发酵

环境(乙醇/乙酸/乳酸)，其中植物乳植杆菌存在麦芽糖利用缺陷，耐醋乳杆菌存在 D-半乳糖利用

缺陷；瑞士乳杆菌与欧研会黏液乳杆菌在单一碳源中发酵呈现单产物特征；短发酵剂乳杆菌、布

氏慢生乳杆菌与希氏慢生乳杆菌在单一碳源与高粱水解液中发酵呈现多产物发酵特征。实验室模

拟固态强化乳杆菌发酵实验结果显示，与对照组相比强化希氏乳杆菌可使酒体中乳酸乙酯及乙酸

乙酯含量分别提升 175% 和 44%，乙乳比降至 0.357；强化布氏慢生乳杆菌可使酒体中乙酸乙酯

含量提升 50%，乳酸乙酯含量降低 71%，乙乳比升至 4.496。【结论】小曲清香型白酒酒醅中的优

势乳杆菌总体耐受性较强，优势乳杆菌对单一碳源的发酵存在差异，强化不同优势乳杆菌发酵对

酯类的调控效果不同。本研究结果为实现小曲清香型白酒发酵过程中关键风味物质的动态调控提

供了重要理论依据。
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Abstract: [Objective] To clarify the succession patterns of Lactobacillus and their regulatory 
effects on the ethyl acetate-to-ethyl lactate ratio during Xiaoqu Qingxiangxing Baijiu fermentation.
[Methods] High-throughput sequencing was employed to analyze the species-level succession 
patterns of Lactobacillus in Xiaoqu and fermented grains (Jiupei). Modified culture media and 
enrichment methods were employed to isolate Lactobacillus from Jiupei. The dominant 
Lactobacillus strains were then evaluated for tolerance, subjected to single-carbon-source 
fermentation experiments, sorghum hydrolysate fermentation experiments, and lab-scale simulated 
solid-state fermentation with Lactobacillus. The physiological and biochemical characteristics of 
different Lactobacillus strains, their fermentation characteristics on single carbon sources, and their 
impact on the ethyl acetate-to-ethyl lactate ratio in the Baijiu were investigated.[Results] A total of 
15 Lactobacillus strains were isolated from Jiupei, and high-throughput data analysis identified 
eight dominant species: Limosilactobacillus pontis, Lactobacillus helveticus, Lentilactobacillus 
buchneri, Lentilactobacillus hilgardii, Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus fermentum, 
Lactiplantibacillus plantarum, and Lactobacillus acetotolerans. Further tolerance tests and single-
carbon-source fermentation characterization revealed that all the eight dominant strains could 
withstand actual fermentation conditions (ethanol/acetic acid/lactic acid). However, L. plantarum 
exhibited impaired maltose utilization, while L. acetotolerans showed defective D-galactose 
metabolism. L. helveticus and L. pontis displayed a single-product fermentation profile in single-
carbon-source cultures, whereas L. brevis, L. buchneri, and L. hilgardii exhibited multi-product 
fermentation patterns in both single-carbon-source and sorghum hydrolysate media. In lab-scale 
simulated solid-state fermentation with Lactobacillus, compared with the control, supplementation 
with L. hilgardii increased the ethyl lactate and ethyl acetate content by 175% and 44%, 
respectively, reducing the ethyl acetate-to-ethyl lactate ratio to 0.357. Supplementation with L. 
buchneri increased the ethyl acetate content by 50% while decreasing the ethyl lactate by 71%, 
raising the ethyl acetate-to-ethyl lactate ratio to 4.496. [Conclusion] The dominant Lactobacillus 
strains in Xiaoqu Qingxiangxing Baijiu fermentation exhibit strong overall environmental 
tolerance, and their metabolic profiles vary in single-carbon-source fermentation. The 
supplementation with different dominant Lactobacillus strains differentially modulates ester 
formation. These findings provide a theoretical foundation for dynamically regulating key flavor 
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compounds during Xiaoqu Qingxiangxing Baijiu fermentation.
Keywords: Xiaoqu Qingxiangxing Baijiu; Lactobacillus succession pattern; tolerance; carbon 
source utilization; ethyl acetate-to-ethyl lactate ratio

中国白酒是传统固态发酵蒸馏酒的典型代

表，其酿造依赖于复杂微生物群落的动态演替

与协同代谢[1]。小曲清香型白酒作为十二大香型

中的典型代表，以高粱等为原料，小曲作为糖

化发酵剂，凭借清雅纯正的风味在白酒体系中

独树一帜[2]。近年来，宏基因组学与代谢组学等

技术揭示了传统酿造体系中乳酸菌在风味塑造

及群落构建中的关键作用[3]。其中，乳杆菌在小

曲清香型白酒，甚至其他香型白酒发酵的中后

期作为主要功能菌属，通过产生酸、醇等代谢

产物对酒醅酸度、挥发性风味物质以及酿造环

境稳定性产生显著影响[4-5]。因此，乳杆菌对小

曲清香型白酒的酿造过程极为关键。

目前小曲清香型白酒中关于乳杆菌的研究

主要聚焦于 2 个方面。一方面，借助扩增子测

序及相关性分析探究乳杆菌对风味的贡献。例

如，Tang 等[6]对酒醅进行宏基因组测序，发现

随着发酵的推进乳杆菌在细菌群落中的占比逐

渐升高，90 d 后占比达 65%，同时酒醅中乳酸

及乳酸乙酯含量持续上升。Hu 等[7]对比了机械

化与传统生产发酵对白酒生产中微生物群落和

风味的影响，发现现代化工艺相比传统发酵工

艺乳杆菌丰度占比更高，其高级醇含量也更低。

Wang 等[8]利用高通量测序方法发现初始高含水

量酒醅发酵能促进乳杆菌增殖，提升乙酸含量，

降低高级脂肪酸乙酯、乳酸乙酯等风味物质的

生成。另一方面，通过传统可培养技术扩充乳

杆菌的种质资源库，并进行简单的性能评价。

李锐等[9]研究传统固态发酵中功能细菌群落的动

态，从酒醅中筛选获得的 5 种乳杆菌均具有产

酸性能。江威等[10]用传统分离法从酒醅中分离

出 11 种乳杆菌，通过添加布氏慢生乳杆菌进行

强化固态发酵发现布氏慢生乳杆菌具有提高乙

酸乙酯与乳酸乙酯含量的作用。然而，通过分

析乳杆菌群落结构与风味的相关性仅得到数学

统计学关系，还需要通过后续实验进一步验证；

而传统可培养方法受培养基限制及营养偏好影

响，且缺乏科学理论指导无法体现实际发酵过

程中乳杆菌的结构。因此结合高通量测序与可

培养手段，既能揭示乳杆菌种水平的演替规律，

又能筛选关键菌株进行功能评价与发酵表征。

本研究解析了小曲清香型白酒发酵过程中

乳杆菌在种水平上的动态演替规律，通过优化

培养方法成功分离获得发酵体系中的优势乳杆

菌菌种。在此基础上进一步考察了这些优势菌

株在实际酿造环境关键胁迫因子下的生长耐受

性，并探究了不同碳源条件下的发酵特征差异。

通过实验室模拟固态发酵实验，采用乳杆菌强

化接种策略揭示了优势乳杆菌菌种对小曲清香

型白酒中关键风味物质合成的调控作用。本研

究阐明了乳杆菌在小曲清香型白酒发酵过程中

的关键作用，以期为定向调控风味物质比例提

供理论支撑，同时为乳杆菌资源在食品发酵工

业中的精准应用奠定科学基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

葡萄糖、麦芽糖、D-半乳糖，天津市化学试

剂三厂；琼脂粉，天津市河西区珠江卫生材料

厂；乳酸、乙酸，天津市化学试剂一厂；吐温- 

80，天津市化学试剂六厂；硫酸锰、硫酸镁、

磷酸二氢钾、半胱氨酸试剂，国药集团化学试

剂有限公司；厌氧气体，天津市军粮城常福气

体有限公司；高粱、酒糟、谷壳、酒曲均取自

湖北某清香型白酒酒厂。

生化恒温培养箱，上海博迅实业有限公司；

厌氧培养箱，Gene Science 公司；PCR 扩增仪，

Eppendorf 公司；恒温摇床，上海智城分析仪器
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制造有限公司；气相色谱仪、液相色谱仪，安

捷伦科技有限公司；恒温水浴锅，天津中环电

炉股份有限公司。

1.2　主要培养基

基础 MRS 培养基(g/L)：蛋白胨 10.00，酵

母浸粉 4.00，牛肉膏 4.00，乙酸钠 5.00，硫酸

镁 2.00，磷酸氢二钾 2.00，柠檬酸氢二铵 2.00，

硫酸锰 0.04，吐温-80 1.00。改良 MRS 培养基

(g/L)：基础 MRS 培养基基础上，添加葡萄糖

20.00，半胱氨酸 2.00。富集 MRS 培养基：分别

取发酵过程中第 0、5、10、15 天酒醅 100.00 g，

加 300.00 mL 水，密封超声浸提 30 min，四层纱

布过滤得到酒醅滤液，5 000 r/min 离心 10 min

取得上清液， 26.00 mL， MRS 改良培养基

26.00 g，均匀混合后定容至 1.00 L。不同碳源培

养基：选择葡萄糖、ᴅ-半乳糖、麦芽糖分别以初

始浓度 20.00 g/L 加入基础 MRS 培养基中。高

粱水解液培养基：参考阮玉磊[11]高粱水解液培

养基制作方法 ， 最 终 将 其 糖 度 调 整 至 16° 

Brix。医生培养基均 115 ℃灭菌 20 min 使用。

1.3　酒醅微生物扩增子测序及生物信息

学分析

本研究所用样品来源于中国湖北省某酒厂

酿造过程的发酵阶段。整个发酵周期为 21 d，

样品采集从小曲入醅糟开始，记为第 0 天，此

后每隔 5 d 采集 1 次，直至发酵过程结束。采样

点为槽车的上、中、下层(每层采 5 个点)，采集

后立即用无菌袋包装，并将同一天采集的所有

样品均匀混合作为一个处理，每个处理设 3 个

重复，最终共获得 21 个混合样品。酒醅乳杆菌

扩增子测序及生物信息学分析参考 Wang 等[8]的

方法进行。

1.4　酒醅中乳杆菌的分离与鉴定

取 10 g 酒醅加入 100 mL 灭菌的生理盐水

中，30 ℃、180 r/min 振荡 30 min 得到酒醅浸提

液。取 1 mL 酒醅浸提液上清加入 9 mL MRS 富

集培养基中，37 ℃静置培养 3 d。分别取酒醅浸

提液与酒醅富集液用灭菌的生理盐水进行梯度

稀释，选择合适梯度，取 100 μL 稀释液涂布在

MRS 改良培养基平板上，并分别在有氧和厌氧

条件下于 37 ℃培养 3−5 d。根据培养平板上单

菌落的形态、大小和颜色挑取不同单菌落分别

在 MRS 培养基上划线进行纯化。菌株基因组提

取与鉴定方法参考阮玉磊[11]的方法。

1.5　乳杆菌发酵胁迫因子的耐受性评价

1.5.1　乳杆菌耐乙醇能力测定方法

挑取适量乳杆菌菌泥接入含 5 mL MRS 培

养基的试管中，37 ℃静置培养 24 h；按 10% 接

种量再次转接于装有 45 mL MRS 培养基的容器

中，37 ℃静置培养 24 h。将种子液调至 OD600=

0.5，吸取 100 μL 菌液，梯度稀释至 10−5，分别

吸取 2 μL 稀释液涂板到含有不同乙醇体积分数

(0−25%)的 MRS 固体培养基上，于 37 ℃厌氧条

件(气体配比：85% N2，10% H2，5% CO2)下培

养 3 d，观察菌落生长大小，并拍照记录。

1.5.2　乳杆菌耐乙酸能力测定

种子液培养参见 1.5.1 节方法，将种子液调

至 OD600=0.5，吸取 100 μL 菌液，梯度稀释至

10−5，分别吸取 2 μL 稀释液涂板到含有不同乙

酸浓度 (3−15 g/L)的 MRS 固体培养基上，于

37 ℃厌氧条件 (气体配比：85% N2，10% H2，

5% CO2)下培养 3 d，观察菌落生长大小并拍照

记录。

1.5.3　乳杆菌耐乳酸能力测定

种子液培养参见 1.5.1 节方法，将种子液调

至 OD600=0.5，吸取 100 μL 菌液，梯度稀释至

10−5，分别吸取 2 μL 稀释液涂板到含有不同乳

酸浓度 (2−10 g/L)的 MRS 固体培养基上，于

37 ℃，厌氧条件(气体配比：85% N2，10% H2，

5% CO2)下培养 3 d，观察菌落生长大小，并拍

照记录。

1.6　乳杆菌单一碳源发酵能力评价

挑取适量乳杆菌菌泥接入含 5 mL MRS 培

养基的试管中，37 ℃静置培养 24 h；按 10% 接
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种量再次转接于装有 45 mL MRS 培养基的容器

中，37 ℃静置培养 24 h。将种子液调至 OD600=

0.5，按 5% 的接种量接入含不同碳源(葡萄糖、

D-半乳糖、麦芽糖)培养基的大试管中(80 mL)，

37 ℃静置发酵 7 d。发酵结束后将发酵液过膜处

理，用示差折光检测器(refractive index detector, 

RID)检测发酵产物及残存碳源含量。依据碳源

残存量计算碳源利用率及产物生成率，以此评

价乳杆菌对单一碳源的发酵能力。

1.7　乳杆菌对高粱水解液发酵能力的

评价

挑取适量乳杆菌菌泥接入含 5 mL MRS 培

养基的试管中，37 ℃静置培养 24 h；按 10% 接

种量再次转接于装有 45 mL MRS 培养基的容器

中，37 ℃静置培养 24 h。将种子液调至 OD600=

0.5，按 5% 的接种量接入至含高粱水解液培养

基的大试管中 (80 mL)， 37 ℃静置发酵 7 d。

发酵结束后将发酵液过膜处理，用高效液相色

谱检测发酵产物及碳源含量。依据碳源残存量

计算碳源利用率及产物生成率，以此评价乳杆

菌对高粱水解液的发酵能力。

1.8　实验室模拟小曲清香型白酒固态

发酵

参照某小曲清香型酒厂发酵工艺，在实验

室条件下建立等比例缩小的模拟固态发酵体系。

具体实施过程中保持关键工艺参数与生产实际

一致：实验室模拟固态发酵时先在 72 ℃润粮

20 h，然后在 115 ℃蒸粮 20 min，摊晾冷却至

40 ℃后拌曲，30 ℃糖化培菌 24 h (糖化期间用

湿纱布覆盖于糖化醅表面，保持一定湿度)，之

后根据醅糟配比约为 1:2 拌入酒糟(控制水分在

65%−69%)，装入 500 mL 锥形瓶中密封，置于

恒温培养箱中(内置水盘维持空气湿度)在 25 ℃

条件下静置发酵 15 d。对照组 CK 在原工艺的酒

曲基础上补加 10 mL 灭菌水(控制糖化醅水分为

51%−54%)；实验组是在原工艺酒曲的基础上糖

化培菌前添加 10 mL 乳杆菌菌悬液，接种量为

2×105 CFU/g (原粮质量)，每个方案总添加乳杆

菌菌量为 5.4×107 CFU。

1.9　酒醅理化指标与风味物质的测定

方法

酒醅的水分、残糖、残淀、酸度与风味物

质的测定参考阮玉磊[11]的方法。

1.10　数据处理

使用 Origin 2024、GraphPad 9、 IBM SPSS 

25.0、TBtools 进行绘图处理及统计学分析。

2　结果与讨论　结果与讨论

2.1　酿造过程中乳杆菌的演替规律

为探究小曲清香型白酒酿造过程中乳杆菌

的种水平演替规律，对小曲、糖化醅以及发酵

酒醅进行高通量测序，得到不同发酵阶段中乳

杆菌的相对丰度百分比，并对乳杆菌的相对丰

度百分比进行聚类分析。如图 1 所示，整个酿

造过程中共检出 16 个乳杆菌种(其中 1 种为未分

类)，且不同乳杆菌的演替具有显著的阶段特异

性。短发酵剂乳杆菌(Levilactobacillus brevis)与

植物乳植杆菌(Lactiplantibacillus plantarum)在小

曲中占主导地位，合计相对丰度达 92.17%。经

培菌糖化后，L. brevis、L. plantarum 和酸鱼宿主

关联乳杆菌 (Ligilactobacillus acidipiscis)的相对

丰度随发酵进程呈显著衰减趋势，分别从初始

(小曲中)相对丰度 48.30%、44.60% 和 1.35%，

降至发酵终点 (21 d)时合计相对丰度均仅为

0.87%。 发 酵 黏 液 乳 杆 菌 (Limosilactobacillus 

fermentum)、美洲豹乳酪杆菌(Lacticaseibacillus 

pantheris) 以 及 内 格 尔 氏 液 体 乳 杆 菌

(Lacitilactobacillus nagelii)在培菌糖化阶段表现

出快速增殖特性，从初始(小曲中)合计相对丰度

1.27% 跃升至 15.00%，但进入厌氧发酵阶段后

丰度持续下降至合计相对丰度仅为 0.02%。该现

象与其兼性厌氧代谢特征相关，表明其生长可

能受环境厌氧条件的限制[7]。欧研会黏液乳杆菌

(Limosilactobacillus pontis) 与 瑞 士 乳 杆 菌
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(Lactobacillus helveticus)在糖化醅至初始发酵阶

段(0−5 d)均呈现增长模式，二者丰度分别达到峰

值 37.21% (第 5 天)和 44.08% (第 15 天)，并在后期

发酵阶段(15−21 d)维持高丰度，表明其可能具

图1　小曲清香型白酒酿造过程中乳杆菌的演替。A：不同发酵阶段中乳杆菌相对丰度百分比；B：不同

发酵阶段中乳杆菌的聚类热图。

Figure 1　Succession of Lactobacillus during the fermentation process of Xiaoqu Qingxiangxing Baijiu. A: The 

percentage of the relative abundance of Lactobacillus in different fermentation stages; B: The clustering heatmap 

of Lactobacillus in different fermentation stages.
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有较强的发酵胁迫耐受性。希氏慢生乳杆菌

(Lentilactobacillus hilgardii) 与 耐 醋 乳 杆 菌

(Lactobacillus acetotolerans)丰度分别从 3.15% 和

4.32% 提升至 9.87% 和 11.23%，可能与该类菌

株携带耐酸相关基因簇[12-13]，适应酒醅酸性环

境有关。此外，布氏慢生乳杆菌(Lentilactobacillus 

buchner)在整个发酵过程中丰度始终维持在

2.15%−4.98%，推测是因为其耐受性较强且利用

碳谱广、代谢较稳定、能稳定地在酿造过程中

发挥作用[14]。

2.2　乳杆菌的分离鉴定及优势乳杆菌的

确定

通过观察菌株在 MRS 改良培养基和固体富

集培养基上的单菌落特征，结合乳杆菌典型菌

落形态特征，初步分离纯化获得 34 株潜在乳杆

菌菌株。这些菌落普遍呈现典型乳杆菌特征：

菌落直径较小，形态规则呈圆形，表面质地多

为干燥或粗糙，颜色以黄色、米白色和白色为

主。经 16S rRNA 基因测序及 NCBI BLAST 同

源性分析表明，得到的 34 株潜在乳杆菌归属于

乳杆菌属与乳酸片球菌属 2 个属共计 16 个种，

其 16 种代表菌株的形态特征如图 2 所示，系统

发育树如图 3 所示。其中 32 株归属于乳杆菌属

的 15 个种，包括布氏慢生乳杆菌(L. buchneri)、

植物乳植杆菌(L. plantarum)、食丙二醇慢生乳杆

菌(Lentilactobacillus diolivorans)、哈尔滨施莱费

尔氏乳杆菌 (Schleiferilactobacillus harbinensis)、

干酪乳酪杆菌(Lacticaseibacillus casei)、瑞士乳

杆菌(L. helveticus)、短发酵剂乳杆菌(L. brevis)、

发酵黏液乳杆菌(Lm. fermentum)、耐醋乳杆菌

(L. acetotolerans)、面包黏液乳杆菌(Lm. panis)、

欧研会黏液乳杆菌(Lm. pontis)、酒液体乳杆菌

(Liquorilactobacillus vini)、 淀 粉 乳 杆 菌

(Amylolactobacillus amylophilus)、 嗜 酸 乳 杆 菌

(Lactobacillus acidophilus)和希氏慢生乳杆菌(L. 

hilgardii)。 另 有 2 株 被 鉴 定 为 乳 酸 片 球 菌

(Pediococcus acidilactici)。具体菌株鉴定结果如

表 1 所示。

与乳杆菌高通量测序结果对比发现，在筛

选获得的 15 种乳杆菌中有 8 种乳杆菌，包括布

氏慢生乳杆菌、植物乳植杆菌、瑞士乳杆菌、

短发酵剂乳杆菌、发酵黏液乳杆菌、耐醋乳杆

菌、欧研会黏液乳杆菌和希氏慢生乳杆菌，其

在发酵过程中乳杆菌属相对丰度高(在某一阶段

发酵中相对丰度>1%)，且这 8 种乳杆菌合计相

对丰度在整个发酵阶段占总乳杆菌属>75%，确

认这 8 种乳杆菌为小曲清香型白酒发酵过程中

的优势乳杆菌；其余筛选出的 7 种乳杆菌在高

通量数据中丰度过低而未检出。比较高通量测

序检测到的 16 种乳杆菌，此次筛选未获得的乳

杆菌中除苹果液体乳杆菌外，其他乳杆菌在整

个发酵过程中的丰度小于 1%，说明本次筛选方

法能获得发酵过程中的绝大多数重要乳杆菌。

此外，食二酸迟缓乳杆菌、耐醋乳杆菌、面包

黏液乳杆菌、欧研会黏液乳杆菌、酒液体乳杆

菌、嗜淀粉乳杆菌在小曲清香型白酒中首次筛

出。研究表明耐醋乳杆菌、欧研会黏液乳杆菌

属厌氧菌株[12-13,15]，这表明此次改良的方法对于

图2　16株代表菌株的菌落形态

Figure 2　 Colony morphology of 16 representative 

strains.
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厌氧菌株的筛选有较好的作用。

2.3　乳杆菌胁迫因子耐受性探究

在传统固态白酒发酵过程中酒醅环境呈现

动态变化的复合胁迫压力，随着发酵进程推进

乳酸等有机酸的积累以及乙醇浓度的升高等因

素共同构成严苛的微生态环境[1]。乳杆菌作为发

酵中后期的优势功能菌群，其在发酵中后期的

主导地位与其对严苛发酵环境的适应性密切相

关。根据筛选获得的 8 种、23 株优势乳杆菌的

鉴定结果，发现其中部分菌株基因库登录号相

同，因此最终确定 8 种、共计 19 株优势乳杆

菌。分别在含有不同浓度乙醇(体积分数)、乙酸

和乳酸的固体培养基上进行胁迫性稀释点板实

验，探究不同乳杆菌对发酵环境的耐受能力。

对于乙醇胁迫，大部分乳杆菌均能够耐受

体积分数为 10% 的乙醇，其中短发酵剂乳杆菌

D2、植物乳植杆菌 Z5、瑞士乳杆菌 R0、希氏

慢生乳杆菌 (X1、X2)、布氏慢生乳杆菌 (B4、

B5、B6)在体积分数为 25% 的乙醇平板上仍能

够生长(图 4)。对于乙酸胁迫，大部分乳杆菌均

图3　基于16S rRNA基因序列构建的16株代表菌株系统发育树。括号内的序号为GenBank登录号；节点处

的数字为bootstrap支持度；标尺表示进化距离。

Figure 3　The phylogenetic tree of 16 representative strains based on 16S rRNA gene sequences. The serial 

number in parentheses is the GenBank accession number, and the number at the node is bootstrap support. The 

ruler represents the evolutionary distance.

4674



马丹 等 || 微生物学报, 2025, 65(10)

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

能够在乙酸浓度为 6 g/L 的条件下生长，其中短

发酵剂乳杆菌 D2、布氏慢生乳杆菌(B2、B4、

B6)、希氏慢生乳杆菌(X1、X2)、瑞士乳杆菌

R0 与欧研会黏液乳杆菌(Q1、Q2)在乙酸浓度为

12 g/L 时仍能够生长。对于乳酸胁迫，大部分乳

杆菌均能够在乳酸浓度为 6 g/L 的条件下生长，

其中布氏慢生乳杆菌(B2、B4、B6)、耐醋乳杆

菌 NS1、瑞士乳杆菌 R0、欧研会黏液乳杆菌

(Q1、Q2)在乳酸浓度为 10 g/L 时仍能够生长。

通过对比酒醅实际发酵体系内乙醇的体积

分数(0−6.0%)、乙酸浓度(1.5−3.0 g/L)和乳酸浓

度(2.0−3.5 g/L)的动态浓度区间，发现 8 种优势

乳杆菌整体均能够耐受实际发酵体系中的乙醇、

乙酸、乳酸浓度。其中，整体耐受性较强的为

欧研会黏液乳杆菌、瑞士乳杆菌、布氏慢生乳

杆菌、希氏慢生乳杆菌与短发酵剂乳杆菌。因

此从每种优势乳杆菌中各挑选一株耐受性较好

的菌株(布氏慢生乳杆菌 B4、植物乳植杆菌 Z5、

瑞士乳杆菌 R0、短发酵剂乳杆菌 D2、发酵黏液

乳杆菌 F1、耐醋乳杆菌 NS1、欧研会黏液乳杆

菌 Q1、希氏慢生乳杆菌 X1)共计 8 株乳杆菌，

进一步考察优势乳杆菌在单一碳源发酵中的产

酸特性。

2.4　单一碳源条件下乳杆菌发酵特性

白酒风味的复杂性源于酿造过程中微生物

对原料的代谢转化[1]。高粱作为小曲清香型白酒

原料，其中的多糖(主要为淀粉)在发酵过程中被

各种碳水化合物水解酶水解生成葡萄糖、麦芽

糖、D-半乳糖(果胶、半纤维素降解产物)等可发

酵性糖，作为微生物的主要碳源[16]。在白酒固

态发酵的中后期阶段，乳杆菌作为优势功能菌

群主要通过糖酵解途径(embden-meyerhof-parnas 

pathway, EMP) 和 磷 酸 戊 糖 途 径 (pentose 

phosphate pathway, PPP)等关键碳代谢途径实现

产物的转化[17-18]。研究表明乳杆菌对不同碳源

的代谢存在差异，这种差异不仅影响其能量获

取效率，更直接决定了乳酸、乙酸等有机酸的

合成比例及积累量。作为白酒风味形成的关键

表1　34株潜在乳杆菌鉴定结果

Table 1　Identification results of 34 potential Lactobacillus strains

菌株编号
Strain number

D1, D2

B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7

X1, X2

GL1, GL2

H1, H2

R0

F1, F2

MB1

NS1, NS1

SE1

V1

Z1, Z2, Z3, Z4, Z5

Q1, Q2

DF1

S1

P1, P2

菌株数
Number of strains

2

7

2

2

2

1

2

1

2

1

1

5

2

1

1

2

种属
Species

短发酵剂乳杆菌L. brevis

布氏慢生乳杆菌L. buchner

希氏慢生乳杆菌L. hilgardii

干酪乳杆菌L. case

哈尔滨施莱弗乳杆菌S. harbinensis

瑞士乳杆菌L. helveticus

发酵黏液乳杆菌L. fermentum

面包黏液乳杆菌Limosilactobacillus panis

耐醋乳杆菌L. acetotolerans

食二酸迟缓乳杆菌L. diolivorans

酒液体乳杆菌L. vini

植物乳植杆菌L. plantarum

欧研会黏液乳杆菌L. pontis

嗜淀粉乳杆菌A. amylophilus

嗜酸乳杆菌L. acidophilus

乳酸片球菌P. acidilactici

4675



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

MA Dan et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2025, 65(10)

前体物质，这些有机酸在发酵体系中进一步与

乙醇发生酯化反应生成乳酸乙酯、乙酸乙酯等

特征性香气成分，最终塑造了白酒独特的风

味[18-19]。基于此，本研究采用葡萄糖、麦芽糖

和 D-半乳糖作为单一碳源配制培养基，分别接

种不同乳杆菌菌株进行发酵培养。通过测定发

酵终止后的残糖含量及发酵产物组成从发酵产

物角度探究单一碳源对优势乳杆菌发酵的影响。

发酵结束后对培养基中的碳源进行检测，

并计算碳源利用率，结果如表 2 所示。所有乳

杆菌在以葡萄糖为唯一碳源的培养基中能完全

利用培养基中的葡萄糖(发酵结束后未检测到残

余)，证实葡萄糖是乳杆菌属的普适性碳源。不

同乳杆菌菌株对 D-半乳糖、麦芽糖的发酵能力

存在显著差异(P<0.05)。在 D-半乳糖利用方面菌

株间表现出明显差异：发酵黏液乳杆菌 F1、希

氏慢生乳杆菌 X1 和布氏慢生乳杆菌 B4 展现出

显著的 D-半乳糖利用优势，而耐醋乳杆菌 NS1

对 D-半乳糖利用率仅为 6.36%，表明耐醋乳杆

菌对 D-半乳糖存在利用缺陷。在麦芽糖利用方

图4　乳杆菌不同胁迫条件下耐受能力。A、B：乙醇耐受能力；C、D：乙酸耐受能力；E、F：乳酸耐受

能力。

Figure 4　The tolerance capacity of Lactobacillus under different stress conditions. A, B: Ethanol tolerance; C, 

D: Acetic acid tolerance; E, F: Lactic acid tolerance.
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面，瑞士乳杆菌 R0、欧研会黏液乳杆菌 Q1、短

发酵剂乳杆菌 D2、希氏慢生乳杆菌 X1 和布氏

慢生乳杆菌 B4 能够完全利用麦芽糖，而植物乳

植杆菌 Z5 对麦芽糖利用率仅为 2.65%，表明该

菌株存在明显的麦芽糖利用缺陷。

本研究比较了 8 株优势乳杆菌在以葡萄糖、

麦芽糖与 D-半乳糖为唯一碳源时的主要发酵产

物种类与转化率的差异。如图 5 所示，所有菌

株均以乳酸为主要产物。其中，瑞士乳杆菌 R0、

欧研会黏液乳杆菌 Q1 在 3 种碳源中发酵的产物

只有乳酸；布氏慢生乳杆菌 B4、短发酵剂乳杆

菌 D2、希氏慢生乳杆菌 X1 与耐醋乳杆菌 NS1

在 3 种碳源中发酵的产物均为乳酸、乙酸或乙

醇；此外，部分菌株在不同碳源下发酵产物不

同，发酵黏液乳杆菌 F1 在葡萄糖与 D-半乳糖为

碳源时只产乳酸，以麦芽糖为碳源时发酵产乳

酸与乙酸；植物乳植杆菌 Z5 在以葡萄糖、D-半

乳糖时仅产乳酸，以麦芽糖为唯一碳源的培养

基中进行发酵时能够微量利用麦芽糖产生乳酸

与乙酸。因此，根据同一乳杆菌在不同碳源培

养后的碳源消耗量和产物产量计算其在不同碳

源发酵下的产物转化率(g/g)，并比较在不同碳源

培养基中的产物转化率。发酵黏液乳杆菌 F1 与

短发酵剂乳杆菌 D2 以葡萄糖为唯一碳源时乳酸

转化率最高，转化率分别为 89.15% 与 45.45%，

表现为发酵葡萄糖高效率特征；植物乳植杆菌

Z5 与希氏慢生乳杆菌 X1 在以 D-半乳糖为唯一

碳源时乳酸转化率最高，分别为 63.92% 与

47.60%，表现为发酵 D-半乳糖高效率特征；瑞

士乳杆菌 R0、欧研会黏液乳杆菌 Q1、耐醋乳杆

菌 NS1 在以麦芽糖为唯一碳源时乳酸转化率最

高，分别为 62.40%、95.33% 与 53.65%，表现

为发酵麦芽糖高效率特征。

2.5　优势乳杆菌高粱水解液基本发酵

性能

参考阮玉磊[11]通过高粱水解液培养基对酿

造过程中核心微生物发酵性能的评价方法，本

研究拟在已有不同碳源发酵特性研究的基础上，

进一步探究真实发酵原料(高粱，其淀粉、蛋白

质含量相对固定，水解产物谱也相对固定)特性

下，小曲清香型白酒发酵过程中 8 株优势乳杆

菌的发酵性能。通过检测发现高粱水解液中的

碳源主要为葡萄糖(160 g/L)，而 D-半乳糖、麦

芽糖等因含量过低而未检测到。发酵结束后 8

种乳杆菌对碳源的利用率(以葡萄糖消耗量计)如

图 6 所示。其中，短发酵剂乳杆菌 D2、植物乳

植杆菌 Z5 在高粱水解液培养基中表现出较高的

代谢活性，其碳源利用率高于其他菌株。其次，

乳杆菌在高粱水解液培养基中的发酵产物主要

为乳酸。欧研会黏液乳杆菌 Q1、耐醋乳杆菌

NS1、发酵黏液乳杆菌 F1 与短发酵剂乳杆菌 D2

发酵时伴随着少量乙酸产生；希氏慢生乳杆菌

X1 与布氏慢生乳杆菌 B4 发酵时伴随着乙酸、

乙醇的产生；布氏慢生乳杆菌 B4 表现出合成乳

酸乙酯  (2−3 mg/L)的能力；其中在高粱水解液

培养基中，耐醋乳杆菌 NS1、植物乳植杆菌 Z5、

布氏慢生乳杆菌 B4 的乳酸转化率较高，分别为

45.06%、56.78% 和 43.79%。

表2　乳杆菌在不同碳源培养基中的碳源利用率

Table 2　 Carbon source utilization efficiency of 

Lactobacillus in media with different carbon sources

菌株
Strain

R0

Q1

NS1

F1

Z5

D2

X1

B4

葡萄糖
Glucose
(%)

100.00±0.00a

100.00±0.00a

100.00±0.00a

100.00±0.00a

100.00±0.00a

100.00±0.00a

100.00±0.00a

100.00±0.00a

D-半乳糖
D-galactose
(%)

80.15±5.55b

81.35±1.40b

6.36±1.05c

90.60±0.25a

80.15±5.00b

82.75±3.95b

90.80±0.25a

90.50±0.35a

麦芽糖
Maltose
(%)

100.00±0.00a

100.00±0.00a

60.10±4.15b

61.35±2.80b

2.65±0.30c

100.00±0.00a

100.00±0.00a

100.00±0.00a

表中数据为平均值±标准差。同列不同字母表示差异显

著(P<0.05)。

The data in the table are mean±SD. Different lowercase letters 

in same column indicate significant differences (P<0.05).
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比较不同乳杆菌菌株在单一碳源培养基和

高粱水解液培养基中的发酵特性异同。瑞士乳

杆菌和植物乳植杆菌发酵产生单一产物(乳酸)，

短发酵剂乳杆菌、耐醋乳杆菌、希氏慢生乳杆

菌和布氏慢生乳杆菌则发酵产生多种产物(乙酸

或乙醇、乳酸)。相比之下，欧研会黏液乳杆菌

和发酵黏液乳杆菌在高粱水解液培养基中有微

量乙酸生成，与在单一碳源培养基中的发酵结

图5　单一碳源下乳杆菌发酵产物浓度及其转化率。A：瑞士乳杆菌R0；B：欧研会黏液乳杆菌Q1；C：

耐醋乳杆菌NS1；D：发酵黏液乳杆菌F1；E：植物乳植杆菌Z5；F：短发酵剂乳杆菌D2；G：希氏慢生乳

杆菌X1；H：布氏慢生乳杆菌B4。

Figure 5　Concentration and conversion rate of Lactobacillus fermentation products under single carbon source 

conditions. A: L. helveticus R0; B: L. pontis Q1; C: L. acetotolerans NS1; D: L. fermentum F1; E: L. plantarum 

Z5; F: L. brevis D2; G: L. hilgardii X1; H: L. buchneri B4.
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果有差异。分析这种发酵差异可能源于高粱水

解液的复杂成分特性(存在多种碳源和氮源物质

等复杂基质)，可能影响乳杆菌的代谢途径，导

致发酵产物出现差异[18]。该研究结果可为白酒

发酵中乳杆菌发酵特性的调控提供理论依据。

2.6　实验室模拟乳杆菌强化固态发酵

为了进一步探究 8 株优势乳杆菌在小曲清

香型白酒固态发酵中对关键风味物质合成的影

响，本研究以制备菌悬液的方式在原工艺基础

上选择在糖化前添加乳杆菌液，进行模拟小曲

清香型白酒乳杆菌强化固态发酵。发酵实验结

束后对酒醅中乳酸及乙酸含量进行检测；同时

蒸馏发酵结束后的酒醅，获得酒样，对酒样中

的乙酸乙酯与乳酸乙酯进行检测。

在小曲清香型白酒酿造过程中乙酸和乳酸

通过双重作用共同塑造酒体风味特征。首先，

作为直接呈味物质，二者的含量及比例直接影

响酒体的酸度和口感特征；其次，作为关键前

体物质，它们通过酯化反应生成乙酸乙酯和乳

酸乙酯等风味成分。这种协同作用最终形成了

小曲清香型白酒清雅纯正、醇甜爽净的典型风

味风格。如图 7 所示，相比对照组，强化 NS1 

(耐醋乳杆菌)、F1 (发酵黏液乳杆菌)、D2 (短发

酵剂乳杆菌)、X1 (希氏慢生乳杆菌)和 B4 (布氏

慢生乳杆菌)可显著增加乙酸含量，其含量分别

提升 57%、56%、79%、109%、103%，与各菌

株在高粱水解液培养基中具有产乙酸能力的结

果相一致。强化 R0 (瑞士乳杆菌)、NS1 (耐醋乳

杆菌)、F1 (发酵黏液乳杆菌)、D2 (短发酵剂乳

杆菌)、X1 (希氏慢生乳杆菌)可显著增加乳酸含

量，其含量分别提升 24%、39%、50%、60%；

最终，添加 4 株优势乳杆菌 NS1 (耐醋乳杆菌)、

F1 (发酵黏液乳杆菌)、D2 (短发酵剂乳杆菌)、

X1 (希氏慢生乳杆菌)对乙酸与乳酸含量均有显

著提高的作用。

乙酸乙酯和乳酸乙酯及其比例(乙乳比)是小

曲清香型白酒中衡量优质酒的重要指标[1]。如图

7C 所示，相比对照组，在乳酸乙酯方面，强化

R0 (瑞士乳杆菌)、NS1 (耐醋乳杆菌)和 X1 (希氏

慢生乳杆菌) 3 株乳杆菌可显著提高乳酸乙酯含

量，其含量分别提升 84%、103% 和 175%；强

化 Q1 (欧研会黏液乳杆菌)、F1 (发酵黏液乳杆

菌)、Z5 (植物乳植杆菌)、D2 (短发酵剂乳杆

菌)、B4 (布氏慢生乳杆菌) 5 株乳杆菌可显著降

低乳酸乙酯含量，其含量分别降低 60%、63%、

48%、57% 与 71%。NS1 (耐醋乳杆菌)、F1 (发

酵黏液乳杆菌)、Z5 (植物乳植杆菌)、D2 (短发

酵剂乳杆菌)、X1 (希氏慢生乳杆菌)、B4 (布氏

慢生乳杆菌)等 6 株乳杆菌能显著提高乙酸乙酯

含量，其含量分别提升 16%、20%、33.48%、

37.48%、44% 和 50%；强化欧研会黏液乳杆菌

图6　乳杆菌高粱水解液发酵的碳源利用和产物生成情况。A：碳源利用率；B：发酵产物浓度与转化率。

Figure 6　Lactobacillus carbon source utilization and product formation in sorghum hydrolysate fermentation. A: 

Carbon source utilization efficiency; B: Fermentation product concentration and conversion rate.
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Q1、瑞士乳杆菌 R0 进行固态发酵对乙酸乙酯含

量影响不显著。

综上所述，有 R0 (瑞士乳杆菌)、X1 (希氏

慢生乳杆菌) 2 株菌能够显著提高乙酸乙酯与乳

酸乙酯含量，而存在 4 株乳杆菌 F1 (发酵黏液乳

杆菌)、Z5 (植物乳植杆菌)、D2 (短发酵剂乳杆

菌)、B4 (布氏慢生乳杆菌)能够显著降低乳酸乙

酯含量、提高乙酸乙酯含量。Q1 (欧研会黏液乳

杆菌)、Z5 (植物乳植杆菌)、F1 (发酵黏液乳杆

菌)、D2 (短发酵剂乳杆菌)、B4 (布氏慢生乳杆

菌) 5 株菌能够提升乙乳比，其中以布氏慢生乳

杆菌 B4 提升乙乳比效果最佳。江威等[10]通过在

糖化前强化布氏慢生乳杆菌进行 20 kg 固态发酵

实验，乙酸乙酯含量增加 16.79%、乳酸乙酯增

加 37.38%，本研究在糖化前强化布氏慢生乳杆

菌 B4，乙酸乙酯提高了 50.00%、乳酸乙酯降低

了 73.21%。分析造成乙酸乙酯与乳酸乙酯增幅

不同的原因：(1) 采用不同菌株进行发酵，其发

酵性能可能存在显著差异；(2) 不同发酵规模发

酵体系导致的传质传热效率差异，可能进一步

影响菌体的生长与代谢活性，从而导致乙酸乙

酯与乳酸乙酯在产量增幅上的差异[20-23]。结合

乳杆菌在不同碳源发酵特征分析结果，布氏慢

生乳杆菌 B4 能够均衡利用多种碳源，具有发酵

产生多种产物(乳酸、乙酸与乙醇)及降解乳酸等

发酵特性[21]，可能是其在固态发酵中能够显著

图7　模拟强化固态发酵条件下酒醅中的酸酯生成。A：乳酸；B：乙酸；C：乙酸乙酯、乳酸乙酯及乙

乳比。

Figure 7　Simulated enhanced solid-state fermentation conditions for acid and ester generation in fermented 

grains. A: Lactic acid; B: Acetic acid; C: Ethyl acetate, ethyl lactate content, and ethyl acetate to ethyl lactate 

ratio Lactobacillus. *: Indicates a significant correlation with the control group CK (P<0.05).
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提高乙酸乙酯含量、降低乳酸乙酯含量、显著

提高乙乳比的原因。

对于部分乳杆菌强化组未显示出乳酸与乙

酸含量的显著变化(但并未出现显著性降低)，这

一现象可能由以下两方面因素导致：(1) 菌株发

酵特性差异，不同乳杆菌菌株在白酒固态发酵

体系中表现出显著的发酵差异，可能与某些乳

杆菌菌株在复杂发酵环境中优先利用可溶性糖

类等碳源维持菌体生长，而非大量产酸[24]；(2) 

微生物群落互作效应，白酒发酵体系中的复杂

微生物网络可能影响到乳杆菌在培菌糖化阶段，

使其受竞争抑制未显著增殖，从而在发酵阶段

与原酒曲中乳杆菌(培菌糖化阶段得到显著增殖)

相比未体现出强化发酵产酸性能[25]，进而导致

终产物中乳酸或乙酸含量与对照组相比未呈现

显著差异。综上所述，基于固态发酵中调控酯

类的合成是多菌种互作的结果，未来可利用宏

基因组和宏转录组技术进一步探索强化乳杆菌

影响小曲清香型白酒风味的发酵机制。

3　结论　结论

本研究基于白酒发酵过程中酒醅微生物群

落的高通量测序数据解析了乳杆菌在种水平上

的演替规律。通过改良筛选培养基并结合酒醅

富集培养方法，从小曲清香型酒醅中分离纯化

获得 34 株潜在乳杆菌，经鉴定共计有 15 种乳

杆菌，其中 8 种乳杆菌(欧研会黏液乳杆菌、瑞

士乳杆菌、布氏慢生乳杆菌、希氏慢生乳杆菌、

短发酵剂乳杆菌、发酵黏液乳杆菌、植物乳植

杆菌与耐醋乳杆菌)在整个发酵过程中的相对丰

度>75%，被确认为优势乳杆菌。本研究选择乳

酸、乙酸和乙醇 3 种胁迫条件对优势乳杆菌进

行耐受性评价。综合比较发现瑞士乳杆菌 R0、

欧研会黏液乳杆菌 Q1、希氏慢生乳杆菌 X1 和

布氏慢生乳杆菌 B4 在高胁迫条件下仍能够生

长，这与高通量数据揭示的其在发酵后期仍保

持增殖能力的特性高度吻合。对优势乳杆菌株

的碳源发酵特征进行分析表明，不同乳杆菌对

单一碳源的发酵特征存在差异：植物乳植杆菌

存在麦芽糖利用缺陷，而耐醋乳杆菌则对 D-半

乳糖存在利用缺陷；发酵黏液乳杆菌 F1 与短发

酵剂乳杆菌 D2 表现为发酵葡萄糖高效率特征；

植物乳植杆菌 Z5 与希氏慢生乳杆菌 X1 表现为

发酵 D-半乳糖高效率特征；瑞士乳杆菌 R0、欧

研会黏液乳杆菌 Q1、耐醋乳杆菌 NS1 表现为发

酵麦芽糖高效率特征。希氏慢生乳杆菌 X1、布

氏慢生乳杆菌 B4、短发酵剂乳杆菌 D2 在高粱

水解液发酵条件下具有产乙酸能力。在实验室

模拟固态发酵中，相较于对照组强化希氏乳杆

菌 X1 可使酒体中乳酸乙酯及乙酸乙酯含量分别

提升 175% 和 44%，从而将乙乳比降低至 0.357；

强化布氏慢生乳杆菌 B4 可使酒体中乙酸乙酯含

量提升 50%，乳酸乙酯含量降低 71%，从而将

乙乳比提升至 4.496，因此强化不同乳杆菌菌株

对调控酒体中乙乳比具有不同效果。

本研究聚焦于小曲清香型白酒发酵体系，

初步探索了发酵过程中优势乳杆菌对单一碳源

及高粱水解液的发酵特征。在糖化前接种优势

乳杆菌株，进行强化乳杆菌实验室模拟固态发

酵，揭示了其对酯类物质合成的影响，成功实

现了乙乳比的动态调控。本研究结果为小曲清

香型白酒生产中酒体的风味调控提供了指导和

参考。
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