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摘要：【目的】基于传统的相对定量法，在总DNA提取过程中加入内标菌，探索不同老熟程度下窖泥

微生物菌群组成特征。【方法】通过添加外源菌丙酮丁醇梭菌(Clostridium acetobutylicum)作为内标菌，

利用16S rRNA基因扩增子测序技术，基于相对丰度与绝对丰度解析不同老熟程度窖泥内的菌群结构和

理化差异。【结果】相对定量分析表明，随着窖泥老熟，窖泥微生物群落的多样性增加，己酸菌属

(Caproiciproducens)、甲烷杆菌属(Methanobacterium)、甲烷八叠球菌属(Methanosarcina)和互营单胞菌属

(Syntrophomonas)等菌的相对丰度显著增高。结合绝对丰度分析，老熟窖泥内的生物量分别是新窖泥与

趋老熟窖泥的600倍与28倍。不同于相对定量分析，乳杆菌属(Lactobacillus)的绝对丰度在老熟窖泥内并

未降低，为新窖泥的20倍。己酸菌属在老窖泥中的绝对丰度为新窖泥的25000倍；其他功能微生物包括

甲烷杆菌属、甲烷八叠球菌属、甲烷短杆菌属(Methanobrevibacter)、互营单胞菌属的绝对丰度也随着窖

龄的增加而显著增加。菌群结构的绝对定量动态分析表明，新窖泥转变为老熟窖泥的过程是一个菌群组

成多样性不断提高、生物量也逐步增加的过程，老窖泥中己酸菌属、互营单胞菌属、多种甲烷菌等微生

物绝对量的增加，推测对降低窖泥内的乳酸含量和形成窖泥稳态环境具有重要作用。【结论】绝对定量

方法的引入，可观测不同窖龄窖泥微生物生物量的差异，解析不同老熟阶段窖泥功能微生物绝对丰度的

动态变化，为窖泥菌群结构和代谢功能的定量化和因果关系研究提供了新的策略。 
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浓香型白酒酿造采用泥窖固态发酵、续糟配

料、混蒸混烧的酿造工艺[1]，长期的生产实践经

验表明“千年老窖万年糟，酒好全凭窖池老”，窖

池作为浓香型白酒发酵的容器，浓香型白酒质量
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随着窖池窖龄的增加而提高。而老窖产好酒的原

因在于窖泥中的厌氧菌群在长期发酵过程中不

断驯化富集，形成稳定的具有较高生物与功能多

样性的窖泥微生物生态系统[2]，在窖泥微生物的作

用下，大分子有机物被分解成各类代谢产物，代

谢产物之间相互转化形成了浓香型白酒风味物 

质[3–4]。因此解析窖泥老熟过程中的微生物组成变

化与作用，对提高白酒生产质量具有重要意义。 

近年来，研究人员基于高通量测序技术对不

同老熟程度窖泥内的窖泥菌群组成展开了一系

列的研究。随着窖泥老熟，窖泥菌群结构逐步趋

于稳定，窖泥内乳杆菌属相对丰度降低，己酸菌

属、甲烷杆菌属、甲烷短杆菌属和互营单胞菌属

等变为主要微生物[5–7]。目前窖泥菌群组成研究均

基于相对丰度进行比较分析，缺少对生物量的校

正，导致在观测群落中种群变化时可能出现偏

差，尤其缺少对老熟过程中窖泥微生物种群时序

动态变化趋势的检测方法。种群变化定量方法的

缺失，可能造成对种群作用解释的误判，如在肠

道菌群组成研究中，研究人员发现当样品间的微

生物生物量差异很大时，仅利用相对丰度和表型

进行关联分析，将影响微生物菌群特征与定量数

据(如生理参数或代谢物浓度)的相关性分析，产

生结论误判[8–9]。尽管已有研究报道使用 qPCR 方

法可对窖泥内的梭菌纲微生物进行定量[10]，但窖

泥内存在大量未培养微生物，基于 qPCR 的绝对

定量方法需设计特异性引物，存在引物偏好性和

物种局限性的问题，并不适用于对所有的窖泥微

生物种群同时进行精确的定量。现阶段，利用已

知浓度的 DNA 或细胞作为内标，基于高通量测序

技术，发展出较为快捷的微生物绝对定量方法，

在土壤菌群、肠道菌群、水体微生物、酿造微生

物等研究领域已得到应用 [9,11–14]。本研究以不同

老熟程度的窖泥内的窖泥菌群为研究对象，通过

添加窖泥中不存在的丙酮丁醇梭菌(Clostridium 

acetobutylicum)作为内标菌，对窖泥微生物进行

绝对丰度量化，基于窖泥微生物相对丰度与绝对

丰度分析比较不同老熟程度下的窖泥菌群特征，

为窖泥菌群结构认识到功能解析提供因果关系

研究方法。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  窖泥：研究中所用的窖泥样品为不同窖龄

的窖泥，取自安徽迎驾贡酒股份有限公司酿酒车

间，取样位置为窖池底部(表 1)，样品采集后放于

含厌氧产气包的厌氧密封袋中运输保存。样品包

括新窖泥(New)、趋老熟窖泥(Aging)和老熟窖泥

(Aged)三种类型，每种类型样品各 5 个。样品分

装后于–20 °C 保存，用于理化检测和窖泥 DNA

提取。 

1.1.2  主要试剂和仪器及培养基：常规化学试剂

购于国药集团化学试剂公司；标准品乙酸、丁酸、

叔戊酸、己酸、乳酸购于美国 Sigma-Aldrich 试剂

公司；厌氧密封袋与厌氧产气包(AnaeroPack)购于

日本三菱瓦斯化学株式会社；PowerSoil DNA 提

取试剂盒购于美国 Qiagen 公司；细菌基因组 DNA

提取试剂盒购于中国捷瑞生物工程有限公司。 

 

表 1.  窖泥样品统计 

Table 1.  Information of pit clay samples 
Aging level of 
pit clay 

Number of samples Cellar age 

New 5 1–2 years 

Aging 5 4–8 years 

Aged 5 Over 10 years 
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NanoDrop 8000 蛋白核酸测定分光光度计、

厌氧操作箱购于美国 Thermo Fisher Scientific 公

司；气相色谱仪 Agilent 7890B、高效液相色谱仪

Agilent 1260 购于美国 Agilent 公司；精密 pH 计

购于美国 Mettler Toledo 公司；有机酸柱 Aminex 

HPX-87H 购于美国 Bio-Rad 公司。 

CGM 培养基(g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 10，

酵母粉 10，(NH4)2SO4 2，K2HPO4 1，KH2PO4 0.5，

MgSO4·7H2O 0.1，FeSO4·7H2O 0.015，MnSO4·H2O 

0.01，CaCl2 0.01，ZnSO4 0.002，CoCl2 0.002，最

终 pH 为 7.0。 

1.2  内标菌制备 

本研究选取窖泥中不存在的丙酮丁醇梭菌

ATCC 824 菌株作为内标参考菌，该菌株购买自

美国典型培养物保藏中心(ATCC)。 

按照 5% (V/V)的接种比例接种丙酮丁醇梭菌

过夜培养种子液至 100 mL 新鲜 CGM 培养基中，

在厌氧操作箱中于 37 °C 培养 4–5 h 至 OD600 

0.5–0.7，取菌液于 12000 r/min 离心 10 min 收集

菌体，生理盐水重悬后用血球计数板计数，计数

细胞浓度为 1.07×109 cells/mL。一部分重悬菌体

于–80 °C 冻存，作为内标细菌细胞待用；另一部

分菌体参照细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书

提取 DNA，经 NanoDrop 8000 分光光度计测定

DNA 浓度后作为内标菌基因组 DNA 待用，将基

因组 DNA 浓度稀释至工作浓度(本研究中基因组

DNA 的使用浓度为 25.08 ng/μL)。 

1.3  内标添加方式的评估方法 

添加内标的目的在于校正研究样本之间生

物量的差异，以此标准评估内标添加方式的合理

性。本研究中内标添加方式分为丙酮丁醇梭菌菌

体细胞和基因组 DNA 两种内标添加方式。设置  

3 个内标添加梯度 Level-1、Level-2 和 Level-3，

添加丙酮丁醇梭菌内标细胞的量比为 1:10:50，每

个浓度梯度设立 2 个平行，采用同一窖泥样本进行

梯度内标添加验证，理论窖泥微生物绝对生物量比

值为 1:1:1。参照 PowerSoil DNA 试剂盒说明书，

称取 0.25 g 窖泥于破碎管中并添加内标菌后进行

基因组 DNA 提取。内标菌细胞取自 1.2 中制备的

丙酮丁醇梭菌重悬菌液，最终 3 个梯度下添加的

内标细胞量分别为 1.42×106 cells/0.25g 窖泥、

1.42×107 cells/0.25g 窖泥和 7.10×107 cells/0.25g 窖

泥，对应的添加浓度分别为 5.68×106 cells/g 窖泥、

5.68×107 cells/g 窖泥和 2.84×108 cells/g 窖泥。 

内标菌基因组 DNA 取自于 1.2 中已提取好的

丙酮丁醇梭菌基因组 DNA，其添加量由公式(1)换

算所得。尽量保证两种添加方式中内标菌 DNA 量

在提取时的加入量一致，最终 3 个内标梯度提取添

加的内标菌基因组 DNA 浓度分别为 6.27 ng/0.25 g

窖泥、62.7 ng/0.25 g 窖泥和 313.5 ng/0.25 g 窖泥，

对应添加的基因组 DNA 浓度分别为 25.08 ng/g 窖

泥、250.8 ng/g 窖泥和 1254 ng/g 窖泥。 

所需添加的内标基因组 DNA 浓度的换算按

照公式(1)进行。 

9
C

23

N M 650 10
A

m 6.022 10

  


 
                (1) 

式中，A 为加入的 DNA 量(ng/g 窖泥)；m 为

用于提取基因组 DNA 的窖泥质量，本研究中窖泥

质量 m 为 0.25 g；N 为添加的细菌细胞个数；MC

为内标菌(丙酮丁醇梭菌)的基因组大小 4.09 Mb；

对于双链 DNA，碱基对的分子质量为 650 g/mol。 

1.4  窖泥内有机酸分析 

本研究中所涉及的有机酸分析包括挥发性

成分和非挥发性成分，挥发性成分主要为窖泥浸
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提液内的乙酸、丁酸和己酸，采用气相色谱法检

测。非挥发性成分主要为窖泥浸提液内的乳酸，

采用液相色谱法检测。 

称取 2 g 左右的窖泥，添加 8 mL 超纯水，涡

旋仪振荡 10 s，超声 30 min 后 12000 r/min 离心

10 min，保留上清液过 0.22 μm 水系滤膜后获得

窖泥浸提液。取 200 μL 窖泥浸提液，加入 50 μL

浓度为 12.5 g/L 的叔戊酸内标溶液(含 5%体积

比的浓盐酸，pH 2.5)，涡旋振荡 30 s，之后  

10000 r/min 离心 5 min，吸取 150 μL 上清液进行

气相色谱分析。色谱柱为 Econo Cap-Wax 毛细管

柱(30 m×0.25 mm×0.25 μm)，程序升温条件为：

初始温度 60 °C，保持 0.5 min，以 20 °C/min 升

到 190 °C，保持 3 min。分流比为 30:1，进样口

温度 220 °C，氢火焰离子检测器(FID)检测温度

220 °C。 

取 200 μL 窖泥浸提液，使用高效液相色谱仪

分析系统测定乳酸，色谱柱为 Aminex HPX-87H 

(Bio-Rad)，流动相为 5 mmol/L 稀硫酸溶液，流速

0.6 mL/min，柱温 60 °C，检测器为示差检测器[15]。 

1.5  窖泥 pH 测定 

称量 2 g 左右窖泥，加入 6 mL 超纯水，涡旋

振荡 30 s 后静置，12000 r/min 离心 10 min，取上

清液用 pH 计直接测量 pH[10]。 

1.6  DNA 提取与高通量测序 

窖泥基因组 DNA 参照 PowerSoil DNA 试剂

盒说明书称取 0.25 g 窖泥于破碎管并添加内标后

进行提取。PCR 扩增引物为 515modF (5′-GTGYC 

AGCMGCCGCGGTAA-3′)与 806modR (5′-GGAC 

TACNVGGGTWTCTAAT-3′)，对细菌和古菌的

16S rRNA 基因 V4 可变区进行扩增[16–17]，建库与

测序在上海美吉生物科技技术有限公司 Illumina 

Miseq PE300 测序平台完成。测序原始数据已上传

NCBI，检索号(accession number)为 PRJNA687810。 

1.7  生物信息学分析 

原始序列经 FLASH 进行质控和过滤，去除

低质量序列并将双端序列合并为单端序列，设置

最小 overlap 长度为 10 bp，拼接区允许最大错配

率为 0.2。提取样本 barcode 并切除引物区域，

barcode 允许的错配数为 0，最大引物错配数为 2，

最终获得优化序列[18]。经 Usearch 提取非重复序

列，按 97%相似性对非重复序列进行可操作分类

单元(operational taxonomic unit，OTU)聚类，去

除嵌合体，获得 OTU 的代表序列。对应物种分

类信息采用 RDP classifier 贝叶斯算法对 97%相

似水平的 OTU 代表序列进行分类学分析，比对

数据库为 Silva 132 数据库[19–20]。 

1.8  窖泥微生物的生物量计算方法 

经注释获得代表序列OTU统计表，根据OTU

统计表内的内标相对丰度计算得到窖泥微生物

的生物总量(公式 2)。 

1

(N 1 )
A

n

n

 
                        (2) 

A1 为窖泥微生物的生物总量(cells/g 窖泥)；

N 为每克窖泥所添加的内标菌细胞数(cells/g 窖

泥)，n 为内标菌(丙酮丁醇梭菌)的相对丰度(%)。 

经计算获得窖泥微生物的生物总量后，接着

对窖泥微生物菌群相对丰度组成百分化处理，经

计算可得窖泥微生物某物种属的生物量(公式 3)。 

2 1A A a                            (3) 

A2 为原位窖泥内某物种属的绝对丰度

(cells/g 窖泥)；A1 为通过公式(2)计算的原位窖泥

微生物总量(cells/g 窖泥)；a 为窖泥内某物种属的

相对丰度(%)。 
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2  结果和分析 

2.1  窖泥微生物定量方法的建立 

首先对内标的两种添加方式的定量适用性

进行评估。扩增子测序结果表明(图 1)，添加 DNA

为内标时，3 个内标梯度 Level-1、Level-2 和

Level-3 的内标菌平均相对丰度分别为 0.17%、

0.77%、2.20%，对应比值为 1:4.5:13。经公式(2)

计算以 DNA 为内标时窖泥微生物的绝对生物

量，3 个内标梯度组的窖泥微生物绝对生物量比

值为 1:2.1:3.7，与理论值 1:1:1 相差甚远，对

应的梯度组内窖泥微生物绝对生物量相对标准

偏差 (即变异系数 )分别为 22.97%、 6.96%和

16.68% (表 2)。 

 

 
 

图 1.  添加丙酮丁醇梭菌基因组 DNA (A)和添加丙酮丁醇梭菌细胞(B)作为内标的窖泥微生物群落结构组成(属

水平) 

Figure 1.  Prokaryotic community structures with two types of internal controls. A: genomic DNA of 
Clostridium acetobutylicum was used as internal control; B: cells of Clostridium acetobutylicum were used as 
internal control. Level-1, Level-2 and Level-3 represent three internal gradients, and R1 and R2 were duplicates. 

 

表 2.  两种内标添加方式下窖泥微生物生物量定量计算 

Table 2.  Absolute quantitative of biomass of pit clay with internal standard by two different addition methods 

Sample 
DNA 
amount/
(ng/g) 

Cells amount/ 
(×106 cells/g) 

Relative abundance of 
internal standard/ 
(Mean±SD, %) 

Absolute biomass in pit 
clay sample/ 
(Mean±SD, ×108 cells/g) 

Relative standard 
deviation of absolute 
biomass in each level/%

Adding genomic DNA      

Level-1 25.08 – 0.17±0.04 35.30±8.11 22.97 

Level-2 250.80 – 0.77±0.05 74.05±5.16 6.96 

Level-3 1254.00 – 2.20±0.36 129.74±21.64 16.68 

Adding cells      

Level-1 – 5.68 0.33±0.03 17.09±1.67 9.80 

Level-2 – 56.80 2.93±0.36 19.11±2.39 12.51 

Level-3 – 284.00 14.23±1.54 17.35±2.19 12.61 
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添加细胞作为内标时，3 个内标梯度 Level-1、

Level-2 和 Level-3 的内标菌平均相对丰度分别为

0.33%、2.93%和 14.23%，对应比值为 1:8.9:43。

经公式(2)计算以细胞作为内标时窖泥微生物的绝

对生物量，3 个内标梯度组的窖泥微生物绝对生物

量比值为 1:1.12:1.02，接近理论值 1:1:1，对应的

梯度组内窖泥微生物绝对生物量相对标准偏差(即

变异系数)分别为 9.80%、12.51%和 12.61% (表 2)。

以细菌细胞为内标时，总样本(3 个梯度下 6 个样

本 )的窖泥微生物绝对生物量相对标准偏差为

12.82%，远小于基因组 DNA 作为内标添加时

51.57%的相对标准偏差值。 

当采用同一窖泥样本验证内标的有效性时，

添加细菌细胞作为内标时回收所得的内标的相对

丰度比值更接近于理论设定的内标梯度比值 

(1:10:50)，且获得的窖泥微生物绝对生物量接近

理论比值 1:1:1。可见，添加细菌细胞作为内标的

方式的重复性与稳定性优于以基因组 DNA 作为

内标的添加方式。同时，重复性实验表明，除内

标菌外，同一个窖泥样本的菌群结构在不同提取

组间保持基本一致，表明不同提取组和建库对菌

群结构影响较为有限(图 1)。上述结果表明添加细

菌细胞作为内标较添加 DNA 作为内标的绝对定

量方法更适宜于窖泥微生物菌群结构定量分析。 

2.2  不同老熟程度窖泥的菌群多样性 

采用高通量测序技术，对安徽迎驾贡酒股份

有限公司酿酒车间内不同老熟程度的窖泥微生

物菌群结构进行解析，添加丙酮丁醇梭菌细胞为

内标。新窖泥(new)、趋老熟窖泥(aging)与老熟窖

泥(aged)菌群的 α 多样性存在显著性差异。具体

而言，随着窖泥的老熟，窖泥菌群的 Shannon 指

数增大，新窖泥、趋老熟窖泥与老熟窖泥内菌群

平均 Shannon 指数分别为 0.29、0.69 与 2.34，老

熟窖泥的 Shannon 指数分别为新窖泥与趋老熟窖

泥的 8 倍与 3.4 倍，以老熟窖泥内的群落多样性最

高(图 2-A)。基于 unweighted-unifrac 距离算法，

对窖泥菌群结构进行主坐标分析(PCoA，principal 

co-ordinates analysis)，比较不同老熟度窖泥微生物

菌群的 β-多样性。PCoA 分析结果表明，主成分 1

和成分 2 解释了总群落 52.09%的变量，ANOSIM

组间差异检验结果 R 值为 0.6542 (P=0.001)，不同

老熟程度窖泥内菌群结构 β 多样性差异显著。这

些结果表明依据老熟程度对窖泥进行分组的合理

性，且新窖泥变为老熟窖泥的过程中，趋老熟窖泥

属于介于新窖泥与老窖泥之间的过渡态。同时，新

窖泥与趋老熟窖泥组内样本的菌群组成差异大于

老熟窖泥，表明即使处于同一老熟水平的不同窖

池，其窖泥老熟速度仍具有差异，而当窖泥完全老

熟后，窖泥菌群组成会变得更为相近(图 2-B)。 

2.3  不同老熟程度窖泥菌群结构动态变化 

如图3所示，基于Silva (http://www.arb-silva.de/)

分类学数据库注释，窖泥内的微生物主要分布

为：细菌为厚壁菌门(Firmicutes)下的芽孢杆菌纲

(Bacilli) 和梭菌纲 (Clostridia) ，以及拟杆菌门

(Bacteroidetes)下拟杆菌纲(Bacteroidia)；古菌为

广 古 菌 门 (Euryarchaeota) 下 的 甲 烷 杆 菌 纲

(Methanobacteria)、甲烷微菌纲(Methanomicrobia)

和热原体纲(Thermoplasmata)。窖泥老熟过程中

相对丰度大于 1%的属有 61 个，不同老熟程度窖

泥内的优势属有所不同，新窖泥内以乳杆菌属

(Lactobacillus)为主导，相对丰度最高可达 77%。

趋老熟的窖泥内则以乳杆菌属与己酸菌属

(Caproiciproducens)共同作为优势菌属。老熟窖泥

内则以己酸菌属、甲烷杆菌属(Methanobacterium)、 
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图 2.  不同老熟度窖泥菌群多样性比较 

Figure 2.  The diversity of prokaryotic communities of pit clay at different aging status. A: Shannon index of 
α-diversity. B: Principal co-ordinates analysis of β-diversity. Sample 1 to 5 were new pit clay, sample 6 to     

10 were aging pit clay, and sample 11 to 15 were aged pit clay (**: 0.001<P≤0.01; ***: P≤0.001; determined 

by t-test). 
 
 

 
 

图 3.  相对定量(A)与绝对定量(B)分析窖泥老熟过程的菌群结构 

Figure 3.  Relative abundance (A) and absolute abundance (B) of the dominant genera in pit clay. Sample 1 to 5 
were new pit clay, sample 6 to 10 were aging pit clay and sample 11 to 15 were aged pit clay. 
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no_rank_f_Clostridiaceae_1 与甲烷八叠球菌属

(Methanosarcina)为主要优势微生物。己酸菌属在

老窖泥内占据绝对优势，相对丰度最高可达 65%。

窖泥菌群相对丰度的组成结果表明，窖泥在老熟

过程中，菌群变化表现为：以乳杆菌属为单一优

势属逐渐过渡到以己酸菌属为主，其他老熟窖泥

指示菌如甲烷杆菌属、甲烷八叠球菌属、甲烷短

杆菌属、互营单胞菌属[6–21]的相对丰度逐渐增加

(图 3-A)。如图 3-B 所示，根据换算公式(2)的绝

对定量结果表明，老熟窖泥微生物平均生物量约

为新窖泥和趋老熟窖泥的 600 倍和 28 倍，且趋

老熟窖泥的生物量是新窖泥的 20 倍。可见老熟

窖泥内的生物量显著高于其余两类窖泥，随着窖

泥的老熟，窖泥微生物的生物量逐渐升高。 

为进一步更为直观地分析不同老熟程度窖

泥内重要功能微生物乳杆菌属(产乳酸)、己酸菌

属(产己酸)、甲烷八叠球菌属(产甲烷)、甲烷杆菌

属(产甲烷)、甲烷短杆菌属(产甲烷)、互营单胞菌

属(短中链脂肪酸降解)的差异，结合换算公式(3)，

以相对定量和绝对定量分析这些微生物在窖泥

老熟中的变化趋势。 

如图 4 所示，随着窖泥的老熟，乳杆菌属的

相对丰度在老熟过程中不断降低，但其绝对丰度

却呈现完全相反的变化，即其绝对丰度在老熟过

程中不断升高。老熟窖泥内的乳杆菌属平均绝对

丰度可达 2.71×107 cells/g 窖泥，是新窖泥的 20 倍，

为趋老熟窖泥的 1.5 倍(图 4-A)。己酸菌属是窖泥

内主要的产己酸菌，在老熟窖泥中的平均绝对丰

度可达 5.90×108 cells/g，绝对丰度分别为新窖泥

和趋老熟窖泥的 25000 倍和 20 倍。趋老熟窖泥

样本中己酸菌属平均丰度为 2.54×107 cells/g 窖

泥，高于新窖泥内的 2.35×104 cells/g 窖泥，约为

后者的 1000 倍(图 4-B)。己酸菌属的相对丰度和

绝对丰度均随着窖泥的老熟逐步升高，其生物量

呈现出数量级增长的变化，最终在老熟窖泥内占

据绝对优势。不同老熟程度窖泥内的互营单胞菌

属相对丰度无显著差异，但对比绝对丰度，老熟

窖泥内的绝对丰度可达 1.30×107 cells/g 窖泥，分

别是新窖泥内与趋老熟窖泥的 1250 倍和 150 倍

(图 4-C)。以甲烷杆菌属、甲烷八叠球菌属、甲烷

短杆菌属为代表的甲烷菌是窖泥内主要甲烷菌，

它们的相对丰度占比和绝对丰度随着窖泥的老

熟不断升高：甲烷杆菌属在老熟窖泥内的平均绝

对丰度可达 2.15×108 cells/g 窖泥，分别为新窖泥

和老熟窖泥的 48829 倍和 1790 倍；甲烷八叠球

菌属的平均绝对丰度为 8.89×107 cells/g 窖泥，分

别为新窖泥和趋老熟窖泥的 7362 倍和 2403 倍；

甲烷短杆菌属的平均绝对丰度为 1.94×107 cells/g

窖泥，分别为新窖泥和趋老熟窖泥的 1077 倍和

35 倍(图 4-D–F)。 

对重要功能菌的相对丰度与绝对丰度分析

表明，相对丰度呈现的物种结构差异并不一定

能真正反映实际的微生物绝对丰度变化趋势，

如乳杆菌属、互营单胞菌属、甲烷八叠球菌属

和甲烷短杆菌属。绝对丰度与相对丰度联用的

方法可以为窖泥菌群结构和功能分析提供更为

全面的信息。 

2.4  不同老熟程度窖泥的理化表征与窖泥微生

物相对及绝对丰度相关性 

进一步分析新窖泥、趋老熟窖泥、老熟窖泥

的理化表征与主要菌属的关系。新窖泥、趋老熟

窖泥内含有大量的乳酸，平均乳酸浓度分别为

98.42 g/kg 与 51.70 g/kg，而老熟窖泥平均仅含

1.20 g/kg 的乳酸(图 5-A)。Spearman 相关性表明 
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图 4.  主要功能窖泥微生物在不同老熟程度窖泥内的相对丰度和绝对丰度变化比较 

Figure 4.  The comparation of functional microbes in pit clay with different aging status by relative abundance 
analysis and absolute abundance analysis. A: Lactobacillus; B: Caproiciproducens; C: Syntrophomonas; D: 
Methanobacterium; E: Methanosarcina; F: Methanobrevibacter. The bar represents the mean value and the 
whisker represents the standard deviation. 
 

 
 

图 5.  不同老熟阶段窖泥理化指标 

Figure 5.  Physical and chemical characteristics of pit clay. A: lactic acid; B: pH; C: butyrate; D: caproate. 

Significance analysis was determined by t-test. *: 0.01<P<0.05; **: 0.001<P≤0.01. The box represents the 

25%–75% data range, vertical line represents the means±standard deviations (n=5), and the horizontal line 
represents the median value. 
 

窖泥内的乳酸含量与乳杆菌属相对丰度呈正相

关 (图 6-A)，与乳杆菌属的绝对丰度呈负相关  

(图 6-B)，老熟窖泥中的乳杆菌属绝对丰度分别是

新窖泥与趋老熟窖泥内的 20 倍与 1.5 倍(图 4-A)，

但老熟窖泥中的乳酸含量却仅为新窖泥和趋老

熟窖泥的 1.2%和 2.3%，表明老熟窖泥中较低的

乳酸含量并非老窖泥中乳杆菌属绝对丰度较低

导致。 

窖泥 pH 随着窖泥的老熟逐渐升高，新窖泥

和趋老熟窖泥与老熟窖泥之间的 pH 存在显著差

异，pH 与窖泥内的乳酸含量呈显著负相关，表

明不同老熟阶段下窖泥 pH 的变化与乳酸含量紧

密相关，原因可能在于新窖泥与趋老熟窖泥的菌

群结构相对简单，以可发酵还原糖产生大量乳酸

的乳杆菌属为优势属，而新窖泥与趋老熟窖泥内

的总体生物量远低于老窖泥，以己酸菌属为代表

的乳酸利用菌可能在消减窖泥乳酸含量过程中

具有重要作用[22–23]，结合老熟窖泥中的己酸菌属

含量分别为新窖泥和趋老熟窖泥的 25000 倍与  

20 倍，由于新窖泥和趋老熟窖泥内的己酸菌属绝
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对丰度低，导致乳酸无法被消减因而大量积累，

故新窖泥和趋老熟窖泥的 pH 较低(图 5-B)。相对

定量分析显示丁酸与己酸菌属正相关(图 6-A)，

绝对定量分析却表明丁酸含量与己酸菌属不相

关(图 6-B)，结合丁酸在窖泥老熟过程中的变化倍

数远小于己酸的变化(图 5-C–D)，己酸菌属微生

物产生丁酸能力较弱，故绝对定量的相关性分析

结果相较于相对定量分析结果而言更与实际情

况相符。己酸是己酸菌属的主要产物，随着窖泥

的老熟，己酸菌属在窖泥内的丰度增大，己酸浓

度与己酸菌属的相对丰度及绝对丰度均呈现出

显著正相关(图 6)，这与老熟过程中的窖泥 pH 由

酸性逐步变化为近中性、适宜于己酸的生成相一

致(图 5-D)。绝对定量分析表明，窖泥中己酸浓

度与重点分析的 6 个属显著正相关，而相对定量

分析仅识别出己酸浓度与己酸菌属及甲烷杆菌

属显著正相关。就相对丰度而言，乳杆菌属是新

窖泥与趋老熟窖泥内的优势微生物，与己酸菌

属、甲烷菌、互营单胞菌属之间呈负相关(图 6-A)；

而以绝对丰度而言，窖泥内微生物量随着窖泥的

老熟而增加，乳杆菌属与其余 5 个属在相关性结

果上则显示出正相关的趋势(图 6-B)。 

窖泥微生物生成的有机酸与窖泥微生物丰

度之间的相关性，在采用相对定量丰度与绝对定

量丰度时，表现出不尽相同的相关性结果。原因

在于相对丰度关注的是菌群组成的变化，当生物

量存在较大差异时，相对丰度高的微生物的绝对

丰度不一定高，反之亦然，所以利用相对丰度和

表型进行关联分析，可能会产生结论误判[8–9]。随

着窖泥的老熟，老熟窖泥微生物平均生物量约为

新窖泥和趋老熟窖泥的 600 倍和 28 倍，存在较

大的生物量差异，因此微生物代谢产物的累积更

多与微生物绝对丰度有更大的关系，表明在相关

性分析时，不仅需要关注相对丰度变化，更应关 

 

 
 

图 6.  理化因子与菌群丰度的 Spearman 相关性 

Figure 6.  Spearman correlation analysis of the physicochemical characteristics and the abundance of important 
prokaryotes at genus level. A: Correlation between relative abundance of genus and physicochemical 
characteristics. B: Correlation between absolute abundance of genus and physicochemical characteristics. *: 

0.01<P<0.05; **: 0.001<P≤0.01; ***: P≤0.001, the correlation significance. 
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注窖泥微生物的绝对丰度变化。如乳杆菌的相对

丰度与乳酸浓度呈现正相关(图 6-A)，即先前的

研究一般推测新窖泥中高丰度的乳杆菌属导致

了较高浓度的乳酸，但本研究表明窖泥中乳酸较

低的更重要原因在于以己酸菌为代表的乳酸利

用型菌株可以将乳酸及时降解，在老窖泥中呈现

出乳杆菌绝对丰度更高但累积的乳酸浓度却更

低的现象(图 6-B)。因此，结合绝对丰度与相对丰

度的相关性分析结果，可在窖泥微生物代谢功能

分析方面得出更准确的结论。 

3  讨论和结论 

随着窖泥的老熟，窖泥内微生物多样性增

加，其中风味物质产生菌的增加对生产优质原酒

具有重要意义[24]。之前的研究多采用相对定量分

析各类型微生物在各窖泥样本中的相对丰度，本

研究利用高通量测序技术，通过外加内标菌进行

定量的方式，对测序样本的菌体生物量进行校正，

建立起窖泥微生物含量的绝对定量方法。基于相

对丰度和绝对丰度对不同老熟程度的窖泥进行菌

群结构分析，解析窖泥老熟过程中的菌群结构与

生物量的动态变化，有助于加深我们对于窖泥老

熟过程中窖泥微生物菌群结构变化的认识。 

菌群结构分析的最终目的为分析不同种群

的生物学功能，绝对定量方法可在分析不同种群功

能方面比相对定量方法提供更为全面的信息。如乳

杆菌属是新窖与退化窖泥内的特征微生物[7,21]，之

前基于相对定量的分析认为大量的乳杆菌属不

利于优质白酒的生产，但本研究的绝对定量分析

表明窖泥老熟过程乳杆菌属生物量不断增加， 

老熟窖泥内的乳杆菌属绝对丰度并未降低，反而

大幅度增加，这与通过相对定量得出的结论截然

相反。因此我们推测新窖泥中乳杆菌相对丰度较

高只是因为其他代表老熟窖泥的特征菌如己酸菌

属、互营单胞菌属和甲烷菌，未能很好生长出来。

此外，窖泥退化的原因可能并非乳杆菌的繁殖异

常，而是因为其他老熟窖泥特征菌的衰亡[21]。因

此，新窖泥和退化窖泥中乳杆菌相对丰度较高是

老熟窖泥特征菌未能完全生长或退化的结果，而

非原因。进一步而言，绝对定量分析表明老熟窖

泥内虽然乳杆菌绝对量远高于新窖泥和趋老熟

窖泥，因此老熟窖泥可能具有更高的乳酸产生能

力，但老熟窖泥中能利用乳酸的微生物如己酸菌

属绝对丰度也较高，使得老熟窖泥中的乳酸可以

转化为己酸，促进窖泥 pH 稳态的维持。此外，

甲烷菌与互营单胞菌属等酸降解菌在窖泥老熟

过程中绝对丰度不断增加，也促进了窖泥稳态环

境的维持[6–7,21,25–26]。 

绝对定量的研究方法促进了我们对窖泥菌

群结构与功能的认识，但不可否认的是，绝对定

量的方法仍存在提取效率误差问题，该问题也同

样困扰着其他领域的研究者们[13,27]。因此，在研

究过程中尽可能选择合适的内标与添加方式显

得尤为重要[28]。本研究中细胞内标法定量的重复

性和线性均优于直接 DNA 内标法，可能原因在

于：有报道称土壤对细胞和胞外 DNA 的吸附程

度不同 [29]，窖泥的基质为黏土，对直接添加的

DNA 内标可能也存在类似选择性吸附问题，小体

积内标 DNA 溶液加入后难以在窖泥中达到较好

的分散度，造成提取率不够均匀。本研究表明，
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选择的丙酮丁醇梭菌菌体细胞作为内标是较为

合适的，只需在提取窖泥 DNA 前加入一定量的

内标菌菌体，操作较为简便。 

基于扩增子测序的相对定量方式有助于研

究窖泥微生物多样性，比较不同类型窖泥微生物

菌群的结构差异。本研究建立的绝对定量方法仅

需在窖泥微生物 DNA 提取阶段添加内标菌，通

过后续高通量扩增子测序即可同时对窖泥菌群

进行相对丰度与绝对丰度分析。基于本研究的绝

对定量方法，可以用于窖泥微生物功能分析，推

进相关性分析升级到因果分析。此外，基于绝对

定量的菌群结构分析也可以用于判定新制备的

人工窖泥的质量，以及监测生产中窖泥质量变化

趋势。 
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Profiling the community structure of pit clay during aging 
process with the combination of relative and absolute 
quantitative approaches 

Yang Gu1, Xingben Xiang2, Shaolei Wang2, Rongsheng Cao2, Cong Ren1,3*,    
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Abstract: [Objective] Based on the traditional relative quantitative method, the microbial community in pit clay 

with different cellar ages was investigated by using the absolute quantitative method with addition of an internal 

standard at the DNA extraction step. [Methods] According to the relative and absolute quantitative results, the 

microbial community and physicochemical factors of pit clay were profiled by using Clostridium acetobutylicum as 

an internal standard through 16S rRNA gene high-throughput sequencing. [Results] With the increase of cellular 

age, the diversity of microbial community in pit clay increased, and the relative abundances of representative 

genera such as Caproiciproducens, Methanobacterium, Methanosarcina, and Syntrophomonas significantly 

increased. By using the absolute quantitative approach, the biomass in the aged pit clay was 600 times and 28 times 

as much to that in the new pit clay and the aging pit clay, respectively. Compared with the relative quantification, 

on the contrary, the absolute abundance of Lactobacillus in aged pit clay did not decrease rather than increase 

during the aging process, with 20 times as that in new pit clay. The absolute abundance of Caproiciproducens in 

aged pit clay was 25000 times as much to that in new pit clay. Moreover, the absolute abundances of other 

functional microorganisms such as Methanobacterium, Methanosarcina, Methanobrevibacter and Syntrophomonas 

also increased across the aging process. The absolute abundance analysis indicates that the aging process of pit clay 

is a process with increased diversity as well as biomass of microbial community, contributing to lactate depletion 

and thus maintaining the stability of pit clay microbiota. [Conclusion] With the combination of relative and 

absolute quantitative approaches, the dynamic changes of species members in microbial community were profiled 

during the pit clay aging process. This study will help to provide a new quantitative and causal correlation analysis 

method to decipher the composition and function of pit clay microbiome. 

Keywords: strong aroma-type Baijiu, pit clay, microbial community, absolute quantification 
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