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摘要:【目的】比较分析不同发酵阶段的酱香型白酒北大仓酒醅中酵母菌的群落结构。【方法】酒醅样本采集
自黑龙江省北大仓白酒不同阶段的发酵窖池，采用平板分离技术获得大量酵母菌纯培养物;基于 26S rDNA
D1 /D2 区域的碱基序列，准确鉴定酒醅中的酵母菌;根据酵母菌的数量变化、种类组成、相对频率、多样性指
数及其相似性系数，研究酱香型北大仓白酒酒醅中酵母菌的群落结构特征。【结果】北大仓白酒酒醅中酵母
菌数量在酿造过程中的变化，遵循着“升高-降低-升高-降低”的规律;第 1 轮“升高-降低”的过程表现出急剧
的“速升速降”特点，而第 2 轮“升高-降低”的过程则具有相对来说比较温和的“缓升缓降”特征。酒醅内的
酵母菌鉴定为 8 属 13 种，总体多样性指数处于较高的水平，发酵初期酵母菌多样性指数逐渐增加，最高的多
样性指数(1. 89)出现在发酵第 5 d 的酒醅内;然后又逐渐下降，发酵至第 11 d 时降至最低(0. 66);酒醅发酵至
13 d 时开始直至发酵末期，多样性指数呈现出波动性变化。北大仓白酒酒醅中酵母菌的种类组成总体来说比
较接近，大多数情况下相似性系数都高于 0. 5，说明在白酒酿造过程中酵母菌的组成和分布处于一个相对稳定
的状态。对于北大仓白酒酒醅内存在的常见酵母菌来说，Issatchenkia orientalis、Pichia kudriavzevii 和
Saccharomyces cerevisiae 可能在酿造过程中发挥更重要的作用。【结论】北大仓等酱香型白酒的酒醅内存在着丰
富的酵母菌资源，阐明酒醅内酵母菌的群落结构可以为解析酱香型白酒的发酵机理提供基础数据和理论基础。
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中国白酒属于世界著名的蒸馏酒，一般根据香
型分为酱香型、浓香型、清香型、米香型与兼香型等。
其中酱香型是我国白酒的主导香型之一，主要代表
是贵州茅台镇生产的茅台酒，所以这类白酒香型也
被称为“茅香型”。酱香型白酒生产工艺复杂、生产
周期较长，整个酿造过程受到环境、原料、管理等多

种因素的影响［1］。杨涛等［2］对影响酱香型白酒质
量的各种因素进行了总结和分析，提出微生物区系
的完善及微生物生态的优化是酱香型白酒生产的核
心技术。各种微生物类群的协同作用，在窖池内完
成酒醅发酵过程，影响着白酒的风格和质量［3］，因
此关于酒醅中微生物区系的研究一直倍受关
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注［4 － 6］。与白酒酿造有关的微生物包括酵母菌和
细菌、放线菌、霉菌等各种类群，传统理论认为酵
母菌的主要作用是将糖转化成乙醇［7］，目前人们
已经认识到酱香型白酒风格的形成与酒醅中酵母
菌的作用密切相关［8］。尽管对酒醅中酵母菌的多
样性和分布进行研究还不能完全揭示酵母菌的功
能和作用，但是阐明酒醅内酵母菌的群落结构可
以为解析酱香型白酒的发酵机理提供基础数据和
理论基础。

关于白酒酒醅中酵母菌资源的研究已有报道，
主要是依赖于酵母菌的形态和生理特征而获得的一
些成果［7 － 9］;目前人们认为，根据传统的酵母菌鉴定
方法得出的结论有时是不可靠的［10］。随着 DNA 序
列分析技术的日益成熟，酵母菌的鉴定主要基于
26S rDNA D1 /D2 区域的碱基序列进行;由于这些序
列已经公布于 GenBank /EMBL /DDBJ 等国际核酸序
列数据库，为准确鉴定酵母菌带来极大便利［11］。尽
管 DGGE 等分子生态学研究技术提升了酒醅内真
菌资源的研究水平［6］，但是基于 26S rDNA D1 /D2
区域的碱基序列，在大量分离酒醅内酵母菌培养物
的基础上探讨酱香型白酒酒醅内的酵母菌多样性并
阐明其群落结构，对于白酒生产的基础理论研究来
说仍然有着非常重要的实践意义。

产自黑龙江省齐齐哈尔市的北大仓白酒，酱香
明显、粮香突出、醇香馥郁、入口柔和绵甜、回味悠
长、留香持久，因为具有北方酱香经典风格而被誉为
“北国茅台”。北大仓白酒“四高一长(高温制曲、高
温堆积、高温发酵、高温蒸馏、长期储存)”的独特酿
造工艺，成为北方高寒地区白酒生产的典型。关于
北大仓白酒酒醅中酵母菌群落结构的研究结果，在
我国北方酱香型白酒的酒醅酵母菌研究方面具有一
定代表性。

1 材料和方法

1. 1 样品采集
2011 年 6-7 月于黑龙江北大仓集团有限公司的

酱香型北大仓白酒窖池采样，池深 2 m，酿造周期 30
d。从开始发酵至酒醅出窖，分别于 1、3、5、7、9、11、
13、15、20、25 和 30 d 共计采集样品 11 次;每次采样
分为上、中、下 3 层，每层分为 3 点，采集酒醅样品用
于酵母菌分离。

1. 2 酒醅中酵母菌的分离与保藏
使用无菌水将采集的酒醅样品制成均匀悬液，

系列稀释后选取合适稀释度的悬液涂布于 PDA 平
板，20℃倒置培养 2 － 5 d。根据菌落特征随机挑取
单个酵母菌菌落，分离纯化后置于 － 80℃超低温冰
箱内，保藏于绍兴文理学院生命科学学院。
1. 3 DNA 提取、PCR 扩增和测序

酵母菌 DNA 的提取参照 Makimura et al． 方法
进行［12］;26S rDNA D1 /D2 区域的 PCR 扩增参照
Kurtzman 和 Robnett 方法进行［13］，NL1 /NL4 引物对
合成及其 PCR 产物测序由上海生物工程技术服务
有限公司完成。
1. 4 DNA 序列的比较分析

使用校正后的酵母菌株 D1 /D2 区域的序列，在
GenBank 核酸序列数据库中进行同源序列搜索
(BLAST search)。根据试验菌株与已知酵母菌相应
序列的相似程度对试验菌株作出鉴定，菌株间的序
列比对采用 Clustal X 软件进行［14］。
1. 5 试验数据分析

数据使用 Microsoft Office Excel 整理，统计分析
采用 SPSS 18. 0 软件进行，多重比较方法采用邓肯
氏新复极差检验 ( Duncan's Multiple Range Test，
DMRT)进行，差异显著性水平为 0. 05 (P ＜ 0. 05);
酵母菌的 Shannon-Wiener 多样性指数和 Sorenson 相
似性系数根据马克平(1994)方法计算。

2 结果和分析

2. 1 酒醅中酵母菌数量的变化规律
从粮糟入窖发酵开始，北大仓白酒的酒醅在窖

池中发酵周期为 30 d。在白酒整个酿造过程中，分
别于 1、3、5、7、9、11、13、15、20 和 25 d 至第 30 d 出
窖，分上中下 3 层采集酒醅样本，研究酒醅中酵母菌
数量的变化规律。从图 1 可以看出，上层与下层酒
醅中的酵母菌在发酵开始后数量迅速上升，第 3 天
时酵母菌数量达到最多，然后又迅速下降;在 7 － 9
天时再次回升后直到第 11 天时酵母菌数量又降至
第 5 天的水平，直至发酵结束酵母菌数量始终呈现
逐渐减少的态势。中层酒醅内酵母菌的数量变化
也表现出类似规律，只是在酵母菌数量第 2 次回
落时稍显缓慢，直至第 13 天才降至第 5 天的数量
水平。
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2. 2 酒醅中酵母菌的种类组成
在北大仓白酒的酿造过程中，从酒醅样本中共

分离到酵母菌 394 株。目前国际上公认的酵母菌分
类标准一般认为，如果试验菌株的 D1 /D2 序列与已
知种的相似性在 99%以上，可以对菌株做出种的鉴
定。根据酵母菌株 26S rDNA D1 /D2 区域的碱基序
列比对结果，394 株酵母菌的 D1 /D2 序列与已知种
的相似性在 99% － 100%，遵循酵母菌分类原则鉴
定为 8 属 13 种;包括 2 种 Candida、1 种 Dekkera、1
种 Issatchenkia、2 种 Kazachstania、4 种 Pichia、1 种
Saccharomyces、1 种 Schizosaccharomyces 和 1 种
Wickerhamomyces (表 1)。根据表 1 可以看出，Pichia
kudriavzevii 和 Saccharomyces cerevisiae 两种酵母菌的
数量较大，而且在酒醅发酵过程中一直可以分离到，

相对频率始终在 10%以上;第 3 种比较常见的酵母
菌是 Issatchenkia orientalis，除第 11 天和第 25 天的
酒醅之外，其余的 9 次样本内均有发现。另外，
Candida ethanolica、 Dekkera bruxellensis、
Schizosaccharomyces pombe 和 Wickerhamomyces
anomalus 等 4 种酵母菌在发酵 25 d 的酒醅内以
10%的相对频率出现;Candida humilis 在发酵第 5
天的酒醅中相对频率高于 10%，说明以上几种酵母
菌偶尔以常见种类存在于北大仓白酒的酒醅内;
Kazachstania barnettii、Kazachstania exigua、Pichia
anomala、Pichia manshurica 和 Pichia sp． ( sp． nov． )
等 5 种酵母菌在北大仓白酒的酿造过程中，应该属
于出现频率较低的稀有种类。

图 1 不同发酵阶段的酒醅中酵母菌数量变化规律
Fig． 1 The change of yeast numbers in fermenting grains． The same letters on the bars of the different stages of grain

fermentation are not significantly different at P ＜ 0. 05．

2. 3 酒醅中酵母菌的多样性与相似性
在北大仓白酒酒醅发酵过程中共采集样本 11 批

次，每次采集的酒醅样品内酵母菌的组成不尽相同
(表 1)。根据表 2 可知，酒醅内的酵母菌总体多样性
指数基本处于较高的水平，11 个批次的酒醅样本中

酵母菌的多样性指数有 8 次超过 1。发酵初期，酵母
菌多样性指数逐渐增加，最高的多样性指数(1. 89)出
现在发酵第 5 天的酒醅内，然后又逐渐下降，发酵至
第 11 天时降至最低(0. 66);酒醅发酵至 13 d 开始直
至发酵末期，多样性指数呈现出波动性变化。
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表 1 不同发酵阶段的酒醅中酵母菌种类组成和相对频率(RF%)

Table 1 Relative frequency (RF% ) and species distribution of yeasts in different stages of grain fermentation

Taxon
1 d 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d 13 d 15 d 20 d 25 d 30 d

No． RF% No． RF% No． RF% No． RF% No． RF% No． RF% No． RF% No． RF% No． RF% No． RF% No． RF%

Candida
ethanolica

2 10

Candida
humilis

4 11. 8 2 4. 3 2 6. 3

Dekkera
bruxellensis

4 6. 5 2 5. 6 2 6. 7 2 11. 1 4 12. 5 2 10

Issatchenkia
orientalis

6 11. 5 10 16. 1 6 17. 6 12 26. 1 2 4. 5 2 6. 7 2 11. 1 4 12. 5 2 10

Kazachstania
barnettii

2 5. 9

Kazachstania
exigua

2 6. 7

Pichia
anomala

2 6. 7 2 6. 3

Pichia
kudriavzevii

20 38. 5 28 45. 2 10 29. 4 14 30. 4 20 45. 5 6 16. 7 12 40 6 33. 3 4 12. 5 6 30 14 70

Pichia
manshurica

2 5. 9

Pichiasp．
( sp． nov． )

2 5. 9

Saccharomyces
cerevisiae

24 46. 2 20 32. 3 6 17. 6 18 39. 1 22 50 28 77. 7 10 33. 3 8 44. 4 16 50 6 30 4 20

Schizosac-
charomyces
pombe

2 10

Wickerham-
omyces
anomalus

2 3. 8 2 5. 9 2 10

Total 52 100 62 100 34 100 46 100 44 100 36 100 30 100 18 100 32 100 20 100 20 100

表 2 不同发酵阶段的酒醅中酵母菌 Shannon-Wiener 多样性指数
Table 2 Shannon-Wiener diversity indices of yeasts in different stages of grain fermentation

Fermentation time 1 d 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d 13 d 15 d 20 d 25 d 30 d
Diversity indices 1. 10 1. 20 1. 89 1. 22 0. 84 0. 66 1. 46 1. 21 1. 47 1. 64 0. 81

根据酒醅中酵母菌的 Sorenson 相似性系数(表
3)发现，北大仓白酒酒醅中酵母菌的种类组成总体
来说比较接近，大多数情况下相似性系数都高于
0. 5，说明在北大仓白酒酿造过程中酵母菌的组成和
分布处于一个相对稳定的状态。在发酵第 5 d 的酒
醅 中，由 于 受 到 Kazachstania barnettii、Pichia
manshurica 和 Pichia sp． ( sp． nov． )等稀有种类集
中出现的影响，使酵母菌组成的相似性系数处于一
个相对较低的水平(表 3);发酵第 25 天的酒醅中，
一些在其它发酵阶段不易分离到的酵母菌种类以较
高的频率出现在酒醅内，例如 Candida ethanolica、

Schizosaccharomyces pombe 和 Wickerhamomyces
anomalus 等，结果导致酒醅内酵母菌组成的相似程
度明显降低。

3 讨论

酱香型是我国白酒的主导香型之一，风格独特
的香型形成与酒醅中微生物的群落组成密切相关，
弄清酒醅中酵母菌类群的消长规律，对于深入探讨
酱香型白酒的酿造机制具有积极意义。研究发现，
北大仓白酒酒醅中酵母菌数量在酿造过程中的变
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化，遵循着“升高-降低-升高-降低”的规律;第 1 轮
“升高-降低”的过程表现出急剧的“速升速降”特
点，而第 2 轮“升高-降低”的过程则具有相对来说比
较温和的“缓升缓降”特征。另外，酒醅中酵母菌数
量的两次增加过程均出现在酿造前期，酿造中后期
酒醅内酵母菌的数量一直处于第 2 轮“升高-降低”
过程的缓慢下降阶段，这种酵母菌数量减少的态势
一直持续到发酵结束;酿造中后期酵母菌数量的减
少，可能是因为酒醅长期处于厌氧和酸性环境中，一

些有机酸的积累不利于酵母菌的大量增殖［16］。张
煜行等［16］在研究衡水老白干酒醅内的微生物变化
时，也发现了酒醅中酵母菌数量变化的类似规律;不
同的是，在衡水老白干的酒醅中，酵母菌数量的两次
峰值分别出现在发酵第 6 天和第 15 天的酒醅中。
我们因此推测，在白酒酿造过程中酒醅内酵母菌的
数量变化可能基本遵循着“升高-降低-升高-降低”
规律，但是不同香型、不同种类的白酒酒醅内酵母菌
的数量变化会表现出不同的特点。

表 3 不同发酵阶段的酒醅中酵母菌 Sorenson 相似性系数
Table 3 Sorenson's similarity coefficients of yeasts in different stages of grain fermentation

Fermentation time / d 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d 13 d 15 d 20 d 25 d 30 d
1 0. 75 0. 67 0. 75 0. 85 0. 57 0. 6 0. 75 0. 6 0. 6 0. 85
3 0. 5 0. 75 0. 85 0. 57 0. 8 1 0. 8 0. 6 0. 85
5 0. 67 0. 55 0. 36 0. 43 0. 5 0. 57 0. 43 0. 55
7 0. 85 0. 57 0. 6 0. 75 0. 8 0. 4 0. 85
9 0. 67 0. 67 0. 85 0. 67 0. 44 1
11 0. 6 0. 85 0. 67 0. 67 0. 67
13 0. 8 0. 83 0. 5 0. 67
15 0. 8 0. 6 0. 67
20 0. 6 0. 67
25 0. 57

酒醅内酵母菌的 Shannon-Wiener 多样性指数处
于 0. 66 － 1. 89 的水平。最高的多样性指数出现在
发酵第 5 天的酒醅中(表 2)，但是第 5 天的酒醅内
酵母菌的数量却处于低谷(图 1)，可见酒醅内酵母
菌数量减少的时期不一定引起酵母菌多样性水平的
降低。根据研究结果，酒醅内酵母菌的 Sorenson 相
似性系数比较高，说明北大仓白酒酿造过程中酵母
菌的种类组成与分布是处于略有波动的相对平稳状
态。对于北大仓白酒的整个生产过程来说，Candida
ethanolica、Candida humilis、Dekkera bruxellensis、
Issatchenkia orientalis、 Pichia kudriavzevii、
Saccharomyces cerevisiae、Schizosaccharomyces pombe、
Wickerhamomyces anomalus 属 于 常 见 种 类，而
Kazachstania barnettii、Kazachstania exigua、Pichia
anomala、Pichia manshurica 和 Pichia sp． ( sp． nov． )

属于酒醅内的稀有酵母。其中，Pichia sp． ( sp．
nov． ) 的 26S rDNA D1 /D2 区域 的 碱 基 序 列 在
GenBank 核酸序列数据库的搜索(BLAST search)结
果表明，与近缘已知种类的相似性仅为 88%，基本
确定属于新种，可见在白酒窖池这样多年来广受关
注的生境内仍然存在着有待发现的酵母菌新资源。

根据相对频率，对于北大仓白酒酒醅内存在的
常 见 酵 母 菌 来 说，Issatchenkia orientalis、Pichia
kudriavzevii 和 Saccharomyces cerevisiae 可能在酿造过
程中发挥更重要的作用。 Tofalo et al．［17］ 发现
Issatchenkia orientalis 能够产生柠檬酸、酒石酸、苹果
酸等有机酸类物质，徐艳文等［18］认为 Issatchenkia
orientalis 可以产生大量的高级醇，所以这种酵母菌
在酒醅中的功能可能主要是影响白酒中香味物质的
形成。另外，Issatchenkia orientalis 在代谢过程中产
生的少量乙醛，又可以参与乙醇发酵过程进而影响
酒醅内进行的乙醇发酵［18］。Pichia kudriavzevii 是始
终存在于北大仓白酒酒醅内优势种类，Oberoi 等［19］

发现这种酵母菌具有很强的乙醇产生能力，在适宜
的条件下产生乙醇的能力甚至高于 Saccharomyces
cerevisiae。但是一般认为，Saccharomyces cerevisiae 在
酿造过程中表现出最强的乙醇形成能力，对于乙醇
形 成 来 说 起 着 关 键 作 用［20，21］; 同 时 由 于
Saccharomyces cerevisiae 还可以产生丙醇、丁醇、戊
醇、乙酸戊酯等挥发性化合物，对白酒的香型形成产
生重要影响［21］，因此 Saccharomyces cerevisiae 应该是
北大仓白酒生产过程中最重要的酵母菌。
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Composition and distribution of yeasts at different
fermentation stages for Maotai-flavor Chinese liquor
production
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Abstract:［Objective］ In order to collect basic data for the analysis of metabolic mechanism，the composition and
distribution patterns of yeasts at different fermentation stages for Maotai-flavor Chinese liquor production． ［Methods］By
using plate screening techniques，a large number of yeast cultures were obtained from fermenting grains． Based on 26S
rDNA D1 /D2 region sequencing，the yeasts were identified． According to quantitative change，species composition，
relative frequency，diversity indices and similarity coefficients，the composition and distribution patterns of yeasts were
studied． ［Results］ The numbers of yeasts in fermenting grains showed a rule of“higher-lower-higher-lower”． A total of
13 species，8 genera of the yeasts were identified． The whole diversity index of the yeasts was comparatively high． That
the similarity coefficient in most cases was significantly higher than 0. 5 showed that the species composition and
distribution of yeasts were relatively stable． Issatchenkia orientalis，Pichia kudriavzevii and Saccharomyces cerevisiae play a
very important role in the process of liquor fermentation． ［Conclusion］There were abundant yeast resources in fermenting
grains of maotai-flavor liquor．
Keywords: yeast，community composition，rDNA D1 /D2 region，fermenting grains，maotai-flavor
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系统发育树的构建方法

构建系统树是为了鉴定菌株的分类学地位，应该使用正确的方法构建。具体要求如下:
1．将鉴定菌的 16S rRNA 序列递交 GenBank，用 Blast 软件搜索相似的 16S rRNA，然后一起构树。
2．采用能反应分支长度的软件(如 NJ 法)，并用 Boostrap 值分析分支聚类的稳定性。
3．用国际较为通用的一些建树方法，如 Neighbour － Joining 等，这样结果就更为可靠，更直观。
4．请严格按照下列具体要求写作［参见:微生物学报，2004，44(2):143．］

① 系统树中:菌名应列出全称，且属和种名应斜体，名称后再加括号，其内含序列号。

② 图注(本刊的图注要求用英文写作):应表明"树"上所有的内容，包括:括号中的序号、分支点上的数字涵义、0. 01 代表
的意义。

③ 作图要求:要求达到印刷清晰，字体为“Time New Roman”，字号为“8p”。可以选用两种方式———(A)文件格式为“* ．
Tif”，分辨率为 600 线;(B)文件格式为“word”，画出树，输入文字。
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