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研究报告 

芝麻香型酒醅堆积过程中微生物结构变化分析 
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摘  要：【背景】高温堆积发酵过程是芝麻香型白酒生产过程中的一个重要环节，是芝麻香型白酒典

型风格形成的关键工序。【目的】解析堆积发酵过程中原核和真核微生物群落的演替规律。【方法】

分别对高温堆积酒醅样本的细菌 16S rDNA V3−V4 区和真菌 ITS2 区进行 Illumina 高通量测序，解析

高温堆积过程中酒醅的真菌和细菌菌群结构变化规律，同时解析发酵过程中温度、水分、酸度、淀

粉、还原糖的变化规律。【结果】酒醅堆积初期 0−6 h，占优势的原核微生物菌属是 Bacillus、Weissella

和 Acetobacter。堆积 20 h 后微生物群落结构变化显著，Weissella 的比例降低，Acetobacter 的比例显

著增加。堆积初期，占优势的真核微生物菌属是 Aspergillus、Saccharomyces 和 Pichia。堆积 6 h 后，

Aspergillus 比例下降，而 Pichia 和 Saccharomyces 则逐步增多，其绝对优势地位一直保持至堆积结

束。酒醅微生物群落结构受翻堆操作的短暂影响(堆积 20 h 时)，最终恢复至平衡状态。高温堆积 36 h

以后，酒醅中的原核和真核微生物群落均趋于稳定。还原糖数据显示堆积前期微生物糖化作用迅速，

36 h 后糖化趋于稳定，温度、酸度、淀粉含量参数基本平稳。【结论】酒醅高温堆积发酵过程中，原

核微生物和真核微生物有其不同的变化规律。原核微生物的变化是以 20 h 时的翻堆为结点，翻堆前

的优势菌属是 Bacillus、Weissella 和 Acetobacter；堆积后的优势菌属是 Weissella 和 Acetobacter，其

中后者占绝对优势。与原核微生物相比，真菌微生物的结构逐步集中，到发酵结束时毕赤酵母和酵

母两者占真菌总量的 93%以上。芝麻香型白酒发酵过程的高温堆积环节，原核和真核微生物的菌种

繁殖以及相应的菌群结构变化为稍后的高温发酵奠定了微生物基础。 

关键词：高通量测序，高温堆积，微生物群落结构，理化指标 
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Abstract: [Background] High-temperature stacking is a key step among the whole sesame-flavor Baijiu 
fermentation process, and vital for the formation of typical flavor of sesame-flavor Baijiu. [Objective] 
This study aimed to analyze prokaryotic and eukaryotic microbial communities during the 
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high-temperature stacking process. [Methods] Illumina high-throughput sequencing was performed on the 
bacterial 16S rDNA V3–V4 region and the fungal ITS2 region of the high-temperature stacked Jiupei 
samples. The change pattern of prokaryotic and eukaryotic microbial community structure were analyzed. 
The changes in temperature, moisture, acidity, starch and reduced-sugar during stacking were also 
analyzed. [Results] At the beginning of 0–6 hours, the dominant bacteria were Bacillus, Weissella, and 
Acetobacter. After 20 h of stacking, the flora changed significantly. Weissella decreased and the 
Acetobacter increased. At the beginning, the dominant fungi were Aspergillus, Saccharomyces, and 
Pichia. After 6 hours, the proportion of Aspergillus dropped sharply, while Pichia and Saccharomyces 
gradually increased, and their absolute dominance maintained until the end of the stacking. The overall 
structure of the microbial community was temporarily affected by the turn-over operation (when it was 
piled up for 20 h), eventually returning to equilibrium. After 36 h of stacking, both prokaryotic and 
eukaryotic microbial community stabilized. Reduced-sugar data showed that the saccharification was 
rapid in the early stage, later became stable after 36 h. Temperature, acidity and starch content were also 
stable at this stage. [Conclusion] During the high-temperature stacking-fermentation process, 
fluctuation patterns of the prokaryotic and eukaryotic microbial community structure were different. The 
prokaryotic community changes were based on the turn-up at 20 h. The dominant species before the 
turn-up were Bacillus, Weissella and Acetobacte, the dominant strains after the turn-up were Weissella 
and Acetobacter, the latter was absolute dominant. Compared to prokaryotic community changes, the 
eukaryotic microbial community concentration gradually, by the end of the stacking, Pichia and 
Saccharomyces accounted for more than 93% of the total eukaryotic microbial. During the 
high-temperature stacking of the sesame-flavor Baijiu, the propagation of various prokaryotic/eukaryotic 
microbes and the corresponding changes of microbial communities laid the microbial basis for later 
high-temperature fermentation. 

Keywords: High-throughput sequencing, High-temperature stacking, Microbial community, Physical and 
chemical indicators 

芝麻香型白酒生产过程中的一个重要环节是

高温堆积发酵过程，芝麻香型白酒的酒醅堆积过程

相当于“二次制曲”，高温堆积工艺促使微生物大量

生长繁殖，丰富微生物的种类和质量，促进酒醅中

淀粉和蛋白质的分解转化，是形成酒的香气成分或

其前体物质的重要过程，为“美拉德反应”提供前驱

物质和反应条件[1-2]。芝麻香型白酒之所以兼具“酱、

浓、清”三大香型白酒的优点[3]，是因为在堆积过程

中将高温大曲、河内白曲、生香酵母曲、细菌曲混

合在一起，以此作为芝麻香型白酒堆积过程中的糖

化发酵剂，这种堆积过程是芝麻香型白酒典型风格

形成的关键工序，该过程直接影响酒醅入池后的发

酵过程，进而影响最终所产出酒的质量和产量[4-6]，

因此，解析堆积过程中细菌和真菌微生物群落的演

替规律对探究此工艺意义重大。 

近几年，国内酿酒领域已有越来越多的报道将

高通量测序技术应用于浓香型、清香型白酒酿造微

生物的研究中[7-10]。对于酱香型、芝麻香型白酒酒

醅的研究主要集中在发酵过程，而对芝麻香型白酒

酒醅堆积过程中的生物学机理研究相对较少[11-14]。

跟踪堆积发酵过程，解析堆积发酵过程中微生物群

落组成和发酵前后细菌和真菌微生物区系的结构

组成和变化规律，可为白酒堆积发酵的机理研究提

供一定的理论依据。随着现代分子生物学技术的发

展，高通量测序技术(High-throughput sequencing)

能够快速对数百万个 DNA 分子同时进行测序，获

得大量数据[15-16]，已被广泛运用到奶酪等传统发酵

食品的微生物群落结构分析中[17-18]。 

本研究以芝麻香型白酒酿造过程中堆积不同

时间段的酒醅为样本，使用高通量测序技术分析酒

醅细菌 16S rDNA 的 V3−V4 区序列和真菌 ITS2 区

序列，从真核微生物和原核微生物两个方面对芝麻
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香型白酒酒醅堆积工序的微生态进行解析，并结合

相应的理化分析数据，如堆积过程的温度、水分、

酸度、淀粉、还原糖等变化情况，初步解析堆积过

程中微生物的作用机理，探究堆积过程中的主体功

能微生物及其演变规律，及其对堆积发酵参数的影

响机制，为实现堆积可控化提供参数依据，为实际

生产应用提供一定的指导。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

用于理化参数测定的试剂均为国产分析纯；氢

氧化钠、斐林试剂、葡萄糖，国药集团化学试剂有

限公司；土壤 DNA 提取试剂盒，Omega 公司。PCR

仪，Thermo Scientific 公司；核酸微量测定仪，

Maestro Nano 公司；高通量测序仪 MiSeq，Illumina

公司。 

1.2  取样方法 

酒醅样品源自古井贡酒调味酒生产车间，根据

实验目的，取样方法如下：取样时间为 0 (开始堆

积)、6、12、16、20、24、28、32、36、40、44 (堆

积结束) h，20 h 后对堆积的酒醅进行倒堆(倒堆，是

操作工艺中的一个环节，对堆积的酒醅翻倒)，每个

时间点的样品为堆积各个面的混合样，选取同时生

产的两组(编号分别为 Z2 和 Z4)，每组中的各样品

一式两份，一份用于理化实验分析，一份用于高通

量测序，共计 22 个酒醅样品。用于理化分析的样

品 4 °C 保存，用于高通量测序的样品−20 °C 保存。 

1.3  高通量测序 

高 通 量 测 序 中 的 扩 增 子 测 序 采 用 Illumina 

MiSeq 的 MiSeqPE300，委托北京奥维森生物科技

有限公司进行。 

细菌 16S rDNA V3−V4 区的 PCR 扩增引物为：

F ： 5′-GTACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′ ； R ：

5′-GTGGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′。 

真菌 ITS2 区域的 PCR 扩增引物为：F：5′-GCAT 

CGATGAAGAACGCAGC-3′；R：5′-TCCTCCGCTT 

ATTGATATGC-3′。 

PCR 反应体系：DNA 样品 30 ng，F 和 R 引物

(5 µmol/L)各 1 µL，BSA (2 ng/µL) 3 µL，2×Taq PCR 

MasterMix 12.5 µL，ddH2O 补足至 25 µL。  

PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 45 s，50 °C 

50 s，72 °C 45 s，共 25 个循环；72°C 10 min。 

构建 MiSeq 文库用的是测序得到的双端序列数

据，首先对测得的 fq 数据进行过滤处理，过滤 Read

尾部质量值 20 以下的碱基，设置 50 bp 的窗口，如

果窗口内的平均质量值低于 20，从窗口开始截去后

端碱基，过滤质控后 50 bp 以下的 Reads；然后根据

PE 测序的 Overlap 关系将成对的序列拼接(Merge)成

一条序列。使用的软件为 Trimmomatic、Flash、Pear

和 USEARCH。OTU 聚类分析使用软件 QIIME 和

UPARSE，得出反映微生物群落丰富度的 Chaol 指

数以及反映物种多样性的 Shannon 指数等。 

1.4  理化分析 

堆积开始时记录温度数值，固定温度计直到堆

积结束，此后跟踪记录不同取样时间的温度。参照

文献[19]中的方法，水分直接用干燥法测定，酸度

用氢氧化钠滴定法测定，淀粉用酸水解法测定，还

原糖用直接滴定法测定。利用 SPSS 20.0 软件对酒

醅样品堆积过程中的理化指标与微生物多样性进

行相关性分析。 

2  结果与分析 

2.1  测序结果 

两组堆积过程中共计 22 个样本中，原核微生

物 16S rDNA 测序共产生 539 个 OTU，真核微生物

ITS 测序共产生 64 个 OTU，其中 16S rDNA 共检测

出 5 个门 7 个纲 12 个目 17 个科 18 个属，ITS 共检

测出 4 个门 4 个纲 4 个目 6 个科 8 个属。Chaol 和

Shannon 指数均表明原核微生物的丰富度高于真核

微生物。 

2.2  原核微生物群落多样性与群落组成 

2.2.1  门水平上的原核微生物多样性 

整个堆积过程中，16S rDNA 中原核微生物主

要是厚壁菌门(Firmicutes)、变形菌门(Proteobacteria)



1374 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

和放线菌门(Actinobacteria)，其中绝对优势菌群为

厚壁菌门(Firmicutes)。相对丰度比例 Z2 组厚壁菌

门占 80.33%、变形菌门 14.6%、放线菌门 3.49%；

在 Z4 组中厚壁菌门 63.51%、变形菌门 32.24%、放

线菌门 3.08%。由图 1 可见，在堆积过程中随堆积

时间的变化，厚壁菌门含量呈下降的趋势，而变形

菌门呈升高的趋势，厚壁菌门类微生物大量减少，

变形菌门类微生物大量生长繁殖，直到堆积结束。 

2.2.2  属水平上的原核微生物多样性 

属水平上原核微生物群落变化情况如图 2 所

示 ， 18 个 细 菌 属 分 别 是 Bacillus、 Weissella、

Acetobacter 、 Staphylococcus 、 Klebsiella 、

Corynebacterium 、 Cronobacter 、 Acinetobacter 、

Lactobacillus 、 Serratia 、 Kroppenstedtia 、

Leuconostoc、Kurthia、Brevibacillus、Comamonas、

Brevibacillus、Nocardiopsis 和 Duganella。其中优

势菌主要是 Bacillus、Weissella 和 Acetobacter，这

3 种菌在 Z2 组分布占比为 69.35%，在 Z4 组分布

占比 71.90%。堆积 20 h 前后微生物群落结构变化

较为明显，如魏斯氏菌比例呈减少趋势，醋酸菌比

例显著增加。而芽孢杆菌属具有较强的分泌蛋白

酶、淀粉酶、和纤维素酶的能力，分解大分子物质

形成含氮化合物等风味物质，在堆积过程中具有耐

高温、产酶、产香的功能[20-21]。此外，还有多数优

势菌能代谢产酸的菌，说明随着芝麻香型白酒酒醅

堆积时间的进行，酒醅酸度增大，优势菌属为耐酸

类菌属，为丰富的后期蒸馏酒酒体的丰满度起到了

重要的作用。 

2.3  真核微生物群落多样性与群落组成 

2.3.1  门水平上的真核微生物多样性 

由图 3 可知，门水平上的分类结构分布较为单

一，整个堆积过程中，ITS 中优势菌群为子囊菌门

(Ascomycota)、接合菌类(Zygomycota)，其中 Z2 组

子囊菌门的相对含量为 98.51%，Z4 组子囊菌门

97.38%，子囊菌门成为绝对优势菌群，为酒醅的入

池发酵提供原动力。 

 
 

 
 
 

图 1  堆积发酵过程中门水平上的优势原核微生物菌群 
Figure 1  Dominant prokaryotic microbial communities of the samples at the phylum level during the stacking fermentation 
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图 2  堆积发酵过程中属水平上的优势原核微生物菌群 
Figure 2  Dominant prokaryotic microbial communities of the samples at the genus level during the stacking fermentation 

 
 

 
 

图 3  堆积发酵过程中门水平上的优势真核微生物菌群 
Figure 3  Dominant eukaryotic microorganism communities of the samples at the phylum level during the stacking 
fermentation 
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2.3.2  属水平上的真核微生物多样性 

由表 1 可知，优势菌属包括曲霉 Aspergillus、

酵母属 Saccharomyces、毕赤酵母 Pichia 等，同时

堆积生产的两组样品属水平上的整体比例接近。随

着堆积时间的延长，堆积酒醅中真核微生物的丰富

度呈现降低的趋势。堆积开始时是曲霉属占绝对优

势，随后占比迅速降低，24 h 后所占比例非常小；

随着堆积时间的增加，毕赤酵母和酵母逐渐增多，

对发酵酒醅的产香产酒起着重要的作用，20 h 左右

酵母达到峰值，随后保持平稳。 

以 Z2 组为例具体分析堆积发酵过程中属水平

上的优势真核微生物菌群(图 4)，Z2 组真菌占比由

堆 积 时 的 Aspergillus 72.84%、 Pichia 13.35%、

Saccharomyces 8.88% 、 Rhizopus 2.67% 、

Wickerhamomyces 0.79%、Cyberlindnera 0.48%、

Hyphopichia 0.36%和 Candida 0.13%，到堆积

结 束 时 的 Aspergillus 5.58% 、 Pichia 58.9% 、

Saccharomyces 34.28% 、 Rhizopus 0.46% 、

Wickerhamomyces 0.13% 、 Hyphopichia 0.11% 和

Candida 0.34%。堆积开始时曲霉比例最高，曲霉能

在酸性酿造环境条件下正常生长代谢，分解原料中

的淀粉与蛋白质，为发酵提供持续性的动力[22]。堆

积 6 h 后，曲霉比例大幅下降，表明霉菌类营养物

质被消耗分解，毕赤酵母开始大量增多，直到堆积

结束时一直占据主要优势，说明它是主要功能微生

物，是后续酒醅入池发酵提供产酒产香味物质及其

前提物质的菌源。 

表 1  Z2 和 Z4 组的属水平相对丰度 
Table 1  The percentage content of relative abundance of 
Z2 and Z4 species level (%) 

Generic Percentage content of Z2 Percentage content of Z4

Pichia 45.14 49.32 

Saccharomyces 30.23 24.98 

Aspergillus 21.83 21.06 

Rhizopus 1.15 2.41 

 
 
 

 
 
 

图 4  堆积发酵过程中属水平上的优势真核微生物菌群 
Figure 4  Dominant eukaryotic microorganism communities of the samples at the genus level during the stacking 
fermentation  
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2.4  微生物群落多样性分析 

从图 5 细菌和真菌的 Shannon 指数关系来看，

堆积开始后，物种数量逐渐增多，物种越来越丰富。

在堆积 16 h 左右时，细菌和真菌的物种丰富度达到

较高水平，尤其是真菌的丰富度达到一个峰值；随

后真菌的物种丰度显著减少，可能与部分真菌类微

生物被消耗分解有关，酵母类主要有产酒产香功

能，霉菌类能够分泌酶并降解淀粉、蛋白质等；在

堆积后期，32 h 后就能达到一个相对稳定的平衡，

可进一步再结合堆积过程中的理化指标进行分析，

综合考虑把控堆积时间。 

2.5  理化结果分析 

堆积过程中温度(图 6)整体呈上升趋势，在 20 h

倒堆后有降低并再次升高，淀粉的含量在堆积过程中

呈下降趋势，堆积初期酒醅营养丰富，微生物代谢较

为旺盛，淀粉分解速度较快。还原糖含量从后期所测

数据反映出堆积 36 h 前微生物糖化迅速，之后保持

平稳，整个堆积过程的酸度变化波动差约为 0.3。 

 
 

图 5  Z2 组细菌和真菌的 Shannon 指数关系 
Figure 5  Shannon index relationship of bacteria and fungi 
in Z2 group  
 

由酒醅样品堆积过程中理化指标与微生物多

样性的相关性(表 2)可知，细菌的多样性与水分成显

著正相关，与温度、酸度成极显著正相关，与淀粉

成极显著负相关。而真菌多样性与其相关性不显

著，堆积过程中，细菌将淀粉分解为还原糖。 

 

 
 

图 6  Z2 (A)、Z4 (B)组温度、淀粉、酸度、还原糖随堆积时间的变化曲线 
Figure 6  Curve for temperature, starch, acidity, reducing sugar in Z2 (A), Z4 (B) group 
 

表 2  酒醅样品堆积过程中理化指标与微生物多样性的相关性 
Table 2  Correlation between physicochemical indicators and microbial diversity in fermented grain samples 

相关性 
Correlation 

水分 
Water content (%) 

温度 
Temperature (°C) 

淀粉 
Starch content (%) 

还原糖 
Reducing sugar (%) 

酸度 
Acidity (mmol/g)

细菌多样性 
Bacterial diversity 

0.762* 0.873** −0.915** −0.698 0.777** 

真菌多样性 
Fungal diversity 

−0.061 −0.080 0.186 0.540 −0.300 

注：*：相关达显著水平(P<0.05)；**：相关达极显著水平(P<0.01). 

Note: *: Significant correlation (P<0.05); **: Extremely significant correlation (P<0.01). 
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堆积工序理化指标的分析表明，堆积结束时酒

醅还原糖含量达到 5%左右，这在另一方面表明堆

积工序也是边糖化与边发酵的双边过程，糖化过程

为堆积工序中的微生物生长提供碳源，也为后续的

窖池高温发酵提供条件。 

3  讨论与结论 

堆积发酵是芝麻香型白酒生产过程中非常关

键的生产工艺过程，整个堆积过程能够大量富集环

境中微生物，为入窖发酵创造良好条件，也为芝麻

香型白酒的酒体风格形成提供香味成分或香味前

体物质。近两年对堆积过程的研究中，2017 年江苏

洋河酒厂利用顶空固相微萃取与气相色谱-质谱联

用技术对芝麻香型不同位置堆积酒醅的风味成分

进行了研究，发现堆积中层与底层酒醅的风味变  

化[23]。山其木格等[24]采用较为传统的 PCR-DGGE

技术研究酱香型白酒酿造中所有的糟醅堆积过程，

对堆积糟醅中的微生物种群变化进行跟踪，揭示微

生物种群在各个轮次糟醅堆积过程的变换规律，发

现堆积发酵过程细菌种类多于真菌种类。2018 年陈

建新课题组[25]通过在实验室模拟芝麻香型白酒实

际堆积发酵和入窖发酵过程，研究不同堆积发酵条

件下微生物菌群演替对入窖发酵过程及原酒品质

的影响，发现堆积温度的高低对酒质产生的影响   

较大。 

截至目前对堆积过程中微生态的结构及功能

研究仍然在逐步认识阶段，且多数基于传统的生物

手段，而不同厂家在堆积方式方面又存在差异，环

境微生物也在一定程度上影响堆积工序关键功能

微生物群系的结构和功能，进而生产出风格各异的

芝麻香型风格白酒。古井是主要的浓香型白酒的代

表，但其利用芝麻香型白酒作为调味酒是白酒企业

发展的创新模式，对于古井所生产的芝麻香型白酒

目前尚无相关研究报道。本研究基于高通量测序技

术对古井酒厂所生产的芝麻香型白酒堆积工序过

程中的微生态进行了解析，分别针对原核和真核微

生物对堆积过程中的主体功能微生物及其演变规

律进行了跟踪探究，解析了堆积前后细菌、酵母菌、

霉菌等微生物的变化规律。与原核微生物相比，真

菌微生物的结构逐步集中，到发酵结束时，毕赤酵

母和酵母两者占真菌总量的 93%以上，在一定程度

上为后续的高温发酵奠定了微生物基础。结合温度

变化及水分、酸度、淀粉、还原糖等变化情况的分

析结果表明，在堆积过程中，原核微生物丰度多样

性高于真核微生物。 

堆积过程中原核微生物的结构一直保持较高

的丰富度，固态堆积过程是一种存在氧气浓度和温

度梯度变化的体系，表层氧气较为丰富，深层氧气

含量相对较少，表层温度偏低，深层温度偏高，而

不同细菌也存在对氧气和温度不同程度的偏好性，

所以堆积工序为多种功能性细菌的生长提供了广

泛的空间。前期的研究表明，以吡嗪为代表的杂环

类化合物大部分是在堆积过程中生成的，所以堆积

过程的高温是合成杂环类化合物的基础，而高温也

是功能微生物代谢活动旺盛的表现，更是堆积过程

中微生态结构调整的推动力。 

堆积过程中微生物的优势菌种随堆积时间的

推移也相应有显著性的改变，堆积开始时和结束后

物种分布的比例变化较为显著。堆积后期的主要功

能微生物为后续酒醅入池发酵提供产酒产香味物

质及其前提物质提供菌源。当微生物的相对比例达

到相对平衡时，已经起到相应的功能作用，在实际

生产中，在保证酒醅微生物发酵达到一定的程度

时，可以减少实际的堆积时间，降低生产运营的成

本。本研究为实际生产上的工艺优化提供科学依

据，有效调控堆积发酵过程，能够进一步清晰芝麻

香典型风格形成的核心与基础。 
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