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基于三代测序技术高温和中高温大曲真菌
多样性解析及酵母菌的分离鉴定

崔梦君1,2,3,4,5，王玉荣1,2,3,4,5，侯强川1,2,3,4,5，张海波1,2，田龙新3，叶明波4,5，郭　壮1,2,3,4,5, *

（1.湖北文理学院酿酒技术产业学院，湖北襄阳 441053；
2.湖北文理学院湖北省食品配料工程技术研究中心，湖北襄阳 441053；

3.酱香型白酒固态发酵襄阳市重点实验室，湖北襄阳 441053；
4.襄阳市酱香型白酒生态酿造企校联合创新中心，湖北襄阳 441053；

5.湖北南漳高粱深加工产业科技小院，湖北襄阳 441053）

摘　要：为明确不同类型大曲真菌多样性及可培养酵母菌的差异，本研究采用三代测序技术对高温和中高温大曲的

真菌类群进行了解析，并结合传统微生物纯培养方法和分子生物学技术对其蕴含的酵母菌资源进行挖掘。α 多样性

分析结果表明，2种类型大曲真菌群落丰富度和多样性上存在显著差异（P<0.05）；种属分析结果表明，高温大曲

主要以疏棉状嗜热霉（Thermomyces lanuginosus）为主，平均相对含量为 73.81%，中高温大曲主要以多育曲霉

（Aspergillus proliferans）为主，平均相对含量为 52.58%；β 多样性分析结果表明，高温和中高温大曲真菌群落结

构存在非常显著的差异（P<0.01）；LEfSe分析表明，嗜热真菌属（Thermomyces）和曲霉科（Aspergillaceae）可

以分别作为高温和中高温大曲的生物标志物；纯培养技术结果表明，从 10份大曲样品中共分离得到 18株酵母

菌，高温和中高温大曲的优势分离株均为扣囊复膜孢酵母（Saccharomycopsis fibuligera）。由此可见，高温和中高

温大曲真菌多样性上存在明显差异。
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Abstract：To elucidate  the  variations  in  fungal  diversity  and cultivable  yeast  in  different  types  of  Daqu,  third-generation
sequencing technology was employed to analyze the fungal communities in high-temperature and medium-high-temperature
Daqu.  Additionally,  traditional  microbial  pure  culture  methods  and  molecular  biology  techniques  were  utilized  to
investigate  the  yeast  resources  within  Daqu.  Alpha  diversity  analysis  revealed  significant  differences  (P<0.05)  in  the
richness  and  diversity  of  fungal  communities  between  the  two  types  of  Daqu.  The  sequencing  data  indicated  that
Thermomyces  lanuginosus  predominated  in  high-temperature  Daqu,  with  an  average  relative  content  of  73.81%,  while
medium-high-temperature  Daqu  was  primarily  composed  of  Aspergillus  proliferans,  representing  an  average  relative
content  of  52.58%. Beta  diversity  analysis  demonstrated a  notable  distinction in  the fungal  community structure  between
high-temperature and medium-high-temperature Daqu (P<0.01). Moreover, the LEfSe analysis identified Thermomyces and
Aspergillaceae as potential biomarkers for high-temperature and medium-high-temperature Daqu, respectively. Pure culture
results  revealed  18  yeast  strains  isolated  from  10  Daqu  samples,  with  Saccharomycopsis  fibuligera  identified  as  the
dominant yeast strain in both high-temperature and medium-high-temperature Daqu. These findings underscore pronounced
differences in fungal diversity between high-temperature and medium-high-temperature Daqu.

Key words：high-temperature Daqu；medium-high-temperature Daqu；third generation sequencing technology；fungal taxa

曲为酒之骨，大曲是在开放条件下经自然发酵

而产生的一种块状物，集微生物菌系和酶系为一体，

为白酒的生产提供糖化剂、发酵剂和生香剂[1]。在大

曲发酵过程中，根据品温的不同，大曲可分为低温大

曲（40~50 ℃）、中温大曲（50~55 ℃）、中高温大曲

（55~60 ℃）和高温大曲（60~65 ℃）等[2]，对白酒风格

和品质的形成产生影响，“曲定酒型”的说法也由此

而来，可见大曲在白酒酿造中具有极其重要的地位。

目前已有许多研究人员对不同类型大曲的微生物进

行了研究，例如张清玫等[3] 对不同类型酒曲中微生物

群落结构发现，低温大曲特征菌群以产酯真菌属毕赤

酵母属（Pichia）组成，而高温大曲特征真菌属为丝衣

霉菌属 （ Byssochlamys）和曲霉属 （ Aspergillus）。

XIAO等[4] 对高温大曲和中温大曲微生物多样性研

究发现，相较于高温大曲，中温大曲中 Aspergillus 显

著富集（P<0.05）。由此可见，不同类型的大曲微生物

群落结构存在明显差异。因此，对不同类型的大曲微

生物群落结构进行解析显得尤为必要。

近年来，以 Pacific Biosciences（PacBio）公司的

单分子实时测序技术 （ single-molecule  real-time，
SMRT）为代表的三代测序技术，通过利用菌株基因

组序列之间的特异性实现对样品群落结构、物种多

样性和丰富度的研究[5]。相较于二代测序，三代测序

技术可以使研究人员进一步获得样品在种水平的物

种组成，得到更细致的注释分辨率，具有高效、高速

和高质量等特点[6]，已被广泛应用于大曲微生物群落

结构的研究中。例如 ZHANG等[7] 使用 SMRT技术

对不同成熟期的高温大曲样品进行解析发现，在真菌

种类水平上 Rasamsonia composticola 和橙色嗜热子

囊菌 （Thermoascus  aurantiacus）在熟化 3个月和

6个月大曲间存在显著差异（P<0.05）。HAN等[8] 使

用 SMRT技术对合格和劣质汾酒大曲微生物群落结

构进行研究发现，合格汾酒大曲样品扣囊复膜孢酵母

（ Saccharomycopsis  fibuligera）和总状横梗霉菌

（Lichtheimia ramosa）显著高于劣质汾酒大曲样品

（P<0.05）。由此可见，运用三代测序技术对大曲微生

物真菌群落多样性进行研究，揭示大曲样品微生物群

落结构，进而对不同样品之间的差异进行挖掘具有可

行性。

作为白酒发酵过程中极其重要的一类微生物，

酵母菌主要负责酒化和酯化，其含量和种类直接关系

到产酒率和风味物质的产生[9]。由于高温和中高温

大曲的制曲温度一般在 55 ℃ 左右，尤其是高温大

曲，其最高品温甚至可达 65 ℃ 以上[2]，而酵母菌普

遍对温度耐受性较差，导致成品曲中酵母菌含量很

少，所以酱香型白酒需要通过堆积发酵来捕获空气中

的酵母菌[10]，为入窖后酒精发酵提供足够的动力。因

此分离筛选耐高温且具有优良发酵性能的酵母菌菌

株，从而通过外源接种来实现酱香型和浓香型白酒酿

造中酵母菌的富集具有重要意义。平板分离纯化及

分子生物学鉴定技术是传统微生物纯培养技术的典

型代表，通过不同的筛选培养基将微生物进行保

藏[11]，该技术仍是白酒酿造微生物研究的一个重要手

段。例如 FAN等[12] 采用平板分离法，从古井贡大曲

分离并筛选出一株在最优条件下产乙酸乙酯量能够

达到 16.92 g/L的异常威克汉姆酵母（Wickerhamo-
myces anomalus）Y3604。

本研究采用三代测序技术对高温和中高温大曲

的真菌类群进行了解析，并结合传统微生物纯培养方

法和分子生物学技术对其蕴含的酵母菌资源进行挖

掘，以期为具有优良发酵性能酵母菌菌株的筛选提供

支持。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

TGuide S96磁珠法土壤/粪便基因组脱氧核糖

核酸（deoxyribo nucleic acid，DNA）提取试剂盒　天

根生化科技（北京）有限公司；KOD OneTM PCR

Master Mix、KOD FX Neo　北京百灵克生物科技有

限责任公司；Agencourt AMPure XP核酸纯化试剂盒

　贝克曼库尔特有限公司；Qubit dsDNA HS测定试

剂盒　美国赛默飞世尔公司；ExKubit  dsDNA HS
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Assay Kit荧光定量检测试剂盒　上海吉泰依科赛生

物科技有限公司；SMRTbell Template Prep Kit建库

试剂盒　PacBio公司；马铃薯葡萄糖琼脂（potato
dextrose agar，PDA）合成培养基　中国医药集团有

限公司；大肠杆菌（Escherichia coli）top10　实验室

保存。

LRH-150生化培养箱　上海一恒科学仪器有限

公司；QYC-2102C全温培养摇床　上海新苗医疗器

械制造有限公司；ECLIPSE Ci生物显微镜　日本

Nikon公司；Qubit 4.0荧光计　美国赛默飞世尔公

司；Veriti96-Well梯度基因扩增仪　美国 Applied
Biosystems公司；BioTek Synergy HTX酶标仪　基

因有限公司；164-5050基础电泳仪　美国 Bio-Rad
公司；UVPCDS8000凝胶成像分析系统　美国 UVP
公司；Sequel II测序仪　PacBio公司；R930机架式

服务器　美国 DELL公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   样品收集　本研究于 2023年 12月从湖北省

宜昌市（E 29°56'~31°34'，N 110°15'~112°04'）某酒厂

采集到高温大曲 5份和中高温大曲 5份，共计 10份

样品，高温大曲编号为 G1~G5，中高温大曲编号为

Z1~Z5。采集的所有大曲样品均为该企业生产，具体

生产工艺流程如图 1所示。将采集的高温和中高温

大曲曲块装入自封袋，在低温条件下迅速运回实验

室，随后将其进行粉碎过筛，−20 ℃ 冰箱保存备用。
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图 1    高温（a）和中高温（b）大曲制曲流程图
Fig.1    Flow chart of high-temperature Daqu (a) and medium-

high-temperature Daqu (b) production
  

1.2.2   DNA提取、PCR扩增和 PacBio SMRT测序

　按照试剂盒说明书约束的实验步骤进行样本

DNA的提取，使用 Qubit dsDNA HS测定试剂盒和

Qubit 4.0荧光计测量样品的 DNA浓度。将检测合

格的 DNA使用 ITS全长（ ITS1F/ITS4）引物进行

PCR扩增，使用 Agencourt AMPure XP核酸纯化试

剂盒纯化 PCR产物，使用 Qubit dsDNA HS测定试

剂盒和 Qubit 4.0荧光计对 PCR产物进行定量，将检

测合格的 PCR产物送往北京百迈客生物科技有限公

司进行测序。 

1.2.3   序列质控和生物信息学分析　参照吴成

等[13] 的方法首先使用 SMRT-Link（v8.0）软件对样品

真菌群落的 DNA序列进行环形一致性序列（circular
consensus sequencing，CCS）的筛选，标准为：目标片

段重复次数≥5；最低预测准确率≥90%。使用

lima（v1.7.0）软件将 CCS序列分配给相应的样本，然

后通过识别正向和反向引物并使用 Cutadapt软件进

行质量控制。使用 UCHIME算法去除嵌合体序列，

利用 USEARCH将上述有效数据中以 97%的一致

性将序列聚类为分类操作单元（operational taxono-
mic  units，OTU），并过滤重丰度<0.005%的 OTU。

随后选取 OTU的代表性序列使用 BLAST与

UNITE数据库进行序列比对，对代表性序列进行物

种注释。使用 R软件计算 α 和 β 多样性指数，并进

行可视化。 

1.2.4   高温和中高温大曲样品中酵母菌的分离与纯

化　称取 10 g大曲粉末加入含有 90 mL生理盐水

的 250 mL锥形瓶内，28 ℃ 振荡混匀 30 min，随后

进行 10倍梯度稀释，高温大曲取 10−1、10−2 和 10−3

稀释液 100 μL进行涂布，中高温大曲取 10−2、10−3

和 10−4 稀释液 100 μL进行涂布，然后将涂布完成的

培养皿正置于 28 ℃ 培养箱内培养 3 d。挑选单菌落

进行纯化，使用甘油管藏法将纯化的单菌落进行

保藏。 

1.2.5   高温和中高温大曲样品中酵母菌的鉴定　采

用十六烷基三甲基溴化铵法对酵母菌分离株的

DNA进行提取，随后对其进行 PCR扩增。将经过

1%琼脂糖凝胶电泳检测合格的 PCR产物进行连接

转化，然后将经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测合格的克

隆子送往上海桑尼生物科技有限公司进行测序，并将

测序公司返回的序列在美国国立生物技术信息中心

网站（NCBI，https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）上进行

比对，并将分离株序列与模式菌株序列一起构建系统

发育树。 

1.3　数据分析

10份大曲样本各测定一次，数据分析完成后，使

用 R软件进行 α 多样性小提琴图、β 多样性的主坐

标分析（principal co-ordinates analysis，PCoA）图、无

度量多维标定法（non-metric  multidimensional  sca-
ling，NMDS）图、非加权组平均法（unweighted pair -
group method with arithmetic means，UPGMA）聚类

图和优势属与种柱状堆积图的绘制，使用 Galaxy网
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站（http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/）进行

LEfSe的绘制，使用 Past3软件 Mann-Whitney检验

法对优势真菌属和种进行显著性分析，使用 MEGA
5.0进行系统发育树的构建。 

2　结果与分析 

2.1　高温和中高温大曲真菌菌群 α 多样性分析

测序结果显示，纳入本研究的 10份大曲样品测

序后共获得 130728条 ITS序列，其中高温和中高温

大曲平均每个样品分别得到 13035和 13111条序

列。按照 100%和 97%的一致性将 ITS序列进行聚

类共得到 543个 OTU，其中高温和中高温大曲平均

每个样品分别得到 342和 386个 OTU。选取 OTU
的代表性序列与 UNITE数据库对 ITS序列进行物

种注释后，本研究首先对 α 多样性指数进行计算，结

果如图 2所示。

由图 2（a）可知，随着测序深度的增加，大曲样品

真菌的物种累计曲线逐渐趋于平缓，说明本研究的测

序合理，测序深度覆盖了高温和中高温大曲样品的大

部分真菌群落。由图 2（b）和图 2（c）可知，高温大曲

真菌群落的超 1指数和香农指数平均值分别为 225
和 1.73，中高温大曲分别为 287和 3.03，经 Mann-
Whitney检验发现，两者之间存在显著差异（P<
0.05）。据报道，生产区域、制曲季节和发酵方式等对

大曲的微生物群落结构存在影响，而温度是影响微生

物生长更替的重要参数之一[14]，决定了物种的丰富度

和多样性。由此可见，随着发酵温度的升高，大曲中

不耐高温的真菌群落生长则会受到抑制，从而导致高

温大曲真菌群落的丰富度和多样性明显低于中高温

大曲。 

2.2　高温和中高温大曲真菌菌群结构分析

为明确不同类型大曲中真菌类群的结构特征，

本研究将平均相对含量大于 1%的属定义为优势真

菌属，进一步对高温和中高温大曲优势真菌属的群落
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图 2    高温和中高温大曲真菌物种累计箱型图（a）、超 1指数
（b）和香农指数（c）结果

Fig.2    Results of cumulative box plots (a), chao 1 index (b),
and shannon index (c) of high-temperature and medium-

high-temperature Daqu fungal species
注：超 1指数和香农指数均在测序深度为 11010条序列时进
行计算。
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图 3    高温和中高温大曲优势真菌属群落结构组成分析（a）及相对含量比较分析（b）
Fig.3    Analysis of community structure composition (a) and relative content comparison (b) of dominant fungal genera in high-

temperature and medium-high-temperature Daqu
注：图（b）中“*”表示 P<0.05，差异显著；“**”表示 P<0.01，差异极显著；图 4（b）同。

 · 178 · 食品工业科技 2025年  1 月



结构组成进行了分析，结果如图 3所示。

由图 3（a）可知，从 10份大曲样品中共检测到

6个优势真菌属，其中高温大曲以嗜热真菌属

（Thermomyces）和嗜热子囊菌属（Thermoascus）为

主，平均相对含量分别为 74.02%和 16.06%。通过

高通量技术，ZHOU等[15] 对传统高温大曲研究发现

Thermomyces 富集明显，平均相对含量超过 75%，与

本研究结果一致。Thermomyces 具有较高的耐热性，

在高温条件下亦能产生高活力的纤维素酶和蛋白酶，

保持稳定的催化效率，对产酒生香具有积极作用[16]，

且周会娴等[17] 研究发现 Thermomyces 与谷氨酸和

精氨酸的含量呈现显著正相关，而谷氨酸和精氨酸在

生物体内的蛋白质代谢过程占重要地位，参与动物和

微生物中的许多重要化学反应，亦是重要的呈味氨基

酸，促进白酒品质的形成[18]。

由图 3（a）亦可知，中高温大曲则以曲霉属（As-

pergillus）、Thermoascus、根毛霉属（Rhizomucor）、

根霉属（Rhizopus）和横梗霉属（Lichtheimia）为主，平

均 相 对 含 量 分 别 为 58.72%、 12.25%、 8.42%、

8.97%和 5.09%。糖化靠霉菌，Aspergillus 和 Rhizo-

mucor 等霉菌能够参与糖酵解、乙醇代谢和丙酮酸

代谢等途径，同时能够产生淀粉酶、蛋白酶、糖化

酶、酯化酶等多种酶类[19]，为白酒酿造前期对原料中

淀粉等大分子物质的降解提供稳定动力，此外在霉菌

的代谢过程中，亦会分泌一些呈香物质，这可能会对

高温和中高温大曲风味的形成和微生物的演替起重

要作用[20]。其中 Aspergillus 是酒曲中常见的优势霉

菌，分泌的酶系也最为广泛，并且在这些酶的作用下，

可以形成酵母菌便于利用的氨基酸，从而丰富白酒的

口感[21]。Rhizopus 和 Lichtheimia 能够分泌乙醛脱

氢酶、甲醛脱氢酶等酶类，催化了苯乙醛的还原反

应，进一步促进醛向长链或复杂醇的转化[22]。

由图 3（b）可知，经 Mann-Whitney检验发现，高

温大曲中 Thermomyces 和 Thermoascus 的平均相对

含量显著偏高（P<0.05），而 Aspergillus、Rhizomucor、

Rhizopus 和 Lichtheimia 的平均相对含量极显著偏

低（P<0.01），可能是高温和中高温大曲生产过程中生

产工艺的差异导致的。然而无论是高温大曲还是中

高温大曲都富集了更多的霉菌和耐热真菌，程伟

等 [23] 发现低温大曲更多富集的是复膜孢酵母属

（Saccharomycopsis）等酵母菌，而本研究酵母菌含量

非常低，究其原因可能是高温和中高温大曲的制曲温

度最高可达 55 ℃ 以上，而大部分真菌的最适生长温

度仅为 20~30 ℃，所以仅一小部分能够耐受高温的

嗜热真菌属和霉菌能够在高温和中高温大曲中占据

优势。

本研究将平均相对含量大于 1%的种定义为优

势真菌种，进一步对高温和中高温大曲优势真菌种的

群落结构组成进行了分析，结果如图 4所示。

由图 4（a）可知，从 10份大曲样品中共检测到

8个优势真菌种，其中高温大曲主要以疏棉状嗜热

霉（Thermomyces  lanuginosus）和坚脆嗜热子囊菌

（Thermoascus crustaceus）为主，平均相对含量分别

为 73.81%和 14.10%，中高温大曲主要以多育曲霉

（Aspergillus  proliferans）和橙色嗜热子囊菌（Ther-

moascus  aurantiacus）为主，平均相对含量分别为

52.58%和 12.21%。嗜热真菌属的真菌是可以耐受

最高生长温度为 50 ℃ 及以上的特殊真菌类群，而隶

属于曲霉属的真菌大部分对高温不耐受，进一步证明

高温大曲发酵时的温度更高，高温持续时间更长，抑

制了对热不耐受真菌的生长，为嗜热真菌属提供了良

好的生长繁殖环境。ZHENG等[24] 采用高通量测序

技术对北方大曲和南方大曲研究亦发现高温大曲中

T. lanuginosus 占主导地位，T. lanuginosus 是一种嗜

热丝状真菌，广泛运用于环境友好、低价格和高活性

的脂肪酶生产中，以催化酯交换和酯化反应[25]。A.

proliferans 能产生高效纤维素降解酶[26]，此外还被用

于工业废水的脱色[27]。

由图 4（b）可知，经 Mann-Whitney检验发现，高

温大曲中 T. lanuginosus、T. crustaceus 的平均相对
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图 4    高温和中高温大曲优势真菌种群落结构组成分析（a）及相对含量比较分析（b）
Fig.4    Analysis of community structure composition (a) and relative content comparison (b) of dominant fungal species in high-

temperature and medium-high-temperature Daqu
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含量极显著偏高（P<0.01），平均相对含量分别为

73.81%和 14.19%，中高温大曲中 A. proliferans、T.
aurantiacus、R. pusillus、R. microsporus、L.  ramosa
和 A.  fumigatus 的平均相对含量极显著偏高（P<
0.01）。但是同属于 Thermoascus 下的 T. crustaceus
和 T. aurantiacus 虽然亲缘关系较近，但在 2种类型

大曲中呈现相异的分布趋势，在高温大曲中含量更高

的 T. crustaceus 在基因工程和酶工程等方面具有较

大的运用价值，研究人员相继运用此菌种分离到木聚

糖酶、阿魏酸酯酶等具有高耐热性的酶，并且这些酶

的最适温度一般在 55~70 ℃ 之间，接近高温大曲的

发酵顶温[28−29]。在中高温大曲中占比更高的 T. aur-
antiacus 是嗜热木聚糖酶生产表达的研究对象[30]，与

其他嗜热真菌产生的酶相比，这种真菌的酶在解构木

质纤维素方面具有更高的热稳定性和效率[31]。无论

是高温大曲还是中高温大曲中均存在一定比例的未

鉴定菌种，平均相对含量分别为 5.07%和 3.64%，这

表明大曲的菌种群分布具有一定的品种特异性，菌种

资源有待进一步挖掘。 

2.3　高温和中高温大曲真菌群落结构差异解析

本研究进一步对高温和中高温大曲真菌类群的

β 多样性进行了分析，结果如图 5所示。

由图 5（a）可知，在 PCoA分析中 PC1为 96.38%，

PC2为 2.40%，2种类型大曲在沿 X轴上的排布呈

现出明显的分离趋势，且高温大曲排布更为密集，同

时经 PERMANOVA检验发现，2种类型大曲样品在

真菌菌群上存在极显著差异（P<0.01）。NMDS分析

是对原始数据进行降维处理，研究不同组样本间群落

构成的相似情况，作为描述指标的 Stress值一般用于

判断该图形是否准确反应数据排序的真实性。通常

认为 Stress<0.2时有一定的解释意义，当 Stress<

0.1时，可认为是一个好的排序，当 Stress<0.05时，则

具有很好的代表性[32]。由图 5（b）可知，高温和中高

温大曲真菌群落测序结果排序分析的 Stress值为

0.0001<0.05，排序结果良好，并且高温大曲与中高温

大曲不存在重合现象，说明两者真菌菌群之间差异较

大。由图 5（c）可知，2种类型大曲亦存在明显的聚类

趋势，其中高温大曲 G1~G5形成一个聚类，中高温

大曲 Z1~Z5形成一个聚类，其结果与 PCoA结果相

一致。综上可知，2种类型大曲样品的真菌菌群结构

间存在较大差异。

为进一步分析 2种类型大曲真菌菌群的差异

性，利用 LEfSe对大曲样品之间的差异真菌进行甄

别，结果如图 6所示。

由图 6可知，2种类型大曲中具有显著性差异的

真菌菌群有 28个（LDA阈值为 4，P<0.05），9个为高

温大曲的差异真菌菌群，除了优势物种 Thermo-

ascus、Thermomyces、T.  lanuginosus、T.  crustaceus，

还有发菌科（Trichocomaceae）、散囊菌目（Eurotia-

les）、散囊菌纲（Eurotiomycetes）、子囊菌门（Asco-

mycota）、和嗜热子囊菌科（Thermoascaceae）。同样

中高温大曲的 19个差异真菌菌群，除了优势物种 A.

fumigatus、L.  ramosa、R.  pusillus、R.  microsporus、

T. aurantiacus 和 A. proliferan 外，还有毛霉目（Mu-

corales）和接合菌门（Zygomycota）等。同时高温和

中高温大曲中 LDA分值最高的是生物标志物分别

是 Thermomyces 和曲霉科（Aspergillaceae），因此可

以分别作为高温和中高温大曲的生物标志物。进一

步对比发现甄别到的 28个差异真菌菌群中有 8个

为优势真菌种和 6个优势细菌属，这与真菌菌群结

构分析的结果一致。 

2.4　高温和中高温大曲酵母菌的分离鉴定

本研究采用微生物纯培养方法对高温和中高温

大曲中的酵母菌菌株进行了分离鉴定，从 10份大曲

样品中共得到 18株酵母菌，归属于 2个属下的 2个
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图 5    高温和中高温大曲基于真菌 UniFrac距离 PCoA分析
（a）、基于真菌菌种的 NMDS分析（b）和基于真菌

OTU的 UPGMA聚类分析（c）
Fig.5    High-temperature and medium-high-temperature Daqu
based on fungal UniFrac distance PCoA analysis (a), fungal
species based NMDS analysis (b), and fungal OTU based

UPGMA analysis (c)
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种，分别为隶属于复膜孢酵母属（Saccharomycopsis）
下的 S.  fibuligera 和隶属于威克汉姆酵母属（Wic-
kerhamomyces）下的 W. anomalus，部分菌株菌落形

态及显微镜形态特征如图 7所示。

 
 

S. fibuligera S. fibuligera W. anomalus W. anomalus

(a)

(b)

图 7    酵母菌分离株菌落形态（a）和显微镜细胞形态（b）
Fig.7    Colony morphology (a) and microscopic cell

morphology (b) of yeast isolates
 

S. fibuligera 在 YPD平板上生长较快，一般为

2 d，平板打开后有淡淡的酒香味，其在 YPD培养基

上形成的单菌落呈现规则的圆形，生长 2 d后的直径

大约为 3~5 mm，白色，表面干燥，菌落表面一圈覆盖

有细小的绒毛，边缘不规整，且与培养基紧密结合，接

种环不易挑取。W. anomalus 在 YPD平板上亦生长

较快，形成的单菌落呈现规则的圆形，生长 2 d后的

直径大约为 1~2 mm，白色，表面湿润且光滑，边缘规

整，接种环易挑取。由图 7（b）可知，S. fibuligera 在

显微镜下观察形状多为椭圆，且多含有分支状的假菌

丝，W. anomalus 在显微镜下观察形状多为椭圆状的

单细胞，未见有假菌丝存在。进一步将分离的 18株

酵母菌菌株与其模式菌株构建系统发育树，结果如

图 8所示。

由图 8可知，分离鉴定到的 18株酵母菌中，从

高温大曲中共分离鉴定得到 9株酵母菌，其中 8株

为 S. fibuligera，1株为 W. anomalus，从中高温大曲

中共分离鉴定得到 9株酵母菌，其中 6株为 S.

fibuligera，3株为 W. anomalus，由此可见，高温和中

高温大曲的优势酵母菌分离株主要为 S. fibuligera。

S. fibuligera具有较好的产 β-葡萄糖苷酶和蛋白酶的

能力，促进大曲或者酒醅等发酵底物的分解，提高酒

精的产量[33]，同时在酿造生香等方面具有较强的应用

潜力，对 β-苯乙醇、乙酸异戊酯和棕榈酸乙酯等挥发

性风味的产生具有积极作用[34]。

相较于高温大曲，中高温大曲中 W. anomalus 的

分离数量较多，陈丽花等[35] 研究发现，当温度超过

48 ℃ 时，W. anomalus 的活力受到极大抑制，中高温

大曲发酵品温通常在 50 ℃ 左右，而高温大曲的品温

可达 60 ℃ 以上，所以推测 W. anomalus 在中高温大

曲中的生存率高于高温大曲。WANG等[36] 通过人

工接种模拟白酒固态发酵发现，添加 W. anomalus 对

固态发酵进行强化，可以明显提升乙酸乙酯的含量，
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图 6    高温和中高温大曲真菌 LDA score（A）和
真菌分类等级树（B）

Fig.6    LDA score (A) and fungal classification tree (B) for high-temperature and medium-high-temperature Daqu fungi
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同时亦会引起其他挥发性风味物质的变化，可能是

W. anomalus 的添加对整个固态发酵的微生物菌群

结构产生了影响。综上，对大曲中的酵母菌进行分离

鉴定，为丰富白酒年酿造酵母菌菌株和筛选具有耐高

温、高产酒等优良性能的酵母菌菌株提供了支持。 

3　结论
本研究采用三代测序和传统微生物纯培养技术

对高温和中高温大曲的真菌群落进行了研究，结果发

现高温和中高温大曲真菌群落结构存在明显差异。

高温大曲主要以 Thermomyces lanuginosus 和 Ther-
moascus crustaceus 为主，中高温大曲主要以 Asper-
gillus  proliferans 和 Thermoascus  aurantiacus 为主，

并且高温大曲真菌菌群的多样性及丰富度显著低于

中高温大曲。通过分离鉴定方法得到，高温和中高温

大曲中优势酵母菌分离株主要为 S. fibuligera。在后

续工作中，可以进一步探寻真菌种之间的作用关系，

以期更好地明确大曲呈现不同类型的原因，此外还可

以对挖掘的酵母菌菌株进行筛选，重新接回大曲中，

从而提升大曲品质。
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