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基于PCR-DGGE的浓香型
白酒窖泥细菌群落结构研究①
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摘要:以30,100和200年窖龄窖泥为样品,采用PCR-DGGE技术探索不同窖龄窖泥细菌类群及群落演变规律.结

果表明:不同窖泥样品 DGGE图谱均出现14~23条较清晰的条带,其中共有优势条带为第4,11,19号,优势度均

在2%以上.多样性指数在2.21~2.58之间,且随窖龄的增加而呈现增加趋势;相似性指数在0.427~0.629之间.

30年与200年窖泥细菌群落聚为一类,相似性指数最高,达0.629.30年与100年窖泥细菌群落相似性指数最低,

为0.427.PCR-DGGE图谱优势条带割胶测序结果显示:它们属于煎盘梭菌、耐乳酸杆菌、梭菌目细菌、Uncul-

turedbacterium、丁酸梭菌、瘤胃球菌属、酪丁酸梭菌、醋酸杆菌属.

关 键 词:窖泥;细菌类群;PCR-DGGE;16SrDNA序列

中图分类号:TS201.3    文献标志码:A    文章编号:1673 9868(2014)8 0167 06

我国酿酒历史悠久,酒文化源远流长,传统工艺精湛,产品风格独特,在世界蒸馏酒中独树一帜.
浓香型白酒的生产是以窖池与酒醅为载体,来自环境、大曲和窖泥的微生物经历复杂的物质与能量代谢

的过程.窖泥微生物经过长期的驯化和发展,慢慢形成了自身独特的微生物群落,其代谢物是浓香型白

酒窖香的基础[1].窖泥是白酒功能微生物的生长及繁殖的载体,在浓香型白酒的生产中有着极为重要的

作用.
自然环境中的微生物仅有0.1%~10%是可培养的,所以常规微生物培养技术难以揭示微生物群落

多样性的特征[2].PCR-DGGE技术在定性研究微生物群落多样性及动态变化规律方面已取得了一定成

效[3-8],黄治国等[9]利用PCR-DGGE技术分析了浓香型白酒窖泥古菌群落结构.本研究借助PCR-

DGGE技术对不同窖龄窖泥中细菌微生物群落结构进行分析,并对优势条带进行测序鉴定,可望对不同

窖龄窖泥中细菌类微生物群落的构成有更深入的认识,从而为了解微生物群落结构、构建窖池微生物资

源数据库提供更多准确的数据,也为研究浓香型白酒窖池发酵过程中各种主要微生物作用机理奠定理

论基础.
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1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 材 料

30年窖龄、100年窖龄和200年窖龄浓香型白酒窖池窖底泥,采自泸州老窖股份有限公司罗汉生产基

地,于窖底中心取样,迅速用冰盒运回实验室,于-20℃保藏.

1.1.2 药品试剂

TaqDNA聚合酶(大连宝生物),引物(上海英潍捷基),去离子甲酰胺(德国 AppliChem),TEMED
(BBI),过硫酸铵(Promerga),双丙烯酰胺(BBI).

1.1.3 仪器设备

PCR仪(美国BIO-RADMycycle);DGGE电泳仪(美国BIO-RAD);高速冷冻离心机(美国Thermo

X1R);凝胶成像系统(美国BIO-RADChemiDocXRS+).

1.2 实验方法

1.2.1 DNA提取

采用SDS 酚氯仿抽提法[10]提取不同窖龄窖泥微生物基因组DNA,然后用DNA产物纯化试剂盒

(NDAPurificationgKit)纯化粗提DNA,DNA浓度和纯度利用核酸检测仪检测合格后保藏于-20℃备

用.

1.2.2 PCR扩增

选用通用引物968GCF-1401R扩增细菌16SrDNAV6-V8区[11],扩增目的片断约为470bp.PCR反

应体系为50μL:34.0μL灭菌双蒸水,5.0μL10×buffer,4.0μLdNTPsMixture(2.5mmol/L),3.0μL

MgCl2(25mmol/L),上下游引物 (10μmol/L)各1.0μL,1.0μLTaq酶(5U/μL),1.0μL模板DNA
(100ng/L).

1.2.3 扩增片段变性梯度凝胶电泳

加入8μL6×loaddingbuffer混匀在50μLPCR产物中,取18μL加入30%~55%(100%的变性剂为

7mol/L的尿素和40%的去离子甲酰胺)梯度变性聚丙烯酰胺凝胶的加样孔中,60℃在1×TAE电泳液中

电泳,先用200V电泳5min,然后用120V电泳14h,银染后拍照.

1.2.4 DGGE图谱分析

本研究主要使用丰度(S)、shannon-wiener多样性指数(H)和样品间相似性指数(Cs)来表示群落多样

性.DGGE图谱通过quantityone软件进行分析.
样品丰度(S)由电泳条带反应;Shannon-Wiener多样性指数[12]反映群落种类和均匀度,种类之间的均

匀性增加多样性相应提高;相似性用索伦森配对相似性系数(SorensonPairwiseSimilarityCoefficient)[13]

来表述.

1.2.5 DGGE优势条带回收及测序

DGGE电泳后染色,选取优势条带进行回收.回收条带经PCR鉴定后连入PGM-T载体,转化E.coli

DH5α感受态细胞,蓝白斑筛选,挑取阳性克隆送上海英潍捷基公司测序.

2 结果与分析

2.1 窖泥细菌16SrRNAV6-V8区基因的获取

利用引物EUB-968GC和EUB-1401对样品微生物总DNA进行PCR扩增后,结果发现:扩增DNA片

段均在470bp左右,表明PCR扩增产物符合引物设计,为目的片段(图1).
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1:30年;2:100年;3:200年.

图1 不同窖龄及地域窖池窖泥细菌PCR扩增结果

2.2 窖泥细菌16SrRNAV6-V8区基因DGGE电泳

图谱

对不 同 窖 龄 窖 泥 细 菌 16SrDNA V6-V8 区

PCR扩增 产 物 进 行 DGGE电 泳 分 析,结 果 发 现:

所有样品均出现14~23条比较清晰的条带,表明

各样品16SrDNAPCR扩增产物通过 DGGE得到

较好的分离(图2).

2.3 DGGE图谱丰度及优势度分析

DGGE图谱的丰度及优势度分析结果发现:随着

窖龄的增加,丰度总体上呈现增加趋势,表明随着窖龄的增加,微生物类群呈增加趋势.其中第4,11,19
号条带在所有的样品中均有检出,且优势度均在2%以上,表明这些条带所代表的细菌类群在窖池微生物

中起着重要作用(表1).

1:30年;2:100年;3:200年.

图2 不同窖龄窖泥细菌DGGE电泳图谱

2.4 DGGE图谱的多样性指数分析

样品多样性指数越高,微生物群落结构变化越大,微生物多样性就越高.DGGE图谱多样性指数分析

结果表明:不同窖龄窖泥细菌多样性指数都在2.21~2.58之间(表2),说明不同窖龄窖池中细菌群落变化

速度较慢,随着窖池不断延续发酵而慢慢驯化,其微生物群落结构也逐渐丰富而达到动态平衡,这也是优

质白酒的主要成因之一.
表1 不同窖龄窖池窖泥细菌条带优势度

样品 30年 100年 200年 样品 30年 100年 200年

丰度 15 14 23 丰度 15 14 23
1 / / 2.615 13 0.618 1.609 1.873

2 / / 0.529 14 / 2.413 2.216
3 / / 1.943 15 2.469 / 1.752

4 20.378 11.269 15.641 16 / 1.163 10.938

5 / / 2.736 17 5.925 0.977

6 / / 0.419 18 1.935 3.981 1.542

7 0.521 10.241 0.579 19 1.471 32.512 3.057
8 1.418 3.737 2.513 20 0.366 0.215 8.797

9 3.248 1.304 6.963 21 14.361 0.431 0.244

10 1.399 0.809 1.489 22 0.868 0.899 0.384

11 2.77 5.534 2.909 23 / / 1.399

12 2.117 / 3.584

  注:/为未检出.
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表2 窖池窖泥多样性指数

样品 30年 100年 200年

H值 2.21 2.22 2.58

2.5 DGGE图谱的相似性指数分析

DGGE图谱相似性分析结果表明:不同窖龄窖泥样品的相似性较低,30年和100年DGGE图谱相似

性最低,为0.427;30年和200年DGGE图谱相似性最高,为0.629(表3).利用相似性数据构建聚类图:

第2,3号样品聚为一大支,1号单独聚为一支(图3).
表3 不同窖龄窖池细菌群落间的Cs值

样品 200年 100年 30年

200年 1

100年 0.482 1

30年 0.629 0.427 1

图3 不同窖龄窖池窖泥细菌群落相似性系数树状图

2.6 DGGE部分优势条带回收测序鉴定结果

DGGE电泳结束染色后选取了8个优

势条带(分别为30年4号、12号,100年8
号、10号,200年1号、2号、3号、6号)进

行回收(如图2).PCR鉴定后(图4),纯化

并连 接 到 PGM-T 载 体 上,载 体 转 化 到

E.coliDH5α感受态细胞中,通过蓝白斑筛

选每个切胶条带挑取约3个阳性单克隆送上海英潍捷基公司进行测序.经NCBI比对后得结果(表4),其

相似率基本上大于95%,比对结果显示的8个条带所代表的细菌基本上都属于杆菌类,包括常见的醋酸杆

菌、丁酸梭菌等,同时也有窖泥中未培养出的瘤胃球细菌、煎盘梭菌.
从表1可以看出,1,2,3,6号条带仅在200年窖池中才有,这说明窖泥微生物经过长期的驯化发展,其

微生物群落结构多样性更高.其中1,2,6号分别与煎盘梭菌(Clostridiumsartagoformestrain)、耐乳酸杆

菌(Lactobacillusacetotoleransstrain)和丁酸梭菌(Clostridiumbutyricumstrain)都有99%的相似性,3号

条带为一种未培养细菌.所有窖龄窖池中都检测到的条带为4,8,10,分别与梭菌目细菌(Clostridialesbac-

terium)、瘤胃球菌属(Ruminococcussp)和酪丁酸梭菌(Clostridiumtyrobutyricumstrain)有95%,94%和

99%的相似性.12号条带仅出现在30,200年的窖泥样品中,它与醋酸杆菌属(Eubacteriaceaebacterium)

有100%的相似性.

1-8分别代表1-4,6,8,10,12号条带回收后PCR扩增产物.

图4 细菌 DGGE切胶回收重新PCR电泳图
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表4 细菌16SrRNAV3区基因DGGE优势条带测序鉴定结果

条带号 相似率 菌     株

1 99 Clostridiumsartagoformestrain(煎盘梭菌)

2 99 Lactobacillusacetotoleransstrain(耐乳酸杆菌)

3 96 Unculturedbacterium
4 95 Clostridialesbacterium(梭菌目细菌)

6 99 Clostridiumbutyricumstrain(丁酸梭菌)

8 94 Ruminococcussp(瘤胃球菌属)

10 99 Clostridiumtyrobutyricumstrain(酪丁酸梭菌)

12 100 Eubacteriaceaebacterium(醋酸杆菌属)

3 讨 论

本试验通过采用PCR-DGGE及测序技术全面且客观地认识了不同窖龄窖泥细菌群落构成及多样性变

化趋势,随着窖龄的增加细菌多样性增大,且驯化程度越来越高,群落结构越来越稳定.在浓香型白酒的

香气成分中,脂类物质占主要成分,其中己酸乙酯、乳酸乙酯、乙酸乙酯和丁酸乙酯称为四大酯类[14].在

浓香型白酒的发酵过程中,乳酸菌不仅代谢产生乳酸、乙酸、乙醇、CO2 等产物,为丙酸菌等的代谢提供碳

源;丁酸菌代谢可产生丁酸,丁酸的累积又可利于己酸菌将丁酸转化为己酸,同时丁酸菌代谢过程中产生

的氢,可以被甲烷菌及硝酸盐还原菌利用,可以解除其代谢产物氢的抑制现象;醋酸菌是强氧化性的好氧

性细菌,可以将乙醇氧化成乙酸[15].而己酸、乳酸、乙酸、丁酸在白酒呈味中有着重要的作用,因此这些菌

的代谢产物对白酒质量有着重要的意义.
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APCR-DGGE-BasedStudyonBactriaCommunity
StructureofPitMudofLuzhou-FlavorLiquor

HUANGZhi-guo, LIUYan-mei, WEIChun-hui, LUOHui-bo,

DENG Jie, WANGYan-li, ZHUYun-fei,

LI Mi, HUANG Jun
SichuanKeyLaboratoryofLiquorMakingBio-Technology&Application,SichuanUniversityof

Science&Engineering,ZigongSichuan643000,China

Abstract:Samplesofpitmudwithacellarageof30,100and200yearswereanalyzedwithPCR-DGGE
(polymerasechainreaction-denaturinggradientgelelectrophoresis)toinvestigatethebacteriaclustersin

themandtheirsuccession.Fourteento23distinctDGGEbandsweredetectedinthesamples,ofwhich

Bands4,11and19weredominant,withadominancedegreeof>2%.Thediversityindextendedtoin-
creasewithincreasingcellarage,varyingbetween2.21and2.58.Theirsimilarityindexesrangedbetween

0.427and0.629.Thebacteriacommunitiesin30-year-oldpitmudandin200-year-oldpitmudwereclus-
teredintoonegroup,fortheyhadthehighestsimilarityindex(0.629).Thebacteriacommunitiesin30-

year-oldpitmudandin100-year-oldpitmudhadthelowestsimilarityindex(0.427).ThePCR-DGGEad-
vantagesbandstappingresultsshowedthattheybelongedtoClostridiumsartagoforme,Lactobacillusace-

totolerans,Clostridialesbacterium,Clostridiumbutyricum,Ruminococcussp.,Clostridiumtyrobutyri-

cumandEubacteriaceaebacterium.

Keywords:pitmud;bacteriacommunity;PCR-DGGE;16SrDNAsequence
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