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摘  要：【背景】浓香型白酒上层酒醅发酵普遍存在原料利用率低、风味品质差等问题。【目的】

提升浓香型白酒上层酒醅出酒率和原酒品质。【方法】采用功能微生物组(高产淀粉酶和酯类化合

物)进行强化发酵。【结果】功能微生物组强化使得上层酒醅中淀粉利用率提高了 23.6%，原酒中

乙醇含量提高了 33.3%，酯类风味物质含量提高了 31.4%；同时显著提升了酒醅中乳杆菌属

(Lactobacillus)、毕赤酵母属(Pichia)和嗜热子囊菌属(Thermoascus)的相对丰度，降低了芽孢杆菌属

(Bacillus)、克罗彭斯特菌属(Kroppenstedtia)和曲霉属(Aspergillus)的相对丰度，这些微生物属相对

丰度的变化导致基酒中己酸、辛酸、己酸乙酯和乙酸乙酯等 13 种挥发性化合物含量存在显著差异。

Spearman 相关性分析表明，酒醅中水分、还原糖含量及酸度与主要微生物属具有显著的正相关性，

是酒醅发酵过程中重要的驱动因子。分析预测了酒醅的不同发酵阶段微生物代谢途径中丰度差异

显著的功能酶，表明酒醅微生物群落的变化是不同发酵时期代谢差异的主要原因。【结论】系统

探究了功能微生物组扰动对浓香型白酒上层酒醅发酵过程的理化特性、微生物群落演替及挥发性

风味物质合成的影响作用，为通过功能微生物强化的方式优化浓香型白酒酿造工艺提供参考。 
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Abstract: [Background] In the fermentation of the upper-layer fermented grains of 
Nongxiangxing Baijiu, there are widespread issues such as low raw material utilization rate and 
poor flavor quality. [Objective] To improve the yield and quality of Nongxiangxing Baijiu from 
the upper-layer fermented grains. [Methods] In this study, functional microbiomes (with high 
yields of amylase and ester compounds) were used for enhanced fermentation. [Results] The 
results showed that the enhancement with the functional microbiome increased the starch 
utilization rate in the upper-layer fermented grains by 23.6%, the content of ethanol in the crude 
Baijiu by 33.3%, and the content of ester flavor substances by 31.4%. At the same time, the 
functional microbiome significantly increased the relative abundance of Lactobacillus, 
Limosilactobacillus, Pichia, and Thermoascus while decreasing the relative abundance of 
Bacillus, Kroppenstedtia, and Aspergillus in the fermented grains. The changes in the relative 
abundance of these microbial genera led to significant differences in the content of 13 volatile 
compounds such as caproic acid, caprylic acid, ethyl caproate, and ethyl acetate in crude Baijiu. 
Spearman correlation analysis indicated that moisture, reducing sugar content, and acidity had 
significant positive correlations with the main microbial genera and were important driving 
factors in the fermentation process of fermented grains. Analysis indicated that the functional 
enzymes and their abundance of the microbial community in the fermented grains showed 
significant differences at different fermentation stages. It suggested that the microbial 
community changes in the fermented grains were the main cause of metabolic differences at 
different fermentation stages. [Conclusion] This study systematically investigated the effects of 
functional microbiome disturbance on the physical and chemical properties of the upper-layer 
fermented grains of Nongxiangxing Baijiu, the succession of the microbial community, and the 
synthesis of volatile flavor substances during the fermentation process, providing a reference for 
optimizing the brewing process of Nongxiangxing Baijiu through enhancement with functional 
microbiomes. 
Keywords: Nongxiangxing Baijiu; functional microbiome; microbial communities; volatile 
flavor compounds; biological disturbance 
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中国白酒是世界六大蒸馏酒之一，相较于

国外其他蒸馏酒，白酒中含有丰富的酯类、醇

类、酸类、醛酮类、吡嗪类及芳香族类等化合

物[1]，这些风味物质的组成和含量决定了白酒

的香型[2]。浓香型白酒作为中国白酒的重要代

表，以谷物为酿造原料，利用中高温大曲作为糖

化发酵剂，采用独特的固态泥窖发酵模式[3]，因

而其酒体呈现窖香浓郁、绵甜醇厚、尾净余长

等特点，深受广大白酒消费者的喜爱。 
目前，浓香型白酒酿造工艺的核心和特色

在于窖池内糟醅的分层操作，即分层起糟、分

层蒸馏和分层入窖[4-5]。由于空间异质性导致发

酵过程中各层糟醅的理化指标、微生物群落组

成等存在显著差异。例如，王思浓等[6]研究发

现浓香型白酒发酵过程窖池内中下层糟醅还原

糖的含量高于上中层酒醅。罗海等[7]对比窖池

发酵过程中不同空间位置的生态因子以及微生

物代谢活动的动态变化，结果发现上层糟醅中

残淀粉含量低且其与窖泥的接触面积少，导致

其微生物发酵比较缓慢。此外，发酵过程产生

的黄水由于重力作用通常在窖池底部积累，导

致上层酒醅中微生物的多样性和丰度显著低于

中下层酒醅，进而造成上层糟醅发酵效率低、

出酒率低及酒体风味品质较差等问题。 
已有研究表明，通过接种功能微生物进行

强化发酵，不仅能够显著改善食品的风味，同

时还能缩短发酵周期[8]。例如，He 等[9]将贝莱

斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)和枯草芽孢杆

菌(Bacillus subtilis)用于大曲强化发酵，改变了

大曲的生物群落演替，同时增加了大曲中吡嗪、

醇和酯类化合物的含量，为微生物强化接种控

制大曲质量和改善白酒风味奠定了基础。黄晓

宁等[10]将 2 株高产淀粉酶和蛋白酶的芽孢杆菌

应用于清香型白酒强化发酵，使得酒醅中的 4-乙
基-2-甲氧基苯酚、辛酸乙酯、3-甲基丁酸乙酯、

四甲基吡嗪含量显著升高。Tong 等[11]将一株贝

莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis) DQA21 用于

浓香型白酒发酵过程，结果表明，微生物群落

结构受到了显著影响，酒醅中风味物质含量得

到了提高，其中总酯、总醇、总酸含量分别提

高了 19.1%、81.1%、25.9%。由此可见，功能

微生物强化发酵对提高大曲或白酒品质起到了

一定的调控作用。然而，利用不同功能微生物

混合强化以提高浓香型白酒上层糟醅基酒品质

及其影响机制的研究相对较少。 
为提高浓香型白酒上层酒醅出酒率和基酒

品质，本研究采用在浓香型白酒酒醅中筛选得

到的高产淀粉酶和酯类化合物的芽孢杆菌和酵

母菌进行混合强化发酵，通过分析功能微生物

强化前后酒醅中微生物群落结构、酒醅理化指

标及基酒中的挥发性化合物，探究不同功能微

生物混合强化对浓香型白酒上层酒醅发酵的影

响作用及其背后的潜在影响机制，以期为通过

功能微生物组强化的方式优化浓香型白酒酿造

工艺提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis) DY55、
酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) NJ、异常威

克汉姆酵母(Wickerhamowyces anomalus) YC，本

实验室保藏。 
本研究所用的窖池上层酒醅、大曲、高粱

均由河北省沧州市某酒厂提供。 
1.2  培养基、主要试剂和仪器 

酵母浸出粉胨葡萄糖(yeast extract peptone 
dextrose, YPD)液体培养基[12](g/L)：酵母浸提物

10.0，蛋白胨 20.0，葡萄糖 20.0。YPD 固体培

养基：在液体培养基中加入 2%的琼脂粉[12]。

LB 液体培养基[13](g/L)：蛋白胨 10.0，酵母浸粉

5.0，氯化钠 5.0。LB 固体培养基：在液体培养

基中加入 2%的琼脂粉[13]。异丙醇，上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；2-辛醇、2-乙基丁酸、

乙酸戊酯(色谱纯)，国药集团化学试剂有限公

司；硫酸、柠檬酸、无水硫酸铜、浓盐酸、氢

氧化钠，天津市化学试剂六厂；琼脂粉、葡萄
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糖、蛋白胨、酵母浸提物，北京索莱宝科技有

限公司。培养箱，浙江宁东仪器有限公司；高速

冷冻离心机，安徽嘉文仪器装备有限公司；梯度

PCR 仪，Eppendorf 公司；超净台，上海智城分

析仪器制造有限公司；萃取头，Sigma-Aldrich
公司；气相色谱质谱联用仪，安捷伦科技有限

公司。 
1.3  浓香型白酒模拟发酵工艺 

将功能微生物菌株制备成悬浮液后，按照

菌株 DY55:NJ:YC 为 100:10:1 的比例制备成混

合菌悬液(即菌株 DY55、NJ、YC 的浓度分别

为 1×107、1×106、1×105 CFU/mL，等体积混合)，
按 10%接种量(以酒醅质量计)接种到浓香型白

酒上层酒醅(蒸酒后添加 30%的大曲)，拌匀后

的酒醅置于尺寸为 20 cm×13.5 cm×7 cm 的食品

级保鲜盒中，密封后置于培养箱中进行发酵，

采用浓香型白酒生产工艺流程在实验室进行发

酵，具体生产流程如图 1 所示。参考酒厂窖池

发酵过程的实际温度对模拟发酵过程的温度进

行控制，19−21 ℃发酵 3 d，22−24 ℃发酵 5 d，
33−35 ℃发酵 10 d，降温 30−32 ℃发酵 10 d，
共 28 d。每组每次各取 3 瓶进行实验，分别在

第 0、7、14、28 天采样进行各项指标的测定。

4 个实验组分别如表 1 所示。 
1.4  发酵酒醅理化指标分析 

参考尚柯等[14]的方法测定不同发酵阶段酒

醅中的水分、还原糖、淀粉和酸度。原酒中酒精

含量的测定：取 100 g 发酵酒醅置于 500 mL 三 
 

 
 
图 1  浓香型白酒上层酒醅模拟固态发酵工艺 
Figure 1  Simulated solid-state fermentation process of the upper-layer fermented grains of Nongxiangxing 
Baijiu. 
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表 1  各实验组酒醅的模拟条件 
Table 1  Specific conditions of each experimental group 
Experimental group 
number 

The amount of grain 
addeda (%) 

The amount of Daqu 
added (%) 

The addition amount of functional 
microbiome (%) 

Group 1 (WLS) – 30 Physiological saline 10 
Group 2 (WLW) – 30 Addition amount 10 
Group 3 (JLS) 20 30 physiological saline 10 
Group 4 (JLW) 20 30 Addition amount 10 
–：未添加粮食；a：使用的粮食配比，比例为高粱:糯米:大米:小麦:玉米=32:24:19:19:6。 
–: No grains added; a: The proportion of grains used, the proportion is sorghum:glutinous rice:rice:wheat:corn=32:24:19:19:6. 
 
角瓶中，加 250 mL 去离子水，全玻璃器蒸馏出

100 mL 溶液，采用比重法测定酒精度[15]。所有

实验均进行 3 次重复。 
1.5  微生物群落组成分析 

用 Omega Soil DNA Kit 提取酒醅总基因组

DNA[16]，使用引物 338F (5′-ACTCCTACGGG 
AGGCAGCA-3′)，806R (5′-GGACTACHVGGGT 
WTCTAAT-3′)对细菌 16S rRNA 基因 V3−V4 区

进行扩增；使用引物对 ITS5 (5′-GGAAGTAA 
AAGTCGTAACAAGG-3′)和 ITS2 (5′-GCTGCGT 
TCTTCATCGATGC-3′)对真菌 ITS1 区进行扩

增。PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；94 ℃ 15 s，
55 ℃ 15 s，72 ℃ 5 min，30 次循环。反应体系

(20 µL)：DNA 模板(500 ng/µL) 1 µL，上、下游

引物(5 µmol/L)各 1 µL，2×Taq PCR Master Mix 
10 µL，无菌水 7 µL。回收目的片段并进行纯化

后送上海派森诺生物科技股份有限公司进行测

序验证。 
1.6  酒样中风味化合物检测 

酒样预处理：取蒸馏后酒样 8 mL 至 20 mL
顶空进样瓶中，加入 3 g 氯化钠，然后加入 5 µL 
5 g/L 的内标(2-辛醇、2-乙基丁酸、乙酸戊酯)，
在 60 ℃平衡 30 min 后，插入萃取头恒温涡旋

50 min，放入质谱仪中进行分析，在 250 ℃的

气相色谱进样口解析 10 min[17]。 
气相色谱条件[18]：开始以 40 ℃维持 3 min，

以 5 ℃/min 的升温速率升温至 120 ℃，保持   
3 min；再以 3 ℃/min 的升温速率升温至 240 ℃，

保持 5 min 进样口温度为 250 ℃，色谱柱前压

设定为 2.9 psi；载气：氦气(99.9%)；载气流量：

1.5 mL/min；质谱条件：EI 源；70 eV；温度

230 ℃；四极杆温度：200 ℃；全扫描模式：扫

描范围 35−400 amu。 
酒样中挥发性物质半定量分析：根据挥发

性物质质谱特征，对特征离子进行提取，采用

NIST 2011 MS 谱库检索，得到各峰对应的物

质，将各风味物质的峰面积与内标的峰面积之

比作为半定量结果[19]。 
1.7  感官品评 

对蒸馏后的酒样进行感官分析，由国家级

白酒品酒师，以及酿造与蒸馏、发酵工程等相

关专业背景的 15 人组成感官品评小组(8 名女

性和 7 名男性)[20]，经过培训后，能够较为准确

地描述样品之间香气强度等级以及感官描述词

(粮香、花香、曲香、甜香、果香、窖香)。在感

官实验室正常光照下、室温 25 ℃，约 10 mL
样品被随机放在标有 3 个数字的测试酒杯中，

小组成员按照随机顺序进行感官评价，针对每

项感官描述词，依据其感知强度在 1–9 分范围

内进行量化评分(“1”表示该风味极弱，“9”表示

该风味极强) [21]。 
1.8  数据处理 

利用 OriginPro 2024 软件对数据进行处理

及作图分析、使用派森诺基因云平台(https://www. 
genescloud.cn/home)对微生物群落进行冗余分

析(redundancy analysis, RDA)。采用 IBM SPSS 
Statistics 27 软件分析优势微生物属与差异挥发

性化合物间的相关性，使用 Cytoscape 对相关性
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进行可视化并构建共现网络。采用 SIMCA-P 13
软件对酒体中挥发性风味物质的定量结果进行

偏 最 小 二 乘 判 别 分 析 (partial least squares 
discriminant analysis, PLS-DA)。PICRUSt 工具

对导入的 OTU 分类信息进行在线功能预测，使

用 Castor 算法推测特征序列的相近的序列物种

及基因家族拷贝数，采用 MinPath 预测样本中

基因家族丰度，并根据 KEGG 数据库中相关基

因功能的注释绘制代谢途径，根据酶的丰度信

息绘制气泡图。 

2  结果与分析 
2.1  功能微生物组强化对酒醅理化指

标的影响 
由图 2 中显示的不同发酵阶段酒醅的理化

因子变化曲线可知，在发酵前 14 天，各实验组

还原糖含量呈显著下降的趋势。相较于不加粮

实验组(WLS 和 WLW)，加粮实验组(JLS 和 JLW)
酒醅中还原糖含量降低速率较快(图 2A)。从发

酵初期至发酵结束，JLS 组的水分含量增加幅度

较小，第 28 天时增加至 64.0%；而 JLW 组的水

分含量从 58.0%提高至 65.0% (图 2B)。淀粉含

量的变化规律与还原糖相似，总体呈现先下降

后平稳的趋势。通过对比发现，JLS 组酒醅中

淀粉含量从发酵初期的 36.2%降至发酵结束时

的 20.5%，而 JLW 组则由 36.3%降至 19.6%，

接种功能微生物组后酒醅中淀粉利用率提高了

5.7%；WLS 组酒醅中淀粉含量从发酵初期的

25.1%降至发酵结束的 17.2%，而 WLW 组则由

26.5%降至 16.8%，接种功能微生物组后酒醅中

淀粉利用率提高了 23.6% (图 2C)。 
在发酵过程中，WLS 与 WLW 组的酒醅酸

度呈现出先降低后增加的趋势。而 JLW 组的酒

醅酸度随发酵的进行逐渐升高，发酵结束时最

高，达到 3.55 mmol/10 g (图 2D)。发酵第 28 天

时，JLW 组的酒体酒精度达到 6.4% Vol，比 JLS
组的提高了 20.2%；WLW 组比 WLS 组酒体酒

精度提高了 33.3% (图 2E)。 

2.2  功能微生物组强化对酒醅中微生

物群落演替的影响 
酒醅中真菌属相对丰度如图 3A 所示。其

中 ， 毕 赤 酵 母 属 (Pichia) 、 嗜 热 子 囊 菌 属

(Thermoascus)、曲霉属(Aspergillus)、根毛霉属

(Rhizomucor)、散囊菌属(Eurotium)、横梗霉属

(Lichtheimia)、酵母属(Saccharomyces)、嗜热丝

孢菌属 (Thermomyces)、轮层炭壳属 (Daldinia)
及青霉属(Penicillium)等的相对丰度较高。不

同发酵阶段，相对丰度变化较大的有 Pichia 
(32.6%−99.1%)和 Thermoascus (1.2%−69.3%)。
加粮组中，发酵初期酒醅中以 Pichia、Thermoascus
和 Aspergillus 为主。随着发酵的进行，Aspergillus
相对丰度降低，Pichia 相对丰度先升高后降低，

Thermoascus 则呈现相反趋势。从第 0 天到第

14 天，添加功能微生物酒醅中 Pichia 相对丰度

在第 7 天时达到最小(8.1%)，第 14 天后增加至

25.9%，而 Thermoascus 相对丰度在第 7 天时达

到最大(87.8%)，第 14 天后降低至 69.1%。未添

加粮组中，在发酵初期酒醅中优势真菌属与加

粮组相同，但变化规律与加粮组差异较大。发

酵初期，酒醅中的优势菌属主要为 Pichia、
Thermoascus、Aspergillus。随着发酵的进行，

Pichia 增加至 95.0%以上，Thermoascus 则减少至

3.0%以下。发酵第 7 天后，WLW 组酒醅中

Rhizomucor 相对丰度从 2.1%达到 7.5%，而 WLS
组中则由 1.8%降至几乎为 0。 

如图 3B 所示，酒醅中相对丰度较高的前

10 种细菌属包括乳杆菌属(Lactobacillus)、芽孢杆

菌属(Bacillus)、黏液乳杆菌属(Limosilactobacillus)、
克罗彭斯特菌属(Kroppenstedtia)、糖多孢菌属

(Saccharopolyspora)、魏斯氏菌属(Weissella)、醋杆

菌属(Acetobacter)、假诺卡氏菌属(Pseudonocardia)、
高温放线菌属 (Thermoactinomyces)和大洋芽

孢杆菌属(Oceanobacillus)等菌属。随着发酵

的进行，JLS 组中的优势微生物属由第 0 天的

Kroppenstedtia (20.2%)、Limosilactobacillus 
(16.9%)、Saccharopolyspora (19.1%)和 Weissella  
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图 2  发酵过程中酒醅理化指标的变化   A：还原糖含量；B：水分含量；C：淀粉含量；D：酒醅酸

度；E：酒精含量。 
Figure 2  Physicochemical changes in fermented grains at different fermentation stages. A: Reducing sugar 
content; B: Moisture content; C: Starch content; D: The acidity of the fermented grains; E: Alcohol content. 
 
(10.1%) 等 变 成 发 酵 结 束 时 的 Lactobacillus 
(99.8%)；而 JLW 组则是由 Bacillus (87.4%)、
Kroppenstedtia (2.1%)、Weissella (3.1%)等变为

发酵结束时的 Lactobacillus (99.8%)。同时，WLS
组 中 的 优 势 微 生 物 属 由 发 酵 开 始 时 的

Kroppenstedtia (31.1%) 、 Saccharopolyspora 
(13.1%)、Weissella (14.4%)和 Pseudonocardia (4.9%)
等变成发酵结束时的 Lactobacillus (86.3%)和
Limosilactobacillus (6.6%)；而 WLW 组则是由

Bacillus (91.4%)、Limosilactobacillus (1.5%)和

Saccharopolyspora (1.6%) 变为发酵结束时的

Lactobacillus (94.5%)和 Limosilactobacillus (3.6%)。 
2.3  酒醅中理化因子和微生物群落的

相互作用 
冗余分析是一种多变量统计分析方法，常用

于研究环境因子与微生物群落之间的关系[22]。对

真菌属的冗余分析如图 4A 所示，水分、淀粉

含量与微生物群落呈显著的正相关，尤其是与

毕赤酵母属微生物；酸度与 Saccharomyces
呈显著的正相关；还原糖含量与 Aspergillus、 
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图 3  真菌(A)和细菌(B)属水平群落结构组成分布 
Figure 3  Distribution of fungi (A) and bacteria (B) community structure at genus level. 
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Thermomyces 和 Rhizomucor 微生物呈正相关；淀

粉含量与Penicillium 和 Thermosaccus 呈正相关。 
细菌群落的冗余分析图 4B 表明，还原糖含

量、水分含量与微生物群落结构呈显著正相关，

酸度、酒精含量与微生物群落结构呈显著负相

关。水分含量与 Lactobacillus 具有较强的正相关

性；酸度与 Acetobacter 和 Limosilactobacillus 呈

负相关；淀粉含量与 Bacillus 和 Pseudonocardia
呈正相关；还原糖含量与 Thermoactinomyces 和

Weissella 呈正相关。 
2.4  功能微生物组强化对酒体挥发性

风味物质的影响 
2.4.1  挥发性风味物质含量比较 

如图 5A 所示，不同实验组酒醅蒸馏后的酒

体中共检测到 69 种挥发性化合物，包括 30 种酯

类、13 种酸类、10 种醇类、7 种醛类、5 种酚

类和 4 种酮类化合物。其中，酯类物质以己酸

乙酯(ethyl caproate)、乙酸乙酯(ethyl acetate)、乙

酸苯乙酯(phenethyl acetate)、棕榈酸乙酯(ethyl 

palmitate)及 3-苯丙酸乙酯(ethyl 3-phenylpropionate)
为主。分析发现，JLW 组中己酸乙酯含量为

20.11 mg/L，较 JLS 组提高了近 1 倍；此外，同

是微生物强化组，添加粮食的 JLW 组中棕榈酸

乙酯的含量(3.55 mg/L)比未加粮组 WLW 中的

含量(11.87 mg/L)提高了 2.4 倍，有助于增加酒

的丰满感和延长酒的后味。酸类物质以乙酸

(acetic acid)、己酸(caproic acid)和辛酸(caprylic 
acid)为主。JLW 组中己酸含量达到 37.60 mg/L，

比 JLS 组高 36.38%，这表明添加功能微生物能

够提高酒醅中己酸含量。 
醇类物质中以异戊醇(isoamyl alcohol)、正

己醇(n-hexanol)及苯乙醇(phenylethyl alcohol)
为主。JLW 的酒样中，异戊醇和苯乙醇含量分

别为 1.71 mg/L 和 9.89 mg/L，显著高于 JLS 组

中的 1.10 mg/L 和 4.19 mg/L。添加微生物之后

醛类物质含量有所提高，例如糠醛 (furfural)
和苯甲醛(benzaldehyde)，JLW 组中糠醛含量

为 1.43 mg/L 远高于 JLS 组中的 0.83 mg/L。而 
 

 
 
图 4  主要微生物属与理化因子之间的冗余分析   A：真菌属；B：细菌属。 
Figure 4  Redundancy analysis (RDA) of the relationships between dominant microbial genera and 
physicochemical factors. A: Fungi; B: Bacteria. 
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WLW 组中苯甲醛量为 0.55 mg/L，比 WLS 组中

高 1.9 倍。 
由图 5B 可见，JLW 组在发酵结束后总酯

含量达到 136.41 mg/L，较 JLS 组提高了 62.0%；

而 WLW 组发酵结束后总酯含量达到 75.19 mg/L，
较 JLS 组提高了 31.4%。由图 5C 可见，微生物

组强化可提高酒体中醇类物质的总含量，特别

是加粮组 JLW 中醇类物质总含量显著高于 JLS
中。由图 5D 可见，相较于加粮组 JLS 和 JLW，

未加粮组 WLS 与 WLW 的酒体中总酸含量较

高；相较于 WLS 组，微生物组强化(WLW 组)
使得酒体中总酸含量略有下降。 
2.4.2  功能微生物组强化对酒体风味化合

物的差异性分析 
为了进一步探究添加功能微生物对酒体挥

发性风味物质的影响，PLS-DA 分析结果如图 6A
所示。PLS-DA 模型参数为 R2

X =0.932，R2
Y =0.984，

Q2=0.966，表明模型对自变量 X 和因变量 Y 的

拟合程度高，拟合效果较好。WLW 组主要分布

于第 1 象限，WLS 组主要在第 1、4 象限，两

组均为未加粮食，WLW 组与 WLS 组在发酵过

程中风味物质存在较大差异，表明添加功能微

生物组对整个发酵过程的风味物质做出了显著

贡献。而 JLS 组与 JLW 组分布则比较集中，主

要分布于第 3 象限，表明接种功能微生物后并

不会立刻改变酒醅中的挥发性风味物质，但随

着发酵时间的进行，JLS 组与 JLW 组表现出显

著的差异。 
图 6B 为判别模型，经过 200 次置换检验，

R2=0.226，|Q2|=1.24，Q2>0.5 表明此模型可靠，

未出现过度拟合，此方法可用于酒醅发酵过程

中差异化合物的区分。变量投影重要性值

(variable importance in projection, VIP)可量化

PLS-DA 每个变量对分类的贡献度，是 PLS-DA
变量的重要性因子，不同差异风味物质成分如

图 6C 所示，VIP 值越大，变量在 2 组酒醅间的差

异越显著[23]。根据 VIP 值>1 的标准，确定了各实

验组之间有显著差异的挥发性风味物质 13 种，包

括己酸(VIP=3.845)、辛酸(VIP=2.388)、己酸乙

酯 (VIP=2.351)、乙酸乙酯 (VIP=2.071)、庚酸

(VIP=2.013)、L-2 羟基丙酸乙酯(VIP=1.960)、
乙酸(VIP=1.865)、丁酸(VIP=1.639)、棕榈酸乙

酯(VIP=1.621)、3-苯丙酸乙酯(VIP=1.472)、戊

酸(VIP=1.275)、乙酸丁酯(VIP=1.029)、2-甲基

丁酸(VIP=1.021)，这些差异风味化合物对浓香

型白酒的风味有较大的贡献。 
2.4.3  差异风味化合物与微生物的相关性

分析 
为进一步确定添加功能微生物对差异风味

化合物的影响，基于 Spearman 相关性分析

(|r|>0.5，P<0.05)，将酒醅的相对丰度前 20 的微

生物属与差异挥发性代谢产物构建共现网络，经

Cytoscape 可视化，结果如图 7 所示。20 种微生

物属与 13 种差异挥发性风味物质呈显著相关。 
其中，Pichia 与多种风味物质(如戊酸、丁

酸、庚酸)呈现正相关性，表明其在这些风味物

质的产生中起到促进作用或其代谢产物可以促

进这些风味物质的生成。结合微生物群落分析

结果，无论是加粮组还是未加粮组，功能微生

物的添加均提高了酒醅中 Pichia 的相对丰度，

促进了酸类等风味物质的生成与转化。此外，

Saccharomyces 与乙酸乙酯、棕榈酸乙酯等风味

物质表现出显著的正相关性，Naumovozyma、
Saccharomyces、Kazachstania 与乳酸乙酯均呈

现出正相关性。相关性分析结果显示，细菌群

落中的 Lactobacillus 与乙酸乙酯、己酸乙酯等

多种风味物质呈现显著正相关性。结合微生物

群落分析，虽然接种功能微生物组后对发酵过

程中细菌群落的组成有一定的影响，但发酵结

束时优势细菌属均变为 Lactobacillus，与酸类、

酯类等风味物质的生成关系密切。 

2.5  酒醅发酵过程中微生物代谢的变化 
将酒醅不同发酵阶段相对丰度较高的基因

家族信息与 KEGG 数据库已注释功能的基因进 
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图 5  酒体中挥发性风味物质含量分析   A：热图分析；B：酯类风味物质；C：醇类风味物质；D：

酸类风味物质。不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 
Figure 5  Content analysis of volatile flavor substances in liquor. A: Heat map; B: Ester flavor substances; C: 
Alcohol flavor substances; D: Acid flavor substances. Different lowercase letters indicate significant 
differences (P<0.05). 
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图 6  不同实验组酒体中挥发性风味化合物差异性分析   A：PLS-DA 散点图；B：置换检验；C：VIP>1
挥发性风味化合物。 
Figure 6  Analysis of the difference in volatile flavor compounds in liquor of different experimental groups. 
A: PLS-DA scatter plot; B: Permutation test; C: Volatile flavor compounds with VIP>1. 
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图 7  优势微生物菌属与差异挥发性风味物质之间显著相关性的共现网络图 
Figure 7  Co-occurrence network diagram of significant correlation between dominant microbial genera and 
differential volatile flavor substances. 
 
行比对，绘制主要微生物的代谢途径，如图 8A
所示，主要包括糖酵解、乙醇合成和酯酸代谢

等途径。 
图 8B 显示了酒醅不同发酵阶段主要微生物

属代谢途径中的关键酶及其相对丰度的预测结

果。在发酵初期，葡萄糖苷酶(EC 3.2.1.20)、磷

酸葡萄糖变位酶(EC 5.4.2.2)、葡萄糖-6-磷酸异

构酶 (EC 5.3.1.9)和 3-磷酸甘油醛脱氢酶 (EC 
1.2.1.12)等表达水平较高，它们参与胞外的淀粉

水解以及胞内的糖酵解途径，与发酵第 7 天淀粉

含量快速下降的结果一致。而发酵 14 d 后，随

着酒醅中 Bacillus 和 Lactobacillus 的相对丰度发

生显著变化，磷酸葡萄糖变位酶(EC 5.4.2.12)、
磷酸甘油酸变位酶(EC 5.4.2.11)、磷酸烯醇式丙

酮酸(EC 4.2.1.11)、丙酮酸激酶(EC 2.7.1.40)和
乳酸脱氢酶(EC 1.1.1.27)等多种酶的表达水平

逐渐升高，乳酸脱氢酶的高表达可能导致酒醅

中乳酸含量的升高，进而导致酒醅酸度在发酵

过程中不断升高。酯类的合成主要由乙酰辅酶

A 在丙二酰转移酶(EC 2.3.1.39)作用下经缩合、

还原、脱水生成长链酰基-ACP 再通过 FabZ (EC 
3.1.2.21)和 FabA (EC 3.1.2.14)催化，转化为长

链脂肪酸(long-chain fatty acid)。该过程中乙酰

辅酶 A 可能是芽孢杆菌属等合成分泌的淀粉酶

(EC 3.2.1.1)将原料中的淀粉降解为葡萄糖进而

由酵母菌属合成的丙酮酸还原酶(EC 1.2.7.1)将
丙酮酸还原转化而得。 
2.6  不同酒体的感官特征构成 

感官评价风味剖面图如图 9 所示，不同实

验组感官特征在香气评价特征上存在较大的差

异。加粮组(JLS 组和 JLW 组)酒样的粮香、花

香、甜香及果香强度显著高于无粮组(WLS 组和

WLW 组)酒样。WLS 组在粮香上表现最为突出，

在“果香”维度上表现相对较弱。WLW 组在曲香

和粮香上表现较好，在甜香和果香上表现相对

较弱。JLS 组在粮香和曲香上表现最为突出。在

甜香和果香维度上表现相对较弱。JLW 组在粮

香维度上表现较好，在甜香和果香维度上表现相
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对较弱。JLW 组的酒样在果香与甜香上比 JLS
组的酒样香气更强。 

3  讨论 
酒醅作为重要的发酵基质，其理化特性直

接影响着白酒的品质[24]。浓香型白酒发酵过程

中，由于微生物种类和数量差异、环境的空间

异质性等众多因素作用，导致上层酒醅中微生

物的多样性和丰度显著低于中下层酒醅，进而

造成上层糟醅发酵效率低、出酒率低及酒体风

味品质较差等问题[25]。本研究采用从浓香型白

酒酒醅中筛选得到的高产淀粉酶和酯类化合物

的芽孢杆菌和酵母菌进行混合强化发酵。添加

功能微生物能够促进酒醅中淀粉的分解，淀粉

利用率得到了显著提高。微生物在利用淀粉时

产生大量的热量，同时糖化过程会产生大量水

分，导致酒醅中的水分含量呈现出上升趋势，

这一结果与文献[26]报道中一致。此外，酒醅中

的有机酸是酒体重要的风味物质并且参与酯化

过程，适宜的酸度可以抑制部分有害杂菌的繁

殖[27]，本研究中无粮组和加粮组酒醅酸度的变

化趋势有所不同，可能是由于加粮组酒醅营养

物质相对丰富使得厌氧与兼性厌氧微生物快速

生长从而导致酸度升高[28]。 
功能微生物的添加对酒醅中微生物群落

的组成产生了一定的影响，显著提升了 Bacillus 
和 Thermoascus 相 对 丰 度 ， 同 时 降 低 了

Limosilactobacillus 和 Pichia 的相对丰度。无论 
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图 8  酒醅微生物参与的代谢(A)及其相关酶的丰度变化(B) 
Figure 8  Metabolism involving microorganisms in fermented grains (A) and changes in the abundance of 
associated enzymes (B). 

 

 
 
图 9  酒体的感官定量描述分析 
Figure 9  Sensory quantitative description and analysis of liquor. 
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是加粮组还是未加粮组，接种功能微生物组

后发酵结束时优势细菌属均变为 Lactobacillus，
这可能是由于环境因子的影响，随着发酵的进

行，氧的含量逐渐减少甚至趋于无氧状态，这有

利于 Lactobacillus 等兼性厌氧微生物的生长[27]。

本研究发现酒醅中水分、还原糖含量及酸度与

主要微生物属具有显著的相关性，是酒醅发酵

过程中重要的驱动因子，与贾勇磊等[29]研究结

果一致。 
功能微生物的添加导致酒醅中微生物代谢

活动发生变化，对发酵过程中风味物质产生较

大的影响，显著提高了原酒酒体中酯类和醇类

的风味物质含量，而总酸含量有所降低。研究

表明，少量酸可以促进酯的释放，但随着酸浓

度的增加，这种促进作用变为抑制作用[30]。因

此，本研究中添加功能微生物组的酒样总酸含量

的降低有利于果香、花香、甜香属性的增加[31]。

研究发现，添加微生物组乙酸乙酯、乳酸乙酯、

棕榈酸乙酯等酯类风味物质含量得到提高，其

中，乳酸乙酯能够增加白酒的醇厚感，丰富酒

体，调节白酒口味，使白酒更加协调、甘甜、

回味悠长，是白酒的重要呈香物质[32]。 
分析各个发酵时期酒醅中微生物的潜在功

能，有助于解释发酵过程中出现的差异和变化

原因[33]。本研究中，通过 PICRUSt 预测发现，

微生物在发酵初期主要以生长为主，主要表现为

参与糖酵解代谢相关的酶在发酵前期较活跃；

而酸、酯合成相关的酶系在发酵中后期较活跃。

可能是由于环境变化驱动微生物群落发生变

化，进而酶丰度在发酵过程中出现差异表达。 
综上所述，功能微生物组强化对酒醅发酵

过程具有重要影响，能够提高淀粉利用率、改

善酒体风味，其作用机制可能与微生物群落的

演替规律和代谢活动密切相关。发酵过程中微

生物群落的演替规律和理化指标的变化规律可

以为发酵过程的优化提供参考，为浓香型白酒

的酿造工艺优化提供理论依据。 

4  结论 
本研究采用地衣芽孢杆菌、酿酒酵母和异

常威克汉姆酵母对浓香型白酒上层酒醅进行强

化发酵，显著提升了酒醅中 Lactobacillus、
Limosilactobacillus、Pichia 和 Thermoascus 的相

对丰度，降低了 Bacillus、Kroppenstedtia 和

Aspergillus 的相对丰度；功能微生物的强化导

致糖酵解等途径中的关键酶葡萄糖苷酶 (EC 
3.2.1.20)、磷酸葡萄糖变位酶(EC 5.2.2.2)等丰度

提高，使得上层酒醅中淀粉利用率提高了

23.6%，原酒中乙醇含量提高了 33.3%，酯类风

味物质含量提高了 31.4%。进一步分析发现，水

分、还原糖含量及酸度与主要微生物属具有显

著的正相关性，是浓香型白酒酒醅发酵的重要

驱动因子。本研究揭示了添加多种功能微生物

对浓香型白酒上层酒醅微生物群落结构及挥发

性风味物质的影响，为浓香型白酒的生产实践

提供了重要的理论依据和参考，具有较高的应

用价值和指导意义。 
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