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清香型白酒发酵过程中酵母群落结构及其与尿素代谢的关系 
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(工业生物技术教育部重点实验室 江南大学生物工程学院 酿造微生物学及应用酶学研究中心   

江苏 无锡  214122) 

 
 

摘  要：【目的】探索清香型白酒发酵过程中酵母群落结构及演变，分析潜在的关键尿素代谢酵

母及其环境调控因素，为降低发酵过程中氨基甲酸乙酯的含量提供理论依据。【方法】通过相关

性分析明确发酵过程中氨基甲酸乙酯主要前体物质及其代谢微生物类群，利用高通量测序技术解

析酵母群落结构组成，并结合偏最小二乘回归分析寻找潜在的关键尿素代谢酵母。采用冗余分析

评价发酵过程中环境因素对酵母群落结构的影响。【结果】尿素是清香型白酒发酵过程中氨基甲

酸乙酯的主要前体物质，酵母是尿素代谢的主要微生物。高通量测序结果显示，在 97%的相似

度下进行操作分类单元聚类后，共鉴定出 22 个酵母种。其中，嗜高压有孢汉生酵母(Hanseniaspora 
osmophila)、发酵毕赤酵母(Pichia fermentans)和酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)与尿素合成存

在正相关性，库德毕赤酵母(Pichia kudriavzevii)与尿素降解存在正相关性。酒醅含水量、pH、乙

醇和精氨酸是影响发酵过程中酵母群落演替的重要环境因素。【结论】环境因素影响潜在的关键

尿素代谢酵母，为降低发酵过程中尿素与氨基甲酸乙酯含量提供理论依据。 

关键词：氨基甲酸乙酯，尿素，酵母群落，高通量测序，环境因素 

Dynamic profile of yeast community associated with urea metabolism 
in Chinese light-aroma liquor fermentation 

LIN Jian-Chun  WU Qun  XU Yan* 

(Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, Center for Brewing Science and Enzyme Technology, 
School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi, Jiangsu 214122, China) 

Abstract: [Objective] This study was to explore the structure and dynamic of yeast community, and to 
analyze the potential key yeast species associated with urea metabolism and its regulation by 
environmental factors. It could provide potential clues for reducing ethyl carbamate in Chinese 
light-aroma liquor fermentation process. [Methods] The main precursor and microbial groups were 
identified by correlation analysis, and yeast community was revealed by high-throughput sequencing. 
Besides, the potential key species related with the urea metabolism were predicted by partial least squares 
regression. In addition, the effect of environmental factors on yeast community was analyzed by 
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redundancy analysis. [Results] Urea was identified as the main precursor, and was associated with yeast 
population in Chinese light-aroma liquor fermentation. A total of 22 yeast species was identified by 
high-throughput sequencing at 97% sequence similarity. Hanseniaspora osmophila, Pichia fermentans 
and Saccharomyces cerevisiae were positively associated with urea formation, while Pichia kudriavzevii 
was positively associated with urea degradation. In addition, moisture, pH, ethanol and arginine were 
important environmental factors which associated with yeast community during liquor fermentation 
process. [Conclusion] Environmental factors could influence the potential key yeast species, which could 
provide strategies to decrease urea and ethyl carbamate in Chinese light-aroma liquor fermentation. 

Keywords: Ethyl carbamate, Urea, Yeast community, High-throughput sequencing, Environmental factors 

氨基甲酸乙酯(Ethyl carbamate，EC)，是一种

潜在的 2A 类致癌物，广泛存在于酒精饮料及发酵

食品中[1]。认识不同酒精饮料及发酵食品中 EC 形

成的主要途径，对控制 EC 具有重要的作用。EC 的

前体物质包括尿素、瓜氨酸和氰化物。然而，在不

同的酒精饮料及发酵食品中 EC 的形成途径往往不

一样，如尿素是黄酒、葡萄酒中 EC 形成的主要前

体物质[2-3]，瓜氨酸是酱油中 EC 形成的主要前体物

质[4]，氰化物则是一些蒸馏酒在蒸馏过程中 EC 形

成的主要前体物质[5]。 

尿素和瓜氨酸分别主要由酿酒酵母(Saccharomyces 

cerevisiae)和乳酸菌代谢精氨酸产生，而氰化物主要

来自于原料中的生氰糖苷[6]。在一些以酿酒酵母为

主导的酒精饮料(葡萄酒、黄酒等)发酵过程中，使

用基因工程获得的低产尿素酿酒酵母工程菌起到

了降低酒中 EC 的显著效果[3]，因此明确 EC 前体物

质及主要代谢微生物是控制 EC 的关键。 

白酒中也检测到了 EC，尽管大部分未超出国

际蒸馏酒标准(150 μg/L)[7-8]，但随着白酒的普遍消

费，降低白酒中 EC 的含量也显得尤为重要。然而，

白酒发酵过程中 EC 的主要前体物质及其代谢微生

物并不清楚。并且，发酵过程中富集了多种酵母、

细菌和霉菌[9-10]，这些多种多样的微生物对 EC 前

体物质的贡献也未见报道。白酒发酵过程是 EC 产

生的重要阶段之一，因此，明确发酵过程中 EC 的

主要前体物质及关键代谢微生物，为降低 EC 含量

提供理论依据。 

环境因素在一定程度上会影响微生物的群落

结构[11]，如大曲制作过程中发现 pH 和水分能够显

著影响细菌和真菌的群落结构，并且受影响的主要

有 Saccharomycetales、Enterobacteriales 和 Bacillales

等目的微生物[12]。然而，环境因素对白酒发酵过程

中微生物群落的影响及其对生产调控的研究并不

清楚。解析环境因素对代谢 EC 主要前体物质微生

物群落的影响，有助于通过调节生产工艺、改变理

化参数降低发酵过程中 EC 和前体物质的含量。 

本研究以清香型白酒为例，通过高通量测序的

方法研究发酵过程中代谢 EC 主要前体物质的微生

物群落结构及演变，并进一步结合环境因素，阐明

发酵过程中环境因素对代谢 EC 主要前体物质关键

微生物的影响，以期为调控环境因素降低白酒发酵

过程中 EC 与主要前体物质的含量提供科学基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  酒醅样品：酒醅取自于清香型白酒酒厂。采

集正常大口发酵地缸中距离表层 50 cm 的酒醅(约

200 g)，取样时间点为发酵 0、3、5、10、15、20

和 28 d (发酵结束)。每个发酵时间点的酒醅样品取

自同一车间的 2 个地缸。所有酒醅样品于−20 °C 保

存，用于酒醅中 DNA 的提取及理化指标检测。 

1.1.2  主要试剂和仪器：无水硫酸钠、酒石酸、氢

氧化钠和乙酸锌等均为分析纯，购自国药集团化学试

剂有限公司；乙腈、甲醇和正己烷等均为色谱纯，购

自美国 Sigma 公司；EC、瓜氨酸、EC-D5 等均为色谱

纯，购自上海安谱科技仪器有限公司；荧光定量 PCR

酶(AceQ qPCR SYBR® Green Master Mix)购自南京诺

唯赞生物科技有限公司。高效液相色谱仪(Agilent 

1200)和气相色谱-质谱联用仪(GC6890N-MSD5975)

购自美国 Agilent 公司；细胞破碎仪(Mini-Beadbeater)
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购自上海玉博生物科技有限公司；核酸浓度检测仪

(NanoDrop 8000)购自赛默飞世尔科技有限公司；氮

吹仪(DC-12)和氨基甲酸乙酯检测专用固相萃取小

柱(碱性硅藻土柱)购自上海安谱科技仪器有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  酒醅理化指标检测：酒醅取样的同时记录

每个取样地缸中的发酵温度。准确称取 5 g 酒醅，于

105 °C 烘箱内烘至恒重，计算样品中的含水量。酒醅

中微生物的数量以及物质含量均以干重(DW)计。酒

醅中乙醇、pH 以及还原糖的测定方法参照文献[13]。 

1.2.2  EC 及前体物质检测：取 20 g 酒醅，加入 50 μL 

EC-D5 内标溶液，混匀并于 4 °C 固定过夜。次日加

入 50 mL 去离子水，超声 30 min 之后，12 000 r/min

离心 15 min。取 30 mL 上清液过 SPE 小柱，使上

清液中 EC 及内标吸附其上。用 15 mL 正己烷去除

杂质，真空抽干 SPE 小柱，之后用 30 mL 5%的乙

酸乙酯/乙醚溶液进行洗脱。整个过程控制流速为

2 mL/min。最后将收集的洗脱液氮吹至 1 mL，加

入无水硫酸钠过夜除水后用于 EC 测定，GC-MS 条

件参照文献[14]。分光光度计法测定酒醅中的氰化

物[15]，高效液相色谱-荧光检测器法测定酒醅中的尿

素[16]，高效液相色谱-紫外检测器法测定酒醅中氨基

酸(瓜氨酸和精氨酸)[17]。 

1.2.3  酒醅宏基因组提取：称取 5 g 酒醅，用 0.1 mol/L 

PBS 缓冲溶液(0.057 7 mol/L Na2HPO4，0.042 3 mol/L 

NaH2PO4)洗涤并收集酒醅中的微生物细胞后，利用

Mini-Beadbeater 细胞破碎仪破碎细胞并用苯酚-氯

仿抽提法提取酒醅中的宏基因组，具体步骤参考文

献[9]。将提取的酒醅宏基因组 DNA 用核酸浓度检

测仪进行检测。 

1.2.4  细菌、酵母及霉菌定量：将提取的酒醅宏基

因组 DNA 用 ddH2O 稀释 10 倍后，利用荧光定量

PCR 的方法对发酵过程中细菌、酵母以及真菌的生

物量进行定量。其中，细菌所使用的引物为 P2 

(5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-3′)和 P3 (5′-CCTACG 

GGAGGCAGCAG-3′)[18] ， 酵 母 所 使 用 的 引 物 为

YeastF (5′-TCTCTTTTCCAAAGTTCTTTTCATCTT 

T-3′)和 YeastR (5′-GAGTCGAGTTGTTTGGGAATG 

C-3′)[19]，真菌所使用的引物为 817F (5′-TTAGCA 

TGGAATAATRRAATAGGA-3′)和 1196R (5′-TCTG 

GACCTGGTGAGTTTCC-3′)[20]。荧光定量 PCR 扩

增体系为 20 μL，包含了模板 DNA 20 ng，上下游

引物(20 μmol/L)各 0.4 μL，AceQ qPCR SYBR® 

Green Master Mix 10 μL，ddH2O 补足 20 μL。荧光

定量 PCR 扩增条件均参照相对应的文献[18-20]。发

酵过程中霉菌的生物量通过真菌的生物量与酵母

生物量相差计算获得。 

1.2.5  高通量测序及序列分析：利用 Illumina MiSeq

技术对酒醅中的宏基因组进行测序，测序的区域为

真菌的 ITS2 区域，所用的引物为 ITS3 (5′-GCATCG 

ATGAAGAACGCAGC-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCGCT 

TATTGATATGC-3′)[21]。将高通量测序的原始数据提

交 DNA Data Bank of Japan (DDBJ)数据库，其编号

为 DRA005471。高通量测序过程及数据处理参考

文献[22]。采用 UNITE 将测序序列进行物种分类和

注释，在 97%的水平计算操作分类单元(Operational 

taxonomic units，OTUs)的数量，利用 MOTHUR 软

件计算香农指数(Shannon index)、丰富度估计量

(Chao1 estimator)、覆盖率指数(Good’s coverage)。 

1.2.6  数据统计分析：相关性分析使用 Statistical 

Product and Service Solutions (SPSS，v19.0)软件。

利用 SIMCA-P (v11.5)软件对酵母和尿素进行偏最

小二乘回归分析(Partial least squares regression，

PLS)。使用 Canoco (v5.0)对酵母群落结构进行冗余

分析(Redundancy analysis，RDA)评价环境因素对酵

母群落结构的影响，并进行蒙特卡罗置换检验[12]。 

2  结果与分析 

2.1  发酵过程中 EC 与前体物质演变规律 

分别检测了发酵过程中 EC 与 3 种前体物质的

含量(图 1)。EC 在 0−15 d 时不断形成并达到最大

值(29.88 μg/kg)，之后 EC 含量开始下降。在整个

发酵过程中，EC 增加了 5.70 μg/kg，增幅为

43.97%。尿素与氰化物在整个发酵过程中都是呈

先上升后下降的趋势，但与发酵起始相比，尿素增 
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图 1  清香型白酒发酵过程中 EC (A)与前体物质(B)的变化 
Figure 1  The dynamic profiles of EC (A) and its precursors (B) during Chinese light-aroma liquor fermentation process 

 
加了 11.63 mg/kg，而氰化物减少了 78.50 μg/kg。瓜

氨酸在发酵过程中呈波动状，与发酵起始相比增加

了 48.43 mg/kg。 

对 3 种前体物质与 EC 分别进行相关性分析，

结果显示，尿素与 EC 的相关性最强 (r=0.92，

P<0.01)，氰化物次之(r=0.61，P=0.02)，而瓜氨酸

最弱(r=0.56，P=0.04)。尽管发酵过程中瓜氨酸的含

量略高于尿素，但尿素与乙醇发生反应形成 EC 的

速率远大于瓜氨酸[17]。氰化物与乙醇发生反应形成

EC，不仅需要 Cu2+、Fe2+等金属离子的催化，而且

需要在较高的温度条件下才能进行反应[8]。因此，

氰化物并不是白酒发酵过程中 EC 形成的主要前体

物质，并且在白酒模拟发酵实验中也已证实氰化物

几乎不参与 EC 的形成[15]。综上分析，尿素是白酒

发酵过程中 EC 形成的主要前体物质。 

2.2  尿素代谢相关的微生物类群 

白酒发酵过程中的微生物可以划分为细菌、酵

母和霉菌三大类，利用荧光定量 PCR 的方法检测发

酵过程中这三类微生物的生物量变化。由图 2 可知，

细菌在整个发酵过程中生物量一直在增加，在发酵

结束时生物量达到最大值(5.75×107 copies/g)。酵母

与霉菌在发酵过程中生物量变化趋势相似，但从整

体上分析，酵母的生物量大于霉菌。 

分别将这三大类微生物与尿素进行相关性分

析，发现酵母的数量与尿素相关性最强(ryeast=0.54，

P<0.05)，而霉菌和细菌与尿素的相关性均小于酵母

(rbacterium=0.17，r mold=0.43)，且显著性水平 P 值大于

0.05，说明白酒发酵过程中酵母是主要的尿素代谢

微生物。这与目前所报道的一些酒精饮料发酵过程

中酿酒酵母是主要的尿素代谢菌是一致的[23-24]。 

2.3  酵母群落结构及演变 

采用高通量测序的方法揭示了清香型白酒发

酵过程中酵母群落结构及演变。高通量测序结果如

表 1 所示，各样品中 OTU 在 81–152 之间，且所

有测序样品的覆盖率指数均达到了 99.8%以上，

说明测序深度已足够，基本上能反映真菌群落结

构组成。 

进一步研究酵母群落组成及演变结果见图 3。高

通量测序共鉴定出 13 个酵母属，包含 22 个酵母种。 
 

 
图 2  清香型白酒发酵过程中细菌、酵母、霉菌生物量

的变化 
Figure 2  The dynamic profiles of the biomass of 
bacterium, yeast and mold during Chinese light-aroma 
liquor fermentation process 
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表 1  测序样品 OTU 丰度和 α多样性指数 
Table 1  OTUs richness and diversity indices obtained 

from Illumina MiSeq analysis 

发酵时间 

Time (d) 

覆盖率指数 

Good’s 
coverage (%) 

操作分

类单元

OTUs

丰富度估计量 

Chao1 
estimator 

香农指数

Shannon 
index 

0 99.87±0.01 127±8 122.34±3.75 1.78±0.38
3 99.85±0.01 128±1 131.26±9.67 2.75±0.14
5 99.84±0.01 130±4 123.68±5.33 3.07±0.07

10 99.87±0.05 107±37 122.77±35.09 2.94±0.08
15 99.86±0.01 143±13 138.75±5.80 3.24±0.05
20 99.84±0.01 140±5 146.53±8.11 3.41±0.06
28 99.85±0.02 139±1 145.96±20.82 3.32±0.10

 

由图 3 可知，库德毕赤酵母(Pichia kudriavzevii)在发

酵各阶段占绝对优势，其所占比例呈先上升后下降

的趋势。在发酵起始时，P. kudriavzevii 酵母所占的

比例最大(85.12%)，之后比例一直下降，到发酵 20 d

时达到最小值 (32.85%)，发酵结束时又有所上升

(43.29%)；其次，Naumovozyma castellii 酵母在发酵过

程中所占的比例也较大(0.71%–34.07%)，且在发酵过

程中大致呈现逐渐上升的趋势；除此之外，S. cerevisiae 

(1.38%–24.52%) 、 扣 囊 复 膜 酵 母 (Saccharomycopsis 

fibuligera) (5.14%–13.87%) 、发酵毕赤酵母 (Pichia 

fermentans) (0.59%–20.20%)等酵母所占的比例较大，

可看作是清香型白酒发酵过程中的优势酵母。 

2.4  关键尿素代谢酵母 

尽管白酒发酵过程中存在多种酵母，但不同酵

母对尿素代谢的重要程度和相关程度会有所不同。

使用 SIMCA-P 软件进行偏最小二乘回归分析评估

微生物与代谢产物之间的重要程度，根据软件说

明，VIP 值(Variable importance plot)大于 1.0，说明

微生物在产物代谢中起重要作用，而且 VIP 值越大，

重要程度也越大[25]。根据酵母与尿素之间偏最小二

乘回归分析结果，有 6 种酵母的 VIP 值大于 1.0 (图

4)，说明这 6 种酵母在尿素代谢中起着重要作用。 

进一步通过相关性分析，发现在 6 种酵母中，

P. fermentans、嗜高压有孢汉生酵母(Hanseniaspora 

osmophila)和 S. cerevisiae 与尿素呈正相关(P<0.05)，

说明这 3 种酵母与尿素产生存在相关性；而 P. 

kudriavzevii与尿素呈极显著负相关(r=−0.74，P<0.01)，

说明与尿素降解存在相关性。尽管 Candida derodonti 

(r=0.48，P=0.08)和赛瓦酵母(Kazachstania servazzii) 

(r=0.44，P=0.12)与尿素也呈一定的正相关，但它们的

显著性水平 P 值大于 0.05。综上分析，H. osmophila、

P. fermentans、P. kudriavzevii 和 S. cerevisiae 是清香型

白酒发酵过程中潜在的关键尿素代谢酵母。 

2.5  环境因素对关键尿素代谢酵母的影响 

环境因素在一定程度上会影响微生物群落结

构组成，通过改变或调整环境因素，起到调整微生

物群落结构的作用。白酒发酵过程中，主要的理化

指标有酒精度、pH、温度、含水量和还原糖[13]。由

于精氨酸是尿素的直接前体物质，因此也将精氨酸

作为其中一个环境因素研究其对酵母群落的影响。

图 5 显示了发酵过程中这 6 种环境因素的变化。 
 

 
图 3  清香型白酒发酵过程中酵母群落结构及演变 

Figure 3  The dynamic profiles of yeast community structure during Chinese light-aroma liquor fermentation process 
注：将整个发酵过程中比例始终小于 1%的酵母归为 Other. a、b：同一时间点的两个平行样品. 
Note: The yeast species whose proportions were less than 1% in yeast community in whole fermentation process were categorized into other. 
The letters a and b represent two parallel samples at the same time point. 
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图 4  酵母与尿素偏最小二乘回归和相关性分析结果 
Figure 4  The results of partial least squares regression and correlation analysis between the profiles of  

yeast species and urea 
注：白色代表正相关，黑色代表负相关. *：显著性水平 P 值小于 0.05；**：显著性水平 P 值小于 0.01. 
Note: The white columns represent positive correlation, and the black columns represent negative correlation. *: P<0.05; **: P<0.01.  

 
 

 
 

图 5  发酵过程中环境因素的动态变化(A)及环境因素与酵母群落之间的冗余分析和蒙特卡罗置换检验(B) 
Figure 5  The dynamic profiles of environmental factors during Chinese light-aroma liquor fermentation process (A), and 
redundancy analysis and Monte Carlo permutation test between yeast community structure and environmental factors (B) 

注：B 中圆点代表不同发酵时间点的样品. 
Note: B: Dots represent samples of different fermentation time points. 



2528 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.11 

  

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

 

冗余分析结果表明，所有的环境因素可解释酵

母群落结构变化的 52.55%，说明环境因素是影响群

落结构演替的重要因素。蒙特卡罗置换检验结果显

示，pH、乙醇和精氨酸与酵母群落存在极显著相关性

(P<0.01)，水分与酵母结构存在显著相关性(P<0.05)。 

进一步对 4 种环境因素(水分、乙醇、精氨酸

和 pH)与潜在的关键尿素代谢酵母进行相关性分

析(图 6)。结果显示，水分与这 4 种酵母均具有一

定的相关性，乙醇和 pH 对部分酵母具有相关性，

而精氨酸对这 4 种酵母均不具有相关性。 

3  结论与讨论 

通过研究发现，尿素是清香型白酒发酵过程中

EC 的主要前体物质，酵母是主要的尿素代谢微生

物。高通量测序结果显示，白酒发酵过程中存在

多种多样的酵母，除了酿酒酵母之外，还存在   

21 种非酿酒酵母，且在发酵过程中占了很大的比例 

 

 
 

图 6  关键尿素代谢酵母与环境因素之间的相关性 
Figure 6  The correlation analysis between environmental 
factors and key yeast species which associated with urea 
metabolism 
注：蓝线代表关键尿素代谢菌与环境因素呈正相关，黑线代表

关键尿素代谢菌与环境因素呈负相关. 数字代表相关性系数. 

*：显著性水平 P 值小于 0.05；**：显著性水平 P 值小于 0.01. 
Note: Blue lines represent positive correlation, while black lines 
represent negative correlation between key yeast species and 
environmental factors. In addition, the numbers are the value of 
correlation coefficients. *: P<0.05; **: P<0.01. H. o: Hanseniaspora 
osmophila; P. k: Pichia kudriavzevii; S. c: Saccharomyces 
cerevisiae; P. f: Pichia fermentans. 

(79.49%–96.61%)。相比于采用 WL 平板筛选法研究

清香型白酒发酵过程中酵母群落结构及多样性[25-26]，

存在易低估群落物种组成、难以真实客观反映群落

结构等缺点，而本研究所采用的高通量测序能够较

为全面和准确地反映微生物群落结构。 

通过偏最小二乘回归分析，发现非酿酒酵母也

是白酒发酵过程中潜在的尿素代谢菌，在尿素代谢

中发挥重要的作用。在酱油、食醋等食品发酵过程

中，存在着多种多样的非酿酒酵母，如戴尔凯氏有

孢圆酵母(Torulaspora delbrueckii)、异常威克汉姆酵

母(Wickerhamyces anomalus)等[27-28]。在这些食品发

酵过程中，也会不可避免地产生 EC[17,29]。因此，

控制食品中尿素与 EC 含量时，也应重视非酿酒酵

母对尿素积累的作用。 

尽管利用代谢工程构建低产尿素酿酒酵母、使

用脲酶、原料预处理(降低前体物质含量)等方法在

降低黄酒、日本清酒中尿素与 EC 的含量起到了显

著的效果，但由于这些方法存在处理麻烦、成本较

高等缺点，在实际应用中难以开展[30]。本研究发现

环境因素能够影响酵母群落结构，因此，可采用调

节环境因素控制关键尿素代谢酵母的创新思路，在

一定程度上能够有效降低 EC 含量。后续的研究将

进一步围绕环境因素探究其对白酒生产过程中关

键尿素代谢酵母的影响，以验证环境因素能够起到

降低 EC 的效果。 
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