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摘  要: 【目的】荧光定量 PCR 法具有特异性高、灵敏度高等优点，在定量复杂环境中微生物

数量方面得到广泛应用。本文采用荧光定量 PCR 方法对固态白酒发酵过程产土味素链霉菌进

行定量分析并验证其准确性。【方法】通过优化大曲和酒醅中微生物基因组提取方法，并建立

相应的大曲和酒醅两种基质条件下的荧光定量 PCR 标准曲线，并对方法的精度和准确度进行

验证分析。采用荧光定量 PCR 方法对大曲和酒醅中产土味素链霉菌进行定量分析。【结果】结

果表明大曲中产土味素链霉菌数量在 105 数量级，并且清茬曲中此类链霉菌数量最高。酒醅发

酵起始阶段产土味素链霉菌数量在 104 数量级，而后随着发酵的不断进行，酒醅中此类链霉菌

数量有所减少。【结论】荧光定量 PCR 方法能够对白酒固态发酵过程中产土味素链霉菌准确进

行定量分析，对采用此方法定量其他微生物具有借鉴意义。 
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The application of real-time PCR for quantify TDMTDL producing 
micobes in liquor brewing process 
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Abstract: [Objective] The real-time PCR, with high specificity and high sensitivity, has been widely 
applied in quantifying microbial quantity in complex environments. We used this method to quantify 
TDMTDL (trans-1,10-Dimethyl-trans-9-decalol) producing microbes during the liquor brewing 
proecss. [Methods] Through the optimization of DNA extraction method for Daqu and fermented 
grains, we established two real time-PCR standard curves for Daqu and fermented grains 
respectively. The precision and accuracy of this method were verified. The real-time PCR method 
was applied to quantify the Streptomyces which produced TDMTDL in Daqu and fermented gains. 
[Results] The results showed that TDMTDL producing Streptomyces number was 105 orders of 
magnitude in Daqu and the number was highest in Qingcha among three kinds of Daqu. In the initial 



路虎等: 荧光定量 PCR法定量白酒固态发酵过程中产土味素的链霉菌 787 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

stage of fermentation, the microbial number was 104 orders of magnitude. Along with the continuous 
fermentation, the number of Streptomyces decreased. [Conclusion] Real-time PCR could quantify 
earthy odor producing Streptomyces in liquor brewing process successfully, this work also had 
significance of quantify other microbes in liquor brewing process. 

Keywords: TDMTDL, Daqu, Fermented gains, Real-time PCR 

酒精饮料中尤其是清香型白酒中糠嗅味是一

种令人非常不愉快的气味[1-4]，严重影响清香型白

酒的风味品质，是降低清香型白酒等级的主要原

因。一直以来关于糠嗅味物质的化学本质、在白酒

酿造过程中的产生机制和机理等问题影响着清香

型白酒质量的进一步提高。 

2011 年徐岩等 [5]通过气相色谱-嗅觉测量法

(GC-O)结合气相色谱-质谱(GC-MS)技术首次发现

并确定白酒中糠嗅味物质的化学本质为土味素。通

过追踪白酒酿造过程中土味素的产生规律，确定土

味素的真正来源是大曲[6]。采用传统微生物分离方

法，从大曲中分离筛选到 4株产土味素的菌株，经

鉴定属于链霉菌。 

由于传统白酒酿造过程是一个开放、多菌种的

固态发酵过程，大曲和酒醅中含有复杂的微生物群

落体系[7-8]。在制曲和酒醅发酵过程中，微生物的

群落结构也是在不断变化的[9-10]。而且在大曲和酒

醅的发酵过程中，经过微生物的代谢活动，产生酒

精及丰富的风味物质，包括酯类、酸类、醇类等物

质。白酒酿造基质和测定环境的复杂性决定了采用

传统微生物分离计数方法很难对大曲和酒醅中微

生物进行全面和准确定量。 

荧光定量 PCR 方法是将普通 PCR 和光谱分

析、实时检测等手段巧妙结合到一起的一项技   

术[11]，具有特异性强、灵敏度高、重复性好、定

量准确、自动化程度高等优点，已成为分子生物学

领域的重要技术工具。荧光定量 PCR 方法是如今

国际上应用较为广泛的一种定量复杂环境中微生

物数量的方法[12-15]，通过特定引物的设计及对 16S 

rDNA等保守序列上进行待扩增序列的选择[16-17]，

定量相关微生物基因组浓度，通过所建立的标准曲

线计算微生物数量。Chen等[18]早在 1997年采用荧

光定量的方法研究食物中沙门氏菌数量时，其所建

立标准曲线的检测限很低，检测范围很宽。Harms

等[19]用荧光定量的方法定量城市污水处理厂污泥

悬浊液中硝化细菌数量时也取得了理想的效果。 

在本实验室研究的基础上，本文通过对基因组

提取方法进行优化处理，随之验证荧光定量 PCR

方法在白酒酿造水平上的准确性，并进一步对白酒

酿造过程中产土味素链霉菌进行定量分析。 

1  材料与方法 

1.1  材料和设备 

SsoFastTM EvaGreen® Supermix，购于美国

Bio-Rad公司；溶菌酶，购于 TIANGEN公司；苯

酚、异戊醇、三氯甲烷，均为分析纯，购自上海生

工；玻璃珠(0.1 mm)，购于 Sigma公司。 

Millipore SAS 67120 Molsheim 超纯水仪，法

国；Mini BeadBeater Biospec，美国；微量分光光

度计 Nanodrop 8000，美国 Thermo Scientific；荧光

定量 PCR仪Opticon Monitor 3，美国Bio-Rad公司。 

产土味素链霉菌：Streptomyces albus (简称

QC)，本实验室筛选。 

1.2  取样方法 
大曲取样：正常生产清茬曲、红心曲和后火曲

分别是 9、10月出房大曲，粉碎过筛备用。 

酒醅取样：正常生产大茬、二茬酒醅各发酵 0、

1、3、5、9、15、21、30 d。 

样品−20 °C冷冻保藏。 

1.3  基因组提取方法 
1.3.1  样品预处理：大曲和酒醅样品置于离心管

中，加水涡旋清洗。10 000 r/min离心 10 min，弃

上清。重复操作 3次。 

1.3.2  微生物基因组提取：选取 4种基因组提取方

法，包括：SDS+珠磨、液氮+SDS+珠磨、溶菌     
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酶+SDS+珠磨、异位破碎。参照文献[7]操作。 

1.4  荧光定量 PCR 方法 

1.4.1  产土味素基因序列 PCR 扩增：目前已明确

编码土味素的基因为 geoA，产土味素链霉菌中均

含有该基因，前人鉴定过的含有基因 geoA并且产

土味素链霉菌有 Streptomyces griseus NBRC 13350 

(ID: 6214972)；Streptomyces avermitilis MA-4680 

(ID: 1210359)； Streptomyces scabiei 87.22 (ID: 

8839012)等。根据前人研究设计引物及建立荧光定

量 PCR方法，具体方法见文献[20]。 

1.4.2  荧光定量 PCR 方法标准曲线的建立：配制

不同稀释度的产土味素菌株 QC 分别添加到大曲

和酒醅中，提取基因组后用于荧光定量 PCR，建

立产土味素链霉菌在大曲和酒醅中的荧光定量

PCR方法标准曲线。 

1.4.3  定量方法验证：将不同数量的 QC菌株分别

注入到大曲和酒醅中，运用荧光定量 PCR 的方法

定量 QC菌株的数量，对方法的准确性进行验证。 

准确率计算公式： ( ) 1 2% = 100
M M

M


准确率  

式中，M1：荧光定量 PCR方法检测到 QC菌株数

量；M2：大曲或酒醅中自身 QC菌株数量；M：大

曲或酒醅中 QC菌株添加数量。 

2  结果与分析 

2.1  大曲和酒醅中微生物基因组提取方法的优化 

按 1.3.2 中 4 种方法进行大曲和酒醅中 DNA

的提取，对测得的 DNA 浓度和 OD 值(A260/A280)

进行比较。DNA 浓度越高，代表提取基质中微生

物基因组的效率越高，A260/A280越接近 1.8 表示提

取 DNA纯度越高。然后进行荧光定量 PCR实验，

并进行扩增效率对比。 

从表 1对比结果可知，4种方法得到的大曲和

酒醅基因组的浓度相差较大，SDS+珠磨法得到的

DNA浓度最高，异味破碎法最低，仅为 SDS+珠磨

法 10%左右。其他两种方法在两者范围之间。 

A260/A280在 1.9−2.1 之间，异位破碎法得到的

基因组纯度最高，次之为 SDS+珠磨法的方法。从

后续荧光定量 PCR实验表明，4种 DNA提取方法

均能提取到目的微生物基因组，且扩增效率在

96%−104%之间，效率均很高，满足荧光定量 PCR

的要求。 

综上，对比 4种方法，从实验操作的复杂程度、

提取到的基因组浓度及从荧光定量 PCR 的扩增效

率来看，本文后续实验采用快速且相对高效的

SDS+珠磨的方法。 

 

表 1  基因组提取方法的优化 
Table 1  Optimization of genome extraction method 

样品 

Samples 

方法 

Methods 

DNA浓度 

DNA concentration 
(mg/L) 

A260/A280 
PCR结果 

PCR results

扩增效率 

Amplification efficiency 
(%) 

SDS+珠磨 120.1±3.3 1.95±0.03 + 99.5±0.8 

液氮+SDS+珠磨 60.4±4.2 2.01±0.04 + 100.3±1.5 

溶菌酶+SDS+珠磨 56.5±4.8 1.98±0.02 + 98.8±1.3 

大曲 

Daqu 

异位破碎 11.6±1.2 1.91±0.02 + 101.9±1.8 

SDS+珠磨 86.9±3.5 1.99±0.04 + 103.4±1.2 

液氮+SDS+珠磨 53.6±2.9 2.06±0.02 + 100.1±1.2 

溶菌酶+SDS+珠磨 57.5±1.6 1.96±0.03 + 96.7±1.3 

酒醅 

Fermented grains 

异位破碎 10.3±1.3 1.93±0.02 + 97.8±1.6 

注：+：结果呈阳性. 

Note: +: Positive results. 
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2.2  荧光定量 PCR 方法标准曲线 

荧光定量 PCR 定量大曲和酒醅中链霉菌的标

准曲线各重复 4次，扩增效果较好，均可以得到较

好的扩增曲线，见图 1。从图 2 可以看出每次的

R2 均大于 0.996，斜率分别为 −3.06±0.03 和

−3.11±0.04。对所有稀释度样品的 Ct值进行统计分

析，由表 2可知其标准差均小于等于 0.12，说明此

标准曲线具有良好的精确度且重复性强。本文所建

立标准曲线线性范围较宽，在 103−108。满足定量

大曲和酒醅中产土味素链霉菌的需要。 

2.3  荧光定量 PCR 方法的准确性验证 

按方法 1.4.3 分别在大曲和酒醅中添加不同数

量级的 QC 菌株，运用荧光定量 PCR 方法进行定

量分析，定量结果与 QC添加量进行比较，验证方

法的准确率，结果如表 3所示。 

 

 
 

图 1  大曲和酒醅中 QC 菌株梯度稀释扩增曲线 
Figure 1  QC strains gradient dilution amplification 
curve in Daqu and fermented grains 
注：A：大曲中 QC 菌株梯度稀释扩增曲线；B：酒醅中 QC

菌株梯度稀释扩增曲线. 

Note: A: QC strains gradient dilution amplification curve of 
Daqu; B: QC strains gradient dilution amplification curve of 
fermented grains. 

 
 
图 2  荧光定量 PCR 方法标准曲线 
Figure 2  Standard curves of real-time PCR method 

 
表 2  荧光定量 PCR 方法的精度 

Table 2  Precision of real-time PCR method 

样品 
Samples 

菌体数量 
Quantity of microbes 

Ct值 
Ct value 

标准差 
SD value

3.2×108 20.8 0.10 

3.2×107 23.9 0.08 

3.2×106 27.4 0.05 

3.2×105 30.4 0.06 

3.2×104 33.2 0.08 

大曲 
Daqu 

3.2×103 36.1 0.11 

3.2×108 20.1 0.10 

3.2×107 22.1 0.09 

3.2×106 25.4 0.08 

3.2×105 28.5 0.08 

3.2×104 31.9 0.11 

酒醅 
Fermented 
grains 

3.2×103 35.1 0.12 

 
分析结果表明荧光定量 PCR 方法的回收率在

82%−91%，能够较准确的将添加到大曲和酒醅中

的 QC 菌株进行定量分析。DNA 浓度和纯度从后

续的荧光定量 PCR 实验的扩增效率可以看出均能

达到荧光定量 PCR的要求。 

2.4  荧光定量PCR定量大曲和酒醅中产土味素

链霉菌 

2.4.1  荧光定量 PCR 定量大曲中产土味素链霉

菌：大曲样品为正常生产 9、10月刚出房清茬、红

心、后火曲 3种大曲。
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表 3  荧光定量 PCR 方法准确率的验证 
Table 3  Validation of the accuracy of real-time PCR method 

样品 

Samples 

QC添加量 

QC addition 
(×107/g) 

DNA浓度 

DNA 
concentration 

(mg/L) 

A260/A280 

扩增效率 

Amplication 
efficiency 

(%) 

荧光定量数值 

Real-time PCR 
value 

(×107/g) 

准确率 

Accuracy 
(%) 

24±1.2 2 319±35 1.99±0.02 97.15±0.30 21.0±1.7 87.5 

2.4±0.1 2 013±63 1.97±0.05 101.22±0.30 2.2±0.1 91.2 

0.24±0.01 1 879±72 1.94±0.03 100.65±0.20 0.21±0.02 82.5 

大曲 

Daqu 

0 1 793±25 1.97±0.04 99.97±0.40 0.012±0.001 − 

2.4±0.1 1 864±56 1.96±0.03 99.30±0.40 2.0±0.1 83.3 

0.24±0.01 1 467±73 2.02±0.04 98.50±0.20 0.21±0.02 87.2 

0.024±0.001 1 259±54 1.97±0.03 100.20±0.50 0.021±0.001 84.0 

酒醅 

Feremented 
grains 

0 984±61 2.01±0.02 97.70±0.10 0.000 83±0.000 02 − 

注：−：无数值. 

Note：−：No value. 
 

对比 9、10月出房大曲中产土味素链霉菌数量

可以看出(图 3)，荧光定量 PCR方法可以准确应用

到定量大曲中产土味素链霉菌。而且标准偏差较

小，说明重复性较好。 

从 3 种大曲中链霉菌数量对比可以看出，大

曲中链霉菌的数量在 105数量级。进一步对比可知

两个月份出房大曲中均是清茬曲中链霉菌数量最

高，红心曲和后火曲相差不大，尚不能做出准确

判断。这与 3 种大曲的生产工艺密切相关。由于

清茬曲在制曲过程中的用火温度相比红心曲和后 

 

 
 

图 3  荧光定量 PCR 定量大曲中产土味素链霉菌 
Figure 3  Real-time PCR quantify TDMTDL producing 
Streptomyces in Daqu 

火曲要低[21]，以及“少热多晾”的生产工艺使得

清茬曲的含水量相对红心曲和后火曲要高[22]，外

界环境条件变化不是很剧烈，这些因素较适宜链

霉菌的生长。 

2.4.2  荧光定量PCR定量酒醅中产土味素链霉菌：

酒醅为正常生产的同一班组不同发酵时间样品。 

从图 4中可以看出大茬、二茬酒醅在发酵过程

中产土味素链霉菌数量的总体变化情况是相一致

的。在发酵第 5天以后菌株数量开始不断减少。分

析原因是随着发酵的进行，淀粉含量营养物质的减 

 

 
 

图 4  荧光定量 PCR 定量酒醅中产土味素链霉菌 
Figure 4  Real-time PCR quantify TDMTDL producing 
Streptomyces in fermented grains 
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少、含氧量下降使得酒醅内部逐渐变成厌氧环境；

而且发酵是一个产酸的过程, 造成发酵环境呈酸

性[23]；其他微生物如酵母、细菌等的大量繁殖[24] 

等环境因素不利于放线菌的生长，并对放线菌产生

抑制，造成衰亡和降解。 
大、二茬酒醅中链霉菌含量相差不大，二茬

酒醅稍高于大茬酒醅。发酵刚开始时，链霉菌的

数量在 104数量级，是因为前期研究表明高粱等原

料中并不含有该微生物，产土味素链霉菌主要是

由大曲带入发酵过程 [6]，酒醅发酵的粮曲比为

10∶1左右。大、二茬酒醅采用的大曲的量是相同

的，而地缸等发酵环境又是相同的，大茬酒醅蒸

馏之后带入二茬酒醅的产土味素链霉菌的数量不

多。所以两酒醅中产土味素链霉菌数量相差不大，

二茬要稍高于大茬。 

综上，清香型白酒正常生产时，大曲及入缸酒

醅中产土味素链霉菌的数量分别在 105和 104数量

级，因此，大曲和酒醅中此数量级的产土味素链霉

菌不会影响白酒品质，所酿白酒正常。同时，此数

量级也可成为监控清香型白酒生产的一项指标，若

菌体量超标，则预示可能出现异常发酵，而使得所

酿白酒带有糠嗅味。 

3  结论 

本文首先通过对大曲和酒醅中微生物基因组

的提取方法进行优化，选择操作相对简单、效率最

高的 SDS+珠磨方法进行后续样品中微生物基因组

的提取。运用荧光定量 PCR 方法分别建立大曲和

酒醅两种基质条件下相应的荧光定量 PCR 标准曲

线，并对方法的精度和准确度进行了验证分析，随

后运用该方法定量大曲和酒醅发酵过程中产土味

素链霉菌。结果表明所建立的方法精度和准确度较

高，能够准确地对大曲和酒醅中产土味素链霉菌进

行定量分析，进一步采用荧光定量 PCR 方法对大

曲和酒醅中产土味素链霉菌进行定量分析。结果表

明大曲中产土味素链霉菌数量在 105数量级，无论

是刚出房还是储存后的大曲均是清茬曲中数量最

高。酒醅发酵起始阶段产土味素链霉菌数量在 104

数量级，随着发酵的不断进行，产土味素链霉菌数

量不断减少。 
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