
洞酿酱香酒五轮次酿造过程中微生物与挥发性风味物质的相关性

林彩霞，苏  伟，母应春，任婷婷，潘和勇，王家琴

Study on the Correlation between Microbe and Volatile Flavor Substances in Five Rounds of Brewing Process of
Dongniang Sauce-flavor Baijiu
LIN Caixia, SU Wei, MU Yingchun, REN Tingting, PAN Heyong, and WANG Jiaqin

在线阅读 View online: https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2022120114

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

传统发酵食品中微生物多样性与风味形成之间关系及机制的研究进展

Research Progress on Relationship and Mechanism between Microbial Diversity and Flavor Development in Traditional Fermented
Foods

食品工业科技. 2021, 42(9): 412-419   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020070365

应用MiSeq测序分析自然发酵豆酱酱块中微生物的多样性

Microbial Community Analysis in Soybean Sauce Mash of Traditional Fermented Soybean Paste by MiSeq Sequencing

食品工业科技. 2018, 39(16): 92-97   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2018.16.017

基于高通量测序技术分析东北豆酱的微生物多样性

Analysis of Microbial Diversity of Northeast Soy Sauce Based on High-throughput Sequencing Technology

食品工业科技. 2020, 41(12): 100-105   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020.12.016

南山牧场生鲜牛乳理化指标与微生物多样性对比分析

Comparative Analysis of Physical and Chemical Indexes and Microbial Diversity of Fresh Cow Milk in Nanshan Pasture

食品工业科技. 2021, 42(3): 101-107   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2020040058

传统发酵乳制品中微生物多样性研究

Study on the diversity of microbial in traditional fermented dairy products

食品工业科技. 2018, 39(1): 131-136   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2018.01.025

不同保鲜处理对鲜湿米线品质及腐败样品微生物多样性的影响

Effects of Different Preservation Treatments on Quality of Wet Rice Noodles and Microbial Diversity of Spoiled Samples

食品工业科技. 2021, 42(21): 158-165   https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2021030021

关注微信公众号，获得更多资讯信息

http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2022120114
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2020070365
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2018.16.017
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2020.12.016
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2020040058
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2018.01.025
http://www.spgykj.com//article/doi/10.13386/j.issn1002-0306.2021030021


 

林彩霞，苏伟，母应春，等. 洞酿酱香酒五轮次酿造过程中微生物与挥发性风味物质的相关性 [J]. 食品工业科技，2023，44（21）：

127−136. doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2022120114

LIN Caixia, SU Wei, MU Yingchun, et al. Study on the Correlation between Microbe and Volatile Flavor Substances in Five Rounds of

Brewing Process of Dongniang Sauce-flavor Baijiu[J]. Science and Technology of Food Industry, 2023, 44(21): 127−136. (in Chinese

with English abstract). doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2022120114

 · 生物工程 · 

洞酿酱香酒五轮次酿造过程中微生物与
挥发性风味物质的相关性

林彩霞1，苏　伟1,2, *，母应春1，任婷婷1，潘和勇3，王家琴3

（1.贵州大学酿酒与食品工程学院，贵州贵阳 550025；
2.贵州大学贵州省发酵工程与生物制药重点实验室，贵州贵阳 550025；

3.贵州洞酿洞藏酒业有限公司，贵州遵义 564622）

摘　要：堆积发酵是酱香白酒生产过程中至关重要的环节，其微生物多样性与挥发性风味物质间的关系复杂多变。

为了更好地了解洞酿酱香酒在五轮次堆积发酵酒醅中微生物与风味代谢物质间的相关性，利用高通量测序技术

（HTS）与顶空固相微萃取气相色谱质谱联用技术（HS-SPME/GC-MS）对五轮次堆积发酵酒醅中微生物菌群多样

性和挥发性风味化合物进行检测，并计算二者之间 Pearson相关系数，绘制可视化相关性网络图。结果显示：共鉴

定出 55种挥发性风味物质，分别为 25种酯类、5种醇类、7种醛类、4种酸类、4种酚类、3种烷烃类与 7种其他

类，其中乳酸乙酯、苯乙醇、苯乙酸乙酯、乙酸苯乙酯为关键挥发性成分。从菌群结构上看，枝芽孢杆菌属、

Kroppenstedtia、芽孢杆菌属、海洋芽孢杆菌、嗜热真菌属、接合酵母菌属、嗜热子囊菌属等为优势菌群。其中，

Kroppenstedtia、红曲霉属、芽孢杆菌属与接合酵母菌属是对风味物质影响显著的微生物属。本研究旨为洞酿酱香

酒品质提升提供理论依据。

关键词：洞酿酱香酒，五轮次，微生物多样性，风味化合物，相关性
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Abstract： Stacking  fermentation  is  a  crucial  step  in  producing  sauce-flavor  Baijiu.  The  relationship  between  microbial
diversity  and  volatile  flavor  substances  is  complex  and  dynamic.  To  better  understand  the  correlation  between  microor-
ganisms and flavor substances in Dongniang sauce-flavor Baijiu during the five-round stacking fermentation of Jiupei, high-
throughput  sequencing  (HTS)  technology  and  headspace  solid-phase  microextraction  gas  chromatography-mass  spect-
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rometry (HS-SPME/GC-MS) were used to identify the microbial flora diversity and volatile flavor compounds. In addition,
the Pearson correlation coefficient was computed, and a visualizable correlation network diagram was drawn based on the
detection results. The results identified 55 volatile flavor compounds, including 25 esters, 5 alcohols, 7 aldehydes, 4 acids, 4
phenols, 3 alkanes, and 7 others. The main volatile components were ethyl lactate, phenylethyl alcohol, ethyl phenylacetate,
and  phenethyl  acetate.  The  dominant  microorganism  genera  in  the  floral  structure  were  Virgibacillus,  Kroppenstedtia,
Bacillus, Oceanobaciillus, Thermomyces, Zygosaccharomyces, and Thermoascus. Kroppenstedtia, Monascus, Bacillus, and
Zygosaccharomyces significantly affected flavor substances among the flora. Overall, the purpose and significance of this
study are to provide a theoretical foundation for enhancing the quality of Dongniang sauce-flavor Baijiu.

Key words：Dongniang sauce-flavor Baijiu；five-round；microbial diversity；flavor compounds；correlation

白酒是一种起源于中国的蒸馏酒，以其古老的

酿造工艺和独特的风味而闻名，是世界上七大著名蒸

馏酒之一[1]，酱香型白酒是最常见的四种基本风味类

型之一[2]。由于酿造原料、酒曲种类、环境和制作工

艺的不同，影响着酿酒微生物菌群的形成[3]。酱香型

白酒酿造的地域要求严格、生产需求大[4]，而由贵州

喀斯特地貌形成的天然古溶洞—龟仙洞，溶洞常年恒

温、恒湿，洞口通风条件良好，为酿酒藏酒所需的微

生物提供繁衍与生产的温床，是经基尼斯认证的目前

全球最大的天然溶洞白酒酿藏基地[5]。洞酿酱香酒

与传统酱香型白酒一致经过“12987”过程完成一个

周期，“12987”即为一年一个生产周期，需经过两次

投料、九次蒸煮、八次发酵和七次取酒过程[2]，但洞

酿酒整个生产过程均在天然溶洞内进行。洞酿酒研

究中张超等[6] 通过平板计数法探索不同季节浓香型

白酒微生物菌群在整个发酵周期的动态变化情况，发

现 3个季节微生物消长变化无明显差异，由此说明

洞酿车间能够为有益微生物提供适宜的生长环境，维

持正常代谢。而目前对于天然溶洞酿造酱香型白酒

的研究鲜见报道。

发酵分为堆积发酵和窖池发酵。堆积发酵是指

原料或酒醅经过高温蒸煮糊化后，加入高温大曲收拢

成椎体，在地面堆积发酵 2~7 d[7]。堆积发酵富集到

了大量的微生物和产生大量风味前体物质，对酱香白

酒品质至关重要[8]。因此评价堆积发酵过程中微生

物菌群多样性对于其在洞酿酱香白酒生产中的功能

和价值以及提高工艺效率具有重要意义。Dai等[9]

对利用高通量测序对三四五轮次酱香型白酒的微生

物多样性进行研究，并且结合相应的理化特性与感官

品评结果发现，三四五轮次白酒质量最佳。张春林

等[10] 采用高通量测序技术对茅台镇酱香型白酒二轮

次堆积发酵酒醅样品中微生物结构多样性及其风味

之间的关系进行研究，结果发现芽孢杆菌属、裸胞壳

属、海洋芽孢杆菌属等是酱香型白酒堆积过程中的

主要微生物，对酱香型白酒的风格形成有重大贡献。

目前，已经有了许多堆积发酵过程中微生物对代谢物

影响的研究，但大多都是在车间内进行，而针对洞内

发酵的研究较少。由于五轮次作为酱香型白酒中酒

质最好的轮次之一，因此本研究主要集中在洞酿酱香

酒五轮次堆积发酵过程，通过系统分析五轮次酒醅微

生物区系的动态变化和风味物质及其相关性，探讨风

味物质形成机制。旨在为推进洞酿酱香酒的稳定发

展提供基础理论和科学依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

样品取自某洞内第五轮次堆积发酵酒醅，洞内

温度 25 ℃，相对湿度 80%~90%，堆子高 1.7 m、长

2 m。五轮次堆积发酵三天后下窖，参考任婷婷等[11]

洞口一轮次的采样方法与堆子温度变化情况（0~
24 h升温速率最快，48 h到达顶峰后趋于稳定，72 h
后堆积发酵结束），将取样时间选择为 0、24、48、
72 h，在每个时间节点分别采集酒醅上、中、下三个

层次样品，每个层面分别采集中间及四周边缘位置

（如图 1）混合后作为一个层面的酒醅样，随后将 3个

层面的酒醅样混合均匀作为一个样，混合样立即装入

无菌密封袋，每个样品取三次平行，置于−80 ℃ 下保

存用于高通量测序及风味分析；脱氧核糖核酸试剂盒

（deoxyribonucleic acid，DNA）抽提试剂盒　美国MP
Biomedicals公司；2%琼脂糖凝胶　西班牙 Biowest
公司；FastPfu聚合酶　北京全式金生物技术股份有

限公司；AxyPrep DNA凝胶回收试剂盒　美国Axygen
公司；正反引物　深圳市英俊生物技术有限公司；缓

冲液：Phusion  High-Fidelity  PCR  Master  Mix  with
GC Buffer　美国 New England Biolabs公司；环己

酮（>99.5%，GC）、正构烷烃（C7~C40）　上海安谱实

验科技股份有限公司。
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图 1    堆积发酵取样示意图
Fig.1    Sampling diagram of accumulation fermentation

注：A：堆积发酵发酵堆取样正视图；B：发酵发酵发酵堆取样
俯视图。
 

HS-SPME/GC-MS（Trace 1300-TSQ 8000）　美

国赛默飞世尔科技公司；NanoDrop 2000超微量分光
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光度计　美国 Thermo Fisher Scientific公司；DYY-6C
电泳仪　北京市六一仪器厂；ABI GeneAmp® 9700
型 PCR仪　美国 ABI公司；Illumina MiseqMISEQ
测序仪　美国 Illumina公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   总 DNA提取与 PCR扩增　根据 FastDNA
SPIN Kit for Soil 试剂盒（MP Biomedicals，USA）对

酒醅样品进行总 DNA提取。对细菌 V3~V4可变区

用基因上游引物 338F（5'-ACTCCTACGGGAGGC
AGCAG-3'）与下游引物 806R（5'-GGACTACHVGG
GTWTCTAAT-3'）以及真菌 ITS1区域引物 ITS1
（5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3'）与 ITS2R
（5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3'）进行扩增。

扩增程序为：95 ℃ 预变性 3 min；95 ℃ 变性 30 s，
55 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 45 s，循环 35次。PCR
扩增总体积为 20 µL，包括 Forward Primer （5 µmol/
L） 0.8 µL，Reverse Primer（5 µmol/L） 0.8 µL，2.5 mmol/
L dNTPs 2 µL，5×FastPfu Buffer 2 µL，FastPfu Poly-
merase  0.2  µL，BSA 0.2  µL和样本 Template  DNA
10 ng的反应体系。 

1.2.2   文库构建和 Illumina Miseq测序　使用 2%
琼脂糖凝胶回收 PCR产物，利用 AxyPrep DNA Gel
Extraction Kit（Axygen Biosciences, Union City，CA，

USA）进行纯化，Tris-HCl洗脱，2%琼脂糖电泳检

测。利用 QuantiFluor™-ST（Promega，USA）进行检

测定量。根据 Illumina MiSeq  平台（Illumina，San
Diego，USA）标准操作规程将纯化后的扩增片段构

建 PE 2×300的文库。利用 Illumina公司的 Miseq
PE300平台进行测序。 

1.2.3   Illumina Miseq数据统计分析　用 QIIME too-
ls import 插件，将原始序列 fastq文件，导入为可进

行 QIIME2后续处理的文件格式。然后运用 QIIME2
dada2插件进行质控、修剪、去噪、拼接以及去除嵌

合体后，得到了最终的特征序列表格接着，运用 QII-
ME2 feature-classifier插件将 ASV的代表序列比对

到预先训练好的 13_8版本 99%相似度的 GREENG-
ENES与 Greengenes Database 13_8版本数据库（根

据 338F/806R引物对将数据库修剪到 V3~V4的区

域），得到了物种的分类信息表[12]。基于细菌和真菌

群落的组成，在门和属两个水平上进行样品的多样性

分析。 

1.2.4   GC-MS测定挥发性风味物质　称取 1 g已磨

碎混匀的酒醅样品放入 20 mL的顶空瓶内，加入

2 g氯化钠和 7 mL的纯净水，再加入 10 μL环己酮

（20 μg/mL）作为内标物，并用 PTFE隔膜紧密覆盖。

使用已老化的 50/30 μm DVB/Carboxen/PDMS萃取

头在 40 ℃ 下振摇并提取 180 min。提取完成后，立

即将 SPEM纤维插入进样端口，并在 230 ℃ 下解析

分离 5 min[13]。
色谱条件：毛细管柱为DB-WAX（30 m×0.25 mm，

0.25 μm），氦气（99.999%）为载气，流速为 1.0 mL/min，
无分流模式。升温程序：在 40 ℃ 下保持 5 min，然
后以 5 ℃/min的速率上升到 150 ℃ ，保持在 150 ℃
下 3 min，最后以 5 ℃/min的速率升至 240 ℃，保持

5 min。
质谱条件：电子轰击离子源（EI），电子能量为

70 eV，传输线温度为 280 ℃，离子源温度为 230 ℃，

在 50~450 amu的范围内采集数据，速率为 1 scan/s[13]。 

1.2.5   挥发性风味物质的数据分析　定性分析：参考

王涵钰[13] 的分析方法，将实验结果与数据库（NIST）
进行比较，筛选出匹配度大于 800的挥发性化合

物。在相同条件下运行 C7~C40的正构烷烃混合标

准液以确定化合物的保留系数（RI），计算公式如下：

RI = 100n+100× Rt(x) −Rt(n)

Rt(n+1) −Rt(n)

式中：Rt（x）、Rt（n）、Rt（n+1）分别为待测的挥发性成

分、含 n个碳原子正构烷烃和含 n+1个碳原子的正

构烷烃保留时间。

定量分析：采用内标法对挥发性成分进行相对

定量分析，计算公式如下：

Ci =
Cis ×Ai

Ais

Cis式中：Ci 为任一组分的质量浓度（μg·kg−1）； 为

内标的质量浓度（μg·kg−1）；Ai 任一组分的色谱峰面

积；Ais 为内标的色谱峰面积。 

1.3　数据处理

所有统计分析均采用 SPSS（26.0）进行分析，采

用单因素方差分析（ANOVA）确定差异显著性（P<
0.05），数据用平均值±标准差（mean±SD）来表示。使

用 TBtools和 SPSS软件绘制热图，SIMCA软件进

行 PCA和 OPLS-DA模型分析，Cytoscape软件进

行可视化网络分析。数据绘图使用 Origin 2019b，相
关性分析采用 R软件进行绘制分析。 

2　结果与分析 

2.1　Alaph多样性分析

Alaph多样性通常用于分析样品中微生物群落

多样性，单个样品 Alaph多样性分析可以反映样品

内微生物群落物种丰度及物种多样性[14]。由图 2所

示，细菌与真菌的稀释曲线与香农曲线逐渐趋于平

坦，则说明本研究的测序数据量足够大，可以反映样

品中绝大多数的微生物信息。此外由表 1可知，在

堆积发酵过程中，细菌的 Chao1指数在 0~48 h降

低，72 h时略有上升，细菌的 Simpson指数变化不

大；真菌的 Chao1指数逐渐降低，Simpson指数与

Shannon指数则逐渐增加，说明在洞酿环境下微生物

之间竞争激烈，与车间环境下酱香酒细菌与真菌多样

性规律变化不同[6]。总体来说，细菌菌群的 Chao1指

数、Simpson和 Shannon指数明显高于真菌菌群，则

说明细菌的物种丰富度与多样性较高。
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图 2    细菌和真菌的稀释曲线（A、C）与香农曲线（B、D）
Fig.2    Dilution curves (A, C) and Shannon curves (B, D) of

bacteria and fungi
  

2.2　样品中微生物菌落结构分析 

2.2.1   基于门水平和属水平分析样品中细菌群落结

构　如图 3A所示，在门水平上，4个样品中共检测

出 3个优势细菌门（平均相对丰度≥1.00%），分别为

厚壁菌门（Firmicutes，95.2%）、变形菌门（Proteob-
acteria，3.80%）和放线菌门（Actinobacteriota，3.52%），

这与 Wang等[15] 对车间内生产的酱香型白酒第五轮

次优势细菌门的研究结果一致。由于厚壁菌门主要

由芽孢杆菌纲（Bacilli）和梭菌纲（Clostridia）等微生

物组成[16]，环境适应能力强，可以在相对极端的条件

保持生长代谢，因此厚壁菌门具有绝对优势。
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图 3    细菌在门水平（A）与属水平（B）上的相对丰度
Fig.3    Relative abundance of bacteria at phylum level (A) and

genus level (B)
 

如图 3B所示，在属水平上，4个样品中共检测

出 9个优势细菌属（相对丰度≥1.00%），分别为枝

芽孢杆菌属（Virgibacillus，29.54%）、Kroppenstedtia
（19.84%）、芽孢杆菌属（Bacillus，16.95%）、海洋芽孢

杆菌（Oceanobaciillus，10.62%）、高温放线杆菌属

（Themnactionomyces，7.56%）、醋酸杆菌属（Aceto-
bacter， 2.15%）、糖多孢菌属 （ Saccharopplyspora，
2.07%）、乳酸杆菌属（Lactobacillus，1.64%）、片球菌

属（Pediococcus，1.11%）。在堆积发酵整个阶段

（0~72 h），枝芽孢杆菌属、Kroppenstedtia 与海洋芽

孢杆菌属为主导优势菌。在车间酿造酱香白酒中，主

要优势细菌属为高温放线菌属、芽孢杆菌属和海洋

芽孢杆菌属[10]，说明不同的酿造环境对酱香型白酒微

生物区系有一定的影响。在发酵初期（0 h）枝芽孢杆

 

表 1    细菌和真菌在不同发酵时间的丰富度和多样性

Table 1    Richness and diversity of bacteria and fungi at
different fermentation times

Sample ID
Chao1 Simpson Shannon

真菌 细菌 真菌 细菌 真菌 细菌

0 h 85±12.8 182±21.7 0.5±0.1 0.9±0 2.4±0.5 4.8±0.2
24 h 78±3.7 179.8±5.5 0.6±0 0.9±0 2.3±0.1 4.9±0
48 h 77.3±9 147.7±3.9 0.8±0 0.9±0 3.2±0.4 4.6±0.1
72 h 70.7±2.6 150.8±20.2 0.8±0 0.9±0 3.4±0.2 4.4±0.3
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菌属相对丰度最高为 33.72%，其原因可能是发酵前

期可能存在一些有害菌，而枝芽孢杆菌可以抑制有害

菌和病原菌等繁殖进一步筛选有益菌群，且具有较强

分泌蛋白酶和其他酶的能力，使大分子物质被分解形

成十二酸乙酯、3-甲基-1-丁醇等风味化合物[17]，以增

加白酒风味。在发酵后期（72 h）Kroppenstedtia 与枝

芽孢杆菌属相对丰度较高，Kroppenstedtia 是高温放

线菌科的主要属，能在大曲高温高湿的环境下生长旺

盛[18]。此外，在本研究 0~72 h期间里芽孢杆菌属相

对丰度均较高（13.56%~22.40%），聂士昊等[19] 的研

究发现加强芽孢杆菌能够提升酱香型白酒的微生物

群落分布丰度和促进微生物生长。 

2.2.2   基于门水平和属水平分析样品中真菌群落结

构　如图 4A所示，在门水平上，4个样品共检测出

1个优势真菌门（相对丰度≥1.00%）为子囊菌门

（Ascomycota，99.48%），这与 Son等[20] 通过高通量

测序揭示传统固体发酵酱香型白酒中核心微生物群

落中优势真菌门的研究结果一致。
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图 4    真菌在门水平（A）与属水平（B）上的相对丰度
Fig.4    Relative abundance of fungi at phylum level (A) and

genus level (B)
 

如图 4B所示，在属水平上共检测出 7个优势真

菌属 （相对丰度≥1.00%） ，分别为嗜热真菌属

（Thermomyces，49.52%）、接合酵母菌属（Zygosacc-
haromyces，11.98%）、嗜热子囊菌属（Thermoascus，
11.12%）、曲霉菌属（Aspergillus，6.05%）、毕赤酵母

属（Pichia，4.04%）、红曲霉属（Monasaus，2.11%）、复

膜孢酵母属（Saccharomycopsis，1.95%）。在堆积发

酵初期（0~24 h）主要优势真菌属为嗜热真菌属与嗜

热子囊菌属，这与 Wang等[7] 对贵州地区不同堆积发

酵时期酱香型白酒微生物多样性研究结果相似，这种

情况与酱香型酒白酒的生产工艺有关，溶洞酿造与车

间酿造一致使用高温大曲，该类大曲容易分离耐高温

真菌属[21]。但洞酿酱香酒堆积发酵 72 h后嗜热真菌

属、嗜热子囊菌属相对丰度降低至 23.74%、3.85%，

而毕赤酵母属、接合酵母属呈上升趋势，到 72 h时

相对丰度升至 9.19%、24.86%，成为堆积发酵后期的

主导优势菌。研究表明，毕赤酵母属的活性影响乳酸

乙酯的代谢[22]，在发酵后期乳酸乙酯也成为主要挥发

性风味物质。接合酵母属成为优势真菌属后对发酵

后期淀粉糖化提供很大的贡献，增加洞酿酒香气，使

酒体更加醇厚绵柔[23]。与洞内酿造不同，传统车间第

五轮次发酵后期的优势真菌属主要是 Issatchenkia
属，有研究表明，温度、湿度与酸度会影响发酵食品

微生物的组成[24]，因此推测可能是因为溶洞内湿度及

氧气等差异造成洞内微生物群落结构与传统厂房有

较大差异，后续将对洞内空气微生物进行取样并监测

洞内湿度、氧气浓度等参数，进一步分析洞内酿造对

酱香白酒微生物群落结构及品质的影响。 

2.3　洞酿酱香酒五轮次堆积发酵过程中挥发性风味化

合物的变化

洞酿酱香酒在五轮次堆积发酵过程中产生各种

挥发性风味物质，其中醇类、醛类、酯类、酸类等是

赋予洞酿酱香酒风味的关键物质。如下表 2与图 5
所示，采用顶空固相微萃取气相色谱质谱联用技术对

堆积发酵过程中产生的挥发性化合物进行检测，根据

匹配值（SI）>800共鉴定出 55种挥发性化合物，分

为 6类，分别为 25种酯类、5种醇类、7种醛类、

4种酸类、4种酚类、3种烷烃类，其余 7种风味物质

归为一类。

酯类物质是酱香型白酒中重要的挥发性香味物

质[25]。在检测的 25种酯类化合物中，含量较高的有

乳酸乙酯、苯乙酸乙酯、十六酸乙酯（棕榈酸乙酯）、

油酸乙酯、乙酸苯乙酯和（Z,Z）-9,12-十八烷二烯酸

乙酯。其中油酸乙酯（89.97~214.53 μg·kg−1）属于高

级脂肪酸乙酯，孙优兰等[26] 对清酱型白酒风味特征

研究中发现，系列酒中高级脂肪酸乙酯含量越高其酱

香风味越明显，同时能保持酒的酱香和空杯留香的风

格特征[27]。从优势细菌属看，在整个堆积发酵期间存

在片球菌属与乳酸杆菌属，片球菌属与乳酸杆菌属能

与乙醇发生酯化反应生成乳酸乙酯，因此乳酸乙酯在

发酵期间含量较高 [28]。苯乙酸乙酯（70.84~84.67
μg·kg−1），乙酸苯乙酯（46.86~70.77 μg·kg−1），二者都

属于芳香族化合物，芳香族化合物香味突出且具有阈

值低、沸点高、难挥发的特点，这是使酒体优雅、醇

厚等风味形成的关键[29]。

醇类化合物是酱香型白酒中的重要风味物质，
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表 2    五轮次洞酿酱香酒发酵过程中挥发性风味物质含量的变化

Table 2    Dynamic changes of volatile flavor compounds in five rounds of Dongniang sauce-flavor Baijiu

序号 保留时间 化合物名称
含量（μg·kg−1）

0 h 24 h 48 h 72 h

酯类 （24种） （25种） （24种） （25种）

Z1 7.19 乳酸乙酯 112.6±6.52a 102.13±9.65b 75.77±10.2b 108.35±25.1a

Z2 14.12 正己酸乙酯 30.73±0.99a 27.09±5.97a − 23.65±5.13a

Z3 16.05 DL-2-羟基-4-甲基戊酸乙酯 18.23±2.81a 13.74±0.9b 10.71±0.6c 14.27±1.04b

Z4 16.17 乙酰丙酸乙酯 1.62±0.35a 0.63±0.63b 0.18±0.06b 0.06±0.05b

Z5 16.41 乳酸异戊酯 11.04±2.15a 9.18±2.09ab 7.07±0.52b 9.6±2.27ab

Z6 19.92 丁二酸二乙酯 23.03±1.09a 18.23±0.6b 14.95±0.53c 23±1.32a

Z7 20.28 己酸丁酯 1.38±0.17bc 1.99±0.23a 0.97±0.31c 1.73±0.28ab

Z8 20.45 辛酸乙酯 6.92±0.69a 6.25±0.52a 4.7±0.54b 7.27±0.45a

Z9 21.78 苯乙酸乙酯 70.84±3.91b 66.07±7.8b 56.11±3.64bc 84.67±6.19a

Z10 22.13 乙酸苯乙酯 46.86±3.49b 44.85±3.71b 40.63±3.94b 70.77±0.87a

Z11 22.83 戊二酸二乙酯 1.21±0.15a 1.14±0.07a 0.83±0.07b 1.11±0.16a

Z12 23.29 壬酸乙酯 1.35±0.28a 1.22±0.18a 1.01±0.24a 1.29±0.19a

Z13 24.73 3-苯丙酸乙酯 8.7±1.31b 8.8±0.55b 7.22±0.9b 10.57±0.3a

Z14 25.03 丙位壬内酯 10.33±0.46a 7.78±0.61b 6.6±1.19b 9.95±0.63a

Z15 25.55 反式-4-癸烯酸乙酯 4.36±0.99ab 4.19±1b 3.63±0.48b 6.21±1.4a

Z16 25.97 癸酸乙酯 7.13±1.26a 6.98±0.82a 6.57±1.62a 8.9±0.81a

Z17 32.04 月桂酸乙酯 8.1±0.43b 7.97±0.3b 7.78±1.68b 10.59±1.06a

Z18 37.61 十四酸乙酯 11.93±2.85b 15.96±3.41ab 15.35±4.33ab 20±4.53a

Z19 39.94 十五酸乙酯 2.93±1.33b 4.61±1.34ab 4.22±1.31ab 5.63±1.2a

Z20 41.19 邻苯二甲酸二丁酯 − 0.06±0.02ab 0.03±0.02bc 0.11±0.04a

Z21 41.62 9-十六碳烯酸乙酯 10.72±4.78b 17.58±3.02ab 16.34±4.64ab 22.39±5.06a

Z22 42.11 十六酸乙酯 370.21±140.39b 0.99±0.24c 482.1±96.42ab 643.39±99.22a

Z23 44.07 十七烷酸乙酯 0.28±0.09b 0.57±0.24ab 0.53±0.23ab 0.75±0.22a

Z24 45.32 （Z,Z）-9,12-十八烷二烯酸乙酯 80.07±35.86b 138.45±43.43ab 146.9±48.93ab 214.54±49.79a

Z25 45.45 油酸乙酯 89.97±42.49b 172.38±40.78a 152.8±36.76ab 214.53±43.1a

醇类 （4种） （5种） （5种） （5种）

C1 4.71 异戊醇 − 0.23±0.12c 2.57±0.32b 5.86±0.72a

C2 8.74 糠醇 15.96±3.6b 15.81±2.4b 21.25±0.86b 30.76±3.42a

C3 15.26 苄醇 12.58±1.54bc 12.07±0.85c 14.41±0.82b 19.7±0.44a

C4 17.9 苯乙醇 509.77±19.67b 472.18±42.39bc 448.68±29.5c 708.55±7.03a

C5 28.08 十二醇 2.08±0.33a 2.26±1.37a 2.01±2.24a 4.43±2.53a

醛类 （7种） （7种） （7种） （6种）

Q1 7.89 糠醛 52.89±14.37a 36.13±7.63b 1.82±0.45c −

Q2 12.73 苯甲醛 14.49±2.05a 11.74±0.98b 6.89±0c 8.43±0.54c

Q3 15.6 苯乙醛 24.85±3.1a 20.18±1.9b 12.38±0.46c 12.58±0.42c

Q4 20.74 癸醛 3.74±0.22ab 3.51±0.54ab 2.57±0.73b 4.45±1.53a

Q5 22.53 α-亚乙基-苯乙醛 2.74±0.08b 3.36±0.22b 3.24±0.48b 4.32±0.45a

Q6 26.38 十二醛 0.69±0.01b 0.75±0.4b 0.93±0.22b 1.52±0.32a

Q7 35.59 十五醛 0.54±0.23b 0.76±0.11b 0.49±0.06b 1.1±0.14a

酸类 （4种） （4种） （4种） （3种）

S1 5.79 乙酸 3.04±0.85a 1.81±0.3b 0.76±0.25c −

S2 16.8 庚酸 3.97±0.54a 4.75±0.6a 3.18±0.75a 4.16±1.19a

S3 19.75 辛酸 8.32±1.28b 8.43±0.71b 8.19±2.4b 13.18±1.82a

S4 41.37 棕榈酸 5.19±2.47b 8.86±2.49b 9.53±2.42b 15.67±1.3a

酚类 （4种） （4种） （3种） （3种）

F1 19.45 4-乙基苯酚 2.36±0.13b 2.11±0.12b 1.98±0.52b 4.1±0.66a

F2 22.66 4-乙基-2-甲氧基苯酚 11.62±1.52b 10.41±0.59b 9.82±1.59b 17.74±0.79a

F3 23.68 4-乙烯基-2-甲氧基苯酚 1.71±0.06a 1.34±0.23b − −

F4 29.02 2,4-二叔丁基苯酚 12.32±3.01b 19.58±5.42a 15.44±0.33ab 15.65±3.03ab

烷类 （3种） （3种） （3种） （3种）

W1 26.14 正十四烷 3.66±1.15a 4.4±1.51a 3.81±0.8a 6.48±1.96a
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也是形成酒体爽口、醇厚、助香的主要成分。在洞酿

酱香酒五轮次堆积发酵过程中共检测出 5种醇类，

分别是异戊醇、糠醇、苄醇、苯乙醇、十二醇。从优

势真菌属看，接合酵母属与毕赤酵母属随着发酵的

进行，相对丰度逐渐升高，研究表明苯乙醇是由酵母

菌在发酵过程中通过转化发酵液中的苯丙氨酸产生

的，或者从发酵初始开始产生[30]。因此在本研究中苯

乙醇含量随着发酵时间的进行从 509.77 μg·kg−1 上
升 708.55 μg·kg−1，同时其具有柔和、愉快而持久玫

瑰花香。异戊醇呈杂醇油香、糠醇呈焦糖甜香、苄醇

呈苦杏仁气味[31-32]。十二醇作为一种高级醇，一方面

衬托酯香，另一方面可使酒体口感丰满柔和、醇厚，

给人愉快舒适的感觉[33]。这些醇类在酿造过程中含

量逐渐升高，能够增加酒体的风味和口感[34]。

醛类物质也是构成酱香型白酒的重要风味物

质，主要来源于脂肪氧化与氨基酸降解[35]。在堆积发

酵过程中共检测出 7种醛类。分别为：糠醛、苯甲

醛、苯乙醛、癸醛、α-亚乙基-苯乙醛、十二醛、十五

醛。在 0 h时糠醛含量最高 52.89 μg·kg−1，其次是苯

乙醛；但随着发酵进行到 72 h时，糠醛含量降至 0，
原因可能是随着发酵的进行，其作为反应的前体物质

转化为酸类或醇类[13]。发酵后期苯乙醛含量相对其

他醛类含量最高，但对比 0 h阶段含量降至一半，可

能是随着发酵的进行通过苯丙氨酸经 Strecker降解

产生醛后还原生成苯乙醇[36]。

另外还检测到 4种酸类物质和 4种酚类物质。

酸类物质是形成酯类化合物的前体物质，产生的酯类

物质赋予酱香型白酒特殊的香气。其中，乙酸、辛酸

分别为乙酸乙酯、辛酸乙酯的前体。酚类物质中 4-
乙烯基-2-甲氧基苯酚只存在于发酵前期，可能是由

于毕赤酵母属能够利用还原酶将酒醅中 4-乙烯基-2-
甲氧基苯酚还原为 4-乙基愈创木酚[37]。 

2.4　微生物与挥发性风味代谢物之间的相关性分析

为了研究洞酿酱香酒五轮次堆积发酵过程中微

生物群与挥发性风味物质之间的关系，选取相对丰度

大于 1%的优势微生物属与 55种挥发性风味物质进

行相关性分析。基于 Pearson相关性分析结果显示

出共有 935个两两之间的相关性，通过相关系数

|r|>0.7和 P<0.05两个条件同时满足筛选出 75个两

两强相关，通过 Ctyoscape对其进行可视化。如图 6
所示，其中共有 47个正相关（蓝色实线）和 28个负

续表 2

序号 保留时间 化合物名称
含量（μg·kg−1）

0 h 24 h 48 h 72 h

W2 28.89 十五烷 3.15±0.42b 3.71±0.53b 3.46±1.07b 6.02±0.46a

W3 35.21 正十七烷 1.66±0.32b 1.71±0.46b 1.31±0.26b 2.83±0.54a

其他 （6种） （6种） （7种） （7种）

T1 10.07 4-（2-氨基乙基）苯-1-磺酰基氟
化物 1.95±1.74a 2.18±3.55a 0.02±0.01a 3.83±3.83a

T2 13.37 倍他司汀 2.93±0.58a 2.65±0.51a 2.5±0.33a 3.26±0.32a

T3 21.29 苯并噻唑 − − 2.3±1.8a 3.18±1.31a

T4 23.06 茴香脑 3.65±0.35b 3.56±0.75b 2.57±0.64b 6±0.69a

T5 23.93 4-乙基-1,2-二甲氧基苯 1.7±0.09a 1.48±0.12a 1.52±0.37a 1.73±0.05a

T6 25.25 1,2,4-三甲氧基苯 1.9±0.29b 1.93±0.24b 2.06±0.63b 3.11±0.19a

T7 35.12 2-十五烷酮 0.73±0.03b 1±0.31ab 0.95±0.28ab 1.31±0.23a

注：同一行的不同字母表示具有显著差异（P<0.05），“−”表示未检出该物质。
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图 5    五轮次洞酿酱香酒发酵过程中挥发性风味物质的变化

Fig.5    Changes of volatile flavor substances during five rounds
of Dongniang sauce-flavor Baijiu

注：右侧图例表示风味物质相对含量的丰度变化。
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相关（粉色虚线）。

  

Volative
compounds
Fungi
Bacteria
Positive
Negative

图 6    洞酿酱香酒五轮次堆积发酵过程中微生物菌群
（VIP（pred）>1）与挥发性物质之间的相关性分析

Fig.6    Correlation analysis between miccroorganisms
(VIP(pred)>1) and volative compounds with significant

difference during the fermentation of Dongniang sauce-flavor
Baijiu

注：Pearson相关系数（|r|>0.7）表明相关性较强，差异有统计学
意义（P<0.05）。粉色长方形代表挥发性风味物质，图中风味
物质的序号同表 2，紫色、绿色圆圈分别代表真菌和细菌。蓝
色实线和红色虚线分别代表正相关（r>0.7，P<0.05）和负相关
（r<−0.7，P<0.05）。
 

在细菌方面，与 Kroppenstedtia 相关的挥发性风

味物质最多，主要与酯类物质具有较强的相关性，

Du等[38] 研究结果显示 Kroppenstedtia 也同脂肪酸

酯如十四酸乙酯密切相关，十四酸乙酯可以提供花香

和蜂蜜香气，可以增强白酒的风味。在真菌方面，红

曲霉菌属作为洞酿酱香酒五轮次堆积发酵过程中的

优势真菌属，与 14种挥发性风味物质呈正相关，主

要与酯类、酚类、烷类、醇类具有较强相关，说明其

在洞酿酱香酒五轮次堆积发酵过程中对挥发性风味

物质的产生起了很大作用。红曲霉菌属在分泌酯化

酶的同时，在进行液态发酵时可以产生醇、醛、酸、

酯类物质，散发出酒香、果香、蜜甜香味[39]。毕赤酵

母属是一种非酵母菌属，是产生丰富醇类、酯类的功

能菌[40]，在五轮次洞酿酱香酒中与异戊醇、糠醇、苄

醇、十二醛、苯并噻唑呈正相关，其中异戊醇、糠醇、

十二醇、苄醇与嗜热子囊菌属呈负相关。 

2.5　微生物属间相互作用对风味物质的影响

微生物相互作用被认为是支撑微生物结构的重

要因素[41]。菌群之间复杂的关系维持着整个堆积发

酵体系的稳定，推进酿造风味向富集方向发展[42]。基

于 Pearson相关系数和 P 值分析真菌优势属与细菌

优势属之间的相关性。如图 7所示，复膜孢酵母菌

属与乳酸杆菌属呈正相关（r>0.5，P<0.05）。张艳等[43]

研究发现乳酸菌通过分泌乳酸形成弱酸性培养环境，

促进酵母菌生长。研究表明，在葡萄酒发酵过程中乳

酸菌与酵母菌共同培养时，可增加水果香气[44] 及与

乳酸乙酯相关的奶油香气。相反，乳酸杆菌属抑制了

毕赤酵母属的生长，罗青春等[45] 对酿酒酵母、毕赤酵

母、布氏乳杆菌和耐酸乳杆菌进行纯培养和共培养

对比研究发现，乳酸菌代谢合成乳酸使环境中 pH下

降，抑制毕赤酵母的生长和乙醇代谢。另外，枝芽孢

杆菌属与复膜孢酵母菌属呈极显著正相关（P<0.01），
芽孢杆菌属与接合酵母菌属呈正相关（P<0.05），基本

上所有的芽孢杆菌都可以适应 pH在 5.5~9.0的生长

环境[46]，并已被证明在酱香型白酒风味的形成起重要

作用。由此可知，不同酵母属受环境 pH的影响不

同，但由于本研究乳酸菌的丰度较低，酵母菌的丰度

较大，因此枝芽孢杆菌属、芽孢杆菌属、接合酵母菌

属属于优势菌。
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图 7    优势细菌属与优势真菌属相关性热图
Fig.7    Heat map of the correlation between dominant bacteria

and dominant fungal genera
注：颜色刻度表示相关性系数，黑色表示正相关，灰色表示负
相关 ； *表示显著相关 （P<0.05） ， **表示极显著相关 （P<
0.01）。
  

3　结论
本研究对第五轮次洞酿酱香酒堆积发酵过程中

微生物群多样性、挥发性风味物质以及二者之间的

潜在相关性进行分析。高通量测序分析结果显示，细

菌属以枝芽孢杆菌属、Kroppenstedtia、芽孢杆菌属、

海洋芽孢杆菌、高温放线杆菌属、醋酸杆菌属、糖多

孢菌属、乳酸杆菌属、片球菌属为主。真菌属以嗜热

真菌属、接合酵母菌属、嗜热子囊菌属、曲霉菌属、

毕赤酵母属、红曲霉属、复膜孢酵母属为主。采用

HS-SPME/GC-MS共检测出 55种挥发性风味物质，

分别为 25种酯类、5种醇类、7种醛类、4种酸类、

4种酚类、3种烷烃类及其他 7类。基于皮尔逊相关

性分析五轮次洞酿酱香酒堆积发酵过程中微生物菌

群与挥发性风味物质以及优势真菌属与优势细菌属
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之间的相关性，结果显示 Kroppenstedtia、红曲霉

属、芽孢杆菌属与复膜孢酵母菌属对乳酸乙酯、十四

酸乙酯、乙酸苯乙酯、糠醇等风味物质的形成起关键

作用。本研究对加强洞酿酱香型白酒香味特性的了

解具有重要的研究意义，为提高产品生产品质提供理论。
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