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川派浓香型白酒因其独特的混蒸混烧、续糟配料、泥
窖发酵的酿造工艺而使栖息在其中的微生物长期处于高
酸和无氧的极端环境中，而微生物又在其酿造过程中发生
了协同的生化反应及产生了独特的调控方式，这赋予了川
派浓香型白酒独特的风格特点[1-6]。浓香型白酒生产过程中
所需的微生物主要生长在窖池窖泥中，窖泥质量的优劣直
接影响着浓香型白酒的质量[7]。新窖产酒一般酒质较差，
而老窖窖泥在长期生产与驯化过程中，逐渐富集了大量与
酿酒有关的各类功能微生物，因此，老窖出好酒[8-9]。

为了缩小新窖与老窖酒质之间的差距，新窖老熟便
应运而生[10]。如何在短时间内使新窖窖泥达到老窖窖泥的

水平并生产出优质白酒，许多酒类企业陆续根据自己的
实际情况，设计出了新窖老熟的各种制备方法[11-12]。如何
在众多方法中快速而有效地寻找到适合川派浓香型白酒
窖池的方法是近年来研究的热点[17]。目前，应用于窖泥微
生物群落结构的快速分析方法主要有以聚合酶链式反应
（polymerase chain reaction，PCR）技术为核心的现代分子
生物学方法、Biolog法、生化指纹图谱法等免培方法[9]。但
由于PCR扩增容易受到引物特异性及微生物群落结构复
杂等因素的影响，Biolog法仅能粗略反映群落结构特征及
动态变迁规律，所以两种方法都难以全面剖析窖泥中微生
物的群落结构特征及动态变迁规律[13]。磷脂脂肪酸（phos-
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pholipid fatty acid，PLFA）指纹图谱技术是一种研究微生物
群落结构的快捷方法[14]，已成功应用于浓香型白酒酿造窖
池等复杂体系的微生物群落及动态变迁规律的研究[15-17]。
本研究采用PLFA技术分析3种常见的窖泥老熟方法的窖
泥微生物群落结构，以期寻找到适合川派浓香型白酒酿造
窖池快速有效的窖泥老熟方法。
1 材料与方法
1.1 材料与试剂
1.1.1 材料

新窖窖泥（呈黄色、黏性大、无香味）、50年以上窖龄窖
池窖泥（表层呈灰白色，内层呈乌黑色；质感湿润、无粘稠
性；香气协调，有明显的硫化氢气味和氨气味。上层，O1；中
层，O2；下层，O3）、50年以上窖龄窖池生产的酒醅、窖皮窖
泥、黄水、酒尾、大曲粉：宜宾J酒厂。
1.1.2 试剂

柠檬酸、柠檬酸钠、氯仿、丙酮、甲苯、醋酸、氢氧化钾、
尿素、过磷酸钙（均为分析纯）：成都科龙化工试剂厂；甲醇
（色谱纯）：德国Darmstadt公司。
1.2 仪器与设备

PHs-3c型精密pH计：上海理达仪器厂；BS210S型电子
分析天平：北京赛多利斯天平有限公司；HH-ZK型恒温水
浴锅：上海卫凯仪器设备有限公司；ZHWY-103D型恒温培
养振荡器：上海智城分析仪器制造有限公司；MD200-1型
氮气吹扫仪：杭州奥盛仪器有限公司；QP2010型气-质联用
（gas chromatography-mass spectrometry，GC）仪：日本岛津
公司；TR-5MS型色谱柱（30.0 m×320 μm×0.25 μm）：美国
Thermo公司；SPE型硅胶层析小柱（3 mL，250 mg）：德国
Hardwee公司；Sherlock 6.0微生物鉴定系统：美国MIDI公司。
1.3 方法
1.3.1 窖泥老熟方法

窖泥老熟方法A：分别将1 600 kg 50年以上窖龄窖池
窖泥的窖壁上层、中层和下层窖泥与1 600 kg窖皮窖泥、
225 kg黄水、50 kg大曲粉、6 kg尿素、30 kg过磷酸钙、15 kg
酒尾（酒精度＜40%vol）充分拌匀并自然堆积发酵15 d，在
新窖窖池窖底铺上厚度为25 cm经堆积发酵后的下层窖
泥，窖壁的不同位置分别用力甩上厚度为20 cm的对应位置
经堆积发酵后的窖泥并抹平。

窖泥老熟方法B：将50年以上窖龄窖池生产的酒醅按照
浓香型白酒跑窖法[18]拌曲后入新窖窖池（传统人工窖泥的
新窖）发酵。

窖泥老熟方法C：将方案A中经堆积发酵后的窖泥（分
为窖壁上层、中层和下层窖泥），分别使用到新窖窖池对
应的窖层中，并采用方案B中的酒醅入窖方式酿酒。
1.3.2 窖泥取样方法

距窖口50 cm均匀取样为上层窖泥，距窖底50 cm均匀
取样为中层窖泥，窖池底部均匀取样为下层窖泥，共取得

36份样品，所有的样品均在3 h内完成预处理。窖泥样品具
体信息如表1所示。

1.3.3 PLFA的分析方法
（1）窖泥的预处理
分别准确称取窖泥5.0 g，加入30 mL柠檬酸缓冲液

（0.1mol/L、pH 4.0），涡旋振荡10min后经4层无菌纱布过滤，
其滤清液经2 500 r/min离心15 min，取上清液，10 000 r/min
离心10 min，收集沉淀。柠檬酸缓冲液重复洗涤3次后备用，
上述样品均设3个重复。
（2）PLFA的提取
在上述沉淀中加入19 mL柠檬酸缓冲液、甲醇与氯仿

序号 窖泥编号 窖泥老熟方法 新窖发酵轮次/轮 窖泥位置
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

A01
A02
A03
A11
A12
A13
A21
A22
A23
A31
A32
A33
B01
B02
B03
B11
B12
B13
B21
B22
B23
B31
B32
B33
C01
C02
C03
C11
C12
C13
C21
C22
C23
C31
C32
C33

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

0
0
0
1
1
1
2
2
2
3
3
3
0
0
0
1
1
1
2
2
2
3
3
3
0
0
0
1
1
1
2
2
2
3
3
3

上层
中层
下层
上层
中层
下层
上层
中层
下层
上层
中层
下层
上层
中层
下层
上层
中层
下层
上层
中层
下层
上层
中层
下层
上层
中层
下层
上层
中层
下层
上层
中层
下层
上层
中层
下层

表1 窖泥样品编号
Table 1 Code of pit mud samples
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（0.8∶2.0∶1.0，V/V）的混合液，避光振荡2 h，加入10 mL柠檬酸
缓冲液与氯仿（1∶1，V/V）的萃取溶剂，静置避光萃取24 h，
收集氯仿相，利用氮吹仪吹干样品；5 mL氯仿溶解干燥样
品后，加入提前经氯仿浸润的硅胶层析小柱内，依次采用
10 mL氯仿、10 mL丙酮、10 mL甲醇进行洗脱，收集甲醇相，
并用氮气吹干燥[16-17]，即为PLFA。
（3）PLFA的甲基化
利用1 mL甲苯与甲醇（1∶1，V/V）的混合液溶解PLFA，

加入1 mL氢氧化钾-甲醇溶液（0.2 mol/L），37 ℃水浴保温
30 min，用1 mol/L乙酸溶液将pH调至6.0，加正己烷和超纯
水各2 mL，漩涡振荡5 min，将有机相移入洁净样品瓶中，
氮气吹干待测[4-5]。
（4）PLFA的气相色谱分析
TR-5MS型色谱柱（30.0 m×320 μm×0.25 μm），进样口

温度：250℃，分流比：10∶1，载气：氦气（He），流速：1mL/min，
进样量：0.5 μL。升温程序：起始柱温40℃，保持2min；再以
5℃/min升至220℃，保持9min。电子电离（electron ionization，
EI）源，电子能量：70 eV；离子源温度：230 ℃；扫描范围：
35～400 amu[14-15]。
（5）PLFA的微生物群落表征
磷脂脂肪酸（PLFA）的命名参考郑佳等[3]的命名方法，

PLFA的通式用X：YωZ表示，其中X代表脂肪酸甲酯主链上
的总碳原子数，Y表示不饱和双键的数目，ω代表含有双键，
Z代表双键距甲基末端的位置。测定结果为i13：0、a14：0、
i15：0、a15：0、a16：0和i16：0代表革兰氏阳性菌；16：1ω5c、
16：1ω7c、16：1ω9、cy17：0和18：1ω6代表革兰氏阴性菌；
15：0、i16：0、i17：0代表好氧菌；cy17：0、cy19：0代表厌氧菌；
18：3ω6，9，12、18：2ω6，9和18：lω9代表真菌。其中前缀i表
示PLFA中含有异构甲基支链，a表示PLFA中含有反异构
甲基支链，cy代表含有环丙基。
1.3.4 浓香型白酒出酒率的计算

浓香型白酒出酒率= 蒸馏酒总质量
粮食总质量

× 100%

式中：蒸馏酒总质量需换算成酒精浓度50%vol的质量。
1.3.5 浓香型白酒感官评定

由7名四川省白酒评委组成的感官评定组，在环境幽
静、空气流通、光线充足的品酒室，按照浓香型白酒的感
官评定标准[19-20]进行感官评定。
1.3.6 数据分析

采用美国MIDI公司开发的基于细菌细胞脂肪酸成分
鉴定的Sherlock6.0系统进行PLFA的鉴定和分析。
2 结果与分析
2.1 经三轮次发酵后不同窖泥老熟方法窖泥PLFA指纹图
谱的比较
采用3种不同窖泥老熟方法对窖泥进行三轮次发酵，

窖泥的PLFA气相色谱图见图1，窖泥的PLFA含量见图2。 由图1和图2可知，经三轮次发酵后，在3种不同窖泥老

图2 3种不同老熟方法上层（a）、中层（b）和下层（c）窖泥中磷脂脂肪酸
含量

Fig. 2 Phospholipid fatty acid contents in the upper (a), middle (b) and
lower (c) layer of pit mud prepared by 3 kinds of aging methods

图1 3种不同老熟方法窖泥的磷脂脂肪酸气相色谱图
Fig. 1 Gas chromatogram of phospholipid fatty acid in pit mud

prepared by 3 kinds of aging methods
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熟方法窖泥中，C8～C20的PLFA 26种，其中直链饱和脂肪
酸（linear saturated fatty acids，LSFA）5种、支链饱和脂肪酸
（branched saturated fatty acids，BRFA）14种、环丙基脂肪酸
（cyclopropyl fatty acids，CPFA）2种、单不饱和脂肪酸（mo-
nounsaturated fatty acids，MUFA）4种、多不饱和脂肪酸（po-
lyunsaturated fatty acids，PUFA）1种。

由图2a可知，在3种不同窖泥老熟方法老熟的上层窖
泥中，C8～C20的PLFA 19种，其中LSFA 5种、BRFA 10种、
CPFA 1种、MUFA 2种、PUFA 1种。其中，在方法C老熟的上
层窖泥中，PLFA总含量最高，为（47.26±3.57）nmol/g，其次为
方法B老熟的上层窖泥，为（33.14±2.53）nmol/g，在方法A老
熟的上层窖泥中PLFA总含量最低，为（29.70±2.35）nmol/g。

由图2b可知，在3种不同窖泥老熟方法老熟的中层窖
泥中，C8～C20的PLFA26种，其中在窖泥样品A32中未检出
10Me16：0与17：0，在窖泥样品B32中未检出a9：0、α-OH-10：
0、10Me16：0、10Me18：0与20：1ω6。在方法C老熟的中层窖
泥中PLFA总含量最高，为（57.22±2.35）nmol/g，在方法A老
熟的中层窖泥中PLFA总含量其次，为（35.14±1.72）nmol/g，
在方法B老熟的中层窖泥中PLFA总含量最低，为（34.17±
1.47）nmol/g。

由图2c可知，在3种不同窖泥老熟方法下层窖泥中，
C8～C20的PLFA26种，其中在窖泥样品A33中未检出a15：0与
17：0，在窖泥样品B33中未检出a9：0、α-OH-10：0、10Me16：0、
10Me18：0与20：1ω6。在方法C老熟的下层窖泥中PLFA总
含量最高，为（70.27±2.66）nmol/g，在方法A老熟的下层窖
泥中PLFA总含量其次，为（44.66±1.94）nmol/g，在方法B老

熟的下层窖泥中PLFA总含量最低，为（38.09±1.73）nmol/g。
经三轮次发酵后，3种老熟方法不同泥层窖泥中PLFA

总含量均为下层最高，分别为A33：（44.66±1.94）nmol/g；B33：
（38.09±1.73）nmol/g；C33：（70.27±2.66）nmol/g，中层其次，
分别为A32：（35.14±1.72）nmol/g；B32：（34.17±1.47）nmol/g；
C32：（57.22±2.35）nmol/g，上层最低，分别为A31：（29.70±
2.35）nmol/g；B31：（33.14±2.53）nmol/g；C31：（47.26±
3.57）nmol/g。这表明窖泥微生物的数量从窖池上层向下
层逐渐增多，可能是由于窖池中的酿酒微生物在生产过程
中产生了大量的菌体自溶物、腐殖质、有机酸等营养物质，
随黄水逐渐渗透到窖池的底部，使酿酒微生物能够更好地
生长繁殖[20]。
2.2 不同窖泥老熟方法对窖泥特征PLFA图谱的影响

由图3a可知，在使用窖泥老熟方法A的上层窖泥中，革
兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌及厌氧菌的含量均随着酿酒轮
次的增加而增加，并逐渐趋近于50年以上窖龄窖池上层窖
泥（O1）革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌及厌氧菌含量；好氧
菌及真菌的含量则随着酿酒轮次的增加呈现先减少后增
加的趋势，但也逐渐趋近于O1，这可能是由于使用方法A
所制得的上层窖泥中含有一些不适合酿酒生产环境的好
氧菌及真菌，其在投入生产过后逐渐消亡。由图3b与图3c
可知，同样是在使用方法A老熟的中层及下层窖泥所含的
革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、好氧菌、厌氧菌、真菌的含
量均随着酿酒轮次的增加而增加，并逐渐趋近于50年以上
窖龄窖池中层窖泥（O2）及50年以上窖龄窖池下层窖泥
（O3）的含量。

由图4a可知，在使用窖泥老熟方法B的上层窖泥中，革
兰氏阳性菌、好氧菌、厌氧菌及真菌的含量随着酿酒轮次
的增加而增加，其中好氧菌、厌氧菌及真菌的含量逐渐趋
近于O1；革兰氏阴性菌的含量则随着酿酒轮次的增加而减
少，其含量也未呈现出逐渐接近于O1的趋势。由图4b可知，
在方法B老熟的中层窖泥中，革兰氏阳性菌、好氧菌、厌氧菌
及真菌的含量随着酿酒轮次的增加而增加，并逐渐趋近于

O2；革兰氏阴性菌的含量则随着酿酒轮次的增加而减少，
并逐渐低于O2中革兰氏阴性菌的含量（1.63±0.20）nmol/g，
表明使用方法B老熟的中上层和中层的窖泥里含有有益于
酿酒的革兰氏阴性菌在酿酒过程的前三轮中并未显著生
长。由图4c可知，在方法B老熟的下层窖泥中，革兰氏阳性
菌、革兰氏阴性菌、好氧菌、厌氧菌、真菌的含量均随酿酒
轮次的增加而增加，并逐渐接近于O3的含量。

图3 3种不同老熟方法上层窖泥的各类型微生物含量
Fig. 3 Content of each type of microbes in the upper layer of pit mud prepared by 3 kinds of aging methods
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2.3 不同窖泥老熟方法对窖泥中微生物群落结构特征的
影响
由图6a可知，经三轮次发酵后，50年以上窖龄窖池上层

窖泥（O1）中，革兰氏阳性菌相对于其他3种上层窖泥的百
分含量最低（30.22%），而革兰氏阴性菌相对于其他3种上
层窖泥的的百分含量最高（2.42%），这可能是由于老窖池
在浓香型白酒生产过程中，微生物产生的有机酸和醇类等

物质逐渐积累形成了高酸度、高乙醇的微生态环境，使得
其中的微生物之间进行优胜劣汰；好氧菌及厌氧菌的百分
含量在4种样品中差异不显著；而真菌的百分含量在上层
窖泥C31与O1中均显著高于A31与B31，表明A31与B31中
适合酿酒生产的真菌还需要进一步生长繁殖；C31与O1中
革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、好氧菌、厌氧菌及真菌的
百分含量相对接近，达到了窖泥快速老化的目的。

图4 3种不同老熟方法中层窖泥的各类型微生物含量
Fig. 4 Content of each type of microbes in the middle layer of pit mud prepared by 3 kinds of aging methods

图5 3种不同老熟方法下层窖泥的各类型微生物含量
Fig. 5 Content of each type of microbes in the lower layer of pit mud prepared by 3 kinds of aging methods

图6 3种不同老熟方法窖泥中各类型微生物的百分含量
Fig. 6 Percent content of each type of microbes in pit mud prepared by 3 kinds of aging methods

由图5a～5c可知，在使用窖泥老熟方法C的上、中、下
层的窖泥中，革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、好氧菌、厌氧
菌及真菌的含量均随着酿酒轮次的增加而增加，也逐渐趋

近于50年以上窖龄窖池窖泥中所对应的微生物含量。这
表明窖泥老熟方法C优于方法A及方法B。
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由图6b可知，经三轮次发酵后，在4种中层窖泥样品
中，C32与O2的革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、好氧菌、厌
氧菌及真菌的百分含量相对接近；A32与O2相比，其革兰氏
阳性菌、革兰氏阴性菌、厌氧菌及真菌的百分含量差异较
为显著；B32与O2相比，其革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、
真菌的百分含量差异较为显著。这表明经过三轮次的浓香
型白酒生产，方法C所制得的中层窖泥优于方法A与方法B。

由图6c可知，经三轮次发酵后，在4种下层窖泥样品中，
厌氧菌的百分含量均＞45%，好氧菌的百分含量均＜13%，
这表明窖池下部含氧量极低，微生物在窖池中不同位置的
生长繁殖受氧气的胁迫差异明显；C33与O3中革兰氏阴性
菌及真菌的百分含量均高于A33与B33，而革兰氏阳性菌与
厌氧菌则相反的，这可能由于老窖池在长期酿造过程中，
酿酒微生物产生了大量的有机酸、菌体自溶物、腐殖质等
物质，并随生产过程中产生的黄水逐渐渗透到窖池的底部，
使窖池下层的微生物生长繁殖呈现出有别与上层、中层不
同的特征；在3种不同的窖泥老熟方法中，只有使用方法C
的下层窖泥其革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、好氧菌、厌
氧菌及真菌的百分含量与O3相对接近。

综上，经过三轮次发酵的窖泥，在使用方法C老熟的
窖泥中微生物群落结构特征与50年以上窖龄窖池的相
似，故使用方法C所制得的窖泥优于方法A与方法B。
2.4 不同窖泥老熟方法对浓香型白酒出酒率及感官特征
的影响

由表2可知，经三轮次发酵后，使用窖泥老熟方法C的
窖池，其白酒出酒率在3种窖泥老熟方法中最高，为（36.52±
0.67）%，窖泥老熟方法A的窖池出酒率其次，为（34.05±
0.56）%。使用窖泥老熟方法A的窖池所生产的浓香型白酒
窖香明显、酒体较绵甜、味长、尾较净；使用窖泥老熟方法
B的窖池所生产的浓香型白酒具有一定的窖香、酒体较绵
甜、稍冲、味长、尾较净；使用窖泥老熟方法C的窖池所生
产的浓香型白酒窖香浓郁、酒体丰满、入口醇甜、味长、尾
净。经过感官品评后发现，使用窖泥老熟方法C的窖池产
酒优于窖泥老熟方法A和B的窖池。
3 结论

优良的窖池环境对浓香型白酒的香味和品质有着极
为重要的影响，本试验基于PLFA剖析3种不同窖泥老熟方
法所制得的窖泥微生物群落结构。结果表明，使用方法C制
得的窖泥经三轮次酿酒生产后，其中的微生物多样性较方
法A与方法B丰富，且特征PLFA的种类与50年以上窖龄窖

池相同；微生物含量也高于方法A与方法B，并接近于50年
以上窖龄窖池的含量；微生物群落结构特征与50年以上窖
龄窖池的相似度最高。使用窖泥老熟方法C的窖池所生产的
浓香型白酒出酒率最高，为（36.52±0.67）%，窖香浓郁、酒
体丰满、入口醇甜、味长、尾净。故使用方法C所制得的窖泥
优于方法A与方法B，但与50年以上窖龄窖池窖泥微生物群
落结构还有一定的差距，需要借助于高通量测序等微生物
群落结构的分析方法将窖池中的微生物确定到种属水平后
进行深入研究，以期达到进一步优化窖泥老熟方法的目的。
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项目 新窖窖池 方法 A
的窖池

方法 B
的窖池

方法 C
的窖池

50年以上
窖龄窖池

出酒率/% 29.31±0.89 34.05±0.56 32.54±1.03 36.52±0.67 38.39±0.42

表2 不同老熟方法浓香型白酒的出酒率
Table 2 Liquor yield of strong-flavor Baijiu prepared by

different aging methods
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