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摘要：对某酒企窖泥进行分离纯化培养，得到 ８８株细菌纯培养物，通过 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列比对和系统发育树分析，其中７５株细菌被分为８个系统发育簇
（ｃｌｕｓｔｅｒⅠ—Ⅷ），其最高相似菌分别为 Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ，
Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ，Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ，Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ，Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ和 Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ．采用顶
空固相微萃取－气相色谱－质谱联用法（ＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ）对８个代表性梭菌
菌株的挥发性代谢物进行检测，共检测出７５种挥发性物质，其中醇类２３种、酸
类２０种、酯类１４、醛类２种、酮类２种和其他挥发性物质１４种．通过主成分分
析发现，菌株ＲＬ１（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）和 ＥＬ７（Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）主要与乙酸和丁酸等
化合物的形成有关；ＥＬ４６（Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ）、ＲＬ２０（Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）和 ＲＬ１０（Ｃ．
ｉｎｄｏｌｉｓ）主要与己酸和己酸乙酯等化合物的形成有关；ＥＬ１２（Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ）和
ＲＬ２３（Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ）主要与硫代醋酸 Ｓ－甲酯、１－癸醇和正辛醇有关；而 ＥＬ４３
（Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ）主要与多种酯类化合物的合成有关．
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０　引言

浓香型、酱香型、清香型和米香型是我国白

酒４大基础香型，其中，浓香型白酒具有芳香浓
郁、绵柔甘洌、香味协调、入口甜、落口绵、尾净

余长等风格特征，其产销量占全国白酒总产销

量的７０％左右．浓香型白酒含有成百上千种香
气物质，包括有机酸、酯、醇、醛酮、酚、缩醛及硫

化物等［１－２］，其种类与含量影响着浓香型白酒

的整体风格和品质．在上述香气物质中，对浓香
型白酒风味影响较大的香气物质主要包括具有

酸味、奶油等香味的己酸、丁酸、３－甲基丁酸等
脂肪酸，以及具有果香和花香等香味的己酸乙

酯、丁酸乙酯、辛酸乙酯、戊酸乙酯等酯类化合

物．此外，具有甜味、烟熏味等香味的正己醇、
３－甲基丁醇、４－乙基愈创木酚和４－甲基愈创
木酚对浓香型白酒风味也有较大的贡献度［３］．

浓香型白酒中复杂香气成分的形成与其独

特的酿造工艺密不可分．浓香型白酒的生产可
以简单概括为：以粮谷为原料，泥窖为发酵容

器，采用多菌种自发发酵的固态发酵模式，经蒸

馏、贮存、勾调等环节制成的高度酒精饮料［４］．
在浓香型白酒酿造过程中，大曲和窖泥是微生

物的主要来源．大曲中的优势微生物为好氧和
兼性好氧的霉菌、酵母、乳酸菌、芽孢杆菌等，其

在发酵过程中形成多种生物酶（淀粉酶、蛋白

酶和酯化酶等），主要参与粮谷糖化及酒精发

酵过程，同时形成一些香味物质，如乙酸、乳酸、

苹果酸、亮氨酸、甘露醇及 Ｎ－乙酰谷酰胺

等［５］．窖泥中的优势微生物主要为兼性厌氧和

专性厌氧的原核微生物，如厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉ

ｃｕｔｅｓ）中的梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）和瘤胃球菌属

（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）等，拟杆菌菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）

中的普雷沃菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ），以及广古菌门

（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）中的甲烷杆菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅ

ｒｉｕｍ）等［６－７］．研究表明，梭菌Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．是

一类能合成多种脂肪酸和醇类物质的微生物类

群，如Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ和 Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ的主要代

谢产物为丁酸，同时伴有乙酸的形成［８－９］；Ｃ．

ｋｌｕｙｖｅｒｉ的主要代谢产物为己酸，同时伴有乙

酸、丁酸及辛酸的形成［４］；Ｃ．ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉ能发酵

糖类，产生乙醇及丁醇等［１０］．在浓香型白酒酿

造过程中，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．所产生的脂肪酸和醇

类可以直接作为香味物质，同时其在酶促和非

酶促反应中还能形成相应的酯类化合物，如丁

酸乙酯及己酸乙酯等［１１］．此外，白酒酿造过程

中可能会存在一些梭菌属物种，如 Ｃ．ｇｈｏｎｉ和

Ｃ．ｓｏｒｄｅｌｌｉｉ，能产生吲哚和４－甲基苯酚等异嗅

物质［１２］，影响浓香型白酒的品质．鉴于此，本研
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究拟对浓香型白酒窖泥中的 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．进

行分离和初步鉴定，并采用顶空固相微萃取 －

气相色谱 －质谱联用法（ＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ）对

分离菌株的挥发性代谢产物进行分析，为明晰

白酒酿造过程中Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．与浓香型白酒

风味之间的联动关系，以及为通过调控白酒酿

造过程中Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．的定向生物强化及控

制手段来提升白酒品质提供一定的理论支撑．

１　材料与方法

１．１　材料和仪器
１．１．１　样品采集　窖泥样品取自某酒业正常

发酵窖池底部的窖泥，取出后迅速装入无菌采

样袋，置于冰盒内运输至实验室，４℃下保存．

１．１．２　主要试剂　琼脂糖、Ｅｚｕｐ柱式细菌基

因组 ＤＮＡ抽提试剂盒、ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）

（Ｋ０１７１）、引物２７Ｆ／１４９２Ｒ、ＤＮＡ分子量标准

ＭａｒｋｅｒＥ（２００—１５００ｂｐ）、ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＰＣＲ产

物纯化试剂盒，均购自生工生物工程（上海）股

份有限公司；薄荷醇，购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；其

余试剂均为分析纯，购自国药集团化学试剂有

限公司．

１．１．３　主要仪器　ＤＨ－４００恒温培养箱，上

海鸿都电子科技有限公司产；ＬＸ－Ｃ５０立式自

动电热压力蒸汽灭菌锅，合肥华泰医疗设备有

限公司产；２．５Ｌ厌氧培养罐，日本三菱化学公

司产；ＴＧＬ－１６Ｇ离心机，上海安亭科学仪器厂

产；ＤＹＹ－Ⅲ－５型稳压电泳仪，北京六一仪器

设备有限公司产；Ｃ１０００ＰＣＲ仪、ＧｅｌＤｏｃ１０００

凝胶成像仪，美国ＢｉｏＲａｄ公司产；固相萃取头

（５０／３０μｍＤＶＢ／ＣＡＲ／ＰＤＭＳ）及ＳＰＭＥ手动进

样手柄，美国ＳＵＰＥＬＣＯ公司产；６８９０Ｎ／５９７３气

质联用仪，美国安捷伦公司产．

１．２　实验方法

１．２．１　培养基的制备　参照 Ｘ．Ｌ．Ｈｕ等［４］的

方法配制增强梭菌培养基，（ＲＣＭ培养基）、乙

醇醋酸钠培养基（ＥＳ培养基），ＲＣＭ和ＥＳ固体

培养基在相应的ＲＣＭ和ＥＳ液体培养基的基础

上分别添加质量分数为２％的琼脂．

１．２．２　窖泥梭菌的纯化培养　 称取１０ｇ窖泥

样品，加入盛有１００ｍＬ无菌水和１０粒玻璃珠

（φ＝３ｍｍ）的厌氧瓶中，于２５℃的摇床上以

２００ｒ／ｍｉｎ振荡２０ｍｉｎ，使之混匀．将窖泥悬浮

液放入８０℃水浴锅中热处理１０ｍｉｎ杀死营养

体细胞，以质量分数为５％的接种量分别接种

于１００ｍＬＲＣＭ和ＥＳ液体培养基，３７℃富集培

养３～５ｄ．将两种富集培养液采用１０倍梯度法

稀释，分别吸取梯度为 １０－３～１０－６的稀释液

２００μＬ，涂布于梭菌对应类型的 ＲＣＭ或 ＥＳ固

体培养基，将培养皿置于厌氧盒内３７℃培养

３ｄ，然后对各种不同特征的菌落进行平板划线

纯化，以获得单菌落．

１．２．３　纯化菌株的发酵培养　将从 ＲＣＭ和

ＥＳ固体培养基中分离到的单菌落再分别接种

于１５ｍＬ对应液体培养基中，３７℃ 恒温下厌

氧培养４８ｈ．吸取适量发酵液分别用于细菌基

因组ＤＮＡ的提取和其挥发性代谢产物的检测．

１．２．４　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序　菌株

ＤＮＡ提取：吸取细菌发酵液１ｍＬ置于无菌 ＥＰ

管中，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃去上清液．使

用Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒，提

取菌体沉淀基因组ＤＮＡ．

ＰＣＲ扩增：以 ２７Ｆ／１４９２Ｒ为 ＰＣＲ扩增引

物，上述纯菌株的 ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增体系

及扩增条件参照张会敏等［１３］的报道．

测序：利用１％琼脂糖电泳检测扩增产物，

目的片段长度约为１５００ｂｐ．利用 ＳａｎＰｒｅｐ柱式

ＰＣＲ产物纯化试剂盒纯化ＰＣＲ扩增产物，并将

纯化后的扩增产物送至上海生工公司进行双向

测序．

１．２．５　菌株分子鉴定及系统发育树的构建　

将测得的每株单菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列在

·３·
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ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／）中进行 ＢＬＡＳＴ比对分析，并分别下载与

其同源性最高的物种的１６ＳｒＲＮＡ基因序列．将

测定菌株及与其同源性最高的物种的 １６Ｓ

ｒＲＮＡ基因序列采用 Ｍｅｇａ５．０５软件的 Ｃｌｕｓｔａｌ

Ｗ功能进行比对，然后用ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）

构建系统发育树．

１．２．６　梭菌发酵液挥发性代谢物 ＨＳＳＰＭＥ

ＧＣＭＳ分析　取１０ｍＬ菌株发酵液，于４℃，１０

０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ，吸取８ｍＬ上清液

置于干净无味的顶空瓶中，同时加入３ｇ氯化

钠、２０μＬ薄荷醇（１００ｍｇ／Ｌ内标液）和１个磁

力转子．采用顶空固相微萃取法（ＨＳＳＰＭＥ）萃

取发酵液中的挥发性物质，采用 ５０／３０μｍ

ＤＶＢ／ＣＡＲ／ＰＤＭＳ固相萃取头，于５０℃磁力搅

拌恒温水浴锅中萃取 ３０ｍｉｎ，转速４００ｒ／ｍｉｎ．

然后将萃取后的固相萃取头插入气相色谱仪进

样口热解吸附５ｍｉｎ，进样口温度２６０℃．

气相色谱及质谱分析条件：除色谱柱改为

ＤＢ－ＦＦＡＰ色谱柱（６０ｍ×２５０μｍ×０．２５μｍ）

外，其余条件均与何培新等［１４］报道的条件

相同．

２　结果与讨论

２．１　分离菌株１６ＳｒＲＮＡ基因的系统发育分析
窖泥样品悬液经ＲＣＭ和ＥＳ液体培养基富

集后，分别采用相应的分离平板进行分离纯化

培养，共获得８８株纯培养物．将上述纯培养物

的１６ＳｒＲＮＡ基因序列提交 ＮＣＢＩ数据库进行

在线ＢＬＡＳＴ比对并进行系统发育树分析，发现

其中 ７５株纯培养物分属于 ８个系统发育簇

（ｃｌｕｓｔｅｒⅠ—Ⅷ），分别与梭菌属中Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉ

ｃｕｍ，Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ，Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ，

Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ，Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ，Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ和 Ｃ．

ｋｌｕｙｖｅｒｉ聚在不同的发育簇，基于窖泥中７５株

纯培养物１６ＳｒＲＮＡ基因序列的系统发育树分

析如图１所示．

本研究从窖泥中筛选出菌株的最高相似菌

包括Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ，Ｃ．

ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ，Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ和 Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ，这些

梭菌也存在于四川和江苏等地酒企的窖泥

中［４，１５－１７］，这表明上述菌种是不同区域酒企窖

泥中共有的梭菌种属．而梭菌Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ和

Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ是第一次在窖泥中分离得到的，表

明这两种菌可能是该酒企特有的梭菌种属．本

研究进一步丰富了窖泥中梭菌的多样性．尽管

通过可培养或免培养技术检测到窖泥中的多种

梭菌种属，但关于其所产生的挥发性代谢物多

样性的报道较少．为了进一步明晰上述Ｃｌｏｓｔｒｉｄ

ｉｕｍｓｐｐ．所产挥发性代谢物对浓香型白酒风味

的贡献度，本研究在图１所示８个系统发育簇

选取每个发育簇生长性能优良的代表性菌株，

对其进行挥发性代谢物检测．每个系统发育簇

中的代表性菌株及其最高相似菌见表１．其中，

６株代表菌株（ＲＬ１，ＥＬ７，ＥＬ１２，ＲＬ２３，ＥＬ４３和

ＥＬ４６）分别与其最高相似菌的１６ＳｒＲＮＡ基因

序列的同源性均≥９９％．因此可将这些菌株初

步鉴定到种水平［１８］，分别为Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．

ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ，Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ，Ｃ．ｃａｄａ

ｖｅｒｉｓ和Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ．而菌株ＲＬ１０和ＲＬ２０与其最

高相似菌（Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ和 Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）的同

源性、与库中基因序列的同源性均＜９９％，表明

这些菌株可能属于梭菌属中新的种属［１９］，其分

类地位需要进一步确证．

２．２　菌株 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．所产挥发性代谢物

分析

　　梭菌代表性菌株发酵液中挥发性物质的

ＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ分析见表２．由表２可知，从上

述８株代表性梭菌菌株发酵液中共检测到７５

种挥发性物质，其中醇类和酸类化合物种类较

多，分别为２３种和２０种，而酯类、醛类、酮类和

其他挥发性物质分别为１４种、２种、２种和１４种．

·４·
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图１　基于窖泥中７５株纯培养物１６ＳｒＲＮＡ基因序列的系统发育树分析

Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ７５ｐｕｒｅｃｕｌｔｕｒｅｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｐｉｔｍｕｄｓ

表１　代表性菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析结果

Ｔａｂｌｅ１　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号 最高相似菌株 相似度 登录号

ＲＬ１ Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ ９９％ ＮＲ＿０４４７１８．２
ＥＬ７ Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ ９９％ ＮＲ＿１１３２４４．１
ＲＬ１０ Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ ９５％ ＮＲ＿０２６４９３．１
ＲＬ２０ Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ９６％ ＮＲ＿０７４５１１．１
ＥＬ１２ Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ １００％ ＮＲ＿１１３３２３．１
ＲＬ２３ Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ ９９％ ＮＲ＿１１３２４５．１
ＥＬ４３ Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ ９９％ ＮＲ＿１０４６９５．１
ＥＬ４６ Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ ９９％ ＮＲ＿０７４１６５．１

上述Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．的挥发性代谢物在浓香型

白酒中已被检出，且被确认为对浓香型白酒香

气贡献度较高的化合物为丁酸、戊酸、己酸、己

酸乙酯、３－甲基丁醇等［１－３］．这也表明Ｃｌｏｓｔｒｉｄ

ｉｕｍｓｐｐ．不仅是窖泥中一类优势微生物类

群［４，６－７，９，１７］，而且其在浓香型白酒酿造过程中

与呈香化合物的形成也密不可分．

在酿造过程中，醇类化合物主要由微生物

利用糖、果胶、氨基酸等物质代谢产生，多具有

·５·
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表２　代表性菌株发酵液中挥发性物质的ＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ分析

Ｔａｂｌｅ２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｖｏｌａｔｉｌｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓｕｓｉｎｇＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ

类别 化合物 ＲＬ１ ＥＬ７ ＲＬ１０ ＲＬ２０ ＥＬ１２ ＲＬ２３ ＥＬ４３ ＥＬ４６

酯类

己酸乙酯 （Ｖ１） ０．０１ ０．０１ ０．０１ ０．０７ — ０．０２ — —

乙酸乙酯 （Ｖ２） — — — — — — ０．０７ ０．０３
丁酸乙酯 （Ｖ３） — — — — — — ０．２３ —

乙酸丁酯 （Ｖ４） — — — — — — ０．１０ —

丁酸丁酯 （Ｖ５） — — — — — — ０．０６ —

乙酸对甲酚酯 ０．０１ — — — — — — —

丁酸苯酯 ０．０２ — — — — — — —

氯甲酸辛酯 （Ｖ６） — — — — — — ０．４９ —

３－苯丙酸乙酯 （Ｖ７） — — — — ０．０１ ０．０１ ０．０９ —

３－苯基丙基乙酸酯 （Ｖ８） — — — — — — ０．２７ —

二乙基丙二酸二乙酯 — — — — — — — 
硫代醋酸Ｓ－甲酯 （Ｖ９） — — — — — ０．１３ — —

硫代丙酸甲酯 — — — — ０．０２ ０．０１ — —

４－甲基戊酸乙酯 — — — —  — — —

醇类

１－癸醇 （Ｖ１０） — — — ０．０１ ０．０３ ０．０６ — —

３－苯丙醇 （Ｖ１１） — —   ０．０４ ０．０２ ４．３７ —

异丁醇 （Ｖ１２） — — — — — — ０．１８ —

庚醇 （Ｖ１３） — — — — — — ０．０７ —

４－苯基丁醇 （Ｖ１４） — — — — — — ０．１３ —

５－苯基－１－戊醇 （Ｖ１５） — — — — — — ０．０８ —

丙醇 — — — — ０．０２ ０．０１ — —

正辛醇 （Ｖ１６） — — ０．１０  ０．３２ ０．２３ — 
３，７－二甲基－２，６－辛二烯－１－醇 — — — — ０．０１ — — —

十一烯醇 — — ０．０２ — — ０．０２ — —

苯甲醇 — —  — —  — —

甲基乙酰甲醇 — — ０．０１ — — — — —

２，３－丁二醇 — — ０．０１ — — — — —

（２Ｒ，３Ｒ）－（－）－２，３－丁二醇 — — ０．０２ — — — — —

香叶醇 — — ０．０１ — — — — —

３－甲基丁醇 （Ｖ１７） — —  — — — ０．１８ —

４－甲基戊醇 （Ｖ１８） — — — — ０．０４ ０．０２ ０．５３ —

３－甲基己醇 （Ｖ１９） — — — — ０．０２ ０．０１ ０．４７ —

９－癸烯醇 — — — — ０．０１ — ０．０３ —

苯乙醇 ０．０１  ０．０１ ０．０１ ０．０１ ０．０１ ０．０１ —

正丁醇 （Ｖ２０）  ０．０１ — ０．０１ ０．０３ ０．０１ ３．２１ 
正戊醇 （Ｖ２１） ０．０１ — —  — — ０．６４ —

２－乙基己醇 — — —  — — — —

酸类

乙酸 （Ｖ２２） ０．３６ ０．２６ ０．０３ ０．０４ ０．０５ ０．０１ ０．０１ ０．０３
丁酸 （Ｖ２３） １０．６１ ２．１８ ０．０１ ０．５７ ０．０３ ０．０５ ０．４５ ０．０５
２－丁烯酸 ０．０３ — — — — — — —

壬酸 ０．０１ ０．０１ — ０．０１ ０．０３ ０．０１ — —

癸酸 （Ｖ２４） ０．１６ ０．０８ ０．０１ ０．０２ ０．３２ ０．０８ ０．１８ —

４－甲基戊酸 （Ｖ２５） — — ０．０１ ０．０２ １．９３ ０．９３ １．０７ ０．０２
戊酸 （Ｖ２６） — — — — — — ０．０８ —

·６·
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续表２

类别 化合物 ＲＬ１ ＥＬ７ ＲＬ１０ ＲＬ２０ ＥＬ１２ ＲＬ２３ ＥＬ４３ ＥＬ４６
十一酸 — — — — ０．０１ — — —

３－苯基丙酸 — — — — — ０．０２ — —

辛酸 （Ｖ２７） ０．７３ ０．２１ ０．０７ ０．１４ ０．０７ ０．０３ — ０．０３
异丁酸 ０．０１ ０．０１ —  — — — —

己酸 （Ｖ２８） ０．１ ０．０５ ０．０２ ０．０３ ０．０２ ０．０１ ０．０５ １．０６
反－３－癸烯酸 ０．０４ — — — — — — —

酸类 ３－甲基戊酸 ０．０４ — — — — — — —

庚酸 ０．０１ — — —  — — —

Ｌ－乳酸 — ０．０１ — — — — — —

３－甲基己酸 （Ｖ２９） — — — — ０．１７ ０．０５ ０．２１ —

２－甲基己酸 — — — — — ０．０４ — —

４－甲基－２－戊烯酸 — — — — —  — —

十二酸 — — — — — ０．０１ — 

醛类
苯甲醛 （Ｖ３０） ０．０７ ０．０３ ０．０１ ０．０２ ０．０３ — ０．０２ —

２，４，５－三甲基苯甲醛 — —  — — — — —

酮类
２－壬酮 — — — — — ０．０２ — —

１－巯基－２－丙酮 — — — — —  — —

其他类

对甲苯酚 ０．０３ ０．０１   ０．０２ ０．０２ — —

２，４－二叔丁基苯酚 （Ｖ３１） ０．１５ ０．１６ ０．１６ ０．２ ０．１４ ０．１９ — —

２，５－二叔丁基苯酚 （Ｖ３２） — — — — — — ０．１６ —

烯丙苯 — — — — — — ０．０１ —

２，３，５，６－四甲基吡嗪 ０．０１ ０．０２ — — — — — —

苯并噻唑 （Ｖ３３） — — ０．０１ ０．０８ ０．０１ ０．０１ — —

二甲基二硫 （Ｖ３４） — — — — — ０．０２ ０．０８ —

二甲基三硫 — — — — ０．０３ ０．０２ — —

吲哚 — — — — —  — —

环辛烷 — — ０．０５ — — — — —

４－乙烯基－２－甲氧基苯酚 — —  — — — — —

２－甲基吡嗪 — — —  — — — —

甲基磺酸酐 ０．０１ — — — — — — —

２－乙酰基噻唑 — — — ０．０１ — — — —

　　注：表中数字表示相应化合物的相对含量，即其与内标（薄荷醇）峰面积比值；—表示未检测出；表示该化合物的相对
含量＞０且＜０．００５；Ｖ１—Ｖ３４表示用于主成分分析的变量

甜味、花香、青草等香味，是酒体中微量香味物

质的重要组成部分．由表２可知，醇类化合物是

上述８株代表性梭菌菌株发酵液中挥发性物质

最多的一类，包括对浓香型白酒香气贡献度较

大的 ３－甲基丁醇、２－乙基己醇及正戊醇

等［１，３］，也包括在浓香型白酒中很少被报道的

醇类，如９－癸烯醇和５－苯基－１－戊醇等．不

同Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．菌株产生醇类化合物的种类

和含量存在明显差异．其中菌株 ＲＬ１０（Ｃ．

ｉｎｄｏｌｉｓ），ＥＬ１２（Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ），ＲＬ２３（Ｃ．ｓｐｏｒｏ

ｇｅｎｅｓ）和ＥＬ４３（Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ）所产醇类化合物种

类较多（≥１０种），而 ＲＬ１（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ），

ＥＬ７（Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）和 ＥＬ４６（Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ）仅能产

生少数几种醇类化合物（≤３种）．此外，仅有

３－苯丙醇、正辛醇、苯乙醇和正丁醇４种醇类

化合物能被５种及以上梭菌代表性菌株合成，

而９种醇类化合物仅能被１种梭菌代表性菌株

合成，且 ＥＬ４３（Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ）产多种醇类化合

·７·
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物的能力均高于其他代表性菌株．这些结果能

为通过定向微生物强化来提升浓香型白酒中特

定醇类化合物含量提供借鉴．

脂肪酸是所有白酒中含量较高且较为重要

的一类化合物，其在白酒中的组成及丰度影响

白酒的香型及品质．例如，脂肪酸可以增加酒的

厚重感，削弱或掩盖白酒的邪杂味、爆辣感及苦

味等．此外，脂肪酸也是白酒中重要的呈香物

质，是酯类化合物合成的主要前体［１１］．在浓香

型白酒中，具有酸味、奶油味等香味的己酸、丁

酸、３－甲基丁酸等脂肪酸对其香气贡献度较

高．由表２可知，上述８株代表性菌株能产生不

同碳链长度（Ｃ２—Ｃ１２）的挥发性脂肪酸共２０

种．每株代表性菌株均能产生６种以上脂肪酸，

且多数脂肪酸（如丁酸、己酸、辛酸、庚酸等）在

白酒中均已被检出，这也表明梭菌可能是浓香

型白酒酿造过程中产生挥发性脂肪酸的重要来

源．在上述脂肪酸中，乙酸、丁酸和己酸作为浓

香型白酒的重要风味成分，可以由上述８株代

表性菌株产生．其中，产己酸最高的为 ＥＬ４６

（Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ），其半定量结果为１．０６．目前，梭菌

Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ是产己酸梭菌的一个代表菌种，其在

不同地域产的浓香型白酒中均已被检出［４］．产

乙酸、丁酸及辛酸能力最高的为ＲＬ１（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕ

ｔｙｒｉｃｕｍ），该梭菌是用于工业发酵产丁酸的主要

菌种．

酯类是浓香型白酒中最重要的一类呈香化

合物，且大部分酯类化合物沸点较低，经过蒸馏

很容易进入基酒中，因此是白酒中含量和数量

最多的风味化合物［２０－２１］．由表２可知，本研究

共检测到 １４种酯类化合物，且除 ＥＬ４３（Ｃ．

ｃａｄａｖｅｒｉｓ）外，其他梭菌菌株仅形成少数几种酯

类化合物（≤４种），表明梭菌对白酒中酯类化

合物的形成可能基于间接作用，即主要由醇类

和酸类化合物经酶促和非酶促反应中的酯化作

用生成．

除上述酸类、醇类及酯类化合物外，上述菌

株还产生其他多种挥发性物质，如酚类、醛类和

酮类等．酚类是窖泥中另一类比较重要的化合

物，具有芳香气味．本研究检测到对甲苯酚、２，

４－二叔丁基苯酚、２，５－二叔丁基苯酚和４－

乙烯基－２－甲氧基苯酚４种酚类物质，其中以

ＲＬ２０（Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）所产２，４－二叔丁基苯

酚的含量最高．除此之外，还检测到苯甲醛和

２，４，５－三甲基苯甲醛 ２种醛类物质，１－巯

基－２－丙酮和２－壬酮２种酮类物质，吲哚、

２－甲基吡嗪、２，３，５，６－四甲基吡嗪、苯并噻唑

和２－乙酰基噻唑５种苯并杂环化合物，烯丙

苯和环辛烷２种烃类化合物，二甲基二硫、二甲

基三硫２种含硫类化合物．其中具有烘烤香气、

甜香气的２，３，５，６－四甲基吡嗪，有助于丰富

白酒的香气［１６］．具有异嗅味的二甲基二硫、二

甲基三硫和吲哚，在一定程度上影响白酒的口

感和品质．因此，明晰不同 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．所产

挥发性代谢物的种类及组成，有助于通过对有

益微生物的强化或对有害微生物的控制，实现

从白酒酿造源头提升白酒品质．

２．３　主成分分析
根据表２可知，８株Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．所产挥

发性代谢物的种类和含量存在明显差异．为了

进一步直观反映上述菌株与其挥发性代谢物之

间的关联性，选取相对含量大于０．０５的挥发性

代谢物共３４种化合物对这８株Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．

进行主成分分析．图２为代表性菌株散点图和

挥发性代谢物载荷图．由图２ａ）可知，主成分１

（ＰＣ１）和主成分２（ＰＣ２）共２３个变量，累计代

表上述３４个变量７６．８％的信息．从图２ｂ）可以

看出，上述８株菌株聚为４类．从主成分１可

知，只有菌株 ＥＬ４３（Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ）处于第一象

限，其主要与乙酸乙酯 （Ｖ２）、丁酸乙酯 （Ｖ３）、

乙酸丁酯 （Ｖ４）、丁酸丁酯 （Ｖ５）、氯甲酸辛酯

（Ｖ６）、３－苯丙酸乙酯 （Ｖ７）、４－甲基戊醇

·８·
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（Ｖ１８）、３－甲基己醇 （Ｖ１９）、３－甲基己酸

（Ｖ２９）和二甲基二硫 （Ｖ３４）１０个变量呈正相

关关系．而其余７株 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．与另外１１

个变量呈正相关关系，包括己酸乙酯 （Ｖ１）、硫

代醋酸Ｓ－甲酯 （Ｖ９）、１－癸醇 （Ｖ１０）、正辛醇

（Ｖ１６）、乙酸 （Ｖ２２）、丁酸 （Ｖ２３）、辛酸

（Ｖ２７）、己酸 （Ｖ２８）、苯甲醛 （Ｖ３０）、２，４－二

叔丁基苯酚 （Ｖ３１）和苯并噻唑 （Ｖ３３）１１种化

合物．从主成分２可知，菌株 ＲＬ１（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉ

ｃｕｍ）和 ＥＬ７（Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）主要与乙酸、丁酸、

辛酸和苯甲醛相关；ＥＬ４６（Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ）、ＲＬ２０

（Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）和 ＲＬ１０（Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ）主要与

己酸、己酸乙酯、２，４－二叔丁基苯酚及苯并噻

唑相关；ＥＬ１２（Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ）ＲＬ２３（Ｃ．ｓｐｏｒｏ

ｇｅｎｅｓ）主要与硫代醋酸 Ｓ－甲酯、１－癸醇和正

辛醇相关；而ＥＬ４３（Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ）主要与乙酸乙

酯、丁酸乙酯、乙酸丁酯、丁酸丁酯、氯甲酸辛

酯、３－苯丙酸乙酯 、４－甲基戊醇、３－甲基己

醇和二甲基二硫这９种化合物有关．

综上所述，基于不同 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．与挥

发性代谢物之间的相关性，可以为选择相应的

梭菌菌株或种属对浓香型白酒酿造过程中的特

定化合物进行微生物定向、强化，提供一定的理

论依据．

３　结论

本文从某酒企的浓香型白酒窖泥中分离出

８８株厌氧细菌，其中７５株细菌分属于８个系

统发育簇（ｃｌｕｓｔｅｒⅠ—Ⅷ），且不同发育簇的最

高相似梭菌Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．分别为Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉ

ｃｕｍ，Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ，Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ，

Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ，Ｃ．ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ，Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ和 Ｃ．

ｋｌｕｙｖｅｒｉ．其中梭菌Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ和 Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ

第一次在窖泥中被检出，进一步丰富了窖泥中

梭菌的种类．采用ＨＳＳＰＭＥＧＣＭＳ法从上述８

株代表性梭菌菌株发酵液中共检测到７５种挥

图２　代表性菌株

散点图和挥发性代谢物载荷图

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｓｃａｔｔｅｒｄｉａｇｒａｍｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

ａｎｄｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔｏｆｖｏｌａｔｉｌｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

发性物质，包括醇类２３种、酸类２０种、酯类１４

种、醛类２种、酮类２种和其他挥发性物质１４

种，表明 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｐ．在浓香型白酒酿造过

程中，与多种挥发性化合物的形成密不可分．通

过主成分分析发现，菌株ＲＬ１（Ｃ．ｔｙｒｏｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）

和ＥＬ７（Ｃ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）与乙酸、丁酸、辛酸和苯甲

醛的合成相关性较大；ＥＬ４６（Ｃ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ）、ＲＬ２０

（Ｃ．ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）和 ＲＬ１０（Ｃ．ｉｎｄｏｌｉｓ）主要与

己酸、己酸乙酯、２，４－二叔丁基苯酚和苯并噻

唑的形成相关；ＥＬ１２（Ｃ．ｂｉｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ）ＲＬ２３（Ｃ．

ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ）主要与硫代醋酸 Ｓ－甲酯、１－癸醇

和正辛醇相关；而ＥＬ４３（Ｃ．ｃａｄａｖｅｒｉｓ）主要与多
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种酯类、４－甲基戊醇、３－甲基己醇和二甲基二
硫的合成有关．

本研究对窖泥中厌氧梭菌的分离、鉴定和

其挥发性代谢物的分析结果，为今后定向生物

强化白酒风味物质形成、呈香化合物溯源、控制

白酒异嗅物质产生，进而提升浓香型白酒品质，

提供了理论依据．
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