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摘  要：以我国典型地区传统甜醅样品为对象，采用高通量扩增子测序技术开展甜醅样品细菌微生物

区系研究，解析了甜醅细菌群落结构与甜醅性质关系。研究结果显示，甜醅样品中厚壁菌门（Firmicutes）

含量最高。在属水平，以魏斯氏菌（Weissella）、乳杆菌（Lactobacillus）、葡萄球菌（Staphylococcus）

等丰度最高。主坐标分析（PCoA）表明 3 种甜醅样品的细菌群落组成不同。利用 Lefse 分析发现了每

种甜醅样品相关的生物标志分类单元，包括乳杆菌（Lactobacillus）和葡萄球菌（Staphylococcus）等。

通过冗余分析（db-RDA）发现，甜醅细菌群落与甜醅性质（乳酸、黄酮、氨基酸、蛋白、淀粉、游离

脂肪酸和还原糖含量）显著相关。基于 16S rDNA 预测分析，甜醅细菌功能主要涉及氨基酸转运和代

谢及碳水化合物转运和代谢等。为了解传统全谷物发酵食品微生物资源多样性、利用微生物改善甜醅

品质及今后工业化生产等奠定理论基础，也为其他发酵食品微生物多样性研究提供参考。 
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Abstract: The high-throughput amplicon sequencing technology was used to study the microbiota of the the 

traditional fermented whole grain Tianpei from the typical regions of our country. The correlations between 

the bacteria communities and the properties of Tianpei were also analyzed. The results showed that Firmicutes 

were most abundant. At genus level, the abundance of Weissella, Lactobacillus and Staphylococcus was the 
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highest ones. Principal coordinate analysis (PCoA) showed that the compositions of bacterial community 

among three kinds of Tianpei were different. According to Lefse analysis, the related biomarkers were found 

in each Tianpei, including Lactobacillus and Staphylococcus. By the distance-based redundancy analysis 

(db-RDA), it is illustrated that the bacterial community of Tianpei was significantly correlated with the 

properties of Tianpei (lactic acid, flavone, amino acid, protein, starch, free fatty acid and reducing sugar 

content). The prediction of bacterial functions in Tianpei based on 16S rDNA mainly involved in amino acid 

transport and metabolism and carbohydrate transport and metabolism etc. This study laid a theoretical 

foundation for the exploration of microbial resources of traditional whole grain fermented food, the 

improvement of the quality of Tianpei and the industrial production etc. It also could provide a reference for 

the research on the microbiota of other fermented foods. 

Key words: whole grains; Tianpei; microbiota; functional prediction; correlation 

全谷物是健康膳食的重要组成部分，富含膳

食纤维和多种生物活性成分。全谷物健康益处很

多，包括降低心脏病、脑卒中、II 型糖尿病、结直

肠癌风险，减少肥胖，减少炎症、延缓衰老等[1-5]。

全谷物健康促进作用已达成国际共识，最新版《中

国居民膳食指南（2022）》也增加了每天摄入全谷

物和杂豆类 50~150 g 的内容。全谷物食品还存在

口感粗糙、适口性差、稳定性差、不易储藏等问

题。研究证明，发酵可明显提高全谷物制品中生

物活性物质的种类和含量，显著增强功能活性，

并提升全谷物制品的口感和风味[6-11]。发酵技术

在全谷物加工中具有很好的应用前景。 

甜醅正是我国传统发酵全谷物食品和特色饮

品，主要由燕麦、青稞、糙米制作，历史渊源流

长，深受人民喜爱[12-13]。甜醅中蕴含丰富的微生

物资源，但对于其微生物区系却少有系统报道，

亟待研究阐明。甜醅的研究综合了全谷物食品、

发酵技术和微生物资源等方面，对于研究开发全

谷物发酵食品具有很好的借鉴作用。 

本文以我国典型地区传统甜醅样品为研究对

象，利用高通量扩增子测序技术进行甜醅样品细

菌微生物区系研究，并解析其细菌群落结构及细

菌与甜醅性质关系信息。研究为传统全谷物发酵

食品微生物资源发掘、甜醅品质改善及工业化生

产等奠定理论基础，也为其他发酵食品微生物研

究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料试剂 

我国典型地区甜醅样品三种，甜醅样品 HN：

南方湖南衡阳家庭作坊；HZ：甘肃会洲家庭作坊；

LD：北京兰州饭店。 

甜醅总基因组利用 QIAGEN DNeasymericon 

Food Kit 试剂盒：美国 QIAGEN 公司提取；16S 扩

增子文库构建使用 NEXTflexTM Rapid DNA-Seq 

Kit 试剂盒：美国 Bio Scientific 公司；甜醅营养

化学性质测定使用相应试剂盒测定：北京索莱宝

生物科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

NanoDrop2000 超微量分光光度计：美国

Thermo Scientific 公司；V2S02S 微型旋涡仪：德

国 IKA 公司；SynergvHT 酶标仪：美国 BIOTEK

公司；ABI GeneAmp® 9700 型 PCR 仪：美国 ABI

公司；EPPENDORF 5810R 台式高速冷冻离心机：

德国 EPPENDORF 公司；HH-4 数显恒温水浴锅：

江苏盛蓝仪器公司；SBA-40E 生物传感分析仪：

山东省科学院生物研究所。 

1.3  实验方法 

1.3.1  甜醅样品基因组的提取  

每份甜醅均一化搅拌均匀后称取 1 g，参照试

剂盒步骤提取甜醅样品的总基因组，每种甜醅样

品取三份提取三份基因组作为 3 个生物学重复。

甜醅 DNA 的浓度和纯度利用 NanoDrop2000 检
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测，检测基因组 DNA OD260 nm/OD280 nm 值在 1.8~ 

2.0 之间，甜醅总 DNA 样品置于–80 ℃备用。  

1.3.2  细菌 16S rRNA 基因 PCR 扩增、检测及测序 

利用引物 799F（AACMGGATTAGATACCCKG） 

and 1193R（ACGTCATCCCCAC CTTCC）PCR 扩

增样品细菌 16S rRNA V5-V7 区域[14]。扩增过程

为 94 ℃预变性 5 min，32 个循环包括 94 ℃变性 

30 s，53 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 48 s，再 72 ℃

延伸 8 min，4 ℃保存。PCR 反应体系 20 μL，包

括 5×PCR Mix 4 μL，引物 799F（10uM）1 μL，

引物 1193R（10uM）1 μL，DNA 模板 10 ng，ddH2O

补齐。每种甜醅样品 3 个重复。将同样本的 PCR

产物混匀后通过 1.8%琼脂糖凝胶电泳切胶回收

PCR 产物并纯化，PCR 回收产物检测定量，文库

构建，在上海美吉生物医药科技有限公司进行细

菌扩增子测序，测序平台为美国 Illumina 公司

Miseq PE300。细菌扩增子的原始数据提交至

NCBI SRA 数据库，序列号为 PRJNA905189。 

1.3.3  生物信息学分析 

细菌扩增子原始序列的质控采用 Fastp[15] 

0.19.6 软件比对，序列拼接利用 FLASH[16]1.2.11

软件。质控内容包括设置窗口值为 50 bp，过滤掉

reads 尾部质量值小于 20 的碱基；最小重叠长度

为 10 bp，依据重叠关系，拼接成对 reads 成序列；

拼接序列重叠区允许的最大错配比率为 0.2，去除

不符合条件的序列；根据标记序列和引物区分不

同样品，并调整好序列方向，标记序列错配数值

设为 0，最大引物错配数值设为 2。通过 UPARSE[17] 

7.1 软件进行可操作分类单元（OTU）聚类，设置

相似度为 97%[17-18]并剔除嵌合体序列。利用 RDP 

classifier[19] 2.13 对每条序列进行 silva138 数据库

比对并给出物种分类注释。利用 PICRUSt2 2.2.0 [20]

进行细菌物种功能预测，利用 Lefse (http://huttenhower. 

sph.harvard.edu/galaxy/ root?tool_id=lefse_upload）

筛选出甜醅样本中显著性差异影响的细菌分类单元。 

2  结果与讨论 

2.1  测序数据概况及甜醅细菌 α 多样性 

研究完成了甜醅样本的多样性数据测序和分

析，共获得优化序列 481 313 条，包含 181 512 717

碱基，平均序列长度 377 bp。物种注释结果统计

甜醅样品中包括细菌界 26 门、55 纲、119 目、193

科、314 属、417 种和 504 个可操作分类单元

（OTU）。甜醅样品细菌 α 多样性指数见表 1。甜

醅样品的 Coverage 值都大于 0.999，证明测序覆

盖率很好，测序深度适合。分别选取 Chao1 代表

样品丰度（ Richness ）、 Shannon 代表多样性

（Diversity）、Simpsoneven 代表均一性（evenness）。

甜醅样品中 HN 具有最高的丰富度和多样性，甜

醅 HZ 具有最高的均一性；而甜醅样品 LD 丰富

度、多样性和均一性值均为最低。 

 
表 1  甜醅细菌 α 多样性指数表 

Table 1  α diversity indices of Tianpei samples 

样品号 覆盖度 丰度 多样性 均一性 

HN 0.999 5±0.000 1 306.9±3.5 2.97±0.06 0.026±0.002

LD 0.999 9±0.000 1 58.7±1.6 0.38±0.02 0.025±0.002

HZ 0.999 8±0.000 2 60.4±1.4 1.31±0.03 0.046±0.003

 

2.2  甜醅样品细菌区系组成 

在细菌门水平，甜醅样品中有 4 个门的丰度

大于 1%，分别为厚壁菌门（Firmicutes）、变形菌

门（Proteobacteria）、放线菌门（Actinobacteriota）

和拟杆菌门（Bacteroidota）。厚壁菌门（Firmicutes）

含量最高（甜醅 HN-55.4%，LD-96.3%，HZ-98.4%），

其次是变形菌门（Proteobacteria），在甜醅 HN 中

含量最高达 30.1%（图 1A）。另外，放线菌门

（Actinobacteriota）在甜醅 HN 中含量 11.2%。厚

壁菌门（Firmicutes）和变形菌门（Proteobacteria）

细菌在多种发酵食品中广泛分布，并作为发酵食

品微生物区系的主要细菌类群[21-23]。由于其强大

和广泛的适应性，它们也是许多其他环境系统中

的优势微生物群[24-25]。放线菌门成员在土壤、海

洋等环境分布，还可和植物共生，在自然界的氮

素循环中起着一定的作用，其中著名的链霉菌属

（Streptomyces）和放线菌属(Actinomyces)等成员

能产生多种抗菌素[26]  

在属水平，甜醅样品中有 15 个属的丰度大于

1% ，包括魏斯氏属（ Weissella ）、乳杆菌属

（Lactobacillus）、葡萄球菌属（Staphylococcus）、

潘隆尼亚碱湖杆菌（Pannonibacter）、芽孢杆菌属
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（Bacillus）、片球菌属（Pediococcus）、醋酸杆菌

（Acetobacter）等（图 1B）。其中，魏斯氏属

（Weissella）在甜醅 LD 中丰度最高（93.3%），

乳杆菌属（Lactobacillus）在甜醅 HZ 中丰度最高

（86.3%），而甜醅HN中丰度最高的为 Staphylococcus

（33.8%）和 Weissella（12.8%）（图 1B）。三种甜

醅样品共享 33 个 OTUs（图 1C），主要隶属于

Lactobacillus、Weissella、Staphylococcus、Pediococcus。

甜醅 LD 中无特有 OTU, 甜醅 HN 中特有 OTU 数

目则最多，与上述多样性指数结果相对应。菌群

中 Weissella、Lactobacillus、Pediococcus 等都属

于乳酸菌（LAB），在食品和饮品发酵中具有重要

的作用[27-28]。Pannonibacter 成员被报道具有还原

Cr(Ⅵ)的特性[29]。本研究中的葡萄球菌为尼泊尔

葡萄球菌（Staphylococcus nepalensis），被报道可

用于酿造豆瓣，产乳酸，降解苯酚，并且被发现

是传统锦州虾酱中产蛋白酶的嗜盐菌[30-31]。其在

甜醅中的具体功能作用值得进一步继续研究。 

2.3  甜醅样品细菌 β多样性和多级物种差异判别

分析 

主坐标分析（PCoA）在 OTU 水平上，显示 3

种甜醅样品细菌形成各自的聚集群落（图 2）。甜醅

样品细菌群落差异特性值 PC1 为 46.36%，PC2 为

40.05%。利用 ANOSIM 分析，即相似性分析，也

证实了3种甜醅样品细菌群落存在差异（P =0.001）。

ANOSIM 分析属于非参数检验，经常用来检验组间

差异是否显著大于组内差异，进而判断分组是否具

有意义。本研究中甜醅样品来自不同地区，不同原

料，表现出了不同的细菌多样性及菌落结构。 

 

 
 

注：A. Circos 图门水平；B. Circos 图属水平；C. 维恩图. 

Note: A. Circos diagram at phylum level; B. Circos diagram at genus level; C. Venn diagram. 

图 1  甜醅细菌区系组成图 

Fig.1  Diagrams of bacterial composition among sweet fermented oats samples 
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Lefse 分析可发现高维生物标识物并揭示基

因组特征，区别不同生物类群。其算法强调统计

意义和生物相关性，能够识别不同丰度特征及其

关联的类别，根据分类学组成对样本进行线性判

别分析（LDA），找出样本之间产生显著性差异影

响的分类单元[22]。在我们研究的甜醅样品中，通

过 Lefse 分析发现了与样品相关的指示或生物标

志分类群，细菌标志类群筛选中，以 LDA 值>4

为标准，不同类群之间存在显著差异（图 3）。利

用单因素方差分析（One-way ANOVA）检验进行

了验证。甜醅样品 HN 丰度和多样性最高，细菌

标志分类群也最多。在属水平，细菌标志分类群

主要包括乳杆菌属（Lactobacillus）、葡萄球菌属

（ Staphylococcus ）、 潘 隆 尼 亚 碱 湖 杆 菌

（Pannonibacter）、芽孢杆菌属（Bacillus）等。

这些细菌标志分类群也包含在甜醅主要细菌组成

类群中，提示我们重点关注这些类群。 
 

 
 

图 2  甜醅细菌 PCoA 图 

Fig.2  PCoA diagram of bacterial community among  
Tianpei samples 

 

2.4  甜醅细菌与甜醅性质关系及甜醅细菌功能

预测分析 

三种甜醅样品性质见表 2，包括乳酸，黄酮、

氨基酸、蛋白、淀粉、游离脂肪酸和还原糖含量。

通过 db-RDA 关联分析研究发现，甜醅细菌组成

与甜醅性质显著相关（图 4）。利用 Spearman 关

联分析发现魏斯氏属（Weissella）与氨基酸含量

和还原糖含量显著相关、乳杆菌属（Lactobacillus）

与蛋白含量显著相关、葡萄球菌属（Staphylococcus）、

芽孢杆菌属（Bacillus）和潘隆尼亚碱湖杆菌

（Pannonibacter）则与淀粉含量显著相关。目前，

全谷物发酵研究中报道了多种乳酸菌发酵促进燕

麦、糙米等改性，提升口感和增强风味，提高产

品营养价值等[10,32-33]。关于我国传统全谷物发酵

食品甜醅微生物区系的研究还很少，特别是微生

物与其性质相关性方面的研究[34]，今后有待进一

步加强。本部分研究为细菌与甜醅理化性质相关

性研究及后续甜醅性质改良提供参考。 

利用 PICRUSt 基于 16S 扩增子测序结果开展

细菌功能预测，其通过每个 OTU 对应的 greengene 

id，获得 OTU 对应的 COG 信息和 KEGG Ortholog

（KO）信息；并计算各 COG 和 KO 丰度[35]。

PICRUSt 可获得代谢通路 Pathway 在 3 个水平的

信息。细菌菌群的 COG 功能主要集中在一般功能

（General function）、氨基酸转运和代谢（Amino 

acid transport and metabolism）、碳水化合物转运

和代谢（Carbohydrate transport and metabolism）

等。在 KEGG pathway 水平 3 上，细菌功能主要

集中在代谢途径、次生代谢物生物合成、氨基酸

降解、氨基酸合成、RNA 降解、碳固定、三羧酸

循环等。碳水化合物和蛋白等是发酵谷物原料的

重要组成成分[1]，因而不难理解其中微生物群落

的功能与其代谢相关，今后可结合多组学，包括

宏转录组，代谢组等进一步研究分析菌群功能。 

3  结论 

本研究对我国典型地区的发酵全谷物甜醅样

品进行了细菌微生物区系研究，解析了甜醅细菌

群落结构及细菌与甜醅性质关系信息。研究结果

显示，甜醅样品中有 4 个门丰度大于 1%，并以厚

壁菌门（Firmicutes）含量最高。在属水平，以魏

斯氏菌（Weissella）、乳杆菌（Lactobacillus）、葡

萄球菌（Staphylococcus）等丰度最高。三种甜醅

样品的细菌群落组成结构不同，应与其不同来源

和不同原料相关。Lefse 分析发现了每种甜醅样品

的生物标志分类单元，包括乳杆菌（Lactobacillus）、

葡萄球菌（Staphylococcus）等。通过 db-RDA 关

联 研 究 发 现 ， 甜 醅 细 菌 群 落 与 甜 醅 性 质 
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注：A. 样品 Lefse 图；B. LDA 分布图. 

Note: A. Lefse cladogram of different taxa among samples; B. LDA value distribution graph. 

图 3  甜醅样品细菌 Lefse 分析图 

Fig.3  Lefse diagram of bacterial community among Tianpei samples  
 

表 2  甜醅样品营养化学性质表 

Table 2  Chemical properties of Tianpei samples 

样品 
乳酸 LA/ 

(g/L) 
黄酮 F/ 
(mg/g) 

氨基酸 AA/ 
(mg/g) 

蛋白 P/ 
(mg/g) 

淀粉 S/ 
(g/100g) 

游离脂肪酸 FA / 
(μmoL/L) 

还原糖 RS / 
(mg/g) 

HN 38.5±0.2 4.6±0.3 26.5±0.5 161.6±0.5 51.2±0.2 221.5±0.5 225.2±0.2 

LD 20..4±0.3 1.9±0.2 23.6±0.3 125.6±0.3 47.9±0.3 144.6±0.6 208.3±0.5 

HZ 32.5±0.2 3.7±0.2 24.2±0.3 168.4±0.3 45.6±0.6 197.5±0.7 214.3±0.6 
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图 4  db-RDA 分析图 

Fig.4  db-RDA diagram of bacterial community among Tianpei samples 
 

 
 

图 5  基于 16S rDNA 序列甜醅细菌功能预测热图 

Fig.5  Functional analysis heatmap of bacterial community among Tianpei samples based on 16S rDNA 

注：LA—乳酸 ; F—黄酮 ; AA—氨基酸 ;

P—蛋白 ; S—淀粉 ; FA—游离脂肪酸 ;

RS—还原糖. 

Note: LA—lactic acid; F—flavonoid;
AA—amino acid; P—protein; S—starch;
FA—free fatty acid; RS—reducing sugar. 
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（乳酸，黄酮、氨基酸、蛋白、淀粉、游离脂肪

酸和还原糖含量）显著相关。甜醅细菌主要涉及

氨基酸转运和代谢及碳水化合物转运和代谢等。

下一步研究可深入结合多组学技术，宏转录组、

代谢组等研究挖掘微生物在甜醅发酵过程中的功

能作用。研究为传统全谷物发酵食品微生物资源

发掘、甜醅品质改善及工业化生产等奠定理论基

础，也为其他全谷物发酵食品微生物区系研究提

供参考。 
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