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摘  要: 目的  揭示普洱茶发酵过程中不同层间细菌群落结构及优势细菌。方法  实验样品为大理南涧无量山系

晒青毛茶原料及发酵阶段茶样与出堆茶样。通过运用 16SrDNA技术对普洱茶发酵过程中不同层间的细菌群落结

构及优势细菌进行研究。结果  普洱茶发酵过程中细菌多样性丰富, 茶堆的上、中、下 3层主要细菌群落结构组

成相似, 包含欧文氏菌属、无色杆菌属、芽孢杆菌属、类芽孢杆菌属、鞘氨醇杆菌属、短杆菌属、葡萄球菌属等

7个菌属。其中欧文氏菌属、鞘氨醇杆菌属在整个发酵过程中不同层间所占比例都相对较高。检测的 7个主要菌

属在发酵 14、28、42 d不同时期各层间所占比例变化较大。结论  普洱茶发酵过程中不同层间细菌群落结构及

优势菌存在明显差异。 
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ABSTRACT: Objective  To reveal the bacteria community structure among different layers and the 

dominant bacteria colony in the process of Pu’erh tea fermentation. Methods  The experimental samples were 

Sun-dried green tea materials in Dali Nanjian Wuliang Mountain and tea samples during fermentation stages 

and out of piles. The bacteria community structure among different layers and the dominant bacteria colony in 

the process of Pu’erh tea fermentation were studied by the technology of 16S rDNA. Results  The bacterial 

diversity was rich in the process of Pu’erh tea fermentation, and the main bacteria community structure in the 3 

layers, including upper, middle and lower layers, was similar. There were 7 kinds of bacterial genus, such as 

Erwinia, Achromobacter, Bacillus, Paenibacillus, Sphingobium, Brevibacterium, and Staphylococcus, etc. The 

proportion of Erwinia and Sphingobium was relatively high among different layers in the fermentation process. 

The proportions of the 7 main species of microorganism among each layer were greatly changed at different 

periods of the 14, 28, and 42 d of fermentation. Conclusion  There are obvious differences between the 

bacteria community structure among different layers and the dominant bacteria colony in the process of Pu’erh 

tea fermentation. 
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1  引  言 

普洱茶是晒青毛茶经后续加工制得的茶品, 其

品质形成的关键工序是固态发酵, 实质是微生物参

与的酶促与湿热的综合作用[1]。前人已运用传统微生

物研究方法就普洱茶发酵过程中微生物的种类及动

态变化进行了广泛研究[2], 但传统的微生物研究方法

局限很大。随着分子生物学技术的高速发展, 新的微

生物研究方法如 16S rDNA 技术, 因其片段长度适

中、信息量较大、易于分析、且既含有保守序列又含

可变序列, 同时 NCBI 中收录的序列量大, 能够快速

准确鉴定细菌菌属, 已被运用到微生物的研究中。 

杨晓苹等[3]以少量茶叶发酵制备的普洱茶样品

为研究对象, 采用 PCR-DGGE 技术分析微生物群落

结构。结果表明, 茶叶堆表和堆芯的微生物群落结构

差异小; 发酵过程中, 细菌在二翻时迅速增加, 群落

结构产生显著变化; 而后不同种类的数量随着发酵

时间的推进规律地增加或减少, 最后趋于稳定。姜姝

等[4]运用宏基因组学技术研究普洱茶不同发酵时期

微生物群落结构, 结果表明: 适应渥堆发酵环境变化

的微生物对普洱茶发酵过程起到了决定性的作用。吕

昌勇等[5]基于宏基因组高通量测序技术对普洱茶渥

堆发酵过程中微生物多样性分析得出普洱茶渥堆发

酵的群落组成由 76.26%细菌、6.35%真核生物、0.05%

古菌、0.17%病毒和 7.16%的分类未定条带构成。 

普洱茶发酵过程中不同层间其温湿度、含氧量等

影响微生物生长的环境因素差异较大, 导致发酵过

程中上、中、下不同层间微生物差异较大。前人对普

洱茶发酵过程中微生物的研究, 一般是以发酵阶段的

混合样为材料, 未对不同层间微生物的动态变化进行

系统地研究, 不能准确地反映发酵过程中的微生物群

落及动态变化。本文基于此, 运用 16S rDNA 技术对

普洱茶发酵过程中不同层间细菌变化进行研究[6], 探

究普洱茶发酵过程中不同层间细菌的群落变化, 揭示

普洱茶发酵过程中不同层间细菌的群落变化。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

实验茶样为云南南涧凤凰沱茶厂晒青原料(大理

南涧无量山系晒青毛茶原料)、发酵阶段茶样及出堆

样。发酵周期 45 d。取样器具灭菌, 分别取上层(距

表面 10 cm)、中层(距表面 40 cm)、下层(距地面 10 cm)

茶样, 每层从茶堆四角、四边各中点及堆的中心取样

后混合。分别取原料; 14 d上、中、下三层样; 28 d

上、中、下三层样; 42 d上、中、下三层样, 共计 10

个样品, 于 4 ℃保存, 或 20 ℃长期保存备用。 

2.2  DNA 提取 

CTAB法提取普洱茶发酵过程中细菌的总DNA[7]。 

2.3  文库的构建、测序及分析 

以 检 测 合 格 DNA 为 样 本 , 通 过 引 物

Eub515f/Eub806R 对细菌总基因进行扩增, 扩增条件: 

95 ℃变性 2 min, 95 ℃变性 20 s, 50 ℃退火 20 s, 72 ℃

延伸 45 s, 35个循环, 72 ℃延伸 10 min。根据扩增的

细菌基因区域特点, 基于 illumina Miseq 技术测序平

台进行双末端测序[8]。  

数据进行过滤[9]、拼接[10]、统计, 根据 93%相似

性将序列聚类成为 OTUs (operational taxonomic 

units)[11], 获得普洱茶发酵过程中细菌多样性信息。 

3  结果与分析 

3.1  普洱茶发酵过程中的温度变化 

普洱茶发酵过程中运用温湿度器对环境温度和

湿度进行测定, 结果见表 1。由表 1 可看出, 整个发

酵过程中, 环境的温湿度变化不大, 基本保持一致。 

表 1  发酵阶段环境温湿度变化 
Table 1  The change of temperature and moisture of 

fermentation stage 

 原料 14 d 28 d 42 d 

环境温度/℃ 24 27 25 27 

环境湿度/% 70 66 69 68 

 

普洱茶发酵过程中通过对取样点茶堆的温度测

定, 取各层间不同点温度的平均值, 得到发酵过程中

不同层间温度的变化。结果见表 2, 由表 2 可知, 发

酵过程中, 同一时期, 不同层间的温度差异较大, 同

一层间随着发酵的进行温度变化也较大, 呈现先增

高后降低的变化趋势。 
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表 2  固态发酵堆温的变化 
Table 2  The change of the reactor temperature of 

solid-state fermentation 

 原料 14 d 28 d 42 d 

上层/℃ 

27 

45 48 40 

中层/℃ 54 58 53 

下层/℃ 47 50 44 

 

3.2  原料细菌群落结构及优势细菌 

通过表3分析, 原料细菌群落及优势细菌的测序

水平精确到属类, 结果表明: (1)原料中细菌群落结构

丰富, 欧文氏菌属所占比例为 63.38%、无色杆菌属

为 7.09%、芽孢杆菌属为 14.48%、类芽孢杆菌属为

3.21%、葡萄球菌属为 3.59%、鞘氨醇杆菌属为 5.07%。

(2)原料中以欧文氏菌属为绝对的优势菌属, 芽孢杆

菌属次之, 主要优势菌: 欧文氏菌属>芽孢杆菌属>

无色杆菌属>鞘氨醇杆菌属>葡萄球菌属>类芽孢杆

菌属。 

3.3  14 d 阶段样细菌群落结构及优势菌 

分析表 4, 14 d上层样细菌群落及优势细菌的测

序水平精确到属类, 结果表明: (1)14 d上层样检测出

的主要菌属有: 芽孢杆菌属、欧文氏菌属、类芽孢杆

菌属、葡萄球菌属、无色杆菌属, 所占比例分别为

68.35%、11.75%、8.30%、4.08%、4.19%; (2)芽孢杆

菌属为 14 d 上层样的主要优势菌属, 欧文氏菌属次

之, 主要菌属: 芽孢杆菌属>欧文氏菌属>类芽孢杆

菌属>无色杆菌属>葡萄球菌属。 

分析表 5, 14 d中层样细菌群落及优势细菌的测

序水平精确到属类, 结果表明: (1)14 d中层样共检测

出的主要菌属有 : 欧文氏菌属、盐单胞菌属、

Kaistobacter 属、葡萄球菌属 , 所占比例分别为

37.89%、28.46%、24.21%、2.99%; (2)欧文氏菌属、

盐单胞菌属、Kaistobacter属共同为 14 d上层样的主

要优势菌属 , 主要菌属 : 欧文氏菌属>盐单胞菌

属>Kaistobacter属>葡萄球菌属。 

分析表 6, 14 d下层样细菌群落及优势细菌的测

序水平精确到属类, 结果表明: (1)14 d下层样共检测出

的主要菌属有: 芽孢杆菌属、类芽孢杆菌属、欧文氏菌

属、无色杆菌属、葡萄球菌属、嗜碱菌属, 所占比例分

别为 56.55%、13.57%、8.90%、8.44%、5.02%、5.03%; 

(2)芽孢杆菌属为 14 d下层样的主要优势菌属, 类芽孢

杆菌属次之, 主要菌属: 芽孢杆菌属>类芽孢杆菌属>

欧文氏菌属>无色杆菌属>嗜碱菌属>葡萄球菌属。 

表 3  原料中细菌群落结构及优势细菌 
Table 3  The structure of bacteria community in raw material and the dominant bacteria colony 

主要门类 主要纲类 主要目类 主要科类 主要属类 

变形菌门(72.02%) 
γ-变形菌纲(64.89%) 肠杆菌目(63.38%) 肠杆菌科(63.38%) 欧文氏菌属(63.38%)

β-变形菌纲(7.09%) 伯克氏菌目(7.09%) 产碱菌科(7.09%) 无色杆菌属(7.09%) 

厚壁菌门(21.74%) 芽孢杆菌纲(21.28%) 芽孢杆菌目(21.28%) 

芽孢杆菌科(14.48%) 芽孢杆菌属(14.48%)

类芽孢杆菌科(3.21%) 类芽孢杆菌属(3.21%)

葡萄球菌科(3.59%) 葡萄球菌属(3.59%) 

拟杆菌门(5.07%) 鞘脂杆菌纲(5.07%) 鞘脂杆菌目(5.07%) 鞘氨醇杆菌科(5.07%) 鞘氨醇杆菌属(5.07%)

表 4  14 d 上层样细菌群落结构及优势细菌 
Table 4  The structure of bacteria community in 14 d upper layer sample and the dominant bacteria colony  

主要门类 主要纲类 主要目类 主要科类 主要属类 

厚壁菌门(81.37%) 芽孢杆菌纲(80.72%) 芽孢杆菌目(80.72%)

芽胞杆菌科(68.35%) 芽孢杆菌属(68.35%) 

类芽孢杆菌科(8.30%) 类芽孢杆菌属(8.30%) 

葡萄球菌科(4.08%) 葡萄球菌属(4.08%) 

变形菌门(16.40%) 
γ-变形菌纲(12.20%) 肠杆菌目(11.75%) 肠杆菌科(11.75%) 欧文氏菌属(11.75%) 

β-变形菌纲(4.19%) 伯克氏菌目(4.19%) 产碱菌科(4.19%) 无色杆菌属(4.19%) 
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表 5  14 d 中层样细菌群落结构及优势菌 
Table 5  The structure of bacteria community in 14 d middle layer sample and the dominant bacteria colony 

主要门类 主要纲类 主要目类 主要科类 主要属类 

厚壁菌门(8.81%) 芽孢杆菌纲(8.81%) 芽孢杆菌目(8.81%) 葡萄球菌科(2.99%) 葡萄球菌(2.99%) 

变形菌门(90.88%) 
α-变形菌纲(24.21%) 鞘脂单胞菌目(24.21%) 鞘脂单胞菌科(24.21%) Kaistobacter属(24.21%) 

γ-变形菌纲(66.35%) 肠杆菌目(37.89%) 肠杆菌科(37.89%) 欧文氏菌属(37.89%) 

  海洋螺菌目(28.46%) 盐单胞菌科(28.46%) 盐单胞菌属(28.46%) 

表 6  14 d 下层样细菌群落结构及优势菌 
Table 6  The structure of bacteria community in 14 d lower layer sample and the dominant bacteria colony  

主要门类 主要纲类 主要目类 主要科类 主要属类 

厚壁菌门(80.16%) 
芽孢杆菌纲(75.13%) 芽孢杆菌目(75.13%) 

芽孢杆菌科(56.55%) 芽孢杆菌属(56.55%) 

类芽孢杆菌科(13.57%) 类芽孢杆菌属(13.57%) 

葡萄球菌科(5.02%) 葡萄球菌属(5.02%) 

梭菌纲(5.03%) 梭菌目(5.03%) 梭菌科(5.03%) 嗜碱菌属(5.03%) 

变形菌门(17.93%) 
β-变形菌纲(8.44%) 伯克氏菌目(8.44%) 产碱菌科(8.44%) 无色杆菌属(8.44%) 

γ-变形菌纲(9.45%) 肠杆菌目(8.90%) 肠杆菌科(8.90%) 欧文氏菌属(8.90%) 

 
3.4  28 d 阶段样细菌群落结构及优势菌 

分析表 7, 28 d上层样细菌群落及优势细菌的测

序水平精确到属类, 结果表明: (1)28 d上层样共检测

出的主要菌属有: 欧文氏菌属、鞘氨醇杆菌属、芽孢

杆菌属、无色杆菌属、葡萄球菌属, 所占比例分别为

46.49%、25.06%、7.90%、7.89%、6.00%; (2)欧文氏

菌属为 28 d 上层样的主要优势菌属, 鞘氨醇杆菌属

次之, 主要菌属: 欧文氏菌属>鞘氨醇杆菌属>芽孢

杆菌属>无色杆菌属>葡萄球菌属。 

分析表 8, 28 d中层样细菌群落及优势细菌的测序

水平精确到属类, 结果表明: (1)28 d中层样共检测出的

主要菌属有: 鞘氨醇杆菌属、葡萄球菌属、欧文氏菌属、

芽孢杆菌属、短状杆菌属、无色杆菌属，所占比例分别

为 26.04%、21.40%、16.48%、15.12%、9.08%、6.03%; 

(2)鞘氨醇杆菌属为 28 d中层样的主要优势菌属, 葡萄

球菌属次之, 主要菌属: 鞘氨醇杆菌属>葡萄球菌属>

欧文氏菌属>芽孢杆菌属>短状杆菌属>无色杆菌属。 

分析表 9, 28 d下层样细菌群落及优势细菌的测序

水平精确到属类, 结果表明: (1)28 d下层样共检测出的

主要菌属有: 鞘氨醇杆菌属、欧文氏菌属、芽孢杆菌属、

无色杆菌属、类芽孢杆菌属、葡萄球菌属, 所占比例分

别为 51.31%、16.93%、9.48%、8.48%、5.32%、5.13%; 

(2)鞘氨醇杆菌属为 28 d下层样的主要优势菌属, 欧文

氏菌属次之, 主要菌属: 鞘氨醇杆菌属>欧文氏菌属>

芽孢杆菌属>无色杆菌属>类芽孢杆菌属>葡萄球菌属。 

3.5  42 d 阶段样细菌群落结构及优势菌 

分析表 10, 42 d上层样细菌群落及优势细菌的测

序水平精确到属类, 结果表明: (1)42 d上层样共检测

出的主要菌属有: 欧文氏菌属、鞘氨醇杆菌属、葡萄

球菌属、芽孢杆菌属、短状杆菌属、无色杆菌属, 所

占比例分别为 35.24%、20.17%、13.17%、10.63%、

10.64%、6.03%; (2)欧文氏菌属为 42 d上层样的主要

优势菌属, 鞘氨醇杆菌属次之, 主要菌属: 欧文氏菌

属>鞘氨醇杆菌属>葡萄球菌属>芽孢杆菌属>短状杆

菌属>无色杆菌属。 

分析表 11, 42 d中层样细菌群落及优势细菌的测

序水平精确到属类, 结果表明: (1)42 d中层样共检测

出的主要菌属有: 鞘氨醇杆菌属、欧文氏菌属、芽孢

杆菌属、葡萄球菌属、无色杆菌属、类芽孢杆菌属, 所

占比例分别为 46.29%、25.41%、11.58%、5.95%、

4.87%、6.03%; (2)鞘氨醇杆菌属为 42 d中层样的主

要优势菌属, 欧文氏菌属次之, 主要菌属: 鞘氨醇杆

菌属>欧文氏菌属>芽孢杆菌属>葡萄球菌属>无色杆

菌属>类芽孢杆菌属。 
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表 7  28 d 上层样细菌群落结构及优势菌 
Table 7  The structure of bacteria community in 28 d upper layer sample and the dominant bacteria colony 

主要门类 主要纲类 主要目类 主要科类 主要属类 

厚壁菌门(16.39%) 芽孢杆菌纲 (15.93%) 芽孢杆菌目(15.93%) 
芽孢杆菌科 (7.90%) 芽孢杆菌属(7.90%) 

葡萄球菌科(6.00%) 葡萄球菌属(6.00%) 

变形菌门(56.20%) 
β-变形菌纲(7.89%) 伯克氏菌目(7.89%) 产碱菌科(7.89%) 无色杆菌属(7.89%) 

γ-变形菌纲(48.07%) 肠杆菌目(46.49%) 肠杆菌科(46.49%) 欧文氏菌属(46.49%) 

拟杆菌门(25.06%) 鞘脂杆菌纲(25.06%) 鞘脂杆菌目(25.06%) 鞘脂杆菌科(25.06%) 鞘氨醇杆菌属(25.06%) 

表 8  28 d 中层样细菌群落结构及优势菌 
Table 8  The structure of bacteria community in 28 d middle layer sample and the dominant bacteria colony  

主要门类 主要纲类 主要目类 主要科类 主要属类 

厚壁菌门(40.14%) 芽孢杆菌纲 (39.48%) 芽孢杆菌目(39.48%) 
芽孢杆菌科 (15.12%) 芽孢杆菌属(15.12%) 

葡萄球菌科(21.40%) 葡萄球菌属(21.40%) 

变形菌门(24.73%) 
β-变形菌纲(6.03%) 伯克氏菌目(6.03%) 产碱菌科(6.03%) 无色杆菌属(6.03%) 

γ-变形菌纲(18.67%) 肠杆菌目(16.48%) 肠杆菌科(16.48%) 欧文氏菌属(16.48%) 

拟杆菌门(26.04%) 鞘脂杆菌纲(26.04%) 鞘脂杆菌目(26.04%) 鞘脂杆菌科(26.04%) 鞘氨醇杆菌属(26.04%)

放线菌门(9.08%) 放线菌纲(9.08%) 放线菌目(9.08%) 皮杆菌科(9.08%) 短状杆菌属(9.08%) 

表 9  28 d 下层样细菌群落结构及优势菌 
Table 9  The structure of bacteria community in 28 d lower layer sample and the dominant bacteria colony  

主要门类 主要纲类 主要目类 主要科类 主要属类 

厚壁菌门(20.97%) 芽孢杆菌纲 (19.94%) 芽孢杆菌目(19.94%) 

芽孢杆菌科 (9.48%) 芽孢杆菌属(9.48%) 

类芽孢杆菌科(5.32%) 类芽孢杆菌属(5.32%) 

葡萄球菌科(5.13%) 葡萄球菌属(5.13%) 

变形菌门(26.18%) 
β-变形菌纲(8.48%) 伯克氏菌目(8.48%) 产碱菌科(8.48%) 无色杆菌属(8.48%) 

γ-变形菌纲(17.66%) 肠杆菌目(16.93%) 肠杆菌科(16.93%) 欧文氏菌属(16.93%) 

拟杆菌门(51.31%) 鞘脂杆菌纲(51.31%) 鞘脂杆菌目(51.31%) 鞘脂杆菌科(51.31%) 鞘氨醇杆菌属(51.31%) 

表 10  42 d 上层样细菌群落结构及优势菌 
Table 10  The structure of bacteria community in 42 d upper layer sample and the dominant bacteria colony  

主要门类 主要纲类 主要目类 主要科类 主要属类 

厚壁菌门(26.83%) 芽孢杆菌纲 (26.27%) 芽孢杆菌目(26.27%) 
芽孢杆菌科 (10.63%) 芽孢杆菌属(10.63%) 

葡萄球菌科(13.17%) 葡萄球菌属(13.17%) 

变形菌门(42.36%) 
β-变形菌纲(6.03%) 伯克氏菌目(6.03%) 产碱菌科(6.03%) 无色杆菌属(6.03%) 

γ-变形菌纲(36.28%) 肠杆菌目(35.24%) 肠杆菌科(35.24%) 欧文氏菌属(35.24%) 

拟杆菌门(20.17%) 鞘脂杆菌纲(20.17%) 鞘脂杆菌目(20.17%) 鞘脂杆菌科(20.17%) 鞘氨醇杆菌属(20.17%) 

放线菌门(10.64%) 放线菌纲(10.64%) 放线菌目(10.64%) 皮杆菌科(10.64%) 短状杆菌属(10.64%) 
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表 11  42 d 中层样细菌群落结构及优势菌 
Table 11  The structure of bacteria community in 42 d middle layer sample and the dominant bacteria colony  

主要门类 主要纲类 主要目类 主要科类 主要属类 

厚壁菌门(21.32%) 芽孢杆菌纲 (20.34%) 芽孢杆菌目(20.34%) 

芽孢杆菌科 (11.58%) 芽孢杆菌属(11.58%) 

类芽孢杆菌科(2.82%) 类芽孢杆菌属(2.82%) 

葡萄球菌科(5.95%) 葡萄球菌属(5.95%) 

变形菌门(31.47%) 
β-变形菌纲(4.87%) 伯克氏菌目(4.87%) 产碱菌科(4.87%) 无色杆菌属(4.87%) 

γ-变形菌纲(26.45%) 肠杆菌目(25.41%) 肠杆菌科(25.41%) 欧文氏菌属(25.41%) 

拟杆菌门(46.29%) 鞘脂杆菌纲(46.29%) 鞘脂杆菌目(46.29%) 鞘脂杆菌科(46.29%) 鞘氨醇杆菌属(46.29%)

表 12  42 d 下层样细菌群落结构及优势菌 
Table 12  The structure of bacteria community in 42 d lower layer sample and the dominant bacteria colony  

主要门类 主要纲类 主要目类 主要科类 主要属类 

厚壁菌门(39.07%) 芽孢杆菌纲 (38.49%) 芽孢杆菌目(38.49%) 

芽孢杆菌科 (14.18%) 芽孢杆菌属(14.18%) 

类芽孢杆菌科(2.71%) 类芽孢杆菌属(2.71%) 

葡萄球菌科(21.60%) 葡萄球菌属(21.60%) 

变形菌门(38.66%) 
β-变形菌纲(4.26%) 伯克氏菌目(4.26%) 产碱菌科(4.26%) 无色杆菌属(4.26%) 

γ-变形菌纲(34.35%) 肠杆菌目(33.61%) 肠杆菌科(36.11%) 欧文氏菌属(33.61%) 

拟杆菌门(14.31%) 鞘脂杆菌纲(14.31%) 鞘脂杆菌目(14.31%) 鞘脂杆菌科(14.31%) 鞘氨醇杆菌属(14.31%) 

放线菌门(7.97%) 放线菌纲(7.97%) 放线菌目(7.97%) 皮杆菌科(7.97%) 短状杆菌属(7.97%) 

 

分析表 12, 42 d下层样细菌群落及优势细菌的测

序水平精确到属类, 结果表明: (1)42 d下层样共检测出

的主要菌属有: 欧文氏菌属、葡萄球菌属、鞘氨醇杆菌

属、芽孢杆菌属、短状杆菌属、无色杆菌属、类芽孢杆

菌属, 所占比例分别为 33.61%、21.60%、14.31%、

14.18%、7.97%、4.26%、2.71%; (2)欧文氏菌属为 42 d

下层样的主要优势菌属, 葡萄球菌属次之, 主要菌属: 

欧文氏菌属>葡萄球菌属>鞘氨醇杆菌属>芽孢杆菌属>

短状杆菌属>无色杆菌属>类芽孢杆菌属。 

4  讨  论 

4.1  温、湿度对微生物的影响 

温、湿度对普洱茶发酵过程中微生物的生长代谢

有重要影响。实验结果表明, 普洱茶发酵过程中不同

层间温、湿度差异较大, 本文研究取样基于此点, 分

别选取了 14 d、28 d、42 d的上、中、下层的茶样进

行普洱茶发酵过程中细菌多样性研究, 通过测定, 不

同层间细菌群落结构及优势菌存在较大差异, 通过

不同层间的细菌多样性研究更能反映出普洱茶发酵

过程中细菌群落结构及优势菌种。 

4.2  16S rDNA 技术 

前人 [12,13]在研究普洱茶发酵过程中的细菌时 , 

多采用传统方法与生物学方法相结合, 由于传统的

分离、纯化方法会使大量生物信息丢失, 因此本文基

于 16S rDNA技术对普洱茶发酵过程中细菌群落结构

及优势菌研究, 16S rDNA技术是对细菌的总 DNA进

行研究, 具有全面性, 避免了传统分离、纯化造成的

生物信息丢失, 是细菌群落结构分析最常用的技术。

细菌的 16S rDNA有多个高度保守区段, 根据保守区

设计细菌的通用引物, 根据细菌引物的特异性, 扩增

出细菌的 16SrDNA片段, 同时根据细菌的 16S rDNA

可变区的差异性用来区分不同的细菌种属。本文基于

16S rDNA技术对普洱茶发酵过程中不同层间细菌群

落结构研究, 可以准确测定出普洱茶发酵过程中细

菌的群落结构及优势菌。 

4.3  普洱茶发酵过程中的细菌群落结构变化 

本研究基于普洱茶发酵过程中不同层间温、湿度
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差异较大, 选取 14 d、28 d、42 d的上、中、下层的

茶样进行普洱茶发酵过程中细菌多样性研究, 结果

表明: 主要细菌群落结构为欧文氏菌属、无色杆菌

属、芽孢杆菌属、类芽孢杆菌属、鞘氨醇杆菌属、短

杆菌属、葡萄球菌属, 明确了各优势菌种在不同发酵

时期不同层间所占比例情况, 同时检测出的各类主

要菌属可产生丰富的多酚氧化酶、过氧化物酶等, 可

将茶多酚氧化为苯醌类物质, 苯醌类物质进一步缩

合成深红色的多聚体, 形成普洱茶特殊品质成分[14]。

这些微生物的存在, 有利于普洱茶品质的提高及发

酵时间的缩短。对比 2013年姚静、陈迪[15]等对普洱

茶发酵过程中细菌分离、纯化、鉴定及李晨晨、吕杰
[16]等对普洱茶渥堆发酵过程中嗜热细菌的分离和鉴

定的研究结果, 本实验结果充分反映了普洱茶发酵

过程中不同层间由于温、湿度的差异, 导致在发酵过

程中细菌群落及优势菌所占比例存在的很大差距。这

是前人在对普洱茶发酵过程中细菌的研究中没有提

及到的。本实验更深入全面地揭示了普洱茶发酵过程

中不同层间主要细菌的群落结构及优势细菌占比例

情况。 

5  结  论 

(1)普洱茶发酵过程中细菌多样性丰富, 主要包

含欧文氏菌属、无色杆菌属、芽孢杆菌属、类芽孢杆

菌属、鞘氨醇杆菌属、短杆菌属、葡萄球菌属等 7

个菌属。其中欧文氏菌属、鞘氨醇杆菌属在整个发酵

过程中不同层间所占比例都相对较高, 不同发酵时

期、不同层间的优势菌属存在变化, 各主要菌属所占

比例也发生变化。 

(2)本文运用 16SrDNA技术对普洱茶发酵过程中

不同层间细菌群落结构进行研究, 测定结果显示: 通

过 16SrDNA技术对不同层间的细菌多样性研究能充

分反映出普洱茶发酵过程中细菌群落结构及优势菌

种; 在发酵过程中, 同一发酵时期不同层间细菌群落

结构及优势菌存在较大差异, 同层间随着发酵的进

行细菌群落结构及优势菌也存在较大差异。 

(3)通过对发酵过程中不同层间温度的测定及

16SrDNA 技术对普洱茶发酵过程中不同层间细菌群

落结构及优势菌的研究, 结果显示: 随着发酵的进行, 

不同层间温度都呈现先升高后下降的趋势, 同时期

比较上、中、下三层温度, 中层>上层>下层。同时期

不同层间细菌群落结构及优势菌存在较大差异, 表

明温度对普洱茶发酵过程中细菌群落结构及优势菌

影响较大。 
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