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豆酱微生物宏蛋白质组提取及分析
乌日娜1,2，薛亚婷1，张 平1，唐筱扬1，陶冬冰1，岳媛媛1，张鹏飞1，陈 卫2,*

（1.沈阳农业大学食品学院，辽宁 沈阳 110866；2.江南大学食品学院，食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡 214122）

摘  要：为了更进一步探索豆酱中微生物群体的功能，实验利用分步提取法，通过聚丙烯酰胺凝胶电泳，建立了豆

酱微生物宏蛋白质组表达谱，并利用液相色谱-质谱/质谱联用技术对蛋白质进行鉴定。结果显示，共鉴定出232 种

蛋白质，可归为糖代谢60 种、核酸代谢57 种，蛋白质代谢48 种，能量代谢15 种，脂质代谢3 种，其他功能蛋白质

49 种。来源于细菌的蛋白质数量几乎为来源于真菌蛋白质数量的3 倍，其中细菌来源以枯草芽孢杆菌、明串珠菌、

粪肠球菌、肠膜明串珠菌和德氏保加利亚乳杆菌为主，真菌来源以酿酒酵母、裂殖酵母、链孢霉、白腐菌和棉阿舒

囊霉为主。
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Metaproteomic Analysis of Traditional Fermented Soybean Paste in Northeast China
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Abstract: In order to under the function of the microbial community in fermented soybean paste, we established a 

metaproteomic expression profile by stepwise extraction and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE). The proteins extracted were identified by liquid chromatography tandem mass spectrometry-mass 

spectrometry (LC-MS/MS). Results obtained were as follows: the number of proteins identified in fermented soybean paste 

was 232, including 60 proteins participating in sugar metabolism, 57 proteins involved in nucleic acid metabolism, 48 

proteins involved in metabolism, 15 proteins related to energy metabolism, 3 proteins related to lipid metabolism and 49 

other functional proteins. The number of proteins derived from bacteria was almost three times as large as the number of 

proteins derived from fungi. Bacterial proteins were mainly derived from Bacillus subtilis, Leuconostoc, Fecal streptococcus, 

Leuconostoc mesenteroides and Deshi Lactobacillus, while fungal proteins mainly came from Saccharomyces cerevisiae, 

Fission yeast, Alternaria, white rot fungi and Ashbya gossypii.
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豆酱营养丰富、香气馥郁，是东北很多家庭的必备

食品，而且传承着冬季做酱的传统习俗。豆酱的品质和

风味与其中的微生物组成密切相关，目前对豆酱中微生

物研究已经由纯培养菌种特性研究，如乳酸菌[1-3]、酵母

菌[4]、霉菌[5]等，转向利用变性梯度凝胶电泳技术、新

一代测序技术等对其中微生物多样性进行研究[6-8]，例如
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Nam等[9]利用454焦磷酸测序技术对韩国豆酱细菌多样性

进行了分析，提供丰富的物种组成信息。

宏蛋白质组学的概念是在宏基因组学[10-11]概念的基

础上提出的，他们有着共同的优点：将研究对象从单一

微生物拓展到复杂的微生物群落，不再依赖于微生物培

养[12-14]，但宏基因组学存在诸多限制：如DNA提取较困

难，纯度要求高，克隆表达效率低，需要筛选完整的功

能基因组，构建大片段的基因组文库十分复杂[15]；重复

基因和基因表达的时空特异性也为研究增加了阻碍。转

录也面临RNA易降解，萃取时产生的腐殖质难消除，即

使相似的基因在不同群落的转录动力学也不同，RNA

与相关蛋白质合成关联性低等问题[16]。宏蛋白质组学的

兴起很大程度上弥补了这些缺陷。其对于所研究微生物

群体的限制性较小，鉴定蛋白质时无需标记，可通过反

向遗传学推测氨基酸序列获得相应的编码基因信息，追

踪复杂环境中微生物群体的功能[17-18]，对宏基因组学起

到补充作用，将宏基因组数据和自然环境的生物过程联

系在一起。宏蛋白质组学在蛋白质鉴定、种系发生以及

微生物群体的功能性分析等方面都更具优势[19]。2004年

Rodríguez-Valera[20]首次提出宏蛋白质组的概念，是指

复杂环境微生物群落中所有生物的蛋白质组总和。孔令

琼等[21]利用该技术鉴定了黄酒麦曲浸提液中所有可溶性

蛋白质，为探索微生物与黄酒风味之间的关系奠定了基

础。张武斌[22]利用宏蛋白质组学技术对清香白酒生产常

用的3 种大曲进行分析，检测到酿酒酵母合成的乙醇-O-

酰基转移酶，确认其为清香白酒酯化功能菌。豆酱中微

生物宏蛋白质组还鲜有报道，它是指豆酱中所有微生物

产生的全部蛋白质。豆酱微生物宏蛋白质组研究，可为

发现功能蛋白质标记物、种系发生以及微生物群体的功

能性分析提供依据，也为进一步揭示微生物与豆酱品质

形成关系提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样品

采集自辽宁省沈阳市农家利用传统自然发酵方法制

备的豆酱，用保温箱带回实验室，放入－80 ℃冰箱保存

备用。

1.1.2 试剂

丙烯酸胺、T r i s、十二烷基硫酸钠（ s o d i u m 

dodecyl sulfate，SDS）、四甲基乙二胺（N,N,N’,N’-

tetramethylethylenediamine，TEMED）、N,N-甲叉双丙

烯酞胺、三氯乙酸（trichloroacetic acid，TCA） 美国

Sigma公司；尿素、硫脲、二硫苏糖醇（dithiothreitol，

DTT）、溴酚蓝、3-（（3-胆固醇氨丙基）二甲基氨

基）-1-丙磺酸（3-((3-cholamidopropyl) dimethylammonio) 

propanesulfonate，CHAPS）   美国Bio-Rad公司；过硫

酸铵（ammonium persulphate，AP）、苯甲基磺酰氟

（phenylmethylsulfonyl fluoride，PMSF）、牛血清白蛋白

（bovine serum albumin，BSA）、磷酸二氢钠、磷酸氢

二钠、氯化钠、氯化钾、冰乙酸、无水乙醇、丙酮、考

马斯亮蓝G-250 北京鼎国生物技术有限公司。

裂解液：称取尿素8.408  1  g，硫脲3.044  8  g，

CHAPS 0 .8  g，蛋白质酶抑制剂PMSF 0 .003  5  g，

DTT 0.2 g于20 mL容量瓶中，加入去离子水定容混匀，

分装至2 mL离心管，－20 ℃条件下保存。

1.1.3 仪器与设备

Centr i fuge  5418R小型台式冷冻离心机  德国

Eppendorf公司；脱色摇床 上海华亭科学仪器厂；细胞

超声仪 上海豫明仪器有限公司；分析天平 荣华仪器

有限公司；CDS8000型UPV凝胶成像分析系统、Mini电泳

系统、电泳仪 美国Bio-Rad公司；恒温水浴锅 上海

精宏实验设备有限公司；VS-1型涡旋仪 上海泸西分析

仪器厂有限公司；Cary 50紫外-可见分光光度计 美国

Varian公司；Q-Exactive质谱仪 美国Thermo公司。

1.2 方法

1.2.1 微生物宏蛋白质组的提取 

1）样品初步处理：取豆酱样品70 g放于500 mL离

心桶中，加入200 mL磷酸盐缓冲液，放入直径1 cm的玻

璃珠30 颗，涡旋仪振荡离心桶10 min。将玻璃珠取出，

2 000 r/min离心20 min，取出上清液；沉淀中加入150 mL

磷酸盐缓冲液摇匀，2 000 r/min离心20 min，取上清液；

将收集的所有上清液2 000 r/min离心20 min后，收集上清

液，弃去沉淀。

2）收集菌体沉淀，提取蛋白质：将所得上清液 

6 000 r/min离心20 min，将沉淀移至研钵中，利用液氮研磨

辅助10% TCA/丙酮方法提取蛋白质，得到蛋白质粉末[23]。

3）上清液中提取蛋白质：将6 000 r/min离心后所得

的上清液12 000 r/min离心20 min，收集沉淀物，用5 mL

磷酸盐缓冲液清洗后12 000 r/min离心20 min收集沉淀物

并转移至2 mL离心管，每管加入1.5 mL丙酮清洗沉淀，

放入－20 ℃冰箱静置2 h，12 000 r/min离心20 min，弃上

清液，收集沉淀物，重复2 次，沉淀冰上风干得到胞外蛋

白质粉末。

1.2.2 微生物宏蛋白质组的裂解 

分别取适量沉淀和上清液蛋白质粉末于2 mL离心管

中，按照0.1 g/mL加入裂解液，20%（26 W）功率超声助

溶20 min，工作2 s停3 s，12 000 r/min离心1 h，取上清液。

1.2.3 蛋白质定量

配制10 mg/mL BSA母液，稀释至1 mg/mL，按照

Bradford微量蛋白质测定法制作标准曲线，测定蛋白质样

品的质量浓度[20]。
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1.2.4 SDS-聚丙烯酰氨凝胶电泳（SDS-polyacrylamide 

gel electrophoresis，SDS-PAGE）检测提取效果

利用SDS-PAGE对从豆酱中提取的微生物胞内和胞外

宏蛋白质组进行检测。分离胶质量浓度为12 g/100 mL，

浓缩胶浓度为5 g/100 mL。电泳程序为：80 V，15 min；

120 V至电泳结束。

1.2.5 液相色谱-串联质谱联用技术（liquid chromatography-

tandem mass spectrometry，LC-MS/MS）鉴定宏蛋白质组

将电泳后的蛋白质泳道切下，放入1.5 mL离心管

中，加入1 mL灭菌的去离子水，利用LC-MS/MS进行蛋

白质鉴定（北京华大蛋白质研究公司），使用Mascot 

2.3.01进行数据搜索。

2 结果与分析

2.1 微生物宏蛋白质组定量结果

豆酱中微生物胞内宏蛋白质组蛋白质量浓度为 

5 . 4 5  m g / m L，胞外宏蛋白质组蛋白质质量浓度为 

5.12 mg/mL。胞内和胞外蛋白质样品的质量浓度均大于

5 mg/mL，能够满足SDS-PAGE的需要。

2.2 SDS-PAGE结果 

 

a b M  

160 kD

120 kD

70 kD

40 kD
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a.上清液；b.沉淀；M.蛋白质Marker。

图 1 豆酱中微生物宏蛋白质组SDS-PAGE结果

Fig. 1 SDS-PAGE of metaproteome in fermented soybean paste

豆酱中微生物胞内和胞外宏蛋白质组的电泳结果

如图1所示，胞外蛋白质条带集中分布在15～40 kD以及

70～120 kD之间，胞内蛋白质可见11 条较清晰的蛋白

质条带，这些蛋白质的分子质量在15～160 kD之间。在

15～120 kD之间有8 条颜色较深的蛋白质条带，说明在这

个分子质量区间的蛋白质数量较多，在120～160 kD之间

有3 条颜色较浅的蛋白质条带，说明在这个分子质量区间

的蛋白质数量较少。

2.3 微生物宏蛋白质组LC-MS/MS鉴定结果

利用LC-MS/MS对豆酱中微生物宏蛋白质组进行检

测，搜索细菌和真菌数据库，其中蛋白质评分在38 分以

上为可信（P＜0.05）。在豆酱微生物宏蛋白质组中，共

鉴定出232 种蛋白质，其中包括173 种细菌蛋白质，59 种

真菌蛋白质，见表1、2。

表 1 细菌蛋白质鉴定结果

Table 1 Identification of bacterial proteins 

蛋白质
功能

登录号 蛋白质名称
分子

质量/kD 蛋白质来源

与蛋白质
代谢相关

A7Z7Y9 S-腺苷甲硫氨酸合成酶 44.2 解淀粉芽孢杆菌

Q8DVV4 伸长因子G 76.6 变形链球菌血清型C

B1HMZ1 伸长因子G 76.6 赖氨酸球形芽孢杆菌

Q1GAP9 触发因子 48.6 保加利亚乳杆菌德氏亚种

Q8Y570 伴侣蛋白ClpB 96.6 李斯特菌血清型1/2A

Q03WX6 延长因子TS 31.0 明串珠菌

Q03E40 谷氨酸-tRNA连接酶 56.7 戊糖片球菌

Q03VI4 S-腺苷甲硫氨酸合成酶 42.1 明串珠菌

Q9KJV3 含组氨酸的磷酸载体蛋白 92.5 干酪乳杆菌

Q5HIG 半胱氨酸合酶 33.0 德氏保加利亚乳杆菌

A0Q4H2 延长因子TS 31.0 新凶手弗朗西斯菌

Q2J829 延伸因子P 20.6 弗兰克氏菌

O07125 含组氨酸的磷酸载体蛋白 93.3 米酒乳杆菌

AB9DM8 谷氨酰tRNA（Gln）酰胺转移酶亚基 53.4 肉葡萄球菌

B4EW47 谷氨酸氨连接酶 109.5 奇异变形杆菌

P0C938 伴侣蛋白HtpG 78.3 牙龈卟啉单胞菌

Q7NBB8 苯丙氨酸-tRNA的连接酶α亚基 39.8 鸡毒支原体

A3CQB4 触发因子 47.2 链球菌

Q03J81 谷氨酰tRNA（Gln）酰胺转移酶A亚基 52.1 嗜热链球菌

Q089Q7 伸长因子 26.3 冷海希瓦氏菌

B7H047 酮醇酸还原异构酶 36.8 鲍曼不动杆菌

Q93R27 伴侣蛋白DnaK 66.7 嗜盐四联球菌

Q93GT6 60 kD伴侣蛋白 57.8 嗜盐四联球菌

O32211 应激反应蛋白yvgo 17.6 枯草芽孢杆菌

Q839Q5 鸟氨酸氨甲酰基转移酶 38.1 粪肠球菌

Q03NY 精氨酸脱亚胺 45.9 短乳杆菌

5SKE6 蛋白质转位酶亚基SecDF 79.7 嗜热菌

B1MVQ9 3-异丙基苹果酸脱氢酶小亚基 21.9 明串珠菌

Q0AUG3 延伸因子Tu 44.5 沃尔夫氏互养单胞菌

B7H1K5 延伸因子Tu 42.9 鲍曼不动杆菌

Q03WI2 伴侣蛋白的DnaK 65.7 肠膜明串珠菌

Q03YI2 延伸因子Tu 43.3 肠膜明串珠菌

B7IT17 延伸因子Tu  43.0 蜡样芽孢杆菌

A1S204 延伸因子Tu 43.3 希瓦氏菌

Q3SLQ2 伸长因子G 76.9 脱氮硫杆菌

C5D3R5 延伸因子Tu 43.4 芽孢杆菌

B2US27 腺苷甲硫氨酸合成酶 42.3 幽门螺杆菌

与糖代谢
相关

Q839C1 L-乳酸脱氢酶 35.5 粪肠球菌

P51011 D-乳酸脱氢酶 36.4 肠膜明串珠菌

P0A0A1 丙酮酸脱氢酶E1元件β亚基 35.2 德氏保加利亚乳杆菌

Q03PR5 L-阿拉伯糖异构酶 53.3 短乳杆菌

Q7NZ60 苹果酸脱氢酶 35.0 紫色杆菌

B0VQX5 苹果酸脱氢酶 35.3 鲍曼不动杆菌

A5W114 琥珀酰辅酶A连接酶β亚基 41.2 恶臭假单胞菌

P0AC43 琥珀酸脱氢酶黄素蛋白亚基 64.4 大肠杆菌O157:H7

B7LQ20 甘油醛-3-磷酸脱氢酶A 35.5 大肠杆菌

Q836R3 ATP依赖性6-磷酸果糖激酶 34.5 粪肠球菌

Q97FJ6 2,3-二磷酸甘油酸依赖性磷酸甘油酸变位酶 28.1 丙酮丁醇梭菌

Q88S84 L-阿拉伯糖异构酶 53.5 植物乳杆菌

Q3JZ19 半乳糖-6-磷酸异构酶亚基LacB 19.0 无乳链球菌血清型IA
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蛋白质
功能

登录号 蛋白质名称
分子

质量/kD 蛋白质来源

与糖代谢
相关

Q9WY51 丙酮酸激酶 52.0 海栖热袍菌

Q38UH2 L-阿拉伯糖异构酶 53.6 清酒乳杆菌

P0CZ58 醛缩酶 31.3 化脓性链球菌血清型M3

Q38YY6 可能的磷酸转酮酶 88.6 清酒乳杆菌

A6SZP1 UDP-3-O-酰基葡糖胺N-酰基转移酶 36.6 紫色杆菌

Q2ITA9 磷酸转酮酶 88.7 沼泽红假单胞菌

Q9CG65 α-磷酸甘油氧化酶 67.3 乳酸乳球菌

P11411 葡萄糖-6-磷酸1-脱氢酶 54.4 明串珠菌

Q59495 蔗糖磷酸酶 55.7 明串珠菌

P43774 6-磷酸脱氢脱羧酶 53.4 流感嗜血杆菌

Q59935 甘露糖-6-磷酸异构酶 35.4 链球菌血清型c

B9E7B7 醋酸激酶 44.0 巨球菌

B1I9A0 乙酸激酶 43.5 肺炎链球菌

P80859 脱羧NADP（＋）依赖性-
磷酸葡萄糖脱氢酶

51.9 枯草芽孢杆菌

A0QWW2 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 36.0 耻垢分枝杆菌

P0DA16 甘油激酶 56.0 化脓性链球菌血清型M3

Q5HGY9 丙酮酸脱氢酶 46.4 德氏保加利亚乳杆菌

A6WXV2 甘油激酶 55.0 人苍白杆菌

C0MC99 磷酸酰基转移酶 35.3 马链球菌

Q7M9M2 磷酸葡糖胺变位酶 49.0 产琥珀酸沃廉菌

A0Q388 3-磷酸莽草酸1-羧乙烯基转移酶 48.2 诺氏梭状芽孢杆菌

C7NB67 6-磷酸α-葡萄糖苷酶 49.9 颊纤毛菌

P09373 甲酸乙酰转移酶1 85.6 大肠杆菌

Q03UX8 磷酸激酶 42.7 明串珠菌

P34038 丙酮酸激酶 63.0 德氏保加利亚乳杆菌

Q03UX8 磷酸激酶 42.7 肠膜明串珠菌

Q8GR70 烯醇酶 46.3 肠球菌

Q04CN9 L-乳酸脱氢酶 32.8 德氏保加利亚乳杆菌

O32755 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 36.7 德氏保加利亚乳杆菌

Q03Z94 葡萄糖-6-磷酸异构酶 49.6 肠膜明串珠菌

A4WE71 磷酸甘油酸激酶 41.2 肠杆菌

Q8DTX ATP依赖性6-磷酸酶 35.8 变形链球菌血清型C

P69799 PTS系统甘露糖特异性eiiab组件 35.0 大肠杆菌O157:H7

O34714 草酸脱羧酶OxdC 43.5 枯草芽孢杆菌

A4W879 琥珀酰-CoA连接酶β亚基 41.5 肠杆菌

Q03ZK4 烯醇酶 47.5 肠膜明串珠菌

与核酸代
谢相关

Q88Z84 核糖磷酸焦磷酸激酶 35.9 植物乳杆菌

B1IB05 嘌呤核苷磷酸化酶deoD基因型 26.2 肺炎链球菌

C4L6N1 二磷酸核苷激酶 15.4 微小杆菌

A4W8F0 DNA饥饿保护蛋白 18.6 肠杆菌

B0VLZ5 DNA指导的RNA聚合酶β亚基 155.0 鲍曼不动杆菌

A4WFA3 DNA指导的RNA聚合酶α亚基 36.4 肠杆菌

Q5WLS0 DNA指导的RNA聚合酶β亚基 13.2 克劳氏芽孢杆菌

B1Y547 染色体复制起始蛋白DnaA 55.9 克洛德氏纤发菌

Q88YY5 核糖-5-磷酸异构酶 24.6 植物乳杆菌

B2GEZ1 腺苷酸合成酶 47.3 发酵乳杆菌

B1Y547 染色体复制起始蛋白DnaA 55.9 克洛德氏纤发菌

B2GEZ1 腺苷酸合成酶 47.3 发酵乳杆菌

B2G680 尿嘧啶磷酸酶 23.4 罗伊氏乳杆菌

A2RN80 腺苷酸琥珀酸合成酶 47.6 乳酸乳球菌

A1UU95 DNA错配修复蛋白mutS 102.8 杆菌状巴尔通氏体

P0C0M9 鸟苷酸激酶 24.1 表皮葡萄球菌

A8AZM9 腺苷酸合成酶 48.0 戈登链球菌

P0C0H6 肌苷-5’-一磷酸脱氢酶 60.3 酿脓链球菌

Q2GD91 DNA指导的RNA聚合酶β’亚基 19.8 埃立克体

蛋白质
功能

登录号 蛋白质名称
分子

质量/kD 蛋白质来源

与核酸代
谢相关

A7H677 DNA复制和修复蛋白RECF 44.7 厌氧黏细菌

Q2NQZ3 可溶性吡啶核苷酸转氢酶 32.5 内共生菌

Q7NG73 交叉结脱氧核糖核酸内切酶RuvC 20.7 无类囊体蓝藻

A7Z501 RNA结合蛋白Hfq 8.5 解淀粉芽孢杆菌

Q5XAQ7 核糖体相关因子Ÿ 21.1 化脓性链球菌血清型M6

B2IVW4 核糖体循环因子 20.3 点形念珠藻

Q03ZP4 50S核糖体蛋白L4 22.2 明串珠菌

Q839F4 50S核糖体蛋白L14 13.1 粪肠球菌

Q035U8 50S核糖体蛋白L11 14.8 干酪乳杆菌

Q839G2 50S核糖体蛋白L23 11.1 粪肠球菌

B5E5F1 50S核糖体蛋白L10 17.5 肺炎链球菌血清型19F

Q839E9 50S核糖体蛋白L6 19.4 粪肠球菌

Q839G3 50S核糖体蛋白L4 22.5 粪肠球菌

Q1WST 50S核糖体蛋白L10 18.1 唾液乳杆菌

A5VXR3 50S核糖体蛋白L18 12.6 恶臭假单胞菌

B4F0W9 50S核糖体蛋白L28 9.0 奇异变形杆菌

B1MW00 50S核糖体蛋白L6 19.0 柠檬明串珠菌

Q03ZH4 50S核糖体蛋白L10 19.0 明串珠菌

Q03ZH5 50S核糖体蛋白L1 24.2 明串珠菌

A7Z0P4 30S核糖体蛋白S3 24.3 植物解淀粉芽孢杆菌

Q3IJK7 30S核糖体蛋白S11 13.7 交替假单胞菌

P50889 30S核糖体蛋白S1 46.4 明串珠球菌

Q03ZM9 30S核糖体蛋白S5 17.5 明串珠菌

Q03WX5 30S核糖体蛋白S2 28.9 明串珠菌

A2RNN9 30S核糖体蛋白S8 14.7 乳酸乳球菌

B1MW23 30S核糖体蛋白S12 15.1 明串珠菌

A8F991 30S核糖体蛋白S3 24.2 短小芽孢杆菌

与能量代
谢相关

Q7P095 ATP合酶β亚基 50.0 根瘤菌

Q834K4 ATP依赖性蛋白酶ATP酶亚基HslU 52.8 粪肠球菌

Q2FDV8 ATP依赖性蛋白酶中电ATP结合亚单位ClpL 77.9 德氏保加利亚乳杆菌

BQ831A1 ATP合成酶亚基 19.4 粪肠球菌

Q03V28 ATP合酶γ链 33.0 明串珠菌

Q03V27 ATP合成酶α亚基 54.5 肠膜明串珠菌

Q5WB77 ATP合酶γ链 31.9 克劳氏芽孢杆菌

P0DA04 ATP合酶β亚基 51.0 化脓性链球菌血清型M3

Q834V4 GTP酶 47.9 粪肠球菌

与脂质代
谢相关

O32176 可能酰基辅酶A脱氢酶 65.3 枯草芽孢杆菌

O34153 甘油激酶 37.4 酪黄肠球菌

P50173 甘油脱氢酶 38.3 恶臭假单胞菌

其他
功能

P03817 蛋白质MioC 15.9 大肠杆菌

O42630 液泡蛋白酶 43.5 烟色新萨托菌

Q93R28 GRPE蛋白 67.9 嗜盐四联球菌

Q984P3 UvrABC系统蛋白C 33.2 洛蒂根瘤菌

O08439 细胞分裂蛋白FtsZ 44.1 粪肠球菌

O07672 细胞分裂的蛋白质FtsA 48.0 肠球菌

Q6KCJ3 蛋白ecA 37.3 蒙氏肠球菌

Q8Y5T8 未鉴定的蛋白质Lmo1967 45.5 李斯特菌血清型1/2A

P0A0J1 超氧化物歧化酶[锰/铁]1 22.7 金黄色葡萄球菌

P02930 外膜蛋白TolC 53.7 大肠杆菌

P02940 主要外膜蛋白 8.4 摩根氏菌

P02968 鞭毛蛋白 32.6 枯草芽孢杆菌

O06997 未知的黄素氧化还原酶yvdp 50.1 枯草芽孢杆菌

P71014 未鉴定的蛋白质YuaB 19.2 枯草芽孢杆菌

P39790 外金属蛋白酶 33.8 枯草芽孢杆菌

P39790 细胞外基质金属蛋白酶 33.8 枯草芽孢杆菌

续表1 续表1
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蛋白质
功能

登录号 蛋白质名称
分子

质量/kD 蛋白质来源

其他
功能

P0ADB2 渗透诱导脂蛋白E 12.0 大肠杆菌O157:H7

P54944 未知蛋白yxee 14.7 枯草芽孢杆菌

P06996 外膜蛋白质C 40.3 大肠杆菌

P24017 外膜蛋白A 37.0 肺炎克雷伯氏菌

P12267 菌毛亚单位型3 20.7 肺炎克雷伯氏菌

A3M8K2 外膜蛋白Omp38 38.4 鲍曼不动杆菌

A4WF25 可能的细胞质氨肽酶 54.8 肠杆菌

P71003 未鉴定的蛋白质YwhK 49.3 枯草芽孢杆菌

O34789 未鉴定的蛋白质YdjI 36.1 枯草芽孢杆菌

O34366 假定的鞭毛蛋白YvzB 17.3 枯草芽孢杆菌

A7Z8B5 可能的胞浆酶 53.3 解淀粉芽孢杆菌

O07575 未表征氧化还原酶YhdF 31.7 枯草芽孢杆菌

P9WLL1 未鉴定蛋白Rv2077c 33.4 结核分枝杆菌

表 2 真菌蛋白质鉴定结果

Table 2 Identification of fungal proteins

蛋白质功能 登录号 蛋白质名称 分子质量/kD 蛋白质来源

与蛋白质
代谢相关

Q10119 延伸因子1-α-B/C 50 099.0 裂殖酵母

P02992 延伸因子Tu 48.1 酿酒酵母

Q756G2 可能的E3泛素连接酶蛋白 37.3 棉阿舒囊霉

P19358 S-腺苷甲硫氨酸合成酶 59.7 酿酒酵母

O59949 延伸因子1-α 38.3 脂耶氏酵母

Q9P4Z1 E3泛素连接酶蛋白TOM1 16.5 链孢霉

P53206 半胱氨酸合酶 88.6 酿酒酵母

P12754 翻译起始因子eIF-2B亚基δ 59.8 酿酒酵母

P38986 L-门冬酰胺酶1 26.3 酿酒酵母

P41887 热休克蛋白90同源 80.5 粟酒裂殖酵母

A5DPE3 延伸因子1-α 23.7 季也蒙毕赤酵母

与糖代谢
相关

P42894 烯醇酶 47.3 厌氧丝状真菌

Q6FPW3 甘油醛-3-磷酸脱氢酶1 35.9 光滑念珠菌

Q6BMK0 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 35.9 汉逊德巴利酵母菌

P36604 葡萄糖调节蛋白同系物 73.2 裂殖酵母

P38720 1脱羧6-磷酸脱氢酶 53 908.0 酿酒酵母

Q25BW5 β-葡萄糖苷酶1 52 680.0 白腐菌

Q5B2E9 吡喃糖氧化酶 68 437.0 构巢裸胞壳

Q757Q0 磷酸激酶 44 305.0 棉阿舒囊霉

P09317 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 36.8 玉蜀黍黑粉菌

Q25BW5 β-葡萄糖苷酶1 52.6 白腐菌

P29497 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 23.9 异旋孢腔菌

与核酸代谢
相关

Q75E44 RNA聚合酶Ⅱ转录亚基12 66 383.0 棉阿舒囊霉

O74862 rRNA加工蛋白utp23 29 848.0 裂殖酵母

Q7SBD5 60 S核糖体蛋白L7 17.5 链孢霉

P0C016 泛素40 S核糖体蛋白S27A 23.7 裂殖酵母

P62792 组蛋白H4 11 359.0 白腐菌

P35177 转录激活因子SPT7 77.4 酿酒酵母

C5DQU9 鸟嘌呤核苷酸交换因子YEL1 78.9 鲁氏酵母

Q4PCV8 mRNA3’末端加工蛋白质RNA14 44.8 玉蜀黍黑粉菌

Q6FT93 U3小核仁RNA结合蛋白10 22.0 光滑念珠菌

Q2H3D0 组蛋白伴侣RTT106 12.3 球毛壳菌

Q35135 内含子编码核酸内切酶3 17.4 链孢霉

与能量代谢
相关

P07262 NADP-特异性谷氨酸脱氢酶1 29.3 酿酒酵母

P02723 ADP、ATP载体蛋白 34.0 链孢霉

P07251 线粒体ATP合成酶α亚基 58.6 酿酒酵母

P00830 线粒体ATP合酶β亚基 54.8 酿酒酵母

P49382 ATP载体蛋白 33 187.0 克鲁维酵母

Q9HGZ0 ATP依赖性6-磷酸果糖激酶2 85 415.0 米曲霉

蛋白质功能 登录号 蛋白质名称 分子质量/kD 蛋白质来源

其他功能

B0XRV0 二肽基肽5 79 751.0 酿酒酵母

Q10350 未鉴定的蛋白质C1F12.08 35.9 裂殖酵母

Q2H922 肌动蛋白细胞骨架的监管复杂蛋白质PAN1 156 114.0 球毛壳菌

P08468 线粒体蛋白质PET111 56.9 酿酒酵母

Q06629 HDA1复杂亚基2 44.3 酿酒酵母

Q9HFR4 自噬相关蛋白2 60.7 毕赤酵母

P87129 液泡蛋白分选相关蛋白53 55.4 裂殖酵母

O36031 未鉴定的锌指蛋白C4F10.19c 20.9 裂殖酵母

P45444 细胞质动力蛋白重链 19.7 构巢裸胞壳

B3LTI7 信号肽复杂的催化亚基SEC11 33.5 酿酒酵母

P39113 调节蛋白CAT8 45.9 酿酒酵母

O13339 端粒酶逆转录酶 34.2 裂殖酵母

P06105 蛋白质SCP160 109.4 酿酒酵母

B6Q6B6 线粒体分布和形态蛋白10 56.3 马尔尼菲青霉菌

Q2UMR 液泡膜相关蛋白imL1 16.4 米曲霉

Q6CM9 蛋白质HIR2 23.5 克鲁维酵母

Q0UL22 切丁酶样蛋白2 97.5 颖枯壳针孢

P40061 雷帕霉素复杂2亚基TSC11 标靶 70.9 酿酒酵母

P10982 肌动蛋白1（片段） 15.7 犁头霉

A5DI74 UPF0507蛋白PGUG_02975 45.7 季也蒙毕赤酵母

综合分析，在232 种蛋白质中，与糖代谢相关的蛋

白质60 种，占25.9%，与核酸代谢相关的蛋白质57 种，占

24.6%，与蛋白质代谢相关的蛋白质48 种，占20.7%，与

能量代谢相关的蛋白质15 种，占6.5%，与脂质代谢相关

蛋白质3 种，占1.3%，其他功能蛋白质49 种，占21.1%。

微生物通过糖代谢为机体供能，并继续进行糖类

的合成和分解。在微生物宏蛋白质组中，检测到与糖代

谢相关的蛋白质数量最多。而核酸与微生物生长密切相

关，其数量次之。蛋白质的表达要经过起始、延伸和终

止3 个步骤，每一步都需要各种蛋白质发挥作用[24]，其

中，与谷氨酸代谢相关的蛋白质数量占优势，可能与其

风味相关。

2.4 基于宏蛋白质组微生物来源分析

宏蛋白质组来源于72 种细菌，23 种真菌。其中来

自枯草芽孢杆菌的蛋白质有14 种，占6.0%，来自明串

珠菌的蛋白质有13 种，占5.6%，来自粪肠球菌的蛋白

质有11 种，占4.7%，来自肠膜明串珠菌和德氏保加利

亚乳杆菌的蛋白质有7 种，各占3.0%，来自鲍曼不动杆

菌、肠杆菌和大肠杆菌的蛋白质有5 种，各占2.2%，来

自大肠杆菌O157:H7、恶臭假单胞菌、化脓性链球菌血

清型M3、解淀粉芽孢杆菌、乳酸乳球菌、嗜盐四联球

菌、植物乳杆菌的蛋白质有3 种，各占1.3%，来自其他

细菌的蛋白质有85 种，占36.6%；来自酿酒酵母的蛋白

质有17 种，占7.3%，来自裂殖酵母的蛋白质有8 种，占

3.4%，来自链孢霉的蛋白质有4 种，占1.7%，来自白腐

菌和棉阿舒囊霉的蛋白质有3种，各占1.3%，来自其他真

菌的蛋白质24 种，占10.3%。

续表1 续表2
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图 2 基于宏蛋白质组微生物来源分布图

Fig. 2 Microbiota of fermented soybean paste based on  

metaproteomic analysis

豆酱微生物宏蛋白质组中，来源于细菌的蛋白质数

量几乎为来源于真菌蛋白质数量的3 倍，其中细菌来源以

枯草芽孢杆菌、明串珠菌、粪肠球菌、肠膜明串珠菌和

德氏保加利亚乳杆菌为主，真菌来源以酿酒酵母、裂殖

酵母、链孢霉、白腐菌和棉阿舒囊霉为主。

目前已报道的豆酱中的优势细菌相关研究，包括明

串珠菌、芽孢杆菌和肠杆菌等[25-28]。芽孢杆菌可协助真菌

分解大豆中的蛋白质和淀粉，而明串珠菌则与豆酱中风

味物质的形成相关。尤其是明串珠菌在其中占有优势，

与本团队利用宏基因组技术进行的分析，结果一致。之

前的研究都还未明确确定明串珠菌在豆酱发酵过程中的

重要地位，因此，本团队将继续进行相关研究。此外，

棉阿舒囊霉为豆酱中新发现的优势菌种。

除此之外，白色念珠菌、马链球菌、恶臭假单胞

菌为条件致病菌，金黄色葡萄球菌为病原菌，希瓦氏菌

为腐败菌，创伤弧菌可造成感染，蜡状芽孢杆菌、威氏

李斯特菌血清型6b可引起食物中毒，耻垢分枝杆菌可引

起皮肤和软组织感染，这些菌种可能来自于环境，也可

能是发酵时产生的，它们对食用豆酱的安全性造成了威

胁，因此对有害菌种的监控还需加强。

3 结 论

实验利用宏蛋白质组学技术，对豆酱中微生物组成

和蛋白质功能进行了分析。其中，来源于细菌的蛋白质

数量几乎为来源于真菌蛋白质数量的3 倍，说明了发酵

过程中细菌逐渐取代真菌，占主导地位，而且明串珠菌

可能在豆酱发酵过程中起到重要作用。从蛋白质功能角

度，以糖代谢、核酸代谢和蛋白质代谢为主，其中的功

能酶及与豆酱风味相关的酶类需要进一步研究。
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