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豆酱不同发酵阶段细菌群落多样性及 
动态变化分析

张 颖1，乌日娜1,2,*，孙慧君1,3，武俊瑞1，陶冬冰1，王洪玉1

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

江苏 无锡 214122；3.辽宁省农业经济学校现代农业技术系，辽宁 锦州 121001）

摘  要：以东北传统自然发酵豆酱为研究对象，采用聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电泳（polymerase chain reaction-

denaturing gradient gel electrophoresis，PCR-DGGE）技术结合高通量测序方法分析豆酱发酵过程中细菌的多样性及

动态变化。结果显示，细菌的可操作分类单元数值在发酵过程中上下波动，并在后发酵第21天时达到最大值，此时

细菌数目最多；整理分析PCR-DGGE图谱鉴定结果以及细菌在属水平上的分布得出，明串珠菌属、肠球菌属、四联

球菌属和乳杆菌属为豆酱样品不同发酵阶段的优势细菌菌属，其中四联球菌属波动性较大，易受内外环境的影响；

屎肠球菌、明串珠菌属、绿色魏斯菌随着发酵时间的延长在减少，说明这些细菌主要参与豆酱发酵初期产酶分解物

质过程，并在整个发酵过程中起到调整发酵内环境等作用。

关键词：东北传统发酵豆酱；PCR-DGGE；微生物多样性测序；优势细菌菌属；可操作分类单元
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Abstract: In this study, the diversity and dynamic changes of the bacterial community during the natural fermentation of 

soybean paste, a traditional fermented food popular in northeast China, were analyzed by using polymerase chain reaction-

denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) technology and high-throughput sequencing. Results showed that 

bacterial operational taxonomy unit (OTU) values were fluctuant during the fermentation and reached a maximum on day 

21, indicating the largest bacterial population. Analysis of DGGE profiles and the distribution of bacteria at the genus level 

suggested that Leuconostoc sp., Enterococcus sp., Tetragenococcus sp. and Lactobacillus sp. were predominant bacterial 

strains for different fermentation stages of soybean paste. Among these, Tetragenococcus sp. was more fluctuant and and 

vulnerable to both internal and external environments. Enterococcus faecium, Leuconostoc sp. and Weissella viridescens 

decreased with fermentation time indicating that these bacteria might be mainly involved in the production of catabolic 

enzymes in the early fermentation stage and played a role in the adjustment of the internal environment during the whole 

fermentation process.
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传统发酵豆酱是以大豆为原料，经过煮制、挤压成

块、制曲、发酵而成[1]，其色泽为红褐色或棕褐色，有光

泽，有明显的酱香和酯香，咸淡适口，呈半流动状态[2]。

东北传统豆酱的做法：将挑好洗净的东北大豆蒸煮6 h，

绞碎豆粒制成6 cm×5 cm×5 cm的长方体，置于阳光下

发酵2 个月待干燥后用报纸或纱布包好继续发酵1 个月成

曲；洗掉成曲上的菌丝体后将其切成小块与一定比例的

盐和水一并放入缸中进行后期发酵，早晚各搅拌一次直

至发酵成熟[3]。豆酱作为主要发酵豆制品之一，可以助消

化，促进人体造血、提高肝脏的解毒功能、降低血脂、

预防癌症发生[4]。豆酱的品质与营养是通过原料和环境中

的多种微生物的协同作用[8]以及利用碳源、氮源等经过一

系列生化反应所产生的，但目前对传统发酵豆酱的研究

中，主要集中在发酵过程中理化指标、流变学特性及

质地评价、风味物质萃取的条件等 [5-7]。因此深入研究

传统豆酱发酵不同阶段微生物的多样性和菌群动态，

掌握微生物的生长规律，为改善工业豆酱品质，发酵

菌株进行系统选育，优化改良和实现产业化发展提供

了理论依据。

Muzyer等 [9]证明变性梯度凝胶电泳（denaturing 

gradient gel electrophoresis，DGGE）技术在研究自然界

微生物群落多样性及菌相差异方面具有明显的优越性，

在食品领域已得到了成熟的应用，如利用聚合酶链式反

应（polymerase chain reaction，PCR）-DGGE技术分析

国内外自然发酵泡菜中微生物的多样性[10-12]、酒厂中成

熟与退化窖泥中微生物的结构组成[13]、玉米青贮及苜蓿

青贮中细菌动态发酵多样性[14]、周剑忠等[15]通过指纹图

谱技术与序列分析研究发现藏灵菇中除了有大量无法培

养的微生物外，还有多种酵母菌和乳酸菌的存在。PCR-

DGGE技术现如今已得到广泛的应用，值得注意的是当

双链DNA分子在变性梯度凝胶中电泳时，为了避免DNA

分子全部解链而影响结果的真实性，一般在设计上游引

物时往往会加入一段30～40 bp的GC夹子[16]。它虽成功克

服了基于形态学及生理生化研究技术的局限，获取了更加

丰富的微生物多样性信息，但相比于当今高通量分析技术

的优势，对环境中绝大部分微生物的发掘还不够全面[17]。

高通量测序是指对微生物群体进行高通量测序，通过测

序序列的构成分析特定环境中微生物群体的构成情况或

基因的组成以及功能性，不仅为遗传信息的揭示和基因

表达调控等基础生物学研究提供重要数据，而且在基因

诊断和基因治疗等应用研究中也发挥着重要的作用。豆酱

整个发酵过程是由多种微生物共同参与的，目前研究发现

其中的主要微生物类群有霉菌[18]、酵母菌和乳酸菌[19-21]， 

从整体上利用DGGE法结合高通量测序全面探究东北传

统豆酱中微生物多样性的研究目前还鲜有报道。

本实验通过PCR-DGGE分子生物学技术结合高通量

测序方法，对传统自然发酵豆酱中细菌群落进行全面系

统研究，揭示不同时期的细菌菌落结构的真实状态，挖

掘丰富的微生物资源并确定不同发酵阶段的优势菌群，

为工业化人工接种法生产的酱类打下了良好的基础，实

现传统酱类的现代化、规模化生产，提供质量安全、风

味优良的豆酱以满足市场需求，为进一步深入研究和开

发自然发酵豆酱中的有益菌株提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

实验样品：采集自两家东北地区农家（T家、Z家）

利用东北传统方法制作的不同发酵阶段的豆酱样品各

6 份，分别在发酵0、7、14、21、28、35 d（成品酱）

进行取样（样品分别记为T1～T6、Z1～Z6），样品采

集方式为随机采样。样品采集后，立即送往实验室保

存于－20 ℃。

TE缓冲液、十二烷基硫酸钠（sod ium dodecy l 

s u l f a t e，S D S）、蛋白酶K、十六烷基三甲基溴化

铵（cetyltrimethyl ammonium bromide，CTAB）、 

Tris饱和酚-氯仿-异戊醇（25∶24∶1，V/V）、氯仿-异戊

醇（24∶1，V/V）、冰异丙醇、70%无水乙醇、10×Easy 
Taq Buffer、High Pure dNTPs、Easy Taq聚合酶、

6×Loading buffer、DL2000 DNA Marker 北京艾比根

生物有限公司。

1.2 仪器与设备

5417高速冷冻离心机 德国Eppendorf公司；Veriti96 

PCR扩增仪 美国ABI公司；水浴锅、DYCP-31BN型

琼脂糖凝胶电泳仪  中国深华生物技术有限公司； 

紫外凝胶成像及分析系统、DGGE仪  美国Bio-Rad 

公司；FastPrep匀浆仪 美国MP Biomedicals公司。
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1.3 方法

1.3.1 样品总DNA提取

样品处理：pH 7.0、0.1 mol/L磷酸盐缓冲液悬浮8 g

豆酱，用振荡器振荡均匀，样品用2 层灭菌纱布过滤，

滤液经4 ℃、3 000 r/min离心10 min，收集上清液，将沉

淀用pH 7.0、浓度为0.1 mol/L的磷酸盐缓冲液悬浮后离

心，收集上清液，重复2 次，离心收集上清液；将所收

集上清液在12 000 r/min、4 ℃条件下离心10 min，收集

沉淀，将沉淀用5 mL灭菌水混匀，4 ℃、12 000 r/min离

心10 min，重复2 次，收集沉淀，得到菌体沉淀。采用

CTAB法进行总DNA的快速提取[22]。

1.3.2 细菌的PCR扩增

以提取的总DNA为模板，采用16S rDNA基因V3

区通用引物，扩增产物片段长约250  bp。PCR体系

（50 µL）：36 µL ddH2O、5 µL 10×Easy Taq Buffer、

4 µL dNTPs，1.5 µL F338-GC，1.5 µL R518，0.5 µL

的Easy Taq聚合酶及适量的ddH 2O补足50 µL。反应

参数：95 ℃预变性4 min；95 ℃ 1 min、55 ℃ 45 s、

72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃延伸7 min，4 ℃条件下保

存。PCR产物用质量分数1%的琼脂糖凝胶电泳（100 V恒

压电泳30 min）检测后－20 ℃保存备用。

1.3.3 DGGE与条带测序

采用DGGE对PCR产物进行分离。使用梯度胶制备装

置，采用8%聚丙烯酰胺凝胶、35%～50%变性剂梯度。

待胶完全凝固后，将胶板放入装有1×TAE电泳缓冲液的

装置中，在每个加样孔中加入已和上样缓冲液混合好的

PCR样品。电泳完毕后，利用GelRed染色法将凝胶染色

30 min，将染好的凝胶用扫描仪成像，得到PCR-DGGE

图谱，对上述扫描后的图片进行分析，标记特异性条

带，并回收条带，由上海桑尼生物技术有限公司测序，

测序结果进行BLAST比对鉴定。

1.3.4 高通量测序分析

1.3.4.1 可操作分类单元（operational taxonomic unit， 

OTU）鉴定结果统计

使用QIIME软件，调用UCLUST这一序列比对工具[23]，

对前述获得的高质量序列按97%的序列相似度进行归并

和OTU划分，选取每个OTU中丰度最高的序列作为该

OTU的代表序列。在QIIME软件中使用默认参数，通过

将OTU代表序列与对应数据库的模板序列相比对，获取

每个OTU所对应的分类学信息。

1.3.4.2 基于UniFrac距离的样本聚类分析

UniFrac距离就是通过比较两个群落各自独有OTU之

间系统发育关系的远近，从而更全面地反映群落样本之

间的相似程度[24]。使用QIIME软件对UniFrac距离矩阵分

别进行UPGMA聚类分析，并使用R软件进行可视化。

1.3.4.3 属水平的分类学组成分析

使用QIIME软件，获取各样本属分类水平上的组成

和丰度分布表，并通过柱状图呈现分析结果。

2 结果与分析

2.1 PCR扩增产物DGGE图谱分析
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图 1 豆酱样品细菌总DNA的PCR-DGGE图谱

Fig. 1 DGGE atlas of bacterial community in each soybean paste sample

采用CTAB法提取豆酱样品总DNA，并特异扩增细

菌16S rDNA V3区，其PCR-DGGE图谱如图1所示。对各

条带的鉴定结果见表1。

表 1 不同发酵阶段的豆酱样品中细菌16S rDNA V3区PCR-DGGE 

特异性条带比对结果

Table 1 Identification of the bands obtained by PCR-DGGE of 

bacterial 16S rDNA from soybean paste based on BLAST  

comparison in GenBank

条带编号 鉴定结果 相似性/% 序列号

A Enterococcus faecium 98 KT626401.1

B uncultured bacterium clone 99 KF783367.1

C Lactobacillus plantarum 97 KJ921834.1

D Lactobacillus sakei 99 KT968365.1

E Enterococcus hirae 100 KX036532.1

F Lactobacillus plantarum 100 KX158838.1

G Leuconostoc sp. 100 DQ061074.1

H Enterococcus faecium 100 KU317792.1

I Lactobacillus sakei 100 KU317794.1

J Tetraqenococcus halophilus 100 EU689056.1

K Lactobacillus curvatus 100 KT968363.1

L Tetraqenococcus halophilus 100 KJ699143.1

M Tetraqenococcus sp. 100 KC170304.1

N uncultured bacterium clone 100 KF783391.1

O Lactobacillus brevis 96 JF763842.1

P Tetraqenococcus sp. 100 GQ150503.1
Q Weissella viridescens 94 JQ805716.2

根据测序结果利用Mega 5 软件构建系统发育树，结

果如图所示。由图2可知，所有阶段性豆酱样品中共检测

到了15 株乳酸菌种，其微生物群落可分为5 个属：四联

球菌属（4 个条带）、明串珠菌属（1 个条带）、肠球菌

属（3 个条带）、乳杆菌属（6 个条带）和魏斯氏菌属

（1 个条带），其中乳杆菌属、四联球菌属和肠球菌属占

主导地位。
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图 2 东北传统发酵豆酱中细菌的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree for bacterial community in traditional 

fermented soybean paste

分别对四联球菌属（条带J、L、M、P）、明串

珠菌属（条带G）进行检测，结果显示其分别属于嗜

盐四联球菌（Tetraqenococcus halophilus）、明串珠菌

（Leuconostoc sp.）；肠球菌属（条带A、E、H）经检测

分别属于屎肠球菌（Enterococcus faecium）、希氏肠球

菌（Enterococcus hirae）；乳杆菌属（条带C、D、F、

I、K、O）经检测分别属于植物乳杆菌（Lactobacillus 
plantarum）、清酒乳杆菌（Lactobacillus sakei）、

弯曲乳杆菌（Lactobaci l lus  curvatus）和短乳杆菌

（Lactobacillus brevis），魏斯氏菌属（条带Q）经检测

隶属于绿色魏斯菌（Weissella viridescens）。

DGGE图谱条带的数目可以直观地反映样品中细菌

菌落的遗传多样性，条带的亮度在一定程度上反映该种

菌群的数目[11]。随着发酵时间的变化，图谱中的部分条

带的分布发生着一定的变化，条带的数目以及条带的亮

度随着发酵时间的变化在时刻发生着改变，说明各个时

期的豆酱样品中细菌的数目丰度在随时上下波动。条带

A（Enterococcus faecium）、G（Leuconostoc sp.）、Q

（Weissella viridescens）、P（Tetraqenococcus sp.）的

亮度随着发酵时间变化在变暗，说明这些微生物是启动

豆酱发酵的最重要菌株，主要参与豆酱发酵初期的物质

分解并在整个分解过程中起到一定的作用，其中魏斯

氏菌属的菌落动态与高秀芝在传统发酵豆酱发酵过程

中养分动态及细菌多样性的研究中结果一致[25]；条带C

（Lactobacillus plantarum）、G（Leuconostoc sp.）、H

（Enterococcus faecium）、K（Lactobacillus curvatus）、

L（Tetraqenococcus halophilus）、M（Tetraqenococcus 
sp.）、O（Lactobacillus brevis）在两家豆酱样品中均被

检测到，即使来自于不同人家不同手法做制作的豆酱，

乳杆菌属、肠球菌属与四联球菌属仍然稳定存在于所有

豆酱样品中，说明它们为东北传统发酵豆酱在发酵过程

中起中主要作用的细菌菌群；条带C、H、K与O在下酱

时有一定量的存在，并且在豆酱的整个发酵阶段均很明

亮、条带较宽且变化不大，说明其在豆酱发酵过程中均

稳定存在，是东北传统发酵豆酱在发酵过程中的优势细

菌菌种，乳杆菌属为优势菌属。乳酸菌在生长代谢过程

中能与酵母菌代谢产物作用生成酯类物质，因此该菌对

豆酱发酵过程的风味形成起到重要的作用。

由图1可知，不同家庭由于制作手法不同，豆酱样

品中菌群也存在着一定的差异性，如条带F与Q只在Z家

豆酱中被检测出；条带G的检测结果为Leuconostoc sp.，

Z家豆酱中条带G的亮度较T家相比更亮，条带更宽。

Kim等[26]通过16S rRNA基因的初步测序结合理化指标的

测定，分析得出韩国豆酱中分离出的菌株为芽孢杆菌

属（Bacillus glycinifermentans sp.）；在酱的生产中，

与风味有直接关系的细菌主要是乳酸菌，其中主要包

括Lactobacillus plantarum、发酵乳杆菌（Lactobacillus 
fermenti）、Tetragenococcus halophilus等。同样， 

Wu Junrui等 [27]在分子水平上利用DGGE技术对东北

大酱中的细菌物种进行分析鉴定，得出Lactobacillus 
plantarum、Leuconostoc gasicomitatum、Enterococcus 
faecium和Tetragenococcus halophilus是豆酱中的主要细

菌，本研究中的Weissella viridescens在传统自然发酵豆酱

中利用传统方法和分子生态学方法均并未分离到。

2.2 OTU聚类及注释结果

OTU通常是指根据某一人为设定的序列相似度阈

值，将来自一个或多个样本的序列进行归并，彼此间相

似度高于该阈值的序列都将归并为一个OTU[28]。可以简

化数据结构，有利于在某一确定的分类水平，对不同来

源的微生物群落样本进行互相比较（表2）。

表 2 豆酱样品细菌OTU数目

Table 2 Bacterial OTU number of fermented soybean paste

样品 T1 T2 T3 T4 T5 T6 Z1 Z2 Z3 Z4 Z5 Z6

OTU数目 299 382 339 420 337 368 386 405 396 438 424 420

细菌丰度的波动趋势为0～7 d，细菌数目在增加；

7～14 d，细菌数目在减少；14～21 d，细菌数目在增

加，并在21 d达到了细菌数目的最大值；之后细菌数目均

减少，说明在发酵前中期，豆酱的内部微生物相互作用

环境与外部自然环境均有利于微生物的生长；到了发酵

后期，细菌群落数目在减少，结合DGGE图谱上细菌分

布动态推测，可能是Enterococcus faecium、Leuconostoc 
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sp.、Weissella viridescens和四联球菌等微生物在豆酱发酵

过程中，主要参与初期的物质分解作用，其自身的代谢

及其代谢产物在豆酱发酵过程中可以调整豆酱内环境，

为豆酱风味物质的形成创造有利条件。其中Leuconostoc 

sp.能够在代谢过程中产生葡聚糖并产生风味物质；魏斯

菌属于乳酸菌群，其中大多数为兼性厌氧或微需氧菌，

通常分离于肉类食品中，对发酵食品风味的形成可能具

有重要作用[29]。

2.3 基于UniFrac距离矩阵的UPGMA聚类分析

由于微生物极其多样，不同微生物彼此之间具有特

定的系统发育关系，意味着群落中的各微生物成员（如

OTU）之间存在某种内在关联。因此，在探究不同群落样

本之间的关系时，需要考虑群落成员之间是否存在系统发

育亲缘关系。聚类分析类群的划分显示出豆酱样品中微生

物组成之间的相似性和亲缘关系，样本根据彼此之间的相

似度聚类，样本间的分枝长度越短，两样本越相似。

0.05

T1
T2
T6
T3
T5
T4
Z1
Z2
Z3
Z5
Z4

Z6

图 3 豆酱中细菌的UPGMA聚类分析

Fig. 3 UPGMA cluster analysis of bacteria in soybean paste

由图3可知，两个家庭所制作的豆酱样品之间差异率

较低，表明两家豆酱样品中细菌的种群结构均有较高的

相似性，说明两家豆酱样品中微生物的分布特点以及具

有的共性对于东北传统发酵豆酱具有一定的代表性。

2.4 豆酱样品在属水平上的物种分布

对每个豆酱样品中细菌的OTU在属水平进行分析，

得到物种组成比例情况，反映样品的群落结构。

T1 T2 T6T3 T5T4 Z1 Z2 Z3 Z5Z4 Z6

Enterococcus sp.
Tetragenococcus sp.
Leuconostoc sp.
Lactobacillus sp.
Candidatus solibacter sp.

图 4 豆酱样品中细菌在属水平的分布图

Fig. 4 Bacterial distribution of fermented soybean paste at the genus level

对每个豆酱样品中细菌的O T U数目在属水平上

进行归类和整理，分为已知细菌属和未鉴定出的细菌

属。在豆酱的不同发酵时期，样品中的细菌群落存在

着明显的动态变化，其相对含量存在着一定的差别。

在已知细菌属中，Leuconostoc sp.、Enterococcus sp.与

Tetragenococcus sp.明显存在于所有样品中。其中，

Leuconostoc sp.相对于其他菌属含量较高，相对稳定存在

于所有豆酱样品中；且Tetragenococcus sp.波动性较大，

在各个豆酱样品中的分布很不均匀，结合DGGE图谱可

看出其对应条带在豆酱样品中的分布变化较明显，说明

它易受内外环境的影响；其次数目最多的为Lactobacillus 

sp.，在不同发酵阶段的豆酱样品中均被检测出，且相

对于其他细菌较稳定地分布于所有样品中，也验证了

图2所得结论，其中Leuconostoc sp.、Enterococcus sp.、

Tetragenococcus sp.和Lactobacillus sp.占主导地位。从分

布图可以看出还有部分丰度相对较小的微生物群体存在

于各个豆酱样品中，但由于其数目少，可能在DGGE图

谱上很难明显显现出，因此只有通过DGGE技术结合高

通量测序的方法才能够直观、全面、系统地对样品中的

微生物群落进行探究与分析。

3 结 论

本实验采用PCR-DGGE分子生物学技术结合高通

量测序方法对东北传统发酵豆酱在发酵过程中的细菌

群落进行了多样性研究，通过DGGE图谱的分析结合

高通量测序验证得出：豆酱样品不同发酵阶段的优势

细菌菌属为肠球菌属（Enterococcus sp.）、四联球菌

属（Tetragenococcus sp.）和乳杆菌属（Lactobacillus 
sp.）；对豆酱样品所提供的DNA模板中高质量序列按

97%的序列相似度进行归并和OTU划分，经整理与分

析得出：细菌的OTU总数目为7 159 ，各个发酵阶段的

细菌数目在时刻变化：在豆酱发酵前期，细菌数目上

下波动，在21 d达到了细菌数目的最大值，发酵后期

数目在减少，结合DGGE图谱上细菌分布动态推测可

能是Enterococcus faecium、Leuconostoc sp.、Weissella 
viridescens等微生物在豆酱发酵过程中参与了初期的产酶

降解大分子物质作用，并在前中期的大分子物质分解为

小分子物质等产生风味物质的过程中起到一定的作用；

对豆酱样品中细菌的OTU数目在属水平上进行归类和整

理，Enterococcus sp.、Tetragenococcus sp.和Lactobacillus 

sp.在不同发酵阶段的豆酱样品中均被检测出，数目较其

他细菌相比较多，结合DGGE结果推断其为豆酱发酵过

程中的优势菌群。其中Tetragenococcus sp.波动性较大，

易受内外环境的影响。

由于发酵食品自然发酵微生物区系复杂，生产周期
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不稳定、安全性差、品质不能保证等问题经常出现，因

此研究发酵食品中微生物多样性是解决以上问题的必要

途径。实验结果直观地展现出传统自然发酵豆酱中细菌

的多样性及其菌相变化，因此对传统发酵豆酱样品中微

生物群落的组成分布与动态规律进行研究，可以提高豆

酱的品质、营养、为发掘优良的菌种发酵剂及其产业化

发展提供有力的依据。
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