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基于PCR-DGGE分析不同品牌郫县 
豆瓣酱真菌多样性

朱永清，李治华，李华佳，王雪涛，董 玲，黄巧莲

（四川省农业科学院农产品加工研究所，四川 成都 610066）

摘  要：以不同品牌的郫县豆瓣酱为研究对象，通过聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电泳免培养技术分析样品

中微生物真菌菌群结构，并对典型条带进行测序，构建系统发育进化树。结果表明：郫县豆瓣酱真菌菌群种

类较丰富，不同品牌的郫县豆瓣酱真菌菌群既包含共有菌群又存在一定差异。假丝酵母（Candida sp.）、曲霉

（Aspergillus）、鲁氏酵母（Zygosaccharomyces rouxii）、奥默柯达酵母菌（Kodamaea ohmeri）是优势种群，尤其

是黄曲霉（Aspergillus flavus）共有10 个条带，占整个测序条带32.25%，表明郫县豆瓣酱的生产应特别注意防控黄

曲霉。
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Abstract: In this study, the fungal diversity and community structures of 13 brands of Pixian broad bean paste were analyzed 

using polymerase chain reaction-denatured gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE). The typical DGGE bands were 

sequenced, and a phylogenetic tree was constructed. The results showed that fungal diversity was abundant in the samples 

and both unique and common bands were identified. Candida sp., Aspergillus, Zygosaccharomyces rouxii and Kodamaea 
ohmeri were the predominant fungi. Especially, a total of 10 bands, accounting for 32.25% of the entire sequenced bands, 

were assigned to Aspergillus flavus. Thus, special attention should be paid to the prevention and control of A. flavus in the 

broad-bean paste industry.
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郫县豆瓣酱因产于四川省成都市的郫县而得名，已

有近300 年历史，因其独特的风味闻名于世[1]。2008年，

“郫县豆瓣传统制作技艺”被列为国家非物质文化遗产

名录，是到目前为止涉及川菜的唯一的国家级非物质文

化遗产。郫县豆瓣制作工艺较为复杂，主要包括制椒、

制瓣、后熟等过程，制椒即红辣椒经盐渍制成辣椒胚；

制瓣即蚕豆制曲后制成甜豆瓣；后熟即辣椒胚和甜豆瓣

按一定比例混合入缸经较长时间（6 个月以上）的翻、

晒、露后熟发酵，然后制成成品。

郫县豆瓣酱风味物质的形成十分复杂，其来源主要
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是原料中的蛋白质、淀粉、脂类等大分子物质经微生物

酶水解后产生的各种次级产物和小分子最终产物[2]。微生

物对郫县豆瓣风味品质的形成起着重要作用，一方面，

不同种类的微生物所具有的酶系不同，代谢产物就有所

差异，这就导致产品的风味有所不同[3-4]；另一方面，微

生物菌群新陈代谢所产生的挥发性成分是产品中香味物

质的主要来源之一[4-7]。

传统培养手段主要基于培养基的选择，具有很大的

局限性，而据估计大部分微生物是不可培养的。聚合酶

链式反应-变性梯度凝胶电泳（polymerase chain reaction-
denatured gradient gel electrophoresis，PCR-DGGE）作为一

种有效的免培养方法，基于DNA分析，可以有效避免上述

不足[8]。前人已将该方法应用到泡菜[9]、豆酱[10]、酱油[11]、

镇江香醋[12]等传统发酵食品微生物菌群的分析上。

本研究采用PCR-DGGE研究不同品牌的成品郫县豆

瓣真菌多样性，加深对郫县豆瓣微生物菌群的认识，为

郫县豆瓣酱安全性及改进生产工艺提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

13 个郫县豆瓣酱样品分别购自四川省郫县不同厂

家，均为传统工艺生产，分别编号为S1～S13。
Gel Extraction Kit试剂盒 美国Omega Bio-Tek 

公司；溶菌酶 美国Amresco公司；蛋白酶K 德国

Merck公司；PCR mixture 生工生物工程（上海）股份

有限公司。

1.2 仪器与设备

5804R冷冻高速离心机  德国Eppendorf公司； 

PCR仪、凝胶成像仪、电泳仪 美国Bio-Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 郫县豆瓣酱中微生物总DNA的提取

参考李治华等 [13]的方法提取郫县豆瓣酱中微生物

的总DNA。

1.3.2 PCR扩增

第1轮PCR以基因组DNA为模板扩增18S rRNA全

序列，琼脂糖凝胶电泳胶回收之后以18S rRNA基因

为模板扩增SSU rRNA。第1轮PCR引物序列为 [10]： 

F R 1（ 5 ’ - A I C C AT T C A AT C G G TA I T- 3 ’）、N S 1
（5’-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’）；体系（50 μL） 

为 ： 模 板 D N A   4   μ L 、 上 下 游 引 物 各 2   μ L 、

2×Taq  PCR MasterMix（包含500 μmol /L dNTP、
0.1 U/μL Taq聚合酶、20 mmol/L Tris-HCl、100 mmol/L  
KCl 和 3 mmol/L MgCl2）25 μL、ddH2O 17 μL；扩增条

件：95 ℃预变性8 min，95 ℃变性30 s，47 ℃退火45 s，
72 ℃延伸3 min，35 个循环；最后72 ℃延伸10 min。阴

性对照用ddH 2O作为模板。扩增结束后，用1 .5%琼

脂糖凝胶电泳检测，以凝胶成像系统采集图片并进行

结果分析，然后切胶回收，回收后的DNA作为第2轮

PCR的模板。

第 2轮 P C R引物序列为 [ 1 0 ]： F R 1 - G C（ 5 ’ - C C
C C C G C C G C G C G C G G C G G G C G G G G C G G G G G
C A C G G G C C G A I C C AT T C A AT C G G TA I T- 3 ’），

FF390（5’-CGATAACGAACGAGACCT-3’）；体系

（50 μL）为：模板DNA 4 μL、上下游引物各2 μL、
2×Taq  PCR MasterMix（包含500 μmol /L dNTP、
0.1 U/μL Taq聚合酶、20 mmol/L Tris-HCl、100 mmol/L  
KCl和 3 mmol/L MgCl2）25 μL，ddH2O 17 μL；扩增

条件：95 ℃预变性8 min；95 ℃变性30 s，50 ℃退火

45 s，72 ℃延伸2 min，30 个循环；最后72 ℃延伸

10 min。阴性对照用ddH2O作为模板。扩增结束后，用

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，以凝胶成像系统采集图片并

进行结果分析。

1.3.3 DGGE及数据分析

制备8%聚丙烯酰胺凝胶，变性梯度为35%～65%，

呈线性增加，梯度方向与电泳方向垂直，加约40 μL含有

适量上样缓冲液的PCR扩增产物。电泳时，温度为60 ℃，

电压为120 V，运行6 h。电泳后用SYBR Green Ⅰ进行染

色，染料用1×TAE以1∶10 000（V/V）稀释，每次染液用

量15 mL，染色15 min，共染3 次。染色完后用凝胶成像系

统采集图片并用Quantity One 4.6.9软件分析结果。

测得的序列在NCBI数据库进行相似性比较。将测

序结果和代表性菌株的rRNA部分序列用程序ClustalX 
2.0.11[14]进行序列比对排序，采用UPGMA算法在软件

Mega 6.06构建进化树[15]，分析亲缘关系及相似性。

2 结果与分析

2.1 真菌ITS区域PCR扩增产物DGGE图谱分析

13 个不同品牌样品SSU rRNA产物的DGGE结果如图

1所示。郫县豆瓣酱样品中真菌种群多样性较高，不同品

牌的豆瓣酱样品真菌种群结构有所不同。整体上，13 个
样品经DGGE后都分离出清晰的电泳条带。相对而言，

样品S5、S7、S8、S9的条带丰度较低，且条带亮度较

弱，说明这4 个品牌豆瓣酱中的真菌多样性有可能较低。

图1中各条带的相对强度和迁移率不完全相同，表明这些

样品中既存在一些共有的真菌种群，又存在一些特有真

菌，不同样品间在真菌种群丰度上存在一定的差别。另

外，强度高的条带的迁移率也不完全相同，表明每个品

牌真菌的优势种群也不完全一样。如条带3、4、7、11在
样品S2中是优势菌群，而在S10样品中很弱或没有检测

到；条带14在S11和S13中是优势真菌，但在S3、4、5却
很弱或没有检测到。
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图 1 郫县豆瓣酱真菌群落DGGE图

Fig. 1 DGGE fingerprints of fungal communities in broad bean paste

表 1 郫县豆瓣酱真菌SSU亚基DGGE条带测序结果

Table 1 Sequencing results for DGGE bands of fungal SSU in broad 

bean paste

测序条带编号a 与NCBI中同源性比较（序列登录号） 相似度/%

2 Candida sp.（FJ153078.1） 99

3 Candida sp.（FJ153078.1） 99

4 C. sophiae-reginae（HQ651949.1） 98

6 Uncultured basidiomycete（AY934694.1） 99

7 Zygosaccharomyces（AB087385.1） 96

8 Z. rouxii（KT199372.1） 99

9 C. catenulate（KT336721.1） 99

10 Malassezia obtuse（EU192365.1） 100

12 Kodamaea ohmeri（KM006493.1） 99

13 Aspergillus flavus（KU060796.1） 98

14 Uncultured Sebacinales（FN663658.2） 99

15 Capnobotryella sp. MA 4565（AJ972852.1） 99

16 Fungal sp. EL002650（KU354735.1） 99

17 A. flavus（KU060796.1） 99

18 A. flavus（KU060796.1） 100

20 A. flavus（KU060796.1） 99

23 A. flavus（KU060796.1） 99

26 A. flavus（KU060796.1） 99

27 A. flavus（KU060796.1） 99

29 A. flavus（KU060796.1） 99

30 A. flavus（KU060796.1） 100

31 A. flavus（KU060796.1） 99

注：a.编号对应图1的编号。

由表1可知，总共对31 条序进行了测序，其中有

9 条序列与NCBI中序列的最大相似度低于95%（未列

出）。在余下的22 条序列中，除条带7，其余23 条序

列最大相似度都在98%～100%。其中有两个及以上

条带检测到分别为假丝酵母（Candida）、鲁氏酵母

（Zygosaccharomyces rouxii）、黄曲霉（Aspergillus 
flavus）。奥默柯达酵母菌（Kodamaea ohmeri）已在豆类

发酵产品[16]、啤酒[17]、腌制蔬菜中分离得到[18]。由图1
和表1可知，A. flavus为郫县豆瓣酱的优势菌种，存在于

所有品牌的样品中，尽管目前生产的多数郫县豆瓣黄曲

霉毒素符合国家标准，但仍然有个别黄曲霉毒素B1超标

的报道[19]。考虑到郫县豆瓣传统工艺主要在开放环境下

进行，结合本研究的结果，表明郫县豆瓣的生产应该把

防控黄曲霉放在非常重要的位置，避免成品中黄曲霉毒

素超标。

2.2 聚类分析
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图 2 郫县豆瓣酱中真菌的DGGE指纹图谱聚类分析图

Fig. 2 Cluster analysis of DGGE profiles for fungal communities of 

broad bean paste

从图2可知，初步可以将13 个郫县豆瓣样品分为

4 类：第1类（S7、S2）、第2类（S1、S4、S5、S8、
S10）、第3类（S6和S11）、第4类（S3、S9、S12、
S13），这与DGGE电泳图（图1）的直观反映一致，即

这些郫县豆瓣样品中既存在一些共有的真菌种群，又存

在一些特有真菌，或者不同样品间在真菌种群丰度上存

在一定的差别。

2.3 系统发育分析
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图 3 郫县豆瓣酱中真菌的系统发育分析

Fig. 3 Phylogenetic analysis of fungi in broad bean paste
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从图3可知，测序序列可以分为4 个类别，类别Ⅰ 

将大多数的序列聚在了一起，主要为C a n d i d a、
Zygosaccharomyces属和K. ohmeri，包含条带2、4、7、
8、9、12；类别Ⅱ为Malassezia obtuse，包含条带10；
类别Ⅲ为Capnobotryella sp.，包含条带15；类别Ⅵ为

A. flavus，包含13、17、18、22、23、26、27、29、30、
31。表明从系统发育的角度，郫县豆瓣真菌微生物具有

一定多样性。

3 讨 论

PCR-DGGE技术能有效的分析微生物菌群变化[8,16]。

前人研究表明，郫县豆瓣自然发酵过程中的优势真菌有

米曲霉（A. oryzae）、淀粉丝菌（Amylomyces rouxii）、

米根霉（Rhizopus oryzae）、异常毕赤酵母（Pichia 
anomala）、汉逊德巴利酵母（Debaryomyces hansenii）
的近缘种 [20 ]；董丹等 [21 ]采用纯培养对两个不同发酵

时期豆瓣中微生物多样性进行了分析，发现Pichia、
Candida、Wickerhamomyces属是真菌的优势菌群。本研

究发现Candida sp.、Aspergillus、Z. rouxii、K. ohmeri是
郫县豆瓣酱的优势种群，与上述结论存在一些异同，

这可能与取样时间不同有关，如汪先丁等[20]在制曲阶段 

（1、4、7 d）和发酵初期（14 d和30 d）取样，而本研究

的样品都在后熟发酵6 个月以上，后熟时间不同导致真菌

菌群不一样；也有可能是生产的原料有差异，导致原料

自身所带微生物菌群不同，在发酵过程中也有可能影响

优势真菌菌群结构。

前人研究发现，Candida sp.和Z. rouxii在日本鱼酱和

酱油中作为优势菌种在发酵过程中出现[11,22-24]，具有较

强的耐盐能力，能在发酵过程中促进风味的形成[25]，表

明上述两种酵母是传统发酵食品中常见的优势功能微生

物菌群。张先琴等[18]在分析四川泡菜微生物多样性时发

现，K. ohmeri是四川泡菜的优势真菌，但是其功能和作

用还有待进一步研究。

聚类分析可以将13 个郫县豆瓣样品分为4 类，而这

13 个企业尽管都坐落于郫县镜内，但是分布于郫县的不

同位置，不同位置的企业成品豆瓣酱在真菌多样性上也

可聚为一类，表明外界环境对郫县豆瓣特有真菌群落结

构的形成作用不明显。系统发育分析也可以将有效测序

序列分为4 个类别，其中，Candida、Zygosaccharomyces
属和K. ohmeri聚为Ⅰ类，这些真菌已在其他传统发酵食

品广泛报道[11,16-17]，而A. flavus单独归为Ⅳ类。

特别需要注意的是，代表A. flavus的条带有10 条，占

整个测序条带的32.25%，表明郫县豆瓣酱样品易受到黄

曲霉菌的污染。尽管目前生产的多数郫县豆瓣黄曲霉

毒素符合国家标准，但由于郫县豆瓣酱的生产工艺较

复杂，包含制瓣、制椒、后熟等环节，其中多个环节

都在开放的发酵环境下进行，而且相关检测机构抽检

发现存在少数厂家样品黄曲霉毒素B1超标的现象，因

此，进一步研究郫县豆瓣生产中易受黄曲霉菌污染的

关键环节，并建立相关黄曲霉污染控制模型和相关防

控措施十分必要。
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