
 

葛英亮，王艺臻，仲瑞文，等. 基于 Illumina PE300高通量测序的传统与工业化生产东北豆酱微生物群落分析 [J]. 食品工业科技，

2026，47（2）：217−226. doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2025020027

GE  Yingliang,  WANG  Yizhen,  ZHONG  Ruiwen,  et  al.  Microbial  Community  Analysis  of  Northeast  Soybean  Paste  Produced

Traditionally and Commercially Based on Illumina PE300 High-throughput Sequencing[J]. Science and Technology of Food Industry,

2026, 47(2): 217−226. (in Chinese with English abstract). doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2025020027

 · 生物工程 · 

基于 Illumina PE300高通量测序的传统
与工业化生产东北豆酱微生物群落分析

葛英亮*，王艺臻，仲瑞文，李明翠

（海南热带海洋学院食品科学与工程学院，海南三亚 572022）

摘　要：为掌握传统与工业化生产东北豆酱中微生物差异，获取风险微生物信息，研究采用 Illumina PE300技术对

传统与工业化生产东北豆酱中细菌 16S rDNA序列 V3-V4区（338F/806R）和真菌 ITS序列 1区（ITS1F/ITS2R）
扩增测序，进行生物信息学分析。结果表明，传统工艺生产豆酱中，乳杆菌属（Lactobacillus）、四链球菌属

（Tetragenococcus）和芽孢杆菌属（Bacillus）等属的细菌及曲霉属（Aspergillus）、青霉属（Penicillium）、念珠

菌属（Candida）和丝孢菌属（Trichosporon）等属的真菌丰度较高，其中存在肠杆菌（Enterobacteriaceae）和葡萄

球菌（Staphylococcus）等潜在风险微生物，不同家庭生产豆酱中高丰度的明串珠菌属（Leuconostoc）等细菌和梗

孢酵母属（Sterigmatomyces）、镰刀菌属（Fusarium）等真菌丰度存在明显差异。工业化生产豆酱中高丰度细菌为

乳杆菌属（Lactobacillus）、真菌为曲霉属（Aspergillus），群落构成简单，在微生物群落组成和代谢功能等方面

与传统工艺生产豆酱相比存在的差异明显。经 PICRUSt2功能预测分析知：传统工艺生产豆酱在糖酵解、糖异生、

甘油酸代谢、有机酸的转化、蛋白质的磷酸化、嘌呤代谢、乙醛酸循环等功能丰度占优，工业化生产豆酱中在蛋

白质降解和氨基酸代谢功能方面具有较高的丰度，揭示了传统工艺生产豆酱风味更佳，而工业化生产豆酱风味更

稳定且生产周期短的原因。采用自建风险菌 16S rDNA全长基因数据库比对发现：工业化生产豆酱的生物安全性

更好，传统工艺生产豆酱可能存在更多的风险菌如：创伤弧菌（Vibrio  vulnificus）、金黄色葡萄球菌

（Staphylococcus aureus）、产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens）等，揭示传统豆酱发酵过程中可能存在厌氧

环境控制不足、原料污染或加工环节卫生缺陷导致产毒菌株增殖风险，工业化生产工艺在控制潜在风险菌方面具

有显著优势。本研究为优化豆酱生产工艺、提高产品质量和保障食品安全提供了科学依据。
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Abstract：To understand the microbial differences in traditional and industrial production of Northeast soybean paste and
identify potential risk microorganisms, this study analyzed the microbial communities in Northeast soybean paste that are
produced  traditionally  and  commercially.  The  bacterial  16S  rDNA  V3-V4  region  (338F/806R)  and  fungal  ITS1  region
(ITS1F/ITS2R)  were  amplified  and sequenced using  Illumina  PE300 sequencer  followed by bioinformatics  analysis.  The  
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results  revealed  that  in  the  traditionally  produced  soybean  paste,  the  abundance  of  bacteria  such  as  Lactobacillus,
Tetragenococcus, and Bacillus, and fungi such as Aspergillus, Penicillium, Candida, and Trichosporon were relatively high.
Among  these,  potential  risk  microorganisms  such  as Enterobacteriaceae  and  Staphylococcus  were  present.  There  were
significant differences in the abundance of high-abundance bacteria like Leuconostoc and fungi like Sterigmatomyces and
Fusarium between different  soybean pastes  that  are family-produced.  In commercially produced soybean paste,  the high-
abundance bacteria were Lactobacillus, while the predominant fungus was Aspergillus, albeit with a less diverse microbiota.
The differences in microbial community and metabolic functions between traditional and commercial production processes
were  evident.  Functional  prediction  analysis  using  PICRUSt2  revealed  that  traditional  soybean  paste  had  higher  gene
expressions  in  functions  related  to  glycolysis,  gluconeogenesis,  glycerol  metabolism,  organic  acid  conversion,  protein
phosphorylation,  purine  metabolism,  and acetaldehyde acid  cycle.  In  contrast,  commercial  soybean pastes  showed higher
expressions in protein degradation and amino acid metabolism, which explains why traditional soybean paste has a better
flavor,  while  industrial  soybean  paste  has  more  stable  flavor  and  shorter  production  cycle.  Comparison  with  a  self-
constructed  full-length  16S  rDNA  gene  database  of  pathogens  revealed  that  the  biosafety  of  commercially  produced
soybean  paste  is  better,  while  traditional  soybean  paste  may  contain  more  pathogens  such  as  Vibrio  vulnificus,
Staphylococcus  aureus,  and Clostridium  perfringens.  This  indicates  that  during  the  fermentation  of  traditional  soybean
paste, there may be a risk of insufficient control for anaerobic environment, raw material, or hygiene level in the processing
stages,  leading  to  the  proliferation  of  toxin-producing  strains.  Commercial  production  have  a  significant  advantage  in
controlling  potential  risk  bacteria.  This  study  provides  scientific  evidence  for  optimizing  soybean  paste  production
processes, improving product quality, and ensuring food safety.

Key  words： Illumina  PE300  sequencing；northeast  soybean  paste；microbial  community； evaluation； traditional  process；

commercial production；functional prediction

中国制酱的历史悠久，自西汉即有以大豆和面

粉为主要原料的发酵型酱制品出现[1−2]。在豆酱的发

酵制作过程中，霉菌、酵母菌、乳酸菌等微生物协同

发酵，大豆蛋白质在酶的作用下进行蛋白质水解、有

机酸发酵等一系列生化反应，赋予豆酱独特的风味、

优良的口感、丰富的营养和一定的健康功能[3−5]。

中国东北地区是豆酱的主要生产和消费地区，

农村多采用传统制酱工艺进行豆酱的制作，其中微生

物菌群多样性丰富，风味良好，但制酱过程繁琐、生

产方式较为原始，发酵条件控制随机且相对粗放，导

致不同农户制作的豆酱在风味和品质上存在显著差

异，同时，豆酱的发酵过程也容易受到外源微生物的

干扰[6−8]。随着豆酱生产技术的发展，工业化逐渐成

为东北豆酱生产的主要方式，其发酵控制工艺相对严

格，发酵微生物控制相对精确，避免了传统制酱过程

中温度、发酵微生物的不可控因素，使得豆酱的安

全、品质和风味得到更好的保障。研究表明，无论是

传统发酵还是工业发酵，动态变化的微生物群落在豆

酱发酵过程中都是至关重要的[9]。在豆酱生产中存

在大量复杂的微生物，如：生念珠菌、乳酸克鲁维酵

母菌、胭脂酵母菌和土星拟威尔酵母等[10]；在同样食

用发酵豆制品的韩国发酵豆砖中也发现了复杂多样

的微生物群落[11]。Lee等[12] 研究了不同工业化生产

豆酱微生物多样性和代谢物，强调了了解工业环境中

微生物组成的重要性。然而，当前研究尚未充分关注

同一气候条件、同一地区内，采用相同传统制作工艺

的不同农家豆酱中的微生物群落及其潜在生物风险，

同时也未深入探讨传统工艺与工业化生产豆酱在风

险微生物群落及功能上的差异，因此有必要进一步加

强对豆酱中风险微生物的分析。

Illumina PE300生物多样性测序具有成本低、

通量高、速度快、数据准确等优点，被广泛应用于食

品、土壤、人体内环境等生物多样性分析检测[13−14]。

本研究以中国东北传统和工业化生产工艺生产的豆

酱为样本，基于 Illumina PE300生物多样性测序技

术进行多样性测序比较分析，将获得的细菌 16S
rDNA序列与自建的风险菌 16S rDNA基因全长数

据库进行比对分析，分析传统和工业化生产发酵豆酱

产品风险菌多样性，以期高效、快速、高通量获得豆

酱产品风险微生物信息，降低检测成本，提高东北豆

酱产品的生物风险分析预测能力，为保障传统豆酱产

品的生物安全提供有益参考，为进一步建立豆酱生产

风险微生物基因数据库奠定基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

FastDNA Spin Kit For Soil　北京智杰方远科技

有限公司；Biospin Fungus Genomic DNA　北京博

迈斯生物科技有限公司；QuickClean II PCR抽提试

剂盒　南京金斯瑞生物科技有限公司；TransStart
Fastpfu DNA Polymerase　北京全式金生物技术有

限公司；TruSeq TM DNA Sample Prep Kit　Illumi-
na公司；AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒　AXYGEN
公司。

GeneAmp9700  PCR仪　美国应用生物系统

（ABI）公司；DYCZ－24K/S型双板垂直电泳仪　北

京六一生物科技有限公司；Miseq PE300二代高通量

测序仪　美国 Illumina公司；Micro 17R高速冷冻

离心机、Nano-Drop2000超微量紫外分光光度计
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　ThermoFisher公司；BSC-1300IIS A2型生物安全

柜　上海沪净医疗器械有限公司；Scan500全自动菌

落计数仪　Interscience 公司；HS-IE数显振荡培养

箱　上海和盛仪器科技有限公司；QuantiFluorTM-
ST蓝色荧光定量系统　Promega公司；PCR扩增引

物：338F-806R、524F10extF-Arch958RmodR、ITS1F-
ITS2R　均由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。

 1.2　实验方法

 1.2.1   样本采集与制备　传统制酱工艺样本采自东

北某地区四个农户（同一村落，气候基本一致），并将

样本分别编号为 CT-1、CT-2、CT-3、CT-4进行进一

步分析。

农户制酱工艺及参数如下：采用自然发酵工艺，

平均气温范围为 12.6 ℃ 至 20.6 ℃，发酵时间自农

历三月初十至四月二十八，共计约 50个自然日。制

酱基础工艺如图 1所示。

  

制块 包块 发酵 (5~20 d) 成酱 (15~20 d)制酱 (加盐、加水)
农历四月十八

摊凉 搅碎
泡豆 (12 h)
农历二月二

烀豆 (12 h)
间歇加热

闷豆 (12 h)
至红色

图 1    绥化地区某农家传统制酱工艺
Fig.1    Traditional sauce making process in a farmer

in Suihua area
 

工业化生产豆酱样本取自与传统制酱相同的地

区（某企业，两地气候相近），该企业年产量 4000吨。

研究样本依据生产流程，在与农家酱相同的取样时期

进行采集，并编号为 GY-1。
工业化制酱工艺及参数如下：豆酱发酵周期为

20 d，制曲时间为 48 h，制曲室温度为 38±2 ℃，发酵

温度为 45 ℃。如图 2所示。

  
大豆 浸泡 蒸煮 配料 冷却

发酵覆盐发酵 成酱混曲

图 2    某企业工业制酱工艺
Fig.2    Industrial sauce making process of a certain enterprise

 

上述样本均为多点采样、并均一化后 4 ℃ 暂

存，后置于−80 ℃ 冰箱保存送样及备用。

 1.2.2   基因组 DNA提取　将所获样本进行基因组

DNA抽提，基因组抽提按照 FastDNA Spin Kit For
Soil试剂盒说明进行，后采用 1%琼脂糖凝胶电泳

120 V、30 min检测提取基因组质量，浓度合格样本

用于 PCR扩增。

 1.2.3   细菌 16S rDNA、真菌 ITS、古菌 PCR扩增体

系　基因组分别以 338F-806R引物扩增 16S rDNA
片段、524F10extF-Arch958RmodR引物扩增古菌特

异基因片段、以 ITS1F-ITS2R扩增真菌 ITS片段，每

个样本进行三个重复，将各样本获得的 PCR扩增产

物分别混合后进行 2%琼脂糖凝胶电泳检测（120 V，

30 min）。经多次预试验后古菌 524F 10extF-Arch
958 RmodR通用引物序列扩增失败，古菌特异性序

列无法扩增，古菌含量极低或不存在，后续无法对古

菌进行多样性测序及分析。

实验确定 16S  rDNA扩增采用 20  µL反应

体系[15]：5×FastPfu Buffer 4 µL、2.5 mmol/L dNTPs
2  µL、Forward  Primer（ 5  µmol/L） 0.8  µL、Reverse
Primer（5 µmol/L）0.8 µL、FastPfu Polymerase 0.4 µL、
BSA  0.2  µL、Template  DNA  10  ng、补 ddH2O至

20  µL； ITS序列扩增采用 20  µL反应体系：10×
Buffer  2  µL、2.5  mmol/L  dNTPs  2  μL、正向引物

（5  µmol/L）0.8  µL、反向引物（5  µmol/L）0.8  µL、
TaKaRa rTaq DNA Polymerase 0.2 µL、BSA 0.2 µL、
Template DNA 10 ng、补 ddH2O至 20 µL。PCR反

应参数为：95 ℃、3min；35个循环：95 ℃ 30 s、退火

温度（338F-806R为 55 ℃、ITS1F-ITS2R为 55 ℃）

30 s、72 ℃ 45 s；72 ℃、10 min、4 ℃ 保存。

 1.2.4   PCR产物回收、Miseq文库构建及 Miseq测

序　切胶回收 PCR产物，Tris HCl洗脱，2%琼脂糖

凝胶电泳检测。获得 PCR产物委托上海美吉生物医

药有限公司进行定量、采用 Illumina  PE300进行

DNA测序、拼接、质控和过滤。

 1.2.5   生物信息学分析　基于美吉生物云平台

（https://cloud.majorbio.com）按照 97%相似性对非

重复序列进行 OTU（Operational  Taxonomic  Units）
聚类分析和分类学分析、多样性指数分析[16]；基于细

菌 Silva138 （https://www.arb-silva.de）及真菌 ITS数

据库 UNITE8.0（https://unite.ut.ee）数据库进行细菌、

真菌群落结构统计学分析；采用 mothur软件（http://
www.mothur.org/wiki/Calculators）计算 Alpha多样

性[17]；采用 Wilxocon秩和检验进行 Alpha多样性的

组间差异分析；采用基于 bray-curtis距离算法的

PCoA分析（主坐标分析）检验样本间微生物群落结

构的相似性，并结合 PERMANOVA非参数检验分

析样本组间微生物群落结构差异是否显著；用

LEfSe分析（Linear discriminant analysis Effect Size,
http://huttenhower.sph.harvard.edu/LEfSe） （ LDA>2，
P<0.05）确定不同组间从门到属水平丰度显著差异的

细菌类群[18]；基于 spearman相关性|r|>0.6，P<0.05挑

选物种进行相关性网络图分析[19]；使用 PICRUSt2
（version 2.2.0）软件进行 16S功能预测分析[20]。

 1.2.6   风险菌序列比对及多样性分析　采用 16S
rDNA测序的方法可获得大量的基因信息，难以逐一

分辨风险菌，导致风险微生物群落的丰度和多样性研

究相对困难。本研究依据 VFDB（http://www.mgc.
ac.cn /VFs /main.htm）常见人畜及植物致病菌、条

件致病菌的信息 [21−22]，从 NCBI基因组数据库

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov）中抽取风险微生物

16S rDNA全长序列构建数据库，共享至百度网盘

（链接：https://pan.baidu.com/s/1_MZkHvAFv1RCO-
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Bld__ko8w?pwd=path），此数据库共包含 352种常见

致病微生物（动物、植物、人类致病菌），共 1549条

16S rDNA全长序列，研究采用美吉生物云平台进行

比对分析，以了解传统工艺和工业生产豆酱可能出现

的风险菌多样性。

 2　结果与分析

 2.1　基因组提取及 PCR扩增

提取基因组采用 NanoDrop 2000检测，见表 1。
  

表 1    样本基因组提取信息
Table 1    Sample genome extraction information

项目
样本

CT-1 CT-2 CT-3 CT-4 GY-1

OD260/280 1.52 1.61 1.58 1.55 1.56
浓度（ng/μL） 12.77 9.61 10.53 10.40 11.63

 

表 1表明，OD260/280≥1.5且浓度≈10  ng/μL
说明提取基因组质量较好、浓度适当，可以按

1.2.3进行 PCR扩增，扩增产物进行 2%琼脂糖凝胶

电泳，见图 3。
  

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp
100 bp

Marker CT-1 CT-2 CT-3 CT-4 GY-1 CT-1 CT-2 CT-3 CT-4 GY-1 对照组

图 3    PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳
Fig.3    PCR amplification product agarose gel electrophoresis

注：图中序号 1~5分别为样品 CT-1、CT-2、CT-3、CT-4、GY-1
的 16S rDNA PCR扩增产物，6~10分别为 CT-1、CT-2、CT-
3、CT-4、GY-1的 ITS1F-2RPCR扩增产物，Marker为 DNA
marker 2000，CK为对照组。
 

基因组 PCR扩增后的 16S rDNA扩增产物 DNA
条带长度 400~500 bp左右，ITS扩增产物 DNA条

带长度为 700~800 bp左右，条带长度与预期相符，浓

度适中（见图 3），可以满足后续测序实验的要求。

 2.2　Illumina PE300多样性测序数据分析

 2.2.1   多样性测序结果及 Alpha多样性分析　样本

进行 338F_806R PCR扩增，并测序后进行双端序列

质控拼接 ，共获得 265915条序列 （Sequences） ，

114055742 bp（base pair），平均长度为 428.92 bp，传
统工艺组（A~D）样本测序获得序列数量差异较大，且

均略高于工业化组（E）样本测序获得序列数量，测序

获得 88个 OTU，被注释到 6个门、11个纲、24个

目、39个科、58个属、86个种。样本 ITS1f_2R扩

增后测序，获得序列进行双端序列质控拼接，共获得

359277条序列，86982558 bp，平均长度为 242.10 bp，
传统制酱样本测序获得序列数目差异较大，且均高于

工业化制酱样本测序获得序列数量。测序获得

105个 OTU，被注释到 4个门、14个纲、22个目、

35个科、53个属、81个种。

分别对样本 16S rDNA和 ITS扩增序列测序结

果进行 Alpha多样性分析，以评估样本细菌和真菌

群落的多样性，见表 2和表 3。
 
 

表 2    样本 16S rDNA测序 Alpha多样性分析结果
Table 2    Alpha diversity analysis results of sample 16S rDNA

sequencing

样品编号 sobs Shannon Simpson ACE Chao1 Coverage
CT-1 33 0.637563 0.706892 37.71922 37.2 0.999888
CT-2 53 1.84714 0.236719 56.19261 54.875 0.999859
CT-3 48 0.291604 0.9079 53.29703 52.5 0.999809
CT-4 56 1.953972 0.27899 60.44167 59.5 0.999861
GY-1 29 0.167022 0.949135 30.32052 29.75 0.999937

 
 

表 3    样本 ITS测序 Alpha多样性分析结果
Table 3    Alpha diversity analysis results of sample ITS

sequencing

样品编号 sobs Shannon Simpson ACE Chao1 Coverage
CT-1 26 0.222776 0.927159 27.79434 29 0.99996
CT-2 39 1.718913 0.229681 39.93609 39.33333 0.999973
CT-3 46 1.202287 0.45793 47.71062 46.75 0.999958
CT-4 55 1.628349 0.286077 57.37072 56.42857 0.999932
GY-1 51 1.728865 0.24343 51 51 1

 

图 4显示样本中细菌和真菌群落的稀释曲线趋

近平缓，并且覆盖度高，样本细菌和真菌群落的测序

比率接近饱和，测序量能够覆盖样本中的绝大部分物

种，不同样品来源的 Shannon曲线说明，同一地区的

传统制酱样品微生物群落多样性可能存在较大差异，

且工业化制酱样本中细菌和真菌群落多样性与传统

 

CT-4CT-2

CT-1

CT-3

CT-4
CT-2

CT-1

CT-3

GY-1

GY-1

Number of reads sampled

Number of reads sampled

0
50

00
25

00
0
30

00
0

50
00

0
55

00
0
60

00
0
65

00
0

15
00

0
10

00
0

20
00

0
35

00
0
40

00
0
45

00
0

2.2a

b

2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

Sh
an

no
n 

in
de

x 
on

 O
TU

 le
ve

l

2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

Sh
an

no
n 

in
de

x 
on

 O
TU

 le
ve

l

0
10

00
0

20
00

0
30

00
0

40
00

0
50

00
0

60
00

0
70

00
0

80
00

0

图 4    样本测序 Shannon指数曲线

Fig.4    Sample sequencing Shannon index curve
注：a和 b分别为细菌样本和真菌样本的 Shannon指数曲线。
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制酱样本也存在差异。

 2.2.2   微生物群落构成分析　基于 Venn图分析传

统工艺组（CT-1~CT-4）和工业化组（GY-1）样本中细

菌群落和真菌群落的属水平多样性差异，见图 5。
 
 

CT-4

CT-4

CT-2a

b CT-2

CT-1

CT-1

CT-3

CT-3

GY-1

GY-1

图 5    不同来源样本属水平 Venn图
Fig.5    Venn diagram of genera from different sources

注：a和 b分别为样本细菌群落和真菌群落。不同椭圆区域
代表不同样本，重合区域代表共有微生物的属的数量，非重合
区域为样本独有微生物的属的数量。
 

传统工艺组（CT-1~CT-4）中的细菌群落结构复

杂，共有属数量众多，且在不同样本间表现出较大变

化，这反映出传统发酵过程中细菌群落的多样性及相

对较低的稳定性。组间共有属比例的波动较大（例

如 CT-1组的 6.45%与 CT-4组的 5.48%）进一步揭

示了自然发酵对环境因素的强烈依赖性。工业化组

GY-1细菌属的数量相对少，可能与标准化菌种添加

有关，同时提示其细菌组成与传统工艺不同样品间差

异较大。传统工艺组中 CT-4组独有真菌属最多为 6

（占 16.13%），工业化组GY-1独有属为 16（占 53.33%），

工业化生产的真菌群落展现出极高的独特性，这很可

能源于人工接种特定的发酵真菌。相比之下，传统工

艺组间的共有属比例较低，群落异质性较高，更多地

依赖于自然接种及环境条件，从而反映出传统工艺样

本中的真菌群落显著受到环境波动的影响。初步揭

示工业生产酱的样品风味不如农家酱风味丰富，但风

味较为稳定，可能存在的微生物风险更小。

 2.2.3   样本物种组成分析　为进一步揭示传统工艺

与工业化生产样本中微生物群落差异，分析样本中微

生物的群落变化，分别绘制细菌（图 6）和真菌（图 7）

群落属水平的 heatmap图。
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图 6    不同样本细菌（属水平）heatmap图
Fig.6    Heatmap of bacteria at the genus level in different

samples
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图 7    不同样本真菌（属水平）heatmap图
Fig.7    Heatmap of fungi at the genus level in different samples
 

聚类树表明，尽管传统工艺组（CT-1~CT-4）样本

选取地点为同一地理区位，气候条件一致，但样本

CT-1、CT-3与样本 CT-2、CT-4间细菌群落亦存在

较大差异。

在传统工艺组（CT-1~CT-4）样本中丰度较高的

属为：Lactobacillus（乳酸菌属），降低 pH，抑制样品

中杂菌，且贡献酸味和风味物质[23]，揭示了自然发酵

中乳酸菌的相对主导地位；Tetragenococcus（四联球

菌属）耐高渗环境，参与氨基酸代谢，可能贡献鲜

味[24]；Bacillus（芽孢杆菌属）可产蛋白酶、淀粉酶等，

分解蛋白质和碳水化合物[25]，生成风味前体物质。同
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时存在 unclassified_f_Enterobacteriaceae（肠杆菌

属）、Leuconostoc（明串珠菌属）、Staphylococcus（葡
萄球菌属）、Serratia（沙雷氏菌属）等潜在的风险微生

物，环境微生物及气候条件对细菌群落影响较大。相

较而言，工业化组（GY-1）高丰度细菌较少，但

Lactobacillus 的丰度更高，Tetragenococcus 和 Bacil-
lus 丰度较低，而传统工艺组中存在的风险微生物在

工业化组中均未发现，这表明工业化生产对关键发酵

微生物的依赖性更高，细菌群落多样性更简单，标准

化接种、外源微生物污染的减少，虽导致细菌群落多

样性的丧失，风味变劣，但食品生物安全风险更低。

聚类树表明，传统工艺组（CT-1~CT-4）样本真菌

群落相关度较高，其与工业化组（GY-1）真菌群落丰

度及种类差异明显。

传统工艺组（CT-1~CT-4）中主要的真菌有：

Aspergillus（曲霉属）产酶（如蛋白酶、淀粉酶、纤维素

酶），分解蛋白质和碳水化合物，生成风味前体物质，

在自然发酵中占主导地位[26−28]；Penicillium（青霉属）

部分菌株产酶（如脂肪酶），可能贡献风味物质（如酯

类），也有部分产毒素，可能影响食品安全 [29−30]；

Candida（假丝酵母属）发酵糖类产乙醇和有机酸，贡

献风味和香气[31]；Trichosporon（丝孢酵母属）参与氨

基酸代谢，可能贡献风味[32]。也存在较多种属的风险

真菌：Fusarium（镰刀菌属）部分菌株产酶（如纤维素

酶），部分种（如 F. graminearum）产生霉菌毒素（如脱

氧雪腐镰刀菌烯醇 ，DON） ，需监控其丰度 [33]；

Alternaria（链格孢属）部分种产生霉菌毒素（如交链

孢霉烯，AOH）[34]；Penicillium（青霉属）部分种（如 P.
citrinum）产生霉菌毒素（如桔青霉素）[34]。在传统工

艺组中高丰度真菌较细菌更为集中，说明其对豆酱的

发酵贡献较大。

总体而言，工业化组（GY-1）的真菌群落相对单

一，优势菌属显著，反映人工菌种添加和灭菌工艺

对菌群结构的强烈影响。工业化组 （GY-1）中
Aspergillus（曲霉属）丰度显著高于传统组，反映工业

化工艺对曲霉的依赖，其为工业化生产的核心菌种；

Penicillium（青霉属）和 Candida（假丝酵母属）丰度则

显著低于传统组，工业化发酵真菌菌种控制更为严

格，同样在传统工艺生产中可能存在的风险真菌，在

工业化生产中也未出现，进一步说明工业化生产的生

物风险较低。

 2.2.4   样本多样性比较分析　研究基于 NMDS（非
度量多维尺度分析 ， non-metric  multidimensional
scaling）在 OTU水平对传统工艺组（CT-1~CT-4）和
工业化组（GY-1）样本进行降维分析，用于可视化样

本间的群落相似性或差异性，见图 8。图中不同颜色

点的距离越近，表示样本间群落结构越相似；距离越

远，表示差异越大。图 8a表明传统工艺组（CT-
1~CT-4）相互距离较近，细菌群落组成相似度远远高

于工业化组（GY-1）；图 8b中各样本点距离相对分

散，这表明在不同样本中，真菌群落的组成存在显著

差异。特别是工业化组（GY-1），其群落结构的差异

性尤为突出，这可能与工业化酿造环境的特定条件

有关。

 2.2.5   样本间差异性比较　基于 2.2.4中 NMDS分

析，选取差异性最大的样本 CT-1（传统工艺样本）和

GY-1（工业化生产样本）基于 Fisher检验（Fisher's
exact test）对传统工艺 CT-1样本与工业化 GY-1样

本在细菌群落（图 9）和真菌群落（图 10）属水平上的

比例差异进行分析，并计算 95%置信区间及 P 值，

以进一步分析其细菌群落构成和真菌群落的构成，获

取具有显著性差异的细菌和真菌信息，这些差异的微

生物可能是样本差异风味的关键物种。

研究运用 Fisher精确检验对传统工艺 CT-1样

本与工业化 GY-1样本在细菌属水平的差异进

行了比较分析 ，并计算了 95%置信区间及 P
值。结果显示，Kocuria、Streptomyces、Leuconostoc、
Corynebacterium_1、 Clostridium_sensu_stricto_12、
Staphylococcus、Enterococcus、Lactobacillus、Tetra-
genococcus 和 Bacillus 等细菌属在两组样本间存在

显著差异 （ P 值分别为 3.728×10−9、 1.363×10−18、
5.519×10−12、 2.82×10−41、 6.195×10−133、 7.448×10−114

等，均小于 0.001），同样的分析表明：Rhizomucor、
Wickerhamomyces、 Sterigmatomyces、 Microascus、
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图 8    样本间非度量多维尺度分析

Fig.8    Non-metric multidimensional scaling analysis
between samples

注：a和 b分别为样本细菌群落和真菌群落。
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Wallemia、 Meyerozyma、 Trichosporon、 Candida、

Aspergillus 和 Penicillium 等真菌在两组样本间也存

在显著差异（P 值均小于 0.001），这些细菌和真菌在

工业化和传统工艺生产大豆酱中可能扮演重要角色，

其丰度变化可能对产品的风味、质地和保质期产生

影响。Log2FC值进一步揭示了两组样本间细菌和

真菌属丰度的变化方向，正值表示工业化 E样本中

该细菌（或真菌）属的丰度高于传统工艺 A样本，负

值则表明传统工艺 A样本中该细菌（或真菌）属的丰

度更高。传统工艺 A样本可能保留了更多的传统发

酵微生物，对产品的传统风味和质地有重要贡献，而

工业化 E样本可能通过优化发酵条件或引入特定菌

种，改变了微生物群落结构，从而影响产品的品质和

稳定性。其中 Streptomyces 和 Bacillus 等细菌可能

参与蛋白质和碳水化合物的分解，影响风味物质的

生成；Lactobacillus 和 Leuconostoc 等乳酸菌属可

能参与乳酸发酵 ，影响产品的酸度和保存性 ；

Staphylococcus 和 Enterococcus等细菌属可能参与

氨基酸代谢，影响产品的风味和营养价值。Asper-

gillus 和 Penicillium 等真菌常见于食品发酵过程，参

与蛋白质和碳水化合物的分解，影响风味物质的生

成；Candida 等酵母菌则参与酒精和有机酸的代谢，

影响产品的酸度和香气。

 2.2.6   样本微生物群落功能预测　本研究通过

PICRUSt2预测的功能 Heatmap对传统工艺组（CT-

1~CT-4）与工业化组（GY-1）豆酱细菌群落（图 11a）

和真菌群落（图 11b）在多个酶功能分类（EC编号）上

的预测丰度进行了比较分析，揭示了两组间在代谢功
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图 9    样品间细菌群落差异性比较

Fig.9    Comparison of bacterial communities between samples
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图 10    样品间真菌群落差异性比较

Fig.10    Comparison of differences in fungal communities between samples
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能上的显著差异。

由图 11a知：传统工艺组（CT-1~CT-4）中各样本

多个酶的功能丰度表现出较好的同一性，传统工艺组

（CT-1~CT-4）中 EC 3.6.4.12（3'-磷酸腺苷-5'-磷酸硫

酸磷酸化酶）、EC  3.2.1.86（β-半乳糖苷酶）、EC
2.7.7.7（蛋白激酶 A）、EC 2.7.1.69（甘油激酶）、EC
2.7.13.3（磷酸果糖激酶 2）、EC 2.7.7.6（磷酸甘油酸

激酶）、EC 3.6.3.21（焦磷酸酶）、EC 3.6.3.3（焦磷酸

酶）等功能丰度较高。在硫酸化反应和糖苷水解、蛋

白质磷酸化和甘油代谢、糖代谢调节、无机焦磷酸代

谢和能量代谢方面均具有较高的活性，为豆酱的复杂

风味奠定了基础。相比之下，工业化组（GY-1）样本

中的酶功能丰度展现出显著的差异性，这种差异同样

体现在与传统工艺组样本的对比中。其中，仅 EC
5.4.2.12（谷胱甘肽合成酶）和 EC 5.99.1.2（异构酶）等

少数酶功能的丰度较高，这揭示了工业化组细菌功能

的相对单一性，尤其在谷胱甘肽代谢及代谢物生成与

转化方面展现出明显优势，进而确保了产品品质的均

一性。这些差异反映了传统工艺组和工业化生产组

在微生物群落结构和功能上的显著不同。传统工艺

豆酱保留了更多的传统发酵微生物，这些微生物在多

种代谢途径中具有较高的活性，从而影响大豆酱的风

味、质地和保质期。工业化生产豆酱微生物群落结

构较为单一的，增强了特定代谢途径的活性，从而提

高了产品的稳定性。

由图 11b知：在真菌群落酶功能丰度方面，传统

工艺组（CT-1~CT-4）与工业化组（GY-1）差异并不

大，EC 3.6.1.3（3-磷酸甘油酸磷酸酶）、EC 5.3.1.4（甘

油酸-2-脱氢酶）、EC 2.7.7.6（磷酸甘油酸激酶）、EC

3.2.1.3（α-酮戊二酸脱氢酶）、EC 5.2.1.8（顺乌头酸水

合酶）、EC 1.14.14.1（黄嘌呤氧化酶）、EC 3.2.1.18

（草酰乙酸水解酶）、EC 2.7.7.7（蛋白激酶 A）等丰度

略高，在糖酵解、糖异生、甘油酸代谢、有机酸的转

化、蛋白质的磷酸化、嘌呤代谢、乙醛酸循环等催化

功能丰度占优，可能与传统发酵过程中微生物群落的

多样性和复杂性有关，这些微生物可能在发酵过程中

产生了更多的风味物质和代谢产物，工业化组（GY-

1）则在 EC 2.4.2.30（N-乙酰神经氨酸合成酶）、EC

3.1.3.16（磷酸二酯酶）、EC 3.4.25.1（肽基脯氨酸水解

酶）、EC 1.6.5.5（甲硫氨酸合成酶）等功能上表现出

较高的丰度，在蛋白质降解和氨基酸代谢方面具有较

高的活性，在糖苷代谢和核酸代谢方面具有显著优

势，也揭示在一定条件下工业化生产周期更短，风味

更为稳定的原因。

 2.3　风险微生物分析

通过 1.2.6方法，对获得的 16S rDNA序列进行

blast分析，以识别不同生产方式下豆酱中的风险菌

见图 12。
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图 12    不同豆酱产品风险菌 heatmap图
Fig.12    Heatmap of risk bacteria in different bean paste

products
 

基于不同分组豆酱样本（传统工艺组 CT-1~CT-4

与工业化组 GY-1）的风险菌 heatmap图分析，两组

样本在可能存在的风险菌构成上存在显著差异，传统
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图 11    微生物群落酶功能丰度分析

Fig.11    Microbial community enzyme functional abundance
analysis

注：a和 b分别为细菌群落和真菌群落的酶功能 Heatmap图。
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工艺组中，尤其是样本 CT-1和样本 CT-2中，致病性

弧菌（Vibrio vulnificus）、金黄色葡萄球菌（Staphy-
lococcus aureus）等风险菌丰度显著偏高；产气荚膜

梭菌（Clostridium perfringens）与艰难梭菌（C. diffi-
cile）的存在则提示传统发酵过程中可能存在厌氧环

境控制不足；蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）的高检

出可能源于原料污染或加工环节卫生缺陷导致产毒

菌株增殖风险。这些微生物可能引起食源性疾病的

风险菌种，其存在可能对豆酱的食品安全性构成威

胁。工业化组（GY-1）中这些风险微生物的相对丰度

显著降低，表明工业化生产工艺在控制潜在致病菌方

面具有显著优势。因此，在豆酱生产，特别是传统工

艺的生产过程中，必须高度重视潜在风险菌的控制。

 3　结论
本研究对中国东北地区传统工艺和工业化生产

的豆酱样本进行微生物群落结构分析发现，不同农户

传统工艺生产的豆酱微生物群落稳定性差、代

谢功能复杂，发酵的核心微生物为乳酸菌属（Lacto-
bacillus）、曲霉属（Aspergillus），微生物代谢功能如

硫酸化反应、糖苷水解、蛋白质磷酸化和甘油代谢等

活性高，更好地解释了豆酱的复杂风味生成原因。基

于自建风险菌 16S rDNA全长基因数据库比对发现

传统工艺生产的豆酱中可能存在致病性弧菌（Vibrio
vulnificus）、金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、
产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens）等风险菌。

相比之下，工业化生产通过标准化菌种接种和工艺控

制明显减少了风险菌的存在，虽然微生物群落结构单

一，风味多样性丧失，但菌群稳定性强（乳酸菌属和曲

霉属丰度提升），在蛋白质降解、氨基酸代谢、糖苷代

谢、核酸代谢等方面具有显著优势，工业化生产的周

期短，食品安全性更高。研究揭示了生产工艺对豆酱

微生物生态和食品属性的双重影响，为传统工艺生产

豆酱的生物风险防控和工业化生产豆酱的菌群优化

提供了理论依据，未来可通过功能性菌种的筛选培育

或可控混合发酵等生产策略平衡豆酱风味和安

全性。
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