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封面图说: 红树林粗大的气生根———红树林是热带、亚热带海湾及河口泥滩上特有的常绿灌木或乔木群落。 由于海水环境条
件特殊,红树林植物具有一系列特殊的生态和生理特征。 其中之一就是气根,红树从根部长出许多指状的气生根露
出海滩地面,以便在退潮时甚至潮水淹没时用以通气,故称呼吸根。 在中国,红树林主要分布在海南、广西、广东和
福建省沿海,它一般分布于高潮线与低潮线之间的潮间带,往往潮差越大、红树的呼吸根就长得越高越粗大。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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传统豆酱发酵过程中细菌多样性动态

葛菁萍1,2,*, 柴洋洋1,2, 陈摇 丽1,2, 平文祥1,2

(1. 黑龙江大学 生命科学学院,哈尔滨摇 150080;2. 黑龙江省微生物学重点实验室,哈尔滨摇 150080)

摘要: 细菌在豆酱发酵过程中起到非常重要的作用,并与豆酱的风味和质量密切相关,因此研究豆酱中细菌的多样性具有重要

意义。 以自然发酵的豆酱样品为研究对象,采用细菌 16S rDNA 的部分可变区的 PCR鄄DGGE 技术对自然发酵豆酱样品的细菌

群落组成和优势菌群进行研究。 结果表明,传统豆酱发酵过程细菌群体中既有原始种群的减少和增长,也有次级种群的增多和

演变。 在整个发酵过程中,初期和末期以不可培养细菌为主,初期细菌群体快速演替,细菌种群多样性指数在发酵 42 d 和 56 d
达到两次高峰。
关键词:变性梯度凝胶电泳(DGGE);16S rDNA;豆酱发酵;细菌种群演替

The dynamics of bacteria community diversity during the fermentation process of
traditional soybean paste
GE Jingping1,2,*,CHAI Yangyang1,2, CHEN Li1,2, PING Wenxiang1,2

1 College of Life Sciences, Heilongjiang University, Harbin 150080, China

2 Key Laboratory of Microbiology, Harbin 150080, China

Abstract: Soybean paste, soy sauce, preserved bean curd and lobster sauce are the four traditional fermentation foods in
China. Microorganisms, especially bacterial varieties play an active role during the process of soybean paste fermentation.

The bacteria are closely related to the flavor and quality of the soybean paste. In the fermentation of traditional soybean
paste, monitoring different stages of the fermentation process and the dynamics of bacteria diversity, as well as controlling
the bacteria succession will provide a theoretical basis for strain selection and improvement of the process for industrial
production. At present, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) is widely accepted as a molecular biology tool for
studying complex microbial community and behavior. In this study, we used the natural fermented soybean paste as
material, extracted bacteria genomic DNA, amplified the V3 region of 16SrRNA genes by PCR, and analyzed the dynamics
of bacteria community structure and the dominant population during the fermentation of soybean paste using DGGE.

Our results showed that the V3 region of 16SrDNA of the complex microbial community in the fermentation of
traditional soybean paste were around 230 bp, containing 19 different gel bands. Sequencing of the DGGE bands revealed
the 19 microorganisms, which are Aeromonas, Weissella viridescens, Staphylococcus xylosus, Lactobacillus brevis, Aeromonas
media, Staphylococcus saprophyticus, Leuconostoc lactis, Listeria grayi, Bacillus subtilis, Staphylococcus succinu, Bacillus
firmus, Tetragenococcus halophilus and six unculturable bacteria. This result clearly reflects the diversity of the bacteria in
the fermentation process. Through monitoring the abundance value and degree of dominance during the fermentation
process, we found the growth of some initial populations and depression of other initial populations, in addition to the
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growth and evolution of some subpopulations. The application of PCR鄄DGGE method in the detection of bacteria diversity
has led to valuable information. In addition, the succession of bacteria population displayed the following pattern in the
fermentation process based on the Shannon鄄Weiner index, i. e. , the variation of the bacteria population showed “low鄄high鄄
low冶 pattern, while the dominant bacteria population showed a succession pattern from D8 (Uncultured Staphylococcus sp. ,
Accession Number FJ542940. 1 ) to D18 ( Uncultured bacterium, Accession Number EU873643. 1 ) and then to D6
(Staphylococcus saprophyticus,Accession Number EU855228. 1) . At the initial and final stages of the fermentation process,
unculturable bacteria population were dominant population, the succession speed was rapid at the initial stage of
fermentation. The diversity index of the bacteria population reached peak values at 42 d and 56 d in the fermentation, which
were 3. 77 and 3. 65, respectively. These results have provided important knowledge towards understanding the dynamic
changes of bacteria populations in the soybean paste fermentation.

Key Words: denaturing gradient gel electrophoresis ( DGGE ); 16SrDNA; soybean paste fermentation; bacteria
population succession

豆酱是营养丰富的食用调味品,其发酵过程需要多种微生物协同作用。 监测传统豆酱发酵不同阶段微生

物的多样性和菌群动态,掌握菌相的演替规律,是对发酵菌株进行系统选育,优化改良和实现工业化生产豆酱

的理论依据。 利用变性梯度凝胶电泳(Denaturing gradient gel electrophoresis,DGGE)方法进行微生物多样性

的快速监测已经成为现代微生物生态学研究的重要手段[1],已广泛应用于食品微生物的分离和鉴定、食品发

酵过程中微生物群落动态监测等方面[2鄄5]。
目前,国内外尚未见 DGGE 监测传统豆酱发酵过程微生物群落的动态的报道。 本文从传统豆酱发酵不同

阶段采集酱样,提取混合菌群的细菌基因组 DNA,以 PCR 扩增 16SrRNA 基因的 V3 区域,用 DGGE 技术分离

和鉴定 PCR 扩增产物,从而获得传统豆酱发酵不同阶段微生物群落多样性的信息。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

样品采集于齐齐哈尔市拜泉县。 分两阶段采集(酱醅发酵阶段和稀态发酵阶段)。 酱醅发酵阶段取外部

(酱醅表层 3 cm)和内部(酱醅中心部位)各 100 g 放入灭菌后的塑料瓶中,取回后立即放入 4 益冰箱保藏。
从酱醅制作的第 1 天起采集样品,每隔 7 d 取样 1 次,整个酱醅发酵周期约为 80 d,共采集 12 次。 然后进入稀

态发酵阶段,此阶段取发酵酱样品 200 g 左右放入灭菌后的塑料瓶中。 取回后立即放入 4 益冰箱保藏。 稀态

发酵阶段每隔 14 d 取样 1 次,整个稀态发酵周期约为 60 d,共采集 5 次。
1. 2摇 实验方法

1. 2. 1摇 样品预处理

称取 6 g 湿重样品,用 30 mL 0. 1 mol / L 磷酸盐缓冲液(pH 值 7. 0)悬浮,加入玻璃珠,以振荡器充分振荡

5 min,200 r / min 离心 5 min,收集上清;沉淀重复洗涤 3 次。 最后收取的上清液 7000 r / min 高速离心 5 min,弃
上清,收集沉淀,获得菌体。
1. 2. 2摇 细菌基因组 DNA 的提取和纯化

利用北京全式金生物技术有限公司基因组提取试剂盒提取预处理样品中的细菌基因组。 并通过 1% 琼

脂糖凝胶电泳检测。
1. 2. 3摇 基因组 DNA 的 PCR 扩增

采用细菌通用引物对扩增总基因组 16S rDNA V3 区,其引物序列分别为[6]: F338GC:5忆鄄CGCCC GCCGC
GCGCG GCGGG CGGGG CGGGG GCACG GGGGG ACTCC TACGG GAGGC AGCAG鄄3忆; R518: 5忆鄄ATTAC
CGCGG CTGCT GG鄄3忆。 50 滋L PCR 反应体系为:50 ng 模板、5 pmol 正反引物、50 滋mol / L dNTP、5 滋L 10伊PCR
buffer (MgCl2)、2. 5U ExTaq DNA 聚合酶,无菌纯水补齐到 50 滋L。 反应程序为:95 益预变性 5 min,94 益变性

3352摇 8 期 摇 摇 摇 葛菁萍摇 等:传统豆酱发酵过程中细菌多样性动态 摇
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30s,55 益退火 1 min,72 益延伸 40 s,35 个循环,72 益延伸 7 min。 PCR 反应的产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。
1. 2. 4摇 变性梯度凝胶电泳(DGGE)分析

采用 DGGE鄄 2401 电泳系统进行样品分析。 胶浓度为 6. 5% 的丙稀酰胺 (丙稀酰胺 颐 双丙稀酰胺

=37. 5 颐1),变性剂范围为 40%—70% (5. 7 mol / L 的尿素和 32%的去离子甲酰胺的混合物),60 益、150 V 条

件下电泳 9 h,银染法染色,DGGE 指纹图谱用 Gel鄄Pro Analyzer 4. 5 软件分析。 回收 DGGE 条带并测序。 测序

结果提交至 GenBank 核酸序列数据库,在 GenBank 中进行同源序列比对,并对 DGGE 指纹图谱进行生态学分

析。 评估微生物多样性和种群相对数量。
2摇 结果与分析

2. 1摇 豆酱发酵样品中细菌总基因组 DNA 扩增

以不同发酵时期细菌总基因组 DNA 为模板,采用大多数细菌和古细菌的 16S rRNA 基因 V3 区通用引物

(F338GC 和 R518)进行扩增,在引物 F338 的 5忆端添加 GC 夹提高扩增片断的分离效果。 豆酱不同发酵时期

的细菌总 DNA 经 PCR 扩增后获得了不同发酵时期细菌的 16SrRNA 基因 V3 区的目的片断(图 1),以发酵 0 d
的豆酱样品作为对照,经琼脂糖凝胶电泳检测,得到的 DNA 片断约 230 bp。

图 1摇 PCR 扩增各个采样时期样品中细菌 16S rDNA 的 V3 区产物电泳图

Fig. 1摇 Electrophoresis graph of the amplified 16S rDNA fragments from soybean paste samples

M. DL2000 Marker; 1: 0d; 2: 7d; 3: 14d; 4: 21d; 5: 28d; 6: 35d; 7: 42d; 8: 49d; 9: 56d; 10: 63d; 11: 70d;12: 77d; 13: 84d; 14: 98d;

15: 112d; 16: 126d; 17: 140d

图 2摇 16S rDNA V3 片段 PCR 产物的 DGGE 图谱

Fig. 2摇 DGGE profile of the amplified 16S rDNA fragments from soybean paste samples

2. 2摇 DGGE 条带测序分析

通过 Gel鄄Pro Analyzer 4. 5 软件对豆酱发酵不同时段的 17 个样品中细菌 16S rDNA V3 区的 DGGE 指纹图

谱进行泳道分析,共得到 19 种条带(图 2),回收条带进行测序,结果表明(表 1),序列测出的片段长度大都在

4352 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇
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240 bp 左右,且测得的结果与数据库中已知菌种均具有较高的相似性,除 D18 相似性为 94% ,D16 相似性为

95%外,其余各个条带的相似性均在 97% 以上。 DGGE 条带比对结果显示, D1 是一株气单胞菌属

(Aeromonas)的细菌,它与同属的已知菌的相似性为 100% ;D2 为绿色魏斯氏菌(Weissella viridescens),相似性

为 100% ;D3 为木糖葡萄球菌(Staphylococcus xylosus),相似性为 99% ;D4 为短乳杆菌(Lactobacillus brevis),相
似性为 100% ;D5 为中间气单胞菌(Aeromonas media),相似性为 99% ;D6 为腐生性葡萄菌( Staphylococcus
saprophyticus),相似性为 100% ;D7 为乳明串珠菌(Leuconostoc lactis),相似性为 99% ;D8,D12,D14,D16,D18,
D19 为不可培养的细菌;D9 为一株格雷(氏)李斯特(氏)菌(Listeria grayi),相似性为 100% ;D10 为枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis),相似性为 99% ;D11 为一株葡萄球菌(Staphylococcus succinu),相似性为 100% ;D13 为

一株坚硬芽孢杆菌(Bacillus firmus),相似性为 97% ;D15 和 D17 为嗜盐四链球菌(Tetragenococcus Halophilus),
相似性分别为 100%和 99% 。

表 1摇 19 条序列的 BLAST 结果

Table 1摇 BLAST results of the sequenced 19 sequences

条带号
Band name

序列长度
Sequence size(bp)

NCBI 数据库中最相似菌种
The strains which have the highest identity
from NCBI

相似性 / %
Similarity

登录号 Accession
Number

D1 238 Aeromonas sp. 100 FJ464580. 1

D2 241 Weissella viridescens 100 EU621989. 1

D3 235 Staphylococcus xylosus 99 FJ155342. 1

D4 215 Lactobacillus brevis. 100 FJ532366. 1

D5 244 Aeromonas media. 99 FJ464580. 1

D6 243 Staphylococcus saprophyticus 99 EU855228. 1

D7 243 Leuconostoc lactis 99 FJ215667. 1

D8 250 Uncultured Staphylococcus sp. 100 FJ542940. 1

D9 243 Listeria grayi 100 EU545979. 1

D10 242 Bacillus subtilis 99 FJ609728. 1

D11 232 Staphylococcus succinus 100 FJ155339. 1

D12 237 Uncultured bacterium 100 FJ557205. 1

D13 244 Bacillus firmus 97 EU368002. 1

D14 244 Uncultured Oceanobacillus sp. 97 EU862162. 1

D15 241 Tetragenococcus halophilus 100 EU689054. 1

D16 244 Uncultured Bacillaceae bacterium 95 EU862155. 1

D17 237 Tetragenococcus halophilus 99 EU689058. 1

D18 245 Uncultured bacterium 94 EU873643. 1

D19 216 Uncultured Clostridium sp. 100 AY883100. 1

2. 3摇 对 DGGE 图谱的生态学分析

2. 3. 1摇 DGGE 图谱的丰度

在 DGGE 图谱中分析微生物多样性的时候,一个样品的丰度代表这个样品所分离的条带数量,在一定程

度上,丰度反映了群落中优势微生物的多样性。 通过 Gel鄄Pro Analyzer 4. 5 软件对豆酱发酵不同时段的 17 个

样品中细菌 16S rDNA V3 区的 DGGE 指纹图谱进行泳道分析,各个泳道的丰度如图 3 所示。
在固体发酵阶段(样品 1—12),样品丰度呈现规律性的变化,由初期的(样品 1,2)丰度值 9(即条带数量

为 9 条)升高到 17(样品 9),然后又下降。 说明在该阶段,细菌菌群种类出现了变化。 在液体发酵阶段(样品

13—17)初期(样品 13)的丰度值为 14(即条带数量为 14 条),之后(样品 14,15,16,17)丰度值一直维持在 11
左右。

从豆酱固体发酵整个过程来看,细菌多样性迅速上升,优势菌群增加,群落演替迅速;主发酵期(样品 7、
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图 3摇 豆酱发酵过程中 17 个样品的丰度值

Fig. 3摇 Richness value(Rs)of bacterial community from soybean paste samples in 17 periods

8、9)过程的细菌多样性变化不大。 在豆酱固体发酵阶段从主发酵期进入到发酵末期,细菌多样性下降,优势

菌群减少,群落演替迅速。 由固体发酵进入液体发酵期时,细菌多样性迅速上升,优势菌群有所增加,群落演

替迅速;整个液体发酵阶段主发酵期的细菌多样性变化不大,群落结构变化比较稳定;在豆酱液体发酵阶段从

主发酵期进入到发酵末期,细菌多样性下降,优势菌群减少,群落演替非常缓慢。
在豆酱的整个发酵阶段既存在原有种属消亡,也有新种属的增长。 细菌群落经历了明显的演替过程,群

落结构和优势种群数量具有时序动态性。
2. 3. 2摇 细菌 DGGE 图谱条带的吸光度与优势度

DGGE 指纹图谱中条带颜色的深浅与生态系统各条带所代表的种群数量相关。 相同位置的条带颜色越

深,则对应种群在该生态系统中的数量越多;相同位置的条带颜色越浅,则对应种群在该生态系统中的数量

越少。
优势度是指某一条带的峰面积占该样品总体峰面积的百分数,与该条带的吸光度及其峰面积成正比。 优

势度反映的是物种种群数量的变化情况。 一个样品中不同条带的优势度值不同,在不同样品中同一水平位置

处条带的优势度值也不同。 应用 Gel鄄Pro Analyzer 4. 5 软件对 17 个样品中各个条带吸光度与优势度进行统计

分析,结果表明(表 2),在豆酱发酵过程中,细菌优势菌群呈现交替变化的情况。
在固体发酵初期,D4,D8,D10(D4 为短乳杆菌,D8 为不可培养的细菌,D10 为枯草芽孢杆菌)数量相对来

说较多;进入固体发酵的主发酵期,D5、D6(D5 为中间气单胞菌,D6 为腐生性葡萄菌)的菌群数量较多,而固

体发酵初期占优势的菌种菌群数量下降;在固体发酵末期,D5、D6 菌种数量所占的比例有所下降,D18,D19
(D18,D19 为不可培养的细菌)菌群数量有所上升。 在液体发酵期间的主发酵期,D4、D5、D7(D7 为乳明串珠

菌)数量相对来说较多;而进入液体发酵末期,D4 所占的比例有所下降,D7 菌群数量有所上升,D6 成为最终

优势菌群。
某一条带的优势度强,说明该条带与同一泳道中其他条带相比菌群数量要多;某一条带的优势度低,则说

明该条带与同一泳道中其他条带相比菌群数量要少。 在豆酱发酵的固体发酵阶段和液体发酵阶段,随着时间

的变化,豆酱中的优势菌也随之变化。 优势度与吸光度都是衡量种群间数量的单位,但是优势度值除了与条

带颜色深浅有关,还与峰面积有关,所以优势度值与吸光度值并不完全一致,吸光度值大的条带不一定是该样

品中的最优势的条带。
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表 2摇 17 个样品的吸光度与优势度

Table 2摇 The absorbance and the degree of dominance of bacterial community from soybean paste samples in 17 periods

样品
Samples

最高吸光度 / %
The maximum absorbance

最低吸光度 / %
The minimum absorbance

最高优势度 / %
The highest dominance

最低优势度 / %
The lowest dominance

1 D8,12. 60 D6,9. 75 D8,24. 73 D6,0. 03
2 D8,14. 32 D3,11. 39 D11,18. 22 D4,5. 22
3 D8,12. 10 D14,6. 51 D8,18. 37 D6,5. 61
4 D8,12. 12 D17,4. 78 D12,15. 79 D16,0. 90
5 D8,11. 45 D16,5. 25 D12,16. 49 D14,1. 34
6 D5,13. 56 D16,3. 99 D3,24. 38 D19,0. 14
7 D17,9. 38 D1,4. 84 D17,14. 80 D8,1. 79
8 D5,14. 93 D17,4. 81 D3,26. 01 D17,0. 82
9 D11,8. 45 D19,3. 30 D8,15. 26 D19,0. 31
10 D18,12. 15 D12,4. 62 D19,18. 78 D9,0. 96
11 D18,16. 36 D9,6. 86 D18,28. 85 D1,1. 24
12 D18,12. 10 D9,5. 03 D18,19. 42 D11,0. 32
13 D4,10. 89 D14,4. 90 D5,20. 44 D7,2. 11
14 D7,15. 99 D10,4. 62 D7,33. 72 D11,1. 09
15 D5,16. 58 D18,6. 02 D6,45. 01 D18,1. 07
16 D6,15. 17 D15,4. 71 D8,21. 52 D15,0. 37
17 D6,12. 83 D13,4. 06 D6,15. 38 D10,0. 44

2. 3. 3摇 细菌 DGGE 图谱条带的多样性指数

多样性指数综合表示环境中的生物多样性情况。 多样性指数的高低反映优势菌群种类的多少,种群数量

的多寡和种群个体分配均匀度的高低情况。 不同时间豆酱发酵样品中细菌的多样性指数如表 3。
由表 3 中可见,固体发酵阶段的发酵初期的多样性指数为 3. 06,在固体发酵阶段的整个主发酵期中,多

样性指数一直维持在 3. 3—3. 7 之间,在发酵开始 42 d 和 56 d 时,多样性指数出现两个高峰,分别为 3. 77 和

3. 65,在发酵 70 d 时多样性指数回到 2. 90,在固体发酵阶段的发酵末期,多样性指数又升为 3. 10,说明有新

的菌种大量产生。 液体发酵阶段的主发酵期多样性指数为 3. 28,在发酵 98 d 时多样性指数回到 2. 52 和

2郾 29,在固体发酵阶段的发酵末期,多样性指数一直维持在 3. 0—3. 1 之间,说明有新的菌种大量产生。

表 3摇 豆酱发酵 17 个不同时段的样品的 Shannon鄄Weiner 指数

Table 3摇 Shannon鄄Weiner indexes of soybean paste samples in 17 periods samples

泳道编号
Lane number

Shannon鄄Weiner 指数
Shannon鄄Weiner indexe

泳道编号
Lane number

Shannon鄄Weiner 指数
Shannon鄄Weiner indexe

1 2. 81 10 3. 33
2 3. 06 11 2. 90
3 3. 17 12 3. 10
4 3. 34 13 3. 28
5 3. 35 14 2. 52
6 3. 18 15 2. 29
7 3. 77 16 3. 01
8 3. 01 17 3. 13
9 3. 65

3摇 讨论

豆酱发酵过程依赖于多菌种的交互作用和共同作用,研究认为,在豆酱发酵过程的制曲阶段、液体发酵初

期和液体发酵末期,涉及的主要微生物为霉菌、酵母菌和乳酸菌[7]。 随着研究的不断深入,人们迫切希望知

道,在整个的豆酱生产过程中,细菌究竟是怎样的变化过程? 究竟有哪些细菌参与到这个过程? 他们都扮演

着什么角色? 由于传统形态培养具有一定的困难性和局限性,得到的分析结果误差较大[8鄄10],在一定程度上

会改变微生物群落原有的结构,因此,近几年来,人们开始尝试使用 PCR鄄DGGE 技术研究发酵食品的微生物
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群落组成和动态变化。
本文即是采用 PCR鄄DGGE 技术,对我国东北地区传统豆酱中细菌的菌群结构及动态变化过程进行了分

析,结果显示,在固体发酵初期、固体主发酵时期和液体发酵时期,共可检测到气单胞菌属,绿色魏斯氏菌,木
糖葡萄球菌,短乳杆菌,中间气单胞菌,腐生性葡萄球菌,乳明串珠菌,格雷(氏)李斯特(氏)菌,枯草芽孢杆

菌,葡萄球菌,坚硬芽胞杆菌,嗜盐四链球菌和 6 种不可培养的细菌。 这充分体现出豆酱发酵过程中细菌的多

样性。 同时,该结果也较利用传统分离方法得到的细菌菌群结构组成更加丰富:贡汉坤[7]利用传统方法共分

离出 3 种细菌,分别是片球菌 765 ( Pediococcus spp. ) 、植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum 710),芽孢杆菌

(Bacillus),本研究也利用传统分离方法进行了细菌分离,分离出 6 种乳酸菌(数据未给出)。 由此可以看出,
利用 PCR鄄DGGE 方法进行豆酱发酵过程中细菌多样性检测,可以使人们获得更加有价值的信息。

另外,传统豆酱中细菌多样性与样品来源有较大关系。 比较高秀芝[11]利用 PCR鄄DGGE 技术对天源酱园

豆酱细菌多样性的检测结果可以看出,二者分离出了一些共同菌群,如绿色魏斯氏菌,芽孢杆菌、乳酸菌,但是

本文对细菌种类信息的获得更加丰富,除这些共同种群外,还分离出了另外 7 类细菌。
豆酱发酵过程中细菌种群出现了一定演替规律:从 Shannon鄄Weiner 指数看,细菌菌群多样性呈现出低鄄

高鄄低的变化规律,同时,优势菌群也出现规律的演替变化,即 D8寅D18寅D6。 占优势的细菌是一些不可培养

的微生物,这是之前研究中所没有发现的问题。
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