
微生物学通报 May 20, 2018, 45(5): 1061−1072 
Microbiology China http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.170744 
 

                           

Foundation items: National Natural Science Foundation of China (31300042); National Found for Fostering Talents 
of Basic Science (J1103510) 

*Corresponding author: E-mail: plum73@163.com 
Received: September 19, 2017; Accepted: December 28, 2017; Published online (www.cnki.net): March 19, 2018 
基金项目：国家自然科学基金(31300042)；国家基础科学人才培养基金(J1103510) 

*通信作者：E-mail：plum73@163.com 

收稿日期：2017-09-19；接受日期：2017-12-28；网络首发日期(www.cnki.net)：2018-03-19 

研究报告 

基于高通量测序的传统甜面酱自然发酵过程中的微生物群落

结构及其动态演替 

余丹  毛娉  宋颀  宋慧林  陈静  梁运祥  胡咏梅* 
(华中农业大学生命科学技术学院 农业微生物学国家重点实验室  湖北 武汉  430070) 

 
 

摘  要：【背景】传统自然发酵的甜面酱滋味鲜美、风味独特，但目前尚没有采用高通量测序

技术研究其发酵过程中微生物多样性的报道。【目的】解析传统甜面酱自然发酵过程中微生物

的群落结构及其动态演替规律。【方法】采用高通量测序技术对传统甜面酱自然发酵过程中的

微生物多样性进行研究。【结果】共检出 100 个真菌菌属和 432 个细菌菌属，前发酵阶段和后

发酵 0−90 d 的优势真菌为曲霉属(Aspergillus，≥76.96%)；后发酵 120–180 d 的优势真菌为接合

酵母属(Zygosaccharomyces，≥85.42%)。芽胞杆菌属(Bacillus)在整个发酵阶段一直是最主要的

优势细菌(其中前发酵 43 h 时占 98.07%)。曲样和酱醪中的优势细菌菌属还有葡萄球菌属

(Staphylococcus)、雷尔氏菌属(Ralstonia)、泛菌属(Pantoea)、伯克霍尔德氏菌属(Burkholderia)、

片球菌属(Pediococcus)、鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)、双歧杆菌属(Bifidobacterium)、霍氏

真杆菌属(Faecalibacterium)、考克式菌属(Kocuria)和乳酸菌属(Lactobacillus)等。【结论】确定

了传统甜面酱自然发酵过程中不同时期的优势菌群，为研究微生物对传统甜面酱风味形成的影

响提供了理论依据。 
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Microbial community and dynamic changes during traditional sweet 
paste fermentation analyzed by high-throughput sequencing 

YU Dan  MAO Ping  SONG Qi  SONG Hui-Lin  CHEN Jing   
LIANG Yun-Xiang  HU Yong-Mei* 

(State Key Laboratory of Agricultural Microbiology, College of Life Science and Technology, Huazhong Agricultural 
University, Wuhan, Hubei 430070, China) 

Abstract: [Background] Traditional fermented sweet paste has a delicious taste and unique flavor 
but little is known about microbial diversity during the fermentation by using high-throughput 
sequencing. [Objective] To analyze the microbial community structure and dynamic succession 
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during natural fermentation of traditional sweet paste. [Methods] High-throughput sequencing was 
used to study the microbial diversity during natural fermentation of traditional sweet paste. [Results] 
In this study, 100 genera fungi and 432 genera bacteria were identified. Aspergillus is the dominant 
fungal species (≥76.96%) during the first 90 days of fermentation. Zygosaccharomyces is the 
dominant fungal species (≥85.42%) during 120 to 180 days of fermentation. Moreover, Bacillus is 
the primary bacterial genus (98.07%) during the first 43 h of fermentation and thereafter. In addition, 
the predominant bacteria in the koji and mash included Staphylococcus, Ralstonia, Pantoea, 
Burkholderia, Pediococcus, Sphingomonas, Bifidobacterium, Faecalibacterium, Kocuria and 
Lactobacillus. [Conclusion] The dominant florae of traditional sweet paste at different stages were 
determined. The results provide a theoretical basis for the study of the influence of different 
microorganisms on the flavor formation of the sweet paste. 

Keywords: Sweet paste, Natural fermentation process, Microbial community, Dynamic analysis, 
High-throughput sequencing 

甜面酱，是以面粉为主要原料，经微生物发

酵酿制而成的甜咸适口、具有特殊滋味和体态的

中国传统调味品，已成为北京烤鸭等名菜所必不

可少的调味酱。尤其是传统曲法自然发酵的甜面

酱，经长时间日晒夜露，滋味鲜美、风味独特，拥

有浓郁的酱香和酯香，深受消费者喜爱。 

目前采用传统可培养方法从甜面酱中已分离

鉴定出的微生物主要有霉菌、酵母菌、乳酸菌和

芽胞杆菌等[1-4]。由于涉及到的微生物种类繁多，

而且发酵过程中菌种间变化较为复杂，因此运用

传统可培养方法很难了解到参与甜面酱发酵过程

的微生物组成及全貌。运用聚合酶链式反应-变性

梯度凝胶电泳(Polymerase chain reaction denaturing 

gradient gel electrophoresis，PCR-DGGE)技术分析

传统甜面酱自然发酵过程中微生物群落结构的变

化，鉴定到的优势物种也不够全面[5]。高通量测序

技术具有一般读长较短、能细致地分析样品全貌

且可最大限度地展示样品中的微生物种类和丰度

等特点，所以又称为深度测序[6]。近年来，食品科

学界已广泛应用高通量测序技术来动态监测各种

食品(如酱油、豆瓣酱、宜宾芽菜和白酒等)发酵

过程中微生物的多样性[7-12]，但目前尚没有采用该

技术分析传统甜面酱自然发酵过程中的微生物群

落结构及其动态演替的报道。 

本研究采用高通量测序技术系统全面地研究

传统甜面酱自然发酵过程中的微生物群落及其动

态变化规律，旨在确定其中的优势菌，为甜面酱

的生产与质量控制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验材料取自重庆某公司的传统甜面酱自然

发酵过程中的曲样和酱醪(2014年 9月 5日投料)。 

1.2  主要试剂和仪器 

土壤基因组提取试剂盒，MP Biomedicals 公

司；DNA 聚合酶，北京全式金生物技术有限公

司。NanoDrop 2000紫外可见分光光度计、高速冷

冻离心机、小型台式离心机、PCR 仪，赛默飞世

尔科技公司；DNA 定量仪和 MiSeq 测序仪，

Illumina公司。 

1.3  甜面酱制备和样品采集 

6 000 kg的面粉加水蒸煮后冷至 40–45 °C，按

每 kg原料接种米曲霉(Aspergillus oryzae) 108−109个

孢子(预混在 25 kg 干面粉中)，在通风曲床上

30–35 °C培养 43 h，随后加入盐水(盐的终浓度为

7.5%，水的终浓度为 55%)，在发酵池中进行 180 d

的后发酵(从 2014年 9月至 2015年 2月，当地月平

均气温分别为 23.7、19.1、13.0、8.0、8.4 和

9.8 °C)。本实验取前发酵阶段培养 0、18、27和

43 h 的曲样以及后发酵阶段 0、7、14、21、30、

60、90、120、150和 180 d的酱醪样品。取样方法
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为 5 点取样法，选取曲床(取样深度 20 cm 左右)

或酱池(取样深度 50 cm 左右)四角的样品及中心

处样品，在无菌条件下粉碎混匀后，−80 °C保存

备用。 

1.4  样品总DNA提取、PCR扩增、产物纯化及

定量 

将曲样或酱醪样品送至上海美吉生物医药科技

有限公司，采用土壤基因组提取试剂盒提取总

DNA，具体操作方法按照试剂盒内说明书操作。随

后进行细菌和真菌特异区域的 PCR扩增。16S rRNA

基因 V3−V4区的测序引物为 338F (5′-ACTCCTAC 

GGGAGGCAGCAG-3′)和 806R (5′-GGACTACHVG 

GGTWTCTAAT-3′)[13-14]；ITS1 区的引物为 ITS1F 

(5′-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3′) 和 ITS2 

(5′-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3′)[15]。 PCR 全

部实验样本进行 3 个重复。PCR 正式试验采用

TransStart FastPfu DNA Polymerase，20 µL反应体

系为：5×FastPfu Buffer 4 µL，dNTPs (2.5 mmol/L) 

2 µL，正、反向引物(5 µmol/L)各 0.8 µL，FastPfu 

Polymerase (2.5 U/µL) 0.4 µL，BSA (0.8 µg/µL) 

0.2 µL，DNA 10 ng，ddH2O补至 20 µL。PCR反应

条件：95 °C 3 min；95 °C 30 s，56 °C 30 s，72 °C 

45 s，共 34个循环；72 °C 10 min。采用凝胶回收

试剂盒回收 PCR 产物，用 Tris-HCl 洗脱，并将

PCR产物用 DNA荧光定量系统进行检测定量。 

1.5  MiSeq 文库构建、测序与拼接 

构建MiSeq文库时，首先通过 PCR将 Illumina

官方接头序列添加至目标区域外端；使用凝胶回

收试剂盒切胶回收 PCR 产物；然后采用 Tris-HCl

缓冲液洗脱产物，2%琼脂糖电泳检测；最后采用

氢氧化钠对 PCR产物变性，产生单链 DNA片段，

用 Illumina MiSeq平台进行测序。将MiSeq测序得

到的 PE reads根据 Overlap关系进行拼接，同时对

序列质量进行质控和过滤，根据序列首尾两端的

Barcode 和引物序列区分样品得到有效的序列，并

且校正序列方向，使用软件 FLASH和 Trimmomatic

得到优化序列。 

1.6  数据分析 

将测序结果在美吉公司的 I-sanger 在线生物信

息分析平台上进行分析。区分样本后采用 Usearch

软件进行 OTU (Operational taxonomic unit)聚类分

析。对于≥99%相似水平下的 OTU进行生物信息统

计分析，每个OTU代表一个物种[16]。基于OTU聚

类分析及各个分类水平下的物种比对结果，利用

QIIME 软件对 OTU 进行多种多样性指数分析，以

及对测序深度的检测[17]；基于分类学信息，在各

个分类水平上进行群落结构的统计分析。在各个

分类水平统计各样品组成。细菌 16S rRNA 基因

V3−V4 区采用 Sliva 细菌数据库比对；真菌 ITS1

区采用Unite真菌数据库比对。采用QIIME平台软

件和 RDP classifier 算法，选择置信度阈值≥0.9 进

行物种注释和丰度分析[18]。 

2  结果与分析 

2.1  测序数据统计及 Alpha 多样性统计 

对 14 个曲样或酱醪样品的真菌群落进行测序

分析，共得到 540 914 条有效序列。14 个样本的

Coverage测序深度指数、Chao1指数和 Shannon指

数统计分析结果见表 1。Coverage 指数是指各样本

文库的覆盖率，其数值越高则样本中序列被测出

的概率越高，该指数反映测序结果是否代表了样本

中微生物的真实情况。Chao1指数是用 Chao1算法

估计样本中所含 OTU数目的指数，Chao1在生态学

中常用来估计物种总数。Shannon 指数是用来估算

样本中微生物多样性的指数之一，在生态学中常

用来定量描述一个区域的生物多样性，Shannon 指

数越大说明群落多样性越高。 

由表 1 可知，Coverage 测序深度指数均大于

99.9%，表明测序深度已覆盖到测试样品中的大部

分物种，可以真实展示曲样或酱醪中的绝大多数

真菌。14个样本的Chao1指数和Shannon指数均较

低，可知甜面酱自然发酵过程中真菌物种的多样

性不高。在前发酵 (制曲 )阶段，Chao1 指数和

Shannon指数均逐渐减小，43 h酱醪不及 0 h曲样
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的 1/10，说明制曲过程中真菌物种总数和种类呈减

少趋势，制曲阶段真菌物种趋向单一化。盐水的

加入可能带入了新的真菌物种，不过也有一定的

稀释作用。后发酵阶段样品的 Chao1 指数和

Shannon指数呈先上升后下降的趋势，在 90 d样本

中达到最大值，分别为 85.20和 1.160 1，说明甜面

酱后发酵 90 d 时真菌物种最为丰富。随后，真菌

物种总量相对减少，变化较大，物种丰度下降明

显；至后发酵 180 d时，酱醪样品中的 Chao1指数

和 Shannon指数仅分别为 6.00和 0.020 7。 

对 14 个不同时间段的甜面酱曲样或酱醪样

品进行细菌群落测序分析，得到有效序列数为 

514 079 条。多样性指数统计分析结果表明，

Coverage测序深度指数均大于99%，表明测序深度

已经覆盖到测试样品中大部分物种，可以真实展

示样品中的绝大多数细菌(表 2)。样品中细菌的 

表 1  真菌的多样性指数分析 
Table 1  The analysis of alpha diversity estimators of fungi 

样品名称 平均长度 Chao1指数 Shannon指数 覆盖率 

Sample Average length (bp) Chao1 index Shannon index Coverage (%) 

0 h 276.9 37.75 0.139 4 99.99 

18 h 277.0 7.50 0.008 0 100.00 

27 h 277.0 4.00 0.004 9 100.00 

43 h 277.0 3.00 0.002 7 100.00 

0 d 277.0 2.00 0.004 6 100.00 

7 d 277.0 13.00 0.023 7 99.99 

14 d 276.8 40.20 0.111 8 99.98 

21 d 276.9 40.17 0.030 5 99.97 

30 d 275.6 81.50 0.469 6 99.99 

60 d 276.7 50.75 0.068 7 99.97 

90 d 270.9 85.20 1.160 1 99.99 

120 d 312.7 33.00 0.316 4 99.98 

150 d 310.7 43.11 0.589 9 99.98 

180 d 319.6 6.00 0.020 7 99.99 

 
表 2  细菌的多样性指数分析 
Table 2  The analysis of alpha diversity estimators of bacteria 

样品名称 

Sample 

平均长度 

Average length (bp) 

Chao1指数 

Chao1 index 

Shannon指数 

Shannon index 

覆盖率 

Coverage (%) 

0 h 431.9 96.57 2.135 0 99.80 

18 h 437.4 51.17 1.290 0 99.83 

27 h 438.4 57.20 0.940 4 99.79 

43 h 449.6 10.00 0.110 2 99.95 

0 d 443.6 81.00 1.421 2 99.70 

7 d 437.4 96.00 1.186 9 99.65 

14 d 443.1 172.00 3.076 5 99.79 

21 d 449.0 108.88 1.222 0 99.65 

30 d 445.9 142.16 2.099 8 99.74 

60 d 448.7 123.25 1.868 9 99.82 

90 d 449.1 154.36 1.824 1 99.74 

120 d 449.0 122.67 1.215 8 99.62 

150 d 449.7 170.48 0.880 0 99.29 

180 d 449.6 79.80 0.814 9 99.74 
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Chao1 指数相对真菌而言普遍较大，说明在甜面酱

制作过程中细菌高于真菌的物种总数。0 h 曲样的

Chao1 指数较大，为 96.57，制曲 43 h 时降低至

10.00，说明前发酵阶段细菌的物种总数不断减少，

这可能与曲料中曲霉的旺盛生长繁殖有关。进入

后发酵阶段，样品中细菌的Chao1指数逐步上升，

14 d达到最大值 172.00，在随后的 21 d−150 d的样

本中略有起伏。180 d样本的细菌 Chao1指数降低

至后发酵阶段的最低值(79.80)，与 150 d 样本的

Chao1指数(170.48)有较大差别。 

在整个发酵时期，细菌样本的 Shannon指数波

动较大，变化趋势不如Chao1指数明显。43 h样品

的 Shannon指数从制曲 0 h的 2.135 0降低到最小值

0.110 2，表明制曲结束时样本细菌群落组成最为

简单。14 d样本的 Shannon指数达最大值 3.076 5，

说明后发酵 14 d 样本中细菌群落组成最为复杂。

总体来讲，样本细菌的 Shannon指数远大于真菌的

Shannon 指数，说明在传统甜面酱自然发酵过程中

细菌物种丰富度远高于真菌。 

2.2  样品间 Beta 多样性分析 

对传统甜面酱自然发酵过程中的 14 个曲样或

酱醪样本进行种水平上的主成分(Principal component 

analysis，PCA)分析，如图 1所示。主成分 1 (PC1)

和主成分 2 (PC2)分别占所有差异的 97.95%和 

 

 
 

图 1  属水平上真菌样本的 PCA 分析 
Figure 1  The principal component analysis of fungal 
genes at the species level 

1.89%。根据距离远近进行归类，将 14个样本分为

3大类。PCA分析结果显示，120 d、150 d和 180 d

酱醪样品的距离最近，样本最相似性归为一类；

样品间 Beta多样性分析发现，后发酵 90 d的酱醪

中甜面酱真菌的多样性最高，具有最高的Chao1指

数和 Shannon指数。90 d酱醪样品和其他样品距离

较远，物种总量和丰度具有特异性，单独归为一

类；其余样品距离较近，在物种组成和比例上类

似，因此也归为一类。 

对传统甜面酱自然发酵过程中的 14 个曲样或

酱醪样本进行属水平上的 PCA分析(图 2)，研究细

菌样本的相似性和差异性。主成分 1 (PC1)和主成

分 2 (PC2)分别占所有差异的 73.26%和 22.71%，根

据距离远近进行归类，将 14 个样本共分为 5 大

类。由图 2可见，14 d酱醪样本和其他样本距离较

远，说明后发酵 14 d 的酱醪中细菌的多样性最

高，具有最高的 Chao1和 Shannon指数，因此归为

单独的一类。43 h曲样的细菌组成最为简单，这个

样本与其他样本相隔距离也较远，也归为单独的

一类。27 h曲样和 7 d、21 d、120 d、150 d以及

180 d 的酱醪样本距离最近，归为一类。0 h 曲样

和 30 d、60 d以及 90 d的酱醪样本具有相似的细

菌组成，归为一类。还有一类是 18 h 曲样和 0 d

酱醪的样本，距离最近。 

 

 
 

图 2  属水平上细菌样本的 PCA 分析 
Figure 2  The principal component analysis of bacteria 
genes at the genus level 
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2.3  门水平群落结构分析 

采用 RDP classifier对各样品中的 OTU依次进

行 门 (Phylum) 纲 (Class) 目 (Order) 科 (Family) 属

(Genus)等分类水平的信息分析，一共获得 6 个门

水平真菌，由子囊菌门(Ascomycota)、担子菌门

(Basidiomycota)、接合菌门(Zygomycota)和壶菌门

(Chytridiomycota)以及无法归类的真菌(Unclassified

和Norank)组成；还有 29个门水平细菌，由厚壁菌

门(Firmicutes)、变形菌门(Proteobacteria)、放线菌

门(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和疣微

菌门 (Verrucomicrobia)以及一些无法归类的细菌

(Unclassified)和其他(Others)相对丰度较小的门细

菌组成。 

由图 3 可知，传统甜面酱自然发酵过程中在门

水平上的优势真菌为子囊菌门(Ascomycota)。子囊

菌门在各个样品中的相对丰度均较高，除了 90 d酱

醪样品，在其他样品中含量接近100%。90 d的酱醪

样品在门水平多样性较高，含有 82.84%子囊菌门

(Ascomycota)、13.07%担子菌门(Basidiomycota)、

3.77%无法归类的真菌和其他门类。 

 
 

 
 

图 3  门水平上真菌样本的群落组成分析 
Figure 3  The community abundance analysis of fungal 
genes at the phylum level 

门水平上的细菌群落结构如图 4 所示，结果表

明整个发酵过程优势菌门为厚壁菌门(Firmicutes)，

次优势菌门为变形菌门(Proteobacteria)。14 d酱醪样

品在门水平上的多样性较高，含有 48.97%厚壁菌门

(Firmicutes)、 21.16%变形菌门 (Proteobacteria)、

20.44%拟杆菌门 (Bacteroidetes)、4.91%疣微菌门

(Verrucomicrobia)、2.01%放线菌门 (Actinobacteria)

和 2.52%其他菌门。 

2.4  属水平群落结构分析 

传统甜面酱自然发酵过程中在属水平上共检

出 100 个真菌菌属，主要有曲霉属(Aspergillus)、

接合酵母属 (Zygosaccharomyces)、梗孢酵母属

(Sterigmatomyces) 、 假 丝 酵 母 属 (Candida) 、

Wallemia、其他菌属和无法归类的真菌。如图 5所

示，在前发酵阶段和后发酵 90 d 前，样品中真菌

属水平上优势菌属为曲霉属(Aspergillus)，后发酵

120 d、150 d、180 d 样品中大量含有接合酵母属

(Zygosaccharomyces)，并且相对丰度含量较高，

分别为 91.06%、85.42%、99.72%。90 d 酱醪样

品在属水平上的多样性较高，含有 76.96%曲霉属 

 
 

 
 

图 4  门水平上细菌样本的群落组成分析 
Figure 4  The community abundance analysis of bacteria 
genes at the phylum level 
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图 5  属水平上真菌样本的群落组成分析 
Figure 5  The community abundance analysis of fungal 
genes at the genus level 

 
(Aspergillus)、9.04%梗孢酵母属(Sterigmatomyces)、

2.04%假丝酵母属 (Candida)、 1.80% Wallemia、

6.38%其他菌属和 3.77%无法归类的真菌。 

传统甜面酱自然发酵过程中在属水平上共检出

432 个细菌菌属，主要有芽胞杆菌属(Bacillus)、葡

萄球菌属(Staphylococcus)、雷尔氏菌属(Raistonia)和

泛菌属(Pantoea)等。 

由图 6 可见，芽胞杆菌属(Bacillus)在整个发酵

阶段一直是稳定的优势细菌菌属。样本丰度较大的

另一细菌菌属为葡萄球菌属(Staphylococcus)。通过

高通量测序分析发现，18 h曲样中的 Staphylococcus

含量较多，后期占样本的比例逐步减少。0 d酱醪

的样本中也检测到大量的葡萄球菌属，推测与酱

池环境或盐水的加入有关。随着后发酵的进行，

葡萄球菌属所含比例又逐步减少。此外，样本中被

检出的丰度位于前 10 的细菌菌属还有雷尔氏菌属

(Raistonia)、泛菌属(Pantoea)、伯克霍尔德氏菌属

(Burkholderia)、片球菌属(Pediococcus)、鞘氨醇单胞

菌属(Sphingomonas)、双歧杆菌属(Bifidobacterium)、

霍氏真杆菌属 (Faecalibacterium)和考克式菌属

(Kocuria)等。 

 
 

图 6  属水平上细菌样本的群落组成分析 
Figure 6  The community abundance analysis of bacteria 
genes at the genus level 

 
 

2.5  属水平群落热图分析 

群落Heatmap图是通过颜色区别来展示和表现

二维矩阵或者表格中的数据大小，并呈现群落物

种的组成信息。采用群落Heatmap图分析传统甜面

酱自然发酵过程中所有真菌物种中含量前 10 个菌

属和甜面酱发酵过程的 14 个样品之间的交互关

系，见图 7。 

如图 7 所示，在 14 个样品中 Aspergillus 和

Zygosaccharomyces菌属的距离比较接近，归属同一

分支，作为优势菌属在传统甜面酱自然发酵的过程

中此消彼长。梗孢酵母菌属(Sterigmatomyces)、假

丝酵母菌属(Candida)、Wallemia 和一个无法归类的

真菌菌属在 90 d酱醪样本中含量较大，但在 120 d、

150 d和 180 d的酱醪样本中含量很少。 
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图 7  属水平上真菌样本的群落 Heatmap 图 
Figure 7  The community heatmap of fungal genes at the genus level 
注：热图下侧和右侧分别为样品名称和物种名称，左侧和上侧分别为物种聚类树和样本聚类树. 热图中颜色的深浅分别代表物种

丰度的高低. 
Note: The bottom and the right side of the heat map are the sample name and species name respectively, the left and the upper side are the 
species clustering tree and the sample clustering tree respectively. The shade of color represents the abundance of species. 

 

 

图 8 是传统甜面酱曲样或酱醪样品属水平上

的细菌群落 Heatmap图，反映了所有样品中细菌

中含量前 10 个菌属和甜面酱发酵过程中的 14 个

样品之间交互关系。由图 8 可知，芽胞杆菌属

(Bacillus)和葡萄球菌属(Staphylococcus)在各个样

本中含量均较为丰富。罗尔斯通菌属(Ralstonia)

从酱醪发酵 14 d后丰度变大，伯克霍尔德氏菌属

(Burkholderia)、鞘氨醇单胞菌属 (Sphingomonas)

和双歧杆菌属 (Bifidobacterium)在发酵后期含量

增多，推测这些菌属可能与甜面酱成熟有一定联

系。泛菌属(Pantoea)、片球菌属(Pediococcus)和

考克式菌属(Kocuria)在制曲阶段含量较多，发酵

后期减少，推测这些细菌菌属能较好地适应制曲

阶段的环境。 

3  讨论与结论 

本文采用高通量测序技术从传统甜面酱曲

样和酱醪中共鉴定到 100个真菌菌属和 432个细

菌菌属。对比 Chao1和 Shannon指数以及样品间

Beta 多样性分析发现，后发酵 90 d 的酱醪中甜

面酱真菌的多样性最高，而细菌的多样性是在

后发酵 14 d时最高。推测在后发酵 14 d许多细

菌和丝状真菌因无法适应酱醪的高盐度或高水

分而相继死亡，而代之以一些耐盐的酵母菌，

且在后发酵 90 d 时达到峰值。前发酵阶段和后

发酵 0 d–90 d的优势真菌为曲霉属(Aspergillus， 
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图 8  属水平上细菌样本的群落 Heatmap 图 
Figure 8  The community heatmap of bacteria genes at the genus level 
注：热图下侧和右侧分别为样品名称和物种名称，左侧和上侧分别为物种聚类树和样本聚类树. 热图中颜色的深浅分别代表物种

丰度的高低. 
Note: The bottom and the right side of the heat map are the sample name and species name respectively, the left and the upper side are the 
species clustering tree and the sample clustering tree respectively. The shade of color represents the abundance of species. 

 

 

≥76.96%)。后发酵 120 d–180 d的优势真菌为接合

酵母菌属(Zygosaccharomyces，≥85.42%)。此外还

有少量假丝酵母菌属 (Candida)和梗孢酵母菌属

(Sterigmatomyces)等菌属。芽胞杆菌属(Bacillus)在

整个发酵阶段一直是最主要的优势细菌(其中前发

酵 43 h时占 98.07%)。曲样和酱醪中的优势细菌菌

属还有葡萄球菌属(Staphylococcus)、雷尔氏菌属

(Raistonia)、泛菌属(Pantoea)、伯克霍尔德氏菌属

(Burkholderia)、片球菌属(Pediococcus)、鞘氨醇单胞

菌属(Sphingomonas)、双歧杆菌属(Bifidobacterium)、

霍氏真杆菌属 (Faecalibacterium)、考克式菌属

(Kocuria)和乳杆菌属(Lactobacillus)等。 

高通量测序结果表明，前发酵阶段和后发酵

阶段前期(后发酵 0–90 d)的主要优势真菌菌属是曲

霉属。结合甜面酱生产工艺，在制曲阶段接入的

起始菌株是米曲霉(Aspergillus oryzae)沪酿 3.042，

因此可推断大量存在的是米曲霉。米曲霉不仅产

生丰富的淀粉酶类和蛋白酶，将物料中的淀粉和

蛋白质等大分子物质降解为小分子的糖和氨基酸

等，直接影响甜面酱的理化指标(如还原糖和氨基
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酸态氮等)，而且有较强的产生醇类和酯类物质的

能力，对发酵产物中的风味物质形成也有一定的

影响[19-21]。 

最近叶碧霞等采用传统可培养技术发现，保

温发酵 0–60 d 的甜面酱中的优势真菌菌株均为米

曲霉，没有检测到酵母菌[22]。与之相比，自然发

酵的甜面酱中检测到较多的酵母菌。酵母菌在发

酵繁殖阶段，通过酯化酶利用乙醇和细菌产生的有

机酸生成酯类物质，形成甜面酱的风味主体[23]。本

研究发现，除了米曲霉外，大量的酵母菌也参与

了传统甜面酱的发酵；米曲霉和酵母菌在传统甜

面酱自然发酵中此消彼长。在后发酵阶段，作为

丝状真菌的米曲霉因无法适应酱醪的高盐度和高

水分而逐渐消亡，代之以耐盐的酵母菌，尤其是

结合酵母菌属(Zygosaccharomyces)。传统自然发酵

之所以滋味鲜美、风味独特，拥有浓郁的酱香和酯

香，推测主要有两个方面的原因：(1) 传统甜面酱

自然发酵的时间较长，一般为 180 d左右，为微生

物代谢积累风味物质提供了时间条件；(2) 自然发

酵会从自然环境中接入各种风味酵母菌，酵母菌

代谢产生的醇类以及酯类(与细菌产生的酸类形成)

为甜面酱提供了更丰富的风味物质。 

据文献报道，芽胞杆菌(Bacillus)在酱油和非

洲槐豆发酵中所产生的无机酸、氨基酸和酯类对

复杂风味的形成具有重要作用[24-25]。芽胞杆菌分

泌的淀粉酶、杀真菌素和纤溶蛋白酶会促进豆豉

发酵后熟，并且有益于人类身体健康[25-27]。沈芳

等发现在保温发酵和自然发酵的甜面酱中均可筛

选到芽胞杆菌[3]；吉志伟等也从自然发酵的甜面酱

中筛选到芽胞杆菌[4]；在郫县豆瓣的研究中，运用

可培养方法确定芽胞杆菌也是优势细菌[28-29]，说

明芽胞杆菌在甜面酱和豆瓣酿造过程中广泛存

在，这可能与芽胞杆菌耐热及抗逆性有关。本研

究基于高通量测序技术发现，传统甜面酱自然发

酵中芽胞杆菌作为优势细菌在整个发酵阶段一直

稳定存在。这与 Mao等 PCR-DGGE的检测结果较

为一致[5]。在酱醪和曲样中均检测到芽胞杆菌的存

在，说明芽胞杆菌能够适应甜面酱发酵过程中的

各种环境条件变化(例如盐水的加入、酵母菌的繁

殖和户外发酵等)，与甜面酱的风味形成也有一定

的关联。从传统食品中分离和筛选优势微生物可

能是获得功能发酵微生物的一种重要研究手段。

直接添加筛选的真菌和细菌到原料中作为发酵起

始菌株去制作发酵食品也已经形成一种突破，可

以达到高度控制发酵过程和得到标准化产品的目

的[30]。例如，目前从传统调味品中分离筛选的风

味酵母菌(湖北安琪公司生产的鲁氏酵母 JS 和球拟

酵母 R)已被商业化生产，已成功用于酱油和酱类

的酿造中[31-33]。微生物的种类和数量比例对传统

酿造食品风味的形成起到了至关重要的作用。结

合理化指标的动态变化规律，还可以深入探讨甜

面酱质量和风味与微生物活动之间的关联[5]。例如

产香酵母代谢产生的醇类或酯类等物质决定了酱

类的风味和香气，这些风味菌对甜面酱的风味提

升具有重要的意义[34]。因此，本研究运用高通量

测序技术手段，不仅能全面地揭示参与传统甜面

酱自然发酵过程中的微生物群落及其动态变化规

律，为研究微生物对传统甜面酱风味形成的影响

提供理论依据，而且为后续优势功能菌的分离筛

选以及人工接种风味菌以提高甜面酱质量奠定了

坚实的基础。 
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2018 年中国微生物学会及各专业委员会学术活动计划表(3-2) 

序号 会议名称 主办/协办单位 时间 人数 地点 联系方式 

16 
2018全国微生物与 

人体健康学术研讨会 

中国微生物学会医学微生

物学与免疫学专业委员会
7月 200

内蒙古 

呼和浩特 
饶贤才，石艳春 

15223315285 

17 
第十届全国微生物资源学术暨国家微 

生物资源共享服务平台运行服务研讨会 

中国微生物学会微生 

物资源专业委员会 

7月 

17−21日
500

新疆 

阿拉尔 
张利莉 

18 
第 11届海洋生物技术与 

创新药学学术会议 

中国微生物学会海洋 

微生物学专业委员会 
7月 300

浙江 

舟山 
王梁华 

13386271017 

19 

《中国微生物学会第七届全国农业微 

生物研究及产业化研讨会》暨 

《第十六届全国杀虫微生物学术研讨会》 

中国微生物学会农业 

微生物学专业委员会 
7月 200 重庆 

夏玉先 
yuxianxia@cqu.edu.cn

20 类鼻疽学组学术沙龙 
中国微生物学会临床 

微生物学专业委员会 
8月 20

海南 

三亚 
陈海 

21 全国医学病毒会议 
中国微生物学会病 

毒学专业委员会 
8月 1000

吉林 

长春 
吴莹 

22 
工业企业微生物安全控 

制技术与实践研讨会 

中国微生物学会工业微

生物学专业委员会 
8月 150 北京 010-53218310 

23 地质微生物动力学模拟培训 
中国微生物学会地质微

生物学专业委员会 

9月 

1−15日
20 北京 

侯卫国 
18210227195 

24 第三届真菌感染与宿主免疫学术研讨会 
中国微生物学会真 

菌学专业委员会 
9月 300

江苏 

无锡 
卫凤莲 

18019481480 

25 
第九届中国临床微生 

物学大会青年论坛 

中国微生物学会临床 

微生物学专业委员 
9月 200

吉林 

吉林 
曾雯琪 

0574-87035856 

26 
第九届中国临床微生物学大会暨 

《医学参考报》微生物学与免疫学论坛 

中国微生物学会临床 

微生物学专业委员会 
9月 500

吉林 

吉林 
曾雯琪 

0574-87035856 

27 

中国微生物学会兽医微生物学专业委员 

会与中国畜牧兽医学会生物制品学 

学术分会联合学术论坛 

中国微生物学会兽医 

微生物学专业委员会 
9月 25日 400 未定 

丁家波 
010-62103674 

28 噬菌体理论与应用研讨会 
中国微生物学会医学微生

物学与免疫学专业委员会
9月 200

辽宁 

大连 
徐永平 

13940930111 

29 2018年中国微生物学会学术年会 中国微生物学会 
10月 

19−23日
800

江西 

南昌 
杨海花，王旭 
010-64807200 

30 
第十三届全国土壤微生物学术讨论会暨 

第六届全国微生物肥料生产技术研讨会 

中国微生物学会农业 

微生物学专业委员会 
10月 350 上海 

马鸣超，姜昕 
010-82108702 

 


