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高通量测序法对 a 种发酵豆腐细菌组成的比较研究
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摘"要!目的"研究不同发酵豆腐的细菌菌群组成!了解此类产品的食品安全风险$ 方法"从市场收集 7 个省份

生产的 a 个品牌的发酵豆腐样品!并从中提取 M*6!对 #9) L0*6基因的 l; 区进行 340扩增!通过高通量测序和

序列分析了解样品的细菌组成特征$ 结果"各样品获得序列数平均为 7 ;&a 条$ 序列分析结果表明 a 种样品中厚

壁菌门%变形菌门%拟杆菌门和梭杆菌门约占全部细菌的 !a:7c&各样品在门水平上为 7 f#; 类!在属水平上!样品

的菌群组成复杂!大多数样品的细菌菌属都在 #& 类以上!并发现样品的菌群组成与地域性和制作工艺密切相关&

另外!部分样品检出较高丰度的克雷伯菌属%沙门菌属%克罗诺杆菌属等致病菌!及弧菌属%肠杆菌属和变形杆菌属

等潜在有害菌属$ 结论"产地和工艺对豆腐中的细菌具有明显的影响!现有发酵豆腐的生产模式造成产品病原菌

的过度繁殖!产品存在食品安全风险$

关键词!发酵豆腐& #9) L0*6基因测序& 食源性致病菌& 食品安全
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-@N--@++Y.,-./H?+LT+/-+P -K?E SLKPE>-.K/ TKP+O/++P+P -KU+ESPN-+P" N/P ,KT+SLKPE>-,T.H@-@NQ+NL.,X K??KKP ,N?+-V%

=&+ >,0*’& ]+LT+/-+P -K?E# #9) L0*6H+/+,+ZE+/>./H# ?KKPUKL/+SN-@KH+/,# ?KKP ,N?+-V

""我国地域广阔"许多地方都有极具地域特色的
发酵豆腐$如臭豆腐%"这些发酵豆腐的生产工艺及
其相关产品历史悠久"风味独特"一直以来受到人
们普遍青睐 ’#( ) 如北京有王致和臭豆腐"江浙有苋
菜梗臭豆腐"湖南有火宫殿臭豆腐"安徽有徽州毛
豆腐等)

传统发酵豆腐的制作方式多为开放式制作法&

江浙的苋菜梗臭豆腐和湖南长沙的火宫殿臭豆腐
是将各种不同的蔬菜单独或组合"置于自然环境中
任其腐败发臭得到臭卤水后"再将豆腐块泡入其
中"继续发酵制成的 ’$( "其具发酵作用的微生物主
要来自于卤水原料中"所以发酵风味会因卤水原料
不同而有所改变"品质无法稳定控制#王致和臭豆
腐和徽州毛豆腐都是直接对豆腐进行发酵"其制作
工艺是毛霉型臭豆腐的制作工艺 ’;( )

然而"发酵豆腐在食品卫生和品质稳定性方面
确实存在很多不确定性) 研究这些传统发酵豆腐
的菌群组成"对于评价*改良和弘扬我国古老的食
品加工方式具有积极意义"不仅可以稳定传统的发
酵工艺"为豆腐发酵的生产工艺从祖传方式向标准
化生产的转化提供依据"还对其食品安全的评价具
有重要价值) 为此"本课题组收集了来自 7 个不同
省份产地 a 种品牌的发酵豆腐产品"直接从发酵豆
腐样品中提取 M*6"通过对细菌 #9) L0*6基因 l;

区 340扩增产物的 7’7 焦磷酸法的高通量测序"对
发酵豆腐中的细菌菌群进行分析和比较研究"了解
其中起优势作用的菌群组成"并初步评估这些传统
食品是否存在安全风险)

#"材料与方法
#:#"材料
#:#:#"样品来源

商场购买袋装发酵豆腐+AI4M],*+5b4M],*
+4b4M],*+Jb4M],*湖南农家制作+FDM4M],和
+CG4M],*安徽农家制作+bM],各 # 种"表 # 为发酵
豆腐相关信息)
#:#:$"主要仪器与试剂

荧光化学发光分析仪*水平电泳槽均购自美国
R.K20NP"340仪$l+L.-.1b MY"美国 6R\%"凝胶成像
系统 $ 1N/K/ ;’&&" 上 海 天 美 有 限 公 司 %" 7’7
1.-N/.ET]CAp测序仪$瑞士 0K>@+%"台式高速冷冻
离心机)

0*6酶$078a’"美国 ).HTN"0*N,+%*M*6纯化

"""" 表 #"发酵豆腐编号及相关信息

1NUO+#"*ETU+LK??+LT+/-+P -K?E N/P -@+.LUN>XHLKE/P

./?KLTN-.K/
发酵豆腐名称 编号 产地 配料
AI4M] )F2# 上海 大豆*蔬菜
5b4M] )F2$ 上海 大豆*米苋梗发酵卤
4b4M] JG2# 浙江 大豆*霉苋菜梗汁
Jb4M] JG2$ 浙江 大豆
FDM4M] F*2# 湖南 冬笋*香菇*曲酒*浏阳豆豉的卤水
CG4M] F*2$ 湖南 发酵咸菜汁
bM] 6F2# 安徽 祖传酸水

试剂盒$中国台湾旭基公司%*M*6聚合酶 3?YM*6
SKOVT+LN,+$美国 \/Q.-LKH+/%*340产物回收试剂盒
$英国 D+/+N.P%)
#:$"方法
#:$:#"样品前处理

取 ’ H发酵豆腐于已灭菌的含有 ’ H玻璃珠的
’& TO离心管中"向离心管中添加 $’ TO&:# TKO<C
3R缓冲液"充分涡旋振荡 ’ T./"冰浴 ’ T./"重复
; 次) 采用差速离心的方法"#&& d:*$&& d:*;&& d:

各 ’T./"7&& d:*’&& d:*9&& d: 各 ; T./"将上层乳
浊液移入新的 ’& TO离心管中"梯度离心"a&& d:*
8&& d: 各 $ T./"上层清液再移入新的离心管中"分
装 # TO<管于 #:’ TO(3管中" ## &&& d: 离心
$& T./) 弃上清" ;&c 生理盐水甘油重悬沉淀"
g$& h冻存)
#:$:$" 十六烷基三甲基溴化铵 $416R% 法提
取 M*6

取 $ 管分装有 # TO经前处理的样品 $相当于
&:$ H湿样品%的 (3管"## &&& d: 离心 #’T./"弃上
清"合并两管沉淀) 沉淀中加 ’9a !O1(缓冲液"吹
打重悬沉淀物) 加 ;& !O十二烷基磺酸钠和 ; !O蛋
白酶 k$$& TH<TO%混匀"’9 h温浴 # @) 加 #&& !O
’ TKO<C*N4O"充分混匀"加 8& !O416R<*N4O溶液
混匀"9’ h温育 #& T./"每管取约 ;!& !O入新的 (3

管"加入 ;!& !O氯仿2异戊醇$$7i#"K&K%颠倒混匀
#$ &&& d: 离心 #’ T./"上层水相移入新的 (3管
中"加入 #!’ !O1L.,苯酚和 #!’ !O氯仿2异戊醇颠倒
混匀 #$ &&& d: 离心 #’ T./"上层水相移入新的 (3
管中"重复加入氯仿2异戊醇尽量除去蛋白) 取冰乙
醇 # TO加入 (3管" g$& h过夜) #; &&& d: 7 h离
心 ;& T./"收集 M*6沉淀"溶于;& !O无菌水中"加
入 #:’ TO0*N,+$#& TH<TO%) ;a h金属浴 ;& T./"
g$& h保存)
#:$:;"样品 #9) L0*6基因 l;区的扩增*纯化与测序
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3.>KHL++/ 荧光染料法测定 M*6样品浓度)
340 正 向 引 物 序 列 为& 4161D4D4411D446
D444D4146DAAAAAAAAAA611644D4DD41D41
DD$十位 A代表标签序列%"本研究使用包含不同
标签序列的上游引物区分不同的样品"测得的序列
将根据此标签序列分配到不同的样品中) 所有样
品 扩 增 使 用 相 同 的 下 游 引 物 ’7( " 序 列 为&
4D1614D44144414D4D446146D164D41D14144
164DDD6DD46D46D) 扩 增 片 段 长 度 大 约
为 $a& f$!& US)

340反应体系为&$:’ !O#& dRE??+L" &:’ !O
$’ TTKO<CbH4O$"; !O$ TTKO<CP*13,"上下游引
物各 &:’ !O"&:$ !O3?YM*6SKOVT+LN,+) 340程序
为&!7 h预变性 ; T./# !7 h # T./" 9’ h 退火
# T./"a$ h # T./"每 $ 个循环退火温度降低 # h"
共 $& 个循环#a$ h延伸 8 T./)

340扩增后的产物按 340产物回收试剂盒说
明书进行纯化) 纯化产物测定浓度后"每种样品取
9& /H混和为一种样品"混合后的样品以 #:$c琼脂
糖凝胶进行电泳"并在紫外灯照射下割取 340扩增
条带"经 340产物回收试剂盒纯化的产物测定浓度
后"进行单链筛选和乳化 340扩增"并在 D) ]CA平
台上进行 7’7 焦磷酸测序 ’’( )
#:$:7"序列分析

7’7 序列处理及后续数据分析采用一定的质控
标准"去掉低质量的序列"并将其分配至每种样品
"""

中) 得到的高质量的序列与 DL++/H+/+数据库 ’9(

比对"去除与已有的序列比对的最小长度 o#&&
US"相似度 oa’c的序列) 然后计算距离矩阵"根
据序列的相似性划分可操作性分类单元 $‘1B% "
最后将 ‘1B的数据进行进一步的分析"包括多样
性评估*系统发育分析和统计分析) 统计分析包
括 B/.]LN>法和主成分分析$346%法"主要细菌类
型的热图是根据 ‘1B数据用 346法以 bN-ONU
0$&#&U 软件绘制)

$"结果
$:#"M*6提取*#9) L0*6基因的扩增与测序

各样品提取的 M*6量如表 $ 所示) #9) L0*6
基因扩增的 M*6片段大小在 $a& f$!& US 之间"
M*6提取与扩增结果的电泳图见图 #) a 种样品共
测得 ;& #7a 条序列"其中每种样品的测序量见表 $)
平均每份样品测序量为 7 ;&a 条)

表 $"a 种发酵豆腐 M*6提取量和测序量
1NUO+-$"5EN/-.-VK?M*6+Y-LN>-+P ?LKTa -VS+,K??+LT+/-+P

-K?E N/P ,+ZE+/>+/ETU+L,
样品名称 M*6提取量</H 测序量<条
)F2# ;!9 ; $7a
)F2$ $79 ; 9&8
JG2# ’97 7 ’&!
JG2$ $a& ’ 7’;
F*2# $!$ $ 9$#
F*2$ $88 ’ &a8
6F2# $$$ ’ 9;#

注&b&bNLX+L##&)F2##$&)F2$#;&JG2##7&JG27#’&F*2##9&F*2$#a&6F2#

图 #"a 种发酵豆腐提取的 M*6$左%和 #9) L0*6基因扩增$右%电泳图
].HEL+#"(O+>-LKS@KL+,.,N/NOV,.,K?M*6+Y-LN>-.K/ N/P 340K?#9) L0*6H+/+

$:$"a 种发酵豆腐样品细菌组成的比较
a 种发酵豆腐样品中的总体细菌组成较为复杂"

多达 #’ 个门的细菌"但其中厚壁菌门$].LT.>E-+,%*
变形菌门$3LK-+KUN>-+L.N%*拟杆菌门$RN>-+LK.P+-+,%
和梭杆菌门 $]E,KUN>-+L.N%细菌分别约占 7&:’c
$#$ $&7<;& #7a %* ;&:!c $ ! ;$a<;& #7a %* $;:&c
$9 !$$<;& #7a%和 ;:&c$!&#<;& #7a%"共计占全部细
菌的 !a:7c$$! ;’7<;& #7a%)

a 种发酵豆腐中优势属的细菌丰度信息热图

见图 $) 由图 $ 可知"JG2# 和 JG2$ 样品的组成最为
接近"而 )F2# 与 )F2$"F*2$ 与 6F2# 的组成相对
较相似)

根据各种样品中细菌 ‘1B类型的丰度值进行
的主成分分析"进行不同样品在细菌 ‘1B,组成上
差异的比较"见图 ;) 由图 ; 可知"发酵豆腐产地的
差异对其细菌菌群的影响最大"相同产地的发酵豆
腐的菌群组成相似"尤其是产地为浙江的两个品牌
产品的菌群组成极为相似) 另外"浙江的发酵豆腐
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图 $"a 种发酵豆腐中优势细菌属的热图$丰度 q’c%

].HEL+$"F+N-TNS K?SL+PKT./N/-UN>-+L.NOH+/+LN./ ,+Q+/

?+LT+/-+P -K?E

"""""

的细菌菌群结构与其他产地的差异最大"在主成分
# 的轴上的距离最远)

a 种样品中至少在 # 种样品中丰度 q’c的优
势细菌菌属及其在各样品中的丰度见表 ;) 由表 ;
可知不同菌属的细菌在各个样品中的丰度有差
异"部分样品中丰度很高的细菌"在其他样品中未
检出"如沉积杆菌属$ J(A+D+,+2#<*(0+/D% *坦氏菌属
$"#,,(0(33#% *盐厌氧菌属 $6#3#,#(0>2+/D%等属的
细菌)

;"讨论
发酵豆腐在生产过程中"起始的豆腐胚中主要

"""""

注&左图为主成分 #$34#%与主成分 $$34$%作图#右图为主成分 #$34#%与主成分 ;$34;%作图

图 ;"a 种发酵豆腐样品的细菌组成的主成分分析$346法%

].HEL+;"3L./>.SNO>KTSK/+/-N/NOV,.,K?UN>-+L.NO>KTSK,.-.K/ ./ ,+Q+/ ?+LT+/-+P -K?E

成分为蛋白质"含量达 ’&c以上 ’a( "在发酵过程中"
蛋白质被大量微生物利用"分解成多肽和氨基酸)
氨基酸含量越高"发酵豆腐的鲜味越浓) 同时"微
生物在发酵过程中产生脂肪酶"将豆腐中含有的粗
脂肪降解成游离脂肪酸"作为菌体发酵的碳源) 因
此"发酵豆腐的化学组成变化"与微生物产生的酶
的作用密不可分) 而发酵豆腐的独特风味"如香
味*臭味*酸味"也是多种微生物发酵体系的产物引
起的"包括烃类*醇类*酯类*醛类*酮类*酸类等上
百种挥发性化学成分 ’#( ) 发酵豆腐的色泽变化"也
是微生物发酵的结果) 因此"不同的微生物会形成
不同的风味)

对不同地方的发酵豆腐曾有研究的报道"卢义
伯等 ’8(从取自南京农家制作的臭豆腐发酵乳中分
离筛选出一种优势菌种"并鉴定为荧光假单胞菌#
郭华等 ’!(从湖南特色臭豆腐分离出奈瑟菌属和环
状芽胞杆菌属细菌) 虞镇溦等 ’#&(从绍兴臭豆腐卤
液中分离出芽胞杆菌属*乳酸菌属细菌和酵母菌*
霉菌) 在有些生产工艺中"霉菌类也发挥着重要的
作用"对产品的风味作用较大)

元基因组学$T+-NH+/KT.>,%方法不依赖于培养

而对样品中的微生物群落组成进行研究"为研究环
境中 !!c至今无法进行纯培养的微生物提供了一
把金钥匙 ’##( ) 7’7 焦磷酸测序已被广泛应用于研
究微生物群落结构 ’#$ g#;( "并在土壤*水体*人体和食
品等样品的分析中得到广泛应用 ’#;( ) 本文采用了
元基因组学的方法对 a 种不同地域的发酵豆腐的细
菌菌群组成进行比较分析) 可更加全面地分析发
酵豆腐的细菌组成特征) 但限于长度较短"l; 区的
分析无法实现将大部分的细菌分类到种的水平)
因此"应用更强大的测序能力"测定更长片段的方
法最近也在发展中"如通过 \OOET./Nb.,+Z 平台对
l;2l7 区进行测序等"今后在此方面将会有改善)

本研究结果表明"a 种发酵豆腐属水平的细菌
菌群组成均非常复杂"它们的细菌菌属都在 #& 类以
上"说明发酵豆腐在生产过程中"参与的细菌菌属
非常多) 臭豆腐发酵作为一个微生态发酵体系"其
菌群组成与地域性*制作工艺有关系"相同地域的
发酵豆腐菌群组成相似性高于不同地域或不同工
艺的发酵豆腐的菌群)

菌群分析结果中"a 种发酵豆腐样品中都含有
拟杆菌属 $5#<*(0>+A()%和梭菌属 $E3>)*0+A+/D%) 拟
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""" 表 ;"发酵豆腐样品中优势细菌菌属及其在各样品中的丰度$c%

1NUO+;"6UE/PN/>+K?SL+PKT./N/-UN>-+L.N./ ,+Q+/ ?+LT+/-+P -K?E ,NTSO+,

门 属名
发酵豆腐

)F2# )F2$ JG2# JG2$ F*2# F*2$ 6F2#

拟杆菌门
$RN>-+LK.P+-+,%

厚壁菌门
$].LT.>E-+,%

变形菌门
$3LK-+KUN>-+L.N%

柔膜菌门
$1+/+L.>E-+,%

梭杆菌门
$]E,KUN>-+L.N%

碱曲菌属$%3B#3+C3(;/)% &:$ ##:$ &:9 #:9 ! &:8 !

拟杆菌属$5#<*(0>+A()% #’:a $#:$ $#:8 9:# 8:9 #:! &:#

9F):>,>D>,#)" ’:! &:7 &:&7 ! ! ! &:&$

游动杆菌属$83#,>2#<*(0+/D% a:7 &:7 ! ! ! ! !

沉积杆菌属$ J(A+D+,+2#<*(0+/D% $!:$ $:# &:&$ ! ! ! !

坦氏菌属$"#,,(0(33#% ;&:a 7:# &:$ ’:7 ! ! !

梭菌属$E3>)*0+A+/D% &:&; &:# #:! #:a 77:8 7:9 &:;

盐厌氧菌属$6#3#,#(0>2+/D% &:’ #!:& ! ! ! ! !

螺毛菌科$ !#<=,>)G+0#<(#t+,<(0*#(t)(A+)% ! &:# ’:# &:9 9:a &:! &:#

冷弯菌属$8)F<=0>)+,/)% $:& 9:& &:; #:# ! ! !

罗斯菌属$L>)(2/0+#% ! ! 9:7 #&:! &:; &:&7 &:#

链球菌属$ J*0(G*><><</)% &:&; &:; ;a:! 7&:a $:7 &:9 !

束毛球菌属$"0+<=><><</)% ! ! #:& &:; ##:$ $8:9 !

不动杆菌属$%<+,(*>2#<*(0% &:# ! ! &:$ &:9 $’:7 ;:8

从毛单胞菌$E>D#D>,#)% &:&; &:9 ! &:# &:# 7:8 $&:#

克罗诺杆菌$E0>,>2#<*(0% ! ! ! &:# $:9 &:a ’:$

肠杆菌属$-,*(0>2#<*(0% ! ! ! ! &:$ &:# 9:a9

克雷伯菌属$I3(2)+(33#% ! &:# ! ! ! &:$ a:8

泛生菌属$8#,*>(#% ! ! ! ! &:# &:# 9:&

假单胞菌属$8)(/A>D>,#)% &:&; ! ! &:&$ ! ;:’ #!:;

柔特勒菌属$L#>/3*(33#% ! &:# ! &:# ’:7 ! ’:9

弧菌属$K+20+>% &:$ 8:7 &:$ &:&$ ! $:! !

厌氧原体属$%,#(0>G3#)D#% &:# ! &:7 ’:9 ! ! !

梭杆菌属$7/)>2#<*(0+/D% &:$ ’:& ’:# 8:7 &:# &:7 !

"注&"为该属暂无对应中文名称#!为未检测到该属的细菌#丰度均 q’c

杆菌属作为肠道菌群中的主要细菌"在蛋白质转化
中有重要作用#而梭菌属"大多能分解葡萄糖产生
4‘$*乳酸*乙酸*丁酸*乙醇*丁醇等 ’#7( "并且部分

梭菌属细菌能有效降解纤维素 ’#’( "F*2# 样品中梭
菌属丰度为 77:8c"其原料中有富含纤维素的冬
笋"梭菌属产的纤维素酶可将纤维素水解成寡糖或
单糖#盐厌氧菌属在 )F2$ 样品中丰度达到 #!:&c"
其能在较高盐浓度中生长"能产生乙酸*丙酸*丁
酸*己酸*乙醇及硫化氢 ’#9( #该样品中还有 9:&c的
冷弯菌属 $8)F<=0>)+,/)%"是 $&&8 年在南极寒冷环
境新发现的细菌属"其代表菌株可以发酵乳酸 ’#a( #

乳杆菌属能发酵分解糖代谢"终产物中以乳酸为
主 ’#8( #肠球菌属也是肠道菌群中的主要细菌 ’#!( #罗
斯菌属$L>)(2/0+#%在 JG2#*JG2$ 中丰度较高分别为
9:7c和 #&:!c ’$&( #假单胞菌属 $8)(/A>D>,#)%在
F*2$ 和 6F2# 中丰度较高分别为 ;:’c和 #!:;c"
它们广泛分布于自然界及正常人皮肤*肠道和呼吸
道"能分解蛋白质"分解葡萄糖产酸 ’$#( ) 各地样品
的组成具有一些明显的特点"如上海的样品中优势
菌属均有拟杆菌属"浙江的样品中优势菌属均有链
球菌属"湖南的样品中优势菌属均有毛球菌属"安
徽样品中以丛毛单胞菌属和假单胞菌属为主) 不

同工艺或产地的发酵豆腐"正因其菌属组成的不
同"才产生了独特的风味)

在部分样品中存在较高丰度的致病菌或机会
致病菌"在这 a 种样品中检出属于克雷伯菌属
$I3(2)+(33#%*沙门菌属 $ J#D>,(33#%*特拉布尔希菌
属$"0#2/3)+(33#%的细菌"在个别样品中丰度很高"如
在 6F2# 中克雷伯菌为 a:8c"其可能为致病菌#个
别样品中有高丰度的克罗诺杆菌 $E0>,>2#<*(0%"该
属细菌是常见食源性细菌"可导致婴幼儿的感染"

死亡率高#还发现有如弧菌属 $K+20+>%和肠杆菌属
$-,*(0>2#<*(0%等潜在有害菌属存在"如在 )F2$ 中弧
菌属为 8:7c) 鲁海波等 ’$$(对传统发酵豆腐的微

生物学指标进行分析"发现大肠菌群超标严重) 王
龙祥等 ’$;(也在发酵豆腐中发现金黄色葡萄球菌*沙
门菌*志贺菌 ; 种菌的存在) 这说明在现有生产条
件下"特别是某些小作坊制作的发酵豆腐"存在一
定的食品安全风险) 目前发酵豆腐的制作"多利用
自然界存在的菌群混合体进行发酵"没有对发酵菌
群进行筛选"且制作发酵豆腐的方式周期长"生产
方式为开放式培养"发酵条件未严格控制"工艺条
件没有标准化"易受到杂菌污染"因而使得产品的
质量不易控制) 今后可以从发酵菌群控制*生产工
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艺条件等方面进行改进"如筛选可以发酵豆腐的有
益菌群"并标准化制备生产用菌群"将发酵豆腐制
作工艺参数*工艺条件标准化和规范化"规模化生
产出高质量*低风险*有独特风味的优质发酵豆腐)
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国家卫生计生委关于批准 !2半乳糖苷酶为食品添加剂新品种等的公告
$&#’ 年 第 # 号

""根据)中华人民共和国食品安全法*和)食品添加剂新品种管理办法*!经审核!现批准 !2半乳糖苷酶为
食品添加剂新品种&92甲基辛醛为食品用香料新品种&氧化亚氮%阿拉伯胶%红曲黄色素%抗坏血酸"维生素
4#%迷迭香提取物%二甲基二碳酸盐"又名维果灵#%硫酸铝钾"又名钾明矾#<硫酸铝铵"又名铵明矾#%磷酸%
焦磷酸钠%六偏磷酸钠%迷迭香提取物"超临界二氧化碳萃取法#等 ## 种食品添加剂扩大使用范围%用量$

特此公告$
附件 #’!2半乳糖苷酶食品添加剂新品种
附件 $’92甲基辛醛食品用香料新品种
附件 ;’氧化亚氮等 ## 种扩大使用范围%用量的食品添加剂
"相关链接’@--S’<<WWW%TK@%HKQ%>/<,S,<,a8!&<$&#’&#<87’’P>&#U&$9787+UP+?;#$$8&8NU>>P%,@-TO#

国家卫生计生委""
二〇一五年一月二十三日


