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摘要：【目的】解析郫县豆瓣及其酿造半成品-蚕豆醅与辣椒醅微生物多样性和来源，探究郫县豆瓣酿

造过程风味化合物特征。【方法】采用高通量测序法测定蚕豆醅、辣椒醅与混合醅(蚕豆醅-辣椒醅混合

物，发酵成熟形成郫县豆瓣)在酿造过程中的微生物群落结构；利用高效气相质谱与高效液相色谱高通

量检测蚕豆醅及辣椒醅中基础理化指标及挥发性、非挥发性风味化合物浓度；利用多种生物信息学分析

方法对混合醅酿造微生物及风味化合物进行溯源。【结果】微生物方面：44%–59%的混合醅细菌来源于

辣椒醅，5%–22%的混合醅细菌来源于蚕豆醅，其他混合醅细菌来源未知。同时，42%–77%的混合醅真

菌来源于辣椒醅，2%–18%的混合醅真菌来源于蚕豆醅，其他混合醅真菌来源未知。另外，16个细菌属

由辣椒醅特异性贡献；2个细菌属及2个真菌属由蚕豆醅特异性贡献。化合物方面：1-辛烯 -3醇

(1-octen-3-ol)、苯乙醛(phenylacetaldehyde)、异丁醛(isobutyraldehyde)、苹果酸(malic acid)与糠醛(furfural)

仅由蚕豆醅贡献。辣椒素 (capsaicin)、3-甲基 -1-丁醇 (3-methyl-1-butanol)、已醇 (hexanol)与异丁醇

(isobutanol)仅由辣椒醅贡献。【结论】郫县豆瓣发酵中大部分微生物来源于辣椒醅，大部分发酵底物(氨

基酸及葡萄糖)来源于蚕豆醅。两种发酵半成品均特异性贡献微生物及风味化合物，形成郫县豆瓣的独

特风味密码。 
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郫县豆瓣(pixian broad bean paste)是一种辣

味酿造酱，生产于四川省成都市郫都区，为我国

独特的国家地理标志性产品和国家非物质文化

遗产[1]，其味鲜辣醇厚，瓣粒香脆、化渣，回味

悠长，被誉为“川菜之魂”[2]。与其他传统发酵酱

相比，郫县豆瓣采用独特的双原料双发酵法(以红

辣椒(蔬菜)、蚕豆(谷物)为主要原料，双阶段发

酵)[3]。如图 1 所示，发酵第一阶段：二荆条辣椒 
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图 1.  郫县豆瓣制作流程 

Figure 1.  The schematic procedure of Pixian broad bean fermentation at normal temperature. 
 
 

除杂、切段、加盐，常温发酵约 2 个月，形成辣

椒醅(chili moromi)；同时干蚕豆脱壳、热水短时

烫瓣、加面粉和米曲霉制曲(28–30 °C，48–72 h)。

成曲加入盐水(18% NaCl)，45 °C 恒温发酵约    

2 个月(或常温发酵 1 年)，形成蚕豆醅(broad bean 

meju)。发酵第二阶段：辣椒醅与蚕豆醅混合形成

混合醅(10:3，M/M)，混合醅(moromi-meju mixture)

常温发酵 3 个月到 3 年， 终得到郫县豆瓣。传

承 300 余年的双原料双发酵酿造工艺赋予郫县豆

瓣独特的风味、口感魅力及营养价值。然而，独

特工艺背后的基础科学问题不清晰，限制了产品

品质的控制及进一步提升。 

微生物群在郫县豆瓣原料降解及风味化合

物形成过程中起到不可替代的作用。同时，酿造

工艺本质上即为优化生存条件以适合特定功能

微生物的生长[4]。因此，认识微生物的多样性、

微生物的功能以及微生物的来源是指导生产以

进行特定功能微生物生长控制的关键，也是近期

研究者的热点研究方向。基于高通量测序的快速

发展，郫县豆瓣混合醅酿造过程的微生物结构已

研究得比较清楚，主要细菌包括 Tetragenococcus、

Lactobacillus、 Staphylococcus、Acinetobacter、

Pseudomonas 和 Streptococcus 6 个属，主要真菌

包括 Candida、Zygosaccharomyces 和 Aspergillus  

3 个属[3,5]。同时，基于可培养及生物信息学分析，

微生物的功能也将逐渐清晰[3–6]。然而，微生物肉

眼不可见且随着酿造环境实时变化，给酿造过程

的微生物来源相关研究增添了难度。 

另外，酿造底物及风味化合物分别是酿造微

生物生长、代谢的关键物质。目前，利用核磁共

振、高效气相质谱等高通量检测手段，郫县豆瓣

的主要挥发性、非挥发性风味化合物被检测。目

前为止，有 21 种脂类、3 种醛类、9 种有机酸、

6 种醇类、3 种酚类及其他挥发性化合物，如吡

嗪、呋喃化合物等在郫县豆瓣中被检测到[6–7]。其

中，有 22 种化合物对郫县豆瓣有风味贡献[8]。尽

管如此，郫县豆瓣发酵第一阶段——蚕豆醅及辣

椒醅(发酵半成品)在发酵过程中底物及风味化合

物结构及多样性不清晰，蚕豆醅及辣椒醅对郫县

豆瓣发酵过程的贡献不清晰，也使得郫县豆瓣半

成品品质控制缺乏理论支持，极大限制了郫县豆

瓣的品质控制及进一步提升。 
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本研究通过高通量测序追踪了郫县豆瓣发

酵第一阶段——蚕豆醅及辣椒醅，和发酵第二阶

段——混合醅的微生物结构及演替规律，并利用

生物信息学(Venn分析、PCA分析、Source tracking

分析、相关性分析)解析混合醅发酵过程微生物来

源及微生物贡献。另外，定量检测蚕豆醅及辣椒醅

挥发性、非挥发性风味化合物。研究结果明确了混

合醅发酵过程中的微生物及物质(包括发酵底物及

风味化合物)来源。本研究为郫县豆瓣的发酵半成

品品质控制及技术升级改造提供理论基础，也为其

他传统发酵调味品的基础研究提供借鉴。 

1  材料和方法 

1.1  样品采集 

样品取自四川省郫县豆瓣股份有限公司

(Sichuan Pixian douban Co., Ltd)，辣椒醅及混合

醅均为常温发酵，蚕豆醅为 45 °C 恒温发酵。本

研究按发酵时间 1、7、15、22、29、39、49 d 共

7 个时间点采集辣椒醅及混合醅，按发酵时间 1、

7、15、22、29、39、49、60 d 共 8 个时间点采集

蚕豆醅。取样时间为 2018 年 8 月至 2018 年 12 月。

为保证取样的科学性及均一性，每个贮存时间点

选取 3 个窖池成 3 个平行样本，每个窖池采用五

点取样法[9]，每点取约 200 g 混合成一个样本，

置于−20 °C 保藏待用。 

1.2  基因组提取、PCR 扩增及测序 

豆瓣酱基因组提取采用土壤基因组提取试

剂盒(Omega EZNA™)，其中前处理与文献报道方

法一致[10–11]。提取得到的总 DNA 通过 Nanodrop® 

ND-8000 UV-Vis 进行定量，并通过 1%琼脂糖凝胶

电泳检测。符合测序要求的样品(浓度>50 ng/μL，

且条带清晰)委托北京奥维森基因科技有限公司

(Beijing Auwigene Tech. Ltd.)进行扩增子扩增及

测序。细菌扩增以 F338 (5′-ACTCCTACGGGAGG 

CAGCAG-3′)和 R806 (5′-GGACTACHVGGGTWT 

CTAAT-3′)为引物，扩增 16S rRNA 基因 V3–V4

可变区[12]。真菌扩增以 ITS3 (5′-GCATCGATGAA 

GAACGCAGC-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATT 

GATATGC-3′)为引物，扩增 ITS2 区[13]，引物两端

带有 8 个随机核苷酸碱基(barcode)作为样品标 

签[14]。PCR 产物在 Illumina Miseq 平台上进行

2×300 bp 双端测序。蚕豆醅中细菌和真菌的原始

测序数据已上传至 DDBJ 数据库，检索号

(accession number) 分 别 为 DRA009313 和

DRA009305。辣椒醅与混合醅中细菌与真菌的原

始测序数据已上传至 NCBI，检索号 (accession 

number)为 PRJNA604402。 

1.3  水分测定及有机酸浓度测定 

水分测定与文献报道方法一致[15]。准确称量

10 g 样品，105 °C 干燥 2 h，测定干燥后的质量。

有机酸测定参考 Wu 等报道的方法[16]。高效液相

色谱仪(HPLC，Agilent 1260，Santa Clara，CA)

系统，搭配 Aminex HPX-87H (Bio-Rad)色谱柱及

紫外检测器。紫外检测波长为 215 nm。柱温设置

为 60 °C，流动相为 5 mmol/L 的稀硫酸，进样量为

10 μL。样品预处理参考文献报道的方法[17–18]，并

进行适当修改。具体如下：取 5 g 样品加入 20 mL

超纯水中，振荡混匀后，冰浴超声(频率为 40 kHz，

超声功率为 500 W，温度设为 0 °C，加热功率为

1000 W)浸提 30 min；将超声后的混合液在 4 °C

下 8000×g 离心 5 min；为沉淀上清中的蛋白质，取

上清液加入等体积的 10%三氯乙酸，静置 30 min。

进一步取上清液用 0.22 μm 的水相滤膜过滤，滤
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液转移至液相小瓶中待测。使用标准品进行外标

法定量。 

1.4  氨基酸浓度测定 

游离氨基酸的检测参考文献方法[19]。使用高

效液相色谱仪(HPLC，Agilent 1260，Santa Clara，

CA)搭配 Diamonsil C18 (250 mm×4.6 mm，5 μm)

色谱柱及可变波长检测器(VWD)检测器。测试前

样品进行 OPA-FMOC 柱前衍生[20]。流动相 A 为

27.6 mmol/L 的乙酸钠-三乙胺-四氢呋喃(50:0.11:2.5，

V/V/V)，并通过使用乙酸将 pH 调节至 7.2。流动

相 B 为 80.9 mmol/L 的乙酸钠-甲醇-乙腈混合液

(1:2:2，V/V/V)，并通过使用乙酸将 pH 调节至 7.2。

紫外检测波长和流速分别为 338 nm 和 1 mL/min，

柱温为 40 °C，进样量为 10 μL。 

1.5  辣椒素与二氢辣椒素浓度测定 

辣椒素与二氢辣椒素的检测参考文献[21]方

法。样品预处理方法：准确称取样品 2.5 g，放入

50 mL 离心管中，加入 25 mL 甲醇后，70 °C 超

声(频率为 40 kHz，超声功率为 500 W，温度设为

70 °C，加热功率为 1000 W)浸提 5 min，过滤，

残渣再按上述步骤重复提取 1 次，合并 2 次滤液

定容至 50 mL。将上述滤液用 0.22 μm 有机相滤

膜过滤，转入液相小瓶中待测。检测过程采用通

过高效液相色谱仪(HPLC，Agilent 1260，Santa 

Clara，CA)搭配反相 C18 (250 mm×4.6 mm，5 μm)

色谱柱及紫外检测器。检测器设置检测波长为

280 nm。流动相为甲醇-水混合液(为 3:1，V/V)，

流速为 1 mL/min，柱温为 30 °C，进样量为 20 μL。

使用标准品进行外标法定量。 

1.6  挥发性风味成分测定 

乙醇含量的检测参考 Wu 等报道的方法[16]。

挥发性风味成分采用 GC-MS 进行检测。样品预

处理方法：称取一定质量酱醅，用双蒸水稀释 10

倍，随后超声(频率为 40 kHz，超声功率为 500 W，

温度设为 0 °C，加热功率为 1000 W)提取 30 min，

取 8 mL 稀释液于顶空瓶中，加入 106.25 mg/L 的

薄荷醇 10 μL 作为内标，加入 3 g 氯化钠混匀待

测。HS-SPME-GC-MS (GC 6890N and MS 5975；

Agilent Technologies，Santa Clara，CA，USA)用

于挥发性风味成分的分析[22]。检测方法在参考文献

报道基础上有微小改变[23]，具体程序如下：采用

FFAP 极性柱(60 m×0.25 mm×0.25 μm)，气相色谱

进样口和检测器温度均为 250 °C，流动相为氦气，

流速为 2 mL/min；进样量为 1 μL，不分流进样；

升温程序为：初温 50 °C，保持 2 min，以 6 °C/min

升至 230 °C，230 °C 保持 15 min。质谱条件：EI

电离源，电子轰击能量为 70 eV，离子源温度为

230 °C；扫描范围为 35–350 amu。 

1.7  数据分析 

高通量测序：通过 QIIME (V.1.8.0)处理所有

由 Miseq 生成的原始序列[18]，所得原始序列按照

Jiang[15]等方法进行序列质量控制处理 终得到

有效序列。本研究利用 QIIME’s uclust 程序将相

似度为 97%有效序列归为一个 OTU (分类操作单

元，operational taxonomic unit)。 

Venn 分析是利用 Draw Venn Diagram 网站，

基于 OTU 数据进行的(网址：http://bioinformatics. 

psb.ugent.be/webtools/Venn/)。本研究采用发酵第

1 天样品为混合醅代表样品，发酵第 49 天样品为

辣椒醅代表样品，发酵第 60 天样品为蚕豆醅代

表样品。采用 SPSS (version 24.0)进行基于属为分

类 单 元 的 主 成 分 分 析 (principal component 

analysis，PCA)。分别选用蚕豆醅、辣椒醅和混合
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醅各时间节点(每个时间节点 3 个平行)取样的占

比前 20 个属进行分析。 

Source tracking 分析：分别计算蚕豆醅、辣

椒醅和混合醅中各种微生物的相对丰度的平均

值，在 R 语言中使用 SourceTracker (版本 1.0)[24]

预测混合醅中的微生物群落来源。将混合醅样品

设置为 “sink”，蚕豆醅和辣椒醅样品设置为

“source”，alpha 值设置为 0.001，其他均使用默认

设置，门、纲、目、科、属每个分类水平上运行

3 次，取平均值。共现性分析：使用 QIIME2 分

析蚕豆醅、辣椒醅及混合醅中物种信息，根据来

源不同分为 broad bean meju、chili moromi 及

moromi-meju mixture。在 R 语言中使用 intersect 

(两种或两种以上来源的微生物)与 setdiff (专一

来源的微生物)函数分析微生物的来源情况。 

混合醅挥发性风味成分数据分析：采用 SPSS 

(version 24.0)对不同发酵时间混合醅的挥发性风

味物质浓度进行 Z-Score 标准化处理，之后使用

graph pad prism 软件进行热图绘制。本研究采用

SPSS (version24.0)进行基于微生物属与风味成分

浓度的相关性分析。|ρ|大于 0.6 且 P 小于 0.05 被

认为是显著相关。使用 Gephi (Web Atlas，Paris，

France)进行相关性网络图的绘制。 

2  结果和分析 

2.1  蚕豆醅、辣椒醅与混合醅的微生物群落结构

及演替规律 

细菌 16S rRNA 基因 V3–V4 区测序结果每

个样品平均获得 36293 条序列(reads)，其中 少

18295 条， 多 88736 条。真菌 ITS2 区测序结

果每个样品平均获得 71171 条序列，其中 少

20027 条， 多 653324 条。稀释曲线是表征样品

测序结果是否能够反映样品实际生物信息的分

析方式，本研究稀释曲线分析表明所有样品测序

都达到或接近平台期，说明本次测序可覆盖样本

中绝大多数微生物种群信息。基于相似性 97%的

阈值，将获得的有效序列进行 OTU (operational 

taxonomic unit)聚类。 

在蚕豆醅酿造过程中，平均相对丰度大于

0.5%的原核微生物有 13 个属，分别为葡萄球菌

(Staphylococcus)、嗜盐杆菌(Chromohalobacter)、

四联球菌(Tetragenococcus)、片球菌(Pediococcus)、

沙门菌(Salmonella)、溶藻菌(Halomona)、魏斯氏

菌 (Weissella) 、 芽 孢 杆 菌 (Bacillus) 、 乳 杆 菌

(Lactobacillus)、不动杆菌(Acinetobacter)、假单

胞 菌 (Pseudomonas) 、 栖 热 分 枝 菌 属

Thermobrachium 及厌氧杆菌 Anaerobacillus。平

均相对丰度大于 0.5%的真核生物有 4 个属，分别

为曲霉(Aspergillus)、假丝酵母(Candida)、接合酵

母 (Zygosaccharomyces) 及 米 勒 氏 酵 母

(Millerozyma)。曲霉属在整个蚕豆醅发酵阶段一

直占据主导地位，平均相对丰度为 77.8%，细菌

中，前期主要微生物为葡萄球菌(Staphylococcus)，

后逐渐演替为盐单胞菌(Chromohalobacter)及四

联球菌(Tetragenococcus) (表 1)。 

如图 2 所示，在辣椒醅发酵过程中，平均相

对丰度大于 0.5%的原核微生物有 15 个属，分别

为肠杆菌(Enterobacter)、魏斯氏菌(Weissella)、克

雷伯氏菌(Klebsiella)、根瘤菌(Rhizobium)、明串

珠菌(Leuconostoc)、乳杆菌(Lactobacillus)、泛菌

(Pantoea)、葡萄球菌(Staphylococcus)、苍白杆菌

(Ochrobactrum)、芽孢杆菌(Bacillus)、漫游球菌

(Vagococcus)、寡养单胞菌(Stenotrophomonas)、 
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表 1.  郫县豆瓣蚕豆醅在不同发酵时间的微生物群落结构 

Table 1.  The microbiota community structure of broad bean meju of Pixian broad bean paste at different 
fermentative times 

Domain Genera/% 1 da 7 da 15 da 22 da 29 da 39 da 49 da 60 da 

Bacteria Pantoea  0.03  0.28  0.13  0.83  1.16  0.60  1.11  0.06  

Acinetobacter  1.22  0.67  0.22  0.19  3.53  0.53  0.44  0.33  

Bacillus  2.44  0.35  0.61  1.48  0.73  1.09  2.10  4.46  

Lactobacillus 0.56  4.67  1.81  1.69  1.50  0.70  1.68  2.41  

Halomonas 1.57  0.04  0.24  2.98  1.43  5.85  3.05  6.83  

Weissella 0.38  9.72  4.29  4.45  2.07  0.68  0.83  2.23  

Salmonella 0.35  0.43  0.22  0.04  4.61  3.46  10.02  7.51  

Pediococcus 1.89  10.34  2.79  1.70  1.22  0.64  18.05  2.72  

Tetragenococcus 0.02  0.09  17.13  7.24  4.97  7.72  2.40  6.76  

Chromohalobacter  0.56  0.05  0.17  30.04  35.01  34.40  23.81  14.46  

Staphylococcus  58.14  59.92  52.15  30.28  22.59  22.96  17.44  14.79  

Fungi Millerozyma 0.01  0.12  0.11  5.45  3.07  0.76  3.27  0.28  

Zygosaccharomyces  5.11  0.12  1.22  6.50  7.19  1.83  3.12  2.08  

Candida  25.29  2.18  2.59  4.55  12.15  2.42  3.11  20.95  

Aspergillus  63.74  96.93  93.98  67.06  62.88  90.65  78.20  69.45  

a: Fermentive times; d: days. 

 
俊 片 菌 (Lampropedia) 、 产 酮 古 洛 糖 酸 菌

(Ketogulonicigenium)及沙雷氏菌(Serratia)。平均

相对丰度大于 0.5%的真核生物有 4 个属，分别为

假 丝 酵 母 (Candida) 、 接 合 酵 母

(Zygosaccharomyces)、毕赤酵母 (Pichia)及曲霉

(Aspergillus)。微生物数量及 α 多样性均呈现先增

高后降低趋势。假丝酵母属(Candida)在整个辣椒

醅发酵阶段一直占据主导地位，平均相对丰度为

53.7%。细菌中，魏斯氏菌属(Weissella)、克雷伯

氏菌属(Klebsiella)、明串珠菌属(Leuconostoc)、

根瘤菌属 (Rhizobium)、乳杆菌属 (Lactobacillus)

及泛菌属(Pantoea)是辣椒醅发酵过程主体菌且

较稳定存在。 

如图 2 所示，在混合醅发酵过程中，平均相

对丰度大于 0.5%的原核微生物有 13 个属，分别

为泛菌(Pantoea)、魏斯氏菌(Weissella)、葡萄球

菌(Staphylococcus)、片球菌(Pediococcus)、肠杆

菌 (Enterobacter)、芽孢杆菌 (Bacillus)、乳杆菌

(Lactobacillus)、克雷伯氏菌 (Klebsiella)、明串

珠菌 (Leuconostoc)、根瘤菌 (Rhizobium)、布鲁

氏菌(Brucellaceae)、沙雷氏菌(Serratia)及苍白

杆菌(Ochrobactrum)。平均相对丰度大于 0.5%

的真核生物有 5 个属，分别为假丝酵母(Candida)、

接合酵母(Zygosaccharomyces)、曲霉(Aspergillus)、

毕赤酵母(Pichia)及一种念珠菌(Diutina)。与辣椒

醅相似，假丝酵母属(Candida)在整个混合醅发

酵阶段一直占据主导地位，平均相对丰度为

54.4%。细菌中，泛菌属(Pantoea)与魏斯氏菌属

(Weissella)是混合醅发酵过程主体菌且较稳定 

存在。 
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图 2.  辣椒醅及混合醅微生物群落结构及演替规律 

Figure 2.  Microbial community and dynamic succession in chili moromi and moromi-meju mixture. A: 
Microbial community of chili moromi at different fermentation time; B: Quantitative analysis of microbiota in 
chili moromi by RT-PCR; C: α diversity analysis (Chao1 index) of microbiota in chili moromi; D: Microbial 
community of moromi-meju mixture at different fermentation time; E: Quantitative analysis of microbiota in 
moromi-meju mixture by RT-PCR; F: α diversity analysis (Chao1 index) of microbiota in moromi-meju mixture. 

 

2.2  混合醅的微生物来源分析 

对蚕豆醅、辣椒醅及混合醅中的 OTU 进行

Venn 分析，结果如图 3-A 所示。29 个 OTU 同时

存在于蚕豆醅、辣椒醅及混合醅；40 个细菌 OTU

同时存在于蚕豆醅与混合醅，而 84 个细菌 OTU

同时存在于辣椒醅与混合醅。23 个真菌 OTU 同

时存在于蚕豆醅与混合醅，而 32 个真菌 OTU 同

时存在于辣椒醅与混合醅。对蚕豆醅、辣椒醅及

混合醅中相对丰度大于 0.1%的属进行 PCA分析， 

结果如图 3-B 所示。除第 1 天外，其他发酵阶段

的混合醅细菌与辣椒醅细菌聚为一类，蚕豆醅细

菌聚为一类。同样地，除第 1 天外，其他发酵阶

段的混合醅真菌与辣椒醅真菌聚为一类，蚕豆醅

真菌聚为一类。以上结果显示，混合醅的微生物

结构与辣椒醅更为接近，而非蚕豆醅。 

利用 SourceTracker 软件，基于贝叶斯算法，

设置混合醅为目标样本(sink)，设置蚕豆醅及辣椒

醅为微生物来源(source)，以门、纲、目、科、属
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5 个分类单元进行混合醅微生物溯源。如图 3-C

所示，从属水平来看，44%–59%的混合醅细菌来

源于辣椒醅，5%–22%的混合醅细菌来源于蚕豆

醅，其他混合醅细菌来源未知；同时，42%–77%

的混合醅真菌来源于辣椒醅，2%–18%的混合醅

真菌来源于蚕豆醅，其他混合醅真菌来源未知。

以上结果显示，辣椒醅是混合醅发酵过程 主要

的微生物来源。 

 

 
 

图 3.  郫县豆瓣混合醅微生物溯源分析 

Figure 3.  Source tracking of microbial communities in moromi-meju mixture of Pixian broad bean paste. A: Venn 
analysis of microbes (bacteria and fungi, OTU level) between chili moromi, broad bean meju and moromi-meju 
mixture; B: PCA analysis of microbes (bacteria and fungi, genus level) between chili moromi, broad bean meju and 
moromi-meju mixture); C: Source tracking analysis of microbes between chili moromi, broad bean meju and 
moromi-meju mixture; We setted chili moromi, broad bean meju as source, and setted moromi-meju mixture as sink. 
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本研究通过对相对丰度大于 0.1%的微生物

属进行共现性分析，以进一步实现微生物的来源

分析。如表 2 所示，20 个混合醅细菌属同时在辣

椒醅及蚕豆醅中检测得到，而 16 个混合醅细菌

属只在辣椒醅中检测得到，2 个混合醅细菌属只

在蚕豆醅中检测得到。同时，6 个混合醅真菌属

同时在辣椒醅及蚕豆醅中检测得到，而 2 个混合

醅真菌属只在蚕豆醅中检测得到。如上结果验证

了辣椒醅对混合醅微生物来源的重要贡献。同

时，蚕豆醅也向混合醅特异性贡献微生物。 

2.3  混合醅中微生物与挥发性风味化合物相关

性分析 

如上所示，发酵半成品——蚕豆醅与辣椒醅均

向郫县豆瓣后发酵过程——混合醅特异性贡献微

生物，本研究继续探究混合醅发酵阶段微生物对风

味化合物的贡献。本研究首先利用 SPME-GC-MS

测定了混合醅不同发酵时间的挥发性风味物质含

量(表 3，图 4-A)，结合混合醅不同发酵时间的微

生物结构，进行了混合醅发酵微生物群落结构与

挥发性风味成分的斯皮尔曼相关性分析，包含  

36 个属(细菌及真菌)与 7 种醇类化合物、3 种醛类

化合物、3 种酚类化合物、7 种酯类化合物及 3 种

其他类风味物质的相关性，相关性绝对值|ρ|大于

0.6 且 P 小于 0.05 被认为是显著相关。如图 4 所

示，31 个微生物属和 69 种风味成分显著正相关，

6 个微生物属与 19 种风味成分显著负相关。 

如表 2 所示，蚕豆醅特异性贡献四联球菌属

(Tetragenococcus)，后者是酱类发酵食品中的重要

菌种，已经被应用于改善鱼酱风味[30]。四联球菌

属与 2-乙酰吡咯(methyl 2-pyrrolyl ketone)、乙酸乙

酯(ethyl acetate)及异戊酸乙酯(ethyl isovalerate)显

著正相关，而其中异戊酸乙酯是郫县豆瓣的关键

风味物质[8]，且这种具有水果香气的酯类也在蚕

豆醅中被检测到。在蚕豆醅发酵过程中，四联球

菌属被认为是主要的产酸菌种[6]，可能促进了异

戊酸的产生，从而促进了异戊酸乙酯的形成。因

此，蚕豆醅特异性贡献微生物，后者对郫县豆瓣

的风味成分产生积极贡献。 

 

表 2.  郫县豆瓣微生物溯源分析 

Table 2.  Source tracking of microbial communities in moromi-meju mixture of Pixian broad bean paste 
Domain Source Number Genera 

Bacteria Chili moromi 16 Rhizobium, Leuconostoc, Ochrobactrum, Vagococcus, 
Stenotrophomonas, Lampropedia, Serratia, Ketogulonicigenium, 
Pectobacterium, Falsirhodobacter, Tatumella, Kerstersia, Cronobacter,
Raoultella, Providencia, Comamonas 

Broad bean meju 2 Kocuria, Tetragenococcus 
Both CM and BBMa 20 Staphylococcus, Chromohalobacter, Pediococcus, Salmonella, 

Weissella, Bacillus, Lactobacillus, Acinetobacter, Pseudomonas, 
Klebsiella, Pantoea, Lactococcus, Enterobacter, Acetobacter, 
Streptococcus, Sphingomonas, Methylobacterium, Corynebacterium, 
Curvibacter, Citrobacter 

Fungi Chili moromi 0 – 
Broad bean meju 2 Rhizopus, Saccharomycetales_fam_Incertae 
Both CM and BBMa 6 Aspergillus, Candida, Zygosaccharomyces, Saccharomycetales 

fam_Incertae, Pichia, Saccharomyces 
a: Microbes can be sourced from both chili moromi and broad bean meju. 
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表 3.  不同发酵时间混合醅挥发性风味成分定量分析 a 

Table 3. The concentration of volatile flavor compounds in moromi-meju mixture at different fermentation timesa 

Flavor compounds/(mg/kg) 
Fermentation time/d 

1 7 15 22 29 39 49 

3-Methyl-1-butanol ND 0.07±0.07 0.62±0.44 1.18±0.72 0.89±0.25 0.51±0.06 0.56±0.13

1-Octen-3-ol 1.39±0.39 ND 0.13±0.13 0.50±0.12 0.27±0.08 0.23±0.07 ND 

Phenylethyl alcohol ND 0.07±0.1 2.28±0.54 5.67±0.43 1.73±0.19 1.84±0.38 2.37±0.27

1-Hexanol ND ND 0.32±0.07 0.54±0.11 0.17±0.14 0.14±0.10 0.13±0.06

Linalool 0.29±0.22 0.85±0.61 2.76±0.16 4.95±0.53 2.09±0.38 2.07±0.49 2.20±0.32

Terpilenol ND 0.10±0.08 0.72±0.02 1.05±0.68 0.24±0.08 0.21±0.15 0.43±0.07

Isobutanol 0.01±0.01 0.05±0.03 0.34±0.24 0.92±0.20 0.36±0.13 0.32±0.10 0.20±0.04

Benzeneacetaldehyde ND 0.05±0.04 ND 0.55±0.09 0.10±0.01 0.12±0.02 0.33±0.04

Benzaldehyde 0.26±0.20 0.71±0.44 4.05±0.52 5.86±0.79 1.04±0.13 1.38±0.18 1.44±1.02

2-Methyl propionaldehyde ND 0.01±0.01 0.04±0.03 0.09±0.03 0.14±0.14 0.03±0.01 0.02±0.00

4-Ethyl phenol 0.05±0.01 0.59±0.20 3.27±0.20 7.14±1.24 1.92±0.28 2.23±0.49 3.13±0.40

4-Ethyl guaiacol ND 0.59±0.39 5.72±0.27 13.21±2.22 3.47±0.50 3.65±0.95 5.64±0.88

Phenol-(2,4-bis-1,1-dimethylethyl) 0.90±0.22 0.79±0.23 1.87±0.40 1.77±0.88 0.72±0.18 1.10±0.50 0.71±0.17

Methyl acetate ND ND 0.05±0.01 0.14±0.02 0.05±0.01 0.03±0.01 0.03±0.00

Ethyl acetate 0.14±0.04 0.58±0.10 2.35±0.30 7.79±2.15 5.96±2.44 3.75±3.45 0.93±0.09

Ethyl isovalerate ND 0.31±0.31 1.14±0.32 1.71±0.76 1.29±0.17 1.27±0.19 0.91±0.19

Ethyl 2-methylbutyrate ND 0.60±0.40 0.71±0.19 0.92±0.44 0.50±0.05 0.71±0.18 0.63±0.14

Ethyl benzoate ND ND 0.08±0.02 0.12±0.02 0.07±0.01 0.06±0.01 0.09±0.01

Ethyl phenylacetate ND 0.04±0.04 0.25±0.03 0.57±0.03 0.14±0.03 0.16±0.02 0.30±0.03

Ethyl palmitate ND ND 2.43±1.79 1.08±0.58 0.54±0.13 0.50±0.14 0.68±0.05

Furfurane ND ND 0.04±0.06 ND ND ND ND 

Furan ND 0.02±0.02 ND ND 0.08±0.03 0.07±0.02 0.11±0.01

Methyl 2-pyrrolyl ketone ND 0.10±0.03 0.39±0.07 0.81±0.17 0.28±0.03 0.30±0.05 0.37±0.03

ND: not detected. 
 

如图 4-B 所示，假丝酵母(Candida)与苯甲酸

乙酯(ethyl benzoate)显著正相关，可能具有产生

苯甲酸乙酯的能力。已经有研究报道假丝酵母是

传统酿造体系的重要产香菌种[28]，具有较强的糖

醇转化能力和耐盐性，可能推动了群体发酵中酯

化反应及氨基酸转氨反应。如表 2 所示，假丝酵

母既来源于蚕豆醅也来源于辣椒醅，而且在整个

发酵体系中占据主导(图 2-D)。因此，假丝酵母

极有可能是郫县豆瓣特征风味产生的关键功能

微生物。该微生物的分离纯化以及相关功能分析

对郫县豆瓣实现工业化可能极为重要。 

如图 4-B 所示，双足囊菌属(Dipodascus)与多

种风味成分呈现显著正相关，包括 3-甲基-1-丁醇

(3 -methy l -1 -bu tano l )、苯乙醇 (pheny le thy l 

alcohol)、1-己醇(1-hexanol)、芳樟醇(linalool)、松

油醇(terpilenol)、苯乙醛(benzeneacetaldehyde)、4-

乙基苯酚(4-ethyl phenol)、4-乙基愈创木酚(4-ethyl 

guaiacol)、乙酸乙酯(ethyl acetate)、2-甲基丁酸乙

酯(ethyl 2-methylbutyrate)、苯甲酸乙酯(ethyl 

benzoate)、苯乙酸乙酯(ethyl phenylacetate)、棕榈

酸乙酯(ethyl palmitate)与 2-乙酰吡咯(methyl 

2-pyrrolyl ketone)。其中 3-甲基-1-丁醇(3-methyl- 

1-butanol)、苯乙醇(phenylethyl alcohol)与苯乙酸

乙酯(ethyl phenylacetate)为氨基酸转胺后的产 
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图 4.  混合醅微生物与挥发性风味化合物相关性分析 

Figure 4.  Correlation analysis between microbial community and volatile flavor compounds. A: The succession 
of flavor compounds in moromi-meju mixture (1–49 days fermentation); B: The spearman correlation network 
between the microbes and volatile flavor compounds in moromi-meju mixture. All edges represent significant 
correlation (P<0.05). The thickness of lines is highly related to the value of Spearman’s correlation (|ρ|>0.6, 
P<0.05). Blue edges mean negative correlation while red edges mean positive correlation. 

 

物，推测双足囊菌属可能参与到氨基酸分解代谢

及风味化合物形成过程中。然而，如表 2 所示，

Dipodascus 既不来源于蚕豆醅，也不来源于辣椒

醅，目前 Dipodascus 这一真菌属的来源未知。 

2.4  蚕豆醅及辣椒醅对混合醅的物质贡献 

实际生产中，本轮次由发酵 49 d 的辣椒醅与

发酵 60 d 的蚕豆醅混合形成混合醅。为探究蚕豆

醅与辣椒醅对混合醅的物质贡献，本研究对发酵

第 49 天的辣椒醅和发酵第 60 天的蚕豆醅采样，

并测定其基础理化指标(包括 pH、水分)及挥发

性、非挥发性有机化合物。将辣椒醅及蚕豆醅进

行适当稀释，经过 pH 计测定，辣椒醅 pH 平均为

4.65，蚕豆醅 pH 平均为 4.94。通过烘箱法，测

得辣椒醅与蚕豆醅含水量分别为 73%及 46%。另

外，本研究利用氨基酸分析仪测定氨基酸浓度，

如表 2 所示，蚕豆醅含有 27.3 g/kg 可溶性氨 

基酸，辣椒醅含有 5.08 g/kg 氨基酸。蚕豆醅中浓

度 高的氨基酸分别为谷氨酸(4.50 g/kg)、天冬

氨酸(2.91 g/kg)及精氨酸(2.62 g/kg)。辣椒醅中浓

度 高的氨基酸分别为天冬氨酸(1.17 g/kg)和谷

氨酸 (0.98 g/kg)，其余大部分氨基酸浓度在

0.10–0.30 g/kg 之间。葡萄糖是可以直接被微生物

利用的碳源及能源，本研究通过高效液相色谱测

定蚕豆醅及辣椒醅中葡萄糖浓度。如表 4 所示，

蚕豆醅中葡萄糖浓度为 15.29 g/kg，辣椒醅中葡

萄糖浓度为 3.65 g/kg。由此可见，蚕豆醅比辣椒

醅中含有更高浓度的微生物发酵能源物质。 

本研究分别利用 SPME-GC-MS 及 HPLC 检

测发酵样品中的挥发性及非挥发性风味化合物。如

表 4 所示，在发酵 49 d 的辣椒醅中检测得到 7 种

醇类化合物，包括乙醇(ethanol)、3-甲基-1-丁醇

(3-methyl-1-butanol)、苯乙醇(phenylethyl alcohol)、 
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表 4.  蚕豆醅及辣椒醅中挥发性及非挥发性化合物检测 

Table 4. Concentrations of volatile and non-volatile compounds in broad bean meju and chili moromi (mean±SD) 
Compounds Broad bean meju Chili moromi Detection methods 

Amino acid/(g/kg)    

Threonine (Thr) 1.33±0.12 0.28±0.04 HPLCa 

Serine (Ser) 0.29±0.14 0.09±0.01 HPLC 

Glycine (Gly) 0.89±0.09 0.11±0.02 HPLC 

Alanine (Ala) 1.85±0.11 0.26±0.04 HPLC 

Proline (Pro) 1.29±0.11 0.28±0.11 HPLC 

Glutamic acid (Glu) 4.50±0.21 0.98±0.18 HPLC 

Aspartic acid (Asp) 2.91±0.22 1.17±0.20 HPLC 

Lysine (Lys) 2.33±0.12 0.24±0.05 HPLC 

Histidine (His) 1.01±0.07 0.14±0.03 HPLC 

Arginine (Arg) 2.62±0.06 0.35±0.04 HPLC 

Methionine (Met) 0.30±0.05 0.09±0.02 HPLC 

Isoleucine (Ile) 1.29±0.15 0.15±0.03 HPLC 

Leucine (Leu) 2.30±0.28 0.25±0.06 HPLC 

Tyrosine (Tyr) 1.40±0.09 0.19±0.04 HPLC 

Phenylalanine (Phe) 1.37±0.17 0.18±0.03 HPLC 

Valine (Val) 1.63±0.20 0.32±0.08 HPLC 

Cysteine (Cys) 0.01±0.01 0.03±0.02 HPLC 

Total amino acids 27.32±2.18 5.08±0.83 HPLC 

Alcohol/(mg/kg)    

Ethanol  11870±2370 22170±4060 HPLC 

3-Methyl-1-butanol ND 1.03±0.19 GC-MSb 

1-Octen-3-ol 1.81±0.52 ND GC-MS 

Phenylethyl alcohol 2.07±0.49 5.84±0.49 GC-MS 

Hexanol ND 0.20±0.16 GC-MS 

Linalool 0.49±0.23 3.43±0.29 GC-MS 

Terpineol  0.25±0.10 0.68±0.05 GC-MS 

Isobutanol ND 0.42±0.12 GC-MS 

Aldehyde/(mg/kg) 

Phenylacetaldehyde  1.65±0.33 ND GC-MS 

Benzaldehyde 3.09±0.73 1.94±0.46 GC-MS 

Isobutyraldehyde 0.41±0.22 ND GC-MS 

Ester/(mg/kg) 

Ethyl acetate  0.76±0.37 0.38±0.24 GC-MS 

Ethyl isovalerate  0.66±0.53 0.41±0.02 GC-MS 

Ethyl benzoate  0.00±0.01 0.05±0.01 GC-MS 

Ethyl 2-phenylacetate  0.07±0.05 0.17±0.11 GC-MS 

Ethyl palmitate  0.97±0.34 0.46±0.05 GC-MS 

Phenol/(mg/kg) 

4-Ethylphenol  2.14±1.19 10.48±2.06 GC-MS 

4-Ethyl-2-methoxyphenol  2.21±0.94 27.53±1.72 GC-MS 

(待续) 
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(续表 4)

Organic acids/(g/kg)    

Citric acid 1.92±0.53 1.31±0.13 HPLC 

Tartaric acid 0.34±0.06 3.92±0.12 HPLC 

Malic acid 0.47±0.12 ND HPLC 

Succinic acid 11.07±1.73 2.80±0.13 HPLC 

Lactic acid 1.12±0.10 1.00±0.08 HPLC 

Acetic acid 1.53±0.23 0.55±0.04 HPLC 

Total organic acid 16.46±2.76 9.60±0.50 HPLC 

Furfural/(mg/kg) 3.3±1.35 ND GC-MS 

Glucose/(g/kg) 15.29±2.90 3.65±0.24 HPLC 

Moisture/(g/kg) 460.0±0.00 730.0±0.20 Drying oven 

Capsaicinoids/(mg/kg)    

Capsaicin ND 9.63±0.61 HPLC 

Dihydrocapsaicin ND 6.06±1.26 HPLC 
a: HPLC: High performance liquid chromatography; b: GC-MS: Gas chromatography-mass spectrometry. 

 

己醇(hexanol)、芳樟醇(linalool)、松油醇(terpineol)

及异丁醇(isobutanol)。在发酵 60 d 的蚕豆醅中检

测得到 5 种醇类化合物，包括乙醇(ethanol)、1-

辛 烯 -3- 醇 (1-octen-3-ol) 、 苯 乙 醇 (phenylethyl 

alcohol)、芳樟醇(linalool)及松油醇(terpineol)。另

外，在辣椒醅中检测到 1 种醛类化合物、5 种脂

类化合物、2 种苯酚类化合物、5 种有机酸。在

蚕豆醅中检测得到 3 种醛类化合物、5 种脂类化

合物、2 种苯酚类化合物、6 种有机酸及糠醛。如

表 4 所示，蚕豆醅特异性贡献 1-辛烯 -3-醇

(1-octen-3-ol)、苯乙醛(phenylacetaldehyde)、异丁

醛(isobutyraldehyde)、苹果酸(malic acid)与糠醛

(furfural)。辣椒醅特异性贡献辣椒素(capsaicin)、

3-甲基-1-丁醇(3-methyl-1-butanol)、己醇(hexanol)

与异丁醇(isobutanol)。因此，除微生物外，发酵

半成品——蚕豆醅与辣椒醅也向郫县豆瓣后发酵

过程——混合醅特异性贡献风味化合物。 

3  讨论 

目前国内绝大部分传统酿造调味品为单一

原料单一酿造过程，如酱油、黄豆酱、豆豉、腐

乳、食醋等以谷物或豆类为主要原料进行单阶段

酿造；而酸菜、泡菜等以蔬菜为主要原料进行单阶

段酿造[25]。随着人们消费水平的提升，消费者对食

品安全及品质更加重视，同时人力成本显著提升，

传统酿造行业同时面对如何在保证或提升产品品

质的基础上进行技术升级改造的问题[26–28]。由于酿

造工艺的不同，日本酱油的酿造理论与自动化装

备，以及国内传统酿造调味品的技术升级成功经

验，很难被郫县豆瓣酿造直接借鉴。因此，探究

郫县豆瓣本身的基础科学问题对郫县豆瓣技术

升级尤为关键。其中，发酵第一阶段对发酵第二

阶段具体起到什么作用是首先要解决的问题。 

蚕豆醅是由干蚕豆及面粉制曲后加盐得到，

发酵底物为丰富的蛋白质与淀粉[29]，后者经固态

制曲后被水解为肽、氨基酸与葡萄糖。如本研究

结果可知，蚕豆醅可能提供了绝大部分的发酵底

物——氨基酸及葡萄糖，为混合醅微生物提供宝

贵的物质与能源。虽然研究者前期在蚕豆醅发酵

过程中发现功能微生物群，后者可以在高盐、半
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固态的蚕豆醅发酵期间分解多肽生成氨基酸(数

据未发表)。蚕豆醅制曲过程仍然是产生蛋白酶、

淀粉酶的关键，曲的好坏决定了蚕豆醅是否能提

供充足的郫县豆瓣酿造所需发酵底物[27]。因此，

制曲过程优良曲霉选育、原料预处理及制曲工艺

优化以有利于蛋白质及淀粉的降解，是蚕豆醅乃

至混合醅品质的关键。 

本研究对混合醅发酵过程重要微生物进行

来源分析，为发酵半成品的品质控制提供理论基

础。然而，双足囊菌属(Dipodascus)与多种风味成

分呈现显著正相关，是潜在的重要风味化合物产

生菌，却既不来源于蚕豆醅，也不来源于辣椒醅。

事实上，无论是细菌还是真菌微生物，都存在一

定比例的未知来源微生物，其中，细菌 低占比

为 19%，真菌 低占比为 5%。郫县豆瓣酿造工

艺复杂，决定了微生物来源分析的复杂性。以双

足囊菌属为代表的未知来源微生物，可能来源于

混合醅发酵过程中外界环境(工人操作、工具、操

作时空气等)。另外，蚕豆醅及辣椒醅中的低丰度

微生物，在混合醅中因有了合适的营养及环境微

生物的互助条件而得以生长，也有可能导致微生

物来源分析结果为未知。风味化合物产生相关微

生物的控制对郫县豆瓣风味产生至关重要，因

此，未知来源微生物的功能鉴定及来源分析可能

是郫县豆瓣后续研究的重点之一。 

辣椒素(capsaicin)是一种极度辛辣的天然植

物类生物碱，是辣椒的重要且独特成分。辣椒素

已被证实对微生物有抑制作用。研究发现，辣椒

素可以抑制食品污染菌的繁殖，包括大肠杆菌 

(E. coli) ， 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus 

aureus)、沙门氏菌(Salmonella typhimurium)和蜡

样芽孢杆菌(Bacillus cereus)等[31–33]；同时，辣椒

素对胃病原菌幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)也

有抑制效果[34]。在本研究中，以属为分类单元，

蚕豆醅、辣椒醅与混合醅的微生物数目基本一

致。但生物信息学分析显示，辣椒醅，而非蚕豆

醅，与混合醅微生物结构更相近，且 Source 

Tracking 显示酿造过程中绝大部分微生物来源于

辣椒醅。除辣椒醅加入比例较大，上述结果可能

还与辣椒醅和混合醅存在辣椒素，后者特异性抑

制某些微生物的生长有关。 

如上所述，辣椒作为原料为发酵过程提供辣

椒素。除抑菌外，辣椒素被发现具有抗氧化、抗

癌及抗肥胖等功效，是郫县豆瓣中宝贵的生物活

性资源 [35–37]。另外，辣椒素可被地衣芽孢杆菌

(Bacillus licheniformis) 、 犹 他 游 动 放 线 菌

(Actinoplanes utahensis)等微生物降解，在酰基转

移酶(acylase)及胺氧化酶(amino oxidase)催化作

用下生成芳草醛(vanillin，也称香兰素)，后者是

一种极具价值的风味化合物[38–40]。本研究仅在辣

椒醅发酵中期个别样品中检测到微量的芳草醛

(数据未给出)，可能与降解微生物或相关酶活性

较低有关。关于芳草醛对郫县豆瓣的风味贡献能

力，以及芳草醛在郫县豆瓣的合成功能微生物等

相关研究相对匮乏，然而，鉴于芳草醛的独特风

味价值，后续如何有效降解辣椒素以提高芳草醛

含量可能是提升郫县豆瓣风味的研究方向之一。 

本研究通过高通量测序、高通量化合物检

测及生物信息学分析，解析郫县豆瓣酿造半成

品——蚕豆醅及辣椒醅，以及混合醅发酵过程中

微生物及风味化合物多样性并进行溯源分析。研

究结果对郫县豆瓣发酵半成品的品质控制指标

提供理论基础，也为其他发酵调味品的基础研究

提供有益借鉴。 
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Diversity and source tracking of microbial community in Pixian 
broad bean paste 
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1 Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, 

Jiangsu Province, China 
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Abstract: [Objective] We studied the diversity and traced the source of microbial community in Pixian broad bean 

paste and its two semi-fermented products, including broad bean meju and chili moromi. In addition, we also 

characterized the flavor compounds in Pixian broad bean paste. [Methods] High throughput sequencing was used 

to explore the microbial community structure and succession. Meanwhile, high throughput liquid chromatography 

and gas chromatography-mass spectrometry were used to determine the concentrations of nonvolatile and volatile 

flavor compounds. Multiple bioinformatic methods were used to trace the microbes and flavor compounds in Pixian 

broad bean paste. [Results] Chili moromi contributes 44% to 59% bacterial communities and 42% to 77% fungal 

communities to Pixian broad bean paste fermentation. Broad bean meju contributes 5% to 22% bacterial 

communities and 2% to 18% fungal communities to Pixian broad bean paste fermentation. In addition, 16 bacterial 

genera were only contributed by chili moromi. Two bacterial genus and two fungal genera are only contributed by 

broad bean meju. In addition, 1-octen-3-ol, phenylacetaldehyde, isobutyraldehyde, malic acid and furfural were 

only traced from broad bean meju. Capsaicin, 3-methyl-1-butanol, hexanol and isobutanol were only traced from 

chili moromi. [Conclusion] Chili moromi contributes the main microbial communities to Pixian broad bean paste, 

while broad bean meju contributes the main substrates (including amino acids and glucose). Two semi-fermented 

products, including chili moromi and broad bean meju, contributed their unique microbes and flavor compounds to 

Pixian broad bean paste, which might be the reason why Pixian broad bean paste has the characteristic aroma and 

taste. 
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