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摘要　为分析豆粕发酵过程中各阶段的细菌群落结构及多样性,利用 MiSeq高通量测序技术检测２批发酵

豆粕中细菌的１６SrRNA基因 V３ＧV４高变区序列,比较发酵０、２４、４８h时细菌群落的差异.结果显示:在属水

平上,发酵豆粕中的主要优势菌属(≥１．０％)为芽胞杆菌属(Bacillus)、乳酸杆菌属(Lactobacillus)、魏斯氏菌属

(Weissella)、乳球菌属(Lactococcus)、乳酸片球菌属(Pediococcus);随发酵进行芽胞杆菌属相对丰度逐渐降低,

乳杆菌属相对丰度先升高后趋于稳定;２批豆粕在整个发酵过程中细菌群落结构变化相似,发酵后期细菌群落

结构均趋于稳定;结果表明豆粕发酵过程中微生物群落结构变化是相对稳定的.
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　　豆粕是大豆榨油后的副产物,其产量高、价格便

宜,而且含有大量种类丰富的蛋白质[１],已经成为动

物饲料重要的蛋白质来源[２].然而豆粕中所含的大

分子蛋白[３]具有抗原性,不利于动物尤其是幼龄动

物的消化吸收,并且豆粕中含有的抗营养因子容易

导致动物腹泻等症状[４].利用微生物进行豆粕发

酵,可以有效地将大豆中的粗蛋白分解为氨基酸和

小肽,改善豆粕的营养成分[５];降低抗营养因子的含

量[６],有利于动物的吸收利用;豆粕发酵后风味改

善,对动物具有一定的诱食作用[７];发酵过程中微生

物代谢产生的活性成分还具有促进健康、预防疾病

等功效[８].
芽胞杆菌、乳酸菌是目前应用于豆粕发酵的主

要菌种[９],生产中通常采用混菌发酵的方式[１０Ｇ１１].
微生物在发酵过程中会根据自己的生长喜好而处于

不同的生长态势,而且采用的是生料固态发酵,条件

较为粗放,使得发酵体系的微生物群落变化更加复

杂.采用DGGE、克隆文库等技术可以对发酵体系

中的微生物分布进行检测,然而这些检测技术具有

较大的局限性,无法全面地揭示群落结构[１２].随着

分子生物学技术的发展,高通量测序可以一次性对

数百万DNA分子进行检测,全面且准确地反映出

不同种类微生物的分布状况[１３Ｇ１５],已经广泛应用于

各种环境条件下的微生物菌群分析.
目前对于发酵豆粕的研究主要以消除抗营养因

子和提高营养成分为主,对于发酵过程中微生物群

落结构的分析鲜有报道.本研究通过高通量测序技

术对不同发酵阶段的豆粕进行检测,研究微生物群

落的动态变化及演替规律,明确不同发酵阶段下起

主导作用的优势菌种,揭示发酵过程微生物菌群的

变化与产品品质的关系,以期为菌种筛选、组合以及

工艺优化提供基础.对微生物群落的检测还能及时

反映出发酵过程中是否混入有害菌种,进而对有害

菌种的数量进行控制,避免发酵过程中产生有毒物

质从而损害禽畜健康,促进发酵豆粕向着安全、健康

方向发展.

1　材料与方法

1.1　样品来源

发酵豆粕样品取自湖北省邦之德牧业科技有限

公司,采用５点取样法,选取发酵池中５个不同的发

酵点,每个点取１００g样品,混合均匀,作为１个样

本.选取２个不同的发酵池,在发酵０、２４、４８h分

别取样,在第１池取得的样本标记为１_０h、１_２４h、



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３７卷　

１_４８h,在第２池取得的样本标记为２_０h、２_２４h、

２_４８h,共６个样本.将取好的样品装入样品袋,用
液氮保存,送去测序.
1.2　主要试剂和仪器

DNA 抽提试剂盒(OMEGAＧsoilDNAKit),美
国 OmegaBioＧTek公司;２％ agarosegels,西班牙

Biowest公司;FastPfuPolymerase、FastPfuBuffer
和dNTPs,中国TransGen公司;AxyPrepDNAGel
ExtractionKit,美国 Axygen公司;IlluminaMiSeq
platform,美国Illumina公司;FastDNASPINKitfor
Soil,美国 MP公司.

ABIGeneAmp® ９７００型 PCR 仪,美国 ABI
公司;NanoDrop２０００型超微量分光光度计,美国

ThermoFisherScientific公司;TBS３８０微型荧光

计,美国 TurnerBioSystems公司;BioTekELx８００
酶标仪,美国 Biotek公司;IlluminaMiseq测序仪、

IlluminaHiseq测序仪,美国Illumina公司.
1.3　样品总 DNA 的抽提

利用 OmegaＧsoilDNA Kit试剂盒抽提发酵豆

粕样品的总 DNA,利用 NanoDrop２０００检测 DNA
浓度和纯度,利用１％琼脂糖凝胶电泳检测DNA提

取的质量.
1.4　细菌 16S rRNA 基因 PCR 扩增

对１６SrRNA基因 V３ＧV４可变区进行PCR扩

增,所 用 到 的 引 物 为 ３３８F(５′ＧACTCCTACGGＧ
GAGGCAGCAGＧ３′)和 ８０６R (５′ＧGGACTACHＧ
VGGGTWTCTAATＧ３′).PCR反应体系(２０μL):

FastPfuBuffer(５×)４．０μL,dNTPs(２．５mmol/L)２．０

μL,引物F(５μmol/L)０．８μL,引物R(５μmol/L)０．８

μL,FastPfuPolymerase０．４μL,DNA 模板１０ng,
补加灭菌超纯水至２０μL.PCR反应程序:９５℃预

变性３min,９５℃变性处理３０s,５５℃退火３０s,

７２℃延伸３０s,３５个循环;７２℃延伸１０min.回收

PCR产物并纯化,检测合格后构建文库,由上海美

吉生物医药科技有限公司进行高通量测序和分析.
1.5　测序数据的质控和处理

使用 Trimmomatic软件对原始测序序列进行

质控,再用 FLASH 软件进行拼接[１６]后获得优质

序列.
1.6　OTU 聚类和物种分类

数据质控后得到优质序列,利用 UPARSE 软

件列按 ９７％ 的相似度进行聚类分析[１７],再利用

UCHIME软件将嵌合体去除[１８],得到OTU(operaＧ

tionaltaxonomicunits)代表序列,获得每个 OTU
分类信息.对各样本中 OTU 的丰度信息进行统计

处理,最终得到物种 OTU丰度表[１９].
1.7　Alpha 多样性分析

根据 OTU 聚 类 分 析 的 结 果,采 用 Mothur
(versionv．１)在 OTU相似水平９７％的条件下计算

多样性指数,包括 OTU 数量、香农指数、Ace指数

和覆盖率指数.
1.8　群落组成分析

利用 RDPclassifier对获得的 OTU 序列进行

物种分类注释,并与Silva数据库(SSU１２３)进行比

对,将比对阈值设定为７０％.选取不同的分类水平

进行群落组成的统计分析,根据分析结果,通过 QIＧ
IME(v１．８．０)软件绘制样品菌群分布柱状图、热图

等可视化方法研究群落组成.

2　结果与分析

2.1　物种多样性分析

测序数据统计如表１所示,经数据质控后６份

样品共得到２１７２７５条优质序列.优质序列长度分

布在４２１~４６０bp,集中在４４１~４６０bp,满足序列

分析要求.在发酵０、２４、４８h这３个时间点,２批样

品的 OTU数量和 Ace指数总体上变化不大,表明

随着发酵进行,豆粕中的细菌群落丰富度变化不大,
趋于稳定.对２批样品的Shannon指数随发酵时

间的变化进行显著性检验,结果显示差异不显著

(P＞０．０５),Shannon指数趋于稳定,表明随着发酵

进行,豆粕中的细菌群落多样性趋于稳定.CoverＧ
age指数都在９９．９９％以上,表明测序数据能够覆盖

目前状态下样品中的细菌种类,能真实反映样本中

的细菌群落情况,可用于后续分析.
2.2　物种组成分析

在门分类水平上,以相对丰度≥１％为阈值,

２批样本共检测到４个细菌门,如图１所示,分别为

变形菌门(Proteobacteria)、放线菌门(ActinobacteＧ
ria)、蓝藻门 (Cyanobacteria)和厚壁菌门 (FirmiＧ
cutes).厚壁菌门(Firmicutes)是豆粕发酵整个过

程中的绝对优势菌门,发酵起始时其平均相对丰度

为 ５１．６０％,发 酵 ２４ h 达 到 ９７．０６％,４８ h 为

９８．１６％,随发酵进行,相对丰度先升高之后趋于稳

定.蓝藻门(Cyanobacteria,３８．４３％)和变形菌门

(Proteobacteria,８．４７％)在发酵起始时占据着较高

比例,随发酵进行,其相对丰度逐渐降低,在发酵过

０９
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表１　各样本Alpha多样性指数

Table１　TheAlphadiversityindexineachsample

样本

Sample
Tag数量

Tagnumber
OTU数量

OTUnumber
香农指数

Shannonindex
Ace指数

Aceindex
覆盖率/％
Coverage

１_０h ４１９５２ ５６ ２．３０ ５６．３６ ９９．９９
１_２４h ３２０４１ ５５ ２．１６ ５５．８７ ９９．９９
１_４８h ３７３９２ ５４ ２．２８ ６０．７８ ９９．９７
２_０h ３０３５０ ５７ ２．３２ ５７．２３ ９９．９９
２_２４h ３０７４９ ５８ ２．２６ ５８．３０ ９９．９９
２_４８h ４４７９１ ５８ ２．３３ ５８．６４ ９９．９９

　不同颜色的柱子代表不同的物种,柱子的长短代表这物种所占

比例大 小.Thecolumnsofdifferentscolorsrepresentdifferent

species,andthelengthofthecolumnrepresentstheproportionof

thespecies．

图１　细菌门分类水平的比较

Fig．１　Comparisonofbacteriagroupsatphylumlevel

程中一直存在.放线菌门(Actinobacteria)发酵起

始相对丰度偏低,随发酵进行,相对丰度逐渐降低.
在属分类水平上,以相对丰度≥１％为阈值,

２批样本共检测到１６个细菌属,如图２所示.乳酸

杆菌属(Lactobacillus)、魏斯氏菌属(Weissella)为豆

粕发酵过程中的绝对优势菌属.发酵０h,二者平均

相对丰度之和为１７．０７％,２４h为８４．１３％,４８h为

８５．７３％,随发酵进行先升高后趋于稳定.芽胞杆菌

属(Bacillus)的相对丰度逐渐降低,在发酵过程中一

直存在.乳酸片球菌属(Pediococcus)随发酵进行其

相对丰度不断升高,属于优势菌属.
2.3　相似性聚类分析

对６个样本微生物丰度的相似性进行聚类,选
取总丰度前５０的物种绘制热图(图３),使高丰度和

低丰度的物种分区域聚集.热图中颜色的深浅分别

代表物种丰度的高低,越偏绿丰度越低,越偏红丰度

越高.１_０h、２_０h这２个样本聚为一簇,说明这２

个样本相似,即发酵起始时样本的细菌群落结构相

似性高,差异较小.１_２４h、１_４８h、２_２４h、２_４８h这

４个样本聚为一簇,说明２批豆粕经过发酵后细菌

群落结构相似.综上,发酵初期(０~２４h),豆粕细

菌群落结构变化都较大,发酵后期(２４~４８h)趋于

稳定.乳酸杆菌属(Lactobacillus)、乳酸片球菌属

(Pediococcus)、芽 胞 杆 菌 属 (Bacillus)、乳 球 菌 属

(Lactococcus)在２批样本中均具有较高的相对丰度.
2.4　细菌群落的主成分分析

样本通过降维分析后,在主成分上有相对坐标

点,样本点的距离越近,代表了样本的微生物群落结

构越相似.由图４可知,豆粕发酵起始时细菌群落

结构(发酵０h)与其他发酵时期豆粕中的细菌群落

有较大差异.主成分１(PC１)和主成分２(PC２)对
样本差异性的贡献分别达到了８４．８８％和６．６７％,共
计９１．５５％,可以代表绝大部分变量信息,并且豆粕

细菌群落随发酵时间的变化过程主要是在 PC１轴

方向发生,据此可以将豆粕发酵过程分为２个阶段:
第１个阶段为起始阶段(发酵０h),第２个阶段为发

酵中后期(发酵０~４８h).这种分类表明豆粕的

细菌菌群在发酵前后是有差异的,并且是按照一定

的规律(由芽胞杆菌为主导的菌群过渡到乳酸菌为

主导的菌群)在变化,这种变化为建立发酵豆粕的监

控模型奠定了理论基础.

3　讨　论

目前,利用高通量测序技术研究环境中微生物

的群落结构及多样性呈逐渐上升的趋势[２０].传统

的DGGE 和克隆文库等分子检测技术,检测限低、
工作量大,只能检测到部分具有较高丰度的优势菌

群,难以获得整个环境中微生物的菌群结构与多样

性信息,具有较大的局限性.单次高通量测序分析

获得的基因序列数以百万甚至亿万计,能更灵敏检

测到稀少的微生物菌群,更真实反映不同样本间菌

群结构差异[２１].

１９
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　在分类学数据库中存在的一些没有确切分类学名称的中间等级,用“Norank”标记.Thereisnoclearclassificationinformationor

classificationnameattheleveloftaxonomy,markedwith“Norank”asamarker．

图２　细菌属分类水平的比较

Fig．２　Comparisonofbacteriagroupsatgenuslevel

图３　各样本细菌聚类分析热图

Fig．３　Basedonthelevelofgenusclusteranalysisofbacteriaineachsample

２９
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图４　各样本在OTU水平上的细菌主成分分析

Fig．４　Analysisoftheprincipalcomponentofbacteria
attheleveloftheOTUineachsample

　　本研究对豆粕发酵过程中各个阶段的细菌群落

结构及多样性进行了分析,结果显示:发酵０h,细
菌菌群的种类和丰度差异主要由豆粕原料、水、菌种

和环境中的细菌决定.２批样本的Shannon指数和

Ace指数随着发酵进程变化不显著,说明豆粕在发

酵过程中的细菌多样性变化不大,趋于稳定.虽然

发酵后乳酸菌大量生长繁殖,成为绝对的优势菌群,
造成其他细菌相对丰度偏低,但这些细菌在发酵过

程中一直存在,所以总体上细菌的多样性变化不大.
芽胞杆菌属在２批样本中的相对丰度逐渐降低,但
在发酵过程中一直存在,这极有可能是因为发酵过

程中逐渐形成厌氧环境,使菌群中比例占优势的好

氧菌大量减少而造成的[２１],厌氧型的乳酸杆菌属

(Lactobacillus)、兼性厌氧型的魏斯氏菌属(WeisＧ
sella)则迅速增长,成为绝对优势菌属,细菌群落结

构达到相对稳定状态.在发酵０h时,豆粕中含有

大 量 蓝 细 菌 (Cyanobacteria),平 均 相 对 丰 度

３８．４２％,可能是因为发酵用水是没有经过除菌处理

的自来水.随着发酵进行,其相对丰度逐渐降低,对
发酵过程影响不大.乳酸片球菌属(Pediococcus)
在发酵过程中相对丰度逐渐升高,为发酵过程中的

优势菌属.
通过比较不同批次发酵豆粕细菌菌群结构,发

现在不同批次的豆粕发酵过程中细菌群落主要组成

及其 动 态 变 化 规 律 大 体 一 致,接 入 的 乳 酸 杆 菌

(Lactobacillus)和芽胞杆菌(Bacillus)在发酵过程

中一直存在,证明豆粕固态发酵工艺是相对稳定的.
由于固态基质菌群的复杂性和不均一性,豆粕发酵

过程中细菌群落的丰富度和多样性一直处于与外界

环境的适应和平衡中,微生物经过不断的适应和代

谢调整逐渐形成稳定的群落结构,这与王宗敏[２３]研

究镇江香醋醋酸发酵阶段菌群结构变化得到的结论

是一致的.
豆粕发酵是一个相对开放的固态发酵过程,其

生物安全性一直受到用户的关注甚至质疑.目前多

数厂家未对豆粕原料进行筛选和灭菌处理,原料和

环境中的各种杂菌在发酵过程中也可能生长繁殖,
这些杂菌是否有害将直接影响发酵豆粕的品质.其

中大肠杆菌和沙门氏菌通常作为饲料生物安全指

标,本 研 究 没 有 检 测 到 豆 粕 发 酵 中 有 大 肠 杆 菌

(Escherichia)和沙门氏菌(Salmonella),表明该发

酵菌种组合及微生态环境能有效抑制有害菌生长繁

殖,发酵工艺是安全的.
本研究只针对发酵豆粕中的细菌群落结构进行

了分析,后续将对真菌群落结构进行分析,从而更加

完整地揭示豆粕发酵过程中的微生物菌群结构和动

态变化规律,为发酵豆粕的菌株筛选和工艺调整提

供理论依据.
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HighＧthroughputsequencingbasedanalysesofstructureanddiversity
ofbacterialcommunityduringfermentationprocessofsoybeanmeal

WANGGe１　DONGShengqi１　ZHANGTao２　GEXiangyang１

１．CollegeofLifeScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．BangzhideCompanyLimitedofHubeiProvince,Huangshi４３５０００,China

Abstract　InordertoanalyzethebacterialcommunitystructureanddiversityatvariousstagesdurＧ
ingthefermentationprocessofsoybeanmeal,MiSeqhighＧthroughputsequencingtechnologywasusedto
detectV３ＧV４hypervariableregionsequencesofthe１６SrRNAgeneoftwobatchesfermentedsoybean
meal．Thedifferencesofbacterialcommunitybetweenthetwobatchfermentedsoybeanmealat０h,

２４h,４８hwerecompared．Theresultsshowedthatthemaindominantgenus(≥１．０％)infermentedsoyＧ
beanmealwasBacillus,Lactobacillus,Weissella,Lactococcus,Pediococcus．Therelativeabundanceof
Bacilluswasgraduallyreduced．TherelativeabundanceofLactobacillusincreasedfirstandthentended
tobestable．Thechangesofbacterialcommunitystructureinthetwobatchesofsoybeanmealduringthe
entirefermentationprocessweresimilar,butthebacteriacommunitystructureinthelatefermentation
stagetendedtobestable．Itisindicatedthatthecompositionandchangeofmicrobialcommunityduring
thefermentationprocessofdifferentbatchesofsoybeanmealwererelativelystable．ItwillprovideguidＧ
ancefortheimprovementandregulationoffermentationtechnology．

Keywords　soybeanmeal;fermentation;highＧthroughputsequencing;bacterialcommunity;diverＧ
sity
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