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摘要　为了揭示豆粕发酵过程真菌群落的变化情况,为发酵豆粕的稳定性和安全性评价提供依据,采用

MiSeq高通量测序技术分别检测２批发酵豆粕在０、２４、４８h时的真菌群落组成.结果表明:酵母菌属(SacchaＧ

romyces)是２批发酵豆粕在２４h和４８h时共有的唯一优势真菌属(相对丰度≥１％),它在发酵０h时相对丰度

均值不足１％,但在发酵２４h时的相对丰度均值为９８．３０％,４８h时的相对丰度均值为８９．５６％.并且在发酵豆

粕中检测不到有害真菌,证明发酵豆粕具有很好的安全性.２批发酵豆粕在３个时间点的真菌群落变化具有相

似性,酿酒酵母(Saccharomycescerevisiae)的相对丰度先不断上升,然后维持在较高水平.在发酵过程中酿酒

酵母不断消耗、钝化豆粕中的抗营养因子,并产生多种有益代谢产物,提高了发酵豆粕的品质.
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　　豆粕是大豆榨油后留下的残渣,其营养价值高、
产量大,是一种优质蛋白饲料资源[１].中国养殖产

业庞大,对饲料的需求量高[２].鱼粉、血骨粉等蛋白

饲料价格昂贵,资源有限,生物安全性较差.而豆粕

中蛋白质含量高,氨基酸比例均衡[３],且价格较低,
已经成为中国大宗饲料原料之一[４].豆粕含有多种

抗营养因子[５],容易造成动物过敏和腹泻,通过微生

物发酵和酶解,不仅能有效去除和钝化各种抗营养

因子,还能产生多种有益代谢产物[６],发酵产生的益

生菌进入动物肠道后还有利于调节动物肠道菌群平

衡,有益于动物疾病预防[７].
目前,国内有众多厂家生产豆粕发酵产品,但对

该产品的评价缺乏统一的准确标准[８].豆粕发酵产

物的成分十分复杂,从代谢产物方面进行全面的分

析难以实现[５],但微生物的活跃情况可以很好地反

映出整个发酵过程的状态,并从侧面反映出代谢产

物的生成情况.现有的发酵豆粕评判标准侧重点在

小肽含量、抗原蛋白降解情况、发酵菌种活菌数和物

理性质等[９Ｇ１１],但对整个发酵过程中微生物菌群的

变化关注较少.虽然王格等[１２]对２批豆粕发酵过

程中细菌群落的变化进行了报道,但对真菌的关注

度不高.真菌中的酵母菌、米曲霉和黑曲霉等也是

发酵常用菌株,能有效降解豆粕中部分抗营养因子,
提高发酵豆粕的营养价值和风味[１３Ｇ１５].而且部分有

害真菌产生的代谢产物会造成动物中毒[１６],及早发

现并遏制这些有害真菌可以避免发酵豆粕对动物产

生不利影响.
随着科技的进步,微生物群落的分析方法已经

越来越成熟.早期人们采用可培养微生物分离的方

法,不但工作量庞大,而且能分离的微生物极少[１７].

２０世纪末,分子生物学技术发展迅猛,分子标记、基
因克隆与变性凝胶电泳等技术[１８]被应用到微生物

群落分析中,但这些技术仍存在测量不准确、不全面

等问题,具有一定的局限性.于２００５年问世的高通

量测序技术[１９],以二代测序技术为基础,经过不断

的革新,已经可以同时产生成百上千万的序列读数,
对单个样品可以产生数千亿的碱基对信息[２０Ｇ２１].高

通量测序技术能够全面检测样品中微生物的分

布[２２].Maliogka等[２３]报告了高通量测序技术在果

树病毒研究中的应用;Neto等[２４]利用高通量测序

技术对巴西咖啡豆发酵过程中细菌的多样性进行了

分析.本研究对２批发酵豆粕在３个不同时间点进
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行取样,采用高通量测序技术检测样品中的微生物

群落分布,观察豆粕发酵过程中真菌的生长状况,分
析真菌繁殖与产品品质之间的关系,并对有害真菌

进行检测和预防.

1　材料与方法

1.1　主要实验仪器与试剂

Eppendorf５４２４R高速台式冷冻离心机,德国

Eppendorf公司;NanoDrop２０００型微量分光光度

计,美国 ThermoFisherScientific公司;ABIGeneＧ
Ampp􀆾９７００型PCR仪,美国 ABI公司;DYYＧ６C
型电泳仪,中国北京市六一仪器厂;MISEO测序仪、

HISEQ 测序仪,美国Illumina公司;TBS３８０微型

荧光计,美国 TurnerBioSystems公司.

OMEGAＧsoilDNA 抽提试剂盒,美国 Omega
BioＧTeK公司;２０g/L琼脂糖凝胶,西班牙biowest
公司;FastPfuDNAPolymerase,中国 TransGen公

司;AxyPrepDNAGelExtracionKit,美国 Axygen
公司;Illumina MiSeqplatform,美国 Tllumina公

司;FastDNASPINKitforSoil,美国 MP公司;引
物ITS１F、２０４３R,中国上海美吉生物医药科技有限

公司.
1.2　工厂取样

样品取自湖北邦之德牧业科技有限公司,采用

五点取样法从豆粕发酵池中各取１００g产物,混合

后作为一个样本.发酵开始后,分别在０、２４、４８h
进行取样.分别在不同的日期取２批样,第１批样

品根据时间顺序标记为１_０h、１_２４h、１_４８h,第２
批样品根据时间顺序标记为２_０h、２_２４h、２_４８h.
将样品冷冻保存,然后进行高通量测序.
1.3　样品 DNA 抽提

样品总DNA采用OMEGAＧsoilDNAKit试剂

盒抽提,抽提后用NanoＧDrop２０００型微量分光光度

计检测样品 DNA 的浓度与纯度,并通过电泳检测

抽提得到的DNA质量.
1.4　PCR 扩增真菌 ITS1 基因

以抽提得到的DNA为模板,用引物ITS１F(５′Ｇ
CTTGGTCATTTAGAGGAAＧGTAAＧ３′)和引物

２０４３R ((５′ＧGCTGCGTTCTTCATCGATGCＧ３′)扩
增ITS基因的ITS１区,反应体系如下:dNTPs(２．５
mmol/L)２．０μL,FastPfuBuffer(５x)４．０μL,引物F
(５μmol/L)和引物R(５μmol/L)各０．８μL,FastPfu

Polymerase０．４μL,样品 DNA１０ng,最后加入

ddH２O 使总反应体系为２０μL.反应程序:首先

９５℃预变性３min,然后９５℃变性３０s,５５℃退火

３０s,７２℃下延伸３０s,在该程序下循环３５次,最后

７２℃下延伸１０min.用２０g/L的琼脂糖凝胶回收

PCR产物,再用 AxyPrepDNAGelExtractionKit
试剂盒进行纯化,然后用 TrisＧHCl洗脱,最后电泳

检测,样品检测合格后送到上海美吉生物进行高通

量测序.
1.5　数据处理

使用 Trimmomatic软件对测序得到的序列进

行质控,去除长度低于５０bp的序列和模糊序列,然
后根据序列的重叠部分进行拼接;拼接后的序列用

UPARSE 软件进行聚类分析,相似度不低于９７％
的归为一类,用 UCHIME软件处理后进行信息统

计,得到 OTU(operationaltaxonomicunits)丰度

表;然后采用 Mothur软件计算Shannon指数、Ace
指数和覆盖率(coverage),分析物种多样性;最后利

用RDPclassifier软件对序列分类注释,参照Silva
数据库(SSU１２３)以７０％为阈值进行比对,统计分

析后绘制菌群分布图、热图等.

2　结果与分析

2.1　真菌多样性分析

真菌测序结果见表１,其中Tagnumber代表筛

选后的合格序列数;Sobs指数表示物种丰富度的实

际观测数;Shannon指数用于描述样品的多样性程

度,数值越高表明样品多样性越高;Ace指数用于估

计物种总数;Coverage数值越高表明样本中序列被

测出的概率越高,数据的可靠性越高.
从表１可以看出,６个样品的合格序列较多,可

以进行序列分析.２批样品在２４h和４８h时Sobs、

Shannon、Ace这３个指数均比０h时低,发酵４８h
时３个指数与２４h时相比均有一定程度的升高.
从整体上来看,发酵进行到中后期(２４~４８h)时样

品中真菌的多样性和丰富度均比发酵开始时高,表
明随着发酵进行,个别优势物种具有明显的生长趋

势,而其他真菌的生长受到抑制.由于发酵处于开

放状态,容易受到外界环境的干扰,发酵中后期的样

品中真菌丰富度和多样性指数存在一定的波动,但
这种波动在可控范围内,并未对整体的结果造成

影响.

３９
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表１　各样本的多样性指数

Table１　Thediversityindexofeachsample

样本

Samples

Tag数量

Tag
number

Sobs
数量

Sobs
number

Shannon
指数

Shannon

Ace指数

Ace
覆盖率/％
Coverage

１_０h ７４２５８ １３２ ２．２５ １７８．４７ ９９．９９
１_２４h ３１４７２ ３２ ０．０６ ６１．４５ ９９．９９
１_４８h ３０２４７ １１９ １．０５ １２６．３６ ９９．９９
２_０h ４２９９１ １６７ １．８５ １８６．２３ ９９．９９
２_２４h ３５７８０ ５９ ０．１９ １００．８２ ９９．９９
２_４８h ４０１６９ ６２ ０．２２ １１４．６７ ９９．９９

2.2　物种组成分析

１)门水平分析.以相对丰度１％为下限,２批样

品均在门水平上检测到了２个真菌门,分别为担子

菌门(Basidiomycota)和子囊菌门(Ascomycota).
从图１可以看出,２批样品中子囊菌门在中后期

(２４~４８h)均占有绝对优势.第１批样品中,子囊

菌门在２４h和４８h时的相对丰度分别为９９．９３％
和８８．９４％,与０h时的７１．４５％相比均有了显著性

提升;担子菌门相对丰度在０h时为１．０７％,２４h时

趋近于０,４８h时受环境的影响又升高到１０．４３％.
第２批 样 品 中,子 囊 菌 门 相 对 丰 度 在 ０h 时 为

３７．７８％,２４h与４８h时的相对丰度均在９８％以上;
担子 菌 门 一 直 存 在 于 样 品 中,初 期 相 对 丰 度 为

５７．９６％,中后期相对丰度均不足１％.２批样品的

检测结果表明,子囊菌门是豆粕发酵过程中的优势

真菌门,对整个发酵中后期真菌群落的变化产生了

主要影响.
２)属水平分析.以相对丰度１％为下限,２批样

品共检测到１２个真菌属,其中有５个未辨别的真菌

属.从图２可以看出,２批样品中酵母菌属(SacＧ
charomyces)在中后期均占有绝对优势,酵母菌属在

发酵０h时相对丰度均不足１％,但到了２４h相对

丰度分别为９９．２６％和９７．３４％.发酵４８h时,第１
批样品中酵母菌属相对丰度由２４h时的９９．２７％下

降为８２．２７％,此时样品中还包含有２．４％的曲霉菌

属(Aspergillus)、２．１４％的散囊菌纲(EurotiomyceＧ
tes)未知属、５．３％的红菇菌属(Russula)、２．２４％的

革菌科(Thelephoraceae)未知属和１．３６％的红菇科

(Russulaceae)未知属;第２批样品中酵母菌属相对

丰度为９６．８４％,依旧维持在较高水平.２批样品的

检测结果表明,酵母菌属在发酵中后期的真菌群落

中占有极高的比例,是主导发酵过程中样品品质变

化的主要真菌属.
３)种水平聚类分析.采用 R 语言vegan算法

对２批样品中的６个样本进行种水平的聚类分析,

　不同颜色的柱子代表不同的真菌门,柱子的长短代表该真菌

门的相对丰度大小.下图同.ThecolumnsofdifferentcolorsreＧ

presentdifferenteumycota．Thelengthofthepillarsrepresentsthe

relativeabundanceoftheeumycota．Thesameasbelow．

图１　真菌门水平上的相对丰度比较

Fig．１　Comparisonofrelativeabundance
atlevelofphyluminfungi

图２　真菌属水平上的相对丰度比较

Fig．２　Comparisonofrelativeabundance
atlevelofgenusinfungi

统计相对丰度从大到小排名前３０的物种并绘制群

落热图,通过颜色变化分析各样本在种水平上群落

组 成的相似性和差异性,结果见图３.图中颜色梯

４９
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度代表相对丰度的高低,相对丰度较高的属颜色偏

向红色,相对丰度较低的属颜色偏向蓝色.从图３
可以清晰看出,２批样品中１_２４h、１_４８h、２_２４h、

２_４８h这４个样本在种水平上的差异较小、相似性

较高,被聚为一类;１_０h与２_０h这２个样本被聚

为另一类,并与其他４个样本存在巨大差异.表明

０h时样品的真菌群落组成主要受到发酵环境的影

响,２个样本的真菌群落比较相似且复杂多样.而

发酵中后期酿酒酵母大量繁殖,其他真菌的生长受

到抑制,样品的物种多样性和丰富度降低,真菌群落

图３　真菌种水平上的聚类分析热图

Fig．３　Heatmapofclusteranalysisatlevelofspecisinfungi
组成趋向于单一化,所以４个样本高度相似.

４)真菌群落主成分分析.采用 R语言PCA 统

计分析方法,在 OTU 水平上对各样本进行成分相

似性分析,结果见图４.图４中２个样本的空间位

置越接近,可见物种组成相似度越高.PC１在样本

总 OTU中所占比例达到８７．６６％,所以样本点在横

轴的距离很大程度上代表了样本之间的组成差异.

PC２所占比例为１２．１２％,PC１和 PC２的比例总和

超过９９％,所以对二者的分析即可表明各样本整体

组成情况.依据样本点之间的距离归类,６个样本

可以归为２类,１_０h和２_０h横向距离较短可归为

一类,１_２４h、１_４８h、２_２４h和２_４８h空间位置十

分接近被归为另一类.２批样品的 PCA 分析结果

表明,豆粕发酵中后期的样品在真菌组成上具有一

图４　OTU水平上的真菌主成分分析

Fig．４　PrincipalcomponentanalysisoffungiatOTUlevel

定的规律,而且２４h与４８h时的真菌群落结构高

度相似,这与种水平聚类分析结果完全吻合.根据

５９
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６个样本的真菌主要成分,可以把豆粕发酵分为２
个阶段,即０~X h的酿酒酵母生长期和 X~４８h
的酿酒酵母稳定期(０＜X≤２４).结合门水平、属水

平和种水平的分析结果,可见豆粕固态发酵环境比

较适合酿酒酵母生长,酿酒酵母是豆粕发酵体系中

的绝对优势真菌种,在良好的发酵条件下,酿酒酵母

的真实生长曲线符合其理想的生长曲线.

3　讨　论

２０１７年度国内豆粕总消费量在７０００万t以

上[２５],而发酵豆粕的产量不足１００万t,主要原因之

一就是发酵的稳定性和安全性问题,而有害真菌的

侵害往往是导致豆粕不稳定、不安全的主要原因.
随着国家对抗生素滥用的监管力度的加大,发酵饲

料在总饲料中所占的比例将逐步上升.近年来,虽
然发酵豆粕方法和产物特性相关的研究已经屡见不

鲜,但研究人员对发酵过程中真菌群落的变化却关

注极少.测序技术的兴起使得人们对小环境中微生

物群落的组成分析逐渐成为可能,由于高通量测序

技术检测量大、灵敏度高、成本低,能够准确反映出

环境中各种微生物的相对丰度,其已经在土壤、动物

肠道等研究领域得到广泛应用.
本研究利用高通量测序技术探究豆粕发酵过程

中真菌群落的变化,为发酵豆粕的稳定性和安全性

评价提供依据.研究发现发酵０h时,受水、空气、
豆粕原料等所含有的真菌影响,整个发酵环境中真

菌的多样性较高,２批样品中酿酒酵母相对丰度均

不足１％;发酵２４h时２批样品中酿酒酵母的平均

相对丰度达到９８％以上,成为豆粕发酵的主导菌

种,其他能辨别真菌种相对丰度均不足１％;发酵

４８h时,酿酒酵母的相对丰度依旧维持在较高水平,
２批样品中酿酒酵母的相对丰度均值在８９％以上,
虽然第一批样品出现了曲霉菌属和红菇菌属等的干

扰,但考虑到开放式固态发酵的不稳定性,这种干扰

并不影响２个样本的聚类.２批样品检测结果对比

表明,豆粕发酵是一个有规律可循的过程,虽然原料

豆粕、水都未经灭菌处理,发酵环境也相对较为开

放,但酿酒酵母的相对丰度变化趋势与其理想的生

长曲线(不包括衰亡期)大致同步.
豆粕发酵方式为浅盘式,发酵体系具有一定厚

度,所以表面以外的发酵体系呈缺氧状态,而王格

等[１２]的试验发现乳酸菌是豆粕发酵过程中的绝对

优势细菌,它的大量繁殖使整个发酵体系偏向酸性.
这种条件使得大量好氧、不耐酸的真菌无法繁殖,却

为酿酒酵母提供了良好的生长环境.酿酒酵母是全

世界发酵产业广泛应用的安全菌种,它能产生多种

有益代谢产物,改善发酵底物的营养成分,并产生一

些香味物质,可提升发酵豆粕品质[２６].２批样品中

均检测不到黄曲霉菌属和镰刀菌属等有害真菌,表
明发酵豆粕具有较高安全性,可用于禽畜饲料.本

研究与王格等[１２]的研究成果对比可以得出结论:采
用微生物发酵的方式处理豆粕,保证所接的菌种在

发酵中后期占极高的相对丰度,以及整个发酵过程

中无有害真菌和有害细菌干扰,最终得到的产物的

稳定性和安全性较高.
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Analysisofcompositionandchangesoffungalcommunityduring
fermentationofsoybeanmealbasedonhighＧthroughputsequencing

DONGShengqi１　WANGGe１　ZHANGTao２　GEXiangyang１
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Abstract　TorevealthechangesoffungalcommunityduringfermentationofsoybeanmealandproＧ
videbasisforthestabilityandsafetyevaluationoffermentedsoybeanmeal,MiSeqhighＧthroughputseＧ
quencingtechniquewasusedtodetectthefungalcommunitycompositionoftwobatchesoffermented
soybeanmealat０h,２４hand４８h,respectively．TheresultsshowedthatSaccharomyceswastheonly
dominantfungalgenus(≥１％)sharedbytwobatchesoffermentedsoybeanmealat２４hand４８h．The
averagerelativeabundancewaslessthan１％at０h,but９８．３０％at２４hand８９．５６％at４８h．AndnonoxＧ
iousfungiweredetectedinthefermentedsoybeanmeals,whichprovedthatthefermentedsoybeanmeal
hadgoodsafety．Thechangesoffungalcommunityinthetwobatchesoffermentedsoybeanmealwere
similaratthethreetimeＧpoints．TherelativeabundanceofSaccharomycescerevisiaeincreasedcontinuＧ
ouslyfirstly,andthenmaintainedatahighlevel．Duringthefermentationprocess,SaccharomycescereviＧ
siaecontinuouslyconsumedandinactivatedantiＧnutritionalfactorsinsoybeanmeal,andproducedvariＧ
ousbeneficialmetaboliteswhichimprovedthequalityoffermentedsoybeanmeal．

Keywords　soybeanmeal;fungalcommunity;noxiousfungi;fermentation;highＧthroughputseＧ
quencing;qualityofsoybeanmeal;relativeabundance
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