
微生物学通报 Jun. 20, 2025, 52(6): 2733-2754 
Microbiology China CSTR: 32113.14.j.MC.241095 
tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.241095 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn Copyright ©2025 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

资助项目：福建省科技厅农业科技引导性项目(2022N0028)；福建省自然科学基金(2022J011154) 
This work was supported by the Agricultural Science and Technology Guidance Project of Fujian Provincial Department of 
Science and Technology (2022N0028) and the Natural Science Foundation of Fujian Province (2022J011154). 
*Corresponding author. E-mail: 82001018@lyun.edu.cn 
Received: 2024-12-02; Accepted: 2025-01-20; Published online: 2025-02-18 

研究报告 

多组学技术解析客家“红菌豆渣”发酵过程中风味及

物质的转化 

林标声 1,2，黄奕 1，胡冰冰 1，温文英 3，黎英 1，陈小红*1 

1 龙岩学院生命科学学院，福建 龙岩 364012 
2 龙岩学院生物科技与健康产品工程技术研究中心预防兽医学与生物技术福建省高等学校重点实验室， 

福建 龙岩 364012 
3 武平县质量计量检验检测中心，福建 武平 364300 
 

林标声, 黄奕, 胡冰冰, 温文英, 黎英, 陈小红. 多组学技术解析客家“红菌豆渣”发酵过程中风味及物质的转化[J]. 微生

物学通报, 2025, 52(6): 2733-2754. 
LIN Biaosheng, HUANG Yi, HU Bingbing, WEN Wenying, LI Ying, CHEN Xiaohong. Multiomics reveal the flavor and 
compound transformation during the fermentation process of Hakka Hongjundouzha[J]. Microbiology China, 2025, 52(6): 
2733-2754. 

摘  要：【背景】“红菌豆渣”是闽西客家地区特有的一种传统美食。【目的】解析客家传统发酵

食品“红菌豆渣”物质转化、形成具有特殊风味的发酵过程。【方法】分析不同发酵时间“红菌豆渣”
样品的感官特征，采用 GC-MS/MS 广泛靶向代谢组学技术、RNA-Seq 转录组学测序技术和

Label-Free 非标记定量蛋白质组学技术分析不同发酵时间样品的风味物质组成，寻找影响菌株发酵

的主要差异表达基因和蛋白。【结果】不同发酵时间“红菌豆渣”样品共得到风味物质 198 种，主

要包括(E,E)-2,4-癸二烯醛、(E)-2-己烯醛、1-辛醇、奥苷菊环和 2-戊基呋喃等。发酵 d2 是“红菌”
发酵基因转录、表达的主要时期，最多基因参与“红菌豆渣”样品的发酵过程，筛选得到的差异基

因、差异蛋白数量最多，分别为 2 814 个和 415 个。发酵 d3，样品趋于成熟，参与发酵过程的基

因及其转录、表达的蛋白数量最少，分别为 99 个和 43 个。发酵 d2−d3，菌株进行淀粉和糖类的

代谢、氨基酸的合成与脂肪酸的代谢，样品的豆腥味下降，产生了许多具有特殊香气的醇、酮、酯

类物质，使得样品呈现可持续性感知的鲜味(丰富性)和甜味，样品的硬度、剪切力和咀嚼性增加。

发酵 d4，“红菌豆渣”样品开始产生了一些指示食品腐败的油脂和氯环己烷、硝基环己烷等物质，使

得样品开始老化，产品品质开始下降。【结论】本研究通过多组学联用技术，从分子水平上解析

了客家“红菌豆渣”不同发酵时间风味物质的组成及其物质转化的过程，可为提高“红菌豆渣”的发
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酵效率和品质，促进产品实现高值化的精深加工和走向工业化生产奠定基础。 
关键词：红菌豆渣；物质转化；风味物质；转录组学；蛋白质组学 
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Abstract: [Background] Hongjundouzha was a traditional delicacy unique to the Hakka region 
of western Fujian. [Objective] To analyze the compound transformation and special flavor 
formation during the fermentation process of the Hakka traditional fermented food Hongjundouzha. 
[Methods] Analyzedthe sensory characteristics of Hongjundouzha samples collected at different 
time points of fermentation. GC-MS/MS-based widely targeted metabolomics, RNA-Seq-based 
transcriptomics, and Label-Free quantitative proteomics were used to analyze the flavor 
composition of samples and identify the main differentially expressed genes and proteins that 
affect strain fermentation. [Results] A total of 198 flavor compounds were obtained from the 
samples at different time points of fermentation, mainly including (E,E)-2,4-decadienal, 
(E)-2-hexenal, 1-octanol, azulene, and 2-pentylfuran. Day two of fermentation was the main period 
for transcription and expression of genes involved in the fermentation with Neurospora crassa, 
with the most genes involved in the fermentation process of Hongjundouzha samples. The 
number of differentially expressed genes and proteins screened out was the highest (2 814 and 
415, respectively) on this day. On day three of fermentation, the sample tended to become 
mature, and the number of genes and proteins involved in the fermentation process was the 
least, at 99 and 43, respectively. From day two to three, the strain underwent metabolism of 
starch and sugars, synthesis of amino acids, and metabolism of fatty acids, which were 
accompanied by a decrease in the beany smell and the production of alcohols, ketones, and 
esters with special aromas, resulting in a sustainable sense of freshness (richness) and sweetness 
in the sample. At the same time, the hardness, shear strength, and chewiness of the sample 
increased. On day four, the Hongjundouzha sample began to produce some oils indicating food 
spoilage and compounds such as chlorocyclohexane and nitrocyclohexane, causing the sample 
to age and the product quality to decline. [Conclusion] This study utilized multiomics to 
elucidate the composition and transformation of flavor compounds in Hakka Hongjundouzha at 
different time points of fermentation from a molecular level. This can lay a foundation for 
improving the fermentation efficiency and quality of Hongjundouzha, promoting the deep 
processing of value-added products, and moving towards industrial production. 
Keywords: Hongjundouzha; compound transformation; flavor compounds; transcriptomics; 
proteomics 
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“红菌豆渣”是闽西客家地区特有的一种传

统美食，其经豆渣压制、撒菌、发酵而制成，

是一种表面布满有益红色菌毛的口感鲜美、风

味独特、具有鲜明个性的菜肴，富含膳食纤维、

蛋白质和有机酸等营养成分[1]。“红菌豆渣”制作

主要由当地小作坊完成，传统操作是通过将收

集的“菌孢”按经验播撒到预制好的豆渣表面，

3−4 d 就发酵完成；由于各家所用菌株质量、接

种量不一，造成了“红菌豆渣”在外观、口感、

豆腥异味去除等方面存在较大的差别，成为其

走向工业化生产的限制因素。因而，将“红菌豆

渣”发酵主要菌株进行工业化培养，按统一标准

进行接种、发酵，是提升其发酵性能、拓宽产

业发展道路的良好途径。以往豆渣发酵的研究

主要集中在菌株分离、营养成分的分析、工艺

优化等方面[2-3]，多为形态、生理特性等指标测

定，缺乏从分子水平上的深入分析，而随着现

代生物学技术的进步，能通过多分子层次系统

全面了解生物体内多种分子相互作用的多组学

联用技术，成为了近年来从分子水平上对物质

进行系统水平分析的研究热点[4-5]。 
本研究前期已从“红菌豆渣”中分离得到其主

要的发酵菌株粗糙脉孢菌 (Neurospora crassa, 
CGMCC3.19233)，并从其基因组中探究得到大量

的纤维酶基因，该基因的转录、表达及代谢在

纤维构成为主的豆渣发酵及物质成分的转化中

起着至关重要的作用[6-7]。因此，本研究结合不

同发酵时间“红菌豆渣”样品的感官特征分析，

采用 GC-MS/MS 广泛靶向代谢组学技术，分析

了不同发酵时间样品的风味物质组成，并进行

了样品 RNA-Seq 转录组学测序、Label-Free 非

标记定量蛋白质组学测序及结果关联分析，以

期获得不同发酵时间菌株发酵的主要差异表

达基因和蛋白，从分子水平上解析“红菌豆渣”
不同发酵时间风味物质组成及物质转化的过

程，为提高“红菌豆渣”发酵转化效率提供理论

研究基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

“红菌豆渣”：采用龙岩学院生命科学学院微

生物发酵科研室前期分离的 Neurospora crassa 
(CGMCC3.19233)[6]菌株纯种发酵而成。 

1.2  主要试剂和仪器 
SDT 裂解液：4%十二烷基硫酸钠，100 mmol/L 

Tris-HCl pH 7.6，0.1 mol/L 二硫苏糖醇。 
扫描电镜，日立公司；质构仪，北京盈盛

恒泰科技有限责任公司；电子舌味觉分析系统，

Insent 公司；Agilent 生物分析仪、GC-MS/MS
气相色谱-质谱联用仪，安捷伦科技有限公司；

凝胶成像系统，上海天能科技有限公司；

NanoDrop 微量核酸测定仪、超高效液相仪和高

分辨质谱仪，赛默飞世尔科技有限公司；荧光

定量 PCR 仪，应用生物系统公司；Real time PCR
试剂盒，南京诺唯赞生物科技股份有限公司。 

1.3  不同发酵时间“红菌豆渣”样品感

官特征分析 
市场购买新鲜豆渣，按 0.1%接种量将

Neurospora crassa 菌株接种至炒熟冷却至 40 ℃
的豆渣中，在竹簸箕上压紧，28 ℃、75%湿度

的光照培养箱中发酵 1、2、3、4 d (标记为发酵

d1−d4)。观察不同时间样品的外观特性(同时以

未接菌样品为对照)，收集表层，通过扫描电镜

观察菌丝体的生长情况；通过 GB 29946—2013
《食品添加剂纤维素》、硫酸-蒽酮法和 GB 
5009.5—2016《食品中蛋白质的测定》分别测

定样品的主要物质成分纤维、总糖和蛋白[8-10]，

并采用 GB 5009.3—2016《食品中水分的测定》

测定样品水分[11]；通过质构仪测定样品的硬度、

剪切力和咀嚼性，并以市场购买的当天制作的

水豆腐和豆干(八宝豆干，河南世通食品有限公

司产)为对照，分析各样品的物理特性；采用电

子舌味觉分析系统对样品进行 5 种基本味(酸、

涩、苦、咸、鲜)和甜味的评价，并分析样品中

含有的可持续性感知的鲜味，即丰富性[12]。上
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述感官特征分析最终统计的数据均为不同发酵

时间“红菌豆渣” 3 个批次样品测定均值。 
1.4  不同发酵时间“红菌豆渣”样品风

味物质组成分析 
采用 GC-MS/MS 广泛靶向代谢组学方法分

析不同时间样品风味物质组成。从−80 ℃取出

发酵 d1−d4 的样品各 3 份进行液氮研磨(同时以

未接菌样品为对照，标记为 d0)，混匀后各称取

0.2 g 于顶空瓶中。分别加入 0.2 g NaCl、10 μL
内标(2,2,4,4-四氘代-3-己酮)溶液于顶空瓶中，

加盖密封。全自动顶空固相微萃取(headspace 
solid-phase microextraction, HS-SPME)进行样

本萃取，再采用 GC-MS/MS 气质联用分析所萃

取的不同时间样品风味物质组成及差异[13]。气相

色谱分析条件： DB-5MS 毛细管柱 (30 m×    
0.25 mm×0.25 μm)，以高纯氦气(≥99.999%)为载

体，恒流流速 1.2 mL/min，便携式氢火焰离子

化检测器检测。进样口温度 250 °C，溶剂延迟

3.5 min。程序升温：40 ℃保持 3.5 min，以

10 ℃/min 升至 100 ℃，再以 7 ℃/min 升至

180 ℃，最后以 25 ℃/min 升至 280 ℃，保持    
5 min。质谱分析条件：电子轰击离子源，离子

源温度 230 ℃，四级杆温度 150 ℃，质谱接口

温度 280 ℃，电子能量 70 eV，扫描方式为离子

检测模式(selected ion monitoring, SIM)，定性定量

离子精准扫描(GB 23200.8—2016)[14]。 
采用 MassHunter 软件处理质谱分析后的下

机原始数据，通过积分和校正后的数据用于定性

定量分析。采用主成分分析(principal component 
analysis, PCA)和正交偏最小二乘法判别分析
(orthogonal partial least squares-discriminant 
analysis, OPLS-DA)了解各组样品之间的代谢

物质含量差异和组内样品之间的变异度大小，

以 P<0.05 且变量重要性投影(variable importance 
in projection, VIP)>1 为差异显著的筛选标准[15]。

对应用筛选标准鉴定得到的差异代谢物质(风
味物质 )的原始相对含量采用单位方差缩放

(unit variance scaling, UV)处理，通过 R 软件

ComplexHeatmap 包绘制热图，分析各组风味物

质相对含量的变化规律[16]。 
1.5  不同发酵时间“红菌豆渣”样品有

参转录组学分析 
取“红菌豆渣”发酵 d1−d4 样品各 3 份，分

别提取各样本总 RNA，通过 NanoDrop 微量核

酸测定仪和 Agilent 生物分析仪检测各样本

RNA 的纯度(OD260/OD280, OD260/OD230)及 RNA
片段长度，检验合格后送至北京奥维森基因科

技有限公司采用 Illumina HiSeq 4000 高通量测

序平台进行有参转录组测序，所得的测序数据

经过滤、Trimmomatic 软件(v0.33)去除带有测序

接头及一些低质量的 Reads，通过 TopHat 2、
Cufflinks v2.1.1 软件对所获得的优质序列进行

比对、组装，再进行 RNA-Seq 相关性检查。根

据基因表达水平分析中得到的 read count 数据进

行基因差异表达分析，使用 DESeq1.10.1 进行差

异表达分析[17]。所得差异表达分析结果 P value
使用 Benjamini-Hochberg 方法控制错误发生率

(false discovery rate, FDR)，差异基因筛选的标

准为：Q value<0.05[18]。 
1.6  不同发酵时间 “红菌豆渣 ”样品

Label-Free 相对定量蛋白质组学分析 
采用 SDT 裂解法提取发酵 d1−d4 样品各 3 份

的总蛋白，用二辛可宁酸 (bicinchoninic acid, 
BCA)法进行蛋白定量 [19]。每组样品取适量蛋

白，按过滤辅助样品制备进行蛋白酶酶解，采

用 C18 Cartridge 对酶解肽段进行脱盐，冻干后加

入 40 μL 0.1%甲酸溶液复溶，肽段定量(OD280)。
每份样品采用纳升流速的超高效液相仪液相系

统 EASY-nLC 进行分离，缓冲液 A 液为 0.1%
甲酸水溶液，B 液为 0.1%甲酸乙腈水溶液(乙腈

为 84%)。色谱柱以 95% A 液平衡，样品由自动

进样器上样到上样柱(Thermo Scientific Acclaim 
PepMap100, 100 μm×2 cm, nanoViper C18)，经

过分析柱(ThermoScientific EASY column, 10 cm, 
ID 75 μm, 3 μm, C18-A2)分离，流速为 300 nL/min。
各组样品经色谱分离后进行质谱分析，检测方
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式为正离子，离子源电压 1 800 V，母离子扫描

范围为 300–1 800 m/z，一级分辨率为 70 000 at 
200 m/z，二级分辨率为 17 500 at 200 m/z，通过

高能碰撞解离(high energy collision dissociation, 
HCD)进行碎裂，归一化碰撞能量值 30 eV[20]。 

质谱分析获得原始数据采用 MaxQuan 
(v1.5.3.17)软件进行查库鉴定及定量分析[21]。首

先对各组目标蛋白集合的定量信息数据进行归

一化处理，再使用 MaxQuant (v1.5.3.17)软件将

获得的原始数据与 Neurospora crassa 蛋白质

UniProtKB 数据库(www.uniprot.org)进行比对

分析。参数设置为：酶类型 trypsin，允许的最

大漏切位点数目 2，一级离子质量容差 6 mg/L，

二 级 离 子 质 量 容 差 20 ppm ， 固 定 修 饰

carbamidomethyl，可变修饰 oxidation，可信蛋

白质和可信肽段的筛选标准≤0.01，采用唯一肽

段和 razor 肽段的定量强度值进行蛋白质定量，

蛋白质定量的计算方法采用非标记定量法

(label-free quantification, LFQ)，允许最大漏切

数 1。以 Q<0.05 为标准对所获得的各组样品差

异蛋白采用 Perseus 软件进行筛选[22]，并利用

David 软件[23]对所获得的各组差异蛋白靶基因

进行 GO、KEGG 功能注释和富集分析，以

P<0.05 为 GO 条目和 KEGG 的显著富集[24]。 
1.7  不同发酵时间“红菌豆渣”样品的

转录组学、蛋白组学关联分析 
将发酵 d1−d4 的样品在转录、蛋白水平中

测得的基因和蛋白序列进行比对，以蛋白序列作

为数据库，筛选相似度≥99.5%的结果；通过 R
语言的 dplyr、ggplot2、ggrepel 包绘制九象限图。

基于九象限分析结果，筛选出各个比较组中同时

上调和同时下调的基因 / 蛋白 [ 筛选条件：      
Q value_RNA<0.05，P value_protein<0.05，log2 FC 
(protein)的绝对值>1，且 log2 FC (RNA)和   
log2 FC (protein)同正或同负][25]，基于 R 语言的

cor 函数进行 spearman 相关性分析，得到相关性

r 值，并进行 GO 和 KEGG 注释分析。GO 和

KEGG 柱状图通过 R 语言的 ggplot2 包进行绘

制，绘制转录组跟蛋白组共有通路 KEGG 图[26]。 
1.8  共有差异表达基因和蛋白的RT-qPCR
验证 

对筛选得到的不同发酵时间 d2 vs. d1、d3 vs. 
d2、d4 vs. d3 这 3 个具有相同表达模式的共有

差异表达基因和蛋白进行 RT-qPCR 表达分析验

证试验[27]。筛选得到的基因引物序列采用 Primer 
Premier 5.0 软件进行设计，并使用广泛通用的

基因数据库(UniGene)作为参考。对检验合格的

各组总 RNA 样品按照 Real time PCR 试剂盒说

明书进行 cDNA 的合成。RT-qPCR 反应体系和反

应条件按 Lin[28]的方法进行，以 18S rRNA 基因

为内参基因，按 2–ΔΔCt法计算基因的相对表达量。 

2  结果与分析 
2.1  不同发酵时间“红菌豆渣”样品感

官分析结果 
“红菌豆渣”发酵 d1−d4 样品和未接菌样品

(d0)的外观形状及扫描电镜图如图 1 所示，未接

菌发酵 d0 样品表面灰白色，无菌丝生长；发酵

d1 样品表面开始出现红点，电镜下菌丝开始生

长；发酵 d2、d3 样品，菌丝体生长最旺盛，橙

黄色菌丝长满样品表面，电镜下菌丝致密、粗

壮；发酵 d4 样品出现皲裂，电镜下部分菌丝老

化坍塌、扭曲现象明显。不同发酵时间样品的

主要物质成分变化如图 2A 所示，硬度、剪切

力和咀嚼性等产品特性如图 2B 所示。豆渣的主

要物质成分为纤维、总糖和蛋白，未接菌发酵

d0 时，样品的纤维和总糖含量较高，但松散、

不成型，无法用质构仪进行测定。接菌以后，

随着菌株的生长，其分泌的菌丝将样品固定成

型，可通过质构仪测定不同时间样品的硬度、

剪切力和咀嚼性。“红菌” Neurospora crassa 为

优良的纤维素分解菌，具有较强的纤维分解能

力[29]，但其蛋白酶分解能力较弱。因此，随着

发酵时间的延长，Neurospora crass 产生大量纤

维酶将样品中的纤维、总糖分解，特别是发酵

d2、d3 样品菌丝大量生长，样品的纤维含量明 
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图 1  不同发酵时间“红菌豆渣”样品的外观形态及菌丝扫描电镜图(500×)   A–E：分别为发酵 d0−d4
样品；F–J：发酵 d0−d4 样品的菌丝扫描电镜图。 
Figure 1  Appearance morphology and mycelium scanning electron microscopy image of Hongjundouzha 
samples at different fermentation times (500×). A–E: Samples from fermentation d0 to d4, respectively; F–J: 
Scanning electron microscopy images of mycelium of fermented d0−d4 samples. 
 
显下降；但蛋白分解较少，其相对含量呈上升

趋势。图中发酵 d2 样品各物质成分的变化尤为

明显，为“红菌豆渣”样品物质转化的关键时间。

随着发酵时间的延长，样品中水分含量下降，

菌丝在样品中生长更加致密，样品中的硬度、

剪切力和咀嚼性增加，并且变化规律一致；样

品的硬度介于市场上购买的水豆腐和豆干之

间。不同发酵时间样品电子舌味觉分析系统结

果如图 3 所示，以 d0 为参照换算不同发酵时间

样品的绝对输出值绘制雷达图，结果表明，随

着发酵时间的延长，酸味一直增长，鲜味、丰富

性和甜味均是一直增长最后略微下降，苦味、苦

味回味、涩味、涩味回味、咸味均是先降低再

逐渐增大；其中发酵 d2 时，样品的鲜味值绝对

输出值最高，为样品主要的呈味物质，同时期

其样品的苦味、涩味、咸味也最少。发酵 d3 时，

样品的丰富性、甜味最高，但鲜味比发酵 d2 时

略微下降，苦味、涩味、咸味开始上升。 

2.2  不同发酵时间“红菌豆渣”样品风

味物质的组成及变化分析 
GC-MS/MS 广泛靶向代谢组分析表明，不

同发酵时间样品共得到风味物质 198 个，其中

醛 9 个、醇 10 个、酯 19 个、芳烃 15 个、杂环

化合物 26 个、酮 24 个、含硫化合物 3 个、卤代 
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图 2  不同发酵时间“红菌豆渣”样品的主要物质成分、水分(A)及物理特性(B)的变化 
Figure 2  Changes in main material components, moisture content (A), and physical property (B) of 
Hongjundouzha samples at different fermentation times. 
 

 
 
图 3  不同发酵时间“红菌豆渣”样品的电子舌雷达图 
Figure 3  Electronic tongue radar chart of Hongjundouzha samples at different fermentation times. 
 
烃 3 个、酸 4 个、含氮化合物 3 个、烃类 60 个、

萜类 12 个、胺类 6 个、酚 2 个和其他类 2 个。

为了研究各代谢物质在不同分组中的相对含量

变化趋势，将所有比较组中按照筛选标准鉴定

得到全部差异风味物质的相对含量进行 UV 处

理，随后进行 K 均值(K-means)聚类分析[30]，如

图 4 所示。 
PCA 和 OPLS-DA 分析表明(图 5)，发酵后

的样品其风味物质组成与发酵前差异较大，无

法聚类在一起；总体上，发酵 d1 和 d2、发酵

d3 和 d4 样品的物质能部分聚类在一起，具有

一定的相似性。不同发酵时间“红菌豆渣”样品 
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图 4  不同发酵时间“红菌豆渣”样品风味物质的 K-means 分析图 
Figure 4  K-means analysis of flavor substances in samples of Hongjundouzha at different fermentation times. 
 
主要测定的差异显著性风味物质按 VIP 值大小

排列，前 20 的统计信息如表 1 所示、绘制的热

图如图 6 所示。 
综上所得，相较于未接菌的样品(d0)，随着

发酵时间的延长，样品中主要豆腥味物质

(E,E)-2,4-癸二烯醛、(E)-2-己烯醛、2-戊基呋喃

和正壬醛，与一些具有刺激性气味的物质如 3-巯
基己醇、二烯丙基二硫化物、氯环己烷和硝基

环己烷等含量均显著下降，而一些具有特殊香

气的醇、酮、酯类物质，如 1-辛醇、奥苷菊环、

3-(羟甲基)-2-壬酮、2,3-己二酮、1-辛烯-3-醇、月

桂酸甲酯、2-甲基-2-癸烯、2-乙基己基草酸戊

酯、丁酸乙酯、辛酸甲酯、1-庚醇和十一碳烯

酸等含量显著上升(部分物质因菌丝老化 d4 含

量有所下降)[31-32]，成为了构成“红菌豆渣”样品

风味的关键物质。 
2.3  不同发酵时间“红菌豆渣”样品差

异基因及蛋白的数量 
如图 7 所示，通过设定标准 d2 vs. d1 期筛

选得到的差异基因、差异蛋白数量最多，分别 
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图 5  不同发酵时间“红菌豆渣”样品 PCA (A)和 OPLS-DA (B)分析图 
Figure 5  PCA (A) and OPLS-DA (B) analysis of samples from Hongjundouzha at different fermentation 
times. 
 
为 2 814 个和 415 个；d3 vs.d2 期筛选得到的数

量最少，分别为 99 个和 43 个。结果表明，d2
是“红菌”发酵基因转录、表达的主要时期，最

多基因参与“红菌豆渣”样品的发酵过程；d2−d3
发酵趋于稳定，参与发酵过程的基因及其及转

录、表达的蛋白数量最少；d3−d4 由于菌丝体

老化，在逆境条件下有部分基因参与了相应的

发酵代谢过程，差异基因及其转录、表达的蛋

白数量有所增加。 
2.4  不同发酵时间“红菌豆渣”样品的

差异基因及蛋白的关联分析 
各样品鉴定出的蛋白质表达水平和结果如

图 8、表 2 所示。d2 vs. d1、d3 vs. d2、d4 vs. d3
不同时期差异表达蛋白与其对应基因相关性系

数分别为 0.532 4、0.204 5 和 0.474 5，关联到

差异表达蛋白与 mRNA 表达量变化趋势一致的

基因数量分别是 474、3 和 74 个，即差异表达

蛋白在转录、翻译水平不被调控的基因数；变

化趋势相反的基因数为 76、3 和 33 个，即差异

表达蛋白在转录、翻译水平被调控的基因数。

通过关联分析，发现一些可能与“红菌豆渣”纤
维分解、脂肪、氨基酸合成相关的靶标蛋白(表 3)，
如 d2 vs. d1、d3 vs. d2 时期上调表达的糖苷水

解酶家族 5 蛋白(glycoside hydrolase family 5 
protein)、几丁质酶(chitinase)、脂肪酶(lipase)、
L-天冬酰胺酶 (L-asparaginase)、精氨酸转运蛋

白(arginine transporter)等，表明随着发酵时间

的延长，发酵菌株 Neurospora crassa 纤维分解，

脂肪、氨基酸合成的基因表达越来越活跃。同

时在 d4 vs. d3 时期还发现了溶血磷脂酶

(lysophospholipase)表达上调，提示其可能参与

了溶血磷脂酰胆碱(18:1)代谢生成与食品腐败

相关的油脂[33]。 
2.5  变化趋势一致的共有差异表达基

因和蛋白生物信息学分析 
2.5.1  GO 功能注释 

对关联到的蛋白和 mRNA 表达趋势相同

的共有差异表达基因和蛋白进行 GO 功能显

著性富集分析，用以分析共有差异表达基因

行使的主要功能。如图 9 所示，d2 vs. d1 组中，

在生物过程 (biologicalprocess)中主要表现为

小分子代谢过程 (small molecule metabolic 
process)，细胞组分(cellularcomponent)为细胞

质(cytoplasm)，分子功能(molecularfunction)为
分子功能(molecularfunction)和催化活性(catalytic 
activity)。表明 d2 vs. d1 时期基因主要在细胞质 
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表 1  不同发酵时间“红菌豆渣”样品的主要测定的风味物质信息统计 
Table 1  Statistics of main flavor substance information determined in samples of Hongjundouzha at 
different fermentation times 
序号 
Serial 
number 

物质名称 
Material name 

物质一级分类 
Primary classification 
of substances 

VIP P 子类 
Sub 
class 

风味描述 
Flavor description 

1 (E,E)-2,4-癸二烯醛 
(E,E)-2,4-decadienal 

醛 
Aldehyde 

1.61 1.83×10–11 Ⅱ 豆腥味、柑橘味 
Bean flavor, citrus flavor 

2 (E)-2-己烯醛 
(E)-2-hexenal 

醛 
Aldehyde 

1.61 8.77×10–8 Ⅱ 豆腥味、草莓味 
Bean flavor, strawberry flavor 

3 1-辛醇 
1-octanol 

醇 
Acohol 

1.60 3.91×10–11 Ⅲ 柑橘香味 
Citrus aroma 

4 奥苷菊环 
Azulene 

芳烃 
Aromatics 

1.59 4.23×10–11 Ⅳ 萘相似的特殊香气 
The special aroma similar to 
naphthalene 

5 2-戊基呋喃 
2-pentylfuran 

杂环化合物 
Heterocyclic compound 

1.59 9.86×10–10 Ⅷ 豆腥味 
Bean like odor 

6 3-(羟甲基)-2-壬酮 
3-(hydroxymethyl)-2-nonone 

酮 
Ketone 

1.55 3.83×10–2 Ⅲ 水果、花、油脂和药草香气 
The aroma of fruits, flowers, oils, 
and herbs 

7 正壬醛 
Nonanal 

醛 
Aldehyde 

1.55 2.79×10–9 Ⅹ 豆腥味、玫瑰香味 
Bean flavor, rose fragrance 

8 3-巯基己醇 
3-mercaptohexanol 

含硫化合物 
Sulfur compounds 

1.55 2.46×10–11 Ⅱ 强烈的臭味 
Strong odor 

9 2,3-己二酮 
2,3-hexanedione 

酮 
Ketone 

1.55 3.83×10–2 Ⅲ 具有甜的奶油、焦糖、水果气味 
Has a sweet aroma of cream, 
caramel, and fruit 

10 二烯丙基二硫化物 
Diallyl disulphide 

含硫化合物 
Sulfur compounds 

1.54 3.64×10–7 Ⅱ 强烈的洋葱味 
Strong onion flavor 

11 1-辛烯-3-醇 
1-octen-3-ol 

醇 
Acohol 

1.54 6.46×10–11 Ⅰ 草本味、泥土味 
Herbal and earthy 

12 月桂酸甲酯 
Methyl laurate 

酯 
Ester 

1.53 3.37×10–5 Ⅲ 花香、奶油、椰子、蘑菇香气 
Floral, creamy, coconut, and 
mushroom aromas 

13 2-甲基-2-癸烯 
2-methyl-2-decene 

芳烃 
Aromatics 

1.53 2.08×10–10 Ⅳ 柑橘味 
Citrus flavor 

14 2-乙基己基草酸戊酯 
2-ethylhexyl oxalate amyl ester 

酯 
Ester 

1.53 2.07×10–8 Ⅳ 茶香味 
Tea aroma 

15 丁酸乙酯 
Ethyl butyrate 

酯 
Ester 

1.51 3.36×10–5 Ⅲ 凤梨、玫瑰香气 
Pineapple and rose aromas 

16 辛酸甲酯 
Methyl octanoate 

酯 
Ester 

1.50 2.97×10–8 Ⅲ 甜橙味 
Sweet orange flavor 

17 1-庚醇 
1-heptanol 

醇 
Acohol 

1.50 9.35×10–9 Ⅳ 草莓、香蕉、蘑菇香味 
Strawberry, banana, mushroom 
fragrance 

18 氯环己烷 
3-mercaptohexanol 

卤代烃 
Halogenated 
hydrocarbons 

1.50 1.82×10–5 Ⅷ 类似氯仿窒息性气味 
Similar to the suffocating odor of 
chloroform 

19 十一碳烯酸 
Undecylenic acid 

酸 
Acid 

1.48 1.06×10–4 Ⅲ 水果和玫瑰花香 
Fruit and rose fragrance 

20 硝基环己烷 
Nitro-cyclohexane 

含氮化合物 
Nitrogen compounds 

1.48 4.29×10–12 Ⅷ 刺激性气味 
Pungent smell 
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图 6  不同发酵时间“红菌豆渣”样品差异显著性风味物质的热图分析 
Figure 6  Heat map analysis of flavor compounds with significant differences in samples of Hongjundouzha 
at different fermentation times. 
 

 
 
图 7  不同发酵时间“红菌豆渣”样品差异基因(A)、蛋白(B)的统计 
Figure 7  Statistical analysis of differentially expressed genes (A) and proteins (B) in samples of 
Hongjundouzha at different fermentation times. 
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图 8  差异表达蛋白与其对应基因相关性的九象限图   A：d2 vs. d1；B：d3 vs. d2；C：d4 vs. d3。图

中从上至下、从左往右依次为 1−6 区域，红点表示 3、4 区域中的 Q value_RNA<0.05、P value_protein<0.05
的点；绿点表示 1、2、5、6 区域 Q value_RNA<0.05、P value_protein<0.05，且 log2 FC (protein)绝对值>1
的点；灰色的是各个区域 Q value_RNA>0.05、P value_protein>0.05，且 log2 FC (protein)绝对值<1 的点。 
Figure 8  Nine quadrant diagram of the correlation between differentially expressed proteins and their 
corresponding genes. A: d2 vs. d1; B: d3 vs. d2; C: d4 vs. d3. In the figure, from top to bottom and from left 
to right, there are regions 1−6. The red dots represent the points in regions 3 and 4 where Q value_RNA<0.05 and 
P value_protein<0.05 are located; Green dots indicate points in regions 1, 2, 5, and 6 where Q value_RNA<0.05, 
P value_protein<0.05, and log2 FC (protein) absolute value>1; The gray areas are the points where Q 
value_RNA>0.05, P value_protein>0.05, and log2 FC (protein) absolute value<1 in each region. 
 
表 2  差异表达蛋白与 mRNA 表达量变化关系 
Table 2  Relationship between differentially expressed proteins and changes in mRNA expression levels 
组别 
Group 

趋势相同 
Expression_Cor_same (per) 

趋势相反 
Expression_Cor_diff (per) 

均上调 Up-regulated 均下调 Down-regulated 小计 Subtotal 
d2 vs. d1 170 304 474 76 
d3 vs. d2 0 3 3 3 
d4 vs. d3 59 15 74 33 

 
中参与了氨基酸、糖类、脂类等小分子物质合

成、分解和转化的各种代谢活动，菌体的代谢

活动主要在于维持自身的能量代谢，对于样品

豆渣的物质转化活动较少。d3 vs. d2 组中，生

物过程(biologicalprocess)主要表现为碳水化合

物代谢过程(carbohydrate metabolic process)，(分
子功能 molecularfunction)为水解酶活性，水解

O-糖基化合物(hydrolase activity、hydrolyzing 
O-glycosyl compounds)、水解酶活性，作用于糖

基键(hydrolase activity、acting on glycosyl bonds)
和多糖结合(polysaccharide binding)，表明 d3 vs. 

d2 时期与总糖、纤维代谢相关基因功能活性

明显增强，菌体开始大量参与样品豆渣的纤

维分解的物质转化活动。d4 vs. d3 组中，生

物过程(biologicalprocess)主要表现为代谢过程

(metabolic process)，分子功能(molecularfunction)
为催化活性(catalytic activity)、β-葡萄糖苷酶活

性(beta-glucosidase activity)和 L-氨基酸氧化酶

活性(L-amino-acid oxidase activity)，表明 d4 vs. 
d3 时期与葡萄糖、氨基酸代谢相关基因功能活

性增强，菌体利用葡萄糖参与了各种代谢活动，

并促进了氨基酸的合成。总之，随着发酵时间 
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表 3  鉴定出的表达量变化趋势一致或相反的共有差异表达基因和蛋白 
Table 3  Identified differentially expressed genes and proteins with consistent or opposite trends in 
expression levels 
组别 
Group 

蛋白编号 
Accession No. 

Protein name  蛋白变化 
倍数(log2 fold 
change) 
The fold change 
of protein (log2 
fold change) 

Up/ 
down 

基因编号 
Gene No.  

基因差异 
倍数(log2 
fold change) 
The fold 
change of 
gene (log2 
fold change) 

Up/ 
down 

Correlation 
(P<0.05) 

d2 vs. 
d1 

Q6MGI3 Glycoside hydrolase 
family 5 protein 

9.51 Up NCU00762 2.87 Up Yes 

Q7S062 Chitinase 7.84 Up NCU03209 0.73 Up Yes 
Q7S324 1,3-beta glucanase 7.84 Up NCU04947 6.13 Up Yes 
V5IKV9 NADP-dependent 

alcohol dehydrogenase 
C, variant 

6.25 Up NCU04823 3.68 Up Yes 

A0A0B0DXQ7 Glycoside hydrolase 
family 64 protein 

5.19 Up NCU06505 6.08 Up Yes 

d3 vs. 
d2 

Q7S5Y2 L-asparaginase 4.58 Up NCU09635 0.53 Up Yes 
Q7S6E3 Lipase 4.50 Up NCU17267 0.98 Up Yes 
V5INL1 Bric-a-Brac, Tramtrack, 

Broad-complex (BTB) 
domain-containing 
protein 

–4.43 down NCU08847 0.088 Up Yes 

Q8WZU5 Chromatin 
modification-related 
protein 

4.22 Up NCU00070 0.288 Up Yes 

Q7S8G5 Arginine transporter 4.00 Up NCU07108 0.37 Up Yes 
d4 vs. 
d3 

Q7S0U1 Flavin adenine 
dinucleotide 
(FAD)-binding 
pyrroline-5-carboxylate 
dehydrogenase 
(PCMH)-type 
domain-containing 
protein 

3.96 Up NCU02926 0.26 Up Yes 

Q7S1C3 Aminotransferase class 
V domain-containing 
protein 

2.84 Up NCU02777 0.87 Up Yes 

Q7SET0 Non-anchored cell wall 
protein 5 

2.65 Up NCU00716 0.907 Up Yes 

Q8WZU5 Chromatin modification- 
related protein 

–2.40 down NCU03461 0.22 Up Yes 

Q7SA89 Lysophospholipase 2.35 Up NCU07325 0.37 Up Yes 
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图 9  变化趋势一致的共有差异表达基因和蛋白 GO 注释 
Figure 9  GO annotation of common differentially expressed genes and proteins with consistent trends of 
change. A: d2 vs. d1. B: d3 vs. d2. ER: Endoplasmic reticulum. C: d4 vs. d3.  
 
的延长，“红菌” Neurospora crassa 增强了机体

内的代谢活动，提升各种酶的活性，促进了纤

维分解，脂肪、氨基酸合成的能力。 
2.5.2  KEGG pathway 注释 

对关联到的蛋白和 mRNA 表达趋势相同的

共有差异表达基因和蛋白输入 KEGG 数据库，

进行 Pathway 富集分析，每个时期选取富集到

的前 10 条代谢通路用以分析共有差异蛋白质

参与的主要生化代谢途径和信号转导途径，如

图 10 所示。d2 vs. d1 组，关联到的主要代谢通

路均为代谢途径(metabolic pathways)、碳代谢

(carbon metabolites)和淀粉和糖代谢(starch and 
sucrose metabolism)；d3 vs. d2 组为氨基酸合成

(biosynthesis of amino acids) 、 代 谢 途 径

(metabolic pathways)和脂肪酸代谢 (fatty acid 
metabolism)；d4 vs. d3 组为代谢途径(metabolic 
pathways) 、 次 级 代 谢 途 径 (biosynthesis of 
secondary metabolites)和氨基酸合成(biosynthesis 
of amino acids)。结果表明，随着发酵时间的延

长，“红菌” Neurospora crassa 增强了机体内的

代谢活动，与纤维分解，脂肪、氨基酸合成的

代谢途径增加。 
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图 10  变化趋势一致的共有差异表达基因和蛋白 KEGG pathway 注释 
Figure 10  KEGG pathway annotation of common differentially expressed genes and proteins with consistent 
trends of change. A: d2 vs. d1. B: d3 vs. d2. C: d4 vs. d3. 
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2.6  共有差异表达基因和蛋白功能方

面关联分析 
有些共有差异表达基因和蛋白虽然在定量

上没有被关联，但它们可能同时参与某条

Pathway 通路，从而使该条通路发生变化。因此

利用 KEGG 数据库对转录组和蛋白组数据同时

进行 Pathway 注释，把这些共有差异表达基因和

蛋白进行功能关联，能从生物学代谢通路的角度

进一步说明蛋白组和转录组富集关联情况[34]。

功能方面关联到的代谢通路中涉及的差异蛋白

直接或间接参与“红菌” Neurospora crassa 分解

原料豆渣物质转化的过程，基因与蛋白共同参

与数最多的前 10 个通路结果如图 11 所示。结

果表明，与变化趋势一致的共有差异表达基因

和蛋白 KEGG pathway 注释相比，按功能关联

的 KEGG pathway 注释结果具有一致性，表明

d2 vs. d1 时期基因及其表达的蛋白主要参与了

淀粉和糖类的代谢；d3 vs. d2 时期主要进行氨

基酸的合成和脂肪酸的代谢；d4 vs. d3 时期主

要为次级代谢产物及部分氨基酸的合成。 
2.7  共有差异表达基因和蛋白的RT-qPCR
验证结果 

为了验证转录组和蛋白质组关联分析结果

的可信度，分别对 d2 vs. d1、d3 vs. d2、d4 vs. d3 
3 个具有相同表达模式的共有差异表达基因和蛋

白进行了 RT-qPCR 表达分析验证试验，如图 12
所示。3 组差异表达基因和蛋白的 RT-qPCR 变

化趋势的表达模式与其 RNA-Seq 和 iTRAQ 结

果一致，表明所筛选得到的差异表达基因和蛋

白较为可靠，转录组和蛋白质组关联性较好。 

3  讨论 
本文研究了不同发酵时间“红菌豆渣”样品

的感官特征，采用 GC-MS/MS 广泛靶向代谢组

学技术分析了样品风味物质的组成及变化，结

果表明，随着发酵时间的延长，橙黄色菌丝慢

慢长满样品表面，将样品中主要物质成分纤维、

总糖、蛋白分解，转化生成了脂肪、氨基酸等

物质，样品中主要豆腥味物质与一些具有刺激

性气味的物质含量显著下降，而一些具有特殊

香气的醇、酮、酯类物质含量显著上升，使得

样品的苦味、涩味降低，鲜味、丰富性和甜味

得到明显的提升，特别是使得鲜味成为了样品

的主要呈味物质，这也是千百年来“红菌豆渣”
在闽西地区当作味精用于食品提鲜的原因[35]。

研究发现，发酵 d2 是样品物质转化的关键时

间，样品鲜味值绝对输出值最高；发酵 d3，样

品菌丝橙红，逐渐趋于成熟，丰富性、甜味最

高；发酵 d4，样品菌丝开始老化，苦味、涩味、

咸味增多。此外，本研究还发现，随着发酵时

间的延长，菌丝生长逐渐致密、粗壮，水分丢

失，样品的硬度、剪切力和咀嚼性增加；样品

硬度适中，介于水豆腐和豆干之间，使得“红菌

豆渣”目前在实际生活中大多数采用发酵 d2−d3
产品进行切片煎炒的方式进行烹饪。 

“红菌豆渣”发酵菌株 Neurospora crassa 含

有丰富的酶系，如纤维素酶、蛋白酶等[36-37]，

菌株良好的生长条件(如温度、湿度)与其产酶效

率密切相关，各类酶系通过参与各种代谢过程

调控“红菌豆渣”产品的物质转化并影响、形成

特定的风味物质。通过转录组学和蛋白质组学

关联分析可以深入了解发酵菌株行使功能时其

mRNA 表达和蛋白表达的内在联系，揭示基因

表达的转录后调控状态，寻找获得更多的关键

基因和蛋白，进而从分子水平上解析“红菌豆

渣”不同发酵时间风味物质组成及物质转化的

过程。本研究结果表明 d2 vs. d1、d3 vs. d2、d4 
vs. d3 不同时期差异表达蛋白与其对应基因相

关性系数分别为 0.532 4、0.204 5 和 0.474 5，
d2 vs. d1 和 d4 vs. d3 相关性较好，d3 vs. d2 相

关性不高，原因可能是 d2 vs. d1 和 d4 vs. d3 筛

选得到的差异基因、差异蛋白数量较多，而 d3 
vs. d2 最少，并且从 DNA 到 mRNA 到蛋白质的

转录翻译过程中会受到各种因子对转录、翻译

及翻译后调控的调节及影响，从而使得 mRNA
转录子的数目及蛋白质数量、位置与功能发生 
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图 11  按功能关联共有差异表达基因和蛋白的 KEGG pathway 注释 
Figure 11  KEGG pathway annotation of common differentially expressed genes and proteins associated 
by function. A: d2 vs. d1. B: d3 vs. d2. C: d4 vs. d3. 
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图 12  共有差异表达基因和蛋白的 RT-qPCR 验证 
Figure 12  RT-qPCR validation of common 
differentially expressed genes and proteins. A: d2 vs. 
d1. B: d3 vs. d2. C: d4 vs. d3. 

改变，导致 mRNA 与相对应蛋白质的关联性丢

失。本研究通过转录组与蛋白质组关联分析的

技术，寻找得到了“红菌豆渣”物质转化的关键

基因和蛋白。研究表明，按功能关联的 KEGG 
pathway 注释与变化趋势一致的共有差异表达

基因和蛋白 KEGG pathway 注释两者结果具有

一致性，结合定量关联分析结果和感官特征分

析结果，d2 vs. d1 时期主要进行淀粉和糖类的

代谢，其主要参与的基因及其表达的蛋白为糖

苷水解酶家族 5 蛋白(glycoside hydrolase family 
5 protein)、几丁质酶(chitinase)、1,3-β-葡聚糖酶

(1,3-beta glucanase)和糖苷水解酶家族 64 蛋白

(glycoside hydrolase family 64 protein)，参与的

代谢通路主要为代谢途径(metabolic pathways)、
碳 代 谢 (carbon metabolites) 和 淀 粉 和 糖 代 谢

(starch and sucrose metabolism)；这些基因和蛋

白表达上调，促进了样品中原有豆腥味物质[如
(E,E)-2,4-癸二烯醛、(E)-2-己烯醛、2-戊基呋喃、

正壬醛]和纤维的降解，产生了许多具有特殊香

气的醇、酮、酯类物质，如具有柑橘香味的     
1-辛醇[38]，具有甜的奶油、焦糖、水果气味的

2,3-己二酮和具有茶香味的 2-乙基己基草酸戊

酯[39-40]。d3 vs. d2 时期主要由脂肪酶(lipase)、
L-天冬酰胺酶(L-asparaginase)和精氨酸转运蛋白

(arginine transporter)等关键基因和蛋白通过氨

基酸合成(biosynthesis of amino acids)、代谢途

径(metabolic pathways)和脂肪酸代谢(fatty acid 
metabolism)等代谢途径进行氨基酸的合成和脂

肪酸的代谢；这些基因和蛋白表达上调，促进

了样品中氨基酸和脂肪酸大量合成，1-辛醇、

1-辛烯-3-醇、奥苷菊环、月桂酸甲酯等醇、芳

烃、酯类物质增加，样品丰富性、甜味最高，

逐渐趋于成熟。d4 vs. d3 时期主要由溶血磷脂

酶(lysophospholipase)、含氨基转移酶 V 类结构

域的蛋白质 (aminotransferase class V domain- 
containing protein)等关键基因和蛋白通过代谢

途 径 (metabolic pathways) 、 次 级 代 谢 途 径

(biosynthesis of secondary metabolites)和氨基酸
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合成(biosynthesis of amino acids)等代谢途径进行

次级代谢产物及部分氨基酸的合成；这些基因和

蛋白表达上调，如溶血磷脂酶(lysophospholipase)
参与溶血磷脂酰胆碱(18:1)和油脂溶血磷脂酰

胆碱(18:4/18:1)的代谢[41]，促进了样品苦味、涩

味、咸味增多，产生了一些指示食品腐败的油

脂和氯环己烷、硝基环己烷等物质，使得样品

开始老化，出现类似氯仿窒息性气味和一些含

氮化合物的刺激性气味，产品品质开始下降。

共有差异表达基因和蛋白的 RT-qPCR 验证结果

表明，所筛选得到的差异表达基因和蛋白较为

可靠，转录组和蛋白质组关联性较好，是“红菌

豆渣”不同发酵时间物质转化的关键基因和蛋

白。因此，针对“红菌豆渣”不同发酵时间的关

键基因和蛋白，可通过基因工程或者代谢工程

技术促进发酵菌株脂肪酶、L-天冬酰胺酶等关

键基因和蛋白的表达，添加相应的底物或调节

代谢途径促进特定风味物质生成等方法提高

“红菌豆渣”产品的风味和营养价值[42-43]；还可

通过功能性基因和蛋白的筛选，筛选出与特定

风味物质合成相关的基因和蛋白，如糖苷水解

酶家族蛋白、几丁质酶等，并将其应用于食品

开发中，以提高食品的营养价值和口感[44-45]。 

4  结论 
本研究通过多组学联用技术，获得了“红菌

豆渣”不同发酵时间菌株发酵的主要差异表达

基因和蛋白，从分子水平上解析了客家“红菌豆

渣”不同发酵时间风味物质组成及其物质转化

的过程，为提高“红菌豆渣”的发酵效率和品质，

促进产品实现高值化的精深加工和走向工业化

生产奠定了基础。 
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