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研究报告 

耐高渗豆瓣酱内源易致腐败微生物鲁氏接合酵母的鉴定及

控制策略 

张玲  张丽杰  徐岩* 
工业生物技术教育部重点实验室 江南大学生物工程学院酿造微生物与应用酶学研究室  江苏 无锡  

214122 

摘  要：【背景】佐餐调料豆瓣酱经短时高温灭菌灌装出厂上架后经常会出现腐败性白点(或白膜)物质，

严重影响消费者的食用安全，给企业造成经济损失。【目的】通过制定新颖、安全、有针对性的控制

策略，防止豆瓣酱中出现白膜。【方法】通过光学显微镜对豆瓣酱白点进行初步显微观察；取豆瓣

酱白点溶解液进行微生物筛选培养、微生物形态学观察，并对从豆瓣酱白点稀释液中筛选得到的

微生物进行分子生物学及生理生化特征鉴定；分析豆瓣酱白点形成分子机理并制定针对性的控制

策略。【结果】豆瓣酱白点是由形态一致、呈圆形形态的微生物组成，该微生物被鉴定为产膜性鲁氏

接合酵母。一方面，降低氧气含量可以抑制脂质合成编码基因 ACS2 及疏水蛋白编码基因 FLO11 转录，

脂质合成速率降低，抑制酵母细胞繁殖，进而实现白点控制；另一方面，添加 2%生物基乙醇会显著提

升蛋白转运编码基因 BTN2 转录，降低 FLO11 转录水平，最终也可实现白点的有效控制。【结论】揭

示了豆瓣酱中白点物质产生的原因，并提出在不影响豆瓣酱风味和口味前提下豆瓣酱白点的针对性控

制策略，为豆瓣酱等高氮发酵产品的储存和安全食用提供了新的思路。 
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Identification and effective control of velum-forming 
Zygosaccharomyces rouxii for preventing spoilage of soybean paste 
ZHANG Ling  ZHANG Li-Jie  XU Yan* 

Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, Laboratory of Brewing Microbiology and Applied 
Enzymology, School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi, Jiangsu 214122, China 

Abstract: [Background] White pellicle was always visible on the surface of soybean paste, which seriously 
decreasing consumers’ desirability and thus leading to an enormous waste of the product. [Objective] This 
study was designed to avoid the emergence of white pellicle in soybean paste by developing novel, safe and 
targeted control strategies. [Methods] First, the microstructure of white pellicle was visualized by light 
microscope. Second, microorganisms were selected from white pellicle using the YPD medium containing 
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18% NaCl. Then, species of these selected microorganisms were identified according to ITS (Internal 
transcribed spacer) sequence analyses and carbon source utilization experiments. Finally, the molecular 
mechanisms of white-pellicle-formation were analyzed. [Results] The white pellicle was visualized as 
repeated, round and movable body by light microscope and microorganisms which were selected from the 
white pellicle were identified as velum-forming Zygosaccharomyces rouxii. On the one hand, when oxygen 
was restricted, the transcription of ACS2 (a lipid biosynthetic gene) and FLO11 could be inhibited, and the 
reduction of lipid synthesis rate may have a negative effect on the propagation of yeast, and thus the 
production of the white pellicle was inhibited. On the other hand, the addition of 2% bioethanol can 
significantly enhance the transcription of protein transport-coding gene BTN2, and thus prevented the 
formation of white pellicle, eventually. [Conclusion] The study revealed the cause of white pellicle in 
soybean paste and proposed targeted strategies for the control of white pellicle without reducing the flavor 
and taste, which provided a new idea for the storage and consumption of soybean paste and other high 
nitrogen fermented products. 

Keywords: Soybean paste, White pellicle, Velum-forming Zygosaccharomyces rouxii, Oxygen limitation, 
Bioethanol 

豆瓣酱是一种红褐色、带有油润光泽、粘稠适

度的半固态调味品，因其浓郁的酱酯香及鲜亮的红

润色泽，不仅成为各地菜式、小吃重要的调味佳品，

更是大众消费者的家庭常见佐餐调料。中国国内传

统酿造的豆瓣酱是由黄豆、面粉及盐为原料，经过

长期发酵而成[1]。发酵过程主要分为两步：制曲和

酱醪发酵。首先，将米曲霉接种到蒸熟的脱脂豆粕

上并发酵 40−48 h，制成曲料；然后将曲料与高浓

度盐水混合，日晒夜露不少于 3 个月时间，经过适

度高温杀菌后灌装，送上消费者餐桌[1]。 

即使经过高温灭菌，部分上架豆瓣酱产品仍出

现腐败迹象，即表面出现不同程度的白点(或白膜)，

且伴随有轻微不愉快气味，不仅降低了产品质量，

给企业造成重大经济损失，也严重影响了消费者的

食用安全。为避免出现腐败现象，酱类生产厂家除

对发酵完毕的豆瓣酱进行瞬时或短时高温灭菌外，

出厂前另添加化学防腐剂，如山梨酸钾、苯甲酸钠

等以维持货架期菌群数量符合标准。随着人们生活

水平的日益提高，消费者的食用需求也在发生变

化，更倾向于食用既安全又无添加或少添加防腐剂

的食品。生物基化学品是指利用可再生资源，如谷

物、木质纤维素等为原料，经过微生物发酵产生的

化合物，这类化合物因利用自然界原料，以生物方

式产生，被认定为自然类似(Nature-identical)化合

物[2]。因此，解析豆瓣酱腐败性白点微生物种属及

来源，并开发针对性的生物基化合物添加控制办法

具有重大的科学及应用价值。 

鲁氏接合酵母(Zygosaccharomyces rouxii)一直

被认为是酱类等高氮发酵产品发酵过程中重要的

内源性产香菌种。有研究表明，在发酵过程中，鲁

氏接合酵母可以积累 HEMF [4-羟基-2(或 5)乙

基-5(或 2)-甲基-3-(2 氢)-呋喃酮]、HDMF [4-羟基-2,5-

二乙基-3-(2 氢)-呋喃酮]等高氮发酵产品的重要风

味化合物，且被证明与 4-乙基愈创木酚、乙酸乙酯、

α-酮异戊酸脂、α-酮异己酸酯等其他多种香气化合

物的形成有关[3-5]。然而鲁氏接合酵母不同亚种及不

同发酵条件之间的发酵特性并不相同，且发酵过程

中的优势特性，如耐低 pH、低水活度、高渗透压(高

盐或高糖)、耐短时高温(鲁氏接合酵母可进行形成

子囊孢子的有性生殖，其产孢性能又可赋予该菌种

耐受短时高温的能力)可能会为发酵结束后的微生

物控制增加难题。 

鲁氏接合酵母分为产膜性鲁氏接合酵母及非

产膜性鲁氏接合酵母。非产膜性鲁氏接合酵母在发

酵过程中起到生香作用，而产膜性鲁氏接合酵母可

在静止的酱醪表面形成白膜，产生轻微不良气味[6]。

早在 2006 年已有研究表明，相对于非产膜性酵母，

在基因水平上，产膜性酵母的 FLO11 基因启动子有
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111 nt 的缺失(抑制因子区域)；另外，外显子区域有

多个编码疏水性 FLO11 蛋白基因的串联重复[7]。

FLO11 基因受高渗透压诱导表达，其表达产物是一

种细胞表面糖蛋白[8]，暴露在细胞膜外，增加细胞

的疏水性。因此，产膜性酵母基因水平的两大突变

导致细胞获得更大表面张力漂浮至液面，在气液界

面形成白点或白膜[9-12]。事实上，FLO11 基因的高

效表达并非是酵母菌产白膜的充分条件，比如 Zara

等[13]研究表明，酵母菌的模式菌株酿酒酵母在无氧

条件下，细胞不饱和脂肪酸及麦角甾醇相关基因无

法表达，细胞膜不完整，因此细胞存活度大大降低，

不会产生白膜。 

在本研究中，针对豆瓣酱出现的腐败性白点问

题，首先挑取白点进行微生物筛选，接着对筛选得

到的微生物进行显微观察、分子生物学、生理生化

鉴定及系统进化分析，发现豆瓣酱中白点污染微生

物只有一种，即为鲁氏接合酵母。鲁氏接合酵母产

生的孢子具有在短时高温情况下仍有存活能力且

可耐受高渗透等特性，成为豆瓣酱内源性易致腐败

微生物。结合文献查阅及实验验证，确定豆瓣酱白

点物质实际为小面积白膜，由微生物产生的生物膜

组成，并优化得到两种不添加非生物基防腐剂的可

有效抑制豆瓣酱白点产生的方法，该方法以期为豆

瓣酱等高氮发酵产品的储存和安全食用提供新的

思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

白点污染的豆瓣酱由国内某豆瓣厂提供；色谱

级乙醇购自 Sigma-Aldrich 公司；分析纯乳酸、乙

醇、2,3-丁二醇等购自国药集团化学试剂有限公司；

氮源基础培养基购于北京索莱宝科技有限公司；酵

母总 RNA 快速抽提试剂盒、无 RNA 酶耗材、焦碳

酸二乙酯(DEPC)等购自生工生物工程(上海)股份有

限公司；qPCR 试剂盒 AceQ® qPCR SYBR Green 

Master Mix 及 反 转 录 试 剂 盒 HiScript® III RT 

SuperMix 购自 Vazyme Biotech 公司。 

电泳凝胶定量分析系统购自 ProteinSimple 公

司；冷场发射扫描电子显微镜 HITACHI SV8220 购

自日立高新技术公司；电镜样品预处理中使用的离

子溅射仪 ACE-600 及临界点干燥仪 CPD-300 购自

LEICA 公司；PCR 仪、荧光定量 PCR 仪购自 Bio-Rad

公司。 

YPD 培养基(g/L)：酵母提取物 10.0，蛋白胨

20.0，葡萄糖 20.0。 

1.2  豆瓣酱白点的显微观察 

用无菌接种环取出部分白点，溶解于适当体积

的无菌生理盐水中，漩涡振荡，吸取白点溶解液滴

加在无菌载玻片上并在显微镜下观察，物镜放大倍

数为 60 倍。 

1.3  微生物分离与纯化 

用无菌接种环取出部分豆瓣酱白点于 10 mL 无

菌生理盐水中，漩涡振荡制成菌悬液，将菌悬液进

行梯度稀释并涂布到含 18% NaCl 的 YPD 培养基

上，30 °C 培养 5 d，挑取单菌落并继续釆用平板划

线法进行菌种纯化。 

1.4  豆瓣酱腐败性白点微生物菌种鉴定 

1.4.1  菌体培养特征、形态观察及生理生化特征测定 

将筛选菌种接种到含 18% NaCl 的 YPD 固体培

养基和液体培养基上，于 30 °C 静置培养 4−5 d 后

观察固体菌落形态和液体培养特征，每组实验 3 个

平行。为检测筛选菌种的碳源利用能力，接种腐败

性白点微生物至 500 mL 生理盐水中制成菌悬液，

并与氮源基础培养基混合后倒入培养皿中，将待测

碳源化合物有规则地放置到培养皿的表面[14]，于

30 °C 培养，每隔 2 d 观察生长情况，持续 20 d，观

察碳源同化能力，每组实验 3 个平行。 

1.4.2  分子生物学鉴定 

取 1 mL 菌液以 4 000 r/min 离心 2 min 得到细

胞沉淀，去上清，用 1 mL 无菌水清洗菌体 2 次。

苯酚氯仿抽提法提取酵母全基因组[15]，以酵母全基

因组为模板，以 ITS1 (5′-GCATATCAATAAGCGGA 

GGAAAAG-3′)和 ITS4 (5′-GGTCCGTGTTTCAAG 

ACGG-3′)为引物进行 ITS 序列扩增。PCR 体系
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(50 µL)：Taq Plus PCR Master Mix 25 µL，模板

(50 ng/µL) 5 µL，正、反向引物(10 µmol/L)各 1 µL，

ddH2O 18 µL。PCR 反应条件：98 °C 3 min；98 °C 30 s，

55 °C 15 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 10 min。

将克隆得到的 ITS 序列送基因测序公司(Vazyme 

Biotech)测序，测序结果进行 NCBI BLAST 比对。 

1.4.3  FLO11、ACS2、BTN2 基因的克隆 

以从豆瓣酱白点中筛选到的鲁氏接合酵母基

因组为模板，分别以 FLO11-F/FLO11-R、ACS2-F/A 

CS2-R、BTN2-F/BTN2-R 为引物(序列见表 1)克隆

FLO11、ACS2、BTN2 基因。PCR 体系同 1.4.2。PCR

反应条件：98 °C 3 min；98 °C 30 s，55 °C 15 s，72 °C 

1−5 min，30 个循环；72 °C 10 min。 

1.4.4  系统发育分析 

将克隆得到的 FLO11、ACS2、BTN2 基因送南

京诺唯赞生物科技有限公司测序，将测序所得基因

拼接序列翻译为蛋白序列，在 NCBI 上进行蛋白同

源性比对分析，并下载相似性超过 30%的蛋白序

列。用 ClustalX 软件将下载得到的蛋白序列进行全

序列比对，并利用 MEGA 5.0 软件的邻位连接法

(Neighbor-Joining method)对选择的序列进行 1 000 次

步长计算，构建系统发育树。 

1.4.5  腐败性白点微生物的重新接种 

将筛选得到的菌种接种到含 18% NaCl 的 YPD

培养基中，于 30 °C、180 r/min 振荡培养 5 d。将培

养后的菌种按 0.1% (体积比)接种量接入新鲜的豆

瓣酱中，并设置同体积空白 YPD 培养基接入作为

对照，于室温下放置 8−9 d，并观察豆瓣酱产膜情

况。每组实验 3 个平行。 
 

表 1  FLO11、ACS2、BTN2 基因克隆引物 
Table 1  The clone primers of FLO11, ACS2, BTN2 gene 

Primers name Primers sequence (5′→3′) 

FLO11-F TTCCAGCTTGACAAACGCCT 

FLO11-R TGTTGAAGCGTAGAAGTTCGGT 

ACS2-F TAGTAGCTCGTCATGCACCTG 

ACS2-R AACAGCTGCAATGATACCTGGA 

BTN2-F CAAGCATGTTCATGGACCCC 

BTN2-R GAACCGGTTGACCTCTTCGT 

1.4.6  腐败性白点微生物的耐热性评价 

将微生物于 YPD 培养基中培养 5 d，发酵结束后

收菌，用生理盐水将菌体清洗2 次，并制成105 CFU/mL

的菌悬液。将菌悬液分别在 60、70、80、90、100 °C

水浴中处理 20 min，并将处理过的菌种按 0.1% (体

积比)接种量接种至高温(60–100 °C)处理培养：将热

处理后的菌液重新接入新鲜的含 18% NaCl 的 YPD

培养基中，以无菌培养基作为空白对照接入，于

30 °C 振荡培养 5 d，观察试管生长情况。 

1.5  污染性白点的控制 

1.5.1  隔绝氧气 

将市售的不添加防腐剂的豆瓣酱倒在培养皿

中，接入 80 °C 热处理 20 min 的产膜性鲁氏接合酵母

D8，搅拌均匀后，将实验平板放在厌氧盒中，对照平

板放在有氧条件下，于室温下静置培养 30 d，每种处

理 3 个平行。另外将热处理后的产膜性鲁氏接合酵母

D8 接种至无白点的豆瓣酱中，实验组充高纯氮气 2 s，

置于蓝盖瓶中；对照试验设置为充压缩空气 2 s，于

室温下静置培养 30 d，每组试验 3 个平行，以研究模

拟豆瓣酱出厂前处理以验证控氧处理的有效性。 

1.5.2  添加生物基化合物 

将市售的不添加防腐剂的豆瓣酱倒在培养皿

中，接入 80 °C 热处理 20 min 的产膜鲁氏接合酵母

D8，并添加不同浓度的乙醇(0.5%、1%、1.5%、2%)、

0.5%甘油、0.5% 2,3-丁二醇、0.5%乳酸，搅拌均匀

后于室温下静置培养，每种处理 3 个平行。 

1.6  电镜分析 

采用冷场发射扫描电子显微镜对豆瓣酱白点

的结构进行进一步分析。首先将样品用 5%戊二醛

固定，然后用 0.1 mol/L 磷酸缓冲液漂洗数次，再

用 30%、50%、70%、90%、100%乙醇梯度脱水，

在室温临界点干燥后，经过离子溅射用冷场发射扫

描电镜观察。 

1.7  FLO11、ACS2、BTN2 转录水平的检测 

用生理盐水将 D8 稀释涂布于以下平板：A：

含 18% NaCl 的 YPD 平板(无氧培养)；B：含 18% 

NaCl 和 2%生物基乙醇的 YPD 平板(有氧培养)；C：
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含 18% NaCl 的 YPD 平板(有氧培养)。其中 C 组为

对照组，每种处理 3 个平行，并保证接种量等其他

条件相同。在 30 °C 培养 4−5 d 后，用生理盐水将

D8 从平板上洗脱，4 000 r/min 离心 2 min 收集菌体，

根据酵母总 RNA 提取试剂盒提取 RNA。RNA 提取

后检测浓度，逆转录反应时保证所有体系的 RNA

浓度相同。将逆转录产物 cDNA 以 10 倍梯度稀释，

并以合适浓度添加到 qPCR 反应体系中，检测

FLO11、ACS2、BTN2 在不同条件下的转录水平。

qPCR 引物如表 2 所示，其中 18S rRNA 基因为内参

基因。qPCR 反应体系(20 µL)：SYBR Green Master 

Mix 10 µL，模板 2 µL，正、反向引物(10 µmol/L)

各 0.5 µL，ddH2O 7 µL。qPCR 反应条件：95 °C 5 min；

95 °C 10 s，60 °C 30 s，40 个循环；95 °C 15 s，60 °C 

60 s，95 °C 15 s。根据 2−ΔΔCT 方法分别对不同条件

下 FLO11、ACS2、BTN2 转录水平进行相对定量。 

2  结果与分析 

2.1  豆瓣酱白点的显微形态观察 

取自然形成的豆瓣酱白点溶解于无菌生理盐

水中，取微量已溶解豆瓣酱白点的生理盐水滴在无

菌载玻片中，轻轻盖上盖玻片，置于普通光学显微

镜下观察。如图 1 所示，在 60 倍物镜放大的显微

视野下，观察到数目众多、形态相似、可移动的圆

形显微颗粒，根据颗粒物形态规则性及可移动性，

推测这种可运动的圆形显微颗粒是一种微生物。结

合已研究的豆瓣酱酿造微生物种类及颗粒大小，推

测可能是酵母，即豆瓣酱白点可能是一种真菌污染。 
 

表 2  FLO11、ACS2、BTN2 基因 qPCR 引物 
Table 2  The qPCR primers of FLO11, ACS2, BTN2 gene 

Primers name Primers sequence (5′→3′) 

FLO11-F (RT) TGTGAAGAGACTTGTGGACAG 

FLO11-R (RT) GCGTAGAAGTTCGGTAAAGCG 

BTN2-F (RT) TGGTGTGGCGAAGGAATTTG 

BTN2-R (RT) CTCTGGAGCCTGTACATC 

ACS2-F (RT) GACGTGGAAGGTGTTTTGGC 

ACS2-R (RT) CTACCTGCACCATCACCTGT 

18S rRNA-F TTTAAAGGCGTCTGTCCC 

18S rRNA-R AGTTCGCTGCGTTCTTCATC 

 
图 1  豆瓣酱白点形态 
Figure 1  White pellicle in soybean paste 
注：A：豆瓣酱中白点形态；B：光学显微镜视野下白点的显微

形态. 
Note: A: Morphology of white pellicle in soybean paste; B: 
Microscopic morphology of white pellicle under light microscope. 
 

2.2  豆瓣酱白点污染菌的分离与鉴定 

2.2.1  污染菌形态学鉴定 

取适量豆瓣酱白点溶解至无菌生理盐水中，将

溶解液梯度稀释涂布至含 18% NaCl 的 YPD 培养基

上，经过 5 d 培养后分离得到 28 株菌。如图 2A 及

2C 所示，D1−D18 在含 18% NaCl 的 YPD 平板上的

菌落呈圆形，乳白色，表面干燥，且在含 18% NaCl

的 YPD 液体培养基培养时表面产生白膜；而

A1−A10 在 18% NaCl 的 YPD 培养基上菌落呈圆形，

乳白色，表面较湿润，在 18% NaCl 的 YPD 培养基

上表面未产生白膜(图 2B 及 2C)。 

2.2.2  分离菌种的 ITS 序列测定及系统发育分析 

将以上白点分离菌种 D1−D18、A1−A10 进行

菌种培养及全基因组提取。分别以全基因组为模板，

克隆各菌种 ITS 序列，将菌种的 ITS 测序结果进行

BLAST 序列比对，结果显示菌株 D1−D18、A1−A10

均为鲁氏接合酵母。随机挑选菌种 D6、D8、D10、

D13、A1 及 A2，构建基于 ITS 序列的系统发育进

化树。如图 3 所示，产膜菌株 D6、D8、D10、D13

与多株 Zygosaccharomyces rouxii 的 ITS 序列相似

性高达 100%，并与 KY110253.1、FN431892.1、

KY110261.1、KY110259.1、LN849112.1、AM943657.1

序列的亲缘关系最近，位于系统发育树的同一分

支；而非产膜菌株 A1、A2 与另一株 Z. rouxii 序列

位于系统发育树的另一分支，更进一步表明白点污

染性菌种可能均为鲁氏接合酵母，且产膜性的 D 菌

种系列为产膜性鲁氏接合酵母，而非产膜性的 A 菌

种系列为非产膜性鲁氏接合酵母。 
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图 2  白点中微生物的分离与鉴定 
Figure 2  Isolation and identification of microorganisms from the white pellicle 
注：A：产白膜菌株的固体菌落形态(D1−D18)；B：不产白膜菌株的固体菌落形态(A1−A10)；C：筛选菌株的液体培养形态. 
Note: A: Colonial morphology of white-pellicle-selected strains D1−D18; B: Colonial morphology of white-pellicle-selected strains A1−A10; 
C: Liquid culture of white-pellicle-selected strains. 
 

 
图 3  基于筛选菌株的 ITS 序列构建系统发育进化树 
Figure 3  Phylogenetic tree of partial selected strains based on ITS sequences 
注：节点上的数字表示步长；括号中的数字表示序列号；1%比例尺表示序列分歧度. 
Note: Numbers at the nodes represented the bootstrap values and the numbers in parentheses represented the accession numbers of these 
sequences. The scale bar indicated 1% sequence divergence. 
 

2.2.3  生理生化鉴定 

为进一步确定污染菌种种属，随机挑选 D8 菌

种为例进行碳源同化实验。如表 3 所示，D8 菌株

能代谢麦芽糖、半乳糖、蔗糖、甘油、赤藓糖醇、

阿拉伯糖多种碳源，可在含有 60%葡萄糖的培养基

上生长。综合《酵母菌的特征与鉴定手册》[14]中鲁

氏接合酵母的生理生化描述，以及 ITS 序列比对和

系统进化树分析，最终确定豆瓣酱白点污染菌种为

鲁氏接合酵母。 

2.2.4  菌种接入导致污染性白点产生 

随机挑选筛选得到的鲁氏接合酵母 D8 接种至

新鲜豆瓣酱，以无菌 YPD 培养基接种至同批豆瓣

酱作为对照，室温下放置 8−9 d 后，发现接种鲁氏

接合酵母的豆瓣酱表面生成严重白点(图 4)，而接种 
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表 3  豆瓣酱白点筛选菌株碳源同化实验结果 
Table 3  The results of carbon source assimilations of 
white pellicle-selected strain 

Carbon source Assimilation Carbon source Assimilation

60% Glucose + Xylose − 

Lactose − Sorbose − 

Maltose + Glycerinum + 

Galactose + Raffinose − 

Ribose − Saccharose + 

Ribitol − Cellose − 

Erythritol + Starch − 

Arabinose + Mycose − 

Note: +: Positive (growth or reaction); –: Negative (no growth or 
no reaction). 
 

无菌 YPD 培养基的豆瓣酱没有白点产生，因此确

定豆瓣酱中污染性白点是由产膜性鲁氏接合酵母

过度繁殖产生。 

2.2.5  豆瓣酱内源性污染菌种产生原因 

豆瓣酱出厂前会经过短时高温灭菌，但仍然有

污染性白点产生，猜测可能是由产膜性鲁氏接合酵

母的子囊孢子萌发形成[16]。如图 5 所示，模拟豆瓣

酱的企业短时高温灭菌程序，将处于对数生长期的

产膜性鲁氏接合酵母 D8 分别经 60−100 °C 高温处

理 20 min 后，接种到新鲜的含 18% NaCl 的 YPD

培养基中，30 °C 振荡培养 5 d，试管呈浑浊状态。

暗示产膜性鲁氏接合酵母即使经过高温处理仍可

存活。因此，短时高温并不能完全杀灭产膜性鲁氏

接合酵母，在营养刺激下其子囊孢子仍能萌发繁

殖，这可能是鲁氏接合酵母成为豆瓣酱内源性易致

腐败微生物的重要原因。 

2.3  豆瓣酱污染性白点控制策略 

2.3.1  低氧环境可抑制豆瓣酱污染性白点产生 

经短时高温处理后，子囊孢子形式的鲁氏接合

酵母繁殖形成豆瓣酱污染性白点需要经过 3 个步

骤：孢子萌发→菌株繁殖→生物膜形成。正确解析

各步骤分子机制并形成针对性控制策略，可望在不

添加或少添加防腐剂的情况下实现豆瓣酱发酵后

的污染性菌种控制。 

酿酒酵母作为酵母菌的模式菌种，相比鲁氏接合

酵母，其孢子萌发→菌种繁殖→生物膜产生相关机制

的研究更为深入。首先，有文献报道，在酵母菌中，

子囊孢子萌发首先通过中性海藻糖酶降解孢子壁的

海藻糖，然后代谢葡萄糖等营养物质以及蛋白质的

折叠和转运来进行生物合成[17]。当孢子壁被局部降

解后，子囊孢子开始受到一系列转录因子的调控，

首先 Hsf1 和 Sok2-Yap6-Phd1 被诱导表达，紧接着核

糖体基因(Fhl1、Sfp1、Rap1)和相关生物合成基因

(Gcn4、Bas1、Leu3、Dal81 等)持续表达，孢子囊得

以萌发[18]。其次，萌发后的酵母菌开始繁殖，脂质

是酵母菌繁殖过程中细胞膜形成的必要成分，ACS2

参与酵母中脂质和麦角甾醇的合成，而氧气对于维持

ACS2 酶活性必不可少。当营养缺乏时(表现为低葡萄

糖)，繁殖后的酵母菌 FLO11 基因受渗透压诱导表达，

在气液界面形成白膜[13]。因此，控制氧气含量可有

效降低酵母菌繁殖，从而抑制腐败性白点产生。 

若鲁氏接合酵母中的微生物繁殖与白膜产生

机理与酿酒酵母相同或相似，控制灌装产品的氧气

含量可能会抑制酵母生长，并进一步抑制白点产 
 

 
图 4  产膜性鲁氏接合酵母的接种导致豆瓣酱产生白点 
Figure 4  Verification the source of white pellicle by inoculating Z. rouxii into soybean paste 
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图 5  产膜性鲁氏接合酵母经高温处理后生长 
Figure 5  Z. rouxii can grow after high temperature treatment 

生。因此，本研究分别克隆鲁氏接合酵母中的

FLO11 与 ACS2 基因并测序，将测序结果进行蛋白

序列 BLAST 比对，并将比对结果中蛋白相似性超过

30%的序列构建进化树。如图 6 所示，蛋白 FLO11、

ACS2 与酿酒酵母中蛋白相似性分别约为 64%、

83%，且在进化树上与酿酒酵母处于同一分支，推

测控制氧气含量可能会抑制白点产生。 
 

 
图 6  基于 FLO11 (A)、ACS2 (B)、BTN2 (C)蛋白序列的系统发育进化树及污染性白点控制策略(D) 
Figure 6  Phylogenetic tree based on the FLO11 (A), ACS2 (B) and BTN2 (C) protein sequences and the control strategy of 
white pellicle (D) 
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本研究首先验证氧气控制对豆瓣酱白点控制

的影响。将热处理过(80 °C 处理 20 min)的鲁氏接合

酵母涂布到含 18% NaCl 的 YPD 培养基上，如图

7A 所示，在有氧条件下培养 5 d 后，培养基布满白

膜；而厌氧条件下培养 30 d，仍没有白膜产生。光

学显微镜下观察，鲁氏接合酵母的子囊孢子很快萌

发、繁殖，但是在无氧条件下培养的鲁氏接合酵母

数目明显较少，说明隔绝氧气可以大大降低甚至抑

制产膜性鲁氏接合酵母的繁殖，与 Abbas 等研究一

致[19]。另外，本研究模拟豆瓣酱出厂前处理以验证

控氧处理的有效性，豆瓣酱常温下放置 30 d 后，发

现未充氮气的蓝盖瓶中豆瓣酱生成白点严重，而充

氮气的豆瓣酱中未产生白点(图 7B)。将有氧条件下

产白点的豆瓣酱与无氧条件下未产白点的豆瓣酱

置于电子显微镜下观察，发现产白点的豆瓣酱中富

含酵母，且酵母表面有明显的膜状粘性物质(图

7C)，而未产白点的豆瓣酱中酵母含量明显较低，

且酵母表面光滑(图 7D)。因此表明通过限制氧气含

量可以实现豆瓣酱中白点的有效控制。 

为进一步验证其分子机制，对有氧及无氧条件

下 Z. rouxii 中 ACS2 和 FLO11 的转录水平进行分析。

图 7E 为反转录后的 cDNA，然后利用 qPCR 法，以

18S rRNA 为内参基因，根据 2−ΔΔCT 方法[20]计算不

同条件下 ACS2 和 FLO11 的相对表达量。如图 7F

所示，在无氧条件下，ACS2、FLO11 的转录水平分

别为有氧条件下的 21.92%、1.96%，说明氧气含量限

制可以明显抑制 ACS2 和 FLO11 表达。结合文献[13]

的报道，暗示在鲁氏接合酵母培养过程中，限制氧

气可能降低脂质合成，进而降低酵母繁殖速率，降

低糖蛋白产生速率，从而实现豆瓣酱白点防控。 
 

 
图 7  限制氧气含量对污染性白点的控制 
Figure 7  The control strategy of white pellicle in soybean paste by oxygen limitation 
注：A：耗氧或厌氧状态下培养的豆瓣酱形态(0 d)；B：耗氧或厌氧状态下的豆瓣酱形态(30 d)；C：耗氧放置 30 d 后豆瓣酱的显微

形态；D：厌氧放置 30 d 后豆瓣酱的显微形态；E、F：限制氧气时 ACS2 和 FLO11 的转录水平. 
Note: Morphology of soybean paste which was cultured at aerobic or anaerobic condition at 0 day (A) or at 30 days (B); C: Microscopic 
morphology of soybean paste which was cultured at aerobic condition at 30 days; D: Microscopic morphology of soybean paste which was 
cultured at anaerobic condition at 30 days; E and F: Transcriptional level of ACS2 and FLO11 of Z. rouxii cultured under anaerobic condition. 
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2.3.2  生物基乙醇的加入可抑制豆瓣酱白点产生 

无氧或低氧处理的豆瓣酱虽可实现货架期间

白点的有效防控，可一旦消费者打开食用，就难以

在生活条件下实现豆瓣酱包装罐内的氧气含量控

制。因此，本工作继续研究豆瓣酱白点的其他控制

方法。本研究探究自然类似化合物的添加对豆瓣酱

白点是否有抑制作用。因实验用生物基化合物获取

有难度，采用色谱纯或分析纯化学品替代加入。如

图 8A 所示，分别将 0.5%乙醇、2,3-丁二醇、甘油、

乳酸添加入豆瓣酱中，经过 10 d 发酵，仅 0.5%的

乙醇对白点有明显抑制作用；当乙醇浓度提高至

2%时，豆瓣酱白点被完全抑制(图 8B)，暗示 2%生

物基乙醇对豆瓣酱白点可能有针对性控制作用。乙

醇本身为豆瓣酱自然发酵产物，经 2%乙醇处理过

的豆瓣酱经品尝对豆瓣酱口感无影响，因此工业上

2%生物基乙醇的添加有望作为豆瓣酱白膜的重要

防控办法。 

根据文献[21]报道，乙醇脱氢酶催化乙醇生成

乙醛，而乙醛会促进蛋白转运调控因子编码基因

BTN2 的转录，后者进一步抑制 FLO11 转录。本研

究中，在 YPD 培养基中加入 2%乙醇后培养鲁氏接

合酵母 D8，提取 RNA 反转录为 cDNA 后，测定

2%乙醇添加后的 BTN2 及 FLO11 转录量(以 18S 

rRNA 为内参基因) (图 8C)。如图 8D 所示，发现加

入乙醇后 BTN2 及 FLO11 的转录水平分别为对照组

的 406.83%及 21.22%，说明添加乙醇可以促进 BTN2

转录并同时抑制 FLO11 转录。暗示在鲁氏接合酵

母中，2%乙醇添加后可能降解为乙醛，乙醛促进

BTN2 的表达，后者抑制 FLO11 的表达，从而抑制

酵母产膜。 
 

 
图 8  添加生物基乙醇对污染性白点的控制 
Figure 8  The control strategy of white pellicle in soybean paste by adding ethanol 
注：A：不同生物基化合物对白点的控制；B：不同生物基乙醇浓度对白点的控制；C、D：生物基乙醇对 BTN2 和 FLO11 转录的影响. 

Note: A: The control of bio-compounds on white pellicle; B: The control of bioethanol on white pellicle; C and D: Transcriptional level of 
BTN2 and FLO11 of Z. rouxii under the treatment of bioethanol. 
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3  讨论与结论 

早在 2005−2008 年，雷宏杰等就对豆瓣酱中白

点物质(有时呈现白色片状)进行了分析：在显微镜

下观察，白点物质呈现针状结晶体，对白点进行菌

种培养及氨基酸分析，发现豆瓣酱中白点物质为大

量酪氨酸和少量苯丙氨酸的结晶[22]；耿予欢等分析

白点物质产生原因，可能是原料面粉中一些蛋白质

未被彻底分解而与酱油中部分游氨基酸混合而沾

附在黄豆表面，在盐水浸泡下变成较硬的、难溶解

的白点物质[23]。之后豆瓣酱行业对出现的豆瓣酱白

点物质即为氨基酸结晶形成共识。本研究中出现的

豆瓣酱白点呈现白色不规则较软形态，与之前报道

明显不同。将白点溶解液放在显微镜下观察，发现

白点是一种能运动的圆形物，而且形态相似、数目

众多。经过微生物分离、分子生物学鉴定、生理生

化鉴定以及系统进化分析，发现白点物质可能是一

类可以产膜的鲁氏接合酵母。因此，对豆瓣酱中出

现的白点物质，要结合白点具体形态及豆瓣酱制作

流程具体分析。 

因鲁氏接合酵母对温度、酸度、渗透压的高耐

受性，不仅本研究中的豆瓣酱，已有报道发现它是

其他高氮发酵食品如酱油、鱼酱等，以及高渗食品

如蜜饯、果汁等的主要腐败微生物[24-25]。例如酱油

在高温灭菌压榨灌装前短时存放时，经常会出现白

膜，就有可能为产膜性鲁氏接合酵母孢子萌发及过

度繁殖所致。以鲁氏接合酵母为代表的产膜酵母过

度繁殖产膜，不仅会产生异味，为生产厂家造成重

大经济损失，也不排除腐败酵母会产生有害物质从

而危害食品安全的可能。除添加山梨酸钠等弱酸性

食品添加剂，近些年有科学家研究报道如何控制产

膜性酵母菌的腐败问题，如进一步提高食品酸度及

糖 浓 度 [25] ， 添 加 含 抑 菌 功 能 类 黄 酮 的 植 物

(Desmodium caudatum)提取物[26]，添加酶合成的月

桂酰葡萄糖[27]等，但因缺乏对酵母菌经巴氏灭菌后

孢子萌发、繁殖、产膜等分子机制的深入解析，控

制策略有效性并不确定，且仅限于研究水平。 

酿酒酵母是酵母菌的模式菌种，近些年大部分

关于酵母菌孢子萌发→繁殖→产膜相关机制研究

均以酿酒酵母为研究对象。为了克服不利于生长的

条件，产膜酿酒酵母常常表现出许多适应性反应，

如丝状结构、侵入性生长、絮凝和生物膜形成[28]。

FLO (絮凝)基因家族在这些适应性反应中起着关键

作用，例如在酿酒酵母中有 5 个 FLO 基因：FLO1、

FLO5、FLO9、FLO10 和 FLO11[29-32]。在营养缺乏

的情况下，酿酒酵母的 FLO11 基因受高渗透压诱导

表达，在液体表面生成白膜。另外，生物膜的形成

是一种氧化代谢[33-34]，氧气对于生物膜的形成[35]

以及维持产膜性酿酒酵母的脂质合成是必不可少

的，其中 ACS2 是乙酰辅酶合成酶 2，参与酿酒酵

母脂质和麦角甾醇的合成。本研究中发现的豆瓣酱

污染菌种——产膜性鲁氏接合酵母，通过比对生物

膜合成关键蛋白 FLO11 及 ACS2，发现该菌种的

FLO11 及 ACS2 两种蛋白与酿酒酵母处于同一分

支，因此细胞产膜及繁殖调控机制可能与酿酒酵母

相同。通过转录水平的分析，当限制氧气含量时，

ACS2 和 FLO11 的转录水平分别只有对照组的

21.92%及 1.96%，暗示氧气含量限制可能会阻止酵

母细胞中脂质和麦角甾醇的合成，减慢酵母细胞生

长速度，从而能有效实现豆瓣酱白点生成防治。

Espinazo-Romeu 等[21]发现 BTN2 是酿酒酵母中蛋白

质转运的关键调控因子，添加乙醛能促进酿酒酵母

中 BTN2 的表达，当 BTN2 高效表达时，FLO11 表

达降低，但是当 BTN2 缺失时，FLO11 的表达也会

增加，促进酿酒酵母产膜。在本研究中，添加乙醇

的实验组中 BTN2 的转录水平是对照组的 406.83%，

而 FLO11 的转录水平是对照组的 21.22%，当在豆

瓣酱中添加 2%乙醇时会有效抑制白点生成。 

针对短时高温灭菌未添加防腐剂的豆瓣酱上

架后出现腐败性白点问题，本文首先通过显微镜观

察、微生物筛选、鉴定及重新接种，确认豆瓣酱白

膜实质为一种微生物——产膜性鲁氏接合酵母过度

繁殖所致。通过分析产膜性酵母的孢子萌发、繁殖

及产膜分子机制，制定了两种针对产膜酵母的非防



张玲等: 耐高渗豆瓣酱内源易致腐败微生物鲁氏接合酵母的鉴定及控制策略 3323 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

腐剂添加的微生物防治方法，有效实现了豆瓣酱腐

败性白点防控，同时也为其它高渗食品如蜜饯、果

汁的防腐提供参考。 
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