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枯草芽胞杆菌多铜氧化酶对市售豆豉生物胺、 

活性物质和风味品质的影响 
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摘要：酶降解法因其特异性强、副作用小的特点成为控制发酵食品生物胺最具前景的方法，然而目前尚未有酶法降解豆豉生物

胺的研究。因此，本研究系统解析了枯草芽胞杆菌 T2 的多铜氧化酶（CotA）对市售豆豉生物胺、活性物质和风味品质的影响。经

CotA 处理后，重庆豆豉（CQ）和湖北恩施豆豉（HBES）的总生物胺含量分别下降了 22.43%和 45.35%，而四川宜宾豆豉（SCYB）

的总生物胺含量未呈现显著变化。与此同时，CotA 处理对这 3 种豆豉的总酚和总黄酮无负面影响。然而，CotA 处理对 3 种豆豉的风

味品质有显著影响。与对照组相比，CotA 处理使 CQ 和 SCYB 中多种游离氨基酸含量升高，而 HBES 中多数游离氨基酸含量在 CotA

处理后呈下降趋势。此外，CotA 处理不影响对 3 种豆豉的游离脂肪酸和挥发性风味物质的种类，但其特征物质（1-辛烯-3-醇、四甲

基吡嗪、2,3-丁二醇）的相对含量在 CotA 处理后普遍升高，表明 CotA 处理可丰富豆豉风味特征。本研究结果表明，CotA 在降低豆

豉生物胺含量的同时能够提升其风味品质，为酶法控制豆豉生物胺提供了理论依据。 
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Abstract: Enzyme degradation has emerged as the most promising method for controlling biogenic amines (BAs) in fermented foods due 

to its high specificity and minimal side effects. However, no studies have been reported on the enzymatic degradation of BAs in Douchi. 

Therefore, this study systematically investigated the effects of the Bacillus subtilis T2 multicopper oxidase (CotA) on the BAs, active substances, 

and flavor quality of commercially available Douchi. After CotA treatment, the BA contents of Chongqing Douchi (CQ) and Hubei Enshi 

Douchi (HBES) were decreased by 22.43% and 45.35%, respectively, while the total BA concentration of Sichuan Yibin Douchi (SCYB) was 

not significantly changed. Meanwhile, CotA treatment had no negative impact on the total phenolics and total flavonoids of these three Douchi. 

However, the CotA treatment had a significant effect on the flavor quality of these Douchi samples. Compared with the control group, CotA 

treatment increased the levels of multiple free amino acids in CQ and SCYB, while most free amino acids in HBES showed a downward trend 
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after CotA treatment. Furthermore, CotA treatment had no influence on the types of free fatty acids and volatile flavor compounds of three 

Douchi samples, while the relative contents of characteristic substances (1-octen-3-ol, tetramethylpyrazine, 2,3-butanediol) generally increased 

after CotA treatment, indicating that CotA treatment could enrich the flavor profile of Douchi. The findings of this study demonstrated that CotA 

could reduce the BAs content of Douchi coupled with improve its flavor quality, providing a theoretical basis for enzyme-based control of BAs 

in Douchi. 

Key words: Bacillus subtilis; multicopper oxidases; douchi; biogenic amines; quality 

 

豆豉是以黄豆或黑豆为原料，经微生物发酵和调味制成的发酵豆制品[1]，根据主导发酵微生物的不同，豆豉

主要分为细菌型、毛霉型和曲霉型三大类[2]。豆豉兼具调味和药用价值，可缓解疲劳、失眠、食欲不振等症状[3,4]。

其中，以枯草芽胞杆菌（Bacillus subtilis）为核心发酵菌种的细菌型豆豉最为常见[5]，其发酵产生的丝氨酸蛋白酶

具有溶栓作用，可预防和治疗血栓[6]。 

然而，市售豆豉多为自然发酵，易产生不良代谢物，威胁食用安全[7]。生物胺（Biogenic amines，BAs）是一

类主要通过氨基酸脱羧或转氨反应形成的低分子量碱性含氮化合物[8]，广泛存在于腊肉、香肠、乳酪等发酵食    

品[9,10]，常见 BAs 主要有酪胺、组胺、色胺、尸胺、腐胺和 β-苯乙胺[11]，它们在生物体的代谢过程和生理活动中

起着至关重要的作用，是神经递质、激素的前体[12]。然而，消费者过量摄入可导致呕吐、呼吸不畅、恶心、偏头

痛等健康问题[13,14]。组胺和酪胺被认为是毒性最大的生物胺，能够直接危害人体健康，可引发过敏、高血压甚至

休克[15]。虽然腐胺和尸胺的毒性较低，但会抑制体内组胺和酪胺降解酶的活性，导致二者在体内蓄积[16]。此外，

酪胺在酸性介质中会与亚硝酸盐反应，生成 N-亚硝基化合物和 C-亚硝基化合物等致癌物[17]。欧洲食品安全局

（EFSA）建议健康人群对组胺和酪胺的每人每餐摄入量分别不应超过 50 mg 和 600 mg
[18]。前期研究发现市售豆

豉普遍含有生物胺，部分样品含量过高，影响食用安全性[19,20]。因此控制豆豉生物胺含量势在必行。 

目前控制食品生物胺的策略主要有两类：减少生物胺的形成和降解已生成生物胺[21]，前者通过控制生物胺的

前体物、抑制产胺微生物或使用无产胺能力微生物来实现的[21-23]；后者依赖具有生物胺降解能力的微生物或酶[24]。

然而，生物胺前体物的控制和微生物的使用容易对食品品质产生负面影响[24]。研究表明，从生物胺降解菌株中分

离的酶能有效降解发酵食品中的生物胺，且对其质量无负面影响[25,26]。而酶法降解因其专一性强、副作用小已成

为控制食品生物胺最具前景的方法[27]。 

生物胺降解酶分为胺脱氢酶（Amine Dehydrogenase，ADEs）、胺氧化酶（Amine Oxidase，AOs）和多铜氧化

酶（Multicopper Oxidase，MCOs）三类[28]，MCOs 底物谱广、耐受性强，能同时降解多种生物胺且不产生过氧化

氢等有害副产物，因而备受关注[29]。发酵食品的风味品质是影响消费者接受度的重要因素[30]，但目前关于 MCOs

对发酵食品风味的研究甚少[25]，尚未有 MCOs 对豆豉风味品质影响的报道。因此，本研究分析了枯草芽胞杆菌多

铜氧化酶（CotA）对三种市售豆豉的生物胺、总酚、总黄酮、抗氧化活性、游离氨基酸、游离脂肪酸和挥发性风

味物质的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器        

本研究所用的豆豉样品采购于广州市天河区永旺超市，根据产地的其首字母命名，重庆（CQ）、四川宜宾

（SCYB）和湖北恩施（HBES）。本研究主要使用了 LB（10 g·L
-1蛋白胨、5 g·L

-1酵母粉、10 g·L
-1氯化钠，pH 7.2）

和 TB 培养基（12 g·L
-1蛋白胨、5 g·L

-1甘油、0.9 g·L
-1磷酸二氢钾、16.4 g·L

-1三水磷酸氢二钾、5 g·L
-1甘油）。PBS

缓冲液（0.05 mol·L
-1磷酸二氢钠，0.05 mol·L

-1磷酸氢二钠，pH 6.5）。 

盐酸、5-磺基水杨酸、石油醚、无水甲醇，天津大茂化学试剂公司；环己酮，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；碳粉，天津华盛化学试剂有限公司；正己烷，国药集团化学试剂有限公司。氯化钠、甘油、磷酸二氢钾、

三水磷酸氢二钾、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠，福晨（天津）化学试剂有限公司；所有化学试剂均为分析纯。 

ZQZY-88BV 恒温培养振荡培养箱，上海知楚仪器有限公司；D3024R 台式高速冷冻离心机，美国赛洛捷

SCILOGEX 公司；P9PC 双光束紫外可见分光光度计，上海美谱达仪器有限公司；LC-20AT 高效液相色谱仪，日

本岛津公司；多功能酶标仪，帝肯奥地利有限公司；L-8900 氨基酸自动分析仪，日本 Hitachi 公司；SPME 装置和
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DVB/CAR/PDMS 萃取头，美国 Supelco 公司；7890-5977B-ODP 气相色谱-质谱联用仪（GC-MS），美国 Agilent

公司；PEN3 便携式电子鼻系统电子鼻（包含 10 个传感器阵列），德国 AIRSENSE 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  CotA 粗酶液的制备 

将实验室保存的含 pET28a 质粒的 Escherichia coli-BL21-pET28a 和含重组质粒 pET28a-cotA 的 E. 

coli-BL21-pET28a-cotA（cotA 是编码枯草芽胞杆菌 T2 多铜氧化酶的基因）分别接种到含卡那霉素的 LB 液体培养

基，37 ℃、200 r·min
-1。培养至 OD600=4.0，按 2%（V/V）的接种量转接到含有卡那霉素的 TB 培养基中，37 ℃、

200 r·min
-1培养至 OD600=0.8。加入 0.1 mmol·L

-1
 IPTG 和 1 mmol·L

-1氯化铜进行诱导，20 ℃ 180 r·min
-1培养 12 h。

诱导表达结束后菌液 4 ℃，8 000 r·min
-1离心 10 min 收集菌体，用 15 mL PBS 缓冲液（pH 6.5）洗涤菌体两遍后

重悬。菌体在冰上进行超声破碎，破碎条件为输出功率 75%，工作 3 s 暂停 5 s，超声破碎后 12 000 r·min
-1离心     

15 min 收集上清液。 

1.2.2  CotA 酶活测定 

根据 Pei 等[28]的酶活力测定方法，略作修改。以 2,2’-联氨-双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二胺盐（ABTS）

为底物，通过分光光度法在 420 nm 处检测粗酶液酶活。反应体系包括 100 µL 粗酶液、1 mL 含 0.5 mmol·L
-1

 ABTS

和 1 mmol·L
-1

 CuCl2的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液。反应温度和时间分别为 37 ℃和 2 min。酶活力单位（U）计为

每分钟氧化 1 µmol ABTS 所需的酶量。依据算公式（1）计算酶活力。 

               （1） 

式中： 

A——CotA 酶活力，U‧L-1； 

∆OD——420 nm 处吸光度的变化值； 

V1——反应总体积； 

V2——酶液的体积； 

ε——ABTS 在 420 nm 下的摩尔吸光系数，ε=3.6×104 M-1cm-1； 

Δt——反应时间，min。 

1.2.3  样品制备 

称取 3 g 豆豉到 15 mL 玻璃瓶中，加入 3 mL CotA 酶粗酶液和 3 mL PBS 缓冲液的豆豉设置为样品组，加入    

3 mL 的 E. coli-BL21-pET28a（实验室保存）破碎上清液和 3 mL PBS 缓冲液的豆豉设置为对照组；加入 6 mL PBS

缓冲液的豆豉设置为空白组，混匀后静置在 37 ℃培养，每隔 6 h 摇匀。培养 24 h 后收集样品，储藏在-20 ℃以供

后续分析。添加 CotA 粗酶液的豆豉分别命名为 CQ-CotA、SCYB-CotA 和 HBES-CotA。添加 E. coli-BL21-pET28a

破碎上清液的豆豉分别命名为 CQ-pET28a、SCYB-pET28a 和 HBES-pET28a。 

1.2.4  生物胺的测定 

豆豉生物胺含量的测定参照 Chen 等[20]的方法进行。取 0.5 g 样品与 1.5 mL 0.4 mol·L
-1的高氯酸震荡混合，振

荡提取 1 h。12 000 r·min
-1离心后，将 250 μL 提取上清液分别与 100 μL 的 1,7-二氨基庚烷（1 g·L

-1）、75 μL 的饱

和碳酸氢钠、50 μL 的氢氧化钠（2 mol·L
-1）与 500 μL 的丹磺酰氯（5 g·L

-1）混合，50 ℃水浴 45 min。加入 25 μL

的 25%氨水后 50 ℃水浴 15 min，加入 625 μL 的乙腈（色谱级）和 30 μL 盐酸（6 mol·L
-1）。12 000 r·min

-1离心 5 min

后获得上清液，经 0.22 μm 有机相膜过滤后的样品基于高效液相色谱（岛津 LC-20A）进行分析。 

色谱条件：柱温、流速和检测波长分别设置为 30 ℃、1 mL·min
-1和 254 nm。使用流动相 A（H2O）和 B（乙

腈）进行梯度洗脱程序，溶剂线性梯度程序设置为 50% A~50% B（0~3 min）、10% A~90% B（3~20 min）、10% A~90% 

B（20~29 min）、50% A~50% B（29~32 min）、50% A~50% B（32~35 min）。 

1.2.5  总酚、总黄酮含量和抗氧化能力的测定 

总酚含量的测定：将 1 g 豆豉样品与 25 mL 80% MeOH 进行混合，对混合物超声处理 30 min，12 000 r·min
-1

离心 5 min，取 1 mL 上清液与 2 mL 50% Folin-Ciocalteu 试剂和 2 mL 10% Na2CO3避光反应 2 h，使用分光光度计
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在 765 nm 处测定吸光度值。样品的总酚含量以没食子酸当量（mg GAE·g
-1）表示。 

总黄酮含量的测定：取 1 mL 甲醇提取上清液与 1 mL 5% NaNO2反应 6 min，随后将 1 mL 10% AI(NO3)3和     

4 mL 1 mol·L
-1

 NaOH 加入至混合物，混匀静置 15 min 后在 510 nm 处测定吸光度。样品的总黄酮含量以芦丁含量

（mg RE·g
-1）表示。 

抗氧化能力的测定：通过评价样品的 DPPH 和 ABTS 自由基清除能力测定样品的抗氧化能力[20]。使用 Trolox

作为标准物来表示样品的 DPPH 和 ABTS 自由基清除能力（μMTE·g
-1）。 

1.2.6  风味品质的测定 

1.2.6.1  游离氨基酸分析 

样品游离氨基酸的测定参考 Zhang 等[31]的方法。将 1 g 豆豉样品与 2 mL 0.02 mol·L
-1的盐酸溶液振荡混合，

10 000 r·min
-1 离心 10 min。使用石油醚对上清液进行脱脂，取下层溶液与 15%的 5-磺基水杨酸溶液混合，         

10 000 r·min
-1离心 10 min，将碳粉进入到上清液中进行脱色，12 000 r·min

-1离心 15 min，上清液经 0.22 μm 滤膜

处理后使用全自动氨基酸分析仪进行分析。 

1.2.6.2  游离脂肪酸分析 

样品游离脂肪酸的测定参考谢艳华等[32]的方法。将 5 g 豆豉样品与正己烷在 50 ℃反应 2 h，随后将氢氧化钾-

无水甲醇溶液加入到混合物中继续反应 2 h，反应后混合物经 0.22 μm 滤膜处理后使用气相色谱质谱联用仪进行分

析。 

色谱条件：DB-WAX 色谱柱（30 m×0.25 μm×0.25 μm），进样口温度、分流比、载气和流速分别为 260 ℃、

20:1、氦气和 1 mL·min
-1。升温程序：起始温度为 80 ℃，保持 1 min，以 5 ℃·min

-1升至 200 ℃，保持 1 min，最

后以 10 ℃·min
-1升至 230 ℃，保持 18 min。 

质谱条件：EI 离子源，离子源温度 230 ℃，四级杆温度 150 ℃，质量扫描范围为 m/z 40~400，间隔为 0.4 s，

阈值为 100。 

1.2.6.3  电子鼻分析 

称取 5 g 样品置于 50 mL 密封进样瓶中，40 ℃水浴加热 40 min 后开始检测。PEN3 电子鼻运行参数：气体流

量为 0.4 mL·min
-1；分析采样时间、时间间隔、清洗时间、传感器归零时间和样品准备时间分别为 120、1、120、

10 和 5 s；操作环境温度 26 ℃。 

1.2.6.4  GC-MS 分析 

样品挥发性风味物质的测定参考 Lan 等[33]的方法。采用固相微萃取提取豆豉样品的挥发性化合物，内标物为

1 mg·mL
-1的环己酮。将 4 g 样品置于顶空瓶中，在 60 ℃平衡 15 min，然后将在 250 ℃老化 15 min 的萃取针插入

顶空瓶中进行萃取，萃取温度和时间分别为 60 ℃和 30 min，随后萃取针在 250 ℃下解析 5 min。 

色谱条件；DB-5MS 气相色谱柱（30 m×0.25 μm×0.25 μm）。采用非分流进样方式，进样口温度为 250 ℃，载

气为氦气，流速为 1.5 mL·min
-1。升温程序如下：40 ℃维持 3 min，以 3 ℃·min

-1升至 105 ℃，以 5 ℃·min
-1升至

150 ℃，最后以 10 ℃·min
-1升至 250 ℃并维持 15 min。 

质谱条件：电离方式为 EI，电离能量为 70 eV，离子源温度为 230 ℃，四极杆温度为 150 ℃，质量扫描范围

为 m/z 40~400。 

1.2.7  感官评价 

选取 15 名（7 男 8 女，年龄 22~35 岁）具有食品感官评价经验的人员组成评价小组。评价前对小组成员进行

豆豉产品特性专项培训，使其熟悉豆豉的基本感官属性及评分标尺的使用方法。评价人员从外观与色泽（30 分）、

香气（30 分）、滋味与口感（40 分）三个维度对样品进行评分，总分 100 分。 

1.3  统计分析 

所有实验处理和分析均重复 3 次，结果以平均值±标准差表示；由 SPSS 31.0 统计软件（IBM Corporation，

Armonk，NY，USA）对数据进行分析，P<0.05 表示显著差异，P<0.01 表示极显著差异。采用 OriginPro 2025b、

SIMCA 14.1 与在线工具 OmicShare Tools 绘图。 

2  结果与讨论 
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2.1  CotA对市售豆豉生物胺组成的影响 

 

图1 E. coli-BL21-pET28a和 E. coli-BL21-pET28a-cotA诱导破碎后上清液的SDS-PAGE蛋白胶图 

Fig.1 SDS-PAGE protein gel diagram of E. coli-BL21-pET28a and E. coli-BL21-pET28a-cotA supernatant after induction of 

fragmentation 

注：M：蛋白 Marker，泳道 1：诱导破碎后的 E. coli-BL21-pET28a 上清液，泳道 2：诱导破碎后的 E. coli-BL21-pET28a-cotA 上

清液。 

 

图2 CotA对市售豆豉生物胺组成的影响 

Fig.2 Effects of CotA treatment on BAs composition of commercially available douchi. 

注：数据以三次重复的平均值±标准差表示；ND 表示“未检出”。不同字母（a、b、c 等）表示在 P<0.05 水平上均值差异显著。 

CQ、SCYB 和 HBES 是中国市面上常见的 3 种细菌型豆豉，拥有一定的消费群体，因此选择这 3 种豆豉作为

本研究的研究对象。虽然目前已有多种来源的多铜氧化酶表现出生物胺降解能力[25]，但尚未有适用于豆豉生物胺

降解的酶。因此基于 E. coli BL21 重组表达了豆豉生物胺降解菌株枯草芽胞杆菌 T2
[20]的多铜氧化酶（CotA）。由

图1所示，重组表达菌株E. coli-BL21-pET28a-cotA的破碎上清液在70 kDa附近有明显条带，而E. coli-BL21-pET28a

的破碎上清液在此处无明显条带；E. coli-BL21-pET28a-cotA 粗酶液经镍柱纯化后在 70 kDa 附近出现明显单一的

蛋白条带，其大小与 BL21-pET28a-cotA 粗酶液一致，且无其他杂带，表明 BL21-pET28a-cotA 纯化成功。有研究

表明，枯草芽胞杆菌的 CotA 大小约为 67.5 kDa
[34]，这与本研究的结果类似，表明枯草芽胞杆菌 T2 的 CotA 被成

功表达。进一步对 E. coli-BL21-pET28a-cotA 的破碎上清液进行酶活测定，结果显示 CotA 酶活力为      376.78 

U·L
-1，表明重组表达的 CotA 具有一定的活性。 

为了研究 CotA 对 3 种市售豆豉生物胺组成的影响，将 CotA 粗酶液分别添加至 CQ、SCYB 和 HBES，37 ℃

孵育 24 h 后分析豆豉的生物胺组成。由图 2 可知 3 种豆豉样品的生物胺类型有较大差异，3 种豆豉样品中均可检

测到色胺、腐胺和酪胺，而尸胺和组胺在所有样品中均未检出。此外，仅在 CQ 和 SCYB 样品中检测出 β-苯乙胺。

这 3 种豆豉的生物胺含量也存在显著差异。3 种豆豉样品中 CQ 的色胺、β-苯乙胺和酪胺含量最高，因此 CQ 的总

生物胺含量（677.31 mg·kg
-1）也是 3 种豆豉样品中最高的。经 CotA 处理后，CQ、SCYB 和 HBES 的总生物胺含

量分别下降了 22.43%、9.39%和 45.35%。然而，SCYB-CotA 与 SCYB-pET28a 组的总生物按含量无显著性差异，

表明 CotA 对 SCYB 生物胺的降解能力较弱。这主要是因为 CotA 对 SCYB 的色胺、β-苯乙胺、腐胺和酪胺的降解

能力均较差。与之不同的是，CotA 对 CQ 和 HBES 的腐胺和酪胺均有较好的降解效果。CQ、SCYB 和 HBES 的

盐含量差异性不大，因此可排除盐含量对 CotA 活性的抑制。有研究表明，食品发酵体系中的酚类物质、酸性环
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境等因素均可抑制多铜氧化酶的活性[35]。因此，可以合理推测 SCYB 中可能存在抑制 CotA 活性的因子，导致其

对 SCYB 生物胺的降解能力较差。以上结果表明 CotA 降解豆豉生物胺的能力与豆豉类型有紧密联系，因此在未

来的研究中还需进一步解析豆豉中影响 CotA 生物胺降解能力的因素。 

2.2  CotA对市售豆豉活性物质和抗氧化活性的影响 

发酵豆制品含有多种黄酮类和酚类活性化合物[36]，它们具有抗癌和抗氧化特性，对发酵豆制品的品质有重要

影响[37]。因此，分析了 CotA 对 3 中豆豉总酚和总黄酮含量的影响。与空白组相比，pET28a 处理组和 CotA 处理

组的总酚含量无显著性变化（图 3a），表明 CotA 处理不会影响 3 种豆豉的总酚含量。与此同时，pET28a 处理组

的总黄酮含量均低于空白组，但 CotA 处理组与 pET28a 处理组的总黄酮含量无显著性差异（图 3b），说明 CotA

对这 3 种豆豉的总黄酮含量无负面影响。pET28a 处理组总黄酮含量的下降可能是因为 E. coli-BL21-pET28a 破碎

上清液中存在一些可影响豆豉黄酮的物质。 

分析样品的特定自由基清除能力是评估样品抗氧化活性的常用方法[38]。为了解析CotA 对CQ、SCYB 和HBES

抗氧化活性的影响规律，分析了不同豆豉处理组的 DPPH 和 ABTS 自由基清除能力。由图 3c 所示，CotA 处理后

CQ 和 SCYB 的 DPPH 自由基清除能力较对应的空白组出现显著下降，但 CQ-pET28a 组与 CQ-CotA 组的 DPPH

自由基清除能力无显著性差异，表明 CotA 处理仅会影响 SCYB 的 DPPH 自由基清除能力。与之不同的是，这 3

种豆豉经 CotA 处理后其 ABTS 自由基清除能力则与空白组无显著性差异（图 3d），但均高于与其对应的 pET28a

处理组，说明 CotA 处理对 3 种豆豉清除 ABTS 自由基的能力没有负面影响。总体来说，CotA 对 CQ、SCYB 和

HBES 的抗氧化活性影响并不大。 

 

图3 CotA对市售豆豉总酚（a）、总黄酮（b）含量和DPPH（c）、ABTS（d）自由基清除能力的影响 

Fig.3 Effects of CotA treatment on total phenolics (a), total flavonoids (b), DPPH radical scavenging ability (c) and ABTS (d) radical 

scavenging capacity of commercially available Douchi. 

注：数据以三次重复的平均值±标准差表示；ND 表示“未检出”。不同字母（a、b、c 等）表示在 P<0.05 水平上均值差异显著。 

2.3  CotA对市售豆豉游离氨基酸组成的影响 

游离氨基酸（Free Amino Acids，FAAs）是微生物生长和代谢的主要氮源，豆豉发酵过程中部分蛋白质被枯

草芽胞杆菌肽酶和蛋白酶水解形成各种 FAAs
[27]，它们对豆豉风味特征的形成至关重要。因此，评价了 CotA 对 3
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种豆豉游离氨基酸组成的影响。由图 4 可知，pET28a 处理组和 CotA 处理组不会影响 CQ、SCYB 和 HBES 的 FAAs

类型，但对这 3 种豆豉 FAAs 的含量有所影响。 

与 CQ-空白组相比，CQ 经 E. coli-BL21-pET28a 破碎上清液处理后仅有 4 种 FAAs 的含量上升，而 CotA 处理

过的 CQ 有 11 种 FAAs 的含量升高，且 CQ-CotA 组的 FAAs 升高幅度远高于 CQ-pET28a 组（图 4a），表明 CotA

有助于 CQ 的 FAAs 释放。在这 11 种含量增加的 FAAs 中，蛋氨酸（Met）的含量升高最多，CQ-CotA 组的 Met

含量较 CQ-空白组和 CQ-pET28a 组分别升高了 257.08 和 124.21 μg·g
-1。Met 作为含硫氨基酸，可被降解为甲硫醇

等物质赋予豆豉独特的肉香味，有效中和豆腥味[39]。CQ 的谷氨酸（Glu）和苯丙氨酸（Phe）含量仅次于 Met，

经 CotA 处理后 CQ 的 Glu 和 Phe 含量较 CQ-空白组也呈现大幅度提升。Glu 作为鲜味氨基酸，含量较高的 Glu 可

增强豆豉的鲜味并抑制苦味[40]。Phe 作为多种风味物质的前体物，可转化为具有花果香气的苯乙醛等物质[41]。与

CQ 类似，E. coli-BL21-pET28a 破碎上清液处理和CotA 处理分别能够提升 SCYB中 12 种和 10 种 FAAs 的含量（图

4b）。与 SCYB-空白组和 SCYB-pET28a 组相比，SCYB-CotA 组的 Glu、异亮氨酸（Ile）、亮氨酸（Leu）、Met 和

Phe 含量大幅度升高。这些结果表明 CotA 有助于 SCYB FAAs 的释放，提升 SCYB 豆豉的风味品质。 

然而，不同于 CQ 和 SCYB，HBES 经 CotA 处理后 7 种 FAAs 的含量较HBES-空白组出现下降，仅HBES-CotA

组的 Glu 含量高于 HBES-空白组和 HBES-pET28a 组（图 4c）。与 CotA 处理效果不同的是，HBES 经 E. 

coli-BL21-pET28a 破碎上清液处理后 9 种 FAAs 的含量升高，其中 Phe 的升高幅度最大，较 HBES-空白组提高了

23.08%。这可能是 E. coli-BL21-pET28a 破碎上清液中含有能够高效降解 HBES 中蛋白的酶，导致 HBES-pET28a

组的多种 FAAs 含量高于 HBES-空白组。CotA 作为一种漆酶，具有广泛的底物谱，能够催化酚类、芳香胺类等多

种底物[42]。研究表明，漆酶可以催化氨基酸，能够氧化 Tyr 和半胱氨酸（Cys）等氨基酸[43]。因此，CotA 可能直

接催化 HBES 中的某些游离氨基酸，导致 HBES-CotA 组的 FAAs 含量低于 HBES-空白组和 HBES-pET28a 组。以

上结果表明 CotA 能够促进 CQ 和 SCYB FAAs 的释放，但会抑制 HBES FAAs 的释放。 

 

图4 CotA对市售豆豉游离氨基酸含量的影响 

Fig.4 Effects of CotA treatment on the free amino acid content of commercially available Douchi 

注：数据以三次重复的平均值±标准差表示；ND 表示“未检出”。不同字母（a、b、c 等）表示在 P<0.05 水平上均值差异显著。 
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2.4  CotA对市售豆豉游离脂肪酸组成的影响 

游离脂肪酸（Free Fatty Acids，FFAs）也是豆豉风味的重要组分，它们主要在豆豉发酵过程中产生。豆豉发

酵过程中，大豆中的游离脂肪被微生物分泌的脂肪酶催化，生成短链脂肪酸和长链脂肪酸。脂肪酸不仅是豆豉风

味的重要组分，还是醛、酮等其他豆豉风味物质的前体物[44]。因此，分析了 CotA 对 CQ、SCYB 和 HBES FFAs

组成的影响。由图 5 可知，棕榈酸、硬脂酸、油酸、亚油酸和亚麻酸是 3 种豆豉的主要 FFAs 类型，且 CotA 对

CQ、SCYB 和 HBES 的 FFAs 种类无影响。根据碳链中双键的数量和位置，FFAs 可分为饱和脂肪酸（Saturated fatty 

acid，SFA）、单不饱和脂肪酸（Monounsaturated fatty acid，MUFA）和多不饱和脂肪酸（Polyunsaturated fatty acids，

PUFA）[45]。其中，棕榈酸和硬脂酸是 SFA，油酸是 MUFA，亚麻酸和亚油酸是 PUFA。3 种豆豉样品的 PUFA 相

对含量均超过 50%，说明其是 3 种豆豉样品中的主要 FFAs。 

CotA 对 3种豆豉 SFA 含量的影响有所不同。CQ-CotA组的棕榈酸含量显著高于CQ-空白组和CQ-pET28a 组，

而 CQ-CotA 组和 CQ-pET28a 组的硬脂酸含量则显著低于 CQ-空白组，表明 CotA 能够促进 CQ 棕榈酸的释放。然

而，CotA 对 SCYB 和 HBES 的 SFA 含量影响较小，SCYB-CotA 组和 HBES-CotA 组与其空白组之间无显著性差

异。3 种豆豉的 MUFA 主要是油酸，油酸作为单不饱和脂肪酸，可降低血清总胆固醇、低密度脂蛋白，从而起到

预防高血脂和心血管疾病的作用[46]。CQ 经 CotA 处理后，其油酸相对含量较 CQ-空白组和 CQ-pET28a 组分别增

加了 14.90%和 19.53%。然而，SCYB-CotA 组和 HBES-CotA 组的油酸相对含量则较空白组无明显变化。3 种豆豉

的 PUFA 中亚油酸相对含量最高，也是 3 种豆豉中单体 FFA 相对含量最高的。亚油酸是人体必需的ω-6 多不饱和

脂肪酸，具有调节胆固醇代谢、维持细胞膜完整性的功能[47]。亚麻酸是 3 种豆豉的另一种 PUFA，是一种重要的

ω-3 必需脂肪酸，具有抗炎、护脑等健康益处[48]。豆豉较高含量的不饱和脂肪酸是其发挥健康功能的基础[49]。CQ

经 CotA 处理后，其亚油酸相对含量较 CQ-空白组和 CQ-pET28a 分别了降低 14.10%和 18.68%。然而，CotA 处理

则不会影响 SCYB 和 HBES 的亚油酸相对含量。与此同时，CotA 处理会提升 SCYB 的亚麻酸相对含量，但会降

低 HBES 的亚油酸相对含量。以上结果表明 CotA 不会影响 3 种豆豉的 FFAs 类型，但会影响 FFAs 的相对含量。 

 
图5 CotA对豆豉的游离脂肪酸相对含量的影响 

Fig.5 Effects of CotA treatment on free fatty acid relative content of commercially available Douchi. 

注：数据以三次重复的平均值±标准差表示；ND 表示“未检出”。不同字母（a、b、c 等）表示在 P<0.05 水平上均值差异显著。 
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2.5  CotA对市售豆豉挥发性风味化合物的影响 

2.5.1  电子鼻分析 

电子鼻作为一种常见的风味分析仪器，常用于检测食品中的挥发性物质[50]。因此，本研究基于 PEN3 电子鼻

初步研究了 CotA 处理对 3 种市售豆豉挥发性风味物质的影响。与空白组和 pET28a 处理组相比，CotA 处理组在

W1W 和 W5S 传感器上的响应值较高（图 6a/c/e），表明 CotA 通过催化氧化或转氨等反应促进了豆豉硫化物、含

氮化合物和芳香类物质的生成。PCA 分析也证实了 CotA 处理对豆豉的挥发性物质有较大影响（图 6b/d/f）。此外，

CotA 处理对不同豆豉挥发性风味物质的影响也具有差异性。经 CotA 处理后，CQ、SCYB 和 HBES 分别对 W6S、

W2W 和 W2W 传感器的响应值增加，而 CQ 和 HBES 分别对 W2W 和 W6S 传感器的响应值降低。以上结果表明，

CotA 处理能够促进硫化物、氮氧化物、芳香类物质、萜烯类物质等豆豉特征风味物质的生成，从而提升了豆豉的

特征香气。 

 

图6 豆豉电子鼻的雷达图和PCA得分图 

Fig.6 The radar and PCA score chart of Douchi with different treatmen 

2.5.2  GC-MS 分析 

为了深入揭示 CotA 对 CQ、SCYB 和 HBES 挥发性风味物质的影响规律，基于 GC-MS 分析了 CotA 处理后 3

种豆豉挥发性风味物质组成。根据挥发性物质的出峰时间和峰面积建立了 3 种豆豉样品挥发性物质的总离子流图

（图 7a）。3 种豆豉样品中检测到的挥发性物质出峰时间主要集中在 5~35 min。同一样品三个处理组的挥发性物

质峰组成较为类似，但峰面积却有较大差异，表明 CotA 对这 3 种豆豉挥发性物质的种类影响较小，但对其相对

含量影响较大。 

随后，对 3 种豆豉的挥发性风味物质进行定性和相对定量分析。3 种豆豉样品中共鉴定出 63 种挥发性风味化

合物，分别是醇类 10 种，醛类 6 种，酸类 5 种，酮类 6 种，吡嗪类 14 种，酯类 2 种，酚类 4 种，萜烯类 12 种，

杂环类 1 种，硫化物 1 种，呋喃类 1 种、胺类 1 种（图 7b）。不同种类豆豉的挥发性物质类型有较大差异（图 7c）。

CQ 呈现出以醇类、吡嗪类和酸类为主的复合风味结构，其中 1-辛烯-3-醇的含量最高，是 CQ 的标志性挥发性物
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质。1-辛烯-3-醇是脂质氧化的典型标志物[51]，具有突出的蘑菇香气，可增强发酵食品的香气层次[52]，1-辛烯-3-醇

可在植物代谢过程中生成，或者通过发酵过程中亚油酸的自氧化反应和脂氧合酶催化下的氧化反应生成。此外，

CQ 的四甲基吡嗪和乙酸含量也较高。四甲基吡嗪是豆豉中主要的吡嗪类化合物之一，由微生物作用与美拉德反

应共同产生，具有坚果、烘烤和焦香风味[53]，SCYB 则表现出以吡嗪类为主导的风味特征，四甲基吡嗪和三甲基

吡嗪含量尤为丰富。与 CQ 和 SCYB 相比，HBES 的挥发性物质构成较为复杂，其乙酸、2,3-丁二醇、1-辛烯-3-

醇、D-柠檬烯、四甲基吡嗪相对含量远高于 CQ 和 SCYB。此外，HBES 还含有较高含量的桉叶油素、芳樟醇等

萜烯类物质，有花香味，这可能来源于 HBES 的配料[53,54]。 

经 CotA 处理后，3 种豆豉挥发性物质的相对含量发生了较大变化。与 CQ-空白组和 CQ-pET28a 组相比，

CQ-CotA 组的 1-辛烯-3-醇、乙酸、2-甲基丙酸、苯甲醛、3-辛酮、三甲基吡嗪、D-柠檬烯、苯乙醛、4-甲基己酸、

四甲基吡嗪、2-壬酮、壬醛、苯乙醇、2,3,5-三甲基-6-乙基吡嗪、1-苯基-1
,2-丙二酮、苯乙酸甲酯、2,5-二甲基-3-(2-

甲基丙基)吡嗪、2-(2-甲基丙基)-3,5,6-三甲基吡嗪、吲哚、2,3-二甲基-5-异戊基吡嗪、2-十二酮、2,3,5-三甲基-6-

异戊基吡嗪和 5-甲基-2-苯基-2-己烯醛的相对含量显著上升。与此同时，SCYB-CotA 组 1-辛烯-3-醇、2-乙基-6-甲

基吡嗪、邻伞花烃、γ-松油烯、四甲基吡嗪和 2,3,5-三甲基-6-乙基吡嗪的相对含量较 SCYB-空白组和 SCYB-pET28a

组均显著上升，而其苯酚、三甲基吡嗪、苯乙醛、壬醛、癸醛和 2,6-二甲氧基苯酚的相对含量则显著下降。此外，

与 HBES-空白组和 HBES-pET28a 组相比，HBES-CotA 组乙酸、3-辛醇、D-柠檬烯、桉叶油素、苯乙醛、四甲基

吡嗪、萜品烯-4-醇、α-松油醇、茴香脑（对丙烯基茴香醚）、古巴烯和石竹烯的相对含量显著上升，而其 2-甲基

丁酸、β-月桂烯、三甲基吡嗪和蛇麻烯的相对含量显著下降。以上结果表明 CotA 对 3 种豆豉挥发性物质的影响具

有差异性，这与豆豉本身的基质和微生物群落组成也有关联。 

经 CotA 处理后，吡嗪类化合物作为豆豉的关键风味物质最为显著，其中四甲基吡嗪等多种吡嗪含量上升，

直接增强了豆豉的坚果香和烘烤香特征[53]。同时，1-辛烯-3-醇、苯乙醇和 2,3-丁二醇等醇类物质含量的增加为豆

豉带来了蘑菇香、花香气味和奶油味[40,51,55]。醇类物质在豆豉的风味中起到两个作用，一是提升豆豉整体香气，

二是为芳香酯的形成提供了前体物[56]。豆豉乙酸含量的增加为其带来了酸味特征，而苯乙酸甲酯等酯类物质含量

的上升则为豆豉提供了甜香味[57]。豆豉苯酚和 2,6-二甲氧基苯酚等物质的含量减少有效降低了其药味和烟熏味等

不良气味[58]。总体来看，CotA 处理能够增强豆豉有益挥发性物质含量，并降低不良挥发性物质含量，从而改善了

豆豉的整体风味品质。 

 

图7 不同处理豆豉挥发性物质的GC-MS总离子流图(a)、类型及相对含量(b)及物质(c) 

Fig.7 The GC-MS total ion chromatogram (a), types and relative contents (b), and distribution (c) of volatile substances of Douchi with 

different treatment 
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2.5.3  OPLS-DA 分析 

本研究采用正交偏最小二乘判别分析（orthogonal partial least squares discriminant analysis，OPLS-DA）对不同

处理组豆豉的挥发性风味物质组成进行模式识别。各处理组在得分空间中呈现明显分离，且组内重复样本聚集程

度较高，表明模型拟合效果理想。模型参数方面，CQ 组自变量拟合指数（R
2
x）为 0.997，因变量拟合指数（R

2
y）

为 1，预测指数（Q
2）为 0.997；SCYB 组 R

2
x 为 0.997，R

2
y 为 0.999，Q

2为 0.997；HBES 组 R
2
x 为 0.995，R

2
y 为

0.998，Q
2为 0.993，各组模型均表现出较强的解释能力与预测能力，且组间区分显著。为了验证模型的可靠性并

避免过拟合，进一步进行 200 次随机置换检验。结果显示，CQ 组置换检验的 R
2和 Q

2的截距分别为 0.497 和-1.46，

SCYB 组 R
2和 Q

2分别为 0.432 和-1.89，HBES 组 R
2和 Q

2分别为 0.238 和-0.873，所有模型的 R
2截距均趋近于 0

且 Q
2截距均小于 0，符合模型随机性较低、未过度拟合的判定标准，证实所建 OPLS-DA 模型稳健可靠。以变量

投影重要性（Variable importance in projection，VIP）值大于 1 且单变量分析 P 值小于 0.05 为标准，筛选对组间区

分具有显著贡献的特征挥发性化合物。CQ 豆豉中共获得 10 种关键差异挥发性物质，包括茴香脑、2-甲基丁酸、

苯甲醇、2,4-癸二烯醛、4-乙基-2-甲氧基苯酚、1-壬醇、3-甲基-2-丁烯酸、2,3,5-三甲基-6-乙基吡嗪、2,5-二甲基-3-(2-

甲基丙基)吡嗪和 2-异戊基-6-甲基吡嗪；SCYB 豆豉中鉴定出 11 种关键差异挥发性物质，分别为 1-辛烯-3-醇、三

甲基吡嗪、邻伞花烃、壬醛、苯酚、苯乙醛、2-乙基-6-甲基吡嗪、2,3,5-三甲基-6-乙基吡嗪、四甲基吡嗪、γ-松油

烯和乙酸；HBES 豆豉中鉴定出 12 种关键差异挥发性物质，分别为三甲基吡嗪、苯乙醇、3-甲基丁酸、乙酸、麦

芽酚、茴香脑、γ-松油烯、反式-β-罗勒烯、3-辛醇、邻伞花烃、β-月桂烯和香树烯综上，OPLS-DA 模型可有效区

分不同处理组豆豉的挥发性风味，并筛选出对组间区分贡献显著的特征化合物。 

2.6  感官评价分析 

在空白组中，CQ、SCYB、HBES 3 种豆豉的感官评价总分分别为 73.0、68.5、71.0，表明 3 种市售豆豉感的

官品质存在一定差异，其中 SCYB 总分相对略低，可能与不同产地豆豉的原料及发酵工艺差异有关。与空白组相

比，3 种豆豉 pET28a 组的各感官评价指标得分及总分未呈现显著性差异，表明 E. coli-BL21-pET28a 诱导破碎上

清液中不含有引起豆豉感官品质显著变化的成分。然而，需要注意的是，CotA 处理后 3 种豆豉的感官品质均得到

显著提升。CQ-CotA、SCYB-CotA 和 HBES-CotA 组的感官评价总分分别为 80.5、77.5 和 77.5，均显著高于其对

应空白组和 pET28a 组。这主要归功于 CotA 处理组的各感官评价指标得分均高于空白组和 pET28a 组。其中，CotA

处理对豆豉的香气和滋味与口感的提升尤为明显，说明 CotA 能够促进豆豉中风味前体物的转化，增强豆豉特有

的酱香和鲜味。3 种豆豉经 CotA 处理后感官品质的变化趋势一致，表明 CotA 对不同来源的豆豉均具有良好适用

性。 

2.7  相关性分析 

为了更加直观地揭示 CotA 处理与 3 种豆豉生物胺和风味品质之间的关联性，基于 Pearson 相关系数解析了

CotA 处理与 3 种豆豉生物胺和风味品质之间的相关性（图 8）。CotA 处理普遍与豆豉中腐胺、酪胺及总生物胺的

含量呈负相关（P<0.05），但与 SCYB 豆豉中的酪胺和总生物胺负相关（P<0.05）程度不如其它 2 种。CotA 处理

与不同豆豉中游离氨基酸和风味物质的相关性存在明显差异。在 CQ 豆豉中，CotA 处理与 8 种游离氨基酸（Val、

Ile、Leu、Pro、Ser、Met、Phe 和 Glu）呈极强正相关（P<0.01），并与 9 种关键挥发性风味物质（四甲基吡嗪、

1-辛烯-3-醇、苯乙醛、三甲基吡嗪、油酸、癸醛、D-柠檬烯、2,3,5-三甲基-6-乙基吡嗪和壬醛）的积累呈极强正相

关（P<0.01），仅与亚油酸呈负相关（P<0.05）。在 SCYB 豆豉中，CotA 处理与 10 种游离氨基酸（Thr、Ala、Val、

Ile、Leu、Pro、Ser、Met、Phe 和 Glu）和 6 种挥发性风味物质（2-甲基丁酸、2-乙基-6-甲基吡嗪、四甲基吡嗪、

1-辛烯-3-醇、苯乙醛和茴香脑）呈正相关（P<0.05），而与三甲基吡嗪、桉叶油素、萜品烯-4-醇、α-松油醇、棕榈

酸、油酸、癸醛、D-柠檬烯、2,3,5-三甲基-6-乙基吡嗪和壬醛呈负相关（P<0.05）。在 HBES 豆豉中，CotA 处理与

9 种游离氨基酸（Thr、Ala、Val、Ile、Leu、Pro、Ser、Met 和 Phe）呈负相关（P<0.05），仅与 Glu 呈正相关（P<0.05）；

在风味物质方面，与四甲基吡嗪、1-辛烯-3-醇、苯乙醛、茴香脑、3-辛酮、桉叶油素、萜品烯-4-醇、α-松油醇、

棕榈酸、油酸、D-柠檬烯、2,3,5-三甲基-6-乙基吡嗪和壬醛呈正相关（P<0.05），而与 2-甲基丁酸和三甲基吡嗪呈

负相关（P<0.05）。这些结果与上述检测到的数据一致。 
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图8 CotA处理与3种豆豉生物胺和风味品质之间的相关性聚类热图 

Fig.8 Correlation clustering heatmap between CotA treatment and biogenic amines and flavor quality in three types of douchi 

注：*P<0.05，**P<0.01。红色代表正相关，蓝色代表负相关，颜色深浅代度强弱。 

3  结论 

本研究解析了 CotA 对 3 种豆豉生物胺、活性物质和风味品质的影响。结果表明，CotA 处理可显著降低 CQ

和 HBES 的总生物胺含量，而对 SCYB 的总生物胺含量无显著影响。与此同时，CotA 处理对 3 种豆豉的总酚、

总黄酮含量及 ABTS 自由基清除能力均无显著影响，表明其未对这 3 种豆豉的主要活性物质产生负面作用。在风

味方面，CotA 处理能够有效提升豆豉的风味品质。经 CotA 处理后，CQ 中 1-辛烯-3-醇、四甲基吡嗪、苯乙醇、

D-柠檬烯等等关键挥发性风味物质，SCYB 中四甲基吡嗪、1-辛烯-3-醇、2-乙基-6-甲基吡嗪等等关键挥发性风味

物质，以及 HBES 中乙酸、D-柠檬烯、桉叶油素、四甲基吡嗪等关键挥发性风味物质的含量均显著升高，表明

CotA 处理能够提升 3 种豆豉关键挥发性物质的含量。此外，CotA 处理还能够提升 CQ 和 SCYB 中的多种氨基酸

含量。研究结果表明，CotA 处理不仅能够降低豆豉的生物胺含量，还能改善其风味品质，在豆豉生物胺控制中具

有良好的应用潜力。 
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