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蔬菜发酵菌种的筛选及发酵特性
燕平梅，陈燕飞，赵文婧，乔宏萍，单树花，张 腾 

（太原师范学院生物系，山西 太原 030031）

摘  要：为了选择适合蔬菜发酵的发酵菌种，本研究从四川泡菜老汤中分离的6 种乳酸菌Lactobacillus plantarum、

Lactobacillus fermentum、Lactobacillus brevi、Lactobacillus pentosus、Leuconostoc mesenteroides、Lactobacillus lactics

筛选发酵菌种。6 种乳酸菌接入亚硝酸盐的MRS培养液中，6 种乳酸菌还原亚硝酸盐的大小顺序为Lactobacillus 

pentosus＞Lactobacillus plantarum＞Leuconostoc mesenteroides＞Lactobacillus fermentum＞Lactobacillus lactics＞

Lactobacillus brevis。以pH值降低的速率为发酵速率，Lactobacillus plantarum、Lactobacillus pentosus、Leuconostoc 

mesenteroides这3 种发酵剂的发酵速率较其他3 种快，并且通过乳酸菌的全细胞蛋白电泳实验得出此3 种乳酸菌在甘

蓝发酵过程中能够成为优势菌。从乳酸菌还原亚硝酸盐的能力、发酵速率、发酵菌种的生存能力（是否能成为优势

菌）的实验结果表明Lactobacillus plantarum、Lactobacillus pentosus、Leuconostoc mesenteroides这3 种乳酸菌作为蔬

菜发酵的发酵剂。通过对3 种发酵菌种发酵特性的研究可知，Leuconostoc mesenteroides较另两种生长周期短，稳定

期维持时间短，很快进入衰退期。Lactobacillus plantarum菌较Lactobacillus pentosus、Leuconostoc mesenteroides耐

酸，Leuconostoc mesenteroides对酸敏感。Leuconostoc mesenteroides最适生长温度为30 ℃，Lactobacillus plantarum、

Lactobacillus plantarum两种菌的最适生长温度是37 ℃。15 ℃条件下Leuconostoc mesenteroides的光密度（OD600 nm）

值很低，说明Leuconostoc mesenteroides较Lactobacillus plantarum、Lactobacillus pentosus对低温敏感。
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Abstract: This study aimed to screen the suitable strains for vegetable fermentation from six Lactobacillus species 

present in pickled vegetable, namely Lactobacillus plantarum, L. fermentum, L. brevis, L. Pentosus, L. mesenteroides and  

L. lactics. During culture in an MRS medium containing nitrite, these six strains of Lactobacillus could reduce the nitrite 

in the decreasing order: Lactobacillus pentosus > Lactobacillus plantarum > Leuconostoc mesenteroides > Lactobacillus 

fermentum > Lactobacillus lactics > Lactobacillus brevis. The fermentation rates of L. plantarum, L. pentosus and  

L. mesenteroides, as indicated by pH reduction rates, were higher than those of three other strains. Furthermore, whole-cell 

protein electrophoresis indicated that L. plantarum, L. pentosus and L. mesenteroides were the dominant bacteria in cabbage 

fermentation. Their applicability as starter cultures for vegetable fermentation was also confirmed based on nitrite-reducing 

ability, fermentation rate and viability. Comparing their fermentation characteristics, it was found that the growth cycle 

and stationary phase of Leuconostoc mesenteroides were shorter than those of the other two strains, and entered the decline 

phase earlier. L. plantarum was more resistant to acids than L. pentosus and L. mesenteroides and Leuconostoc mesenteroides 

was more sensitive to acids. The optimal growth temperature for Leuconostoc mesenteroides was 30 ℃ whereas the optimal 

growth temperature for both L. plantarum and L. plantarum was 37 ℃. At 15 ℃, the optical density (OD600 nm) of Leuconostoc 

mesenteroides was very low, indicating that it is more sensitive to low temperature than L. pentosus and L. plantarum. 
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蔬菜发酵过程中，蔬菜代谢过程积累的硝酸盐被

还原为亚硝酸盐，并在发酵过程中出现亚硝酸盐含量高

峰，称为“亚硝峰”，之后亚硝酸盐含量快速减少[1-7]。

关于“亚硝峰”的产生，许多学者 [8-10]都曾做过观察，

不同蔬菜品种、不同的发酵温度及不同的氯化钠浓度发

酵蔬菜过程初期均形成亚硝高峰，发酵中期亚硝酸盐

快速下降，后期亚硝酸盐含量很低，其含量低于我国 

GB 15198—1994《食品中亚硝酸盐限量卫生标准》中规

定了各类食品中关于亚硝酸盐的卫生限量标准。

提高发酵蔬菜产业的生产效率和发酵蔬菜的品质，

提早“亚硝峰”出现时间，降低“亚硝峰”的峰值是科

研人员研究的焦点。前人通过调发酵液的pH值[11]和添加

大蒜[12]、酸菜鲜[13]、VC[14]和采用纯种发酵方法[15-18]降低

发酵蔬菜中“亚硝峰”的峰值。其中纯种发酵方法不仅

可以降低发酵蔬菜中“亚硝峰”的峰值，而且能将自然

发酵的诸多不足受控于人工操作之下，可以实现泡菜生

产的现代化、工业化和规模化。因此纯种发酵方法将成

为泡菜产业发展的主流方向。为了选择适合蔬菜发酵的

发酵菌种，本研究团队在前期采用非培养和培养方法研

究发酵蔬菜乳酸菌的多样性的基础上[19-20]，选择了从四川

泡菜老汤中分离的6 种乳酸菌，从乳酸菌还原亚硝酸的

能力、发酵速率、发酵菌种的生存能力方面来选择发酵

剂。并对发酵菌种的性能进行研究。

1 材料与方法

1.1 材料与菌种

甘蓝来自中国农业大学附近的菜市场。

本实验所用的乳酸菌是从泡菜老汤和泡菜卤中分离

的乳酸菌，有Lactobacillus plantarum（编号为BC1）、

Lactobacillus fermentum（编号为W）、Lactobacillus 
brevis（编号为hp2）、Lactobacillus pentosus（编号

为SPc）、Leuconostoc mesenteroides（编号为nPb）、

Lactobacillus lactics（编号为Z）。

1.2 方法 

1.2.1 发酵菌种的制备

制备流程如下：冰箱保存种→转接MRS固体培养基活

化→扩大培养（乳酸菌在液体MRS培养基中于30 ℃培养

24 h）→离心分离（4 000×g，5 min）集菌→称质量。

1.2.2 接种发酵甘蓝的制备 

称取50 g洗净沥干的甘蓝，放入灭菌的三角瓶中，

加入含5 g/100 mL NaCl煮沸凉到室温的盐水100 mL，

接入乳酸菌发酵剂（发酵剂/菜为0.5 g/100 mL），置于

30 ℃培养箱中厌氧发酵。

在无菌条件下取发酵甘蓝样品，隔天测定发酵甘蓝

的亚硝酸盐含量和可滴定酸浓度，发酵第4天取发酵菜水

稀释到适当的浓度涂布到含5% CaCO3 MRS固体培养基

中，挑取10 株乳酸菌，做发酵剂生存能力的实验。

1.2.3 发酵甘蓝中亚硝酸盐含量和可滴定酸的测定方法

可滴定酸的测定是由0.1 mol/L氢氧化钠滴定，酚酞

为滴定终点指示剂[21]。

泡菜卤pH值测定用数字pH计，pH计的校准用厂商供

给的pH值为4.0和7.0的标准缓冲溶液。

亚硝酸盐含量的测定按GB/T 5009.33—1996《食品中

亚硝酸盐和硝酸盐的测定方法》[22]。

1.2.4 乳酸菌生存能力实验（用全细胞蛋白指纹图谱法）

1.2.4.1 乳酸菌全细胞蛋白的提取

将保藏的乳酸菌活化（用试管斜面或平皿），挑

取5～7 环接种于10 mL MRS液体培养基中于37 ℃培

养3～8 h时，在4 000 r/min离心10 min，倒掉上清液，

用灭菌的蒸馏水冲洗离心管的菌体，然后加入5 mL的

灭菌的蒸馏水在4 000 r/min离心10 min，倒掉上清液，

加入0.5 mL的处理缓冲溶液（0.062 5 mol/L Tris-HCl，

pH 6.8；2 g/100 mL SDS；10%甘油），放入100 ℃沸水

中煮5～8 min，然后放入－20 ℃冰箱中反复冻融2 次，

在13 000×g离心10 min，收集上清液 [14]（蛋白提取

液），进行电泳。

1.2.4.2 乳酸菌全细胞蛋白的琼脂糖凝胶电泳

按照 I s a b e l等 [ 2 3 ]的方法，测定乳酸菌全细胞蛋

白亚基组成，所用条件为12 .5%分离胶，4 .5%浓缩

胶，交联度3.6%，进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳（sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel 

electrophoresis，SDS-PAGE），单板恒流10 mA，样品

溶液先与等体积样品变性剂混合，沸水浴加热5 min后，

蛋白质提取液15 μL上样，电泳后的分离胶用考马斯亮蓝

R-250染色显现蛋白带。

1.2.5 菌种发酵特性的实验

经过活化的发酵菌种接入MRS液体培养基中30 ℃培

养箱中厌氧培养，每隔3 h测定MRS液体培养基的OD600 nm

值，连续测定30 h。

分别将MRS液体培养基调不同pH值（3、4、5、6、7） 

和不同盐质量浓度（2、4、6、8、12 g/100 mL），把培

养18 h的菌株接种于其中，培养24 h后，600 nm波长处测

培养液OD值。

将培养18 h的菌株接种于MRS液体培养基中，放于

15、20、25、30、37、45 ℃条件下培养24 h，600 nm波

长处测培养液OD值。

将培养18 h的菌株接种于含100 mg/L NaNO2 的MRS

液体培养基中，于30 ℃条件下培养3 d，测定培养液中

NaNO2 的含量。
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2 结果与分析

2.1 发酵菌种的筛选

2.1.1 单菌种发酵甘蓝中亚硝酸盐含量在发酵过程中的

变化
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图 1 单菌种发酵甘蓝菜中亚硝酸盐含量在发酵过程中的变化

Fig.1 Changes in nitrite content during single-strain fermentation of cabbages

6 种来源于泡菜乳酸菌为发酵剂发酵甘蓝菜中亚硝

酸盐含量随发酵时间的变化如图1所示，纯种发酵甘蓝亚

硝酸盐含量比自然发酵（空白）低。以W为发酵剂发酵

甘蓝亚硝酸盐含量较其他5 种纯种发酵高，且在发酵2 周

内出现两次亚硝高峰，第一次高峰值出现在发酵第4天，

较空白（自然发酵）晚2 d，第二次高峰值出现在发酵第

12天，其峰值相对第一峰值低得多；Z为发酵剂时，亚硝

酸盐含量高峰在发酵第10天出现，且峰值较另外4 种发

酵剂的高；SPc为发酵剂亚硝酸盐含量高峰在发酵第2天

出现；nPb作为发酵剂时，亚硝酸盐含量高峰在第1天出

现；hp2、BC1为发酵剂时，发酵甘蓝中亚硝酸盐含量在

发酵过程中呈波动变化，但亚硝峰值较上述几种发酵剂

的低。本实验发酵剂的选择的标准是发酵中亚硝酸盐高

峰低、且“亚硝峰”出现早的发酵菌种。基于此条件，

乳酸菌Z和W不适合作发酵菌种。

2.1.2 单菌种发酵甘蓝菜卤pH值的变化

表 1 单菌种发酵甘蓝菜卤pH值的变化

Table 1 Change in pH values during single-strain fermentation of cabbages

发酵菌种 2 d 4 d 6 d 8 d 10 d 12 d 14 d

Z 4.06 4.00 3.80 3.43 3.35 3.23 3.37

nPb 3.49 3.39 3.41 3.37 3.24 3.14 3.21

W 4.04 3.83 3.48 3.27 3.34 3.33 3.24

BC1 3.39 3.37 3.21 3.20 3.18 3.23 3.13

SPc 3.28 3.19 3.22 2.99 3.19 3.03 3.11

空白 4.10 3.87 3.57 3.72 3.57 3.43 3.40

hp2 4.03 4.00 3.90 3.37 3.32 3.30 3.27

此实验考察发酵剂的发酵蔬菜的速率，测试指标为

发酵甘蓝菜卤pH值。如表1所示，Z、W和hp2为发酵剂

时，发酵初期甘蓝菜卤的pH值降低缓慢。以nPb、BC1和

SPc为发酵剂，甘蓝菜卤的pH值降低较hp2、Z和W快。

从本实验的结果得出，从发酵速率看nPb、BC1、SPc乳

酸菌作为发酵剂较hp2、Z和W为好。

2.1.3 乳酸菌作为发酵剂的生存生长能力

本实验通过用全细胞蛋白电泳（蛋白指纹图谱）的

方法考察了接入菌种和其接入蔬菜发酵4 d的发酵卤中随

机分离乳酸菌的电泳带谱，如图2A～2C所示，接入的

BC1、nPb、SPc和含有接入菌的泡菜卤中随机分离7 株、

9 株乳酸菌全细胞蛋白电泳图谱是完全一样，说明接入的

菌种在蔬菜原料所带的众多野生菌环境中生存并成为优

势的乳酸菌，在发酵过程中起优势主导菌群的作用。因

此3 株菌株可以作为甘蓝接种发酵的发酵剂。未接菌的泡

菜中乳酸菌的全细胞蛋白带谱不一样（图2D）。

7A 6 5 4 3 2 1 BC1

泳道1～7为分离乳酸菌。

8B 67 5 4 3 2 1 nPb

泳道1～8为分离乳酸菌。

SPcC 31 5 72 4 6 8 9

泳道1～9为分离乳酸菌。

MarkerD 31 5 72 4 6 8 9

泳道1～9为分离乳酸菌。

图 2 BC1（A）、nPb（B）、SPc（C）菌种和未接菌（D）泡菜中乳

酸菌的全细胞蛋白SDS-PAGE图谱

Fig.2 SDS-PAGE of whole cell proteins of LAB
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2.2 发酵菌种的生长性能

由上述实验选出SPc、BC1、nPb为发酵菌株。对这

3 株菌进行一系列性能测定，测定菌株的生长曲线，了解

其生长周期及生长情况；对不同pH值的适应性是衡量菌

株在不同酸碱条件下活动能力的一项重要指标；合适的

发酵温度可以兼顾发酵得快速进行，同时确保发酵产品

的质地与口感；菌株对不同盐量的适应能力则可拓展的

应用范围从而满足不同地区对不同盐量发酵要求。

2.2.1 发酵菌株培养30 h的生长曲线和pH值的变化
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图 3 菌液OD600 nm值随培养时间变化曲线

Fig.3 Plot of OD600 nm of bacterial cells versus culture time
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图 4 菌液pH值随培养时间变化曲线

Fig.4 Plot of pH versus culture time

由图3、4可知，nPb生长周期短，培养12 h进入稳

定期，稳定期维持时间短，很快进入衰退期。培养液中

产酸较慢，培养30 h时pH值下降为3.6左右。SPc、BC1

培养16～18 h进入稳定期，产酸快，24 h后pH值下降为

3.6左右。

2.2.2 发酵菌株对不同pH值和盐质量浓度的适应性
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图 5 不同pH值条件菌体的生长情况

Fig.5 Effect of pH on the growth of bacterial cells

由图5可知，nPb、BC1两种菌株在pH值为6 h时

OD600 nm最大，SPc在pH值为5 h时OD600 nm最高。SPc、

nPb、BC1的最适生长pH值分别为5、6、6。BC1菌在

pH值为3仍能生长，SPc、nPb生长微弱，说明BC1菌较

SPc、nPb耐酸。nPb对酸敏感，在pH值为3的培养液中生

长较SPc微弱，说明nPb对酸敏感。
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图 6 不同盐质量浓度下菌体的生长情况

Fig.6 Effect of NaCl concentration on the growth of bacterial cells

图6表示在不同盐质量浓度条件下SPc、nPb、BC1这

3 种菌株的OD600 nm值，NaCl质量浓度在2～4 g/100 mL范

围内，SPc、nPb、BC1这3 种菌株生长良好。NaCl质量

浓度为12 g/100 mL，3 种菌生长很微弱。BC1菌较SPc、

nPb耐盐，NaCl质量浓度达8 g/100 mL时，仍能很好地

生长。nPb对盐较SPc、BC1敏感，在NaCl质量浓度为

12 g/100 mL时生长弱于其他两株菌。

2.2.3 发酵菌株的最适温度
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图 7 不同培养温度下菌株生长情况

Fig.7 Effect of cultivation temperature on the growth of bacterial cells 

over a 24-h cultivation period

由图7可知，SPc、nPb、BC1这3 种菌在30、37 ℃条

件下生长均旺盛。在45 ℃条件下生长都微弱。nPb最适

生长温度为30 ℃，SPc、BC1两种菌的最适生长温度是

37 ℃。15 ℃条件下nPb的OD600 nm很低，说明nPb较BC1、

SPc对低温敏感。

2.2.4 乳酸菌还原亚硝酸盐的能力

表 2 6 种乳酸菌还原亚硝酸盐能力的比较

Table 2 Comparisons of the nitrite-reducing abilities of six strains of 

lactic acid bacteria 

发酵菌种 空白 SPc BC1 nPb hp2 Z W

亚硝酸盐含量/（mg/L） 68.41±0.60 0.38±0.11 0.70±0.17 0.78±0.24 3.02±0.67 1.53±0.17 1.19±0.01

亚硝酸盐利用率/% 31.59 99.62 99.30 99.22 96.98 98.47 98.81
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如表2所示，6 种乳酸菌接入含100 mg/L亚硝酸盐的

MRS培养液中，3 d后培养液中的亚硝酸盐含量不一样。

说明它们还原亚硝酸盐的能力有差异，每种乳酸菌还原亚

硝酸盐的的大小顺序为SPc＞BC1＞nPb＞W＞Z＞hp2。

3 讨 论

将发酵蔬菜的发酵模式由传统的自然发酵模式向纯

种发酵的现代模式过渡并且达到快速、稳定和优质的关

键基础在于菌种。迄今，纯种发酵研究所用的发酵剂大

多数来自乳制品或其他发酵食品[24-26]。因其在泡菜制作基

质中适应性差，生长繁殖困难，配制出的菜品无泡菜独

有的品位。导致人工接种发酵蔬菜技术不能大面积推广

应用。

目前纯种乳酸发酵采用的生产工艺模式是一种半人

工半自然的特殊模式，接种前原料不经过热烫处理，发

酵原料中附着的自然微生物依然存在并参与发酵，而接

入的纯菌种只在发酵过程中起优势主导菌群的作用。这

种纯种发酵方法是常用的加工方法。接入的菌种能否在

蔬菜原料所带的众多野生菌环境中生存并成为优势的乳

酸菌是筛选发酵菌种的重要指标。本实验通过用全细胞

蛋白电泳（蛋白指纹图谱）的方法考察了接入菌种和其

接入蔬菜发酵4 d的发酵卤中随机分离乳酸菌的电泳带

谱，考察了从接种发酵亚硝酸盐高峰值低和发酵过程pH

值快速降低两个指标筛选的菌种在蔬菜发酵体系中的生

存生长能力，得出Lactobacillus plantarum、Lactobacillus 
pentosus、Leuconostoc mesenteroides能稳定存在蔬菜发酵

体系中并成为优势菌。

亚硝酸盐的形成是发酵蔬菜的普遍规律，接种发酵

选择能够使亚硝酸盐含量降低的发酵剂是筛选发酵菌种

的重要条件。蔬菜发酵过程中pH值快速降低不仅有效抑

制其他不耐酸杂菌的繁殖，而且低pH值可以还原亚硝酸

盐。因此，选择发酵速率快的发酵剂发酵对于得到优质

安全的泡菜产品是非常重要的。本研究先从发酵蔬菜制

品中亚硝酸盐含量和pH值两个指标选择发酵剂后检验其

在发酵过程中生存及生长能力，确定作为蔬菜发酵的发

酵菌种。然后研究其发酵特性，以为蔬菜人工接种发酵

提供适宜的发酵剂。
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