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Nα-月桂酰-L-精氨酸乙酯盐酸盐与山梨酸钾对榨菜

的协同保鲜及诱导致腐菌的氧化应激作用 

 

陈山乔，孙志栋
 

（宁波市农业科学研究院，浙江宁波 315040） 

摘要：为了开发更安全有效的榨菜用保鲜剂，需要测试山梨酸钾（PS）和 Nα-月桂酰-L-精氨酸乙酯盐酸盐（LAE）以及其复配

的抑菌性和应用效果，并探索其机理。本研究从腐烂榨菜分离出致腐菌作为研究对象，应用棋盘格法体外抑菌实验测试了不同 pH 环

境下，LAE 和 PS 对其最小抑菌浓度（MIC），以及测试了两者联合抑菌作用，并在榨菜保鲜中验证了效果。此外以分离出的最主要

致腐菌为研究对象，对 LAE 胁迫下其过氧化物酶（POD）、过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）活性、DPPH 自由基清除

率、蛋白质含量、丙二醛（MDA）含量进行了测定。分离得到主要致腐菌：盐脱氮枝芽胞杆菌（Virgibacillus halodenitrificans），施氏

假单胞菌（Pseudomonas stutzeri）和微紫青霉菌（Penicillium janthinellum）作为被试菌，结果显示 LAE 对其 MIC 为 16~32 mg/L，PS

对其 MIC 为 256~1024 mg/L，PS 表现出抑菌强度和酸度正相关，LAE 则相反。PS 和 LAE 对被试菌株表现出加合或协同联合抑菌作

用。在袋装榨菜中 LAE 和 PS 复配使用能够抑制微生物增殖达 1~2 个数量级。在 LAE 胁迫下，细菌 POD、CAT、SOD 活性上升，

DPPH 自由基清除率、蛋白质和 MDA 含量下降。LAE 和 PS 能够有效抑制榨菜中的致腐菌，并且拥有复配提效的潜力。此外，LAE

潜在的抑菌机理可解释为其使微生物细胞膜完整性降低、氧化应激水平升高。 
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Synergistic Actions of Nα-Lauroyl-L-Arginine Ethyl Ester Hydrochloride 
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Abstract: In order to develop a safer and more effective preservative for pickled mustard tubers, it is necessary to examine the 

antimicrobial activities, applications and underlying mechanisms of potassium sorbate (PS) and N-α-lauroyl-L-arginine ethyl ester 

monohydrochloride (LAE) as well as their mixture. In this research, spoilage bacteria were isolated from the rotten mustard tuber and used as the 

research object. In vitro antimicrobial experiments based on the checkerboard assay were performed to determine the minimum inhibitory 

concentration (MIC) of LAE and PS at different pHs, and the joint antimicrobial effect was examined and verified in the preservation of pickled 

mustard tuber. In addition, taking the most dominant isolated spoilage microorganisms as the research object, the peroxidase (POD), catalase  
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(CAT) and superoxide dismutase (SOD) activities, the DPPH free radical scavenging rate, the protein content, and the malondialdehyde (MDA) 

content were determined under the action of LAE. The major spoilage microorganisms isolated were used as the test bacteria (inducing 

Virgibacillus halodenitrificans, Pseudomonas stutzeri and Penicillium janthinellum). The results showed that the MICs of LAE and PS were 

16~32 mg/L and 256~1024 mg/L, respectively, with PS exhibiting shows a positive correlation between antimicrobial activities and acidity, and 

LAE acting oppositely. PS and LAE exhibited an additive or synergistic effect in the antimicrobial activities towards the test bacteria. The 

combined use of LAE and PS could inhibit (by 1 to 2 orders of magnitude) the proliferation of the microorganisms in packed pickled mustard 

tubers. Under the press of LAE, the POD, CAT and SOD activities, DPPH radical scavenge rate, protein content and MDA content decreased. 

LAE and PS can effectively inhibit the spoilage microorganisms in pickled mustard tuber, and their mix has a promising potential of enhancing 

preservation performance.Furthermore, the potential antimicrobial mechanisms of LAE might involve the decrease of membrane integrity and 

increase of oxidative stress of the microbial cells. 

Key words: potassium sorbate; N-α-lauroyl-L-arginine ethyl ester monohydrochloride; pickled mustard tuber; synergistic antimicrobial 

activity  

 

随着消费者对低盐健康概念的崇尚，低盐化已经

成为即食腌渍榨菜的趋势。而由于即食腌渍榨菜的盐

度降低，为了满足消费者对其货架期的需求，贮藏保

鲜成为了巨大的挑战。添加食品保鲜剂是在低成本下

提高即食腌渍榨菜耐贮藏性能的有效手段。苯甲酸钠

得益于低廉的成本和高效的抑菌性，曾是即食腌渍榨

菜中应用最广泛的防腐添加剂，然而其对人体健康的

潜在负面影响[1]，其安全性颇为争议[2]。因此，业界对

能够替代苯甲酸钠的高安全性保鲜剂有着迫切的需

求。其中山梨酸钾（Potassium sorbate，PS）作为高安

全性保鲜剂，在诸多领域得到了应用。但是由于 PS
的抑菌性能较苯甲酸钠尚存在差距[3]，因此在诸如榨

菜等食品中，并没有形成完全的替代。另外，Nα-月
桂酰-L-精氨酸乙酯盐酸盐（N-α-lauroyl-L-arginine 
ethyl ester monohydrochloride，LAE）是一种在腌渍蔬

菜中有应用潜力的新型保鲜剂。由精氨酸，月桂酸和

乙醇合成的 LAE 能够在人体内快速分解为这三种天

然物质，因此 LAE 在食品中的应用有着极高的安全性
[4]。因此，通过 PS 和 LAE 的复配来形成更强、更稳

定的保鲜效果是一种促进这两者实用性的有效方法。

此外，有诸多报道显示，LAE 在不同的基质中呈现不

同的抑菌活性[5]，因此也需要对其影响因素和具体的

抑菌机理进行探索。 
本研究选用即食腌渍榨菜，作为应用对象。从腐

烂榨菜中对优势致腐微生物进行分离。之后考察山梨

酸钾和 LAE 在不同 pH 下对其抑菌效果，并验证了 PS
和LAE共同作用时的抑菌性，据此设计并验证了LAE
和 PS 的复配榨菜保鲜配方。最后对 LAE 对榨菜致腐

菌的抑菌机理，进行了细胞膜损伤层面，以及氧化应

激层面的探究。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与试剂 

实验所用榨菜来自余姚市阿姚皇食品有限公司

（宁波，中国）；生化试剂购自生工生物工程（上海）

股份有限公司（上海，中国）；超声波破碎仪型号为

U-250 购自新芝生物科技股份公司（宁波，中国）；拍

打均质机型号为 Scienzt-09，购自新芝生物科技股份公

司（宁波，中国）；酶标仪购自南京德铁实验设备有限

公司（南京，中国）；山梨酸钾购自宁波王龙科技有限

公司（宁波，中国）；所使用的检测试剂盒购自南京建

成生物工程研究所（南京，中国）；所用水皆为自制蒸

馏水。 

1.2  实验方法 

1.2.1  致腐菌分离 

将均质后的腐烂榨菜滤液稀释 1×10、1×102、

1×103、1×104、1×105 后，分别涂布于平板菌落计数

（PCA）培养基（细菌）和孟加拉红培养基（真菌）

上。PCA 和孟加拉红平板分别于 37 ℃和 28 ℃下培养

3~5 d 后，选取其中大量出现的单菌落进行划线分离

培养。经过 3 次以上划线培养的单菌落即为纯培养。 
1.2.2  致腐菌的鉴定 

将分离得到的细菌和真菌分别接种至营养肉汤培

养基和改良马丁培养基中液体培养至菌量最大，使用

生理盐水清洗重悬后，超声破碎 15 min，之后使用氯

仿：异戊醇（24:1）提取，加 0.6 倍体积预冷的异丙

醇，-20 ℃静置过夜。离心后，用 70%乙醇洗涤沉淀，

重悬于 60 μL TE 缓冲液中。样品送上海生工生物工程

有限公司进行核糖体 DNA 测序，进行菌种鉴定。 
1.2.3  体外抑菌实验 

将被试微生物在液体培养基培养至菌量最大。使

用 pH 分别为 5、6、7 的 PBS 缓冲液配置液体培养基
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并灭菌。在 96 孔细胞培养板中依次加入 20 μL 逐级 2
倍稀释的 LAE 或 PS 水溶液，之后在每孔中加入对应

pH 的培养基 160 μL，最后根据麦式比浊法将培养好

的微生物稀释至 1×105个/mL 后向每孔接种 20 μL。将
配置好的微孔板置于对应温度（细菌：37 ℃，真菌：

28 ℃）的培养箱中培养 2 h，之后在 600 nm 波长下读

板，相对空白孔的光密度值变化既为微生物增长程度，

选取其中的最小抑菌浓度（MIC）作为抑菌性的评价

指标。 
1.2.4  体外联合抑菌实验 

将被试微生物在液体培养基培养至菌量最大。在

96 孔细胞培养板中依次加入逐级 2 倍稀释的 LAE 和

PS 水溶液（横向为 LAE 逐级稀释，纵向为 PS）各 10 
μL，再以 1.2.3 中相似的方法加入 pH 7 的培养基和菌

悬液，培养并读板。通过公式（1）计算 FIC 值，以

FIC≤0.5 评价为两者存在协同作用，0.5<FIC≤0.75 为

部分协同作用，0.75<FIC≤1 为加合作用，1<FIC≤4 为

无关作用，4<FIC 为拮抗作用[6]。 

LAE PS PS LAE

LAE PS

MIC MICFIC
MIC MIC

− −= +                  （1） 

式中：FIC：部分抑菌浓度；MICLAE：LAE 单独作用的最

小抑菌浓度；MICLAE-PS：与 PS 共同作用时 LAE 的最小抑菌浓

度；MICPS：PS 单独作用的最小抑菌浓度；MICPS-LAE：与 LAE

共同作用时 PS 的最小抑菌浓。 

1.2.5  复配保鲜剂在袋装榨菜中的保鲜效果评

价 

腌制完成的榨菜使用切片机切成厚度为 2 mm 的

薄片后，于淡水中漂洗 10 min 进行漂淡。漂淡后的榨

菜添加 0.2 g/kg 柠檬酸+1 g/kg 赤藓糖醇+10 g/kg 蔗糖

进行调味，此外分别添加国标限量的 PS（1000 mg/kg）
[7]；美国食药监局限量的 LAE（225 mg/kg）[8]；复配

LAE 和 PS（LAE：112 mg/kg，PS：500 mg/kg）；以

及空白对照。搅拌均匀后将榨菜分装进行真空包装，

之后在 80 ℃下水热巴氏灭菌 10 min。待榨菜冷却后，

将其置入 37 ℃培养箱中进行加速贮藏试验。分别在

15、30、45 d 时取样，以稀释平板法（细菌：PCA，

真菌：孟加拉红）检测菌落总数。 
1.2.6  LAE 胁迫下被试菌株的生理生化指标

检测 

将被试菌株接种于营养肉汤培养基中培养至最大

菌量后，向培养基中加入 MIC/2、MIC、MIC×2 浓度

的 LAE，待继续培养 12 h 后，将培养的菌体离心后，

以生理盐水清洗重悬。重悬后的菌体使用超声波破碎

仪将菌体破碎后离心取上清液。将菌体提取液使用对

应的试剂盒进行过氧化氢酶（CAT）、过氧化物酶

（POD）、超氧化物歧化酶（SOD）活性、DPPH 自由

基清除率、丙二醛（MDA）含量、蛋白质含量的检测。 
1.2.7  数据分析 

实验中数据处理基于 R[9]进行，处理间差异显著

性基于单因素方差分析-图奇事后检验（One way 
ANOVA-Tukey HSD）进行计算，图形绘制基于 ggplot2
软件包[10]。 

2  结果与分析 

2.1  致腐菌的分离与鉴定 

 
图1 盐脱氮枝芽胞杆菌（A），施氏假单胞菌（B）和微紫青霉

菌（C）的进化树 

Fig.1 The phylogenetic tree of Virgibacillus halodenitrificans (A), 

Pseudomonas stutzeri (B) and Penicillium janthinellum (C) 

  

 
图2 盐脱氮枝芽胞杆菌（a），施氏假单胞菌（b）和微紫青霉

菌（c）的菌落形态 

Fig.2 The colony morphology of Virgibacillus halodenitrificans 

(a), Pseudomonas stutzeri (b) and Penicillium janthinellum (c) 

经过平板涂布培养，发现 PCA 培养基中有 2 种菌
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落大量存在，标记为 A 和 B，孟加拉红培养基中则有

1 种菌落大量存在，标记为 C。经过核糖体 DNA 测序

后，检索 BLAST 数据库，将其分别鉴定为：盐脱氮

枝芽胞杆菌（Virgibacillus halodenitrificans），施氏假

单胞菌（ Pseudomonas stutzeri ）和微紫青霉菌

（Penicillium janthinellum），其进化树如图 1 所示。如

图 2 所示，盐脱氮枝芽胞杆菌为白色圆形菌落，表面

光滑，施氏假单胞菌菌落形态为白色点状菌落，微紫

青霉菌的菌落形态为边缘略带紫色的大片菌丝。 
通过致腐菌分离鉴定后可知榨菜中最主要的致腐

细菌为盐脱氮枝芽孢杆菌，是一种嗜盐性的营兼性厌

氧的反硝化细菌，并且在极端生境下能够产生芽胞
[11]。先前的研究文献也有报道，榨菜中的致腐菌多为

芽胞杆菌[12]。盐脱氮枝芽孢杆菌的嗜盐性是导致其在

高盐度的榨菜内能够占据主要的最可能原因之一，并

且其反硝化能力有可能是榨菜贮藏保鲜中经常能观察

到亚硝酸盐含量在后期下降[13]的原因之一。 

2.2  体外抑菌 

3 种微生物在不同 pH 下经过培养后，其相对空白

的 OD600如图 3 所示。图中相对空白 OD600值为 0 并

处于拐点的浓度，即为抑菌剂对被试微生物的最小抑

菌浓度（MIC）如图 3 所示。LAE 对三种被试微生物

的 MIC 在 16~32 mg/L，而 PS 则为 256~1024 mg/L。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图3 pH 5~7环境下LAE和 PS对不同被试菌的最小抑菌浓度 

Fig.3 The MICs of LAE and PS against subjects in pH 5~7 

注：a~c：pH=5；d~f：pH=6；g~i：pH=7。a、d、g：施
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氏假单胞菌；b、e、h：微紫青霉菌；c、f、i：盐脱氮枝芽孢杆

菌。 

PS 对两种细菌的抑菌实验中，与文献报道[14]类

似，均表现出其抑菌性能随 pH 降低而升高的趋势。

相关的研究将这一现象归因为 PS 需要酸性环境解离

出山梨酸阴离子，从而发挥抑菌活性[15]。而 LAE 在

酸性环境下对盐脱氮枝芽孢杆菌的抑菌性能相较中性

环境有所下降。虽然 LAE 作为季铵盐型碱性表面活性 
剂，从理论上推断，其发挥抑菌活性的最佳 pH 较低
[16-18]，并且随着 pH 上升其抑菌活性会受到很大的抑

制，这种现象的成因可能原因是 LAE 的抑菌性能受到

了诸如细菌表面电位[19]等其他因素的瓶颈限制，其影

响强于胍基季铵的解离度。 

2.3  联合抑菌 

三种微生物在 LAE 和 PS 相互作用下，表现出的

联合抑菌性能，如表 1 所示。从 FIC 数值可知，对于

被试的两种细菌，LAE 和 PS 存在着加合作用，两者

的抑菌性能能够以近似线性的方式叠加；而对于微紫

青霉菌，这两者则表现出强烈的协同作用，LAE 的存

在大幅提高了 PS 的抑菌能力。这可能是由于 LAE 对

膜系统的破坏作用，使得 PS 能够更有效地进入菌体

内部发挥活性所致[20]。综上所述，根据体外联合抑菌

的结果，LAE 和 PS 的共同作用，具有潜在的抑菌增

效作用，适合于复配保鲜剂的开发。目前已有文献报

道，LAE 与其他保鲜剂存在着协同效应，如双乙酸钠、

乳酸钠[21-23]、柠檬酸钠、香芹酚[24]、植物精油[25]等，

其中和PS同属羧酸盐类保鲜剂的双乙酸钠-LAE复方

已经有相关产品上市。 
表1 LAE和PS在pH7环境下的MIC和联合抑菌相互作用（mg/L） 

Table 1 The combined antimicrobial activities of LAE and PS 

in condition with pH7 
 盐脱氮枝芽胞杆菌 施氏假单胞菌 微紫青霉菌

MICLAE 16 16 32 

MICPS 1024 1024 512 

MICLAE-PS 8 8 8 

MICPS-LAE 512 512 64 

FIC 1 1 0.5 

相互作用 加合 加合 协同 

2.4  袋装榨菜中 LAE 和 PS 的保鲜效果验证 

添加保鲜剂后不同处理组在各取样时间点中的菌

落总数和真菌菌落总数如图 4 所示。PS 在贮藏初期有

一定的抑菌能力，但是随着贮藏时间的延长，微生物

的增殖无法被抑制；LAE 在贮藏全程能够将菌落总数

相对对照降低 1~2 个数量级。在贮藏初期 PS 对于真

菌的抑制能力与 LAE 较接近，但在长期贮藏过程中，

PS 的抑菌能力大幅降低。然而对于复合保鲜剂来说，

贮藏全程有着更优良的性能。可见在实际应用中，进

行复配是行之有效的减量增效手段。 

 

 
图4 添加不同保鲜剂后榨菜的菌落总数和真菌菌落总数

的变化 

Fig.4 The colony counts and fungi colony counts alterations in 

pickled mustard tubers added with preservatives  

注：a：菌落总数；b：真菌菌落总数 

2.5  LAE 对盐脱氮枝芽孢杆菌的抑菌机理研究 

作为腐烂榨菜中分离出菌落最多的致腐菌，本研

究将盐脱氮枝芽孢杆菌作为 LAE 抑菌机理研究的对

象。经过不同浓度 LAE 处理的盐脱氮枝芽孢杆菌的

CAT、POD、SOD 活性、DPPH 自由基清除率、MDA
含量、菌体蛋白含量见图 5。如图所示，经过 16 mg/L
以上LAE 处理的盐脱氮枝芽孢杆菌相比对照，其CAT
活性极显著升高，由对照的 4.02×105 U/g 升至最高

6.91×105 U/g，16 mg/L 和 32 mg/L 浓度处理其 CAT 活

性极显著高于 8 mg/L，CAT 活性升高随 LAE 浓度呈

正相关；经过 32 mg/L LAE 处理相比对照，其 POD
活性显著升高由对照的 8.67×10-5 U/g 升至最高

1.44×10-4 U/g，各处理浓度之间的 POD 活性呈现极显

著差异，POD 活性的升高随 LAE 浓度呈正相关量效

关系；经过 16 mg/L 的 LAE 处理相比对照，其 SOD
活性显著升高，相比对照的7.47 U/g，上升至最多12.15 
U/g，SOD 活性随 LAE 浓度呈非线性或无量效关系；

经过32 mg/L的LAE处理相比对照其菌体蛋白含量显
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著降低，由对照的 72.62 μg/g 降低至最少 40.43 μg/g，
蛋白含量的降低随 LAE 浓度呈正相关量效关系；经过

所有被试浓度 LAE 处理相比对照，均未在 MDA 水平

上有显著变化，但是 32 mg/L 处理组相比 8 mg/L 处理

组 MDA 水平显著降低，总体来说，MDA 水平降低与

LAE 浓度呈正相关量效关系；经过 16 mg/L 以上 LAE
处理的相比对照，其 DPPH 自由基清除率显著降低由

对照的 13.92%降低至最少 1.84%，DPPH 自由基清除

率的降低随 LAE 浓度呈正相关量效关系。 

 

 

 

 

 

 
图5 不同浓度LAE处理后盐脱氮枝芽孢杆菌的CAT、POD、SOD

活性、DPPH自由基清除率、MDA含量、菌体蛋白含量 

Fig.5 The POD activities, CAT activities, SOD activities, DPPH 

radical scavenge rate, protein levels and MDA levels of 

Virgibacillus halodenitrificans during LAE stress 
注：a：CAT 活性；b：DPPH 自由基清除率；c：MDA 含

量；d：POD 活性；e：菌体蛋白含量；f：SOD 活性。误差线

代表各组数据的标准误，字母代表 p=0.01 显著水平下

ANOVA-Tukey HSD 的差异显著性。 

从实验结果来看，蛋白水平的降低说明经过 LAE
处理，盐脱氮枝芽孢杆菌的细胞膜完整性受到了降低，

有胞内物质泄漏发生[26]。在而从各个抗氧化酶系的活

性变化来看，POD，SOD，CAT 三种主要的细菌抗氧

化酶活性发生了上调。通常生物体在受到氧化应激时，

会上调其抗氧化酶系统进行应对[27]，以这三种酶活性

为代表的抗氧化系统上调，说明了 LAE 对细菌存在着

氧化应激。DPPH 自由基清除率的下调说明 LAE 消耗

了细菌本身的自由基清除能力，其可能原因是 LAE
在胞内诱导了自由基的产生，而对于其他化合物抑菌

剂机理研究中，也报道了细胞膜损伤和活性氧自由基

的产生有着关联性[28]。然而 MDA 水平变化则与其他

结果矛盾，表现出在 LAE 处理下，脂质过氧化水平受

到了降低，但是考虑到 LAE 对细胞膜的作用[20]，MDA
的降低可能是由于 LAE 破坏了细胞膜，导致细胞膜脂

质流失所引起的，因此 MDA 的反常降低可能并不是

由于过氧化水平的减轻所导致的。由于 LAE 本身的化

学性质并不活泼并且不具有生物学意义的氧化性，所



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.10 

131 

以 LAE 引起的氧化应激可能是由于 LAE 破坏了细胞

内的膜结构，导致胞内自由基和氧化性物质的扩散；

以及 LAE 在降解细胞膜的过程中，可能诱导了过氧化

脂质自由基的产生。 

3  结论 

本研究中，榨菜的主要致腐菌得到了分离和鉴定，

分 别 为 盐 脱 氮 枝 芽 胞 杆 菌 （ Virgibacillus 
halodenitrificans ），施氏假单胞菌（Pseudomonas 
stutzeri），和微紫青霉菌（Penicillium janthinellum）。

其中盐脱氮枝芽孢杆菌是最主要的致腐菌。LAE 和

PS 在不同 pH下对分离得到的微生物的抑菌性能通过

MIC 指标进行了表征，实验结果表明 LAE 的抑菌性

能不会随着 pH 接近中性而降低，而中性条件下其对

部分微生物的抑菌性能得到了加强。本研究还对 LAE
和 PS 的复配抑菌效果在体外实验和实际应用于榨菜

上进行了验证，实验结果表明 LAE 和 PS 复配能够有

效控制细菌和真菌的增殖，减量增效。最后通过对

LAE 处理后盐脱氮枝芽孢杆菌的生理生化分析总结

得出，LAE 除了能够通过破坏细胞膜完整性抑制微生

物生长外，还能够加强菌体受到的氧化应激，消耗菌

体的自由基清除能力，表明了 LAE 与氧化性抗菌剂存

在着协同效应的潜力。 
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