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不同盐度下潮汕地区芥菜酸菜的品质

及微生物种群比较

马一轩1，李汴生1,2*，阮征1,2，李丹丹1，谢财喜3，郑钺颖3

（1.华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640）（2.广东省天然产物绿色加工与产品安全重点实验室，

广东广州 510640）（3.广东蓬盛味业有限公司，广东汕头 515023）

摘要：为探究盐汤浓度对潮汕地区自然发酵芥菜酸菜中部分理化性质和微生物种群性质的影响，通过改变预腌后酸菜

正式发酵过程中盐汤的盐度（盐汤梯度为 3 wt.%、4 wt.%、5 wt.%），测定发酵过程中盐度、总酸度、外观及风味、还原糖、

氨基酸态氮、乳酸菌总数和菌落总数的变化，并取发酵终点的酸菜进行细菌群落高通量测序。研究结果表明了盐度

对芥菜酸菜发酵过程理化性质及微生物种群的影响，发酵 10 d，3 wt.% 盐度酸菜与 5 wt.% 盐度酸菜的总酸含量相差

了 1.83 g.kg-1
，与 4 wt.% 盐度酸菜相差 1.06 g.kg-1

，3 wt.% 盐度酸菜和 5 wt.% 盐度酸菜还原糖含量达到峰值的时间相差 3 d。

3 wt.% 盐度盐汤会使得酸菜中的杂菌致病菌比例较高，而 5 wt.% 盐度盐汤则部分抑制了非耐盐乳酸菌的生长，反而具有

较低的乳杆菌比例（21%）。更低的盐度似乎会使得发酵过程明显加快，从菌种组成和氨基酸态氮含量来看，预腌后

选用 4 wt.% 盐度的盐汤来进行潮汕地区酸菜的腌制最为合适。研究为潮汕地区自然发酵芥菜酸菜的发酵过程探究和盐度选

择提供了理论基础。
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Abstract: The aim of this study was to investigate the influence of brine concentration on certain physicochemical properties 

and microbial community characteristics in naturally fermented mustard greens pickles from the Chaoshan region. During the 

fermentation stage after pre-pickling, the salt concentration of the brine was adjusted to create gradients of 3 wt.%, 4 wt.%, 

and 5 wt.%. Throughout fermentation, changes in brine salinity, total acidity, appearance and flavor, reducing sugar, amino acid 

nitrogen, total lactic acid bacteria count, and total colony count were measured, and high-throughput sequencing of the bacterial 

community on the pickles was performed at the end of fermentation. The results indicated that salt concentration significantly 
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酸菜是中国具有地方特色的代表性发酵食品，以

其开胃爽口的风味得到群众的喜爱。目前关于酸菜的

研究有很多，这些研究的对象多为北方以白菜为原料

的酸菜，而对南方的芥菜酸菜研究针对性较低，很

多研究并未从产地、原料和环境细分不同酸菜的差

异 [1-4] 。南方酸菜地区的酸菜和北方地区的酸菜除了原

料选择的不同以外，用盐方式也大有不同。东北酸菜，

基本都是一步到位，直接用低浓度盐水进行浸泡发酵。

南方酸菜包括广西酸笋 [5] 、四川冬菜 [6] 、湖南传统发酵

芥菜 [7] 等比较出名的地方酸菜，都有一步共同的“粗

盐 / 高浓度盐水预腌制”步骤，均在正式腌制之前用

粗盐或高浓度盐水进行短期的预腌制，再漂脱洗盐后，

装罐进行后续的发酵。以芥菜为原料制作酸菜的地区

范围多集中在南方，如两广地区、云贵川渝地区 [8] 。

潮汕地区酸菜属于南方酸菜，且原料为小叶芥菜和大

叶芥菜，发酵过程不添加香料和人工发酵剂，属于极

具代表性的南方酸菜，在两广地区受众广泛。

酸菜在发酵环境中，盐的存在能够显著提高植物

细胞内外的渗透压，从而引发细胞内水分外流，导致

质壁分离，抑制细胞的增殖速度 [9] 。此外，水分子会

被钠离子和氯离子包围并固定，使其无法被微生物有

效利用 [10] 。这种作用机制直接影响微生物的繁殖动态，

同时盐浓度的变化也会对发酵酸菜中微生物群落的构

成产生显著影响。目前现有的盐度对酸菜发酵过程和

微生物组成的研究多集中在东北地区以白菜卷心菜为

原料的酸菜，而潮汕地区自然发酵芥菜酸菜在两广地

区是存在一定代表性的。目前，关于盐度对微生物发

酵理化性质和微生物种群的研究，由于不同地区环境

菌群、平均温度和对保存时间追求的差异，导致用盐

量的差异很大，从 0.5 wt.%~12 wt.% 不等 [3] ，北方地

区由于温度较低，杂菌少，因此很低的盐度（0.5 wt.% 
~1 wt.%）也能完成腌制 [1] ，而南方地区的酸菜盐度基

本都在 3 wt.% 以上。通过传统酸菜腌制方法的经验和

查阅现有南方地区酸菜的制作方法，最终确定盐浓度

范围在 6 wt.% 以下，更高的盐度并不适宜食用，研究

的梯度以 1 wt.% 为跨度，选取 3 wt.%、4 wt.%
和 5 wt.% 三个浓度作为探讨。本研究以盐度为变量，

以潮汕地区传统发酵芥菜酸菜为代表，探究盐度对潮

汕地区发酵芥菜酸菜的发酵过程品质控制参数理化性

质及微生物种群组成分析的影响，便于工业生产酸菜

更综合的评估酸菜的发酵终点，针对性的研究存在一

定新颖性和价值。

1  材料及方法

1.1 材料

原料：小叶芥菜，生长周期为 40~50 d，产于湖

南岳阳华容县；精制加碘食用盐，长江盐化有限公司。

试剂： PCA 培养基、MRS 培养基，广东环凯微生物科

技有限公司；E.Z.N.A.® Soil DNA Kit DNA 抽提试剂

盒，美国 Omega 公司；FastPfu DNA Polymerase，北京

全式金生物技术有限公司。

1.2 仪器

T100 Thermal Cycler PCR 仪，美国 BIO-RAD 公司；

NanoDrop2000 分光光度计，美国 Thermo Scientific 公

司；JY600C 电泳仪，北京君意东方电泳设备有限公司。

1.3 方法

1.3.1 酸菜发酵方法

以广东潮汕地区传统工艺为基础对酸菜进行腌制

处理。选择成熟度高、外观饱满、无腐败和病虫害的

优质小叶芥菜原料，去除黄叶和老帮后仔细清洗干净。

初步处理时，将芥菜置于高度和底面直径为 80 cm 和

44 cm 的 HDPE 塑料桶中，用盐度为 10 wt.% 的盐水

中浸泡 48 h，芥菜与盐水的质量比为 3:1（保证酸菜完

affected both physicochemical properties and microbial populations during fermentation. After 10 days of fermentation, the total 

acid content differed by 1.83 g.kg-1 between pickles fermented at 3 wt.% and 5 wt.% salt; the time to peak reducing sugar content 

differed by 3 days between these two concentrations, whereas the difference between 3 wt.% and 4 wt.% was 1.06 g.kg-1. Brine at 

3 wt.% resulted in a higher proportion of spoilage and pathogenic bacteria, whereas brine at 5 wt.% partially inhibited the growth 

of non-halotolerant lactic acid bacteria, resulting in a lower proportion of lactobacilli (21%). Moreover, a lower salt concentration 

appeared to accelerate the fermentation process. Based on microbial composition and amino acid nitrogen content, brine with 4 wt.% 

salt was determined to be the most suitable for fermenting Chaoshan mustard greens pickles after pre-pickling. This study provides a 

theoretical basis for understanding the fermentation process of naturally fermented mustard greens pickles from the Chaoshan region 

and for selecting the appropriate salt concentration for preparing such pickles.

Key words: Chaoshan mustard greens pickles; fermentation process; physicochemical properties; high-throughput sequencing
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全被盐水浸没）；然后用清水冲洗三次。处理后的芥菜

整齐排列于发酵桶内，压实排气后，分别加入质量分

数为 3 wt.%、4 wt.%、5 wt.% 的盐水至发酵桶，盐水

用量同预腌步骤，完全密封。整个过程中不添加任何

发酵剂或调味品。发酵容器用塑料布密封，并放置在

避光、阴凉的环境中，由于环境温度与季节有关，因

此需要人为控制发酵温度，自然发酵条件通过室内空

调设定为温度 20.5 ℃，湿度保持在 50%~60%。在发

酵的第 0~15 天分别取样，两颗酸菜沥干汤汁，分割后

各取一半进行混合破碎，对酸菜进行理化指标的测定，

以研究发酵过程中的变化规律。

1.3.2 盐度的测定

按照 GB 5009.42-2016《食品安全国家标准 食品

中盐度的测定》（以氯化钠浓度计），硝酸银滴定法，

单位为质量百分比 wt.%。

1.3.3 感官描述

采用盐度 4 wt.% 的酸菜样品，感官从色泽、香气、

味道和状态等 4 方面描述；并用相机拍照，拍照在室

内固定位置固定光线下拍摄，采用佳能 g7x3 相机，拍

摄模式：A/M，光圈：为 F2.8-F4，快门：1/100 s，感光

度设置：ISO-400。

1.3.4 还原糖的测定

按照 GB 5009.7-2016《食品安全国家标准 食品中

还原糖的测定》的方法。

1.3.5 氨基酸态氮的测定

用 GB 5009.235-2016《食品安全国家标准食品 
氨基酸态氮的测定》中的甲醛滴定法测定氨基酸态

氮含量。

1.3.6 总酸的测定

具体方法按照 GB 12456-2021 《食品安全国家标准 
食品中总酸的测定》的酸碱滴定法。

1.3.7 乳酸菌检测

按照 GB 4789.35-2023《食品安全国家标准 食品

微生物学检验 乳酸菌检验》的方法。

1.3.8 菌落总数的测定

按照 GB 4789.2-2022《食品安全国家标准 食品微

生物学检验 菌落总数测定》的方法。

1.3.9 数据分析方法

使用 Origin 2022 软件进行绘图，使用 SPSS 2018
软件进行统计分析，所有数据采用单因素 ANOVA 方

差分析，再采用邓肯多重比较分析，每组数据至少重

复 3 次，P ＜ 0.05 表示具有显著性差异。

1.3.10 微生物的高通量测序分析

1.3.10.1 测序

在发酵的第 15 天，采集酸菜样品并开始后续分析。

根据 E.Z.N.A.® soil DNA kit（Omega Bio-tek, Norcross, 
GA, U.S.）操作指南提取微生物群落的总基因组 
DNA。提取的 DNA 质量通过 1 wt.% 的琼脂糖凝胶电

泳检测，DNA 的浓度和纯度则利用 NanoDrop2000 分

光光度计（美国 Thermo Scientific 公司）测定。

1.3.10.2 PCR扩增

以提取的 DNA 作为模板，利用带有 Barcode 序列的

特定引物 338F（5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’）
和 806R（5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’），对

16S rRNA 基因的 V3-V4 可变区进行 PCR 扩增。随后，

根据 97% 的相似性标准，对质控拼接后的序列进行

OTU（操作分类单元）聚类。基于 Silva 16S rRNA 基

因数据库（v138），通过 RDP classifier 工具对 OTU 进

行物种分类注释，置信度设定为 70%，并进一步统计

不同分类水平下各样本的群落组成特征。

1.3.11 数据分析方法

所有分析步骤均在美吉生物云平台完成，具体

包括以下流程：首先，通过 Mothur [11] 软件计算 Alpha
多样性指标，如 Chao 1 和 Shannon 指数，同时利用

Wilcoxon 秩和检验评估组间 Alpha 多样性的差异显著

性。随后，基于 Bray-curtis 距离算法进行 PCoA（主

坐标分析），以检测样本间微生物群落结构的相似程度，

并结合 PERMANOVA 非参数检验判断组间微生物群

落结构的显著性差异。此外，采用 LEfSe 分析（线性

判别分析效应量）方法，从门到属的分类水平上识别

不同组间丰度显著差异的细菌类群。

2  结果与讨论

2.1 不同盐度下发酵芥菜酸菜的发酵过程分析

2.1.1 盐度变化

在发酵过程中 0~15 d 取样，测定酸菜盐度，结果

如图 1 所示。

由图 1 可知，在经过 10 wt.% 浓度盐水预腌 48 h 并

经过三次清水漂洗后，酸菜的平均盐度为 3.38 wt.%。

此时用 3 wt.%、4 wt.%、5 wt.% 盐度盐水进行正式腌制，

在正式腌制过程中，盐分在酸菜原料和环境盐水中迁

移，并基本在 5 d 内达到平衡。最终的平衡盐度分别

为 3.26 wt.%，3.71 wt.%，4.26 wt.%。这主要是由于渗

透压和水分引起的迁移，酸菜内部盐度和外界盐水盐

度相差越大，短期内的盐度变化也越快。
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表1 发酵过程中酸菜的外观变化及感官描述

Table 1 Appearance changes and sensory evaluation of pickled mustard greens during fermentation

发酵时间 新鲜芥菜 预腌 48 h 发酵 5 d 发酵 7 d 发酵 9 d 发酵 11 d 发酵 13 d 发酵 15 d

图片

颜色
浅绿色叶片

完整
叶片颜色吸水

加深
部分叶片开始

脱色
茎部表面开始

脱色
外表面全部

脱绿
叶片颜色加深，
表面转暗黄

表面完全转暗
黄，叶片发黑

表面完全转暗
黄，叶片发黑

香味
芥菜清香，
淡淡泥土气

芥菜清香，
泥土气消失

芥菜清香减弱
开始出现淡淡

酸味
开始出现酸菜
独有的醛酯味

醛味酯味变浓，
出现硫味

酸味、醛酯味
和硫味浓郁

酸味、醛酯味
和硫味浓郁

味道 生菜的涩味 咸味，无鲜味
咸味，无鲜味，

涩味减少
咸味，发酸，

无鲜味
开始出现咸鲜
味，酸味加重

咸鲜味加重，
酸味加重

酸味稳定，适
口度极佳

酸味稳定，适
口度极佳

外观状态 叶片完整
叶片完整，吸
水后饱满

茎部开始脱水
软化

茎部进一步脱
水软化

茎部逐渐软烂 茎部逐渐软烂，
大小收缩，稳

定
大小收缩，稳

定

图 1 发酵过程中酸菜的盐度变化

Fig.1 Changes in salinity during the fermentation of pickled 

mustard greens

2.1.2 酸度变化

在发酵的 0~15 d 内每天进行取样，检测总酸含量，

结果如图 2 所示。

图 2 发酵过程中酸菜的总酸变化

Fig.2 Changes in total acidity during the fermentation of 

pickled mustard greens

由图 2 结果可得，更高的盐度下，总酸增加的速

度会更慢，在发酵的第 10 天，3 wt.% 盐度酸菜和 5 wt.%

盐度酸菜的总酸含量相差了 1.83 g.kg-1，与 4 wt.% 盐度

酸菜相差 1.06 g.kg-1，3 wt.% 盐度酸菜和 5 wt.% 盐度

酸菜的总酸含量超过 6 g.kg-1 的时间分别为 10 d 和 13 d。
因此，如果以总酸含量达到稳定值的时间来作为评估

发酵快慢的依据，那么更高的盐度会减缓整个发酵

的过程。同时，更高盐度的酸菜在发酵后期的总酸

稳定值更低。Hong 等  [12] 的研究报告的结论中，高

盐组酸菜中的总酸含量在发酵后期的稳定值也更低。

高盐可能不仅影响了发酵的快慢，同时也影响了产

物的总量。

2.1.3 外观和风味变化

由于 3、4、5 wt.% 盐度下的酸菜外观及感官变化

相似，故取新鲜芥菜、预腌 48 h 芥菜和 4 wt.% 盐度酸

菜在正式发酵的 5、7、9、11、13、15 d 进行取样拍照，

结果如表 1 所示。

由表 1 明显可得，芥菜在正式发酵到第 5 天后颜

色才开始明显变化，颜色变化主要集中在发酵的中后

期，在发酵的第 13 天后几乎绿色完全褪去，叶片变成

褐色，茎部菜口变成暗黄色。这种变化主要是由于 pH
的降低带来的叶绿素降解，芥菜本身的叶绿素转化为

脱镁叶绿素所致 [13] 。此外，乳酸菌在发酵过程中产生

的 β- 葡萄糖苷酶 [14] 能够对芥菜中丰富的类胡萝卜素和

类黄酮等天然色素进行水解反应，从而对发酵芥菜的

最终色泽产生显著影响。

2.2 不同盐度下发酵芥菜酸菜的风味特性

2.2.1 还原糖变化

乳酸菌等微生物以还原糖为主要碳源，通过糖酵

解途径产生乳酸和其他代谢产物，可以通过还原糖含

量反映酸菜发酵进程。在发酵的 0~15 d 内每天进行取
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样，检测还原糖含量，结果如图 3 所示。

图 3 发酵过程中酸菜的还原糖变化

Fig.3 Changes in reducing sugar content during the fermentation 

of pickled mustard greens

在蔬菜发酵的早期阶段，由于复杂碳水化合物的

分解，还原糖含量可能最初会增加。以胡萝卜发酵过

程为例，游离葡萄糖和果糖水平在储存过程中降低，

而蔗糖水平增加 [15] 。随着盐度的增加，还原糖含量

由上升转为下降的峰值所对应的发酵天数逐渐增

加，3 wt.%、4 wt.%、5 wt.% 盐度酸菜还原糖含量达

到峰值的时间分别为 6、7、9 d，且峰值的还原糖含量

分别为 4.05 wt.%、3.76 wt.%、3.58 wt.%。这代表着盐

度对发酵过程启动的影响，更高的盐度会减缓发酵过

程，从而反映在还原糖下降的结果上。还原糖下降的

原因是由于乳酸菌利用碳水化合物作为主要能源，进

行代谢生长繁殖。Semenova 等 [16] 在酸菜发酵的过程中

持续人为补充碳水化合物，使得乳酸菌达到了很高的

丰度，这对乳酸菌利用碳水化合物作为主要能源这一

判断提供了支撑。

如图 3 所示，在初始发酵期（0~6 d），所有浓度

盐汤发酵芥菜中的还原糖含量均呈逐渐增加的趋势，

最终达到峰值。这种现象可归因于延长发酵时间和盐

水施加的渗透压的共同作用，这有助于还原糖和其他

营养物质从芥菜基质中持续溶解。在这个阶段，微生

物对还原糖的消耗可能超过了酸菜中还原糖的释放速

率，从而导致观察到的前期积累。

2.2.2 氨基酸态氮变化

氨基酸态氮反映发酵酸菜中游离氨基酸的积累情

况，反映了微生物对植物中可溶性蛋白的利用。在

0~15 d 的发酵过程中，酸菜样品中的氨基酸态氮含量

变化如图 4 所示。

氨基酸态氮表示样品中以氨基酸形式存在的氮元

素含量，通常用于间接反映游离氨基酸的总量。由图 4
所示，氨基酸态氮含量的范围为 79.2~189 mg/100 g。
氨基酸态氮在发酵的过程中呈现缓慢上升后趋于稳定

的趋势。这种趋势与 Choi 等 [17] 对氨基酸态氮的研究结

论存在相似之处。从结果来看，较高的盐水平似乎会

导致氨基型氮含量的平衡值有所降低，氨基酸态氮随

盐浓度的增加而显著下降，4 wt.% 盐度组的酸菜在发

酵终点左右的氨基酸态氮含量为 189 mg/100 g，超过

了 3 wt.% 盐度组的 183 mg/100 g 和 5 wt.% 盐度组的

172 mg/100 g。推测这可能是由于 4 wt.% 盐度组中乳

杆菌属的更高丰度带来的。

图 4 发酵过程中酸菜的氨基酸态氮变化

Fig.4 Changes in amino acid nitrogen content during the 

fermentation of pickled mustard greens

结合图 3、图 4 和表 1 可得，发酵到中期 7 d，也

就是氨基酸态氮含量超过 120 mg/100 g 后，各个盐度

的酸菜都开始有了明显的醛味和酯味，鲜味也开始出

现。氨基酸态氮的含量体现了乳酸菌发酵对还原糖和

可溶性蛋白的利用，氨基酸态氮的含量越高，乳酸菌

的活性及对原料的利用率也越高，风味上的醛酯味也

变得更加浓郁。还原糖（如葡萄糖、果糖）是乳酸菌

代谢的主要底物，在发酵过程中被分解为乳酸和其他

有机酸，还原糖的下降代表了发酵进程，糖被转变为酸，

还原糖开始快速下降的时间与滋味评价中酸味和鲜味

出现的时间基本一致。从对风味的影响来看，还原糖

的变化反映了醛酯味和酸味的积累，氨基酸态氮的变

化反映了鲜味的积累。

2.3 不同盐度下发酵芥菜酸菜的微生物数量分析

2.3.1 乳酸菌数量

乳酸菌是发酵蔬菜中的主要微生物，通过代谢糖

类产乳酸，提升丰度，乳酸菌的数量变化可以反映发

酵的进程。所有理化性质的变化本质上都是由于微生

物的代谢而改变的。取发酵 0、1、2、3、5、7、9、
11、13、15 d 的酸菜样品进行乳酸菌数量的检测，结

果如图 5。
尽管大多数乳酸菌都具有耐盐性，但图 5 的结果

表明，较高的盐度仍会减缓乳酸菌生长繁殖的速度。
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发酵后期乳酸菌总数下降，此种结果与韩宏娇等 [4] 的

研究类似。推测原因是潮汕酸菜所属的南方酸菜发酵

过程较短，已出现乳酸菌将原料总糖完全代谢后竞争

代谢抑制的情况。

图 5 发酵过程中酸菜的乳酸菌数量变化

Fig.5 Changes in lactic acid bacteria count during the 

fermentation of pickled mustard greens

在发酵的平稳期，3 wt.% 盐度酸菜的乳酸菌数量

级明显高于 5 wt.% 盐度酸菜，超过 108 CFU/g，推测

是由于 3 wt.% 盐度对非耐盐乳酸菌的影响仍较小 [18] 。

不同盐度酸菜中乳酸菌数量的差异从正式发酵第 3 天

开始显现。所有盐度的酸菜乳酸菌含量似乎均仍在下

降，并未进入完全平稳的阶段。

结合图 2 和图 5 不难发现，总酸含量的变化明显

滞后乳酸菌指数增长的 1~2 d。原因是酸菜中的酸由乳

酸菌产生，而乳酸菌先分裂扩增后，再利用酸菜中的

多糖原料进行生长和营养发酵，因此会存在时间上的

差异。

结合图 3 和图 5 可得，随着盐度的增加，还原糖

含量由上升转为下降的峰值所对应的发酵天数逐渐

增加。探究还原糖含量由上升转为下降的原因，发

现 NADH 是发酵环境中酶的主要电子供体  [19] ，而

NADH 的产生源于对还原糖的利用。在乳酸发酵中，

NADH 直接将电子转移到丙酮酸，产生副产品乳酸。

因此，到了发酵中后期，当乳酸菌开始大量繁殖后，

还原糖的析出达到饱和，且乳酸菌开始大量利用还

原糖基质进行呼吸繁殖并产酸，此时微生物对还原

糖的分解速率大于还原糖的析出速率。还原糖含量

逐渐降低。

2.3.2 菌落总数

菌落总数反映了酸菜中的所有微生物，包括细菌、

酵母和霉菌，通过和乳酸菌数量的比较能够一定程度

上反映杂菌数量。菌落总数数量过高可能存在安全隐

患。取发酵 0、1、2、3、5、7、9、11、13、15 d 的

酸菜样品进行菌落总数的检测，结果如图 6。

图 6 发酵过程中酸菜的菌落总数变化

Fig.6 Changes in total colony count during the fermentation of

 pickled mustard greens

图 6 中菌落总数的变化趋势与乳酸菌总数的变化

趋势总体是一致的。在微生物数量级达到峰值后，由

于高酸和底物营养耗尽，微生物开始减少。

乳酸菌的数量级达到 104 CFU/g 后，总酸含量才

开始明显的变化，这可能是由于发酵前期乳酸菌数量

级低，产酸量仍不显著。值得一提的是，由图 5 和图 6
可得，在发酵的中后期，乳酸菌的数量超过了菌落总

数的数量，这可能是因为目前国标检测菌落总数的方

法为需氧培养，培养基存在差异，酸菜中存在的乳杆

菌属和双歧杆菌属的乳酸菌在有氧环境下的生长可能

被抑制，导致菌落总数的数量低于乳酸菌的数量。

乳酸菌代表有益菌，菌落总数包括非有益菌，因

此单从数量级的角度分析是不够的，还需要进行菌相

种类的研究。

2.4 不同盐度下发酵芥菜酸菜的微生物多样性
分析

2.4.1 不同盐度下发酵潮汕酸菜中细菌群落高通量

测序质量分析

本实验要求每个样本的测序深度超过 10 000 条序

列，9 个样本共计获得 567 098 条序列，平均长度为

420 bp，覆盖了 16S rRNA 的 V4~V5 区域。经过过滤

和质量控制处理后，各酸菜样本的有效序列深度均超

过 10 000 条。低质量序列被剔除后，在 97 wt.% 的相

似性水平上，利用 USEARCH11-uparse 算法对序列进

行 OTU 聚类分析，共识别出 159 个 OTUs。结果如表 2。
稀释曲线（Rarefaction Curve） [20] 和香农指数曲线

（Shannon Index）通过随机抽取样本中的一定数量个

体，统计其所代表的物种数量，以个体数量为横坐标，

物种数量为纵坐标绘制而成。稀释曲线用于间接评估

样本的物种丰富程度。当曲线趋于平缓时，说明测序

深度已经覆盖了样本中的大部分物种信息，测序结果

接近饱和状态。结果分别如图 7 和图 8 所示。
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表 2  高通量测序结果

Table 2 High-throughput sequencing results

盐度 /
(wt.%) 样品

OTUs/
(97%) 原始 reads 优化 reads 平均长度 /bp

5

SA 1 58 66 527 64 513 416.89

SA 2 59 62 295 60 363 417.45

SA 3 59 61 778 59 738 415.29

4

SB 1 81 61 958 59 587 424.40

SB 2 68 60 166 58 021 423.23

SB 3 73 64 611 62 078 423.60

3

SC 1 100 61 738 59 812 422.58

SC 2 101 65 399 62 564 423.01

SC 3 101 62 626 60 657 422.75

图 7 可观测物种数

Fig.7 Observable species count

图 8 香农指数

Fig.8 Shannon index

由表 2 可见，不同酸菜样本中 OTUs 的划分情况

存在差异，基于这些数据可进一步研究盐卤发酵过程

中物种的多样性。图 7 显示，随着测序深度的增加，

OTU 数量的增长幅度逐渐减小，但尚未完全达到饱和

和平稳；而从图 8 可以看出，随着测序量的增加，多

样性指数增长逐渐减缓并趋于饱和。这表明当前的测

序深度足以代表样品中微生物群落的多样性，发酵酸

菜中的细菌种群已基本被检测到 [21] 。

2.4.2 不同盐度下发酵潮汕酸菜中细菌群落α多样性

分析

对不同蔬菜种类潮汕酸菜中细菌物种数目进行

α 多样性分析，结果如表 3 所示。其中，Sobs 指数

（Sspecies Observed）为代表观测到的 OTU 物种数目，

Chao 指数和 Ace 指数通常用于估计微生物群落的丰

富度，Shannon 指数通常用于估计微生物的多样性，

Shannon 指数越大，表明样品中物种多样性越高 [22] 。

Simpson 指数（Simpson's Diversity Index）是一种用于

量化生物多样性的指标，它考虑了每个物种的个体数

量及其在总体中的相对贡献。Simpson 指数的值范围

在 0 到 1 之间，其中 0 表示无限多样性，1 表示无多

样性。指数的值越低，表示多样性越高；反之，值越高，

表示多样性越低。

由表 3 可以看出，不同腌渍盐度的潮汕酸菜中

微生物多样性有所不同，在 α 水平上 3 wt.% 盐度

组酸菜菌群与 4 wt.% 盐度组和 5 wt.% 盐度组在

各个指数下均具有显著差异，而 4 wt.% 盐度组和

5 wt.% 盐度组在 Shannon 指数和 Simpson 指数下

多样性不具有显著性，可以推断出 5 wt.% 盐度组

与 4 wt.% 盐度组的菌群多样性相似度程度更为接

近，推测 5 wt.% 盐度只是抑制了菌群生长但并未明

显改变菌相。

2.4.3 不同盐度下发酵潮汕酸菜中细菌群落β多样性

分析

不同盐度下发酵潮汕酸菜中细菌群落 β 多样性分

析结果如图 9~11 所示。

表 3  α多样性分析结果

Table 3 Results of α-diversity analysis

盐度 /(wt.%) Sobs Shannon Simpson Ace Chao

5 59.33±0.58a 1.76±0.07a 0.25±0.02a 66.16±4.47a 62.98±2.33a

4 74±6.56b 1.84±0.09a 0.23±0.02a 78.05±5.35b 76.9±4.56b

3 100.67±0.58c 2.19±0.05b 0.18±0.01b 106.63±5.57c 103.45±3.37c

注：表中带有不同上标字母的数值在同列间差异显著（P  ＜  0.05），相同字母表示差异不显著。
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图 9 PCA 主成分分析图

Fig.9 PCA principal component analysis plot

图 10 细菌群落 Bar 图分析

Fig.10 Bar chart analysis of bacterial communities

通过 β 分析可以分析不同盐度潮汕地区自然发酵

芥菜酸菜微生物群落组成的差异性。通过主成分分析

（Principal Components Analysis，PCA）图 9 可以观察

微生物群落间的差异，其中两个点之间的距离越小，

说明两个处理组的物种组成差异性较小。三种样品的

三组平行距离均比较接近，数据重复度高，可以判定

本次检测的有效性。

在第一主成分（PC1）上 5 wt.% 盐度组酸菜与

3 wt.% 盐度组和 4 wt.% 盐度组酸菜相距较远，在第二

主成分（PC2）上则呈梯度分布，三种盐度组菌群均

无交集。由上述分析可知，酸菜发酵的含盐量对其微

生物菌群结构影响较大。

由图 10 基于属水平的微生物丰度柱状图可以看

出，所有样品的优势菌均为乳杆菌属（Lactobacillus 
sp.），相对丰度占比从高到低依次为乳杆菌属

（Lactobacillus sp.）、魏斯氏菌属（Weissella sp.）、明串

珠菌属（Leuconostoc sp.）、乳球菌属（Lactococcus sp.）、
嗜麦芽窄食单胞菌（Stenotrophomonas maltophilia.）。这

与先前的研究报道 [23,24] 结果类似，酸菜微生物组主要

由三个属组成：明串珠菌属、乳杆菌属和魏斯氏菌属。

在图中可以明显看出，4 wt.% 盐度组的乳杆菌和魏斯

氏菌属占比菌较高，超过 50 wt.%，3 wt.% 对照组的

种属丰富度明显极高，存在较多杂菌。推测原因是

3 wt.% 盐度过低，对杂菌微生物抑制性较差。5 wt.%
盐度组中较低的乳杆菌比例（21%）更可能导致发酵

不充分，菌种活性降低。乳杆菌属的生长可能受到高

盐的抑制，这与 Liang 等 [25] 的研究结果相似。

值得一提的是，在梯度盐度组下的微生物优势

菌属结果与 Liang 等 [26] 对不同盐浓度发酵酸菜中细

菌群落中的分析结果有所不同，Liang 等 [26] 的研究

结果表明，在低盐酸菜（质量分数 ＜ 1%）中，乳杆

菌属为主要优势菌，而高盐酸菜（质量分数 ＞ 1%）

中，片球菌属、醋杆菌属和弧菌占据主导地位。然

而，在潮汕酸菜中，主要的优势菌属为乳杆菌属

（Lactobacillus sp.）、魏斯氏菌属（Weissella sp.）和

乳球菌属（Lactococcus sp.），而未检测到片球菌属

（Pediococcus sp.）的存在。而重庆地区生产的酸

菜中优势菌则确为片球菌属  [27] ，因此推测这种差异

是由于生产环境导致的，不同地区环境空气中的原

始菌落组成有较大差异，进而导致酸菜产品中优势

菌群的差别。

酸菜虽然属于较为常见的发酵蔬菜，但在国内，

不同地区的环境优势菌种，不同的酸菜原料，以及不

同的气候、温度和湿度都会导致终产物理化性质、微

生物组成 [28] 、风味物质的巨大差异。因此，需要对每

个地区的酸菜产品做细分研究。从微生物的主成分分

析中可以看出，潮汕地区酸菜的优势乳酸菌属为乳杆

菌属（Lactobacillus sp.）、魏斯氏菌属（Weissella sp.）、
明串珠菌属（Leuconostoc sp.），湖南传统发酵芥菜的

优势菌属丰富度有类似之处 [7] ，丰富度不如东北酸菜

和四川酸菜。推测其原因为，用高浓度盐水预腌制的

前处理步骤，将酸菜的优势菌进行了一轮选择，魏斯

氏菌（Weissell cibaria）、植物乳杆菌（Lactobacillus 
plantarum） 和柠檬明串珠菌（Leuconostoc citreum）

表现出较高程度的耐盐性，这与 González-Quijano
等 [29] 的研究反映出同样的规律，而与同样进行了预腌

处理的湖南酸菜优势菌属 [7] 则存在差异。因此，可以

推测，菌相的物种丰度差异预腌步骤和环境菌种共同

作用的结果。

丛敏等 [30] 的研究表明，在发酵的初始阶段，酸菜

中占主导地位的是肠膜明串珠菌，产生二氧化碳、乙

酸和乙醇，从而增加酸度。随着发酵的进行，耐酸的

乳酸菌（例如植物乳杆菌）会增殖并产生乳酸，进一

步增加酸度。大约 12 d 后，营养耗尽导致 LAB 种群

和酸度水平稳定。结合图 2 和图 10 高通量测序群落

Bar 图可得，5 wt.% 盐度酸菜的明串珠菌属微生物含

量确实更高，乳杆菌含量更低。
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图 11 门水平相对丰度差异

Fig.11 Relative abundance differences at the phylum level

由图 11 基于门水平的微生物丰度柱状图可

以看出，潮汕酸菜中优势门类分别为拟杆菌门

（Firmicutes），蓝细菌门（Cyanobacteria）以及变形菌

门（Proteobacteria）。其中，拟杆菌门（Firmicutes）
多 为 对 发 酵 和 风 味 有 益 的 乳 杆 菌， 蓝 细 菌 门

（Cyanobacteria）多源于淡水，对酸菜的发酵过程影

响较低，变形菌门（Proteobacteria）中存在较多杂菌

和致病菌，如大肠杆菌、埃希氏菌、沙门氏菌、弧菌、

螺杆菌、幽门螺杆菌等著名的属。

结果显示 4 wt.% 盐度组的变形菌门（Proteobacteria）
相对丰度最低而拟杆菌门（Firmicutes）相对丰度最高，

超过 70 wt.%，对发酵的有益菌含量更高。相比之

下 5 wt.% 盐度组的拟杆菌门（Firmicutes）相对丰度

低于蓝细菌门（Cyanobacteria），证明其乳酸菌含量不

达标。推测是较高的盐度带来的高渗透压已经开始对

耐盐乳酸菌也出现了活性抑制作用。

通过克鲁斯卡尔 - 沃利斯检验（Kruskal-Wallis H 
test）检验其组内高显著性微生物，结果如图 12 所示。

图 12 三种盐度的发酵酸菜中具有显著差异的菌种

Fig.12 Differential bacterial species in fermented vegetables

 with three salt coentrations

排名前三的是乳杆菌、乳明串珠菌和嗜麦芽窄食

单胞菌，可以明显看到 3 wt.% 盐度组中作为条件致病

菌的嗜麦芽窄食单胞菌含量极高而 4 wt.%、5 wt.% 盐

度组含量极少。说明 3 wt.% 盐度组酸菜存在的致病杂

菌比重较大。

2.4.4 不同盐度发酵潮汕酸菜中细菌群落热图分析

利用丰度聚类热图可以直观分析不同盐度条件下

发酵酸菜的主要优势菌群。在属分类水平上，根据菌

属的丰度数据，选取丰度排名前 50 的菌属，并对各样

品间的丰度相似性进行聚类分析。细菌群落的热图如

图 13 所示。

对高丰度和低丰度的物种实现分级聚类。热图中的

颜色梯度直观反映了不同样品在各分类水平上的群落组

成差异。颜色越接近红色，表示该物种在样品中的丰度

较高；而颜色越接近蓝色，则说明该物种的丰度较低。

可以看到乳杆菌属和魏斯氏菌属为代表的几种

乳酸菌在三种盐度组酸菜中均为优势菌。不同的是，

3 wt.% 盐度组中的不动杆菌属，假单胞菌属，寡养单

胞菌属，鞘氨醇单胞菌均远高于 4 wt.%、5 wt.%盐度组。

4 wt.% 盐度组的菌落构成较为纯净，杂菌种类较少。

2.4.5 不同盐度发酵潮汕酸菜特有细菌物种韦恩图

基于样品总细菌 OTU 数量作 Veen 图，进行相似

性分析，结果如图 14 所示。

3 wt.% 盐度组与 5 wt.% 盐度组共有的 OTU 数量

8 个，3 wt.% 盐度组与 4 wt.% 盐度组共有的 OTU 数

量 18 个，4 wt.% 盐度组与 5 wt.% 盐度组共有的 OTU
数量 3 个，三组样本共有的 OTU 数量 60 个。这些

OTU 中，3 wt.% 盐度组特有 OTU 数量 48 个，4 wt.%
盐度组特有 OTU 数量 14 个，5 wt.% 盐度组特有 OTU
数量 8 个。由此可以看出，3 wt.% 盐度组处理对酸菜

细菌群落结构影响较大，4 wt.% 和 5 wt.% 盐度组均一

化程度较高，菌落构成较为纯净，杂菌种类较少。

观察图 4，发现 4 wt.% 盐度组的酸菜在发酵终点

左右的氨基酸态氮含量更高。结合图 10，推测这可能

是由于 4 wt.% 盐度组中乳杆菌属的更高丰度带来的。

综合乳酸菌数量图 5 和菌落总数图 6 来看，更高的盐

度减缓了发酵的过程，同时降低了微生物的数量级。

从盐度对酸菜菌群微生物多样性的影响来看，

5 wt.% 盐度组与 4 wt.% 盐度组的菌群多样性相似度

程度更为接近，5 wt.% 盐度只是抑制了菌群生长但并

未明显改变菌相，而 3 wt.% 盐度组中的不动杆菌属，

假单胞菌属，寡养单胞菌属，鞘氨醇单胞菌均远高于

4 wt.%、5 wt.% 盐度组，3 wt.% 盐度组的微生物与

4 wt.% 和 5 wt.% 盐度的微生物多样性相比具有显著差

异，且 3 wt.% 盐度组酸菜存在的致病杂菌比重较大。

将潮汕酸菜的微生物种群与其他地区酸菜的微生物种

群进行比较，发现潮汕地区芥菜酸菜的丰富度不如东

北酸菜和四川酸菜，我们认为这种丰度差异是高盐

预腌步骤和环境菌种共同作用的结果。同时我们发现

4 wt.% 盐度组的变形菌门（Proteobacteria）相对丰度

最低而拟杆菌门（Firmicutes）相对丰度最高，对发酵

的有益菌含量更高。
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图 13 细菌种类热图

Fig.13 Heatmap of bacterial species

图 14 共有和特有细菌菌种 Veen 图

Fig.14 Venn diagram of shared and unique bacterial species

3  结论

本研究揭示了盐度梯度对酸菜发酵过程的综合影

响。当环境盐度与酸菜初始盐度差异增大时，盐分迁

移速率显著提升。微生物群落分析表明，5 wt.% 盐度

组的明串珠菌属占比更高，而乳杆菌属丰度在 4 wt.%
盐度组达到峰值。发酵过程中，所有样品在第 7 天开

始脱绿并产生酸味及醛酯类风味，至第 13 天完全黄化。

还原糖含量变化的转折点随盐度增加而延后：2 wt.%
组在第 5 天达峰，4 wt.% 组延至第 7 天，5 wt.% 组则

到第 9 天。值得注意的是，4 wt.% 盐度组在发酵终点

表现出最高的氨基酸态氮含量。

由理化指标和高通量测序结果综合可得，高盐浓

度下微生物的多样性较低，对乳酸菌的数量也有所影

响。在高盐条件下，盐的抑制作用可能导致乳酸菌的

生长受到一定限制，从而影响酸度的积累。除了氨基

酸态氮这一指标外，其余的理化指标均与盐度的递增

呈现规律性变化，而高通量测序的结果却不与盐度变
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化呈正相关。我们认为这是值得探讨的，不论在什么

盐度下，乳杆菌属、魏斯氏菌属以及明串珠菌属在潮

汕芥菜酸菜中的优势地位都没有改变，只是相对含量

和杂菌丰度发生了变化，这种变化不足以改变盐度对

发酵过程理化指标的影响规律。从高通量测序的菌相

来看，4 wt.% 盐度组酸菜的菌相更纯净，有益菌更

多，杂菌更少，氨基酸态氮含量更高，因此我们认为

4 wt.% 盐汤的发酵条件更有优势。
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