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植物乳杆菌在自制培养基中降解亚硝酸盐的研究 
 

陈中，林浩，林伟锋 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：观察植物乳杆菌 LP-L134-1-P（简称 LP）在自制培养基中生长及降解亚硝酸盐状况，结果发现：空白培养液中 LP 几乎

不降解亚硝酸盐；在只添加 3%碳源（葡萄糖、蔗糖、玉米淀粉）的培养液中 LP 不能正常生长、产酸，72 h 后对亚硝酸盐的降解率

只有 6.70%左右；在添加 3%葡萄糖和 2%氮源的培养液中：酵母抽提物培养液、酶解的大豆分离蛋白培养液、未酶解的大豆分离蛋

白培养液在 72 h 后 pH 分别为 3.84、3.89、4.64，对亚硝酸盐的降解率为 96.44%、96.27%、36.44%。而硝酸铵培养液 pH 仅为 5.27，

亚硝酸盐降解率为 8.34%。调节乳酸溶液 pH 为 5 或以上时亚硝酸盐降解效果不明显，pH 为 4 和 3 时降解率分别达到 31.33%、87.30%。

总之，LP 在培养液中产酸达到 pH 为 4 或以下时酸降解作用才比较强烈，此时酶降解效果也能显著增强。LP 在碳源和有机氮源的培

养液中生长产酸较好，营养条件已足够供给 LP 达到清除亚硝酸盐的目的。 
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Effects of Simplified Defined Medium on Nitrite Degradation by 

Lactobacillus plantarum 
CHEN Zhong, LIN Hao, LIN Wei-feng  

(School of Light Industry and Food Sciences, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 
Abstract: Lactobacillus plantarum L134-1-P (LP) was investigated in the simplified defined mediums to understand its nutritional 

requirements and trying to find out nitrite degradation mechanism,. It was found that nitrite was barely degraded by LP in blank control. Growth 

and nitrite reduction activity were restrained in mediums with 3% carbon source (glucose, sucrose and corn starch), the final degradation rate 

was only 6.70% after 72 h. When adding 3% glucose and 2% nitrogen source, the pH of yeast extract medium, enzymatic and non-enzymatic 

hydrolysis isolated soy protein mediums were 3.84, 3.89 and 4.64 respectively, with nitrite degradation rate of 96.44%, 96.27% and 36.44 

respectively, after 72 h. And the final pH and nitrite degradation rate of ammonium nitrate medium were only 5.27 and 8.34%. On that basis, pH 

of lactic acid solution was adjusted to 4 and 3, the degradation rates of nitrite were 31.33% and 81.30%, respectively. In short, the degradation 

course relied on enzymolysis and acid splitting when enough nutrition was offered. And acid splitting and enzymolysis could be reinforced when 

LP was afforded to ferment solution under pH of 4. 
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亚硝酸盐是一种强致癌性物质，可诱发人体消化

系统癌变，人体摄入 0.2~0.5 g 即可引起食物中毒。此

外，亚硝酸盐可使细胞失去运输氧的能力引发组织缺

氧性损害[1~2]。亚硝酸盐在各类腌制食品中广泛存在，

在传统发酵食品（酱腌菜等）中的安全性也日益受到

人们的关注。酱腌菜由于蔬菜本身的原因，再加上在

加工储藏时也会产生亚硝酸盐[3]及污染有害微生物，

给产品带来了潜在的安全隐患。 
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目前，国内外对乳酸菌降解亚硝酸盐方面有较深

入研究：张庆芳[4]等人研究发现乳酸菌在发酵前期

（pH>4.5 时）对亚硝酸盐的降解主要由酶降解为主，

发酵后期（pH<4.5 时）亚硝酸盐的降解主要以酸降解

为主。乳酸杆菌产酸能力强于球菌，故乳酸杆菌降解

亚硝酸盐的能力大于乳酸球菌。龚刚明[5]等对乳酸菌

亚硝酸盐还原酶的酶学性质进行分析后发现，亚硝酸

盐还原酶[6]的最适温度是 30 ℃、最适 pH 5.5，以亚硝

酸钠为底物酶的 Km 值为 120.5 µg/mL。Hashimoto[7]

等人研究发现通过在加工过程中添加乳酸菌可以有效

抑制酱腌菜中高浓度的亚硝酸盐积累。 Jacob 
Gotterup[8]等从发酵香肠、烟熏烤肠和腌肉中筛选出了

9 种可以发酵产生亚硝酸盐还原酶的 Staphylococcus，
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研究发现其在 30 ℃、pH 为 7.0、转速为 150 r/min 的

条件下进行厌氧发酵的最终亚硝酸盐还原酶的酶活达

到 6~42 U。以上这些研究都认为乳酸菌有降解亚硝酸

盐的能力，但探究乳酸菌降解亚硝酸盐和细菌所需营

养源之间关系的报道较少。 
本实验是在以往工作的基础上筛选出一株降解

亚硝酸盐能力较强的植物乳杆菌 LP-L134-1-P (简称

LP)，探究其在简单营养源中生长状况及降解亚硝酸盐

的能力。通过对比不同营养成分下 LP 生长、降解亚

硝酸盐的情况可以推断出 LP 发挥降解亚硝酸盐作用

所需的最基本条件以及从营养源角度进一步分析乳酸

菌降解亚硝酸盐的机制，建立一种简单快速降解亚硝

酸盐的方法，为工业化生产提供理论和实践指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

菌种：植物乳杆菌 LP-L134-1-P（简称 LP），源

于华南理工大学轻工与食品学院实验室。葡萄糖、蔗

糖、玉米淀粉、大豆分离蛋白均来源于广州市冠丰食

品有限公司；亚硝酸盐来自山东海澜化学工业有限公

司；酵母抽提物来自山东烟台华海生物制品有限公司；

蛋白胨、牛肉膏来自广东环凯微生物生物科技有限公

司；磷酸氢二钾来自江苏强盛功能化学股份有限公司；

柠檬酸二铵、乙酸钠来自广东光华科技股份有限公司；

琼脂粉来自北京奥博星生物技术有限公司。 

1.2  培养液和培养基配方 

1.2.1  空白培养液 
200 g 去离子水，0.03 g NaNO2。 

1.2.2  只添加碳源培养液 
葡萄糖培养液：194 g 去离子水，6 g 葡萄糖，0.03 

g NaNO2；蔗糖培养液：194 g 去离子水，6 g 蔗糖，

0.03 g NaNO2；玉米淀粉培养液：194 g 去离子水，6 g
糊化（有利于细胞吸收）的玉米淀粉，0.03 g NaNO2。 
1.2.3  葡萄糖和不同氮源培养液 

酵母抽提物培养液：190 g 去离子水，6 g 葡萄糖，

4 g 酵母抽提物，0.03 g NaNO2；硝酸铵培养液：190 g
去离子水，6 g 葡萄糖，4 g 硝酸铵，0.03 g NaNO2；

未酶解的大豆分离蛋白培养液：190 g 去离子水，6 g
葡萄糖，4 g 大豆分离蛋白，0.03 g NaNO2；酶解后的

大豆分离蛋白培养液：190 g 去离子水，6 g 葡萄糖，

0.03 g NaNO2，4 g 酶解后的大豆分离蛋白（称取 4 g
大豆分离蛋白至烧杯中，加水搅拌溶解后在水浴锅中

加热到 60~65 ℃，水化 20 min 后加入 1‰ Alcalase 碱

性蛋白酶，在 60 ℃下搅拌酶解 2 h 即可）。 
1.2.4  乳酸菌计数培养基（MRS 固体培养基） 

葡萄糖 20 g、蛋白胨 10 g、牛肉膏 8 g、酵母膏 4 
g、磷酸氢二钾 2 g、柠檬酸氢二铵 2 g、乙酸钠 5 g、
硫酸镁 0.2 g、硫酸锰 0.04 g、吐温-80 1 g、琼脂 15 g，
加去离子水 1000 mL，调节 pH 至 6.2±0.2。 

1.3  仪器与设备 

pHS-25数显pH计，上海精密科学仪器有限公司；

恒温培养箱，上海福玛实验设备有限公司；电子秤，

美国双杰电子天平公司；手提式高压灭菌锅，上海三

申医疗器械有限公司；紫外可见分光光度计，上海精

密科学仪器有限公司；水浴恒温振荡器，金坛市宏华

仪器厂；超净工作台，苏州净化设备有限公司。 

1.4  试验方法 

1.4.1  不同碳源培养液中 LP 降解效果比较 
配制好的空白培养液、葡萄糖培养液、蔗糖培养

液、玉米淀粉培养液（NaNO2暂不加入）分别装入 4
个锥形瓶中，放入灭菌锅中高温灭菌。静置放凉后加

入 NaNO2（提前在硅胶干燥器中干燥 24 h，紫外灯照

射 30 min 灭菌）。LP 按 105 CFU/mL 的菌体浓度接种

到各培养液中，37 ℃下培养 72 h。定时检测培养液中

pH、活菌数及亚硝酸盐含量。 
1.4.2  葡萄糖和不同氮源培养液中 LP 降解效

果比较 
将配置好的四种不同氮源培养液装入锥形瓶中

（NaNO2 暂不加入），放入灭菌锅中高温灭菌。静置

放凉后加入 NaNO2（提前在硅胶干燥器中干燥 24 h，
紫外灯照射 30 min 灭菌）。LP 按 105 CFU/mL 的菌体

浓度接种到各培养液中，37 ℃下培养 72 h。定时检测

培养液中 pH、活菌数及亚硝酸盐含量。 
1.4.3  乳酸降解亚硝酸盐的研究 

在灭好菌的去离子水中加入 150 mg/L 的亚硝酸

钠溶液，分别加入乳酸调节溶液的 pH 为 3、4、5、6
并设置空白组。将上述溶液置于 37 ℃恒温箱保存，

定时检测各组溶液中亚硝酸盐浓度的变化。 

1.5  测定方法 

1.5.1  pH 的测定 
pH 值的测定采用 PHS-25 型酸度计，样品重复测

定 3 次并取其平均值。 
1.5.2  活菌数的测定 

活菌数测定采用平板计数法。 
1.5.3  亚硝酸盐测定 
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采用 GB/T5009.33-2003 盐酸萘乙二胺分光光度

计比色法，样品重复测定 3 次取平均值。 

1.6  数据分析 

采用 Excel 软件对所测数据作统计分析处理，求

出其标准偏差，并反映在散点图上。 

2  结果与讨论 

2.1  不同碳源培养液中 LP降解效果比较 

本实验探究了 LP 在不同碳源培养液中培养 72 h
内 pH、活菌数、亚硝酸盐含量的变化，结果分别如下

图 1、2、3 所示。 
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图1 只添加碳源培养液中pH的变化 

Fig.1 Changes of samples adding different carbon source in pH  

从图 1 可以看出，空白培养液、玉米淀粉培养液

中的 pH 在培养过程中几乎没有变化，培养 72 h 后 pH
仅为 6.20 左右。原因可能是 LP 没有相应吸收分解淀

粉的淀粉酶系，不能利用淀粉转化为乳酸。葡萄糖培

养液、蔗糖培养液中 pH 从开始的 6.32 下降到 72 h 后

的 5.46、5.24，且在培养的前 12 h 内下降趋势较为明

显。笔者之前研究发现 LP 在提供充足营养的条件下

产酸能力很强，本试验证实在只提供碳源的营养条件

下，LP 不能正常产酸。 

 
图2 只添加碳源培养液中活菌数的变化 

Fig.2 Changes of samples adding different carbon source in 

viable cell numbers  

从图 2 可以看出，空白培养液、蔗糖培养液、葡

萄糖培养液中活菌数在培养的 72 h 内处于下降趋势，

玉米淀粉培养液中活菌数培养72 h后活菌数可增长到

2.32×106 CFU/mL。原因可能是玉米淀粉培养液中化

学组成除了淀粉，还包含少量的蛋白质、脂肪、生长

因子等，相较于化学纯度较高的葡萄糖、蔗糖培养液

能为乳酸菌细胞提供更全面均衡的营养。另外结合图

1 可知，葡萄糖培养液和蔗糖培养液在 12 h 左右培养

液中的渗透压经历了较大程度的改变，大幅度地改变

渗透压必然导致微生物生长不利，甚至死亡[9]，故在

12~24 h 内 LP 的活菌数呈下降趋势。 

 
图3 只添加碳源培养液中亚硝酸盐含量变化 

Fig.3 Changes of samples adding different carbon source in 

nitrite content  

从图 3 可以看出，空白培养液中亚硝酸盐含量几

乎没有变化，碳源培养液中亚硝酸盐的降解量很低，

且亚硝酸盐的降解主要发生在培养的前 12 h 内。结合

图 1、2 可知，只提供碳源的条件下不能满足 LP 生长

所必需的营养条件，在前 12 h 内 LP 利用葡萄糖、蔗

糖、玉米淀粉等供其生长、产酸，通过酸降解、酶降

解的综合作用达到降解亚硝酸盐的目的。12 h 后营养

物质消耗殆尽，培养液中渗透压发生较大改变，乳酸

菌细胞生长、产酸速率急剧下降，故亚硝酸盐含量保

持稳定。另外，本实验也从侧面证实了乳酸菌不能利

用亚硝酸盐作为提供其细胞生长所需的氮源或无机

盐。 

2.2  葡萄糖和不同氮源培养液中 LP 降解效果

比较 

乳杆菌对碳源的利用情况如下：葡萄糖>蔗糖>淀
粉[10]，而双糖（蔗糖）、多糖（玉米淀粉）等需在乳

酸菌细胞中水解为单糖才能被细胞吸收。故在下一步

试验中选择葡萄糖作为碳源，在不同氮源培养液中测

定 72 h 内 pH、活菌数、亚硝酸盐含量的变化，结果

如下图 4、5、6 所示。 
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图4 添加葡萄糖及不同氮源培养液中 pH 的变化 

Fig.4 Changes of samples adding glucose and different nitrogen 

source in pH  

从图 4 可以看出，硝酸铵培养液中 pH 在培养过

程中保持在 5.50 左右，并无明显的变化，说明硝酸铵

不能作为无机氮源提供 LP 菌体的生长。酵母抽提物

培养液、酶解后的大豆分离蛋白培养液中 pH 下降趋

势最为明显，培养 72 h 后均能降至 3.80 左右。未酶解

的大豆分离蛋白培养液中 pH 下降速率相对较慢，72 h
后降至 4.62。三种有机氮源培养液在前 24 h 内 pH 的

下降幅度很大，24 h 后 pH 渐趋平缓，说明培养 24 h
后培养液中的营养物质几乎被吸收殆尽。从 pH 的下

降幅度来看，LP 直接利用大豆分离蛋白的效率较低，

而酵母抽提物、经酶解后的大豆分离蛋白含有较易被

细胞吸收的氨基酸、多肽等物质，故能显著促进细胞

生长产酸。 

 
图5 添加葡萄糖及不同氮源培养液中活菌数的变化 

Fig.5 Changes of samples adding glucose and different nitrogen 

source in viable cell numbers 

由图 5 可以看出，72 h 内硝酸铵培养液中活菌数

一直呈下降趋势，72 h后活菌数仅为2.2×102 CFU/mL。
原因如下：其一，LP 不能利用硝酸铵作为氮源提供其

生长；其二，当培养体系中无机盐的浓度超过某一临

界值时乳酸菌会为抵抗高盐浓度形成离子梯度，必然

导致菌体生长受抑制。培养液中硝酸铵浓度过高，无

机盐浓度过高会对乳酸菌细胞造成毒害作用。而有机

氮源培养液中活菌数的变化趋势均为先增加然后保持

稳定甚至下降，其中酵母抽提物组、酶解的大豆分离

蛋白组 LP 生长状况良好，在培养的 72 h 内菌体最高

浓度均可达 108 CFU/mL。未酶解的大豆分离蛋白培养

液中活菌数最高可达 2.19×106 CFU/mL，说明大豆分

离蛋白的酶解物对 LP 的增殖有显著的促进作用。 

 
图6 添加葡萄糖及不同氮源培养液中亚硝酸盐含量变化 

Fig.6 Changes of samples adding glucose and different nitrogen 

source in nitrite content 

从图 6 可以看出，硝酸铵培养液中 LP 对亚硝酸

盐的降解效果很差，培养 72 h 后亚硝酸盐含量仅由

150.00 mg/L 下降到 137.49 mg/L。硝酸铵培养液中 pH
并无明显的变化，且活菌数在培养过程中一直呈下降

趋势，故 LP 对亚硝酸盐的酸降解、酶降解作用较弱，

亚硝酸盐量变化很小。酵母抽提物培养液中亚硝酸盐

下降速率最快，在培养的前 24 h 内下降幅度最大（与

培养液中 pH 的变化规律一致），培养 72 h 后亚硝酸盐

含量降至 5.30 mg/L。酶解后的大豆分离蛋白培养液中

亚硝酸盐降解速率仅次于酵母抽提物组，培养 72 h 也

能达到 4.40 mg/L 的极低水平。未酶解的大豆蛋白培

养液中亚硝酸盐含量呈稳步下降趋势，72 h 后亚硝酸

盐含量下降至 95.36 mg/L。结合图 4、5、6 可知，酶

解后的大豆分离蛋白相较于未酶解的大豆分离蛋白能

够显著促进 LP 产酸、对 LP 菌体的增殖作用也非常明

显（活菌数上升一个数量级）。 

2.3  乳酸降解亚硝酸盐的研究 

从图 7 可以看出，乳酸溶液中 pH 随着时间的延

长亚硝酸盐含量均会出现不同程度的下降，空白对照

组则基本保持不变。乳酸溶液 pH 越低，亚硝酸盐含

量下降的趋势也越明显。原因是乳酸可通过与亚硝酸

盐发生歧化反应达到去除亚硝酸盐的目的。当调节乳

酸溶液初始 pH 在 5 或以上时，亚硝酸盐含量在 24 h
内下降不足 20 mg/L，降解效果不明显。乳酸溶液初

始 pH 调节为 4 时，放置 24 h 后亚硝酸盐含量可下降

至 68.67 mg/L。乳酸溶液初始 pH 为 3 时亚硝酸盐含

量下降速率很快，放置 10 h 后即可达到 18.68 mg/L，
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24 h 后的亚硝酸盐降解率可达到 87.3%。 
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图7 不同pH乳酸溶液降解亚硝酸盐能力比较 

Fig.7 Variation trend of nitrite degradation in lactic acid 

solution with different pH  

综合LP在简单培养基中降解亚硝酸盐数据可知：

培养液中 pH 在 5 以上时，乳酸浓度偏低导致对亚硝

酸盐的酸降解作用较弱，此时 LP 的酶降解作用也很

弱，亚硝酸盐降解作用不明显。供给 LP 的营养物质

能促使LP产酸使培养液pH降至4或以下时酸降解作

用较强，此时酶降解作用也会显著增强，最终达到对

亚硝酸盐的清除作用。 

3  结论 

3.1  LP 在只提供碳源的情况下生长、产酸均受到抑

制，亚硝酸盐降解率仅为 6.7%。LP 对不同碳源的利

用情况为：单糖（葡萄糖）≈双糖（蔗糖）>多糖（玉

米淀粉）。 
3.2  LP 降解亚硝酸盐所必需的营养物质为碳源和有

机氮源。酵母抽提物、酶解后的大豆分离蛋白培养液

中亚硝酸盐降解率 72 h 后可达 96.44%、96.27%，未

酶解的大豆分离蛋白培养液降解率仅为 36.44%，由此

可知，LP 对氮源的利用情况为：酵母抽提物≈酶解后

的大豆分离蛋白>未酶解的大豆分离蛋白>硝酸铵。 
3.3  3%碳源和 2%有机氮源即可充分供给 LP 生长、

产酸、降解亚硝酸盐效果良好。直接添加乳酸至溶液

pH 为 4 时 24 h 后亚硝酸盐降解率达 31.33%，pH 为 3
时降解率可达 87.3%，降解亚硝酸盐效果良好。 
3.4  营养供给不足时 LP 生长、产酸受抑制；当培养

液中营养物质足够供给 LP 产酸至 4 或以下时细胞生

长、清除亚硝酸盐效果良好。 
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