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萝卜泡菜细菌多样性的高通量测序分析 
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摘要：本文基于 Illumina 平台的高通量测序，解析萝卜泡菜发酵液中亚硝酸盐浓度峰值期（第 3 d）和回落期（第 7 d）时细菌

群落结构多样性。亚硝酸盐浓度峰值期和回落期样品中分别得到 373 和 349 个可操纵分类单元（OTU），分属于 135 和 127 个细菌属，

且峰值期细菌群落丰富度、多样性以及均匀度指数均高于回落期。峰值期发酵液样品中以变形菌门细菌（相对丰度 72.1%）最为优势，

以 Erwinia（45.0%）、Aeromonas（7.4%）、Pseudomonas（6.6%）、Shigella（6.0%）和 Delftia（5.1%）为主要优势菌属。厚壁菌门（18.9%）

为第二优势菌门，Lactococcus（10.5%）为其中的主要优势属。回落期发酵液样品中以厚壁菌门（84.0%）最为优势，优势属包括明

Leuconostoc（27.5%）、Lactococcus（19.9%）、Weissella（19.2%）和 Pediococcus（16.3%）等。而变形菌门相对丰度降为 10.5%。结

果表明伴随着亚硝酸盐浓度变化，萝卜泡菜发酵过程中细菌群落结构多样性也发生演替，与发酵液中亚硝酸盐的形成和降解密切相关。 
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Abstract : Based on the high-throughput DNA sequencing of Illumina,  the diversity of microbial community composition in the 

fermentation broth of the pickled radish during the peak value period (3rd day) and the background value period (7th day) of nitrite 

concentration was entirely clarified in this study. Total 373 and 349 bacterial operational taxonomic units (OTU) were obtained from the samples 

on the 3rd and 7th day, which belonged to 135 and 127 bacterial genus, respectively. The Chao1 index, richness index and diversity index of 

bacterial community in the samples on the 3rd were higher than that on the 7th day. In the samples on the 3rd day, the bacterial phylum 

Proteobacteria was the most dominant group (72.1%), and  Erwinia, Aeromonas, Pseudomonas, Shigella and Delftia were the main genus of 

45.0%, 7.4%, 6.6%, 6.0% and 5.1%, respectively. The bacterial phylum Firmicutes was the second dominant group (18.9%), and the genus 

Lactococcus was the main genus of 10.5%. In the samples on the 7th day, the bacterial phylum Firmicutes was the most dominant group 

(84.0%), and Leuconostoc, Lactococcus, Weissella and Pediococcus were the main genus of 27.5%, 19.9%, 19.2% and 16.3%, respectively. The 

relative abundance of the previous dominant phylum Proteobacteria decreased to 10.5%, and the relative abundance of all genuses were below 

to 2%. The results indicated that the diversity of bacterial community in the fermentation broth of the pickled radish might shift following the 

change of the nitrite concentration, which was closely related to the formation and degradation of nitrite in the fermentation broth. 
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泡菜是我国传统民间食品，因风味和口感独特、

营养丰富等特征深受广大消费者喜爱[1]。传统的泡菜

制备过程是利用蔬菜附着的微生物或添加乳酸菌进行 
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的自然发酵过程[2]。因此，对泡菜发酵过程相关微生

物的研究有助于更好地利用和发展泡菜资源。通过传

统分离培养方法，一些泡菜发酵过程中的关键微生物

种类得到解析，包括明串珠菌属（Leuconostoc）、乳

杆菌属（Lactobacillus）、乳球菌属（Lactococcus）、片

球菌属（Pediococcus）和魏斯氏菌（Weissella）等[3~6]。

这些微生物均属于乳酸菌，对泡菜中有机酸的产生至

关重要，是泡菜发酵过程中优势的细菌类群。近年来

新一代高通量测序技术的出现，为泡菜发酵相关微生
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物群落的深度研究提供了新方法[7]，也因此发现在泡

菜的腌制过程中除了上述乳酸菌外的其他一些非乳酸

菌菌群，如假单胞菌属（Pseudomonas）、不动杆菌属

（Acinetobacter）和拟杆菌属（Bacteroides）等[8]。这

些非乳酸菌细菌在自然界氮素循环过程中，尤其是反

硝化过程中（硝酸盐→亚硝酸盐→一氧化氮）发挥着

重要的作用[9,10]。因此，就产生了泡菜发酵过程中的

非乳酸菌细菌类群可能与泡菜中亚硝酸盐产生和降解

密切相关这样一种推测，解析泡菜发酵过程中乳酸菌

和非乳酸菌菌群就具有重要意义。 
萝卜泡菜制作成本低廉、口感爽脆、富含维 C 以

及锌，有助于提高食欲，促进消化，是泡菜企业生产

的主要品种[11,12]。然而，萝卜泡菜发酵过程中微生物

群落的演替变化以及微生物群落与亚硝酸盐形成和降

解的关系并不明确。本文运用新一代基于 Illumina 平

台的高通量测序技术，以细菌 16S rDNA 序列的 V4
可变区为靶序列，研究了萝卜泡菜发酵过程中亚硝酸

盐的高峰期和回落期发酵液中细菌落结构组成，以揭

示萝卜泡菜发酵过程中细菌群落的多样性，探讨细菌

群落演替过程和亚硝酸浓度变化之间的关系，为深入

对研究泡菜发酵过程中微生物的功能作用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品制备和采集 

白萝卜、食盐、花椒、辣椒、生姜和泡菜坛等购

自本地农贸市场；采用传统腌制方法制备萝卜泡菜，

共腌制 9 d。每天使用一次性移液管在泡菜中间发酵层

随机选取 3 个位置，吸取发酵液各 2 mL，进行 12000 
r/min的离心处理1 min后得到发酵液上清液和菌体沉

淀。上清液用来立即进行亚硝酸浓度和 pH 测定。而

菌体沉淀用于微生物基因组 DNA 的提取。 

1.2  亚硝酸浓度测定 

首先制备亚硝酸盐的标准品溶液。精密吸取 20 
μM 亚硝酸钠溶液 0、0.2、0.5、1.0 和 2.0 mL，分别

置于 15 mL 离心管中，各加超纯水 2、1.8、1.5、1.0
和 0 mL，制备成 0、2、5、10 和 20 μM 的亚硝酸钠

标准品。取磺胺 1 g 和盐酸 10 mL，加超纯水制成 100 
mL 的试剂 1。取 N-1-氨基-乙二胺二盐酸盐 0.1 g 溶于

100 mL 水制成试剂 2。取各浓度的标准品 2 mL 与 40 
μL 的试剂 1 混合静置 4 min，再加入 40 μL 的试剂 2，
混合避光静置 30 min。于波长 540 nm 处测定亚硝酸

钠标准品的吸光度，绘制亚硝酸盐的标准曲线[13]。 
 

1.3  DNA提取 

选择萝卜发酵亚硝酸盐第 3 d（峰值期）和第 7 d
（回落期）的菌体沉淀进行微生物基因组 DNA 的提

取。应用 Mobio 公司的 Power Food Microbial DNA 
Isolation Kit 进行发酵液微生物基因组 DNA 的提取。

提取后的、对应 3 个位置的微生物基因组 DNA 进行

充分混合后，应用 Nanodrop one 进行浓度的测定。两

样品的 DNA 浓度分别为 236 ng/μL 和 195 ng/μL。 

1.4  PCR扩增及高通量测序 

本实验采用细菌 16S rRNA 的 V4 区域作为目标

DNA 序列进行 PCR 扩增。以通用引物 515F
（ 5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′ ） 和 806R
（5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′）[14]为基础，

附加 Barcode 序列[14]后对 2 个时期发酵液处理中细菌

16S rRNA 的 V4 区域进行扩增。PCR 扩增均采用

Takara 试剂公司的 HS Taq 酶进行，反应条件为 95 ℃
预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃
延伸 40 s，25 个循环；72 ℃延伸 10 min。扩增结束后，

PCR 扩增产物使用 2%琼脂糖进行凝胶电泳检查扩增

效果。最后将样品的 PCR 产物送至北京诺禾至源科技

有限公司，在 Illumina-HiSeq 平台上进行高通量测序。 

1.5  数据分析处理 

对高通量测序初始数据进行质量控制，以获得更

为精准、高质量的 DNA 序列信息，采用 Mothur 软件

将得到的 16S rDNA 基因序列在 RDP（ribosomal 
database project）数据库中进行嵌合体检验，充分去除

嵌合体序列 [15] 。为了得到每个操作分类单元

（Operational Taxonomic Unit，out）对应的物种分类

信息，采用 RDP classifier 贝叶斯算法对 97%相似水平

的操作分类单元（OTU）代表序列进行分类学分析，

用 Mothur 软件构建稀释性曲线[16,17]。利用 QIIME 软

件计算样品 Chao1 丰富度指数、Shannon 多样性指数

和 impson 多样性指数[18]。其中群落丰富度指数，其

值越高表明群落物种的丰富度越高；而多样性指数可

以反映样品的多样性程度，其值越大表明样品群落多

样性越高。 

2  结果与分析 

2.1  萝卜泡菜亚硝酸盐含量和 pH的动态变化 

萝卜泡菜在发酵 3 d 时，发酵液中亚硝酸盐浓度 
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达到了峰值，显著高于起始浓度（p<0.05），且超过了

国标（GB 2762-2005）规定的 20 mg/kg。然后迅速下

降，并在 7 d 时降落接近背景值范围。同时，pH 值从

第 1 d 起由 6.5 逐渐下降，第 3 d 时显著下降至 4.8
（p<0.05），并在 7 d 开始保持在 3.8 左右，显著低于

起始浓度（p<0.05）。因此，萝卜泡菜发酵第 3 d 为亚

硝酸盐浓度峰值期，第 7 d 为回落期，以这两个时间

的发酵液进行细菌菌群的高通量测序研究。 
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图1 萝卜发酵液中亚硝酸盐浓度和pH的动态变化 
Fig.1 The dynamic changes of the nitrite concentration and pH 

in the radish fermentation broth 

2.2  细菌16S rRNA的V4区高通量测序文库检

测 

 
图2 萝卜泡菜不同发酵时期细菌群落高通量测序文库稀释曲

线（a）和OTU维恩图谱（b） 

Fig.2 Rarefaction curve of high-throughput DNA sequencing 

library (a) and Venn diagram of bacterial OTU (b) during 

different fermentation periods of radish pickle 

通过对细菌 16S rRNA 的 V4 区测序，并对原始序

列经去除低质量、Barcode 和引物序列后，萝卜发酵

液亚硝酸盐浓度峰值期（3 d）的回落期（7 d）样品分

别得到 69444 和 66494 条有效序列。去冗余后，获得

的 373 和 349 个细菌 OTU，分属于 135 和 127 个细菌

属（表 1）。 
根据细菌 16S rRNA 的测序文库稀释性曲线（图

2a），当测序量超过 40000 条时，两个处理虽然仍有新

的 OTU 被发现，但是整个曲线已经趋于平缓，说明

更深的测序几乎不会产生更多的 OTU，该测序文库已

经达到饱和。 
从图中也可以看出相同序列数时，发酵第 3 d 的

发酵液中细菌群落 OTU 多于发酵第 7 d，说明萝卜发

酵液亚硝酸盐浓度达到峰值时的细菌群落丰富度高于

已经回落期。通过比较 2 个时期的 Chao1 指数、

Simpson 指数和 Shannon 指数同样可以发现，发酵液

亚硝酸盐浓度峰值期的细菌群落丰富度和多样性均高

于回落期（表 1）。 

表1 高通量测序文库质量汇总 

Table 1 The information of high-throughput DNA sequencing library 

发酵时期 原始序列数 有效序列数 OTU 数量 细菌属数量 Chaol 指数 辛普森指数 香农指数

亚硝酸盐浓度峰值期（发酵第 3 d） 71077 69444 373 135 385.053 0.800 3.156 
亚硝酸盐浓度回落期（发酵第 7 d） 67919 66494 349 127 375.753 0.727 2.750 

维恩图可以直观展示两个发酵时期细菌群落的

OTU 组成的相似性、重叠情况以及特异性（图 2b）。
萝卜泡菜亚硝酸盐浓度峰值期和回落期发酵液中共有

的细菌OTU数量为283（图2B）。其中17个OTU（87%）

分布在两时期细菌群落 Top10 的优势细菌群落中。亚

硝酸盐浓度峰值期发酵液中特异性细菌 OTU 数量为

76，而亚硝酸盐浓度回落期发酵液中特异性细菌 OTU

数量为 66，且均集中在仅占 OTU 总数量 7%的细菌非

优势类群中。这说明在经过了 6 d 的发酵后，细菌群落

结构由多样的趋于单一，一些细菌随着亚硝酸盐浓度

和 pH 值的变化，成长为优势的菌群，抢占了发酵液中

的生态位。为了进一步明确发生变化的细菌类群，对

OTUs 进行了物种注释，揭示与亚硝酸盐浓度和 pH 值

变化相关的细菌类群。 
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2.3  萝卜泡菜亚硝酸盐含量不同时期优势细菌

群落组成 
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图3 萝卜泡菜不同发酵时期在门（a）和属（b）分类水平的细

菌群落结构TOP10构成 

Fig.3 The TOP10 phylum (a) and genus (b) of bacterial 

community in two fermentation periods of radish pickle 

萝卜泡菜亚硝酸盐峰值期（3 d）和回落期（7 d）
时，发酵液细菌群落在门分类水平上的分布比例见图

3a。两个时期细菌群落结构组成情况相似，但各细菌

类群所占比例有较大差异。两个时期细菌群落在门水

平上具有相同的 TOP10 构成。其中，亚硝酸盐浓度峰

值期时所占比例大于细菌总数 1.0%的门包括：变形菌

门（Proteobacteria，72.1%）占主要优势，之后是厚

壁菌门（Firmicutes，18.9%）和拟杆菌门（Bacteroidetes，
4.5%）。亚硝酸盐浓度回落期时所占比例大于细菌总

数 1.0%的门包括：最优势的厚壁菌门（Firmicutes，
84.0%），之后是变形菌门（Proteobacteria，10.5%）

和拟杆菌门（Bacteroidetes，2.7%）。 
萝卜泡菜亚硝酸盐峰值期（3 d）和回落期（7 d）

时，发酵液细菌群落在属分类水平上的分布比例见图

3b。两个发酵时期细菌群落结构组成情况相似，但各

细菌类群所占比例有较大差异。在亚硝酸盐浓度峰值

期时占优势的细菌属分别为欧文氏菌属（Erwinia，
45.0%）、乳酸菌属（Lactococcusc，10.5%）、气单孢

菌属（Aeromonas，7.4%）、假单胞菌属（Pseudomonas，

6.6%）、志贺氏菌属（Escherichia-Shigella，6.0%）、代

尔 夫 特 菌 属 （ Delftia ， 5.1% ）、 金 黄 杆 菌 属

（Chryseobacterium，4.4%）、魏斯氏菌属（Weissella，
4.3%）、明串珠菌属（Leuconostoc，2.2%）和片球菌

属（Pediococcus，1.7%）。在亚硝酸盐浓度回落期，

明串珠菌属（Leuconostoc， 27.5%）、乳球菌属

（Lactococcus，19.9%）、魏斯氏菌属（Weissella，19.2%）

和片球菌属（Pediococcus，16.3%）等 4 属乳酸菌为

优势细菌属，之后依次为欧文氏菌属（Erwinia，1.7%）、

金黄杆菌属（Chryseobacterium，0.9%）、代尔夫特菌

属（Delftia，0.9%）、气单孢菌属（Aeromonas，0.7%）、

志贺氏菌属（Escherichia-Shigella，0.6%）和假单胞菌

属（Pseudomonas，0.2%）。 

2.4  萝卜泡菜发酵液中优势细菌的系统发育 

 
图4 萝卜泡菜两个发酵时期TOP10细菌菌属OTU序列的系统发

育进化 
Fig.4 The phylogeny of the OTU sequence from TOP10 

bacterial genus in two periods of radish pickle 
选取相对丰度TOP10的属所对应的OTUs数据进

行多序列比对，并结合物种注释置信度信息进行整合

并绘制了系统发育进化图（图 4）。第一层分支的颜色

表示分别对应 TOP10 属名；第二层柱形的高度表示

OTUs 的相对丰度大小；第三层柱形的高度表示 OTUs
注释的可信度。萝卜泡菜发酵过程中相对丰度 TOP10
的细菌菌属所有 OTUs 的物种注释均具有较高的置信

度。其中，气单孢菌属（Aeromonas）、假单胞菌属

（Pseudomonas）和明串珠菌属（Leuconostoc）发生

了系统分化，具有 2 或 3 个不同的 OTU 序列。而属

于乳酸菌的乳酸菌属（Lactococcus）、魏斯氏菌属

（Weissella）、片球菌属（Pediococcus）以及其他的 4
个细菌菌属的 OTU 序列没有发生分化。说明在萝卜

泡菜发酵过程中，优势细菌属没有随着亚硝酸盐浓度

和 pH 的变化而发生系统发育进化。 

3  讨论 
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自上个世纪 80 年代起，泡菜的微生物发酵过程一

直受到国内外研究者的关注[3,19]。已有研究结果表明，

泡菜中亚硝酸盐的降解可分为酶降解和酸降解，即微

生物亚硝酸还原酶主导的酶降解和微生物发酵过程产

生有机酸引起的酸降解[19]。张庆芳等(2002)在 MRS 液

体培养基中添加亚硝酸盐后接种乳酸菌模拟发酵过

程，并测定发酵液 pH 和亚硝酸盐含量，结果表明发

酵液 pH>4.5 时，亚硝酸盐的降解主要以乳酸菌本身

酶降解为主。当 pH<4.0 时，亚硝酸盐的降解以酸降

解为主，且 pH 低于 3.5 下时，亚硝酸盐降解明显。因

此，在泡菜发酵过程中，pH 值与微生物引发的酶降解

和酸降解密切相关，且 4.0 可能是酶降解和酸降解的

分界点[20]。本研究中，发酵第 3 d 至发酵第 7 d 的 pH
值从 4.8 降低至 3.8，该阶段萝卜泡菜发酵液中亚硝酸

盐的降解可能以酶降解为主；而第 7 d 开始，pH 一直

保持在 4.0 以下，该阶段萝卜泡菜发酵液中亚硝酸盐

的降解可能以酸降解为主。 
微生物主导的亚硝酸盐酶降解过程，是指亚硝酸

盐在微生物亚硝酸盐还原酶（Nir）的作用下，被还原

为一氧化氮（NO），该还原过程是微生物主导的氮素

反硝化过程的关键步骤。编码亚硝酸盐还原酶的基因

为以铜离子为酶活性位点的 nirK 基因和以铁离子为

酶活位点的 nirS 基因[21]。尽管很多报道指出泡菜发酵

过程中乳酸菌可以降解亚硝酸盐，如植物乳杆菌、乳

链球菌、干酪乳杆菌、赖氏乳杆菌、嗜热乳链球菌和

戊糖片球菌等[22~24]。然而，通过对 NCBI、KEGG 和

Fungene 三个数据库中记录的细菌全基因组进行筛

查，发并没有发现目前上述乳酸菌菌株具有编码亚硝

酸盐还原酶的 nirK 和 nirS 基因，而非乳酸菌细菌，如

Pseudomonas 属和 Aeromonas 属则已经明确了具有

nirK 基因。因此，在没有得到乳酸菌属细菌具有编码

亚硝酸盐还原酶的 nirK 和 nirS 基因的可靠证据前，萝

卜泡菜中进行亚硝酸盐酶降解的细菌类群更应被认为

广泛分布在非乳酸菌类群中。然而，这一认识还需对

相关菌株分离并定性研究后才能定论。 
微生物主导的亚硝酸盐酸降解过程，是指泡菜发

酵过程中乳酸菌产生的有机酸使发酵液的 pH 迅速降

低，而低 pH 值导致亚硝酸盐的降解。亚硝酸盐在酸

性条件下，反应生成不稳定的 HNO2，而 HNO2 则经

过不稳定的 N2O3，继续分解为 NO2和 NO[25]。所以溶

液的 pH 值越低，亚硝酸盐的降解量越大。因此，本

研究中发酵第 7 d 的 pH 为 3.8，此时亚硝酸盐降解过

程很可能以酸降解为主，这与第 7 d 时占绝对优势的

明串珠菌属、乳球菌属、魏斯氏菌属和片球菌属 4 种

乳酸菌直接相关。这 4 种乳酸菌产生的大量有机酸可

能促使亚硝酸盐被完全降解，或者是使其降解速率远

大于生成速率，导致亚硝酸盐产生完全被压制。 
关于泡菜亚硝酸盐的研究以前集中在降解过程，

对亚硝酸盐产生机制的解析有助于提高降解速率。亚

硝酸盐是微生物主导的氮素循环过程中重要的中间产

物之一，产生过程包括微生物的反硝化作用（硝酸盐

还原成亚硝酸盐）和硝化作用（铵盐氧化成亚硝酸盐）

等。本研究在萝卜泡菜发酵液中没有检测到氨氧化细

菌和古菌，因此我们认为微生物反硝化作用是萝卜泡

菜中亚硝酸盐产生和积累的原因。不同种类蔬菜的硝

酸盐含量不同，根菜类>绿叶菜类>白菜类>豆类。萝

卜作为肉质根菜类蔬菜，体内具有大量的硝酸盐[26]，

为微生物反硝化作用提供了充足的底物。已有报道指

出微生物具有两种蛋白酶 NarG 和 NapA，可以将硝酸

盐还原成亚硝酸盐[27]。具有编码两种蛋白酶的 narG
和 napA 基因可以作为判断其具有硝酸盐还原能力的

依据。因此，根据 fungene 数据库最新的全基因组序

列进行分析，萝卜泡菜在发酵第 3 d 时出现的优势性

的变形菌门细菌 Erwinia 属具有 narG，Shigella 属具

有 napA，Aeromonas 和 Pseudomonas 属同时具有 napA
和 narG。因此，萝卜泡菜发酵液中优势性的变形菌门

细菌通过具有的蛋白酶 NarG 和 NapA，通过反硝化作

用将发酵液中的硝酸盐还原成亚硝酸盐，造成发酵液

中亚硝酸盐浓度的增加，从而导致萝卜泡菜在第 3 d
亚硝酸盐浓度达到峰值。因此，如果对这些非乳酸菌

细菌类群加以控制，很可能会从根本上抑制泡菜亚硝

酸盐的产生。 

4  结论 

通过对萝卜泡菜发酵液中随亚硝酸盐浓度和 pH
值变化而演替的细菌菌群结构的解析结果表明，变形

菌门的部分细菌类群可能在萝卜泡菜发酵液中亚硝酸

盐浓度产生和累积过程、以及亚硝酸盐酶降解过程中

发挥重要的作用。而厚壁菌门的乳酸菌类群及其产生

的低 pH 值，可能在亚硝酸盐酸降解过程中起关键性

作用。 
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