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榨菜二次发酵过程中差异代谢物分析

刘玉凌 1 任 亭 1 赵志平 2 罗远莉 1

（1. 重庆市渝东南农业科学院，重庆  408000； 2. 成都大学，四川  成都  610106）

摘要：［目的］探究榨菜二次发酵过程中代谢物的变化。［方法］以腌制 6 个月的盐脱水榨菜为原料，在陈年泡菜母水中进

行二次发酵，采用液相色谱—串联质谱技术结合多元统计分析，确定榨菜二次发酵前后的差异代谢物。［结果］二次发

酵后筛选出 147 种差异代谢物，主要为有机酸及其衍生物、有机杂环化合物、脂质和类脂质分子、苯类化合物、苯丙烷类

和多酮类化合物等。苦味氨基酸（组氨酸、精氨酸、酪氨酸、缬氨酸）下调，乳酸、乙酸、苯乙酸、棕榈酸、亚油酸、酚酸等

物质上调。富集分析到丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、精氨酸生物合成 3 条代谢通路与差异代

谢物相关性最显著。［结论］榨菜经二次发酵后滋味物质更丰富、香味更浓郁、口感更佳。
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Analysis of differential metabolites during the secondary 
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Abstract: ［［Objective］］ This study aimed to investigate the changes of metabolites during the secondary fermentation process of Zhacai. 

［［Methods］］ After 6 months of salt-dehydrated pickled cabbage, the different metabolites before and after secondary fermentation were 

determined by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) combined with multivariate statistical analysis. ［［Results］］ 

147 different metabolites were screened after secondary fermentation, mainly including organic acids and their derivatives, organic 

heterocyclic compounds, lipids and lipid molecules, phenolic compounds, phenylpropane and polyketone compounds. Bitter amino acids 

(histidine, arginine, tyrosine and valine) down-regulated, lactic acid, acetic acid, phenylacetic acid, palmitic acid, linoleic acid, phenolic acid 

and other substances up-regulated. The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analysis of the differential 

metabolites showed that Alanine, aspartate and glutamate metabolism, arginine and proline metabolism, and arginine biosynthesis were the 

most significantly correlated with the major differential metabolites. ［［Conclusion］］ After secondary fermentation, Zhacai have richer flavor 

substances, stronger aroma, and better taste.
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榨菜是以青菜头（茎用芥菜）为原料经腌制发酵后形

成的一种半干态腌制菜，已传承百年，美誉全球[1]。代谢组

学是近年来兴起的分析生物体内小分子物质代谢规律的

一种新型技术手段，被广泛应用于食品科学、医学、农业、环

境等领域[2-4]。唐富豪等[5]应用非靶向代谢组学对客家酸

芥菜中酚类化合物进行分析，共检出 136种酚类物质，明确

了多酚物质在客家酸芥菜乳酸发酵过程中的变化机制。

张钰麟等[6]基于代谢组学探明了 3 种不同年份大头菜发酵

差异代谢物主要为有机酸、氨基酸、核酸及其衍生物，显著

代谢途径主要有苯丙氨酸代谢、磷酸戊糖途径、果糖和甘

露糖代谢 3条。Zhao等[7]运用代谢组学分析了低温低盐大

头菜发酵 0，45，90 d的代谢物，发现不同发酵时间的差异代

谢物主要有氨基酸及其衍生物、糖醇和碳水化合物，及与

差异物显著相关的 2条氨基酸代谢途径。
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目前，榨菜发酵过程中主要代谢物差异尚不明确，研

究拟以腌制 6 个月的盐脱水榨菜为原料，在优质陈年泡菜

水中进行二次发酵，以提升榨菜产品的天然发酵滋味、香

味物质，并通过非靶向代谢组学方法分析榨菜二次发酵

过程中主要代谢产物的变化和相关代谢通路，探索榨菜

滋味、香味物质形成的机制，为榨菜产品的多元化开发提

供新路径，同时也为定向调控榨菜品质提供依据。

1　材料与方法
1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

盐脱水榨菜（发酵 6 个月）、陈年泡菜水：实验室自制；

甲醇、乙腈、甲酸、丙醇：色谱纯，美国 Thermo Fisher

公司。

1.1.2　主要仪器设备　

高通量组织破碎仪：Wonbio-96c 型，上海万柏生物科

技有限公司；

高 速 冷 冻 离 心 机 ：Centrifuge 5430R 型 ，德 国

Eppendorf公司；

HSS T3 色 谱 柱 ：100 mm×2.1 mm，1.8 µm，美 国

Waters公司；

电 子 天 平 ：NewClassic MF MS105DU 型 ，瑞 士

Mettler Toledo 公司；

超高效液相色谱串联傅里叶变换质谱：UHPLC-Q 

Exactive HF-X 型，美国 Thermo Fisher公司。

1.2　方法

1.2.1　样品制备　

（1） 盐脱水榨菜的制备：新鲜青菜头，去筋，一盐 6%

（一层菜一层盐）腌制 10 d，翻坛，补加二盐 6%（一层菜一

层盐），密封发酵 6 个月。

（2） 陈年泡菜水的制备：新鲜青菜头、萝卜，清洗，切

块，沥干水分，菜水质量比 1∶1，食盐 6%（按菜质量比），再

添加一定比例的花椒、辣椒、大蒜、姜、冰糖，密封发酵

15 d，此为第 1 代泡菜水。取出成熟菜块，加新鲜菜块，同

时补加菜块质量分数 2% 的食盐，密封发酵 7 d，此为第 2

代泡菜水。第 5 代时更换新鲜辣椒、大蒜、姜，按此方法循

环发酵 10 轮，得到陈年泡菜水（pH 值 3.3 左右，食盐 5.5%

左右，乳酸菌总数 1.5×109 CFU/mL 左右）。

（3） 榨菜二次发酵样品的制备：将密封发酵至 6 个月

的盐脱水榨菜在清水中浸泡进行脱盐，脱至盐度 6% 左

右，按菜水质量比 1∶1 在陈年泡菜水中进行二次发酵，平

行 6 坛。分别在 0，15，30，45，60，75 d 取样，依次记为

E0~E5，液氮处理后置于-80 ℃冰箱备用。

1.2.2 代谢物提取  称 50 mg 固体和泡菜水混合样品，加

400 μL 体积比为 4∶1 的甲醇—水提取液（含 0.02 mg/mL

的 L-2-氯苯丙氨酸内标）进行代谢产物提取。将样品溶液

于 -10 ℃ 、50 Hz 研磨 6 min，40 kHz 低温超声 30 min，

-20 ℃放置 30 min，13 000×g 低温离心 15 min，最后吸上

清液用于分析。质控样本（QC）由全部样品混合液制备，

并在每 5~15 个样品之间插入一个 QC。

1.2.3　理化指标测定　

（1） 总酸含量：根据 GB 12456—2021。

（2） 亚硝酸盐含量：根据 GB 5009.33—2016。

1.2.4　LC-MS/MS 分析　

（1） 色 谱 条 件 ：进 样 体 积 3 μL，柱 温 40 ℃ ，流 速

0.40 mL/min。流动相 A 为 95% 水＋5% 乙腈（含 0.1% 甲

酸）；流动相 B 为 47.5% 乙腈＋47.5% 异丙醇＋5% 水（含

0.1% 甲酸）。洗脱过程：正离子模式下 0~3 min，0%~20% 

B；3.0~4.5 min，20%~35% B；4.5~5.0 min，35%~100% B；

5.0~6.3 min，100% B；6.3~6.4 min，100%~0% B；6.4~

8.0 min，0% B；负离子模式下 0~1.5 min，0%~5% B；1.5~

2.0 min，5%~10% B；2.0~4.5 min，10%~30% B；4.5~

5.0 min，30%~100% B；5.0~6.3 min，100% B；6.3~6.4 min，

100%~0% B；6.4~8.0 min，0% B。

（2） 质谱条件：采用电喷雾离子源，正、负离子喷雾电

压分别为 3.50，-3.50 kV，质量扫描范围 70~1 050 （m/z）。

离子传输管温度 325 ℃；鞘气气压 344.74 kPa；辅助气加热

温度 425 ℃，气压 89.63 kPa；一级质谱分辨率 6 000，二级

质谱分辨率 7 500，采用 DDA 模式采集数据。

1.3　数据处理

采用 SPSS Statistics 17.0 软件进行数据方差分析，

Origin 8.1 软件绘图。LC-MS/MS 原始数据经 Progenesis 

QI处理得到一个数据矩阵，经缺失值填补、归一化等处理

后用 SIMCA（14.1）进行多元统计分析。根据 HMDB 代谢

公共数据库以及美吉自建库得到代谢物信息，同时通过

变量权重值（VIP）以及 t 检验中的 P 值来选出差异代谢

物，通过 KEGG 数据库进行代谢通路注释，找出差异代谢

物参与的通路；根据通路注释分析的 P 值、Impact值，找到

显著的关键代谢通路。

2　结果与分析
2.1　不同发酵时间榨菜总酸及亚硝酸盐的变化

由图 1 可知，榨菜二次发酵后总酸含量快速上升后趋

于稳定。由于陈年泡菜水中乳酸菌群丰富，榨菜二次发酵

时，乳酸菌快速生长繁殖并大量产酸，随着发酵时间的延

长，不耐酸菌群受到抑制，总酸含量缓慢上升并趋于稳定。

亚硝酸盐是腌制蔬菜中最常见的有害物质，不仅能

将血液中的低铁血红蛋白氧化成高铁血红蛋白引起组织

缺氧，还能与体内含氮化合物结合形成强致癌的亚硝基

化合物 [8]。由图 1 可知，亚硝酸盐含量呈先上升后下降趋

势，发酵 30 d 时出现亚硝峰，且二次发酵后亚硝酸盐含量

更 低 ，低 于 绿 色 食 品 酱 腌 菜 中 亚 硝 酸 盐 的 限 量 值

（4 mg/kg）。这可能是二次发酵前期带入的杂菌使原料中

的硝酸盐还原成亚硝酸盐形成亚硝峰，随着乳酸菌的大

量繁殖，杂菌生长受到抑制，乳酸菌中的还原酶逐步分解

亚硝酸盐，使亚硝峰有效降低 [9]。
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2.2　不同发酵时间榨菜代谢物主成分分析（PCA）

由图 2 可知，QC 样本聚集程度良好，且分布在原点附

近，说明试验稳定性较好，数据可信度较高。每一个散点

代表一个样本，不同的形状表示不同的发酵时间，各散点

之间距离越近，样本中代谢物相似度越高；反之，差异越

大 [10-11]。各组样本点（E0、E1、E2、E3、E4、E5）越集中，说

明同一发酵时间点的样本重复性好。榨菜二次发酵前后

样本分布距离较远，且二次发酵不同发酵时期样本（E1、

E2、E3、E4、E5）距离也较远，说明二次发酵使榨菜代谢物

发生了显著变化。

2.3　不同发酵时间榨菜代谢物偏最小二乘法判别分析

偏最小二乘法判别分析（PLS-DA）能够进一步呈现

各样品间的差异，更加直观地表达模型的分离效果，因此

进一步对不同发酵时间榨菜样本进行 PLS-DA 分析。由

图 3 可知，榨菜二次发酵 60 d 前各样品间均显著分离，表

示榨菜二次发酵时间的改变导致代谢物也发生显著性变

化，60 d 后差异不明显。 PLS-DA 模型参数 R2X=0.735，

R2Y=0.820 均在 0.5 以上，且 Q2=0.735，说明试验模型较稳

定 [12]，能够用来解释和预测榨菜二次发酵代谢物之间的

差异。进一步对 PLS-DA 模型进行 200 次循环迭代置换

检验以防止其有过拟合现象，结果如图 4 所示。由图 4 可

知，回归线呈上升趋势，Q2回归线与 Y 轴截距（0，-0.574）

在 负 半 轴 ，未 出 现 过 拟 合 现 象 ，说 明 置 换 检 验 过 关 ，

PLS-DA 模型具有较好的稳定性和预测性，适合探索榨菜

二次发酵不同时期的代谢差异。

2.4　差异代谢物的筛选及分析

以 VIP 值>1.3，同时 t 检验的 P 值<0.05[13]作为筛选

条件判断榨菜二次发酵前（E0）后（E5）代谢物的差异，根

据差异倍数（FC）判断差异代谢物的上调、下调，结果见

表 1。由表 1 可知，共找出 147 种差异代谢物，其中有机酸

及其衍生物占比高达 20.55%，有机杂环化合物、脂质和类

脂质分子占比>17%，苯类化合物、苯丙烷类和多酮类占

比>10%。显著上调的物质有 80 种，其中脂质和类脂质

分子 16 种、苯类化合物 14 种、有机酸及其衍生物 13 种；下

调物质有 67 种，其中有机酸及其衍生物 17 种、有机杂环

化合物 15 种。

有机酸是发酵蔬菜滋味、风味的主要物质，许多有机

酸还具有显著的生物活性。有研究 [14]表明，发酵蔬菜中

的有机酸主要由发酵体系中的微生物生长代谢产生。榨

字母不同代表差异显著（P<0.05）

图 1　榨菜二次发酵总酸和亚硝酸盐的变化

Figure 1　Changes in total acid and nitrite of secondary 

fermented Zhacai

图 2　榨菜二次发酵 PCA 得分散点图

Figure 2　PCA score scatter plot of secondary fermented 

Zhacai

图 3　榨菜二次发酵 PLS-DA 得分散点图

Figure 3　PLS-DA score scatter plot of secondary 

fermented Zhacai

图 4　榨菜二次发酵置换检验图

Figure 4　Permutation test of secondary fermented Zhacai
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菜二次发酵后乳酸、乙酸、苯乳酸增加，柠檬酸减少，苹果

酸先减少后增加。乳酸酸味温和，有后酸味，乙酸酸味刺

激，能强化食欲，其变化与糖降解及乳酸菌的生长代谢相

关 [15]。苯乳酸是天然的生物防腐剂，对许多细菌、真菌具

有抑制作用，且在酸性、高温环境下性质稳定 [16-17]。这与

理化结果一致，说明二次发酵后多种有机酸的共同作用

可赋予榨菜爽口的特点，同时有助于提高食用安全品质。

氨基酸是微生物代谢过程中的重要组分，有些氨基

酸不仅具有一定的生物活性，还具有甜、鲜、苦、涩等滋

味，种类的不同直接影响发酵蔬菜的口感滋味 [18-20]。对

差异代谢物中占比较高的氨基酸、脂肪酸、黄酮类化合物

进行热图分析。由图 5 可知，榨菜二次发酵过程中多种氨

基酸的变化大多呈下调趋势，但并不是完全一致的。天

冬氨酸、谷氨酸下调，蛋氨酸先上调后下调，组氨酸、精氨

酸、酪氨酸、缬氨酸等苦味氨基酸为下调的差异代谢物。

多种苦味氨基酸的下调，说明二次发酵能降低榨菜的苦

涩味，促使榨菜风味更纯正。

脂质和类脂质分子中的酚酸、亚油酸、棕榈酸、芳香

羧酸为上调的差异代谢物。酚酸是生物体内具有一定活

性的物质，乳酸菌代谢有利于其活性增强，其含量的上调

也有利于发酵蔬菜风味、口感的形成 [21]。苯类化合物中

的苯乙酸为上调的差异代谢物。亚油酸的上调可促进亚

油酸乙酯的合成，苯乙酸可提供甜蜜味，棕榈酸、亚油酸

乙酯是酱香型食品中的主要风味物质 [22-23]。说明榨菜经

二次发酵后，风味、滋味变得丰富浓郁。

2.5　主要差异代谢物通路分析

经 KEGG 数据库对差异代谢物参与的代谢通路进行

表 1　榨菜二次发酵前后差异代谢物

Table 1　Different metabolites before and after secondary 

fermentation Zhacai

差异代谢物类别

有机酸及其衍生物

有机杂环化合物

脂质和类脂质分子

苯类化合物

苯丙烷类和多酮类化合物

有机氧化合物

生物碱及其衍生物

核苷酸及其类似物

有机氮化合物

木质素及其化合物

其他类

差异代谢

物个数

30

27

26

20

15

10

5

5

2

1

5

占比/%

20.55

18.49

17.81

13.70

10.27

6.85

3.42

3.42

1.37

0.68

3.42

上调

个数

13

12

16

14

7

7

2

3

2

1

2

下调

个数

17

15

10

6

8

3

3

2

0

0

3

图 5　主要差异代谢物聚类热图

Figure 5　Cluster heatmap of major different metabolites
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注释分析。根据 P 值<0.05 和 Impact值>0.1，找到 3 条显

著的关键代谢通路，分别为丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代

谢、精氨酸和脯氨酸代谢、精氨酸生物合成。由图 6 可知，

3 条代谢通路均为氨基酸类代谢通路，其中谷氨酸参与了

3 条代谢途径，说明氨基酸类的代谢对榨菜二次发酵后的

风味、口感影响较大。唐丽等 [24]研究表明，谷氨酸、丙氨

酸、精氨酸等氨基酸对发酵蔬菜的风味贡献较大。赵萍

等 [25]研究发现，精氨酸、谷氨酸的代谢与菌落总数显著相

关。这也说明微生物的代谢是榨菜二次发酵代谢物的关

键影响因素。

3　结论

研究基于 LC-MS/MS 的非靶向代谢组学技术，探明

了榨菜二次发酵前后代谢物的差异，共筛选到以有机酸

及其衍生物、有机杂环化合物、脂质和类脂质分子、苯类

化合物、苯丙烷类和多酮类化合物为主的 147 种差异代谢

物。榨菜经二次发酵后苦味氨基酸下调，脂质和类脂分

子中的酚酸、亚油酸、棕榈酸、芳香羧酸等物质上调，其活

性物质和香味物质更丰富。富集到丙氨酸、天冬氨酸和

谷氨酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、精氨酸生物合成 3 条

与氨基酸代谢相关的显著代谢通路，理论上为榨菜发酵

风味、滋味的精准调控提供一定的方向。酱腌菜发酵是

多种微生物相互作用的一个复杂活动过程，为深入解析

榨菜发酵代谢物和微生物的关系，还需利用宏基因组学、

转录组学、蛋白组学等多组学技术探索榨菜发酵过程微

生物调控的机理。
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