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摘  要：【目的】分离获得来源于酱醪的细菌，考察菌株与酱油品质相关的特性，初步评价其应

用于酱油发酵的潜力。【方法】从日式酱油发酵的酱醪体系中分离和筛选优势或特征细菌菌株，

比较它们的耐盐性及其在高盐条件下产蛋白酶、有机酸、挥发性物质和氨基酸等的能力。【结果】

从日式酱油酱醪中共分离得到 9株细菌，分别属于魏斯氏菌(Weissella)、乳酸足球菌(Pediococcus)、

乳酸杆菌 (Lactobacillus) 、芽孢杆菌 (Bacillus) 、四联球菌 (Tetragenococcus) 和葡萄球菌

(Staphylococcus)属。其中耐盐的细菌有类肠膜魏斯氏菌(Weissella paramesenteroides) CQ03、嗜酸

乳酸足球菌(Pediococcus acidilactici) JY07、戊糖乳酸足球菌(Pediococcus pentosaceus) JY08、葡萄

球菌(Staphylococcus sp.) JY09 和嗜盐四联球菌(Tetragenococcus halophilus) MRS1。在高盐条件

下，对它们的特性分析表明：解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens) B2 产蛋白酶和糖化酶

的能力较强，W. paramesenteroides CQ03 可水解原料产生较多鲜味氨基酸，T. halophilus MRS1

产有机酸能力较强，它和 S. sp. JY09 代谢产生的挥发性物质较多。【结论】筛选得到 9 株在促进

原料水解和提高风味物质合成方面有潜力的菌株，如果应用到酱油工业生产中，将有利于缩短发

酵周期，提高酱油品质。 

关键词：酱油，魏斯氏菌，嗜盐四联球菌，足球菌，芽孢杆菌，风味物质 
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Abstract: [Objective] To isolate and characterize bacteria from soy sauce moromi and evaluate their 
potential applications in soy sauce production. [Methods] The dominant or specific bacterial strains 
will be isolated from Japanese-style soy sauce moromi. And their capabilities in salt tolerance, 
proteinase secretion and production of organic acid, amino acids, volatile compounds under high salt 
condition will be assessed. [Results] A total of nine strains belonging to the genus of Weissella, 
Pediococcus, Lactobacillus, Bacillus, Tetragenococcus and Staphylococcus were isolated from soy 
sauce moromi. Weissella paramesenteroides CQ03, Pediococcus acidilactici JY07, Pediococcus 
pentosaceus JY08, Staphylococcus sp. JY09 and Tetragenococcus halophilus MRS1 were found to be 
salt-tolerant strains. Bacillus amyloliquefaciens B2 exhibited stronger capability in secretion of 
protease and glucoamylase. W. paramesenteroides CQ03 produced more umami tasting amino acids 
than other isolates. Both T. halophilus MRS1 and S. sp. JY09 retained high activities in synthesis and 
accumulation of volatile compounds. The potential capability in organic acids production by        
T. halophilus MRS1 was also detected. [Conclusion] Nine strains that belong to different species with 
potential capability in promoting raw materials hydrolysis and improving soy sauce aroma were 
obtained. The results demonstrated their benefit for shortening fermentation duration and improving the 
quality of soy sauce. 

Keywords: Soy sauce, Weissella, Tetragenococcus halophilus, Pediococcus, Bacillus, Volatile 
compounds 

酱油是一种源自我国的传统调味品，在人们的

日常生活中占有重要地位。传统酱油酿造是以大豆

和小麦为主要原料，经过微生物及其酶系的长期作

用，最终形成特殊的色泽和良好的风味[1]。随着生

活水平的提高，人们对酱油品质和特色化的需求也

逐渐增加。 

酱油发酵是一个混菌发酵过程，微生物种群对

于酱油的发酵进程和风味物质合成具有重要影  

响[2]。通过分离酱油发酵混菌体系的优势或特征微

生物，识别这些微生物的代谢特性及其与酱油发酵

或风味相关的功能，是利用微生物提高酱油品质的

一条有效途径。酱油功能微生物是指具有某些特殊

代谢能力，并对酱油发酵具有一定作用的微生物。

在食品发酵领域，已经有筛选潜在的功能微生物并

分析其特性，最终强化应用于生产的成功案例，如

酿酒功能微生物[3]和食醋功能微生物[4]。目前，对

于酱油微生物研究最多的是米曲霉和酵母。米曲霉

能分泌大量胞外蛋白酶促进原料水解[5]，而鲁氏接

合酵母、假丝酵母、球拟酵母等能有效促进酱油风

味物质的形成[6-7]。相对而言，关于酱油细菌的研究

较少，之前的研究结果主要是筛选得到一些对酱油

品质具有促进作用的耐盐乳酸菌[8]。近年来，有国

内外学者通过宏基因组学的方法研究了酱醪微生

物的组成结构，发现还有大量其它微生物，尤其是

细菌参与酱油发酵[9-11]。这些细菌的种群丰度大、

总量多，但是它们在酱油环境中具有怎样的功能和

特性尚不十分清楚。 

本研究以日式工艺酱油为研究对象，从酱醪中

分离可培养的细菌菌株，通过对菌株与酱油发酵和

风味物质合成相关的功能特性进行分析，以期为酱
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油发酵行业寻找可提高酱油品质的微生物提供研

究基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  酱醪样品：研究所用日式酱油的酱醪样品取

自广东珠江桥生物科技股份有限公司。 

1.1.2  培养基：细菌分离培养基：乳酸菌分离使用

添加 0.1%纳他霉素的MRS培养基[12]，其他细菌分

离使用添加 0.1%纳他霉素的营养肉汤培养基[12]。

高盐培养基(g/L)：葡萄糖 20.0、蛋白胨 10.0、酵母

膏 10.0、可溶性淀粉 10.0、吐温-80 1.0、氯化钠

180.0，pH 5.5。 

1.1.3  主要试剂和仪器：干酪素、2-辛醇、有机酸

混合标准品、氨基酸混合标准品、邻苯二甲醛(OPA)

购自 Sigma试剂公司；其它试剂均为分析纯，购自

国药集团化学试剂有限公司。酶标仪购自美国伯腾

仪器有限公司；HPLC 分析仪购自安捷伦科技有限

公司；GC-MS分析仪购自上海岛津有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  酱醪中细菌的分离筛选：选取发酵第 25、56、

120天的酱醪样品分离菌株。称取 25 g酱醪于三角

瓶中，加入 225 mL无菌生理盐水并加适量玻璃珠，

100 r/min振荡 5 min后，取少量菌悬液用生理盐水

10 倍梯度稀释。将 10–3、10–4、10–5梯度稀释液分

别涂布到细菌分离培养基平板上，37 °C培养 2 d。

挑选不同菌落形态的单菌落分离纯化，分离得到的

菌株分别编号并转接于斜面培养基中 4 °C 保存用

于后续研究。 

1.2.2  细菌属种鉴定：使用生工生物工程(上海)股

份有限公司的细菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒提

取所筛选菌株的基因组 DNA，并以此为模板利用通

用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)

和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)扩增其

16S rRNA基因。PCR反应体系(50 μL)：50 mg/L模

板 2 μL，10 μmol/L上下游引物各 1 μL，Pfu PCR 

MasterMix 25 μL，双蒸水 21 μL。反应条件：94 °C 

3 min；94 °C 1 min，55 °C 1 min，72 °C 2 min，     

30个循环；72 °C 10 min。扩增产物送至生工生物

工程(上海)股份有限公司进行测序，测序结果与

NCBI 数据库中序列进行比对，并利用 MEGA 6.0

软件构建进化树[13]。 

1.2.3  菌株耐盐性分析：在 MRS 培养基中将筛选

到的酱油微生物分别培养到对数生长期，6 000 r/min

离心 5 min后收集菌体，转接到高盐培养基中 30 °C

静置培养，采用活菌计数法测定培养 0−10 d的活

菌数。 

1.2.4  蛋白酶和糖化酶活性测定：取 1.2.3 中各酱

油微生物在高盐培养基中培养 1 d后的培养液测定

蛋白酶和糖化酶酶活。蛋白酶活力测定采用福林酚

法[14]，定义在 pH 5.5、18%氯化钠浓度以及 30 °C

条件下，1 h水解干酪素产生 1 μg酪氨酸为一个蛋

白酶活力单位；糖化酶活力测定采用 DNS 法[15]，

定义在 pH 5.5、18%氯化钠浓度以及 30 °C条件下，

1 h水解可溶性淀粉产生 1 μg葡萄糖为一个糖化酶

活力单位。 

1.2.5  有机酸测定：取 1.2.3 中各酱油微生物在高

盐培养基中培养 10 d后的培养液 1 mL，用超纯水稀

释 10倍后测定有机酸含量。测定使用 Agilent 1260

高效液相色谱仪并配备 Bio-Rad Aminex HPX-87H 

(300 mm×7.8 mm，9 μm)色谱柱，以 5 mmol/L稀硫

酸为流动相，设置柱温 40 °C，流速 0.5 mL/min，

采用紫外检测器在 210 nm处进行检测[16]。 

1.2.6  挥发性物质分析：取 1.2.3 中各酱油微生物

在高盐培养基中培养 10 d后的培养液 10 mL，采

用 SPME-GC-MS 法对其中的挥发性物质进行测

定。样品处理方法为：在培养液中加 2 g氯化钠，

充分溶解后再添加 66.20 μg/L的 2-辛醇作为内标。

固相微萃取方法、GC-MS 分析方法以及数据处理

参照文献[17]。 

1.2.7  氨基酸测定：取 1.2.3 中各酱油微生物在高

盐培养基中培养 10 d后的培养液 1 mL，用 5%的三

氯乙酸稀释 5倍后测定游离氨基酸含量。氨基酸测



1902 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.8 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

定采用 ODS 柱前衍生化法，衍生化方法和色谱条

件如文献[18-19]所述。 

1.3  数据分析 

使用 SPSS 19.0软件对数据进行相关性分析，

所有试验均重复 3次。 

2  结果与分析 

2.1  日式酱油细菌菌株的分离与鉴定 

从酱油发酵前期(25 d)、中期(56 d)、后期(120 d)

的酱醪中共挑选得到 107 株可在 MRS 或营养肉汤

培养基中生长的细菌。经过初步筛选和鉴定，共确

定了 9 株不同属种的细菌，分别是融合魏斯式菌

(Weissella confusa) CQ01、类肠膜魏斯氏菌

(Weissella paramesenteroides) CQ03、食窦魏斯式菌

(Weissella cibaria) CQ02 、 嗜 酸 乳 酸 足 球 菌

(Pediococcus acidilactici) JY07、戊糖乳酸足球菌

(Pediococcus pentosaceus) JY08、唾液乳酸杆菌

(Lactobacillus salivarius) B1、解淀粉芽孢杆菌

(Bacillus amyloliquefaciens) B2、嗜盐四联球菌

(Tetragenococcus halophilus) MRS1 和葡萄球菌

(Staphylococcus sp.) JY09，它们的 16S rRNA基因序

列系统进化树如图 1所示。 

2.2  酱油细菌的耐盐性比较 

对高盐的耐受能力不仅反映了各细菌菌株在

酱油环境中的活性状态，而且对于其发挥功能特性

具有重要意义。将筛选到的 9 株细菌菌株培养到对

数生长期后转接到高盐培养基，菌株生长情况如图 

2所示，这些菌株明显地被分为三类：(1) L. salivarius 

B1、 W. confuse CQ01、 W. cibaria CQ02 和         

B. amyloliquefaciens B2为不耐盐微生物，它们在高

盐环境中存活率最低；(2) W. paramesenteroides 

CQ03、P. acidilactici JY07、P. pentosaceus JY08和

S. sp. JY09为耐盐微生物，它们在高盐环境中活菌

减少速率较慢，且培养 10 d 后活菌数在    

106−107 CFU/mL之间；(3) T. halophilus MRS1为嗜

盐微生物，只有它在高盐环境中仍能缓慢生长，最

终活菌数能达到 108 CFU/mL以上。 

2.3  酱油细菌在高盐环境中产酶分析 

筛选到的酱油细菌菌株在高盐低 pH 条件下

的胞外蛋白酶和糖化酶酶活测定结果如表 1 所

示。具有最高蛋白酶活力的是 B. amyloliquefaciens 

B2，酶活达到 102 U/mL；P. acidilactici JY07 和     

B. amyloliquefaciens B2 的糖化酶酶活分别为    

266 U/mL和 227 U/mL，高于其它菌株。 
 

 
图 1  酱醪细菌 16S rRNA 基因序列系统进化树 

Figure 1  Phylogenetic tree of moromi isolates based on their 16S rRNA gene 
注：分支点数值是基于 Neighbor-Joining法自展 1 000次后的自律值(≥50%)；差异值(0.02)是 2%的序列差异，即 100个核苷酸序列

有 2个核苷酸缺失或者被置换突变；括号内序号表示与测序结果最相近的 GenBank登录号. 

Note: Numbers at nodes indicate the bootstrap values (≥50%) based on Neighbour-Joining analyses of 1 000 resampled datasets; Bar,      
2 substitutions per 100 nucleotides position; The numbers in parenthesis represent the GenBank accession numbers which is most similar to 
sequencing results. 
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图 2  酱醪细菌耐盐性比较 
Figure 2  Comparison of tolerance to salt of moromi bacteria 

 
 

表 1  酱醪微生物产酶分析 
Table 1  Detection of protease and glucoamylase 

activity of moromi bacteria 

菌株 

Strains 

蛋白酶 

Protease 
(U/mL) 

糖化酶 

Glucoamylase
(U/mL) 

W. confusa CQ01 ND ND 

W. paramesenteroides CQ03 36 30 

W. cibaria CQ02 ND ND 

P. acidilactici JY07 10 266 

P. pentosaceus JY08 ND ND 

L. salivarius B1 ND ND 

B. amyloliquefaciens B2 102 227 

T. halophilus MRS1 ND 33 

S. sp. JY09 ND ND 

注：ND：未检测到酶活. 

Note: ND: No enzyme activity. 

2.4  酱油细菌在高盐环境中产风味物质分析 

2.4.1  产有机酸分析：筛选到的酱油细菌菌株在高

盐低 pH 条件下产有机酸能力如表 2 所示。筛选到

的细菌菌株都能产乳酸，它们的乳酸合成能力与高

盐条件下培养 10 d 后的活菌数量呈显著性相关

(r=0.806，P=0.009)，耐盐性最好的 T. halophilus 

MRS1 培养液中乳酸含量高于其它微生物。乙酸、

丙酮酸、柠檬酸和富马酸也是酱油风味的重要组成

部分，S. sp. JY09和 T. halophilus MRS1的培养液中

乙酸含量最多，L. salivarius B1和 B. amyloliquefaciens 

B2合成柠檬酸能力较强，而 W. cibaria CQ02则主

要产富马酸。另外，L. salivarius B1、B. amyloliquefaciens 

B2 和 T. halophilus MRS1 还具有产焦谷氨酸的能 
  

表 2  酱醪细菌产有机酸能力比较 
Table 2  Production of organic acid by soy sauce moromi bacteria (mg/100 mL) 

菌株 

Strains 

乳酸 

Lactic acid 

乙酸 

Acetic acid 

丙酮酸 

Pyruvic acid

柠檬酸 

Citric acid

富马酸 

Fumaric acid 

焦谷氨酸 

Pyroglutamic acid

W. confusa CQ01 174.26±9.43 20.83±1.09 ND ND ND ND 

W. paramesenteroides CQ03 110.32±5.88 67.33±1.24 ND ND ND ND 

W. cibaria CQ02 17.69±0.35 56.83±2.78 ND ND 113.54±3.94 ND 

P. acidilactici JY07 268.50±13.92 16.83±0.28 8.74±0.06 5.57±0.07 ND ND 

P. pentosaceus JY08 176.94±4.56 20.17±0.80 12.99±0.10 32.87±0.91 ND ND 

L. salivarius B1 213.81±15.38 ND ND 78.20±1.99 ND 53.78±1.02 

B. amyloliquefaciens B2 371.98±10.31 ND ND 73.61±1.11 47.27±1.03 18.25±0.77 

T. halophilus MRS1 589.01±15.50 107.83±6.36 ND ND ND 58.78±1.38 

S. sp. JY09 206.03±6.60 87.31±0.97 14.79±0.73 20.90±0.37 ND ND 

注：ND：未检测出. 

Note: ND: Not detected the organic acid. 



1904 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.8 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

力。焦谷氨酸是一种传统发酵食品的特殊有机酸，

具有良好的改善记忆以及调节神经的功能。 

2.4.2  产挥发性物质分析：对各酱油细菌菌株培

养液的挥发性物质进行分析发现，它们在高盐条

件下产生的挥发性物质主要包括酸类、醛类、醇

类、酮类和吡嗪类物质(图 3)，这些物质都能在酱

油中检测到，也是酱油的重要香气组成成分[20-21]。

细菌菌株产挥发性酸和醛类的相对含量多于其

它物质。此外，耐盐性较好的 S. sp. JY09 和      

T. halophilus MRS1 产挥发性风味物质的种类和

总量明显多于其它菌株，具有更好的提高酱油风

味的能力。 

2.4.3  产氨基酸分析：酱油的鲜味主要来源于游离

氨基酸，不同游离氨基酸的呈味特性也不同[22]，酱

油细菌菌株在高盐条件下代谢产氨基酸情况如图 

4所示。W. paramesenteroides CQ03、P. acidilactici 

JY07、P. pentosaceus JY08和 B. amyloliquefaciens 

B2的培养液中总氨基酸水平较高，而且它们主要积

累苦味氨基酸，而鲜味氨基酸和甜味氨基酸含量则

没有明显变化。 

 

 
 

图 3  酱醪细菌产主要挥发性物质能力分析 
Figure 3  Production of volatile substances by bacteria isolated from soy sauce moromi 

注：图中比例尺代表各物质浓度(μg/L). 

Note: The value on the bar expressed concentration of compounds (μg/L). 
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图 4  酱醪细菌产游离氨基酸能力比较 
Figure 4  Production of amino acids by bacteria isolated 
from soy sauce moromi 
注：ΔAmino acid：氨基酸生成量；AA：氨基酸. 

Note: ΔAmino acid: Amino acid production; AA: Amino acids. 

 

3  讨论 

酱油酿造是一个开放式的自然发酵过程，混菌

体系赋予了酱油独特的风味和营养价值[23]。随着研

究者们对酱油发酵机制的深入探究，酱油发酵微生

物种群也越发清晰，对酱油微生物的发掘与利用也

越来越受到重视。本研究筛选到 9株酱油细菌菌株，

它们均来自于日式酱醪，是潜在的酱油功能微生

物，具有良好的应用前景。酿造酱油的原料主要是

大豆、小麦以及面粉，这些原料含有的大量蛋白质

和淀粉需要经过酶类作用转化为酱油的主要成  

分[1]。王栋研究了盐度对酱油蛋白酶酶活的影响，

发现米曲霉的蛋白酶酶活随着盐浓度的升高而逐

渐下降，在 20%的盐浓度下，酶活仅存留 17%左   

右[14]。本研究筛选到的 B. amyloliquefaciens B2在高

盐条件下蛋白酶活力达到 102 U/mL，约为相同条件

下米曲霉的 1%−5%，细菌虽然不是原料蛋白水解

的主要微生物，但它们是酱油发酵混菌体系的重要

组成部分，因而对酱油的成熟仍然具有重要的作 

用 [24]。因此通过在酱醪中强化某些功能菌如 B. 

amyloliquefaciens B2，或许是进一步提高酱油氨基

酸态氮含量的有效途径。同样的，P. acidilactici 

JY07和 B. amyloliquefaciens B2在高盐条件下仍具

有较好的糖化酶活性(表 1)，如果在发酵前期强化它

们，将在一定程度上促进酱油原料的充分水解，而

且能为后面的乳酸、酒精发酵阶段提供良好的物质

基础[25]。利用酱油细菌的蛋白酶和糖化酶作为酱油

发酵酶系的补充，有助于实现酱油资源集约化生产

并缩短发酵周期。 

酱油良好的风味来自于有机酸、氨基酸、醇类、

酯类等物质，而这些风味物质的形成与微生物代谢

密切相关。本研究筛选到的 9株酱油细菌菌株在高

盐条件下能产生多种有机酸，尤其是乳酸，耐盐性

最好的 T. halophilus MRS1产乳酸达到 5 g/L以上，

如果应用到生产上，有机酸含量提高不仅能丰富酱

油的风味，而且能增强酱油本身的防腐能力[17]。乳

酸菌作为食品发酵剂能提供维生素、细菌素、胞外

多糖等多种功能性物质[26]，而且 L. salivarius B1和

T. halophilus MRS1 还能产少量的焦谷氨酸等生理

活性物质，这也为保健品酱油的开发提供了思路。

游离氨基酸水平是评价酱油质量最重要的指标，我

们发现 W. paramesenteroides CQ03、P. acidilactici 

JY07、P. pentosaceus JY08和 B. amyloliquefaciens 

B2具有良好的积累氨基酸能力，然而它们积累的氨

基酸以苦味氨基酸为主，这可能与原料来源相关，

还需要进一步研究。除此以外，酱油细菌菌株还能

产生多种脂肪酸、脂肪醇及醛类物质，这些物质不

仅是酱油的风味组成，还是很多风味物质的重要前

体。这些具有良好产风味物质能力的细菌菌株如果

强化到酱油发酵过程中，有利于促进酱油风味及功

能的多样化，满足人们的个性化需求。 

为了进一步提高酱油品质，越来越多的研究者

已经开始注重将强化功能微生物方法应用到酱油

生产上来。然而目前对于酱油微生物的强化研究主

要侧重于霉菌和酵母等真菌[27-28]，对细菌菌株的利

用则缺乏相关的理论指导。Cui 等[29]在酱醪中添加

嗜盐四联球菌与酵母共培养后发现酱油基础理化
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指标没有明显变化，但酱油风味得到了显著改善，

这证明了人工强化细菌在酱油生产上具有一定的

可行性并具有良好的应用前景。本研究筛选到 9株

在促进原料水解和提高风味物质合成方面有潜力

的菌株，尤其是 5株耐盐性较好的微生物(图 2)，如

果应用到酱油工业生产中，将有利于缩短发酵周

期、提高酱油品质。 
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