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川味腊肉货架期间主要微生物的研究①
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摘要:为了解川渝两地传统腊肉货架期内主要微生物的菌相变化和种类构成,以本地市售的川味腊肉为研究对象,
利用PCA平板、MRS平板、PSA平板、MSA平板分离了其在货架期内的优势微生物,并通过生理生化实验进行

鉴定,以期更好地指导川味腊肉的加工和生产.结果表明:从腊肉中分离得到10株优势菌株,分别为肉葡萄球菌

(S.carnosus)(2株),表皮葡萄球菌(S.epidermidis)、腐生葡萄球菌(S.saprophytic)、乳酸乳球菌(L.lactis)、
弯曲乳杆菌(L.curvatus)、肠膜明串珠菌(L.mesenteroides)、枯草芽孢杆菌(B.subtilis)、地衣芽孢杆菌(B.li-
cheniformis)和凝结芽孢杆菌(B.coagulans).结论是腊肉产品货架期内优势菌是葡萄球菌和微球菌,其次是乳酸

菌,假单胞菌和肠杆菌数量较少.
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传统的腌腊肉制品是以鲜(冻)畜、禽肉或其可食副产品为原料,添加或不添加辅料,经腌制、烘干等

工艺加工而成的非即食肉制品[1].在中国,加工和制作腌腊肉制品已经有3000多年的历史,西南地区的川

味腊肉是其中的典型代表,因其色泽、香气、味道和造型独特而著称于世[2-4].然而腊肉制品存在货架期

短,流通、销售季节、消费不均衡等现象,容易发生微生物性腐败、亚硝酸盐超标,产生诸如褪色、出油、
发粘、风味差、胀袋等不同程度的质量问题[5-6].因此有必要对腊肉制品中的微生物进行分离和鉴定,以便

于了解其微生物区系构成.
刘洋等[7-8],陈美春等[9-10]对传统腊肉加工和贮藏过程中的菌相变化和微生物特性进行了系统的研

究,其结果表明:传统腊肉中主要的细菌是芽孢杆菌、葡萄球菌、微球菌等[11-12],而且产香葡萄球菌对腊

肉的特殊风味也有着重要贡献[13];并且,不同的地区、不同的保藏方式、不同污染情况的原料肉与不同的

制作工艺等都会造成腊肉菌种构成的差异[6].总之,还需要开展更广泛的分离鉴定工作,以拓宽对腊肉制

品中微生物区系的认识.
本研究以四川、重庆等地超市售卖的四川腊肉(川味腊肉)为样本,对其中的优势微生物进行分离、纯

化和鉴定,以拓宽对腊肉制品中微生物区系的认识,并为腊肉的工业化生产提供理论指导[14].

1 材料与方法

1.1 材料、培养基及试剂

1.1.1 材 料

在超市随机选用4种不同类型的川味腊肉作为研究材料,每一类型分别购买同一生产批次的样本
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20个,见表1.
表1 样品标签中的基本信息

采样地点 样本类型 品牌 包装方式 保质期 配     料

重庆北碚永辉超市 A 荣国福川味老腊肉 散装 常温90d
优质猪肉、食盐、白糖、料酒、香草、
丁香、白胡椒、花椒、姜片、三萘、
八角、桂枝等天然香辛料

重庆北碚永辉超市 B 荣国福川味老腊肉 真空包装 常温180d
优质猪肉、食盐、白糖、料酒、香草、
丁香、白胡椒、花椒、姜片、三萘、
八角、桂枝等天然香辛料

重庆南坪永辉超市 C 城口老腊肉 散装 常温90d 鲜肉、精盐

四川资阳 D 百乐海川味腊肉 真空包装 常温180d
猪肉、食盐、白砂糖、白酒、天然香

辛料、食品添加剂(亚硝酸钠)

1.1.2 培养基及试剂

实验中用到的主要培养基见表2,细菌生理生化实验所需试剂参照《伯杰细菌鉴定手册》[15],实验所用

试剂均为分析纯.
表2 实验中用到的主要培养基

培养基名称 作   用 基  本  成  分

PCA培养基 用于细菌计数,初步划线分离

琼脂15g,葡萄糖1g,胰蛋白胨5g,酵母膏2.5g,蒸馏水

1000mL,将上述各成分加于蒸馏水中,加热溶解,调pH至

7.0~7.2,分装,121℃灭菌15min,冷却备用.

MRS培养基 用于乳酸菌的分离与计数

琼脂15g,葡萄糖20g,酵母膏5g,蛋白胨10g,牛肉粉5g,
吐温80 1mL,柠檬酸三铵2g,CH3COONa·3H2O5g,

MgSO4·7H2O0.2g,K2HPO4·7H2O2g,MnSO4·4H2O
0.05g,蒸馏水1000mL,将上述成分加热溶解,调pH 至

6.2,分装,121℃灭菌20min,冷却备用.

MSA培养基 用于葡萄球菌和微球菌的选择与计数

牛肉膏1g,月示胨10g,D 甘露醇10g,NaCl75g,琼脂13g,
酚红0.025g,加入蒸馏水1000mL,将上述成分加热溶解,
调pH至7.2,分装,121℃灭菌15min,待用.

PSA培养基 用于假单胞菌计数

多价胨16g,水解酪蛋白10g,K2SO410g,MgCl21.4g,琼

脂11g,甘油100mL,蒸馏水1000mL,CFC选择添加物:溴

化十六烷基三甲胺10mg/L,梭链孢酸钠10mg/L,头孢菌素

50mg/L.

1.2 仪器与设备

FA1004A型电子天平,重庆泰瑞仪器有限公司;SS-325型高压灭菌锅,日本TOMY公司;SW-CJ-EF
洁净工作台,苏净集团安泰公司;DHP-9272电热恒温培养箱,上海齐欣科学仪器有限公司;B203型生物

显微镜,重庆奥特光学仪器有限公司.
1.3 方 法

散装晾挂产品贮藏于通风干燥处,室温保存;真空包装产品贮藏于干燥避光处,室温保存.散装晾挂产

品自购入每15d,真空包装产品自购入每30d分别进行1次取样,以开展微生物的培养和分离鉴定工作,
直至保质期结束.取样时参照GB/T9695.19-2008(肉与肉制品取样方法)进行[16].
1.3.1 微生物计数方法

(1)菌落总数[17]:37℃培养48h,计数方法参照GB4789.2-2010.
(2)乳酸菌[18]:30℃厌氧培养48h,计数方法参照GB4789.35-2010.
(3)酵母菌[19]:25~28℃培养3~4d,计数方法参照GB4789.15-2010.
(4)霉菌[19]:25~28℃培养5~7d,计数方法参照GB4789.15-2010.
(5)假单胞菌菌[17]:25℃培养48h,计数方法参照GB4789.2-2010.
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(6)葡萄球菌/微球菌[17]:37℃培养48h,计数方法参照GB4789.2-2010.
(7)肠杆菌[17]:37℃培养48h,计数方法参照GB4789.2-2010.

1.3.2 分离纯化方法

划线分离:分别从各样品的PCA培养基、MRS培养基、MSA培养基等计数平板的表面及内部挑取外

观形态不一样的菌落,在相应平板上采用交叉划线法,划线3~4次,直至培养得到纯菌落为止.
1.3.3 菌种保存

将上一步实验所得的微生物纯菌落接种至相应的试管斜面培养基并编号记录,培养,待充分生长后,
放置于4℃冰箱中贮藏.
1.3.4 菌种活化

微生物鉴定实验开始之前,将所贮藏的相应菌种进行活化.用接种环挑取试管中所保藏的菌种(无菌操

作),在对应的培养基上划线并培养.
1.3.5 微生物的鉴定方法

形态观察具体操作方法参照《微生物学实验手册》[20]和《伯杰细菌鉴定手册》,包括菌落形态观察和细

胞形态观察.
菌落形态包括:菌落的大小和形状、边缘、表面、透明度、隆起形状,菌落及培养基的颜色等;细胞形

态包括细胞形状和排列方式,挑取纯单菌落进行革兰氏染色并用显微镜油镜观察.
生理生化及生态特性鉴定,主要包括:需氧性实验,生长pH值耐受性实验,运动性实验,生长温度耐

受性实验,生长NaCl耐受性实验,氧化酶实验,V-P实验,过氧化氢酶实验,H2S产生实验,精氨酸产氨

实验,淀粉水解实验,硝酸盐还原实验,吲哚实验,明胶液化实验,M.R实验,柠檬酸盐利用实验,糖醇类

发酵实验等.具体操作方法及培养基的配制参照《微生物学实验手册》和《伯杰细菌鉴定手册》.

2 结果与分析

2.1 腊肉样品货架期间菌相变化研究

从图1与图2可以看出,作为同一种产品的两种不同包装方式,散装晾挂产品A中的菌落总数在贮藏

期间,先上升后下降,且后期下降趋势明显,这与贮藏过程中水分挥发有密切关系.水分损失,Aw值下降,
微生物生长受到了抑制.真空包装产品B在其保质期内,菌落总数最终超过1.5×106CFU/g,且在120~
150d两种产品菌落总数增加明显,因为120d以后气温升高,给微生物提供了良好的生长条件,从菌落总

数计数平板上可以看到有大量芽孢杆菌.但在150d之后增长并不明显.此外,霉菌和酵母很少检出.图中

PCA为菌落总数,MRS为乳酸菌总数,PSA为假单胞菌总数,MSA为葡萄球菌和微球菌总数,VRBG为

肠杆菌总数.

图1 腊肉样品A菌相变化规律 图2 腊肉样品B菌相变化规律

  值得注意的是,无论哪种包装方式,葡萄球菌和微球菌均是占最优势地位的微生物,其数量与菌落总

数保持在一个数量级,其次是乳酸菌和假单胞菌.而对产品有安全隐患的肠杆菌的数量,在贮藏末期均处

于下降趋势,可能是受到其他微生物的竞争性抑制.
由图3可以看出,作为未包装的晾挂产品,产品C的菌落总数在贮藏前期处于上涨趋势,但在45d之

后开始有明显的下降,这与贮藏后期的水分挥发有关.同样可以看出,产品C中的优势菌依次为葡萄球菌
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和微球菌,乳酸菌,假单胞菌.肠杆菌的数量一直较低,并在贮藏后期出现了明显的下降.此外,霉菌和酵

母很少检出.
由图4可以看出,作为真空包装的产品D,其菌落总数没有明显的波动,并在贮藏后期有下降的趋势.

与同为真空包装的产品B有较大区别,这可能和不同厂家的不同加工工艺有关.不同厂家的生产线设计各

异、配料中各种原辅料用量不同、真空包装机参数设定的差异等这些因素都从工艺的层面影响着产品B和

产品D货架期内微生物的变化规律.此外,产品D中的葡萄球菌和微球菌的数量很高,与菌落总数始终保

持在一个数量级,高出乳酸菌和假单胞菌很多,证明该产品中葡萄球菌和微球菌为优势菌.肠杆菌的数量

较低.霉菌和酵母很少检出.

图3 腊肉样品C菌相变化规律 图4 腊肉样品D菌相变化规律

2.2 腊肉样品中细菌菌落及细胞形态特征

从腊肉制品(CB)的各个计数平板上共挑取到28株形态不同的细菌菌落,经分离纯化和形态学的初步鉴

定,筛选出10株菌落形态及细胞形态各不相同的细菌进行鉴定,10株细菌依次编号为CB-B-1,CB-B-2,CB-
B-3,CB-B-4,CB-B-5,CB-B-6,CB-B-7,CB-B-8,CB-B-9,CB-B-10.具体的菌落及细胞形态特征见表3和图5.

表3 腊肉样品中细菌的形态学特征鉴定结果

菌代号 来源样品 培养基 菌落形态特征(培养18~24h) 细胞形态特征(10×100)

CB-B-1 A MSA
圆 形,边 缘 整 齐,浅 黄 色,直 径 0.1~
0.3mm,中心微凸

G+,椭圆形,单个,成对或成簇状排列

CB-B-2 C MSA
圆 形,边 缘 整 齐,浅 黄 色,直 径 0.2~
0.4mm,中心微凸

G+,椭圆形,成簇状排列

CB-B-3 B MSA
圆形,边缘整齐,浅黄色,直径0.5mm左

右,较粘稠
G+,葡萄球状,成簇状排列

CB-B-4 A MSA
圆形,边缘整齐,黄色,直径0.5~1mm,
较粘稠

G+,球状,单个,成对或成簇状排列

CB-B-5 D MRS
近圆形,边缘呈细齿状,灰白色,直径2~
3mm,粘稠

G+,葡萄球状,单个,成对或成簇状排

列

CB-B-6 D MRS
卵圆形,边 缘 整 齐,灰 白 色,直 径1.2~
1.5mm,不透明,粘稠

G+,弯曲杆状,单个或成对排列

CB-B-7 C PCA
圆形,边 缘 整 齐,灰 白 色,直 径 约 1~
1.5mm,不透明,粘稠

G+,球状,成对或成链状排列

CB-B-8 A PCA
圆形,乳黄色,半透明,低凸起,边缘整齐,直
径1~1.5mm,表面光滑,有光泽,较粘稠

G+,杆状,有芽孢,单个或成对排列,
芽孢椭圆形,端生

CB-B-9 C MRS
圆形,乳白色,不透明,低凸起,边缘整齐,
直径1~2mm,表面光滑,有光泽,较粘稠

G+,短杆状,有芽孢,两端圆,单个或

成对排列,芽孢椭圆形,端生

CB-B-10 A PCA
圆形,凸起,白色,半透明,边缘整齐,直

径2~3mm,表面光滑,有光泽,有粘液
G+,短杆状,有芽孢,单个或成簇排

列,芽孢椭圆形,端生或中生
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图5 腊肉样品中细菌菌落形态及细胞显微形态(10×100)

2.3 腊肉样品中细菌的生理生化鉴定结果

根据上述实验结果,并对照《伯杰细菌鉴定手册》和《乳酸细菌分类鉴定及实验方法》进行鉴定,结果

为:CB-B-1,CB-B-3为肉葡萄球菌(S.carnosus),CB-B-2为表皮葡萄球菌(S.epidermidis),CB-B-4为腐

生葡萄球菌(S.saprophytic),CB-B-5为乳酸乳球菌(L.lactis),CB-B-6为弯曲乳杆菌(L.curvatus),CB-

B-7为肠膜明串珠菌(L.mesenteroides),CB-B-8为枯草芽孢杆菌(B.subtilis),CB-B-9为地衣芽孢杆菌

(B.licheniformis),CB-B-10为凝结芽孢杆菌(B.coagulans),见表4.
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表4 腊肉产品的细菌鉴定实验结果

特  征 CB-B-1 CB-B-2 CB-B-3 CB-B-4 CB-B-5 CB-B-6 CB-B-7 CB-B-8 CB-B-9 CB-B-10

运动性 - - - - - - - + - +

需氧性 - - - - + + 兼性 - 兼性 -

氧化酶 - - - - - - - - - +

接触酶 + + + + + + - - - +

石蕊牛奶分解 产酸 胨化 酸凝 胨化 胨化 产酸 产酸 - 酸凝 产碱

糖醇发酵:葡萄糖 + + + + + + + + + +

D 乳糖 + D + + d + d - + +

麦芽糖 - + - - + + + + + +

D 木糖 - - - + - - d - + +

半乳糖 + + + - + - d - + +

蔗糖 - + - - + + + - + ND

果糖 + + + - +

鼠李糖 d - +w d +w - - - - ND

L 阿拉伯糖 - - - - +

D 甘露糖 + + + - + + + - + +

D 甘露醇 + - + + + - + - + +

丙三醇 - + + - +w +w + - - -

七叶灵 + + - - + + d - - ND

水杨苷 + - + - - + ND - + +

生长于:4℃ - - - - - - - - - -

   10℃ + - + +w - - + - +w -

   15℃ + - + + -w + + + + +

   20℃ + + + + + + + + + +

   40℃ + + + + + + + + + +

   43℃ + + + - + - - - - +

   45℃ + + - - + - - - - +

V-P产生 + + + + + + + + - -

精氨酸产氨 + + - - - - - - - +

硝酸盐还原 + + + - + d + - - +

生长pH:4.2 - - - - - - - +w -w -

    5.8 + +w + + + + + + + +

    7.5 + + + + + + + + + +

    8.5 +w +w + + + + + + + +

生长NaCl:2% + + + + + + + + + +

    3.5% + + + + + + + + + +

    5% + + + + + + + + + +

    7% + + + + + + + - + -

    10% + + + + + + + - + -

  注:+表示≥90%菌株为阳性,-表示≥90%菌株为阴性,d表示11%~89%菌株为阳性,-w表示阴性到弱反应,+w表示阳性到弱

反应,ND表示未测定.
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3 结论与讨论

1)在室温条件下贮藏,散装晾挂产品的菌落总数呈现下降趋势,这与贮藏过程中水分挥发有密切关

系.真空包装产品在其所制定的保质期内,腊肉产品的菌落总数在室温储存条件下超过1.5×106CFU/g,

且在120~150d两种产品菌落总数增加明显,在临近保质期时,产品均无明显的腐败现象.4种类型的产

品中,优势菌均是葡萄球菌和微球菌,其次是乳酸菌,假单胞菌和肠杆菌数量较少.

2)从四川腊肉中分离得到的细菌主要有肉葡萄球菌(S.carnosus),表皮葡萄球菌(S.epidermidis),

腐生葡萄球菌(S.saprophytic),乳酸乳球菌(L.lactis),弯曲乳杆菌(L.curvatus),肠膜明串珠菌

(L.mesenteroides),枯 草 芽 孢 杆 菌(B.subtilis),地 衣 芽 孢 杆 菌(B.licheniformis),凝 结 芽 孢 杆 菌

(B.coagulans).

3)在腊肉中分离得到了几株葡萄球菌:肉葡萄球菌,表皮葡萄球菌,腐生葡萄球.葡萄球菌耐盐性较

强,并是产香菌,这与梁锋[21],刘洋[7]等人的研究一致.从腊肉中检测到了几株芽孢杆菌,可能是由于腊肉

在开放的环境中生产,并且晾挂产品始终暴露在空气中,来自空气中的芽孢杆菌便会附着在产品上,这是

在腊肉产品的安全性评估中需要重点监测的微生物.
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StudyontheMainMicroorganismsofTraditional
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Abstract:Inordertofindoutthebacterialphasechangeandthecompositionofthemajormicrobialspecies

intraditionalSichuanbacon(boughtinasupermarketnearby)andprovideaguidancefortheproduction

andprocessingoftheChinesebaconproducts,purificationandidentificationwerecarriedoutinthisexper-

imentusingthePCAplate,MRSplate,PSAplateandMSAplateforculturingandseparating,incombi-

nationwithphysiologicalandbiochemicalexperimentsforidentification.Atotalof10dominantisolates

wereobtainedfromtraditionalSichuanbacon:Staphylococcuscarnosus,S.epidermidis,S.saprophyt-

ic,Lactococcuslactis,Lactobacilluscurvatus,Leuconostocmesenteroides,Bacillussubtilis,B.licheni-

formisandB.coagulans.Inconclusion,thedominantbacteriaduringtheshelflifeoftheChinesebacon

productsareStaphylococcusandMicrococcus,followedbylacticacidbacteria,whilePseudomonasand

Enterobacterarefewinnumber.

Keywords:traditionalSichuanbacon;selflife;dominantbacteria;isolationandidentification
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