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摘要!特定腐败菌的生长繁殖是导致鲜切莲藕腐败变质的重

要原因$分析了鲜切莲藕冷藏过程中微生物菌落总数的变

化规律#通过稀释平板法对其冷藏
T4

后的腐败微生物进行

分离#并以细菌
!8[@Z=>

菌种鉴定的方法鉴定了
;

种优势

腐败菌$结果表明'鲜切莲藕冷藏第
T

天时菌落总数达到

;2!$]!7

#

QVh

*

1

#进入腐败初期&冷藏过程中的优势腐败菌

主要为醋酸钙不动杆菌!

KE+&3=1;%E=3<E%:E1%E3=+E$I

"%克雷伯

氏菌!

2:3;I+3::%G

?

2

"%解鸟氨酸拉乌尔菌!

T%1$:=3::%1<&+,

=F+&1:

C

=+E%

"和阴沟肠杆菌!

6&=3<1;%E=3<E:1%E%3

"$

关键词!鲜切莲藕&冷藏&优势腐败菌&
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&鉴定
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莲藕为睡莲科草本植物莲的根茎#是中国一种重要的水

生蔬菜#其口感脆嫩味微甜#营养丰富#同时又具有消食止

泻,开胃清热,滋补养性等药用价值*

!

+

$国内外市场对莲藕

制品需求很大#尤其是清洁,卫生,新鲜和方便的鲜切莲藕制

品最为畅销*

6

+

$然而#莲藕鲜切过程中由于去皮,切分等工

序#使其细胞受损#汁液外渗%汁液中营养成分含量较高#有

利于微生物的生长'#导致其极易腐烂变质#严重影响到产品

的销售和质量安全*

:

+

$鲜切蔬菜在贮藏期间褐变和微生物

腐败是影响其质量最主要的原因#但是随着贮藏期的延长#

微生物对组织的破坏成为引起组织腐烂最重要的因素*

;

+

$

因此#开展鲜切莲藕冷藏条件下特定腐败菌的鉴别研究具有

重要的实际应用价值$

由于鲜切蔬菜比一般蔬菜产品更容易滋生微生物而腐

烂变质*

:

+

#故分离鉴定出其冷藏过程中与腐败相关的微生物

则意义重大#可为有效监控鲜切蔬菜品质变化,定向抑制产

品腐败及开发相应保鲜技术提供重要依据$目前#关于鲜切

莲藕制品保鲜技术的研究较多#基本集中在各种护色,保鲜

剂或包装方法的筛选和应用效果方面*

#98

+

$近年来#已有学

者*

$

+开始尝试非热杀菌钝酶的保鲜方法$目前#已有研究者

开展了生菜,辣椒等蔬菜加工,贮藏和流通过程中的腐败菌

研究*

T9"

+

#但关于鲜切莲藕冷藏过程中优势腐败菌的分离鉴

T;!



定仍缺乏系统研究-夏天龙等*

!7

+研究了真空包装鲜切莲藕

的组成及其变化趋势#但局限于选择性培养基分离和生化鉴

定方法的缺陷#无法确定优势菌且仅能初步鉴定到属-李新

楠等*

!!

+也采用类似方法分离鉴定了真空包装鲜切藕片的主

要胀袋微生物#其研究结果也具有一定的局限性$本研究拟

采用稀释平板法从冷藏条件下腐败的鲜切莲藕样品中分离

优势菌株#并通过
!8[@Z=>

法鉴定其种类#旨为该类制品

冷链流通中的品质检测,质量控制以及加工贮藏过程中的减

菌和保鲜技术研究提供指导$

!

!

材料与方法

!2!

!

原料和试剂

新鲜莲藕(购自湖南省长沙县-

YQN

扩增用
G%

X

酶,基因组
Z=>

提取试剂盒及
Z=>

回收试剂盒(天根生化科技北京有限公司-

其它试剂均为国产分析纯或生化试剂$

!26

!

主要仪器

显微镜(

A_&6

型#日本
X*

H

'

?

.G

公司-

梯度
YQN

仪(

#::!

型#德国
%

??

304-@I

公司$

!2:

!

试验方法

!2:2!

!

鲜切莲藕样品的制备
!

莲藕去皮后以无菌水清洗#

置于滤纸上沥干#然后用灭菌的解剖刀将其切块%大小约

72#5']72#5']726#5'

'#准确称量%

#27

1

)包'后以自封

袋包装#置于
;\

条件下冷藏$

!2:26

!

菌落总数测定
!

每隔
64

取出冷藏的鲜切莲藕样品

%各
:

包'#分别在无菌操作条件下将其加入
"#'R

无菌生理

盐水中#震荡均匀#取
!27'R

悬液进行梯度稀释#参照0食品

卫生微生物学检验 菌落总数测定1%

BA

)

O;$T"26

&

67!7

'方

法进行稀释平板法菌落%

QVh

'计数$

!2:2:

!

优势腐败菌的分离纯化
!

取冷藏
T4

的鲜切莲藕样

品
!

包#按
!2:26

的方法进行梯度稀释#选择
:

个合适的稀

释度倾注平板%为提高分辨率#选用
!#5'

的大平皿'#每个

稀释度重复
:

次#

:7\

培养
$6+

#选取菌落总数合适的平板#

借助放大镜凭肉眼根据形态特征对菌落初步分组并计数#以

数量最多的
;

$

#

组菌为优势菌#挑取单菌落进行平板划线

纯化-纯化的菌株进行结晶紫染色#用显微镜油镜观察其细

胞个体形态,排列等$

!2:2;

!

优势腐败菌的鉴定
!

经纯化后的菌株采用细菌

!8[@Z=>

菌种鉴定方法进行鉴定$具体参考
U--@3

等*

!6

+

的方法略作修改(将纯化的
;

种优势腐败菌接种于
!7'R

RA

培养基中
:$\

振荡培养过夜#分别提取
!

8

$

;

8腐败细

菌的基因组
Z=>

#以通用引物
6$V

(

#o&>B>BOOOB>OQQO&

BBQOQ>B&:o

-

!;"6N

(

#o&BBOO>QQOOBOO>QB>QOO&:o

扩

增其
!8[@Z=>

#将
!#77M

?

左右的
YQN

产物回收#送至上

海生工股份有限公司进行测序#以测序获得的基因序列与

B30A(0P

中的已知序列进行同源性比较#根据
!8[@Z=>

序

列相似性#以
U%B>827

软件构建系统发育树#判定细菌种

类#将细菌划分到属或种$

6

!

结果与分析
62!

!

鲜切莲藕冷藏过程中细菌总数变化

图
!

为鲜切莲藕在
;\

条件下冷藏了
!64

的微生物菌

落总数变化规律曲线$由图
!

可知#冷藏过程中#鲜切莲藕

的微生物菌落总数呈增长趋势#但冷藏前
84

#菌落总数增加

缓慢$冷藏
84

后#菌落总数开始呈指数增长#第
T

天时增加

至
;2!$]!7

#

QVh

)

1

%新鲜样品为
!2$$]!7

:

QVh

)

1

'-冷藏

至第
!6

天时#菌落总数已达到
!2#T]!7

$

QVh

)

1

$一般认

为蔬菜初期腐败时的总活菌数为
!7

8

QVh

)

1

左右#而日本最

新的微生物管理标准认为新鲜净 菜 活 菌 数 应 控 制 在

!7

#

QVh

)

1

以下*

!:

+

#因此#可以认为本试验制备的鲜切莲藕

样品在冷藏第
T

天时已开始腐败$

图
!

!

鲜切莲藕冷藏过程中菌落总数的变化

V)

1

.@3!

!

Q+(0
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H
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3

?
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!

腐败菌的分离及优势腐败菌的特征

采用稀释平板法分离冷藏第
T

天莲藕样品中的腐败菌#

选择
!7

9:稀释度的平板计数#平均菌落总数为
#"TQVh

)平

板-根据菌落形态特征可将所有菌落大致分为
!;

组#分别编

号为
!

8

$

!;

8

#其中
!

8

$

;

8为数量较多#确定为优势腐败

菌#其占总菌落数的比例及菌落和细胞形态特征见图
6

$

所选平板中
!

8菌落
;T

个#占比
T27:S

-

6

8菌落
"!

个#占比
!#26!S

-

:

8菌落
!$:

个#占比
6T2":S

-

;

8菌落
!;"

个#占比
6;2"!S

图
6

!

;

种优势腐败菌的菌落和细胞形态特征
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.@36
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Q-*-0

H
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贮运与保鲜
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年第
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期



!!

由图
6

可知#

:

8 菌所占比例最大#为总菌落数的

6T2":S

#其菌落较小#圆形#直径约
72#

$

627''

#边缘整

齐#表面无光泽-显微镜下观察为杆菌#细胞结晶紫染色较

深#排列整齐$其次为
;

8菌#占总菌落数的
6;2"!S

#其菌苔

较薄#菌落大小不一#形状不规则#易蔓延成片或簇-显微镜

下观察为杆菌#易成对或排列成短链状-

6

8菌占总菌落数的

!#26!S

#其菌落为梭状#大小约%

72#

$

!27

'

'']

%

!2#

$

627

'

''

#表面光滑#边缘整齐#中间突起-显微镜下观察为

短杆菌#细胞较小#单独,成双或短链状排列$

!

8菌占总菌落

数的
T27:S

#其菌落较大#圆形#直径为
;

$

8''

#表面光滑#

边缘整齐-显微镜下观察为短杆菌#细胞呈无规则排列$

62:

!

优势腐败菌的
!8[@Z=>

鉴定

!8[@Z=>

基因具有高度的保守性与特异性#已被广泛

应用于微生物的分类鉴定研究*

!;

+

$采用
!8[@Z=>

系统发

育分析方法对
;

株优势腐败菌进行鉴定#其
!8[@Z=>

的

YQN

扩增和系统发育树分析结果见图
:

,

;

$

!!

图
:

的琼脂糖电泳图结果显示在
!#77M

?

附近均出现

较强的条带#且无明显拖尾现象#说明
;

株菌的
!8[@Z=>

均被成功
YQN

扩增-将上述条带回收后测序#序列在
=QAE

上进行
!8[@Z=>

序列同源性比较#采用
U%B>827

软件对

菌株的测序结果进行遗传分析$由图
;

可知#

!

8菌株与醋酸

钙不动杆菌%

KE+&3=1;%E=3<E%:E1%E3=+E$I

'亲缘关系最近#相似性

为
""S

-

6

8菌株与克雷伯氏菌%

Q:3;I+3::%G

?

2

'亲缘关系最近#

图
:

!

;

种优势腐败菌
!8[@Z=>

的
YQN

扩增结果
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.@3:

!

YQN('

?

*)I)5(F)-0I-@!8[@Z=>-II-.@4-')0(0F

G
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-)*(

1
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图
;

!

;

种优势腐败菌
!8[@N=>

序列系统发育树
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8菌株与解鸟氨酸拉乌尔菌%

T%1$:=3::%1<&+,

=F+&1:

C

=+E%

'亲缘关系最近#相似性为
""S

-
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8

菌株与阴沟肠

杆菌 %

6&=3<1;%E=3<E:1%E%3

'亲缘关系最近#相似性为
""S

$

夏天龙等*

!7

+分析了真空包装鲜切莲藕的菌相组成#发

现其主要菌相为乳酸菌属,肠杆菌科,假单胞菌属,酵母菌

属-李新楠等*

!!

+也分离了真空包装鲜切藕片的主要胀袋微

生物#分别鉴定为阴沟肠杆菌,蜡样芽孢杆菌,季也蒙假丝酵

母,无名假丝酵母和葡萄牙假丝酵母$仅有肠杆菌科细菌与

本试验结果一致#可能与鲜切莲藕样品的制备和腐败菌的分

离和鉴定方法不同有关$

:

!

结论
鲜切果蔬表面微生物主要为腐败菌#其数量多少直接影

响产品的货架寿命*

!#

+

$本试验研究结果表明#鲜切莲藕在

冷藏过程中#微生物菌落总数一直呈上升趋势#冷藏第
T

天

时达到
;2!$]!7

#

QVh

)

1

#进入腐败初期#此后腐败加剧#菌

落总数呈指数增加-冷藏过程中其优势腐败菌主要为醋酸钙

不动杆菌%

KE+&3=1;%E=3<E%:E1%E3=+E$I

',克雷伯氏菌%

2:3;,

I+3::%G

?

2

',解鸟氨酸拉乌尔菌%

T%1$:=3::%1<&+=F+&1:

C

=+E%

'

和阴沟肠杆菌%

6&=3<1;%E=3<E:1%E%3

'$这一结果为鲜切莲藕

冷藏过程中的微生物腐败进程和机制提供了生物学证据$

后期在研究鲜切莲藕产品保鲜策略时#可针对优势腐败菌采

取抑菌措施-同时#这些腐败微生物也可以成为鲜切莲藕产

品质量安全系统评价的潜在指标$
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