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冷藏条件下带蓬鲜莲优势腐败菌鉴定

及其消长规律研究
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摘要!通过稀释平板法分离
)b

条件贮藏
&!@

的带蓬鲜莲腐

败菌$提取筛选菌株
-E'

后进行
HLZ

扩增$采用细菌

&"FG-E'

菌种鉴定法对优势腐败菌进行鉴定$并分析其

)b

冷藏过程中的消长规律%结果表明$带蓬鲜莲
)b

冷藏

过程中的优势腐败菌主要为分散泛菌!
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贮藏期间$分散泛菌(表皮葡萄球菌(

巴氏葡萄球菌的变化趋势大体相同$适应期后呈增长趋势$

成团泛菌变化规律不明显%
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鲜莲营养丰富%味道鲜美%口感甜脆)

&

*

%具有益心+补肾+

健脾+止泻和安神等多重功效)

$C)

*

%但常温下易软化皱缩%货

架期
#

"

"@

%采后低温
)b

带蓬贮藏也仅能维持
&*@

)

*

*

&鲜

莲在采摘+运输+加工及贮藏过程中极易腐败变质%丧失其原

有的鲜食风味%直接影响其感官品质及食用价值%极大限制

了鲜食莲子的销售和消费者的需求&研究)

"

*表明%微生物活

动是引起果蔬腐败变质的主要原因之一%果蔬常见腐败菌

有"沙门氏菌!
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李斯特菌!
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#等)
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*

%对莲子

危害最大的微生物主要是曲霉属和青霉属霉菌)

!

*

&目前国

内外鲜莲研究处于起步阶段%有关鲜莲优势腐败菌分离鉴定

研究尚无报道&随着分子生物学的快速发展%细菌的分类鉴

定从传统的表型+生理生化分类深入到各种基因型分类水

平%如质粒图谱+限制性片段长度多态性分析+

HLZ

指纹图+

&"FGZE'

序列分析等技术)

.C&%
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&

&"FG-E'

序列分析技术

在一定程度上克服了传统表型+生理生化指标鉴定微生物的

局限性%能简便+快速准确地鉴定微生物)

&&C&$

*

&

本研究以带蓬鲜莲为研究对象%通过
&"FG-E'

序列分

析技术初步鉴定低温贮藏下带蓬鲜莲的主要优势腐败菌%并

(%&



分析其优势菌的消长变化规律%对进一步监控和靶向抑制鲜

莲品质变化以及鲜莲低温贮藏新技术的开发%提高其贮藏品

质%延长货架期均具有很好的理论价值&
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材料与方法
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材料与试剂

新鲜莲蓬"由湖南省湘潭县湘莲种植基地提供$

HL'

培养基+营养琼脂培养基"广东环凯微生物科技有

限公司$

,B438

酚试剂+

E2L4

+异戊醇"分析纯%国药集团化学有限

公司$

琼脂糖"电泳级%生工生物工程上海股份有限公司$

RG3<0

乙酸
0/-R'

"电泳级%北京索莱宝生物科技有限

公司$

溴化乙锭!

/N

#+

HLZ

试剂等"电泳级%美国
<3

9

12

公司&

&?$
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仪器与设备

电子分析天平"

'V+&$%

型%日本岛津公司$

立式压力蒸汽灭菌器"

-+%&0&#0))0%%

型%上海东亚力容

器制造有限公司$

超声波清洗器"

a]0*%%N

型%昆山市超声仪器有限责任

公司$

摇床"

UJg+0&%%L

型%上海智城公司$

生化培养箱"

-Um&!%

型%上海艾测电子科技有限公司$

显微镜"

NJ0$

型%日本
[4

P

1

I

;<

公司$

HLZ

仪"

R&%%

型%美国
R67G1B

公司&

&?#

!

方法

&?#?&

!

鲜莲原料处理
!

新鲜莲蓬在低温条件下快速运回实

验室&选取成熟度一致+大小均匀+无病虫害和机械损伤的

带蓬鲜莲样品于
ZJ

!相对湿度#

"*M

"

(%M

%温度
)b

恒温

条件下贮藏&

&?#?$

!

优势菌落的确定
!

根据王建辉等)

*

*的研究%带蓬鲜莲

货架期为
&*@

%

&!@

时莲蓬表面菌斑明显增多%质地明显变

软%感官品质明显下降&故取贮藏
&!@

的带蓬鲜莲样品%在

超净环境下%于无菌的组织捣碎机中捣碎%准确称取捣碎后

的莲肉样品
&%?%%

9

于
$*%1K

无菌的锥形瓶中%注入
.%1K

无菌生理盐水%振荡
#%138

&然后取
&1K

进行
&%

倍梯度稀

释%在预试验的基础上%选择
#

个适合的稀释度倾注平板%平

行
#

份%

#"b

培养
)!6

后进行菌落计数&并通过肉眼观察%

记录各个稀释度的菌落特征%并将数量最多的
)

"

*

种菌落

视为优势菌&

&?#?#

!

优势菌的分离纯化
!

挑选
&?#?$

中各优势菌于
HL'

平板上进行多次划线分离%得到单菌落后继续传代培养%对

各代的单菌落进行革兰氏染色%显微镜观察细胞形态+大小

等%直至尽可能得到纯的单菌落%将纯化好的菌株保存于营

养琼脂斜面试管%并于
)b

低温保存备用&

&?#?)

!

优势腐败菌的鉴定

!

&

#形态观察"将经
&?#?#

纯化后菌株接种于平板上%

#"b

下培养
)!6

%期间结合肉眼与革兰氏染色后显微镜观

察各优势菌的菌落特征+细胞形态)

&#C&)

*以及相对比例等&

!

$

#细菌
&"FG-E'

菌种鉴定"经纯化的菌株采用细菌

&"FG-E'

菌种鉴定方法进行鉴定)

&*

*

&将纯化的
*

种优势

腐败菌接种于
&%1KKN

培养基中%

#(b

振荡过夜培养%分

别提取
&

*

"

*

*腐败细菌的基因组
-E'

%以通用引物"
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HLZ

扩增其
&"FG-E'

%回收
&*%%Q

I

长度左右的
HLZ

产物%送至上海生工股份有限公司进行
-E'

测序%将测定的

序列通过
N42<>

程序与
W78N28h

数据库中已有的
&"FG-E'

序列进行相似性比较分析%根据
&"FG-E'

序列相似性构建

系统发育树%判定细菌种类&

&?#?*

!

鲜莲贮藏过程中腐败菌的生长规律
!

参考
L628

9

F6;0A678

等)
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*的方法%并稍做修改&将于
)b

冷藏条件下

%

"

$)@

的鲜莲每
#@

取样%在无菌条件下进行稀释平板计

数%分别统计各优势腐败菌个数%并绘制其生长规律曲线&

$

!

结果与分析
$?&

!

腐败菌的分离和优势腐败菌的确定

通过倾注平板+培养+观察+计数%根据菌落形态特征将

所有菌落大致分为
!

组%分别编号为
&

*

"

!

*

%将数量最多
*

种菌视为优势腐败菌%鲜莲低温贮藏条件下
*

种优势腐败菌

菌落形态及相对比例见表
&

&

表
&

!

优势腐败菌形态及组成
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优势腐败菌 菌落形态特征 菌株 比例(
M

W

f

C &$% ##

$

* 球状+不透明+乳白色
(" $&

#

* 球状+不透明+乳黄色
$" (

*

* 球状+不透明+黄色
!

&! *

W

C

C $#% ")

&

* 杆状+不透明+乳黄色
&%* $.

)

* 杆状+半透明+淡黄色
&$* #*

$?$

!

优势腐败菌的鉴定

$?$?&

!

优势腐败菌
&"FG-E'

的扩增结果
!

分别提取腐败

菌
&

*

"

*

*号的基因组
-E'

%进行
HLZ

扩增%扩增出的
HLZ

产物进行
%?!M

琼脂糖凝胶电泳&由图
&

可知%

&

*

"

*

*号腐

败细菌基因经
HLZ

扩增后%扩增产物经电泳分离获得比较

清晰的条带%可见
HLZ

扩增产物主要位于
&*%%Q

I

左右%且

获得的目的基因经凝胶电泳可很好地纯化分离&

$?$?$

!

优势腐败菌
&"FG-E'

鉴定结果
!

通过细菌

&"FG-E'

可变区的差异对菌种类别进行区分&回收
$?$?&

中的目的基因片段%并送至上海生工股份有限公司测序%将

测序获得的
&

*

"

*

*腐败菌的
&"FG-E'

序列与
ELNX

数据

库中已有的序列进行
N42<>

相似检索%从
W78Q28h

核苷酸数

据库中挑选同源性较高的
&"FG-E'

序列进行比较%利用

Y'W/*

软件构建系统发育树)
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*

%结果见图
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#菌株分别与分散泛菌!
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年第
!

期



图
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腐败细菌的扩增结果
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#亲缘关系最近%验证可信度

达
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$

#

*
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#和
*

*
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3*

#菌株为同一菌属%且与巴氏葡萄

球菌!
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#菌株与成团泛菌!
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#亲缘

关系最近%验证可信度达
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%鉴定结果见表
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&
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鲜莲低温贮藏过程中优势腐败菌的消长规律

由图
#

可知%随着贮藏时间的延长%

)

种优势腐败菌"分

散泛菌+表皮葡萄球菌+巴氏葡萄球菌的变化趋势大体相同%

呈现先降后升的趋势%贮藏第
#

天时%优势腐败菌菌落数都

大幅度降低%研究现象与王满生等)

&!

*对草鱼低温贮藏过程

中优势腐败菌前期先大幅降低的结果相似%可能是鲜莲采后

图
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*

*鲜莲腐败菌
&"FG-E'

的系统发育树
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表
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优势菌株的系统鉴定结果
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编号
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相似性最高菌株种群
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贮藏温度突然降低至冷藏
)b

%导致部分细胞生长受抑或遇

冷死亡引起&其中%巴氏葡萄球菌变化最为明显%第
#

天后

菌落数上升迅速%表皮葡萄球菌上升较分散泛菌变化略微明

显%第
#

天时菌落数低于分散泛菌%但第
.

天其菌落数超过

了分散泛菌&在贮藏期间成团泛菌菌落数变化无规律%可能

是此菌本身的特点%易成片聚集%菌落数变化规律不明显&

#

!

结论
本研究分离鉴定得到了鲜莲

)b

贮藏过程中的
)

种优

势腐败菌%即分散泛菌!
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#$明确了其在贮藏期间的消长规律%随着贮藏时间的延

长%分散泛菌+表皮葡萄球菌+巴氏葡萄球菌的生长趋势大体

相同%呈现先降后升的趋势%巴氏葡萄球菌变化最为突出%第

#

天后菌落数上升迅速%表皮葡萄球菌上升较分散泛菌变化

略微明显%贮藏期间成团泛菌菌落数变化无规律&当前研究

分离鉴定了鲜莲
)b

贮藏过程中的优势腐败菌种类%初步掌

握了其各自的消长规律%然而%对其优势腐败菌的致腐能力

及其致腐机理尚需进一步深入探讨%对鲜莲低温贮藏新技术

的开发及其产品的研发有待进一步开展集成研究&
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强%浸提时间对浸提物的抗幽门螺杆菌活性也有一定的影

响%高温和浸提时间过长对苦瓜抗菌活性成分都会造成

破坏&

本研究还证明苦瓜在最佳浸提工艺条件下所得的苦瓜

水提物对幽门螺杆菌具有抑制作用%最小抑菌浓度是

#$1

9

(

1K

%这是一个比较低的抑菌浓度&苦瓜水提物在高

浓度时对幽门螺杆菌还具有杀灭作用%其杀菌浓度为

&$!1

9

(

1K

&同时在
&$!1

9

(

1K

浓度条件下进行杀菌动力

学研究%发现苦瓜水提物具有快速杀灭幽门螺杆菌作用%最

小杀菌动力学时间为
#%138

&这表明苦瓜水提物在胃中能

快速杀灭幽门螺杆菌作用%因此%苦瓜水提物用于对幽门螺

杆菌感染的防治具有重大的医学应用价值&

本研究只研究了苦瓜的水提物抗幽门螺杆菌作用&不

同的溶剂提取所得的苦瓜浸提物活性成分存在差异%其抑菌

活性也存在差异性&苦瓜用不同的溶剂提取时可以得到不

同的抑菌成分%抑制幽门螺杆菌的活性会存在差异%用什么

溶剂提取所得的提取物对幽门螺杆菌的抗菌活性最强有待

进一步研究&
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