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摘要:目的:更好地控制湘味卤豆干腐败微生物的生长,

保证湘味卤豆干的食品安全.方法:采用平板划线法进

行初筛,结合菌落形态观察、革兰氏染色、１６SrDNA 和

ITS序列鉴定湘味卤豆干中的腐败微生物.结果:共分离

筛选得到９株菌株,KZ２７８０Ｇ３和 KZ２７８０Ｇ４为 枯 草 芽 孢

杆菌 (Bacillussubtilis)、NZ２５５９Ｇ１ 为 蜡 样 芽 孢 杆 菌

(Bacilluscereus)、JZ２５５９Ｇ５为解淀粉芽孢杆菌(Bacillus
amyloliquefaciens)、FZ２５５９Ｇ２ 为 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌

(Klebsiella pneumoniae)、SZ２６４１Ｇ５ 为 屎 肠 球 菌

(Enterococcusfaecium)、RZ２６４１Ｇ７ 为 溶 血 性 葡 萄 球 菌

(Staphylococcushaemolyticus)、BZ２７８０Ｇ１为鲍氏不动杆

菌(Acinetobacterbaui)、CZ２７８０Ｇ５为橘青霉(Penicillium
citri).结论:引起湘味卤豆干腐败的菌株是枯草芽孢杆

菌、蜡样芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌、肺炎克雷伯氏菌、屎

肠球菌、溶血性葡萄球菌、鲍氏不动杆菌、橘青霉.湘味

卤豆干的控制方法是超高温瞬时杀菌技术、等离子体杀

菌技术、天然抑菌物质结合生物防腐剂、真空包装、气调

保鲜等.

关键词:豆干;微生物;分离鉴定;芽孢杆菌;控制方法

Abstract:Objective:Tobettercontrolthegrowthofspoilage

microorganisms,andensurethefoodsafetyofXiangweiLuodou

dry．Methods:TheputrefactivemicroorganismsinXiangweidried

tofuwereidentifiedbyplatescribingmethod,colonymorphology

observation,Gram staining,１６S rDNA and ITS sequence．

Results:Atotalof９strainswereisolatedandscreened．KZ２７８０Ｇ３

andKZ２７８０Ｇ４areBacillussubtilis,NZ２５５９Ｇ１isBacilluscereus,

and JZ２５５９Ｇ５ is Bacillusamylolyticus amyloliquefaciens,

FZ２５５９Ｇ２forKlebsiellapneumoniae,SZ２６４１Ｇ５forEnterococcus

faecium,RZ２６４１Ｇ７forStaphylococcushaemolyticus,BZ２７８０Ｇ１

for Acinetobacter baui, CZ２７８０Ｇ５ for Penicillium citri．

Conclusion:ThestrainscausingdryrotofXiangweibeanare

Bacillussubtilis,Bacilluscereus,Bacillusamyloliquefaciens,

Klebsiellapneumoniae,Enterococcusfaecium,Staphylococcus

hemolyticus,Acinetobacterbaui and Penicillium citri．The

controlmethodsof Xiangweistewed bean dryareultraＧhigh

temperature instantaneous sterilization technology, plasma

sterilization technology, natural antibacterial substances

combinedwithbiologicalpreservatives,vacuum packaging,air

conditioningpreservationandsoon．

Keywords: dried bean; microorganism; separation and

identification;bacillus;controlmethod

休闲豆干是将传统的卤豆干经过再加工技术制成的

即食休闲产品.因其方便、美味,深受消费者欢迎,生产

量不断增加[１].目前中国比较出名的几大休闲豆干派系

主要是普通休闲豆干、川派休闲豆干和湘味卤豆干.湘

味卤豆干作为湖南地域特色的一种美食产品,在中国休

闲豆制品市场中的占有率很高,仅湖南省邵阳市的豆制
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品相关企业就超过１５０家.

目前,大多数的豆干生产企业还是以原始的手工作

坊模式进行初级生产,容易导致大豆原料清洗不净、相关

工艺参数不稳定、产品易腐败等问题,难以适应连续化生

产及市场需求.尽管不同种类豆制品的加工方式和产品

特点不同,但豆制品都因高蛋白、高含水量等特性,极易

腐败变质[２].为了延长湘味卤豆干的货架期,生产者往

往会采用高温杀菌,但这导致豆干的质构明显变化,产品

硬度增加,严重影响产品的营养品质、风味和口感.同

时,即使采用高温杀菌,由于豆干中存在一些耐热腐败

菌,会存在杀菌不彻底的现象,致使豆制品腐败变质现象

时有发生.目前市面上很多湘味卤豆干以散装售卖为

主,由于加工和保鲜方式不当,豆干货架期较短,严重制

约了湘味卤豆干的发展.此外,湘味卤豆干原材料自身、

生产加工过程以及贮藏条件等环节都可能会受到微生物

的污染.

课题组前期通过生理生化试验发现,湘味卤豆干中最

主要的腐败菌为蜡样芽孢杆菌[３],但菌株单一不够全面且

未能提出具体防治措施,研究拟以腐败变质的湘味卤豆干

为研究对象,从中分离纯化出多株优势腐败微生物,通过

形态学特征、１６SrDNA和ITS序列分析等方法鉴定湘味

卤豆干中腐败微生物,并根据每种菌株的特定生理习性有

针对性地提出安全有效的措施,以期为湘味卤豆干生产企

业更好地控制腐败微生物的生长提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

湘味卤豆干:市售;

结晶紫:分析纯,天津市科密欧化学试剂有限公司;

乙醇:分析纯,成都金山化学试剂有限公司;

香柏油:分析纯,中国上海懿洋仪器有限公司;

PCA培养基、PDA培养基、营养琼脂培养基:实验室

自制.

１．２　试验仪器

立式压力蒸汽灭菌锅:G１５DS型,致微(厦门)仪器有

限公司;

恒温培养箱:HHＧB１１型,上海跃进医疗器械有限

公司;

双人单面净化工作台:SWCJＧ２FD型,江苏通净净化

设备有限公司;

显微镜:XPＧ２１３型,南京宇凡仪器科技有限公司;

PCR仪:SＧ３２０型,长沙肯基科技发展有限公司;

微生物均质机:ScientzＧ０４型,宁波新芝生物科技股

份有限公司.

１．３　试验方法

１．３．１　样品采集　从湖南省邵阳市３家卤菜店采集卤制

的湘味卤豆干.湘味卤豆干卤制完成时,立即用无菌采

样袋密封包装并做好标记后带回实验室,放置于２５℃恒

温培养箱中备用.

１．３．２　腐败菌的培养　取新鲜湘味卤豆干,将无菌采样

袋密封包装并做好标记的样品放入２５ ℃恒温培养箱中

模拟常温贮藏环境,开始培养.每天观察豆干的腐败情

况,培养５d后,豆干表面出现较多白色绒毛、豆干开始发

软并有少许黏稠黄色液体,腐败情况较明显时,对腐败菌

进行分离与纯化.

１．３．３　腐败菌的分离与纯化　在超净工作台内称取２５g
腐败豆干放入盛有２２５mL无菌生理盐水的均质袋中,置
于微生物均质器内拍打,得到１０－１的样品匀液.用移液

枪准确移取１mL１０－１样品匀液于装有９mL无菌生理

盐水的试管内,得到 １０－２ 的样品匀液,以 此 类 推 进 行

１０倍稀释.

每份菌悬液吸取１mL匀液于培养皿中,再将尚未凝

固的培养基倒入培养皿,轻轻摇晃均匀,盖上培养皿盖静

置.待凝固后,将细菌于(３７±１)℃下培养２４h,真菌于

(２８±１)℃下培养５d.培养完成后,挑取其中的典型单

一菌落,采用平板划线法转接２~３次进行分离与纯化.

为避免腐败菌种类过于单一,用平板计数培养基(PCA)

与马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)同时培养腐败菌,重
复以上步骤.最终得到的纯菌株采用甘油管藏法保存并

编号.

１．３．４　革兰氏染色　参照李旭东[４]的方法.

１．３．５　细菌基因组DNA提取　参照DNA抽提试剂盒说

明书[５].

１．３．６　细菌１６SrDNA基因的PCR扩增　采用的正向引

物为 ２７F(５′ＧAGAGTTTGATCCTGGCTCAGＧ３′),反 向

引 物 为 １４９２R(５′ＧCTACGGCTACCTTGTTACGAＧ３′).

引物由上海派森诺生物科技股份有限公司合成,扩增体

系为５０μL,扩增片段大小约１５００bp.

PCR 反应程序:预变性 ９５ ℃,５ min;变性 ９５ ℃,

３０s;退火５８ ℃,３０s;延伸 ７２ ℃,１ min,３０s;终延伸

７２℃,７min;扩增循环次数为３５次.

１．３．７　真菌基因组 DNA 的提取及 PCR 扩增　基因组

DNA的提取按照提取试剂盒说明书提取,采用通用引物

ITS１、ITS４ 扩 增 ITS 序 列. 引 物 序 列 为 ITS１:

５′ＧTCCGTAGGTGAACCTGCGGＧ３′,ITS４:５′ＧTCCTCC
GCTTATTGATATGCＧ３′[６].PCR反应体系只需将引物

替换成ITS１和ITS４,其他反应物及含量不变.PCR 反

应程序:预变性９５℃,５min;变性９４℃,３０s;退火５８℃,

３０s;延伸７２℃,６０s;终延伸７２℃,７min;扩增循环次数

为３５次.

１．３．８　微生物回接及腐败现象分析

(１)原料预处理:将无菌采样袋所取样品放入高压灭
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菌锅,灭菌条件为１２１℃,１５min.
(２)微生物回接:分别吸取１mL含菌量为１０５CFU/mL

的９种腐败菌菌液,接种至装有３５４０g样品的无菌采样

袋中,密封包装.接菌后的样品分别放置于３７℃恒温培

养箱中.观察样品腐败现象.

１．３．９　数据处理　将扩增出的菌株的 DNA 片段送到上

海派森诺生物科技股份有限公司进行测序.将测序获得

序列与 NCBI数据库中的序列进行 BLAST比对分析,后
选取近似菌种序列采用 MAGE６．０ 软 件 构 建 系 统 发

育树[６].

２　结果与讨论

２．１　腐败菌株形态特征

如图１所示,通过平板划线法,对腐败的湘味卤豆干

产生的腐败菌进行分离纯化,将单个菌落进行革兰氏染

色并镜检,共筛选出９株菌种,编号分别为 K３、K４、N、J、

F、S、R、B、C.

菌落 K３在PCA培养基上生长繁殖速度较快,表面

呈圆润水滴状,有光泽半透明,为污白色,用接种环挑起

有黏稠拉丝样,革兰氏染色为阴性.K４菌落颜色为乳白

色,表面皱褶边缘为啮齿状,呈雪花状,单个菌落四周为

不规则多边形,菌落整体较干燥,镜检结果为杆状,通过

菌株形态特征,推测 K３、K４极有可能为芽孢杆菌属;N

菌落较大且不规则,颜色为白色菌落周围较完整,在灯光

下表面透亮光滑,用接种环挑取时有蜡样质地,革兰氏阳

性杆菌;J菌落呈圆形,颜色为淡黄色,表面粗糙,有隆起,

菌落四周为不规则的锯齿粉粒状,在１００倍油镜中观察

发现为杆菌,初步确定为芽孢杆菌;F菌落半透明状,颜色

为灰白色,用接种环挑取时发现可形成较长的丝状,黏度

较大,镜检下成粗短杆菌;S菌落颜色为乳白色,形成较小

的菌落,菌落形状为圆形;R菌落整体颜色偏白,无光泽,

菌落表面较粗糙且菌落扁平,边缘不整齐,与韩翠萍等[７]

的检验结果一致,推测可能是溶血性葡萄球菌;B菌落在

１００倍油镜中未看到芽孢和鞭毛,单个菌的形态为球杆

状,菌的两端较圆润,无规则散乱或者成对排列;C菌落

正面随其生长由白色绒毛变为灰绿色绒毛,少量规则或

不规则的放射状短纹,中部隆起而其他部分平坦,质地绒

状,分生孢子呈球形或近球形,镜检呈典型的蓝绿色,帚

状枝由３~５个不同程度叉开的梗基组成,充分成熟的梗

基顶端膨大成囊状,并结合«真菌鉴定手册»[８]对初筛菌

进行初步鉴定.

２．２　分子生物学鉴定

２．２．１　优势腐败菌的分子鉴定　如图２所示,９株细菌经

过基 因 组 DNA 的 提 取,以 总 DNA 为 模 板,通 过 利

用２７F/１４９２R引物进行PCR扩增;１株真菌经过基因组

图１　菌株菌落形态和微观结构

Figure１　Colonymorphologyandmicrostructureofstrains
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图２　PCR扩增鉴定胶图

Figure２　IdentificationofgluebyPCR

DNA的提取,以总 DNA为模板,通过利用ITS１/ITS４引

物,进行PCR扩增.取３μLPCR产物进行１％琼脂糖凝

胶电泳检测操作后,真菌 C 在５００bp左右出现特异性

条带.

２．２．２　构建腐败微生物的系统发育树　如图３和图４所

示,将９株菌测序的结果上传至 NCBI网站的 GenBank
数据中进行Blast比对[６],发现 KZ２７８０Ｇ３、KZ２７８０Ｇ４与已

知的Bacillussubtilis(OP９０４２３４．１)处于同一分支,同源

性 达 ９９％;NZ２５５９Ｇ１ 与 已 知 的 Bacillus cereus
(MF９８８７１９．１)处于同一分枝,同源性达１００％;JZ２５５９Ｇ５
与已知的 Bacillusamyloliquefaciens (MH７１９３７４．１)处

于同 一 分 枝,同 源 性 达 ９８％;FZ２５５９Ｇ２ 与 已 知 的

Klebsiellasp (KJ８０３９３９．１)处 于 同 一 分 枝,同 源 性 达

９９％;SZ２６４１Ｇ５ 与 已 知 的 Enterococcus faecium
(KY６８２３０４．１)处于同一分枝,同源性达１００％;RZ２６４１Ｇ７
与已知的Staphylococcushaemolyticus (KF５４３１００．１)处

于同 一 分 枝,同 源 性 达 １００％;BZ２７８０Ｇ１ 与 已 知 的

Acinetobacterbaumannii (MH３９３４９６．１)处于同一分枝,

同 源 性 达 １００％;CZ２７８０Ｇ５ 与 已 知 的 Penicillium
citrinum (MT４２２０８９．１)处于同一分枝,同源性达１００％.

将与９株菌相似度高的序列采用 MEGA７．０软件中

的 NJ法构建系统发育树,KZ２７８０Ｇ３、KZ２７８０Ｇ４、NZ２５５９Ｇ

１、JZ２５５９Ｇ５与芽孢杆菌属聚于一支,亲缘关系较近,K３
和 K４鉴定为枯草芽孢杆菌、N为蜡样芽孢杆菌、J为解淀

粉芽孢杆菌.试验发现,芽孢杆菌是导致卤豆干腐败的

主要腐 败 菌,其 中 分 离 出 枯 草 芽 孢 杆 菌 (KZ２７８０Ｇ３ 和

KZ２７８０Ｇ４)、蜡样芽孢杆菌(NZ２５５９Ｇ１)、解淀粉芽孢杆菌

(JZ２５５９Ｇ５),与柳玉[９]探究的大豆致腐菌结果部分相同.

在卤豆干制作过程中,高温处理虽能够杀死一部分不耐

热的微生物,但芽孢杆菌对于高温、紫外线及多种化学物

质都有很强的抗性,传统的高温杀菌方式不能很好地消

除芽孢杆菌带来的不良影响.如何去除芽孢杆菌是延长

保质期的关键点,现阶段超高温瞬时杀菌技术[１１]和等离

子体杀菌技术[１２]等物理方法对于芽孢杆菌有较强杀菌作

用,可使抑菌最大化.此外,通过控制原料中芽孢杆菌的

来源,减少初始微生物,也能从一定程度上直接影响大豆

制品的食用安全和货架期.

２．２．３　６株腐败菌的系统发育树分析　如图３所示,将与

６株菌相似度高的序列采用 MEGA７．０软件中的 NJ法构

建系统发育树,C与橘青霉聚于一支,亲缘关系最近,鉴

定为橘青霉(CZ２７８０Ｇ５);橘青霉是丝状真菌,青霉属,易

使果蔬作物致病,推测可能是湘味卤豆干的贮藏方式不

当,导致橘青霉污染.马征等[１３]采用纸片扩散法测定了

香茅醛、冬青油以及两者的复配油对橘青霉的抑制效果.

植物精油天然抑菌物质[１４]结合生物防腐剂[１５],为湘味卤

豆干保鲜带来了新的思路.此外,橘青霉是需氧型微生

物,不能在完全没有氧气的环境中正常生存繁殖,因此在

豆干的贮藏过程中可以采用真空包装方式抑制其生长.

通过６株腐败菌的系统发育树可以发现S与屎肠球

菌聚于一支,亲缘关系最近,鉴定为屎肠球菌(图３).李

博等[１６]研究发现 GDL豆腐中屎肠球菌是主要的腐败菌,

与试验分离出的屎肠球菌(SZ２６４１Ｇ５)结果一致.屎肠球

菌主要来源于大豆的外表面和表皮中[１７],传统的原料清

洗步骤和脱皮并不能去除,根据屎肠球菌的生长温度预

测模型可知其最高生长温度为５４．６℃[１８],传统豆干制作

过程中的煮浆温度一般为１０５ ℃,煮浆时间６．０min[１９].

因此,适当延长煮浆时间可有效解决屎肠球菌残留问题.

２．２．４　３株致病菌的系统发育树分析　如图４所示,将与

３株菌相似度高的序列采用 MEGA７．０软件中的 NJ法构

建系统发育树,F与肺炎克雷伯氏菌聚于一支,亲缘关系

最近,鉴定为肺炎克雷伯氏菌(RZ２６４１Ｇ７).肺炎克雷伯

氏菌是一种食源性致病菌,一般在奶制品和肉类中广泛

存在[２０],常导致腹泻呕吐、肺部感染、肝脓肿和菌血症等

疾病[２１].Dhara等[２２]研究发现肉桂醛能降低肺炎克雷伯

氏菌的敏感性;张宁[２３]发现茶多酚对肺炎克雷伯菌的群

体感应系统具有抑制作用,咖啡酸能消减肺炎克雷伯氏
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图３　６株腐败菌的系统发育树

Figure３　Phylogenetictreesofsixputrefactionstrains

菌的耐药性;林碧莲等[２４]也证实壳寡糖对豆腐能够起到

保鲜作用.肉桂醛、茶多酚、咖啡酸和壳寡糖等抑菌活性

物质一般具有抗氧化、抗菌抗炎、天然无毒副作用等优

点,但是在湘味卤豆干卤料中加入肉桂醛等物质是否能

够起到保鲜效果还有待进一步研究.

通过图４的系统发育树,发现 B与鲍氏不动杆菌聚

于一支,亲缘关系最近,鉴定为鲍氏不动杆菌.R与溶血

性葡萄球菌聚于一支,亲缘关系最近,鉴定为溶血性葡萄

球菌.鲍氏不动杆菌又称鲍曼不动杆菌,广泛存在于自

然界中的水和土壤及呼吸道中,溶血性葡萄球菌能够定

图４　３株致病菌的系统发育树

Figure４　Phylogenetictreesofthreepathogenicstrains

植于人类皮肤和黏膜.鲍氏不动杆菌和溶血性葡萄球菌

作为常见的机会性致病菌,需要一定致病条件,推测在湘

味卤豆干生产过程中人员操作卫生可能存在不规范问

题,导致人体上的病原菌进入豆干中.在工业化生产中,

可以通过 HACCP体系,严格把关人员与环境的卫生安

全,可以在源头上解决溶血性葡萄球菌和鲍氏不动杆菌.

２．３　微生物回接现象及腐败现象分析

将上述９种微生物回接到已灭菌的湘味卤豆干中,

３７℃培养７２h,观察腐败现象.根据表２,蜡样芽孢杆菌

(N)、屎肠球菌(S)、溶血性葡萄球菌(R)是导致胀袋的主

要微生物;枯草芽孢杆菌(K３、K４)、解淀粉芽孢杆菌(J)、

屎肠球菌(S)会导致样品产生臭味;而肺炎克雷伯氏菌

(F)、鲍氏不动杆菌(B)、橘青霉(C)是导致湘味卤豆干发

黏、质构变软、产生霉点的相关微生物.回接试验表明,

以上９种微生物是引起豆干腐败变质的微生物.

表１　微生物回接试验腐败现象†

Table１　Thephenomenonofspoilageinmicrobial
backtesting

腐败菌

种类

保存时

间/h
渗水 胀袋 变软 发黏 发臭 霉点

K３ ７２ ○ / ＃ ∗ □ /

K４ ７２ ○ / ＃ ∗ □ /

N ７２ / ＋ ＃ ∗ / /

J ７２ / / ＃ / □ /

F ７２ / / / ∗ / /

S ７２ / ＋ ＃ / □ /

R ７２ / ＋ ＃ ∗ / /

B ７２ / / ＃ / / /

C ７２ / / / / / ◇

　†　/:无明显变化;○:渗水;＋:胀袋;＃:变软;∗:变黏;□:发

臭;◇:霉点.
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３　结论

研究对市售湘味卤豆干的腐败菌进行分离纯化,并

通过菌落形态学观察和１６SrDNA、ITS分子鉴定等方

法,对卤豆干中的腐败菌进行了分离鉴定,得到９株腐败

微生物,枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)、蜡样芽孢杆菌

(Bacillus cereus)、解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 (Bacillus
amyloliquefaciens)、肺 炎 克 雷 伯 氏 菌 (Klebsiella

pneumoniae)、屎肠球菌(Enterococcusfaecium)、溶血性

葡萄球菌(Staphylococcushaemolyticus)、鲍氏不动杆菌

(Acinetobacterbaui)、橘青霉(Penicilliumcitri).其中,

蜡样芽孢杆菌、屎肠球菌、溶血性葡萄球菌是导致胀袋的

主要微生物;枯草芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌、屎肠球菌

产生臭味;而肺炎克雷伯氏菌、鲍氏不动杆菌、橘青霉是

导致湘味 卤 豆 干 发 黏、质 构 变 软、产 生 霉 点 的 相 关 微

生物.
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