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由图 6、7 可见，水解之后 D、G 两种成分的色谱

峰明显减小，而 D e、G e 两种成分的色谱峰均比水解前

增加许多，所以可以证明β-葡萄糖苷酶对大豆异黄酮的

水解效果较明显。
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图 6    水解前样品中大豆异黄酮色谱图

Fig.6     Chromatogram of soybean isoflavone before hydrolysis
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图 7   大豆异黄酮酶法水解后色谱图

Fig.7   Chromatogram of soybean isoflavone by enzymic hydrolysis

研究表明β- 葡萄糖苷酶粗酶液经过硫酸铵盐析、

DEAE-52离子交换层析、Sephadex G-100凝胶过滤方

法分离纯化后，比活力提高了约 1 4 倍，S D S - P A G E

测得提纯后的酶的相对分子量约为 60kD。以 pNPG 为

底物时，该酶最适反应温度为 4 0℃，最适反应 p H 为

6 . 0，体系中 H g 2 + 和 A g + 对该酶活力有明显的抑制作

用。经过分离纯化以后的β- 葡萄糖苷酶酶活提高，纯

化后的β-葡萄糖苷酶应用于大豆异黄酮糖苷的水解，效

果非常明显，为工业化生产大豆异黄酮苷元奠定了理论

基础。
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冷却猪肉初始菌相分析与冷藏过程中

的菌相变化规律研究

傅 鹏，李平兰 *

(中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京       100083)

摘   要：本文采用选择性培养基对托盘包装冷却猪肉的初始菌相进行了分析，并研究了在 0 、2 、5 和 7℃储藏

温度下的菌相变化规律。结果表明：假单胞菌、热死环丝菌、肠杆菌科和乳酸菌是构成有氧条件下冷却猪肉初

始菌相的主要微生物。在不同的储藏温度下，细菌总数均有不同程度的增长。假单胞菌在所研究的温度下均与

细菌总数相当，增长速度最快。热死环丝菌和肠杆菌也有不同程度的增长，在实验时间的末期也达到了较高的

对数值。
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Study on the Initial Microflora and Its Changes of  Chilling Pork Meat

FU Peng，LI Ping-lan*

(College of Food Science and Nutritional Engineering, China Agricultural University, Beijing        100083, China)

Abstract ：The initial microflora of chilling meat was analyzed, and its changes at 0, 2, 5 and 7℃ were also studied. The results

indicted that Pseudomonas, Brochothrix thermosphacta, Enterbacteriaceae and Lactobacillus dominated the initial flora of the

aerobic chill-stored pork. The total numbers of bacteria increased at all the different storage temperatures. Pseudomonas grew the

fastest at all researched temperatures, the numbers of Pseudomonas were close to the numbers of bacteria. The numbers of

Brochothrix thermosphacta and Enterbacteriaceae were also increased at these temperatures.

Key words：chilling pork meat；initial microflora；microflora changes
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冷却肉在冷藏过程中的腐败变质主要是由于嗜冷性微

生物的大量增殖造成的，而且由于各种腐败微生物的竞争

能力和代谢特征是不同的，因此它们在初始菌相中的地位

和冷藏过程中菌相的变化情况直接决定冷却肉的腐败。

冷却肉初始嗜温微生物的总数大约为 102～103CFU/g，

由许多种构成[1～4]。尽管对于冷却肉中腐败微生物的分

析，国内外已有不少报道[ 5～8 ]。但不同种类的冷却肉，

由于其屠宰工艺不同、包装形式和理化特性不同，冷

却肉的初始菌相及在储藏过程中引起腐败的微生物种类

和比例是不同的。2 0 0 4 年中国畜产品数据显示，中国

的猪肉产量占世界总产量的 47%，猪肉消费仍占我国畜

产品消费的主要地位。在我国，冷却猪肉主要以托盘

包装分割肉的形式在超市进行销售。因此本文以一般托

盘包装冷却猪肉为研究对象，重点探讨了其中的初始菌

相构成和冷藏过程中的变化规律，并对优势的腐败微生

物进行分离与初步鉴定。

1 材料与方法

1.1 样品

本实验所取样品购自超市，当天清早上市，严格

按照冷却肉生产工艺生产的冷却猪肉，属于猪通脊；保

鲜膜托盘包装。

1.2 培养基和试剂

PCA 培养基(plate count agar)；PSA 培养基

(Pseudomonades selective agar)；STAA培养基

(streptomycin thalliumacetate actidion agar)；VRBD琼脂

(violet red bile salt agar)；MRS琼脂(de Man Rogosa and

sharpe agar)；MSA琼脂(mannitol salt agar)；孟加拉红

培养基；葡萄糖氧化发酵培养基( O / F 培养基) ；

Thornley氏精氨酸双水解酶试验培养基(Thornley arginine

eihydrolase test medium)；动力试验培养基(motility test

medium)；King培养基A及 B(king medium A and B)；

培养基的配制参照《微生物培养基的制造与应

用》[ 9 ]。

革兰氏染液；1 % 盐酸二甲基对苯撑二胺；3 % ～

10% 过氧化氢；1% α- 萘酚酒精(95%)溶液；凡士林石

蜡油(熔化的 2/3凡士林中加入 1/3液体石蜡)。

1.3 仪器与设备

YX-280D自动蒸汽消毒器    江阴市滨江医疗设备厂；

HH·S21-8电热恒温水浴锅    北京长安科学仪器厂；101-

2A型电热鼓风干燥箱    天津市泰斯特仪器有限公司；

SCL-1300型垂直流洁净工作台    北京赛伯乐实验仪器有

限公司；E系列生物显微镜    麦克奥迪实业集团有限公

司；DNP-9162型电热恒温培养箱    上海精宏实验设备有

限公司；WH-3微型旋涡混合仪    上海泸西分析仪器厂；

pHS-25型酸度计    上海精密科学仪器有限公司。

1.4 冷却猪肉初始菌相分析及储藏温度下菌相变化规律

的研究

购自超市清早上市的托盘冷却猪肉数块，分别放置

在 0、2、5 和 7℃温度下储藏。购回后立即进行微生

物菌相分析，并记为 0 d，以后每天同一时刻进行分析，

连续进行 8 d。

样品处理方法参照 GB4789.2[10]，具体操作为：无

菌操作从冷却猪肉表面取样 2 5 g，用无菌剪刀充分剪

碎，放入 225ml，0.1%的灭菌蛋白胨液(含 1%吐温 80，

0.85% NaCl)中，充分振摇 30min均质，然后取 1ml上清

液进行系列梯度稀释，取三个合适的稀释度，每个稀

释度做三个重复，倾注平板计数。

对于初始菌相的分析(0d的样品)采用选择性培养基

对细菌总数、假单胞菌属、肠杆菌科、热死环丝菌属、

乳酸菌、葡萄球菌和微球菌以及酵母和霉菌进行平板计

数。而储藏过程中的微生物分析则只对细菌总数、假

单胞菌属、肠杆菌科、热死环丝菌属、乳酸菌进行计

数。具体培养基和培养条件如表 1 所示。
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1.5 主要腐败微生物的分离

从初始菌相和储藏过程中占优势的选择性培养基上

挑出各种典型生长的菌落，然后在相应的选择性培养基

上反复进行平板划线分离，得到纯化菌落。

1.6 主要腐败微生物的初步鉴定

1.6.1 菌落形态观察

观察已分离纯化的单个菌落的大小、形态、隆起

程度、边缘结构、表面形态、光泽度、透明度、质

地及颜色等。详细记录其形态特征。

1.6.2 个体形态观察

挑取菌落进行革兰氏染色观察，描述细胞的形状和

细胞间的排列方式，并进行显微照相。

1.6.3 生理生化实验

不同的微生物具有不同的酶系，因其新陈代谢类型

不同，所以对各种物质利用后所产生的代谢产物也不

同。因此，可以通过特定的生理生化反应来鉴别在形

态或其它方面不易区别的微生物。细菌个体微小，形

态特征简单，在分类鉴定学中不能达到鉴定的目的。所

以微生物的生化反应是微生物分类鉴定的重要依据之

一。本实验是根据 Brown(1982)[11]推荐的肉品中微生物鉴

定图谱，并结合《常见细菌系统鉴定手册》中鉴定分

类系统——伯杰氏分类系统进行初步鉴定的，主要进行

如下生理生化指标的实验：氧化酶、接触酶、葡萄糖

氧化发酵实验；精氨酸双水解实验；动力试验；荧光

素实验；脓青素测定；4 1 ℃生长。

2 结果与分析

2.1 冷却猪肉的初始菌相分析

种类 培养基 培养条件

细菌总数 平板计数琼脂(PCA) 35℃/48h

乳酸菌 M R S 37℃/48h

假单胞菌属 Pseudomonades selective agar(PSA) 30℃/48h

肠杆菌科 V R B D 37℃/48h

葡萄球菌和微球菌 M S A 37℃/48h

热死环丝菌 S T A A 23℃/48h

酵母和霉菌 孟加拉红琼脂 25℃/5d

表 1    冷却肉中各种菌的培养基及培养条件

Table 1     The culture media and the incubation conditions for
isolating bacteria from chilling meat

样品
微生物数量 [lgN(lg CFU/g)]

细菌总数 假单胞菌 乳酸菌 肠杆菌科 热死环丝菌 葡萄球菌/微球菌 酵母/霉菌

Ⅰ 4.14±0.01 4.14±0.06 2.04±0.04 1.99±0.05 2.70±0.07 1.08±0.12 ＜ 1

Ⅱ 4.27±0.02 4.18±0.03 2.09±0.13 2.15±0.15 2.85±0.08 1.11±0.08 ＜ 1

Ⅲ 4.41±0.09 4.12±0.16 2.05±0.24 2.00±0.03 2.57±0.02 1.07±0.07 ＜ 1

Ⅳ 4.15±0.02 4.15±0.01 2.03±0.07 2.00±0.21 2.70±0.03 1.10±0.03 ＜ 1

平均值 4.24±0.13 4.14±0.03 2.05±0.03 2.03±0.08 2.70±0.11 1.09±0.02 ＜ 1

表 2    冷却猪肉的初始菌分析

Table 2     The results of analysis of microflora on chilling pork

利用各种菌的选择性培养基，测定冷却猪肉上的细

菌总数、乳酸菌、假单胞菌属、肠杆菌科、葡萄球菌

和微球菌属、热死环丝菌以及酵母和霉菌，结果见表 2。

从表 2 结果可以看出，假单胞菌为冷却猪肉初始菌

相的优势微生物，数量对数值的平均值为 4.14，与细菌

总数的平均值相当(为 4.24)。以后依次为：热死环丝菌

(2.70)、乳酸菌(2.05)，肠杆菌科(2.03)、葡萄球菌和微

球菌(1.09)，霉菌和酵母在冷却肉中很少检出(＜ 1)。从

结果还可以看出，细菌总数对数值的平均值超过了 4，

而一般研究认为，冷却肉的初始菌数控制在 1 0 2～

1 0 3C F U / g，会有利于延长冷却肉的货架期。因此本实

验样品的货架期可能不会很长。这可能与冷却肉的生产

工艺相关：不同的屠宰工艺[12]和冷却工艺[13]对猪胴体

表面微生物的数量和菌相都会有影响。同时，徐幸莲

等[14]对超市冷却肉微生物状况进行了调查，发现由于胴

体分割操作随意性大，消毒不定时，员工操作不规范

等原因，造成了冷却肉的微生物指标超标，不仅影响

冷却肉的货架期，还增大了产品的不安全因素。

从冷却肉的初始菌相分析来看，假单胞菌、热死

环丝菌、肠杆菌和乳酸菌是构成冷却猪肉初始菌相的主

要微生物。这也与大多数报道相一致[5～8]。尽管采用不

同选择性培养基，对不同食品进行微生物菌相的分析得

到了广泛的应用，但不同的微生物类群在各自的选择性

培养基上培养时，有些选择性培养基的选择性并不强，

所以并不能够真正准确地对各类微生物进行菌落计数。

随着分子生物学方法的发展，已经有人利用 16S rRNA

基因克隆和序列分析的方法对冷却肉的微生物菌相进行

分析[ 1 5 ]。研究结果表明，利用分子生物学的方法得到

的实验结果与以前利用传统方法研究的结果一致。

2.2 储藏温度下微生物菌相变化规律的研究

用不同的选择性培养基，对不同冷藏温度下冷却肉

在储藏过程中的微生物菌相的变化规律进行了研究，结

果如图 1 所示。

从图中 1 可以看出，上述条件下，在整个储藏过程

中，细菌总数都呈增加趋势，但 0℃和 2℃下增长缓慢，

到 7d时，细菌总数的对数值大概为 105～106CFU/g；而

在 5 ℃和 7 ℃条件下，同样的时间，对数值则达到了

10 7～10 8CFU/g。我国对冷却肉的卫生指标尚无菌数指
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标，一般认为冷却肉的细菌总数为 10 6CFU/g 时为警戒

线，达到 1 0 7C F U / g 时冷却肉外观有明显的腐败现象，

达到 10 8CFU/g 时外表有粘液形成，不宜食用，部分国

家也把 106CFU/g作为冷却分割肉的细菌总数指标[16]。以

此为标准判断，0℃和 2℃下，货架期可能为数天(在实

验时间范围内未达到)；而在 5℃和 7℃条件下，仅为 2～

3d。这与 E.Borch等人的研究结果一致[17]。

图 1    有氧条件下冷却猪肉在不同储藏温度下的菌相变化规律

Fig.1       Changes of the microflora of chilling pork at different temperatures in air
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2.3 主要腐败微生物的初步鉴定

根据 Brown推荐的肉品中微生物鉴定图谱，并结合

《常见细菌系统鉴定手册》中鉴定分类系统——伯杰氏

分类系统[ 1 8 ]，通过菌落形态观察，革兰氏染色镜检以

及相关生理生化实验，对来源于 P S A、S T A A 和 V R B D

平板，经过划线分离得到的纯菌株进行初步鉴定，结

果如表 3 所示。

菌株 P-1 P-3 P-4 S-8 S-10 V-1

来源 P S A P S A P S A S T A A S T A A V R B D

菌落描述 米黄色，隆起， 黄色，规 白色扩展， 白色，圆 迷黄色，圆 菌落大而扩展，中间

规则 则，湿润 规则，湿润 形，较小 形，较小 隆起，有红色素沉淀

液体培养 浑浊，表面 浑浊，表面 浑浊，表面有膜， 上层澄清， 上层澄清，

有膜 有膜 上层有绿色素 管底浑浊 管底浑浊 浑浊

细胞形态 短杆 短杆 短杆 杆菌，单个或成链 杆菌，单个或成链 杆菌，细小

革兰氏染色 G － G － G － G + G + G －

芽孢 － － － － － －

氧化酶 + + + N N －

接触酶 + + + + + +

运动情况 + + + － － +

O/F实验 氧化产酸 氧化产酸 氧化产酸 发酵产酸 发酵产酸 发酵产酸

荧光素 + + + N N N

脓青素 + － + N N N

精氨酸双水解 + + + N N N

41℃生长 － － － N N N

初步鉴定结果 假单胞菌 假单胞菌 假单胞菌 热死环丝菌 热死环丝菌 肠杆菌科

表 3    冷却肉主要腐败微生物的初步鉴定结果

Table 3     The identified results of the microorganisms on the chilled pork
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从不同微生物的变化来看，假单胞菌都是优势菌，

其数量几乎与细菌总数相当，而且变化规律基本一致，

因此可以进一步确定假单胞菌属是引起冷却肉腐败的主

要微生物，这与大部分研究的结果一致[5～8]。在实验中

还发现，热死环丝菌虽然在初始菌相中所占的比例不

大，但是，在后来的储藏过程中，也有很大程度的增

长(5℃和 7℃条件下，7d时能达到 106CFU/g)。而一般

认为热死环丝菌是真空包装冷却肉的优势腐败菌，但由

于热死环丝菌本来就是一种低温下能够良好生长的微生

物(其最适生长温度为 22～25℃)，而且作为一种兼性厌

氧微生物，当其它微生物的生长消耗了包装内的氧气，

造成局部低氧状态下，热死环丝菌能首先利用葡萄糖作

为生长基质，产生腐败代谢产物。肠杆菌科细菌在 0℃

和 2℃下增长不明显(0℃时甚至还呈下降趋势)，而在 5℃

和 7℃下数量增长很快，7d时能达到了 106CFU/g左右。

而乳酸菌在这 4 个储藏温度下，生长速率和最终达到的

菌数对数值都不及假单胞菌、热死环丝菌和肠杆菌，这

表明在有氧条件下，乳酸菌不是引起冷却肉腐败的主要

微生物，这与大多数的研究结果一致。

以上鉴定结果仅给出了各选择性培养基平板上典型

菌落的初步鉴定结果，其它菌株的鉴定结果未列出。从

初步鉴定结果来看，进一步说明了假单胞菌、热死环

丝菌和肠杆菌科细菌为引起托盘包装冷却猪肉腐败的优

势微生物。图 2为分离得到的 P-1(假单胞菌)，S-8(热死

环丝菌)和 V-1(肠杆菌科)菌株的显微照片。

3 结  论

3.1 对冷却肉的微生物初始菌相分析可知：和大多数

的报道一致，假单胞菌、热死环丝菌、肠杆菌科和乳

酸菌是构成有氧条件下冷却猪肉初始菌相的主要微生

物。假单胞菌为冷却猪肉初始菌相的优势微生物，其

数量对数值的平均值为 4.14，与细菌总数的平均值相

当(为 4.24)。以后依次为：热死环丝菌(2.70)、乳酸

菌(2.05)、肠杆菌科(2.03)、葡萄球菌和微球菌(1.09)、霉

图 2    冷却肉中主要腐败微生物的显微形态图(1600倍)
Fig.2     The photo of the microorganisms isolated from the chilled pork under microscope (× 1600)

(a). P-1；(b). S-8；(c). V-1。

(a) (b) (c)

菌和酵母(在冷却肉中很少检出，＜ 1 )。

3.2 在不同的储藏温度下，细菌总数以及各类细菌均

有不同程度的增长。总的来说，假单胞菌在所研究的

温度下均与细菌总数相当，增长速度最快。热死环丝

菌和肠杆菌也有不同程度的增长，在实验时间的末期也

达到了较高的对数值。

3.3 经过对不同选择性培养基平板上典型微生物的初步

鉴定，确定了假单胞菌、热死环丝菌和肠杆菌科的细

菌为引起冷却猪肉有氧条件下腐败的优势微生物。
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核磁共振及其成像技术研究面粉吸水率

及其形成过程

陈卫江 1，林向阳 1, 2，阮榕生 1,*，王 娜 1，朱榕璧 2，张锦胜 1

(1.南昌大学食品科学教育部重点实验室，江西 南昌      330047；

2.福州大学生物科学与工程学院，福建 福州      350002)

摘   要：利用核磁共振及其成像技术研究了面筋含量、含水量、添加物、搅拌与面团中水的状态之间的关

系。水分状态的测定使用自旋 - 晶格和自旋 - 自旋弛豫时间(T 1和 T 2)。在面团搅拌过程中，在初期 T 2* 和相

应的质子密度值随着搅拌时间的延长而快速减小，说明自由水加入到面粉中后迅速与面粉中的蛋白以及其他成

分发生了水合作用。T2*与搅拌时间的曲线体现了面团的这个搅拌过程，从中可以直观的得到面团的最佳搅拌

时间。搅拌时间受水分含量的影响，并且不同面筋含量的面粉搅拌稳定时间也不相同。面筋含量与搅拌时间

成才正比。高温有利于面团的形成，并且影响面团中水分的流动性。通过低、中、高三种不同面筋含量面

粉吸水率与 N M R 自旋—晶格弛豫时间关系的研究，实验结果发现 T 1以及 T 1 幅度随水分含量的增加而增加，

随面筋含量的增加而减少，并且得到了 T 1 与吸水量之间的关系曲线，不同面筋含量面粉的最佳吸水量：湿

面筋含量 25.4%面粉的吸水量为 55.0%；湿面筋含量 30.4%面粉的吸水量为 57.5%；湿面筋含量 35.8%面粉

的吸水量为 6 0 %。

关键词：核磁共振；磁共振成像技术；面团；吸水率；搅拌时间

Study on the Absorbability and Formation of  Flour with NMR and MRI Techniques

CHEN Wei-jiang1，LIN Xiang-yang1,2，RUAN Rong-sheng1,*，WANG Na1，ZHU Rong-bi2，ZHANG Jin-sheng1

(1.Key Laboratory of Food Science, Ministry of Education, Nanchang University, Nanchang      330047, China；

2.College of Bioscience and Engineering, Fuzhou University, Fuzhou      350002, China)

Abstract ：The relationship between gluten contents, stiring, hydration, and the state of water in flour dough were studied with

NMR and MRI techniques. The state of water was measured using spin-lattice and spin-spin relaxation times, or T1 and T2

respectively. In stiring period, T2* values (or the apparent T2 obtained with single 90 degree pulse sequence) and the corresponding

proton density decreased rapidly initially with increasing stiring time, indicating that the bulk water added to the flour was rapidly

incorporated into the flour, hydrating the proteins and other components in the flour. The curve between T2* and mixing time


