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摘  要: 【目的】分析普通包装和气调包装(65% O2 和 35% CO2)生鲜冷却牛肉在贮藏(4 °C)

过程中的微生物多样性。【方法】通过 16S rDNA V3 区 PCR-DGGE (变性梯度凝胶电泳)

方法和 16S rDNA 克隆分析法研究生鲜冷却牛肉中微生物菌落结构及菌相变化规律。【结

果】初始菌相主要有嗜冷杆菌属(Psychrobacter)和假单胞菌属(Pseudomonas)。贮藏过程

中, 普通包装和气调包装生鲜冷却牛肉中优势菌均为 Brochothrix 和 Pseudomonas。气调

包装冷却牛肉中细菌种类较少, 两种包装生鲜牛肉在贮藏前期菌相变化明显。【结论】不

同包装冷却牛肉中微生物菌落结构有较大差异, 气调包装中 CO2 对 Pseudomonas 等细菌

起到了一定的抑制作用。 
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Abstract: [Objective] Analysis microbial diversity of chilled beef with MAP (modified at-
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mosphere packaging, 65% O2 and 35% CO2) and conventional packaging during storage 
(4 °C). [Methods] PCR-DGGE (polymerase chain reaction-denaturing gradient gel electro-
phoresis) of V3 area fragment of 16S rDNA and cloning analysis method of 16S rDNA were 
used to analysis the microbial diversity and dynamic changes of predominant bacteria in 
chilled beef with MAP and conventional packaging. [Results] Psychrobacter and Pseudomo-
nas were the initial dominant bacteria. During storage, Pseudomonas and Brochothrix turned 
into the dominant bacteria in chilled beef with conventional and MAP packaging. The species 
of bacteria in beef with conventional packing were more abundant, and bacteria changed sig-
nificantly at earlier storage. [Conclusion] The results showed a big difference in microbial 
community structure between two kinds of packing beef, and indicated that CO2 played a cer-
tain inhibitory action in beef with MAP. 

Keywords: Chilled beef, PCR-DGGE, MAP, Microbial diversity 

生鲜冷却牛肉可为人体提供丰富的营养物

质, 是深受人们喜爱的肉制品之一, 但其高营养

高水分的特点使之成为极易腐败的食品[1]。为了

提高肉制品卫生品质, 冷却肉在流通过程中始终

保持在 0–4 °C 范围内。气调包装(MAP)可较好地

保持肉制品的口感、色泽、形状及营养, 同时可

达到较长的保鲜期, 牛肉等红肉制品气调保鲜包

装的保护气体由 O2 和 CO2 组成, O2 的浓度超过

60%才能保持肉的红色色泽, CO2 的浓度不低于

25%才能有效地抑制细菌的繁殖[2]。 

在冷却肉的贮藏过程中, 微生物的生长繁殖

是导致腐败变质的主要原因。在低温冷藏条件下, 

大多数微生物生长受抑制, 但有些嗜冷菌仍可以

生长繁殖, 对冷却肉的品质和安全造成威胁[3−4]。

因此研究生鲜冷却牛肉中菌群构成与演替规律

具有重要意义。目前国外已有一些生鲜牛肉中腐

败微生物的分析报道[4], 国内也有一些研究[6−7], 

但多集中于菌落结构研究, 对贮藏过程中菌相变

化规律及气调包装的影响作用报道较少。 

微生物菌落结构研究多采用传统的纯培养方

法, 这种方法存在操作繁琐、工作量大的局限性。

PCR-DGGE 方法不仅检测速度快, 而且能检测难

以培养或不能培养的微生物[8], 此方法已广泛应

用于微生物菌落多样性和种群差异研究[9−10]。 

本研究的主要目的是利用 PCR-DGGE 方法

分析生鲜冷却牛肉的初始菌相、普通包装和气调

包装(65% O2 和 35% CO2)的生鲜冷却牛肉在低温

贮藏(4 °C)过程中的微生物菌落结构和菌相变化

规律, 了解生鲜冷却牛肉中微生物多样性及气调

包装方式对微生物的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂和仪器: 用于 PCR 扩增的全套

试剂及扩增引物均购于上海生工生物工程技术

服务有限公司; Biospin 细菌基因组 DNA 试剂盒

和回收盒均购于 Biospin; pGEM-T Easy 载体; 

DH5α 感受态细胞等链接转化所用全套试剂均购

自 Promege 公司; Eppendorf AG 22331 Hamburg 

PCR 仪; SETA-Z-020 调温调湿箱(−40 °C−100 °C, 

±0.3 °C)上海爱斯佩克环境设备有限公司。 

1.1.2  样品: 整牛去骨后腿肉于 2012 年 2 月购于

上海某清真牛羊肉公司, 为当天屠宰, 冰藏, 1 h 内

运至实验室, 无菌分割成约100 g肉块, 用PET材料

进行普通包装和气调包装。样品于调温调湿箱(4 °C)

保藏, 分别于 0、5、10 和 15 d 提取总细菌 DNA。 
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1.2  方法 
1.2.1  DNA 提取: 取样品于 100 mL 灭菌生理盐

水中拍击 90 s, 将液体 2 000 r/min 离心 3 min, 取

上清液于 5 000×g 离心 10 min, 沉淀依次用 25 mL
和 1 mL 无菌水洗涤后 5 000×g 离心 5 min, 弃上

清, 用 Biospin 细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取

细菌总 DNA。所提取的 DNA 溶于 100 µL TE 缓

冲液, −20 °C 条件下保存备用。 

1.2.2  V3 可变区的 PCR 扩增: 用于 DGGE 分析

的 PCR 扩增区域是 16S rDNA 的 V3 可变区。以

总 DNA 为模板, 选择 V3 可变区引物 V3-2 和

V3-3 为引物进行扩增。PCR 反应体系为 Mix 体

系: Premix Ex Taq 10 µL, ddH2O 8 µL, V3-2 

(10 μmol/L) 0.5 µL, V3-3 (10 μmol/L) 0.5 µL; 降

落 PCR 反应条件为: 94 °C 5 min; 94 °C 45 s, 

65 °C 45 s, 72 °C 45 s, 共 18 个循环, 每个循环退

火温度递减 0.8 °C; 94 °C 45 s, 55 °C 45 s, 72 °C 
45 s, 共 12 个循环; 72 °C 10 min。以 1%琼脂糖凝

胶电泳检测 PCR 扩增产物。 

1.2.3  DGGE 分析: V3 区扩增产物进行 DGGE

分析, 选择变性梯度范围为 30%−60%, 进样量

10 µL, 电泳温度为 60 °C。利用 Dcode DGGE 系

统(Bio Rad) 60 V 电泳 16 h 后, 用 SYB green I 染

色 20 min, 冲去染液, Gel DocTM XR+成像系统成

像并分析。根据电泳图谱中每个条带的亮度, 用

香浓-威纳多样性指数(Shannon-Wiener index, H), 

丰富度(S)和均匀度指数(EH)等指标分析各样品多

样性[11]。 

i i
i 1

ln
S

H P P
=

= −∑  

H / lnE H S=  
式中: H 为香浓-威纳多样性指数, S 为 DGGE

胶中条带数量, Pi 为 i 条带所占百分比, EH 为均 

匀度指数。 

利用 NTSYS-pc 2.10e 软件中 Interval data 产

生是相似性系数分析各泳道相似性, 并用 SHAN

和 UPGMA 方法进行聚类分析。 
1.2.4  16S rDNA 克隆分析: 染色并成像后对

DGGE 电泳胶上的优势条带(图 1 中条带 1、4、7、

9 和 10)和变化明显的条带(图 1 中条带 2、3、5、

6、8 和 11)进行割胶, 以回收的 DNA 为模板, 不

含 GC 夹子的 V3-1 和 V3-2 为引物进行 PCR 扩增

(同 V3 可变区扩增)。扩增产物割胶纯化后连接至

pGEM-T Easy 载体, CaCl2 方法导入大肠杆菌

DH5α, 在含有 Amp、X-gal 和 IPTG 的 LA 平板

上检出含有重组子的白色菌落, 挑取单菌落于

LB 培养基中 37 °C 过夜, 对克隆菌液电泳检查插

入片段大小正确后送往上海生工生物工程有限

公司测序。所得序列在 GenBank 数据库中进行

BLAST 对比分析 , 采用 MEGA 3.1 软件 , 以

Bootstrap-NJ 法构建系统进化树, 并将测序结果

提交 NCBI 获得 GenBank 数据库登录号。 

2  结果与分析 

7 个样品(a 为初始样品, b、c、d 和 e、f、g

分别为普通包装和气调包装贮藏 5、10 和 15 d 的

样品)的 DGGE 电泳结果如图 1 所示。由图 1 可 

 
图 1  牛肉样品 DGGE 电泳图 
Fig. 1  DGGE profile of beef samples 
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知, 每个样品经变性梯度凝胶电泳后都分离出数

目不等的电泳条带, 且各条带的强度和迁移率各

不相同, 直观地反映了生鲜冷却牛肉贮藏过程中

微生物的多样性。每个样品中强度高的条带在泳

道中的迁移率不同, 说明各样品中优势菌群有所

不同。 

初始样品电泳条带为 9 条, 普通包装平均电

泳条带为 22 条, 气调包装平均电泳条带为 6 条。

DGGE 图谱上一个条带大致与一种细菌相对应, 

因此 DGGE 电泳条带数越多, 说明生物多样性越

丰富。与初始相比, 普通包装中细菌种类增加了

约 1.4 倍, 气调包装中细菌种类减少了约 0.33 倍, 

气调包装比普通包装中细菌种类少很多。多样性

指数是研究群落物种数和个体数及其分布均匀

度的综合指标。由表 1 可知, 各样品细菌种群的

均匀度较为接近, 在 0.71−0.81。多样性指数有所

不同, 整体看来, 普通包装样品的多样性指数高

于气调包装样品, 最低的样品 f 为 0.83, 最高的样

品 b 为 2.52。 

DGGE 图谱的聚类分析及相似系数见图 2 和

表 2。由图 2 可知, 所有样品相似性在 65%−88%, 

说明各样品种群结构有所差异。图 2 表明, 包装

方式相同的样品被聚为一类, 如气调包装样品 e、

f、g 被聚类为一类, 显示出他们具有较为相似的

种群结构, 它们的平均相似系数为 0.83, 属于极 

相似水平; 普通包装样品 b、c、d 平均相似系数

为 0.73, 属于中等相似水平, 说明包装方式是影

响生鲜冷却牛肉中细菌种群多样性的重要因素, 

两种包装生鲜牛肉在贮藏过程中微生物种类变

化都较小, 贮藏时间对微生物种类影响较小。样

品 a 和 b、c、d 的平均相似系数为 0.38, 属于中 
 

表 1  样品细菌种群多样性指数、均匀度及丰富 
Table 1  Shannon-Wiener index (H),  

evenness (EH) and richness (S) 
样品 

Sample
多样性指数 

H 
均匀度 

EH 
丰富度 

S 
a 1.60 0.73 9 

b 2.52 0.80 23 

c 2.47 0.81 21 

d 2.39 0.79 21 

e 1.71 0.71 11 

f 0.83 0.76 3 

g 0.85 0.77 3 

 

 

图 2  DGGE 图谱的聚类分析 
Fig. 2  Cluster analysis of DGGE fingerprinting profile 

 
表 2  DGGE 图谱的相似系数 

Table 2  Similarity coefficients of DGGE fingerprinting profile 
样品 

Sample 
 
a 

 
b 

 
c 

 
d 

 
e 

 
f 

 
g 

a 1.00       

b 0.31 1.00      

c 0.38 0.69 1.00     

d 0.44 0.75 0.88 1.00    

e 0.69 0.38 0.44 0.50 1.00   

f 0.63 0.31 0.38 0.38 0.75 1.00  

g 0.63 0.31 0.38 0.38 0.75 1.00 1.00 
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等不相似水平, 说明与初始相比, 普通包装样品

中微生物种类发生了较大变化, 且微生物种类变

化主要发生在贮藏前期。样品 a 和 e、f、g 的平

均相似系数为 0.65, 属于中等相似水平, 说明气

调包装对微生物起到了一定的抑制作用。 

克隆测序后经 NCBI 数据库网上 BLAST 获

得他们的系统发育信息(见表 3), 并将测序结果

提 交 NCBI 获 得 GenBank 数 据 库 中 登 录 号

JX310664−JX310675。 

初始菌主要包括 Psychrobacter (1 和 12, 

27.6%和 23.3%)和 Pseudomonas (7, 8.8%); 普通

包 装 牛 肉 样 品 中 优 势 菌 为 Pseudomonas (7, 

13.3%−14.5%)和 Brochothrix (9, 15.2%−21.3%); 

气调包装牛肉样品中优势菌为 Pseudomonas (4, 

24.7%−49.7%)和 Brochothrix (10, 24%−40.2%), 
贮藏过程中, 优势菌所占比例均呈明显的上升趋

势。与普通包装冷却牛肉相比, 气调包装生鲜冷

却牛肉中优势菌所占比例大。 

两种包装牛肉在贮藏 0−5 d 内优势菌种类变

化明显, 在 5−15 d 变化不明显。在 0−5 d 内, 普

通包装中初始菌 Psychrobacter (1 和 12)减弱, 

Pseudomonas (7)增强并成为优势菌, 同时出现了

较多的细菌 Pseudomonas (2、3、4、6 和 8)和

Brochothrix (5 和 9); 气调包装中 Psychrobacter 

(12)减弱, Psychrobacter (1)和 Pseudomonas (7)消

失, 同时出现 Pseudomonas (4)和 Brochothrix (9

和 10)。在 5−15 d 贮藏时间内, 普通包装中优势

菌种类变化不明显, 气调包装中 Arthrobacter (11)

和 Psychrobacter (12)逐渐消失。 

Li M. Y.等[12]利用 PCR-DGGE 方法分析猪肉

贮藏过程中微生物种群结构的变化, 得出 9 种腐

败菌: 节细菌属(Arthrobacter sp.)、肠球菌属

(Enterococcus sp.)、假单胞菌属(Pseudomonas 

sp.)、乳酸菌属(Lactobacillus sp.)等。本实验中利

用 PCR-DGGE 方法得出生鲜冷却牛肉贮藏中腐

败菌有嗜冷菌属(Psychrobacter)、假单胞菌属

(Pseudomonas)、索丝菌属(Brochothrix)、节杆菌

属(Arthrobacter), 初始菌主要是 Psychrobacter 和

Pseudomonas, 与李正堂等[7]采用 PCR-DGGE 和

克隆文库技术分析冷却牛肉微生物群落结构的 
 

表 3  DGGE 割胶条带序列比对结果 
Table 3  Identification of the bands excised from DGGE gels 

Number 
of bands Closest relative Similarity (%) Accession No. of 

closest relative Accession No. 

1 Psychrobacter maritimus 100 JQ409519.1 JX310664 

2 Pseudomonas putida 100 JNT11451.1 JX310665 

3 Pseudomonas sp. 100 JQ316350 JX310666 

4 Pseudomonas fragi 100 AB685610.1 JX310667 

5 Brochothrix sp. 100 JQ595474.1 JX310668 

6 Pseudomonas sp. 100 JQ862012.1 JX310669 

7 Pseudomonas sp. 100 JQ313051.1 JX310670 

8 Pseudomonas citronellolis 97 AF492398.1 JX310671 

9 Brochothrix thermosphacta 100 JF756251.1 JX310672 

10 Brochothrix campestris 100 AB680897.1 JX310673 

11 Arthrobacter sp. 100 JQ691547.1 JX310674 

12 Psychrobacter faecalis 100 JF710999.1 JX310675 
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结果相比, 本实验所检出初始腐败菌种类明显偏

少, 可能是由于牛肉来源不同所致。本实验样品

为刚下生产线牛肉, 且运输和实验过程污染较

少, 因此所检出细菌主要为原料中原有细菌。 

普通包装生鲜牛肉贮藏过程中微生物种类较

多, 大多属于 Pseudomonas, 这类菌广泛存在于

土壤、水和动植物体表中, 容易导致肉类变粘, 

代谢产生过氧化物或硫化氢使肉类变色。在无氧

或低氧条件下, 假单胞菌生长会受到较大抑制。

CO2 具有抑菌作用, 它可以通过改变细胞内酶

机构或影响细胞膜功能等方式抑制细菌生长代

谢[13]。在富含 CO2 的条件下, 假单胞菌的生长也

会受到强烈抑制[3], 本实验中普通包装牛肉远比

气调包装牛肉菌相构成丰富, 体现了气调包装中

CO2 对假单胞菌属等微生物的抑制作用。气调包

装生鲜冷却牛肉中索丝菌属(Brochothrix)成为优

势菌。索丝菌广泛存在于环境中, 是肉类食品中

重要的腐败菌, 通常被认为是冷藏温度下引起真

空包装肉及肉制品腐败的主要微生物[14]。贮藏过

程中, 节杆菌属(Arthrobacter)所对应的条带一直 

不是很亮, 呈逐渐消失状, 不作为优势菌, 这与

李苗云等[15]所报道的猪肉中的优势菌结果一致, 

目前关于该微生物的报道较少。节杆菌属广泛

分布于环境, 主要存在于土壤中, 专性好氧, 利

用葡萄糖或其他糖产生少量酸或不产酸。两种

包装生鲜牛肉在贮藏前期微生物变化非常明显, 

因此在生鲜牛肉安全控制中应在前期采取控制

措施。 

根据测序结果构建系统进化树(图 3)。优势菌

有两大类群。假单胞菌属细菌 2、3、4 和 8 亲缘

关系接近, 与 6、7 和 12 亲缘关系较远, 属于不

同类群。索丝菌属细菌 5 和 9 同源性较高(98%), 

但在 DGGE 图谱上所对应的条带迁移率有所差

别, 说明它们的结构存在一定差异。 

3  结论 

(1) 生鲜牛肉初始菌相主要是 Psychrobacter

和 Pseudomonas, 普通包装和气调包装生鲜冷却

牛 肉 贮 藏 过 程 中 优 势 菌 均 为 Brochothrix 和

Pseudomonas。 
 

 

  
图 3  优势菌进化树 

Fig. 3  The cladogram of bacteria predominant 
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(2) 气调包装生鲜牛肉中细菌种类较少, 其

中 CO2 对假单胞菌属等细菌起到了一定的抑制

作用。 

(3) 两种包装生鲜牛肉在贮藏前期微生物种

类变化较大, 因此在生鲜牛肉安全控制中应在前

期采取措施。 
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