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摘  要: 目的  分析香辣蟹产品的特征性腐败菌, 用于指导筛选特定的香辛料配方, 以延长产品保质期。方法  

从自然腐败的市售香辣蟹产品中分离纯化出特征性腐败菌, 通过生理生化实验和 16S rRNA 序列比对法对腐

败细菌进行鉴定, 选取不同属的腐败菌进行常用香辛料提取物的抑菌效果评价。通过进一步测定香辣蟹在储

藏过程中菌落总数和挥发性盐基氮值, 评估不同香辛料提取物对香辣蟹的保鲜效果。结果  分离所得的 15 株

腐败菌中 10 株为革兰氏阳性细菌, 其余均为革兰氏阴性细菌, 3 株属于葡萄球菌属(Staphylococcus. sp), 6 株属

于白色杆菌属 (Leucobacter. sp), 3 株属于变形杆菌属 (Proteus. sp), 2 株属于普罗威登斯菌 (Providencia 

vermicola), 1 株属于节杆菌属(Arthrobacter. sp)。不同品种的香辛料对腐败菌生长的抑制作用差异较大, 公丁

香、八角、香砂、千里香、栀子、草寇对 5 种指示腐败菌均有体外抑菌作用, 研究采用的香辛料配方降低香

辣蟹储藏过程中菌落总数和挥发性盐基氮值的增加速度。结论  合适的香辛料能延长香辣蟹储藏时间, 可以

作为香辣蟹天然保鲜剂。 

关键词: 香辣蟹; 腐败菌; 分离鉴定; 香辛料; 抑菌作用 
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ABSTRACT: Objective  To isolate and purify specific spoilage bacteria in spicy crabs, and screen a formula of 

spices to prolong the shelf life of spicy crabs. Methods  Specific spoilage bacteria were isolated and purified from 

natural spoiled commercial spicy crabs, and identified by physiological and biochemical characteristics and 16S 

rRNA sequence analysis. The bacteriostatic effects of extracts of common spices were evaluated by selecting spoilage 
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bacteria from different genera. By further determining the total colony-forming units and volatile base nitrogen values 

during the storage of the spicy crab, the preservative effects of the spices were evaluated. Results  Totally 15 strains 

of spoilage bacteria were isolated, including 10 strains of gram-positive bacteria, and the others of gram-negative 

bacteria, which were 3 Staphylococcus sp. strains, 6 Leucobacter sp. strains, 3 Proteus sp. strains, 2 Providencia 

vermicola strains, and 1 Arthrobacter sp. strain. The inhibitory effects of different varieties of spices on the growth of 

spoilage bacteria were different, Eugenia caryophyllata Thunb, Illicium verum Hook, Amomi Semen, Murraya 

paniculata, Gardenia jasminoides Ellis, and Alpinia hainanensis K. Schum had antibacterial activities against the 5 

tested bacteria. The formula used in this study could reduce the total number of colonies and the volatile base 

nitrogen contents during the storage of spicy crab. Conclusion  Suitable spices can prolong the storage time of spicy 

crab and can be used as a natural preservative for spicy crab. 

KEY WORDS: spicy crab; spoilage bacteria; isolation and identification; spice extract; antibacterial activity 
 
 

1  引  言 

螃蟹营养丰富, 味道鲜美, 深受广大人民群众的喜爱, 

含有丰富的脂肪与蛋白质, 可用于制作各种美味菜肴。香

辣蟹是一道经典的传统名菜, 属川菜系, 因为口感香、辣、

鲜、脆, 深受消费者喜爱, 近年来即食香辣蟹产品在市场

走红, 发展成为一种休闲食品风靡各地, 特别是电商渠道

销售量日益增多, 市场潜力巨大。但如今生产即食香辣蟹

以手工作坊居多, 大规模工厂化生产较少, 大多通过电商

渠道冷藏运输和销售。由于螃蟹原料营养丰富, 香辣蟹产

品在常温条件下非常容易腐败, 很快涨罐、涨袋, 腐败变

质, 限制了产品的销售范围。为了保证产品安全, 近年来

人们纷纷致力于食品保鲜技术研究, 天然来源的保鲜剂因

安全、高效等优点得到了广泛的应用[1]。常见的化学防腐

剂如苯甲酸钠、山梨酸钾等、以及生物保鲜剂 nisin 在食品

工业有广泛的应用, 但是由于香辣蟹等水产品中特殊的腐

败菌菌相, 这些保鲜剂在香辣蟹产品中应用的效果并不尽

如人意[2], 因此香辣蟹即食产品的保鲜一直是生产领域的

一个难题。 

香辛料是天然保鲜剂之一, 具有安全、无毒、易降解

等优点[3], 除了赋予食品在感官上特殊的风味外, 它还具

有抑菌防腐、抗氧化等活性[4]。研究发现, 许多香料对食

物腐败细菌, 如枯草芽孢杆菌、荧光假单胞菌、金黄色葡

萄球菌、副溶血性弧菌等, 都具有显着的抑制活性。陈文

学等[5]以 16 种香辛料为原料, 测试其醇提物对细菌和霉菌

的抑制作用, 发现各种香辛料对细菌、霉菌都有一定的抑

制作用, 但抑制效果各不相同。Aydin[6]研究发现, 鼠尾草、

百里香、丁香、芫荽、甘草根、茴香及姜等香辛料能抑制

细菌生长, 其提取液可用于食品保藏。Beceril 等[7]发现新

型的含有肉桂或牛至活性包装能抑制大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌的生长。因此筛选特殊的能抑制香辣蟹特征性腐败菌

的香辛料用于生产, 是一种解决香辣蟹保鲜问题的方法。 

本文以市售香辣蟹即食产品为材料, 放置至自然腐

败后, 分离和鉴定其中的特征性腐败菌, 选取 5 种腐败菌

作为指示菌用于检测 30 种常用香辛料的热水浸提和乙醇

提取物的抑菌作用, 利用 8 种香辛料复配制作香辣蟹, 通

过测定腐败微生物菌落总数含量和挥发性盐基氮 (total 

volatile basic nitrogen, TVB-N)值评估香辛料对香辣蟹的保

鲜效果, 研究结果为靶向筛选适用于香辣蟹的高效天然保

鲜剂提供依据。 

2  材料和方法 

2.1  材料、试剂与仪器 

营养肉汤培养基(青岛高科园海博生物技术有限公司); 

革兰氏染色液试剂盒(青岛高科技工业园海博生物技术有

限公司); 细菌基因组 DNA 提取试剂盒(天根生化科技(北

京)有限公司)。 

30 种市售香辛料: 香叶、白芷、陈皮、荜拨、 香砂、

香茅草、良姜、母丁香、干姜、辛夷、南姜、山楂、孜然、

千里香、槟榔、白蔻、桂皮、草果、小茴香、香菜籽、甘

草、陈皮丝、公丁香、八角、刺砂仁、肉蔻、栀子、山奈、

红蔻、草寇; 市售香辣蟹产品。 

E200MW 型显微镜(日本 Nikon 公司); GIS-3500 成像

仪(上海天能科技有限公司); JY300C 型电泳仪(北京君意东

方电泳设备有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  腐败菌的分离 

购买市售香辣蟹产品若干, 置于 37 ℃培养箱中直至

涨罐或涨袋, 从包装中取出, 用事先灭菌的剪刀剪碎, 称取

25 g 于灭菌的匀浆杯中, 加入 225 mL 7.5 g/L 无菌生理盐水, 

匀浆后转移到无菌的 500 mL 锥形瓶中, 20 ℃、100 r/min 条

件下振摇 10 min 后静置 5 min。取上清液用无菌生理盐水

10 倍梯度稀释, 最终选 3 个合适的梯度液, 各取 1 mL 梯度

液倾注在营养肉汤培养基上培养 48 h。对特征性腐败菌进

行初步的菌落形态观察, 包括菌落的形状、大小、颜色、
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边缘、表面状态、隆起状况、透明度等。挑取单菌落反复

进行平板划线分离, 直到得到纯化的单菌落, 于 20%甘油

管20 ℃保存备用。 

2.2.2  细菌形态显微观察 

通过革兰氏染色后镜检, 观察各菌体的显微形态特

性及其在固体培养基上的菌落特征并记录结果。 

2.2.3  16S rRNA 基因的 PCR 扩增 

将分离纯化的细菌, 用细菌基因组 DNA 提取试剂盒

进行 DNA 提取。提取的 DNA, 取 9 μL 经过 10 g/L 琼脂糖

凝胶电泳检测, 放入20 ℃保存待用。采用细菌扩增通用

引 物 27f: 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’, 1492r: 

5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’进行 16S rRNA 基

因的 PCR 扩增。PCR 反应体系总体积 50 μL, 包括模板

DNA 1.0 μL, 正反向引物各 1.0 μL, Premix Tap 25 μL, 

ddH2O 22 μL。PCR 扩增条件: 98 ℃预变性 5 min 后持续变

性 30 s, 55 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 30 s, 共 30 个循环, 最后

72 ℃延伸 30 s。反应结束后 PCR 产物经过 10 g/L 琼脂糖

凝胶电泳检测。符合测序要求的扩增产物由南京擎科生物

科技有限公司进行测序。 

2.2.4  香辛料提取物的制备 

市售香辛料 30 种, 参考艾有伟等[8]方法分别用热水

和乙醇浸提法得到提取物。(1)热水浸提法: 香辛料样品 10 g

于具塞三角瓶中, 加入蒸馏水 50 mL 煮沸后保温 30 min, 

冷却后取上清液, 定容至 100 mL, 备用。(2)乙醇抽提法: 

香辛料样品10 g于具塞三角瓶中, 加入10%乙醇溶液50 mL, 

80 ℃水浴中 80 r/min 振荡 30 min, 冷却后取上清液, 定容

至 100 mL, 备用。 

2.2.5  体外抑菌试验 

将甘油管保存的腐败菌于室温下融化, 吸取 50 μL 

接种于 5 mL 液体营养肉汤培养基中, 于 37 ℃、150 r/min

摇床振荡培养 24 h 进行活化[9]。将活化好的腐败菌用冷

却的营养肉汤培养基稀释至 106 CFU/mL 以上, 倒平板。

待培养基冷凝后, 用直径为 7 mm 的打孔器于平板上均匀

打出三个孔, 吸取 10 μL 融化的培养基封底以防止培养基

与平皿底出现裂隙。分别吸取浸提好的香料提取物 100 μL

注入孔中, 37 ℃下培养 48 h 后测量抑菌圈大小, 计算平

均值。 

2.2.6  香辣蟹的制作 

市售鲜活螃蟹若干, 清水暂养洗净, 放入沸水中 5～

10 s 热烫致死, 备用。倒入适当大豆油于油炸锅中(螃蟹与

大豆油的比例为 1 kg:4 L, m:V)加热至 120 ℃, 油炸螃蟹 90 s, 

按照螃蟹原料重量百分比称取香辛料, 再按原料质量体积

比 0.6 kg:1 L(m:V)加水用于卤煮。油炸过的螃蟹在卤煮液

中煮制 25 min 后冷却装入无菌包装盒。制作好的香辣蟹放

置于 20 ℃培养箱, 每天取样测定菌落总数的量和挥发性

盐基氮(TVB-N)值。 

2.2.7  菌落总数测定 

根据国家标准 GB 4789. 2—2016[10]《食品安全国家标

准 食品微生物学检验 菌落总数测定》进行香辣蟹样品中

菌落总数的测定, 结果以 CFU/g 表示。 

2.2.8  腐败菌挥发性盐基氮测定 

根据国家标准 GB 5009. 228—2016[11]《食品安全国家

标准 食品中挥发性盐基氮的测定》中第三法微量扩散法

测定香辣蟹样品中挥发性盐基氮值, 结果以每 100 g 肌肉

中所含氮的毫克数(mg/100 g)表示。 

2.3  数据分析 

实验结果以重复性条件下获得的 3 次独立测定结果

的算术平均值表示, 结果以平均值±标准差表示, 实验数

据用 Excel 2018 软件处理。 

3  结果与分析 

3.1  腐败菌的分离 

从自然腐败的香辣蟹样品中分离得到 15 株细菌, 菌

株编号为 XLX 1~15。表 1 为 15 株细菌的菌落形态和菌体

形态基本特征结果, 其中 3 株为球菌, 其余均为杆菌; 革

兰氏染色结果表明 10 株为革兰氏阳性菌, 其余 5 株为革兰

氏阴性菌。 

 
 

表 1  分离得到的 15 株腐败菌的基本特征 
Table 1  Basic characteristics of 15 strains of spoilage bacteria  

菌种编号 菌落形态 细菌形态 革兰氏染色

XLX-1 圆形粗糙, 白色 杆状 + 

XLX-2 圆形, 光滑湿润, 乳白色 球状 + 

XLX-3 圆形扁平, 边缘整齐, 乳白色 杆状  

XLX-4 圆形凸起, 边缘整齐, 白色 球状 + 

XLX-5 圆形, 光滑, 不透明乳白色 杆状  

XLX-6
圆形, 边缘整齐, 扁平,  

乳白色 
杆状  

XLX-7 圆形, 边缘整齐, 扁平, 白色 杆状  

XLX-8 圆形粗糙, 白色 长杆状 + 

XLX-9 圆形粗糙, 白色 杆状 + 

XLX-10 圆形粗糙, 白色 长杆状 + 

XLX-11 圆形, 边缘整齐, 乳白色 杆状  

XLX-12 圆形, 表面光滑湿润, 微黄 球状 + 

XLX-13 圆形粗糙, 白色 杆状 + 

XLX-14 边缘整齐, 光滑湿润, 黄色 短杆状 + 

XLX-15 圆形粗糙, 白色 长杆状 + 

注: “+”表示革兰氏阳性菌, “”表示革兰氏阴性菌。 
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3.2  16S rRNA 序列比对 

测定菌株 16S rRNA 基因序列 , 登陆 NCBI 网站

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)进行序列同源性分析 , 根据

Genbank 数据库核苷酸序列比对结果, 同时结合细菌形态

特征, 进行菌株的鉴定, 结果如表 2 所示。确定 XLX-2、

XLX-4 和 XLX-12 属于葡萄球菌属(Staphylococcus. sp), 

XLX-1、XLX-8、XLX-9、XLX-10、XLX-13 和 XLX-15

属于白色杆菌属(Leucobacter. sp), XLX-3、XLX-6和 XLX-7

属于变形杆菌属(Proteus. sp), XLX-5 和 XLX-11 属于普罗

威登斯菌(Providencia vermicola), XLX-14 属于节杆菌属

(Arthrobacter. sp)。已有研究表明葡萄球菌(Staphylococcus. 

sp)和变形杆菌(Proteus. sp) 是常见的水产品腐败菌[1214]。

黄佳奇等[15]在冷藏小黄鱼优势腐败菌研究中明确表明普

罗威登斯菌(Providencia vermicola)为优势腐败菌; 赵文红

等[16]在冰鲜鸭优势腐败菌的鉴定研究中分离出节杆菌属

(Arthrobacter. sp); 黄现恩 [17]在研究中发现白色杆菌属

(Leucobacter. sp)。 

3.3  常用香辛料提取物对腐败菌的抑制实验 

本研究选择香辣蟹腐败菌中不同属的 5 种腐败菌作

为抑菌实验指示菌 , 其中 XLX-4(Staphylococcus. sp)、

XLX-10(Leucobacter. sp)、XLX-14(Arthrobacter. sp)为革兰

氏 阳 性 腐 败 菌 , XLX-5(Providencia vermicola) 、

XLX-6(Proteus. sp)为革兰氏阴性腐败菌, 分别用热水、低

浓度乙醇溶液 2 种提取方式模拟传统香辣蟹生产工艺中的

卤煮或料酒糟制的模式制备香辛料提取物, 考察其抑菌特

性。表 3、4 为香辛料提取物对 5 种腐败菌抑菌作用结果, 结

果显示不同香辛料提取物对不同细菌抑菌效果差异较大, 

所选用的 30 种香辛料中分别有 8 种热水浸提物、7 种乙醇

提取物对 5 种指示菌有不同程度的抑制作用, 且同一种香

料用不同方法所得的提取物的抑菌活性也有显著差异, 因

此针对食品中不同的微生物, 应选择合适的天然香辛料进

行抑菌才能达到预期效果[8]。8 种香辛料的热水浸提物中, 

公丁香抑菌活性最强, 对 5 种腐败菌里除了葡萄球菌属

(Staphylococcus sp. XLX4)外的其他 4 种均具有抑菌效果, 

其他香辛料只对 1~3 种腐败菌起到抑菌作用, 抑菌圈范围

为 9.5~18.9 mm。热水浸提公丁香、八角、香砂、千里香、

栀子、草寇以及乙醇浸提公丁香均对革兰氏阴性菌变形杆

菌 属 (Proteus sp. XLX6) 和普 罗威 登斯菌 (Providencia 

vermicola XLX5)具有抑制作用。乙醇浸提物的抑菌活性显著

低于热水浸提物, 葡萄球菌属(Staphylococcus sp. XLX4)对乙

醇浸提物最敏感, 公丁香对其抑菌圈可达(23.5±2.46) mm, 

其它 6 种乙醇提取物也对葡萄球菌属(Staphylococcus sp. 

XLX4)有不同程度的抑制作用。常见的天然生物防腐剂如

茶多酚、百里酚、乳酸链球菌素(nisin) 、ε-聚赖氨酸、曲

酸、壳聚糖等, 在食品工业中有广泛的研究和应用[17], 但

大部分防腐剂对革兰氏阴性腐败菌抑菌效果很差 , 如

nisin[18]。本研究中筛选到的天然香辛料提取物对革兰氏阳

性及阴性腐败菌均有一定的抑菌作用, 在水产食品保存方

面有很大的潜在应用价值。 
 

表 2  15 株腐败菌分子生物学鉴定结果 
Table 2  Molecular biological identification results of 15 strains of spoilage bacteria 

菌株编号 最具有亲缘关系的菌株 Accession No. 最大相似度/% 

XLX-1、XLX-8、XLX-9、XLX-10、XLX-13、XLX-15 Leucobacter tardus R1-6A HQ154561 99 

XLX-2、XLX-4、XLX-12 Staphylococcus sciuri ZLynn1000-43 KY316479 99 

XLX-3、XLX-6、XLX-7 Proteus penneri ALK515 KC456568 99 

XLX-5、XLX-11 Providencia vermicola ALK619 KC456588 99 

XLX-14 Arthrobacter nicotianae BS12 KR063192 99 

 
表 3  不同香辛料的热水提取物的抑菌效果(n=3) 

Table 3  Antibacterial effects of different spices extracts in hot water (n=3) 

菌株编号 
抑菌圈直径/mm 

公丁香 八角 母丁香 栀子 香砂 千里香 草寇 良姜 

XLX4   14.3±1.03 13.9±1.56     

XLX14 23.1±2.04 12.9±1.12 16.7±1.04     17.8±1.26 

XLX10 16.8±235 12.2±1.25   11.3±2.12  15.0±2.13  

XLX5 23.7±2.13 14.6±1.05   14.3±1.46 12.0±2.46   

XLX6 23.8±2.56 11.1±2.12  18.8±2.56   12.5±2.43  

注: 表中数据为抑菌圈直径(㎜), “”表示无抑菌效果。下表同。 
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表 4  不同香辛料的乙醇提取物的抑菌效果(n=3) 
Table 4  Antibacterial effects of different spices extracts in ethonal( n=3) 

抑菌圈直径/mm 

菌株编号 公丁香 红寇 八角 甘草 陈皮 辛夷 良姜 

XLX4 23.5±2.46 12.2±1.86 15.5±2.03 11.0±1.36 9.5±2.03 11.5±2.04  

XLX14 18.0±2.08-       

XLX10 18.7±2.16     11.1±1.86 13.8±2.24 

XLX5        

 

3.4  香辣蟹的保鲜 

根据上述体外抑菌实验结果, 结合香辛料熬煮液的

风味和感官评定, 选择卤煮液中香辛料的配方为: 公丁香

10 g, 八角 5 g, , 母丁香 1 g, 草寇 0.5 g, 香砂 2 g, 栀子 2 g, 

千里香 2 g, 良姜 20 g, 水 3 L;  对照为市售某品牌香辣蟹

调味料液, 进行香辣蟹的制作。通过测定产品中的菌落总

数初步判断腐败程度[19,20]。图 1 所示为对照组和实验组在

储藏期内的微生物菌落总数, 整个储藏过程中对照组和实

验组的菌落数量都呈上升趋势, 实验组菌落总数的增加速

度明显低于对照组, 香辛料对香辣蟹腐败微生物的生长具

有抑制作用。 
 

 
 

图 1  香辛料对香辣蟹菌落总数的影响(n=3) 

Fig.1  Effect of spices on the CFU of spicy crabs (n=3) 
 

挥发性盐基氮的含量一定程度上反映着微生物的生

长情况及酶的作用, 蛋白质在酶和微生物的作用下分解产

生了氨及含氮碱性物质, 其含量越高, 表明氨基酸被破坏得

越多, 特别是蛋氨酸和酪氨酸, 营养价值大受影响, 是判断

食品品质的指标, 可以用来鉴定食品的新鲜度[21]。从图 2 可

见, 实验组和对照组 TVB-N 值变化差异明显。储藏过程中对

照组 TVB-N 含量迅速增加, 储藏 4 d 后达 32.58 mg/100 g, 

而实验组 TBA 值变化幅度不大, 仅从初始 8.29 mg/100 g 的

升至 19.28 mg/100g, 5 d 开始超过 20 mg/100 g。本研究选用

的香辛料配方明显降低了香辣蟹 TVB-N 值的产生速度, 延

长货架期, 保持食品新鲜度。 

 
 

图 2  香辛料对香辣蟹 TVB-N 值的影响(n=3) 

Fig.2  Effect of spices on TVB-N value of spicy crabs (n=3) 

 

4  结  论 

本文将市售香辣蟹放置腐败后从中分离得到 15 种细

菌, 通过菌株形态观察、革兰氏染色、镜检发现 3 株为球

菌, 其余均为杆菌, 10 株为革兰氏阳性细菌, 其余为革兰

氏阴性细菌。16S rRNA 分子鉴定得到, 3 株属于葡萄球菌

属(Staphylococcus. sp), 5 株属于白色杆菌属(Leucobacter. 

sp), 3 株属于变形杆菌属(Proteus. sp), 2 株属于普罗威登斯

菌(Providencia vermicola), 1 株属于节杆菌属(Arthrobacter. 

sp)。采用 2 种不同方法浸提的 30 种香辛料对 5 种不同属

指示菌生长的抑制作用差异较大, 其公丁香和八角抑菌效

果最强。根据体外抑菌实验结果, 结合香辛料熬煮液的风

味和感官评定, 确定了卤煮液中香辛料的配方, 在此基础

上通过进一步测定菌落总数和挥发性盐基氮(TVB-N)含量, 

表明香辛料不仅对香辣蟹具有增强风味作用, 更重要的是

具有抑菌效果, 安全有效的延长食品的保质期。 
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