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保鲜剂对恩施黑猪冷鲜肉真菌多样性的影响研究 

杨  江 1, 张  莹 1,2,3, 廖  鄂 1,2,3, 彭利娟 1,2,3, 路洪艳 1,2,3, 王海滨 1,2,3* 

(1. 武汉轻工大学食品科学与工程学院, 武汉  430023; 2. 农产品加工与转化湖北省重点实验室,  

武汉  430023; 3. 武汉轻工大学肉类加工与安全研究所, 武汉  430023) 

摘  要: 目的  探究保鲜剂对恩施黑猪冷鲜肉真菌多样性的影响。方法  采用高通量测序技术对腐败恩施黑

猪冷鲜肉进行真菌多样性分析 , 并使用欧氏距离评价其组间距离。结果   样品的优势真菌门主要为

Ascomycota(子囊菌门), 相对丰度达 99.00%。主要真菌属为 Candida(假丝酵母属)和 Yarrowia(耶氏酵母属), 相

对含量分别为 95.39%和 0.20%。其中 Candida 为主要的优势真菌属, 其仅在丁香油和鱼精蛋白两个处理组的

相对含量低于 85%, 其余处理组中均高于 95%。β多样性分析发现, 丁香油和鱼精蛋白处理组的菌群结构相似, 

和其他 9 组菌群结构具有显著差异(P<0.05)。结论  丁香油与鱼精蛋白对恩施黑猪冷鲜肉中的优势真菌属具

有一定的抑制作用。 
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Effects of preservatives on fungal diversity of Enshi black pig chilled meat 

YANG Jiang1, ZHANG Ying1,2,3, LIAO E1,2,3, PENG Li-Juan1,2,3,  
LU Hong-Yan1,2,3, WANG Hai-Bin1,2,3* 

(1. College of Food Science and Engineering, Wuhan Polytechnic University, Wuhan 430023, China;  
2. Hubei Key Laboratory for Processing and Transformation of Agricultural Products, Wuhan 430023,  

China; 3. Institute of Meat Processing and Safety, Wuhan Polytechnic University, Wuhan 430023, China) 

ABSTRACT: Objective  To explore the effects of preservatives on fungal diversity of Enshi black pig chilled meat. 

Methods  High-throughput sequencing technology was used to analyze the fungal diversity of spoiled Enshi black 

pork chilled meat, and Euclidean distance was used to evaluate the distance between groups. Results  The dominant 

fungal phylum in the all groups were mainly Ascomycota, with a relative abundance of 99.00%. The main fungal 

genera were Candida and Yarrowia, with abundant of 95.39% and 0.20%, respectively. Candida was the main 

dominant fungal genus, and its relative content was less than 85% in the clove essential oil and protamine treatment 

group, and was higher than 95% in the other treatment groups. The β diversity analysis showed that the bacterial 

community structure of clove essential oil and protamine treatment groups was similar, which was significantly 

different from the other 9 groups (P<0.05). Conclusion  Clove essential oil and protamine have a certain inhibitory 

effect on the dominant fungi in Enshi black pork chilled meat. 
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0  引  言 

猪肉作为我国最受欢迎的肉类产品之一, 在市场上

占有极其重要的地位, 其中恩施黑猪肉因具有独特的风味

和丰富的营养物质而倍受消费者青睐, 但也正因为丰富的

营养物质而导致其易受到微生物、阳光和害虫等侵扰, 从

而导致品质下降, 甚至产生腐败, 这极大地造成了原料浪

费[1‒2]。近年来, 有研究发现微生物是导致肉类品质下降和

腐败的主要因素, 为达到肉类保鲜的目的, 了解微生物在

肉类中的多样性和丰度及选择合适的保鲜技术抑制其主要

生理活动尤为重要[3‒4]。真菌作为微生物的一部分, 在猪肉

呼吸道、内脏和皮毛中均存在, 并极易在生猪屠宰、运输

和销售过程中发生侵扰, 且来源十分广泛, 同时有研究称

真菌亦能导致猪肉品质下降和腐败[5]。目前抑制真菌常用

的技术主要有低温保藏技术、气调包装技术和保鲜剂保藏

技术等, 保鲜剂保藏技术因具有效率高、成本低、原料广

泛和安全等优点而被广泛关注[6]。其中, 保鲜剂又分为化

学保鲜剂和生物保鲜剂, 化学保鲜剂主要以有机酸及其盐

类为主; 生物保鲜剂则主要分为植物源保鲜剂、动物源保

鲜剂和微生物源保鲜剂[7‒9]。 

高通量测序技术又称下一代测序技术, 是目前常用的

测序技术之一, 具有通量高、成本低和效率高等特点。近年

来, 高通量测序技术在肉类产品中的应用较为广泛[10]。王新

惠等[11]通过研究冷鲜肉在贮藏期间的菌群结构变化发现, 

贮藏期间(1~10 d)的主要菌属为假单胞菌属、不动杆菌属和

泛菌属, 其中假单胞菌属在贮藏第 7 d 达到最大占比, 不

动杆菌属在第 4 d 和 5 d 的相对含量较高, 泛菌属的相对含

量则在贮藏第 2 d 较高。车丽娜等[12]通过比较不同贮藏期

卤牛肉的真菌群落结构发现, 不同贮藏期卤牛肉的真菌群

落结构间均有显著变化, 贮藏前期的群落结构以被包霉科

和散尾鬼笔属为主, 贮藏中期以伊萨酵母属为主, 贮藏后

期又以枝孢菌属和散尾鬼笔属为主。刘婷婷等[13]通过研究

发现 0~10℃的贮藏条件下, 随着贮藏温度升高, 猪肉的

菌群结构未发生明显改变, 但其丰度产生了差异。WANG

等[14]通过研究用百里香精油壳聚糖纳米乳和百里香酚壳

聚糖纳米乳处理的猪肉菌群结构发现, 两种纳米乳对假单

胞菌属具有一定的抑制作用。目前, 关于冷鲜肉细菌多样

性的研究较多, 但是关于恩施黑猪冷鲜肉真菌多样性及保

鲜剂应用的研究则相对较少, 故解析恩施黑猪冷鲜肉中真

菌的多样性是极为重要的。 

本研究以 11 种保鲜剂处理并腐败的恩施黑猪冷鲜肉

为研究对象, 以浸泡水溶液的黑猪冷鲜肉为对照组, 通过

高通量测序技术解析其真菌菌群结构, 同时探究不同生物

保鲜剂对真菌群落结构的影响, 以期为后续黑猪冷鲜肉的

抑菌和贮藏技术研究提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

恩施黑猪里脊肉(湖北省襄阳市襄城区超市); QIAGEN 

DNeasy maricon Food Kit基因组提取试剂盒(德国QIAGEN

公司); 5×Trans StartTM、FastPfu Buffer、FastPfu Fly DNA 

Polymerase、脱氧核糖核苷三磷酸 Mix(北京全式金生物技

术有限公司); 姜汁、八角茴香油(安徽德威富香精工业有限

公司); 丁香油(杭州天艺香精有限公司); 肉桂油(佛山市澳

依隆香精香料有限公司); 壳聚糖(青岛弘海生物技术有限

公司); 蜂胶(湖北随州鸿发蜂产品有限公司); 溶菌酶(广州

新如荣生物科技有限公司); 鱼精蛋白(山东友言生物科技

有限公司 ); 纳他霉素 (佳禾食品工业股份有限公司 ); 

Nisin(洛阳奇泓生物科技有限公司); ε-聚赖氨酸(山东齐鲁

生物科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Vetiri 梯度基因扩增仪(美国 AB 公司); 5810R 台式高

速冷冻离心机(德国 Eppendorf 公司); 2100 芯片生物分析仪

(美国 Agilent 公司); ND-2000C 微量紫外分光光度计(美国

Nano Drop 公司); UVPCDS8000 凝胶成像分析系统(美国

BIO-RAD 公司 ); DYY-12 电泳仪 (北京六一仪器厂 ); 

HR40-IIB2 生物安全柜 (海尔集团电子商务有限公司 ); 

MiSeq高通量测序平台(美国 Illumina公司); R920机架式服

务器(美国 Dell 公司); AL204 型万分之一电子分析天平(上

海梅特勒-托利多仪器有限公司); PGJ-10-AS 纯水仪(武汉

品冠仪器设备有限公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  样品处理 

保鲜剂配制: 壳聚糖(配制浓度为 0.5%, 下同)、蜂胶

(1.5%)、溶菌酶 (0.25%)、鱼精蛋白 (0.3%)、纳他霉素

(0.025%)、Nisin (0.03%)和 ε-聚赖氨酸(0.04%)等保鲜剂直

接使用纯水进行溶解。姜汁(10.0%)、丁香油(0.1%)、肉桂

油(0.2%)和八角茴香油(7.0%)等保鲜剂则先加入吐温 80 助

溶, 而后再加纯水溶解。 

恩施黑猪冷鲜肉样品经去除筋、膜和结缔等组织后进

行分割, 分割大小为 8 cm×5 cm×2 cm 的块状, 分割完成后

分别置于保鲜剂溶液中浸泡 15 s (CK 为对照组, 浸泡纯水

溶液), 然后置于无菌采样袋中于 0~4℃条件下贮藏[15]。经

前期研究发现, 冷鲜肉在第 7 d 达到腐败条件(根据 GB/T 

9959.2—2008《分割鲜、冻猪瘦肉》确定腐败条件为菌落

总数≥106 CFU/g 且挥发性盐基氮≥20 mg/100 g), 故从贮

藏第 7 d 开始对其进行菌落总数和挥发性盐基氮的测定。经

测定发现, 贮藏第 15 d 的样品菌落总数和挥发性盐基氮含

量均已超过标准, 故将贮藏 15 d 的样品用于高通量测序。 

1.3.2  基因提取及真菌 ITS 区聚合酶链反应扩增 

根据基因组提取试剂盒的方法提取腐败肉样的基因, 
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并用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 提取效果, 检测合格的

基因置于‒20℃中保存备用。 

参考王玉荣等 [16]的方法进行 ITS 区聚合酶链反应

(polymerase chain reaction, PCR)扩增, 正向引物为加入 7

个 核 苷 酸 通 用 标 签 的 SSU0817F (5'-TTAGCATGG 

AATAATRRAATAGGA-3'), 反 向 引 物 为 SSU1196R 

(5'-TCTGGACCTGGTGAGTTTCC-3')。PCR 的扩增程序: 

95℃预变性 3 min; 95℃变性 30 s, 55℃退火 30 s, 72℃延伸

45 s, 30 次循环; 72℃再延伸 10 min。扩增产物用 2%琼脂

糖凝胶电泳进行检测。 

1.3.3  高通量测序及生物信息学分析 

使用 Illumina MiSeq PE250 检测合格的样品送至上海

美吉生物医药科技有限公司, 进行高通量测序, 并对返回

数据进行生物信息学分析。参照 HOU 等[17]和 LIMA 等[18]

的方法使用 QIIME (v1.7.0)对序列进行拼接和质控; 去除

嵌合体后, 分别依据 97%和 100%相似度进行划分同时建

立操作分类单元(operational taxonomic units, OTU)[19]; 使

用RDP (the Ribosomal Database)数据库对OTU进行分类信

息分析[20]; 基于 OTU 和物种注释对菌群多样性进行分析。 

1.4  数据分析 

使用 Origin 8.5 绘制稀释曲线图和香农指数曲线图; 

使用 R (v4.1.3)软件绘制气泡图和菌属相关性图 ; 使用

SPSS 19 进行相关性分析。 

2  结果与分析 

2.1  恩施黑猪冷鲜肉的真菌多样性分析 

本研究以使用保鲜剂处理的恩施黑猪冷鲜肉为研究

对象, 对其真菌多样性进行解析。其中, 测序和分类水平

情况如表 1 所示。 

由表 1 可知, 12 个冷鲜肉样品共产生 985577 条序列, 

平均每个样品 82131 条。根据 100%和 97%相对度归类和

嵌合体去除后共得到 108 个 OTU。经数据库比对共得到 2

个门、3 个纲、3 个目、9 个科和 10 个属, 无法鉴定到属

水平的有 4.41%。进一步对样品的测序量进行评价, 其结

果见图 1。 

 
表 1  恩施黑猪冷鲜肉样品测序结果及各分类水平情况 

Table 1  Sequencing results and classification levels of Enshi black pig chilled meat 

样品编号 序列数 OTU 数/个 门/个 纲/个 目/个 科/个 属/个 

纳他霉素 80329 80323 2 3 3 8 9 

丁香油 78153 78144 1 1 1 4 3 

肉桂油 83272 83272 1 1 1 3 2 

蜂胶 84651 84650 1 1 1 3 2 

壳聚糖 79927 79926 1 1 1 3 2 

鱼精蛋白 78084 78083 1 1 1 3 2 

ε-聚赖氨酸 86605 86603 1 1 1 3 2 

姜汁 80282 80282 1 1 1 3 2 

溶菌酶 84231 84231 1 1 1 3 2 

Nisin 81371 81371 1 1 1 3 2 

CK 79928 79927 1 1 1 3 2 

八角茴香油 88744 88743 1 1 1 3 2 
 
 

 
 

注: JZ 为姜汁; BJ 为八角茴香油; DX 为丁香油; RG 为肉桂油; KE 为壳聚糖; FJ 为蜂胶; RJ 为溶菌酶; YU 为鱼精蛋白;  

NT 为纳他霉素; NS 为 Nisin; JL 为 ε-聚赖氨酸。 

图 1  恩施黑猪冷鲜肉菌群稀释曲线(A)和香农指数曲线(B) 

Fig.1  Dilution curves (A) and Shannon index curves (B) of Enshi black pig chilled meat 
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由图 1A 可知, 随着测序量的增加, 在恩施黑猪冷鲜

肉样品中发现的物种数也逐渐增加 , 但当测序量达到

80000 条的时候, 发现物种数的变化逐渐趋于平缓。而香

农指数则在测序量达 10000 条左右时达到平衡状态(图

1B)。由此可见, 随着测序深度增加, 虽被观测到的物种数

在逐渐增加, 但其物种多样性却没有增加, 说明本研究的

测序深度已足以满足后续相关分析。 

2.2  恩施黑猪冷鲜肉 OTU 分析 

花瓣图可用来统计样本中共有和独有 OTU 的个数, 

可直观地展示样本 OTU 的情况, 样品中真菌 OTU 数量情

况见图 2。 
 

 
 

图 2  恩施黑猪冷鲜肉的 OTU 个数分析 

Fig.2  Analysis of OTU number of Enshi black pig chilled meat 
 

由图 2 可知, 12 个样本中共有 OTU 为 3 个, 占 OTU

总数的 2.8%, 其中, 丁香油处理组的独有 OTU 个数最多, 

共有 54 个, 占 OTU 总数的 50.0%; 溶菌酶处理组的独有

OTU 个数最少, 为 36 个, 占总数的 33.3%。 

为便于进一步研究 OTU 的相对含量, 本研究将样品

中相对含量高于 0.5%的 OTU 定义为核心 OTU, 其相对含

量分布情况如图 3 所示。 

由图 3 可知, 核心 OTU 共有 6 个, 分别为 OTU69 

(0.72%)、OTU67 (0.91%)、OTU34 (1.55%)、OTU22 (2.80%)、

OTU19 (4.44%)和 OTU124 (85.83%), 累计相对含量达

96.24%, 包含绝大多数序列。其中, OTU69、OTU67、OTU22

和 OTU124 均注释为 Candida(假丝酵母), 而 OTU34 和

OTU19 则为 Yarrowia(耶氏酵母), 由此说明了恩施黑猪冷

鲜肉中主要微生物为假丝酵母和耶氏酵母。 

 
 

图 3  核心 OTU 相对含量分析 

Fig.3  Relative content analysis of core OUT 
 

2.3  恩施黑猪冷鲜肉真菌菌群结构分析 

本研究进一步基于门和属水平对其进行分析, 其结

果如图 4 所示。 

 

 
 

图 4  基于门(A)和属水平(B)真菌菌群结构分析 

Fig.4  Analysis of fungal community structure in chilled meat 
samples based on phylum (A) and genus (B) levels 

 
由图 4A 可知 , 12 个样品中的真菌门主要为

Ascomycota(子囊菌门)和 Basidiomycota(担子菌门), 其中

子囊菌门的平均相对含量高达 99.00%以上。由图 4B 可知, 
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恩施黑猪冷鲜肉中的真菌属主要有 10 种 , 分别为

Candida( 假 丝 酵 母 属 ) 、 Yarrowia( 耶 氏 酵 母 属 ) 、

Hyphopichia(丝毕赤酵母属 )、Aspergillus(曲霉菌属 )、

Pichia( 毕 赤 酵 母 属 ) 、 Trichosporon( 丝 孢 酵 母 属 ) 、

Cutaneotrichosporon(毛孢子菌属)、Penicillium(青霉菌属)、

Vanrija 和 Metschnikowia(梅奇酵母属)。其中所有样品中均

存在的菌属为 Candida 和 Yarrowia, 平均相对含量分别为

95.39%和 0.20%, 由此说明冷鲜肉样品中的主要真菌属为

Candida 和 Yarrowia, 这也进一步证实了图 3 结果。假丝酵

母是一类发酵能力较弱、能产生假菌丝和不产生子囊孢子

的酵母, 多为圆形、卵形或长形, 少数为条件致病菌。部

分菌株可利用氨氮化合物, 从而在家禽饲养中起到减少粪

便中氨氮含量的作用, 以达到降低污染的目的[21]。亦有菌

株可影响发酵产品的发酵过程, 有研究发现假丝酵母在阻

碍啤酒发酵的同时还能产生酚和酯等物质进而降低啤酒的

风味品质[22]。除此之外, 还有研究发现部分菌株可以产生蛋

白质、乙醇、异戊醇和芳樟醇等化合物, 进而提升白酒和酱

油等产品的风味品质[23‒25]。耶氏酵母属于半子囊菌类非常

规酵母, 具有较强的抗逆性, 能耐受低温及酸碱环境, 在

自然界中分布广泛, 因其能利用葡糖糖、甘油和醋酸盐等

物质, 而被广泛应用于降低发酵的产泡特性、胡萝卜素合

成和香料生产等产业中[26]。研究表明, 耶氏酵母具有快速

降低肉制品中水分, 分解肉制品中的蛋白质和脂肪, 为肉

制品提供油酸、亚油酸和十五烷酸等游离脂肪酸, 进而提

升肉制品的风味等作用[27‒28]。虽 Candida 可能对食品风味

的提升具有一定作用, 但是对于冷鲜肉来说, 一些发酵风

味的增加是不可接受的。例如, 有研究表明, 星形假丝酵

母可产生乳酸丙酯、丁酸乙酯和辛酸乙酯等具有果香和奶

酪 香 味 物 质 , 赋 予 食 品 更 多 的 风 味 [29] 。 但 据 GB 

2707—2016《食品安全国家标准 鲜冻畜、禽产品》相关规

定, 果香和奶酪等香味对冷鲜肉来说属于异味。 

虽然 12个样品中Candida均为主要的优势菌属, 但丁

香油和鱼精蛋白两个处理组的假丝酵母相对含量均低于

85%, 其余处理组中均高于 95%, 由此说明, 丁香油和鱼

精蛋白对 Candida 具有一定的抑制效果。此外, 纳他霉素

处理组的菌群结构较其他组相对丰富, Candida、Yarrowia、

Hyphopichia、Aspergillus 和 Pichia 等 10 种菌属在其中

均有检出 , 但除了假丝酵母外 , 其余菌株的相对含量均

较低。 

2.4  恩施黑猪冷鲜肉中菌属 β多样性分析 

欧氏距离作为常用的距离度量指标之一, 能简单反

映样品间的直线距离。本研究为分析 12 个组间差异, 选择

欧氏距离作为度量评价组间距离, 结果如图 5 所示。 

由图 5 可知, 第一主成分的方差贡献率为 86.52%, 第

二主成分的方差贡献率为 12.19%, 总方差贡献率达

98.71%。此外, 丁香油和鱼精蛋白两处理组间的直线距离

较近, 溶菌酶、蜂胶和 Nisin 等 9 组间的直线距离较近, 而

八角茴香油则离以上组均较远。这说明丁香油和鱼精蛋白

两组的真菌群落结构相似, 溶菌酶和蜂胶等 9 组的真菌群

落结构相似。经 Monte Carlo 检验发现, 溶菌酶、蜂胶等 9

组和丁香油、鱼精蛋白两组具有显著性差异(P<0.05), 和八

角茴香油组则为极显著差异(P<0.01)。由此也进一步验证

了图 4B 的结论, 丁香油和鱼精蛋白可影响恩施黑猪冷鲜

肉的真菌群落结构。 

 
 

 
 

图 5  基于欧氏距离的恩施黑猪冷鲜肉真菌 β多样性分析 

Fig.5  β diversity analysis of fungi in Enshi black pig chilled meat 
based on Euclidean distance 

 

3  讨论与结论 

本研究通过高通量测序技术解析不同保鲜剂处理恩

施黑猪冷鲜肉的真菌多样性, 研究发现腐败恩施黑猪冷鲜

肉中主要真菌菌属为假丝酵母和耶氏酵母。保鲜剂研究发

现, 丁香油和鱼精蛋白对假丝酵母具有一定抑制作用。 

丁香油是一种提取自丁香的保鲜剂, 具有广谱、高效

的抑菌活性 , 目前关于其开展的相关性研究较多 , 有研

究表明其能有效地抑制鱼肉中的优势菌, 同时降低鱼肉

产品的脂质氧化产物, 是一种具有潜力的天然防腐保鲜

剂[30‒32]。鱼精蛋白作为一种提自鱼类精巢的抗菌肽, 其具

有广谱和功能性抑菌活性, 是一种安全性高的天然保鲜

剂, 有研究发现其对细菌、真菌和酵母均有一定的抑制效

果 , 是一种新型的天然保鲜剂 , 其复配剂可较好地延长

香肠和水产品等贮藏期[33‒34]。但目前关于其抑菌机制还

需进一步的探究。微生物作为影响肉类产品贮藏期的主

要因素, 了解其在肉类产品中的结构能为保鲜方法选择

提供依据, 本研究就植物源、动物源和微生物源共 11 种

保鲜剂进行研究, 拟为后续冷鲜肉的保鲜剂贮藏技术研

究提供一定的理论依据。 
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