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摘  要: 目的  通过全面解析信阳光山自然发酵黑猪腊肉中的微生物菌落结构, 并分离鉴定腊肉中的优势菌, 

为后续改善自然发酵腊肉品质稳定性差的问题提供理论依据和技术支撑。方法  采用 Illumina MiSeq 高通量测

序和传统选择性培养基分离筛选相结合的方法, 分析腊肉中的细菌和真菌多样性, 并对分离优势细菌和真菌进

行 16S rDNA 和 26S rDNA 鉴定。结果  信阳腊肉优势细菌中厚壁菌门(Firmicutes)和变形菌门(Proteobacteria)相

对丰度占比均值之和达到 99.67%, 为绝对优势细菌门; 优势真菌为酵母, 其菌落总数为 4.65 lg cfu/g 低于细菌 2

个数量级。在属水平上 , 相对丰度占比前 5 的优势细菌依次为乳球菌属 (Lactococcus)、嗜冷杆菌属

(Psychrobacter)、乳杆菌属(Lactobacillus)、肉食杆菌属(Carnobacterium)、葡萄球菌属(Staphylococcus)。从腊

肉中分离鉴定得到 6 株优势细菌和 2 株优势酵母分别为格氏乳球菌、清酒乳杆菌、马胃葡萄球菌、广布肉毒

杆菌、溶酪巨球菌、孤独四联球菌及胶红酵母和隐球酵母各 1 株。结论  信阳腊肉微生物菌落构成以细菌为

主, 酵母为辅, 分离得到 8 株优势发酵菌株可用于后续潜在肉品发酵剂的开发。 
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ABSTRACT: Objective  To explore the microbial community structures of Xinyang spontaneously fermented black 

pig bacon from Guangshan, and isolate and identify the dominant microorganisms of bacon, so as to provide theoretical 

basis and technical support for improving the poor stability of naturally fermented meat. Methods  Illumina MiSeq 

high-throughput sequencing combined with traditional selective culture-medium isolation and screening were used 
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to analyze the bacterial and fungal diversity. Subsequently, the culturable dominant microorganisms were 

identified by 16S rDNA and 26S rDNA methods. Results  Firmicutes and Proteobacteria were the absolute 

dominant bacteria and the sum of their relative abundance reached 99.67%; yeast was dominant fungal and their 

total viable count was 4.65 lg cfu/g, which was 2 orders of magnitude lower than the total number of bacteria. At the 

genus level, the top 5 dominant bacterial genera were Lactococcus, Psychrobacter, Lactobacillus, Carnobacterium, and 

Staphylococcus. Six strains of bacteria and 2 strains of yeast were isolated and identified from Xinyang bacon, including 

Lactococcus garvieae, Lactobacillus sakei, Staphylococcus equinus, Carnobacterium divergens, Macrococcus 

caseolyticus, Tetracoccus solitarius, Rhodotorula mucilaginosa, and Cryptococcus magnus. Conclusion  The bacterial 

colonies of Xinyang cured bacon are mainly composed of bacteria, supplemented by yeast. Eight dominant 

fermentation strains have been isolated, which can be used for the development of potential meat starter. 

KEY WORDS: Xinyang bacon; high-throughput sequencing; microbial diversity; strain identification 
 
 

0  引  言 

发酵肉制品是指在自然或人工控制条件下, 通过微生

物发酵, 烟熏或不烟熏, 形成具有地域独特风味[1]和质构[2]

并可长时间保存的肉制品[3]。发酵肉制品地域特征突出, 世

界上几乎每个国家都有自己的传统特色发酵肉制品[4‒7]。我

国传统发酵肉制品已有上千年的历史, 许多极具地方特色

的腊肉, 深受特定人群喜爱[8‒10]。河南省比较有名的腊肉

主要是信阳腊肉, 制作一般都选择农历十二月份, 自然发

酵条件下, 短期 15 d 即可, 半年以上则风味尤佳。但信阳

腊肉目前仍以自然发酵为主, 主要依赖肉中内源性微生物

菌群和自然环境中发酵微生物与杂菌的竞争作用实现发酵, 

制作周期长 , 不同批次产品品质一致性差异较大 , 生产

环节受气候条件的严重制约[11], 且无法避免发酵过程中

生物胺 [12‒13]及亚硝酸盐的产生 [14‒15]和有害微生物的生

长[16‒17], 存在安全隐患。因此, 由人工接种发酵剂[18‒19]的

可控制发酵替代传统自然发酵, 不仅能够缩短发酵周期, 

减少对自然气候的依赖[20], 而且能够有效降低产品中的杂

菌生长和有害污染物的产生[21]。 

基于此, 李福荣等[22]曾采用传统培养基培养方法对

信阳腊肉中的优势细菌进行分离并筛选得到 6 株细菌, 通

过生化鉴定和菌落计数发现其优势细菌为葡萄球菌属和微

球菌属。赵改名等[23]也曾对信阳腊肉中的细菌多样性进行

高通量测序分析, 发现其中优势菌属为 Staphylococcus 和

Psychrobacter, 且两者占比超过 95.41%。但上述研究中都

仅对发酵过程中的优势细菌在属水平进行探究, 并未确定

信阳腊肉在种水平的细菌组成 , 也并未获得可用发酵菌

株。而本研究希望通过对信阳黑猪腊肉中的微生物进行高

通量测序, 分析信阳黑猪腊肉中优势细菌和真菌的种属及

比例, 分离得到腊肉中的优势发酵细菌和真菌, 为后续开

发可用的肉制品发酵菌种, 实现发酵肉发酵工艺的工业

化、标准化生产提供技术依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

豫南黑猪腊肉: 购买自信阳光山县文殊乡杜槐村、文

殊乡撞山寺村、晏河乡晏河村、南向店乡陈墩村制作自然

发酵黑猪腊肉的 4 家农户, 分别购买代表性黑猪腊肉 1 份, 

不少于 500 g。 

DP302-02 细菌总 DNA 提取试剂盒(50T, 北京天根生

物科技有限公司); Taq DNA 聚合酶(1 KU)、引物(上海生

工生物工程有限公司); 无菌均质袋(郑州博兴生物科技有

限公司); 营养琼脂(nutrient agar, NA)培养基、营养肉汤培

养基、MRS 培养基、MRS 液体培养基(北京陆桥技术股份

有限公司); 孟加拉红(rose bengal chloramphenicol, RBC)琼

脂培养基和酵母浸出粉胨葡萄糖 (yeast extract peptone 

dextrose, YPD)液体培养基(青岛高科技工业园海博生物技

术有限公司); HiCrome™双歧杆菌显色琼脂(bifidobacterium 

agar, HBA)培养基(HiMedia Leading BioSciences Company); 

AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒[爱思进生物技术(杭州)有

限公司]。 

1.2  仪器与设备 

SW-CJ-2FD无菌操作台(美国Airtech公司); TGradient

梯度 PCR 仪(德国 Biometra 公司); EC3-310 凝胶成像系统

(美国 UVP 公司); DYY-12 电泳仪(北京市六一仪器厂); 

DHP-9272 低温培养箱(上海一恒科技有限公司); Easy MIX

拍击式均质仪(法国 AES 公司); HVE-50 高压灭菌器(华粤

行仪器有限公司); JA2003N 分析天平(精确至 0.0001 g, 上

海菁海仪器有限公司) 

1.3  实验方法 

1.3.1  腊肉中微生物培养 

在无菌操作条件下, 称取肉样 25 g 置于无菌均质袋

中, 加入 225 mL 无菌生理盐水, 用拍打式均质仪拍打 120 s, 
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取上清液进行 10 倍系列稀释, 选取 10‒2、10‒3、10‒4 共计 3

个稀释度, 分别吸取 100 μL 样液放入不同的培养基进行分

离计数。参照 GB 4789.2—2016《食品安全国家标准 食品

微生物学检验 菌落总数测定》、GB 4789.35—2016《食品

安全国家标准 食品微生物学检验 乳酸菌检验》和 GB 

4789.15—2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 霉

菌和酵母计数》计数, 并为每个稀释度制作 3 个平行样品。 

1.3.2  腊肉中微生物总 DNA 的提取和 PCR 扩增 

分别取 30 g 样品加入 300 mL 无菌蛋白胨水, 匀浆, 

拍打, 振摇后的样品采用四层无菌纱布过滤, 收集滤液, 

取 30 mL 滤液加入灭菌后的离心管中, 在 4℃、4000 r/min

离心 5 min, 取离心后的上清液 10 mL 放入另外的无菌离心

管中, 在 4℃、9500 r/min 离心 10 min, 弃去上清液, 取沉淀。

使用总 DNA 提取试剂盒, 按照说明书步骤对收集的菌体进

行基因组提取。将提取出的细菌总 DNA 溶于 100 μL 的 TE

缓冲液, 在通过 2%的琼脂糖凝胶电泳检测后, 放入‒20℃冰

箱保存备用。用 338F (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3')

和 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') 引 物 对

V3~V4 区进行 PCR 扩增; 扩增程序为: 95℃预变性 3 min, 

27个循环(95℃变性 30 s, 55℃退火 30 s, 72℃延伸 30 s), 最

后 72℃延伸 10 min。扩增体系为 20 μL: 4 μL 5×PCR 扩增

缓冲液、2 μL 2.5 mmol/L dNTPs、0.8 μL 引物(5 μmol/L)、

0.4 μL Taq DNA 聚合酶、10 ng DNA 模板, 补水至 20 μL。 

1.3.3  文库构建和上机测序 

使用 2%琼脂糖凝胶对 PCR 产物进行回收 , 利用

AxyPrep DNA 凝胶提取试剂盒进行纯化, Tris-HCl 进行洗

脱, 2%琼脂糖进行电泳检测。QuantiFluor™-ST 微型荧光剂

用来进行检测定量。根据 Illumina MiSeq 平台标准操作规

程将纯化后的扩增片段构建文库。利用 Illumina 公司的

MiSeq PE300 平台进行测序。 

1.3.4  高通量测序数据处理 

高质量序列数据使用 UPARSE 软件(version 7.0.1090, 

http://drive5.com/uparse/) 进行操作分类单元 (operational 

taxonomic unit, OTU)聚类, 默认相似度为 97%。通过比对

Silva 138 rRNA 数据库, 结合 RDP classifier 2.11 (http:// 

rdp.cme.msu.edu/)对每条序列进行物种分类注释。最后, 利

用 Qiime 软件 1.9.1 生成不同样本中各分类学水平丰度图。 

1.3.5  信阳黑猪腊肉中微生物的分离 

将 1.3.1 中不同培养基在无氧和有氧条件中培养 48 h

后, 用无菌接种环挑取出平板上大小、颜色、形态各不相

同的菌落, 接种至已经灭菌处理后的 MRS 液体培养基、营

养肉汤培养基和 YPD 培养基中, 振荡均匀后在适当恒温

条件下放入培养箱中培养 24~48 h, 将不同的样品编号, 用

高速离心机以 12600 r/min 的转速离心 1 min 后收集菌体沉

淀并编号保存。 

1.3.6  16S rDNA 和 26S rDNA 菌种鉴定 

将细菌和真菌分别进行 16S rDNA (27F/1492R)和 26S 

rDNA (NL1/NL4)片段的 PCR 扩增, PCR 扩增的程序: 95℃

预变性3 min, 95℃变性30 s, 54℃退火1 min, 72℃延伸100 s, 

一共经历30个循环, 72℃延伸7 min。扩增体系为30 μL: 15 μL 

2×Taq PCR master mix、2 μL 上游引引物(5 μmol/L)、2 μL

下游引引物(5 μmol/L)、3 μL gDNA 模板, 补水至 30 μL。

扩增结束后进行 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测, 并在紫外凝胶

成像仪中观察扩增情况, 检测合格 PCR 产物送华大基因科

技有限公司测序。 

1.3.7  分离菌株系统发育树构建 

得到测序结果后, 进入 NCBI 网站通过 BLAST 的方

法将各个待测菌株的基因序列进行比对, 选择其推荐得到

的相似性最高的菌株初步确定各待测菌株的种属, 并选取

与待测菌株亲缘关系最近的菌株及其他常见菌株的基因序

列, 通过 MEGA 6.06 软件使用 Test Neighbor-Joining Tree

的方法进行系统发育树的构建。 

1.4  数据处理 

实验共进行 3 次重复, 每个测试进行 3 个平行, 结果

以平均值±标准偏差表示, 实验数据采用 SPSS 11.0 软件

进行数据进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  信阳黑猪腊肉中可培养微生物组成 

由图 1 可知, 在 NA 培养基、MRS 培养基、HBA 培养

基和 RBC 培养基上, 信阳黑猪腊肉中微生物的数量并不相

同, 其中在前 3 种细菌类培养基上, 菌落数均处于相同数量

级约 6.5 lg cfu/g 且无氧与有氧培养条件下对其菌落数量并

未产生显著性影响(P>0.05)。而 RBC 真菌类培养基上生长

菌落数量明显少于前 3 种细菌类培养基, 仅为 4.65 lg cfu/g, 

表明信阳黑猪腊肉中细菌占比较多而真菌占比较少, 两者 

 

 
 

注: 不同字母表示组间具有显著性差异, P<0.05。 

图1  信阳黑猪腊肉中不同微生物在4种培养基中的菌落数 

Fig.1  Colony counts of microorganisms in 4 kinds of culture media 
from Xinyang black pig bacon 
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在数量上相差 2 个数量级。同时常用于筛选乳酸菌的 MRS

培养基中的菌落数与 NA 培养基中的数量相当, 一定程度

上反映了腊肉中的乳酸菌数量可能较多并占据优势。HBA

培养基虽然用于选择性筛选双歧杆菌, 但其他乳酸菌或其

他菌种也可以在其上生长并显示不同颜色, 但由于图 1 中

结果显示无氧和有氧培养条件下其菌落数无显著变化, 而

双歧杆菌为严格厌氧细菌, 无法在有氧环境下生长繁殖, 

表明腊肉中双歧杆菌数量可能较少。 

2.2  信阳黑猪腊肉中的细菌多样性分析 

2.2.1  门水平菌群结构 

由图 2 可知, 信阳黑猪腊肉中的优势细菌在门水平主

要集中在 3 个门, 按丰度优势依次为厚壁菌门(Firmicutes), 

平均占比 75.21%, 变形菌门 (Proteobacteria), 平均占比

24.46%, 放线菌门(Actinobacteria), 平均占比 0.24%, 其中, 

厚壁菌门和变形菌门占比之和高达 99.67%, 处于绝对优

势。信阳黑猪腊肉的主要优势菌门占比顺序与川渝、湖南

烟熏腊肉、陇西腊肉、浙江咸肉[24]、金华火腿、如皋火腿、

宣威火腿[11]、湖南酸肉[16]均基本保持一致, 而西藏地区的

牦牛肉干中主要优势菌门则为蓝藻细菌门和变形菌门[25]。

同时, 信阳黑猪腊肉的优势菌门数量仅为 3 个, 与川渝地

区的烟熏腊肉相当, 而火腿、咸肉、酸肉和牦牛肉干中的

优势菌门数量普遍多于 5 个[25]。 

2.2.2  属水平菌群结构 

由图 3 中可知, 信阳黑猪腊肉中的优势菌属水平的平

均占比依次为乳球菌属(Lactococcus)占比 20.03%、嗜冷杆

菌属(Psychrobacter)占比 19.62%、乳杆菌属(Lactobacillus)

占比 17.11%、肉食杆菌属(Carnobacterium)占比 11.02%、

葡萄球菌属 (Staphylococcus) 占 比 10.04% 、巨型球菌

(Macrococcus)占比 7.02%、哈夫尼 - 肥杆菌属 (Hafnia- 

Obesumbacterium)占比 3.70%、漫游球菌属(Vagococcus)占比

2.86%、无法分类的乳杆菌属(unclassified_Lactobacillales)和四

联球菌属(Tetragenococcus)分别占比 2.50%和 2.37%。发酵肉

中乳球菌属和乳杆菌属是较为普遍的存在, 只是在不同产

品的占比有所不同, 其在酸肉中占比最高可达到 49%, 而

在腊肉中占比一般低于葡萄球菌属[26]。乳球菌属和乳杆菌

属在整个发酵过程中主要起到产酸的作用, 可以有效抑制

发酵初期的杂菌生长, 部分菌株还能够降低发酵过程中生

物胺和亚硝酸盐的产生。葡萄球菌属和四联球菌属均可耐

受高盐环境, 是干腌火腿和烟熏腊肉中的优势菌属, 其中

葡萄球菌属是绝对优势菌属, 此类产品中占比可高达 95%

以上, 是腊肉特殊风味的关键成因[2,24]。 
 

 
 

图2  门水平信阳黑猪腊肉中物种分布相对丰度 

Fig.2  Percent of community abundance of Xinyang black pig  
bacon on phylum level 

 

 
 

图3  属水平信阳黑猪腊肉中物种分布相对丰度 

Fig.3  Percents of community abundance of Xinyang black pig bacon on genus level 



第 14 期 崔文明, 等: 信阳黑猪腊肉的微生物多样性分析及优势菌分离鉴定 63 
 
 
 
 
 

 

2.2.3  种水平菌群结构 

结果如图 4 所示, 信阳黑猪腊肉中的优势菌种水平的

平均占比依次为格氏乳球菌(Lactococcus garvieae)占比约为

17.62%, 清酒乳杆菌(Lactobacillus sakei)占比约为 16.12%, 

其次为 , 养料嗜冷杆菌 (Psychrobacter cibarius)占比约为

13.35%, 广布肉毒杆菌(Carnobacterium divergens)占比约为

11.02%, 马胃葡萄球菌(Staphylococcus equorum)占比约为

9.64%, 然后依次为, 溶酪巨球菌(Macrococcus caseolyticus), 

蜂房哈夫尼亚菌(Hafnia alvei)、近海生嗜冷杆菌(Psychrobacter 

maritimus)、孤独四联球菌(Tetragenococcus solitarius)、热杀

索丝菌(Brochothrix thermosphacta), 其占比分别 7.29%、

3.70%、3.60%、2.37%和 1.08%。格氏乳球菌虽然是食品

中广泛存在的致病菌, 但在发酵食品中特别是发酵乳中分

离出来部分格氏乳球菌反而能够产生胞外多糖和细菌素, 

从而在发酵中起到抑制有害微生物生长和产生生物活性物

质的效果[27‒29]。因此, 在本研究中格氏乳球菌作为腊肉中

的优势菌可能也具备上述的特性, 但具体有待后续进一步

研究。清酒乳杆菌是发酵食品中最常分离得到的乳酸菌菌株, 

在发酵肉和香肠、日本清酒、面团、酸菜和泡菜中均存

在[30]。清酒乳杆菌在发酵过程具有产酸效率高且风味良

好的特征, 常作为辅助发酵剂用于改善发酵肉中醛类物

质的强烈风味和用于抑制有害菌[31]。马胃葡萄球菌和孤

独四联球菌在腊肉发酵过程中能够通过影响游离氨基酸

的组成和含量, 从而决定产品风味。其中, 马胃葡萄球菌

可以通过氨基酸代谢生成苯甲醛, 而孤独四联球菌通过

提高食品中有机酸、醛类和酯类等风味物质含量, 赋予产

品特征香味[11,13,16]。市售溶酪巨球菌主要分离自国外火腿, 

国内则由华南理工大学从广式腊肠中分离得到 1 株并进

行研究, 发现其具有脂肪和蛋白降解活性并可耐受一定

浓度的食盐 , 同时还具备亚硝酸盐分解能力 , 在发酵中

人为添加溶酪巨球菌可以增加广式腊肉中的 3-甲基丁酸

乙酯、2-甲基丁酸乙酯和乙酸乙酯生成, 进而赋予腊肠更

好的风味[32]。 

 

 
 

图4  种水平信阳黑猪腊肉中物种分布相对丰度 

Fig.4  Percents of community abundance of Xinyang black pig  
bacon on species level 

2.3  信阳黑猪腊肉中分离微生物的菌落形态学观察 

由图 5 所示, 样品在 NA 培养基、MRS 培养基、HBA

培养基和 RBC 培养基上经有氧和无氧环境培养后, 发现

有氧或无氧环境仅对 HBA 琼脂培养上生长的菌落形态存

在影响, 其中无氧条件下该培养基上部分菌落显深红色, 

而有氧或无氧环境对其余 3 种培养基上分离菌株的形态影

响较小。反而培养基种类对筛选分离菌株的菌落形态有较

大影响。 

如图 5A 和图 5A'所示, 根据菌落形态不同, NA 培养

基上可大致分为 2 种菌, 分别编号 BP1 和 BP2, 其中 BP1

呈现白色圆形小菌落, 直径在 1~2 mm 之间, 表面及边缘

光滑, 菌落中心稍凸起; BP2 呈现乳白色圆形大菌落, 直径

在 2~5 mm 之间, 表面及边缘光滑, 菌落中心稍凸起偏扁

平。如图 5B 和图 5B'所示, 根据菌落形态不同, MRS+1%

碳酸钙培养基上可大致分为 2 类, 其中 BP3 呈现稍透明乳

白色圆形小菌落, 表面光滑, 边缘整齐, 直径约在 2.0 mm

左右, 且在培养基上形成明显碳酸钙水解圈; BP4 呈现不

透明乳白色圆形小菌落, 表面光滑, 边缘整齐, 中间稍凸

起, 直径约在 2.0 mm 左右, 无明显碳酸钙水解圈。由图 5C

和图 5C'所示, 依据菌落显色情况, HBA琼脂培养基上可大

致分为 3 类, 其中 BP5 仅出现在有氧培养环境中且呈现稍

透明深红色圆形菌落, 中心凸起明显, 表面光滑, 边缘整

齐, 直径约 1.0~3.0 mm 间; BP6 呈现绿色不透明圆形菌落, 

中心凸起明显略显乳白色, 表面光滑, 边缘整齐, 直径约

2.0~4.0 mm 之间; BP7 呈现稍透明偏扁平偏圆形乳白色菌

落, 表面光滑, 边缘稍不规则, 直径约 3.0~6.0 mm 之间。

如图 5D 所示, RBC 培养基上依据菌落形态不同可大致分

为 2 类, 其中 BP8 呈透明红色圆形菌落, 中心凸起明显, 

表面光滑, 边缘整齐, 直径约 2~3 mm 之间; BP9 则呈不透

明或稍透明乳白色扁平圆形菌落, 中心无凸起或凸起不明

显, 表面较光滑, 边缘整齐, 直径约 3~5 mm 之间。 

 

 
 

注: 其中A和A': NA培养基; B和B': MRS+1%碳酸钙培养基; C和C': 

HBA培养基; D: RBC培养基; A~D为有氧条件下培养,  

A'~C'为无氧条件下培养。                             

图5  不同培养基中信阳黑猪腊肉中分离菌株菌落形态 

Fig.5  Colony morphology of strains isolated from Xinyang black pig 
bacon in different media 
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2.4  信阳腊肉中分离细菌和真菌的 PCR 扩增及电

泳检测结果 

如图 6A 所示, BP1~7号分离菌株的 16S rDNA PCR扩

增序列在 1500 bp 处有明显亮带并且与目标片段相符合, 

说明此次进行的 16S rDNA PCR 扩增成功, 虽然扩增下端

有部分引物二聚体存在, 但主条带清晰明亮, 不影响后续

进行测序。同时, 图 6B 显示分离菌株 BP8 和 BP9 26S 

rDNA PCR 扩增产物均在 500~750 bp 之间出现一条清晰明

亮的条带, 条带长度与NL1/NL4目标产物长度 600 bp左右

相符, 无其他非特异性条带。因此, BP1~9 分离菌株扩增产

物质量符合测序的要求, 可送出测序。 
 

 
 

注: 图A为BP1~7号分离菌株的16S rDNA PCR产物; 图B为BP8和

BP9的26S rDNA PCR产物; M为: 100 bp DNA ladder。 

图6  分离菌株的16S rDNA和26S rDNA PCR扩增产物电泳 

Fig.6  Electrophoresis of 16S rDNA and 26S rDNA PCR 
amplification products of isolated strains 

 

2.5  信阳黑猪腊肉中分离菌株的基因序列比对结果 

将 9 株菌株的测序结果在 NCBI 网站上通过 BLAST 比

对的方法将各个待测菌株的基因序列进行一一比对, 比对

出的结果显示 9 株菌株与其推荐的相似性最高的菌株同源

性均大于 99%, 可认为是同一种属。通过比对结果整理出数

据库中与待测菌株相同的标准菌株。比对结果如表 1 所示。 

结果表明, 经 16S rDNA 分子生物学鉴定后, 其中

BP1 与 BP6 相同均为马胃葡萄球菌 (Staphylococcus 

equorum), 其余 BP2、BP3、BP4、BP5、BP7 分别为格氏

乳球菌(Lactococcus garvieae)、清酒乳杆菌(Lactobacillus 

sakei)、广布肉毒杆菌 (Carnobacterium divergens)、溶

酪 巨 球 菌 (Macrococcus caseolyticus) 和 孤 独 四 联 球 菌

(Tetragenococcus solitarius)。经过 26S rDNA 分子生物学鉴

定后, 菌株 BP8 与胶红酵母属相似度为 100%, 菌株 BP9

与隐球酵母菌相似度为 100%, 所以信阳黑猪腊肉中鉴定出

胶红酵母(Rhodotorula mucilaginosa)、隐球酵母(Cryptococcus 

magnus)、马胃葡萄球菌(Staphylococcus equorum)、格氏乳

球菌 (Lactococcus garvicae)、清酒乳杆菌 (Lactobacillus 

sakei)、广布肉毒杆菌 (Carnobacterium divergens)、溶

酪 巨 球 菌 (Macrococcus caseolyticus) 和 孤 独 四 联 球 菌

(Tetragenococcus solitarius)各 1 株。 

2.6  信阳黑猪腊肉中分离菌株系统发育树的构建 

由图 7 可知, 18 个序列的系统发育树呈现出 6 个分支, 

其中 BP5 与 BP1 形成一个分支, 表明这两种菌的亲缘关系

较近。而 BP4 和 BP7 分别单独处于一个分支, 表明其与另

外 17 种菌的亲缘关系均较远。6 株鉴定细菌与同一分支上

模式菌株的验证可信度均达到 100%, 也进一步证明了上

述的测序鉴定结果。系统发育树的分析依据来自于其中的

数值即进化距离和分支长度, 将两者综合则可以分析出相

互之间的同源性, 分支长度越长且数值越小则亲缘关系越

远, 分支长度越短且数值越大则亲缘关系越近。 

由图 8 可知, 8 个序列的系统发育树上显示出 5 大分

支, 菌株 BP8 和 BP9 均与 Cryptococcus flavescens 处于在

同一个较大分支上, 显示三者间的亲缘关系较近。而且

BP9 与 Cryptococcus flavescens 的亲缘关系要比 BP8 近。

BP8 和 BP9 与其对应模式菌株均处于同一分支上且验证可

信度均达到 100%, 也进一步证明了菌株 BP8 鉴定为胶

红酵母(Rhodotorula mucilaginosa), 菌株 BP9 鉴定为隐

球酵母 (Cryptococcus magnus)测序鉴定结果。胶红酵

母 (Rhodotorula mucilaginosa)、隐球酵母 (Cryptococcus 

magnus)分别与常见的发酵毕赤酵母(Pichia fermentans)相

似度为 91%、80%, 表明它们之间的亲缘关系比较近。 
 

表 1  分离菌株的分子生物学鉴定结果 
Table 1  Molecular biological identification results of isolated strains 

序号 样品 碱基长度/bp 相似度/% 菌株名称 Genebank 登录号 

1 BP1 1422 100 Staphylococcus equorum KJ920933.1 

2 BP2 1454 99.65 Lactococcus garvieae MG016447.1 

3 BP3 1415 100 Lactobacillus sakei MT626078.1 

4 BP4 1440 99.93 Carnobacterium divergens AM179875.1 

5 BP5 1457 99.47 Macrococcus caseolyticus MK443060.1 

6 BP6 1401 100 Staphylococcus equorum KJ920933.1 

7 BP7 1554 99.81 Tetragenococcus solitarius KM259982.1 

8 BP8 590 100 Rhodotorula mucilaginosa KF633183 

9 BP9 610 100 Cryptococcus magnus KJ507248.1 
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注: Bootstrap 验证次数为1000; 树枝上的数值为验证可信度。 

图7  基于16S rRNA基因序列构建的系统发育树 

Fig.7  Phylogenetic tree constructed based on 16S rRNA gene sequence 
 

 
 

注: Bootstrap验证次数为1000; 树枝上的数值为验证可信度。 

图8  基于26S rRNA的酵母菌系统发育树 

Fig.8  Phylogenetic tree constructed based on 26S rRNA of yeast 
 

3  讨论与结论 

本研究利用高通量测序对信阳黑猪腊肉进行微生物

多样性分析发现, 自然发酵信阳黑猪腊肉中优势微生物以

细菌为主, 酵母为辅, 两者数量上相差 2 个数量级, 其中

优势细菌以格氏乳球菌、清酒乳杆菌、养料嗜冷杆菌、广

布肉毒杆菌和马胃葡萄球菌为主, 5 种菌占腊肉中细菌丰

度的 67.75%; 优势真菌则以胶红酵母和隐球酵母为主。结

合传统优势菌分离手段, 从腊肉中分离得到格氏乳球菌、

清酒乳杆菌、马胃葡萄球菌、广布肉毒杆菌、溶酪巨球菌、

孤独四联球菌、胶红酵母和隐球酵母各 1 株, 从而为后续

进一步研究优势菌种在发酵过程中的具体作用和演替变化

提供了可能, 并为发酵肉行业的工业化、标准化生产提供

理论依据和技术支撑。 

发酵肉的特性和独特风味形成主要取决于发酵过程

中的微生物种类及其产生的酶类和代谢产物, 基于已有研

究发现发酵肉均共有的优势菌为乳酸菌、凝固酶阴性葡萄

球菌和酵母, 其中乳酸菌主要以清酒乳杆菌和植物乳杆菌

最常见; 凝固酶阴性葡萄球菌主要以木糖葡萄球菌、马胃

葡萄球菌和肉葡萄球菌最常见; 酵母主要以汉逊德巴利酵

母、涎沫假丝酵母、近平滑假丝酵母、胶红酵母最常见[33]。

木糖葡萄球菌、马胃葡萄球菌和肉葡萄球菌由于具有较强

的蛋白酶和脂肪酶活性, 从而有助于发酵中形成多肽、游离

氨基酸和游离脂肪酸, 是产品质地软化和独特风味产生的

关键过程[34]。清酒乳杆菌和植物乳杆菌则能在较低的 pH

和水分活度值下生长, 赋予发酵产品适当的酸度, 但产酸过

多也可能对产品风味产生负面影响[35‒36]。酵母菌同样是发

酵肉中的主要微生物之一, 能抑制脂质氧化并稳定产品色

泽, 形成产品的良好风味, 但其平均数量在 4.0~6.0 lg cfu/g

之间低于细菌 1~2 个数量级。胶红酵母发酵中能够产生粉

红色或红色色素并可以将棉子糖作为单一碳源, 有利于红

色发酵肉制品的色泽[37]。隐球酵母在发酵肉制品较少见, 

但在葡萄酒发酵中经常存在且占比较少, 具体作用和功能

有待进一步研究[38]。 
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