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气调包装狮子头冷藏过程中微生物变化
及菌群结构分析
李　冉，朱和源，叶可萍*，周光宏，李春保

（南京农业大学食品科技学院国家肉品质量安全控制工程技术研究中心/农业农村部肉及肉制品质量

监督检验测试中心（南京）/江苏省肉类生产与加工质量安全控制协同创新中心，江苏南京 210095）

摘　要：以狮子头为研究对象，设置对照组和气调包装组（100% N2、30% CO2+70% N2、40% CO2+60% N2），研

究其在 4 ℃ 贮藏过程中，包装顶空气体组成及狮子头微生物数量的变化，并通过高通量测序技术分析腐败时期气

调包装狮子头的菌群结构。结果表明：与对照组相比，30% CO2+70% N2 和 40% CO2+60% N2 气调包装组能够抑

制狮子头贮藏过程中菌落总数、假单胞菌属、肠杆菌属的生长繁殖。贮藏 15 d 时，30% CO2+70% N2 组的菌落总

数显著高于 40% CO2+60% N2 组（P<0.05）。因此 40% CO2+60% N2 组的抑菌效果优于 30% CO2+70% N2 组。腐

败时期，三个气调包装处理组的菌群结构主要由芽孢杆菌属（Bacillus spp.）、假单胞菌属（Pseudomonas spp.）、

链球菌属（Streptococcus spp.）、不动杆菌属（Acinetobaceter spp.）、热杀索丝菌属（Brochothrix spp.）、肠杆菌

属（Enterobacter spp.）、乳酸菌属（Lactobacillus spp.）以及嗜冷杆菌属（Psychrobacter spp.）组成。本研究可为

延长气调包装狮子头的货架期提供参考。
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Abstract：The fresh meatballs  were  packed with  plastic  bag and three  modified atmosphere  packaging treatments  (100%
N2,  30%  CO2+70%  N2,  40%  CO2+60%  N2).  The  microbial  counts  of  meatballs  and  gas  composition  in  headspace  of
package were measured during storage at 4 ℃. The high-throughput sequencing technology was used to analyze bacterial
community  of  meatballs  at  the  end of  storage.  Results  showed that  the  30% CO2+70% N2 group and 40% CO2+60% N2

group could restrain the total viable counts, Pseudomonas, and Enterobacter in meatballs during storage compared with the
control  group.  The  30%  CO2+70%  N2 group  obtained  a  significantly  higher  total  bacterial  counts  than  that  of  40%
CO2+60% N2 group (P<0.05). Hence the antibacterial effect was more remarkable in the 40% CO2+60% N2 group than that
of  the  30%  CO2+70%  N2 group.  In  addition, Bacillus spp., Pseudomonas spp., Streptococcus spp., Acinetobaceter spp.,
Brochothrix spp., Enterobacter spp., Lactobacillus spp., and Psychrobacter spp. were dominated in the bacterial community  
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of spoiled meatballs. These findings could be contributed to provide the theoretical foundation for prolonging the shelf life
in meatballs.
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即食肉制品是指经过部分或完全熟制，不需烹

调或只需简单加热就能食用的肉制品[1−2]。即食肉制

品包括高热处理和低热处理的非腌制和腌制肉制

品[3]。狮子头作为一种传统的中式即食肉制品，其制

作方法与地理区域有关[4−5]，因其独特的风味和良好

的口感而受到全世界的欢迎[6−8]。然而，狮子头中较

高的水分活度和丰富的营养物质能够促进微生物生

长繁殖，缩短了狮子头的货架期[9−11]。目前市售的狮

子头主要采用彩袋或塑料袋等相对简单的包装方式，

较短的货架期严重制约着狮子头的销售流通和传播

发展。

气调包装技术的原理是通过合适的气体组成替

换包装内的气体环境，并利用包装材料的阻气性和透

气性，使食品始终处于稳定的适宜气体环境中，以抑

制微生物的生长繁殖，从而达到延长货架期的目

的[12−13]。其中，CO2 和 N2 的混合气体因能抑制大多

数微生物生长而特别适合保存熟肉和腌制肉[14]。目

前关于气调包装在肉及肉制品中的研究主要集中在

即食肉制品方面，如牛排[15]、卤鸡[16]、黄焖鸡[17]、酱

卤鸭食管 [18] 等肉制品。梁荣蓉等 [17] 研究发现在

100% N2 和 80% N2+20% CO2 这两种包装参数下，

黄焖鸡产品在冷藏条件下（0~4 ℃）的货架期能达到

28 d，并维持了较好的品质特性和感官特性。然而目

前关于气调技术在狮子头中的应用研究鲜有报道，因

此本实验选取狮子头作为研究对象，探究其在气调包

装贮藏过程中微生物数量的变化情况，以期通过优化

气体比例延长狮子头的货架期。

高通量测序技术既能完整覆盖微生物群落，还

可根据数百万序列对每个样本中单个操作分类单元

的数量进行定量估计，被证明是能精确鉴定微生物种

类的有效手段[12,19]。Li 等[20] 研究结果表明：肠膜明

串珠菌、清酒乳杆菌、弯曲乳杆菌、沙雷菌属、拉恩

氏菌属、乳球菌属、梭杆菌属可能是引起培根腐败的

优势菌属。目前高通量测序技术在菌群结构的研究

方面主要集中在生鲜肉和西式熟肉制品中，鲜有高通

量测序技术应用于气调包装传统中式即食肉制品的

微生物多样性分析，通过高通量测序技术鉴定腐败时

期气调包装中式传统即食肉制品的菌群结构，能够为

该类产品的微生物控制提供理论基础。

本实验以狮子头为研究对象，以狮子头原有包

装（彩袋包装）作为对照，研究了三种气调包装处理

100% N2、30% CO2+70% N2、40% CO2+60% N2 对

狮子头在 0~4 ℃ 下贮藏期间微生物品质的变化规

律，并采用高通量测序技术研究 3 种气调包装组狮

子头腐败时的菌群结构，探究气调包装对狮子头微生

物数量的影响及鉴定气调包装狮子头腐败时期的菌

群结构，为进一步延长气调包装狮子头的货架期提供

依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

狮子头　取自江苏省淮安市苏食肉品有限公

司；气调包装托盘包装盒（尺寸 224 mm×133 mm×
40 mm，透氧率≤10 mL/（m2·d）（23 ℃, 0.1 MPa），水
蒸气透过率≤15 g/（24 h·m2）（38 ℃，90% RH））、Lid
1050/550Lidstock 塑封包装膜（厚度 25.0 μm; 主要材

质线性低密度聚乙烯，拉伸强度：纵向 105 MPa，横
向 92.9 MPa；透氧率：4.4 ℃、100% RH 条件下低于

20.0  mL/（m2·d），4.4 ℃、0%  RH 条件下低于 6.0
mL/（m2·d），22.8 ℃、0% RH 条件下低于 5.0 mL/（m2·d）；
水蒸气透过率≤1.0 g/（24 h·m2）（4.4 ℃、100% RH）；

推荐使用温度 15~32 ℃）　美国希悦尔公司；平板计

数琼脂（PCA）、乳酸细菌培养基（MRS）、结晶紫中性

红胆盐葡萄糖琼脂（VRBGA）　北京陆桥；假单胞菌

选择性培养基（CFC）、无菌均质袋　青岛海博；氯化

钠　国药集团化学试剂有限公司；土壤 DNA 基因组

提取试剂盒（Omega Biotek 公司）、胶回收试剂盒　

Axygen 生物科技公司。

OXYBABY6.0 气体成分分析仪　上海众林机

电设备有限公司；BagMixer400VW 拍击式均质器　

法国 Interscience 公司；SMART500 气调包装机　西

班牙 ULMA 公司； HPP260 恒温恒湿箱　德国

Memmert 公 司 ； ABI  GeneAmp®  PCR 仪 　 美 国

ABI 公司；QuantusTM Fluorometer 荧光定量系统　

美国 Promega 公司；Illumina  Miseq 测序仪　美国

Illumina 公司；Scan1200 自动影像分析菌落计数仪

　法国 Interscience 公司。 

1.2　试验方法 

1.2.1   样品采集、包装与贮藏　从江苏省淮安市苏

食肉品有限公司采集 200 袋新鲜（初始样品为 180 g/
袋的彩袋密封包装）的狮子头置于冰盒中，3 h 内运至

实验室。当样品到达实验室时，将样品随机分配和包

装在三种气体环境中：Group A：30% CO2+70% N2、

Group B：40% CO2+60% N2、Group C：100% N2。所

有的样品贮藏在 4 ℃ 的恒温恒湿箱中，取样时间点

为：0、3、6、9、12、15、18 d，每组样品设置三个重复。 

1.2.2   包装袋顶空气体比例的测定　参考 Guo 等[21]

的方法并稍作修改，通过 Oxybaby 6.0i 气体成分分

析仪测定三组狮子头包装内的顶空气体组成。将气

体比例测定仪的探头插入不同处理组的气调包装盒

中，气调包装盒内顶空 CO2 以及 O2 的含量显示在测

定仪的屏幕上。 
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1.2.3   狮子头微生物数量的测定　菌落总数的测定

参照 GB4789.2-2016《食品微生物学检验 菌落总数

测定》方法进行；在无菌环境下从每组样品中随机剪

取 25 g 肉样，剪碎放入含 225  mL 灭菌生理盐水

（0.85%）的无菌采样袋中，采样袋在均质器中中速均

质 2 min，随后按照 10 倍梯度稀释到所需要的稀释

度。从稀释液中选取合适的梯度，取 1 mL 稀释液置

于无菌培养皿中，倒入 15 mL 左右的 PCA 培养基，

混合均匀后冷却至培养基凝固，将凝固的培养基置

于 37 ℃ 培养箱中培养 48 h 计数。取 1 mL 稀释液

置于无菌培养皿中，倒入 15 mL 左右的 CFC 培养

基，混合均匀后冷却至培养基凝固，将凝固的培养基

置于 25 ℃ 培养箱中培养 48 h 计数。取 1 mL 稀释

液置于无菌培养皿中，倒入 15 mL 左右的 VRBGA
培养基，混合均匀后冷却至培养基凝固，将凝固的培

养基置于 37 ℃ 培养箱中培养 48 h 计数。微生物数

量以 lg（CFU/g）表示。 

1.2.4   DNA 提取及高通量测序　参考赵嘉越等[14]

的方法并做适当的修改，选取腐败时的样品提取细菌

总 DNA 并通过 1% 琼脂糖凝胶电泳检测。对细菌

的 16S  rDNA 的 V3-V4 区设计特异引物并进行

PCR 扩增，特异性引物为 338F（5 ’-ACTCCTACG
GGAGGCAGCA-3’）和 806R（5’-GGACTACHVGGG
TWTCTAAT-3’），PCR 反应体系为：5×FastPfu Buffer
4  μL，2.5  mmol/L  dNTPs  2  μL，上游和下游引物

（5 μmol/L）各 0.8 μL，FastPfu DNA 聚合酶（2.5 U/μL）
0.4  μL，模板 DNA  10  ng，重蒸水补足至 20  μL。
PCR 反应参数为：98 ℃ 预变性 2 min，进入热循环；

98 ℃ 变性 15  s，55 ℃ 退火 30  s，72 ℃ 延伸 30  s，
27 个循环；最后一个延伸为 72 ℃、5 min。将 PCR
产物用 2% 琼脂糖凝胶电泳检测，使用凝胶回收试

剂盒（AXYGEN 公司）切胶回收 PCR 产物，并用

QuantiFluorTM -ST 蓝色荧光定量系统进行检测定

量，将 PCR 产物通过 Illumina MiSeq PE250 平台进

行 DNA 测序。 

1.3　数据处理与分析

显著性差异分析使用 SAS 软件的 Duncan’s 多

重比较进行分析，当 P<0.05 时认为有显著性差异；

当 P<0.01 时认为有极显著性差异。采用 GraphPad
Prism 5 软件绘图。将 Illumina PE250 测序得到的

PE reads 首先根据 overlap 关系进行拼接，同时对序

列质量进行质控和过滤，区分样本后进行物种分类学

分析，基于分类学信息，可以在各个分类水平上进行

群落结构的统计分析。 

2　结果与分析 

2.1　狮子头贮藏过程中包装内顶空 CO2 和 O2 含量

变化

由图 1 可知，贮藏过程中，气调包装处理组的顶

空 CO2 含量波动变化，而对照组的顶空 CO2 含量稳

定不变。这可能是处理组和对照组之间微生物代谢

活动不同导致的。30% CO2+70% N2 在前 6 d 的贮

藏过程中，顶空 CO2 含量不断减少，第 9 d 时 CO2 含

量迅速增加然后不断减少。在前 12 d 的贮藏过程

中，40% CO2+60% N2 的顶空 CO2 含量不断减少，随

后略有增加，在贮藏末期时降至 30%。100% N2 在

第 6 d 时，顶空 CO2 含量突然增加，在第 9 d 时达到

最大值，在贮藏末期顶空 CO2 含量不断减少，直至接

近 0。气调包装处理组的氧气含量始终为 0，而对照

组中的氧气含量不断减少。这是因为存在于肉制品

中的细菌主要为好氧菌或兼性厌氧菌，细菌在生长代

谢过程中会不断消耗氧气，从而导致对照组顶空内的

氧气含量不断减少。 

2.2　狮子头贮藏过程中微生物数量变化

在贮藏过程中，样品中菌落总数、假单胞菌

（Pseudomonas）数、肠杆菌（Enterobacteriaceae）数的

变化情况如图 2 所示。样品包装后的初始菌落总数

在 3.5（lg（CFU/g））左右，在贮藏过程中，样品的菌落

总数随着贮藏时间的增加而增加。贮藏 15 d 时，

30% CO2+70% N2 组和 40% CO2+60% N2 的菌落总

数显著低于对照组（P<0.05），40% CO2+60% N2 的菌

落总数显著低于 30% CO2+70% N2 组（P<0.05），而
100% N2 组与对照组的菌落总数没有显著性差异

（P>0.05）。在 15 d 时，30% CO2+70% N2 组、100%
N2 组以及对照组的菌落总数超过 6  lg，而 40%
CO2+60% N2 的菌落总数仍在 6 lg 范围之内。我国

《NYT 2073-2011 调理肉制品加工技术规范》中规定
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图 1    狮子头贮藏过程中包装内顶空 CO2 和 O2 含量变化图

Fig.1    Changes of CO2 and O2 contents in headspace of packages during storage
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的菌落总数最高安全限量为 6（lg（CFU/g））（4 ℃ 条

件下），说明 15 d 时，30% CO2+70% N2 组、100%

N2 组和对照组的样品已经完全腐败。18 d 时，40%

CO2+60%  N2 组的菌落总数在 6  lg 范围内，因此

40% CO2+60% N2 组能够将狮子头的货架期延长

3 d。对于假单胞菌来说，贮藏 3~18 d 时，30% CO2+

70% N2 组和 40% CO2+60% N2 的假单胞菌数均显

著低于对照组和 100%  N2 组（P<0.05），而 100%

N2 组与对照组的假单胞菌数没有显著性差异

（P>0.05）。40% CO2+60% N2 组的肠杆菌数在贮藏

末期显著低于 30% CO2+70% N2 组，100% N2 组和

对照组（P<0.05），而 30%  CO2+70%  N2 组，100%

N2 组和对照组的肠杆菌数在贮藏末期没有显著性差

异（P>0.05）。本实验研究发现，气调包装技术的抑菌

作用随着 CO2 含量的增加而增强。气调包装是在包

装中充入 CO2、O2 和 N2 等保护气体来抑制食品中

微生物的生长繁殖，从而延长食品货架期的一种绿色

包装方式[22]。其中，CO2 是使气调包装具有抑菌作

用的重要气体成分，CO2 溶于水形成的碳酸能够破

坏细菌的细胞膜，降低胞内 pH 并裂解细胞，最终抑

制微生物的代谢活动[13]。 

2.3　气调包装狮子头优势腐败菌的分析

从 2.2 的微生物结果可知：40% CO2+60% N2 组

在菌落总数、假单胞菌数、肠杆菌数以及乳酸菌属上

的抑菌效果优于 30% CO2+70% N2 组和 100% N2

组，在 18 d 时，三个处理组样品均已接近腐败，而

18 d 的贮藏期限严重缩小了狮子头的销售和流通范

围，制约了企业在调理肉制品领域的经济效益。因

此，实验选取贮藏末期的气调包装狮子头测定其菌群

结构，从而为优势腐败菌的筛选提供参考，最终选取

合适的杀菌技术来靶向抑制优势腐败菌的生长繁殖，

延长狮子头的货架期。图 3 表示贮藏末期三个处理

组的菌群结构，在门水平上，三个处理组的优势菌门均

为厚壁菌门（Firmicutes）和变形菌门（Proteobacteria）。

其中厚壁菌门在 100% N2 组、30% CO2+70% N2 组

和 40% CO2+60% N2 组的丰度值分别为 19.75%、
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图 2    狮子头贮藏过程中微生物数量的变化图

Fig.2    Changes of the microbial counts in meatballs during storage
注：不同小写字母表示相同贮藏时间不同处理组之间的差异显著（P<0.05）。
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32.69%、32.13%。变形菌门在 100%  N2 组、30%
CO2+70% N2 组和 40% CO2+60% N2 组的丰度值分

别为 12.38%、7.24%、13.28%。在属水平上，三个处

理组的菌群结构主要由芽孢杆菌属（Bacillus spp.）、
假 单 胞 菌 属 （ Pseudomonas spp.） 、 链 球 菌 属

（Streptococcus spp.）、不动杆菌属（Acinetobaceter
spp.）、热杀索丝菌属（Brochothrix spp.）、肠杆菌属

（Enterobacter spp.）、乳酸菌属（Lactobacillus spp.）
以及嗜冷杆菌属（Psychrobacter spp.）组成。其中芽

孢杆菌属在 100%  N2 组、30%  CO2+70%  N2 组和

40%  CO2+60%  N2 组 的 丰 度 值 分 别 为 11.69%、

27.27%、26.56%。假单胞菌属在 100% N2 组、30%
CO2+70% N2 组和 40% CO2+60% N2 组的丰度值分

别为 6.16%、 2.18%、 3.36%。链球菌属在 100%
N2 组、30% CO2+70% N2 组和 40% CO2+60% N2 组

的丰度值分别为 4.39%、3.04%、3.68%。不动杆菌

属在 100% N2 组、30% CO2+70% N2 组和 40% CO2+
60% N2 组的丰度值分别为 1.46%、3.04%、1.51%。

热杀索丝菌属在 100% N2 组、30% CO2+70% N2 组

和 40%  CO2+60%  N2 组的丰度值分别为 2.52%、

0.67%、0.98%（图 4）。 

3　讨论
贮藏过程中，气调包装处理组的顶空 CO2 含量

波动变化，而对照组的顶空 CO2 含量稳定不变。这

可能是由于处理组和对照组之间微生物代谢活动不

同的缘故。Ye 等 [23] 研究发现贮藏过程中顶空

CO2 含量在卤鸭翅包装中波动变化，这与本研究结

果一致。但 Zhai 等[24] 比较盐水鸭在气调包装和正

常包装条件下的货架期时发现，样品包装内顶空

CO2 含量在贮藏过程中不断减少，这与本研究结果

不同。这可能是由于样品差异导致贮藏过程中顶空

CO2 含量在不同样品中变化规律不同的缘故。具体
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图 3    腐败时期气调包装狮子头门水平（a）和属水平（b）细菌群落分析

Fig.3    Analysis of the bacterial community at the phyla level（a）and at the genus level（b）of the
modified atmosphere packaging meatballs during spoilage period
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Fig.4    Composition of dominant spoilage bacteria in modified
atmosphere packaging meatballs during spoilage period
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机理有待于今后进一步探讨。

本研究发现：在贮藏末期，30% CO2+70% N2 组

和 40% CO2+60% N2 组的菌落总数、假单胞菌数均

显著低于对照组（P<0.05），这与之前的研究结果一

致[15]。40% CO2+60% N2 组的菌落总数、假单胞菌

数、乳酸菌数显著低于 30% CO2+70% N2 组（P<0.05），
这说明包装中 CO2 含量越高，抑菌效果越好。张新

笑等[12] 在研究不同 CO2 比例气调对冷鲜鸡肉中荧

光假单胞菌的抑制作用时发现：荧光假单胞菌总数、

挥发性盐基氮和腐胺含量随着贮藏时间延长而上升，

随二氧化碳体积分数的升高而下降，这与我们的研究

结果一致。但 Sivertsvik[25] 研究认为：当 CO2 含量

超过 50% 时，肉类包装在储藏过程中会出现凹陷，降

低产品的外观可接受度。

对腐败时三组气调包装样品进行菌群结构分

析，发现三个处理组菌群结构主要由芽孢杆菌属

（Bacillus spp.）、假单胞菌属（Pseudomonas spp.）、
链 球 菌 属 （ Streptococcus spp.） 、 不 动 杆 菌 属

（Acinetobaceter spp.）、热杀索丝菌属（Brochothrix
spp.）、肠杆菌属（Enterobacter spp.）、乳酸菌属

（Lactobacillus spp.）以及嗜冷杆菌属（Psychrobacter
spp.）组成。张志刚等[26] 在分析低温狮子头冷藏过程

中的品质变化规律时发现：冷藏末期狮子头中的优势

菌群为梭状芽孢杆菌属和类芽孢杆菌属，这与本研究

结果一致。其他菌属也曾在多种气调包装肉制品的

菌群结构中发现，如气调包装（70% O2+30% N2）盐水

鹅的菌群结构由假单胞菌（52.5%）、肠杆菌（31.1%）

和热杀索丝菌（12.4%）构成 [27]。气调包装（25%
CO2+75% N2）酱卤鸭食管的优势腐败菌主要有副黄

假单胞菌、特基拉芽孢杆菌、肉芽肿克雷伯氏菌和香

坊肠杆菌[16]。气调包装（30% CO2+70% O2）生香肠

的优势腐败菌主要有热杀索丝菌、乳酸菌等菌属[4]。

芽孢杆菌属（ Bacillus spp.） 、假单胞菌属

（Pseudomonas spp.）、肠杆菌属（Enterobacter spp.）、
热杀索丝菌属（Brochothrix spp.）经常在包装肉制品

的腐败末期检测到，在多篇研究中证明参与肉制品的

腐败过程，出现异味[28]、胀袋[29]、变色[30] 等感官缺

陷。最近的研究表明，不动杆菌属（Acinetobaceter
spp.）是食品服务环境中的主要微生物种类之一，如

预处理表面、储藏间和厨房等[31]，这可能是气调包装

样品中贮藏末期不动杆菌属丰度高的原因。

Esmer[32]、Gill 等[33] 研究证实，假单胞菌属是肉及肉

制品中主要优势腐败菌属，它通过利用肉及肉制品中

的葡萄糖和蛋白质，加速其自身的增殖和代谢，从而

产生具有异味的含硫化合物、酯类和酸类。虽然假

单胞菌属是好氧菌，但在多篇研究中证实了假单胞菌

属在无氧的气调环境下能够生长繁殖[32]。芽孢杆菌

是一种常见的革兰氏阳性菌，其中部分好氧菌或兼性

厌氧菌可以利用蛋白质、多糖及淀粉，分解色氨酸形

成具有异味的挥发性化合物。 

4　结论
与对照组相比，30% CO2+70% N2 和 40% CO2+

60% N2 气调包装组能够抑制狮子头贮藏过程中菌落

总数、假单胞菌属、肠杆菌属的生长繁殖，其中 40%
CO2+60% N2 组在狮子头贮藏过程中微生物的控制

方面效果更加明显。高通量测序技术鉴定狮子头贮

藏末期的菌群结构结果显示，三个处理组的菌群结构

主要由芽孢杆菌属（Bacillus spp.）、假单胞菌属

（Pseudomonas spp.）、链球菌属（Streptococcus spp.）、
不动杆菌属（Acinetobaceter  spp.）、热杀索丝菌属

（Brochothrix spp.）、肠杆菌属（Enterobacter spp.）、
乳酸菌属（ Lactobacillus spp.）以及嗜冷杆菌属

（Psychrobacter spp.）组成。Lefse 差异分析表明三个

处理组之前的菌群结构没有显著差异。本研究结果

为企业开发延长气调包装狮子头货架期技术提供

参考。
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