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摘要：为解决红烧肉和酱料包的胀袋和腐败问题，该研究对胀袋红烧肉、牛排酱与番茄酱的微生物进行分离鉴定，并通过 16S 

rDNA 鉴定和产气验证试验确定导致产品胀袋的主要产气微生物。结果显示，从 3 种胀袋产品中共分离出 9 株优势菌，编号为 1~9。

其中菌株 1 号和 5 号为革兰氏阳性球菌，经鉴定 1 号菌株为枝状葡萄球菌（Staphylococcus edaphicus）、5 号菌株为戊糖片球菌

（Pediococcus pentosaceus）；4 号和 8 号菌为革兰氏阴性杆菌，经鉴定 4 号菌株为巴氏柠檬酸杆菌（Citrobacter braakii）、8 号菌株为

弗氏柠檬酸杆菌（Citrobacter freundii）；2 号、3 号、6 号、7 号和 9 号为革兰氏阳性杆菌，经鉴定 2 号菌株为魏斯氏菌（Weissella cibaria）、

3 号菌株为贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis）、6 号菌株为蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）、7 号菌株为太平洋芽孢杆菌（Bacillus 

pacificus）、9 号菌株为解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）。经产气验证试验，可以确定 Bacillus velezensis、Citrobacter braakii、

Bacillus cereus、Bacillus pacificus 和 Citrobacter freundii 为产气微生物，是引起红烧肉和酱料包胀袋的主要污染微生物。综合分析，芽

孢杆菌是导致包装食品胀袋的主要产气微生物之一，有效控制芽孢及芽孢杆菌的污染是解决食品胀袋问题的关键。 
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Abstract: In order to solve the problem of swelling and corruption of red braised pork and sauce packs, the microorganisms in swelling 

red braised pork, steak sauce and tomato sauce were isolated and identified, and through the gas production verification test and 16S rDNA 

identification, the main gas producing microorganisms that caused the product swelling were determined. The results showed that 9 strains of 

dominant bacteria, numbered 1-9, were isolated from 3 kinds of expanded bag products. Bacteria 1 and 5 were Gram-positive cocci, strain 1 was 

identified as Staphylococcus edaphicus, and strain 5 was Pediococcus pentosaceus; Strain 4 and strain 8 were Gram-negative bacteria, strain 4 

was Citrobacter braakii, and strain 8 was Citrobacter freundii. Strains 2, strain 3, strain 6, strain 7 and strain 9 were Gram-positive bacteria, 

strain 2 was identified as Weissella cibaria, strain 3 was Bacillus velezensis, strain 6 was identified as Bacillus cereus, strain 7 was identified as 

Bacillus pacificus, and strain 9 was identified as Bacillus amyloliquefaciens. According to the verification test of gas production, Bacillus 

velezensis, Citrobacter braakii, Bacillus cereus, Bacillus pacificus and Citrobacter freundii were identified as gas-producing microorganisms,  
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which were the main contaminating microorganisms that caused braised pork and sauce bags to swell. Comprehensive analysis showed that 

Bacillus was one of the main gas-producing microorganisms that caused swelling of packaged food. Effective control of the contamination of 

spores and bacillus is the key to solving the problem of food swelling. 

Key words: bagging red braised pork; bagging tomato sauce; bagging steak sauce; gas-producing microorganisms; separation and 

identification  

 

随着我国经济进入新常态，消费者越来越注重生

活质量的提高，熟肉制品因具有营养、美味、即食等

优点，深受人民喜爱。目前市场上的熟肉制品主要包

括酱卤肉制品、发酵肉制品、腌腊肉制品、熏烧烤制

品、香肠制品、油炸制品及其他熟肉制品[1-2]。不同风

味酱料品类的出现使人们对调味酱的消费需求在不断

提升，市场需求不断扩大，我国调味酱产业发展呈现

逐年增长趋势[3-4]。熟肉制品和调味酱中富含丰富的脂

肪和蛋白质，具有较高的水分活度，在制作和加工过

程中一旦受到污染很容易造成微生物的大量繁殖，导

致食品腐败变质，甚至引发食源性疾病[5]。在高温高

湿季节，熟肉制品及酱料制品极易在贮藏、运输和销

售过程中发生胀袋现象，造成大量的食物浪费和经济

损失，是众多食品企业面临的主要问题之一[6]。 

国内外有较多关于食品中胀袋微生物分离鉴定的

报道，如杨颖等[7]从胀袋脆梅中分离出朗比克假丝酵

母和藤黄微球菌；李靖等[8]研究发现引起红油豆瓣酱

胀罐的微生物是地衣芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌；

Silva等[9]从胀袋的巴西真空包装牛肉片中分离出嗜冷

梭状芽孢杆菌；高鹏等[10]从胀袋的真空包装肘花中分

离出地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌和寡养单胞菌。但

是有关引起红烧肉和酱料包胀袋的污染微生物报道较

少，对于不同胀袋污染微生物应进行不同的针对性分

离、鉴定和分析。 

本研究从企业高投诉率产品中选择胀袋红烧肉、

胀袋番茄酱和胀袋牛排酱为研究对象，对其进行微生

物多样性分离培养，并通过形态学和分子生物学（16S 

rDNA）方法进行种属鉴定，确定导致红烧肉、番茄

酱和牛排酱胀袋变质的关键微生物，并通过产气验证

实验通过确定导致产品胀袋的微生物。通过探究引起

这些产品胀袋的原因，针对性地制定质量控制措施，

减少食品中危险因素的污染，保障肉制品与酱料制品

的安全性，从而减少企业损失，保障消费者的健康，

为食品安全发展奠定一定基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要实验材料 

胀袋红烧肉，胀袋牛排酱，胀袋番茄酱，均为肉

品企业提供胀袋样品。 

1.2  主要仪器与设备 

德国 IKA VORTEX GENIU 旋涡混匀仪，北京佳

源兴业科技有限公司；AL104 电子分析天平，梅特勒

-托利多仪器（上海）有限公司；Nikon ECLIPSE 80i

科研级显微镜，日本尼康公司；Electrotek AW200SG

厌氧工作站，陕西鹏展科技有限公司；SHP-80 生化培

养箱，北京中兴伟业仪器有限公司；日本 HIRAYAMA 

-HVE50 高压灭菌器，华粤行仪器有限公司；Biometra 

TGradient 梯度 PCR 仪，济南鑫贝西生物技术有限公

司；德国 Biometra DYY-12 电泳仪，北京市六一仪器

厂；NAI-JZQ 灭菌型拍打式均质器，上海那艾实验仪

器有限公司。 

1.3  主要试剂 

营养琼脂（NA）培养基、强化梭菌琼脂（RCM）

培养基、乳酸细菌琼脂（MRS）培养基、酵母膏胨葡

萄糖琼脂（YPD）培养基、胰胨-亚硫酸盐-环丝氨酸

琼脂（TSC）培养基、革兰氏染色试剂盒，均购于青

岛高科园海博生物技术有限公司；大肠杆菌测试片，

购于长沙三行生物科技有限公司；PCR 检测试剂盒、

离心柱型细菌 DNA 提取试剂盒，购于赛默飞世尔科

技(中国)有限公司。 

1.4  试验方法 

1.4.1  多种培养基分离微生物 
分别从不同胀袋食品中中称取 25 g样品，加到装有

225 mL 0.85%无菌生理盐水中，使用均质器拍打混匀。

使用 0.85%无菌生理盐水进行 10倍梯度稀释。使用稀释

涂布平板法，取10-2、10-3、10-4、10-5、10-6稀释液各 0.2 

mL，分别涂布于NA、RCM、MRS、YPD 和TSC平板

上，大肠杆菌检测选择在大肠杆菌快检试纸片上进行，

进行厌氧和好氧培养并计数。观察、记录优势微生物的

菌落特征，挑取优势单菌落分离纯化 3次，最后接种到

菌株磁珠保存管中，放于-80 ℃冰箱保存备用。 

1.4.2  微生物镜检 
使用革兰氏染色法对分离纯化后的菌株进行微生

物镜检，并判别微生物是革兰氏阳性还是阴性菌。通
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过观察分离到的微生物在平板上的菌落形态与在显微

镜下观察到的个体形态，参考《常见细菌系统鉴定手

册》[11]对其进行初步判定。 

1.4.3  微生物种属鉴定 
表1 PCR扩增反应体系 

Table 1 PCR amplification reaction system 

PCR 反应体系（40 μL） 添加量/μL 

DNA 模板 2 

ddH2O 14 

引物 1（27F） 2 

引物 2（1492R） 2 

Taq DNA 聚合酶 10×缓冲液 20 

 
图1 PCR扩增反应程序 

Fig.1 PCR amplification reaction procedure 

采用离心柱型细菌基因组 DNA 序列提取试剂盒

提取得到超纯的基因组 DNA[12-13]，用于 PCR 后进行

凝胶电泳成像，DNA 样品由北京六合华大基因科技有

限公司完成测序，进行菌株种属鉴定。菌株 PCR 扩增

所用反应体系如表 1 所示，反应程序如图 1 所示。 

1.4.4  产气微生物的验证 
配置 NB 和 YPD 液体培养基，分装于试管中，放

入杜氏管，115 ℃灭菌 20 min 备用。将各培养基上挑

选出来的典型菌株纯化 2~3 次，用无菌生理盐水将其

制备成菌悬液，无菌条件下用移液枪吸取一定量的菌

悬液加入到灭过菌的产气验证试管中，每种 3 个平行，

37 ℃培养并连续观察 7 d，若管内产生气泡则为产气

微生物。同时，用接入胀袋样品悬浊液的和接入无菌

生理盐水的试管作为对照实验，以确保实验准确性。 

2  结果与分析 

2.1  分离菌株菌落及菌体形态观察 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

图2 1~9号菌在不同培养基上的菌落形态及革兰氏镜检图 

Fig.2 Colony morphology and gram microscopic examination 

of No.1~9 strains on different mediums 

注：a：1 号菌在 NA培养基上；b：2 号菌在 YPD 培养基

上；c：3 号菌在 RCM 培养基上；d：4 号菌在 NA 培养基上；



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2022, Vol.38, No.7 

110 

e：5 号菌在 YPD 培养基上；f：6 号菌在 RCM 培养基上；g：

7 号菌在 NA 培养基上；h：8 号菌在 YPD 培养基上；i：9 号菌

在 RCM 培养基上。 

通过对胀袋红烧肉、牛排酱和番茄酱中的微生物进

行分离、纯化，三种胀袋产品在 MRS、TSC 培养基和

大肠杆菌检测试纸片上均未检出微生物，在 NA、YPD

和 RCM 培养基均有菌检出。根据各培养基上微生物的

菌落形态进行分类，共得到 9 种不同形态的优势菌，分

别编号 1~9，并进行形态观察和革兰氏染色镜检，菌落

特征[14]和镜检结果如下表 2 和图 2 所示。其中，菌株 1

号和 5号菌为革兰氏阳性球菌，2、3、6、7 和9号菌为

革兰氏阳性杆菌，4号菌和8 号菌为革兰氏阴性杆菌。 

2.2  细菌 16S rDNA基因序列同源性比对分析

及系统发育分析 

1~9 号菌株的 16S rDNA 扩增电泳结果如图 3 所

示，序列基因序列全场约 1500 bp。将测序得到的序列

用BLAST软件上传至在NCBI-GenBank进行同源性检

索分析，并通过比对结果构建系统发育树，结果如图 4、

表 3 所示。分析可知，1 号菌株与多株枝状葡萄球菌

（Staphylococcus edaphicus）的同源性达 99%以上，故

鉴定 1 号菌为枝状葡萄球菌（ Staphylococcus 

edaphicus）。同理，2 号菌株为魏斯氏菌（Weissella 

cibaria），3 号菌株为贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus 

velezensis），4 号菌株为巴氏柠檬酸杆菌（Citrobacter 

braakii），5 号菌株为戊糖片球菌（Pediococcus 

pentosaceus），6 号菌株为蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus 

strain），7号菌株为太平洋芽孢杆菌（Bacillus pacificus），

8 号菌株为弗氏柠檬酸杆菌（Citrobacter freundii），9

号菌株为解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）。 

 
图3 1~9号菌的16S rDNA扩增电泳结果 

Fig.3 16S rDNA amplification electrophoresis results of No.1~9 

strain 

表2 9种微生物的菌落形态 

Table 2 Colony morphology of nine gas producing microorganisms 

编号 菌落特征 镜检结果 

1 乳白色，圆形，边缘整齐，表面光滑、湿润，隆起，不透明 G+球状 

2 白色，小圆形，边缘整齐，表面光滑，隆起，不透明 G+杆状 

3 乳白色，圆形，边缘整齐，表面光滑、湿润，隆起，不透明 G+杆状 

4 乳白色，圆形，边缘整齐，表面光滑、湿润，隆起，不透明 G-杆状 

5 乳白色，小圆形，边缘整齐，表面光滑，隆起，不透明 G+球状 

6 乳白色，圆形，边缘整齐，表面光滑、湿润，隆起，不透明 G+杆状 

7 白色，圆形，边缘不整齐，表面光滑、湿润，隆起，不透明 G+杆状 

8 乳白色，圆形，边缘整齐，表面光滑、湿润，隆起，不透明 G-杆状 

9 白色，小圆形，边缘整齐，表面光滑，隆起，不透明 G+杆状 

表3 1~9号菌16S rDNA的 BLAST结果 

Table 3 BLAST results of 16S rDNA of No.1~9 strain 

编号 搜索号 匹配菌株 登录序列/bp 匹配度/% 

1 MN229555.1 Staphylococcus edaphicus strain 1430 99.20 

2 NR036924.1 Weissella cibaria strain 1529 99.79 

3 MT124533.1 Bacillus velezensis strain 1445 99.65 

4 NR028894.1 Citrobacter braakii strain 1505 99.43 

5 MT544941.1 Pediococcus pentosaceus strain 1482 100.00 

6 NR157736.1 Bacillus cereus strain 1509 99.73 

7 NR157733.1 Bacillus pacificus strain 1509 100.00 

8 NR 28894.1 Citrobacter freundii strain 1505 99.43 

9 NR 041455.1 Bacillus amyloliquefaciens strain 1472 99.51 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2022, Vol.38, No.7 

111 

 
图4 1~9号菌的系统发育树 

Fig.4 Phylogenetic tree of No.1~9 strain 

表4 微生物产气验证实验结果 

Table 4 Validation test results of microbial gas production 

3 d  7 d 
菌株序号 

产气管数 产气量  产气管数 产气量 

1 0 -  0 - 

2 0 -  0 - 

3 3 +  3 ++ 

4 3 +  3 ++ 

5 0 -  0 - 

6 1 +  3 ++ 

7 1 +  2 ++ 

8 3 ++  3 +++ 

9 0 -  0 - 

空白样品 0 -  0 - 

胀袋红烧肉样品 3 +  3 +++ 

胀袋牛排酱样品 3 +  3 +++ 

胀袋番茄酱样品 3 +  3 +++ 

注：“-”表示没有产气；“+”表示产气；“+”的数量表示产气

程度。 

2.3  产气验证实验结果 

通过微生物产气验证实验，确定了 9 株菌株中导

致红烧肉和酱料包胀袋的产气微生物，结果如表 4 所

示。经产气验证试验可确定 3 号贝莱斯芽孢杆菌

（ Bacillus velezensis ）、 4 号巴氏柠檬酸杆菌

（Citrobacter braakii）、6 号蜡样芽孢杆菌（Bacillus 

cereus）、7 号太平洋芽孢杆菌（Bacillus pacificus）和

8 号弗氏柠檬酸杆菌（Citrobacter freundii）为导致红

烧肉和酱料包胀袋的产气微生物，其中8号Citrobacter 

freundii 的产气量高于其他产气微生物。空白样品试管

未产气，胀袋红烧肉、胀袋牛排酱和胀袋番茄酱试管

均不同程度产气，证明试验的准确性。 

张小丽等[15]在胀袋酱油中分离纯化出巨大芽孢

杆菌（Bacillus megaterium），确定该菌株是引起产品

胀袋的主要产气微生物。李慧等[16]研究发现地衣芽孢

杆菌（Bacillus licheniformis）和枯草芽孢杆菌（Bacillus 

subtilis）是引起牛肉方便菜肴食品胀袋的主要污染源。

张怀敏等[17]也确定了芽孢杆菌为老陈醋胀袋的主要

产气微生物。芽孢杆菌在自然条件下极易形成芽孢休

眠体，芽孢具有含水量低，抗逆性强和休眠特性等特

点，能够对各种外界胁迫，如高温、干燥、紫外线、

电离辐射以及多种化学物质等具有极强抵抗力，在食

品工业杀菌后仍可存活[18]。残留在食品中的芽孢在产

品的贮藏、运输和销售过程中，可能会由于外界环境

的的波动引起食物腐败变质，导致产品胀袋[19]。综上

所述，芽孢杆菌是引起不同包装食品胀袋的主要污染
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微生物，有效控制芽孢污染是解决食品胀袋问题的主

要条件之一。 

3  结论 

本研究以胀袋红烧肉、胀袋牛排酱和胀袋番茄酱

为研究对象，分离鉴定了导致红烧肉、牛排酱和番茄

酱胀袋的产气微生物。采用多种培养基分离纯化出 9

种胀袋产品中的典型菌落，通过形态学和分子生物学

（16S rDNA）方法进行种属鉴定，确定 2 株革兰氏阳

性球菌，分别为枝状葡萄球菌（ Staphylococcus 

edaphicus）和戊糖片球菌（Pediococcus pentosaceus）；

2 株革兰氏阴性杆菌，分别为巴氏柠檬酸杆菌

（Citrobacter braakii）和弗氏柠檬酸杆菌（Citrobacter 

freundii）；5 株革兰氏阳性杆菌，分别为魏斯氏菌

（Weissella cibaria）、贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus 

velezensis）、蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）、太平洋

芽孢杆菌（Bacillus pacificus）和解淀粉芽孢杆菌

（Bacillus amyloliquefaciens）。经产气验证试验鉴定出

引起红烧肉和酱料包胀袋的产气微生物为 Bacillus 

velezensis、Citrobacter braakii、Bacillus cereus、Bacillus 

pacificus 和 Citrobacter freundi。该结论为胀袋红烧肉、

胀袋牛排酱和胀袋番茄酱中产气微生物的进一步溯源

分析提供了依据，进而寻找并切断微生物的确切污染

源，保障产品品质，提高食用安全性。 
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