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泡椒凤爪加工过程中细菌群落组成及变化分析
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（3.食品科学与生物技术湖南省重点实验室，湖南长沙 410128）

摘要：该研究采用传统培养法结合高通量测序法分析了泡椒凤爪加工过程每一个步骤中细菌数量及群落组成的变化，以确定其

加工过程中的主要污染及微生物组成情况。结果表明：Y5（切分）是重要污染环节，菌落总数增加至 2.20×104 CFU/g。Y9（真空包

装）菌落总数（30 CFU/g）较Y7、Y8增加，且细菌多样性最高（Shannon=7.82），可能是真空包装过程给产品带来了一定的污染。

Acinetobacter（不动杆菌属）、Pseudomonas（假单胞菌属）和 Psychrobacter（嗜冷杆菌属）等是泡椒凤爪加工过程中的优势菌属，平

均相对丰度分别为 21.50%，9.29%，5.99%。而Y10（辐照杀菌后成品）中相对丰度较高的菌属包括具有一定的产蛋白酶和脂肪酶能

力的 Acinetobacter（不动杆菌属）（3.23%）、Serratia（沙雷氏菌属）（4.86%）、Staphylococcus（葡萄球菌属）（6.26%）和 Bacillus（芽

孢杆菌属）（4.59%），其中部分菌属还包含致病菌株，在储藏及销售过程可能会给产品带来质量及安全问题。研究结果加深了对泡椒

凤爪加工过程中微生物污染及群落组成的认识，可为后续泡椒凤爪微生物污染防控及产品品质和安全性提升提供一定的理论依据。
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Abstract: The traditional culture method combined with high-throughput DNA sequencing was used to analyze changes in the bacterial

quantity and community composition with each step in the processing of pickled chicken feet, to determine the main contamination sources and

microbial compositions during the process. SampleY5 (indicative of the slicing step) experiences the most contamination, with the total number

of colonies in the sample increasing to 2.20×104 CFU/g. The total number of colonies (30 CFU/g) in sample Y9 (representing the vacuum

packaging step) is higher than those of samples Y7 and Y8, and the bacterial diversity in Y9 is the highest (Shannon=7.82). The vacuum

packaging process may cause some product contamination. Acinetobacter, Pseudomonas, and Psychrobacter are the dominant bacteria in the

processing of pickled chicken feet, with average relative abundance values of 21.50%, 9.29% and 5.99%, respectively. The relatively abundant

bacteria genera in Y10 (end-product after sterilization by irradiation) include Acinetobacter (3.23%), Serratia (4.86%), Staphylococcus (6.26%)

and Bacillus (4.59%), which produce various proteases and lipases. Some of these genera also include pathogenic strains, which may raise

quality and safety concerns for products during storage and sale. These research results contribute to deeper understanding of the microbial

community compositions during pickled chicken feet processing, and can provide a theoretical basis guiding efforts to prevent and control
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microbial food contamination and improve product quality and safety.

Keywords: pickled chicken feet; traditional culture method; high-throughput sequencing; bacterial diversity; community structure

泡椒凤爪是用鸡爪加工成的一种休闲食品，主要

流行于川渝地区[1]，其鲜脆开胃，且富含蛋白质、矿

物质、氨基酸、维生素等[2]，具有维持钾钠平衡、提

高免疫力、美容养颜等功效，经常食用有利于人体健

康[3]。泡椒凤爪生产过程比较复杂，主要生产工艺包

括原材料解冻、切分、去血水、漂烫、卤制调味、真

空包装、辐照处理等工序，且泡椒凤爪属于动物性食

品，其营养物质丰富，在加工贮藏过程中常被微生物

污染。高温热杀菌技术不适用于泡椒凤爪，因为泡椒

凤爪经高温处理或低温长时间处理后，会导致胶原蛋

白析出影响产品脆度和外观。而国家在 2015年明确提

出禁止鸡爪加工中使用过氧化氢后，添加食品防腐剂

结合辐照杀菌成为了泡椒凤爪常用的保质方法[4]。辐

照杀菌是一种冷杀菌的方式，它可以最大限度保留食

品的风味及品质[5]，但其杀菌效果受多种因素的影响，

如微生物对辐照的耐受性、辐照剂量等[6]，而不同的

食品防腐剂对不同微生物的抑制效果也不同。目前泡

椒凤爪产品中依然存在微生物导致的溶烂、涨气等腐

败现象，而国内外有关泡椒凤爪产品中腐败微生物的

研究较少。杨琴[2]发现导致泡椒凤爪胀袋的微生物包

括解脂耶氏酵母（Y. l i po l y t i ca）、毕赤氏酵母

（P. guilliermondii）、肠膜明串珠菌（L. mesenteroides）
和产朊假丝酵母（Candida utilis）。马含笑[7]对发软泡

椒凤爪中微生物进行分离，得到一株小鳟鱼大洋芽孢

杆菌（Oceanobacillus oncorhynchi）。因此探究泡椒凤

爪加工过程中微生物多样性变化，有利于生产过程中

的微生物控制及防腐保鲜技术研究。

传统微生物培养法被广泛用于计数和分离鉴定食

品中的微生物，可以直接反映样品中可培养微生物的

数量级及食品的变质程度[8]，但对不可培养微生物的

研究存在局限性[9]。近年来应用于检测食品中微生物

群落组成的高通量测序技术是一种高效、准确的检测

技术[10]，可以更全面分析样品中微生物群落的组成及

相对丰度。目前研究中常采用传统培养法与高通量测

序法结合详细分析食品中微生物存在情况。张欣等[11]

利用高通量测序及传统培养方法分析了发酵普洱茶细

菌多样性，发现高通量测序可以更全面揭示发酵普洱

茶样品的细菌群落构成。Cauchie等[12]对 288份猪肉

末样品进行高通量测序并结合耐冷菌和乳酸菌计数，

发现两种方法结合可以提供互补的结果。因此，本研

究采用传统培养方法结合高通量测序技术测定了泡椒

凤爪加工过程中微生物数量及群落组成的变化情况，

确定其加工过程中的主要污染及微生物组成变化情

况，旨在为泡椒凤爪加工过程中微生物污染防控和品

质及安全性提升提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 样品采集
泡椒凤爪不同加工阶段的样品来自湖南某食品企

业生产车间，其加工阶段主要包括解冻、切分、漂洗、

煮制、泡制、真空包装、辐照杀菌。采集同一批次生

产过程中各个步骤的样品装至透明 PE袋中，置于含

有冰袋的泡沫采样箱中低温运回实验室，部分样品直

接用于菌落总数测定，部分样品加入适量无菌水混合

均匀并使用孔径为 0.22 µm的水系滤膜进行过滤，过

滤后将滤膜装入已灭菌的 50 mL 离心管中，置于

-20 ℃冰箱保藏待高通量测序分析。

表1 泡椒凤爪样品信息表

Table 1 Chicken feet with pickled peppers sample information

sheet

样品编号 样品名称

Y1 冻凤爪

Y2 冻鸡脚杆

Y3 解冻后凤爪

Y4 解冻后鸡脚杆

Y5 切分后凤爪

Y6 漂洗后凤爪

Y7 煮制后凤爪

Y8 泡制后凤爪

Y9 真空包装后凤爪

Y10 辐照杀菌后成品

图1 泡椒凤爪的主要制作流程

Fig.1 The main production process of chicken feet with pickled

peppers
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1.1.2 主要试剂
平板计数琼脂（PCA），广东环凯微生物科技有限

公司；氯化钠，分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

Pusion Hot start flex 2X Master Mix，上海仪涛生物仪

器有限公司；DL2000 DNA Maker，Takara；Gene
colour，北京金博益生物技术有限公司；Qubit dsDNA
HSAssay Kit，Invitrogen，Life technologies；Biowest
Agarose G-10，BIOWEST；生工 50×TAE Buffer，上

海生工生物工程股份有限公司；AxyPrep PCR Cleanup
Kit，AXYGEN，Life Science Research；Stool DNAKit，
OMEGAbiotek。

1.2 仪器与设备

LDZX-50 KBS型立式高压蒸汽灭菌锅，上海申安

医疗器械厂；SW-CJ-1FD型无菌操作台，苏州净化设

备有限公司；SPX-250BⅢ型恒温培养箱，天津泰斯特

仪器有限公司；DW-HL388型超低温冷冻储存箱，中

科美菱低温科技有限责任公司；Centrifuge 5424型常

温离心机，Eppendorf；Microfuge R 22R Centrifuge冷
冻离心机，上海鹏仪电子科技有限公司；WH-861型
旋涡振荡仪，太仓华利达实验室设备公司；DK-8D型

三温三控恒温水浴锅，上海博迅实业有限公司；A200
型 PCR仪，杭州朗基科学仪器有限公司；MiSeq测序

仪，Illumina公司；Tanon EPS300型电泳仪、Tanon-2500
型凝胶成像仪，上海天能公司。

1.3 试验方法

1.3.1 菌落总数测定
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》进行测定。

1.3.2 总DNA的提取
采用 E.Z.N.A.Soil DNAKit试剂盒提取泡椒凤爪

样品中细菌总 DNA。并通过琼脂糖凝胶电泳检测

DNA质量，同时用紫外分光光度计对DNA进行定量。

1.3.3 PCR扩增
利用 16S rDNAV3~V4区引物 341F~805R进行扩

增。PCR扩增体系总体积为 25 μL，其中包含 25 ng

模板 DNA，2×Taq master Mix 12.5 μL，上下游引物各

2.5 μL，ddH2O补齐至 25 μL。PCR扩增条件为：98℃
预变性 30 s；98℃变性 10 s，54℃退火 30 s，72℃延

伸 45 s，32个循环，72℃延伸 10 min，4℃保存。取

PCR产物 10 µL用 2%琼脂糖凝胶电泳进行检测，将

检测合格样品送至杭州联川生物技术有限公司进行高

通量测序。

1.3.4 数据处理
对下机数据首先根据样品的条形码（Barcode）

信息对数据进行拆分，再根据双端序列的重叠

（Overlap）关系，将序列拼接成长的 tags，并将序

列上建库引入的 Barcode 和引物序列去除。使用

Vsearch（V2.3.4）软件过滤掉质量值低的序列以及嵌

合体序列[13]，再将具有 97%以上相似性的序列分配

给相同的可操作分类单元（Operational Taxonomic
Units，OUT）。每个 OTU选择代表性序列，然后使

用核糖体数据库项目（Ribosomal Database Project，
RDP）分类器将数据归类到每个代表性序列[14]。利用

MAFFT（V7.310）软件对不同类群优势种群的差异

进行多序列比对，研究不同 OTU间的系统发育关系。

以 Chao1、Shannon、Simpson 和 Observed OTUs 为
指标，用 QIIME（1.8.0版）计算了所有样品的各项

指标并进行聚类，再通过 Alpha及 Beta 多样性分析

单个样本中物种的多样性以及样本间菌群结构之间

的差异[15,16]，根据每个 OTU代表序列与 RDP数据库

和 Unite 数据库的比对，得到各个样本所有 OTU的

物种注释，对 OTU进行物种分类统计后获得门水平

和属水平上的物种丰度表。

1.4 数据分析

使用 Excel对数据进行处理及柱状图绘制，使用

在 线 网 址 https://www.omicstudio.cn/tool 上 的

OmicStudio工具进行 PCA图绘制。

2 结果与分析

2.1 泡椒凤爪不同加工过程菌落总数的变化

表2 不同加工过程泡椒凤爪样品菌落总数变化

Table 2 Changes of total number of bacteria in Chicken Feet with Pickled Peppers samples during different processing processes

样品 Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y10

菌落总数
/(CFU/g) (2.12±0.07)×103 (2.90±0.12)×104 (2.20±0.01)×103 (1.47±0.13)×104 (2.20±0.10)×104 (1.63±0.12)×104 <10 <10 30 <10

表 2为不同加工过程泡椒凤爪菌落总数的变化情

况，解冻前后凤爪原料中就有一定数量的细菌，达

103~104。将凤爪原料经过切分后（Y5），其细菌总数

较解冻后（Y3、Y4）增加，达 2.20×104 CFU/g，凤爪

原料受污染较重[17]。漂洗后的凤爪（Y6）中微生物数

量降低至 1.63×104 CFU/g，说明漂洗对凤爪中的微生
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物具有一定的清洁作用但效果不显著。经过煮制工序

（Y7）后，由于热处理对微生物杀灭有效果，微生物

数量下降明显，降低至＜10 CFU/g。在后续的泡制

（Y8）和真空包装（Y9）工序微生物防控效果较好，

微生物数量依然保持在较低水平。

2.2 泡椒凤爪不同加工过程的 clean data

为了明确泡椒凤爪加工过程中主要细菌污染情

况，对泡椒凤爪各加工工序样品进行了细菌高通量测

序分析。由表 3可知，将原始数据进行拼接、质控和

过滤之后，所有样品最终均得到 70 000个以上有效序

列，且 Q20值均大于 95%，Q30值均大于 90%，说明

测序结果质量高，达到了 16s rDNA分析测试的要求。

2.3 泡椒凤爪不同加工步骤细菌α多样性分析

α多样性可以反映样品中物种组成的丰富度和多样

性。通常，Observed OTUs和Chao1用来反映物种丰富

度[18]，而 Simpson和 Shannon主要反映物种多样性。由

表 4可知，所有样品的Goods coverage均达 0.99以上，

说明本次检测基本可以真实反映样品中微生物群落的

多样性情况。Y10（辐照）和Y7（煮制）被检测到Observed
OTUs和Chao1值最低，反映其群落中包含的物种数目

较少，说明煮制和辐照的杀菌工序均能有效杀灭泡椒凤

爪中存在的部分微生物。而Y9（真空包装）被检测到

Shannon和 Simpson值最高，微生物多样性最高，可能

是真空包装袋等给样品带来了一定的污染。

表3 不同加工过程泡椒凤爪clean data

Table 3 Clean data of chicken feet with pickled peppers during

different processing processes

Sample Valid Tags Q20/% Q30/%

Y1 74 899.25±3 890.22 98.12±0.17 94.23±0.56

Y2 71 601.75±2 938.13 97.27±0.67 92.28±1.89

Y3 70 507.50±3 675.65 96.97±0.99 91.91±2.41

Y4 71 233.50±1 262.72 97.65±0.44 93.25±1.31

Y5 71 233.50±2 845.45 97.79±0.21 93.61±0.57

Y6 74 072.00±1 281.78 97.51±0.66 92.86±1.86

Y7 71 048.00±3 429.38 98.08±0.19 94.30±0.45

Y8 73 051.50±2 638.08 98.11±0.18 94.30±0.51

Y9 73 915.00±4 317.47 98.23±0.16 94.71±0.40

Y10 77 520.00±4 806.53 97.97±0.52 93.93±1.52

表4 不同加工过程泡椒凤爪细菌α多样性

Table 4 α diversity of bacteria fromChicken Feet with Pickled Peppers during different processing processes

Sample Observed OTUs Shannon Simpson Chao1 Good coverage
Y1 947.50±560.53 6.94±2.41 0.88±0.14 949.02±559.15 1.00±0.00

Y2 651.00±84.91 5.71±0.12 0.92±0.00 657.31±87.01 1.00±0.00

Y3 627.25±305.21 6.61±0.93 0.97±0.01 629.32±303.82 1.00±0.00

Y4 510.25±24.90 6.01±0.07 0.95±0.00 514.72±24.88 1.00±0.00

Y5 654.50±148.78 6.17±0.05 0.95±0.00 660.08±151.67 1.00±0.00

Y6 690.75±115.62 6.90±0.11 0.98±0.00 697.62±118.65 1.00±0.00

Y7 406.00±161.25 7.22±0.93 0.97±0.01 406.52±161.05 1.00±0.00

Y8 425.00±28.27 7.43±0.26 0.99±0.00 426.51±28.19 1.00±0.00

Y9 700.00±437.16 7.82±1.01 0.98±0.00 702.13±436.83 1.00±0.00

Y10 395.75±131.05 7.07±0.79 0.98±0.01 397.64±131.07 1.00±0.00

图2 泡椒凤爪不同加工过程细菌组成PCA分析

Fig.2 PCAanalysis of bacterial composition in different

processing processes of chicken feet with pickled peppers

2.4 泡椒凤爪不同加工过程细菌β多样性分析

主成分分析（Principal ComponentAnalysis，PCA）
可以用来直观地分析样品之间的差异。如图 2所示，

Y1（冻凤爪）、Y7（煮制）、Y8（泡制）、Y9（真空包

装）、Y10（辐照后成品）的组内样本较为分散，但组

间距离较近且有一定的重叠，说明这五个工序细菌群

落组成相似。而 Y2（冻鸡脚杆）、Y3（解冻凤爪）、

Y4（解冻鸡脚杆）、Y5（切分）、Y6（漂洗）五个工

序的样品间细菌群落结构较相似，且与煮制工序后

（Y7、Y8、Y9、Y10）的细菌群落组成结构有一定的

差异。可能是因为 Y7（煮制）工序除去了大部分 Y3
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（解冻）~Y6（漂洗）工序中的污染微生物，而凤爪

原料（Y1）中存在的微生物比较耐高温，导致Y7（煮

制）工序后微生物群落结构与凤爪原料中相似。

2.5 泡椒凤爪不同加工步骤细菌群落组成变化

Proteobacteria（变形菌门）、Firmicutes（厚壁菌门）

和 Bacteroidetes（拟杆菌门）是泡椒凤爪加工过程中

的优势菌门，其次为 Actinobacteria（放线菌门）和

Chloroflexi（绿弯菌门）等（图 3）。其中 Proteobacteria
（变形菌门）、Firmicutes（厚壁菌门）和 Bacteroidetes
（拟杆菌门）在多种肉制品中被检测到为优势菌

门[17,19,20]。Proteobacteria（变形菌门）是泡椒凤爪所有

工序样品中最优势的菌门（33.78%~87.34%），Y5（切

分）中变形菌门相对丰度最高（87.34%），这可能是

切分的仪器导致变形菌门细菌污染。Firmicutes（厚壁

菌门）在 Y8（泡制）工序中相对丰度增加（29.74%），

说明泡制的卤水带来了厚壁菌门细菌污染，而经 Y10
（辐照后成品）工序后其相对丰度达到最高

（33.53%），可能是由于厚壁菌门细菌较耐受辐照。

Bacteroidetes（拟杆菌门）可能不耐受高温，其在 Y1
（冻凤爪）中相对丰度最高（30.78%），而经Y7（煮

制）后其相对丰度显著降低。

图3 泡椒凤爪不同加工过程门水平细菌相对丰度变化

Fig.3 Changes of phylum bacterial relative abundance during

different processing processes of Chicken Feet with Pickled

Peppers

图 4为泡椒凤爪不同工序样品中细菌在属水平上

的分布，Acinetobacter（不动杆菌属）、Pseudomonas
（假单胞菌属）、Psychrobacter（嗜冷杆菌属）等是样

品最优势的菌属，平均相对丰度分别为 21.50%、

9.29%、5.99%。在 Y7（煮制）工序前的鲜凤爪中，

Acinetobacter（不动杆菌属）、Pseudomonas（假单胞

菌属）和 Psychrobacter（嗜冷杆菌属）是相对丰度最

高的三种菌属。这三种菌属在多种鲜肉制品中被检测

到为优势菌属 [17,21-23] ，与本研究结果一致。

Acinetobacter（不动杆菌属）在 Y2（冻鸡脚杆）~Y6

（漂洗）样品中被检测到相对丰度较高（23.44%~
62.15%），在 Y5（切分）工序中达到最高（62.15%），

可能是由于切分仪器的道具、传送带等一直接触新鲜

凤爪导致不动杆菌属细菌的积累和增殖，使切分后的

凤爪受到仪器上不动杆菌属的污染，相对丰度增加。

Pseudomonas（假单胞菌属）常与食品腐败有关[22,24]，

可导致蛋白质和脂肪分解[25,26]，在 Y2（冻鸡脚杆）~Y6
（漂洗）工序中相对丰度较高（10.87%~30.80%），而

Y7（煮制）工序能有效降低其相对丰度。Psychrobacter
（嗜冷杆菌属）在 Y2（冻鸡脚杆）中相对丰度最高

（28.15%），它是多种低温贮藏食品中的优势腐败

菌[27,28]，经过Y7（煮制）工序后其相对丰度迅速降低

（0.47%）。

图4 泡椒凤爪不同加工过程属水平细菌相对丰度变化

Fig.4 Changes of genus bacterial relative abundance during

different processing processes of chicken feet with pickled

peppers

冻凤爪原料中（Y1、Y2）相对丰度较高的菌属为

Acinetobacter（不动杆菌属）、Pseudomonas（假单胞

菌属）、Psychrobacter（嗜冷杆菌属）和 Soonwooa，
它们都不是鸡肠道或粪便中检测到的优势菌属[29]，说

明凤爪原料中的微生物污染不源于鸡粪便，可能来源

于宰杀的环境、工作人员、设备刀具或冷冻运输过程

中的污染。此外，Y10（辐照后成品）中相对丰度较

高的 Acinetobacter（不动杆菌属）（3.23%）、Serratia
（沙雷氏菌属）（4.86%）、Staphylococcus（葡萄球菌

属）（6.26%）和 Bacillus（芽孢杆菌属）（4.59%）等

都具有一定的产蛋白酶和脂肪酶的能力[30-32]，容易导

致肉类食品的腐败变质。有研究表明，革兰氏阳性菌

比革兰氏阴性菌更耐辐照[33]，Bacillus（芽孢杆菌属）、

Acinetobacter（不动杆菌属）、Staphylococcus（葡萄球

菌属）等是辐照后无菌袋样品中存在的耐辐照的微生

物[34]，且辐照效果受辐照剂量及季节（温度）的影

响[35]，因此探究更合适的方法对泡椒凤爪中耐辐照微

生物进行防控才能预防产品在贮藏及销售过程中的腐

败变质。虽然可培养结果显示 Y10（辐照后成品）中
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菌落总数＜10 CFU/g，但 Y10（辐照后成品）中检测

到相对丰度较高的 Serratia（沙雷氏菌属）、

Staphylococcus（葡萄球菌属）和 Bacillus（芽孢杆菌

属），这些菌属中包含部分致病菌株。因此在后续研究

中还需考虑对Y10（辐照后成品）进行致病菌株纯培

养检测，以保障产品的安全性。

3 结论

本研究利用传统培养方法及高通量测序法探究了

泡椒凤爪解冻、切分、漂洗、煮制、泡制、真空包装

和辐照工序中的细菌污染情况。由两种方法的分析结

果可知，Y5（切分）是其主要污染环节，菌落总数增

加至 2.20×104 CFU/g，而Y7（煮制）和Y10（辐照）

工 序 能 有 效 降 低 泡 椒 凤 爪 中 微 生 物 的 数 量

（＜10 CFU/g），达到一定的杀菌效果。Acinetobacter
（不动杆菌属）、Pseudomonas（假单胞菌属）、

Psychrobacter（嗜冷杆菌属）等为所有工序样品中最

主要的微生物菌属。然而，经过煮制及辐照两次杀菌

工艺后，在 Y10（辐照后成品）中依然检测到一定丰

度的 Acinetobacter（不动杆菌属）（3.23%）、Serratia
（沙雷氏菌属）（4.86%）、Staphylococcus（葡萄球菌

属）（6.26%）和 Bacillus（芽孢杆菌属）（4.59%）等。

这些产蛋白酶及脂肪酶的微生物是肉制品中常见的优

势腐败微生物，且可能包含部分致病菌株，会给泡椒

凤爪产品带来一定的质量及安全问题。因此在生产过

程中可以考虑改变辐照剂量和时间，或调整防腐剂的

用量或种类来抑制耐高温及耐辐照的腐败微生物，从

而保障产品在贮藏及销售过程中的质量及安全性。目

前国内外有关泡椒凤爪产品中腐败微生物的研究还较

少，明确导致产品腐败等问题的微生物及其相关防控

方法还有待进一步探究。
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