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摘要：腌制苋菜梗是浙东传统的特色腌制食品，了解其细菌种群结构并探讨对亚硝酸盐等理化

品质的影响，以确保腌制食品的安全性。采用１６ＳｒＤＮＡ基因克隆文库的方法，对腌制成熟的苋

菜梗中细菌组成结构多样性进行了分析，共检测出了乳杆菌、类香菌、弓形杆菌等６个菌属，其

中乳杆菌属占优势为总数的８３．９％。与此同时，测定了腌制苋菜梗体系亚硝酸盐等一些理化指

标，腌制成熟时ｐＨ值为４．３５，盐度为５．５，亚硝酸盐质量分数为３．９９ｍｇ／ｋｇ（未超标），细菌和

乳酸菌浓度分别为８．８×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ和１．６×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ。
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　　浙东传 统 的 特 色 腌 制 食 品 以 宁 波 地 区 的 臭 苋

菜梗、臭冬瓜 和 臭 芋 艿 蕻（俗 称“三 臭”）最 为 著 名，
其历史渊源深远，清代范寅在《越谚》中对苋菜的描

写有“其 梗 如 蔗，段 之 腌 之，气 臭 味 佳，最 下 饭”；宁

海西乡民间有“无臭不下饭”的说法，可见这类食品

独特的 风 味 与 具 有 增 进 食 欲 的 魅 力。俗 语 又 说：
“六月苋，当 鸡 蛋，七 月 苋，金 不 换”，由 此 可 见 其 营

养价值 之 高。据 现 代 营 养 分 析，苋 菜 富 含 钙、磷、
铁、胡萝卜素和多 种 维 生 素［１－２］。由 于 这 些 食 品 风

味独 特、营 养 丰 富，是 浙 江 沿 海 一 带 著 名 的 传 统 特

色腌制食品，深受民众喜爱。但是苋菜易富集硝酸

盐，如腌制条件控制不好会使亚硝酸盐含量超标以

及有害菌群的生长从而危 害 人 体 健 康［３－４］；而 长 期

以来人们对 这 类 传 统 腌 制 菜 的 食 用 安 全 性 缺 乏 深

入 认 识，对 臭 苋 菜 梗 的 细 菌 菌 群 结 构 更 是 缺 乏 了

解。目前对 食 品 的 菌 相 分 析 常 采 用 传 统 的 细 菌 分

离培养，然后进行鉴定的方法，受培养基成分、培养

方法等条件的限制，难以客观准确地表现出样品中

原有的菌落体系［５－６］。分子生物学技术的日益发展

使得微生物多样性分析的精度和广度不断提高，在

分子微生 态 研 究 中 已 体 现 出 重 要 的 应 用 价 值。燕

平梅等［７］基于１６ＳｒＤＮＡ克隆文库法研究了发酵甘

蓝卤水中微生 物，得 出４种 独 特 的 菌 落，即Ｌａｃｔｏ－
ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｉｆａｒｉｎａｅ、植 物 乳 杆 菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ）、融合乳杆菌（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｃｏｎｆｕｓａ）和足

球菌属的种（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ．），用这种分子方法发

现了常规 分 离 培 养 技 术 未 鉴 定 的 乳 酸 菌Ｌａｃｔｏｂａ－
ｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｉｆａｒｉｎａｅ。Ｔａｍａｒａ等［８］用 ＤＧＧＥ 法 和

１６ＳｒＤＮＡ克隆文库法研究了加纳和巴西咖啡豆发

酵过程中的微生物菌群多样性，发现体系中含有许

多传 统 方 法 所 未 培 养 出 的 细 菌。作 者 采 用１６Ｓ
ｒＤＮＡ克隆文库 法，解 析 腌 制 苋 菜 梗 微 生 物 菌 群 结

构，并结合 国 家 标 准 对 亚 硝 酸 盐 等 一 些 理 化 指 标、
细菌总数和乳酸菌总数进行了测定，为腌制苋菜梗

的品质控制和食用安全性提供指导。

１．１　材料与仪器

１．１．１　 材料 　腌 制 用 苋 菜 梗：购 于 宁 波 农 贸 市

场；Ｆａｓｔ　ＤＮＡ　ＳＰＩＮ　Ｋｉｔ试剂盒，扩增用ＰＣＲ体系

（１０×Ｂｕｆｆｅｒ、ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰｓ、Ｅｘ－Ｔａｑ　ｐｏｌｙｍｅｒ－

ａｓｅ）、载 体ｐＭＤ１８－Ｔ、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α感 受 态 细 胞 和

ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ：购 于 大 连 宝 生 物 工 程 有 限 公 司；

ＤＮＡ回收试剂盒、引物：由生工生物工程（上海）有

限公司提供。

１．１．２　仪器　ｐＨ 计、可 见 分 光 光 度 计、梯 度ＰＣＲ
仪、Ａｌｐｈａｌｍｇｅｒ　２２００凝胶成像系统等。

１．１．３　培养基　ＭＲＳ固体培养基，ＰＣＡ固体培养

基，ＬＢ培养基，选择性ＬＢ培养基（Ａｍｐ＋）按文献

［８］配制。

１．２　实验方法

１．２．１　苋菜梗的腌制　苋菜梗的腌制按传统腌制

工艺进行。将 新 鲜 的 苋 菜 梗 清 洗 干 净 后 称 重。然

后切成边长６ｃｍ左右的小段，用水浸泡２４ｈ左右，
等水起白泡，即 把 苋 菜 梗 捞 起，洗 净 并 沥 干，然 后

按照１２．５ｋｇ苋 菜 梗 加０．７ｋｇ食 盐 的 比 例 加 入 食

盐。最后用塑料纸封口，放于阴凉处发酵２０ｄ左右

即可，作为菌群分析用样品。

１．２．２　样 品 总ＤＮＡ提 取 纯 化 　采 用Ｆａｓｔ　ＤＮＡ
ＳＰＩＮ　Ｋｉｔ试剂盒，按说明书步骤对腌制苋菜梗卤水

样品５０ｍＬ进行总ＤＮＡ的提取。

１．２．３　ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ扩增所用的反应体系为：

１０×Ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ、２５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２５μＬ、２．５
ｍｍｏｌ／Ｌ的ｄＮＴＰ　８μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ的 上 下 游 引 物

各１．０μＬ，具 体 为２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴ－
ＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和 １４９２Ｒ（５′－ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴ－
ＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）、模 板 ＤＮＡ　１．０μＬ、５Ｕ／μＬ
的Ｅｘ－ＴａｑＤＮＡ聚 合 酶０．４μＬ，用 无 菌ｄｄＨ２Ｏ补

足５０μＬ体 系。ＰＣＲ反 应 的 循 环 条 件 为：９５℃预

变性３ｍｉｎ，３０个 循 环（９４℃变 性５０ｓ，５２℃退 火

５０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ　３０ｓ），７２℃最后延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物采用纯化试剂盒切胶纯化。

１．２．４　１６ＳｒＤＮＡ克隆文库的构建　将ＰＣＲ产物

纯化后与ｐＭＤ１８－Ｔ载体在４℃连接 过 夜，转 化 感

受态细胞Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α。用引物Ｍ１３Ｆ和Ｍ１３Ｒ随

机检测出６０个阳性克隆进行测序。

１．２．５　基因序列的鉴别　测序结果采用ＤＡＭＢＥ、

ＤＮＡｓｔａｒ、ＭＥＧＡ　４．１等 软 件 进 行 编 辑 分 析，并 把

编辑好的 序 列 在 ＧｅｎＢａｎｋ数 据 库 中 进 行ＢＬＡＳＴ
同源性比对，分析出克隆所属物种的系统位置和与

之最近似的种类。

１．２．６　分析方法　盐度、ｐＨ值和亚硝酸盐质量分

数的测定：取苋菜梗的腌制卤水，按文献［９］进行测
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定；细菌总数以及乳酸菌总数变化情 况 的 测 定：取

苋菜梗的腌制卤水，利用稀释倒平板法测定卤水中

细菌总数以及乳酸菌总数的变化情况。

２．１　细菌１６ＳｒＤＮＡ克隆文库的构建

将来自腌制苋菜梗样品的５８个阳性克隆子的

测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行Ｂｌａｓｔ比对，克

隆子 与 ＧｅｎＢａｎｋ数 据 库 中 已 知 细 菌 的１６ＳｒＤＮＡ
序列相似性均在９５％以上，检测出样品共含有６个

菌属，见图１。即乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、类 香 菌

属（Ｍｙｒｏｉｄｅｓ）、弓形杆菌属（Ａｒｃｏｂａｃｔｅｒ）、肠杆菌属

（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、片 球 菌 属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）和 产 碱 菌

属（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ），其中乳杆菌属有５１个克隆子，占

总菌数的８３．９％，其余５个属细菌占１６．１％。为方

便分析，把差异在０．５％之内的序列作为一个分类

操作 单 元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ　ｔａｘｏｎｏｍｉｃ　ｕｎｉｔ，ＯＴＵ），样

品可分成１５个ＯＴＵ，腌制后臭苋菜梗样品的细菌

群落组成测定结果见表１。

图１　 ＮＪ法构建腌制苋菜梗中细菌１６ＳｒＤＮＡ克隆文库序列的系统发育树

Ｆｉｇ．１　Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　１６ＳｒＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｉｎ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ａｍａｒａｎｔｈ
ｓｔｅｍ

表１　１６ＳｒＤＮＡ克隆文库法对腌制臭苋菜梗样品的细菌群落组成分析结果

Ｔａｂ．１　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ　ａｍａｒａｎｔｈ　ｓｔｅｍ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　１６ＳｒＤＮＡ　ｃｌｏｎｅ　ｌｉｂｒａｒｙ

属 名 ＯＴＵ 数量 最相似菌 登录号 最大相似性

乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ） Ａ１　 ３８　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ　 ＡＢ６９０２３３　 ９９．５％～１００％

Ａ２　 １　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ　 ＡＢ６９０２３３　 ９９．２％

Ａ３　 １　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ　 ＡＢ６９０２３３　 ９６．９％

Ａ４　 １　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐａｒａｃａｓｅｉ　 ＡＢ１８１９５０　 ９８．６％

Ａ５　 １　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｒｈａｍｎｏｓｕｓ　 ＡＭ４９１８２１　 ９５．８％

Ａ６　 ５　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ　 ＡＢ５７２０４５　 ９９．７％

Ａ７　 ２　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ　 ＡＢ５７２０４５　 ９６．７％
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续表１

属 名 ＯＴＵ 数量 最相似菌 登录号 最大相似性

Ａ８　 １　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｚｙｍａｅ　 ＡＪ６３２１５７　 ９８．７％

Ａ９　 １　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｕｃｈｎｅｒｉ　 ＡＢ４２５９４０　 ９９．６％
属总数 ５１（８３．９％）

片球菌属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ） Ｂ１　 １　 Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｔｈａｎｏｌｉｄｕｒａｎｓ　 ＡＢ６８２３６３　 ９９．７％
肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ） Ｃ１　 １　 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｇｅｒｇｏｖｉａｅ　 ＡＢ６８２２７８　 ９９．６％
产碱菌属（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ） Ｄ１　 １　 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ　 ＪＦ７１０９６０　 ９９．９％

弓形杆菌属（Ａｒｃｏｂａｃｔｅｒ） Ｅ１　 ２　 Ａｒｃｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ ． ＦＪ９６８６３５　 ９９．９％
类香菌属（Ｍｙｒｏｉｄｅｓ） Ｆ１　 １　 Ｍｙｒｏｉｄｅｓ　ｏｄｏｒａｔｕｓ　 ＡＢ５１７７０９　 ９９．９％

Ｆ２　 １　 Ｍｙｒｏｉｄｅｓ　ｏｄｏｒａｔｕｓ　 ＡＢ５１７７０９　 ９９．２％

２．２　盐度、ｐＨ和亚硝酸盐的测定

对腌制苋 菜 梗 样 品 的 盐 度 和ｐＨ 值 进 行 了 测

定，分 别 为５．５％和４．３５；亚 硝 酸 盐 质 量 分 数 为

３．９９ｍｇ／ｋｇ。

２．３　细菌总数以及乳酸菌总数的测定

对腌制苋 菜 梗 样 品 的 细 菌 总 数 和 乳 酸 菌 总 数

进行测定，分别为８．８×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ和１．６×１０６

ＣＦＵ／ｍＬ。

　　 采用１６ＳｒＤＮＡ基因克 隆 文 库 方 法 较 好 地 反

映了腌制成熟的苋菜梗样品细菌的多样性，从组成

菌属组成可以看出，菌群结构较简单，样品共含有６
个菌属，其中乳杆菌属占总菌数高达８３．９％，其余５
个属细菌占１６．１％。在对样品分成的１５个分类操

作单元（ＯＴＵ）中，乳杆菌属可分为９个ＯＴＵ，其中

Ａ１型 数 量 最 多 共 ３８ 个 克 隆 子 （占 样 品 总 数

６５．５％），在ＮＣＢＩ上进行序列比 对 分 析，与Ｌａｃｔｏ－
ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｓｅｉ（干酪乳杆菌）（登录号：ＡＢ６９０２３３）最

相似，相似性在９９．５％～１００％，干酪乳杆菌在乳酸

菌种类中组成重要地位，属于益生菌，因此，食用腌

制苋菜梗对 于 改 善 人 体 肠 道 微 生 物 组 成 结 构 是 有

益的。

硝酸盐和 亚 硝 酸 盐 是 食 品 加 工 的 常 用 的 添 加

剂，能 使 产 品 呈 现 良 好 色 泽、防 腐 以 及 增 强 风 味 的

作用［１０－１１］；但亚硝酸盐具有危害性，可使血 液 中 低

铁血红蛋白氧化成高铁血红蛋白，使得血红蛋白的

携氧 能 力 下 降，引 起 组 织 缺 氧，并 对 周 围 血 管 有 扩

张作用；亚硝酸盐还可以与食物或胃中的仲胺类物

质作用转化为亚硝胺，可引起食管癌、胃癌、肝癌和

大肠癌等［１４］，是强致癌物质之一；因此，亚硝酸盐作

为腌制菜 食 用 安 全 最 重 要 的 控 制 指 标 之 一。在 蔬

菜加工中亚 硝 酸 盐 的 主 要 来 源 途 径 之 一 是 硝 酸 盐

被某些细菌 还 原 生 成。张 加 春 等［１２］对 大 白 鼠 舌 表

硝酸盐还原菌进行了研究，结果显 示 肠 杆 菌 科、葡

萄球菌属、莫 拉 氏 菌 属 和 奈 瑟 氏 球 菌 属 为 优 势 菌，

因此，控制这些细菌种类对于含硝酸盐较高的食品

物料中 亚 硝 酸 盐 质 量 分 数 的 减 少 具 有 重 要 作 用。

先期在对蔬 菜 腌 制 过 程 菌 群 组 成 及 其 动 态 变 化 研

究结果表明，蔬菜中肠杆菌科细菌分布较多；另外，

有文献报道一些乳酸菌种属能够降解亚硝酸盐，一

方面通过产生酶蛋白来降解，另一方面乳酸菌发酵

产酸 降 低 环 境 中 的ｐＨ 也 能 使 亚 硝 酸 盐 得 到 降

解［１３］；因此，要使 腌 制 蔬 菜 产 品 中 亚 硝 酸 盐 处 于 较

低水平，关键在于如何让乳酸菌占优势而抑制肠杆

菌科细菌 生 长。从 腌 制 成 熟 苋 菜 梗 细 菌 组 成 多 样

性 分 析 结 果 可 以 看 出，腌 制 成 熟 后 乳 杆 菌 为 优 势

菌，比例高达８３．９％，这 对 腌 制 样 品 亚 硝 酸 盐 质 量

分数的控制起到了关键的作用。

另一方面，腌制觅菜梗的亚硝酸盐含量与腌制

时间、腌制方 法 和 温 度 有 关［３］，这 种 变 化 实 际 上 由

微生物组 成 种 群 变 化 有 关。腌 制 时 间 初 期 亚 硝 酸

盐含量增高，腌制７～８ｄ时质量分数最高，随后逐

渐下降；而亚酸盐质量分数随腌制的温度升高而增

加。先期在研究榨菜、雪菜及冬瓜低盐腌研究中发

现，腌制初期 肠 杆 菌 科 细 菌 较 多，亚 硝 酸 盐 质 量 分

数不断升高，当乳酸菌数量占优势时亚硝酸盐质量

分数不断下 降；而 传 统 的 高 盐 浓 度 腌 制 工 艺，其 食

盐质量浓度达１２ｇ／ｄＬ以上时，亚硝酸盐产生受到

抑制，这些条件都在于调控肠杆菌科细菌和乳酸菌
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的生长情况，因此，高盐、密封和添加发酵剂等操作

方式均能有效控制亚硝酸盐的形成。为安全起见，
采用传统的觅菜梗腌制方法，需经１０ｄ以上方可食

用［１４］。由本研究样品的ｐＨ值和亚硝酸盐质量分数

分析结果，腌制苋菜梗样品低ｐＨ以及乳杆菌属细菌

占绝对优势，抑制了肠杆菌科细菌的生存和生长，使
得虽然低盐体系但亚硝酸盐质量分数远未超标。

　　１）１６ＳｒＤＮＡ基因克隆文库法测定腌制苋菜

梗样品 的 菌 群 结 构，共 检 测 出６个 菌 属，即 乳 杆 菌

属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、类香菌属（Ｍｙｒｏｉｄｅｓ）、弓形杆菌

属（Ａｒｃｏｂａｃｔｅｒ）、肠 杆 菌 属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、片 球 菌

属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）和产碱菌属（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ），其中乳

杆菌属有５１个克隆子，占总菌数的８３．９％，其余５
个属细菌占１６．１％。

２）腌制苋菜梗样品的盐度和ｐＨ值为５．５％和

４．３５，亚硝酸盐质量分数为３．９９ｍｇ／ｋｇ，未超标。

３）腌制苋菜梗样品的细菌和乳 酸 菌 含 量 分 别

为８．８×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ和１．６×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ。
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科 技 信 息

卫生部关于牛初乳产品适用标准问题的复函

日前，卫生部关于牛初乳产品适用标准问题的 复 函（卫 办 监 督 函〔２０１２〕３３５号）中 指 出：（一）牛 初 乳 是 健 康

奶牛产犊后七日内的乳。用牛初乳为原料生产乳制品的，应当严格遵守相关法 律 法 规 规 定，其 产 品 应 当 符 合 相

应的国家标准、行业标准、地方标准 和 企 业 标 准。对 牛 初 乳 粉 的 检 验，可 参 照 现 行《牛 初 乳 粉》规 范（ＲＨＢ６０２－
２００５）中理化和卫生指标执行。二、在 普 通 食 品 中 添 加 牛 初 乳 为 原 料 的 乳 制 品，应 当 按 照 相 关 食 品 标 准 执 行。
三、婴幼儿配方食品中不得添加牛初乳以及用牛初乳为原料生 产 的 乳 制 品。以 上 要 求 自２０１２年９月１日 起 执

行，此前按照相关规定生产或进口的产品可在保质期内继续销售。

　［信息来源］卫生部．卫生部关于 牛 初 乳 产 品 适 用 标 准 问 题 的 复 函．卫 办 监 督 函〔２０１２〕３３５号．（２０１２－０４－
１６）．

美国环境医学研究会提出转基因食品风险警示

美国环境医学研究会（ＡＡＥＭ）提出了转基因食品的《健康风险指引手册》，手册指 出，一 系 列 的 动 物 研 究 实

验表明食用“基因食品对健康构成严重威胁”，并要求暂停转基因食品。
“转基因食品和对健康的负面影响之间有各种联系”和“基因改造食物产生严重的健康风险在过敏和免疫功

能，生殖健康方面的，以及代谢，生理和遗传健康等方面”。美国环境医学研究会（ＡＡＥＭ）医 生 提 醒 所 有 疾 病 患

者尽量避免吃用转基因食品。美国环境医学研究会（ＡＡＥＭ）关于转基因食品的立场呼吁：

１、关于转基因食品，立即执行长期的安全测试和转基因食品标签制度。

２、医生要教育他们的病人，医学界和公众都应该避免转基因食品。

３、医生要考虑到转基因食品对病人病情的作用。

４、更独立地进行长期科学研究以积累数据调查转基因食品对人体健康的作用。

　［信息来源］光 明 网．美 国 环 境 医 学 研 究 会 提 出 转 基 因 食 品 风 险 警 示［ＥＢ／ＯＬ］．（２０１２－４－１４）．ｈｔｔｐ：／／
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