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　　摘要：以分离自腐败淡水鱼的优势腐败菌作为抑菌试验指示菌，在体外抑菌试验基础上筛选抑菌效果优良的保鲜
剂和调味料配方，进一步以菌落总数和挥发性盐基氮含量为指标评估鱼块保鲜效果。结果显示，以ｐＨ值为４的醋酸
溶液配制０．０５％尼泊金丁酯，对所有受试腐败菌均有很好的抑菌效果；５％大蒜汁和黄酒也具有一定抑菌作用。以黄
酒为基料制备０．０５％尼泊金丁酯和５％大蒜汁，并用醋酸将ｐＨ值调节为４，浸渍后的白鱼鱼块具有明显保鲜效果，置
于２５℃加速腐败条件下３６ｈ后，菌落总数和挥发性盐基氮含量分别为５．４０ｌｇＣＦＵ／ｇ、３４．９７ｍｇ／１００ｇ，未经保鲜处理
的对照高达７．９９ｌｇＣＦＵ／ｇ、７６．６１ｍｇ／１００ｇ。
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　　我国淡水资源丰富，是淡水鱼的生产与消费大国，然而淡
水鱼防腐保鲜体系相对滞后，成为限制淡水鱼行业发展的桎

梏。冷藏是水产品保鲜的重要手段，但存在于水产品表面的

嗜冷微生物依然能够大量生长，最终导致其腐败，并表现为自

溶、表面发黏、颜色变化、产生异味等现象［１］。

淡水鱼的营养成分不同于其他食品，其碳水化合物含量

非常少，而蛋白质、游离氨基酸含量非常丰富，同时含有大量

三甲胺氧化物（ＴＭＡＯ），这些特性决定了导致水产品腐败的
特征性腐败微生物［ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｐｏｉｌａｇｅｏｒｇａｎｉｓｍ（ｓ），ＳＳＯ］不同
于其他食品［２－３］。只有能够利用蛋白质、氨基酸等营养成分

的腐败细菌才能在此类食品中大量生长，最终导致该类食品

腐败变质。近年来，很多学者对水产品的腐败微生物生态进

行了分析，认为荧光假单胞菌、单核增生李斯特菌、腐败希瓦

菌（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ）、发光细菌（Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等是导
致水产品腐败最重要的腐败细菌，这些腐败细菌在冷藏阶段

很快成为优势微生物，并导致水产品的腐败［４－５］。

如果不采取适当的防腐保鲜措施，捕捞后的水产品极易

腐败变质，严重影响水产品的市场流通和销售。找到导致水

产品腐败的微生物种类，才能有效进行水产品腐败的靶向抑

制，这是研发水产品加工保藏技术、提高水产品质量的前提。

本研究选用食品加工中常用的保鲜剂及调味料，考察保鲜剂

和调味料组合对自主分离得到的特征性腐败菌生长的抑制作

用，筛选抑菌效果显著的保鲜混合液配方，为延长淡水鱼产品

货架期、提高产品价值提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
购买市售白鱼、鲫鱼、青鱼，于室温下放置至腐败，分离其

中的优势腐败菌作为抑菌试验指示菌。经生理生化试验和

１６ＳｒＤＮＡ序列分析鉴定，优势腐败菌为漫游球菌 Ｖａｇｏｃｏｃｃｕｓ
ｓｐ．ＢＹ－１、变形杆菌 Ｐｒｏｔｅｕｓｓｐ．ＢＹ－２、摩根氏菌 Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ
ｓｐ．ＪＹ－１、泰瑞芽孢杆菌 Ｔｅｒｒｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＱＹ－１、赖氨酸芽孢
杆菌Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＢＹ－３、粪透明颤菌Ｖｉｔｒｅｏｓｃｉｌｌａｓｐ．ＱＹ－
１，分别编号为腐败菌１～６，于 －２０℃下２０％甘油管中保存
于笔者所在研究室。

Ｎｉｓｉｎ、山梨酸钾、双乙酸钠、尼泊金乙酯、尼泊金丙酯、尼
泊金丁酯、乳酸、醋酸均购自郑州思源食品添加剂有限公司。

白醋、姜醋、香醋、大蒜、生姜、黄酒、白酒等调味料购自超市。

１．２　方法
１．２．１　培养基配制和菌种活化　肉汤培养基配方为牛肉膏
３ｇ、蛋白胨１０ｇ、氯化钠５ｇ、琼脂１２ｇ、水１０００ｍＬ，ｐＨ值为
７．０～７．２，于１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ，保存备用。液体活化采
用不添加琼脂的液体肉汤培养液。

菌株保藏的甘油管于室温下融化，吸取１００μＬ保存菌
种，接种于５ｍＬ液体肉汤培养基，于３０℃、１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培
养２４ｈ。
１．２．２　抑菌剂配制　保鲜剂的配制参照国家食品添加剂使
用标准ＧＢ２７６０—２０１４及相关文献。称取一定质量商品化防
腐剂，以无菌去离子水分别配制成终浓度０．０５％Ｎｉｓｉｎ、０．１％
山梨酸钾、０．２％ 双乙酸钠、０．０５％ 尼泊金乙酯、０．０５％ 尼泊
金丙酯、０．０５％ 尼泊金丁酯，并分别采用乳酸、醋酸将 ｐＨ值
调节至４。分别以不添加防腐剂的乳酸、醋酸溶液作为对照，
于４℃保存备用。

调味料的制备。选用市售白醋、姜醋、香醋，以无菌去离

子水将ｐＨ值分别稀释至３、４、５，于４℃保存备用。分别称取
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去皮大蒜、生姜，添加４倍体积的无菌去离子水，于高速匀浆
机中打成匀浆，过 １００目筛，得到５％大蒜汁和５％姜汁，于
４℃ 保存备用。选用市售黄酒和白酒，保存备用。
１．２．３　体外抑菌试验　采用改良的平板孔阱扩散法［６］研究

各种保鲜剂的抗菌活性。采用冷却的肉汤培养基将活化好的

抗菌试验指示菌种稀释至１０６ＣＦＵ／ｍＬ以上，倒平板。待培
养基冷凝后，采用直径为７ｍｍ的打孔器于平板上均匀打３
个孔，吸取１０μＬ融化的培养基封底，以防止培养基与平皿底
间出现裂隙。分别吸取１００μＬ处理好的保鲜剂注入孔中，于
３０℃下培养４８ｈ后测量抑菌圈大小，计算平均值。
１．２．４　鱼块保鲜试验　选用市售鲜活白鱼，经冰水预冷后去
除鳞、内脏、头、尾、皮，沥干鱼体，剔除脊骨，将鱼肉分割为约

３ｃｍ×３ｃｍ的小块，混匀后随机分组。将鱼块浸没于保鲜剂
中，３０ｍｉｎ后取出沥干，置于无菌的包装袋内密封保存。未经
保鲜剂处理的鱼块作为阴性对照。鱼块于２５℃下保藏，定期
取样，称取鱼块１０ｇ，添加９０ｍＬ去离子水匀浆２ｍｉｎ，以快速
定性滤纸过滤，测定滤液的 ｐＨ值。分别参照国家标准
ＧＢ４７８９．２—２０１０、ＧＢ／Ｔ５００９．４４—２００３测定鱼块样品的菌
落总数、挥发性盐基氮ＴＶＢ－Ｎ含量。

２　结果与分析

２．１　保鲜剂对腐败菌的抑制效果
目前，商品化的保鲜剂大多在酸性条件下具有最强的抑

菌效果［７－８］，本研究分别采用醋酸和乳酸调节保鲜剂溶液的

ｐＨ值。以乳酸、醋酸调节ｐＨ值的保鲜剂溶液对６种淡水鱼
腐败菌的抑制效果见表１、表２。结果显示，ｐＨ值为４且不含
保鲜剂的乳酸或醋酸对照溶液均没有抑菌效果；醋酸溶液溶

解的保鲜剂的抑菌效果明显优于乳酸溶液溶解的防腐剂；以

乳酸调节ｐＨ值的６种保鲜剂中，只有０．０５％ Ｎｉｓｉｎ、０．２％双
乙酸钠、０．０５％尼泊金丙酯对赖氨酸芽孢杆菌（Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ．ＢＹ－３）（腐败菌５）具有抑制作用，其他保鲜剂对各种腐
败菌均没有抑制效果。相同的保鲜剂及浓度，以醋酸调节ｐＨ
值则抑菌效果显著增强，０．２％双乙酸钠、０．０５％尼泊金丁酯
对６种受试腐败菌的生长均具有明显抑制作用，且尼泊金丁
酯的抑菌效果显著高于其他保鲜剂。在乳酸和醋酸２种不同
的ｐＨ值环境中，０．０５％尼泊金乙酯对所有腐败菌均没有抑
制作用。表１中，保鲜剂０为ｐＨ值为４的乳酸溶液，保鲜剂
１～６分别为以 ｐＨ值为４的乳酸溶液溶解的０．０５％ Ｎｉｓｉｎ、
０１％山梨酸钾、０．２％双乙酸钠、０．０５％尼泊金乙酯、０．０５％
尼泊金丙酯、０．０５％尼泊金丁酯。表２中，保鲜剂０为 ｐＨ值
为４的醋酸溶液，保鲜剂１～６分别为以ｐＨ值为４的醋酸溶
液溶解的 ０．０５％ Ｎｉｓｉｎ、０．１％山梨酸钾、０．２％双乙酸钠、
００５％尼泊金乙酯、０．０５％尼泊金丙酯、０．０５％尼泊金丁酯。
表１　以乳酸调节ｐＨ值的保鲜剂溶液对腐败菌的抑制效果

保鲜剂

抑菌圈直径（ｍｍ）

腐败

菌１
腐败

菌２
腐败

菌３
腐败

菌４
腐败

菌５
腐败

菌６

０ — — — — — —

１ — — — — １３．９２±２．１５ —

２ — — — — — —

３ — — — — １２．００±１．２４ —

４ — — — — — —

５ — — — — １１．４０±２．０８ —

６ — — — — — —

　　注：表中数据为抑菌圈直径（ｍｍ），“—”表示无抑菌效果。下表同。

表２　以醋酸调节ｐＨ值的保鲜剂溶液对腐败菌的抑制效果

保鲜剂
抑菌圈直径（ｍｍ）

腐败菌１ 腐败菌２ 腐败菌３ 腐败菌４ 腐败菌５ 腐败菌６
０ — — — — — —

１ — — — — １３．１８±２．５３ —

２ １２．０６±１．０４ — — １１．６２±２．４３ １２．８２±１．３２ １１．６２±２．１３
３ １３．２６±１．２３ １２．１６±２．１２ １２．５０±１．１２ １１．５０±１．２１ １６．１８±１．２２ １４．３４±１．１２
４ — — — — — —

５ — １４．６４±２．１２ １３．６８±２．５６ １４．２６±２．６７ １３．５６±１．３４ １２．５２±２．４６
６ １６．７０±２．１３ １９．８４±２．１３ １６．６２±２．２６ １７．８０±２．５４ １８．２０±１．５６ １６．７２±２．３２

２．２　调味料对腐败菌的抑制作用
多项研究表明传统调味料具有防腐抑菌作用［９］，本研究

选用淡水鱼加工中常用的醋、大蒜、生姜、黄酒、白酒等调味

料，以适口感为参考依据选择合适的浓度及用量，考察其抑菌

特性。结果表明，各种市售白醋、姜醋、香醋以无菌去离子水

稀释至ｐＨ值为４以上时，对６种受试腐败菌的生长均没有
抑制作用。其他调味料的抑菌活性见表３，其中５％大蒜汁的
抑菌活性最显著，对变形杆菌（Ｐｒｏｔｅｕｓｓｐ．ＢＹ－２）、摩根氏菌

（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａｓｐ．ＪＹ－１）、泰瑞芽孢杆菌（Ｔｅｒｒｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＱＹ－
１）、粪透明颤菌（Ｖｉｔｒｅｏｓｃｉｌｌａｓｐ．ＱＹ－１）均具有抑制作用；其次
为黄酒，对漫游球菌（Ｖａｇｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＢＹ－１）、赖氨酸芽孢杆菌
（Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＢＹ－３）、粪透明颤菌（Ｖｉｔｒｅｏｓｃｉｌｌａｓｐ．ＱＹ－
１）均具有抑制效果，且对赖氨酸芽孢杆菌（Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．
ＢＹ－３）抑制作用最强，抑菌圈直径达（１９．０２±１．７６）ｍｍ；
５％姜汁对受试的６种腐败菌均无抑制作用；白酒仅对赖氨酸
芽孢杆菌（Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＢＹ－３）具有一定抑制作用。

表３　不同调味料的抑菌效果

调味料
抑菌圈直径（ｍｍ）

腐败菌１ 腐败菌２ 腐败菌３ 腐败菌４ 腐败菌５ 腐败菌６
５％大蒜汁 — １４．００±２．２３ １６．８８±１．８７ １４．５２±１．６５ — １０．２０±１．８５
５％姜汁 — — — — — —

黄酒 １２．３４±２．１４ — — — １９．０２±１．７６ １３．１０±２．１２
白酒 — — — — １１．４８±１．４３ —
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２．３　鱼块的防腐
根据以上结果将防腐浸制液的配方确定为：称取适量大

蒜，加入４倍体积的黄酒，打浆后过滤，向滤汁中添加尼泊金
丁酯使其终浓度为０．０５％，使用醋酸将混合液的 ｐＨ值调节
至４。鱼块在此混合保鲜液中浸渍后保藏，对照和保鲜剂处
理的鱼块在储藏期内的菌落总数、挥发性盐基氮含量变化趋

势见图１、图２。与未经处理的对照相比，保鲜剂浸渍处理的
鱼块在储藏期内菌落总数、挥发性盐基氮含量的增长速度显

著缓慢。３６ｈ后对照鱼块的菌落总数达 ７．９９ｌｇＣＦＵ／ｇ
（９８×１０７ＣＦＵ／ｇ），保鲜处理的鱼块则为５．４０ｌｇＣＦＵ／ｇ，且
２４ｈ后增长速率减缓。对照和经保鲜处理鱼块的挥发性盐
基氮含量增加趋势类似，３６ｈ后对照组样品的挥发性盐基氮
含量高达７６．６１ｍｇ／１００ｇ，具有明显的腐臭味；经保鲜处理的
样品中挥发性盐基氮含量仅为３４．９７ｍｇ／１００ｇ，约为对照组
含量的一半。可见，保鲜防腐处理对鱼块腐败菌的生长具有

明显抑制作用。

３　结论与讨论

水产品贮藏保鲜技术的开发是养殖、捕捞生产活动的延

续，是加工企业创收的必要保证。与传统水产品保鲜技术和

现代高新保鲜技术相比，食品保鲜剂的应用更加简便和经济，

高效地达到水产品保鲜的要求，突破传统繁琐的保鲜措施和

昂贵的现代设备投资瓶颈，是水产品及其他食品贮藏保鲜的

重要发展方向。

本研究结果显示，不同保鲜剂或不同溶液体系中的相同

保鲜剂对淡水鱼特征性腐败菌的抑制作用具有很大差异。食

品保鲜剂品种多样。Ｎｉｓｉｎ是一种高效、无毒、安全、营养的天
然食品保鲜剂，对革兰氏阳性菌具有广谱抑制作用，对可形成

芽孢的细菌具有更强的抗菌效果［７］。祝银等对冻藏金枪鱼

肌肉的硬度、弹性、凝聚性等进行测试发现，Ｎｉｓｉｎ保鲜液可适
当延长冻藏金枪鱼的保鲜期，其最适质量浓度为０．４ｇ／Ｌ［１０］。

然而本研究结果显示，Ｎｉｓｉｎ仅对赖氨酸芽孢杆菌具有抑制作
用，对其他受试的腐败菌均无抑制作用。

苯甲酸、山梨酸及其盐类等化学防腐剂是国内常用的食

品防腐剂，其成本低于天然防腐剂，但其防腐效果受微生物种

类、食品成分、ｐＨ值、溶解性等因素影响，具有一定使用局限
性，一般仅能在酸性条件下使用。尼泊金酯是一类广谱、高

效、低毒的防腐剂，且不易受食品 ｐＨ值的影响，在 ｐＨ值为
４～８的范围内均具有很好的抑菌能力［１１］。本研究结果表明，

尼泊金丁酯对所有受试腐败菌的生长均具有抑制作用，其抑菌

谱最广且抑菌活性高。邹玉萍等研究各种单酯在蒸煮袋熟鱼

的保藏效果时发现，丁酯的防腐能力高于丙酯和乙酯［１２］。

单一的防腐剂通常存在一定缺陷，须采用复合防腐技术

才能发挥互补和相乘效果，有效阻止微生物的生长和其他不

利因素，达到优势互补、相得益彰的目的。保鲜剂与传统水产

加工调味料的复合使用对腐败菌具有很好的抑制作用，与微

生物酶系统中的巯基结合，从而破坏很多酶系统，达到抑制微

生物生长、繁殖及防腐的效果，进而有效抑制 ＴＶＢＮ的增长，
延缓鱼肉的腐败变质［１３］。
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