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市售食用菌鲜品外源细菌的动态变化分析
王琼英，高 巍，赵梦然，邬向丽，陈 强，曲积彬，黄晨阳*

（中国农业科学院农业资源与农业区划研究所，农业部农业微生物资源收集与保藏重点实验室，北京 100081）

摘  要：目前，市售食用菌鲜品大多保藏于常温条件下，食用菌因营养丰富、表面组织鲜嫩而更易滋生外源微生

物。以市售常温保藏的金针菇、杏鲍菇、蟹味菇鲜品为材料，分析货架期内其外源细菌数量、种类、群落多样性的

变化。结果表明，3 种食用菌在货架期内外源细菌数量明显增加，货架期5 d蟹味菇增长了29 倍，金针菇、杏鲍菇

分别增长了417、4 116 倍。外源细菌种类及相对丰度在货架期呈动态变化，表现为优势菌在货架期1～5 d能够被检

测到，蟹味菇假单胞菌属丰度增加和金针菇乳球菌属丰度降低。Shannon指数表明在货架期内，金针菇外源细菌多

样性明显低于杏鲍菇和蟹味菇。主成分分析结果表明，3 种食用菌各自在不同货架期内菌群结构呈现相似性，蟹味

菇和杏鲍菇外源细菌菌群结构存在一定的相似性，金针菇外源细菌菌群结构与蟹味菇和杏鲍菇存在差异。
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Abstract: Edible mushrooms are popular with consumers due to their rich nutrition, tasty and health benefits. Fresh edible 

mushrooms are usually placed at room temperature in the market. Fresh mushrooms are readily infected with exogenous 

microbes for their rich nutrition, tender surface structure and lack of a protective structure. In this paper, fresh mushrooms of 
Flammulina valutipes, Pleurotus eryngii, and Hypsizygus marmoreus were studied. The exogenous bacterial number, species 

and community diversity were analyzed as a function of storage time at ambient temperature. Results showed that the amount 

of exogenous bacteria in F. valutipes, P. eryngii and H. marmoreus increased significantly by 29, 417 and 4 116 times, 

respectively. Besides, the abundance of different exogenous bacteria also changed during the storage period of 5 days, with 

the highest increase of Pseudomonas spp. in H. marmoreus and decline of Lactococcus spp. in F. valutipe being observed. 

According to Shannon index, exogenous bacterial diversity of F. valutipe was significantly lower than that of P. eryngii, and 
H. marmoreus. Principal component analysis results showed that the microbial community structure was similar at different 

times of storage within each species, and H. marmoreus and P. eryngii showed some similarities, while differences between  
F. velutipes and the other two species were observed.
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食用菌兼具营养、美味和保健功能，深受消费者青

睐。据中国食用菌协会统计，2015年我国食用菌总产量

3 476.15万 t，产值2 516.38亿 元。市售食用菌以干品和

鲜品为主，随着消费需求的改变，食用菌鲜品占比日益
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扩大[1]。食用菌生产环节易于控制，严把原料质量、规范

栽培管理即可完全避免重金属污染、农药残留等问题[2]，

但是市售食用菌鲜品存在质量的问题，主要原因是采后

的包装、贮运、销售环节采用常温，未能有效防范外源

细菌的繁殖[3-5]。研究食用菌外源细菌数量、种类、群落

多样性的变化成为必然。

国外学者对食用菌外源细菌开展初步研究。Reinartz

等[6]对－24 ℃冻存一年的双孢蘑菇切片和其他食品进行

微生物区系检测，以探究微生物死亡率以及不同细菌的

生存能力，发现肠杆菌科细菌显著减少，乳酸细菌、乳

酸杆菌、假单胞菌、酵母菌和霉菌也有相当程度的减

少。Leff等[7]对双孢蘑菇和蔬菜、水果等进行外源细菌研

究，发现双孢蘑菇外源细菌中肠杆菌科细菌比例很小，

其外源细菌主要隶属于根瘤菌科、微球菌科、鞘脂杆菌

科、丛毛单胞菌科，且传统农业式栽培比有机农业式栽

培外源细菌丰度更高。Jaworska等[8]对新鲜未贮存、20 ℃

贮存48 h、4 ℃贮存48 h和4 ℃贮存96 h的牛肝菌样品进行

外源微生物分析，结果发现，20 ℃贮存48 h的样品可以

检测到大量乳酸菌，还包括一些芽孢菌、霉菌和酵母，

已不适合销售；即使经过热烫处理后，并没有明显减少

上述微生物数量；但4 ℃贮存96 h的牛肝菌未检测到。国

内对食用菌外源细菌的研究鲜有报道。

本研究以市售金针菇、杏鲍菇、蟹味菇鲜品为对

象，分析常温条件下外源细菌数量、种类、群落多样

性，探寻货架期内外源细菌动态变化规律，以期为保障

食用菌鲜品质量安全提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

金针菇、杏鲍菇、蟹味菇3 种食用菌为材料，购自

北京市本地超市，常温销售，当天上架，托盘独立包装。

L B培养基  生工生物工程（上海）股份有限 

公司；细菌基因组提取试剂盒 天根生化科技（北京）

有限公司。

1.2 仪器与设备

Shock-Mixer1脉冲均质器 广东环凯微生物科技

有限公司；C1000聚合酶链式反应（polymerase chain 

reaction，PCR）仪 美国Bio-Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 货架期设置

金针菇、杏鲍菇、蟹味菇3 种食用菌各购买25 份，

选择当天上架的、独立包装的同批鲜品，置于常温条件

下存放。货架期设置1～5 d共5 个处理，当天随机取样

3 份记为货架期1 d。每次随机取样，3 个重复。

1.3.2 样品制备

处理过程中采样原则、采样方案参照GB 4789.1—

2016《食品微生物学检验 总则》[9]。采样后，样品预处

理：经无菌操作将新鲜子实体切碎，混合均匀，取25.0 g

放入无菌袋中，加入225.0 mL质量分数0.85% NaCl溶

液，经脉冲匀质器振荡30 s，均质液即为10－1样品稀释

液，以质量分数0.85% NaCl溶液依次制备10－2、10－3、

10－4、10－5、10－6梯度稀释液，备用。

1.3.3 菌种鉴定

分离、纯化：选择10－2、10－3、10－4、10－5、10－6

多个梯度样品稀释液涂平板，选择适宜浓度的平板，根

据平板上菌落生长的形态、大小、颜色等特征挑取单菌

落，进行划线培养。

菌落计数：计数原则、方案参照GB 4789.2—2016

《食品微生物学检验 菌落总数测定》[10]。

鉴 定 ： 用 煮 沸 法 提 取 细 菌 D N A （ 取 菌 苔 于

50 µL ddH2O中，100 ℃煮沸15 min，－20 ℃放置90 s，

12 000 r /min离心2 min，上清液备用）。使用通用

引物27F（5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’）和

1492R（5’-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3’）扩

增16S rDNA全长 [11]。扩增体系为：2 µL DNA模板，

5 µL 10×ExTaq Buffer，2 µL dNTPs，引物27F和1492R各

0.75 µL（10 µmol/L），0.25 µL ExTaq聚合酶，ddH2O补足

至25 µL。PCR产物电泳检测后，送北京博迈德公司测序，

测序结果与Eztaxon数据库比对得到相似度最高的种[12]。

1.3.4 16S rDNA高通量测序

取200 mL洗脱液，分装于50 mL离心管，12 000 r/min 

离心20 min，弃上清液，用1.0 mL无菌水悬浮沉淀，合并

于10 mL离心管。然后，12 000 r/min离心1 min，弃上清

液，沉淀用于DNA提取。

基因组提取：使用细菌基因组提取试剂盒，依据说

明书操作，所提DNA保存于－20 ℃。

16S rDNA高通量测序：委托北京奥维森公司进行，

以338F（5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’）和806R

（5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’）为引物扩增

16S V3～V4区[13]，采用MiSeq平台测序。

1.4 数据分析

测序数据经检测合格进行生物信息学分析。对有

效数据在97%水平上进行操作分类单元（operational 

taxonomic units，OTU）聚类，并利用Greengenes数据

库对OTU进行分类信息分析，分析样品物种组成[14-15]。

利用Mothur软件进行Alpha多样性和Beta多样性分析。

Beta多样性分析基于加权Unifrac算法进行主成分分析

（principal component analysis，PCA）[16]。
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2 结果与分析

2.1 3 种食用菌货架期内外源细菌数量变化
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图 1 3 种食用菌货架期外源细菌数量变化

Fig. 1 Changes in total number of exogenous bacteria in three kinds of 

mushrooms during storage

结果表明，货架期1～5 d内，3 种食用菌的外源细

菌持续增殖，外源细菌数明显增加（图1）。金针菇外

源细菌数量均明显高于杏鲍菇和蟹味菇，第5天可达到

1.8×108 CFU/g。在杏鲍菇货架期1 d时，外源细菌最少，

货架期1～3 d，外源细菌增殖最快。蟹味菇在货架期外源

细菌增殖相对比较缓慢。存在差异的主要原因可能是两

方面：一是存在的外源细菌种类不一样；二是不同种类

食用菌的质地和营养不同，为外源微生物生长繁殖创造

的营养基础不同。

2.2 3 种食用菌货架期内外源细菌种类及变化

2.2.1 16S rDNA高通量测序细菌物种组成分析

对金针菇、杏鲍菇、蟹味菇1～5 d货架期外源细菌

16S rDNA高通量测序，结果显示鉴定到31 个门，79 个

纲，132 个目，212 个科，343 个属。

在不同分类级别，对外源细菌群落结构进行分析。

门水平所有样品中含量最高是变形菌门（Proteobacteria）

（84.7%），其次是厚壁菌门（Firmicutes）（9.4%）

和拟杆菌门（Bacteroidetes）（4.4%）。纲水平所有样

品含量最高的是γ-变形菌纲（Gammaproteobacteria）

（78 .4%），其次是杆菌纲（Bac i l l i）（8 .8%）、 

α-变形菌纲（Alphaproteobacteria）（4.4%）、鞘脂杆

菌纲（Sphingobacteria）（2.9%）。进一步在属水平

进行分析，金针菇外源细菌中比例前10的属为乳球菌

属（Lactococcus）、假单胞菌属（Pseudomonas）、沙

雷氏菌（Serratia）、不动杆菌属（Acinetobacter）、

明 串 珠 菌 属 （ L e u c o n o s t o c ） 、 金 黄 杆 菌 属

（Chryseobacterium）、肠杆菌属（Enterobacter）、爱

文氏菌属（Ewingella）、欧文氏菌属（Erwinia）、柠

檬酸杆菌属（Citrobacter）。杏鲍菇为假单胞菌属、

乳球菌属、寡养单胞菌属（Stenotrophomonas）、芽

孢杆菌属（Bacillus）、拟杆菌属（Bacteroides）、栖

霉菌属（Mycetocola）、乳杆菌属（Lactobacillus）、

鞘氨醇杆菌属（Sph ingobac ter ium）、弓形杆菌属

（Arcobacter）、苍白杆菌属（Ochrobactrum）。蟹味

菇为假单胞菌属、寡养单胞菌属、鞘氨醇杆菌属、芽孢

杆菌属、柠檬酸杆菌属、橄榄形菌属（Olivibacter）、

欧文氏菌属、德沃斯氏菌（D e v o s i a）、地杆菌属

（Pedobacter）、弓形杆菌属。
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a.假单胞菌属相对丰度；b.乳球菌属相对丰度。

图 2 3 种食用菌货架期外源假单胞菌属及乳球菌属相对丰度变化

Fig. 2 Changes in relative abundance of exogenous Pseudomonas and 

Lactococcus in three kinds of mushrooms during storage 

在属水平，假单胞菌属和乳球菌属丰度较高，在

3 种食用菌表面均存在。蟹味菇外源细菌中假单胞菌属

相对丰度远高于金针菇以及杏鲍菇；该属在杏鲍菇货

架期延长过程中逐渐降低；在金针菇中相对丰度最低

（图2a）。乳球菌属在不同货架期菌群结构中的变化与

假单胞菌属有明显的区别。金针菇外源细菌中乳球菌属

相对丰度最高，但随货架期延长丰度降低；杏鲍菇和金

针菇呈现相同的变化趋势；蟹味菇在货架期乳球菌属丰

度没有明显变化（图2b）。出现这样的现象可能是因为

在货架期初期，富足的营养使菌体大量繁殖，伴随着新

陈代谢产物的不断积累（如乳酸的积累），抑制细菌增

殖，而部分能够适应环境改变的种类仍能大量存在（如

假单胞菌）。

2.2.2 平板分离法物种鉴定

为进一步在种的分类水平进行分析，对金针菇、杏

鲍菇、蟹味菇货架期1～5 d外源细菌进行平板分离、纯化

和鉴定，共得到24 个属，38 个种（表1）。
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表 1 平板培养3 种食用菌分离外源细菌的种类

Table 1 Exogenous bacterial species in three kinds of mushrooms 

evaluated by plate culture method

菌种
金针菇 杏鲍菇 蟹味菇

1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d

无色杆菌属 ＋ ＋

木糖氧化无色杆菌 ＋

不动杆菌属 ＋

弯曲芽孢杆菌 ＋

博代氏杆菌属 ＋ ＋

博代氏杆菌属 ＋

表皮短杆菌 ＋

伊查德布丘氏菌属 ＋

戴氏西地西菌 ＋

金黄杆菌属 ＋

萎蔫短小杆菌 ＋

路德维希肠杆菌 ＋

美洲爱文菌 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

格氏乳球菌 ＋ ＋ ＋

Lelliottia amnigena ＋

Microbacterium amylolyticum ＋ ＋ ＋

Microbacterium halotolerans ＋ ＋ ＋

Micrococcus aloeverae ＋

变形肥杆菌 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

苍白杆菌属 ＋

苍白杆菌属 ＋

假中间苍白杆菌 ＋

北京泛菌 ＋ ＋ ＋ ＋

泛菌属 ＋

假单胞菌属 ＋

嗜虫假单胞菌 ＋

韩国丛毛假单胞菌 ＋

假单胞菌属 ＋ ＋

拉乌尔菌属 ＋ ＋ ＋ ＋

解鸟氨酸拉乌尔菌 ＋ ＋ ＋ ＋

土生拉乌尔菌 ＋ ＋ ＋ ＋

根瘤菌属 ＋ ＋

格氏沙雷氏菌 ＋

气味沙雷氏菌 ＋

深红沙雷氏菌 ＋ ＋ ＋ ＋

马胃葡萄球菌亚种 ＋

腐生葡萄球菌亚种 ＋

土地芽孢杆菌属 ＋

注：＋.有检出。

2.2.3 16S rDNA高通量测序和平板分离法物种鉴定结

果对比

16S rDNA高通量测序发现金针菇、杏鲍菇、蟹味菇

货架期外源细菌群落结构中相对丰度最高的属分别为乳球

菌属、假单胞菌属、假单胞菌属；而平板培养法中，金针

菇外源细菌中优势种为美洲爱文菌（爱文氏菌属）和变形

肥杆菌（肥杆菌属），杏鲍菇为美洲爱文菌（爱文氏菌

属）和北京泛菌（泛菌属），蟹味菇为解鸟氨酸拉乌尔菌

（拉乌尔菌属）和深红沙雷氏菌（沙雷氏菌属）。

2 个方法存在一定的差异，但在平板培养法中检测

到的优势种，均可在高通量测序方法中检测到。高通量

测序法能更准确判读外源细菌群落种类相对丰度，且能

够检测到外源细菌群落结构中更多的细菌种类，包括大

量的不可培养细菌，但在种的分类水平鉴定方面并不准

确，而平板培养法能准确进行种水平的分析。因此，将

2 种方法相结合，能够更加科学地进行食用菌货架期外源

细菌种类的分析。

2.3 3 种食用菌货架期外源细菌群落多样性分析

2.3.1 Alpha多样性分析
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图 3 3 种食用菌货架期外源细菌群落OTU数量变化

Fig. 3 Variations in OTU numbers of exogenous bacterial community 

in three kinds of mushrooms during storage

高通量测序结果显示，在0.97的相似度下，共获得

8 480 个OTU。蟹味菇外源细菌OTU数量明显高于杏鲍

菇和金针菇（图3）。金针菇外源细菌OTU数量在货架期

1～4 d呈增长趋势，第5天部分下降；杏鲍菇外源细菌货

架期OTU数量变化趋势与金针菇相反；蟹味菇外源细菌

OTU数量在货架期1～2 d上升而后下降。
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图 4 3 种食用菌货架期外源细菌群落Shannon指数变化

Fig. 4 Variations in Shannon index of exogenous bacterial community 

in three kinds of mushrooms during storage

基于OTU的结果计算Shannon指数，结果表明在整个

货架期内金针菇外源细菌群落多样性明显低于杏鲍菇和

蟹味菇（图4）。杏鲍菇货架期内外源细菌Shannon指数

呈现先下降后上升的变化，货架期1 d Shannon指数值最

高；蟹味菇1～3 d货架期内外源细菌Shannon指数维持稳

定，3～4 d转而降低，4～5 d有所回升。

2.3.2 Beta多样性分析

基于OTU的结果进行PCA分析，以观察不同食用菌

不同货架期外源细菌群落间的差异（图5）。结果表明货

架期1～5 d，金针菇、蟹味菇、杏鲍菇3 组样品内呈现一

定的交叠现象，说明组内样品在货架期群落结构具有一
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定的相似性。PC1或PC2水平，金针菇细菌群落均能与杏

鲍菇和蟹味菇区分开，说明该组样品相对于另外两组样

品具有独特的群落结构。而杏鲍菇与蟹味菇这两组样品

间菌群结构具有相似性。
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图 5 3 种食用菌货架期外源细菌群落结构PCA图

Fig. 5 PCA plot for exogenous bacterial communities in three kinds of 

mushrooms stored for different time periods

3 讨 论

在食品腐败过程中，微生物的作用是主要因素之

一。以乳制品、肉制品、水产品和果蔬4 类食品为例，

细菌的群体作用在这4 类食品腐败过程中起到关键作

用 [17]。同时有文献报道，细菌是污染鲜切蔬菜的主要

微生物 [18]，如胡萝卜、紫甘蓝、西兰花的主要腐败细

菌数量分别占总活菌数量的69%～75%、66%～70%、

72%～77%。因此本研究中只探究了货架期外源细菌数

量、种类、多样性等特征，而未对真菌群落进行研究。

另外，鉴于低温贮藏可以减弱微生物繁殖，使肠杆菌、

乳酸菌、假单胞菌等细菌的数量大幅降低，进而延长货

架期，因此本研究只对货架期内（5 d）常温条件下贮藏

的食用菌鲜品进行了研究。

本研究表明，不同种类食用菌外源细菌OTU组成存

在较大差异，出现这样的情况可能是因为：1）不同食用

菌种类质地与营养基础不同，因此为外源细菌提供的生

长繁殖基础不同；2）不同食用菌种类子实体结构不同，

与外源细菌接触机会不同；3）在3 种食用菌表面生存的

细菌种类不同，有些种类生长繁殖能力强，在货架期能

够一直繁殖，不会因为其他细菌的竞争关系而导致其数

量的减少[19]。

鉴于食品安全考虑，外源细菌的致病性和致腐性值得

关注，研究发现3 种食用菌外源细菌中存在部分条件致病

菌及腐败菌，条件致病菌有腐生葡萄球菌[20]、木糖氧化无

色杆菌[21]、不动杆菌属细菌[22]、金黄杆菌属细菌[23]、以及

苍白杆菌属细菌[24]。同时在杏鲍菇、蟹味菇外源细菌中

存在Arcobacter，一种人畜共患的病原菌，与人类胃肠炎

和菌血症有关[25]。腐败细菌主要有美洲爱文菌[26]、拉恩

氏菌属细菌[27]、假单胞菌属细菌[28-29]、泛菌属细菌[30]、乳

球菌属细菌[31]、肠杆菌属细菌[31]以及欧文氏菌属细菌[31]。 

有报道在杏鲍菇子实体腐败组织中分离到泛菌属 

细菌[30]，本实验同样在杏鲍菇中分离到；此外，有报道

称美洲爱文菌是双孢蘑菇柄坏死的主要病原菌。从食品

安全角度讲，应当对食用菌鲜品经过高温处理，减少外

源细菌数量，避免有害细菌对人体的伤害。
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