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梅香鱼发酵菌株的筛选及对品质的影响
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摘  要：为有效控制产品的品质，从自然发酵的梅香鱼中分离筛选适合作为发酵剂的菌株，并研究不同菌种之间

的配比对发酵产品品质的影响。结果表明，筛选出的嗜盐四联球菌（Tetragenococcus halophilus）、木糖葡萄球菌

（Staphylococcus xylosus）及腐生葡萄球菌（Staphylococcus saprophyticus）符合发酵要求。与单菌株发酵及未接菌

的对照组相比，3 株菌制得的混合发酵剂（比例为1∶1∶1）制备的发酵鱼感官上总体可接受程度最优，其咀嚼性和

弹性也最高，并且组胺和挥发性盐基氮（total volatile basic nitrogen，TVB-N）的产生得到了有效抑制。该研究可为

实现定向接种、人工控制以及规模化工业生产提供参考。
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Abstract: Bacterial strains from naturally fermented Meixiang fish, a traditional Chinese fish product, were isolated and 

screened for their suitability to produce Meixiang fish as starter culture. Meanwhile, the influence of three selected strains 

inoculated singly or in combination (1:1:1) on the quality of fermented fish. The results showed that Tetragenococcus 
halophilus, Staphylococcus xylosus and Staphylococcus saprophyticus, all of which can meet the requirements for fish 

fermentation, were separated from the naturally fermented fish. Compared to those fermented and not fermented with each 

of the three strains, the fermented fish produced with their combination had the highest overall sensory acceptability and the 

best chewiness and elasticity, and inhibited the generation of histamine and total volatile basic nitrogen (TVB-N). This study 

can provide reference for targeted inoculation, manual control and large-scale industrial production of Meixiang fish.
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发酵鱼是一种具有独特的风味与口感以及良好耐

贮性的传统发酵食品，受到中国、日本、朝鲜等亚洲人

民的喜爱。由于乳酸菌、微球菌、霉菌、酵母菌等微生

物在发酵过程中产生的醛类、酮类、烯烃类等芳香代谢

物质[1-3]，赋予了发酵食品特殊的风味与色泽[4-5]，甚至

有的微生物还可以产生有机酸、细菌素及过氧化氢等抑

菌物质，从而抑制了食品腐败菌和致病菌的产生 [6-9]。

不同类型的微生物发酵产品具有各自的特点，Gelman
等[10]利用戊糖片球菌（Pediococcus pentosaceus）、肠

膜明串珠菌（Leuconostoc mesenteroides）和植物乳杆

菌（Lactobacillus plantarum）进行混合发酵，发酵的腌

鲔鱼不仅表现出多汁的质构风味，而且腐败菌的生长

得到了很好抑制，有效地延长了货架期。Riebory等[11] 

用植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）、乳酸片

球菌（Pediococcus acidi lact ic i）和葡萄球菌BT52
（Staphylococcus BT52）在30 ℃条件下混合发酵黄笛

鲷，不仅缩短了生产周期，而且增加了鱼肉的弹性、咀

嚼性，明显改善了鱼的质构和口感。用于接种发酵的微
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生物通常是从传统发酵产品中分离优势微生物这一策略

获得的[12-13]。梅香鱼（又名酶香鱼）是广东、福建等气温

较高地区的一种盐渍自然发酵制品，由于在盐渍过程中

利用鱼体内源酶类的自溶作用以及微生物的发酵作用，

产生复杂的生物化学反应，最终形成特殊的梅香气味而

得名[14-15]。本研究从自然发酵的梅香鱼中筛选分离出适合

作为发酵剂的微生物，继而研究不同菌种之间的配比对

发酵产品的影响。为实现定向接种、人工控制以及规模

化工业生产提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

梅香鱼，购于广东省湛江市东风市场。

MRS固体培养基 英国Oxoid公司；GAM（gifu 
anaerobic medium）固体培养基、GAM半流动培养

基、GAM液体培养基 日本日水制药株式会社；TSA
（trypticase soy agar）固体培养基 美国BD公司；组胺

试剂盒 日本Kikkoman公司。

1.2 仪器与设备

HORIBA B-211小巧型pH计、HORIBA B-721盐度计 
日本Horiba公司；RE2-33005S流变仪 日本Yamaden公
司；AquaLab Series 3高精确度台式水分活度测定仪 美国 

AquaLab公司；IUL Masticator均质器 西班牙IUL公司。

1.3 方法

1.3.1 菌种的分离纯化

无菌称取25 g梅香鱼装入均质袋中，加入225 mL无
菌生理盐水，高速均质30 s，过滤取上清液，采用平板

涂布法，分别接种于MRS、GAM和TSA培养基中，30 ℃
条件下培养48～72 h。挑取形态特征不同的菌落，反复

纯化，并通过革兰氏染色、显微镜观察直至得到纯的培

养物。将革兰氏阳性菌株接种到GAM斜面培养基培养

48 h，置4 ℃条件下保存备用。

1.3.2 发酵菌株的确定

通常适合作发酵的菌株应满足不产生生物胺、过氧

化氢酶实验呈阳性、发酵葡萄糖产酸但不产气、耐盐，并

具有良好的抗菌活性[16-17]。抗菌活性采用纸片扩散法[18]，

其他指标测定采用《常见细菌系统鉴定手册》[19]方法。

1.3.3 发酵菌株的16S rDNA鉴定

采用27 F与1492 R细菌通用引物作为正反向引物，

利用MightyAmp DNA Polymerase进行细菌菌落聚合酶链

式反应（polymerase chain reaction，PCR）扩增[20]，反

应体系：Eubac 27 F（10 µmol/L）1.5 µL，Eubac 1492 R 
（10 µmol/L） 1.5 µL，MightyAmp DNA Polymerase 
1.5 μL，2×MightyAmp Buffer 30 μL，ddH2O 25.5 µL；
反应条件：98 ℃（预变性）2 min，98 ℃（变性）10 s，
55 ℃（复性）15 s，68 ℃（延伸）90 s，72 ℃（延伸）

10 min，从变性到第一次延伸这个过程循环40 次。将

PCR扩增产物寄送上海英骏生物技术有限公司广州实验

室进行序列测定。根据16S rDNA测序结果，利用DDBJ-
BLAST搜索程序从GenBank进行同源性检索，并下载相

似性高的模式菌株的16S rDNA基因序列进行分析。

1.3.4 发酵菌株在不同温度下的生长曲线测定

将发酵菌株分别接种于GAM液体培养基中，并分

别在10、20、30 ℃温度条件下进行培养，每隔4 h测定

OD600 nm，直至达到微生物生长稳定期，记录不同温度下

所需要的时间，选取适合发酵的温度和时间。

1.3.5 接种发酵实验

选取表面光泽、新鲜、体质量约120  g的沙丁鱼

25 条，去腮、去内脏，用清水洗净表面和内部血污，

沥干水分。按m（鱼）∶m（盐）=5∶1的比例添加食盐，

均匀涂布于鱼体的表面和鱼肚内部，并平整堆叠在合适

容器中，保鲜膜封口，10 ℃条件下腌制，过夜取出。

将25 条鱼随机分成5 组，将适合发酵的菌株各自配制成

107 CFU/mL菌悬液进行单独接种，同时等比例混合发酵

菌株后进行接种，以不接菌作空白对照。接种量2%，并

采用喷洒方式接入到腌制的鱼体中进行发酵，发酵温度

与时间按1.3.4节确定的温度与时间。

1.3.6 发酵鱼感官评定

挑选10 位有食品感官评定经验的评定者，对自然发

酵的和人工接种发酵剂的发酵鱼制品的外观、气味、滋

味、口感进行评定，满分为10 分，各因素的权重按层次

分析法确定[21]，评价标准见表1。

表 1 感官评价标准

Table 1 Criteria for sensory evaluation of Meixiang fish

指标（权重） 1～3 分 4～5 分 6～7 分 8～10 分

外观
（6.0%）

色泽 褐变严重、无光泽 轻微褐变、无光泽 无褐变、略有光泽 无褐变、光泽好

质地
鱼肉组织不完整、

糜烂
鱼肉组织略

不完整、较软烂
鱼肉组织较
完整、结实

鱼肉组织非常
完整、结实

气味
（25.6%）

腥臭 腥臭很重 腥臭较重 稍有腥臭 腥臭不明显

异臭
腐败、哈败
气味很重

腐败、哈败
气味较重

有轻微腐败、
哈败气味

无腐败、
哈败气味

滋味
（38.6%）

滋味 完全无黄鱼滋味 鱼滋味较寡淡 鱼滋味较丰富 鱼滋味丰富

腥味 腥味很重 腥味较重 稍有腥味 腥味不明显

异味
腐败、哈败
滋味很重

腐败、哈败
滋味较重

有轻微腐败、
哈败滋味

无腐败、
哈败气味

咸味 咸味很淡或很重 咸味较淡或较重 咸味较适宜 咸味适宜

口感
（29.8%）

鱼肉糜烂、咀嚼性
很差、纤维性很差

鱼肉较软烂、咀嚼性
较差、纤维性较差

鱼肉较结实、咀嚼性
较好、纤维性较好

鱼肉结实、咀嚼性
好、纤维性好

1.3.7 理化指标测定

发酵后的鱼用绞肉机绞碎，称取一定量用于理化指

标测定。水分活度：ERH水分活度测试法；pH值：pH计

法；盐度：盐度计法；组胺：按照组胺试剂盒中操作说明

进行检测；亚硝酸盐：采用美国化学师协会的比色法[22]；

挥发性盐基氮：采用GB/T 5009.44—2003《肉与肉制品卫

生标准的分析方法》[23]中的微量扩散法。



164  2015, Vol.36, No.23             食品科学	 ※生物工程

1.3.8 质构测定

采用装有一个圆柱形柱塞（5 mm直径）的流变仪测

定发酵沙丁鱼的物理强度。取主骨附近的鱼肉，剪取约

10 mm×10 mm×10 mm的正方体鱼肉，柱塞以鱼肉中心

为轴，以1 mm/s的速率平行插入鱼肉中。测定鱼肉发生

形变时的距离和力度。每一样品测试3 次，取测量的平均

值进行数据分析。

1.3.9 大肠菌群及致病菌的检测

大肠菌群的测定采用GB/T 4789.3—2010《食品微生

物学检验 大肠菌群计数》[24]方法。

沙门氏菌、副溶血性弧菌、金黄色葡萄球菌检测根

据GB 29921—2013《食品中致病菌限量》[25]中水产制品

致病菌检测方法进行检验。

2 结果与分析

2.1 菌种的分离纯化及发酵菌株的鉴定

采用MRS、GAM和TSA培养基从梅香鱼中分离纯

化得到158 株菌，其中G＋菌株95 株。进一步发酵菌株

筛选实验，符合过氧化氢酶阳性、发酵葡萄糖产酸不

产气、可耐受20% NaCl、不产生组胺、且对大肠杆菌

（Escherichia coli）和金黄色葡萄球菌（Staphylococcus 
aureus）有明显抑制作用的菌株共3 株（菌株1～3），菌

株1在MRS培养基的菌落湿润黏稠、易挑取、表面光滑

呈较透明的白色、质地均匀，且边缘与中央部位颜色一

致；菌株2的菌落不透明、呈白色、扁形、表面较湿润、

菌落边缘光滑；菌株3圆形凸起、边缘整齐、表面光滑、

湿润、不透明。显微观察3 株菌均为球状，排列成对、四

联或成片。

对3 株菌株进行16S rDNA测序，经Blast在线比对得

知，菌株1与嗜盐四联球菌（Tetragenococcus halophilus）
相似度高达99%，菌株2与木糖葡萄球菌（Staphylococcus 
xylosus）有96%的相似度，疑似潜在新种。菌株3与腐

生葡萄球菌（Staphylococcus saprophyticus）有99%的相

似。将序列提交至NCBI，编号分别是Tetragenococcus 
halophilus strain CAMT 20661，登录号是KP 845287，
Staphylococcus xylosus strain CAMT 29661，登录号是

KP 845286，Staphylococcus saprophyticus strain CAMT 
29662，登录号是KP 845285。
2.2 3 株菌在不同发酵温度条件下的生长规律
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a. 嗜盐四联球菌；b. 木糖葡萄球菌；c. 腐生葡萄球菌。

图 1 3 株菌在不同温度下的生长曲线

Fig.1 Growth curves of three selected bacteria at different temperatures

3 株菌在10、20、30 ℃的生长曲线见图1。嗜盐四联

球菌在10 ℃培养时，8 h后进入对数生长期，84 h后进入

稳定期，在20和30 ℃条件下均在4 h后进入对数生长期，

20 ℃时在44 h后进入稳定期，30 ℃时在40 h后达到稳定

期，见图1a；木糖葡萄球菌在10 ℃时进入对数生长期的

时间8 h，84 h后达到稳定期，20 ℃和30 ℃时均在4 h后
进入对数生长期，40 h后进入稳定期，见图1b；腐生葡

萄球菌在10、20、30 ℃下进入对数生长期的时间依次是

8、4、4 h，达到稳定期的时间依次是88、40、36 h，见 

图1c。3 株菌在20 ℃与30 ℃培养条件下进行入稳定期的

时间差异不大，最大差仅8 h，但在10 ℃时进入稳定期

却比20、30 ℃的时候至少推迟了 40 h。一般温度高发

酵菌株生长快，生产周期短，但温度高不利于风味的保

留，低温虽然能很好地保留风味，但是发酵周期长[26]，

所以综合考虑，选择20 ℃为最佳发酵温度，44 h为最佳

发酵时间。

2.3 感官特性评价

对不同实验组发酵鱼的外观、气味、滋味和口感

4 个指标进行感官评价，结果见图2。从雷达图中可以

看出，5 组发酵鱼制品外观无显著性差异，均为8 分；

气味方面，混合发酵剂实验组9 分，明显高于其他实验

组，空白对照组的气味评分最低（5 分）；滋味和口感

指标方面，混合发酵剂实验组的鱼制品均优于其他实验

组。综合结果，混合发酵剂发酵鱼制品具有较高的总体

可接受性（8.94 分），嗜盐四联球菌发酵的鱼制品次之

（7.06 分），木糖葡萄球菌和腐生葡萄球菌发酵的鱼制

品差别不大，分别为6.67 分和6.38 分，空白对照组发酵

鱼制品最低（4.79 分）。
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图 2 5 种发酵鱼制品感官评价得分雷达图

Fig.2 Radar map of four fermented fish samples and unfermented fish

2.4 理化特性评价

5 组实验发酵鱼盐分、TVB-N、组胺和亚硝酸盐等

主要成分含量的测定结果见表2。单菌株和混合菌株发

酵的鱼制品的pH值均比空白对照组的低，说明这3 株菌

均具有一定的产酸能力；亚硝酸盐在 5 组实验发酵鱼中

均未检测出；混合发酵剂实验组和单菌株发酵实验组的

组胺与TVB-N含量相差不大，但均明显低于空白对照组

组胺（2.48 mg/kg）和TVB-N含量（46.8 mg/100 g），

说明这3 株菌在发酵过程可能产生了有机酸等抑菌物

质，从而有效地抑制了腐败菌的产生，阻碍了组胺与

TVB-N的产生。且混合菌株发酵的鱼制品中的组胺含量 

（0.19 mg/kg）和TVB-N含量（20.8 mg/100 g）远低于

GB 2733—2005《鲜、冻动物性水产品卫生标准》中的规定

（组胺含量≤30 mg/100 g；TVB-N含量≤30 mg/100 g）。

表 2 发酵鱼制品pH值、水分活度及主要成分含量

Table 2 pH, water activity and major components in fermented fish 

products 

发酵剂 pH 水分
活度

盐分
含量/%

组胺含量/
（mg/kg）

亚硝酸盐
含量

TVB-N含量/
（mg/100 g）

嗜盐四联球菌 6.0 0.876 18 1.21 0 26.8
木糖葡萄球菌 6.0 0.845 19 0.68 0 27.6
腐生葡萄球菌 6.1 0.914 20 0.44 0 25.2

混合发酵剂（1∶1∶1） 6.0 0.903 18 0.19 0 20.8
空白对照组 7.1 0.815 20 2.48 0 46.8

注：盐分、组胺、亚硝酸盐和 TVB-N 含量均以干物质计。

2.5 质构分析

表 3 不同发酵剂制得的发酵鱼制品质构分析结果

Table 3 Textural analysis of fermented fish products 

发酵剂 弹性率/（N/m2） 破断荷重/N 破断变形/mm
嗜盐四联球菌 147 191.5 2.34 4.65
木糖葡萄球菌 139 264.2 2.25 4.15
腐生葡萄球菌 137 302.8 2.19 4.05

混合发酵剂（1∶1∶1） 194 278.5 2.81 6.00
空白对照组 97 968.1 1.34 1.80

发酵鱼制品质构结果见表3。经分析发现，4 组接种

菌株发酵鱼的鱼肉之间的破断荷重差异均不大，但都高

于空白对照组（1.34 N），表明通过3 株菌的发酵以及混

合菌的发酵可以提高鱼肉的硬度，使鱼肉更加紧实，而

且混合发酵剂实验组的鱼肉的破断荷重（2.81 N）高于其

他3 组单菌株发酵实验组，说明混合发酵增加鱼肉硬度的

效果优于3 株菌分别发酵。从破断变形和弹性率可以看

出，混合发酵实验组的鱼制品的破断变形（6.00 mm）与

弹性率（194 278.5 N/m2）最大，而单菌株发酵的3 个实

验组的破断变形和弹性率相差不大，但也远大于空白对

照组。因此，接种了3 株菌的鱼肉具有一定的弹性与咀嚼

性，但混合发酵剂比单菌株发酵剂改善鱼肉的弹性有更

好的效果。综合各方面因素，混合发酵剂不仅能增强鱼

肉的硬度，且改善了鱼肉的弹性，使其更富有咀嚼性。

2.6 大肠菌群与致病菌检测结果

在食品安全各项指标中，大肠菌群是评价食品是否

被污染的一个重要指标。根据标准GB 2726—2005《熟

肉制品卫生标准》[27]的微生物指标中规定，肉制品的大

肠菌群≤150 MPN/100 g。而这5 组发酵鱼的大肠菌群数 

量＜3 MPN/100 g，均低于标准。

沙门氏菌、副溶血性弧菌和金黄色葡萄球菌是水产

制品中主要的致病菌，根据GB 29921—2013《食品中

致病菌限量》中水产制品总致病菌限量规定，沙门氏菌

不可检出，副溶血性弧菌≤100 MPN/g，金黄色葡萄球 

菌≤100 CFU/g。而5 组发酵鱼制品中这3 种致病菌均没

有检测出，由此可见，从卫生指标角度看，5 组发酵鱼制

品均是安全食品。

3 结 论

葡萄球菌和微球菌是传统发酵食品中重要微生物类

群，本研究从传统自然发酵的梅香鱼中分离到嗜盐四联球

菌、木糖葡萄球菌及腐生葡萄球菌3 株适合发酵的菌株。

其中嗜盐四联球菌属乳酸菌[28]，美国食品药品管理局认为

大多数乳酸菌是安全的，由于其具有较强的抗菌活性，

能抑制食品中的腐败菌和病原菌，因此常被用于食品加工

中，提高产品的保藏性及改善风味等[29]。罗立新等[30]曾从

发酵酱油中分离出嗜盐四联球菌，发现其具有较高的产

酸能力，不仅具有一定的抑菌能力，而且也增加了酱油

的风味。木糖葡萄球菌和腐生葡萄球菌对发酵食品中的

风味物质的含量有明显影响，王萧等[31]曾研究过木糖葡

萄球菌对发酵香肠挥发性风味化合物的影响，发现木糖

葡萄球菌处理的香肠中酯类和醇类含量较高，这些物质

对发酵香肠风味的形成起到了重要作用。李想等[32]对发

酵里脊猪肉的研究发现接种腐生葡萄球菌处理组游离脂

肪酸含量显著增加，且各个发酵阶段的直链醛和酮的含

量均显著高于对照处理组。李宗军[33]在中国传统发酵肉

中分离得到木糖葡萄球菌和腐生葡萄球菌，经毒性实验
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表明其安全无毒，无致病性，可以作为肉类发酵剂的微

生物资源。

本研究以嗜盐四联球菌、木糖葡萄球菌和腐生葡萄

球菌这3 株菌为发酵剂对沙丁鱼分别进行单菌株发酵和

混合菌株发酵，对发酵过后的沙丁鱼进行了感官、理化

指标的评价，从研究结果可知，3 株菌单菌株发酵时均

可以改善鱼制品的风味和品质，尤其是在鱼制品的风味

方面，3 株菌均不同程度地增加了鱼肉的风味和香气，

且明显优于未接种发酵的鱼制品，而混合菌株发酵的鱼

制品的品质更优于单菌株发酵，不仅感官总体可接受程

度最高，改善了鱼肉的弹性，增加了咀嚼性，而且有效

地抑制了腐败菌的生长，延缓了鱼制品的腐败。所以，

既考虑发酵鱼的各项理化及微生物指标符合标准规定，

又考虑发酵鱼的风味特性，从而确定使用混合发酵剂

（1∶1∶1）进行发酵，能更好地改善鱼制品的品质。
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