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摘    要 

熏马肠是一种颇受新疆消费者喜爱的传统民族发酵肉制品, 随着新疆与内地的交流不断增多，

与此同时人们对新疆的特色产品也有了更多的了解，对它的需求也日益增多，因此作为熏马肠安全

性问题之一的生物胺也逐渐得到人们的重视。在熏马肠的生产中发酵温度一般为 20～40℃，而成熟

温度为 10～15℃。发酵阶段是微生物活动最活跃，也是微生物产生的氨基酸脱羧酶活性最高，生物

胺积累的最初阶段。本文选取由课题组前期分离出的高产生物胺阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌，建立

其在不同发酵温度的营养肉汤和熏马肠中的预测模型，同时也对这两种菌在熏马肠中产生物胺的动

力学变化进行分析并建立了相应的生物胺模型，以期为熏马肠生产过程中高产生物胺肠杆菌的控制

及生物胺累积机理的探究提供研究基础和理论依据，从而提高熏马肠的食用安全性。具体研究内容

和结果如下： 

1.营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌预测模型的建立 

以课题组分离出的高产生物胺菌（阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌）为研究对象，运用修正的

Gompertz 模型建立了其在 15℃、20℃、25℃、30℃、35℃、40℃、45℃营养肉汤中一级和二级生长

模型，以期为这两种菌在熏马肠中动力学模型的建立提供理论基础和为这两种菌菌在其他方面的科

研分析提供参考依据。实验结果显示：营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的生长极易受到温度

的影响，选用修正的 Gompertz 模型，得出 7 个不同温度下营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的

一级生长模型和二级模型，最终得出的模型 R
2 都在 0.80 以上，说明此模型拟合阴沟肠杆菌和气味

沙雷氏菌的生长有较好的效果。还得出在相同温度下阴沟肠杆菌生长的迟滞期都要小于气味沙雷氏

菌，说明阴沟肠杆菌更能适应环境。 

2.不同发酵条件下熏马肠中高产生物胺肠杆菌预测模型的建立 

本研究与前一章的研究方法一致，建立了混合阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌在熏马肠不同发酵条

件（20℃、25℃、30℃、35℃）下的一级和二级生长模型，并对模型进行验证。结果表明：通过将

20～35℃发酵温度范围内肠杆菌的生长数据带入修正的 Gompertz 模型，构建出了高产生物胺肠杆

菌在熏马肠上生长预测的一级模型和二级模型；通过 A f 和 B f 对一级模型进行验证，得出准确因

子和偏差因子的值均在 1 左右，表明一级模型能很好预测熏马肠不同发酵温度下肠杆菌的生长，二

级模型中温度与生长速率以及延滞期之间也存在良好的线性关系，模型验证的残差值绝对值小于 1，

以上说明 Gompertz 模型能够很好的拟合 20～35℃发酵温度范围内熏马肠中肠杆菌的生长。 

3.肠杆菌对熏马肠成熟中生物胺的动力学变化的影响及模型的建立 

用高效液相色谱检测熏马肠在不同发酵条件下的生物胺量，分析不同发酵条件对高产生物胺产

生物胺的动力学变化的影响。结果表明：发酵温度对发酵阶段的生物胺量影响较小，但对成熟阶段

影响较大。在成熟阶段 6 种生物胺的含量随着成熟时间的增加呈现先升高后下降的趋势，并且是发

酵温度越高，生物胺的累积量越大，成熟后期生物胺的减小量越小。在发酵成熟阶段，pH 值呈现先

下降后上升的趋势，成熟结束后 pH 值在 5.6～6.0 之间，肠杆菌总数呈现先下降后上升又逐渐下降
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的趋势。通过对生物胺积累量、pH 和菌落总数的相关性分析得出生物胺积累量与 pH 呈负相关，pH

和菌落总数以及生物胺积累量和菌落总数之间不相关。 

关键词：预测模型；生物胺；熏马肠；肠杆菌
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Abstract 

Smoked horse sausage is a kind of traditional ethnic fermented meat products, which is popular 

among consumers in Xinjiang, with the more communications between Mainland and Xinjiang gradually, 

while the demand of smoked horse sausage becomes increasing. Therefore, as one of the security issues in 

smoked horse sausages, biogenic amines gradually is paid people's attention. The temperature of 

fermentation is generally 20~40℃and mature temperature is 10~15℃in the production of Smoked horse. 

Fermentation stage is the most active, and during this stage, microorganisms products the highest activity 

of amino acid decarboxylase, and also is the initial stages of accumulation of biogenic amines. In this 

research, we chose Enterobacter cloacae and Odor marcescens of high biogenic amines, built their 

prediction models in different fermentation temperatures in nutrient broth and smoked horse sausage, and 

also analyzed the change of dynamics between two bacteria in biogenic amines produced in smoked horse 

sausage, and built a corresponding model of biogenic amines, in order to provide research and theoretical 

basis on control of Enterobacter in the process of smoked horse sausages production and the mechanism to 

accumulation of biogenic amines, thereby improving edibility safety of smoked horse sausage. The 

contents and results are as follows: 

1. The predictive models of Enterobacter cloacae and Odor marcescens in nutrient broth 

As the high biogenic amines bacteria ( Enterobacter cloacae and Odor marcescens ) in research group 

for the study, we used modified Gompertz model to build the primary and secondary models in nutrient 

broth at 15℃, 20℃, 25℃, 30℃, 35℃, 40℃and 45℃, in order to provide the theoretical basis of building 

kinetic models smoked horse sausage and provide a reference for scientific analysis of these two bacteria 

strains in other areas. Experimental results showed that: The growth of Enterobacter cloacae and Odor 

marcescens in nutrient broth vulnerable was influenced by temperature, this study used the modified 

Gompertz model, obtaining the primary and secondary growth model of Enterobacter and Odor 

marcescens at 7 different kinds of temperature, ultimately derived model R
2
 was above 0.80 , indicating 

that this model fitted the growth of Enterobacter cloacae and Odor marcescens has a good effect. Also at 

the same temperature, the growing hysteresis of Enterobacter cloacae should be less than the Odor 

marcescens, it described that Enterobacter cloacae can more adapt to the environment. 

2. Construction of growth predictive model of Enterobacteriaceae which has high levels of biogenic 

amines in smoked horse sausages under different fermentation conditions 

The methodology of this study is consistent with the previous chapter , we established the primary and 

secondary growing model mixed bacterial of Enterobacter cloacae and Odor marcescens under different 

fermentation conditions (20℃, 25℃, 30℃, 35℃) in smoked horse sausages, and tested the model. 

Experimental results showed that: By making the data of Enterobacter within 20 ~ 35 ℃ fermentation 

temperature into modified Gompertz model, and then getting growth predicting primary and secondary 

model of high levels of biogenic amines in smoked horse sausages; by testing primary model using the Af 

and Bf, we can get the value of accurate factor and deviation factor was average about 1, it indicated that 

the model can well predict the growth of Enterobacter at different fermentation temperature in smoke 

horse intestinal, and from the second model, we can get there existed a good linear relationship among the 

temperature, growth rate and the lag phase, and the absolute value of the residuals model validation was 

less than 1. In conclusion, Gompertz model is well predicted the growth of Enterobacteriaceae at 20℃ to 
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35℃ on smoked horse sausages. 

3. The impact of dynamic changes of intestinal Enterobacteriaceae smoked horse maturation of 

biogenic amines and the establishment of its model 

Using HPLC to test the biogenic amines on smoked horse sausage under different fermentation 

conditions, and analyzing the affect of the physical dynamics of the high-yield amine biogenic amines 

under different fermentation conditions. The results showed that: On fermentation stage the influence of 

fermentation temperature was small, but the impact on the mature stage was larger. In the mature stage , 

with increasing maturation time, the contents of 6 biogenic amines were rising at the first rise and then 

downing, and the higher fermentation temperature, the greater the accumulation of biogenic amines, the 

harder to reduce the amount of the smaller biogenic amines on the late stage of mature. At the fermentation 

and mature stage, pH showed the first decline and then rising, after mature the pH was between 5.6 to 6.0, 

the total number of Enterobacteriaceae showed a rising and gradually decreased after the first downward 

trend. Through the analysis on correlation of accumulation of biological amines, pH and the total number 

of colonies, we concluded accumulation of biogenic amines and pH were negatively correlated, no 

correlation among the pH, the total number of colonies,  the accumulation of biogenic amines and the 

total number of colonies. 

Keywords: predictive model; biogenic amines; smoked horse sausage; Enterobacteriaceae  
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第一章 文献综述 

1.1 生物胺及其危害 

1.1.1 生物胺简介 

生物胺是一类具有生物活性含氮的低分子量有机化合物的总称 [1]。食品中的生物胺

是由微生物或者自身产生的蛋白酶作用于蛋白质生成不同种的氨基酸，后由微生物分泌

的脱羧酶作用形成的 [2]。生物胺有促进生长、增强新陈代谢活力、加强肠道免疫系统、

控制血压等重要的生理功能，在清除自由基方面也有一定的作用。但是，在人体内积累

到较高数量时就会产生毒害，带来一些不良反应，如引起外部血管膨胀导致高血压和头

痛[3]，以及腹部痉挛、腹泻和呕吐等，严重的还会危及生命。在非发酵的食品的也存在

少量的生物胺，例如：巧克力、水果、蔬菜、肉、酒和乳类等；在发酵食品中，高浓度

的生物胺作为氨基酸脱羧的产物而存在[4]。在发酵食品中生物胺含量很高的原因是在加

工和贮存过程中，蛋白质在各种蛋白质酶的作用下不断的分解消化生成游离氨基酸，在

微生物产的氨基酸脱羧酶的不断作用下脱羧产生生物胺。由此得知，生物胺的形成必须

具备三个基本条件: 可利用的前体物质氨基酸、产氨基酸脱羧酶的微生物、适合酶合成

和保持酶活的环境条件。 

根据结构可将生物胺分为：（1）脂肪族，包括尸胺、腐胺（Putrescine）、精胺和亚

精胺等；（2）芳香族，即酪胺和苯乙胺等；（3）杂环胺，包括组胺和色胺等。按氨基数

量的不同，又可将生物胺分为单胺化合物和二胺化合物和多胺化合物这三类。前者主要

包括组胺、酪胺、尸胺、腐胺、色胺、苯乙胺等，二胺化合物包括腐胺和尸胺，后者包

括精胺和亚精胺。比较重要的生物胺如组胺、色胺、酪胺和腐胺的前体物质分别为组氨

酸、色氨酸、酪氨酸和鸟氨酸。 

1.1.2 生物胺的危害 

生物胺是生物活性细胞必不可少的组分之一，它在保持生物膜的稳定性和调节核酸

与蛋白质的合成等方面起着举足轻重的作用 
[5]。按生物胺的结构来分类。不同种类的

生物胺对人体有不同的调节作用，如单胺类化合物对血管和肌肉有明显的舒张和收缩作

用，对精神活动和大脑皮层有重要的调节作用；多胺在生物体的生长过程中能促进

DNA、RNA 和蛋白质的合成，以及加速生物体的生长发育等。虽然生物胺对于人体来

说内具有非常重要的生理功能，但是当人体摄入过多的生物胺时，就会引起如头痛、恶

心、心悸、血压变化、呼吸紊乱等过敏反应，严重的还会危及生命 。不同种类生物胺

对人体健康的毒害作用如表 1-1 所示： 
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表 1-1   生物胺的毒副作用[6,7,8,9,10] 

Table 1-1  The side effects of biogenic amines
[6,7,8,9,10] 

生物胺                       毒副作用                   文献来源 

 

 

                              

组胺           精神萎顿、精神分裂症、过敏、皮疹、呕吐、        [8] 

腹泻、癌症、发烧，高血压 

酪胺           偏头痛，高血压 精神萎顿、精神分裂症、           [7] 

早老性痴呆症、帕金森症    

色胺           高血压、精神萎顿、精神分裂症、肝毒性            [6，9] 

腐胺、尸胺     引起血压升高，破伤风，四肢痉挛，                [9，11] 

心脏衰竭或脑出血      

5-羟色胺      精神萎顿、精神分裂症、早老性痴呆症、              [9]  

帕金森症、焦虑、心慌、偏头痛、肥胖、脑病                 

苯乙胺        消除神经系统中的去甲肾上腺素，增加血压，          [6，10] 

引起偏头痛          

多巴胺        精神分裂症、早老性痴呆症、帕金森症                [10]  

 

表 1-1 列举了 8 种生物胺食用过量后的毒副作用及存在的潜在危害性，目前已受到

有关食品卫生和公共健康领域的高度重视。许多研究发现生物胺的含量可以作为食品卫

生、新鲜程度和被污染程度的指标,它还是某些食品成熟程度预测和是否遵循加工过程

良好操作规范的依据[11]。生物胺存在于各类食品中，特别是蛋白质含量丰富的食品中，

现已成为世界范围内公认的潜在的食品安全问题。虽然目前各国规定其最高限量不太一

致，但是 BAs 对人类健康的影响不可忽视。因为高浓度的生物胺会对人和动物的身体

造成一定的危害，所以生物胺已作为食品安全评价的一个参数[12]。近几年来各类食品中

生物胺的检测手段不断的在改进和提高，关于生物胺的产生和累积机理、影响因素的研

究备受关注，各国更是对个别食品中生物胺的含量做了限量规定。 

食品中总生物胺含量为 1000mg/kg 时被认为是危险的，Shalaby
[13]建议生物胺水平

可以作为生产企业生产规范（GMP）的实践评价参数：酪胺为 100~800mg/kg，组胺为

50-100mg/kg，苯乙基胺<30.0mg/kg，而 Eerola
[14]等提出了将对人体有危害的生物胺（酪

胺，组胺，色胺，苯乙胺）作为评价企业卫生条件和香肠生产规范（GMP)的指标，都

不应超过 200mg/kg。目前在肉类行业的研究中有一个共同的目标是就是希望通过相应

的控制技术将香肠中的生物胺降到最低水平。我国也在为着这一共同目标而努力着，目

前我国的国家标准中也对生物胺做了限量规定，例如鲐鱼中组胺含量应低于

1000mg/kg，其他鱼类中组胺含量应低于 300mg/kg
[15,16]。上海的食品药品监督管理局也

已对肉制品中组胺的量做了限量规定，应不大于 200mg/kg
[17]。 
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1.2 发酵香肠中影响生物胺含量的因素 

在传统食品中，传统发酵香肠是一个重要的部分。它们的特点通常是在小规模的操

作单元下通过手工制作，通过其内部的一些特定的菌群自发发酵而成。肉类和肉类产品

已报道含有生物胺。一些生物胺（酪胺，腐胺，尸胺等）的浓度在肉类及其制品的储存

过程中通常会增加，而其他（亚精胺和精胺）减少或保持不变[18]。 

在肉制品中生物胺含量的监测有利于对它们的毒理学风险的分析， 而且还可以通

过它们的量和比例确定原料和或生产质量管理规范的卫生指标。随着生物胺检测技术和

控制技术的发展，如何将肉制品中的生物胺含量降到最低已成为了肉类行业的一个挑战
[19]。要想实现这一目标就必须从它的产生累积机理，影响因素等方面考虑。以下列举了

影响生物胺含量的 5 个因素： 

1.2.1 原料肉的影响 

选择原料肉是产品生产的初始环节，要选择优质的鲜、冻肉为原料，这是因为鲜、

冻肉中初始的污染菌数要少。产品在生产过程中，在一定的时期内是处于适合微生物生

长的环境下，即使使用了发酵剂，也不会抑制原料肉中有害微生物的生长[20]。从而使产

品失去风味甚至造成产品腐败变质。发酵香肠在生产过程中没有蒸煮工艺，也就是说对

产品最终微生物含量不做控制，多数情况下，这种香肠在食用前不做加热处理，所以加

工期间发生的任何微生物变化都将影响到最终消费者。发酵香肠由于发酵成熟温度一般

都在 15℃以上，温度相对较高，如果不将初始的微生物数量加以控制，将会使一些有

害微生物大量繁殖，进而产生一些有毒有害物质，比如生物胺，肠毒素等。 

Russea
[21]等研究发现，在严格的卫生加工条件下新鲜肉制作的香肠中只检测到了酪

胺而且含量很低，而用冻肉在相同的加工条件下制成的香肠中也只检测到了酪胺，其最

高水平达到约 100mg/kg，而用在冷藏条件下放置的原料肉生产的香肠中检测到含有较

高的肠球菌和肠杆菌数，在发酵过程中酪胺、尸胺和腐胺的量不断积累，其中尸胺的量

高达 340mg/kg。 

1.2.2 发酵剂的影响 

发酵剂对于改善产品品质和风味方面有很重要的研究意义，但发酵剂的广泛使用也

影响了产品中生物胺的种类和含量。张海萍等在新疆熏马肠中加入了混合发酵剂（清酒

乳杆菌和木糖葡萄球菌），以空白组为对照得出，混合发酵剂对不同的生物胺的抑制作

用有所不同[22]。 

T.Komprda
[23]使用两种不同的发酵剂研究其在相同的制作工艺下产生物胺量的大

小。结果发现：使用两种发酵剂，腐胺、酪胺的量都有升高，但组胺的量变化并非很大。

但 Bover-cid 等与 T.Komprda 的研究结果不一致，他通过实验向香肠中添加不同的发酵

剂来研究生物胺的变化情况，结果发现含有不同发酵剂的香肠中酪胺含量的变化差异性

很大[24]。由此可见，发酵剂对产品中生物胺含量的影响并不简单，不同的发酵剂可能导

致不同生物胺的累积。 
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1.2.3 微生物种类及含量的影响 

食品的特性及其存在的微生物的种类对食品中生物胺的种类及含量的影响是不同

的，与肉品中生物胺生成有关的主要微生物表 1-2 所示： 

表 1-2  肉品中与生物胺生成有关的微生物 

Table 1-2 The microorganisms connected to biogenic amines on meat products 

细菌                                 酵母菌           霉菌                                   

肠杆菌科     微球菌球科     乳球菌属     链球菌属      法马塔假丝酵母     纳地青霉 

柠檬酸杆菌    木糖葡萄球菌    乳杆菌     乳酸链球菌     汉逊氏德巴利酵母   产黄青霉 

克雷伯氏菌    肉葡萄球菌      肠球菌    双乙酰乳链球菌 

埃希氏菌     变异微球菌      肉杆菌  

变形菌       乳微球菌       片球菌  

沙门氏菌                     乳球菌  

志贺氏菌 

 

Latorre-Moratalla
[25]在对香肠中的微生物对生物胺含量影响的研究中发现, 肠杆菌

具有较强的生物胺产生能力，在污染了肠杆菌的香肠中生物胺的含量远大于其他组的，

还得出生物胺的含量最初是取决于原料肉中微生物的种类和数目，研究还发现在发酵成

熟过程中精胺和亚精胺的含量处于相对稳定的状态，不会受到菌种的影响。某些微生物

(如肠杆菌属、气味沙雷属、柠檬酸杆菌属等) 其生长受发酵剂影响很小,原料肉如果污

染了这些菌可能在未加工之前就已产生了大量的生物胺,在后续的加工中这些生物胺的

含量会逐渐增加，给人体健康带来威胁。 

1.2.4 pH 的影响 

pH 值是影响氨基酸脱羧酶活动的一个关键因素。因此，pH 值是控制发酵肉制品中

生物胺形成的一个重要的因素。在 80 多年前，koessler 指出,生物胺胺是由细菌的一个

生理机制来抵消一个酸性环境形成的。Teodorovic (1994) 表明,氨基酸脱羧酶显示出 pH

值在 4.0 和 5.5 之间为最佳活动区域[26]。考虑到这些,降低 pH 值会增加脱羧酶活动,使细

菌产生更多脱羧酶作为抵御外界环境所作出的反应。 

Suzzi 和 Gardini
[27]

 (2003)研究显示香肠 pH 值的降低是由乳酸发酵造成的，并且得

出结论生物胺的产生和 pH 值呈相关性。然而，Yoshinaga 和 Frank(1982) 
[28]发现生物胺

的形成取决于产脱羧酶细菌的生长,而不是本身的增长条件。Maijala
[29]在 1995 年对干腌

火腿的研究中发现 pH 值上升对具有脱羧酶活性微生物的生长具有促进作用。发酵剂可

以很大程度上急剧以及快速的降低 pH 值来抑制产氨基酸脱羧酶活性微生物的活动（尤

其是肠杆菌科）以此来减少生物胺的积累已众所周知。此外，乳酸菌可以在生产的发酵

与成熟阶段储存起来而细菌则不行，这样就可以进一步控制过量生物胺产生，这也可以

解释为什么低 pH 值没有导致高的生物胺量。 
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1.2.5 工艺条件的影响 

赵中辉等[30]以 7 种生物胺为研究对象，研究了不同加工条件对生物胺含量变化的影

响，得出实验所设定的超声、微波、加热的加工处理方法没有使生物胺含量减少。 

Komprda
[31]等报道称贮藏温度对发酵香肠中生物胺含量的影响差异很大，4℃贮藏

结束时生物胺总量为室温贮藏时的四分之一。另外也有人研究证实发酵温度对发酵香肠

中生物胺含量也有很大影响，发酵温度升高，会使发酵剂产酸速度加快，生物胺的积累

量减少。Komprda
[32]等研究了工艺条件对生物的影响，结果发现加入辣椒、直径小

（4.5cm）和加入发酵剂戊糖片球菌的样品中酪胺和腐胺含量低于加入 herkules （一种

香辛料）、直径大（7.0cm）和以弯曲乳杆菌+ 肉糖葡萄球菌为发酵剂的样品。 

Fausto Gardini
[33]等（2008）通过微生物学、化学、分子的方法对意大利北部的传统

干发酵香肠在发酵和成熟过程中的粪肠球菌菌株 EF37 氨基酸脱羧酶活性的监测，得出

影响它的酶活的因素有：发酵温度，氯化钠浓度，并添加葡萄糖的量的肉混合物。除了

分析测定酪胺和苯乙胺积累和对肠球菌计数，还通过荧光定量 PCR 对酪氨酸脱羧酶基

因（tdc）和它的 mRNA 转录物进行定性和定量。根据得到的数学模型，研究发现三个

因素对早期肠球菌的生长有显著性和重要的作用，发酵温度对肠球菌活菌成熟的产品更

具相关性的影响，氯化钠的浓度是最终酪胺和 2-苯乙胺的积累以及最终产品中酪氨酸脱羧酶水平

的最重要的决定性因素，葡萄糖浓度对酪氨酸酸脱羧酶基因的表达影响是在最后的成熟阶

段。 

1.3 预测微生物学的发展概况 

1.3.1 预测微生物学 

1.3.1.1 预测微生物学的定义 

预测微生物学(predictive microbiology)是运用微生物学、统计学、数学和应用计算

机学等方法，对食品中有害或有益微生物的生长、残存和死亡进行数量化，建立温度、

酸碱度、水分活度、添加剂等外在环境因素与食品中微生物之间关系的数学模型[34]。它

的主要目的是通过计算机和建立的相关配套软件，实现对产品质量和安全性的快速测

定。近几年的研究也发现，将 HACCP 系统、栅栏技术和微生物预测学方法相结合，可

以实现产品从生产到销售整个环节的智能化监控和管理。也就是说将从各个工序的关键

控制点收集来的数据输入计算机，建立一个带有数据库的计算机软件，就可以利用计算

机来设计新产品、新工艺，还可以为产品的设计、配方的调制、工艺流程和包装方式的

设计提供合理化建议，以保证产品中微生物的稳定性，这样可以大大提高开发新产品的

效率，保证产品品质的稳定性。 

1.3.1.2 预测微生物模型简介 

预测模型的建立对于食品生产中的产品的设计、安全性评价和货架期的建立有很积

极的意义[35]。目前，Buchanan 和 Whiting
[36]提出的初级、次级和三级模型普遍受到研

究者的认可。初级模型反应的是微生物数量随时间不断发生变化的函数关系，可以由模

型计算出得出初始菌量、微生物生长延迟期、最大比生长速率、最大菌量等相关参数；
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次级模型反映的是环境变量（如温度、氧气浓度、酸碱度、二氧化碳浓度、水分活度、

防腐剂浓度和营养物质浓度等）与由初级模型得到各参数之间的函数关系[37]；三级模型

也称为专家系统，是在初级模型和次级模型的基础上，通过计算机编程制作的微生物预

测软件，同一种微生物的生长或失活情况可以根据环境因子的改变来预测[38]。这三类模

型中分别含有多种不同的数学模型，这些预测模型可以描述特定情况下微生物生长和失

活情况，表 1-3 为主要模型种类的统计结果： 

表 1-3  预测模型的分类 

Table1-3  The classification Prediction model 

初级模型                        二级模型                            三级模型                                    

 Gompertz 模型                 Belehradek 模型                        ComBase 软件 

   Logistic 模型                   Ratkowsky 模型                          PMP 软件 

Baranyi and Roberts 模型        Arrhenius 模型                      Food Micro model 软件 

Monod 模型                  响应曲面/多项式模型                    SSSP 软件        

Richards 模型                 修正的 Belehradek 模型                   FSP 软件 

修正的 Gomperts 模型         Williams-landel ferry 模型                 FSLP 软件 

Stannard 模型                   概率模型                            SymPrevius 软件 

Schnute 模型                    Gamma concept 模型                     MKES 软件 

Buchanan 模型               Cardinal Parameter 模型            Microbial Responses viewer 

 

1.3.2 预测微生物学的研究进展 

预测微生物学在近几年里有了突飞猛进的发展，世界各国根据本国的一些优势资源

和技术已开发出了很多种预测微生物学软件，如美国农业部 ARS 东部地区研究中心

（Pathogen Modeling Program（Ver 7.0））：不仅可以预测病原菌的生长，还可以预测热

死亡和放射线照射死亡等，Ver 7.0 以预测牛肉为对象，此软件的开发是预测微生物发展

中的一次飞跃，使用时只需要输入微生物生长的影响因子（pH、温度、水分活度、添

加剂等）和初始菌数，就可以得到微生物生长的迟滞期、代时和生长速率等生长数据；

加拿大的微生物动态专家系统（Microbial Kinetics Expert System）：它要求输入的特征信

息包括各环境因素参数、产品系统流程图和参数变化范围，该系统有一个缺陷就是未考

虑化学危害对产品的影响；澳大利亚卓越食品安全中心（The Food Safety Toolkit）：是

对食品工厂进行加强卫生管理体制教育和指导的教材；中国的东海水产研究所的（Fish 

Shelf Life-perdicyor）：主要用于罗非鱼品质控制和货架期的预测[39]。 

1.3.3 预测微生物学的应用 

1.3.3.1 在预测货架期中的应用 

预测微生物学在高蛋白食品（鱼类、乳类、红肉和禽类）货架期预测中应用比较广

泛，主要为腐败菌对产品货架期的影响与预测。微生物是肉类产品腐败的主要因素，它

的生长繁殖状况对产品的货架期有最直接的影响。建立微生物的生长模型，可以根据微
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生物生长和失活的模型确定出影响微生物生长的最主要因素，通过模拟预测微生物的存

活情况，设计出有应用价值的产品配方，选择出最佳的生产条件，减少产品开发的时间

和成本。 

食品货架期预测在食品领域的研究应用在近 20 年来有了显著的增加，目前,食品货

架期的预测有以下两种方法：一是将食品放于特别恶劣的条件(如高温、高水分活度、

低 pH 等)下贮藏，然后每隔一定时间进行品质检验(本实验是测定理化指标、感官评价

和细菌总数)，重复多次实验后得出结果。该方法一般会结合感官评定的方法检验食品

的品质。最后将试验所得的结果外推，就可以得到产品在正常贮藏条件下的真实的货架

期。二是依据动力学和化学的原理设计试验，得出温度与食品的品质指标（化学指标、

物理指标、微生物指标等）之间的关系，从而实现对食品保质期的预测[40]。 

卢君逸等[41]以散装五香牛肉为研究对象，将其分别放在不同的温度下贮藏，测定样

品中菌数的变化，运用 Gompertz 模型和平方根模型分别建立了一级模型和二级模型，

最后用 Matlab7.0 对数据进行回归拟合，建立了散装五香牛肉货架期模型。 

谢程炜等[42]为确定药膳型老鸭煲在常温（25℃）下的货架期，先是通过单因素实验

确定出最优的杀菌温度，并对最优杀菌温度杀菌后药膳型老鸭煲采用加速货架期法，结

合感官评定，以硫代巴比妥酸（TBA）值为测定指标建立了脂肪氧化的一级反应动力学

方程，推测出药膳型老鸭煲在常温下的货架期为 213 天。 

韩巍巍等[43]为了确定鲜切苹果中的微生物在不同贮藏温度下的生长模型及货架期

模型，利用 Gompertz 模型建立了微生物在不同温度下的生长模型，结合贮藏过程中的

感官评分和所建立的模型得出鲜切苹果在 20、10 和 4℃下的货架期分别为 1、3 和 7d。 

1.3.3.2 在安全质量管理中的应用 

危害分析与关键控制点(HACCP)是为了确保食品的安全而实行的一项预防性质量

管理体系。它是通过对食品加工过程（食品原料、加工过程以及最终产品等）中各个步

骤进行分析判定，确定对最终产品质量有影响的关键控制点并制定关键限值，并对整个

生产过程进行监控，并采取相应控制措施，以确保食品的安全[44]。 

在 HACCP 的建立过程中最常用到的就是栅栏技术，栅栏技术在建立过程中费时、

费力，但将其与预测微生物学手段相结合，就可以快速的实现对产品在整个加工过程的

智能化管理和控制[45]。如果要建立微生物预测信息库，需要考虑很多与食品质量相关的

影响因子即栅栏因子（hurdle factor）。虽然全部的栅栏因子不能在一个预测模型中体现，

但一般预测模型应该包括水分活度、添加剂、酸碱度、温度等几种主要的栅栏因子及其

之间的相互作用。企业在生产时可以根据计算机数据库提供的作用信息为依据，来预测

未成型产品的货架期以及在其中能生长繁殖的微生物的生长繁殖状况。 

1990 年，以预测微生物学为依据，澳大利亚肉品工业制定出了肉制品从原料到成

品再到运输、销售、零售以及储藏中的标准，此标准作为其 HACCP 体系的管理标准[46]。

Sumner
[47]在对大量冷却肉的调查研究中发现，在肉的冷却过程中，对于整箱的肉中心

温度下降速度很慢，在此过程中随着冷却时间的延长有可能导致某些有害微生物的繁
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殖，因此可以将此冷却过程作为一个关键控制点来对待。 

1.3.3.3 在风险评估中的应用 

风险管理的目的是将微生物控制在―可接受水平‖，但究竟什么是―接受水平‖，却是

一个不确定的答案。例如由于一般成人具有完备的免疫系统，从而对微生物的感染具有

一定的抵抗力。因此对不同产品、不同人群、不同微生物所进行的风险评估意义重大。

将预测微生物学与风险评估相结合的研究方法在食品风险分析领域有这十分重要的意

义，它可以通过对致腐或致病微生物在不同条件下生长、死亡变化的分析，得出致腐或

致病微生物的暴露水平和浓度水平，从而进行风险定量分析和安全性评价[48]。 

国内外对食品微生物风险评估方面做了很多的研究，也取得了很大的成效。美国政

府已经完成了首例从农场到餐桌的食物微生物风险评估的模型,同时还对多种即食食品

进行了单核李斯特菌的风险评估工作。 

联合国粮食及农业组织（FAO）和世界卫生组织（WHO）在 2002 年对鸡肉、鸡蛋

及其附属品中的沙门氏菌进行了风险分析和评估，以此来降低鸡肉中的沙门氏菌引起的

疾病风险[49]。Oscar
[50]在 2007 年建立了鸡肉中沙门氏菌在屠宰、加工、贮藏、运输、销

售、蒸煮、供应和消费这几个过程中的风险评估。 

朱英莲等[51]综述了国内外食品中微生物的生长预测模型和存活模型，以及与风险评

估相结合的应用情况，得出目前国外在预测模型和风险评估方面的研究已有了一定的成

果，我国对预测和风险评估结合应用的研究还处于刚刚起步阶段，应加大这方面的研究。 

姬华[52]在 2010 年创建了创伤弧菌的定量风险评估的模型，该模型从风险评估的四

个方面描述了对虾从零售到餐桌的消费中引起创伤弧菌感染的风险，并且还构建了食用

对虾感染创伤弧菌导致食物中毒的风险评估报告。 

黄驰云等[53]运用 Crystal Ball 2000 软件中的蒙特卡洛模拟来进行预测和风险分析。

结合调查数据和一些假设，建立了在养殖（原料）、运输、加工、销售（货架期）和食

用过程中大肠杆菌数和金黄色葡萄球菌的预测模型，并进行暴露性评估，确定出消费者

最终的摄入量，构建了食用冻生虾仁感染两种菌导致食物中毒的风险评估报告。 

1.4 本研究的意义和内容 

1.4.1 研究意义 

新疆熏马肠是一种营养价值高、风味独特、颇受新疆消费者喜爱的传统民族发酵肉

制品。随着新疆与内地交流的不断增多，人们对新疆的特色产品也有了更多的了解，对

它的需求也日益增多，因此作为影响熏马肠安全性问题之一的生物胺也逐渐得到人们的

重视。生物胺是人体的正常的生理组成成分，但生物胺也与一些影响健康的因子如一些

高血压危象，头痛，恶心，血管活性，过敏反应相关，同时也关系到食品的腐败。生物

胺含量影响着食品的安全和质量，肉和肉制品中的生物胺的水平可作为有害微生物的活

性指标和良好的生产实践的评价指标。如今消费者需求的是高品质、便捷的、创新的、

安全的具有天然风味肉类产品。所以说产品的风味和质量很重要，但安全同样重要。因

此本课题在本实验室的研究基础上，选取高产生物胺阴沟肠杆菌与气味沙雷氏菌，将其
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分别接种到营养肉汤与熏马肠中，建立其在不同发酵条件下的生长动力学模型及产生物

胺的动力学模型，以期为熏马肠生产过程中高产生物胺肠杆菌的控制及生物胺累积机理

的探究提供研究基础和理论依据，从而提高熏马肠的食用安全性。 

1.4.2 技术路线 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.3 主要研究内容 

1.4.3.1 阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌在营养肉汤中的生长动力学预测模型的建立 

将菌接到营养肉汤中，达到初始菌数为 10
1～10

3
CFU/ml ，然后置于 15℃、20℃、

30℃、40℃、45℃、50℃、生化培养箱中培养。毎两小时取出样品进行菌落计数，用

数据建立一级和二级预测模型，并对模型进行验证。 

1.4.3.2 阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌在熏马肠发酵成熟过程中的生长预测模型的建立 

制备传统工艺熏马肠，接种后使熏马肠的初始菌数为 10
3～10

4
CFU/g，然后在分为

以下五种条件下发酵成熟：a 发酵温度 20℃（36h），成熟温度 15℃；b 发酵温度 25℃

（36h），成熟温度 15℃；c 发酵温度 30℃（24h），成熟温度 15℃；d 发酵温度 35℃（24h），

成熟温度 15℃；e 发酵温度 40℃（12h），成熟温度 15℃；f 发酵温度 45℃（12h），成

熟温度 15℃。然后毎两小时取出样品进行菌落计数，用数据建立一级和二级预测模型，

并对模型进行验证。 

1.4.3.3 阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌在熏马肠成熟与发酵中产生物胺动力学模型的建立 

用高效液相色谱检测熏马肠在不同发酵条件下的生物胺量，分析不同发酵条件对高

产生物胺产生物胺的动力学变化的影响，根据数据的变化规律选择合适的模型进行拟

合，建立生物胺模型。 

高产生物胺阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌

菌 

熏马肠 营养肉汤 

菌数生长测定 

的据  

HPLC 测定生物胺量 

Gompertz 模型建立动力学一级模型 生物胺产生的动力学分析 

生物胺模型 平方根模型建立动力学二级模型 

预测两种菌在熏马肠中的生长及产生物胺情况

情 



新疆熏马肠中高产生物胺肠杆菌预测模型的建立 

 

11 
 

第二章   营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌预测模型的建

立 

肠杆菌是目前很多研究者公认的产生物胺脱羧酶活性最高的菌，而阴沟肠杆菌和气

味沙雷氏菌又是产腐胺和尸胺能力最强的两种菌，有研究表明阴沟肠杆菌产组胺的能力

也很强[54]。一般在成熟的熏马肠中肠杆菌存活的数目很小，但如果在熏马肠生产的初期，

所选取的马肉因为储存不当或者操作人员的失误被污染了肠杆菌，由于后期的发酵温度

相对较高，肠杆菌的繁殖速度很快，会使肠杆菌在这一过程中大量繁殖，产生氨基酸脱

羧酶催化相应的氨基酸产生生物胺，在成熟后期由于香肠的水分含量不断降低，肠杆菌

的数量会逐渐降低，但是氨基酸脱羧酶的数量与肠杆菌的数量并不成正比，在肠杆菌细

胞死亡后，这些脱羧酶仍然具有脱羧酶活性，使生物胺的含量仍然不断增加。 

预测微生物学近几年在食品的安全性评价和货架期预测中有很广泛的应用，它主要

是以一些食品中的腐败菌和对人体有毒害作用的致病菌为研究对象。目前研究者多是将

微生物接种到一些食品介质如羊肉、猪肉、鸡肉、虾等来建立预测模型，虽然能更好的

描述微生物在肉品介质中的生长状态，但相较于液体培养基中建立模型来说较复杂，不

易控制实验的重复性，测定数据不精确等特点[55]，由营养肉汤建立的模型具有普遍性和

代表性。所以本章选取高产生物胺阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌，建立其在不同温度的营

养肉汤中的预测模型，以期为这两种菌在熏马肠中动力学模型的建立提供理论基础和为

这两种菌菌在其他方面的科研分析提供参考依据。 

2.1 实验材料 

2.2.1 实验菌株 

本实验选取 2 株高产生物胺肠杆菌，分别为阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌，这两株菌

是课题组于 2010～2012 年通过对新疆四个主产区（伊犁、昌吉、石河子、塔城）的熏

马肠中分离得到的 200 余株产生物胺微生物中筛选而得到的，结合高效液相色谱检测发

现其具有较高的产生物胺的能力。 

2.2.2 实验仪器和设备 

拍击式均质器：上海苑胜仪器设备有限公司；电热恒温培养箱：上海精宏实验设备

有限公司；超净工作台：上海巨哥电子科技有限公司；压力蒸汽灭菌锅：上海申安医疗

器械厂；电子天平：上海民桥精密科学仪器有限公司。 

2.2.3 培养基和试剂 

营养肉汤：蛋白胨 10.0g、牛肉膏 3.0g、氯化钠 5.0g、蒸馏水 1000ml、pH7.2+0.2。 

VRBA 培养基：蛋白胨 7.0g、酵母膏 3.0g、氯化钠 5.0g、乳糖 10.0g、胆盐 1.5g、

结晶紫 0.002g、中性红 0.03、琼脂 15.0g、蒸馏水 1000ml、pH7.4±0.1。 

生理盐水：0.85gNacl 加入到 1000ml 的蒸馏水中。 
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2.2 实验方法 

2.2.1 原菌液的制备 

两株菌均保藏在-20℃的甘油管中（甘油与菌以 1:1 的比例保存），分别取出 500μL

解冻，在无菌操作室中将 2 株菌分别接种到营养肉汤中，37℃下培养，活化 3 代，再取

出 10ml 菌液加入到 90ml 生理盐水中。依次进行梯度稀释，选择合适的稀释度，使得菌

液的浓度在 10
4～10

5
cfu·ml

-1，即为原菌液。 

2.2.2 营养肉汤中肠杆菌计数 

以无菌操作在无菌室中将制的的原菌液充分摇匀，分别取出 1ml 加入到若干只 9ml

的无菌营养肉汤试管中，使得菌液浓度为 10
3～10

4
cfu·ml

-1。分别把这些试管放在 15℃、

20℃、25℃、30℃、35℃、40℃、45℃生化培养箱中培养。根据营养肉汤的培养温度在

选定的时间内取出 1ml，加入到 9ml 灭菌的生理盐水试管中，按 10 倍递增稀释，选取

三个合适的稀释度，采用平板涂布计数法测菌数( 每个稀释度 3 个重复 )，37℃培养 24 

h。 

2.2.3 一级模型的建立 

研究表明，修正的 Gompertz 方程可以很好的应用于描述食品中微生物的生长状况，

进而预测微生物的生长动态变化。将不同温度下获得的阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌菌落

对数值，用修正的 Gompertz 模型拟合其生长动态[56,57]。修正的 Gompertz 模型的公式及

式中参数所代表的的意义如下： 

log(Nt) = N0 + Cexp(– exp(– B(t – M)))                    式(1) 

式中 log（Nt）是 t 时间所对应的菌落数的对数值；N0 是初始菌落数，lg(cfu·g
-1

)；

C 是初始菌落数与达到稳定期时的最大菌落数的差值，lg( cfu·g
-1

)；B 表示的意思是在

M 的时间点时的相对最大比生长速率，h
-1；M 是生长达到到最大生长速率所需要的时

间，h。以上参数都可以直接通过模型得到，在一级模型中比较重要的两个变量最大比

生长速率 U 和延滞时间 LPD 是通过以下公式求出： 

最大比生长速率   U = BC/e    （单位是 h
-1）       式(2) 

延滞时间    LPD = M – (1/B)    (单位是 h)          式(3) 

2.2.4 二级模型的建立 

二级模型反映的是一级模型中的参数值（U、LPD、M 等）与环境变量（pH、Aw、

温度和添加物浓度）之间的函数关系。常见的有反应表面方程、Arrhenium 模型、平方

根模型[58]。本文采用平方根模型建立二级模型，平方根模型表述的是温度与生长速率或

延滞时间倒数的平方根之间的相关性[59] 。 

               U1/2 
= bU × (T – TminU)                       式(6) 

                LPD
-1/2 

= bL × (T – TminL)                        式(7)  

式中: T 是不同一级模型所对应的温度，TminU、TminL是细菌生长的理论最低温度，

指的是微生物没有代谢活动时的温度，即最大比生长速率为 0 时的温度； b 是方程常

数。 

2.2.5 数据处理  

应用 Origin8.0 统计软件，对所得数据进行拟合和回归，获得不同发酵条件下肠杆
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菌生长曲线、生长动力学参数以及得到二级模型中最大比生长速率和延滞时间与温度之

间的关系。 

2.3 结果与分析 

2.3.1 不同温度下阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的一级模型 

从熏马肠中分离出的阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌，在 15～45℃下均能生长。参考

相关文献得知，compertz 模型是一级模型中应用比较广泛，使用简便且有效的模型[60]。

实验获得这两种菌在这 7 个温度下的生长数据，将拟合所得的 N0、C、B 和 M 值，分

别代入 compertz 方程进行拟合，得出的方程表达式如表 2-1。从表可以看出 R
2 均 0.98

以上，说明所拟合的 compertz 方程效果较好，可以建立二级模型。 

 

表 2-1 营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的一级模型 

Table 2-1  Primary growth model of Enterobacter cloacae and Odor marcescens in nutrient broth 

菌名称        T/℃         高产生物胺肠杆菌动力学模型                       R
2
                                          

阴沟肠杆菌    15       log(Nt)= 3.11 + 6.50exp(– exp(– 0.07(t – 24.42)))           0.9914 

    20       log(Nt)= 2.47 + 8.14exp(– exp(– 0.14(t – 11.90)))           0.9899 

25       log(Nt)= 3.54 + 7.80exp(– exp(– 0.19(t – 9.27)))            0.9877                 

30       log(Nt)= 3.13 + 8.72exp(– exp(– 0.21(t – 7.72)))            0.9877 

35       log(Nt)= 3.52 + 7.77exp(– exp(– 0.26(t – 5.96)))            0.9832    

40       log(Nt)= 3.03 + 8.65exp(– exp(– 0.21(t – 7.72)))            0.9891 

45       log(Nt)= 3.66 + 8.02exp(– exp(– 0.21(t – 9.05)))            0.9844 

气味沙雷氏菌  15       log(Nt)= 3.92 + 6.77exp(– exp(– 0.09(t – 24.76)))           0.9701 

20       log(Nt)= 2.64 + 9.22exp(– exp(– 0.14(t – 14.17)))           0.9899 

25       log(Nt)= 2.75 + 8.45exp(– exp(–0.18(t – 11.15)))            0.9896                

30       log(Nt)= 3.72 + 7.65exp(– exp(– 0.23(t – 8.92)))            0.9896 

35       log(Nt)= 3.45 + 8.03exp(– exp(– 0.25(t – 7.90)))            0.9890     

40       log(Nt)= 3.01 + 7.97exp(– exp(– 0.23(t – 8.21)))            0.9914 

45       log(Nt)= 3.60 + 7.78exp(– exp(– 0.22(t – 6.87)))            0.9902 

 

将 Compertz 模型所得到的各参数值按照 U、LPD、Nmax的换算公式计算后得到不

同温度下阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌生长动力学参数表。由表 2-2、表 2-3 显示：在这

7 个温度条件下，在 15～35℃范围内两种菌的的生长速率均随着温度的升高不断增加，

35℃时达到最大值 0.732 和 0.730 h
-1，迟滞期随着生长速率的不断增加不断减少，分别

由最初的 10.84 和 13.14h 减少到 2.07 和 3.85h，这与肠杆菌生长规律相符。对比阴沟肠

杆菌和气味沙雷氏菌的生长参数得出在相同的生长温度下，阴沟肠杆菌生长的迟滞期都

要小于气味沙雷氏菌，说明阴沟肠杆菌更能适应环境。 
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表 2-2 由修正 Gompertz 方程计算营养肉汤中阴沟肠杆菌生长参数 

Table 2-2 The growth parameters of Enterobacter cloacae and Odor marcescens in nutrient  

broth calculated from modified Gompertz equation modified 

T/℃ 

 

N0(Log10cfu/g)   U/h
-1

 LPD/h     Nmax(Log10cfu/g)  

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

3.11 

2.47 

3.54 

3.13 

3.52 

3.03 

3.60 

0.176 

0.406 

0.543 

0.689 

0.732 

0.658 

0.639 

10.84 

4.53 

3.98 

3.07 

2.06 

2.65 

2.38 

9.61 

10.61 

11.33 

10.15 

11.29 

11.68 

11.39 

 

表 2-3 由修正 Gompertz 方程计算营养肉汤中气味沙雷氏菌生长参数 

Table 2-3 The growth parameters of Enterobacter cloacae and Odor marcescens in nutrient 

      broth calculated from modified Gompertz equation modified 

T/℃ 

 

N0(Log10cfu/g)   U/h
-1

 LPD/h     Nmax(Log10cfu/g)  

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

3.92 

2.63 

2.75 

3.72 

3.45 

3.01 

3.66 

0.214 

0.466 

0.546 

0.634 

0.730 

0.676 

0.608 

13.13 

6.88 

5.47 

4.48 

3.85 

3.86 

4.19 

10.68 

11.85 

11.21 

11.37 

11.48 

10.98 

11.68 

 

2.3.2 利用修正 Gompertz 方程拟合阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌生长曲线的比较 
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图 2-1  15℃、20℃营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的一级生长模型 

Figure 2-1 The primary growth model for Enterobacter cloacae and Odor marcescens in nutrient broth at 

15℃and 20℃ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-2  25℃、30℃营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的一级生长模型 

Figure 2-2 The primary growth model for Enterobacter cloacae and Odor marcescens in nutrient broth at 

25℃and 30℃ 
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图 2-4  35℃、40℃营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的一级生长模型 

Figure 2-4 The primary growth model for Enterobacter cloacae and Odor marcescens 

in nutrient broth at 35℃and 40℃ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-4  45℃营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的一级生长模型 

Figure 2-4 The primary growth model for Enterobacter cloacae and Odor marcescens in nutrient 

broth at 45℃ 

从图 2-1～2-4 可知，利用修正 Gompertz 方程拟合本试验中肠杆菌生长情况得到的

曲线呈现 S 形曲线。在 15、20℃条件下，营养肉汤中气味沙雷氏菌比阴沟肠杆菌生长

的快。在 25～45℃之间，阴沟肠杆菌的比气味沙雷氏菌生长的快。比较阴沟肠杆菌和

气味沙雷氏菌的最大比生长速率和迟滞期得出，最大比生长速率大的，延滞期不一定短，

由表 2-2 和表 2-3 可以看出气味沙雷氏菌的最大比生长速率大于阴沟肠杆菌的部分，迟
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滞期却比阴沟肠杆菌的长，甚至同一温度下相差 1-2h，说明阴沟肠杆菌适应环境的能力

要显著强于气味沙雷氏菌。 

2.3.3 不同温度条件下阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的二级模型 

虽然我们建立了一级模型，但还是存在着一些不足，就像其中的一些极小值，这意

味着参数的估计有一定的问题，存在一个确定的极差或是相关参数，这一相关参数的确

定必须建立二级模型。二级模型包括很多种，有 Belehradek 模型(平方根模型)、Arrhennius

方程、响应面模型。当涉及到更多因子时，描述多个因子的影响以及各个因子之间的相

互作用时，采用反应表面模型[61]。本文主要考虑的是温度对生长参数的影响，故选用平

方根模型来建立二级模型，由于 40、45℃条件下两种菌的生长速率不随着温度的升高而

增加，故选取 15～35℃的生长参数来建立二级模型并对二级生长模型的参数进行了评

价。 

表 2-4 营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌生长速率和迟滞期二级模型的统计汇总 

Table 2-4 Statistical summary of the secondary modeling for growth rate and lag time of Enterobacter 

cloacae and Odor marcescens in nutrient broth 

菌名称        生长参数           二级模型               R
2
         RSS                                       

阴沟肠杆菌      U      U1/2 
= 0.0213× (T – (– 7.68))     0.8775      0.13217 

               LPD  LPD
-1/2 

= 0.0112 × (T – (– 12.05))   0.9353      0.05371 

气味沙雷氏菌    U      U1/2 
= 0.0179× (T – (– 14.50))    0.8447      0.0421 

               LPD  LPD
-1/2 

= 0.0177 × (T – (– 3.79))    0.9328      0.00756 

 

由表 2-4 所得出的实验结果可以看出，本实验所建立的二级模型的 R
2
 值较高、RSS

值较低，表明平方根模型对于迟滞期和生长速率的拟合效果较好。总的来说，本文所建

立的不同温度下高产生物胺阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌在营养肉汤中的一级和二级动

力学模型具有较好的预测效果，可以为这两种菌在熏马肠中动力学模型的建立提供理论

基础和为这两种菌菌在其他方面的科研分析提供参考依据。 

2.4 讨论 

目前，预测微生物学的数据收集方式有三种：a 测定肉汤中菌数的变化来建立模型；

b 测定原始原料的菌数变化来建立模型；c 向原料食品上接种特定微生物来获得数据从

而建立模型[62]。三种方式各有各的优缺点。但以目前的研究成果来看，以液体培养基来

建立模型的居多，例如美国的 PMP 中所有的模型都是利用液体培养基中菌数的变化来

建立的模型。液体培养基收集数据的方法相较于其他两种方法没有考虑不同原料组织对

微生物生长的影响，但其具有普遍性，容易控制一些复杂的环境因素，数据较为准确[63]。

本文建立高产生物胺阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌在液体培养基中的预测模型，一方面为

这两种菌在熏马肠中预测模型的建立提供参考依据，例如接种量的确定、取样时间的确

定等，另一方面是为有关这两种菌的其他科研分析及对其的安全性评价提供理论基础。 
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2.5 结论 

（1）营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的生长极易受到温度的影响。本研究选用

修正的 Gompertz 模型，建立了 15～45℃营养肉汤中阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的一级

生长模型，最终得出的模型 R
2 都在 0.98 以上，说明此模型可以拟合阴沟肠杆菌和气味

沙雷氏菌的生长。还得出在相同温度下阴沟肠杆菌生长的迟滞期都要小于气味沙雷氏

菌，说明阴沟肠杆菌更能适应环境。 

（2）利用修正的 Gompertz 模型、平方根模型，建立了阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌随温

度变化的的迟滞期和生长速率模型，揭示了由一级模型得出的生长参数与温度之间的关

系。分析最终的结果得出，在 15℃～35℃范围内两种菌的的生长速率均随着温度的升

高不断增加，而迟滞期则是逐渐减小，尤其以阴沟肠杆菌减少的快，说明二级模型可以

较好的描述 15℃～35℃温度范围内菌的迟滞期与生长速率与温度之间的关系。 
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第三章  不同发酵条件下熏马肠中高产生物胺肠杆菌预测模型的

建立 

熏马肠是一种颇受新疆消费者喜爱的传统民族发酵肉制品, 随着新疆与内地的交

流不断增多，与此同时人们对新疆的特色产品也有了更多的了解，对它的需求也日益增

多，因此作为熏马肠安全性问题之一的生物胺也逐渐得到人们的重视。生物胺是由微生

物产生的氨基酸脱羧酶对相应的氨基酸脱羧而形成的，大量的生物胺被人体摄入后会使

机体产生诸多不良反应[64]。在熏马肠的生产中发酵温度一般为 20～40℃，而成熟温度

为 10～15℃。发酵阶段是微生物活动最活跃，也是微生物产生的氨基酸脱羧酶活性最

高，生物胺积累的最初阶段[65,66]。因此对高产生物胺菌在熏马肠发酵过程中的动态变化

过程进行研究对于控制和探究生物胺的形成机理具有非常重要的意义。 

预测微生物学的优点是可以运用已获得的数据去预测未来的发展趋势，可以实现对

实际生产和流通的监控[67]，它可以解决传统检测所带来的费时、费力，以及因环境等各

方面因素改变而不能准确评估产品安全性所带来的弊端[68]。目前国内外在预测微生物方

面的研究范围很广，有冷鲜肉[69]、海产品[70]、蛋类产品[71]、卤制品[72]、豆制品[73]等方

面，研究对象一般都是引起食品腐败变质或给人体带来毒害作用的腐败菌和致病菌。本

实验是以课题组初期从熏马肠中分离鉴定出的高产生物胺肠杆菌（阴沟肠杆菌和气味沙

雷氏菌）为研究对象，采用无菌操作将活化的肠杆菌接种到内部无污染的马肉中制作成

熏马肠，并在不同的发酵条件下测定菌数，由此建立肠杆菌在熏马肠不同发酵条件下的

一级模型和二级模型，并对所建立的模型进行验证，以期为熏马肠生产过程中高产生物

胺肠杆菌的控制及生物胺累积机理的探究提供研究基础和理论依据，从而提高熏马肠的

食用安全性。 

3.1.材料与方法 

3.1.1 材料与仪器 

新鲜马肉：购于石河子农贸市场；蛋白肠衣：购自北京新田胶原肠衣有限公司；阴

沟肠杆菌和气味沙雷氏菌：是课题组于 2010～2012 年通过对新疆四个主产区（伊犁、

昌吉、石河子、塔城）的熏马肠中分离得到的 200 余株产生物胺微生物中筛选而得到的，

菌种的鉴定由北京三博远志生物技术有限责任公司完成。 

拍击式均质器；电热恒温培养箱；超净工作台；压力蒸汽灭菌锅；电子天平。 

3.1.2 实验方法 

3.1.2.1 肉样处理与菌悬液制备 

将新鲜的马肉置于无菌操作室内，表面涂抹 95%的酒精进行灼烧，灼烧完后用无菌

刀将表层肉剔除，取内部无污染马肉，将其切碎。 

由本课题组前期对新疆四个地区的马肉的调查研究得出，马肉中肠杆菌的初始污染
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量为 10
2 ～10

4
cfu·ml

-1。为保证与实际生产情况相一致，故使马肉中阴沟肠杆菌和气味

沙雷氏菌的初始接种量应为 10
2 ～10

4
cfu·ml

-1。具体方法为将保藏于-20℃甘油管中的阴

沟肠杆菌和气味沙雷氏菌分别接种到装有营养肉汤的试管中，置于 37℃恒温培养箱培

养 18h，活化三次得到菌种原液，将得到的阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌菌种原液以 1:1

的比例混合，然后加生理盐水并梯度稀释得到菌量为 10
2 ～10

4
cfu·ml

-1 菌悬液；再将处

理过的马肉放入菌悬液中接种 30s，后放到无菌铁丝网上将水沥干，使得马肉的初始菌

数为 10
2 ～10

4
cfu·cm

-2。以上过程都在无菌操作台中进行。 

3.1.2.2 熏马肠的制备 

加工工艺： 

 

 

 

 

 

马肉从调配料到灌装工序在 20 分钟完成，根据熏马肠实际的生产发酵条件，将制

作好的样品放在以下四个条件下进行发酵：a 发酵温度 20℃，发酵时间 32h；b 发酵温

度 25℃，发酵时间 32h；c 发酵温度 30℃，发酵时间 24h；d 发酵温度 35℃，发酵时间

24h；e 发酵温度 35℃，发酵时间 24h；f 发酵温度 35℃，发酵时间 24h。根据发酵温度

确定取样时间，因为发酵温度在 20～45℃范围，相对较高，故选择毎两个小时测定一

次，每个温度样品做两个平行进行菌落总数测定，菌落总数的测定参照国标

GB4789.2—2010《食品卫生微生物学检验菌落总数测定》进行[74]。 

3.1.2.3 菌落总数测定 

按照上文所确定的取样点，毎 2 小时称量两份 20g 的熏马肠，将取出的样品与 180 

mL 的 0.85﹪灭菌生理盐水分别放入无菌均质袋中，用拍击式均质器拍打 2 min 制成稀

释度为 10
-1 的样品匀液。按 10 倍递增稀释，选取三个合适的稀释度，平板涂布计数法

测菌数( 每个稀释度 3 个重复 )，37℃培养 24 h，选择菌落数在 30～300 之间的平板计

数。 

3.1.2.4 高产生物胺肠杆菌生长动力学模型初步建立及验证 

3.1.2.4.1 动力学一级模型的建立        

同第二章的 2.2.3 

3.1.2.4.2 一级模型的验证  

对于一级模型的验证方法有很多种，例如偏差度、准确度、残差平方和以及均方根

误差。本文是采用准确因子和偏差因子，准确因子 A f 和偏差因子 B f 的计算公式如式

(4)和式(5) 所示[75,76]
: 

               Af =10
（∑（Npre-Nobe））/n

                 式(4)
 

Bf =10
（∑（Nobe- Npre））/n                 式(5)                         

无菌处理 五香粉、花椒粉、糖、盐、烟熏液理 

马肉 切块、接种 灌装 发酵 成熟 

蛋白肠衣 

白

肠衣 

 

加入调味料调配 
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式中：Nobe 是试验实际测得的肠杆菌菌数对数值；Npre 是由所建立的肠杆菌的预

测模型得到的与实际测得的同一时间的菌数对数值；n 是实验次数。  

3.1.2.4.3 动力学二级模型的建立 

同第二章的 2.2.4 

3.1.2.5 数据处理  

同第二章的 2.2.5 

3.2.结果与分析 

3.2.1 动力学一级模型的建立        

通过试验得到肠杆菌在熏马肠 20、25、30、35、40 和 45 ℃发酵条件下的生长试

验值，应用 Origin 8.0 统计软件选择修正 Gompertz 方程拟合数据。由于 40、45℃的发

酵时间较短，无法拟合生长曲线，由其它发酵条件得到的肠杆菌生长的实测值和拟合曲

线如图 3-1 所示。由图中可直观地看出，利用修正 Gompertz 方程拟合本试验中肠杆菌

生长情况得到的曲线呈现 S 形曲线。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-1 修正 compertz 模型拟合的 20 ℃、25 ℃、30 ℃、35 ℃发酵条件下肠杆菌生长曲线 

Fig3-1 Modified compertz model fitted growth curves of Enterobacteriaceae under the 

fermentation conditions at 20, 25, 30 and 35 ℃ 
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利用修正的 Gompertz 方程拟合本试验中 20、25、30 和 35 ℃发酵条件下肠杆菌

的生长变化情况，将拟合所得的的 N0、C、B 和 M 值，分别代入（1）式中，得到了这

四个温度下的方程及决定系数如表 1 所示。由表 1 可知，Gompertz 模型拟合这 4 个

温度得到的决定系数均较高，分别为 0.9917、0.9939、0.9871 和 0.9914，由此可以说

明方程拟合效果很好，可以进行二级模型的建立。 

表 3-1  20℃～35℃发酵条件下肠杆菌动力学生长模型 

Table3-1 Growth kinetics model of Enterobacteriaceae under the fermentation 

condition at 20～35℃ 

T/℃                    高产生物胺肠杆菌动力学模型                         R
2
                                          

20              log(Nt)= 2.44 + 7.57exp(– exp(– 0.11(t – 15.69)))                  0.9971 

25              log(Nt)= 2.79 + 7.68exp(– exp(– 0.12(t – 13.73)))                  0.9939                 

30              log(Nt)= 3.65 + 6.51exp(– exp(– 0.24(t – 8.32)))                   0.9871 

35              log(Nt)= 3.01 + 7.97exp(– exp(– 0.23(t – 8.21)))                   0.9914     

 

将 Compertz 模型所得到的各参数值按照 U、LPD、Nmax的换算公式进行计算，得

到的不同发酵条件下肠杆菌生长动力学参数(表 3.2) 显示：在这四个发酵温度条件下，

肠杆菌的生长速率明显升高，由 20℃的 0.302h
-1 增加到了 35℃的 0.676 h

-1，这主要是由

于熏马肠的发酵温度范围均在肠杆菌适宜生长的范围内，,随着发酵温度的升高，细胞

内的酶反应和代谢速率加快，使其生长速率加快。因为肠杆菌的最适生长范围在 30～

37℃范围内，故延滞时间是随着发酵温度的升高而呈逐渐缩短的趋势，当发酵温度为

35℃时，延滞时间已经缩短到 3.86h，这与肠杆菌生长规律相符。 

表 3-2 在 20℃～35℃发酵温度下肠杆菌生长动力学参数 

Table3-2 Kinetic parameters of Enterobacteriaceae under the fermentation 

temperature at 20～35℃ 

T/℃ 

 

N0(Log10cfu/g)   U/h
-1

 LPD/h     Nmax(Log10cfu/g)  

20 

25 

30 

35 

2.44 

2.79 

3.65 

3.01 

0.302 

0.348 

0.582 

0.676 

6.46 

5.60 

4.21 

3.87 

10.01 

10.48 

10.15 

10.98 

注：N 0 为肠杆菌生长的初始菌数；N max 为肠杆菌生长的最大菌数；U 为肠杆菌生长的最大比生长速率；LPD 为

肠杆菌生长的延滞时间。 

 

3.2.2 一级模型的验证 

本实验的一级模型的准确度和真实值差异程度的评价指标是准确因子和偏差因子。

准确因子和偏差因子的值越接近于 1，表明结果越理想[77]。本实验得出的值如表 3-3 所

示： 
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表 3-3   预测模型的验证 

Table3-3 Evaluation of predict model using the bias factors and accuracy factors 

T/℃  试验次数     准确因子（Af）   偏差因子（Bf）                                          

20       19          1.023            0.9773                                                 

25       19          0.9490           1.054                                                 

30       13          0.9974           1.003                                                 

35       13          0.9898           1.011 

 

从表 3-3 可以看出模型的准确因子和偏差因子接近于 1，说明预测值和实测值之间

偏差较小，模型的预测效果较好。 

3.2.3 动力学二级模型的建立 

许多研究表明[78,79]，平方根模型是描述不同恒定温度对微生物生长速率和迟滞期影

响的效果最好、最简单有效的模型。为此，我们采用平方根模型来描述温度对肠杆菌生

长速率和迟滞期的影响，并选用残差分析对所得模型的可信度进行检验，能够更直观的

评判模型预测效果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-2  温度与最大比生长速率的关系 

Fig3-2   Relationship between temperature and maximum specific growth rate 

平方根模型拟合温度与最大比生长速率的关系如图 3 所示，其模型方程为（8），

该模型的 R
2 为 0.9111。从图可以看出，20～35℃发酵温度范围内，温度与最大比生长

速率的线性关系良好，并且是随着发酵温度的升高而不断增加。 

                   U1/2 
= 0.0198 × (T – (– 6.38))                式（8）                             
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图 3-3 温度与延滞期的关系 

Fig3-3  Relationship between temperature and lag phase 

平方根模型拟合温度与延滞时间的关系如图 3 所示，可以看出温度与延滞时间也具

有良好的线性关系，其模型为方程（9），R
2为 0.9364 。 

LPD
-1/2 

= 0.0082 × (T – (–27.89))         式（9） 

 

表3-4  温度与比生长速率平方根模型的残差值 

Table3-4   Residuals of temperature and square root of specific growth rate U
1/2

 

T/℃       实测观察值           预测值           残差值                                                                                           

20          0.5490              0.5312           0.0178                                                                                            

25          0.5899              0.6302          -0.0403                                                                                    

30          0.7628              0.7292           0.0336                                                    

35          0.8221              0.8282          -0.0061                                                                      

 

表3-5  温度与延滞时间平方根模型的残差值 

Table 3-5   Residuals of temperature and square root of lag phase LPD
-1/2

 

T/℃      实测观察值           预测值              残差值                                                                                           

20         0.3937              0.3926              0.0011                                                                                            

25         0.4219              0.4336             -0.0117                                                                                    

30         0.4878              0.4746              0.0132                                                     

35         0.5076              0.5156             -0.0080                                                                      

 

    由表 3-4、3-5 可知，在 4 个发酵温度条件下延滞时间 LPD、最大比生长速率 U 的

残差值的绝对值均小于 0.1，说明其预测模型描述的温度与 LPD、U 之间的关系完全可

信。表明用平方根模型可以很好的描述发酵温度与熏马肠中高产生物胺菌的关系，建立

的二级模型可被接受。 
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3.3 讨论 

发酵过程对熏马肠整个生产工艺、产品的最终品质以及生物胺的累积都有很大的影

响。在熏马肠的生产过程中，若是肉的屠宰环境差，肉的切块、调配料、灌装过程处理

不当，都会造成肉的污染。在熏马肠的发酵阶段微生物的生长速度很快，本章针对熏马

肠不同的发酵条件建立了 20～35℃发酵温度下熏马肠中高产生物胺肠杆菌的生长预测

模型，同时也得出了不同发酵条件下肠杆菌的生长速率和延滞期，为发酵过程中微生物

的控制及生物胺产生机理的探究提供了理论依据。前一章建立了阴沟肠杆菌和气味沙雷

氏菌在液体培养基中的预测模型，虽然说在液体培养基中测得的数据准确性好，但它与

肉品中的真实状态还有一定差距，为了更多的与熏马肠的实际生产相联系，本章采用向

马肉中接种高产生物胺肠杆菌再制作成熏马肠研究其在不同的发酵温度下的生长繁殖

情况及熏马肠中各原料组织在发酵、成熟过程中对肠杆菌生长的影响，最后通过试验验

证，表明所建立的熏马肠中的一级、二级模型具有较好的应用价值。 

3.4 结论 

(1)用修正的 Gompertz 方程建立的不同发酵条件下熏马肠中高产生物胺肠杆菌动力学模

型： 

20℃：log(Nt)= 2.44 + 7.57exp(– exp(– 0.11(t – 15.69))) 

25℃：log(Nt)= 2.79 + 7.68exp(– exp(– 0.12(t – 13.73))) 

30℃：log(Nt)= 3.65 + 6.51exp(– exp(– 0.24(t – 8.32))) 

35℃：log(Nt)= 3.01 + 7.97exp(– exp(– 0.23(t – 8.21))) 

通过计算其相关系数 R
2，其值均在 0.980 以上，通过对其预测值及实测值的偏差因

子和准确因子的计算，其值都在 1 左右，因此建立的一级模型具有可靠性。 

（2）应用平方根方程建立的温度与熏马肠中高产生物胺肠杆菌的生长延滞时间 LPD、

最大比生长速率 U 之间关系关系的方程： 

温度与最大比生长速率：U1/2 
= 0.0198 × (T – (– 6.38))  

温度与延滞时间：LPD
-1/2 

= 0.0082 × (T – (–27.89))  

通过计算其相关系数 R
2，，其值均在 0.9111 以上，通过对其预测值及实测值的残差

的计算，其绝对值均小于 0.1，因此建立的二级模型具有可靠性。 
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第四章  肠杆菌对熏马肠成熟中生物胺的动力学变化的影响及模

型的建立 

食品中的生物胺尤其是肉制品中的生物胺已经成为对人体健康有潜在危害的有毒

有害物质。生物胺的安全问题已经成为了一个国际性的安全问题，不仅是有报道指出了

中国的肉制品，例如发酵香肠，风干肉、腊肉、烟熏肉等由于加工不当或储存不当致使

其中生物胺的含量超过了相关的标准，很早以前国外研究者指出在他们国家的肉制品中

也存在这样的问题，因为他们的研究起步较早，目前在生物胺控制方面的研究也取得了

很大的进展。国内对生物胺的研究目前集中于它的来源、产生机理、代谢、检测方法和

对人体健康的影响等方面的研究。从大量的文献中得知生物胺含量以发酵香肠中的最高
[80,81,82,83]，并且不同原料制作的香肠生物胺的种类和含量差异也很大。根据张海萍等[71]

对新疆四个地区（伊犁、昌吉、石河子、塔城）生产的 44 种熏马肠样品的调查研究发

现 4.6% 新疆熏马肠样品中生物胺总量超过了美国食品药品监督局规定的标准（1000 

mg/kg），一部分产品中的组胺、酪胺、尸胺和腐胺的含量也很高。因此对新疆熏马肠中

生物胺的研究不可忽视。对熏马肠中生物胺的产生原理及其影响因素的研究，对于控制

生物胺的生成保证消费者的身体健康具有十分积极的意义。  

国内外很多研究[84,85]表明原料肉中影响生物胺种类和含量的主要原因是产胺菌的

种类和数量。研究还表明在很多产胺菌中肠杆菌是产生物胺能力最强，繁殖最快的菌，

尤其产腐胺，组胺和尸胺的能力最强[86,87]。这些产胺菌在香肠发酵过程中大量繁殖产生

氨基酸脱羧酶，并在后期的成熟过程中大量生成生物胺，对人体健康带来威胁[88]。本章

主要研究在熏马肠的生产过程中，不同发酵条件对高产生物胺肠杆菌产生物胺的动力学

变化的影响，从而阐明发酵条件对生物胺产生的影响。 

4.1 材料与方法 

4.1.1 材料与仪器 

4.1.1.1 材料 

新鲜马肉：购于石河子农贸市场；蛋白肠衣：购自北京新田胶原肠衣有限公司；阴

沟肠杆菌和气味沙雷氏菌：是课题组于 2010～2012 年通过对新疆四个主产区（伊犁、

昌吉、石河子、塔城）的熏马肠中分离得到的 200 余株产生物胺微生物中筛选而得到的，

菌种的鉴定由北京三博远志生物技术有限责任公司完成。 

4.1.1.2 仪器与试剂 

分析天平（EL204）；超净工作台（SW-cg-2F.100 级）；超声波清洗器（KQ-250B 型）；

冷冻离心机（5417R）；数显恒温水浴锅（DK-8D）立式自动电热压力蒸汽灭菌锅

（LDZX-40 型）；pH 计；恒温培养箱 (DNP-9272 型）；高效液相色谱仪 ( Agilent 

Technologies 1200 series,日本岛津)；色谱柱( Ecilpse XDB-C18 4. 6mm×250mm，5μm)；
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0.22μm 有机滤膜；以及其它微生物实验常用培养皿、试管、移液枪、量筒、三角瓶、

涂布棒。 

VRBA 培养基：蛋白胨 7.0g、酵母膏 3.0g、氯化钠 5.0g、乳糖 10.0g、胆盐 1.5g、

结晶紫 0.002g、中性红 0.03、琼脂 15.0g、蒸馏水 1000ml、pH7.4+0.1。             

8 种生物胺标品（尸胺、腐胺、酪胺、苯乙胺、组胺、色胺、精胺、亚精胺，Sigma）；

甲醇（色谱纯）；乙腈（色谱纯）；丹磺酰氯（Sigma）；浓氨水；高氯酸；超纯水。 

4.1.2 实验方法 

4.1.2.1 熏马肠基本工艺流程 

 

 

 

 

4.1.2.2 实验设计 

本实验按照传统熏马肠的加工工艺，利用筛选出的高产生物胺肠杆菌（阴沟肠杆菌

和气味沙雷氏菌）将其以1:1的比例接种到无菌的马肉中，使得马肉的初始菌数为10 
2 ～

10 
4
 cfu·cm

-2，制作六组不同发酵成熟条件的熏马肠：A 发酵温度 20℃，发酵时间 36h；

B 发酵温度 25℃，发酵时间 36h；C 发酵温度 30℃，发酵时间 24h；D 发酵温度 35℃，

发酵时间 24h ；E 发酵温度 40℃，发酵时间 12h；F 发酵温度 45℃，发酵时间 12h。成

熟温度都为 15℃，成熟期间每天取样一次，直至成熟结束。 

4.1.3 生物胺的检测 

4.1. 3.1 标准溶液配制与柱前衍生 

准确称取酪胺、腐胺、苯乙胺、尸胺、色胺、组胺、精胺、亚精胺各 50mg，用 0.4mol/L

的高氯酸(HClO4)定容至 50mL，并分别稀释制成终浓度分别为：0.5、1.0、2.5、5.0、10、

20μg/mL的混合标准溶液。取1mL的标准品混合溶液，向其中加入200μL的2mol/LNaOH

使之呈碱性，再加入 300μL 饱和的 NaHCO3 溶液进行缓冲，然后再加入 2mL 的 Dns-Cl

溶液(10mg/mL 溶于丙酮)，在 40℃下处于避光反应 45min，最后后加入 100μL 的氨水终

止反应，去除残留的 Dns-Cl 溶液，用乙腈定容至 5mL。衍生处理后用 0.22μm 滤膜过滤，

用于分析检测。 

4.1.3.2 样品处理 

取 5g 肉样，加入 20mL 的 0.4mol/L 的高氯酸，匀浆机上彻底匀浆，转入冷冻离心

机（10℃，2500rpm）离心 10min，沉淀部分如前述的方法再重新提取。取两次的上清

液用 0.4mol/L 的高氯酸定容至 50mL。取 1mL 的样液如标准溶液一样进行柱前衍生。 

 

4.1.3.3 色谱条件 

色谱柱为 Agilent C18(4.6×250mm)，流速 0.8mL/min，流动相 A 为超纯水，流动相

B 为乙腈，用 0.22μm 滤膜过滤后备用，紫外检测波长为 254nm，进样量 20μL，柱温

无菌处理 五香粉、花椒粉、糖、盐、烟熏液理 

马肉 切块、接种 灌装 发酵 成熟 

蛋白肠衣 

白

肠衣 

 

加入调味料调配 
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30℃，采用梯度洗脱，洗脱程序见表 4-1。 

表4-1  梯度洗脱程序 

Table4-1 Gradient elution program 

洗脱时间/min 

Elution time 

流动相 A/% 

Mobile phase A 

流动相 B/% 

Mobile phase B 

0.0 35.0 65.0 

5.0 30.0 70.0 

20.0 0.0 100.0 

24.0 0.0 100.0 

25.0 35.0 65.0 

30.0 35.0 65.0 

 

4.1.4 细菌计数 

在规定的取样时间点，在无菌条件下称量两份 20g 的熏马肠，将取出的样品与 180 

mL 的 0.85﹪灭菌生理盐水分别放入无菌均质袋中，拍打 2 min，制成稀释度为 10
-1的

样品匀液。按 10 倍递增稀释，选取三个合适的稀释度，平板涂布计数法测菌数( 每个

稀释度 3 个重复 )，37℃培养 24 h，选择菌落数在 30～300 之间的平板计数[89]。 

4.1.5 pH 值的测定：pH 计。 

4.1.6 数据处理方法 

在 Excel 中建立数据库，应用 Origin8.0 进行数据分析。 

4.2 结果与分析 

4.2.1 混标的分离与分析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图4-1 八种生物胺混合标准溶液HPLC图谱(1.色胺、2.苯乙胺、3.腐胺、4.尸胺、5组胺6、酪

胺、7亚精胺、 8.精胺) 

Fig.4-1 Chromatographic profiles of standard solution of eight biogenic amines (1.TRY、2.PHE、 

3.PUT、4.CAD、5. HIS、6.TYR、7. SPD、8.SPM) 
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由图 4-1 可知，八种生物胺的色谱分离在 30 分钟内完成，没有拖尾和重叠等不正

常现象，溶剂峰及杂质峰也都能在前 9 分钟内全部洗脱出，说明本实验所设定的液相检

测条件对于生物胺进行了很好的分离。 

表4-2 八种生物胺回归方程及相关系数 

Table 4-2 Regression equations and Correlation coefficients of eight biogenic amines 

测试组分 回归方程（y=ax+b） 相关系数（R
2） 

色胺 y=45.203x–38.834 0.9944 

苯乙胺 y=38.888x–5.9863 0.9962 

腐胺 y=92.481x–36.792 0.9935 

尸胺 y=59.053+4.7575 0.9972 

组胺 y=68.809x–7.0071 0.9988 

酪胺 y=51.092x–7.4321 0.9981 

亚精胺 y=85.656x–11.766 0.9961 

精胺 y=76.648x–13.263 0.9968 

 

从表 4-2 可以看出，建立的 8 种生物胺的峰面积与其相应浓度的方程的相关系数均

大于 0.99，说明峰面积与其相应的浓度呈良好的线性关系，通过此方程可准确测定出生

物胺的含量。 

4.2.2 不同发酵条件下 6 种生物胺在香肠成熟期间的动态变化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-2 45℃发酵条件下第 10 天的 HPLC 图谱: 1.苯乙胺；2.腐胺；3.尸胺；4.组胺；5.酪胺；

6.亚精胺；7.精胺 

Fig.4-2 Chromatographic profiles of the fermentation conditions at 45℃ on 10 days: 1.TRY; 

2. PHE; 3.PUT; 4.CAD; 5. HIS; 6.TYR; 7.SPD; 8.SPM 

 

4.2.2.1 不同发酵条件下熏马肠中色胺的变化 

 

 

 

 

http://dict.cnki.net/dict_result.aspx?searchword=%e5%9b%9e%e5%bd%92%e6%96%b9%e7%a8%8b&tjType=sentence&style=&t=regression+equations
http://dict.cnki.net/dict_result.aspx?searchword=%e7%9b%b8%e5%85%b3%e7%b3%bb%e6%95%b0&tjType=sentence&style=&t=correlation+coefficients
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图 4-3 不同发酵条件下熏马肠成熟过程中色胺含量的变化 

Fig.4-3 Changes of trypmine content in smoked horsemeat sausages at different fermentation 

conditions during ripening 

由图 4-3 可以看出，在发酵过程中各温度下色胺的变化量在 0.5～2.0mg/kg 之间，

相较于成熟阶段差异不显著（P>0.05），在发酵结束后 35℃发酵条件下色胺含量最高，

为 12.98mg/kg。在成熟过程中色胺含量呈现先升高后下降的变化趋势，在 45℃的发酵

温度下色胺含量随时间的累积量显著高于其他五组（P <0.01），在成熟第 9 天时达到最

大 524.65 mg/kg，其他发酵温度下色胺的含量都是在成熟第 7 天达到最大，并且是都是

随着发酵温度的升高，色胺的累积量呈增加趋势。在第 9 天后色胺的含量均呈下降趋势，

在成熟结束时，20℃发酵条件下色胺的累积量最小为 62.65mg/kg，45℃发酵条件下色胺

的累积量最大为 206.15 mg/kg。 

4.2.2.2 不同发酵条件下熏马肠中苯乙胺的变化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-4 不同发酵条件下熏马肠成熟过程中苯乙胺含量的变化 

Fig.4-4 Changes of phenylethylamine content in smoked horsemeat sausages at different 

fermentation conditions during ripening 
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由图 4-4 可知，在发酵 10 小时后各发酵条件下苯乙胺的含量呈现增加的趋势，25℃

发酵条件下苯乙胺含量较其他组差异不显著（P >0.05）。在成熟过程中苯乙胺含量的变

化量较发酵阶段差异显著（P <0.05），并且都是随着成熟时间和发酵温度的增加呈现先

升高后下降的趋势，在发酵的第 7 天苯乙胺的累积量达到最大，其中 45℃发酵条件下

苯乙胺量显著高于其他组（P <0.01），为 197.48 mg/kg。在成熟结束后，20℃发酵温度

下苯乙胺含量最低为 39.67 mg/kg，45℃条件下最高为 66.71 mg/kg。 

4.2.2.3 不同发酵条件下熏马肠中腐胺的变化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-5 不同发酵条件下熏马肠发酵成熟过程中腐胺含量的变化 

Fig.4-5 Changes of putrescine content in smoked horsemeat sausages at different fermentation 

conditions during ripening 

腐胺在整个发酵阶段都未检测到，如图 4-5 在成熟第 1 到 3 天才相继产生，在成熟

第 1 到 3 天才相继产生，并且是随着成熟时间的增加呈现先上升再下降趋势，在这六个

发酵条件下，腐胺的累积量分别在第 7、12、5、9 天最大，其中 45℃的发酵条件下腐

胺的含量显著高于其他组（P <0.01）。在成熟结束后，在 45℃发酵条件下腐胺量下降为

300.32 mg/kg，在 25℃发酵条件下腐胺的累积量最小为 89.7799 mg/kg。 

4.2.2.4 不同发酵条件下熏马肠中尸胺的变化 
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图 4-6 不同发酵条件下熏马肠成熟过程中尸胺含量的变化 

Fig.4-6 Changes of cadaverine content in smoked horsemeat sausages at different fermentation 

conditions during ripening 

由图 4-6 可以看出，在发酵过程中 40℃和 45℃发酵条件下尸胺的含量随着时间的

增加呈上升趋势，在发酵 15 小时之前，其余的四个发酵条件下尸胺含量差异不显著

（P >0.05），在发酵 15 小时之后，这四个发酵条件下尸胺的含量均呈现增加的趋势。

在成熟阶段，不同发酵条件下尸胺的含量都很高而且差异显著（P <0.01），从图也可以

看出随着发酵温度的增加，尸胺的累积量是不断增加的，在第 9 天时最大的尸胺量为

840.53 mg/kg，是在 45℃发酵条件下产生的，第 9 天后不同发酵条件下的尸胺含量呈下

降趋势，成熟结束后尸胺的含量在 132.15～579.80 mg/kg 之间。 

4.2.2.5 不同发酵条件下熏马肠中组胺的变化 
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图 4-7 不同发酵条件下熏马肠成熟过程中组胺含量的变化 

Fig.4-7 Changes of histamine content in smoked horsemeat sausages at different fermentation 

conditions during ripening 

组胺是发酵香肠中比较重要的生物胺[90]，由图 4-7 可以看出，在发酵阶段不同发酵

条件下组胺的含量在发酵后期有略微增加，并且变化量在 0.5～1.0 mg/kg 之间较成熟阶

段差异不显著（P >0.05）。在成熟阶段，组胺含量呈现先上升后略微减少的趋势，在发

酵后期，45℃发酵条件下组胺的含量显著高于其他发酵组(P <0.01)，并在成熟第 7 天达

到最大值 289.23 mg/kg，在成熟结束后含量也高达 209.56 mg/kg，由图也可以得出高的

发酵温度在成熟过程中会加快生物胺的累积。 

4.2.2.6 不同发酵条件下熏马肠中酪胺的变化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-8 不同发酵条件下熏马肠成熟过程中酪胺含量的变化 

Fig.4-8 Changes of tyramine content in smoked horsemeat sausages at different fermentation 

conditions during ripening 
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由图 4-8 可以看出，发酵阶段酪胺与组胺的变化趋势一样，在前 8 小时各发酵条件

下酪胺呈略微下降变化差异不显著（P >0.05），在发酵后期有略微增加。在成熟阶段，

第 5 天后各发酵温度下酪胺含量均有大幅度的增加且差异显著（P <0.05），并且在第 5、

7、9 天累积量最大，酪胺在 45℃发酵条件下累积量达到最大为 379.47 mg/kg，在成熟

后期降低为 210.53 mg/kg，其他条件下酪胺的含量也在 62.32 mg/kg 以上。 

综合图 4-3～4-8 可以看出，在不同的发酵条件下每种生物胺的生成情况都是不一

样的。不同发酵条件下各种生物胺的产生情况，对于探究熏马肠中生物胺的产生及累积

机理有很大的指导意义。发酵温度相较于成熟阶段较高，发酵时间较短，在这期间微生

物增值很快，但各种生物胺的增加量较小。在成熟阶段这 6 种生物胺的含量随着成熟时

间的增加呈现先升高后下降的趋势，并且是发酵温度越高，生物胺的累积量越大。发酵

后期生物胺含量下降的原因可能为发酵后期熏马肠的水分含量较低，微生物数量不断减

少，氨基酸脱羧酶活性降低，某些胺被熏马肠中自身存在的一些物质所分解代谢所引起

引起的，但成熟结束后各种生物胺的含量仍然很高，并且很难减少，由此说明在熏马肠

的生产中原料肉的无污染和发酵温度的选择很重要。 

4.2.3 菌数的变化 

表 4-3 不同发酵成熟条件下菌数随时间变化的对数值(Log10cfu/g) 

Table 4-3 Logarithm of the number of bacterias under different fermentation and ripening conditions for 

change over time 

时间/天 A B C D E F 

1 8.02±0.16 9.1±0.24 8.69±0.07 8.72±0.04 8.85±0.02 9.03±0.10 

3 9.27±0.08 9.6±0.68 9.02±0.50 8.95±0.78 9.35±0.20 9.74±0.26 

5 9.22±0.32 9.04±0.39 9.39±0.42 8.23±0.09 9.34±0.44 9.86±0.09 

7 9.00±0.16 8.71±0.11 9.28±0.04 8.67±0.06 8.91±0.02 9.29±0.24 

9 8.86±0.50 7.69±0.96 8.92±0.72 7.88±0.10 8.70±0.01 8.89±0.62 

12 7.36±0.40 7.36±0.20 7.30±0.20 7.43±0.07 7.63±0.01 8.25±0.17 

15 6.98±0.20 7.13±0.18 6.89±0.1 7.24±0.07 7.08±0.02 7.76±0.30 

 

如表 4-3 所示，在成熟阶段，各发酵条件下肠杆菌的菌数随着成熟时间的延长呈现

先升高后下降的趋势，在成熟阶段的温度相对较低，微生物的生长没有发酵阶段活跃，

在从高温的发酵温度转入低温成熟时，菌数的减少与发酵阶段相比差异显著（P<0.05），

这是因为肠杆菌在从高温转向低温时，由于环境的改变使细胞的增值受到影响，导致菌

数有所下降，当适应了环境后又开始增值生长，菌数上升，在成熟后期熏马肠中的水分

不断减少，使菌数呈现逐渐下降的趋势。 

4.2.4 pH 的变化 
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图 4-9 不同发酵条件下熏马肠成熟过程中 pH 值的变化 

Fig.4-9 Changes of pH in smoked horsemeat sausages at different fermentation conditions during 

ripening 

由图 4-9 可以看出,在发酵初期熏马肠的 pH 值都在 6.4～6.8 之间，随着发酵时间的

延长呈逐渐下降的趋势，但发酵结束后不同发酵温度条件下的 pH 值都在 6.0 以上。成

熟前期 pH 的变化仍然呈下降趋势，主要原因可能是肉品中的内源微生物发酵产酸。在

成熟的第 8 天其 pH 值降至 4.9，后又呈现上升趋势，主要原因是在成熟后期蛋白质不

断分解产生一些胺类物质使 pH 值升高[91]，成熟结束后 pH 值在 5.6～6.0 之间。 

4.2.5 生物胺模型 

建立熏马肠中生物胺的模型目的是通过生物胺的预测方程对熏马肠中生物胺含量

进行计算和预测，从而实现对生物胺的有效控制。 

为了掌握生物胺的产生情况，本文以 20、25、30、35、40、45℃发酵条件下生物胺

的变化数据为研究对象，通过 Origin 8.0 软件对熏马肠不同发酵成熟条件下生物胺变化

数据进行分析、拟合，以成熟时间（d）为变量 x，生物胺含量（mg/kg）为变量 y，得

出了生物胺变化的拟合 ，具体结果如表 4.4 所示。 

表4-4中的计算公式可以作为熏马肠在这几个发酵温度下成熟时生物胺含量的参考

公式，是对熏马肠中生物胺变化的全面总结，不仅可以预测生物胺的含量，也可以作为

生物胺变化科研分析的参考依据。 
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表 4-4 熏马肠在不同发酵成熟条件下的生物胺含量参考公式 

Table 4-4 Formulas for concentrations of biogenic amines of smoked horsemeat sausages at different 

fermentation ripening conditions 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.6 各实验组相关性分析 

采用 SPSS17.0 对各实验组的 pH 值、菌落总数变化、生物胺含量变化做相关性分析。 

4.2.6.1 各组实验组各自相关性分析 

表 4-5 20℃发酵条件下各指标相关性分析   表 4-6 25℃发酵条件下各指标相关性分析  

Table 4-5 Relativity analyzing indexs of A      Table 4-6 Relativity analyzing indexs of B 

 a b c 

a 1   

b 0.181 1  

c -0.687 0.089 1 
  

 a b c 

a 1   

b 0.697 1  

c -0.963** -0.651 1 

表 4-7 30℃发酵条件下各指标相关性分析    表 4-8 35℃发酵条件下各指标相关性分析 

    Table 4-7 Relativity analyzing indexs of C      Table 4-8 Relativity analyzing indexs of D 

 a b c 

a 1   

b 0.049 1  

c -0.748* -0.061 1 
  

 a b c 

a 1   

b 0.549 1  

c -0.881** -0.572 1 
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表 4-9 40℃发酵条件下各指标相关性分析    表 4-10 45℃发酵条件下各指标相关性分析 

   Table 4-9 Relativity analyzing indexs of E       Table 4-10 Relativity analyzing indexs of F 

 a b c 

A 1  . 

b 0.238 1  

c -0.883** -0.014 1 
  

 a b c 

a 1   

b 0.276 1  

c -0.952** -0.346 1 

注：**表示相关性分析 P﹤0.01  *表示相关性分析 P﹤0.05，另 a 为 pH，b 为菌落总数值，c 为生物胺积累量。 

 

从以上 6 个相关性分析表可以看出，不同发酵条件下生物胺积累量与 pH 值大小呈

负相关，相关性系数在 0.687-0.963 之间，其中 A 组相关性不显著（p>0.05），C 组相

关性显著（P﹤0.05），B、D、E、F 组相关性极显著（P﹤0.01）；pH 值与菌落总数在

B 组与 D 组中均为正相关，相关性不显著（p>0.05）其余各组相关性系数小于 0.3，说

明不相关。生物胺积累量与菌落总数在 B、D 组中均为负相关，相关性不显著（p>0.05），

其余各组相关性系数小于 0.3，说明不相关。由此可以得出在熏马肠的发酵成熟阶段，

pH 值越小，生物胺的累积量越大。许多研究结果表明，当 pH 较低时，产生物胺菌为

了平衡生理反应，会加速生物胺的形成[92-93]，本实验与此结果一致。 

4.3 结论 

（1）对不同发酵成熟条件下熏马肠中生物胺含量分析，得出发酵温度对发酵阶段的生

物胺含量影响较小，但对成熟阶段生物胺的影响较大，在成熟阶段 6 种生物胺的含量随

着成熟时间的增加呈现先升高后下降的趋势，并且是发酵温度越高，生物胺的累积量越

大，成熟后期生物胺的减小量越小。在发酵结束后，20℃～45℃发酵条件下生物胺的总

量在 456.99 mg/kg～1573.04 mg/kg 之间，相关文献表明当生物胺总量超过 1000 mg/kg 

时，会出现食物中毒。因此，在熏马肠的安全生产过程中，发酵温度的选择以及原材料

的无污染尤为重要。 

（2）在成熟阶段，pH 呈现先下降后上升的趋势，成熟结束后 pH 值在 5.6～6.0 之间，

肠杆菌总数呈现先下降后上升又逐渐下降的趋势。 

（3）利用 6 个发酵温度条件下生物胺的变化数据，通过 Origin8.0 软件对数据进行分析、

拟合，得出了生物胺变化的公式，对熏马肠不同发酵温度下生物胺含量的计算及预测具

有非常重要的意义。 

（4）相关性显示：不同发酵条件下生物胺积累量与 pH 值大小呈负相关，相关性系数

在 0.687～0.963 之间。pH 值与菌落总数在 B 组与 D 组中为正相关、生物胺积累量与菌

落总数在 B 组与 D 组中为负相关，相关性不显著（P>0.05）。说明熏马肠的发酵成熟

阶段，pH 值越小，生物胺的累积量越大。 
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第五章   结论与展望 

5.1 结论 

（1）运用修正的 Gompertz 模型建立了阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌在 15～45℃营养肉

汤中的一级和二级生长模型，得出的 7 个不同温度下阴沟肠杆菌和气味沙雷氏菌的一级

模型和二级生长模型的 R
2 都在 0.80 以上，说明此模型可以拟合阴沟肠杆菌和气味沙雷

氏菌的生长。还得出在相同温度下阴沟肠杆菌生长的迟滞期都要小于气味沙雷氏菌，说

明阴沟肠杆菌更能适应环境。 

（2）利用修正的 Gompertz 模型对 20～35℃发酵温度范围内肠杆菌的生长数据进行拟

合，构建出其在熏马肠上生长的一级模型和二级模型；通过 A f 和 B f 对一级模型进行

验证，得出准确因子和偏差因子的值均在 1 左右，表明一级模型能很好预测熏马肠不

同发酵温度下肠杆菌的生长，二级模型中温度与生长速率以及延滞期之间也存在良好的

线性关系，模型验证的残差值绝对值小于 1，以上说明 Gompertz 模型能够很好的拟合 

20～35℃发酵温度范围内熏马肠中肠杆菌的生长。 

（3）用高效液相色谱检测熏马肠在不同发酵条件下的生物胺量，分析不同发酵条件对

高产生物胺产生物胺的动力学变化的影响。得出发酵温度对发酵阶段的生物胺量影响较

小，但对成熟阶段影响较大。在成熟阶段 6 种生物胺的含量随着成熟时间的增加呈现先

升高后下降的趋势，并且是发酵温度越高，生物胺的累积量越大，成熟后期生物胺的减

小量越小。在发酵成熟阶段，pH 值呈现先下降后上升的趋势，肠杆菌总数呈现先下降

后上升又逐渐下降的趋势。通过对生物胺积累量、pH 和菌落总数的相关性分析得出生

物胺积累量与 pH 呈负相关，pH 和菌落总数以及生物胺积累量和菌落总数之间不相关。 

5.2 创新点 

结合预测微生物学手段研究了在不同发酵条件下高产生物胺菌肠杆菌在熏马肠中的

生长繁殖情况，并从发酵的角度分析了高产生物胺菌在发酵成熟过程中产生物胺的动力

学变化情况，为生物胺的产生及累积机理的研究提供研究基础。   

5.3 展望 

（1）在熏马肠的生产流通中，温度是呈波动型的，为了提高预测模型的准确性和实用

性，可以建立波动条件下肠杆菌的预测模型，并结合货架期建立其货架期模型。     

（2）可以进一步研究高产生物胺菌在熏马肠的工业化生产中产生物胺情况以及对产品

品质的影响，建立生物胺与产品品质之间的关系，以期通过生物胺的量来评价产品的品

质及货架期。 
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