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摘要：近年来，发酵肉制品因其营养丰富、风味独特等优势而在市场中具备一定优势，但发酵肉中常存在生物胺含量超标等卫

生问题，易引发了人们对其安全性的恐慌。该研究通过双层显色培养基初筛、高效液相色谱复筛的方法，再结合菌株的生物胺氧化酶

活力大小与生长特性，从传统发酵肉中筛选出一株针对 8 种常见的生物胺均有一定降解作用的菌株 aM，经 16S rDNA 与糖酵解试验

鉴定为沃氏葡萄球菌（Staphylococcus warneri）。该菌株在 Luria-Bertani（LB）液体培养基中 37 ℃培养 24 h 后，对生物胺总降解率为

18.78%，对苯乙胺、色胺及酪胺的降解率分别为 28.56%、23.16%和 22.45%。此外，还探究了 aM 不同环境条件下生物胺降解率的影

响，发现其在温度 30~40 ℃，pH 值 7 及盐质量浓度为 0%~6%时降解率最高，这为之后菌株的实际生产应用中优化发酵条件提供了思路。 
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Abstract: Recently, fermented meat products have become increasingly popular owing their rich nutrient profile and unique flavor. 

However, hygiene issues, such as excessive biogenic amine content, frequently occur in fermented meat products. Elevated biogenic amine 

content has raised public concerns about product safety. Herein, a strain aM, capable of degrading eight common types of biogenic amines was 

isolated from traditional fermented meat via culturing on a double-layered chromogenic medium and performing high-performance liquid 

chromatography (HPLC). The biogenic amine oxidase activity and growth characteristics of different strains were considered in the selection 

process. The strain was identified as Staphylococcus warneri according to the 16S rDNA and glycolysis analysis. Following incubation in 

Luria-Bertani (LB) liquid medium at 37  for 24 h, the total degradation rate of biogenic amines was 18.78%, whereas the degradatio℃ n rates of 

phenylethylamine, tryptamine, and tyramine were 28.56%, 23.16%, and 22.45%, respectively. In addition, the effects of different environmental 

conditions on the degradation rate of biogenic amines by aM were investigated. The highest degradation rate was observed at 30~40 , pH℃  

value 7, and under a salt mass concentration of 0%~6%. These findings provide a foundation for optimizing the fermentation conditions in the 

future application of the strain. 
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生物胺（Biogenic Amine，BAs）是由氨基酸脱羧

或醛酮转化而形成的一种低分子量的含氮有机碱[1]，

广泛存在于奶酪、泡菜、鱼露等发酵类产品中[2]。由 
于发酵肉制品中适宜的生物、化学和物理条件，生物 
胺的形成既无法避免，一旦形成又难以抑制或彻底消

除[3]。但生物胺对人体也具有重要意义，合理范围的

生物胺含量有益于机体控制血压、神经传递、细胞生

长调节[4]；过量则会导致产生过敏乃至死亡等不良生

理反应[5]。目前，对鱼类产品与豆制品及其衍生食品

中生物胺的研究较多，针对发酵肉制品中生物胺的研

究相对较少，对发酵肉产品中各类生物胺含量暂无限

标准规范。 
发酵肉制品在中国乃至全世界有着悠久的历史。

发酵工艺的运用赋予产品风味独特、肉质紧实、颜色

鲜亮、货架期长、易于运输等特点，广泛受到生产商

及消费者喜爱[6]。目前，国内大多数传统发酵肉为家庭

传统手工制作或工厂利用当地地理条件小规模自然发

酵生产，存在易受季节性的限制以及发酵过程中外部

条件难以控制等缺陷，导致发酵肉品质差异明显、质

量不稳定、以及可能存在一定安全隐患的问题[7]。此外，

由于传统发酵肉中富含游离氨基酸及各种具备氨基酸

脱羧功能的微生物，且在发酵后期 pH 值通常在 5~6 左

右，有着符合生物胺生成的良好条件[8]，这也使得发酵

肉中的生物胺含量在生产过程中不可忽视。 
葡萄球菌是一种在显微镜下呈不规则葡萄串状的

革兰氏阳性菌，常用作发酵产品的发酵剂，其代谢异

质性及内源酶的活性[9]赋予它们在硝酸盐还原、精氨

酸转化和风味改善方面及生物胺降解等方面具有至关

重要功效[10]。Wang 等[11]通过分子对接发现肉葡萄菌

蛋白酶可以通过氢键和疏水作用力与肌球蛋白重链相

互作用，从而改善哈尔滨干香肠的品质特征和风味特

征。随着后续研究的开展，发酵肉制品中的某些葡萄

球菌还存在着减少生物胺浓度的功能，其降解途径大

致有以下3种：（1）葡萄球菌中的生物胺氧化酶（Amine 
Oxidase，AOs），能够把生物胺氧化成醛、氨和 H2O2

等小分子化学物质，进而达到降胺的功效[12]；（2）少

数葡萄球菌可产生葡萄球菌素，其具有抑菌或杀菌功

能，从而有助于从根本上阻止生物胺的形成[13]；（3）
葡萄球菌还能够和其他菌种形成协同效应，从而更好

地发挥降胺效果[14]。 
本研究利用选择性培养基从传统发酵肉中筛选葡

萄球菌，后续通过双层显色培养基初筛、高效液相色

谱复筛获得具有一定降胺性能的菌株，结合菌株展开

的生物胺氧化酶酶活力研究，以及不同环境自然条件

下菌株的生长性能与降胺能力，确定最佳降胺菌株，

对其进行形态学、糖发酵实验和分子生物学鉴定，以

期获得菌株在后续食品加工生产中的理论指导依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料 
新鲜生猪肉（后腿肉）、食盐、白糖均购于湖南长

沙滨湖小区东之源超市。 
1.1.2  主要试剂 

乙腈（色谱级），美国天地试剂公司；色胺、苯乙

胺、腐胺、尸胺、组胺、酪胺、精胺、亚精胺标准品，

均购自于 CATO 佳途科技股份有限公司；二胺氧化酶

试剂盒，北京索莱宝科技有限公司。LB 培养基，青

岛海博生物技术有限公司 
MSA 培养基：蛋白胨 10 g/L、牛肉膏 1 g/L、D-

甘露醇10 g/L、NaCl 75 g/L、酚红0.025 g/L、琼脂13 g/L，
115 ℃高压灭菌 20 min。 

双层显色培养基：参照牛天娇等[15]的方法配制；

诱导产酶培养基：参照李彬彬等[16]的方法配制；生物

胺液体培养基：参照邹月[17]的方法配制。 
1.1.3  仪器与设备 

OLYMPUS CX23 光学显微镜，尼康仪器（上海）

有限公司；Agilent 1260 InfinityⅡ高效液相色谱仪，安

捷伦科技有限公司产品；SpectraMax ABS Plus 酶标

仪，美谷分子仪器（上海）有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  发酵肉的制备 
将猪后腿肉切成 1 cm×1 cm×1 cm 的均匀小块，

按质量分数（食盐 3%、白糖 1.5%、亚硝酸钠 0.008%）

加入配料，混匀后，置于发酵坛中（25 ±1）℃发酵 0、
5、10、15、20 d。 
1.2.2  降生物胺（以下简称为降胺）葡萄球菌

的筛选及鉴定 
1.2.2.1  葡萄球菌的分离、筛选、纯化 

称取 25 g 样品，置于 200 mL 无菌生理盐水中，

37 ℃振荡培养 30 min。吸取混合均匀的稀释液 1 mL
加入到 9 mL 无菌生理盐水中，逐级梯度稀释至 10-7，

吸取100 μL稀释液，均匀涂布于MSA培养基上，37 ℃
培养 72 h。挑取光滑饱满的单菌落，分离纯化至三代。 
1.2.2.2  降胺葡萄球菌的筛选 

双层显色实验：参照刘蕾等[18]方法，将筛得阴性

菌株在 MSA 固体培养基上划线分离纯化 3 次，然后

于 4 ℃冰箱斜面保藏备用。 
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1.2.2.3  生物胺含量及降胺率的测定 
将 1.2.2.2 筛得菌株接种于 LB 液体培养基中，活

化 2~3 次，并调整菌液浓度为 108 CFU/mL。再以 2%
的接种量接种至含 8 种生物胺的 LB 液体培养基中，

不接种菌株的含生物胺 LB 液体培养基为空白组，两

组生物胺质量浓度均为100 mg/L。将培养液置于37 ℃
摇床中培养 24 h。将培养液中生物胺的含量与空白组

进行对照，将生物胺降解能力强的菌株作为后续实验

菌株，于 4 ℃冰箱保藏备用。 
（1）标准曲线的制作 
称取生物胺标准品各 50 mg，以 0.4 mol/L 高氯酸

为溶剂，将标准品定容至 50 mL 容量瓶中，再分别稀

释为 1、0.5、0.4、0.25、0.125、0.1 mg/mL 标准混合

液。分别取 1 mL 标准混合液于 5 mL 容量瓶中，再加

入 2 mol/L 的 NaOH 溶液 200 μL、饱和 NaHCO3溶液

300 μL、含 10 mg/mL 丙酮的 DNS-Cl 溶液 2 mL，40 ℃
水浴暗反应 45 min 后加入 100 μL 氨水终止反应，去

除残留的 DNS-Cl 溶液，最后用乙腈定容。在上机检

测之前过 0.22 μm 有机滤膜。 
（2）高效液相色谱条件 
色谱柱：SHIMADZU C18-AQ（5 μm，250 mm×  

4.6 mm）；流动相 A：水；流动相 B：乙腈；进样量

20 μL；流速 0.9 mL/min；柱温 35 ℃；紫外检测波长

254 nm。具体梯度洗脱程序如下表 1 所示。 
表1 HPLC测定生物胺梯度洗脱程序 

Table 1 Determination of biogenic amines gradient elution 

procedure by HPLC 

时间/min A/% B/% 

0 35 65 

5 25 75 

20 0 100 

24 0 100 

25 35 65 

30 35 65 

（3）生物胺降解率的测定 
取 1 mL 含生物胺 LB 液体培养基，之后按照徐智

虎等[19]方法操作。生物胺降解率计算公式如下： 

1 2

1

100%A AX
A

⎛ ⎞−
= ×⎜ ⎟
⎝ ⎠

                     （1） 

式中： 

X——生物胺降解率，%； 

A1——未接菌株的空白组样品生物胺质量浓度，mg/L； 

A2——接种菌株的实验组样品生物胺质量浓度，mg/L。 

1.2.3  生物胺氧化酶酶活力测定 
1.2.3.1  胺氧化酶试验 

对高效液相色谱复筛结果中胺降解率较高的菌株

胺氧化酶试验。具体方法为：取白色洁净滤纸沾取单

菌落，加质量分数 1%的盐酸二甲基对苯二胺溶液一

滴，阳性呈现粉红色，并逐渐加深，后再加一滴 1%质

量分数 α-萘酚乙醇溶液，阳性于半分钟内呈现显蓝色，

阴性于 2 min 内不变[20]。选取阳性菌进行下一步实验。 
1.2.3.2  生物胺氧化酶的粗提 

将胺氧化酶结果呈阳性的菌株在 MSA 液体培养

基中充分活化两次，再吸取 200 μL 于诱导产酶培养基

中，置于摇床 37 ℃培养 72 h。吸取 1 mL 于离心管，

4 ℃冷冻离心机 10 000 r/min 离心 10 min，取上清液得

到细胞外部分胺氧化酶；破碎葡萄球菌，以释放位于

菌体内的生物胺氧化酶。破碎条件为：功率 500 W；

破碎 3 s，间隔 7 s；破碎 10 min。破碎后，将其置于冷

冻离心机中，离心温度 4 ℃，10 000 r/min 离心 10 min，
取上清液得到菌内部分胺氧化酶。将两部分上清液均

置于冰上待测。 
1.2.3.3  粗酶活性的测定 

按照北京索莱宝科技有限公司的二胺氧化酶活性

检测试剂盒说明书要求配制反应体系，最后用酶标仪

测定 500 nm 处吸光值，∆A=A 测定-A 对照。 
1.2.3.4  粗酶活性的计算 

单位的定义：每 104个细胞在反应体系中每催化产

生 1 μmol 氧化型邻联茴香胺定义为一个酶活力单位。 

0.06500

A V
dF AV

T
V

ε
Δ

×
×= = ×Δ
×

×

反总

样本

提取

              （2） 

式中： 

F——DAO 活性； 

ε——氧化型邻联茴香胺消光系数，7.5×10-3 mL/(μmol·cm)； 

d——96 孔板光径，0.6 cm； 

V 反总——反应总体积，0.2 mL； 

V 样本——加入粗酶液体积，0.05 mL； 

V 提取——加入提取液体积，l mL； 

T——反应时间，30 min； 

500——细胞数量，500 万。 

1.2.4  降胺菌的鉴定 
1.2.4.1  16S rDNA 鉴定 

将菌株接种于液体LB培养基中，37 ℃，150 r/min
培养 24 h，之后取 1 mL 菌液于 1.5 mL 无菌离心管中，

10 000 r/min 离心 10 min，收集菌体，备用。利用细菌

通用引物 27F 和 1492R 进行 16S rDNA 扩增。PCR 扩

增产物经纯化后送至上海生工测序，将序列结果与

GenBank 数据库中的 16S rDNA 基因序列进行比对。 
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1.2.4.2  糖酵解试验 
挑取少量菌株分别接种于新型微生物微量生化鉴

定管，放入恒温培养箱 37 ℃培养 48 h，如糖发酵管

由紫色变为黄色，则说明可以利用该糖源。根据《常

见细菌系统鉴定手册》对菌株进行生理生化特征分析。 
1.2.5  环境因素对菌降胺特性的影响 

菌株活化及生长曲线绘制：接种环挑取少量菌株

于 LB 液体培养基中，37 ℃条件下培养 24 h。按体积

分数 2%的接种量将菌液接种于 LB 液体培养基及含

生物胺LB液体培养基中，37 ℃条件下静置培养24 h。
600 nm 下吸光度值作为生物量，以此绘制生长曲线。 

参照上述步骤，分别在 LB 液体培养基及含生物

胺 LB 液体培养基中。依据吴彩叶等[21]的实验设计，

在初始 pH 值 6.0 和 NaCl 质量分数 3%的条件下，依

次检测温度（20、25、30、35、40、45 ℃）、初始 pH
值（4、5、6、7、8、9、10）、NaCl 质量分数（0、3%、

6%、9%、12%、15%、18%）对菌株生长及生物胺降

解能力的影响。 
1.2.6  数据处理 

各组实验数据均为三次平行所得结果。采用 Excel 
2019、SPSS 软件处理数据，采用 Origin 2018、MEGA
绘制图表，结果用“平均值±标准偏差”表示，显著性界

值为 P＜0.05。 

2  结果与分析 

2.1  葡萄球菌的分离纯化 

通过选择性富集、分离和纯化以及光学显微镜观

察革兰氏染色结果，从 5 次取样的传统发酵肉样品中

共分离得到 84 株葡萄球菌菌株。由表 2 可知，在发酵

20 d 分离到的葡萄球菌菌株数量相对较多，说明葡萄

球菌在发酵肉发酵后期逐渐成为优势菌株。 
表2 传统发酵肉样品中分离到的葡萄球菌菌株 

Table 2 Staphylococcus strains isolated from traditionally 

fermented meat samples 

传统发酵肉样品 获得菌株数 

发酵 0 d 5 

发酵 5 d 12 

发酵 10 d 19 

发酵 15 d 21 

发酵 20 d 27 

2.2  降胺葡萄球菌的筛选 

2.2.1  生物胺标准曲线的绘制 

根据图 1 可知，8 种生物胺标准品在 30 min 内得

到分离，并可确定各生物胺标准品的保留时间，说明

此方法具有良好的分离检测生物胺的效果。 

 
图1 生物胺混合标品HPLC图 

Fig.1 HPLC chromatogram of bio-amine mixed standards. 

8 种不同浓度生物胺混合标品经 HPLC 测定后，

将峰面积（y）设置为纵坐标，生物胺质量浓度（x）
设置为横坐标，绘制标准曲线，出峰时间、线性回归

方程及相关系数R2如表3所示。在质量浓度0.1~1 mg/L
的范围内，8 种生物胺的线性关系较好，R2＞0.99，说

明采用 HPLC 测定样品中生物胺结果可信度较好。 
表3 生物胺的回归方程和相关系数 

Table 3 Regression equations and correlation coefficients of the 

eight biogenic amines 

生物胺 出峰时间 线性方程 相关系数 R2

色胺 8.30 y=20 881x-234.5 0.998 8 

苯乙胺 9.51 y=28 172x+57.118 0.998 3 

腐胺 10.00 y=71 158x+511.57 0.997 6 

尸胺 10.68 y=101 051x-2 933.7 0.995 8 

组胺 11.30 y=95 046x-2 283.1 0.992 9 

酪胺 14.60 y=4 152x-121.92 0.999 6 

精胺 15.47 y=48 823x-254.25 0.998 6 

亚精胺 20.02 y=51 625x-314.89 0.998 9 

2.2.2  降胺菌的筛选 
利用双层显色培养基的颜色变化筛选出能利用生

物胺且不产生物胺的微生物[22]。通过培养基所呈现的颜

色变化可筛选出 29 株不产生物胺菌，显色结果见图 2。 
将 29 株双层显色结果呈阴性的菌株在含生物胺

的 LB 液体培养基中培养 24 h 后，这 29 株菌的生物

胺降解率如表 4 所示：共 12 株菌株对生物胺总量有一

定的降解作用，说明双层显色结果存在假阴性的现象。

其中 aM 的总胺降解率最高，能达到 18.78%，对苯乙

胺与色胺的降解效果最佳，分别为 28.56%、23.16%。

aG 菌株对总生物胺降解率为 13.65%，针对精胺与亚

精胺的降解效果最为明显。 
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图2 生物胺的显色反应 

Fig.2 Color development reaction of biogenic amine 

表4 29株潜在降胺葡萄球菌对生物胺的降解率（%） 

Table 4 Degradation rate of biogenic amines by 29 potential Staphylococci (%) 

菌株 色胺 苯乙胺 腐胺 尸胺 组胺 酪胺 亚精胺 精胺 总胺 

aV -6.17±0.36 13.26±0.28 -15.52±0.36 -10.43±0.37 -34.76±0.48 -7.55±0.34 -37.45±0.46 -51.88±0.46 -18.17±0.38

aG 7.40±0.77 14.13±0.39 13.56±1.40 14.43±0.30 15.32±0.08 7.73±5.16 17.56±1.06 19.09±0.14 13.65±0.91

cg -1.13±0.69 9.26±0.70 -0.91±0.80 -0.92±0.79 5.90±0.70 -2.24±0.82 -0.86±0.72 2.52±0.80 1.45±0.74

cb -6.11±0.34 -4.84±0.32 -7.44±0.39 -7.15±0.35 -4.44±0.17 -5.62±0.32 -14.16±0.43 -19.49±0.47 -8.66±0.35

aL 0.34±0.57 34.55±0.07 -3.85±0.02 -1.99±0.11 -7.55±0.42 -1.23±0.10 -12.70±0.08 -17.84±0.08 -1.29±0.12

R1 -8.23±0.26 -8.35±0.28 -13.01±0.30 -10.84±0.29 -20.60±0.33 -7.83±0.26 -23.87±0.28 -33.33±0.57 -15.76±0.30

R2 2.22±0.31 15.76±0.28 -1.60±0.24 3.19±0.29 -14.30±0.55 -0.03±0.13 -16.70±0.43 -23.89±0.55 -4.42±0.16

cH 9.08±0.25 11.53±0.23 2.54±0.31 5.22±0.26 8.01±0.25 8.92±0.22 0.98±0.26 1.90±0.41 6.02±0.27

Be 11.33±2.56 12.86±2.41 5.96±2.43 8.14±2.47 -0.06±2.82 11.34±2.45 3.32±2.56 2.79±2.07 6.96±2.47

aN 9.76±0.52 9.50±0.45 3.03±0.54 5.74±0.48 -14.33±0.50 9.64±0.48 -1.09±0.51 -3.14±0.50 2.39±0.49

MSA1 8.06±0.19 10.24±0.24 10.34±0.17 9.31±0.25 -20.26±0.31 11.76±0.26 -17.16±0.19 -22.42±0.39 -1.27±0.24

Cd -36.03±0.08 -37.56±0.04 -61.23±0.14 -56.62±0.27 -75.97±0.85 -39.21±0.23 -19.58±0.35 -97.74±0.30 -52.99±0.11

aO -23.83±0.39 -23.84±0.38 -34.30±0.43 -34.30±0.41 -34.53±0.54 -26.16±0.42 13.51±0.31 -34.31±0.21 -24.72±0.37

aS -31.01±0.65 -31.88±0.73 -47.97±0.70 -46.06±0.66 -50.10±1.51 -32.13±0.45 -1.05±0.51 -67.50±0.85 -38.46±0.63

aM 23.16±0.28 28.56±0.26 18.86±0.29 22.04±0.27 6.51±0.33 22.45±0.29 14.71±0.31 13.96±0.16 18.78±0.27

aH 7.03±0.45 12.62±0.44 8.63±0.48 9.82±0.43 4.00±0.51 6.30±0.47 13.48±0.45 15.69±0.30 9.70±0.44

MSA2 1.70±0.31 1.92±0.36 -4.67±0.34 -1.91±0.36 -15.83±0.50 2.26±0.37 -8.37±0.43 -10.75±0.26 -4.46±0.16

MSA3 -2.54±0.30 -1.02±0.27 -4.47±0.29 -3.83±0.28 0.29±0.18 0.31±0.28 -2.23±0.31 0.09±0.52 -1.67±0.30

Fj 2.96±0.51 2.76±1.07 3.56±0.62 3.20±0.56 8.07±0.63 3.42±0.20 5.38±0.65 5.99±0.67 4.42±0.59

aF 1.95±0.19 4.07±0.18 -2.16±0.14 0.01±0.19 -13.40±0.27 -0.18±0.47 -8.49±0.15 -12.81±0.23 -3.88±0.22

cN -0.58±0.31 2.32±0.34 -2.94±0.31 -1.52±0.32 -6.38±0.35 -1.95±0.50 -6.92±0.32 -9.34±0.29 -3.41±0.34

cE 0.77±0.48 5.74±0.42 2.10±0.48 1.22±0.46 8.51±0.45 1.19±0.23 4.94±0.46 7.15±0.56 3.95±0.43

Ca 5.39±0.41 12.13±0.37 4.69±0.42 6.06±0.39 2.87±0.39 4.41±0.35 1.48±0.37 -0.03±0.50 4.62±0.43

aA 1.49±0.68 7.08±0.59 4.51±0.65 3.41±0.64 13.81±0.40 1.75±0.64 9.19±1.78 11.90±0.57 6.64±0.70

Ea 2.92±0.29 9.81±0.31 0.78±0.30 3.15±0.30 -8.68±0.33 1.33±0.57 -5.54±0.33 -8.89±0.26 -0.64±0.34

Rq -1.79±2.93 -1.00±2.89 1.95±2.78 0.14±2.91 22.87±13.16 -0.28±3.15 7.30±2.64 12.00±2.62 5.15±3.65

Ci -28.03±0.39 -32.11±0.32 -64.59±0.51 -56.14±0.42 -72.29±0.29 -33.46±0.41 -33.76±0.31 -73.33±0.86 -49.22±0.39

Eg -26.95±3.31 -25.41±3.03 -45.52±3.99 -42.25±4.24 -59.36±6.19 -28.3±6.19 -2.72±3.59 -77.07±5.07 -38.45±3.96

aS -31.01±0.65 -31.88±0.73 -47.97±0.70 -46.06±0.66 -50.10±1.51 -32.13±0.45 -1.05±0.51 -67.50±0.85 -38.46±0.63

注：“-”表示添加菌株后生物胺含量增加；表格中数据均为三次平行结果。 

2.3  菌株的酶活力大小比较 

有研究表明，可通过在发酵过程中控制 pH 值、发

酵时间和温度等微生物的发酵条件实现抑制生物胺的含

量[23]。因此在诸多降胺方法中，利用葡萄球菌产生的AOs
来催化降解生物胺也被认为是最有发展空间的方法之 
一[24]。因此，本文选取降胺能力强且胺氧化酶试验阳性

的菌株 aM、aG、aH与Be，测定其AOs酶活力大小。 
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由图 3 可知，经 72 h 后细胞内外总酶活力大小为

aM＞aG＞aH＞Be。通过对比图 3a、3b 可知，aM、aG、

aH与Be未经破碎与经过破碎处理的酶活分别为：2.16、
2.36、1.24、1.44 与 4.14、3.72、1.64、1.54 U/105 cell，
四株菌株经过破碎后测得的胺氧化酶活性均高于未经

破碎处理。这与 Hyun-Il 等[25]发现 AOs 主要分布在细

胞膜上或在细胞质空间，在微生物生长期间也有少量

分泌至细胞外说法符合。随着菌株生长时间的延长，

四株菌株的酶活力大小都逐渐增大，其中菌株 aM 与

aG 的胺氧化酶活力显著高于 aH 与 Be，72 h 后总酶活

大小分别为 6.30 U/105 cell、6.10 U/105 cell。因此，选

取 aM 与 aG 继续后续的研究。 

2.4  环境因素对降胺菌生长特性的影响 

2.4.1  菌株 aM、aG 的生长曲线 
将2株菌分别接种于LB培养基中，37 ℃下培养。

每隔 30 min 测定其 OD600 nm值，以生长时间点为横坐

标，OD600 nm值为纵坐标，绘成生长曲线图。由图 4a
可知，aM 延滞期较短，从 2 h 开始，aM 即进入生长

对数期；而 aG 的延滞期较长，在 4.5 h 后进入对数期，

8 h 以后开始进入稳定生长期；并且在稳定期，菌株

aM 的OD600 nm值一直保持较高水平，培养 24 h 后仍未

进入衰亡期。由此可见，菌株 aM 生长活力更高。 
2.4.2  环境因素对 aM 与 aG 生长的影响 

  

图 3 未破碎条件下（a）和破碎条件下（b）不同菌株不同时间酶活大小 

Fig.3 Enzyme activity of different strains at different time under unbroken condition (a) and crushing condition (b) 

  

  

图 4 菌株aM、aG的生长曲线（a），盐质量分数（b）、pH（c）、温度（d）对菌株aM、aG生长的影响 

Fig.4 The growth curve of aM and aG strains (a); Effect of salt concentration (b), pH (c) and temperature (d) on the growth of strains 

aM and aG 
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由图 4b 可知，随着 NaCl 质量分数的升高，aM
与aG的生长逐渐降低。当NaCl质量分数达到18%时，

aM、aG 仍可以存活。当 NaCl 质量分数处于 0%~6%
范围内时，菌株 aM 生物量较高。传统发酵肉中盐添

加量一般在 2%~4%，因此从适应盐浓度方面而言，aM
更适于作为发酵剂。 

适宜的 pH 值是葡萄球菌的正常生长代谢以及降

解生物胺的必备条件。由图 4c 可知，两株菌株生长都

随 pH 值增加呈先增加后减小的趋势。菌株 aM 和 aG
的最适 pH 值为 7。当 pH 值 4 和 pH 值 10 的条件下，

两菌株仍有一定程度的生长，说明两株菌株对酸性或

碱性环境有一定的耐受能力，但总体而言，菌株 aM
耐受能力更强，更适合后续发酵。 

由图 4d 可知，两株菌株在 20~40 ℃均可生长，温

度为35 ℃的时候，aM和aG菌株OD600 nm值达到最高，

分别为 0.586 和 0.529。当温度达到 45 ℃时，aM 和 aG
几乎不生长，这也说明高温对两株菌的影响较大。 

综合以上结果，选择 aM 作为后续研究的菌株。 

2.5  aM 菌株的鉴定 

  

图 5 16S rDNA序列系统发育树(a)和革兰氏染色镜检(b，1 000×) 

Fig.5 Phylogenetic tree based on 16S r DNA sequence (a) and Gram staining microscopic examination (b, 1 000×) of the isolated strain 

将菌株 aM 的 16S rRNA 基因测序结果上传至

NCBI 数据库，与已知菌株的序列进行 BLAST 比对分

析，发现 aM 菌株与模式菌株沃氏葡萄球菌 CK13 的

相似度达到 100%。根据分子鉴定（图 5a）、形态特征

（图 5b）与糖发酵管（表 5）鉴定结果可知，该菌为

沃氏葡萄球菌。沃氏葡萄球菌是发酵肉中的常见菌，

这与王曼等[26]在传统发酵鲊肉粉中发现相一致。 
表5 糖发酵试验结果 

Table 5 The results of sugar fermentation test 

糖源 结果 糖源 结果

甘露醇 Mannitol - 纤维二糖 Cellose + 

果糖 Fructose + 棉子糖 Raffinose - 

木糖 Xylose - 蔗糖 Saccharose - 

甘露糖 Mannose + 麦芽糖 Maltose + 

乳糖 Lactose - 木糖醇 Xylitol - 

蜜二糖 Melibiose - 鼠李糖 Rhamnose - 

山梨醇 Sorbitol - 蕈糖 Mushroom sugar - 

海藻糖 Mycose + 松二糖 Turanose + 

2.6  环境因素对 S.warneri-aM 降胺作用的影响 

从图 6a 可以看到，aM 在 20 ℃到 45 ℃温度范

围内对生物胺都有一定程度的降解，总体呈现先升高

后降低的趋势。除精胺的最佳降胺温度为 30 ℃外，

其他 7 种生物胺均在 35 ℃时降解效率最好，这也与

吴燕燕等[27]在腌制咸鱼中筛选到的降胺菌最适降解

温度为 35 ℃结论一致，这可能与菌株的最适生长温

度均在 35 ℃左右有关。同时温度对 aM 降解精胺的

影响最小，降解范围在 9.69%至 14.03%，其中降解作

用较为显著的尸胺和苯乙胺，其降解率分别为 20.58%
和 19.12%。但与其在 30 ℃及 40 ℃时的绝大部分生

物胺降解率无显著性差异，仍保持着较高的水平。当

温度处于 20 ℃及 45 ℃时，降胺能力大大降低，有研

究表明胺氧化酶活性在 30 ℃时最高，在 25 ℃时活性

开始降低，在 45 ℃时酶活几乎为零[28]。因此，这可能

与过低或过高的温度抑制了 aM 中胺氧化酶的分泌，胺

氧化酶作为生物胺降解反应中的重要催化剂，温度可

影响其本身某些基团的解离、与底物的结合等[29]。欧

昌荣等[30]对组胺降解酶进行基本酶学性质，也得出不

同温度、pH 和食盐质量分数会对酶活性造成很大影响。 
根据图 6b 发现，生物胺的降解在不同 pH 下分别

表现出显著差异。总体而言，aM 的最适降解 pH 值在 7
左右，在其他 pH 降解会受到一定程度的抑制，导致这

一结果的原因可能是aM主要通过体内的胺氧化酶分解

代谢生物胺。相对于偏碱性条件下的降胺率，菌株 aM
在偏酸环境中对生物胺的降解效率较高，这可能与菌株

aM 来源于发酵肉后期，其生长适应了酸性环境。 
由图 6c 可以看出，aM 在NaCl 质量分数为 18%的

高盐环境中仍具有生物胺降解能力，结合图 4b 也可知，
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在此条件下 aM 也显示出一定的生长能力。这可能与从

菌株来源于发酵肉发酵后期，从而具备一定的耐盐性

有关。先前也有研究发现从高盐浓度的发酵产品中分

离出的葡萄球菌可以耐受 15%的盐，甚至可以在NaCl
质量分数为 20%的培养基中生长[31]。总体而言，胺降

解率随 NaCl 质量分数增高而逐渐降低。在 NaCl 质量

分数为 0%~6%时，都得到较好的降解，绝大部分的生

物胺降解率都在 10%以上。当NaCl 质量浓度达到 15%
时，aM 对各种生物胺的降解能力大大降低，但仍可表

现出降解特性，这也是它相对于其他如乳酸菌、粪肠

球菌等降胺菌的优势所在[32]。而这一性质的维持，主

要与葡萄球菌中在高渗环境中与谷氨酸（谷氨酸是细

菌耐盐的重要分子）表达的相关基因增加有关[33]。基

于这一认识，本研究筛选出的沃氏葡萄球菌对之后高

盐发酵食品工业发酵剂菌种的开发具有重要价值。 

 

 

 
图6 不同环境条件对S.saprophyticus-aM降解生物胺的影响 

Fig.6 Effects of different environmental conditions on 

biodegradation of biogenic amine by S.saprophyticus-aM 

3  结论 

本研究通过双层显色实验、HPLC 法从传统发酵

肉中筛选出 12 株对生物胺具有一定降解作用的葡萄

球菌。以菌株降解生物胺的能力、胺氧化酶活力大小、

生长特性为评判标准，进一步筛选得到 1 株降解生物

胺能力最佳的菌株 aM，经形态学观察、分子生物学

及糖发酵实验鉴定该菌为沃氏葡萄球菌（Staphylococcus 
warneri）。沃氏葡萄球菌广泛存在于自然界中，具有

丰富的生物学功能，目前已从发酵鱼类、奶酪、腌肉

制品、人体等分离鉴定。文章通过对其生长特性及不

同环境条件下降解生物胺能力的研究，结果表明，该

菌株在温度为 30~40 ℃，pH 值为 7 及 NaCl 质量分数

为 0%~6%条件下降解效果最佳，对发酵肉中最常见的

腐胺与尸胺降解效果突出。同时，该菌株具有耐盐性，

这对高盐发酵产品发酵过程中生物胺含量的控制具有

一定的参考价值；前期也有研究表明，沃氏葡萄球菌

能够降解蛋白质和脂肪，形成独特的香气和风味。这

对后续将其作为发酵剂提升产品口感提供了可能。 
利用含 AOs 的微生物来防止食品中生物胺的合

成和累积并对食品中已存在的生物胺进行降解，对发

酵食品的加工工艺以及营养和风味影响甚微，是控制

发酵食品中生物胺含量最有效的方法之一。

S.warneri-aM 中的总 AOs 为 6.20 U/105 cell，相对于其

他含量较低。后续可探究不同环境对菌株产酶的影响

来确定其最佳产酶条件，或通过转基因技术改造提高

酶产值后再运用于食品生产加工中。目前对菌株中产

生的 AOs 研究还处于初级探索阶段，还应深入研究编

码蛋白质序列、酶活性和基因表达调控的基因，在获

得这些酶的必需信息基础上，利用基因层面的技术手

段挖掘出具有高效催化功效的 AOs。 
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