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虾壳粉添加量对小龙虾酱发酵过程中挥发性
风味化合物及微生物群落动态变化的影响

于金玉1,2，谌玲薇1,3，胡传峰1,3，陈戈辉1,3，李弥友4，乔　宇1，于　巍1, *

（1.湖北省农业科学院农产品加工与核农技术研究所，湖北武汉 430068；
2.华中农业大学食品科学技术学院，湖北武汉 430070；

3.湖北工业大学生命科学与健康工程学院，湖北武汉 430064；
4.湖北绿亿园食品科技有限公司，湖北潜江 433116）

摘　要：本研究以小龙虾虾酱为研究对象，分别添加 0、20%、40%的虾壳粉，在小龙虾虾酱发酵第 0、6和 12 d
的三个阶段，通过电子鼻、气相色谱 -质谱法（Gas  Chromatography-Mass  Spectrometry，GC-MS）以及 16S
rRNA测序对小龙虾虾酱的风味及微生物演变进行探究。结果表明，添加虾壳粉后可以显著增加虾酱样品中挥发性

风味化合物的种类与含量（含硫化合物、胺类、酮类、酯类和杂环类），其中添加 20%虾壳粉能更好地促进挥发

性风味化合物的产生与增长；结合挥发性风味化合物香气活性值（Odor activity value，OAV）和变量重要性投影

值（Variable Importance for the Projection，VIP）共筛选出 3种物质（2-癸酮、甲硫醇、二甲基三硫）作为区分不

同虾壳粉添加量和不同发酵时间差异的标志性风味化合物。虾壳粉的添加增加了微生物属的丰度与多样性（海洋

芽孢杆菌属（Oceanobacillus）、枝芽孢杆菌属（Virgibacillus）、樱桃样芽胞杆菌属（Cerasibacillus）），结合

Spearman相关系数分析发现，添加虾壳粉样品组中独有的枝芽孢杆菌属（Virgibacillus）与多种关键风味化合物呈

显著正相关，对风味贡献最大。综上所述，在小龙虾酱中添加虾壳粉，尤其是添加量为 20%时，有利于促进风味

相关微生物属的生长进而丰富虾酱的风味。

关键词：小龙虾，虾壳粉，虾酱，挥发性风味化合物，微生物
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Abstract：This study focused on crayfish shrimp paste as the research subject, with the addition of 0, 20%, and 40% shrimp
shell  powder,  respectively.  Across  three  fermentation  stages  of  0,  6,  and  12  days  for  the  crayfish  shrimp  paste,  an  
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investigation  into  the  flavor  and  microbial  evolution  was  conducted  utilizing  electronic  noses,  gas  chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), and 16S rRNA sequencing. The results showed that adding shrimp shell powder could significantly
increase the types and contents of volatile flavor compounds (sulfur compounds, amines, ketones, esters and heterocycles)
in shrimp paste samples, and adding 20% shrimp shell powder could better promote the production and growth of volatile
flavor  compounds.  Combining  odor  activity  value  (OAV)  and  variable  importance  for  the  projection  (VIP)  screened  out
three  substances  (2-decanone,  methylmercaptan,  dimethyl  trisulfide)  as  the  signature  flavor  compounds to  distinguish the
difference  of  different  addition  amounts  of  shrimp  shell  powder  and  different  fermentation  time.  The  addition  of  shrimp
shell  powder  increased  the  abundance  and  diversity  of  microbial  genera  (Oceanobacillus, Virgibacillus, Cerasibacillus).
Combined  with  Spearman  correlation  coefficient  analysis,  it  was  found  that  the  unique Virgibacillus  in  the  shrimp  shell
powder sample group showed significant positive correlation with several key flavor compounds and contributed the most
to  flavor.  In  summary,  adding shrimp shell  powder  to  lobster  paste,  especially  when the  amount  is  20%, is  conducive  to
promoting the growth of flavor-related microorganisms and enriching the flavor of shrimp paste.

Key words：crayfish；shrimp shell powder；shrimp paste；Volatile flavor compounds；microbes

虾酱是一种酱类调味品，由虾及其副产品经捣

碎，加盐腌制后发酵而成，因其风味独特，被作为沿海

地区的传统调味品[1]。目前，虾酱的研究与应用主要

集中在蚱蜢子虾、南美白对虾、太平洋磷虾等[2−4]。

小龙虾主要分布在长江中下游地区，具有高蛋白、低

脂肪的特性，氨基酸含量丰富，风味独特，肉质鲜

美[5]。然而，小龙虾中虾壳和虾头等副产物在整虾中

占比高达 80%[6]，不仅有损经济效益而且对环境也构

成了额外的压力和负担。我国天津地区的传统虾酱

中，有一类是以虾肉和虾头为原料发酵而来，这类虾

酱的微生物组成要显著高于单一虾肉发酵的虾酱，其

产生的风味也更加丰富[7]。程小飞等[8] 发现小龙虾

虾壳粉中粗蛋白质含量约占 20%~30%，蛋白质的水

解可以为发酵食品提供独特的风味[9]。Zhang等[10]

在研究对虾不同部分香气属性时也发现虾皮是虾的

重要风味来源，因此虾壳不仅可以作为动物饲料优质

蛋白源，还可以作为发酵虾酱的重要原料，增加营养

的同时也可以促进风味的多样性。

虾酱在发酵过程中，微生物代谢分泌酶，这些酶

又参与碳水化合物、蛋白质、脂肪水解，最终形成风

味或风味前体物质[9]。Phewpan等[11] 在研究中发现

含有氨基肽酶基因的 Lentibacillus 菌株对泰国虾酱

独特风味品质起决定性作用，Jung等[12] 发现厌氧菌

可能与韩国虾酱中特征物质（甲胺、醋酸盐和丁酸

盐）具有相关性。总的来说，有关虾酱中微生物和风

味相关性的研究众多，不同品种、地区的虾酱产生的

风味物质与微生物的复杂代谢过程有关。然而，虾壳

粉添加量和发酵时间如何影响小龙虾酱的风味特性

与微生物群落结构，目前尚缺乏明确的认识和清晰的

阐释，了解发酵过程中风味物质和微生物群群落结构

的变化对虾酱配方合理优化具有积极意义。

基于此，本研究以小龙虾肉和虾壳（添加相对于

虾肉 0、20%和 40%的虾壳粉含量）为原料，选用自

然发酵法进行虾酱制作。采用电子鼻、气相色谱-质
谱法（GC-MS）对不同组别虾酱的风味组成进行探

究，同时筛选关键风味和差异风味物质，采用 16S
rRNA对不同组别微生物进行分析，找到不同虾壳粉

添加量和发酵时间虾酱的微生物群落演变规律。最

后，基于风味物质和微生物进行相关性分析明确微生

物与重要风味物质形成的相关性。本研究不仅可以

提高小龙虾副产物的利用率，同时也为虾酱发酵剂的

选择提供了参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

小龙虾（18.00±2.00 g）　湖北省武汉市白沙洲海

鲜市场；2-辛醇（色谱纯）　上海沪震实业有限公司；

Ezup柱式动物基因组 DNA纯化试剂盒 SanPrep、
柱式 PCR产物纯化试剂盒　深圳子科生物科技有

限公司；TransStart  Fastpfu DNA聚合酶（2.5 U/μL）
　北京全式金生物技术有限公司。

DHG-9920A电热鼓风干燥箱、MGC-350HP型

人工气候箱　上海一恒科学仪器有限公司；GL224-
1SCN分析天平（感量 0.1 mg）　广州市深华生物技

术有限公司；PEN3电子鼻　德国 AIRSENSE公司；

7890A-5975C GC-MS仪　美国 Agilent Techologies
公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   虾酱的制备　预处理：取鲜活小龙虾，洗干净

后去头、分离尾部虾肉和虾壳，再次清洗、沥干，放入

鼓风干燥箱，温度为 65 ℃，烘干至虾肉和虾壳水分

含量分别降至 18%、8%以下，取出后分别用研磨机

研磨，其中虾肉研磨至成绒状，虾壳研磨成粉状，过

40目筛子后，分别装入密封袋放置于干燥环境中，以

备使用。

配制虾酱：将预处理后的虾肉和虾壳粉按照一

定比例配制成虾酱。其中，不含虾壳的虾酱配比为虾

肉:水:食盐=10:20:1.5；虾壳含量为 20%的虾酱配

比为虾肉:虾壳粉:水:食盐=10:2:20:1.5；虾壳含量

为 40%的虾酱配比为虾肉:虾壳粉:水:食盐=10:

4:20:1.5，分别记为 Non组、20%组、40%组。

将上述三组配制好的虾酱置于锥形瓶中，用两

层纱布封口，放入 25 ℃ 人工气候箱中自然发酵，每

72 h在净化工作台上用无菌的筷子捣酱一次，分别
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于发酵 0、6、12 d取样待用。 

1.2.2   电子鼻测定　称取 3.00  g样品于 20  mL

（22.5 mm×75.5 mm）顶空瓶中，置于 45 ℃ 磁力搅拌

水浴锅中平衡 50 min，然后将电子鼻的补气针和进

气针同时插入平衡完毕的顶空瓶中对样品挥发性物

质进行测定。每个样品做 3个平行。

测定条件：清洗时间 100 s，测定时间 180 s，内

流速 300 mL/min，注射流速 300 mL/min，特征提取

时间 176~180 s，在测定时间段内对挥发性风味化合

物进行传感器分析和 PCA处理。EN3型电子鼻传

感器对应的敏感物质见表 1。
 
 

表 1    PEN3型电子鼻传感器对应的敏感物质
Table 1    Sensitive substances corresponding to PEN3 electronic

nose sensor

阵列序号 传感器名称 性能描述

1 W1C 芳香成分、苯类

2 W5S 灵敏度大、对氮氧化合物灵敏

3 W3C 芳香成分、氨类

4 W6S 主要对氢化合物有选择性

5 W5C 短链烷烃芳香成分

6 W1S 对甲基灵敏

7 W1W 对硫化物灵敏

8 W2S 对醇、醛、酮类灵敏

9 W2W 芳香成分，对有机硫化物灵敏

10 W3S 对长链烷烃灵敏
  

1.2.3   GC-MS测定 参考 Zhang等[10] 的方法并加以

修改。 

1.2.3.1   样品处理　准确称取样品 1.00 g放入 20 mL

（22.5 mm×75.5 mm）顶空瓶中，加入 50 μL内标（2-

辛醇，在甲醇中浓度为 1.68 ng/g）和 2 mL饱和氯化

钠溶液，于 45 ℃ 磁力搅拌水浴锅中旋转 10 min，用

活化好的萃取头顶空吸附 40 min。吸附完毕插 GC-

MS进样口解吸 5 min，每个样品做 3个平行。 

1.2.3.2   GC-MS条件　GC条件：进样口温度为 250 ℃，

升温程序：烘箱温度初温在 40 ℃，以 2 ℃/min的速

度升至 100 ℃，然后以 5 ℃/min的速度升至 180 ℃，

最后以 8 ℃/min的速度升至 250 ℃，保持 5 min，涂

层纤维在 250 ℃ 下在进样口解吸 5 min。载气为氦

气，流速恒定为 1.0 mL/min。

MS条件：接口温度 280 ℃，四极杆温度 150 ℃，

离子源温度 230 ℃。 

1.2.3.3   定性定量分析　定性分析：采用 GC-MS仪

进行分析鉴定。根据 C7~C30的正构烷烃混标计算

各挥发性风味化合物的保留指数进行定性，按公式

（1）计算。选取匹配度>60%的物质并结合计算机谱

库（NIST08）进行初步检索，最终确认挥发性物质的

化学组成。

保留指数 = 100n+100× ti − tn

tn+1 − tn

式（1）

式中，n为正构烷烃含碳原子数，ti 为目标化合

物 i保留时间（min），tn 为 Cn保留时间（min），tn+1 为
Cn+1 保留时间（min）。

定量分析：通过计算待测挥发物与内标物峰面

积的比值得到各挥发性化合物的含量。该方法为单

点内标法，将绝对校正因子假定为 1，可估算各挥发

物的实际含量，气味浓度（三个平行的平均值）和气味

活性值（OAV）由以下公式计算：

Wi(ng/g) = f′ × Ai ×Ws

As

式（2）

OAV =
Wi

Ci

式（3）

式中，Wi 为气味浓度（ng/g），f′为校准因子（均设

为 1.0），Ai 为物质峰面积，Ws 为内标物浓度（ng/g），
As 为内标物峰面积，Ci 为水中气味的感觉阈值

（μg/kg）。 

1.2.4   微生物多样性检测　按照虾壳粉添加量和发

酵时间分别对虾酱样品 DNA进行取样，使用 Ezup
柱基因组 DNA纯化试剂盒提取总基因组 DNA。使

用TransStart Fastpfu DNA聚合酶扩增细菌 16S rRNA
基因的 V3~V4区，PCR扩增反应条件为：94 ℃ 预变

性 10 min；94 ℃ 变性 0.5 min；55 ℃ 退火 0.5 min；
72 ℃ 延伸 1 min；30个循环；最后 72 ℃ 延伸 10 min，
降温到 25 ℃ 预保存 5 min。PCR产物使用 sanper-
column  PCR产物纯化试剂盒进行纯化。使用

Illumina HiSeq平台对 16S rRNA基因进行测序。 

1.3　数据处理

每组实验独立重复 3次，实验结果采用平均

值±标准差表示，使用 SPSS 22.0和 Origin 2021进

行数据分析和绘图，采用单因素方差分析，P<0.05具

有显著性。 

2　结果与分析 

2.1　电子鼻结果分析

主成分分析图可以显示数据的差异性[13]。由

图 1（A）的电子鼻主成分分析图可知，第一主成分和

第二主成分的贡献率分别为 88.31%和 10.45%，总

贡献率为 98.76%。说明该主成分能够很好地反映出

不同样品挥发性气味的全部特征。从图中可以看出，

各样品产生的香气区域不同，均无重叠，即所有样品

都可以完全被分离。

电子鼻可以实现混合气味的定性或定量[14]。由

图 1（B）雷达图可以看出，虾酱样品在 W5S、W1W、

W2S、W3S传感器处响应值较高，这与 Zhu等[9] 的

研究结果类似。结合表 1分析，未发酵虾酱样品中

随着虾壳粉添加量的增加其在 W5S、W1W传感器

处的响应值也提高，说明虾壳粉的添加有利于提高未

发酵虾酱中氮氧化合物和无机硫化物的含量；发酵

6 d的虾酱中添加 20%虾壳粉的样品在传感器的响

应值最高，这与 Desmelati等[15] 的研究类似，虾壳添

加过量会导致香味指标降低；发酵 12 d的虾酱中，添
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加虾壳粉会降低 W2S、W2W的响应值，而提高

W5S处的响应值。 

2.2　GC-MS分析 

2.2.1   各类挥发性物质含量分析　采用 GC-MS对

添加不同虾壳粉的不同发酵时间的虾酱风味进行分

析，共鉴定出 62种挥发性化合物。根据化学结构和

一般性质将其分为 7类，包括 6种胺类、6种醇类、

13种酮醛类、9种酯类、16种杂环类、5种含硫化合

物以及 7种其他，如表 2所示。

杂环类物质在发酵、烘烤后的食品和白酒中大

量存在，被认为与美拉德反应和微生物发酵有关[16]。

由表 2中可知，杂环类物质中以吡嗪类为主，几乎存

在于各个组中，推测是由于经过烘烤等前处理，虾酱

原料发生了美拉德反应，促进了反应产物吡嗪类的生

成[17]。发酵第 6 d，添加虾壳粉后杂环类物质含量由

24.21  ng/g增加至 131.62  ng/g；发酵第 12  d，虾壳

粉的添加使杂环类物质含量由 136.51 ng/g增加至

203.35 ng/g（20%组），表明虾壳粉的添加可以促进发

酵后虾酱中杂环类物质的产生，可能是由于虾壳粉富

含的蛋白质、氨基酸加速发酵过程中的美拉德反应，

促进了杂环类物质的生成。
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图 1    各样品组电子鼻主成分分析图（A）和雷达图（B）
Fig.1    Electronic nose principal component analysis (A)

and radar chart (B) of each sample group

 

表 2    各样品组中挥发性物质含量

Table 2    Volatile substance content in each sample group

类别 名称
含量（ng/g）

Non-D0 20%-D0 40%-D0 Non-D6 20%-D6 40%-D6 Non-D12 20%-D12 40%-D12

胺类

3,3'-亚氨基二丙胺 − 0.98±0.38 − − − − − − −
三甲胺 − 8.12±2.55 22.55±11.45 8.34±2.04 30.11±12.40 45.47±0.05 23.84±5.63 75.80±1.36 31.61±12.27

六亚甲基四胺 − − − − − − 1.18±0.39 1.38±0.01 −
乙酰乙酰甲胺 − − − − − − − 1.74±0.16 −
N-异丁基乙酰胺 − − − − 27.57±7.60 − − − 3.42±1.19
1-甲氧基-2-丙胺 1.43±0.60 − − − − − − − −
胺类（6） 1.43±0.60 9.10±2.93 22.55±11.45 8.34±2.04 71.62±0.72 45.47±0.05 25.02±5.27 78.32±0.80 35.03±13.38

醇类

苯乙醇 − − − 0.72±0.23 0.66±0.10 0.01±0.00 3.42±0.23 9.9±2.30 4.89±1.30
2-乙基己醇 − 0.34±0.06 0.70±0.29 0.58±0.13 2.26±0.50 0.01±0.00 1.46±0.08 2.51±0.56 3.04±1.38
1-己醇 − − 0.43±0.22 − − − − − −
异戊醇 − − − 6.08±1.31 − − 2.17±0.15 − −

1-辛烯-3-醇 − 0.27±0.03 − − − − 1.05±0.09 − −
反式-3-己烯-1-醇 − − − − 2.25±0.69 − − − −
醇类（6） − 0.61±0.09 1.13±0.51 7.38±1.66 4.20±1.57 0.02±0.01 8.10±0.32 12.41±2.86 8.82±2.03

醛酮类

己醛 2.23±0.87 0.31±0.07 0.66±0.49 − − − − − −
丙酮 − − − 0.57±0.15 − − − − −

苯基丙酮 − − − − − − − 4.55±0.67 −
2-辛酮 − − − 2.43±0.38 55.47±14.21 0.22±0.02 2.41±0.37 10.22±1.06 31.64±15.66
3-辛酮 − − − − 1.39±0.34 0.01±0.00 − 1.05±0.18 −
2-十一酮 − − − − 3.27±0.16 0.01±0.00 0.76±0.06 7.15±1.35 2.23±1.01
2-十三烷酮 − − − − − − − 1.85±0.34 −
2-癸酮 − − − − − 0.01±0.00 − 9.85±1.76 −
2-壬酮 − − − 1.24±0.14 9.93±2.51 0.04±0.00 3.14±0.50 − −
2-庚酮 − − − 1.23±0.32 − 0.02±0.00 − − −

β-甲基苯丙醛 − − − − − − − − 0.92±0.20
2-十四酮 − − − − − − − 2.37±0.52 −
2-十二烷酮 − − − − − − − 1.17±0.86 −

醛酮类（13） 2.23±0.87 0.31±0.07 0.66±0.49 5.28±1.10 68.97±18.45 0.30±0.02 6.06±1.23 45.29±8.51 46.40±8.37
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醛酮类物质共检出 13种。其中醛类仅有 2种，

醛类物质主要来自于多不饱和脂肪酸氧化或通过不

饱和脂肪酸在微生物和酶的作用下发生降解[18]，而虾

肉中脂肪含量比较少，这可能是虾肉中醛类物质含量

较少的原因，这与徐斯婕等[19] 对 9种国产虾酱风味

分析结果相似。醛类主要存在于未发酵虾酱组别，添

加虾壳粉后醛类物质含量下降，可能是虾壳粉中的甲

壳素抑制了己醛的合成[20]。酮类物质与微生物发

酵、氧化产生的多不饱和脂肪酸和氨基酸有关[21]，在

添加 20%虾壳粉的虾酱组别中含量最高，其中 2-辛

续表 2

类别 名称
含量（ng/g）

Non-D0 20%-D0 40%-D0 Non-D6 20%-D6 40%-D6 Non-D12 20%-D12 40%-D12

酯类

对叔丁基苯乙酸甲
酯 − − − − − − − 41.55±7.72 −

异戊酸甲酯 − − − 4.75±0.80 14.03±3.42 0.08±0.01 6.80±0.89 18.23±14.75 28.44±17.03
丁酸甲酯 4.69±0.24 1.36±0.57 2.20±1.70 − − − − − −

2-丁烯酸甲酯 − − − 1.10±0.62 − − 0.82±0.15 − −
2-甲基丁酸甲酯 1.74±0.12 − 0.73±0.01 2.07±0.38 − − 2.25±0.45 3.73±1.14 −
3,3-二甲基丙烯酸

甲酯 − − − − 1.38±0.52 0.01±0.00 − − 1.99±1.21

嘧啶-4,6-二甲酸二
甲酯 − − − − 1.80±0.13 − − − −

2-甲基丁酸丙酯 − − − − − − − 0.99±0.30 −
丁酸芳樟酯 − − − − − 0.01±0.00 − − −

酯类（9） 5.85±1.07 1.36±0.57 2.93±1.68 8.79±1.27 19.50±2.14 0.10±0.01 10.24±0.99 71.42±11.40 30.43±18.23

杂环类

2,6-二甲基吡嗪 − − − − − − 1.16±0.04 2.95±0.82 3.04±1.40
甲基吡嗪 − − 0.60±0.31 0.54±0.11 4.24±0.89 0.02±0.01 1.37±0.07 2.82±0.69 3.47±1.53

2,5-二甲基吡嗪 − − 1.55±0.57 3.93±0.92 22.08±4.92 0.11±0.01 12.14±0.55 24.54±5.43 29.15±13.24
2,3,5,6-四甲基吡嗪 − − − 1.55±0.50 4.07±0.92 0.02±0.00 18.74±1.19 13.59±2.46 5.17±2.47

3-氨基吡唑 − − − − − − − 3.14±0.77 −
2-正戊基呋喃 − − − − 9.99±0.35 0.02±0.00 3.63±0.91 − −
2,3-二甲基吡嗪 − − − 0.54±0.10 4.36±0.99 0.02±0.00 1.90±0.09 1.47±0.22 3.07±1.39
2,6-二乙基吡嗪 − − − − − 0.01±0.00 − − −

2-乙基-5-甲基吡嗪 − − − − 2.08±0.46 0.008±0.00 0.75±0.03 2.15±0.63 1.91±0.85
3-乙基-2,5-甲基

吡嗪 − 0.30±0.04 0.72±0.30 − 2.31±0.46 0.02±0.00 1.80±0.02 5.30±1.06 3.52±1.65

2-乙基-6-甲基吡嗪 − − − − − 0.01±0.00 − − 1.13±0.56
2-乙基-3,5-二甲基

吡嗪 − − − 0.52±0.11 2.72±0.46 − 3.32±0.13 3.52±0.84 6.79±1.46

三甲基吡嗪 − 0.33±0.05 0.80±0.38 4.53±0.97 20.03±4.42 0.09±0.004 28.08±0.82 42.55±8.4 28.53±13.44
2,3,5-三甲基-6-乙

基吡嗪 − − − − − − 3.86±0.14 2.22±0.45 −

甲氧基苯肟 14.02±13.28 − 7.82±3.44 7.16±2.66 60.51±8.26 134.31±0.00 53.25±4.93 77.43±13.93 90.75±46.52
2-肼基-4,6-二甲基

嘧啶 − − − − 0.91±0.13 − − − −

杂环类（16） 14.02±13.28 0.64±0.09 11.48±4.00 24.21±4.92 131.62±18.46 133.70±0.97 136.51±8.46 203.35±17.46 221.93±36.62

含硫化
合物

甲硫醇 − − − − − − − 54.27±5.67 −
3-甲硫基-2-丁酮 − − − − − − − 1.24±0.44 0.61±0.24

二甲基三硫 − − − − − − − 61.69±16.39 6.16±3.12
S-甲基N,N二乙基
二硫代氨基甲酸 − − − − − − − − 1.93±0.95

3-甲基硫代丁酸 S-
甲酯 − − − − − − − − 2.13±0.89

含硫化合物（5） − − − − − − − 126.98±5.70 10.13±5.15

其他

乙酸 − − − 2.77±0.34 − − 5.77±1.35 − 15.2±0.24
2-环氧乙烷羧酸 − 0.58±0.00 − − 1.30±0.29 − − − −

百里香酚 − − − − 318.90±84.66 3.42±0.02 323.22±11.21 − 0.98±0.43
香芹酚 − − − − − − − 1.47±0.12 −

3-甲基-4-异丙基苯
酚 91.14±37.59 94.59±15.68 133.35±20.25 50.21±0.08 − − − − −

对二甲苯 − − − − 1.30±0.30 − 1.12±0.41 2.3±0.68 −
1，3-二甲基苯 − − − − − − 1.06±0.07 1.18±0.18 −

注：“−”表示未检出。
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酮占比最高，2-十一酮的含量随着发酵时间的延长而

升高，与 Zhu等[9] 的结果相反，这可能是由于原料的

差异引起的。

醇类物质是由碳水化合物分解、脂肪氧化、微

生物代谢产生 [22]，从表中可以看出，醇类在 20%-
D12组中含量最高（12.41 ng/g），可能是因为发酵后

期的环境更适合微生物生长代谢，虾壳粉中富含的几

丁质等多糖作为醇类的前体物质，在微生物作用下进

一步分解增加醇类含量。酯类物质通常是由醇和有

机酸的非酶酯化反应或微生物的酶催化反应形成

的[22]，具有良好的风味，在发酵 12 d时种类和含量最

高，添加 20%虾壳粉后酯质含量由 10.24 ng/g升至

71.42 ng/g，这可能与作为酯类前体的醇类物质在添

加虾壳粉后大量生成有关。胺类物质主要由微生物

代谢产生的脱羧酶与相应的氨基酸发生催化反应，使

游离氨基酸脱羧产生[23]。虾酱样品中胺类主要为三

甲胺，三甲胺在 20%-D12组含量最高，为 75.80 ng/g，
这是因为经过烘烤前处理，虾体内的氧化三甲胺在高

温作用下发生非酶分解产生三甲胺[17]，Liang等[24] 同

样在热加工后的对虾中检测出三甲胺。含硫化合物

仅在发酵第 12 d检测到，其中添加 20%虾壳粉组别

中含量最高（126.98 ng/g），含硫化合物是虾酱原料在

嗜盐微生物的作用下，蛋白质降解生成含硫氨基酸经

进一步降解产生[25]，虾壳粉的加入可能为微生物发酵

提供独特的蛋白质底物，可促进含硫化合物的生成。

以上结果表明，虾壳粉的添加可以促进含硫化

合物、胺类、酮类、少部分酯类和大部分杂环类物质

的产生，这可能是因为虾壳粉中含有大量蛋白质、碳

水化合物，在发酵过程中经过微生物蛋白酶的水解，

发生脂质氧化、美拉德等一系列反应，促进相关风味

物质的生成。 

2.2.2   基于 OAV值分析关键风味化合物　一般来

说，OAV值与对样品风味贡献程度成正相关，OAV>
1说明物质对于总体风味有明显贡献，可被认定为关

键风味化合物[26]。根据阈值和含量计算，共确定了

8种 OAV>1的风味物质，如表 3所示。不同样品中

OAV值也存在一定差异，在不添加虾壳粉也不进行

发酵的样品组中并未鉴别出关键风味化合物，说明该

组风味特征不显著；而添加 20%虾壳粉发酵 12 d样

品中关键风味化合物种类最多，包括三甲胺、2-十一

酮、2-癸酮、异戊酸甲酯、甲硫醇、二甲基三硫，说明

虾壳粉的加入能够丰富虾酱的风味。

三甲胺在 8组虾酱样品中都能被检测出来，相

对含量较高，阈值也较低，具有鱼腥味，对风味贡献较

大，可定义为发酵虾酱的关键性风味物质；二甲基三

硫同样具有高含量和低阈值，但仅存在于添加虾壳粉

发酵 12 d的虾酱样品中，为其贡献独特的洋葱蔬菜

气味；甲硫醇只在添加 20%虾壳粉发酵 12 d样品中

检测出来，同样具有较低的阈值，普遍存在于发酵食

品中，为样品组提供独特的大蒜气味；异戊酸甲酯具

有浓郁的果香，存在于发酵 6 d和 12 d的虾酱样品

组中，为虾酱风味改善起到了重要的作用；剩余物质

都具有果香、花香等良好风味，但都具有较高的阈值

导致 OAV值很小，只在发酵后添加 20%虾酱样品

组中可被认定为关键风味化合物。

整体来看，添加虾壳粉后未发酵样品组三甲胺

含量增多，被鉴定为关键风味物质，且含量随虾壳粉

的添加而增多，是海产品的典型风味物质[27]；发酵后

的虾酱关键风味物质种类增加，包括酮类、酯类、杂

环类，其中添加 20%虾壳粉的样品组中酮类酯类等

具有果香等良好特征风味物质含量增加，虾酱风味可

能有所改善。 

2.2.3   基于正交偏最小二乘法分析虾酱中的差异标

志性风味化合物　变量重要性投影（VIP）通常用于

正交偏最小二乘法（Orthogonal Partial least squares
Discriminant Analysis，OPLS-DA）模型中变量重要

程度的评价，VIP值越大，表明该香气物质在虾酱样

品差异分析中越重要[28]。本研究选取检测到的所有

62种挥发性风味物质进行 OPLS-DA分析，得到的

结果如图 2（A）所示，各个组别均无重合，能够较好地

被区分。经过 200次置换检验，如图 2B，因变量拟

合指数（R2y）为 0.999，模型预测指数 Q2 为 0.997，说
明模型不存在过拟合，模型验证有效[29]。

VIP值如图 2（C）所示，共鉴定出 24种关键差异
 

表 3    各样品组中 OAV>1物质

Table 3    Substances with OAV > 1 in each sample group

编号 名称 阈值（μg/kg） 气味描述
OAV值

Non-D0 20%-D0 40%-D0 Non-D6 20%-D6 40%-D6 Non-D12 20%-D12 40%-D12

1 三甲胺 0.20 闻起来像腐烂的鱼、腐烂的鸡蛋 − 40.60 112.75 41.70 150.55 227.35 119.20 379.00 158.05

2 2-辛酮 50.20 果香 − − − 0.05 1.10 − 0.05 0.20 0.63

3 2-十一酮 5.50 果味 − − − − 0.59 − 0.14 1.30 0.41

4 2-癸酮 8.30 橙色花香 − − − − − − − 1.19 −

5 异戊酸甲酯 4.40 浓果香味 − − − 1.08 3.19 0.02 1.55 4.14 6.46

6 2-正戊基呋喃 6.00 果味 − − − − 1.67 − 0.61 − −

7 甲硫醇 0.20 大蒜气味 − − − − − − − 271.35 −

8 二甲基三硫 0.10 硫磺煮熟的洋葱咸味肉味 − − − − − − − 616.90 61.60

注：“−”表示未检出，气味阈值和描述[9]主要来源的在线数据库http://www.odour.org.uk/，http://www.flavornet.org/, https://www.chemicalbook.com/
ProductIndex.aspx。
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风味化合物（VIP≥1，P<0.05），结合 OAV值进行分

析，最终筛选出 3种物质（2-癸酮、甲硫醇、二甲基三

硫），可作为区分不同虾壳粉添加量和不同发酵时间

差异的标志性风味化合物。Gao等[30] 在研究“晒夜

露”对虾酱发酵风味的影响时将 2-癸酮和二甲基三

硫列为关键风味化合物，表明其对风味贡献明显，可

以作为不同组别样品中的差异物质。Deng等[31] 有

关虾酱的研究中也将二甲基三硫列为风味标志物。

结合表 2可以看出，2-癸酮和甲硫醇仅在添加 20%

虾壳粉发酵 12 d虾酱中含量丰富，可以作为该组样

品区别于其他组别差异的标志性风味化合物；二甲基

三硫存在于添加虾壳粉发酵 12 d的组别中，但在

20%虾壳粉添加量组别中的含量远远大于添加 40%

虾壳粉的组别，可以作为区别添加虾壳粉虾酱的不同

发酵时间、发酵 12 d虾酱添加不同量虾壳粉差异的

标志性风味化合物。 

2.3　微生物结果分析

微生物在虾酱的发酵中起着重要的作用，上述

风味物质的积累也离不开微生物的作用。采用 16S

rRNA测序对 27个样品的细菌多样性和动态演序进

行了检测。图 3的稀释曲线和 Shannon曲线表明，

虾酱样品测序数据合理，测序结果真实有效。 

2.3.1   Alpha多样性分析　Alpha多样性主要是分

析样品中微生物群落的多样性和丰度，包括 Ace、

Chao和 Shannon等数据[32]，通常指数越大，说明样

品中的物种越丰富[33]。Coverage反映测序深度是否

能覆盖整个微生物群落，是否能代表样本中所有微生

物的真实情况。由表 4中可以看到，所有样品的覆

盖率都到达 0.99，可证明测序的可靠性[34]。如表 4

所示，样品的 Ace、Chao和 Shannon指数结果表明

发酵后微生物丰度显著升高，添加虾壳粉后微生物丰

度显著下降（P<0.05）；推测可能是因为发酵后的条件

更适合微生物生长，使微生物大量繁殖，丰富度多样

性迅速升高；添加虾壳粉后，带来甲壳素等具有抗氧

化性的物质，对某些微生物产生抑制[35]，不利于微生

物繁殖生存。 

2.3.2   虾酱样品微生物菌群的群落组成　在门水平

上，未经发酵的虾酱均鉴定出五个主要细菌门，其中

不添加虾壳粉的样品中的第一优势菌门为厚壁菌门

（Firmicutes），其次是拟杆菌门（Bacteroidota）、变形

菌门（Proteobacteria）、奇异球菌门（Deinococcota）以

及放线菌门（Actinobacteriota），先前有研究证明熟制

小龙虾的核心菌群有变形菌门、拟杆菌门和厚壁菌

门[36]。随着虾壳粉的加入，第一优势菌门转变为拟杆

菌门，变形菌门、奇异球菌门以及放线菌门的数量也

逐渐增加，这可能是因为虾壳粉富含某些特异营养物

质，能够被拟杆菌门和变形菌门中的一些细菌利用，

加速其生长繁殖，导致原来的优势菌种失去竞争力。
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在门水平上，虾壳粉的添加对发酵后虾酱的菌

门种类影响不大，优势菌门趋于统一，为厚壁菌门，

与 Li等[2] 的研究结果类似，可能是因为发酵过程中

pH及温度发生变化，而厚壁菌门具有较高环境适应

性[37]，同时小龙虾本身也含有丰富的厚壁菌门细菌[38]，

相较于其他微生物，该类微生物能够更好地适应发酵

环境与底物，有利于后期演变为优势菌群。在虾酱的

发酵过程中，特别是在中后期（6~12 d），微生物的群

落多样性明显减少。发酵的微生态结构由多种微生

物共同存在逐渐演变为以厚壁菌门为主导的单一发

酵模式。

在属水平上，未发酵不添加虾壳粉的虾酱中检

测出来 10个主要细菌属，相对丰度小于 1%的属均

为其他属。结果表明，发酵后的虾酱以海洋芽孢杆菌

属（Oceanobacillus）为主，说明发酵后的环境适合该

细菌生长，研究表明虾酱发酵后会产生生物胺等碱类

物质[4]，使 pH有所上升，此时的发酵体系处于适合海

洋芽孢杆菌属（Oceanobacillus）生长的弱碱性环

境[39]。同一发酵时间内添加虾壳粉后，海洋芽孢

杆菌属（Oceanobacillus）、枝芽孢杆菌属（Virgiba-
cillus）丰度总体趋势呈现上升态势，Udomsil等[40] 发

现枝芽孢杆菌属（Virgibacillus）能在高盐的环境中产

生蛋白酶，对鱼露的整体风味产生影响；而巨球菌

（Macrococcus）和芽孢杆菌（Bacillus）丰度呈现下降

趋势，可能是因为虾壳粉对这两种菌属有抑制作用。

Soonwooa 仅在未发酵的组别中检出，说明发酵后的

环境可能不适合其生长；樱桃样芽胞杆菌属（Cer-
asibacillus）仅在发酵 12 d，添加 20%虾壳粉的虾酱

样品检出。 

2.4　风味-微生物相关性分析

Spearman相关性一般用来做微生物菌落与风味

物质间相关性的初步分析[41]，利用 Spearman相关

系数分析了 9种处理组中的 29种重要风味物质

（OAV>1，VIP值>1）与 10类微生物属间的互作关

系，发现大部分菌属和挥发性物质之间存在一定程度

的相关性。共发现 30对风味-微生物之间显著相关
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图 3    各样品组微生物的 Shannon曲线（A）和稀释曲线（B）、在门（C）和属（D）水平上的相对丰度

Fig.3    Shannon curve (A) and dilution curve (B), relative abundance of microorganisms at phylum (C) and genus (D) levels
in each sample group

 

表 4    Alpha多样性指数

Table 4    Alpha diversity index

样品 Ace Chao Shannon 覆盖率

Non-D0 358.04±34.06b 359.68±26.72b 3.07±0.78b 0.99
20%-D0 32.34±2.46c 32.44±3.10d 1.64±0.04c 0.99
40%-D0 32.5±2.19c 31.44±1.90d 1.48±0.04c 0.99
Non-D6 441.38±53.79a 434.24±47.25a 3.76±0.02a 0.99
20%-D6 59.95±2.37c 58.6±1.90cd 1.42±0.15c 0.99
40%-D6 69.85±8.18c 74.39±19.06c 1.67±0.01c 0.99
Non-D12 437.63±15.73a 433.15±13.71a 3.85±0.03a 0.99
20%-D12 68.09±6.21c 64.39±15.66cd 0.55±0.24d 0.99
40%-D12 59.81±9.28c 55.4±4.98cd 1.55±0.08c 0.99

注：同列同一天数不同样品中不同字母表示样品组间存在显著性差异
（P<0.05）。
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（|Spearman|>0.67且 P<0.05），其中共有 13对正相关，

17对负相关。

枝芽孢杆菌属（Virgibacillus）仅存在于添加虾壳

粉的样品中，在样品中的相对丰度虽然很低（最高为

14%），但其与多种风味物质呈显著正相关，包括二甲

基三硫、异戊酸甲酯、三甲胺、2-十一酮、2-辛酮，说

明该种细菌属可代谢产生许多重要风味物质，对虾酱

风味贡献很大，Yu等[42] 也在虾酱中分离出枝芽孢杆

菌属（Virgibacillus），并将其作为发酵剂，应用到虾酱

发酵提高其感官和风味，在马冰涛等[43] 的研究中也

认定该种菌属对于发酵制品风味贡献较大，以上研究

表明虾壳粉可能作为发酵剂来丰富虾酱等发酵制品

的风味；樱桃样芽胞杆菌属（Cerasibacillus）、芽孢杆

菌属（Bacillus）、巨球菌属（Macrococcus）、海洋芽孢

杆菌属（Oceanobacillus）在样品中相对丰度较高，同

时也与多种风味物质呈显著正相关；而微小杆菌属

（Exiguobacterium）、不动杆菌属（Acinetobacter）、栖

水菌属（Enhydrobacter）都与多种风味物质呈现显著

负相关，但相对丰度有高有低。以上结果表明，微生

物在样品中的相对丰度高低并不能代表其对样品风

味的贡献程度[44]。

由图 4可知，异戊醇和 2-丁烯酸甲酯与巨球菌

属、芽孢杆菌属呈显著正相关（P<0.05），与樱桃样芽

胞杆菌属、枝芽孢杆菌属呈显著负相关（P<0.05）；二
甲基三硫与樱桃样芽胞杆菌属、枝芽孢杆菌属呈显

著正相关（P<0.05），二甲基三硫可能来源于含硫氨基

酸、蛋白质代谢、酵母自溶[45]，说明虾壳粉中可能含

有含硫氨基酸，在合适的发酵环境中被特定微生物代

谢产生二甲基三硫，枝芽孢杆菌属中的某些微生物可

以在含硫环境中生存，因此可推测其可能为产生二甲

基三硫的特定微生物；三甲胺与 Soonwooa、不动杆

菌属呈显著负相关（P<0.05），Che等[46] 有关发酵对

虾酱的研究中发现三甲胺与盐微生物、四小球菌和

乳杆菌呈负相关；可能是由于底物的不同、发酵环境

的不同导致微生物属种类不同；甲硫醇与各微生物间

均不存在显著相关性。 

3　结论
本实验研究了添加不同量虾壳粉的小龙虾酱在

发酵不同时间挥发性物质和微生物菌群的动态变

化。共检测出 62种风味化合物，添加虾壳粉后的组

别挥发性物质种类与含量明显增多，在添加 20%虾

壳粉的样品中增加尤为明显，主要为含硫化合物、胺

类、酮类以及杂环类物质。共筛选出 8种关键风味

化合物及 24种关键差异风味化合物，将这两种风味

化合物进行对比，筛选出 3种风味化合物（2-癸酮、

甲硫醇、二甲基三硫）可作为不同虾壳粉添加量和不

同发酵时间差异的标志性风味化合物。结合 16S
rRNA测序分析发现厚壁菌门为发酵后虾酱的优势

菌门，虾壳粉的添加可以提高发酵组别微生物属的多

样性。将关键风味化合物和关键差异风味化合物共

29种风味物质与相对丰度前 10的微生物属进行相

关性分析，共发现 30对风味-微生物之间显著相关

（ |Spearman|>0.67且 P<0.05），其中共有 13对正相

关，17对负相关。枝芽孢杆菌属（Virgibacillus）仅存

在于添加虾壳粉的样品中，与多种风味化合物呈显著

正相关，确定为对风味贡献最大的微生物属。本研究

表明虾壳粉的加入有利于枝芽孢杆菌属（Virgiba-
cillus）的生长，进而增加挥发性物质种类与含量，最

终丰富虾酱的风味。研究结果可为今后虾酱发酵剂

的选择以及小龙虾副产品的加工提供新思路及参

考。未来的研究将聚焦于分离核心菌群，进一步分析

评估其安全性和发酵性能。

© The Author(s)  2025.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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