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微生物对不同产地驴皮腐败变质的影响*
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摘要 目的　驴皮保藏过程中的品质稳定性直接决定阿胶的药效与安全性。本研究聚焦于微生物群落结构的动态演变，旨

在阐明微生物种群差异对驴皮胶原结构及关键生化成分的降解规律，为构建基于微生物调控的针对性保藏策略提供理论支

撑。方法　本研究选取了4种不同地区的驴皮，通过微生物老化加速实验，模拟驴皮腐败变质的过程。采用高通量测序技

术解析微生物群落组成，利用扫描电子显微镜和压汞仪分析其微观结构，同时测定油脂、蛋白质及糖分等主要成分含量。

结果　老化 96 h后，非洲驴皮（Africa donkeys hides，ADH）的胶原纤维结构出现明显降解与塌陷，新疆驴皮（Xinjiang 

donkeys hides，XDH） 次之；秘鲁驴皮 （Peru donkeys hides，PDH） 与东阿黑毛驴驴皮 （Dong’e black donkeys hides，

DDH）的微观结构则保持相对完整。4种驴皮的油脂与蛋白质含量均下降，ADH与XDH的胶原蛋白降解最为严重，PDH老

化液中可溶性总糖和ADH老化液中羟脯氨酸含量大幅度上升。宏基因组学分析显示，老化96 h后，ADH、PDH和XDH中

广古菌门相对丰度分别从97.73%、93.19%和30.1%急剧下降至1.43%、0.79%和0.02%；而厚壁菌门丰度均显著上升，尤其

是在ADH中高达93%。此外，PDH中假单胞菌门的丰度由0.10%增至87.84%，这表明厚壁菌门和假单胞菌门可能是加剧驴

皮腐败变质的关键因素。与其他三种驴皮不同，DDH的优势菌则由假单胞菌门演变为拟杆菌门。结论　不同地区驴皮在微

生物老化过程中，存在差异化的结构降解与营养利用模式。驴皮的腐败变质与其特定微生物群落的演替密切相关。因此，

通过精准调控环境因子以抑制厚壁菌门等有害菌群，针对驴皮的地域来源制定差异化的防腐策略，有望显著提升其保藏   

质量。
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动物皮作为制革、食品和药品加工行业的重要

基础原料，其品质是保障后续加工顺利进行与终端

产品优质可靠的根本前提［1-3］。动物皮的主要成分

为胶原蛋白、脂肪和水分，脱离生物体后极易受微

生物侵染。这些微生物分泌蛋白酶等水解酶类，导

致胶原网络结构降解及生化成分改变，最终严重影

响原料皮的工业品质与价值［4-5］。驴皮作为一种具

有特殊药用价值的原料皮，其保藏要求远高于普通

工业用皮［6］。据《中国药典》规定，驴皮为制备

传统名贵中药阿胶的唯一合法原料，其胶原蛋白的

三维结构、分子完整性及超微构造直接影响了阿胶

的药理功效与产品质量［7-8］。这一生物特异性对保

藏技术提出了更高要求，需同时兼顾有效抑菌与成

分保护的双重目标。

不同地区环境中的微生物群落结构存在显著的

地域性差异［9-10］。动物皮作为天然的胶原基材料，

是细菌、霉菌等微生物生长的理想介质［11］。因此，

在保藏过程中，动物皮中不同群落结构也会导致不

同的微生物老化机制［12］。Orlita等［13］综述了皮革

制备过程中因微生物老化引发的各类损害，并指出

了损害类型与特定微生物种类密切相关。例如，嗜

盐细菌的代谢产物会导致色素沉积，形成红色或紫

色斑点；芽孢杆菌与假单胞菌可引起皮革表面腐烂

甚至形成孔洞；而某些霉菌则会在皮革干燥过程中
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生长，则会导致绿色、棕色和灰色斑点的形成。

然而，目前研究主要集中在活体驴皮肤微生物

和已鞣制成品皮革的微生物上，关于驴皮保藏过程

中微生物群落的构成与动态变化规律仍缺乏系统性

研究，特别是微生物群落组成、丰度动态及功能基

因特征等对胶原结构的影响机制尚未明确。随着分

子生物学和基因组学技术的迅猛发展，高通量测序

技术已成为解析复杂微生物群落结构及功能的重要

工具［14-15］。该技术无需对微生物进行分离培养，可

直接从环境样本中提取总DNA，通过宏基因组学

测序策略，深入解析微生物群落组成、多样性、演

化关系及功能预测。目前，高通量测序已被广泛应

用于各类环境样本（如土壤、水体、肠道）中的微

生物群落研究，展现出卓越的分辨率和广泛的应用

前景［16-17］。

本研究综合运用高通量测序与生物信息学方

法，采用模拟老化加速实验对来自4种不同产地驴

皮在微生物老化过程中的群落结构、丰度演变与功

能预测进行了解析，并结合扫描电子显微镜、压汞

法、组织学等微观结构表征技术，以及 3，5-二硝

基水杨酸显色法、对二甲氨基苯甲醛显色法等生化

成分分析方法，系统探究微生物老化对不同地区驴

皮腐败变质程度的影响。未来将进一步通过模拟与

实际相结合，建立快速、高效、专业化的保藏状态

结果表征体系，为开发更具代表性、针对性的原皮

保藏技术提供科学依据。

1　材料与方法

1.1　主要材料和试剂

东 阿 黑 毛 驴 驴 皮 （Dong’ e black donkeys 

hides，DDH），新疆驴皮（Xinjiang donkeys hides，

XDH），秘鲁驴皮（Peru donkeys hides，PDH），非

洲驴皮 （Africa donkeys hides，ADH），东阿阿胶

股份有限公司。10%中性甲醛溶液，苏木素染液，

伊红染液，北京索莱宝科技有限公司； 3M 

Petrifilm 6406菌落总数测试片，上海明尼苏达矿业

制造公司；氯化钠，二氯甲烷，成都市科隆化学品

有限公司；其他用于分析的试剂均为分析纯。

1.2　模拟微生物老化实验

DDH、XDH、PDH和ADH驴皮样品均为已存

放时间为 3 个月左右的盐干驴皮，水分活度均在

0.63~0.69，存储条件均为阴凉通风环境下自然存

放。选取 4 种盐干驴皮 （DDH、 XDH、 PDH、

ADH）臀部区域相同规格的小块3份（每种驴皮每

份25 g）。将盐干驴皮剪成1 cm×1 cm小块放入500 

ml锥形瓶中，加入 225 ml 无菌生理盐水，在恒温

振荡摇床中37℃条件下分别进行老化96 h。取老化

0~96 h后的皮块及老化液，用于驴皮胶原微观结构

表征、组织学观察、化学成分测定，以及微生物的

数量和生物多样性分析。

1.3　驴皮结构表征

1.3.1　微观结构表征

采用扫描电镜 （scanning electron microscope，

SEM）和压汞仪表征4种不同地区驴皮的微观结构

变化，以考察微生物老化对胶原纤维三维网络结构

的影响。SEM分析：将皮试样用裁刀裁剪后，粘

至试样台上喷金，观察驴皮试样的横截面形貌。压

汞仪分析：将干燥样品置于膨胀计，抽真空后注入

汞 ， 依 据 Washburn 方 程 计 算 孔 径 分 布 及 孔

隙率［18］。

1.3.2　组织学观察

通过组织切片染色对老化 0 h、48 h和 96 h的

驴皮进行组织学观察。将不同品种驴皮样品在10%

中性甲醛溶液中固定48 h。流水冲洗后，采用冷冻

切片机（CM1950，徕卡，德国）切取驴皮，得到

厚度为20 μm的纵切面切片。室温下干燥24 h，将

切片用苏木素和伊红（HE）染色 ［19］。运用生物显

微镜（DMi8，徕卡，德国）观察驴皮表皮、毛囊

和胶原纤维结构。

1.4　驴皮化学成分的测定

取1 cm×1 cm干燥后的老化前后的驴皮，经傅

里 叶 红 外 光 谱 仪 （Fourier transform infrared 

spectrometer， FTIR） 扫 描 （扫 描 范 围 ： 4 000 

cm–1~300 cm–1），得到相应的红外光谱图。将25 g

驴皮剪成 0.5 cm×0.5 cm的小颗粒置于烘箱中，采

用直接干燥法测定其水分含量［20］。取5 g干燥后的

皮样于干滤纸筒内，放入抽提管中，采用索氏抽提

法测定驴皮中油脂含量［21］。将微生物老化液离心

取上清液，用 6 mol/L的盐酸溶液水解，分别采用

3，5-二硝基水杨酸法显色法和对二甲氨基苯甲醛

显色法测定溶液中可溶性总糖和羟脯氨酸含

量［22-23］。取10 mg干燥后的皮样，采用有机元素分

析仪测试样品中氮（nitrogen，N）含量，经氮含

量与蛋白质含量换算（换算系数6.25）［24］，得到驴

皮中蛋白质含量。

1.5　微生物数量的测定

微生物数量采用菌落总数测定法进行分析［25］。

取 0 h、48 h和 96 h的老化液，进行梯度稀释，均
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匀平铺在菌落总数测试片上，在（37±1）℃恒温

培养箱中培养 48 h 后，计算每克驴皮中的菌落

总数。

1.6　驴皮微生物多样性分析

采用四层无菌纱布过滤老化液，将滤液离心得

到菌体。将菌体迅速放入液氮冷冻，并在–80℃

保存。利用Mag-Bind® Soil DNA Kit （Omega Bio-

tek，美国） 试剂盒进行样品 DNA 抽提。通过

Covaris M220 （基因公司，中国）将DNA片段化，

筛选约 350 bp 的片段，用于构建 PE 文库。采用

Illumina NovaSeq™ X Plus （Illumina，美国） 测序

平台进行宏基因组测序。使用软件 MEGAHIT

（version 1.1.2）对优化序列进行拼接组装。DNA提

取和高通量测序工作由上海美吉生物科技有限公司

完成。

运 用 SOAPaligner 软 件 （version soap2.21 

release），分别将每个样品的高质量 reads与非冗余

基因集进行比对（95% identity），统计基因在对应

样品中的丰度信息，计算样品的 Chao1 指数和

Shannon指数。通过ANOSIM法对微生物群落组成

进行主成分分析 （principal component analysis，

PCA） 以可视化样本之间的差异。采用 Diamond

（version 2.0.13）将非冗余基因集的氨基酸序列与

KEGG 数据库进行比对获得基因对应的 KEGG

功能。

1.7　统计学分析

采用Origin Pro 2021 （OriginLab，美国）进行

统计分析。每个实验均进行了3次重复，结果以平

均值±标准差的形式表示。

2　结果与讨论

2.1　驴皮结构分析

非洲、新疆、秘鲁和东阿是覆盖全球主要产区

和贸易来源的地区［26］，饲养方式、品种存在巨大

差异，因此选取这4个地区的驴皮作为代表性的研

究对象，以考察微生物对不同产地驴皮腐败变质的

影响。采用微生物老化加速实验，模拟驴皮的腐败

变质过程（图1a）。未老化（0 h）的DDH、XDH、

PDH和ADH 4种驴皮截面，均观察到清晰的胶原

纤维结构（图1b）。胶原纤维是动物皮中的主要成

分，由直径为 100 nm的胶原原纤维组成，以直径

范围为 0.5~20 μm 的束状形式紧密排列［27］。老化

96 h后，DDH的纤维结构基本保持完整；XDH与

PDH则出现明显的胶原纤维粘连现象；而ADH的

胶原结构受损严重，已难以辨识其纤维形态，从数

码照片中可以看出，胶原纤维肉眼可见几乎完全降

解。可见，微生物老化会破坏胶原纤维的结构，且

该破坏作用具有明显的地域性特征。

动物皮作为一种天然的多孔材料，纳米级的胶

原纤维间隙到微米级的纤维束间孔隙，共同构成了

其三维网络结构［27］。4种驴皮在老化前孔隙率均较

低（图1c），表明其纤维结构较为致密，保存状态

良好。在老化过程中，DDH、XDH、PDH和ADH

的孔隙率分别从27.9%、15.7%、30.3%和46.2%增

加至 36.5%、52.6%、42.8%和 57.7%。这可能是微

生物老化作用破坏了原本紧密的纤维结构，具体表

现为大、中孔径所占比例大幅提升 （图 1d）。其

中，DDH 各组分变化幅度较小；PDH 次之，大、

中孔径比例略有上升；而XDH与ADH大、中孔径

比例明显增加。这进一步表明，不同来源驴皮的胶

原纤维降解存在明显差异，ADH更容易受到微生

物破坏，而DDH能较好地保持胶原纤维结构。

组织学观察是一种研究材料微观结构（如胶原

纤维等组分）的空间分布与形态学特征的常见方

法［28］。初始状态下，DDH 与 XDH 的胶原纤维结

构致密、排列均匀分散，PDH胶原纤维分布较为

紧密，而ADH的纤维则相对粗大（图2）。老化48 

h后，四种驴皮的表皮和毛囊均开始逐渐脱落。当

时间延长至96 h，驴皮的表皮层出现较大程度的分

离，大部分胶原纤维出现团聚现象，XDH和ADH

的变化最为明显，且ADH出现胶原纤维结构的明

显降解与严重塌陷，表明其耐微生物老化性能最

弱，此结果与SEM的结果一致。

2.2　驴皮成分分析

2.2.1　化学官能团组成

FTIR技术是一种基于分子官能团对红外光的

特征吸收，从而对材料化学结构进行定性分析的常

用方法［29-30］。图3a~d分别为DDH、XDH、PDH和

ADH在微生物老化前后的 FTIR谱图。老化前（0 

h），皮胶原蛋白的C‒O伸缩振动带和‒NH2的弯曲

振动带分别出现在 1 638~1 633 cm–¹和 1 547 cm–¹

处。这是胶原蛋白中酰胺键酰胺 I带和酰胺 II带的

特征吸收频带［31］。经96 h老化，XDH酰胺带相对

强度较弱，ADH未见胶原酰胺 I带，可能是胶原含

量较低的缘故。这进一步证明，XDH和ADH微生

物老化后胶原蛋白降解较为严重，相比之下，

DDH和PDH胶原结构保持较为完整。此外，2 950 

cm–¹与2 850 cm–¹处的吸收峰归属于脂质中C‒H的
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伸缩振动，1 744 cm–¹处的吸收峰则对应于酯键C=

O的伸缩振动。老化后，4种驴皮中代表脂肪含量

的特征吸收峰（C‒H与C=O）的相对强度的降低，

表明其脂质含量减少。

2.2.2　化学成分分析

4种驴皮在微生物老化过程中其化学成分的变

化如图4所示。初始状态下，驴皮的水分含量介于

30%至40%之间（图4a）。在老化过程中，驴皮的

水分含量大都呈现先上升后趋于稳定的趋势，老化

Fig. 1　Effects of microbial aging process on the composition of morphologies and structure of different donkey hides
 （a）  Schematic diagram of the experiment process for simulating microbial aging. （b）  Digital photographs and SEM images of hides including 

DDH XDH， PDH， and ADH at microbial aging 0 h and 96 h. （c， d）  Porosity and pore diameter distribution of hides before and after 

microbial aging， respectively. DDH/XDH/PDH/ADH_0 and DDH/XDH/PDH/ADH_96 represent 4 types of donkey hides after 0 h and 96 h of 

microbial aging， respectively. dV/d （logD）  represents the mercury volume increase per unit mass for a unit increase in the logarithm of applied 

pressure. A higher value indicates more pores in the corresponding aperture （or aperture segment）  and a more developed， concentrated pore 

structure.
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Fig. 3　FTIR spectra of donkey hides before and after microbial aging
 （a–d）  FTIR spectra of DDH， XDH， PDH， and ADH at 0 and 96 h of microbial aging， respectively.

Fig. 2　HE stained longitudinal sections of hides at different microbial aging time （scale bar=200 μm）
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48 h后，水分含量达到65.1%~68.9%，这是由于驴

皮在生理盐水中会持续吸收环境中的水分。值得注

意 的 是 ， ADH 在 老 化 至 96 h 后 的 水 分 含 量

（86.4%）较 48 h 仍有明显上升，这可能源于其三

维网络结构已严重受损，从而引发了进一步的吸水

溶胀。此外，驴皮的初始油脂含量为6%~12%，老

化后 4 种驴皮油脂含量均有一定程度的降低（图

4b），表明油脂被微生物消耗利用。其中，ADH油

脂几乎被全部消耗，老化 96 h后未测出油脂成分。

动物皮中不仅含有水分、油脂等物质，还含有胶原

蛋白和糖类物质。其中，动物皮中的糖类常与蛋白

质结合形成蛋白质-多糖复合物［32］。进一步地，测

试了老化溶液中可溶性总糖的含量。随着老化时间

的延长，老化液中可溶性总糖含量也逐渐增加，其

中PDH增加最为明显，96 h时达到了0.52 g/L （图

4c）。这表明在微生物的作用下，驴皮中的蛋白质-

多糖复合物发生降解，导致糖类被释放并溶入老化

液中。

基于驴皮N含量测定结果，计算出其初始蛋白

质含量约占干皮重量 90%，其中DDH蛋白质含量

最高达到93.9%（图4d）。在微生物老化过程中，4

种驴皮的蛋白质含量均出现下降，但降解程度存在

差异。ADH的损失最为严重，老化 96 h后仅剩下

24%左右，而DDH的蛋白质保存最为完好，仍高

达 91.4%。 羟 脯 氨 酸 是 胶 原 蛋 白 的 特 征 氨 基

酸 ［33-34］。在胶原蛋白三螺旋结构中，羟脯氨酸通

过其羟基形成额外的氢键网络，对维持胶原蛋白的

结构至关重要 ［35］。引起驴皮腐败的微生物（如假

单胞菌、拟杆菌等）能够分泌一系列细胞外蛋白酶

和肽酶，这些酶能特异性切割胶原蛋白的三螺旋结

构，将其逐步水解为可溶性的多肽和游离氨基酸，

从而导致羟脯氨酸在老化液中积累。4种驴皮老化

液在 48 h的羟脯氨酸含量的差异不大，约为 5~10 

mg/L （图 4e）。当时间延长至 96 h 时，XDH 和

ADH则增加至 48 h的 92倍和 168倍。可见，检测

老化溶液中的羟脯氨酸含量可以反映胶原蛋白的腐

败变质程度。此外，在老化过程中，4种驴皮老化

液的 pH值均升高至碱性，这可能是因为微生物利

用氮源营养，将皮胶原分解为胺类物质或氨基酸释

放出NH4
+等 ［36］，使得 pH值上升（图 4f）。以上结

果表明，驴皮的地域性差异显著影响了其在微生物

老化过程中的降解路径与程度。这可能是不同来源

Fig. 4　Effects of microbial aging process on the chemical constituents of different donkey hides
 （a， b）  Moisture and fat content of hides at different microbial aging time， respectively. （c）  Total sugar content of hides aging solutions at 

different microbial aging time. （d）  Protein content of hides at different microbial aging times. （e）  Hydroxyproline content in hides aging 

solutions at different microbial aging time. （f）  The change in pH value in hides aging solutions at different microbial aging time.
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驴皮的初始化学组成与微生物群落存在显著地域性

差异，导致微生物群落可利用的主要营养物质及代

谢路径产生偏好性，最终表现为差异化的降解模式

与程度。

2.3　菌落总数

动物皮腐败变质的主要原因是微生物分泌的各

种胞外酶降解胶原蛋白与脂质，破坏三维结构 ［37］。

因此，进一步监测了菌落总数随时间的变化规律，

如图 5a所示。在本研究的加速老化体系中，驴皮

是微生物生长的唯一营养来源。测定老化液中的微

生物数量变化，能够有效地反映驴皮-老化液整个

体系中微生物活性的总体水平。通过测定老化液，

是一种可靠且可重复的间接监测手段，已被广泛应

用于类似生物降解过程的研究中［38］。微生物老化

前，DDH的菌落总数较高，约为 5×105 CFU/g。微

生物老化48 h后，驴皮老化液中的菌落总数均迅速

增加超过 4 个数量级，分别达到 6.8×109 CFU/g、

1.1×1010 CFU/g、8.2×109 CFU/g 和 6.0×109 CFU/g。

96 h后，XDH、PDH和ADH老化液中菌落总数有

一定程度的降低，这可能是营养物质消耗殆尽，有

毒代谢产物不断积累的结果。总体而言，微生物老

化过程中菌落总数增加数量： ADH > PDH > 

XDH > DDH。

2.4　驴皮微生物多样性分析

2.4.1　驴皮微生物群落结构变化

高通量测序技术是当前解析微生物多样性的常

用手段之一。黄怡等 ［14］采用该技术对窖泥微生物

群落进行分析，发现其中细菌群落的丰富度与多样

性均显著高于真菌，并鉴定出 15 个优势细菌属。

在驴皮加速老化实验中，PCA 分析发现，不同地

区驴皮样品呈现出明显的组间分离与组内聚集模

式，表明地域来源是导致驴皮微生物群落组成差异

的主要因素（图 5b）。此外，老化前（0 h） 4种驴

皮样本和老化后（96 h） 4种驴皮样本有明显的聚

类现象。图 5c，d中的维恩图显示，4种驴皮老化

前和老化后共有或独有的操作分类单元数量均发生

变化，这说明驴皮微生物在老化过程中，其群落结

构发生了演替。Chao1指数和Shannon指数分别衡

量物种丰富度和物种多样性的常用指标 ［14］。微生

物老化后，DDH、PDH和ADH的 chao1指数则出

现明显下降（图5e）。这一差异可能源于老化过程

中微生物对皮内营养物质（如蛋白质和脂质）的迅

速消耗，促使具有蛋白水解能力的菌群等快速增殖

成为优势类群，竞争性抑制其他微生物的生长，导

致群落丰富度降低。与丰富度变化趋势不同，

Shannon指数在微生物老化后均有一定程度的增加

（图5f）。其原因可能在于，老化过程作为一种强烈

的环境筛选压力，使部分耐受性微生物（如耐盐类

群）得以富集。这些适应高盐环境的菌群在老化后

大量生长，提高了群落内物种分布的均匀性。

4种驴皮老化前后的微生物群落，在门水平上

的相对丰度均具有明显差异（图5g）。ADH、PDH

和 XDH 老化后，广古菌门 （Euryarchaeota）的相

对丰度分别从 93.19%、97.73% 和 30.08% 降低至

0.79%、1.43%和0.02%。宏基因组学分析揭示该类

群具有更加适应高盐高温环境特征［39］。然而，厚

壁菌门 （Bacillota） 在 ADH、PDH、和 XDH 中丰

度大大增加，由1.21%、0.74%和28.95%分别增加

至 92.75%、10.12% 和 68.99%。Moraga 等［40］研究

发现该菌门能分泌活性很强的蛋白酶、脂肪酶、淀

粉酶等水解酶类。事实上，厚壁菌门中的短小芽孢

杆菌（Bacillus pumilus）不仅能利用胶原水解物作

为碳源和氮源用于细胞生长繁殖，还可将其用于碱

性蛋白酶的生产［41］。此外，PDH中的假单胞菌门

（Pseudomonadota） 的相对丰度从 0.10% 急剧上升

至老化后的 87.84%，表明PDH的优势菌群已由广

古菌门转变为假单胞菌门。PDH的假单胞菌门中

相对丰度排名前三的属分别是 Modicisalibacter、

Chromohalobacter 和 Lysobacter，其相对丰度分别

为 20.71%、9.62%和 5.34%。事实上，假单胞菌门

具有多样的代谢功能，可利用多种碳源进行生

长［42］。可见，厚壁菌门和假单胞菌门微生物可能

是导致这 3种驴皮胶原蛋白降解流失的主要原因。

值得注意的是，与其他 3 种驴皮不同，DDH 的优

势 菌 群 则 由 假 单 胞 菌 门 演 变 为 拟 杆 菌 门

（Bacteroidota）， 后 者 的 丰 度 从 0.13% 增 加 至

44.22%。该菌门能够通过VI型分泌系统抑制其他

微生物，以获得生态竞争优势［43］。可见，优势菌

群的更替，尤其是拟杆菌门微生物的显著富集，可

能是减缓DDH腐败的主要原因之一。DDH所表现

出的独特微生物演替和更好的结构稳定性，很可能

是其固有的理化特性与微生物群落之间综合作用的

结果。
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2.4.2　驴皮微生物群落KEGG功能注释分析

基于 KEGG 数据库的功能注释分析，发现

DDH_0 涉 及 环 境 信 息 处 理 （environmental 

information processing）、遗传信息处理 （genetic 

information processing） 和 细 胞 过 程 （cellular 

processes）相关通路基因的相对丰度高于另外 3种

驴皮（图6a）。而XDH_96、PDH_96和ADH_96相

关通路的丰度明显增加，并高于DDH_96。这表明

环境和遗传因素可能是驱动驴皮老化过程中微生物

的群落演变的主要动力。为深入解析微生物群落代

谢的差异性，进一步比较了其脂质与关键氨基酸的

代谢功能。在老化后，4种驴皮微生物的脂质代谢

功能均发生了明显改变（图6b），这表明脂质是微

生物代谢利用的营养物质之一。ADH_0 和 ADH_

96 中涉及脂肪酸合成 （fatty acid biosynthesis） 通

路基因的相对丰度低于其他驴皮。可见，在老化过

程中ADH的脂质消耗最彻底，此结果与脂质成分

测定结果相符。胶原蛋白富含甘氨酸、脯氨酸和丙

氨酸［44］。因此，对比了 DDH 和 ADH 在老化前后

的氨基酸代谢通路（图 6c，d）。在甘氨酸、丝氨

酸和苏氨酸代谢 （glycine， serine and threonine 

metabolism）， 以 及 氨 基 酸 的 生 物 合 成

（biosynthesis of amino acids）等关键通路上，两者

的基因相对丰度存在显著差异，说明DDH和ADH

的微生物群落具有不同的氨基酸代谢模式。这进一

步表明，不同地区驴皮微生物在老化过程中，降解

和利用胶原蛋白的方式具有特异性。

Fig. 5　Effects of microbial aging process on the composition of microbial communities of the donkey hides
 （a）  The total number of microorganism colonies during the aging process. （b）  Principal component analysis of microbial communities on hides 

at microbial aging 0 h and 96 h. （c， d）  Venn assay shows the changes of mutual operational taxonomic units from microbial community on hides 

in aging process. （e， f）  Chao1 and Shannon indexes of microorganism of hides at microbial aging 0 h and 96 h， respectively. （g）  The relative 

abundance of microorganisms at phylum level in donkey hides at microbial aging 0 h and 96 h. DDH/XDH/PDH/ADH_0 and DDH/XDH/PDH/ADH_

96 represent 4 types of donkey hides after 0 h and 96 h of microbial aging， respectively.
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3　结 论

在老化过程中，不同来源驴皮的胶原纤维降解

程度存在明显差异，ADH胶原结构更容易受到微

生物破坏，而 DDH 则较好地保持胶原纤维结构，

显示出优良的抗老化性能。油脂与蛋白质是微生物

生长繁殖的主要营养物质。厚壁菌门和假单胞菌门

可能是加剧驴皮腐败变质的关键因素，而拟杆菌门

微生物的富集可能缓解驴皮的腐败。此外，不同来

源驴皮微生物降解和利用胶原蛋白的方式具有特异

性。因此，不同地区驴皮在微生物老化过程中，存

在差异化的结构降解与营养利用模式。值得注意的

是，驴皮的腐败变质与其特定微生物群落的演替密

切相关，而环境和遗传因素可能是驱动驴皮腐败过

程中微生物群落演变的主要动力。本研究从微生物

群落结构-功能关系的角度，阐明了不同来源驴皮

在老化过程中腐败差异的机制，为建立基于区域特

征的差异化防腐策略、定向调控环境因子以抑制有

害菌群，提供了关键的理论依据。
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Graphical abstract

Abstract　 Objective  Donkey hide is the sole legally designated raw material for the preparation of the 

traditional Chinese medicine Ejiao. The quality stability of donkey hide during preservation directly determines 

the efficacy and safety of Ejiao. This study focuses on the dynamic succession of microbial communities during 

the preservation of donkey hides from different origins, aiming to clarify the correlation between microbial 

biodiversity difference and the degradation profiles of hide collagen and critical biochemical components, thereby 

providing a theoretical foundation for developing targeted preservation strategies based on microbial regulation.

Methods  Donkey hides originating from four different regions were subjected to an accelerated microbial aging 

assay to simulate the spoilage process. The microbial community succession was analyzed using high-throughput 

sequence. Microstructure changes and pore structure characteristics were assessed by scanning electron 

microscopy and mercury intrusion porosimetry, respectively. Additionally, the content of major components, 

including lipids, proteins, and sugars were determined by biochemical methods. Results  After 96 h of aging, the 

collagen fiber structure in Africa donkeys hides (ADH) exhibited significant degradation and collapse, followed 

by Xinjiang donkeys hides (XDH). Instead, the microstructure of Dong'e black donkeys hides (DDH) and Peru 

donkeys hides (PDH) remained relatively intact. The porosities of DDH, XDH, PDH, and ADH increased from 

27.9%, 15.7%, 30.3%, and 46.2% to 36.5%, 52.6%, 42.8%, and 57.7%, respectively, during the aging process, 
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which suggested that the originally compact fiber structure was disrupted by microbial aging. Fourier transform 

infrared spectrometer analysis revealed the amide bands in XDH exhibited relatively weak intensity, and no 

collagen amide I band was observed in ADH. Meanwhile, the lipid and protein contents decreased in all four 

types of donkey hides, indicating these components served as the primary nutrient sources for the growth of 

microorganism. Notably, the most severe collagen degradation was observed in XDH and ADH. A substantial 

increase was detected in the total soluble sugar in PDH aging solution and hydroxyproline in the ADH aging 

solution, respectively. These results indicated that donkey hides exhibit distinct patterns of structural degradation 

and nutrient utilization. Furthermore, the viable cells number of donkey hides increased sharply after 48 h of 

aging. Metagenomic analysis revealed that the relative abundance of Euryarchaeota in ADH, PDH and XDH 

declining from initial 97.73%, 93.19% and 30.1% to 1.43%, 0.79% and 0.02% after 96 h, respectively. 

Conversely, a significantly increase was observed in the abundance of Firmicutes, with a marked increase in 

ADH, peaking at 92.75%. Additionally, the abundance of Pseudomonadota in PDH increased from 0.10% to 

87.84%, suggesting that Bacillota and Pseudomonadota may be key factors exacerbating donkey hide spoilage. 

Unlike the other three types of donkey hides, the dominant bacterial phylum in DDH shifted from 

Pseudomonadota to Bacteroidota, characterized by a substantial abundance increase of Bacteroidota from 0.13% 

to 44.22%. Conclusion  Regional variation in origin significantly influence the microbial aging of donkey hides, 

leading to distinct patterns of structural deterioration and differential nutrient utilization. Therefore, implementing 

origin-specific preservation strategies, through the precisely controlling environmental factors to suppress harmful 

phyla such as Bacillota, is crucial for enhancing the storage quality of donkey hides.

Key words　donkey hide, spoilage, microorganism, aging, collagen, preservation, metagenomics
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