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摘要! 为了确定凡纳滨对虾在冷藏条件下内源优势腐败菌的种类!实验采用了细菌分离纯化

法!将分离得到的内源腐败菌菌株进行分解蛋白质对比实验!筛选出分解蛋白质能力较强的菌

株!进一步采用细菌自动生化系统鉴定法以及 47*I$%&序列测定法进行鉴定!实验结果显示

凡纳滨对虾在冷藏条件下的内源优势腐败菌是短杆菌属细菌!可以通过控制短杆菌属细菌的

方法进行研究对虾内源保鲜技术" 细菌自动生化系统鉴定结果的相似度为 1919E!47*I$%&

序列鉴定结果的相似度为 111378E"

关键词! 凡纳滨对虾& 内源优势腐败菌& 分离& 鉴定

中图分类号! F1/919& *1:81: 5555555文献标志码'&

55凡纳滨对虾 #!,&6$%0"%*-+"00"#%,$原名凡

纳对虾"因其营养丰富&味道鲜美而受到人们的喜

爱) 对虾受腐败细菌的影响很大
'4 62(

"离水后的

新鲜对虾若没有进行任何的保鲜处理"很快就会

变质腐败) 相关研究发现"新鲜水产品腐败变质

主要是由微生物的作用引起的
'/ 6:(

) 由于新鲜水

产品含水量较大"含可溶性蛋白质也较多"细菌容

易利用和分解其中的蛋白质"代谢物是胺&硫化

物&酮&醛和有机酸等等
'8 67(

"使水产品产生不良

气味或在感官上令人不能接受
'0 69(

"由此促使水

产品大量集中上市"并且要在短时间内销售完毕"

这样会造成水产品低价销售"还有部分产品因为

滞销积压而变质腐败"直接造成经济损失) 引起

水产品腐败的细菌包括来自贮藏环境和水产品体

内固有的细菌群"目前对水产品腐败菌的研究报

道较多"但主要集中在外源腐败细菌方面"而针对

水产品内源腐败菌即对虾体内固有的腐败细菌的

研究很少) 凡纳滨对虾内源腐败菌是指对虾体内

固有生存的引起对虾腐败变质的细菌群"内源腐

败菌是对虾在贮藏和运输过程中变质的重要因素

之一) 对虾内源腐败菌对对虾贮藏过程有非常重

要的影响
'1(

"本实验对冷藏中的凡纳滨对虾进行

内源优势腐败菌的分离和鉴定"从而可以通过特

定的养殖方法减少或控制对虾内源腐败菌的腐败

作用
'43 644(

"或者通过研制对虾内源保鲜剂靶向抑

制内源优势腐败菌"从而提高对虾保鲜和保质的

贮藏水平)

对水产品腐败菌的研究发现"水产品中的微

生物中只有一种或几种参与腐败过程"这部分微

生物称为特定腐败菌#O32A:M:AO3/:09<2/I<9;:O8"

**"$"而 **"因水产品的种类&养殖环境
'42(

&贮

藏环境及加工条件等不同而不同"例如新鲜鱼在

冷藏时的 **"是假单胞菌
'4/(

"未冷藏的鲜鱼的

**"是弧菌科#.:CI:/;9A292$等发酵型革兰氏阴

性 细 菌
'4:(

% 而 咸 鱼 的 **" 是 微 球 菌 属

#:,3'63633*-$和盐杆菌属 #B")6>"3&%',*#$及霉

菌#K/0P$

'48(

"这些特定的腐败菌都具有优势腐

败作用"通过本实验项目的完成"可以鉴定出凡纳

滨对虾在冷藏时的内源优势腐败菌的种类"在对

虾保鲜技术方面提供新的技术依据)

45材料与方法

)*)+实验材料

对虾!鲜活的凡纳滨对虾"购买于广东省湛江
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市东风市场)

培养基!蛋白酶筛选培养基&蛋白酶诱导培养

基&三糖铁培养基&营养琼脂培养基"均购买于北

京陆桥技术责任有限公司)

)*,+主要仪器!

紫外分光光度计 #.724326-!尤尼柯#上海$

仪器有限公司生产%

全自动细菌鉴定仪 .)G,N773!法国梅里埃公

司生产%

6-$仪 JG1744!郑州南北仪器设备有限公

司生产)

)*.+实验方法

产蛋白酶透明圈的腐败菌的分离和纯化55

在无菌条件下将对虾分别处理制成含内脏的匀浆

样品和去除内脏的匀浆样品"根据 1食品微生物

学实验指导2

'47(

中*水产品微生物菌群---微生

物学基本技巧与标准平板计数+实验进行细菌分

离"然后通过对比分离出来的产透明圈的菌落形

态"初步筛选出内源腐败菌"找出产透明圈的菌

落"选用蛋白酶筛选培养基"利用平板分离划线

法"将目标菌接种到平板上划线纯化"每种菌划 2

个板"/3 U培养) 观察生长出来的单菌落"只生

长在含内脏的对虾样品中"而不含内脏的对虾样

品中不存在的菌落为内源腐败菌)

内源腐败菌产硫化氢实验55使用三糖铁培

养基#高层斜面$"将产蛋白酶透明圈的腐败菌分

离纯化获得的内源腐败菌使用划线穿刺法接种到

三糖铁培养基中"在 /3 U培养 2: >) 若培养基变

黑即可判断菌株产硫化氢"同时进行革兰氏染色&

镜检)

腐败菌腐败能力测定55腐败菌产蛋白酶能

力的测定!利用福林#(/0:;$7酚试剂法
'40(

测定)

腐败菌样品挥发性盐基氮 #G.S%$测定!根

据1生物化学实验技术教程2

'49(

中 *挥发盐基氮

的测定+实验方法进行)

4$ 腐败菌的菌悬液制备!依据李学英等
'41(

的方法制备)

2$ 样品接种和培养!将无菌虾肉浸入腐败菌

悬液中"捞出沥干"装进无菌密封小塑料袋中放进

冰箱 : U培养) 每天取样 4 次"做挥发性盐基氮&

细菌总数的测定)

优势内源腐败菌的生化鉴定55根据上述测

试结果"选取腐败能力较强的内源优势腐败菌株"

利用细菌生化鉴定系统进行鉴定) 使用方法!将

/ 8'无菌盐水加入到清洁塑料管中"以无菌棒接

种形态相同的菌落至盐水管中"按步骤准备菌悬

液并混匀"用已校正的 .)G,N2 比浊仪配制相当

于 3183 B317/ 麦氏单位的菌悬液"将悬浮液管及

J%卡置于载卡台上进行鉴定)

47*I$%&序列鉴定55将典型的优势腐败

菌进行菌悬液制备和预处理!吸取 /3

(

'PP+

2

"

加到 418 8'的无菌离心管中"按无菌操作要求

挑取单个菌"并于水中吹吸混匀"使其成有一定浊

度的菌悬液) 并将其放到 623 U冰箱"48 8:; 后

取出置于 78 U水浴"43 8:;) 如此反复冻融 /

次"弹打后"即可作模板) 6-$引物采用细菌通

用引物"测序工作由上海英潍捷基贸易公司完成)

25结果

,*)+内源腐败菌的分离及产硫化氢实验 (,[)

对虾样品通过蛋白酶筛选培养基的分离纯

化"一共分离得到 1 株腐败菌"其中有 / 株菌落

只生长在含内脏的对虾样品平板中"而不含内

脏的对虾样品平板中没有生长"可以判定这 / 株

菌是对虾内源腐败菌) 分别命名为 4

G

菌&2

G

菌

和 /

G

菌"通过镜检观察"4

G

&2

G

&/

G

菌株均属于革

兰氏阴性菌) 经过利用三糖铁培养基进行硫化

氢定性鉴定"这 / 株菌都不产硫化氢"其菌落特

征见表 4)

表 )+细菌菌落形态

/01*)+/<610%;6340F%HFH:40F5H3G<HFHE=

菌落序号

C9A?2I:90A/0/;Q

;@8C2I

形状

O>932

边缘

2P<2

表面

O@IM9A2

颜色

A/0/@I

透明度

?I9;O39I2;AQ

是否产硫化氢

3I/P@A2O@0M@I2?2P

>QPI/<2; /I;/?

4

G 圆形 I/@;P 锯齿状 O2II9?:/; 有光泽 <0/OOQ 黄色 Q200/X 不透明 /39A:?Q 否 ;/?

2

G 乳头状 898:009IQ 整齐 ?:P:;2OO 有光泽 <0/OOQ 白色 X>:?2 半透明 ?I9;O0@A2;A2 否 ;/?

/

G 圆形 I/@;P 锯齿状 O2II9?:/; 有光泽 <0/OOQ 黄色 Q200/X 半透明 ?I9;O0@A2;A2 否 ;/?

72:4
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,*,+内源腐败菌产蛋白酶能力

腐败菌产蛋白酶的能力越强"则其腐败能力

越强"因此细菌的产蛋白酶能力是鉴定其腐败能

力的重要指标之一
'24(

) 利用福林#(/0:;$7酚试剂

法"绘出蛋白质标准曲线#图 4$"求得蛋白质与吸

光度的线性关系方程式 4<0G97: /??313// 1"

相关系数 J

2

<31113 4"然后测得对应 4

G

&2

G

&/

G

菌

的对虾样品的吸光度 "4值分别是 313:/ :&

31084 1和 313:3 2"按蛋白质和吸光度的标准线

性关系 ?<#46313// 1$ 50197: /"求得相应的蛋

白质浓度分别是 31334 24&31314 / 和 31333 9

8<58') 可见 2

G

菌样品的蛋白质浓度最大"4

G

和

/

G

菌样品的蛋白质浓度最低而且接近"由于蛋白

质浓度越低"说明细菌产蛋白酶的量越大"因此可

以判定 4

G

和 /

G

菌产蛋白酶能力明显较强"属于内

源优势腐败菌)

,*.+样品挥发性盐基氮的测定

按照 JS20:4 61:"虾细菌总数#个5<$

%

43

8

为一级鲜度%

%

8 A43

8

为二级鲜度%细菌总数达

到 43

7

B43

0

时"通常虾已经严重腐败"不能食用"

此时断定为货架期终点
'22(

) 将无菌虾肉分别接

种 4

G

&2

G

&/

G

菌后在 : U保存"02 > 时达到货架期

终点#表 2$"4

G

&2

G

&/

G

菌样品对虾货架期终点时的

G.S%含量分别为 /:10:&21138 和 /:1/2 8<5433

<"量产因子 R

G.S%5-(#

分别为 7140 A43

67

&2110 A

43

67

和 0193 A43

67

8< G.S%5-(#) 可见 4

G

和 /

G

菌在产挥发性盐基氮方面存在显着优势)

图 )+蛋白质浓度与吸光度线性关系

D4E*)+23H;64:%H:%6:;30;4H:0:9

017H310:%6M&F4:60336F0;4H:7<4G

表 ,+产量因子统计表

/01*,+/<6=46F9J0%;H37;0;47;4%0F;01F6

菌号

C9A?2I:@8 ;@8C2I

G样品初始5#8<5433 <$

G.S%

样品终点5#8<5433 <$

G.S%

样品初始5

'<#-(#5<$

样品终点5

'<#-(#5<$

R

G.S%5-(#

5

8<

4

G

9104 /:10: 21/4 0191

7140 A43

67

2

G

9184 21138 21/: 7182

2110 A43

67

/

G

114/ /:1/2 2143 018/

0193 A43

67

,*>+内源优势腐败菌的生化鉴定

由上述产蛋白酶和 G.S%的测定结果可知"

4

G

和 /

G

菌具有典型的腐败作用优势"属于内源优

势腐败菌"将 4

G

和 /

G

菌用细菌生化鉴定系统全自

动细菌鉴定仪进行鉴定"结果显示 4

G

和 /

G

菌均属

于短杆菌属#H'%+,>"3&%',*#$"相似度为 1919E)

生化鉴定的特征结果见表 /)

表 .+)

d菌和 .

d菌的生化鉴定结果

/01*.+/<614H%<654%0F496:;4J4%0;4H:3678F;HJ'H*) 0:9'H*. 10%;6340

项目 :?28

4

G

/

G 项目 :?28

4

G

/

G 项目 :?28

4

G

/

G

&66&

丙氨酸 6苯丙氨

酸 6脯氨酸芳胺酶

6 6

*&-

蔗糖
? ?

6I/&

'7脯氨酸芳胺酶
? ?

&4"

侧金盏花醇
6 6

PG&J

47塔格糖
6 6

')6

酯酶
6 6

6QI&

吡咯烷基芳胺酶
6 6

PG$,

47海藻糖
6 6

6',

古老糖
? ?

)&$'

'7阿拉伯醇
6 6

-)G

柠檬酸钠
6 6

GQI&

酪氨酸芳胺酶
6 6

P-,'

47纤维二糖
6 ?

K%G

丙二酸盐
6 6

#$,

尿素酶
6 6

SJ&'

"

7半乳糖苷酶
6 6

8NJ

87酮 6葡萄糖苷
6 6

P*"$

47山梨醇
6 6

02:4
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续表 .

项目 :?28

4

G

/

G 项目 :?28

4

G

/

G 项目 :?28

4

G

/

G

+

2

*

+

2

*产生
6 6

)'&GL

乳酸盐产碱
? ?

6I/&

'7脯氨酸芳胺酶
6 6

S%&J

"

7%7乙酰葡萄糖苷酶
6 6

&J'#

%

7葡萄糖
6 6

')6

酯酶
? ?

&J'G3

谷氨酰芳胺酶
6 6

*#-G

琥珀酸盐产碱
6 6

6',

古老糖
6 6

PJ'#

47葡萄糖
? ?

%&J&

%7乙酰7

"

7半乳糖氨酶
6 6

GQI&

酪氨酸芳胺酶
6 6

JJG

/

7谷氨酰转移酶
6 6

&J&'

%

7半乳糖苷酶
6 6

#$,

尿素酶
6 6

"((

葡萄糖发酵
6 6

6+"*

磷酸酶
6 6

P*"$

47山梨醇
6 6

SJ'#

"

7葡萄糖苷酶
6 6

J)Q&

氨基乙酸芳胺酶
6 6

"421$

35421 耐受
6 6

PK&'

47麦芽糖
6 6

"4-

鸟氨酸脱羧酶
6 6

JJ&&

谷氨酸 6甘氨酸 6精氨酸芳胺酶
6 6

PK&%

47甘露醇
6 6

'4-

赖氨酸脱羧酶
6 6

)'&G9

'7乳酸盐同化
6 6

注!* ?+为阳性"* 6+为阴性)

%/?2O!* ?+ M/I3/O:?:H2"* 6+ M/I;2<9?:H21

,*B+)CL3-'(测定结果

将 4

G

菌和 /

G

菌作 47*I$%&建树检测 #图

2$"+4 和 +/ 分别是 4

G

菌和 /

G

菌"结果显示 4

G

菌

和 /

G

菌 都 是 表 皮 短 杆 菌 # H'%+,>"3&%',*#

%$,9%'#,9,-$"相似度为 111378E) 4

G

菌和 /

G

菌的

序列号为 4723/70)

图 ,+系统发育树

D4E*,+2<=FHE6:6;4%;366

/5讨论

目前相当多的学术研究证明"细菌作用是引

起对虾腐败变质的主要原因"而其中占优势的腐

败细菌往往是一种或几种
'2/(

"例如郭红等
'2:(

在

冰温条件下从对虾中分离得到的优势腐败菌是希

瓦 氏 菌 属 # I/%E"0%))" $& 黄 杆 菌 属

#M)"+6>"3&%',*#$ 和 不 动 杆 菌 属 # <%'6#60"-

/49'6$/,)"$) 另外"刘尊英等
'2(

在冷藏条件下对

虾分离得到的优势腐败菌均为不动杆菌属
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#<%'6#60"-O331$细菌) 本实验经过分离和鉴定

对虾内源优势腐败菌"得到的结果是!在冷藏条件

下"新鲜对虾的内源优势腐败菌是短杆菌属

#H'%+,>"3&%',*#$细菌)

本实验过程中在对对虾进行细菌总数测定以

及对其中产透明圈的细菌总数进行测定时"发现带

有内脏的对虾样品细菌总数明显较多"说明内源腐

败菌是引起对虾变质腐败的主要细菌"宛立等
'28(

在进行凡纳滨对虾内脏的细菌菌相分析时"也发现

鲜活的凡纳滨对虾肠道中细菌数量最多"其次是

胃&肝胰腺"而肌肉中几乎不含细菌) 由于对虾在

贮藏中由细菌引起腐败的机理是复杂的"例如细菌

的作用会同时激发对虾的内在酶的活力"会引起酶

促反应使对虾黑变等生化反应
'27(

) 另外"不同特

征的对虾产品或不同的贮藏条件"对不同的腐败菌

相都会产生较大的动态响应"所以"要提高对虾产

品的贮藏保鲜质量"还需要进一步探索对虾腐败细

菌以及内源酶等相互之间的动态影响)
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