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摘要：为了研究冷藏海产品中腐败菌希瓦氏菌和气单胞菌的致腐性差异，本实验比较分
析了大黄鱼源波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌在28 °C和4 °C下的生长及三甲胺
(TMA)、生物胺和挥发性盐基氮(TVB-N)的生成；通过PCR技术扩增2种腐败菌的氧化三
甲胺还原酶基因( torA ) ，利用生物信息学比较TorA蛋白的相似性、理化特性和蛋白空间
结构。结果显示，杀鲑气单胞菌在28 °C生长较快，而波罗的海希瓦氏菌在4 °C生长更
快。相对于杀鲑气单胞菌形成较高的尸胺，波罗的海希瓦氏菌产生更多TMA和腐胺，在
冷藏鱼汁中积累更高TVB-N。同时在波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌中分别扩增出
2 490和1 959 bp的 torA 基因，2种TorA蛋白与同属菌相似性高于97%，而二者相似性仅为
36.90%。波罗的海希瓦氏菌TorA蛋白的分子量和等电点分别为92.3 ku和6.52，甘氨酸含
量最高，而杀鲑气单胞菌中TorA蛋白的分子量和等电点分别为90.6 ku和6.74，丙氨酸含
量最高，蛋白结构差异明显。且希瓦氏菌中 torA 和鸟氨酸脱羧酶( DOC )基因表达量分
别为气单胞菌的1.26和19.04倍。可见，波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌为海产品嗜冷
腐败菌，其中希瓦氏菌胺类代谢能力更强，与其TorA特定理化特性和高表达量相关。本
研究为揭示海产品微生物的致腐机制提供理论支持。
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海产品肉质鲜美，富含优质蛋白质、omega-
脂肪酸、必需微量营养素和矿物质，消费量逐

年增加 [1 ]。由于含水量高、质地脆弱、捕获集

中，海产品在加工和冷链贮运中体内发生内源

酶自溶、腐败微生物代谢及不饱和脂肪酸氧化

等复杂的生化反应，引起品质劣变，腐败损失

率很严重，造成海洋资源的浪费 [2]。海产品体表

和肠道内寄生着多种微生物，随着体内的生化

反应进程，微生物逐步向鱼肉组织内部扩散，

分解蛋白质等营养物质生成胺、硫化物、醇、

醛、酮和有机酸等，产生不良气味，使产品在

感官上不可接受。据统计，全球约30%捕捞鱼类

的损失是由微生物单独活动引起 [3]。在食品复杂

的微生物菌相中，只有一种或几种特定腐败菌

(specific spoilage organism, SSO)起主导作用 [4]。波

罗的海希瓦氏菌(Shewanella baltica)可产H2S、生

成三甲胺(TMA)，从而导致鱼体腐败并出现酸臭

等异味，是多种海产品在贮运过程中品质下降

的特定腐败菌 [ 5 ]。杀鲑气单胞菌 (Aeromonas
salmonicida)为气单胞菌属(Aeromonas)的革兰氏阴

性直杆菌，是水产养殖业重要的条件致病菌和

生鲜鱼类贮藏中的腐败菌。孟玉霞等 [6]发现，冷

藏养殖大黄鱼(Larimichthys crocea)优势腐败菌有

腐败希瓦氏菌(S. putrefaciens)、波罗的海希瓦氏

菌、热死环丝菌(B. thermosphacta)和温和气单胞

菌(A. sobria)。
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海产品微生物的致腐性与内源酶活性密切

相关，其中还原酶和脱羧酶是参与胺类形成的

重要酶。氧化三甲胺(TMAO)广泛存在于海洋环

境和海产品中，具有维持海产鱼类的渗透压、

呈鲜成分及稳定蛋白质结构等功能 [7]。TMAO还

原酶是一类存在微生物体内，能将TMAO还原为

TMA的酶。TMA是一种高挥发性胺类，具有腥

味，为海产品腐败中“腥臭味”的主要来源 [8]。研

究表明，TMAO还原酶包括 torCAD操纵子和

torRTS调控序列，其中torA基因编码生成TMAO
还原酶 [9]。Méjean等 [10]发现在大肠杆菌中TMAO
呼吸(Tor)系统中的还原酶(TorA)含有辅助因子的

双钼胍鸟嘌呤二核苷酸(bis-MGD)形式的钼酶和

含有5个血红素的C-型细胞色素 (TorC)。因此，

TorA蛋白在腐败菌的胺类代谢中起重要作用。

目前，已报道希瓦氏菌和气单胞菌为海产

品中重要的腐败菌，然而其致腐差异及其机制

仍未深入研究。鉴于此，本研究比较分析大黄

鱼分离株波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌在

常温和冷藏条件下的生长和胺类代谢产物积

累，从TMAO还原酶角度解析2种微生物的致腐

差异，为阐明海产品微生物致腐机制奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌均为冷

藏大黄鱼中分离的腐败菌，经生化和16S rRNA鉴

定(16S rRNA的登录号分别为KT716389和KU870472)，
为本实验室保存。LB肉汤、胰蛋白胨大豆肉汤

(TSB)等培养基均购于青岛海博生物技术有限公

司。酪胺、腐胺、鸟胺、组胺、尸胺和色胺等

生物胺标准品购于美国Sigma公司。PCR扩增的

试剂Taq酶、dNTP Mix等均购于TaKaRa公司，引

物合成和4S Green Plus核酸染料购于生工生物工

程 (上海 )股份有限公司。PowerUpT M  SYBRT M

Green Master Mix，TRIzol购于Thermo Fisher
Scientific公司；GoScriptTM Reverse Transcription试
剂盒、RQ1 RNase-Free DNase购于Promega公司。

1.2    实验方法

　　生长曲线测定　　将过夜活化的波罗的海

希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌以1‰浓度接种于LB肉

汤中，分别培养在4 °C和28 °C下，用稀释涂布平

板法计数并统计不同培养时间菌液中所含菌体

总数，并作出生长曲线。

　　三甲胺(TMA)测定　　将过夜活化的波罗

的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌分别以1‰浓度接

种于含10 mmol/L TMAO的LB肉汤培养基中，分

别置于4 °C和28 °C下培养。利用苦味酸法 [11]，即

1 mL上清液中分别加入3 mL蒸馏水、1 mL10%甲

醛、3 mL 25% KOH、5 mL甲苯，强力振荡均匀

后水浴5 min，取2 mL甲苯层与等量苦味酸混

合，并于413 nm处测定吸光值，根据标准曲线计

算TMA生成量，表示为mg/100 mL菌液。

　　生物胺测定　　将波罗的海希瓦氏菌和杀

鲑气单胞菌分别以1‰浓度接种于LB培养基(含
0.50% L-赖氨酸盐酸盐、0.25% L-鸟氨酸盐酸

盐、含0.000 5%吡哆醛溶剂的0.25% L-络氨酸二

钠盐)，置于4 °C和28 °C下培养。参照Wang等 [12]

和赵二科等[13]的方法提取生物胺：1 mL样品菌液

与4 mL 0.4 mol/L高氯酸充分混匀经离心后，取1 mL
上清液于5 mL棕色容量瓶中，依次加入300 μL
饱和NaHCO3溶液、100 μL 2 mol/L NaOH溶液、

2 mL 10 g/L丹酰氯并于4 °C避光衍生40 min，加

100 μL 25%浓氨水静置30 min，乙腈定容，混匀

后过0.22 μm有机滤膜，并采用高效液相色谱法

用C18柱测定样品中的生物胺，表示为mg/L菌液。

　　冷藏鱼汁中挥发性盐基总氮（TVB-N）测

定　　参照Dalgaard[14]的方法，无菌均质袋中以

1∶2的比例加入新鲜大黄鱼脊背肉与无菌水，用

均质机拍打成匀浆液后加热煮沸5 min，离心过

滤后取上清液调节pH值为6.8，每100 mL上清液

中加入1.6 g氧化三甲胺，40 mg L-甲硫氨酸和40
mg L-半胱氨酸，121 °C高压灭菌后制备成新鲜大

黄鱼灭菌鱼汁。将波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气

单胞菌分别以1‰浓度接种于鱼汁中，置于4 °C
贮藏。参照GB/T 5009.44-2003方法 [15]中半微量定

氮法测定在冷藏不同时间的TVB-N生成量，表示

为mgN/100 mL鱼汁。

　　torA基因扩增　　从NCBI数据库获得波罗

的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌的 torA基因序列，

利用Primer Premier 5.0软件在同源性较高的保守

序列设计引物 (表1)。采用Biospin细菌基因组

DNA提取试剂盒抽提致腐菌的DNA，PCR反应体

系为18.75 μL ddH2O，10×PCR Buffer 2.5 μL，

dNTP Mixture 2.0 μL，DNA模板、正反引物各0.5
μL，Taq酶为0.25 μL，共计25 μL。PCR后用1%琼

脂糖凝胶电泳区分条带后，将产物送至生工生

物工程 (上海 )股份有限公司测序，对测序后的

DNA序列提交NCBI数据库，并分别获得登录号。

　　 t o r A序列的生物信息学分析　　采用
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MEGA 7.0软件将波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单

胞菌与其他波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌

中同系物进行多序列比对，并使用ESPript 3.0 (http://
espript. ibcp.fr/ESPript/)在线软件呈现。利用

DNAMAN软件分析2致腐菌TorA预测蛋白的相似

性，采用Protparam程序预测TorA蛋白的基本理

化性质，采用SigalP程序预测TorA蛋白分泌蛋白

以及其空间结构。

　　荧光定量PCR检测　　应用Primer premier
5.0软件设计编码氧化三甲胺还原酶基因torA和鸟

氨酸脱羧酶基因ODC的荧光定量PCR引物并对

其进行特异性验证(表1)。2株致腐菌生长至24 h
后，采用TRIzol RNA提取试剂盒提取总RNA。利

用反转录试剂盒反应体系合成cDNA第一链。采

用Power SYBR Premix Ex Taq TM II试剂盒进行荧

光定量PCR，每个样本设3个重复3个平行，以

16S rRNA为内参基因，以杀鲑气单胞菌野生株为

对照组，采用2−△△CT法计算目标基因的相对表达

量，即F=2−[(待测组目的基因平均CT值−待测组内参基因平均CT值 )−(对照组

目的基因平均CT值−对照组内参基因平均CT值)]。

　　数据处理　　每组样品设3个重复组，采用

Microsoft Excel 2013、Origin 8.5和DNAMAN等软

件进行数据分析处理并作图，并采用SPSS 2.0软
件的ANOVA进行方差分析，采用Duncan氏法进

行多重比较，P<0.05表示差异显著。

2    结果

2.1    两种致腐菌的生长差异

波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌在28 °C
培养最初6 h生长缓慢，之后快速繁殖，18 h逐步

到达稳定期，细菌浓度分别为8.97和8.30 lgCFU/
mL，杀鲑气单胞菌生长趋势较快(P<0.05)(图1)。
2株致腐菌在4 °C冷藏下第4天逐步到达稳定期，

细菌浓度分别为8.92和8.56 lgCFU/mL，其中波罗
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图 1    波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌分别在28 °C(a)和4 °C(b)下的生长曲线

Fig. 1    Growth curve of S. baltica and A. salmonicida at 28 °C(a) and 4 °C(b)

表 1    实验中所用的PCR和RT-PCR引物

Tab. 1    Primers of PCR and RT-PCR amplification used in this study

菌株

strains
基因

genes
序列 (5′-3′)

sequence
产物大小/bp
product size

波罗的海希瓦氏菌　S. baltica torA F：CGGGTGCGAGGTATTGAG
R：GCTGGCACAGAGGAAATCGT

2 590 

杀鲑气单胞菌　A. salmonicida torA F：GGTCGGGTGCGAGGTATTG
R：GCTGGCACAGAGGAAATCGT

2 136 

波罗的海希瓦氏菌　S. baltica torA F：CCTGATGGACCGTATTGGGTTTGGA
R：CGCTTTGTTCGTGTAACGTGGGAC

     86 

ODC F：CAAGAGTGGCGAGCAGTCATTCAT
R：GCGATAATCCAACTCGGCACCTA

   156 

杀鲑气单胞菌　A. salmonicida torA F：GTGCGAGGTATTGAGCGACAG
R：CCATCCCAAGTGGTATGAGCC

     82 

ODC F：CCTGCCATTCGCCACAAC
R：CACATAAGGCCCAACATAACG

   189 

16S rRNA F：GCCCCCTGGACAAAGACTGAC
R：CATCGTTTACGGCGTGGACTACC

     88 
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的海希瓦氏菌生长略快(P<0.05)。结果表明，2株
致腐菌在常温和低温条件下生长良好，在冷藏

环境下波罗的海希瓦氏菌具有更强的生长能力。

2.2    两种致腐菌的TMA的生成

硬骨鱼类的肌肉中富含TMAO，鱼类在腐败

过程中生成的TMAO还原酶可将其还原为具有腥

臭味的三甲胺 [16]，因此TMA生成量是评价海产

品腐败程度的重要指标。波罗的海希瓦氏菌和

杀鲑气单胞菌在28 °C培养6 h时TMA生成量均较

少，随着细菌进入对数生长期(6~18 h)，TMA生

成量呈现较大的增长，之后逐步稳定，最大值

分别为43.99和18.96 mg/100 mL，波罗的海希瓦氏

菌约为杀鲑气单胞菌的2.3倍(图2)。2株致腐菌在

4 °C下培养3 d TMA生成速率较快，之后逐渐稳

定，最大生成量分别为49.97和30.67 mg/100 mL。

结果显示，波罗的海希瓦氏菌TMA的生成能力

显著高于杀鲑气单胞菌(P<0.05)。

2.3    两种致腐菌生物胺的生成

生物胺包含组胺、腐胺、尸胺、精胺和酪

胺等，是一类含氮的芳香族、脂肪族或者杂环

类的有机化合物[17]，也是评价水产品腐败程度的

重要指标。波罗的海希瓦氏菌在28 °C培养18 h后
腐胺形成量显著上升 (P<0.05)，在24 h时达到

19.11 mg/L，而尸胺生成量较低。杀鲑气单胞菌

中主要产生尸胺，在24 h时达到10.04 mg/L，几

乎无腐胺(表2)。在4 °C环境中，2株致腐菌初期

形成腐胺和尸胺的能力较弱，在冷藏第4天生物

胺快速生成，第6天波罗的海希瓦氏菌中腐胺含

量为22.38 mg/L，杀鲑气单胞菌中尸胺含量最高

为10.20 mg/L。结果显示，在28 °C和4 °C条件下

波罗的海希瓦氏菌的生物胺形成能力显著高于

杀鲑气单胞菌(P<0.05)，且波罗的海希瓦氏菌主

要产生腐胺，而杀鲑气单胞菌以产生尸胺为主。另

外，还发现波罗的海希瓦氏菌产生少量的组胺。

2.4    两种致腐菌TVB-N的生成

TVB-N包括蛋白质分解过程中产生的三甲

胺、二甲胺、氨类和其他含氮物质，是水产品

品质评价的重要指标之一。将波罗的海希瓦氏

菌和杀鲑气单胞菌分别接种至4 °C灭菌鱼汁中，

2株菌在最初2 d的TVB-N积累速率缓慢，至第

3天TVB-N含量呈快速增长趋势，冷藏到第6天产

生最大TVB-N值，分别为46.20和36.23 mg N/100
mL(图3)。在接种的冷藏鱼汁中波罗的海希瓦氏

菌生长代谢中积累的TVB-N明显高于杀鲑气单胞

菌(P<0.05)。

2.5    TMAO还原酶基因torA的扩增和序列分析

在波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌中扩

增出特异性PCR条带，与torA基因预期相符。产

物纯化后测序，获得片段大小分别为2 490 bp和
1 959 bp的有完整开放阅读框的 torA基因序列(登
录号分别为MN226405和MN226406)。BLAST同

源性比对发现，波罗的海希瓦氏菌的torA基因和

同 种 O S 1 8 5 、 O S 6 7 8 和 O S 2 2 3 相 似 度 高 达

97%~98%，而分离株杀鲑气单胞菌的torA基因与

同 种 的 A 5 2 7 、 3 4 m e l 和 O 2 3 A 相 似 度 也 达
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图 2    波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌在28 °C(a)和4 °C(b)下TMA生成量

图中标小写字母为所有时间点整体比较，不同字母表示有显著性差异(P<0.05)；下同

Fig. 2    Amount of TMA produced by S. baltica and A. salmonicida at 28 °C(a) and 4 °C(b)
The lowercase letters in the figures are the overall comparison of all time points; different letters mean significant difference (P<0.05); the the same below
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97%~98%。希瓦氏菌和气单胞菌标准菌株及2株
分离菌株、大肠杆菌( Escherichia coli )、黏质沙

雷菌 ( Serratia marcescens  )的  torA  序列通过

MEGA5.0软件构建进化树图谱(图4)，显示波罗

的海希瓦氏菌和波罗的海希瓦氏菌 (OS185)的亲

缘关系较近，同源性为80%；而杀鲑气单胞菌和

杀鲑气单胞菌(O23A)的亲缘关系较近，同源性为

72%，二者均与黏质沙雷菌、大肠杆菌同源性较

低。而波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌中

TorA氨基酸的相似性为63.15%，一致性仅为

11.22%(图5)。

2.6    TorA预测蛋白的理化性质和空间结构

采用Protparam程序来预测波罗的海希瓦氏

菌和杀鲑气单胞菌TorA蛋白的基本理化性质，

结果显示，波罗的海希瓦氏菌TorA蛋白由829个
氨基酸组成，分子量约为92.3 ku，理论等电点为

6.52，含甘氨酸9.5%(最高)、丙氨酸和缬氨酸均

7.0%，总平均亲水性指数为−0.345。杀鲑气单胞

菌TorA蛋白由653个氨基酸组成，分子量约为

90.6 ku，理论等电点是6.74，含丙氨酸11.5%(最
高)、甘氨酸9.2%及缬氨酸5.4%，总平均亲水性

指数为−0.292(表3)。
在SWISS-MODEL网站上模拟波罗的海希瓦

氏菌和杀鲑气单胞菌中TorA蛋白的三维空间结

构发现，2株致腐菌的TorA蛋白在二级结构和空

间结构上相似度很低，其中波罗的海希瓦氏菌

中蛋白由5个α-螺旋和9个β-折叠构成，而杀鲑气

单胞菌由6个α-螺旋和6个β-折叠构成 (图6)。经

SigalP程序分析发现，2株菌的TorA蛋白序列均

含有信号肽序列，属于分泌蛋白。

2.7    两株致腐菌TMAO还原酶基因torA及鸟氨

酸脱羧酶基因ODC表达差异

采用荧光定量PCR比较波罗的海希瓦氏菌和

杀鲑气单胞菌中TMAO还原酶基因torA和鸟氨酸

脱羧酶基因ODC的表达量。结果显示，2株菌在

LB肉汤中培养24 h后均检测出torA和ODC基因表

达，以杀鲑气单胞菌为对照组，波罗的海希瓦

氏菌中torA基因表达量为对照组的1.26倍，ODC
基因表达量为对照组的19.04倍(图7)，与波罗的

海希瓦氏菌形成更多的三甲胺和腐胺一致。

3    讨论

研究表明，海产品的品质劣变与嗜冷革兰
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图 3    波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌在4 °C灭菌

鱼汁中TVB-N生成量

Fig. 3    Amount of TVB-N produced by of S. baltica and
A. salmonicida in sterile fish juice at 4 °C

表 2    波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌在28 °C和4 °C下中生物胺的含量变化

Tab. 2       Changes in biogenic amine content of S. baltica and A. salmonicida at 28 °C and 4 °C mg/L

温度/°C
temperature

时间/h
time

波罗的海希瓦氏菌　S. baltica 杀鲑气单胞菌　A. salmonicida

总胺

biogenic amine
腐胺

putrescine
尸胺

cadaverine
总胺

biogenic amine
腐胺

putrescine
尸胺

cadaverine

28     6   0.37±0.12f   0.36±0.06f 0.06±0.01d   0.42±0.07e 0.05±0.01a   0.41±0.03d 

  12   4.58±0.13d   3.57±0.10d 1.00±0.01c   2.90±0.09c 0.06±0.01a     2.8±0.08c 

  18 17.00±0.63c 16.00±0.34c 1.90±0.03b   7.70±0.02b 0.02±0.01bc   7.40±0.01b 

  24 22.11±1.30b 19.11±1.10b 2.40±0.02a 10.04±0.13a 0.03±0.02ab 10.00±0.02a 

  4   48   2.10±0.02e   2.00±0.02e 0.06±0.01d   2.50±0.18d 0.02±0.01bc   2.40±0.38c 

  96 18.07±0.54c 17.07±1.30bc 1.10±0.01c   7.90±0.23b 0.01±0.01c   7.70±0.37ab

144 25.00±0.76a 22.38±1.00a 2.40±0.03a 11.20±1.30a 0.06±0.03a 10.20±2.90a 

注：表格中标小写字母的为纵向比较，不同字母表示有显著性差异(P<0.05)
Notes：the lowercase letters in the table are vertically compared, and different letters indicate significant differences (P<0.05)
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波罗的海希瓦氏菌　S. baltica

波罗的海希瓦氏菌 OS185　S. baltica OS185

波罗的海希瓦氏菌 128　S. baltica 128

波罗的海希瓦氏菌 OS678　S. baltica OS678

黏质沙雷菌 Db11　S. marcescens Db11

杀鲑气单胞菌 A527　A. salmonicida A527

杀鲑气单胞菌 34mel　A. salmonicida 34mel

大肠杆菌 IAI39　E. coli IAI39

大肠杆菌 MG1655　E. coli MG1655

杀鲑气单胞菌 A449　A. salmonicida A449

杀鲑气单胞菌　A. salmonicida

杀鲑气单胞菌 O23A　A. salmonicida O23A72
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图 4    波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌torA基因序列进化树

Fig. 4    Phylogenetic tree based on torA gene sequence of S. baltica and A. salmonicida
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图 5    波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌中TorA氨基酸序列比较

序列和颜色相同表示同一种氨基酸，结构和功能相同；序列不同而颜色相同表示属于不同氨基酸，但结构和功能相似，可能不影响

蛋白整体效果；没有标记表示不同种类的氨基酸

Fig. 5    Comparison of amino acid sequences of TorA between S. baltica and A. salmonicida
The same sequence and color means the same amino acid with the same structure and function; different sequences with the same color indicate different
amino acids with similar structure and function; there are no markers for different kinds of amino acids

500 水    产    学    报 44 卷

http://www.scxuebao.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

http://www.scxuebao.cn


氏阴性菌的生长密切相关。Mitchell等 [18]研究发

现希瓦氏菌属是造成水产品腐败的主要原因。

Yan等 [19]发现黄颡鱼( Pelteobagrus fulvidraco )在
4 °C保存12 d时希瓦氏菌的相对丰度从3.21%上升

至45.96%，该菌是成为延长冷冻鱼的货架期的关

键控制点。杀鲑气单胞菌不仅引起鲑和非鲑鱼

类的细菌性鱼病，而且被发现是冰藏鱼微生物

群的组成部分[20]。本实验结果显示，大黄鱼分离

株波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌是2种嗜冷

菌，其中前者在低温条件下生长更快。2株菌均

能形成TMA和生物胺，在鱼汁环境下积累较高

的TVB-N，是海产品贮藏过程中胺类形成主要生

成者。相对于杀鲑气单胞菌，波罗的海希瓦氏

菌产生的三甲胺和生物胺含量约高2倍，从而积

累更高的TVB-N。并且波罗的海希瓦氏菌主要形

成腐胺，而杀鲑气单胞菌生成尸胺。Qian等 [21]从

凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei ）中分离出腐

败希瓦氏菌、嗜水气单胞菌(A. hydrophila)以及温

和气单胞菌，发现希瓦氏菌生长、TVB-N以及生

物胺的生成量均高于气单胞菌，其中希瓦氏菌

主要产生腐胺，而气单胞菌几乎不产，与本研

究结果一致。从家禽体表分离的11株气单胞菌均

能产生低含量的腐胺(约为2.08~3.77 mg/L)，而

5株能产生较高含量的尸胺(6.04~73.84 mg/L)[22]。

波罗的海希瓦氏菌还被发现能产生一定量的组

胺，对人体具有潜在的毒害。研究表明[23]，食品

中生物胺的形成大多数是在微生物产生氨基酸

脱羧酶的作用下，脱去游离氨基酸的羧基而生

成，微生物中脱羧酶活性无明显的菌属特异

性。鸟氨酸和赖氨酸脱羧后分别形成腐胺和尸

胺，本研究发现，波罗的海希瓦氏菌具有高腐

胺产生能力，而杀鲑气单胞菌尸胺产生量较

强，其与2种脱羧酶活性差异有关。

水产品中特征性腐败产物TMA与TMAO还

原酶活性密切相关。张晓静[24]检测腐败希瓦氏菌

代谢TMAO的能力发现，在对数生长期时对其代

谢能力较强，体内TMAO还原酶活性极强，与本

实验结果一致，而气单胞菌中TMAO还原酶活性

的报道甚少。进一步采用生物信息学分析了2株
菌TMAO还原酶基因torA进化关系及其预测蛋白

(a) (b)
 

图 6    波罗的海希瓦氏菌(a)和杀鲑气单胞菌(b)中TorA蛋白的空间结构

Fig. 6    Protein spatial structure of TorA in S. baltica (a) and A. salmonicida (b)

表 3    波罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌TorA预测

蛋白的理化性质

Tab. 3    Physicochemical properties of TorA predicted
proteins in S. baltica and A. salmonicida

指标

index

波罗的海希

瓦氏菌

S. baltica

杀鲑气

单胞菌

A. salmonicida

分子式　formula C4136H6346N1124O
1209S37

C4043H6235N1135O
1172S34

分子量　molecular weight 92 347.77 90 584.87

理论等电点　theoretical pI 6.52 6.74

不稳定数值　aliphatic index 27.8 28.24

甘氨酸/%　Gly 9.5 9.2

丙氨酸/%　Ala 7.0 11.5

缬氨酸/%　Val 7.0 5.4

半胱氨酸/%　Cys 1.6 1.1

总平均亲水性

grand average of
hydrophobicity

−0.345 −0.292
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的理化特性和空间结构。结果显示，波罗的海

希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌的TMAO还原酶编码的

基因虽然在同属菌株间的相似性高达97%以上，

而二者的TorA蛋白大小、氨基酸构成等理化性

质和空间结构存在明显的差异，其中二者TorA
氨基酸的相似性低于64%。Ertugrul等 [25]同样利用

生物信息学方法分析发现，杨树和松树中角鲨

烯合酶(SQS)基因及蛋白的结构和功能差异。

研究发现，波罗的海希瓦氏菌中2种胺类生

成酶基因torA和ODC的表达量显著高于杀鲑气单

胞菌，特别是ODC基因，表明蛋白表达量与酶

活性正相关。而且2种TorA蛋白氨基酸构成和空

间结构显著的差异可能引起酶活性位点不同。

由于TMAO还原酶的活性位点存在多样性 [26]，波

罗的海希瓦氏菌和杀鲑气单胞菌TMAO还原酶的

不同结构，是导致酶催化能力差异的重要原因

之一。研究还发现，22株希瓦氏菌的TMAO还原

酶基因簇中19株含有 torECAD操纵子，1株拥有

torCAD操纵子，而2株无操纵子。在 torECAD
操纵子中TorA和TorC基因分别编码TorA还原酶

和TorC C型细胞色素，而TorD和TorE是TorA稳定

的辅助蛋白[27-28]。因此推测2种致腐菌TMAO还原

酶不仅TorA蛋白有差异，而且还原酶基因簇的

基因构成和调控也存在不同。另外，前期研

究发现，波罗的海希瓦氏菌能产生AI-2和二酮哌

嗪类信号，而杀鲑气单胞菌能够含有N-酰基高丝

氨酸内酯(N-acylhomoserine lactone，AHLs)[5, 29]，

提示可能具有不同群体感应系统调控着2种致腐

菌的致腐能力，但仍有待于进一步研究。

本研究揭示了冷藏鱼体中腐败代谢产物积

累由多株细菌代谢产生，其中波罗的海希瓦氏

菌为高TMA和腐胺生成菌，而杀鲑气单胞菌产

高尸胺，TMA形成与TMAO还原酶结构和表达量

有关，该研究为进一步探究食品体系复杂的微

生物腐败机制奠定了基础。
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Comparison of spoilage potential and TorA protein between
Shewanella baltica and Aeromonas salmonicida

BI Weiwei ,     FENG Lifang ,     SHI Shuangni *,     MIAO Chenhao ,     ZHU Junli *,     TIAN Diying
(Food Safety Key Lab of Zhejiang Province, School of Food Science and Biotechnology,

Zhejiang Gongshang University, Hangzhou    310018, China)

Abstract: To evaluate the differences of spoilage potential of Shewanella and Aeromonas in refrigerated seafood,
growth curves and production of trimethylamine (TMA), biogenic amines and total volatile basic nitrogen (TVB-
N) in S. baltica and A. salmonicida isolated from Larimichthys crocea were measured at 28 °C and 4 °C. And
trimethylamine reductase ( torA ) gene in the two strains were amplified, and similarity, physicochemical
properties and spatial structures of TorA protein were compared by bioinformatics. A. salmonicida grew faster at
28 °C, while S. baltica grew faster at 4 °C. Compared with more amount of cadaverine in A. salmonicida , S.
baltica produced the higher levels of TMA, biogenic amines, and TVB-N in refrigerated fish juice. The torA genes
of 2 490 bp and 1 959 bp were amplified from S. baltica and A. salmonicida respectively, and similarity of TorA
protein in its same genus was higher than 97%, and similarity between the two strains was only 36.90%. The
molecular weight and isoelectric point of  TorA protein in S. baltica were about 92.3 ku and 6.52 , while those
were about 90.6 ku and 6.74 in A. salmonicida. The highest amino acid of the predicted protein was glycine and
alanine in two strains respectively, resulting in the significant difference of protein spatial structure. The expression
levels of torA and ornithine decarboxylase ODC genes in S. baltica were 1.26 and 19.04 times compared to A.
salmonicida. Thus, S. baltica and A. salmonicida are psychrophilic spoilage strains in marine products, in which S.
baltica has stronger ability to produce amine metabolites due to specific physicochemical properties of TorA
protein and its high expression. The study provides theoretical support for revealing the mechanism of microbial
spoilage in seafood.
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