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PCR 结合表型鉴定对超高压处理后的冷藏带鱼细菌菌相分析
 

谢  晶，刘  骁，杨  茜，钱韵芳，张新林 
（上海水产品加工及贮藏工程技术研究中心，上海海洋大学食品学院，上海 201306） 

 

摘  要：为了研究超高压处理对带鱼微生物菌群组成的影响，该文通过形态学特征、生理生化鉴定、16S rRNA 序列分析

鉴定及系统发育树的建立，分别分析 290 MPa、6 min 超高压处理前后于 4℃冷藏 12 d 内的带鱼菌相变化，最终分离筛选

到 24 株不同特征的纯化菌株。结果显示，带鱼初始菌相中出现的布式假单胞菌（Pseudomonas brenneri）、黄褐假单胞

菌（Pseudomonas fulva）、粪嗜冷杆菌（Psychrobacter faecalis）菌株，经超高压处理后的样品中未能筛选到；波罗的海希

瓦氏菌（Shewanella baltica）、隆德假单胞菌（Pseudomonas lundensis）、嗜根寡养单胞菌（Stenotrophomonas rhizophila）、

表皮葡萄球菌（Staphylococcus epidermidis）、氧化微杆菌（Microbacterium oxydans）等微生物在超高压处理后的贮藏期

间数量逐渐减少至消失；另有一些微生物在贮藏期间逐渐恢复生长，如 Rhizobium larrymoorei、Microbacterium halimionae、
溶酪大球菌（Macrococcus caseolyticus），而奥斯陆莫拉菌（Moraxella osloensis）、藤黄微球菌（Kocuria rhizophila）、

产乳酸菌素的肉杆菌（Carnobacterium maltaromaticum）、西宫皮肤球菌（Dermacoccus nishinomiyaensis）等受超高压的影

响较小，尤其是产乳酸菌素的肉杆菌（Carnobacterium maltaromaticum）占好氧菌和厌氧菌菌落总数的比例均较高；

Leucobacter aerolatus、成团泛菌（Pantoea agglomerans）、结肠炎耶尔森杆菌 palearctica 亚种（Yersinia enterocolitica subsp. 
palearctica）、Chryseobacterium vrystaatense、鼠李糖短杆菌（Brachybacterium rhamnosum）在贮藏末期出现。从带鱼冷藏

过程中细菌的组成与变化分析可见，超高压处理对革兰氏阴性菌的抑菌效果较好，而革兰氏阳性菌对超高压处理的耐受

性较强。在超高压技术的影响下，致腐败能力较强的微生物被抑制，腐败能力稍弱的微生物成为优势菌，这可能是超高

压技术能够有效延长带鱼货架期的因素之一。 
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0  引  言   

海产品的营养价值虽高，但极易引起腐败变质，尤

其在运输过程中受到细菌影响后，许多食源性细菌无法

用简单的清洗消毒除去[1]，因此常运用生物保鲜剂、气调

包装、超高压技术等进行抑菌杀菌。 
超高压技术可在不破坏海产品营养成分的前提下[2]，有

效抑制细菌的生长繁殖并灭活[3]。目前超高压对海产品杀菌

研究的方向主要有以下两点：一方面是超高压技术对海产

品的品质变化的应用型研究，主要集中在超高压对海产品

的保鲜效果，微生物测定作为其中一个指标，Hsu 等[4]研究

超高压对生切章鱼品质的影响，结果显示与未经超高压处

理的对照组相比，150、300、450 和 600 MPa 超高压条件能

使嗜冷菌分别降低了 0.1、0.5、1.3 和 2.8 lg（CFU/g）单位。
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Yi 等[5]研究超高压和热处理对南美白对虾微生物和理化

品质的影响，结果显示 2℃贮藏 90 d 时，压力为 550 MPa、
保压时间为 5 min、保压温度为 4℃的超高压条件下虾肉

菌落总数（2.57±0.16 lg（CFU/g））始终低于 2℃冷藏对

照组（3.25±0.25 lg（CFU/g））。 
超高压技术的另一方面是对海产品中特定腐败菌的

研究，Mengden 等[6]研究超高压处理对接种了单增李斯

特、大肠杆菌的虹鳟鱼鱼片、欧洲鲶鱼鱼片微生物的影

响，结果显示超高压均会显著降低 2 种鱼片的单增李斯

特菌（P>0.05）、大肠杆菌（P>0.05）数量。Lakshmanan
等[7]研究以 0.1 MPa 为对照，150、200、250 MPa 超高压

对冷熏鲑鱼中李斯特菌、腐败微生物、多种复合质量指

标的影响，结果显示 250MPa 超高压不能杀灭李斯特菌，

但在 5℃冷藏的第 17 天、10℃冷藏的第 10 天时，李斯特

菌有一个显著滞后阶段，200 MPa，20 min 的超高压条件

对冷熏鲑鱼的需氧菌有抑制作用，比冷藏对照组低了 1～
3 lg（CFU/g）单位。他们都未全面地探讨超高压处理后

海产品中不同菌群生长繁殖变化这一过程。前期试验[8]

研究超高压（220 和 290 MPa 分别处理 3、6、9 min）对



农业工程学报（http://www.tcsae.org）                                2016 年   

 

308 

冷藏带鱼的保鲜效果，结果得出 290 MPa、6 min 的超高

压条件处理带鱼后，4℃贮藏期间，冷藏带鱼的菌落总数

较低，且货架期与冷藏对照组相比延长了 3 倍，但对于超

高压处理后带鱼微生物菌群组成的影响还未见相关报道。 
本试验通过形态学特征、生理生化鉴定、16S rRNA

序列分析鉴定及系统发育树的建立，对 290 MPa、6 min
超高压处理后的冷藏带鱼进行细菌菌相分析，进一步探

讨 290 MPa、6 min 超高压条件对冷藏带鱼不同菌落阶段、

需氧培养及厌氧培养条件下的细菌菌落演变，以期针对不

同菌种的杀菌方法、不同贮藏时期采取的保鲜措施、超高

压在抑菌方面的进一步研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料及仪器 

1.1.1  试验材料 

新鲜东海带鱼购自上海芦潮港码头水产批发市场，选

购鱼鳃新鲜，鱼体无破损，表面银脂光亮，弹性恢复较

快，质量、大小均相近的冰藏新鲜带鱼。 
1.1.2  试验试剂 

胰蛋白胨大豆琼脂培养基（tryptose soya agar，TSA），

青岛海博生物技术有限公司；胰蛋白胨大豆肉汤（tryptic 
soy broth，TSB），青岛海博生物技术有限公司；革兰氏

染液，青岛海博生物技术有限公司；微生物生理生化微

量鉴定管，青岛海博生物技术有限公司；dNTP Mixture，
生工生物工程（上海）有限公司；引物 27f、1492r，生工

生物工程（上海）有限公司；Biospin 细菌基因组 DNA
提取盒，生工生物工程（上海）有限公司；Marker：DL2000；
琼脂糖等。 
1.1.3  主要仪器 

INV7-2996 型真空包装机（美国 INTERVAC 公司，

抽气速率 20 m3/h，抽气时间 10 s，电热封口时间 1.5 s）；

HPP. L2-600/2 超高压设备（华泰森淼仪器有限公司）；

HVE-50灭菌锅（日本Hirayama制造有限公司）；BagMixer 
VW 拍打式均质器（南京以马内利仪器设备有限公司）；

洁净工作台（上海康福特环境科技有限公司）；DK-8D 型

隔水式恒温培养箱（上海恒科技有限公司）；ZEISS Scope A1. 
AXIO 电子显微镜（上海铸金分析仪器有限公司）；MiniSpan 
Plue 微型高速离心机（杭州奥盛仪器有限公司）；SJH-4S 数
控精密恒温水浴锅（宁波天恒仪器厂）；DYY-6C 型电泳仪

（北京市六一仪器厂）；UVP BioImaging Systems 凝胶成像

系统（美国 Alpha Innotech 公司）。 
1.2  试验方法 

1.2.1  带鱼预处理及试验设计 

带鱼去头去尾去内脏后用无菌蒸馏水洗净，分割成

5～7 cm 段状，装入聚乙烯包装袋（共 8 袋），真空包装

后将其中 7 袋进行 290 MPa、6 min 的超高压处理[8]，从

超高压设备中取出进行分组。将未经超高压的新鲜带鱼

和随机 1 袋刚经超高压处理的新鲜带鱼进行菌落总数的

测定，其他组别真空包装置于 4℃的冰箱中贮藏。在第 4
天、第 8 天、第 12 天时随机取出 2 袋超高压处理的带鱼

做菌落总数的测定，并分别进行需氧培养和厌氧培养。

由于初始时鲜带鱼刚使用真空包装贮藏，而厌氧细菌在

真空包装中需要一定的繁殖时间，所以初始时未测定厌

氧培养的菌落总数。 
1.2.2  菌落总数的测定 

根据 GB/T4789.2—2010 菌落总数的测定，倾注平

板法操作[9]。 
固体厌氧培养原理是燃烛耗氧，将平板倒置在含有

蜡烛的干燥器中，点燃蜡烛后立即盖紧干燥器，等蜡烛

自动熄灭后放入 30℃的培养箱中培养。 
液体厌氧培养原理是隔绝空气，先将已灭菌的胰蛋

白胨大豆肉汤（tryptic soy broth，TSB）试管中接种菌种，

然后将移液枪靠近玻璃内壁缓缓加入2 mL已灭菌的液体

石蜡，盖上试管盖后，在试管盖与管接缝处裹上胶带，

静置放入 30℃的培养箱中培养。 
1.2.3  菌株分离纯化 

将菌落总数培养计数完成的细菌分别挑菌，挑选

30～300个菌落的计数平板，进行3次以上平板划线纯化，

并做初步归类标记。 
1.2.4  菌落形态学观察 

通过纯培养方法得到不同形态的单菌落，根据菌落

形态、菌落颜色、菌落隆起度、边缘结构、表面状态、

有无光泽、透明度、革兰氏染色与菌体形状进行初步分

类[10]，计算同种菌落的数量，并归类标记。再进行划线

纯培养，重复 2 次后，将单菌落液体 TSB 试管培养（需

氧培养为摇床培养，厌氧培养为静止培养）至其对数期

后，与已灭菌的质量分数为 40%甘油与菌液以体积比 1：
1 混匀后–40℃保存。 
1.2.5  细菌生理生化鉴定 

根据郭光平[11]推荐的肉品中微生物鉴定图谱，做相

关生理生化试验（氧化酶、过氧化氢酶、葡萄糖氧化发

酵试验、有无鞭毛、精氨酸水解酶试验）。 
1.2.6  细菌基因组 DNA 提取 

将保存至甘油中的纯菌株活化后，根据 Biospin 细菌

基因组 DNA 提取盒说明进行单细菌的 DNA 提取。提出

的 DNA 标记后，置于–40℃保存。 
1.2.7  16S rRNA 的 PCR 扩增及琼脂糖凝胶电泳检验 

以 16S rRNA 细菌通用引物 27f、1492r 作为 PCR 扩

增引物，提取的 DNA 为模板。 
PCR 扩增采用 25.0 μL 体系，反应条件为 2.5 μL 

10×PCRbuffer；2.5 μL dNTP（含 Mg2+）；0.3 μL TaqDNA
酶；1.0 μL 正向引物；1.0 μL 反向引物；1.0 μL DNA 模

板；16.2 μLddH2O。反应步骤[12]为：1）94℃热启动 5 min；
2）94℃预变性 5 min；3）94℃变性 1 min；4）57℃退火

1 min；5）72℃复性 2 min；6）72℃延伸 10 min；重复步

骤 3）、4）、5）25 次。使用 DL2000 做 maker、2%的琼

脂糖凝胶电泳检验 PCR 扩增产物，产物约为 1 500 bp，
获得的纯化产物送生工生物工程有限公司测序。 
1.2.8  系统发育树分析 

双向测序得到的菌株 16S rRNA 基因片段用 
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Geneious8.1.6 软件剪切拼接，登陆 EzBioCloud 网站

www.ezbiocloud.net 和 NCBI 网站 http://blast.ncbi.nlm. 
nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome
进行核酸序列多重比对，从中选择相似性较高（99%以上）

的序列，用 Geneious8.1.6 软件（Biomatter 有限公司）和

MEGA5.05 软件进行多重比较后构建系统发育树。 
1.2.9  数据处理 

菌落总数做 3 个平行组。用 Excel2010 软件进行数据

处理，计算标准偏差。测序后的片段用 Geneious8.1.6 软

件（Biomatter 有限公司）剪切拼接、多重比对，MEGA5.05
软件构建系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  菌落总数的测定 

根据中国水产品行业标准—鲜带鱼[13]，菌落总数超

过 6 lg（CFU/g），表示超过带鱼二级鲜度，不可再食用。

从表 1 可见，鲜带鱼的菌落总数为 4.94 lg（CFU/g），当

超高压处理后，鲜带鱼的菌落总数下降至 3.74          
lg（CFU/g），说明超高压具有杀菌效果。Ramirez-Suarez
等[14]研究表明超高压对细菌的细胞膜、遗传物质有一定

的破环能力，因此超高压能起到杀菌作用。随着贮藏时

间的延长，某些受损细菌开始重新生长繁殖。冷藏 4 d 时，

超高压处理后，无论需氧培养条件还是厌氧培养条件，

带鱼的菌落总数均小于未经超高压处理的鲜带鱼的菌落 

总数，由此说明超高压还有一定的抑菌作用[8]，这可能是

超高压对细菌产生破坏后，细菌需要一定的恢复期，在

此恢复期间细菌生长缓慢[7]。冷藏 12 d 时，需氧培养条

件的菌落总数已超过二级限度范围，样品货架期结束。

从菌落总数在冷藏期间的变化可见，该试验选取的样品

分类纯化时间点符合超高压后冷藏带鱼的腐败规律。 

表 1  带鱼冷藏过程中菌落总数的变化 
Table 1  Change of total bacterial counts of Trichiurus lepturus 

during cold storage  

贮藏时间
Storage 
days/d

超高压处理前
Before high 
hydrostatic 
pressure/ 

lg(CFU·g-1) 

超高压处理后 
（需氧培养） 

After high hydrostatic 
pressure (aerobic 

culture)/lg(CFU·g-1) 

超高压处理后 
（厌氧培养） 

After high hydrostatic 
pressure (anaerobic 
culture)/lg(CFU·g-1) 

0 4.94±0.06 3.74±0.06 ND 

4 ND 4.77±0.06 4.18±0.08 

8 ND 5.23±0.29 4.36±0.26 

12 ND 6.52±0.40 5.69±0.10 

注：“ND”表示未测定。 
Note: “ND” means not detect. 

 

2.2  菌落形态学观察及生理生化鉴定 

经过平板划线分离纯化、菌落特征、生理生化鉴定

过程中的 3 次归类标记，从不同贮藏期间、不同培养条

件下分离得到 24 种典型菌株，有氧菌为 Bct 1～20，厌氧

菌为 Anaerobic Bct 21～24。带鱼冷藏过程中细菌菌落形

态与特征分析见表 2。

表 2  带鱼冷藏过程中各细菌菌落形态与特征分析 

Table 2  Analysis of colony morphology and characteristics of Trichiurus lepturus during cold storage 
菌号 

Number of bacteria 
革兰氏染色 
Gram stain 

形态 
Morphology 

颜色 
Color 

隆起度 
Level of apophysis 

边缘结构
Edge shape

表面状态
Surface state

有无光泽 
Gloss 

透明度 
Transparent 

细菌形状 
Bacteria shape

Bct 1 G- 圆形 淡黄 隆起 光滑 光滑 有 半透明 杆 

Bct 2 G- 圆形 乳白 高隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Bct 3 G- 圆形 白偏橙红 隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Bct 4 G- 圆形 浅黄棕 同心圆状扁平 光滑 光滑 有 中间不透，边缘半透 杆 

Bct 5 G- 圆形 白稍浅黄 有同心圆，乳头状隆起 光滑 光滑 有 中心不透，边缘半透 杆 

Bct 6 G- 圆形 肉红 同心圆状隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Bct 7 G- 圆形 肉粉 隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Bct 8 G- 圆形 蜡黄 隆起 光滑 光滑 有 半透明 杆 

Bct 9 G- 圆形 白偏黄 同心圆状隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Bct 10 G- 圆形 白色 隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Bct 11 G- 圆形 橙黄色 同心圆状隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Bct 12 G+ 圆形 白偏黄 高隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Bct 13 G+ 圆形 淡黄 隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Bct 14 G+ 圆形 白 扁平 光滑 光滑 有 不透明 球 

Bct 15 G+ 圆形 白偏黄 高隆起 光滑 光滑 有 不透明 球 

Bct 16 G+ 圆形 浅黄 隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Bct 17 G+ 圆形 白 同心圆状隆起 光滑 光滑 有 不透明 球 

Bct 18 G+ 圆形 白 隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Bct 19 G+ 圆形 白偏黄 隆起 光滑 光滑 有 不透明 短杆 

Bct 20 G+ 圆形 土黄 隆起 光滑 光滑 有 不透明 球 

Anaerobic Bct 21 G+ 圆形 白 同心圆状隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Anaerobic Bct 22 G+ 圆形 白 隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 

Anaerobic Bct 23 G- 圆形 蜡黄 隆起 光滑 光滑 有 半透明 杆 

Anaerobic Bct 24 G- 圆形 白色 隆起 光滑 光滑 有 不透明 杆 
注：“G+”为革兰氏阳性菌，“G-”为革兰氏阴性菌。 
Note: “G+” means gram-positive bacterium, “G-” means gram-negative bacterium.  
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细菌生理生化鉴定结果见表 3。由郭光平[11]推荐的肉

品中微生物鉴定图谱可知，Bct 1、Bct 5、Bct 9 属假单胞

菌，Bct 6、Bct 7 属莫拉氏菌，Bct 8、Bct 10、Anaerobic 
Bct 23、Anaerobic Bct 24 属肠杆菌，Bct 3 属交替单胞菌，

Bct 4、Bct 11 属不动杆菌，Bct 14、Bct 17 属葡萄球菌，

Bct 18、Anaerobic Bct 21、Anaerobic Bct 22 属乳酸菌，

Bct 15 属微球菌，而 Bct 2、Bct 12、Bct 13、Bct 16、Bct 
19、Bct 20 均不符生理生化鉴定图，有待进一步鉴定。 

表 3  24 种菌种的生理生化鉴定表 

Table 3  Physiological-biochemical characteristics of 24 strains  
菌号 

Number of bacteria 
氧化酶 
Oxidase 

过氧化氢酶 
Catalase 

葡萄糖氧化发酵 
O/F 

有无鞭毛 
Flagellum 

精氨酸水解酶 
Arginine hydrolytic enzyme

Bct 1 + ND 氧化 Oxidation √ ND 

Bct 2 + ND 碱性 Alkalinity √ ND 

Bct 3 + ND 碱性 Alkalinity √ － 

Bct 4 － ND 碱性 Alkalinity √ ND 

Bct 5 + ND 氧化 Oxidation √ ND 

Bct 6 + ND 碱性 Alkalinity ND ND 

Bct 7 + ND 碱性 Alkalinity ND ND 

Bct 8 － ND 发酵 Fermentation ND ND 

Bct 9 + ND 碱性 Alkalinity √ + 

Bct 10 － ND 发酵 Fermentation ND ND 

Bct 11 － ND 氧化 Oxidation ND ND 

Bct 12 ND + ND ND ND 

Bct 13 ND + ND ND ND 

Bct 14 ND + 发酵 Fermentation ND ND 

Bct 15 ND + 氧化 Oxidation ND ND 

Bct 16 ND + ND ND ND 

Bct 17 ND + 发酵 Fermentation ND ND 

Bct 18 ND － ND ND ND 

Bct 19 ND + ND ND ND 

Bct 20 ND + 碱性 Alkalinity ND ND 

Anaerobic Bct 21 ND － ND ND ND 

Anaerobic Bct 22 ND － ND ND ND 

Anaerobic Bct 23 － ND 发酵 Fermentation ND ND 

Anaerobic Bct 24 － ND 发酵 Fermentation √ ND 
注：“ND”表示未测定，“—”表示阴性，“+”表示阳性，“√”表示被测细菌有鞭毛。 
Note: “ND” means not detect, “—”means negative，“+” means positive，“√”means the detected bacterium have flagellum.  

 
2.3  16S rRNA 的 PCR 扩增及琼脂糖凝胶电泳检验 

未知菌株 PCR 扩增后，用 2%的琼脂糖凝胶和

MakerDL2000 进行琼脂糖凝胶电泳检验，图 1 为凝

胶电泳图，24 株活化菌经 PCR 扩增后均得到片段大

小为 1 500 bp 左右稳定的条带，说明 24 种未知菌株

均提取成功，将 PCR 扩增产物送至生工生物工程有

限公司测序。 

 
图 1  24 种菌株琼脂糖凝胶电泳检验图 

Fig.1  Agarose gel electrophoresis’s picture of 24 strains 
 

2.4  系统发育树分析 

根据菌株之间相似度在 91%～95%之间为同科关系，

相似度在 95%～99%之间为同属关系，相似度 99%以上

为同种关系[15]下载相似度 99%以上的多种不同菌株，与

未知菌株构建系统发育树见图 2。 
由图 2 可见，Bct 5 与 Pseudomonas fulva NBRC 16637

在同一分支，亲缘关系最近，并结合生理生化鉴定结果得

出 Bct 5 为黄褐假单胞菌（Pseudomonas fulva）。Bct 1 与

Pseudomonas brenneri CFML 97-391 的亲缘关系最近，Bct 1
为布式假单胞菌（Pseudomonas brenneri）。由图 2 可见，Bct 
2 为 Rhizobium larrymoorei；Bct 3 为波罗的海希瓦氏菌

（ Shewanella baltica ）； Bct 4 为嗜根 寡养 单胞菌

（Stenotrophomonas rhizophila）；Bct 6 为奥斯陆莫拉菌

（Moraxella osloensis）；Bct 7 为粪嗜冷杆菌（Psychrobacter 
faecalis）；Bct 8、Anaerobic Bct 23（用 Geneious 序列比对

相似度为 100%，说明 Bct 8 与 Anaerobic Bct 23 为同一种

菌）为成团泛菌（Pantoea agglomerans）；Bct 9 为隆德假单

胞菌（Pseudomonas lundensis）；Bct 10 为结肠炎耶尔森杆菌

palearctica 亚种（Yersinia enterocolitica subsp. Palearctica）；
Bct 11 为 Chryseobacterium vrystaatense ； Bct 12 为

Microbacterium halimionae；Bct 13 为 Leucobacter aerolatus；
Bct 14 为表皮葡萄球菌（Staphylococcus epidermidis）；Bct 
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15 为藤黄微球菌（Kocuria rhizophila）；Bct 16 为氧化微

杆菌（Microbacterium oxydans）；Bct 17 为 Macrococcus 
caseolyticus；Bct 18、Anaerobic Bct 22（用 Geneious 序列

比对相似度为 100%，说明 Bct 18 与 Anaerobic Bct 22 为

同一种菌）为产乳酸菌素的肉杆菌（Carnobacterium 

maltaromaticum ）； Bct 19 为 鼠 李 糖 短 杆 菌

（Brachybacterium rhamnosum）；Bct 20 为西宫皮肤球菌

（Dermacoccus nishinomiyaensis）；Anaerobic Bct 21 为广

布肉毒杆菌（Carnobacterium divergens）；Anaerobic Bct 24
为 Serratia myotis。 

 
图 2  基于 16S rRNA 序列同源性的 24 种菌株的系统发育树  

Fig.2  Phylogenetic tree of 24 strains base on 16S rRNA gene analysis 
 

2.5  货架期内冷藏过程中细菌的组成与变化分析 

根据生理生化鉴定结合 PCR 扩增结果，对 24 种菌不

同贮藏时间、不同培养方式再一次进行统计计数，并计

算各菌种比例。需氧培养的细菌组成与变化分析见表 4，
厌氧培养的细菌组成与变化分析见表 5。 

由表 4 可见，需氧培养条件下，革兰氏阴性菌是鲜

带鱼菌落总数中的主要菌落。但经过超高压处理后，鲜

带鱼的革兰氏阴性菌比例下降迅速，革兰氏阳性菌初始

时占细菌群落比例的 74.64%，由此说明革兰氏阴性菌受

超高压影响较大，而革兰氏阳性菌对超高压具有一定的

抗性，这可能与它们的细胞壁结构不同有关。革兰氏阴

性菌的细胞壁疏松、肽聚糖分子较少，革兰氏阳性菌的

细胞壁厚、肽聚糖网状分子连接紧密，因此超高压易于

破环革兰氏阴性菌的细胞结构，却不易破环革兰氏阳性

菌[16]。革兰氏阴性菌在超高压处理后，随着贮藏时间的

延长其菌落数逐渐增加，可能是贮藏期间环境条件适宜

革兰氏阴性菌的受损菌种生长繁殖。虽然革兰氏阴性菌

逐渐增加，但超高压处理后，革兰氏阳性菌始终在数量

上占优势，贮藏末期革兰氏阳性菌为 75.28%，而革兰氏

阴性菌为 24.72%。 
分析各菌株群落的演变可见，黄褐假单胞菌

BBIQ01000036、粪嗜冷杆菌 AJ421528 及布式假单胞菌

AF268968 在超高压处理后消失，说明这 3 种菌株极易受

到超高压的破环，而隆德假单胞菌 AB021395、波罗的海

希瓦氏菌 AJ000214、嗜根寡养单胞菌 CP007597、表皮葡

萄球菌 L37605、氧化微杆菌 Y17227 在超高压处理后虽

仍有菌落存在，但随后菌落逐渐消失，可能由于这些菌

种的细胞结构受到超高压的损伤，且未得到适宜环境恢

复生长，被其他群落所取代。蓝蔚青等[17]研究发现冷藏

带鱼的优势腐败菌主要是希瓦氏菌和假单胞菌，而在本

研究中希瓦氏菌和假单胞菌的数量较少，这可能是由于

超高压处理能够有效抑制这 2 类致腐败能力较强的细菌。



农业工程学报（http://www.tcsae.org）                                2016 年   

 

312 

Lopez-Caballero 等[18]也曾研究得出希瓦氏菌对超高压敏

感 。 R.larrymoorei JADW01000071 、 M. halimionae 
KJ920278、溶酪大球菌 Y15711 随着贮藏时间的延长逐渐

恢复生长，但在超高压处理后冷藏过程中菌落总数比例

中均较低。革兰氏阴性菌中奥斯陆莫拉菌 X74897 在整个

贮藏期间一直存在，且在革兰氏阴性菌的群落变化比例

中较高。藤黄微球菌 Y16264、西宫皮肤球菌 X87757、产

乳酸菌素的肉杆菌 JQMX01000001 这 3 种革兰氏阳性菌

在贮藏过程中也一直存在，尤其是产乳酸菌素的肉杆菌

JQMX01000001 在超高压处理后冷藏过程中菌落比例始

终最高。贮藏末期，成团泛菌 KT075196.1、L.aerolatus 
FN597581、结肠炎耶尔森杆菌 palearctica 亚种 FR729477、
C.vrystaatense JPRI01000006、鼠李糖短杆菌 AJ415376 出

现生长，可能原因是冷藏期间的细菌培养周期内未形成

肉眼可见菌落，或某种菌落变异所致。韩衍青等[19]研究

显示 400MPa 以上超高压条件处理样品后均未检出嗜冷

菌和肠杆菌的生长，与本研究中粪嗜冷杆菌 AJ421528 可

被超高压灭活，成团泛菌 KT075196.1、结肠炎耶尔森杆

菌 palearctica 亚种 FR729477 等肠杆菌属在贮藏期间未测

出均相符。 
 

表 4  带鱼冷藏过程中细菌的组成与变化分析（需氧培养） 

Table 4  Colony evolution of Trichiurus lepturus during cold storage (aerobic culture) 
% 

细菌菌号 
Number of 

anaerobic bacteria 

菌株名称 
Name of strains 

冷藏初始 
（超高压前）

Fresh Trichiurus 
lepturus 

冷藏初始（超高压后）
Fresh Trichiurus 
lepturus which 
pretreated high 

hydrostatic pressure 

冷藏第 4 天 
（超高压后） 

Cold storage for fourth 
days(after high 

hydrostatic pressure)

冷藏第 8 天 
（超高压后） 

Cold storage for eighth 
days(after high 

hydrostatic pressure) 

冷藏第 12 天 
（超高压后） 

Cold storage for twelfth 
days(after high 

hydrostatic pressure)

革兰氏阴性 G-

（Gram negative) 
 72.99 25.36 20.09 20.29 24.72 

Bct 1 Pseudomonas brenneri 7.3 NG NG NG NG 

Bct 2 Rhizobium larrymoorei NG NG 8.3 10.88 7.38 

Bct 3 Shewanella baltica 22.99 8.45 NG NG NG 

Bct 4 Stenotrophomonas rhizophila 0.73 1.41 NG NG NG 

Bct 5 Pseudomonas fulva 10.95 NG NG NG NG 

Bct 6 Moraxella osloensis 8.03 12.68 11.79 9.41 8.49 

Bct 7 Psychrobacter faecalis 9.49 NG NG NG NG 

Bct 8 Pantoea agglomerans NG NG NG NG 2.58 

Bct 9 Pseudomonas lundensis 13.5 2.82 NG NG NG 

Bct 10 Yersinia enterocolitica subsp. 
Palearctica NG NG NG NG 4.61 

Bct 11 Chryseobacterium 
vrystaatense NG NG NG NG 1.66 

革兰氏阳性 G+

（Gram positive） 
 27.01 74.64 79.91 79.71 75.28 

Bct 12 Microbacterium halimionae NG NG 4.37 7.06 9.97 

Bct 13 Leucobacter aerolatus NG NG NG NG 3.87 

Bct 14 Staphylococcus epidermidis 1.82 2.11 NG NG NG 

Bct 15 Kocuria rhizophila 4.02 10.56 9.17 5.88 2.95 

Bct 16 Microbacterium oxydans 1.09 2.82 NG NG NG 

Bct 17 Macrococcus caseolyticus NG NG 5.24 4.71 5.54 

Bct 18 Carnobacterium 
maltaromaticum 11.68 43.66 49.34 51.77 47.23 

Bct 19 Brachybacterium rhamnosum NG NG NG NG 3.69 

Bct 20 Dermacoccus 
nishinomiyaensis 8.4 15.49 11.79 10.29 2.03 

注：“NG”表示未生长。 
Note: “NG” means not growth. 

 
由表 5 可见，厌氧培养条件下，革兰氏阴性菌在贮藏

过程中未测出，贮藏末期成团泛菌 KT075196.1、S.myotis 
KJ739884 出现生长。革兰氏阳性菌的广布肉毒杆菌

JQLO01000001、产乳酸菌素的肉杆菌 JQMX01000001 随

着贮藏时间的延长逐渐生长，尤其产乳酸菌素的肉杆菌

JQMX01000001 在贮藏末期生长迅速，占菌落总数的比

例最高。产乳酸菌素的肉杆菌和广布肉毒杆菌均为乳酸

菌科，常在冷冻冷藏条件下真空和气调包装中被发现，

并占微生物群落的数量比例较高[20]。Casaburi 等[21]研究

认为产乳酸菌素的肉杆菌具有一定的致腐能力。 
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表 5  带鱼冷藏过程中细菌的组成与变化分析（厌氧培养） 

Table 5  Colony evolution of Trichiurus lepturus during cold storage(anaerobic culture) 
% 

细菌菌号 
Number of 

anaerobic bacteria 

菌株名称 
Name of strains 

冷藏初始 
（超高压前） 

Fresh Trichiurus 
lepturus 

冷藏初始 
（超高压后） 

Fresh Trichiurus lepturus
which pretreated high 
hydrostatic pressure 

冷藏第 4 天 
（超高压后） 

Cold storage for fourth 
days(after high 

hydrostatic pressure) 

冷藏第 8 天 
（超高压后） 

Cold storage for eighth 
days(after high 

hydrostatic pressure) 

冷藏第 12 天 
（超高压后） 

Cold storage for twelfth 
days(after high 

hydrostatic pressure) 
革兰氏阴性 G-

（Gram negative) 
   0 0 23.58 

Anaerobic Bct 23 Pantoea agglomerans NG NG NG NG 6.13 

Anaerobic Bct 24 Serratia myotis NG NG NG NG 17.45 
革兰氏阳性 G+

（Gram positive） 
   100 100 76.42 

Anaerobic Bct 21 Carnobacterium divergens NG NG 100 100 16.04 

Anaerobic Bct 22 Carnobacterium 
maltaromaticum NG NG NG NG 60.38 

注：“NG”表示未生长。 
Note: “NG” means not growth. 

 

3  结  论 

本研究采用生理生化鉴定结合 PCR法分别分析了 0、
4、8、12 d 不同贮藏时期经超高压处理的冷藏带鱼的微

生物菌相。结果表明，超高压技术具有较好的杀菌抑菌

效果，可将菌落总数降低 1～2 lg(CFU/g)。带鱼初始菌相

中，革兰氏阴性菌的比例较高，波罗的海希瓦氏菌是细

菌群落的优势腐败菌，但超高压处理后，革兰氏阳性菌

的比例较高，带鱼冷藏期间，奥斯陆莫拉菌 X74897、产

乳酸菌素的肉杆菌 JQMX01000001 这 2 种细菌菌数占微

生物群落的比例较高，其次是西宫皮肤球菌 X87757。产

乳酸菌素的肉杆菌常在真空和气调包装中占有主导菌落

地位，虽然具有一定致腐能力，但较希瓦氏菌属和假单

胞菌属的致腐败能力弱。贮藏末期各细菌菌落比例由高

到低分别是：产乳酸菌素的肉杆菌 JQMX01000001、
M.halimionae KJ920278 、 奥 斯 陆莫 拉 菌 X74897 、

R.larrymoorei JADW01000071、溶酪大球菌 Y15711、结

肠炎耶尔森杆菌 palearctica 亚种 FR729477、L.aerolatus 
FN597581、鼠李糖短杆菌AJ415376、藤黄微球菌Y16264、
成团泛菌 KT075196.1 、西宫皮肤球菌 X87757 、

C.vrystaatense JPRI01000006。在超高压技术的影响下，

致腐败能力较强的微生物被抑制，腐败能力稍弱的微生

物成为优势菌，这可能是超高压技术能够有效延长带鱼

货架期的因素之一。 
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Microbial ecology of Trichiurus lepturus of haitail pretreated by high 
hydrostatic pressure during cold storage based on phenotypic and 16S 

rRNA gene analysis 
 

Xie Jing, Liu Xiao, Yang Xi, Qian Yunfang, Zhang Xinlin 
(Shanghai Engineering Research Center of Aquatic Product Processing & Preservation,  

College of Food Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China) 
 

Abstract: The effect of high hydrostatic pressure (290 MPa, 6 min) on microbial ecology changes of Trichiurus lepturus 
during vacuum-packaged storage (12 d) was studied via 16S rRNA gene sequencing analysis and phenotypic methods. The 
microbial colonies of aerobic culture and anaerobic culture, which were obtained from 5 microflora’s growth stages (including 
fresh Trichiurus lepturus, fresh Trichiurus lepturus which were stored under 4  for 4, 8 and 12 d after high hydrostatic ℃

pressure treatment), were isolated and purified by the tryptic soy agar medium and tryptic soy broth medium, repeatedly 
classified by the traditional phenotypic methods (morphological, physiological and biochemical characteristics of bacteria 
strains), and then the bacteria DNA of pure culture was extracted and amplified by the polymerase chain reaction (PCR). 
Finally, 24 bacteria strains of aerobic culture and anaerobic culture in the vacuum-packaged Trichiurus lepturus under the 4  ℃

cold storage were obtained. The result showed that Pseudomonas brenneri, Pseudomonas fulva and Psychrobacter faecalis 
which appeared in the initial microflora of fresh Trichiurus lepturus were inactivated and non-existent after the high 
hydrostatic pressure treatment; 5 bacteria strains (including Shewanella baltica, Pseudomonas lundensis, Stenotrophomonas 
rhizophila, Staphylococcus epidermidis and Microbacterium oxydans) gradually reduced and disappeared after the high 
hydrostatic pressure treatment. Three bacteria strains gradually grew with the extension of storage time, which were 
Microbacterium halimionae, Macrococcus caseolyticus and Rhizobium larrymoorei. In the whole process of storage after the 
high hydrostatic pressure treatment, 4 bacteria strains (Moraxella osloensis, Kocuria rhizophila, Carnobacterium 
maltaromaticum and Dermacoccus nishinomiyaensis) always existed, and they were not sensitive to the high hydrostatic 
pressure treatment. Especially Carnobacterium maltaromaticum, which had a high proportion of total bacteria amount under 
the conditions of aerobic and anaerobic cultivation, could be considered as a dominate strain during the 4  cold storage. At ℃

the end of the shelf life of vacuum-packaged Trichiurus lepturus pretreated by high hydrostatic pressure, 5 bacteria strains 
(Leucobacter aerolatus, Pantoea agglomerans, Yersinia enterocolitica subsp. Palearctica, Chryseobacterium vrystaatense and 
Brachybacterium rhamnosum) appeared. The colony evolution of Trichiurus lepturus during the cold storage showed that 
Gram negative bacteria were sensitive to the high hydrostatic pressure treatment, while Gram positive bacteria had a high 
tolerance to the high hydrostatic pressure treatment. Under the influence of high hydrostatic pressure treatment, the 
microorganisms which have stronger ability of causing corruption are inhibited, and the microorganisms which have weaker 
ability of causing corruption become dominant bacteria, which may be one of the factors that the high hydrostatic pressure 
treatment can effectively extend the shelf life of Trichiurus lepturus. 
Keywords: bacteria; cold storage; sterilization; high hydrostatic pressure treatment; Trichiurus lepturus; polymerase chain 
reaction (PCR); physiology-biochemisry technology; microflora 
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