
基金项 目：国 家 自 然 科 学 基 金 青 年 科 学 基 金 项 目 （编 号：

３１５０１５５１）；国家自然科学基金面上项目（编号：

３１５７１９１４）；上海市科技兴农重点攻关项目（编号：沪

农科攻字
!２０１６"

第１１号）

作者简介：谢晶，女，上海海洋大学教授，博士。

通信作者：钱砋芳（１９８５—），女，上海海洋大学讲师，博士。

Ｅｍａｉｌ：ｙｆｑｉａｎ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

收稿日期：２０１８０９１０

犇犗犐：１０．１３６５２／犼．犻狊狊狀．１００３５７８８．２０１９．０１．０２４

不同细菌胞外产物对腐败希瓦氏菌低温下

生长代谢的影响
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叶晶鑫１，２

犢犐犈犑犻狀犵狓犻狀
１，２
　

杨胜平１，２

犢犃犖犌犛犺犲狀犵狆犻狀犵
１，２
　

丁靖宇１，２
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１，２
　

钱砋芳１，２
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（１．上海海洋大学食品学院，上海　２０１３０６；２．上海水产品加工及贮藏工程技术研究中心，上海　２０１３０６）

（１．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犉狅狅犱犛犮犻犲狀犮犲狊犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犛犺犪狀犵犺犪犻犗犮犲犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犛犺犪狀犵犺犪犻２０１３０６，犆犺犻狀犪；

２．犛犺犪狀犵犺犪犻犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵犚犲狊犲犪狉犮犺犆犲狀狋犲狉狅犳犃狇狌犪狋犻犮犘狉狅犮犲狊狊犻狀犵犪狀犱犘狉犲狊犲狉狏犪狋犻狅狀，犛犺犪狀犵犺犪犻２０１３０６，犆犺犻狀犪）

摘要：为研究荧光假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊，犘．

犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊）、嗜水气单胞菌（犃犲狉狅犿狅狀犪狊犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪，犃．

犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪）、温 和 气 单 胞 菌 （犃犲狉狅犿狅狀犪狊狊狅犫狉犻犪，犃．

狊狅犫狉犻犪）的胞外产物对腐败希瓦氏菌（犛犺犲狑犪狀犲犾犾犪狆狌狋狉犲犳犪

犮犻犲狀狊，犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊）低温下生长的影响，提取这３株

菌株 的 胞 外 产 物 与 无 菌 脑 心 浸 肉 汤 （Ｂｒａｉｎ Ｈｅａｒｔ

Ｉｎｆｕｓｉｏｎ，ＢＨＩ）培养基混合，再将犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊分别接

种至混合培养液中，于（４±１）℃下培养１２ｄ，测定培养液

中犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊的菌落总数及胞外蛋白酶、生物膜、挥

发性盐基氮（ＴＶＢＮ）、总氨基酸和腐胺的变化。结果表

明：犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪和犃．狊狅犫狉犻犪的胞外产

物对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊的延滞期和对数期几乎没有影响，

但是犃．狊狅犫狉犻犪的胞外产物可以抑制犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊稳

定期的生长，而且随着贮藏时间的延长，相比于犘．犳犾狌狅

狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪，犃．狊狅犫狉犻犪 的胞外产物对犛．狆狌

狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊的生物膜、胞外蛋白酶形成以及致腐败能力的

抑制作用更强。

关键词：腐败希瓦氏菌；荧光假单胞菌；嗜水气单胞菌；温

和气单胞菌；胞外产物；生长代谢

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｔｈｅｏｂｊｅｃｔｏｆｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗａｓｔｏ犻狀狏犻狋狉狅ｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅ

ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊，犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪

ａｎｄ犃．狊狅犫狉犻犪ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆ犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊

ａｔｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．Ｔｈｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｔｈｅｓｅｔｈｒｅｅ

ｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄｂｒａｉｎｈｅａｒｔｉｎｆｕｓｉｏｎｂｒｏｔｈ

（ＢＨＩ），ａｎｄ犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊ｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｍｉｘｅｄｃｕｌ

ｔｕｒｅ，ａｎｄｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ，ｅｘｔｒａ

ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅａｓｅ，ｂｉｏｆｉｌｍ，ＴＶＢＮ，ａｍｉｎｏａｃｉｄａｎｄｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ

ｃｈａｎｇｅｄｄｕｒｉｎｇ１２ｄａｙｓａｔ４℃．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｅｘｔｒａｃｅｌ

ｌｕｌａｒｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊，犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪ａｎｄ犃．狊狅犫狉犻犪

ｈａｄｌｉｔｔｌｅｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｌａｇｐｈａｓｅａｎｄｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅｏｆ犛．狆狌

狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊，ｂｕｔｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犃．狊狅犫狉犻犪ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔ

ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆ犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅ．Ｉｎａｄ

ｄｉｔｉｏｎ，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊

ａｎｄ犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪，ｔｈｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犃．狊狅犫狉犻犪ｈａｄ

ｔｈｅｓｔｒｏｎｇｅｓｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍａｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｐｒｏｔｅａｓｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｓｐｏｉｌａｇｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犛犺犲狑犪狀犲犾犾犪狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊；犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊；

犃犲狉狅犿狅狀犪狊犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪；犃犲狉狅犿狅狀犪狊狊狅犫狉犻犪；ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｄ

ｕｃｔｓ；ｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

水产品在流通过程中鲜度极易降低，随着流通时间

的延长发生不可逆转的腐败变质，主要是因为酶自溶，化

学氧化和微生物等多种因素的作用［１］。其中，微生物的

生长活性是影响水产品腐败变质的主要原因。低温冷藏

是延长水产品货架期最常用的方法，但仍有部分微生物

在特定条件下能代谢产生腐败产物，迅速生长繁殖成为

优势菌群，即特定腐败菌（ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｐｏｉｌａｇｅｏｒｇａｎｉｓｍ，

ＳＳＯ）
［２］。这些特定腐败菌会降解蛋白质产生生物胺、三

甲胺等挥发性散发腐败臭味的物质，而且研究［３－５］发现

冷藏条件下微生物的生长和对食品的致腐败能力与微生

物之间的相互作用息息相关。微生物之间的相互作用主

要是依靠细菌胞外产物即无菌上清液（ｃｅｌｌｆｒｅｅｓｕｐｅｒｎａ
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ｔａｎｔ，ＣＦＳ）中的群体感应系统（ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）的调

控，微生物的群体感应系统中含有群体感应信号分子，这

些信号分子可以调控自身和环境中其他微生物生物膜的

生长、胞外蛋白酶的合成和活性以及产生腐败产物的能

力等［６－９］。例如Ｚｈｕ等
［８］发现在２５，４℃条件下，荧光假

单胞菌（犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊）无菌上清液可以抑制波罗的海希

瓦氏菌（犛．犫犪犾狋犻犮犪）的生长和致腐能力。水产品在冷藏条

件下，常见的腐败菌属有希瓦氏菌、假单胞菌和气单胞菌

等。本课题组［１０］前期研究发现冷藏凡纳滨对虾中的特定

腐 败 菌 是 腐 败 希 瓦 氏 菌 （犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊）、犘．

犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊和气单胞菌属（犃犲狉狅犿狅狀犪狊ｓｐ．），它们都是革

兰氏阴性嗜冷菌。

本试验主要研究在４℃冷藏条件下，犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、

嗜水气单胞菌（犃犲狉狅犿狅狀犪狊犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪，犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪）

和温和气单胞菌（犃犲狉狅犿狅狀犪狊狊狅犫狉犻犪，犃．狊狅犫狉犻犪）的胞外产

物提取液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊的生长、生物膜的形成、胞外

蛋白酶的合成以及致腐能力的影响，以便为开发新型凡

纳滨对虾等水产品的保鲜技术提供研究基础。

１　材料和方法

１．１　材料与试剂

１．１．１　供试菌株

犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪、犃．狊狅犫狉犻犪、犛．狆狌狋狉犲

犳犪犮犻犲狀狊：本课题组前期筛选鉴定所得，菌种于灭菌甘油中

－８０℃ 保藏。

１．１．２　试剂

铁琼脂培养基、脑心浸肉汤（ＢｒａｉｎＨｅａｒｔＩｎｆｕｓｉｏｎ，

ＢＨＩ）、胰蛋白胨大豆肉汤培养基（ＴＳＢ）：青岛海博生物技

术有限公司；

轻质氧化镁、硼酸、盐酸、柠檬酸钠、高氯酸、氢氧化

钠、碳酸氢钠、丹酰氯、浓氨水、乙腈等：国药集团化学试

剂有限公司。

１．２　仪器与设备

低速离心机：ＴＤＬ５型，上海隆拓仪器设备有限

公司；

灭菌锅：ＨＶＥ５０型，日本 Ｈｉｒａｙａｍａ公司；

超净工作台：ＶＳ１３００ＬＵ型，上海康福特环境科技

有限公司；

恒温培养摇床：ＴＨＺ１００型，上海圣科仪器设备有限

公司；

低温培养箱：ＤＨＰ９１６２型，日本三洋电器集团有限

公司；

凯氏定氮仪：Ｋｊｅｌｔｅｃ２３００型，丹麦Ｆｏｓｓ公司；

氨基酸分析仪：８３５型，日本日立公司；

高效液相色谱系统：Ｗａｔｅｒｓ２６９５型，Ｗａｔｅｒｓ２９９６二

极管阵列检测器及Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱管理软件，美国 Ｗａｔｅｒｓ

公司。

１．３　菌株的活化和培养

犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊活化和培养参照Ｐａｒｌａｐａｎｉ等
［１１］的方

法略有修改：取１ｍＬ冻存的犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊菌液于灭菌

的９ｍＬ脑心浸肉汤中活化，３０℃培养２４ｈ左右使菌液

浓度达１．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ后，用于提取无菌上清液。犃．

犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪和犃．狊狅犫狉犻犪菌悬液的制备方法同犘．犳犾狌狅

狉犲狊犮犲狀狊。

１．４　无菌上清液的提取

将犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪和犃．狊狅犫狉犻犪的菌

液培养至菌浓度达到１０８～１０
９ＣＦＵ／ｍＬ后，取培养液在

４℃、１００００×犵离心１５ｍｉｎ，取上清液，再用０．２２μｍ的

醋酸纤维过滤膜过滤，得到的溶液即为无菌上清液

（ＣＦＳ）
［１２］。

１．５　接种与培养

１．５．１　 空 白 对 照 组 （ＣＫ 组）　 取 １００ μＬ 的 犛．

狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊接种至１００ｍＬ的无菌ＢＨＩ培养基中，置于

４℃低温恒温箱中培养
［１３］。

１．５．２　试验组

（１）ＳＰ组：取１００μＬ 的 犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊 接种至

１００ｍＬ含有５０ｍＬ／１００ｍＬ犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊ＣＦＳ的ＢＨＩ

培养基中，置于４℃恒温箱中培养
［１３］。

（２）ＳＨ 组：取１００μＬ 的犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊 接种至

１００ｍＬ含有５０ｍＬ／１００ｍＬ犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪ＣＦＳ的ＢＨＩ

培养基中，置于４℃恒温箱中培养
［１３］。

（３）ＳＷ 组：取１００μＬ的犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊接种至

１００ｍＬ含有５０ｍＬ／１００ｍＬ犃．狊狅犫狉犻犪ＣＦＳ的ＢＨＩ培养

基中，置于４℃恒温箱中培养
［１３］。

１．６　ＣＦＳ对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊生长情况的影响

１．６．１　微生物指标的测定　参考ＧＢ４７８９．２—２０１６《食品

安全国家标准 食品微生物学检验 菌落总数测定》中的平

板计数法测定，修改如下：先制成１１０的样品稀释液，

并梯度稀释到适当浓度，取２～３个适宜稀释度的样品菌

液１ｍＬ，与１５～２０ｍＬ已灭菌的铁琼脂培养基混匀。待

培养基凝固后置于３０℃培养４８～７２ｈ，计黑色菌落总

数，每个样品做３次重复。

１．６．２　胞外蛋白酶的测定　参照Ｚｈｕ等
［８］的方法，修改

如下：将培养液在４℃、１００００×犵离心５ｍｉｎ，采用ＢＣＡ

法测定上清液中胞外蛋白酶的浓度；将离心后的上清液

与偶氮酪蛋白底物等体积混合于３０℃反应３０ｍｉｎ；再加

入等体积的０．５ｍｏｌ／Ｌ三氯乙酸室温下反应３０ｍｉｎ；反应

液在１００００×犵 离心５ｍｉｎ后，与１．０ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ

等体积混合在３６６ｎｍ 处测吸光度。

犝＝（犪－犫）÷０．０１， （１）

式中：

７３１

｜Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１ 谢　晶等：不同细菌胞外产物对腐败希瓦氏菌低温下生长代谢的影响



犝———蛋白酶活力，Ｕ／ｍＬ；

犪———样品吸光度；

犫———空白组吸光度。

１．６．３　生物膜的测定　将ＴＳＢ中过夜培养（１６０ｒ／ｍｉｎ，

３０℃）的 犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊 用 无 菌 的 ＴＳＢ 稀 释 （１

１０００），将稀释后的液体放入４８孔板中，试验组分为３

组，分别加入５０ｍＬ／１００ｍＬ 的犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔

犱狉狅狆犺犻犾犪和犃．狊狅犫狉犻犪ＣＦＳ，置于４℃下培养，每隔２４ｈ用

结晶紫结合法进行测定。首先吸去平板孔中的培养物，

并用无菌蛋白胨水（８．５ｇ／ＬＮａＣｌ，１ｇ／Ｌ蛋白胨）洗涤除

去松散贴壁的细胞。干燥后，用０．１ｇ／Ｌ结晶紫对表面附

着的生物膜染色１５ｍｉｎ。用无菌蒸馏水洗涤孔板，然后

加入９５％乙醇重新溶解结晶紫染色的生物膜。使用酶标

仪在６００ｎｍ处测吸光度
［８］。

１．６．４　挥发性盐基氮（ＴＶＢＮ）的测定　参照 Ｄａｂａｄ

等［１４］的方法，修改如下：取３．００ｍＬ培养液，加入少量的

蒸馏水，用凯氏定氮仪测定培养液中挥发性盐基氮。每

组样品做２个平行。

１．６．５　总氨基酸的测定　按ＧＢ５００９．１２４—２０１６《食品安

全标准 食品中氨基酸的测定》执行。

１．６．６　腐胺的测定　犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊培养液中腐胺的提

取参照Ｉｋｏｎｉｃ等
［１５］的方法，然后参照Ｆａｎ等

［１６］的方法使

用 ＨＰＬＣ进行鉴定和定量分析腐胺，每组样品做３次

平行。

１．７　数据处理

利用Ｏｒｉｇｉｎ８．６绘制曲线；采用ＳＰＳＳ１９进行显著性

分析。数据结果均采用平均值±标准差表示。

２　结果与分析
２．１　菌落总数变化

图１为４ ℃条件下，分别添加５０ｍＬ／１００ｍＬ犘．

犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪和犃．狊狅犫狉犻犪无菌培养液对犛．

狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊生长的影响。初始接菌量大约在５．２０ｌｇ

（ＣＦＵ／ｍＬ）。从图１中可以看出，４℃贮藏４ｄ之前，添

加５０ｍＬ／１００ｍＬ犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪 和犃．

狊狅犫狉犻犪无菌培养液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊的生长几乎没有影

响；但是贮藏８ｄ后达到菌落生长稳定期时，添加５０ｍＬ／

１００ｍＬ犃．狊狅犫狉犻犪无菌培养液组的犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊菌落

总数明显低于空白组，而添加５０ｍＬ／１００ｍＬ犘．犳犾狌狅狉犲狊

犮犲狀狊或犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪无菌培养液的犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊菌

落总数与空白组没有显著性差异；贮藏１０ｄ后各组中犛．

狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊菌落数基本一致；到达贮藏终点时，添加了

５０ｍＬ／１００ｍＬ犃．狊狅犫狉犻犪 无菌培养液组中犛．狆狌狋狉犲犳犪

犮犻犲狀狊的菌落数明显呈下降趋势。研究结果表明添加

５０ｍＬ／１００ｍＬ 的 犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊 或 犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪

无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊的生长几乎没有影响，而

图１　ＢＨＩ培养液中添加无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊

在４℃ 贮藏中菌落总数变化的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＦＳｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆ犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊

ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＢＨＩｂｒｏｔｈａｔ４℃

且添加５０ｍＬ／１００ｍＬ犃．狊狅犫狉犻犪无菌培养液对犛．狆狌狋狉犲

犳犪犮犻犲狀狊的生长延滞期和对数期几乎没有影响，但是从稳

定期初期开始就会抑制犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊的生长，与Ｚｈｕ

等［１３］研究的犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊只在稳定期抑制犛．犫犪犾狋犻犮犪

生长 和 Ｗａｎｇ 等［１７］ 研 究 发 现 的 铜 绿 假 单 胞 菌

（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）的无菌上清液在稳定期提高

了肠沙门氏菌（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犲狀狋犲狉犻犮犪）死亡率的结果一致。

犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊是具有群体感应机制的细菌，它可以通

过感知环境中的信号分子来调控菌体密度，并在信号分

子达到阈值时启动相关基因表达，从而调控细菌的生理

行为，以适应环境的变化，可能是犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊可以感

知犃．狊狅犫狉犻犪无菌上清液中的群体感应信号分子去调控自

身的微环境、物质代谢和必要的细胞分裂［１２］。

２．２　胞外蛋白酶变化

细菌可以通过无菌上清液中的群体感应信号分子去

调控菌体之间的群体行为，特别是对胞外产物的分泌，例

如毒力因子、胞外蛋白酶和生物膜基质［１８－１９］。图２为在

４℃贮藏下，分别添加５０ｍＬ／１００ｍＬ犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．

犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪和犃．狊狅犫狉犻犪 无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊

形成胞外蛋白酶活性和浓度的影响。从图２可以看出，

不同的贮藏时间段，各试验组的胞外蛋白酶活性和浓度

变化趋势并不完全相同，是因为犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊的胞外

蛋白酶活性与浓度之间没有密切的关系，但总体趋势可

以看出贮藏８ｄ后各组的胞外蛋白酶活性和浓度显著提

高，但贮藏１２ｄ后，胞外蛋白酶活性和浓度明显降低。与

对照组相比，贮藏８ｄ后的犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪

和犃．狊狅犫狉犻犪 的无菌上清液明显降低了犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊

胞外蛋白酶的形成，而且ＳＰ组、ＳＨ组和ＳＷ组中犛．狆狌

狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊胞外蛋白酶活性分别为８．８，９．８，８．１Ｕ／ｍＬ，比

对照组活性分别低２１．４２％，１２．５０％，２７．６８％，说明犃．狊狅

犫狉犻犪的无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊胞外蛋白酶形成的
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图２　ＢＨＩ培养液中添加无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊

在４℃ 贮藏中胞外蛋白酶活性和浓度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＦＳｏｎｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃａｃｔｉ

ｖｉｔｙａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆ犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊

ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＢＨＩｂｒｏｔｈａｔ４℃

抑制作用最强，从图２（ｂ）中可以看出，贮藏８ｄ后，与空

白组相比，添加３种无菌上清液对胞外蛋白酶的浓度都

有抑制作用，而且添加犃．狊狅犫狉犻犪 的无菌上清液组（ＳＷ

组）抑制作用最强，贮藏１２ｄ后，添加犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪无

菌上清液组（ＳＨ组）对胞外蛋白酶的浓度几乎没有抑制

作用，添加犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊和犃．狊狅犫狉犻犪的无菌上清液组

对胞外蛋白酶的浓度都有抑制作用，而且ＳＷ 组的抑制

作用最强。这与Ｚｈｕ等
［８］研究添加不同的外源ＡＨＬｓ会

抑制犛．犫犪犾狋犻犮犪胞外蛋白酶活力以及Ｌｉｕ等
［２０］研究发现

犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊的蛋白酶基因活性受到以 ＡＨＬｓ为基础

的群体感应系统调控的结果一致。

２．３　生物膜变化

犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊具有形成生物膜的能力，并能依靠生

物膜附着在容器表面，增加清洁难度并易导致交叉污染。

外界营养条件不会影响其在食品加工中形成生物膜的能

力，但是外源菌会影响犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊形成生物膜的能

力和黏附力［２１］。图３为在４℃贮藏下，分别添加５０ｍＬ／

１００ｍＬ犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪和犃．狊狅犫狉犻犪无菌

上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊生物膜形成的影响。贮藏８ｄ

后犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊形成生物膜的能力增强，但随着贮藏

时间的延长到达１２ｄ后，犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊形成生物膜的

能力显著降低（Ｐ＜０．０５）。与对照组相比，犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊

和犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪都提高了犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊形成生物膜

的能力，分别比对照组提高２３．３３％和５６．６６％，而 犃．

狊狅犫狉犻犪无菌上清液抑制了犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊形成生物膜的

能力，抑制率约为１８．８８％。Ｗａｎｇ等
［１７］研究发现 犘．

犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪的无菌上清液也会抑制犛．犲狀狋犲狉犻犮犪形成生物

膜 的 能 力；Ｃｈｏｒｉａｎｏｐｏｕｌｏｓ 等
［２２］ 发 现 哈 夫 尼 亚 菌

（犎犪犳狀犻犪犪犾狏犲犻）的无菌上清液也能降低犛．犲狀狋犲狉犻犮犪形成

生物膜的能力；Ｚｈａｎｇ等
［２３］研究发现通过添加外源群体

感应信号分子ＡＨＬ会抑制犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪形成生物膜的

能力，而且许多ＡＨＬ调控的基因会在细菌生长的对数期

后期和稳定期前期表达［２４］，所以出现上述现象是因为在

犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊中控制形成生物膜的基因受到了外源无

菌上清液中群体感应信号分子的调控，例如控制胞外物

质形成和膜流动性的基因。

图３　ＢＨＩ培养液中添加无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊

在４℃ 贮藏中生物膜形成的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＦＳｏｎｂｉｏｆｉｌｍｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ犛．

狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＢＨＩｂｒｏｔｈａｔ４℃

２．４　ＴＶＢＮ值变化

图４为在４℃贮藏下，分别添加５０ｍＬ／１００ｍＬ犘．

犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪和犃．狊狅犫狉犻犪无菌上清液对犛．

狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊形成ＴＶＢＮ能力的影响。从图４中可以看

出，第０～６天各组的ＴＶＢＮ值显著上升，当贮藏６ｄ之

后，各个试验组ＴＶＢＮ值上升缓慢，与菌落总数研究结

果一致，说明当贮藏到细菌生长的稳定期初期时，犛．狆狌

狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊产ＴＶＢＮ的能力受到各组外源细菌无菌上清

液的影响而下降。与对照组相比，犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊和犃．

犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪 的 无 菌 上 清 液 对 犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊 形 成

ＴＶＢＮ能力没有显著性的影响，犃．狊狅犫狉犻犪无菌上清液显

著降低了犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊产ＴＶＢＮ的能力，说明犃．狊狅

犫狉犻犪无菌上清液降低了犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊产生代谢产物的

能力。很多腐败菌的腐败过程都会受到无菌上清液中群

９３１

｜Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１ 谢　晶等：不同细菌胞外产物对腐败希瓦氏菌低温下生长代谢的影响



体感应信号分子的调控，例如蛋白酶、脂肪酶、纤维素和

果胶酶的分泌［２５］。Ｚｈａｎｇ等
［２３］研究发现含有 ＡＨＬｓ的

培养液会降低犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪的脂肪酶活性，提高蛋白酶

活性，从而影响犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪产生腐败产物的量。所以

犃．狊狅犫狉犻犪 无菌上清液显著降低了犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊 产

ＴＶＢＮ的能力可能是犃．狊狅犫狉犻犪无菌上清液中的 ＡＨＬｓ

化合物抑制了与犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊产ＴＶＢＮ相关的蛋白

酶的分泌。

图４　ＢＨＩ培养液中添加无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊

在４℃ 贮藏中ＴＶＢＮ形成的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＦＳｏｎｔｏｔａｌｖｏｌａｔｉｌｅｂａｓｉｃｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＢＨＩ

ｂｒｏｔｈａｔ４℃

２．５　总氨基酸变化

表１列出了在４℃贮藏下，分别添加５０ｍＬ／１００ｍＬ

的犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪和犃．狊狅犫狉犻犪无菌上清

液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊氨基酸的影响。有机体蛋白质组织

的基本成分是氨基酸，其在生物体的生命活动中发挥着

非常重要的作用［２６］。结果表明，ＳＰ组、ＳＨ组和ＳＷ 组中

Ｌｙｓ含量由初始值的３４２．８８，２９０．１４，３４４．７１μｇ／ｍＬ分别

降低到２４３．４７，２６０．０９，２８５．４３μｇ／ｍＬ，降低率分别为

２８．９９％，１０．３６％，１７．２０％，Ｇｌｕ 由 初 始 值 的 ７７７．７０，

６５０．４７，７８６．６７μｇ／ｍＬ 分 别 降 低 到 ５２８．５３，５６７．４４，

６２６．０２μｇ／ｍＬ，降低率分别为３２．０４％，１２．７６％，２０．４２％。

氨基酸为腐败菌的生长提供碳源和氮源，同时也是腐败

产物生物胺的前提物质。对比ＳＰ组、ＳＨ组和ＳＷ 组贮

藏终点时氨基酸含量变化发现，ＳＨ组和ＳＷ 组中氨基酸

总量、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｌｙｓ和Ｌｅｕ的降低率都低于ＣＫ组和

ＳＰ组。从表１中还可以看出，与０ｄ相比，贮藏１２ｄ后

ＣＫ组、ＳＰ组、ＳＨ组和ＳＷ 组中总氨基酸的含量分别降

低了１７．７６％，２８．４１％，１３．５５％，１４．８４％。贮藏１２ｄ后，

与对照组相比，犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪和犃．狊狅犫狉犻犪的无菌上清

液均能抑制犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊对氨基酸的降解能力，而犘．

犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊无菌上清液则起促进作用。

２．６　腐胺变化

犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊可以使高蛋白的水产品中鸟氨酸、赖

表１　ＢＨＩ培养液中添加无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊在４℃贮藏中氨基酸的影响


Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＦＳｏｎｔｏｔａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＢＨＩｂｒｏｔｈａｔ４℃ （狀＝３）

μｇ／ｍＬ

氨基酸
０ｄ

ＣＫ组 ＳＰ组 ＳＨ组 ＳＷ组

１２ｄ

ＣＫ组 ＳＰ组 ＳＨ组 ＳＷ组

Ａｓｐ ４７２．３６±０．７４ ３９３．１７±０．０４ ３１２．７２±０．２０ ３６４．６９±０．２６ ３８１．５２±０．２６ ２６６．０１±０．１４ ２５２．２１±０．２３ ２８４．１８±０．３６

Ｔｈｒ １７４．９６±０．２０ １４８．１６±０．３２ １１７．８４±０．２３ １３３．００±０．２９ １４２．６０±０．１９ ９１．６５±０．２０ ８０．７５±０．８１ ９１．５７±０．２５

Ｓｅｒ ２８７．４６±０．２８ ２３４．１５±０．３７ １８８．６５±０．２７ ２０９．４８±０．４８ １７５．００±０．２３ １２３．５１±０．２０ １２６．９１±０．１６ １３９．５６±０．１４

Ｇｌｕ ９３６．４７±０．８１ ７７７．７０±０．３９ ６５０．４７±０．２３ ７８６．６７±０．７８ ７７０．２８±０．３４ ５２８．５３±０．１７ ５６７．４４±０．１０ ６２６．０２±０．１４

Ｇｌｙ １１０４．２７±０．２４ ９２１．６５±０．７３ ７５２．９４±０．３１ ９２０．０１±０．４１ ９５２．９５±０．５７ ７２５．６８±０．３６ ７４４．５８±０．２３ ８２６．２１±０．４８

Ａｌａ ６５８．４６±０．３１ ５２７．１２±０．３８ ４５２．６２±０．３５ ５１５．３７±０．４８ ５９９．６９±０．２３ ４４８．６３±０．８１ ４７０．７３±０．４８ ５２１．４１±０．２０

Ｖａｌ ３１６．７８±０．３１ ２６２．４３±０．１７ ２０４．８６±０．４５ ２３９．４７±０．２０ ２３８．４０±０．４９ １８６．４４±０．４８ １８５．８３±０．５７ ２０９．４５±０．３９

Ｍｅｔ １７８．９３±０．３０ １５８．０８±０．１９ １４５．８９±０．２４ １０９．５６±０．４１ ９６．６３±０．５７ ９５．２８±０．２４ １００．８０±０．２５ ９１．６９±０．３６

Ｉｌｅ １５７．２８±０．３１ １３７．９９±０．２４ １１６．５８±０．１６ １３１．９４±０．２０ １２７．１１±０．４８ ９７．１５±０．３８ １０２．２７±０．３１ １１４．４８±０．０４

Ｌｅｕ ４９６．２６±０．１９ ４１４．８０±０．１６ ３２３．３９±０．４９ ３８５．５３±０．１０ ４２８．８９±０．２６ ３２４．８５±０．４１ ３１９．４５±０．１６ ３６２．７３±０．４８

Ｔｙｒ １４２．４９±０．１７ １２２．４６±０．１６ １０７．９４±０．５７ １２７．７９±０．２０ １５４．１９±０．４８ １０４．７３±０．２８ １３３．６４±０．８２ １４６．２６±０．３２

Ｐｈｅ ３２８．８５±０．４８ ２９２．３９±０．３６ ２９７．５２±０．２６ ２９１．３６±０．０４ ２５２．２５±０．２７ １９１．５４±０．２３ １９２．２４±０．１４ ２０９．０１±０．５１

Ｌｙｓ ３９５．３４±０．５７ ３４２．８８±０．４５ ２９０．１４±０．３９ ３４４．７１±０．４８ ３３２．２１±０．３２ ２４３．４７±０．７６ ２６０．０９±０．３２ ２８５．４３±０．２０

Ｈｉｓ １３６．９９±０．１４ １２０．６７±０．３１ １１０．４８±０．５７ １２７．２８±０．１４ ９１．３５±０．３９ ６５．４３±０．８２ ８９．７４±０．５１ ７７．１６±０．６７

Ａｒｇ ４６０．７２±０．１０ ３２０．０４±０．４８ ２２８．６６±０．７６ ２６６．７６±０．８１ ３９４．５２±０．３２ ２１０．５９±０．２４ ９０．５７±０．１４ ２３２．９１±０．７６

总量 ６２４７．６１ ５１７３．７１ ４３００．７７ ４９５３．６７ ５１３７．６３ ３７０３．５０ ３７１７．２８ ４２１８．１０


　　Ｃｙｓ、Ｐｒｏ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ和Ｔｒｐ在样品处理时被破坏。
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氨酸和组氨酸发生脱羧作用生成腐胺、尸胺和少量组

胺［１３，２７］，随着贮藏时间的延长，微生物产生的腐胺含量增

加，产生有害物质导致水产品腐败。在低温贮藏下，腐胺

是犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊代谢产生的最主要的生物胺
［２８］。图５

是在４℃贮藏下，分别添加５０ｍＬ／１００ｍＬ犘．犳犾狌狅狉犲狊

犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪和犃．狊狅犫狉犻犪无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲

犳犪犮犻犲狀狊产生腐胺能力的影响。从图５可以看出，随着贮

藏时间的延长，腐胺含量在逐渐上升，贮藏４ｄ后各组无

菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊产生腐胺的抑制率较低。但

与对照组相比，贮藏８ｄ后，犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊和犃．狊狅犫狉犻犪

无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊产生腐胺的抑制率分别为

７．５４％，３３．９６％，贮藏１２ｄ后，犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊和犃．狊狅犫狉犻犪

无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊产生腐胺的抑制率分别为

２．６６％，２９．３３％。表明当犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊生长至稳定期

后，犃．狊狅犫狉犻犪无菌上清液对腐胺产生的抑制率最高，可能

是犃．狊狅犫狉犻犪无菌上清液可以抑制犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊代谢

产生脱羧酶，抑制其生成腐胺。

图５　ＢＨＩ培养液中添加无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊

在４℃ 贮藏中腐胺形成的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＦＳｏｎｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ犛．狆狌

狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＢＨＩｂｒｏｔｈａｔ４℃

３　结论
本试验主要研究了犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪

和犃．狊狅犫狉犻犪的胞外产物在４℃下对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊的

生长和致腐败能力的影响。通过菌落总数、胞外蛋白酶

和生物膜的分析发现只有犃．狊狅犫狉犻犪的无菌上清液对犛．

狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊的生长有抑制作用。通过分析犛．狆狌狋狉犲犳犪

犮犻犲狀狊的腐败产物，发现犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊、犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪的

无菌上清液对犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊 的抑制作用较小，犃．

狊狅犫狉犻犪能显著抑制犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊的致腐败能力，说明

犃．狊狅犫狉犻犪的胞外产物中含有抑制犛．狆狌狋狉犲犳犪犮犻犲狀狊生长的

群体感应信号分子，但是具体起作用的化合物是哪些仍

需要进一步研究确认。
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