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贮藏温度对即食小龙虾品质及微生物菌群

多样性的影响
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摘要!先通过测定理化指标确定即食小龙虾货架期"再分

别从
6

"

#5i

两种贮藏温度下中!末期的样品中提取即食

小龙虾总
=R8

"通过高通量测序技术探究贮藏期间其微

生物菌群变化&结果表明(随贮藏时间的延长"物种多样

性逐渐降低'

6i

贮藏条件下"末期优势菌群为海洋杆菌

属 $

-D9./=N.D',,&G

"

2!35##Z

% 和 希 瓦 氏 菌 属

$

589[./9,,.
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贮藏条件下"末期优势菌群

为哈撒韦氏菌属$
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"23"$$Z

%!芽孢杆菌属
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%和狭义梭菌属$
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关键词!即食小龙虾'高通量测序'优势菌属'菌群多样性
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克氏原螯虾!

U>=D.BN.>&GD,.>R''

#又名小龙虾)红螯

虾$其肉质鲜美)风味独特)营养价值高$是中国目前市场

上最畅销的淡水虾类*

!

+

%现已形成了集,苗种繁育)健康

养殖)加工出口)餐饮物流)节庆文化-于一体的产业链

条*

#

+

%目前$中国淡水小龙虾主要以生鲜销售)冷冻粗加

工和即食产品为主$即食小龙虾产品改变了季节性对其

销售和消费的限制$但也存在货架期短等问题%水产品

腐败变质主要归结于细菌的侵染$随贮藏时间的延长$只

有少数特定种类的微生物迅速增长$并逐渐占据主导地

位$生长代谢产生一些不良物质$导致产品腐败变质$这

类细菌就是特定腐败菌!
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$如果能对产品中特定腐败菌进行控制即可有

效延长货架期%所以有必要了解产品在贮藏过程中菌群

结构与变化规律$对引起产品变质的特定腐败菌进行研

究$从而达到靶向抑制产品腐败变质的目的%

近年来$随着分子生物学的发展$高通量测序技术已

被广泛应用于分析微生物菌群多样性的变化%高通量测

序是一种非培养分析法$无需对菌株进行培养$可以直接

通过提取)分析样品的
=R8

来对微生物多样性进行分

析*

'

+

$目前已成功应用在鲳鱼*

"

+

)蟹糊*

2

+

)带鱼*

&

+

)虾夷扇

贝柱*

!$

+

)南极磷虾*

!!

+

)牡蛎*

!#

+等水产品中微生物菌群多

样性的分析%江杨阳等*

!%

+同时利用传统培养方法和高通

量测序技术对冷藏小龙虾进行优势腐败菌的分析$但通

过该技术对小龙虾即食产品菌群多样性进行分析的尚未

见报道%试验拟将即食小龙虾产品置于两种常用贮藏温

度下$旨在了解产品在不同贮藏温度下品质及菌群多样

性变化$为企业在杀菌参数确定)车间卫生管理)靶向抑
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制产品腐败变质及研发防腐保鲜技术提供理论依据%

!
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材料与方法
!3!

!

材料与试剂

小龙虾"购于江苏盱眙水产市场(

平板计数琼脂!

@V8

#"海博生物技术有限公司(

细菌基因组
=R8

提取试剂盒"生工生物工程!上海#

股份有限公司(

硼酸)

U

:

N

"分析纯$国药集团化学试剂有限公司(

高纯度耐热
=R8

聚合酶"南京诺唯赞生物科技有限

公司(

=R8

产物纯化试剂盒"北京全式金生物技术有限

公司%

!3#

!

仪器与设备

自动凯氏定氮仪"

d&26$

型$海能仪器有限公司(

@VX

仪"

>!$$>U >EBF*+-V

G

B-BF

型$美 国
7WN)

X8=

公司(

电泳槽"

=YVh)#!

型$北京市六一仪器厂(

凝胶成像系统"

(V%5$$

型$美国
c̀@

公司(

漩涡混合器"

Q9)227

型$海门市其林贝尔仪器制造

有限公司(

移液器"

XBCB+F0E

型$

$35

"

!$3$

#

9

$德国
(

LL

B/<4FH

公司%

!3%

!

方法

!3%3!

!

样品的加工工艺
!

鲜活小龙虾
(

盐水吐污
'E

(

机械清洗!挑选鲜活小

龙虾
(

油炸
(

调味煮制
(

冷却
(

真空包装
(

灭菌

$

!$$i

"

#$*,/

%

(

即食产品

!3%3#

!

样品的处理
!

样品分别贮藏于
#5

$

6i

条件下$分

别每隔
#

$

5<

取虾肉样品!去头)去壳)去虾线#测定其理

化指标%

!3%3%

!

微生物菌落总数的测定
!

按
Q76"2&3#

&

#$!'

.食

品安全国家标准 食品微生物学检验 菌落总数测定/

执行%

!3%36

!

挥发性盐基氮!

>c7)R

#的测定
!

按
Q7

'

>5$$&3

##2

&

#$!'

.食品安全国家标准 食品中挥发性盐基氮的测

定/的自动凯氏定氮仪法执行%

!3%35

!

=R8

的提取
!

分别选取两个贮藏温度下中)末期

的小龙虾虾肉!去头)去壳)去虾线#$利用液氮研磨的方

法处理后$提取样品总
=R8

%

!3%3'

!

@VX

扩增
!

以提取的基因组
=R8

作为模板$参

照江艳华等*

!$

+的扩增条件对
!'OF=R8

序列的
c%)c6

可变区域进行扩增%引物序列如表
!

所示%扩增结束

后$检测
=R8

分子质量$质量满足要求的送至生工生物

工程!上海#股份有限公司通过高通量测序技术做进一步

分析%

!3%3"

!

数据处理
!

U,CB

.

测序系统测序序列中含有标签

序列$以及测序时加入的引物和接头序列%首先将成对

的测序序列拼接成一条序列$随后根据标签序列区分样

品得到各样本数据$对各样本序列进行质量控制$过滤掉

质量不符合要求的序列*

!6

+

%将多条序列进行聚类分析$

一般将相似性
*

$3&"

的序列进行归并$生成操作分类单

元!

4

L

BF+D,4/+-D+J4/4*,01/,DC

$

N>̀ C

#%根据聚类分析

结果$计算得到
8V(

)

VE+4!

)

OE+//4/

)

O,*

L

C4/

指数$进

行
8-

L

E+

多样性分析$其中
8V(

)

VE+4!

指数是对菌群丰

度进行评估$

OE+//4/

)

O,*

L

C4/

指数是对菌群多样性进行

评估*

!5

+

%基于分类学分析对比结果$来讨论小龙虾即食

产品在不同贮藏温度)时间条件下菌群结构及变化规律%

!3%32

!

数据分析
!

每组试验进行
%

次平行%应用
(J0B-

#$!$

软件对数据进行整理)绘图(应用
@F,/CB

.

$3#$36

)

@B+F$3&3'

)

V1D+<+

L

D!3#3!

软件对各样本数据进行质控过

滤$得到样本有效数据(应用
C̀B+F0E53#3#%'

)

U4DE1F!3

%$3!

)

X%3#

等软件对样本进行
N>̀

聚类)

8-

L

E+

多样性

和菌群多样性分析%

表
!

!

引物序列

>+I-B!

!

@F,*BFCB

.

1B/0B

引物名称 序列

%6!M 5

0

)VVV>8V8VQ8VQV>V>>VVQ8>V>Q

!

I+F04<B

#

VV>8VQQQRQQV\QV8Q)%

0

2$5X 5

0

)Q8V>QQ8Q>>VV>>QQV8VVVQ8Q88>>VV8Q8V>8V?cQQQ>8>V>88>VV)%

0

#

!

结果与分析

#3!

!

小龙虾即食产品在不同贮藏温度下的品质变化

#3!3!

!

菌落总数
!

不同贮藏条件下小龙虾即食产品菌落

总数变化见图
!

)

#

%

8-)=+

:

+-

等*

!'

+研究表明"虾类产品

分两个鲜度$其菌落总数
"

53$$-

:

!

VM̀

'

:

#为一级鲜度$在

53$$

"

53"$-

:

!

VM̀

'

:

#的为二级鲜度$当
*

53"$-

:

!

VM̀

'

:

#

时已经腐败不能再食用$即到达货架期末期%

!!

由图
!

)

#

可知"两个贮藏温度下$菌落总数均呈增

长趋势$

#5i

条件下增长速度较快$几乎呈直线增长趋

势$第
'

天菌落总数指标已超过二级鲜度$到达理论腐

败期$第
2

天时菌落总数已远远超过
53"$-

:

!

VM̀

'

:

#$

酸臭味强烈$达到可接受的极限(

6i

贮藏条件下$前期

菌落总数增加缓慢$第
!5

天开始增长速度加快$第

%5

天时已超过虾类产品的二级鲜度指标$达到理论腐

败值%

"$!

贮运与保鲜
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总第
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期
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年
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月
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图
!

!

#5i

贮藏温度下小龙虾即食产品菌落总数

和挥发性盐基氮的变化
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1FB!
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>EB0E+/

:

B4HD4D+-/1*IBFC4H04-4/
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+/<A4-)

+D,-BI+C,0/,DF4
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B/ 4/04/<,D,4/,/

:

0F+

G

H,CE

<1F,/

:

#5iCD4F+

:

B

图
#

!

6i

贮藏温度下小龙虾即食产品菌落总数

和挥发性盐基氮的变化

M,

:

1FB#

!

>EB0E+/

:

B4HD4D+-/1*IBFC4H04-4/

G

+/<A4-)

+D,-BI+C,0/,DF4

:

B/ 4/04/<,D,4/,/

:

0F+

G

H,CE

<1F,/

:

6iCD4F+

:

B

!!

初步推断
#5i

贮藏条件下贮藏期为
'<

$

6i

贮藏条

件下贮藏期为
%5<

%

#3!3#

!

>c7)R

值
!

小龙虾蛋白含量较高$死后其蛋白质

等含氮物质在酶和微生物的作用下会分解成挥发性氨以

及低级胺类等化合物$即挥发性盐基氮!

>c7)R

#

*

!"

+

%根

据
Q7!$!%'

&

#$!5

.动物性水产制品/规定$动物性食品

中
>c7)R

值
/

%$3$$*

:

'

!$$

:

为合格品%即食小龙虾

贮藏期间
>c7)R

变化如图
#

所示%

由图
!

可知$

#5i

贮藏温度下$

>c7)R

含量几乎呈

直线增长$第
'

天时
>c7)R

值已达到
#23&6*

:

'

!$$

:

$

临近
Q7!$!%'

&

#$!5

规定的限值$第
2

天已远远超过限

值%结合第
'

天的菌落总数为
53"6-

:

!

VM̀

'

:

#$已超过

虾类产品的二级鲜度指标%可看出
>c7)R

值作为鲜度

判定要比菌落总数值滞后$与前人对哈氏仿对虾*

!2

+和冷

藏小龙虾*

!%

+的研究结果一致$故综合两指标认为
#5i

贮

藏温度下货架期为
'<

%中期样品取第
%

天的龙虾肉!记

为
V%

#$末期样品取第
'

天的龙虾肉!记为
V'

#%

由图
#

可知$

6i

贮藏温度下$前期增长缓慢$后期几

乎呈直线增长$与后期微生物数量大幅度增加有较大关

联$微生物分解蛋白质从而产生挥发性氨以及低级胺类

等化合物$使得
>c7)R

值增加%在第
%$

天时
>c7)R

值

接近
Q7!$!%'

&

#$!5

规定的限值$第
%5

天时稍超过限

值$结合菌落总数变化情况$将第
%5

天视为贮藏末期%

中期样品取第
!5

天的龙虾肉!记为
7!5

#$末期样品取第

%5

天的龙虾肉!记为
7%5

#%

#3#

!

小龙虾即食产品在不同贮藏温度下的菌群变化

#3#3!

!

基因组
=R8

提取及
@VX

扩增
!

分别取不同贮藏

温度下中期和末期的龙虾肉
6

份$利用液氮研磨的方法

提取其总
=R8

$经
@VX

扩增
c%)c6

可变区后琼脂糖凝

胶电泳检测其质量%如图
%

所示各样品目的片段条带清

晰$满足后续测序试验要求%

U3=R8

分子量标准
!

!37!5

!

#37%5

!

%3V%

!

63V'

图
%

!

高通量测序法下
c%)c6

可变区
=R8

电泳图

M,

:

1FB%

!

(-B0DF4

L

EBF4

:

F+*4Hc%)c6A+F,+I-B

=R8+FB+

#3#3#

!

测序序列分析
!

为了保证信息分析质量$必须对

杂合的
=R8

片段!即嵌合体#进行剔除$去除嵌合体与靶

区域外序列统计表见表
#

%从表
#

可看出$经质控和优化

后每个组的有效序列数均在
%$$$$

以上$有效序列的百

分比达
2&3$$Z

以上$

V'

样品达到
&&3""Z

%覆盖率作为

样本完整性指标$表示样品中总物种的百分比*

!&

+

%

6

个

样品的覆盖率均在
$3&&

以上$表明所得有效序列可达到

表
#

!

各组样品有效序列与
N>̀

数量统计

>+I-B#

!

NICBFAB<A+-,<CB

.

1B/0B+/<N>̀ /1*IBFC,/<,HHBFB/D0F+I

L

+CDBC

样品 处理前总序列 细胞器组织序列数目 非靶区域序列数目 嵌合体数目 处理后剩余序列 覆盖率
N>̀

数量

V% 5&!$" '!!6 !5 #%! 5#"6" !3$$ #!"$

V' '!$#6 #" $ !$2 '$22& !3$$ #5'

7!5 %!#!2 #6$ !$& #!! %$'52 $3&& !!'#

7%5 5"!&# !!" !#" 6'5 5'62% !3$$ 2#$

#$!

$

c4-3%5

$

R43&

周
!

涛等!贮藏温度对即食小龙虾品质及微生物菌群多样性的影响



后续分析的要求%通过比对
6

个样品的
N>̀

数量可知$

随贮藏时间的延长$

N>̀

数量下降$物种丰度下降%

#3#3%

!

8-

L

E+

多样性分析
!

使用
80B

)

VE+4!

)

OE+//4/

及

O,*

L

C4/

指标对微生物菌群的丰富度及其个体分配均匀

性进行评估*

#$

+

%由表
%

可知$两种贮藏温度下$中期阶

段
#5i

条件下菌群多样性更高$

80B

)

VE+4!

)

OE+//4/

%

个指标变化较大$但
O,*

L

C4/

并无变化$均为
$3$5

$可

能是
O,*

L

C4/

数值主要综合体现物种的丰富度和均匀

度$在考虑种类数目变化的同时$还考虑了种类之间的

配比变化*

!%

+

%随贮藏时间延长$物种丰度和多样性均下

降$尤其常温条件下菌群丰度指标急剧下降$证实了贮藏

后期优势腐败菌属的大量存在$产生不良代谢物影响其

他菌种生长$从而使得物种多样性降低%

表
%

!

小龙虾不同贮藏时期菌群的
8-

L

E+

多样性比较

>+I-B%

!

8-

L

E+<,ABFC,D

G

4HI+0DBF,+-H-4F+H4F<,HHBFB/D

CD4F+

:

BD,*B4HDEB0F+

G

H,CE

样品
80B VE+4! OE+//4/ O,*

L

C4/

V% ##6$3'' #!&&3#2 53%% $3$5

V' #2"3'' #"!35$ $325 $3'6

7!5 !#%63%% !#!23&' 63%& $3$5

7%5 2'&3"$ 25236" !35' $3'$

!!

根据以上数据可得到稀释曲线!图
6

#%稀释曲线可

用来评估样品中物种的丰富度$也可通过观察直线是否

趋于平缓来判断样本的测序数据量是否合理%如图
6

所

示$在横坐标刚开始$曲线便趋于平缓$说明测序数量已

足够%

图
6

!

OE+//4/

稀释曲线分析

M,

:

1FB6

!

OE+//4/F+FBH+0D,4/

L

-4D4HB+0EC+*

L

-B

#3#36

!

菌群多样性分析
!

采用该
X=@0-+CC,H,BF

方法对

样品获得的
N>̀

进行属水平上的物种分类%

6

个样品

中主要属水平下分类见表
6

%由表
6

可知$不同贮藏温

度)时期$菌群结构有较大差异%贮藏中期除去未分类菌

表
6

!

不同贮藏温度及时期样品菌群在属水平上的分布a

>+I-B6

!

XB-+D,AB+I1/<+/0B4H

:

B/BF+4HI+0DBF,+-H-4F+1/<BF<,HHBFB/DCD4F+

:

B

DB*

L

BF+D1FBC+/<

L

BF,4<C Z

种属
#5i

中期 末期

6i

中期 末期

海洋杆菌属!

-D9./=N.D',,&G

#

$3$$6 $3$$! $3!2$ 2!35##

哈撒韦氏菌属!

%.<89[.

H

.

#

$3$2! "23"$$ $3$$$ $3$$$

未分类菌!

&/D,.GG'

3

'9F

#

"$3"'! $3!2# 653"5! &3!&"

芽孢杆菌属!

J.D',,&G

#

$3!#& !#3%2$ $3$$$ $3$$$

狭义梭菌属!

*,=G<>'F'&BG9/G&G<>'D<=

#

$3%%% 23"$" %3$"6 $3$%'

棍状厌氧菌属!

"/.9>=>8.NF&G

#

%35&5 $3$$$ !23#%& $3%5'

微生长单胞菌属!

M

H

G

0

=/=B=/.G

#

#32'# $3$$$ 23!#& $3$$&

拟杆菌属!

J.D<9>='F9G

#

%3!6' $3$$$ 53&'6 $3"#!

希瓦氏菌属!

589[./9,,.

#

$3$$$ $3$$$ !3#$# %3'#5

金黄杆菌属!

*8>

H

G9=N.D<9>'&B

#

%3%$" $3$$$ 63#55 $3#!"

黄杆菌属!

E,.K=N.D<9>'&B

#

#36"! $3$$$ %3$6& $3#$#

菌属
!

!

I.D'8.N'<./G

#

%3%%% $3$$$ $3$$$ $3$$$

不动杆菌属!

"D'/9<=N.D<9>

#

#3$&% $3$$5 !3&2& $3"%2

固氮弧菌属!

"Q=.>D&G

#

$3$$$ $3$$$ 53%%' $3$#%

甲基杆菌属!

29<8

H

,=N.D<9>'&B

#

$3$$$ $3$$$ #3!'5 !3$&!

中慢生根瘤菌属!

29G=>8'Q=N'&B

#

$3$$$ $3$$$ $3!&" !3%%%

菌属
#

!

*=N9<'.

#

$3$$$ $3$$$ $36'& $3&#&

硝化螺旋菌属!

#'<>=G

A

'>.

#

#3"'5 $3$$$ $3$$$ $3$$$

菌属
%

!

J>9K&/F'B=/.G

#

#3"#& $3$!% $3$$$ $3$$$

假单胞菌属!

UG9&F=B=/.G

#

#3%&' $3$!% $3$$$ $3$$$

!!!!!!!!!

a

!

菌属
!

"

%

为目前无中文名或统一名称的菌属%

$$!

贮运与保鲜
O>NX8Q(>X8RO@NX>8>WNR T@X(O(Xc8>WNR

总第
#!5

期
$

#$!&

年
&

月
$



群$两种贮藏温度下丰度最大的均为棍状厌氧菌属!

6i

条件下"

!23#%&Z

(

#5i

条件下"

%35&5Z

#(贮藏末期$

6i

贮藏条件下优势菌群为海洋杆菌属!

-D9./=N.D',,&G

$

2!35##Z

#和希瓦氏菌属!

589[./9,,.

$

%3'#5Z

#$

#5i

贮

藏条 件 下 优 势 菌 群 为 哈 撒 韦 氏 菌 属 !

%.<89[.

H

.

$

"23"$$Z

#)芽孢杆菌属!

J.D',,&G

$

!#3%2$Z

#和狭义梭菌

属!

*,=G<>'F'&BG9/G&G<>'D<=

$

23"$"Z

#%不同的贮藏条件

下微生物耐受力不同$故后期菌群结构存在差异%

!!

棍状厌氧菌属!

"/.9>=>8.NF&G

#是一种肠杆菌$蔡丽

萍等*

#$

+在野生锯缘青蟹肠道中也检出了该菌属为优势菌

群%可能是小龙虾自身所携带的菌体$加工处理过程中

未完全灭活或被二次污染使之成为贮藏中期主要菌属%

但随贮藏时间的延长$该菌属丰度逐渐降低$尤其在
#5i

条件下丰度降为
$

$可能是后期环境不适宜其生长或优势

腐败菌的出现抑制其生长%

哈撒韦氏菌属!

%.<89[.

H

.

#和海洋杆菌属!

-D9./+

=N.D',,&G

#在腐败末期占据主要地位%哈撒韦氏菌属之前

被定义为梭状芽孢杆菌属类群二*

#!

+

$革兰氏阳性菌$优先

分解蛋白$最适生长温度
%$ i

左右$最适
L

?

值
'3$

"

235

*

##

+

%

#5i

贮藏条件下温度)

L

?

正适合哈撒韦氏菌属

的生长$且龙虾是高蛋白产品$后期蛋白分解$使得丰度

增长到
"23"$$Z

$成为
#5i

贮藏末期主要的菌属%海洋

杆菌属是与芽孢杆菌属相关的新菌属*

#%

+

$呈革兰氏阳性$

是一种耐盐亲碱菌%

91

等*

#6S#5

+曾在一种深海生物中分

离出海洋杆菌属$

Y1*4D4

等*

#'

+也曾在淡水湖里虹鳟的

鱼皮中分离出海洋杆菌属%海洋杆菌属在冷藏末期相对

丰度达
2!35##Z

$表明其可能在产品腐败变质过程中起

到重要作用$但中国有关此菌属的研究较少$后续研究应

重点关注%

希瓦氏菌属!

589[./9,,.

#和芽孢杆菌属!

J.D',,&G

#

是常见的水产品中腐败菌属%希瓦氏菌属代谢能力极

强$能适应多种盐浓度)温度及气体环境$是一种嗜冷性

菌属$故在冷藏期间丰度增加$成为优势菌属之一%其模

式菌种为腐败希瓦氏菌$作为冷藏海水鱼中主要腐败菌

被人们熟知$但随着研究的深入$在淡水养殖动物中也陆

续被发现*

#"

+

%芽孢杆菌属大多来源于土壤和空气中$可

能是小龙虾在淤泥中生长$自身感染或在后期加工过程

中二次污染所残留的耐热芽孢杆菌$常规杀菌方法难以

将其杀灭$在适宜条件下再次生长%此外$还有一些菌属

虽然相对丰度较小$但可能在产品腐败变质过程中也起

重要作用%

已有研究*

#2

+表明$水产品中主要的优势腐败菌有弧

菌属!

P'N>'=/.D9.9

#)肠杆菌属!

?/<9>=N.D<9>'.D9.9

#)假单

孢菌属!

UG9&F=B=/.G

#)希瓦氏菌属!

589[./9,,.

#)乳酸

菌!

I.D<'D.D'FN.D<9>'.

#)芽孢杆菌属!

J.D',,&G

#及梭状

芽孢杆菌属!

*,=G<>'F'&B

#等$不同水产品的腐败菌种类

也大不相同%小龙虾的品种)生长环境和后期加工均会

使得优势腐败菌有所不同*

5

+

$故在研发产品保鲜剂时$应

针对具体的产品)加工和贮藏条件$综合考虑各种影响因

素%此外$低温杀菌虽然对产品肉质影响较小$但具有一

定局限性$难以杀死产芽孢的细菌%为了不影响肉制品

口感)风味可采用其他温和且安全的杀菌方式$例如辐照

杀菌技术或其他的物理杀菌方法$避免对含芽孢的菌属

灭菌不彻底$使得后期再次生长%总之$最好采取物理)

化学和生物方法相结合的方式有针对性地进行防腐保鲜

技术的研究$达到延长产品货架期)保障产品卫生安全的

目的%

%

!

结论
试验对不同贮藏温度下即食小龙虾品质及菌群结构

进行了研究%结果表明"产品在
#5

$

6i

条件下的货架期

分别为
'

$

%5<

(随着贮藏时间的延长$菌群多样性降低$

并出现了优势腐败菌$但两种贮藏温度下优势腐败菌各

不同(低温杀菌存在一定局限性$食用前最好经过微波加

热%研究通过高通量测序技术分析了贮藏中期和末期菌

群在属水平上的变化$但无法确定到具体的腐败菌种$下

一步可用传统培养方法对末期样品中腐败菌进行分离纯

化$深层次地研究其生长条件和腐败特性$从而有针对性

地抑制产品的腐败变质%另外在研究即食小龙虾加工和

保鲜的过程中$需综合考虑各种影响因素$进一步探索安

全且有效的杀菌方式和保鲜技术$保证即食小龙虾的食

用安全性$扩大消费市场%
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