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基于高通量测序分析紫贻贝冻藏过程中

菌群组成变化
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摘要!以蒸汽开壳后获得的新鲜紫贻贝肉!

(,

"*

b#9c

冻藏
#

周紫贻贝肉!

(,/#

"*冻藏
&

周紫贻贝肉!

(,/&

"和冻

藏
%

周紫贻贝肉!

(,/%

"为研究对象#采用
F-0

抽提试剂

盒提取贝肉表面微生物基因进行高通量测序分析'各样

本的有效序列区间为
&#9%.

(

;!9#!

条*操作分类单元

!

E

O

'8315)43213̂)4)?5=P4516

#

E:U

"范围为
!9%

(

.9#

#其

中
E:U

最少的是冻藏
%

周样品#最多的是新鲜紫贻贝

肉'分析多样性指数可知#菌群丰富度最低的是冻藏
&

周

紫贻贝肉'在属水平上#各样本优势菌群中均包含弧菌

属!

V*QB*.

"'随冻藏时间的延长#葡萄球菌属!

8D2

K

:

@

;.(

9.99&C

"的占比逐渐降低'冻藏
%

周时新增希瓦菌属!

8:(

+U2'+;;2

"且相对丰度很大#另外仅新鲜紫贻贝和冻藏

%

周样本的优势菌群中含有不动杆菌属!

H9*'+D.Q29D+B

"'

关键词!高通量测序技术)紫贻贝)冻藏)优势菌群)多

样性
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%肉质肥美"营养丰富!在中国

大部分产自渤海湾"黄海和东海沿岸地区!其中资源最为

丰富的地区为浙江嵊泗列岛附近海域!嵊泗枸杞岛素有

(贻贝之乡)的美称1

#

2

#近年来!海鲜食品已成为人们餐

桌上获得蛋白质的日常选择!其中紫贻贝深受广大消费

者的喜爱#但紫贻贝由于产量大"采收期集中!加上捕后

贮藏不当"微生物侵袭等因素!极易损害贝肉品质!造成

营养和食用价值降低#其中!微生物侵袭及污染是影响

紫贻贝及其制品品质的重要原因之一#另外生长水质"

捕后贮运方式及加工环境等!也会影响紫贻贝制品中菌

#$!

(EEFGH0DI+-BJK

第
&$

卷第
#

期 总第
!&#

期
"

!"!#

年
#

月
"



群组成及其丰度变化1

!

21

&

2

#$

#据广东省动物性水产品微

生物污染调查研究1

;

2发现!

!"#$

'

!"#%

年广东省部分地

区虾"蟹"贻贝类中致病菌阳性检出水平超过半数#赵金

丽等1

A

2研究发现!不同紫贻贝制品中的微生物组成情况

不同&新鲜和自制紫贻贝干的微生物中!占比较大的是不

动杆菌属和嗜冷杆菌属!而市售紫贻贝干产品中优势菌

为肠球菌属和葡萄球菌属#不同状态下的紫贻贝样品的

菌群组成均存在较大差异!关于紫贻贝肉冻藏过程中优

势菌组成及其丰度变化情况还尚未见报道#

以往研究人员通常采用传统分离培养的方法来获取

食品表面菌群信息!选取合适的样品稀释液涂布于各类

平板上进行分离"纯化及鉴定!但该方法耗时长!人工成

本高!且获取的菌群信息尚不准确#此外!采用传统分离

方式培养得到的菌群信息较少!同时存在较大偏差#伴

随科技的进步!现代基因测序技术已能够满足通量强"成

本低"深度高和检测快速的需求!其中高通量测序技术作

为一种分子生物学方法!可以实现一次检测大量样本!每

次运行可产出几十千兆字节!甚至几百千兆字节的数据

分析量!目前已被广泛应用于食品"养殖"生物医药等各

个领域1

.b$

2

#该技术将待测样品的全部基因进行提取分

析!能够全面地反映菌群特征!兼具安全性高"误差小"分

析全面等优势1

9

2

#目前!已有多篇高通量测序技术应用于

水产品微生物组成分析的报道!检测对象包括牡蛎1

%

2

"南

美白对虾1

#"b##

2

"蟹糊1

#!

2

"小龙虾1

#&

2等!而利用该技术方法

剖析冻藏过程中紫贻贝的细菌菌群结构变化情况的相关

研究还鲜见报道#基于此!研究拟应用高通量测序技术!

从基因水平层面全面揭示不同冻藏时间的紫贻贝肉中菌

群的多样性和群落结构的动态变化情况!结合近期研究成

果剖析其优势菌群的形成原因和发展趋势!为解决紫贻贝

及其制品的贮藏品质问题提供基础理论支持#

#

!

材料与方法
#N#

!

材料

活体紫贻贝样品,壳$

#"N"e"NA

%

=?

!壳宽$

!NAe

"NA

%

=?

!壳高$

AN#e"NA

%

=?

!质量$

A"N"e&N"

%

R

!运至实

验室后!立即进行试验!浙江省舟山市东河市场#

#N!

!

试剂与仪器

:8346,1381(3617YPF-07)2

@

?'836'

等测序试剂,化

学纯!美国
+22P?543

公司&

0̂

@

78'

O

F-0

凝胶回收试剂盒,美国
0̂

@R

'4

公司&

7DJ

仪,

0<+T'4'0?

OE

%$""

型!美国
0<+

公司&

蓝色荧光定量系统,

dP3415(2P)8

:H

/,:

型!美国
78)/

?'

R

3

公司#

#N&

!

样品处理与分组

鲜活的紫贻贝蒸汽处理
!?54

!开壳后解剖取出完整

的紫贻贝肉样品!无菌纱布轻拭去表面水分!装入无菌袋

中!参考吕丹丹1

&

2

#$b!A的研究!根据冻藏期间理化指标变化

节点!将紫贻贝肉分为,新鲜紫贻贝肉组$

(,

%"冻藏
#

周紫

贻贝肉组$

(,/#

%"冻藏
&

周紫贻贝肉组$

(,/&

%和冻藏
%

周

紫贻贝肉组$

(,/%

%#将以上各组样品置于
b#9c

冰箱中

冻藏!分别在解剖即时和冻藏
#

!

&

!

%

周时取样测定#

#N;

!

贝肉表面微生物提取

向各组紫贻贝肉加入无菌生理盐水!配置成
M

紫贻贝
`

V

生理盐水
a#̀ %

$

R

.

?L

%的浊液!每组设置
&

个平行组!置

于
&."8

.

?54

下提取
#>

!将表面微生物提取到生理盐水

中!过滤!无菌水淋洗&然后将滤液
#""""8

.

?54

离心

!A?54

!对获得的下层沉淀物进行微生物组成分析1

#;

2

#

#NA

!

微生物群落分析

根据赵金丽等1

A

2的方法进行高通量测序!从而进行

生物学信息分析#

#N.

!

贝肉微生物信息分析

将测序得到的
7B8'3*6

进行拼接!并对所得序列进

行质控和过滤质量1

#A

2

!再进行操作分类单元$

E

O

'8315)432

13̂)4)?5=P4516

!

E:U

%聚类分析和物种分类学分析#最

后进行多样性分析和主成分分析#基于物种分类学信息

利用软件绘制出各试验组的群落柱形图和丰度聚类

热图1

A

!

#.

2

#

#N$

!

数据处理

选择
H5,'

k

测序平台进行数据分析!用
(L0,I

对

各试验组样品的
8'3*6

进行拼接#基于相似性为
%$Z

的

范围使用
U

O

386'

软件$

C$N"N#""#

%进行
E:U

聚类分析#

测序获得的基因序列与
,52C3

数据库进行比对#

!

!

结果与分析
!N#

!

测序数据统计

基于
%$Z

相似水平下!对各样品序列信息进行聚类

分析并统计得知!样品的有效序列区间为
&#9%.

(

;!9#!

条!平均长度区间为
;;#N9&

(

;A&N.!X

O

$表
#

%#统

计各试验组
E:U

生物信息发现!

E:U

区间为
!9%

(

.9#

!

新鲜紫贻贝肉
E:U

数量最高为
.9#

!其余
&

组紫贻贝肉

的
E:U

数量依次为
.!&

!

A";

!

!9%

#

!N!

!

J34]/0XP4*34='

曲线

J34]/0XP4*34='

曲线能够反映微生物的丰富度和

均匀度#曲线越宽样品的物种丰度越高!曲线越平滑样

品的均匀度越大1

#$

2

#分析结果可知!新鲜紫贻贝肉和冻

表
#

!

样品信息统计表

:3X2'#

!

,3?

O

2'54Y)8?315)461315615=6

组别 有效序列 平均长度 最小长度 最大长度
E:U

数量

(, &#9%. ;;#N9& !.& ;$& .9#

(,/# ;!9#! ;;!N9% &&! A"$ .!&

(,/& ;!;#$ ;A&N.! ;&# A"$ A";

(,/% &AA9% ;A!N%$ !.% A"! !9%

$$!

贮运与保鲜
,:EJ0TB:J0-,7EJ:0:+E- G7JB,BJM0:+E-

总第
!&#

期
"

!"!#

年
#

月
"



藏
#

周紫贻贝肉的曲线较宽!而冻藏
&

周紫贻贝肉曲线

宽度最小$图
#

%!说明了前两组的紫贻贝肉中微生物的丰

度很高#由于低温环境会抑制不耐冷微生物的生长繁

殖!因此冻藏后期丰度降低#与新鲜样本和冻藏
#

周样

本的曲线相比!冻藏
&

周和冻藏
%

周样本的曲线相对陡

峭!说明冻藏
&

周和冻藏
%

周紫贻贝肉中的微生物分布

不均匀!原因可能是冻藏后期贝肉表面聚集了对低温耐

受性较高的微生物!致使贝肉中微生物的分布不均匀1

#9

2

#

结果可知!由于长时间的低温胁迫!紫贻贝肉微生物丰度

和分布均匀性降低#

!N&

!

稀释曲线和
,>344)4/f5'4'8

曲线

稀释曲线能够反映测序数据是否合理#由图
!

可

知!当测序深度
$

!A"""

时!所有样品曲线上点的斜率均

已趋于零!表示再扩大数据量也不会测出更多新微生物

物种1

#%

2

!说明该样本测序深度科学!样本中大多数的微生

物物种能够被反映出来1

!"

2

#

,>344)4/f5'4'8

曲线中各

点的值愈大!群落所含的信息量愈大!能够反映测量序列

的多样性#由图
&

可知!前两组样本菌群更多样#所有

样本的曲线趋于平缓!说明测序数量充足!即能够反映样

本绝大部分的菌群信息#稀释曲线和
,>344)4/f5'4'8

曲

线均表明试验中各贝肉样品测序数据合理!获得的测序

结果真实有效#

图
#

!

J34]/0XP4*34='

曲线图

(5

R

P8'#

!

J34]/0XP4*34='T83

O

>

图
!

!

稀释曲线

(5

R

P8'!

!

J38'Y3=15)4=P8C'

图
&

!

,>344)4/f5'4'8

曲线

(5

R

P8'&

!

,>344)4/f5'4'8=P8C'

!N;

!

02

O

>3

多样性

由表
!

可知!各样本的
D)C'83

R

'

值都高于
"N%%9

!说

明检测序列深度足够!细菌多样性分析结果科学可信1

!#

2

#

新鲜和冻藏
#

周样品的
0='

"

D>3)#

和
,>344)4

指数均高

于冻藏
&

周和
%

周的样品!说明新鲜和冻藏
#

周紫贻贝肉

的群落丰富度高于冻藏
&

周和
%

周紫贻贝肉#这是由于

随着冻藏时间的延长!一些对温度耐受性低的菌种$如嗜

温菌%失去生理活性!致使贝肉中优势菌菌群结构发生了

显著性变化!翁佩芳等1

!!

2的研究也表明冻藏环境可抑制

鲐鱼鳃体系中细菌的生长!与试验结果相似#此外!冻藏

#

周样品的丰富度和多样性均略高于新鲜样品!可能是因

为短时间的冻藏只减缓了细菌的生长繁殖速度!并未完

全抑制细菌生长活动#相较于冻藏
&

周!最后一组紫贻

贝肉样品的
0='

"

D>3)

和
,>344)4

指数值均增大!而且

,5?

O

6)4

指数值减小!说明其菌群的丰度和多样性均升

高#多半是因为此时贝肉已被很多腐败菌污染!同时其

表面残留的部分嗜冷微生物!由亚致死状态逐渐恢复活

力!从而导致紫贻贝肉表面菌群多样性升高#

!NA

!

微生物组成

在某一分类学水平上!群落柱形图能反映各样本中

微生物的种类和序列数!即各微生物的相对丰度#在属

水平上!各样本的优势菌群中均包含弧菌属$

V*QB*.

%!随

着冻藏时间的延长!葡萄球菌属$

8D2

K

:

@

;.9.99&C

%的占比

逐渐降低#冻藏
#

周时优势菌群增加了嗜冷菌属$

SC

@

(

9:B.Q29D+B

%#冻藏
&

周新增芽胞杆菌属$

I29*;;&C

%和肠杆

表
!

!

多样性指数表

:3X2'!

!

F5C'8651

@

54*'̂

分组
0=' D>3)# D)C'83

R

' ,>344)4 ,5?

O

6)4
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菌属$

G'D+B.Q29D+B

%!冻藏
%

周时新增希瓦菌属$

8:+(

U2'+;;2

%且相对丰度很大!另外仅新鲜紫贻贝和冻藏
%

周

样本的优势菌群中含有不动杆菌属$

H9*'+D.Q29D+B

%#

新鲜紫贻贝肉中不动杆菌为优势菌群!伴随长时间

的低温胁迫!不动杆菌属的相对丰度逐渐降低!是由于其

耐低温能力较弱导致的#由于各种腐败菌的生存能力是

不同的!冻藏
%

周紫贻贝肉中不动杆菌亦为优势菌群!叶

萍萍1

!&

2在微冻鳙鱼保鲜研究中发现!微冻后期鳙鱼的优

势菌中也含有不动杆菌属!与试验中冻藏
%

周的结果相

似#与前两组相比!后两组的微生物组成存在显著的不

同!菌群多样性减小!丰度升高#由于长时间的冻藏!葡

萄球菌属的占比逐渐减小!尤其在第
%

周时葡萄球菌的

占比减小至零#长时间的低温胁迫使葡萄球菌从鲜活到

亚致死状态直至死亡#希瓦氏菌属也是水产品的腐败菌

之一!耐低温1

!;

2

!冻藏
%

周时其丰度占比非常高!表示此

时紫贻贝肉已被很多腐败菌污染!会对其品质产生很大

影响#虽然冻藏环境可以降低贝肉中菌群的多样性!但

是依然会存在以上几种常见的嗜冷菌!所以对冻藏贝类

产品!需要对这些腐败菌进行重点调控#另外!

+22P?543

H5,'

k

测序目前无法鉴定到种!所以无法确定样品中是

否还存在其他致病性菌株!但也应引起重视#

!N.

!

菌群组成&门水平'

!!

I'31?3

O

图是用定义的色彩深浅及相似水平来反映

各样品在某一分类水平上微生物组成的相似程度和差异

程度1

!A

2

#对各样本进行
E:U

聚类!绘制出各试验组的

微生物丰度聚类热图!如图
A

所示#总的来说!由于长时

间的低温胁迫!在冻藏后期紫贻贝肉样品中的微生物组

图
;

!

不同冻藏时间贝肉微生物物种组成!属水平"

(5

R

P8';

!

<3=1'8532=)??P451

@

=)?

O

)6515)431

R

'4P62'C'2

54*5YY'8'41Y8)_'415?'6?P66'2?'31

成动态变化剧烈!菌群种类不断减少#由于冻藏时间较

短!新鲜的和冻藏
#

周的紫贻贝肉菌群结构相似#分析

丰度聚类热图可知!在门水平上!各试验组中变形菌门

$

SB.D+.Q29D+B*2

%均是占比最大的微生物#伴随长时间的

低温胁迫!拟杆菌门$

I29D+B.*>+D+C

%"硬壁菌门$

=*BM*(

9&D+C

%"热脱硫杆菌门$

?:+BM.>+C&;

<

.Q29D+B*2

%和硝化菌

$

#*DB.C

K

*'2+

%等微生物的占比均逐渐减小#可能是这些

菌种生长繁殖需要较高水分活度!而冻藏后贝肉水分活

度降低导致其占比降低#这与高乾坤等1

!.

2关于冷藏带鱼

的研究中菌群变化情况相同#对比各试验组!腐败菌"致

病菌的相对丰度"菌群结构和组成菌发生了剧烈变化#

图
A

!

不同冻藏时间样品微生物丰度聚类热图!门水平"

(5

R

P8'A

!

H5=8)X532=)??P451

@

>'31?3

O

3432

@

65631*))82'C'254*5YY'8'41Y8)_'415?'663?

O
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贮运与保鲜
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总第
!&#

期
"

!"!#

年
#

月
"



所以!控制好紫贻贝肉的冻藏时间!对避免紫贻贝肉腐败

至关重要#

!N$

!

"

多样性

在主成分分析图中不同样本之间愈近!表示其菌群

组成和结构愈类似#如图
.

所示!新鲜紫贻贝肉和冻藏

#

周的紫贻贝肉样本距离较近!而冻藏
&

周和冻藏
%

周的

紫贻贝肉样本均相距较远!说明新鲜紫贻贝肉和冻

藏
#

周的紫贻贝肉的菌群组成和结构相似!而在冻藏过

程中各样本的微生物结构动态变化剧烈#这与丰度聚类

热图的分析结果相同#

图
.

!

不同冻藏时间样品主成分分析

(5

R

P8'.

!

7854=5

O

32=)?

O

)4'413432

@

656)Y*5YY'8'41

Y8)_'415?'663?

O

2'6

&

!

结论
采用高通量测序技术得到不同冻藏时间的紫贻贝肉

中微生物基因序列!聚类分析了其微生物组成及结构变化

情况#结果表明!各样品中
E:U

最少的是冻藏
%

周样本!

最多的是新鲜紫贻贝肉#多样性指数分析得知!菌群丰富

度和多样性最低的是冻藏
&

周紫贻贝肉#这可能是由于

冻藏时间的延长!多数微生物在长期低温胁迫环境下!生

命活动减弱直至死亡!仅有部分嗜冷菌存活#冻藏后期多

样性"丰富度降低后又升高!说明冻藏
%

周时已污染较多

腐败微生物#主成分分析得知!前
!

组的紫贻贝肉中的菌

群组成和结构相似#聚类分析发现!在门水平上!各试验

组中变形菌门均是占比最大的微生物!由于长时间的低温

胁迫!拟杆菌门"硬壁菌门等占比均减少!多半是这些菌种

生长繁殖需要高水分活度#在属水平上!各样本的优势菌

群中均包含弧菌属!其可能是导致贝肉腐败的微生物之

一#随着冻藏时间的延长!葡萄球菌属的占比逐渐降低#

冻藏
%

周时希瓦菌属的相对丰度很大#低温贮藏环境虽

可减少贝肉中微生物种类!但仍存在以上几种典型的嗜冷

菌!而且希瓦氏菌属"不动杆菌属和弧菌属均是腐败菌和

致病菌#在冻藏紫贻贝肉时!保证其品质和质量安全需要

针对以上几种腐败菌重点调控#
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