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摘要:目的:有 效 控 制 石 斑 鱼 冷 藏 期 间 的 腐 败 变 质.方

法:采 用 Illumina 高 通 量 测 序 技 术,通 过 对 细 菌

１６SrDNAV３ＧV４区 段 进 行 扩 增,分 析 斜 带 石 斑 鱼 经

４００MPa超高压处理５min后在４℃冷藏３,６,９,１２d的

细菌菌群结构变化.结果:Alpha多样性分析表明,随着

冷藏时间的延长,经超高压处理与未经超高压处理鱼样

的 Chao１、Ace指数不断上升,而 Shannon指数却逐渐下

降,但在冷藏的各个阶段(３~１２d),经超高压处理鱼样对

应的 Chao１、Ace和Shannon指数均低于未经超高压处理

鱼样.菌群结构分析表明,两种处理鱼样在冷藏过程中

的菌群结构变化不尽相同,未经超高压处理鱼样在冷藏

期间出现 的 主 要 优 势 菌 群 包 括Streptococcus(１７．７０％,

３d)、Plesiomonas(３６．６６％,６ d)、Peptostreptococcus
(６７．６５％,９d;４３．４％,１２d),而经超高压处理鱼样分别为

unclassified Enterobacteriaceae (２７．３６％,３ d)、

Plesiomonas(４０．３１％,６d)、Lactococcus(２４．４５％,９d)和

Peptostreptococcus (７７．９１％,１２ d); 确 定 了

Peptostreptococcus为两种处理鱼样冷藏后期(第１２天)

的特定优势菌.PICRUSt功能基因预测发现,未经超高

压处理与经超高压处理鱼样中与胁迫响应、毒物转运、

DNA重组及信号转导相关的基因丰度分别于冷藏的第

９天和第１２天显著上升.结论:与未经超高压处理相比,

经超高压处理能有效降低斜带石斑鱼在冷藏过程中的细

菌菌群丰度与多样性,改变斜带石斑鱼在冷藏期间的主

要优势菌群的演替规律,影响鱼样在冷藏期间组成菌群

的丰度结构变化.
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Abstract:Objective:Thisstudyfocusedontheeffectivelycontrol

ofthespoilageanddeteriorationofgrouperduringrefrigeration．

Methods:IlluminahighＧthroughputsequencingtechnology was

usedtoamplifythe１６SrDNA V３ＧV４segmentofbacteria,then

analyzedthechangesinthebacterialcommunitystructureofE．

obliquusafterbeingtreatedwith４００ MPaUHPfor５ minutes

andrefrigeratedat４℃for３,６,９,and１２d．Results:According

toAlphadiversityanalysisfishsamplestreatedwithandwithout

UHPshowedincreasingChao１andAceindicesasrefrigeration

timeswereextended,butShannonindicesprogressivelydropped．

Nonetheless,thefishsamplestreated with UHP hadlower

Chao１,Ace,andShannonindicesthantheonesnottreatedwith

UHPateveryrefrigerationstage (３~１２days)．Analysisof

microbialcommunitystructureshowedtherewasadifferencein

the changes in microbial community structure during the

refrigerationprocessofthetwotypesoffishsamples．Duringthe

refrigerationperiod,themaindominantmicrobialcommunitiesin

fishsampleswithoutUHPwereStreptococcus (１７．７０％,３d),

Plesiomonas(３６．６６％,６d),andPeptostreptococcus (６７．６５％,

９ d;４３．４％,１２ d),whilethe main dominant microbial

communitiesinfishsamplestreatedwithUHPwereunclassified

Enterobacteriaceae (２７．３６％,３ d),Plesiomonas (４０．３１％,

６d),Lactococcus (２４．４５％,９ d),and Peptostreptococcus
(７７．９１％,１２d)．Meanwhile,Peptostreptococcuswasidentified

asthespecificdominantbacteriaforthelaterstageofcoldstorage
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(１２thday)oftwoprocessedfishsamples．PICRUStfunctional

genepredictionfoundthattherelativeabundanceofgenesrelated

tostressresponse,toxintransport,DNArecombination,and

signaltransductioninfishsamplestreatedwithandwithoutUHP

increasedsignificantlyonthe９thand１２thdaysofrefrigeration,

respectively．Conclusion:Compared withthesamples without

UHP,UHPtreatmentcaneffectivelyreducetheabundanceand

diversityofbacterialcommunities,changethesuccessionpattern

ofthe main dominantbacterialcommunities,and affectthe

abundancestructurechangesofthebacterialcommunitiesinthe

fishsamplesduringrefrigeration．

Keywords:highＧthroughput sequencing;ultraＧhigh pressure;

Epinepheluscoioides;bacterialdiversity

石 斑 鱼 (Epinephelus spp．)是 石 斑 鱼 亚 科

(Epinephilinae)鱼类的总称,目前全球有记录的石斑鱼

有４００多种,分布在中国的有６５种[１],达到规模化养殖

的种类主要有斜带石斑鱼(E．coioides)、青石斑鱼(E．
awoara)、赤点石斑鱼(E．akaara)等[２].据统计[３],２０２０
年中国石斑鱼近海养殖总产量已达２８．３万t.随着石斑

鱼产业的快速发展,开展石斑鱼的贮藏保鲜技术研究显

得尤为重要.目前,除活鱼运输外,低温贮藏仍是石斑鱼

最常规的保鲜方式,但由于石斑鱼鱼体蛋白质与水分含

量较高,贮藏期间容易受到内在或外来微生物的污染而

引起腐败变质[４].因此,如何有效抑制鱼体中微生物的

生长繁殖,同时又能最大限度保持鱼肉肉质新鲜度一直

是此类海鱼保鲜研究的热点[５－７].据文献报道,在引起

鱼类腐败的过程中起主导作用的微生物通常只有一种或

几种,即为优势腐败菌[８],其生长速度和致腐能力均较

强,且随着贮藏时间的延长呈动态变化趋势[９].目前,有

关石斑鱼在贮藏期间的菌群组成的研究还相对匮乏.

超高压(ultrahighpressure,UHP)技术是一种新型

的食品非热杀菌加工技术,与传统的热处理加工技术相

比,超高压处理能更好地保持食品原有的感官品质与风

味特征[１０－１１].目前,该技术已被广泛应用于草鱼[１２]、鲭

鱼[１３]、大菱鲆[１４]、牡蛎[１５]、海参[１６]等多种水产品的灭菌

保鲜加工过程,但在石斑鱼中的应用研究相对较少,而有

关石斑鱼在超高压处理后的微生物多样性变化的研究还

未见报道.研究拟以超高压处理前后的斜带石斑鱼为研

究对象,采用IlluminaMiseq高通量测序技术分析经超高

压处理对斜带石斑鱼在冷藏期间的细菌多样性的影响,

以期为超高压技术在石斑鱼保鲜加工中应用以及靶向抑

制石斑鱼的腐败菌群提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

斜带石斑鱼:体重８００~１２００g、体长２５~３０cm,１h

内运至实验室后立即处理,市售;

细菌基因组 DNA 提取试剂盒(E．A．N．ASoilDNA

Kit):美国 OMEGA公司;

QubitdsDNA HS分析试剂盒:美国 ThermoFisher
公司;

PCR扩 增 试 剂 盒 (２× HieffRobustPCR Master

Mix)、核酸纯化试剂(HieffNGSDNASelectionBeads):

中国翌圣生物科技(上海)股份有限公司.

１．２　仪器设备

超高压设备:L２Ｇ６００/２型,天津华泰森淼生物有限

公司;

Qubit荧光计:Q３３２３８型,美国 ThermoFisher公司;

PCR仪:ETC８１１型,北京东胜创新生物科技有限

公司;

高通量测序仪:NextSeq５００型,美国Illumina公司.

１．３　方法

１．３．１　鱼样处理　石斑鱼经去鳞清洗后去头切尾,除去

内脏,取背部鱼肉用无菌袋单独包装,每份约１００g.鱼

样处理分为两组:无超高压处理组(Ba)和超高压处理组

(Ha),超高压处理设定参数为压力４００ MPa、常温保压

５min.两组鱼样均置于４℃冰箱中贮藏,分别于第３、６、

９、１２天取出备用,每组每次随机取５份鱼样,在无菌条件

下捣匀后记为一个标准样本,得到无超高压处理组标准

样本记为Ba３、Ba６、Ba９、Ba１２,超高压处理组标准样本记

为 Ha３、Ha６、Ha９、Ha１２.

１．３．２　总 DNA 提取与 PCR 扩增　参照 E．A．N．ASoil

DNAKit(OMEGA)试剂盒说明提取各组石斑鱼标准样

品中细菌的总基因组 DNA,经检测达标后,置于－２０ ℃
备用.使用已融合测序接头的１６SrDNA V３ＧV４通用引

物３４１F(５′ＧCCTACGGGNGGCWGCAGＧ３′)与 ８０５R(５′Ｇ

GACTACHVGGGTATCTAATCCＧ３′)进 行 PCR 扩 增.

第一轮反应体系:DNA模板１０ng,２×HieffRobustPCR

MasterMix１５μL,１０μmol/L引物各１μL,ddH２O 补至

３０μL,反应程序:９４℃预变性３min;９４ ℃、３０s,４５ ℃、

２０s,６５℃、３０s,５个循环;９４℃、２０s,５５℃、２０s,７２℃、

３０s,２０ 个 循 环;７２ ℃ 延 伸 ５ min.第 二 轮 反 应 引 入

Illumina桥式PCR兼容引物,DNA模板为２０ng,反应程

序:９４℃预变性３ min;９４ ℃、２０s,５５ ℃、２０s,７２ ℃、

３０s,５个循环;７２℃延伸５min.PCR产物通过２％琼脂

糖凝胶电泳进行检测.

１．３．３　高通量测序与数据分析　DNA产物经Qubit荧光

定量仪进行定量,经检测合格样本按等质量混合后送生

工生物工程(上海)股份有限公司进行IlluminaMiSeq高

通量测序.获得的原始序列使用 QIIME软件进行质控

和去除嵌合处理,将９７％以上相似性序列聚类成操作分
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类单 元 (OTU);基 于 OTU 聚 类 结 果,利 用 Mothur
(http://mothur．org/)软件计算样本生物多样性并进行

Alpha多样性分析;采用 PDPＧclassifer(https://rdp．cme．
msu．edu/)在 PDP１６S数据库中对序列进行物种注释和

分类学分析;基于 OTU物种信息进行样本间菌群结构差

异PCA 分析;利用 PICRUSt(http://picrust．github．io/

picrust２/)工具与 KEGG数据库比对进行功能预测分析.

１．３．４　数据处理　利用Excel２０１０软件进行数据处理和

分析,使用 R(version３．６．０)工具绘制样本菌群物种注释

图、相对丰度聚类热图、菌群结构差异 PCA 图及代谢相

关基因丰度分布热图等.

２　结果与分析

２．１　测序数据分析

８个斜带石斑鱼高通量测序样本经质控、过滤等处理

后共得到２５３０８５条有效序列,各样本有效序列数均在

２．４万条以上,有效序列数百分比在６０％以上,达到进行

微生物多样性分析要求.基于 OTU聚类统计结果表明,

Ba处理组样本获得的 OTU 数量范围为２１３~２６４个,而

Ha处理组为１８３~２５８个;两种处理样本的 OTU 数量总

体上随冷藏时间的延长而增加(表１).

２．２　细菌菌群多样性分析

Alpha多 样 性 分 析 表 明 (表 １),两 种 处 理 样 本 的

Chao１和 Ace指数均随冷藏时间的延长而递增,说明两

种处理鱼样的细菌菌群丰度均随冷藏时间的延长而增

加;而Shannon指数则在第６天出现下降,随后变化幅度

较少,说明两种处理鱼样在冷藏第６天的细菌菌群多样

性开始降低而后趋于稳定,分析可能与细菌菌群间的竞

争和抑制作用有关.同时,Ha处理的样本在冷藏各阶段

(第３、６、９、１２天)的 Chao１、Ace和 Shannon指数均低于

对应的Ba处理样本,说明经超高压处理能降低斜带石斑

鱼在冷藏 期 间 的 细 菌 菌 群 丰 度 与 多 样 性.各 样 本 的

Coverage指数均在９９％以上,Shannon稀释曲线趋于平

缓(图１),表明测序广度与深度已基本覆盖所有物种信

息,测序结果能真实反映样本的微生物多样性情况.

２．３　细菌菌群结构分析

基于门水平上分析,８个斜带石斑鱼样本的细菌菌群

主要隶属于５个门[图２(a)],其中以Firmicutes(厚壁菌

门 )和Proteobacteria(变形菌门)占绝对优势.在冷藏第

表１　各处理斜带石斑鱼样本在冷藏期间的细菌多样性指数分析

Table１　AnalysisofbacterialdiversityindexofE．coioidessamplesindifferenttreatments

分组 样本 有效序列数 OTU数量 Chao１指数 Ace指数 Shannon指数 Coverage指数

无超高压处理(Ba) Ba３ ２４４２７ ２１３ ２４７．１８ ２４３．５４ ３．１１ ０．９９８

Ba６ ３４７０７ ２２２ ２７９．１９ ２６８．０３ ２．３８ ０．９９８

Ba９ ３６１２８ ２１７ ２９８．３６ ３０３．２８ ２．２４ ０．９９８

Ba１２ ３３４１３ ２６４ ３２５．１１ ３２３．９１ ２．２９ ０．９９９

超高压处理(Ha) Ha３ ２７９５９ １８３ ２２４．０９ ２２６．０２ ２．７６ ０．９９８

Ha６ ２８４７８ ２０４ ２４８．１７ ２５４．３６ ２．０３ ０．９９８

Ha９ ３１１１４ ２１６ ２７７．２２ ２６３．５５ １．９１ ０．９９８

Ha１２ ３６８５９ ２５８ ２９２．１４ ２９０．５３ ２．０５ ０．９９８

图１　各处理斜带石斑鱼样本的Shannon稀释曲线

Figure１　ShannondilutioncurveofE．coioidessamples

indifferenttreatments

３天的 Ba３和 Ha３样本中,Firmicutes与Proteobacteria
的相对丰度之和已分别达到９０．７３％和８５．２９％;在冷藏

的第６天,两种菌群相对丰度之和在各样本(Ba６、Ba９、

Ba１２、Ha６、Ha９、Ha１２)中 的 占 比 均 超 过 ９８％.其 中,

Proteobacteria作为多种海鱼表面的优势菌群已有广泛

报道[１７－１８].在属水平上[图２(b)],两种处理样本中出现

的主 要 菌 群 有 Peptostreptococcus(消 化 链 球 菌 属)、

Plesiomonas (邻 单 胞 菌 属 )、 unclassified
Enterobacteriaceae、Vagococcus (漫 游 球 菌 属 )、

Lactococcus(乳 球 菌 属)、Morganella(摩 根 氏 菌 属)、

Streptococcus(链 球 菌 属)、Enterococcus(肠 球 菌 属)、

Proteus(变形杆菌属)、Sarcina(八叠球菌属)等.从结构

组成来看,两种处理样本在冷藏前期(３d)的主要菌群结
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图２　各处理样本细菌菌群在门和属水平上的物种注释结果

Figure２　Speciesannotationofbacterialcommunitiesatthephylumandgenuslevelsindifferenttreatments

构分布相对均匀,但在随后的冷藏阶段,两种处理样本中

会出现个别菌群发展成为绝对优势菌群并占据较高丰度

比例,这与 Alpha多样性指数分析相符.

　　基于各样本的菌群(属水平)丰度聚类热图进行分析

(图３),发现随着冷藏时间的延长,两种处理样本的菌群

结构变化不尽相同.冷藏第３天,两种处理样本中的主

要优 势 菌 群 (相 对 丰 度 ≥５％)结 构 较 为 相 似,包 括

Streptococcus(Ba３,１７．７０％;Ha３,６．９０％)、unclassified_

Enterobacteriaceae (Ba３,１０．２５％;Ha３,２７．３５％)、

Lactococcus(Ba３,９．６８％;Ha３,５．７３％)、Uruburuella
(Ba３,７．７３％;Ha３,９．１５％)、Sarcina(Ba３,５．６８％;Ha３,

５．０４％).冷藏第６天,两种处理样本中的 Plesiomonas
(Ba６,３６．６６％;Ha６,４０．３１％)和 Vagococcus (Ba６,

２９．６５％;Ha６,１７．９４％)菌群相对丰度急剧上升,其他菌群

除 unclassified _ Enterobacteriaceae (Ba６,１３．２６％)、

Lactococcus(Ba６,５．４７％;Ha６,２２．８６％)外相对丰度均低

于５％.冷藏第９天,两种处理样本的主要优势菌群均发

生较大变化,在 Ba处理组中,Peptostreptococcus发展成

为绝 对 优 势 菌 群,相 对 丰 度 达 到 ６７．６５％,其 次 为

Plesiomonas(８．８２％)、Morganella(６．４５％)、Vagococcus
(６．１０％);而在 Ha处理组中,主要优势菌群按相对丰度

大 小 依 次 为 Lactococcus (２４．４５％)、unclassified _

Enterobacteriaceae (２２．２４％)、Vagococcus (２１．７７％)、

Plesiomonas(１５．６０％).冷藏第１２天,两种处理样本的

主要优势菌群结构仍存在一定差异,在 Ba处理组中,

Peptostreptococcus(４３．４３％)相对丰度有所下降,但依然

是 主 要 优 势 菌 群,其 他 优 势 菌 群 包 括 Morganella
(１６．４３％ )、Lactococcus (８．９７％)、unclassified _

Enterobacteriaceae (８．８８％)、Proteus (６．２８％)、

Vagococcus (６．２２％);而 在 Ha 处 理 组 中,只 有

Peptostreptococcus(７７．９１％)和 Morganella(５．１５％)菌群

相对丰度大于５％,其中,Peptostreptococcus同样演变为

绝对优势菌群.此外,在两种处理样本中有相当一部分

菌 群 如 unclassified Alcaligenaceae、 Sarcina、

Uruburuella、Brachymonas(短 单 胞 菌 属)、unclassified
Neisseriaceae、Chryseobacterium (金 黄 杆 菌 属 )、

Acinetobacter(不 动 杆 菌 属)、unclassifiedClostridiaceae
等,其在冷藏第３天时的相对丰度为１％~５％,而冷藏第

６天,各菌群相对丰度出现急剧下降,均下降至０．１％以

下,分析可能与冷藏条件或菌群竞争有关,同时发现这些

菌群在亲缘关系上较为接近[１９].无论是 Ba或 Ha处理

组的斜带石斑鱼样本,在冷藏的不同阶段其主要优势菌

群均会发生相应变化,而经超高压处理能在一定程度上

改变鱼样在冷藏期间的主要优势菌群的演替规律及其他

组成菌群的相对丰度变化趋势.

２．４　细菌菌群结构主成分分析(PCA)

基于 OTU物种丰度信息,在属水平上对各样本菌群

结构的差异性进行 PCA 分析.从图４可知,Ba处理组

(Ba３、Ba６、Ba９、Ba１２)和 Ha 处 理 组 (Ha３、Ha６、Ha９、

Ha１２)的组内样本分布较为分散,距离区分度明显,说明
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图３　各样本菌群相对丰度聚类热图(属水平)

Figure３　Heatmapoftherelativeabundanceofmicrobialgroupsineachsample(genuslevel)

图４　各样本菌群结构差异的PCA分析

Figure ４ 　 Principalcomponent analysis (PCA)of

differencesinmicrobialcommunitystructure

amongdifferentsamples

两种处理的鱼样在冷藏的不同阶段,其组内的菌群结构

差异变化较大.在对两种处理组组间的样本比较中发

现,Ba３与 Ha３、Ba６与 Ha６相距较近;而 Ba９与 Ha９、

Ba１２与 Ha１２却相距较远.表明在冷藏第３天和第６天,

经超高压处理与未经超高处理鱼样的菌群结构较为相

似,差异较少,但在冷藏第９天和第１２天,两种处理鱼样

的菌群结构差异变大,推测引起这种差异变化可能与超

高压处理对微生物的抑制与钝化作用有关[２０－２３].同时,

样本 Ha１２与Ba９较为相近,说明经超高压处理鱼样在冷

藏第１２天的菌群结构与未经超高压处理鱼样在冷藏第

９天的菌群结构趋于相近.

２．５　PICRUSt功能预测

利用PICRUSt软件对各样本进行 COG功能基因预

测(相对丰度＞１％,图５).结果获得各样本间主要包括

与蛋白质代谢、碳水化合物代谢、氨基酸代谢、脂质代谢、

物质转运、核糖体结构、转录调节、冷激与胁迫响应、能量

转换及信号转导等相关的功能基因.此外,发现在样本

Ba９和 Ha１２中与胁迫响应、毒物转运、DNA 重组及信号

转导相关的基因的相对丰度显著高于同种处理的其他样

本,结合此阶段的鱼样已开始腐败变质,推测上述基因的

丰度变化可能与细菌的致腐进程有关,但具体作用机制

还有待进一步研究.

３　结论

研究 基 于 高 通 量 测 序 技 术 分 析 超 高 压 处 理

(４００MPa,５min)对斜带石斑鱼在４ ℃冷藏期间细菌多

样性的影响.结果表明,经超高压处理的斜带石斑鱼样

本在冷藏各个阶段的细菌菌群丰度指数与多样性指数均

低于未经超高压处理的样本,说明经超高压处理对斜带
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图５　各样本菌群代谢相关基因丰度分布热图

Figure５　Heatmapoftheabundancedistributionofmicrobialmetabolismrelatedgenesineachsample

石斑鱼的细菌菌群具有一定的抑制作用.细菌菌群结构

分析表明,经超高压处理与未经超高压处理的斜带石斑

鱼样本在冷藏期间的主要优势菌群均会发生变化,但经

超高压处理会改变鱼样在冷藏期间主要优势菌群的演替

规律,并对其他组成菌群的相对丰度变化造成一定影响;

同时,明确Peptostreptococcus为斜带石斑鱼在冷藏后期

(第１２天)的特定优势菌.基于 PICRUSt功能基因预测

发现,在Ba９(未经超高压处理冷藏第９天)和 Ha１２(经超

高压处理冷藏第１２天)的鱼样中与胁迫响应、毒物转运、

DNA重组及信号转导相关的基因丰度明显上升,其具体

的作用机制仍需进一步研究.
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