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摘要: 目的 揭示海水鱼腌制过程细菌群落组成及优势菌变化规律。方法 采用构建 16S rDNA 基因克隆文库的分析

方法检测分析不同盐鱼比的海水鱼腌制过程中细菌群落多样性、优势菌群及其变化规律。结果 1∶4 和 1∶8 盐鱼比

腌制海水鱼前期( 5 d) 优势菌群都为嗜冷杆菌属，优势菌种为养料嗜冷杆菌; 1∶4 盐鱼比腌制海水鱼中期( 10 d) 优势菌

群为嗜冷杆菌属和假单胞菌属，优势菌种为荧光假单胞菌和养料嗜冷杆菌，1∶8 盐鱼比腌制海水鱼中期( 10 d) 优势菌

群为嗜冷杆菌属，优势菌种为养料嗜冷杆菌; 2 个盐鱼比腌制海水鱼中后期( 15 d) 优势菌群都为嗜冷杆菌属，优势菌种

为养料嗜冷杆菌; 1∶4 盐鱼比腌制海水鱼后期 ( 20 d) 优势菌群为嗜冷杆菌属，优势菌种为 Psychrobacter sp． P2 － 18
( 2011) ，1∶8 盐鱼比腌制海水鱼后期( 20 d) 优势菌群为嗜冷杆菌属，优势菌种为养料嗜冷杆菌。结论 通过 16S rDNA
克隆文库分析方法可检测分析海水鱼腌制过程细菌群落多样性及变化趋势，对腌制海水鱼的质量保持及食用安全具有

重要意义。
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Microbial community diversity analysis of ocean fish in pickling process
SUN Ying，WANG Ping － ya，HUANG Zhu － liang，PENG Zhi － lan，CUI Jie

Zhoushan Institute for Food and Drug Control，Zhoushan，Zhejiang 316021，China
Abstract: Objective The composition of microbial communities and the change rule of dominant bacteria of ocean fish in the
pickling process were revealed． Methods The method of constructing 16S rDNA gene cloning library were used to analyze the
diversity of microbial communities and the change of dominant bacteria． Ｒesults Psychrobacter in the pickled system with 1∶4
and 1∶8 salt to fish ratio was the predominant microbial communities at the earlier phase( 5 d) ，and Psychrobacter cibarius was
the dominant strain． Pseudomonas and Psychrobacter in the pickled system of 1: 4 salt to fish ratio were the predominant
microbial communities in the middle stage ( 10 d ) ，and the dominant bacterial strains were Pseudomonas fluorescens and
Psychrobacter cibarius． But the predominant microbial communities in the pickled system of 1∶ 8 salt to fish ratio was
Psychrobacter，and Psychrobacter cibarius was the dominant strain． In the mid － late stage ( 15 d ) ，Psychrobacter and
Psychrobacter cibarius played a leading role in the pickled system of two salt to fish ratio． At the late phase of pickled processing
( 20 d) ，Psychrobacter in the pickled system of 1∶4 and 1∶8 salt to fish ratio was the predominant microbial communities． In
addition，at the late phase，Psychrobacter sp． P2 － 18( 2011) was the dominant strain in the pickled system of 1∶4 salt to fish
ratio，and Psychrobacter cibarius was the dominant strain in the pickled system of 1∶8 salt to fish ratio． Conclusion Microbial
diversity in the pickling process for ocean fish could be investigated by 16S rDNA clone library method． It is of great significance
to the quality and safety of pickled ocean fish．
Key Words: Pickled ocean fish; 16S rDNA gene cloning library; Diversity of microbial communities

腌制海产品是一种传统的加工保藏产品，其不仅

保存了海产品丰富的营养价值，且具有独特的口感和

风味，深受大众的喜爱，具有非常广泛的市场需求［1］。
腌制过程是以食盐为主要辅料，在海产品表面直接撒

上适量的固体食盐( 干腌法) 或者将海产品浸入食盐

水中( 湿腌法) ［2］。海产品通过腌制能抑制腐败菌生

长，从而提高食品的防腐性能，延长保质期，改善产品

风味。浙江东南沿海地区食用腌制海产品非常普遍，

例如咸带鱼、咸黄鱼、咸鳓鱼等产品［3 － 5］。海产品腌

制过程中作用的细菌菌群种类复杂多样，有害菌群的

大量繁殖会危害人体健康。普通的培养法不能完全

反应菌群种类的多样性，很多菌群无法用传统培养的

方法生长［6］，分子生物学技术突破了传统方法无法得

到微生物纯培养的限制，故广泛应用于不同样品生态
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系统中微生物多样性的调查［7，8］。16S rDNA 序列既

有保守性，又具有高变性，保守性可以反映生物物种

的亲缘关系，并给分析系统发育提供了线索，而高变

性能则可以表明生物物种的特征核酸序列，并且具有

种、属的结构特征，因此，高变性是生物种属鉴定的分

子基础［9］。16S rDNA 序列分析目前已成为分子鉴定

和系统学研究中最具权威性和准确性的检测方法之

一［10］。16S rDNA 基因克隆文库分析方法能较好应用

于微生物的分类鉴定和系统发育关系［11］，据文献报

道在土壤微生物系统、海洋微生物系统等环境微生物

群落分析上均有应用［12 － 14］。本文利用分子生物学技

术，采用 16S rDNA 基因克隆文库分析方法［15］，研究

海产品腌制过程中细菌群落的多样性及其变化，可为

腌制海 产 品 的 食 用 安 全 性、品 质 控 制 等 提 供 理 论

依据。

1 材料与方法

1． 1 材料 海水鱼购自中国浙江舟山市农贸市场。
1． 2 仪器与试剂 My Cycler PCＲ 仪( 美国 Bio － Ｒod
公司) ; Gel Doc XＲ 凝胶成像系统( 美国 Bio － Ｒod 公

司) ; Mini － Sub Cell GT 电泳仪 ( 美国 Bio － Ｒod 公

司) ; MicrofellＲ 离心机( 德国 BECKMAN COULTEＲ 公

司) 。Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒( 批号:

SK8255) ; DreamTaq － TM DNA 聚 合 酶 ( 批 号: EP0-
702) ; Dntp( 批号: D0056) ; SanPrep 柱式 DNA 胶回收

试剂盒( 批号: SK8131) ; SanPrep 柱式质粒 DNA 小量

抽提试剂盒 ( 批号: SK8191 ) ; pMD 18 － T Vector 连

接试剂盒( 批号: D101A) ; 引物由中国上海生工生物

工程技术服务有限公司合成。
1． 3 方法

1． 3． 1 海水鱼的腌制 采用传统干腌法腌制海水

鱼。将市场购买的海水鱼( 带鱼和黄鱼) 洗净并去除

内脏，称重并放入坛中，以一层鱼一层盐的顺序进行

放置，盐鱼比分别为 1∶4 和 1∶8。
1． 3． 2 样品总 DNA 提取 采用 Ezup 柱式细菌基因

组 DNA 抽提试剂盒，按试剂盒给定步骤，取 0 d、5 d、
10 d、15 d、20 d 的腌制海水鱼制成的 1∶10 样品液
5 ml进行总 DNA 的提取。
1． 3． 3 PCＲ 扩增
1． 3． 3． 1 扩增通用引物 16S rDNA 扩增通用引物

具体 为 7F ( 5' － CAGAGTTTGATCCTGGCT － 3') 和
1540Ｒ( 5' － AGGAGGTGATCCAGCCGCA －3') 。
1． 3． 3． 2 PCＲ 扩增反应体系 PCＲ 扩增所用反应体

系:10 ×Buffer( 含 Mg2 + ) 2． 5 μl、dNTP ( 各 2． 5 mmol /L)

1 μl、DreamTaq － TM DNA 聚合酶 0． 2 μl、上游引物及

下游引物( 10 μmol /L) 各 0． 5 μl、模板 DNA 0． 5 μl，用

无菌 ddH2O 补足 25 μl 体系。
1． 3． 3． 3 PCＲ 循环条件 PCＲ 反应的循环条件:

94 ℃预变性 4 min，30 个循环( 94 ℃变性 45 s，55 ℃
退火 45 s，72 ℃延伸 1 min) ，72 ℃修复延伸 10 min。
1． 3． 4 纯化回收 采用 1% 琼脂糖电 泳，150 V、
100 mA 20 min 电泳观察。PCＲ 产物电泳条带切割所

需 DNA 目的条带，采用纯化试剂盒对目的条带进行

纯化回收。
1． 3． 5 克隆测序 按 Takara pMD 18 － T Vector 连

接试剂盒操作将纯化后的 PCＲ 产物与 pMD 18 － T
载体连接，并转化感受态细胞 E． coli JM109。将连接

转化后的菌液涂布在预先用 20 μl 100 mmol /L IPTG
和 100 μl 20 mg /ml X － gal 涂布的氨苄青霉素平板上

于 37 ℃培养过夜。按 SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽

提试剂盒操作提取质粒，用引物 M13 + 和 M13 － 进行

扩增测序。5 个时期共检测 300 个阳性克隆。
1． 4 统计学处理 测得序列在 GenBank 数据库中进

行 BLAST 同源性比对，分析出克隆所属物种的系统

位置和与之最近似的种类。

2 结 果

2． 1 不同盐鱼比样品总 DNA 提取和 PCＲ 扩增 将
1∶4 和 1∶8 2 个盐鱼比的样品不同腌制时期( 0 d、
5 d、10 d、15 d、20 d) 样品稀释液提取的总 DNA 用通

用引物进行扩增，PCＲ 扩增产物经电泳检测如图 1 所

示。从检测结果发现，在约 1 500 bp 处均出现了荧光

条带，适合 16S rDNA 克隆文库的构建。

注: 1、2、3、4、5 分别为 1∶4 盐鱼比 0 d、5 d、10 d、15 d 和 20 d 样

品 DNA 的 PCＲ 扩增结果; 6、7、8、9、10 分别为 1∶8 盐鱼比 0 d、5 d、
10 d、15 d 和 20 d 样品 DNA 的 PCＲ 扩增结果; M 为 marker。

图 1 PCＲ 扩增结果

2． 2 16S rDNA 克隆文库构建

2． 2． 1 1∶4 盐鱼比腌制过程细菌 16S rDNA 克隆文

库构建 1∶4 盐鱼比的海水鱼腌制的 5 个不同时期
150 个阳性克隆子的测序结果在 GenBank 数据库中

进行 BLAST 同源性比对，150 个克隆子与 GenBank 数

据库中已知细菌的 16S rDNA 序列相似性为 95% ～
100%。1∶4 盐鱼比腌制海水鱼不同时期细菌群落测

定结果见表 1。1∶4 盐鱼比腌制海水鱼，腌制开始
( 0 d) 主要菌属有芽胞梭菌属、假单胞菌属、沙雷菌

属、金黄杆菌属、嗜冷杆菌属，优势菌属为芽胞梭菌属
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和假单胞菌属，其中芽胞梭菌属占 53%，假单胞菌属

占 30%，优势菌属中的优势菌种分别为腐化芽胞梭菌

和莓实假单胞菌; 腌制 5 d 主要菌属有嗜冷杆菌属、
芽胞梭菌属，优势菌属为嗜冷杆菌属，占 77%，芽胞梭

菌属占 23%，优势菌属中的优势菌种为养料嗜冷杆

菌; 腌制 10 d 主要菌属有假单胞菌属、嗜冷杆菌属、芽
胞梭菌属，优势菌属为假单胞菌属和嗜冷杆菌属，其

中假单胞菌属占 47%，嗜冷杆菌属占 37%，芽胞梭菌

属占 16%，优势菌属中的优势菌种分别为荧光假单胞

菌和养料嗜冷杆菌; 腌制 15 d 主要菌属有嗜冷杆菌

属、芽胞梭菌属、藻青菌属，优势菌属为嗜冷杆菌属，

占 67%，芽胞梭菌属占 30%，优势菌属中的优势菌种

依旧为养料嗜冷杆菌; 腌制 20 d 主要菌属有嗜冷杆菌

属、芽胞梭菌属、藻青菌属，优势菌属为嗜冷杆菌属，

占 77%，芽胞梭菌属占 20%，优势菌属中的优势菌种

则发生了变化，由养料嗜冷杆菌变为 Psychrobacter sp．
P2 － 18( 2011) 。

表 1 16S rDNA 克隆文库法对 1∶4 盐鱼比腌制海水鱼样品的细菌群落组成分析结果

菌属名 最相似菌
不同腌制时期的克隆子数量( 个)

0 d 5 d 10 d 15 d 20 d

芽胞梭菌属( Clostridium) 腐化芽胞梭菌( Clostridium putrefaciens) 12 7 3 9 6

Clostridium tagluense strain A121 4 2

嗜冷杆菌属( Psychrobacter) 养料嗜冷杆菌( Psychrobacter cibarius) 1 8 9 12 8

近海生嗜冷杆菌( Psychrobacter maritimus) 6 2 1

水栖嗜冷杆菌( Psychrobacter glacincola) 3

粪嗜冷杆菌( Psychrobacter faecalis) 1 1 2

Psychrobacter sp． 298B4_12EＲ2A 1

Psychrobacter fozii strain Spedv2 2 2

Psychrobacter sp． P2 － 18( 2011) 3 4 10

Psychrobacter sp． SON － 1410 1

Psychrobacter fozii strain 0226 1

Psychrobacter sp． 88B3_12EＲ2A 1

假单胞菌属( Pseudomonas) 荧光假单胞菌( Pseudomonas fluorescens) 8

氮假单胞菌( Pseudomonas azotoformans) 5

莓实假单胞菌( Pseudomonas fragi) 7

嗜冷假单胞菌( Pseudomonas psychrophila) 2 1

藻青菌属( Carnobacterium) 1 1

沙雷氏菌属( Serratia) 液化沙雷菌( Serratia liquefacies) 2

金黄杆菌属( Chryseobacterium) 金黄杆菌( Chryseobacterium) 1

2． 2． 2 1∶8 盐鱼比腌制过程细菌 16S rDNA 克隆文

库构建 1∶8 盐鱼比的海水鱼腌制的 5 个不同时期
150 个阳性克隆子的测序结果在 GenBank 数据库中

进行 BLAST 同源性比对，150 个克隆子与 GenBank 数

据库中已知细菌的 16S rDNA 序列相似性为 92% ～
100%。1∶8 盐鱼比腌制海水鱼不同时期细菌群落测

定结果见表 2。1∶8 盐鱼比腌制海水鱼，腌制开始
( 0 d) 主要菌属有芽胞梭菌属、嗜冷杆菌属、假单胞菌

属、紫色杆菌属，优势菌属为芽胞梭菌属，占 83%，其

他菌属占 17%，优势菌属中的优势菌种为解朊梭菌;

腌制 5 d 主要菌属有嗜冷杆菌属、假单胞菌属，芽胞

八叠球菌属，优势菌属为嗜冷杆菌属，占 70%，假单胞

菌属和芽胞八叠球菌属分别占 17% 和 13%，优势菌

属中的优势菌种为养料嗜冷杆菌; 腌制 10 d 主要菌属

有嗜冷杆菌属、假单胞菌属，优势菌属为嗜冷杆菌属，

占 93%，假单胞菌属占 7%，优势菌属中的优势菌种

依旧为养料嗜冷杆菌; 腌制 15 d 主要菌属有嗜冷杆菌

属、假单胞菌属、葡萄球菌属，优势菌属为嗜冷杆菌

属，占 90%，其他菌属占 10%，养料嗜冷杆菌在嗜冷

杆菌属中仍然占绝对优势; 腌制 20 d 主要菌属有嗜冷

杆菌属、葡萄球菌属、藻青菌属，优势菌属仍为嗜冷杆

菌属，占 77%，葡萄球菌属占 20%，优势菌属中的优

势菌种仍然为养料嗜冷杆菌。
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表 2 16S rDNA 克隆文库法对 1∶8 盐鱼比腌制海水鱼样品的细菌群落组成分析结果

菌属名 最相似菌
不同腌制时期的克隆子数量( 个)

0 d 5 d 10 d 15 d 20 d

芽胞梭菌属( Clostridium) 腐化芽胞梭菌( Clostridium putrefaciens) 4

溶组织梭菌( Clostridium histolyticum) 1

解朊梭菌( Clostridium proteolyticum) 20

嗜冷杆菌属( Psychrobacter) 养料嗜冷杆菌( Psychrobacter cibarius) 7 9 13 9

近海生嗜冷杆菌( Psychrobacter maritimus) 2 3 1 3 5

水栖嗜冷杆菌( Psychrobacter glacincola) 2 1 1 2

粪嗜冷杆菌( Psychrobacter faecalis) 1 3 2 2

肺嗜冷杆菌 ( Psychrobacter pulmonis) 1 3 2

快生嗜冷杆菌( Psychrobacter celer) 2 2

海水嗜冷杆菌( Psychrobacter aquimaris) 1

Psychrobacter fulvigenes strain KC 40 1

Psychrobacter sp． M3 － 2 1 2

Psychrobacter sp． strain ANT_P10B 1

Psychrobacter fozii strain Spedv2 2 1 1

Psychrobacter sp． P2 － 18( 2011) 1 2

Psychrobacter sp． M4 － 12 3

Psychrobacter sp． Ｒ3． 4 1

Psychrobacter fozii strain 0226 1 3

Psychrobacter sp． 88B3_12EＲ2A 3 1

假单胞菌属( Pseudomonas) 荧光假单胞菌( Pseudomonas fluorescens) 1 1 2

恶臭假单胞菌( Pseudomonas putida) 1

猴假单胞菌( Pseudomonas simiae) 1

莓实假单胞菌( Pseudomonas fragi) 2

Pseudomonas sp． 44B3_12ESS 1

藻青菌属( Carnobacterium) 1

芽孢八叠球菌属( Sporosarcina) 海水芽孢八叠球菌( Sporosarcina aquimarina) 4

紫色杆菌属( Janthinobacterium) 蓝黑紫色杆菌( Janthinobacterium lividum) 2

葡萄球菌属( Staphylococcus) 腐生葡萄球菌( Staphylococcus saprophyticus) 2

马胃葡萄球菌( Staphylococcus equorum) 6

3 讨 论

由 16S rDNA 克隆文库分析结果可知，1∶4 盐鱼
比腌制体系不同时期总共检测出 6 个菌属 19 个菌
种，1∶8 盐鱼比腌制体系不同时期总共检测出 7 个菌
属 29 个菌种，盐度高低对腌制体系菌群构成有一定
影响，低盐度的腌制体系菌群构成比高盐度的腌制体
系菌群构成更复杂，细菌种类更多。腌制前期( 5 d) ，
2 个盐鱼比的腌制体系菌群组成不同，但优势菌属和
优势菌种一致，优势菌属均为嗜冷杆菌属，优势菌种
均为养料嗜冷杆菌。腌制中期( 10 d) ，1∶8 盐鱼比腌
制体系的菌群组成比 1∶4 盐鱼比腌制体系的菌群组
成少了芽胞梭菌属，1∶4 盐鱼比腌制体系的优势菌属
除了嗜冷杆菌属外增加了假单胞菌属，而 1∶8 盐鱼
比腌制体系的优势菌属只有嗜冷杆菌属，两者有相同
优势菌属嗜冷杆菌属和相同的优势菌种养料嗜冷杆

菌，且养料嗜冷杆菌的占比较前一时期有所增加。腌
制中后期( 15 d) ，2 个盐鱼比的腌制体系菌群组成依
然不同，但优势菌属和优势菌种一致均为嗜冷杆菌属
和养料嗜冷杆菌，且优势菌种养料嗜冷杆菌的占比都
继续增加。腌制后期( 20 d) ，2 个盐鱼比的腌制体系
菌群都由 3 个菌属组成，其中 2 个菌属相同，只有
1 个菌属不同，而优势菌属都相同为嗜冷杆菌属，优势
菌种有所不同，1∶4 盐鱼比腌制体系的优势菌种为
Psychrobacter sp． P2 － 18 ( 2011) ，1∶8 盐鱼比腌制体
系的优势菌种依然为养料嗜冷杆菌，且养料嗜冷杆菌
的占比较上一时期都有所下降。上述表明，不同盐度
对海水鱼腌制过程中的菌群构成有所影响，但不影响
优势菌属及菌群的动态变化趋势，优势菌属嗜冷杆菌
属在不同盐度的腌制过程中均占优势地位，且优势菌
种养料嗜冷杆菌的变化趋势相同。上述研究表明，
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的经验治疗，这与徐燕等［15］报道的一致。
综上所述，绍兴第二医院下呼吸道感染分离的流

感嗜血杆菌主要分布在肿瘤内科、呼吸内科和小儿
科; 流感嗜血杆菌的耐药机制是非产 β － 内酰胺酶机
制占优势，因此流感嗜血杆菌感染时经验治疗抗菌药
物选择: 肿瘤内科和呼吸内科患者可选择美罗培南、
氯霉素、环丙沙星和头孢噻肟; 小儿科患者可选择美
罗培南和头孢噻肟。但是随着流感嗜血杆菌对抗菌
药物的耐药率不断增加，对其耐药性的检测显得尤为
重要，最好根据药敏结果选择抗菌药物。
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16Sr DNA 克隆文库分析方法可以较好分析海水鱼腌
制过程中细菌群落结构，菌群变化规律，一定程度上
打破传统培养方法检测的局限性［16 － 17］。通过分析细
菌群落多样性及变化趋势对腌制海水鱼的质量保持
及食用安全具有重要意义。
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