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摘　要:探讨了分别接种腐败希瓦氏菌和假单胞菌的无菌大黄鱼鱼块在 5 ℃贮藏中的生长速率和腐败代谢

产物的生成速率 , 以产生异臭味时的腐败菌数和腐败代谢产物的产量因子作为腐败菌腐败能力的定量指标。

接种鱼块腐败时(产生明显异臭味)腐败希瓦氏菌与假单胞菌的菌数即最小腐败菌数(Ns)的对数值分别为

9.14 lgcfu/g和 9.25 lgcfu/g。由 Gompertz方程得到腐败希瓦氏菌和假单胞菌的生长动力学参数:最大比生

长速率(μmax)分别为 0.071 4和 0.070 0,最大菌数(Nmax)的对数值分别为 9.45 lgcfu/g和 9.37 lgcfu/g。结

果表明 , 两种腐败菌在无菌大黄鱼鱼块中的 μmax基本一致 ,且 Nmax都超过 Ns,这两种腐败菌都能引起大黄鱼的

腐败。接种鱼块中腐败希瓦氏菌的腐败代谢产物(TVBN和 TMA)的产量因子 YTVBN/cfu和 YTMA/cfu分别为 1.38×

10-10 mg-NTVBN/cfu和 1.31×10-10 mg-NTMA/cfu,假单胞菌的腐败代谢产物(TVBN)的产量因子 YTVBN/cfu为

1.18×10-10mg-NTVBN/cfu,比较产量因子可得 ,两菌的腐败能力相当。因为大黄鱼低温贮藏中的优势腐败

菌是腐败希瓦氏菌 , 其次是假单胞菌 , 根据特定腐败菌的概念 ,大黄鱼低温贮藏过程中的特定腐败菌是腐败希

瓦氏菌 , 其次是假单胞菌。
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Abstract:ThegrowthofspoilagebacteriaandtherateofproductionofmetaboliteforsterilePseudosciaena

croceatissueblocksinoculatedShewanellaputrefaciensandPseudomonasspp.storedaerobicallyat5℃ were

respectivelyassayed.Theyieldfactorforproductionofmetaboliteandthecellconcentrationdeterminedatthe

timeofoff-odourdetectionwereusedasquantitativemeasurementsofmicrobialspoilageability.Atspoilage

point, thelogarithmcountsoftheNs(minimumnumberofspoilagebacteria)ofShewanellaputrefaciensand

Pseudomonasspp.were9.14 lgcfu/gand9.25 lgcfu/g, respectively.AdoptingGompertzregression

equationtodescribethegrowthcurveofShewanellaputrefaciensandPseudomonasspp., wegainedgrowth

kineticsmodelparametersofbothspoilagebacteria.Theμmax(maximumspecificgrowthrate)ofShewanella

putrefaciensandPseudomonasspp.were0.071 4 and0.070 0, thelogarithmcountsoftheNmax(maximum

numberofbacteria)ofthemwere9.45 lgcfu/gand9.37 lgcfu/g, respectively.Theresultsshowedthat
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theirμmaxwerebasicallythesameandbothofNmaxweremorethanNsofthem, suggestingbothspoilage

organismscouldberesponsibleforspoilageofPseudosciaenacrocea.TheYTVBN/cfuandYTMA/cfuofShewanella

putrefacienswere1.38×10
-10
mg-NTVBN/cfuand1.31×10

-10
mg-NTMA/cfu, respectively.TheYTVBN/cfu

ofPseudomonasspp.was1.18×10
-10
mg-NTVBN/cfu.Thequantitativeresultsindicatedthatthespoilage

abilityofbothspoilagebacteriawasequivalent.BecauseShewanellaputrefaciensandPseudomonasspp.were

thedominantspoilagebacteriawhenPseudosciaenacroceawasstoredaerobicallyatlowtemperature, also

basedontheconceptofSSO(Specificspoilageorganism), Shewanellaputrefacienswasthemostdominant

spoilagebacteriuminthespecificspoilageorganisms, followedbyPseudomonasspp.

Keywords:Pseudosciaenacrocea;Shewanellaputrefaciens;Pseudomonasspp.;abilityofspoilage;specific

spoilageorganism

　　新鲜鱼类的腐败主要表现在某些细菌生长

和代谢生成胺 、硫化物 、醛 、酮 、酯 、有机酸等 ,产

生不良气味和味道 , 使产品变得感官上不可接

受
[ 1-2]

。为了鱼品的保鲜防腐 ,国外对新鲜鱼类

腐败细菌进行了长期研究 ,逐渐明确了虽然鱼体

最初会受到多种微生物的污染 ,但只有部分细菌

参与腐败过程
[ 3]
。这些适合生存和繁殖并产生

腐败臭味和异味代谢产物的菌群 ,就是该鱼品的

特定腐败菌 (Specificspoilageorganism, SSO)
[ 4]
。

国外对 SSO进行的研究表明 ,寒带和温带海域捕

获鱼类有氧冷藏中 ,特定腐败菌是耐冷的革兰氏

阴性菌假单胞菌(Pseudomonasspp.)和(或)希瓦

氏菌(Shewanellaspp.),真空或气调包装冷藏中

的 SSO 为 磷 发 光 杆 菌 (Photobacterium

phosphoreum)和乳酸菌(Lacticacidbacteria)
[ 3]
。

鱼类特定腐败菌的鉴别还必须研究优势腐

败菌的腐败能力 ,本研究将从大黄鱼低温(0 ～ 10

℃)贮藏货架期终点(腐败点)分离鉴定的腐败希

瓦氏菌(Shewanellaputrefaciens)和假单胞菌分别

接种到无菌大黄鱼鱼块中
[ 5-6]

。把接种鱼块置于

5 ℃贮藏 ,分析两种优势腐败菌在无菌大黄鱼鱼

块中的生长速率和腐败代谢产物的生成速率 ,把

产生异臭味时的腐败菌数和腐败代谢产物的产

量因子(YTVBN/cfu和 YTMA/cfu)作为腐败菌腐败能力

的定量指标 ,定量研究和阐明大黄鱼优势腐败菌

的腐败能力 ,确定大黄鱼低温贮藏中的特定腐败

菌 ,为开展鱼类特定腐败菌及生长动力学研究打

下一定基础
[ 7]
。

1　材料与方法

1.1　样品与无菌鱼块的制备

1.1.1　大黄鱼

由福建省宁德市夏威水产食品有限公司提

供 ,加冰保持在 0 ～ 1 ℃, 18 h内运到实验室。选

用新鲜无损伤 、大小基本一致的个体 , 每尾质量

为 300 ～ 400g制备无菌鱼块 。

1.1.2　无菌鱼块的制备

依据 Herbert等
[ 8]
方法制备无菌鱼块。大黄

鱼清洗后 ,去鳞 、鱼鳍 、内脏 ,洗净 。把鱼放在铺

有保鲜膜的砧板上 ,用吸水纸把鱼体上的水吸干

后 ,用 75%酒精擦拭鱼体 。用灭菌解剖刀切取背

脊部无污染鱼肉 ,不能切至腹腔 ,去掉鱼皮 ,用灭

菌剪刀修剪鱼块 ,每条鱼制备两片鱼块。选用大

小形态基本一致 、菌落总数小于 10
2
cfu/g的鱼块

作为无菌鱼块。

1.2　接种与贮藏试验

1.2.1　接种菌液的制备

选取大黄鱼低温贮藏货架期终点分离 、纯

化 、鉴定的腐败希瓦氏菌和假单胞菌纯菌株
[ 6]
,

分别在营养琼脂培养基(上海中科昆虫生物技术

开发有限公司提供)上划线 , 25 ℃培养 24 ～ 48 h。

取一环菌苔接种于 300 mL营养肉汤中(500 mL

锥形瓶),不搅动 25 ℃好氧培养 12 ～ 18 h,使菌

液浓度达 10
8
cfu/g,离心 20 ～ 30 min(离心机为

XingYiL-550),倒掉上清液 ,用灭菌的 0.1%蛋

白胨生理盐水将菌液还原为 300 mL。通过稀释 ,

选取合适浓度的菌液用于接种 。

1.2.2　接种与贮藏试验

选取制备的无菌大黄鱼鱼块 ,平铺在灭菌不

锈钢网篮中 ,分别在浓度为 1.0×10
6
cfu/g的纯菌

液(腐败希瓦氏菌或假单胞菌菌液)中浸泡10 s
[ 9]
,

涝出沥干。将接种后鱼块放在灭菌的搪瓷盘中 ,

盖上有漏气孔的盖 , 放入高精度低温培养箱

(SanyoMIR553,日本)中 ,控制贮藏温度为(5±

0.1)℃。每隔适当时间分别取 6 ～ 8片接种鱼块
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做感官评价 、挥发性盐基氮 (TotalVolatileBase

Nitrogen, TVBN)和(或)三甲胺 (Trimethylamine,

TMA)的测定 、腐败希瓦氏菌或假单胞菌的计数 。

1.3　实验方法

1.3.1　样品处理

每次随机抽取 6 ～ 8片接种鱼块 , 其中 2片

用于生的和蒸熟后的感官评价 ,其他用组织捣碎

机打碎 ,用于腐败希瓦氏菌或假单胞菌 、TVBN和

(或)TMA的测定 。

1.3.2　感官评价

参照文献 [ 9]中感官评价方法。

1.3.3　TVBN的测定

参照文献 [ 9]中 TVBN的测定方法 。

1.3.4　TMA的测定

参照文献 [ 10]加以改进 ,称取 50g研磨均匀

的鱼肉于 1只小型搅拌缸中 ,加入 100 mL7.5%

三氯醋酸 ,充分搅拌 。用 Whatman4号定性滤纸

过滤 ,萃取液用苦味酸法进行测定 ,结果表示为

mg-NTMA/100g鱼肉 ,每个样品至少做两个平行。

1.3.5　微生物计数与培养基

称取打碎鱼肉 25.0 g,加入 225 mL灭菌的

0.1%蛋白胨生理盐水 ,高速振荡后 ,以 10倍稀释

将鱼肉浆稀释。取 3个浓度合适的稀释液 0.1

mL,用涂布法接种于调整过盐分含量的标准培养

基中培养。每个稀释液平行做 2个培养皿 。

腐败希瓦氏菌:铁琼脂培养基(IRONAGAR,

IA.由上海中科昆虫生物技术开发有限公司按照

OxoidcodeCM867配制)25 ℃培养 2 ～ 3 d,计数

黑色菌落。

假单胞菌:假单胞菌专用培养基(CFC, Oxoid

codeCM 559, supplementedwithSR 103, Oxoid,

Basingstoke, UK)按使用说明 25 ℃培养 2 ～ 3 d,

计数。

1.3.6　腐败能力的定量分析

把产生异臭味时的腐败菌数和腐败代谢产

物 (TVBN和 TMA)的产量因子 (YTVBN/cfu和

YTMA/cfu)作为腐败菌腐败能力的定量指标。

YTVBN/cfu和 YTMA/cfu计算见公式(1)和公式(2),以

接种到无菌鱼块中的单位腐败希瓦氏菌和假单

胞菌的 TVBN和(或)TMA产量来表示
[ 11]
。

YTVBN/cfu=
STVBN-ITVBN
NS-N0

(1)

　　YTMA/cfu=
STMA-ITMA
NS-N0

(2)

式中:N0和 NS分别表示初始点和腐败点的细菌

数(cfu/g);ITVBN和 STVBN分别表示初始点和腐败

点的 TVBN每 100 g含量(mg-N/g);ITMA和 STMA

分别表示初始点和腐败点的 TMA每 100 g含量

(mg-N/g)。

1.4　数据处理和回归分析

感官和 TVBN、TMA变化用 MicrosoftExcel进

行回归分析 ,微生物生长采用 Zwietering等
[ 12]
修

正的 Gompertz方程描述 ,用 Statistica6.5进行非

线性回归分析。

2　结果与分析

2.1　贮藏中的感官变化

图 1是接种腐败希瓦氏菌或假单胞菌的无

菌鱼块分别在 5 ℃贮藏中的感官变化用多项式

回归得到的曲线 。由图可见 ,接种腐败希瓦氏菌

鱼块在 5 ℃贮藏中感官评分达到 1.0时为 82 h,

出现淡淡的异臭味;出现明显腐败异臭味 ,感官

评分达到 2.0时为 157 h。腐败时出现强烈的酸

臭味 、硫化氢味等异味 。接种假单胞菌鱼块在 5

℃贮藏中感官评分达到 1.0时为 95 h,出现淡淡

的果酸味;出现明显腐败异臭味和浓浓的水果腐

败味 ,感官评分达到 2.0时为 141h。腐败时出现

强烈的果酸味 、水果味等异味。

图 1　接种腐败菌的鱼块在 5 ℃贮藏中的感官变化

Fig.1　Sensoryqualityoffishtissueblocksinoculated

spoilagebacteriastoredaerobicallyat5℃

2.2　贮藏中腐败菌数的变化

动物性食品由于酶和细菌的作用 ,在腐败过程

中使蛋白质分解而产生的氨以及胺类等碱性含氮物
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质称为总挥发性盐基氮(TVBN),目前已被我国

和世界上大多数国家作为鉴定肉 、水产品腐败程

度的标准。

图 2是实验得到的 TVBN值用多项式回归 ,

得到的接种腐败希瓦氏菌和假单胞菌无菌鱼块

分别在 5 ℃贮藏中 TVBN值变化曲线 。由图可

见 ,接种腐败希瓦氏菌鱼块在 5 ℃贮藏中 TVBN

初始值每 100 g为 8.78 mg,贮藏 4 ～ 124 h内 ,

TVBN值每 100g在 10 ～ 15 mg之间波动 ,变化不

明显 , 124h后 TVBN值随贮藏时间快速增加 ,鱼

块腐败时(157 h)TVBN每 100 g为 27.82 mg。

接种假单胞菌鱼块在 5℃贮藏中 TVBN初始值每

100g为 8.51 mg,在贮藏初期 0 ～ 72 h内 , TVBN

值每 100 g小于 10 mg,增长缓慢 , 72 h后 TVBN

含量随贮藏时间延长增加迅速 ,腐败时(141 h)

TVBN量达到每 100g29.53 mg。

图 2　接种腐败菌的鱼块在 5 ℃贮藏中 TVBN变化

Fig.2　Changesintotalvolatilebasenitrogenof

fishtissueblocksinoculatedspoilagebacteria

storedaerobicallyat5℃

2.3　贮藏中腐败代谢产物的变化

TMAO广泛分布于海产硬骨鱼类的肌肉中 ,

具有一种特殊的鲜味 。 TMA是鱼体内存在的

TMAO经兼性厌氧菌还原产生的 ,含量随鱼块鲜

度的下降而逐渐增加 ,变化有规律 。腐败希瓦氏

菌能将 TMAO还原为 TMA,假单胞菌不能还原

TMAO,但产生大量醛 、酮 、酯等产物
[ 8 -10 ]

, 导致

产品感官不可接受 。图 3是实验得到的 TMA值

用多项式回归 ,得到的接种腐败希瓦氏菌鱼块在

5℃贮藏中 TMA值变化曲线。由图可见 , TMA初

始值每 100g为 0.75 mg, TMA值随贮藏时间延

长有规律增加 ,腐败时 (157 h)TMA每 100 g为

18.01 mg。

2.4　贮藏中腐败菌的变化与生长动力学

参数

　　微生物生长和代谢是引起鱼类腐败的主要

原因 ,图 4是实验得到的接种鱼块中腐败希瓦氏

菌和假单胞菌数采用修正 Gompertz方程回归 ,得

到的在 5 ℃贮藏中微生物生长曲线。由图所示 ,

用修正 Gompertz方程均能适当地描述腐败希瓦

氏菌和假单胞菌生长动态典型的 S型曲线 ,所求

得的回归相关系数值均较高(R
2
分别为 0.994和

0.997)。由图可知 ,接种腐败希瓦氏菌鱼块在 5

℃贮藏中 ,延滞期较长 ,达 40 h,随后进入对数增

长期 ,随着贮藏时间 ,腐败希瓦氏菌数不断增加 ,

150h进入平稳生长期。而接种假单胞菌鱼块在

5 ℃贮藏中 ,延滞期相对较短 ,仅有 12 h,紧接着

进入对数增长期 ,随着贮藏时间延长 , 假单胞菌

数也不断增加 , 120h就进入平稳生长期。

图 3　接种腐败希瓦氏菌的鱼块在

5 ℃贮藏中 TMA的变化

Fig.3　ChangeinTrimethylamineoffishtissueblocks

inoculatedShewanellaputrefaciensstored

aerobicallyat5℃

图 4　接种腐败菌的鱼块在 5 ℃贮藏中微生物变化

Fig.4　Changesinmicrobialcountsoffishtissueblocks

inoculatedspoilagebacteriastoredaerobicallyat5 ℃
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　　由 Gompertz方程得到的腐败希瓦氏菌和假

单胞菌生长动力学参数最大比生长速率(μmax)、

生长延滞期(Lag)和最大菌数(Nmax)见表 1。比

较这两种腐败菌的最大比生长速率可得出 ,腐败

希瓦氏菌与假单胞菌在鱼块中的最大比生长速

率基本一致 。由表还知 ,腐败希瓦氏菌与假单胞

菌的最大菌数的对数值分别为 9.45 lgcfu/g和

9.37 lgcfu/g,腐败时(产生明显异臭味)的菌数

即最小腐败菌数的对数值 (Ns)分别为 9.14

lgcfu/g和 9.25 lgcfu/g,比较得出接种鱼块中两

菌的最大菌数都超过最小腐败菌数 ,表明这两种

腐败菌都能引起大黄鱼的腐败 。

表 1　接种腐败菌的鱼块 5 ℃贮藏中微生物生长动力学参数

Tab.1　Microbialgrowthkineticsparametersoffishtissueblocksinoculated

spoilagebacteriastoredaerobicallyat5℃

接种菌类
动力学参数

μmax(h
-1) Lag(h) lgNmax(lgcfu/g) R2 lgNs(lgcfu/g)

腐败希瓦氏菌 0.071 4 39.9 9.45 0.994 9.14

假单胞菌 0.070 0 12.3 9.37 0.997 9.25

2.5　腐败菌腐败能力的分析与特定腐败

菌的鉴别

　　表 2为接种腐败菌无菌鱼块在 5℃贮藏中初

始点和腐败点 (出现明显臭味异味)的 TVBN、

TMA值和细菌数。由公式(1)和公式(2)得到接

种在鱼块中腐败菌的 TVBN产量因子(YTVBN/cfu)

和 TMA产量因子(YTMA/cfu),见表 3。

表 2　接种腐败菌的鱼块 5 ℃贮藏中初始点和腐败点的细菌数 、TVBN值和(或)TMA值

Tab.2　Microbialcounts, TVBNand/orTMAoffishtissueblocksinoculatedspoilagebacteriastored

aerobicallyat5 ℃ intheinitialandthespoilagepoints

接种菌类

质量指标

TVBN
(mg-N/g)

TMA
(mg-N/g)

腐败希瓦氏菌数

(cfu/g)
假单胞菌数

(cfu/g)

腐败希瓦氏菌 初始点 8.78 0.75 4.36×103 -

腐败点 27.82 18.01 1.38×109 -

假单胞菌 初始点 8.51 - - 1.74×104

腐败点 29.53 - - 1.78×109

表 3　接种在无菌鱼块中的腐败菌产量因子比较

Tab.3　ComparisonofyieldfactorsofTVBNand/or

TMAproductionofspoilagebacteriainoculated

onfishtissueblocks

接种菌类

产量因子

Y
TVBN/cfu

[ (mg-NTVBN/cfu)]

Y
TMA/cfu

[ (mg-NTMA/cfu]

腐败希瓦氏菌 1.38×10-10 1.31×10-10

假单胞菌 1.18×10-10 -

　　由表 3知 ,接种在无菌鱼块中的假单胞菌的

YTVBN/cfu为 1.18×10
-10
mg-NTVBN/cfu,腐败希瓦

氏菌的 YTVBN/cfu和 YTMA/cfu分别为 1.38×10
-10
mg-

NTVBN/cfu和 1.31 ×10
-10
mg-NTMA/cfu。比

较腐败希瓦氏菌和假单胞菌的腐败代谢产物产

量因子可知 ,两菌的腐败能力相当 。又因为郭全

友等
[ 6, 13]
研究了东海暖水海域养殖大黄鱼低温

(0 ～ 10 ℃)贮藏中货架期终点腐败菌是腐败希

瓦氏菌 ,其次是假单胞菌。根据特定腐败菌的概

念
[ 4]
得到 ,大黄鱼低温贮藏中的特定腐败菌是腐

败希瓦氏菌 ,其次是假单胞菌。

3　讨论

有资料研究表明 ,用来确定鱼类腐败菌的方

法是测定菌株的腐败能力和产生异臭味的能力。

腐败代谢产物的产量因子可作为评价鱼类腐败

菌腐败能力的定量指标 ,可选择 TMA、TVBN、组

胺或其它可能与腐败有关的代谢产物的产量因

子作为评价指标
[ 14 -15]

。本研究结果腐败希瓦氏

菌和假单胞菌的腐败代谢产物产量因子 YTVBN/cfu

分别为 1.38×10
-10
mg-NTVBN/cfu和 1.18 ×

10
-10
mg-NTVBN/cfu,腐败希瓦氏菌的 YTMA/cfu为
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1.31×10
-10
mg-NTMA/cfu,由这些产量因子可

得出 ,接种两种优势腐败菌的大黄鱼鱼块腐败时

TVBN和(或)TMA的量相当于 10
9
cfu/g假单胞

菌和 10
9
cfu/g的腐败希瓦氏菌。 Dalgaard等

[ 16]

研 究 接 种 到 鳕 鱼 鱼 块 的 磷 发 光 杆 菌

(Photobacteriumphosphoreum)和腐败希瓦氏菌的

YTMA/cfu分别为 10
-8
mg-NTMA/cfu和 10

-9.5
mg-N

TMA/cfu,即包装鳕鱼腐败时 TMA的量相当于

10
7
cfu/g磷发光杆菌和 10

8
～ 10

9
cfu/g的腐败希

瓦氏菌 。

受产品内在和外在影响因子制约 ,不同产品

的特定腐败菌(SSO)亦存在差异 ,同类型产品中

有一种或几种微生物作为腐败菌出现 ,而且 SSO

可能只有一种 。 Hozbor等
[ 1]
研究得到冰藏海洋

鲑鱼(Pseudopercissemifasciata)的 SSO是腐败希

瓦氏菌 , 其次是气单胞菌 (Aeromonasspp.)。

Dalgaard等
[ 16]
研究得到真空包装和改良气体包

装的鳕鱼片冷藏中的 SSO是磷发光杆菌。许钟

等
[ 17]
研究了我国淡水养殖罗非鱼低温贮藏中的

SSO是假单胞菌。大黄鱼 (Pseudosciaenacrocea)

是我国传统的海产经济鱼类 ,属暖温性近海经济

鱼类。根据文献报道
[ 3-4]

,有氧冷藏温 、热带水域

淡水鱼的 SSO为假单胞菌 ,有氧冰藏海产鱼的

SSO为腐败希瓦氏菌 ,有氧冷藏温 、热带水域海水

鱼的 SSO是腐败希瓦氏菌和(或)假单胞菌。这

与我们得到大黄鱼(温带海水鱼)有氧冷藏中的

SSO是腐败希瓦氏菌 ,其次是假单胞菌的结果相

一致。
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