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摘要：该实验通过平板计数法结合 16S rRNA 基因测序，研究了质量分数 3%的盐水处理结合真空包装的大口黑鲈（Micropterus 

salmoides）鱼片在冷藏过程中的微生物变化。结果表明，相较于超纯水浸泡（CK），3%盐水浸泡（SW）有效延缓了鱼片在贮藏期间

的菌落总数（Total Viable Count，TVC）、肠杆菌科、乳酸菌（Lactic Acid Bacteria，LAB）、假单胞菌（Pseudomonas）和硫化氢产生

菌（Hydrogen Sulfide-Producing Bacteria，HSPB）的增加。大口黑鲈鱼片在冷藏期间的优势门为变形菌门（Proteobacteria）、拟杆菌

门（Bacteroides）、厚壁菌门（Firmicutes）和放线菌门（Actinobacteria）。贮藏初期的优势属主要为不动杆菌属（Acinetobacter）、鞘脂

单胞菌属（Phingomonas）、伊丽莎白菌属（Elizabethkingia）和金黄杆菌属（Chryseobacterium），而贮藏末期为不动杆菌属。盐水处

理降低了贮藏初期中不动杆菌属、伊丽莎白菌属、栖水菌属（Enhydrobacter）、巨型球菌属（Macrococcus）和沃氏黄杆菌属（Wautersiella）

等优势菌群的相对丰度。采用盐水处理可以有效延缓大口黑鲈鱼片在贮藏初期的微生物生长，为大口黑鲈的保鲜应用提供参考。 
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Abstract: In this study, the microbial changes during the cold storage of largemouth bass (Micropterus salmoides) fillets treated with 3% 

salt solution and packed in vacuum packaging were studied by the plate count method combined with 16S rRNA gene sequencing. The results 

showed that compared with ultra-pure water immersion (CK), 3% salt solution immersion (SW) effectively delayed the increases of total viable 

count (TVC), Enterobacteriaceae, lactic acid bacteria (LAB), Pseudomonas, and hydrogen sulfide-producing bacteria (HSPB) in the largemouth 

bass fillets during storage. The dominant phyla of largemouth bass fillets during cold storage were Proteobacteria, Bacteroides, Firmicutes and 

Actinobacteria. The dominant genera were mainly Acinetobacter, Sphingomonas, Elizabethkingia, and Chryseobacterium in the early storage 

period, and Acinetobacter in final stage of storage. The salt solution treatment reduced the relative abundance of dominant microbiota such as  
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Acinetobacter, Elizabethkingia, Enhydrobacter, Macrococcus, and Wautersiellain the early storage period. The salt solution treatment can 

effectively delay the microbial growth of largemouth bass fillets in the early storage period, which provides a reference for the application of 

preserving largemouth bass. 

Key words: salt solution; large mouth bass; 16S rRNA gene sequencing; Acinetobacter 

 

大口黑鲈（Micropterus salmoides），属鲈形目、

鲈科，一种原产于北美湖泊和小河流的重要淡水运动

鱼类[1,2]。据统计，在 2020 年全国特色淡水鱼养殖产

量中，大口黑鲈的养殖产量仅次于罗非鱼[3]。大口黑

鲈鱼肉极易腐烂，因为其水分含量高、氨基酸和脂肪

酸等小分子物质含量丰富、pH 值为中性，为微生物的

生长提供了适宜的条件[4]。因此，必须采取适当的方

法来延长其货架期[5]。添加保鲜剂是最常用的延长鱼

类保质期的方法。盐除了具有改善食品风味的作用外，

还一直被用作食品防腐剂[6]，它可以降低水分活度，

抑制多种微生物的生长[7]。 

采用盐处理来延长水产品货架期的研究已有报

道。Hong 等[8]研究表明 1.1%（m/m）盐水处理延缓

鳙鱼片在贮藏期间菌落总数（TVC）的升高。2%盐

处理还能延缓鳙鱼片在贮藏期间总挥发性盐基氮

（TVBN）的上升[9]。朱海滨等[10]表明 10%（m/V）

和 25%（m/V）盐水可以分别延长海鲈鱼的货架期 4

和 8 d。Fan 等[11]表明 1.5%盐处理可以显著抑制青鱼

在 4 ℃条件下贮藏过程中腐胺和尸胺等腐败物质含

量的增加。Guo 等[12]表明 2%（m/m）盐含量的预调

制大黄鱼在 5 ℃贮藏条件下的货架期为 12.2~ 

49.1 d。Yanar 等[13]表明 5%（m/V）盐熏制的罗非鱼

可以在 4 ℃贮藏条件下安全储存 35 d 以上。然而，

有关盐水处理对大口黑鲈鱼片在 4 ℃贮藏过程中优

势腐败菌的影响的研究较少。 

本研究通过平板计数法结合 16S rRNA 基因测序

来分析盐水处理的大口黑鲈鱼片在冷藏期间微生物菌

群的变化，为大口黑鲈的保鲜研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

大口黑鲈，购于湖北省武汉市洪山区南湖大道 53

号武商超市（农科城店）；氯化钠（分析纯），国药集

团化学试剂有限公司；平板计数琼脂（PCA）、紫红胆

盐葡萄糖琼脂（VRBG）、MRS 琼脂、假单胞菌琼脂

培养基（CFC）、假单胞菌 CFC 选择培养基添加剂、

三糖铁琼脂（IA），青岛海博生物技术有限公司。 

PB-10 型 pH 计、TE214S 型电子天平，赛多利斯

科学仪器（北京）有限公司；HPX-9082MBE 型电热

恒温培养箱，上海博迅实业有限公司；XHF-DY 型高

速分散器，宁波新芝生物科技股份有限公司；YX280

型压力蒸汽灭菌锅，上海三申医疗器械有限公司；

HFsafe-1200LC 型超净工作台，上海力申科学仪器有

限公司；DZD-400/S 型真空包装机，江苏腾通包装机

械有限公司。 

1.2  试验方法 

平均质量约为1 kg的大口黑鲈购于超市，后在1 h

内运回实验室。将大口黑鲈立即宰杀，其背部的肌肉切

分成每块重约 50 g的鱼片，长度为（5±1）cm，宽度为

（4±1）cm。在实验室环境温度下，鱼片放入 3%盐水

（m/V）浸泡 2 h 作为处理组，并在相同的条件下以超

纯水代替 3%盐水作为对照组。用滤纸擦干鱼片表面

的浸泡液，将鱼片单独放入高温蒸煮袋并进行真空封

口，于 4 ℃冰箱保藏。第 0、2、4 和 6 天分别进行 pH

值测定和微生物计数。除微生物计数采用两个平行样

品外，其他指标均采用三个平行样品。 

1.2.1  微生物计数 

参考 GB 4789.2-2016《食品安全国家标准食品微

生物学检验菌落总数测定》进行微生物平板计数[14]。

在无菌超净台称取 10.0 g 剪碎的鱼片肌肉加入到含有

90.0 mL 无菌生理盐水和少量无菌玻璃珠的锥形瓶，

同时摇晃锥形瓶使混合物分布均匀。菌落总数

（TVC）、肠杆菌科、乳酸菌（LAB）、假单胞菌和硫

化氢产生菌（HSPB）的培养方式参考 Angiolillo 等[15]

并略作修改：PCA 琼脂用于培养总活菌，30 ℃下培养

3 d；紫红胆盐葡萄糖琼脂（VRBG）用于培养肠杆菌

科，37 ℃下培养 2 d；MRS 琼脂用于培养乳酸杆菌，

30 ℃厌氧培养 3 d；含有头孢菌素类化合物添加剂的

假单胞菌琼脂培养基（CFC）用于培养假单胞菌属，

25 ℃下培养 2 d；三糖铁琼脂（IA）用于培养硫化氢

产生菌，25 ℃下培养 3 d，硫化氢的生成会导致培养

皿出现黑色菌落。将凝固后的平板倒置于恒温培养箱，

培养固定时间后选择菌数范围在 30~300 之间的平板

进行计数。取重复样本之间的平均值为计数结果，并

表示为菌落形成单位（CFU）的十进制对数 lg CFU/g。 

1.2.2  16S rRNA 基因测序 

16S rRNA 基因测序参考 Yu 等[16]方法并略作修

改。使用 DNA 提取试剂盒（HiPureSoil DNA Kit）从
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鲈鱼片样品中提取细菌 DNA，具体操作同试剂盒说明

书。使用超微量紫外可见分光光度计（BioSpec-nano）

测量 DNA 浓度，并通过 1.0%（m/m）琼脂糖凝胶电

泳 确 认 DNA 质 量 。 使 用 两 种 引 物 338F

（5'-ACTCCCTACGGG AGGCAGCA-3'）和 806R

（5'-GGACTACHVGGGTWT CTAAT-3'）来扩增 16S 

rRNA 基因的 V3-V4 区域。PCR 反应体系包括 PCR

扩增预混液（KODPCR Master Mix）、引物和模板，

扩增条件如下：95 ℃下初始变性 2 min 后，进行 27

个循环的扩增（98 ℃下保持 10 s，60 ℃下保持 30 s，

72 ℃下保持 30 s），然后在 72 ℃保持 10 min。使用

2.0%琼脂糖凝胶电泳法检测扩增产物并使用胶回收

试剂盒（AxyPrep DNA Gel Extraction Kit）纯化，然后

使用 DNA 文库制备试剂盒（TruSeq Nano DNA LT 

Sample Prep Kit）生成扩增子文库。下机数据经过去

除低质量测序读数后，使用软件 FLASH（v1.2.11）合

并、拼接原始测序读数。使用软件 UPARSE（v7.0.1090）

对有效的序列进行聚类，并将其视为至少 97%相似度

的操作分类单元（OTU）。基于 Silva（Greengene）数

据库，使用 RDP 分类器（v2.2）将来自每个 OTU 的

代表性序列分配给分类群，置信阈值设置为 0.8。使用

软件 Mothur（v1.31.2）和 QIIME（v1.80）分别评估

Alpha 多样性和 Beta 多样性，以表征细菌群落丰富度

和多样性。Alpha 多样性包括 Chao 指数、Ace 指数，

Shannon 指数以及 Simpson 指数等。前面 4 个指数越

大，最后一个指数越小，说明样品中的物种越丰富。

采用加权 UniFrac（weighted UniFrac）指数来衡量 Beta

多样性，该指数考虑了序列丰度，指数越大表示样品

间的差异越大。使用软件 R 语言（v3.1.1）对 OTU 结

果进行可视化，以反映样品的细菌群落的组成和差异。 

1.2.3  pH 值测定 

pH 值的测定参考 GB 5009.237-2016《食品安全国

家标准食品 pH 值的测定》并略作修改[17]。10.0 g 鱼

片肌肉被剁碎，并与 90.0 mL 超纯水混合，5 000 r/min

均质 2 min，随后匀浆液于 4 ℃冰箱静置 30 min。使

用中速定性滤纸过滤匀浆液，并用数字 pH 计测定滤

液的 pH 值。 

1.3  数据处理 

使用统计分析软件SPSS 19.0通过Duncan多重极

差检验在显著性水平（P＜0.05）上确定样品间的差异、

可视化软件 Origin 9.4 绘图。实验数据以平均值±标准

差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  微生物计数 

图 1 为经盐水处理的大口黑鲈鱼片在 4 ℃贮藏过

程中的微生物计数，包括菌落总数（a）、肠杆菌科（b）、

乳酸菌（c）、假单胞菌（d）和硫化氢产生菌（e）。贮

藏期间鱼片的微生物变化范围：菌落总数为 4.46~ 

7.58 lg CFU/g，肠杆菌科为 3.39~7.37 lg CFU/g，乳酸

菌为 4.52~7.06 lg CFU/g，假单胞菌属为 2.90~ 

7.08 lg CFU/g，硫化氢产生菌为 2.83~7.28 lg CFU/g。

大口黑鲈鱼片的菌落总数与冷藏时间呈正相关。第 0

天，对照组和处理组的菌落总数分别为 5.81、 

4.46 lg CFU/g，这表明盐处理能显著（P＜0.05）抑制

微生物的生长。对照组在第 2 天时已经超过菌落总数

限制值 6.00 lg CFU/g
[18]，而处理组显著（P＜0.05）低

于此腐败阈值。第 2 天后，处理组的菌落总数迅速上

升，这表明 3%盐水的减菌效果主要作用在贮藏初期

（0~2 d）。贮藏末期 3%盐水的减菌效果下降归因于低

盐浓度不能继续抑制微生物的生长繁殖。与对照组相

比，处理组的肠杆菌科和乳酸菌在贮藏期间（第 0 天

除外）显著（P＜0.05）降低。具体而言，处理组的肠

杆菌科在 0、2、4 和 6 d 的数量分别为 3.39、4.08、5.12

和 6.10 lg CFU/g，而对照组分别为 4.24、5.45、6.33

和 7.37 lg CFU/g。同样，处理组的乳酸菌在 0、2、4、

6 d 的数量分别为 4.52、4.62、5.49 和 6.48 lg CFU/g，

而对照组分别为 4.93、6.14、6.30 和 7.06 lg CFU/g。

类似地，Sallam 等[19]报道了 3%盐处理可显著延缓真

空包装的生碎牛肉在低温贮藏期间菌落总数、肠杆菌

科和乳酸菌的增加，并将产品的保质期延长至 15 d。

至于假单胞菌属和硫化氢产生菌，3%盐水处理能明显

抑制两者在贮藏前期（0~2 d）的生长，而在第 2 天后

其生长繁殖速度迅速上升，这与 TVC 的变化趋势相

似。处理组的 HSPB 在第 6 天比对照组高，这表明 3%

盐水在贮藏末期不能继续抑制硫化氢产生菌的生长繁

殖。通常来说，食盐浓度与腐败进程呈负相关。Laranjo

等[20]也报道了相较于 6%盐浓度，3%低盐香肠导致更

多肠杆菌科的生长。 
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图1 大口黑鲈鱼片在冷藏期间的微生物计数 

Fig.1 Microbial count of largemouth bass fillets during 

refrigeration 

注：a 为菌落总数，b 为肠杆菌科，c 为乳酸菌，d 为假单胞

菌，e为硫化氢产生菌。不同字母上标表示同一贮藏时间中不同样

品之间的显著性差异（P<0.05）。 

2.2  16S rRNA 基因测序 

16S rRNA 基因测序用于评估大口黑鲈鱼片的细

菌群落多样性。从 12 个鱼片样本中获得了 708 390 个

有效的 16S rRNA 基因序列。采用 Alpha 多样性分析

来评估鱼片细菌群落的丰富度和多样性（表 1），包括

Shannon、Simpson、Ace 和 Chao 指数。第 0 天，处理

组的 A ce、C ha o 指数与对照组均无显著差异 

（P＞0.05），这表明处理组的物种丰富度与对照组差

别不大。相较于对照组，处理组的 Shannon、Simpson

指数分别显著（P＜0.05）增加和下降，这可能归因于

样品间的差异导致了处理组具有更大的群落多样性。

贮藏末期，四个多样性指数在对照组与处理组之间均

无显著差异（P＞0.05），这与 TVC 的变化趋势相符。 

鲈鱼片样本中 OTU 主要属于 4 个细菌门，包括

变形菌门、拟杆菌门、厚壁菌门和放线菌门（图 2a）。

具体来说，变形菌门、拟杆菌门、厚壁菌门和放线菌

门在整个贮藏期间的平均相对丰度分别为 75.14%、

11.89%、9.57%和 1.73%。贮藏初期，相较于对照组，

处理组的拟杆菌门、厚壁菌门和放线菌门的相对丰度

轻微上升（P＞0.05），而变形菌门的相对丰度下降。

此外，贮藏初期的优势菌群是变形菌门、拟杆菌门和

厚壁菌门，而贮藏末期只有变形菌门。图 2b 显示了相

对丰度高于 0.5%的 50 个属（至少一个样本）。尽管处

理组和对照组分别占据一些独有的低丰度物种，但主

要的优势菌为两者共享。整个贮藏期间前 10 种菌群的

平均相对丰度按从大到小的顺序分别为不动杆菌属、

鞘脂单胞菌属、伊丽莎白菌属、金黄杆菌属、沃氏黄

杆菌属、巨单胞菌属、普雷沃氏菌属、栖水菌属、巨

型球菌属和黄杆菌属。贮藏期间的优势菌群大多数为

革兰氏阴性菌。通常来说，鱼产品的初始微生物群主

要是假单胞菌属、希瓦氏菌属、不动杆菌属和黄杆菌

属等嗜冷性革兰氏阴性菌，而腐败微生物群以假单胞

菌属和希瓦氏菌属为主[21,22]。属水平的群落丰度图表

明，贮藏初期的优势菌群主要为不动杆菌属、鞘脂单

胞菌属、伊丽莎白菌属和金黄杆菌属，而贮藏末期只

有不动杆菌属。Zhang 等[23]报道了 10%盐处理结合真

空包装的草鱼的初始优势菌为不动杆菌属，而贮藏末

期的优势菌为乳球菌属。2%盐处理的鳙鱼片的初始微

生物菌群以不动杆菌属为主，而贮藏末期的优势菌为

假单胞菌属[9]。这种现象可能归因于微生物种群间的

竞争关系以及不动杆菌对低盐溶液的耐受性。 
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表1 大口黑鲈鱼片在冷藏期间的Alpha多样性指数 

Table 1 Alpha diversity indexes of largemouth bass fillets during refrigeration 

样本 Shannon 指数 Simpson 指数 Ace 指数 Chao 指数 

CK-day0 2.89±0.12a 0.14±0.01a 130.03±21.35a 130.06±20.44a 

SW-day0 3.65±0.33b 0.06±0.02b 174.08±54.53a 172.81±60.13a 

CK-day6 0.74±0.12a 0.67±0.12a 55.93±18.08a 51.75±13.99a 

SW-day6 0.62±0.20a 0.71±0.15a 43.21±15.23a 39.69±12.30a 

注：不同字母上标表示同一贮藏时间中不同样品之间的显著性差异（P<0.05）。 

  

图2 基于门（a）和属（b）水平上大口黑鲈鱼片在冷藏期间的群落相对丰度 

Fig.2 Community relative abundance of largemouth bass fillets during refrigeration based on phylum (a) and genus (b) level 

3%盐水处理降低了贮藏初期中不动杆菌属、伊丽

莎白菌属、栖水菌属、巨型球菌属和沃氏黄杆菌属等

优势菌群的相对丰度，而金黄杆菌属、黄杆菌属、巨

单胞菌属、普雷沃氏菌属和鞘脂单胞菌属等表现为不

同程度的增加。在贮藏末期，处理组的大多数细菌群

落的相对丰度与对照组接近，这表明 3%盐水的减菌

效果在贮藏末期并不明显，与 TVC 的变化趋势相符。

贮藏期间处理组的假单胞菌的平均相对丰度（0.83%）

比对照组高（0.51%），但总体上假单胞菌在整个贮藏

期间的相对丰度仍然较低。假单胞菌通常是有氧冷藏

的鱼产品的优势腐败菌[24,25]，其在贮藏期间表现出较

低的相对丰度，这可能归因于真空环境抑制了假单胞

菌的生长。尽管乳酸菌被认为不属于水生环境，但某

些属如肉食杆菌属、漫游球菌属、肠球菌属、乳杆菌

属和乳球菌属在淡水鱼中并不少见[26,27]。与假单胞菌

相似，3%盐水处理轻微增加了这些非优势菌的相对丰

度，原因可能是革兰氏阳性菌较厚的细胞膜能耐受盐

水的高渗透环境。相较于革兰氏阳性菌，盐溶液的低

水分活度对革兰氏阴性菌的影响更大[28]。希瓦氏菌，

属于肠杆菌科，其大多数种可以产生硫化氢，并且大

多数菌株会还原三甲胺-N-氧化物（TMAO）[29]。相较

于对照组，处理组的希瓦氏菌的相对丰度在贮藏后期

有所增加，这与 HSPB 计数结果一致。 

从图 3a 可以看出，对照组和处理组中大多数优势

菌群的相对丰度在贮藏前期有较明显的区别，而在贮

藏末期，处理组中大多数菌群的相对丰度与对照组差

别不明显。采用加权 UniFrac（Weighted UniFrac）矩

阵热图可视化 Beta 多样性，进而比较样品间的细菌群

落组成差异（图 3b）。从图中可以看出贮藏初期与末

期的细菌群落组成差异明显，而贮藏末期的处理组和

对照组具有相似的细菌群落结构。相较于对照组，3%

盐水处理的大口黑鲈鱼片在贮藏前期表现出良好的减

菌效果，而随着贮藏时间的延长，减菌效果逐渐减弱，

这与 TVC 和 OTU 结果相符。 
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图3 （a）基于属水平上大口黑鲈鱼片在冷藏期间的热图，（b）

加权UniFrac矩阵热图 

Fig.3 (a) Heat-map of largemouth bass fillets during 

refrigeration based on genus level, (b) weighted UniFrac matrix 

heat-map 

2.3  pH 值 

 

图4 大口黑鲈鱼片在冷藏期间的pH值 

Fig.4 pH value of largemouth bass fillets during refrigeration 

注：不同字母上标表示同一贮藏时间中不同样品之间的显著

性差异（P<0.05）。 

如图 4 所示，大口黑鲈鱼片在贮藏期间的 pH 值

均为酸性，从 6.64 到 6.95 不等。对照组的初始 pH 值

为 6.95，显著（P＜0.05）高于处理组（6.81）。这种

差异可能归因于血红蛋白溶液和盐溶液之间扩散引起

的氢离子和未离子化的氯化蛋白的形成[30]。总的来

说，对照组和处理组的 pH 值均先下降后上升，这种

现象归因于贮藏初期鱼片肌肉糖原的分解和贮藏后期

蛋白质的水解[30]。相较于对照组，由于抑制腐败菌的

生长，3%盐水处理能显著（P＜0.05）减少碱性物质

的堆积并延缓 pH 值的上升。在第 4 天时，处理组的

肠杆菌科、乳酸菌、假单胞菌和硫化氢产生菌的数量

分别为 5.12、5.49、5.05 和 5.22 lg CFU/g。pH 值的下

降和乳酸菌的增殖相关。Xu 等[31]也报道了类似的结

果，即由于盐渍过程，pH 值显著降低。 

3  结论 

本文研究了 3%盐水处理结合真空包装的大口黑

鲈鱼片在 4 ℃贮藏过程中的微生物变化。结果表明，

3%盐水处理有效延缓了鱼片在贮藏期间菌落总数、肠

杆菌科、乳酸菌、假单胞菌和硫化氢产生菌的增加。

3%盐水处理降低了贮藏初期中不动杆菌属、伊丽莎白

菌属、栖水菌属、巨型球菌属和沃氏黄杆菌属等优势

菌群的相对丰度。尽管 3%盐水处理在贮藏末期的减

菌效果较弱，但其仍然可作为一种短期延缓大口黑鲈

鱼片微生物生长的有效措施。此外，不动杆菌属在贮

藏初期和末期均是相对丰度最高的优势菌，为了延长

大口黑鲈的货架期，控制不动杆菌属的生长非常重要。 
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