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摘  要: 目的  探究小龙虾微冻贮藏过程中特定腐败菌(specific spoilage organisms, SSOs)种类及其致腐产胺

能力。方法  本研究利用选择性培养基从微冻至腐败小龙虾中分离、纯化优势腐败菌, 通过 16S rDNA 技术

结合细菌生化鉴定法进行鉴定; 将鉴定出的 SSOs 接种至无菌虾肉中, 通过监测 pH、挥发性盐基氮(total 

volatile basic nitrogen, TVB-N)、菌落总数等指标的变化, 计算腐败代谢产物产量因子(YTVB-N/CFU)以评价各

SSOs 的致腐能力, 并比较各 SSOs 接种组的产生物胺能力。结果  小龙虾微冻过程中的 SSOs 为荧光假单

胞菌(Pseudomonas fluorescens)、腐败希瓦氏菌(Shewanella putrefaciens)、温和气单胞菌(Aeromonas sobria)

和蜂房哈夫尼亚菌(Hafnia alvei); 在贮藏 15 d 后, P. fluorescens、S. putrefaciens、A. sobria 和 H. alvei 接种组

TVB-N 含量分别为 205.88、54.01、60.60、24.24 mg/100 g, 菌落总数分别为 9.33、8.92、9.02、9.11 log10 CFU/g, 

YTVB-N/CFU 大小顺序为 P. fluorescens>A. sobria>S. putrefaciens>H. alvei; 小龙虾腐败过程主要生物胺为腐胺和

尸胺, 各 SSOs 产胺能力为 P. fluorescens>S. putrefaciens≈A. sobria>H. alvei。结论  本研究明确了小龙虾微冻

贮藏过程中的特定腐败菌种类及其致腐产胺能力, 为针对性地筛选小龙虾高效抑菌保鲜剂提供了理论基础。 
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ABSTRACT: Objective  To explore the types of specific spoilage organisms (SSOs) during micro-frozen storage 

of Procambarus clarkii and study their saprogenic amine production capacity. Methods  Dominant spoilage 

organisms were isolated and purified from spoilage Procambarus clarkii under micro-frozen storage by using 

selective culture medium, and were identified by 16S rDNA technique combined with bacterial biochemical 
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identification. Then, the identified SSOs were inoculated into sterile Procambarus clarkii meat, and the pH, total 

volatile basic nitrogen (TVB-N) and total colonies counts were monitored. According to the results of TVB-N and 

total colonies count, the spoilage metabolite yield factor (YTVB-N/CFU) was calculated to evaluate the spoilage potential 

of each SSOs, and the amine production capacity were compared among each SSOs by determining biogenic amine 

concentration. Results  The SSOs of spoilage Procambarus clarkii under micro-frozen storage were identified as 

Pseudomonas fluorescens, Shewanella putrefaciens, Aeromonas sobria and Hafnia alvei. After 15 days storage, the 

TVB-N content and total colonies counts in samples inoculated with P. fluorescens, S. putrefaciens, A. sobria and H. 

alvei were 205.88, 54.01, 60.60 and 24.24 mg/100 g and 9.33, 8.92, 9.02, 9.11 log10 CFU/g, respectively. The order of 

YTVB-N/CFU was P. fluorescens>A. sobria>S. putrefaciens>H. alvei. The main amine during the spoilage process of 

Procambarus clarkii were putrescine and cadaverine, and the order of amine production capacity was P 

fluorescens>S. putrefaciens≈A. sobria>H. alvei. Conclusion  This study clarifies the species, spoilage potential and 

amine production capacity of SSOs, and provides a theoretical basis for the targeted screening of efficient bacterial 

preservatives for Procambarus clarkii. 

KEY WORDS: Procambarus clarkii; micro-frozen storage; specific spoilage organisms; spoilage potential; amine 

production capacity 

 
0  引  言 

小龙虾, 又名克氏原螯虾(Procambarus clarkii), 隶属

于节肢动物门、甲壳纲、十足目、鳌虾科, 是我国重要的

淡水经济虾类[1]。小龙虾具有高蛋白、低脂肪、低胆固醇

等特点, 且必需氨基酸种类齐全, 富含多种不饱和脂肪酸, 

微量元素配比合理, 具有较高的营养价值[2]。根据《2022 年

中国小龙虾发展产业报告》统计, 2021 年小龙虾养殖产量达

到 263.36 万 t, 位列我国淡水养殖品种第 6 位(前 5 位为草、

鲢、鳙、鲤、鲫)[3]。然而, 小龙虾因其较高的蛋白质、水分

含量, 在捕捞、运输、加工及贮藏过程中易受到微生物的污

染, 造成腐败变质, 需对其进行低温贮藏保鲜。 

微冻贮藏是一种高效的低温贮藏技术, 将产品贮藏

在其冰点以下 1~2℃的环境中, 使产品中水分部分冻结[4]。

微冻温度介于冷藏和冻藏之间, 与传统冷藏相比可显著延

长产品货架期 1.4~5 倍[5]; 与冷冻相比对蛋白质冷冻变性

影响较小[6]。目前, 微冻贮藏技术已广泛应用于多种水产

品的保鲜 , QIN 等 [7] 对比了冷藏 (3.5℃±0.5℃)、冰温

(0℃±0.5℃)和微冻(‒3.0℃±1.0℃)贮藏对克氏原螯虾品质

影响的差异, 发现微冻贮藏有效降低了虾肉中挥发性盐

基氮(total volatile basic nitrogen, TVB-N)、三甲胺、菌落

总数和嗜冷菌数 , 并显著(P<0.05)抑制了腐胺(putrescine, 

PUT)、尸胺(cadaverine, CAD)和酪胺(tyrosine, TYR)的积累; 

刘欢等[8]对比了微冻贮藏和冰温贮藏对大鲵肌肉品质的影

响, 发现微冻贮藏在抑制微生物生长、减少 TVB-N 积累、

保持组织结构完整性等方面具有更好的效果; 李卫东等[9]

在研究微冻对南美白对虾品质的影响时发现样品在微冻第

18 d 时仍能维持原有的口感、风味和鲜度。然而, 现有相

关研究主要聚焦于微冻贮藏对水产品感官和理化品质指标

的影响, 针对该过程腐败微生物的分离鉴定及动态变化研

究还鲜见报道。 

小龙虾在低温贮藏过程中仍会因微生物的污染而发

生腐败变质, 其中部分微生物在小龙虾腐败过程中占据

主导地位并加速其腐败变质的进程, 这类微生物称为特

定腐败菌(specific spoilage organisms, SSOs)[10]。SSOs 通

常具有很强的致腐性 , 会导致虾肉组织结构分解 , 加快

氧化酸败的速度, 产生硫化物、醛、胺、有机酸等物质, 

严重破坏虾肉的品质, 缩短产品货架期[11]。赵宏强等[12]

对鲈鱼冷藏末期的 SSOs 进行分离鉴定, 筛选出假单胞菌

(Pseudomonas spp.) 3 株 、腐 败 希 瓦氏菌 (Shewanella 

putrefaciens) 2 株; 进一步对各菌株致腐能力进行分析, 发

现 S. putrefaciens 的致腐能力最强; 刘洋帆等[13]从冷藏的

鲣鱼中分离鉴定出 3 株 SSOs, 分别为荧光假单胞菌

(Pseudomonas fluorescens)、弗氏柠檬酸杆菌 (Citrobacter 

freundii)、温和气单胞菌(Aeromonas sobria), 对其进行致

腐能力分析, 发现 A. sobria 的致腐产胺能力最强; 黄佳

奇等[14]探究了冷藏条件下小黄鱼中 SSOs 的致腐能力, 发

现变形杆菌属(Proteus spp.)与希瓦氏菌属(Shewanella spp.)

致腐能力最强。目前, 相关报道主要集中于水产品冷藏过

程中 SSOs 的分离鉴定及致腐能力分析, 针对微冻条件下

小龙虾中 SSOs 的致腐产胺能力研究还未见报道。 

因此, 本研究通过对小龙虾微冻贮藏过程中腐败微

生物菌落形态特征观察、生理生化实验分析 , 结合 16S 

rDNA 分子生物学鉴定 , 明确小龙虾微冻贮藏过程中的

SSOs 种类; 再将 SSOs 接种到无菌虾肉上, 通过对 pH、

TVB-N、菌落总数等指标的测定, 计算腐败代谢产物产量

因子 (YTVB-N/CFU)以评价各 SSOs 的致腐能力 , 并分析各

SSOs 接种组的生物胺(biogenic amine, BAs)含量水平, 进
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一步验证其致腐能力, 为后续针对性地筛选小龙虾高效抑

菌保鲜剂提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

实验用的小龙虾(重 19.8~25.5 g, 长 9.5~11.5 cm)购于

湖北省武汉市武商量贩超市(2021 年 10 月)。 

平板计数琼脂、假单胞菌 CFC 选择性培养基、MRS

培养基、结晶紫中性红胆盐琼脂、脑心浸出液肉汤、LB

琼脂、RS 培养基、铁琼脂培养基(青岛海博生物有限公司); 

琼脂、Na2EDTAꞏ2H2O、Tris[赛国生物科技(BioFroxx 公司)]; 

氯化钠、无水乙醇、醋酸、高氯酸(分析纯, 国药集团化学

试剂有限公司); 福尔马林(分析纯, 甲醛含量 40.0%, 辽宁

泉瑞试剂有限公司); NaHCO3 溶液、NaOH 溶液(分析纯, 成

都金山化学试剂有限公司); HCl(分析纯, 重庆川东化工有

限公司); 丙酮、乙腈(色谱纯)、丹磺酰氯(天津市科密欧化

学试剂有限公司 ); 组胺 (histamine, HIS) 、 2- 苯乙 胺

(phenylethylamine, PHE)、色胺 (tryptamine, TRY)、精胺

(spermine, SPE)、亚精胺(spermidine, SPD)(纯度≥98%, 德

国 Dr.Ehrenstorfer Gmb H 公司); 琼脂糖、6×loading buffer、

DNA 分子量标准 Maker、27F DNA 上引物、1492R DNA

下引物、Goldview 核酸染料、Taq PCR Master Mix (2×, blue 

dye)(上海生工生物工程有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

GI54DS 型灭菌锅 [ 致微 ( 厦门 ) 仪器有限公司 ]; 

MQT-60HR 型振荡培养箱 (上海旻泉仪器有限公司 ); 

LRHS-150-II 型恒温恒湿培养箱(上海跃进医疗器械有限公

司); SW-CJ-2D 型超净工作台(苏州净化设备有限公司); 梯

度 PCR 仪、HX-10F 型恒温金属浴(上海沪析实业有限公司); 

PowerPace Basic 型电泳仪、ChemiDoc MP 型成像(美国伯

乐公司); GL-20G-II 型冷冻离心机、TGL-16C 型 24 孔离心

机(上海安亭科学仪器厂); AX224ZH/E 型电子天平(精度

0.01 mg, 奥豪斯仪器有限公司); 色谱柱 ZORBAX (SB-C18, 

pH-St, 250 mm×4.6 mm, 5 μm)(美国安捷伦科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  SSOs 的分离与鉴定 

(1)小龙虾预处理 

从超市挑选完整、鲜活、无病态的小龙虾放入有碎冰

的泡沫箱中当天运至实验室, 用自来水超声清洗 30 min 后

保存在冰中冷至休克(不超过 3 h)。将休克的小龙虾去除虾

头, 抽离虾线, 剥去虾壳, 取出完整虾仁, 放在干净自封

袋中, 于微冻条件下贮藏, 微冻(‒3℃±1℃)使用 1.5%的冰

盐水混合物控制。微冻贮藏的虾仁样品放入装有冰盐水混

合物的塑料泡沫箱中, 并将泡沫箱放入 4℃冰箱中。在贮

藏过程中, 每 48 h 更换冰盐水混合物, 确保贮藏温度在预

设范围内。微冻贮藏 5 周后完全腐败, 取出样品进行后续

实验。 

(2)单菌落的分离和纯化 

取 5 g 冷藏至腐败的小龙虾肉, 加入 45 mL 0.85%无

菌生理盐水, 均匀拍打 1~2 min 获得菌悬液, 进行梯度稀

释, 选取合适的稀释度(10‒5、10‒6、10‒7)吸取 100 μL 菌悬液

于多种选择性培养基平板上均匀涂布(培养基已提前灭菌倒

平板凝固), 放置于 30℃恒温恒湿培养箱中培养 24~48 h。

选取有一定菌落且不互相重叠的平板, 挑选各培养基中典

型菌落并记录其形态、颜色、大小等; 反复进行平板划线, 

得到纯化的单菌落与 50%的甘油按 1:1 混合装于冻存管中, 

在‒80℃冰箱中保存[15]。 

(3) DNA 的提取与 PCR 扩增 

取冻存菌悬液按 1%比例活化, 高速离心(8000 r/min, 

2 min)取菌种沉淀。根据细菌基因组 DNA 提取试剂盒

步骤说明提取保存菌株 DNA, 提取的 DNA 密封于已提

前灭菌的小离心管中冷冻(‒20℃)保存, 作为 16S rDNA

序列扩增反应模板。将提取得到的 DNA 模板以 27F 

(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) 与 1492R (5’- 

GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)为 PCR 引物; 反应体系为

30 μL[16]: 15 μL Taq PCR Master Mix (2×, blue dye), 两种引

物各 1 μL, DNA 模板 2 μL, 11 μL 双蒸水; PCR 反应程序为: 

94℃预变性 4 min, 95℃变性 30 s, 55℃退火 30 s, 72℃延伸

1 min 30 s, 循环 35 次后, 再在 72℃下彻底延伸 10 min, 

4℃下保存。 

PCR 产物采用 1.5%浓度的琼脂糖凝胶电泳检测。

电泳步骤为: 称取 0.75 g 琼脂糖电泳凝胶, 用量筒量取

50 mL 50×TAE 缓冲液, 于微波炉中加热, 观察微波炉内部

液体是否沸腾, 开始沸腾即关闭微波炉, 重复操作至液体

完全澄清透明, 冷却至 50~60℃, 在液体中加入一滴(蘸取

一点即可)Goldview 核酸染料, 混匀倒入铺好梳子的电泳

板上, 冷却 30 min, 拔掉梳子, 放入加有 1×TAE 电泳液的

电泳槽中, 取 5 μL 的 PCR 扩增产物进行 1.5%的琼脂糖凝

胶电泳, 其中, DNA 分子量标准 Maker 需取 10 μL。调整电

泳仪的电压为 120 V, 时间为 20~40 min。样品孔靠近电泳

槽的负极端。条带跑到凝胶托盘中部位置时停止电泳, 可

适当延长或减短时间和电压。 

50×TAE 溶液: 称取 Tris 272 g, Na2EDTAꞏ2H2O 37.2 g, 

加入约 800 mL 去离子水, 充分搅拌溶解后加入 57.1 mL 醋

酸, 充分搅拌后定容至 1000 mL, 室温存放。 

(4)测序鉴定 

将凝胶电泳中条带清晰, 无明显拖尾的 PCR 扩增产

物送至上海生工生物工程股份有限公司测序。使用美国国

家生物技术信息中心 (National Center for Biotechnology 

Information, NCBI)中的 BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih. 
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gov/BLAST/)对各菌株序列分析比对, 选取同源性在 98%

以上的序列, 确定所筛选小龙虾的 SSOs 种类。用 MEGA 

11.0 软件, 采用邻接法(Neighbor-Joining)构建菌株的系统

发育树, 从而获得菌群结构和功能信息。 

(5)腐败菌的表面特征和生理生化实验鉴定 

对腐败菌的单菌落的颜色、光泽、透明度等形态观察

和生理生化特征进行鉴定, 参考《伯杰氏细菌鉴定手册》

和《常见细菌系统鉴定手册》中关于细菌的鉴定, 生化实

验具体方法参考《现代细菌学培养基和生化实验手册》。 

1.3.2  样品的前处理 

(1)菌悬液的制备 

取出冻存菌液 50 μL 接种于含 5 mL 脑心浸出液肉汤

液体培养基的试管中, 30℃、150 r/min 摇床过夜活化, 按

照 1%的比例将活化后的菌悬液接种于含 100 mL 脑心浸

出液肉汤液体培养基的锥形瓶中, 30℃、150 r/min 摇床培

养 8 h 后冷冻离心(4℃、6000 r/min)取沉淀, 沉淀冻存于

‒20℃冰柜待用。 

(2)无菌虾肉的制备 

购买鲜活的小龙虾运送至实验室, 自来水超声清洗

后保存在冰中冷至休克(不超过 3 h)。休克的小龙虾去除虾

头, 抽离虾线, 剥去虾壳, 取出完整虾肉, 75%的酒精擦拭

虾肉表面后自然晾干, 于 0.5%福尔马林溶液中浸泡 40 s, 

取出后无菌水冲洗 3 次以洗去福尔马林(无菌处理过程在

超净台中进行)。 

(3) SSOs 的接种 

使用已提前灭菌完成的 0.85% NaCl(或 PBS)将 1.3.2(1)

所冻存的菌体沉淀重悬至接种浓度为 6 log10 CFU/mL。已完

成无菌处理的虾肉分别浸泡于菌悬液中 10 min, 取出沥干

后分装于无菌袋中, 封口冷藏。每隔 3 d 取出一袋测定其理

化指标。分组设置: Control(对照组)、P. fluorescens 接种组、

A. sobria 接种组、S. putrefaciens 接种组、H. alvei 接种组。 

1.3.3  相关指标的测定 

参考 GB 5009.23—2016《食品安全国家标准 食品 pH

的测定》进行 pH 测定; 参照 GB 5009.228—2016《食品安

全国家标准 食品中挥发性盐基氮的测定》测定 TVB-N 值; 

参照 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》进行菌落总数测定。 

1.3.4  腐败代谢产物产量因子计算 

腐败菌的致腐败能力定量分析以在货架期终点时单

位数量的腐败菌产生的腐败代谢产物 TVB-N 为指标[17]。

腐败代谢产物产量因子(YTVB-N/CFU)的计算公式为式(1):  

s 0
TVB-N/CFU

s 0

(TVB-N) (TVB-N)



Y

N N
       (1) 

式中 , YTVB-N/CFU 为单位腐败菌产生的 TVB-N 值 (mg 

TVB-N/CFU); N0 为初始腐败菌数(log10 CFU/g); Ns 为货架

期终点时的腐败菌数(log10 CFU/g); (TVB-N)0 为初始点的

TVB-N 值; (TVB-N)s 为货架期终点时的 TVB-N 值。 

1.3.5  BAs 测定 

参考 LIAO 等[18]的方法并进行部分修改。采用高效液

相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)

检测 BAs 含量。将 5 g 绞碎的虾肉与 15 mL 0.6 mol/L 高氯

酸溶液均质 1 min, 然后在 4℃以 6000 r/min 离心 15 min。

向沉淀物中加入 15 mL 0.6 mol/L 高氯酸再次离心。合并两

次上清液并用 0.6 mol/L 高氯酸溶液将其稀释至 50 mL。于

‒20℃冻存备用。 

取 1 mL 稀释的上清液, 分别用 200 μL 2 mol/L NaOH

溶液、3 mL 饱和 NaHCO3 溶液和 1 mL 1%(即 10 mg/mL)

丹磺酰氯溶液(色谱级丙酮溶解)进行碱化、中和及衍生。

将上述体系置于 40℃避光孵育 45 min 后, 加入 100 μL 氨

水静置 30 min 以终止反应。然后, 用乙腈将混合液稀释至

5 mL, 并通过 0.22 μm 膜滤器进行过滤。最后, 取 2 mL 滤

液加入样品瓶待测。 

将 HIS、PHE、TYR、PUT、CAD、TRY、SPE 和 SPD

标准品分别溶于 0.1 mol/L HCl 来制备标准储备溶液

(1 mg/mL)。每种 BAs 的定量标准曲线的质量浓度范围均

为 0~20 μg/mL (0.5、1.0、5.0、10.0、20.0 μg/mL)。 

检测条件: 色谱柱 ZORBAX (SB-C18, pH-St, 250 mm× 

4.6 mm, 5 μm), 温度设为 30℃, 流速设为 0.8 mL/min, 进

样量为 20 μL。流动相 A 为乙腈, 流动相 B 为水。梯度洗

脱程序: 0~35 min (50%→90% A), 35~45 min (90%→50% 

A)。在 254 nm 处观察色谱图。 

1.4  数据处理 

实验数据用平均值±标准偏差表示, 使用 Origin 9.0作

图, SPSS 25.0 进行单因素方差分析, Duncan 法进行多重比

较, P<0.05 表示具有显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  菌落形态分析 

采用涂布平板分离法和平板划线分离法, 从平板计

数琼脂平板和筛选培养基平板上挑取颜色、形态较为明

显、典型的单菌落, 随机分离筛选出 6 株菌, 将筛选出的

菌株分别编号为 W1、W2、W3、W4、W5 和 W6, 在实验

进行过程中完整记录所选菌株的形态、颜色、大小等特征, 

利用光学显微镜观察细菌形态菌体形态。各菌株的划线平

板菌落形态、光学显微镜观察结果如图 1、2 所示。 

在涂布、平板划线等操作过程中对所选菌落肉眼可

观察到的表面形态进行了简单记录, 形态特征如表 1 所

示。挑选的所有菌落形状均为圆点状; 革兰氏染色处理

结果表明所选细菌均为革兰氏阴性菌; 光学显微镜观察

结果表明细菌状态均为杆状; 在颜色、菌落光泽、表面

状态、菌落透明度、质地和菌落隆起度等特征上不同菌

落略有差异。其中, W1 和 W2 颜色相近, W4 和 W5 均表

现淡黄色, 而 W3 和 W6 较为特殊; W1、W2、W6 菌落的
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表面状态均为光滑, 另外 3 株菌落表面较为粗糙; 除 W1

菌落被观察到透明外, 其他菌落均表现出不透明的菌落

特征; 据肉眼观察, 除 W1 和 W6 外, 其他菌落质地均较

为黏稠; 此外, W1 和 W6 菌落表现出扁平状态, 其余菌株

有略微隆起的形态。 

 

 
 

图 1  平板划线分离菌落形态 

Fig.1  Morphology of plate streak isolation colonies 

2.2  16S rDNA 分析结果 

将提取到的细菌组 DNA 片段经 PCR 扩增后, 利用

1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测 16S rDNA 扩增产物, 电泳图

谱见图 3。由图 3 可知, 扩增后的 6 株菌在 1500 bp 出现清

晰明亮的荧光条带, 无其他杂质, 并且无拖尾现象, 说明

PCR 样品纯度合格, 符合送检要求。 

 

 
 

图 2  革兰氏染色结果 

Fig.2  Gram staining results 
 

表 1  小龙虾中细菌的形态、生理生化特征 
Table 1  Morphological, physiological and biochemical characteristics of bacteria in Procambarus clarkii 

特征 W1 W2 W3 W4 W5 W6 

菌落颜色 白 乳白 黄 淡黄 淡黄 淡绿 

菌落光泽 无 无 无 有 有 无 

菌落形状 圆点状 圆点状 圆点状 圆点状 圆点状 圆点状 

革兰氏染色 G－ G－ G－ G－ G－ G－ 

表面状态 光滑 光滑 粗糙 粗糙 粗糙 光滑 

菌落透明度 透明 不透明 不透明 不透明 不透明 不透明 

质地是否黏稠 否 是 是 是 是 否 

菌落隆起度 扁平 隆起 隆起 隆起 隆起 扁平 

细菌形状 短杆状 短杆状 短杆状 杆状 杆状 短杆状 

 

 
 

注: 第 0 条泳道代表 DNA 分子量标准 Maker; 1~6 分别代表 W1~W6。 

图 3  各菌株的 16S rDNA PCR 扩增电泳图谱 

Fig.3  16S rDNA PCR amplification electrophoresis profiles of each 
strain of bacteria 

2.3  SSOs 的鉴定和系统发育树的构建 

将 W1 等菌株的 16S rDNA 碱基序列于 NCBI 网站上

使用 BLASTN 程序在 GeneBank 基因库上进行同源性检索, 

然后选取同源性较高的 16S rDNA 序列进行多序列比较后, 

用 MEGA 11.0 软件以邻位连接法进行 1000 次的相似度重

复计算, 构建系统发育树[19], 结果如图 4 所示。据系统发

育树结果可知: W1、W6 与菌株 P. fluorescens 相似度最高; 

W2 与菌株 S. putrefaciens 相似度最高; W3 与菌株 A. sobria

相似度最高; W4、W5 与菌株 H. alvei 相似度最高。 

经鉴定和系统发育树同源性分析表明, 从腐败的虾

肉中筛选出的 SSOs 分别为 P. fluorescens、S. putrefaciens、

A. sobria 和 H. alvei。其中, P. fluorescens 和 A. sobria 是水

产品中常见的 SSOs, 具有较强的降解蛋白质和产 PUT 能

力[20]。LI 等[21]研究发现 P. fluorescens 和 A. sobria 是冷藏 
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图 4  基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 

Fig.4  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences 
 

乌鳢(Channa argus)中的 SSOs, 且其具有较强的降解蛋白

质和产 PUT 能力; LI 等[22]也报道了冷藏鲤鱼(Cyprinus 

carpio)片中的 SSOs 为 P. fluorescens 和 A. sobria; 也有研究

表明, S. putrefaciens 是冷藏草鱼(Ctenopharyngodon idella)

中的 SSOs[23]; 但以上菌株在微冻小龙虾中的致腐能力大

小还未见报道。此外, H. alvei 作为 SSOs 还鲜见报道, 其致

腐特性还需进一步分析研究。 

2.4  pH 变化分析 

不同 SSOs 接种组的小龙虾 pH 变化如图 5 所示。经

无菌处理的小龙虾初始 pH 为 6.64, 在贮藏过程中各组 pH

均呈先下降后上升的趋势。在贮藏初期(0~6 d), 各 SSOs

接种组的 pH 均略有下降, 这可能与糖酵解过程中乳酸的

积累和 ATP 分解释放的磷酸有关[23]; 随后, 各 SSOs 接种
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组的 pH 均显著(P<0.05)上升, 可能是由于微生物的生长繁

殖促使蛋白质被降解为 BAs、三甲胺等碱性物质。此外, 各

SSOs 接种组贮藏末期的 pH 分别为 7.12、6.90、6.92 和 6.82。

以上结果表明, 小龙虾冷藏过程中 SSOs 产生碱性物质

能 力 的 强 弱 顺 序 为 : P. fluorescens>S. putrefaciens≈A. 

sobria>H. alvei。 

 

 
 

注: 不同大写字母表示不同贮藏时间同一处理组内存在显著差异

(P<0.05), 不同小写字母表示同一贮藏时间不同组间存在显著差

异(P<0.05), 图 6、7 同。 

图 5  特定腐败菌接种小龙虾贮藏期间 pH 的变化 

Fig.5  Changes in pH during storage of Procambarus clarkii 
inoculated with specific spoilage organisms 

 

2.5  TVB-N 值变化分析 

如图 6 所示 , 经无菌处理的虾肉初始 TVB-N 值为

2.80 mg/100 g。在整个贮藏过程中, 各 SSOs 接种组的

TVB-N 值均持续增加, 但不同组间增长速率各不相同。其

中, P. fluorescens 接种组在贮藏第 9 d 即超过规定的可接受

极限值(20 mg/100 g)[24], 而其他 SSOs 接种组在贮藏第 9 d  

 

 
 

图 6  特定腐败菌接种小龙虾贮藏期间 TVB-N 值的变化 

Fig.6  Changes in TVB-N values during storage of Procambarus 
clarkii inoculated with specific spoilage origisms 

时均未超过限量值, 该结果表明 P. fluorescens 相对于其他

3 种 SSOs具有更强的产 TVB-N能力, 可能是 P. fluorescens

分解蛋白质的能力相较于其他 SSOs 更强 , 此结果与

ZHUANG 等[25]对冷藏草鱼的研究结果相似。在贮藏第 12 d

时, 各 SSOs 接种组的 TVB-N 值均超过限量值; 在贮藏

15 d 后 , P. fluorescens、S. putrefaciens、A. sobria 和 H. 

alvei 接种组 TVB-N 含量分别为 205.88、54.01、60.60、

24.24 mg/100 g, 推测各 SSOs 降解蛋白质产生碱性含氮物

质的能力强弱结果同 pH 相似 , 为 P. fluorescens>A. 

sobria>S. putrefaciens>H. alvei。 

2.6  菌落总数变化分析 

如图 7 所示, 各接种组菌落总数随着贮藏时间的延长

均显著增加。经无菌处理和 SSOs 接种操作后, 各组的初始

菌落总数值分别为 2.26、3.38、3.05、2.89、4.00 log10 CFU/g。

在贮藏前期(≤3 d), 各处理组的菌落总数基本维持在同一

个水平, 这可能是无菌处理时福尔马林(或 75%乙醇)在虾

仁样品表面的残留抑制了腐败菌的生长, 也有可能是微生

物处于停滞期[26], 需要时间来适应环境温度和营养介质。

贮藏 3 d 以后, 菌落总数开始显著(P<0.05)增长, 并在贮藏

末期分别达到 9.33、9.02、8.92、9.11 log10 CFU/g, 均超过

了规定的上限值(7 log10 CFU/g)[27]。其中, 9~15 d 时, P. 

fluorescens 接种组和 H. alvei 接种组显著(P<0.05)高于 A. 

sobria 接种组和 S. putrefaciens 接种组, 此数据表明小龙虾

SSOs 中 P. fluorescens 和 H. alvei 生长繁殖较快, 而 A. 

sobria 和 S. putrefaciens 生长速度相对较慢。 

 

 
 

图 7  特定腐败菌接种小龙虾贮藏期间菌落总数的变化 

Fig.7  Changes in the total viable counts during storage of 
Procambarus clarkii inoculated with specific spoilage organisms 

 

2.7  腐败代谢产物产量因子分析 

由于不同 SSOs 所需营养物质不同, 即生长代谢存在

一定差异, 因此将菌落总数与 TVB-N 值相结合, 通过产量

因子 YTVB-N/CFU 定量表征各 SSOs 的致腐能力, 计算结果如

表 2 所示。P. fluorescen 接种组的 YTVB-N/CFU 最高(33.55), 其
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次是 A. sobria 接种组(10.15)、S. putrefaciens 接种组(9.17)

和 H. alvei 接种组(4.78)。P. fluorescen 接种组 YTVB-N/CFU 值

分别为 A. sobria 接种组、S. putrefaciens 接种组和 H. alvei

接种组的 3.31 倍、3.66 倍和 7.02 倍, 由表 2 中计算结果可

知小龙虾中 SSOs 致腐能力大小为 : P. fluorescens>A. 

sobria>S. putrefaciens>H. alvei。说明引起微冻小龙虾腐败

的首要 SSOs 为 P. fluorescen; A. sobria 和 S. putrefaciens 的

致腐能力相当; 而 H. alvei 的致腐能力相对较弱。 

 
表 2  接种特定腐败菌的小龙虾在冷藏条件下的致腐因子比较 

Table 2  Comparison in yield factors of inoculated Procambarus 
clarkii with SSOs during refrigeration 

特定腐败菌(SSOs) YTVB-N/CFU 

P. fluorescens 33.55 

A. sobria 10.15 

S. putrefaciens  9.17 

H. alvei  4.78 
 

2.8  BAs 含量变化分析 

BAs 主要由微生物的氨基酸脱羧和醛酮类物质的转

氨基作用形成[28]。各 SSOs 接种组虾肉中 BAs 含量的变化

情况如表 3 所示。接种前虾肉样品中未检测到 BAs, 表明本

研究选用虾仁样品新鲜度良好; P. fluorescens组在贮藏第3 d

检测到 PUT、CAD 和 TRY, 而 SPD 和 TYR 在贮藏第 9 d 初

次检出, HIS 在贮藏第 12 d 才被检出。贮藏结束时, P. 

fluorescens 组的 HIS 含量达到最大值(12.14 mg/kg), 而其他

腐败菌接种组的 HIS在整个贮藏期间不超过 5.11 mg/kg, 均

远低于 GB 5009.208—2016《食品安全国家标准 食品中生

物胺的测定》限量水平(50 mg/kg), 表明 HIS 不是小龙虾腐

败过程产生的主要 BAs。此外, TYR、SPD 和 TRY 的增加

量均显著(P<0.05)低于 PUT、CAD 和 HIS, 且最大值均在

11 mg/kg 以下, 表明小龙虾腐败过程中 TYR、SPD、TRY

污染风险较低。 

据报道, PUT 和 CAD 是腐败水产品中主要的腥臭味

成分[29]。在贮藏末期, PUT 是含量相对最高的 BAs, 最大

值达到 36.04 mg/kg (P. fluorescens 接种组), 分别是 HIS、

TRY、TYR、SPD 可检出最大值的 2.99 倍、3.33 倍、6.74

倍和 6.44 倍; CAD 的最大值(35.20 mg/kg)也出现在 P. 

fluorescens 接种组中, 分别是 HIS、TRY、TYR、SPD 的

2.90 倍、3.25 倍、6.58 倍和 6.29 倍。相对而言, A. sobria

产 SPD 能力最强, S. putrefaciens 产 TYR 和 TRY 能力最

强。胺类物质的积累是由于 SSOs 对蛋白质等物质的降解

产生[30], 实验结果表明, 小龙虾肌肉腐败过程中 PUT 和

CAD 的积累主要来自 Pseudomonas、Shewanella 两种菌属, 

这与 WANG 等 [31] 对冷藏变质草鱼 (Ctenopharyngodon 

idellus)的研究结果一致。 

综上所述, 小龙虾腐败过程中的主要 BAs 为 PUT 和

CAD, 为主导小龙虾腐败过程的典型 BAs。此外, 小龙虾

中 P. fluorescens 具有较强的分解蛋白质能力, 能产生相对

较多的典型 BAs (PUT 和 CAD), 其他 SSOs 的产胺能力相

对较弱 , 其中 , H. alvei 产胺能力最弱 , A. sobria 和 S. 

putrefaciens 产胺能力没有显著差异(P>0.05)。通常认为, 水

产品腐败程度越高, 其 BAs 含量越高, 这表明 SSOs 的致

腐能力与产胺能力密切相关, 上述产 BAs 能力结果进一步

验证了小龙虾中各 SSOs 致腐能力的分析结论。 

 
表 3  各特定腐败菌接种小龙虾贮藏期间 BAs 含量的变化(mg/kg) 

Table 3  Changes in BAs content during storage of Procambarus clarkii inoculated with various specific spoilage organisms (mg/kg) 

BAs 处理组 
贮藏时间/d 

0 3 6 9 12 15 

PUT 

Control - - - - -  2.64±0.10Ad 

P. fluorescens - 3.97±0.07Ea 6.99±0.21Da 10.42±0.53Ca 17.47±0.43Ba 36.04±1.33Aa 

A. sobria - - 1.73±0.35Cb  4.95±0.12Bb  5.64±0.64Bb  7.60±0.76Ac 

S. putrefaciens - - - -  6.52±0.52Bb 12.31±0.80Ab 

H. alvei - - - -  1.12±0.09Bc  3.22±0.15Ad 

CAD 

Control - - -  0.79±0.02Cd  1.24±0.01Bd  1.56±0.12Ad 

P. fluorescens - 0.60±0.01Da 1.19±0.03Da 11.65±0.18Ca 19.64±0.64Ba 35.20±0.70Aa 

A. sobria - - -  4.85±0.17Cb 10.51±0.31Bb 13.35±0.13Ab 

S. putrefaciens - - -  2.51±0.29Cc  3.69±0.33Bc  6.31±0.33Ac 

H. alvei - - -  0.40±0.23Bd  0.66±0.01Bd  1.24±0.01Ad 

HIS 

Control - - - -  0.08±0.00Bc  0.09±0.00Ad 

P. fluorescens - - - -  1.73±0.06Ba 12.14±0.41Aa 

A. sobria - - - -  0.08±0.00Bc  1.16±0.01Ac 

S. putrefaciens - - - -  0.67±0.00Bb  5.11±0.00Ab 

H. alvei - - - -  0.14±0.00Bc  1.02±0.18Ac 
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表 3(续) 

BAs 处理组 
贮藏时间/d 

0 3 6 9 12 15 

TRY 

Control - - - 2.37±0.04Cb 3.36±0.02Bc  4.07±0.27Ac 

P. fluorescens - 0.35±0.00Ea 0.73±0.18Db 2.99±0.20Ca 3.87±0.00Bb  4.32±0.11Ac 

A. sobria - - 0.24±0.00Dc 1.22±0.00Cc 4.77±0.03Ba  6.12±0.44Ab 

S. putrefaciens - - 0.26±0.00Dc 0.47±0.10Cd 3.40±0.03Bc 10.82±0.14Aa 

H. alvei - - 1.81±0.01Ca 2.93±0.05Ba 2.86±0.18Bd  6.34±0.18Ab 

TYR 

Control - - - - - - 

P. fluorescens - - - 0.24±0.00Cb 0.52±0.02Bc  4.49±0.14Ab 

A. sobria - - - 0.18±0.00Cc 0.52±0.01Bc  3.24±0.19Ac 

S. putrefaciens - - - 0.40±0.03Ca 1.24±0.02Bb  5.35±0.03Aa 

H. alvei - - - - 1.36±0.02Ba  1.22±0.01Ad 

SPD 

Control - - - - -  0.03±0.01Ae 

P. fluorescens - - - 0.12±0.00Ca 0.29±0.01Bb  1.68±0.03Ac 

A. sobria - - - - -  5.60±0.04Aa 

S. putrefaciens - - - - 1.22±0.03Ba  5.26±0.62Ab 

H. alvei - - - 0.04±0.02Cb 0.20±0.01Bc  0.30±0.00Ad 

注: -: 表示无此项; 不同大写字母表示不同贮藏时间同一处理组内存在显著差异(P<0.05), 不同小写字母表示同一贮藏时间不同组间存

在显著差异(P<0.05)。Control: 无菌对照样品; P. fluorescens: 荧光假单胞菌接种组; S. putrefaciens: 腐败希瓦氏菌接种组; A. sobria: 温和

气单胞菌接种组 ; H. alvei: 蜂房哈夫尼亚菌接种组。腐胺 (putrescine, PUT); 尸胺 (cadaverine, CAD); 组胺 (histamine, HIS); 色胺

(tryptamine, Try); 酪胺(tyramine, TYR); 亚精胺(spermidine, SPD)。 

 

3  结  论 

本研究利用传统培养基法对微冻(-3℃±1℃)贮藏至

腐败的小龙虾中腐败菌进行分离纯化, 共筛选出 6 株菌

株 , 经 16S rDNA 技术结合细菌生化鉴定法鉴定为 P. 

fluorescens (2 株)、S. putrefaciens (1 株)、A. sobria (1 株)

和 H. alvei (2 株)。将筛选到的 4 种 SSOs 接种到无菌虾肉

中, 对比自然腐败样品与各接种组样品理化指标的差异, 

发现在贮藏过程中各 SSOs 接种组样品中的 pH、TVB-N、

菌落总数等指标均比自然腐败样品劣化更为严重, 说明

SSOs 接种均可显著(P<0.05)加速小龙虾腐败进程。对比各

SSOs 接种组的 YTVB-N/CFU, 发现 P. fluorescens (33.55)>A. 

sobria (10.15)>S. putrefaciens (9.17)>H. alvei (4.78), 说明

小龙虾中 P. fluorescens 致腐能力显著(P<0.05)高于其他

SSOs。PUT 和 CAD 为该过程产生的主要 BAs, 且含量水

平大小为 P. fluorescens>S. putrefaciens≈A. sobria>H. alvei, 

与致腐能力结论基本一致。本研究有助于阐明微冻条件下

导致小龙虾腐败变质的主要因素, 为后续针对性地开发高

效抑菌保鲜剂提供科学指导。 
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