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摘要! 为探讨特定腐败菌"**"#希瓦氏菌致腐能力的差异机制!采用生化和 37*F4%&鉴定冷

藏大黄鱼货架期终点的产 +

1

*菌!在灭菌鱼汁和无菌鱼块中筛选 9 株致腐差异的希瓦氏菌!

扩增氧化三甲胺"JK&"#还原酶基因及分析其表达量!并预测其蛋白质的理化性质$ 结果显

示!11 株产 +

1

*菌均为希瓦氏菌属!其中 %E?)48,-) 占 4914P!%E&.8*6B)-,61/占 9210P!%E

+)B1,61/,/占 914P$ 希瓦氏菌在灭菌鱼汁中致腐能力存在显著差异!其中 %E?)48,-) \+1 和

\+; 的缺点评分和 J.T7%最高!%E&.8*6B)-,61/\+39 和 \+38 菌最低$ 接种无菌鱼块的 9 株

希瓦氏菌中!\+1 的样品在 81 D 出现腐臭味!9; D 细菌总数高于 32

8

BY@5>!产生较高的 JK&%

J.T7%%尸胺和腐胺!\+; 菌次之!\+39 和 \+38 菌最慢$ 9 株希瓦氏菌都扩增出 1 902 3C 的

82*A基因!其表达量与致腐能力密切相关!%E?)48,-) \+1 最高$ 预测的 J/F&蛋白中 %E?)48,-)

\+1 的分子量和不稳定指数最大!理论等电点和总平均疏水性最小$ 可见!%E?)48,-) \+1 为

冷藏大黄鱼的 **"!其强致腐能力与 82*A基因高表达量和 J/F&蛋白理化性质有关$ 研究为

阐明希瓦氏菌致腐机制奠定了良好的基础$

关键词! 大黄鱼& 希瓦氏菌& 氧化三甲胺还原酶& 82*A基因& 致腐能力

中图分类号! *0;/555555555555 文献标志码'&

55鱼类腐败是个复杂过程"而微生物是导致腐

败的主要因素( 从 30 世纪中期开始"国外学者对

捕获和贮藏流通过程中鱼类腐败进行了大量研

究
&3 6/'

" 提 出 特 定 腐 败 菌 # EC2B:Y:B EC/:09>2

/F>9=:E8"**"$的概念"即少数腐败微生物能适

合生存和繁殖"并产生腐败臭味或异味代谢产物(

研究表明"希瓦氏菌属 # %+6U)1644)$和假单胞菌

属#!/6.@2521)/$等嗜冷革兰氏阴性细菌的生长

引起冷藏鲜鱼的腐败
&3 61'

( 在有氧冷藏条件下"

腐败希瓦氏菌 # %E&.8*6B)-,61/$多为海洋鱼类的

**""假单胞菌多为淡水鱼的 **"

&9'

(

希瓦氏菌是革兰氏阴性菌"运动杆菌"嗜冷

性"是水生动物和富含蛋白质食品相关的典型腐

败菌"腐败活性强"在冷藏过程中适应低温环境"

并 逐 渐 占 优 势 生 长" 能 把 氧 化 三 甲 胺

#HF:82HD;098:=2/G:A2" JK&"$ 还原 为三甲 胺

#HF:82HD;098:=2"JK&$"产生硫化氢
&/'

( 30;4 年

%+6U)1644) 被命名为一个新的属"该属为交替单

胞菌科#&0H2F/8/=9A292$

&9'

( 希瓦氏菌广泛分布

于环境中"特别是水产动物及富含蛋白质的食品

中"包括耐冷菌"如腐败希瓦氏菌#%E&.8*6B)-,61/$

和波罗的海希瓦氏菌#%E?)48,-)$"嗜中温菌"如海

藻希瓦氏菌 # %E)47) $ 和奥奈达希瓦氏菌 # %E

216@61/,/$ 及 嗜 冷 菌 等( %E?)48,-) 和 %E

&.8*6B)-,61/在水产品腐败中占有主导作用
&4 67'

(

目前"%+6U)1644) 致腐能力差异及机制方面的研

究鲜为报道"鉴于此"本研究从 9 N冷藏养殖大黄

鱼#;)*,5,-+8+0/-*2-6)$中分离得到 11 株产 +

1

*

菌"经生化分析和 37*F4%&鉴定"接种无菌鱼块

初步分析致腐能力后"进一步评价致腐能力有差
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异的四株 %+6U)1644) 在无菌鱼块中腐败的动态变

化过程"并克隆和分析编码 JK&"还原酶 82*A

基因及表达量的变化"预测该还原酶蛋白的物理

性质和疏水性(

35材料与方法

!"!#实验材料

新鲜大黄鱼购自杭州市某菜市场"加冰块立

即运送到实验室"用于制备灭菌鱼汁和无菌鱼块(

!"$#试剂

组胺)

$

7苯乙胺)酪胺)腐胺)尸胺)色胺)亚精

胺)精胺)'7甲硫氨酸)'7半胱氨酸)丹磺酰氯)三

甲胺)氧化三甲胺"E:>89公司%乙腈)丙酮)甲醇)

盐酸)甲苯)苦味酸等为色谱纯"上海化学试剂公

司%铁琼脂#)&$)营养肉汤#%T$"青岛海博生物

技术有限公司%葡萄糖)氧化酶)过氧化氢酶等细

菌微量生化反应管"杭州微生物试剂有限公司%

T:/EC:= 细菌基因组 4%&提取试剂盒"杭州昊天

生 物 科 技 有 限 公 司% J9X 酶) A%J6) K9FO2F

4'1222)J$)M/0$29>2=H$%&提取试剂)反转录

试剂盒)*ST$

%

6F28:G ,G J9X

JK

))"宝生物工程

有限公司%$%9E27(F224%9E2)"KT)#(2F82=H9E$

公司(

!"C#实验仪器与设备

紫外可见光光度计 #.71442"日本岛津公司%

高效液相色谱仪 3322&"美国安捷伦科技公司%全

自动凯氏定氮仪!R!,'J,-1/22"丹麦 ("**公

司%洁净工作台"*Z7-!71(4"苏净集团苏州安泰

空气技术有限公司%凝胶成像系统"L@9=H:H; "=2

E;EH28"T:/7$9A 公司%基因扩增仪"杭州博日科技

有限公司%实时荧光定量 6-$仪":LJK4"美国

T:/7$9A 公司(

!"E#实验方法

生化鉴定和 37*F4%&6-$55将甘油菌接

种 'T培养基活化后"分别接种氧化酶)过氧化氢

酶)+

1

*)47核糖)柠檬酸盐)葡萄糖酸盐生化管"

在 /2 N培养 19 D 后观察( 活化的细菌采用

T:/EC:= 细菌基因组 4%&提取试剂盒抽提 4%&"

37*F4%& 6-$扩增引物 #表 3 $ 和分析参考

(/==2E32BD 等
&/'

(

表 !#?PM扩增引物

%&'"!#?.+*)./:<?PM&*-D+<+4&2+:,

靶基因

H9F>2H>2=2

引物序列#4V7/V$

CF:82FE2X@2=B2

退火温度5N

9==290:=> H28C2F9H@F2

产物长度53C

CF/A@BH02=>HD

37*F$%&

(3!&I&IJJJI&J--JII-J-&I

$3!&&II&IIJI&J--&I--I-&

41 3 902

82*A

(1!J&--&JI&&-&I&&I&I&-JJJJJ&

$1!JJ&&IIJJ&I&JJJ-$&-JJ-I&

9; 1 902

H/F&7$J

(/!&-&&&-I-JJ&-&-J-I-&&&JI

$/!JI-IJ-I&-&III-JI&J&

7/ 00

37*F$%&7$J

(9!-II-II&-IIIJI&IJ&&J

$9!--IJ&III-IJ&JI-IIJ&JJ&

79 ;0

55 灭菌鱼汁和无菌鱼块的制备 5 5 参照

490>99FA

&8'

和 +2F32FH等
&;'

方法分别制备大黄鱼

灭菌鱼汁和无菌鱼块(

灭菌鱼汁和无菌鱼块的接种55希瓦氏菌接

种在灭菌鱼汁和无菌鱼块中的方法参照李学英

等
&9'

( 具体为将过夜培养的菌液#约 32

;

BY@58'$

离心"去上清液"用生理盐水稀释至 32

7

BY@58'"

以 3P接种量添加到灭菌鱼汁中( 将无菌鱼块分

别浸入 %E?)48,-) \+1 和 \+;" %E&.8*6B)-,61/

\+39 和 \+38 的生理盐水稀释的菌液"32 E后捞

出沥干"普通包装( 将接种的无菌鱼块和灭菌鱼

汁冷藏于#9 =213$N"每隔 9; D 取出样品测定菌

落总数)挥发性盐基氮 #J.T7%$)生物胺和三甲

胺含量并感官评价(

感官评价55由 7 名专业的评价员进行评

价"鱼块与鱼汁感官评价参照李学英等
&9'

(

菌落总数5 5采用 IT 98;011 61232 方

法
&0'

平板倾注计数"用铁琼脂作为计数培养基(

JK&测定55采用苦味酸法测定"参照 IT5

J42201380 6122/ 方法
&32'

和许龙福等
&33'

方法略

作修改"表示为 8>5322 > 鱼肉(

J.T7%测定55参照 IT5J4220199 6122/

方法
&31'

中半微量定氮法测定"表示为 8>5322 >

鱼肉或 8>5322 8'鱼汁(

841
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生物胺测定55采用高效液相色谱法"提取)

衍生)检测方法参照丁卓平等
&3/'

(

82*A基因扩增和分析55根据 %-T)中 82*A

基因序列"采用 6F:82F6F28:2F712 软件设计特异

性引物#表 3$( 过夜培养 9 株细菌抽提 4%&后"

进行 6-$扩增!09 N 预变性 4 8:=%09 N 92 E"

9; N 72 E"81 N 322 E"/2 个循环%最后 81 N延

伸 4 8:=( 引物合成和 6-$产物测序均由海铂尚

生物有限公司完成( 序列经 4%&*H9F软件中的

2A:HE2X 和 E2X89= 进 行 编 辑 和 拼 接 后" 用

T'&*J%和 \程序在 I2=T9=O 中进行核苷酸和

氨基酸序列的相似性分析( 采用 K,I& 412 软

件构建 82*A基因的进化树"采用 6F/HC9F98程序

分别预测氨基酸序列的物理参数及疏水性"用重

复 3 222 次的自展#T//HEHF9C$检验计算各分支的

置信值(

$J76-$测定 82*A基因表达量55用 6F:82F

712 设计 82*A基因 $J76-$的引物"以 37*F$%&

作为内参#表 3$( 9 株希瓦氏菌生长 31 D 后"采

用 J$)M/0$29>2=H和 $%9E27(F224%9E2)试剂盒

提取总 $%&( 利用反转录试剂盒 6F:82*BF:CH

JK

$JF29>2=HR:H和 >4%&,F9E2F合成 B4%&第一

链( 采用 6/<2F*ST$

%

6F28:G ,G J9X

JK

))试剂

盒进行荧光定量 6-$"每个样本设 / 个重复(

$J76-$检测参照 &=E90A:等
&39'

方法(

!"H#数据处理

每组样品设 / 个重复"采用 K:BF/E/YH,GB20

和 "F:>:= ;12 进行数据处理和作图"并利用 *6**

3812 的 &%".&进行方差分析"采用 4@=B9=-E

法进行多重比较"!?2124 表示有统计学显著性

差异"结果为平均值 =标准差#829= =*4$(

15结果与分析

$"!#产 @

$

=菌株的分离和鉴定

挑取 11 株产 +

1

*菌经分离纯化后"生化实

验结果显示"分离株均为 I7短杆菌"还原 JK&""

产 +

1

*"氧化酶和过氧化氢酶为阳性"不利用 47

核糖)柠檬酸盐)葡萄糖酸盐( 其生化特性与希瓦

氏菌属相似"该属细菌能还原 JK&""产生 +

1

*"

大部分不发酵葡萄糖"而不同希瓦氏菌种生化特

性略有差异
&/'

( 扩增细菌 37*F4%&"测序获得

3 902 3C片段"T'&*J%比较发现分离株菌均为

%+6U)1644)( 在 11 株希瓦氏菌中" %E?)48,-) 占

4914P"包括 \+3)\+1)\+9)\+4)\+;)\+0)

\+33)\+30)\+/0)\+92 和 \+93"与 %E?)48,-)

J%344 相似性高%%E&.8*6B)-,61/占 9210P"包括

\+/) \+7) \+8) \+32) \+31) \+39) \+38)

\+3; 和 \+12"与 %E&.8*6B)-,61/(N'/1 亲缘关系

较近"哈夫尼希瓦氏菌#%E+)B1,61/,/$占 914P"为

\+3/ 和 \+34 分离株( 11 株 37*F4%&序列获

得 了 %-T)登 录 号 # R!01141270114/8 和

R!84407;7844083$( 结合生化和 37*F4%&鉴定

表明"大黄鱼源产 +

1

*菌为希瓦氏菌"其中主要

为 %E?)48,-) 和 %E&.8*6B)-,61/(

$"$#希瓦氏菌在鱼汁中致腐能力的初步分析

感官评定和 J.T7%是评价水产品品质的重

要指标"其中 J.T7%主要包括鱼体在腐败过程中

分解蛋白质形成的三甲胺)二甲胺)氨类和其他含

氮物质
&34'

( %+6U)1644) 在鱼汁冷藏条件下的致

腐能力存在显著差异#!?2124$"其中感官评价

和 J.T7%含量表现出相似的趋势"鱼汁在冷藏

07 D 后感官和 J.T7%含量显著高于 9; D"在冷藏

07 D 后" %+6U)1644) 分离 株 \+3) \+1) \+/)

\+9)\+4)\+7 和 \+; 感官评分高于 8"J.T7%

值大于 /4 8>5322 8'"致腐能力较强" \+8)

\+0)\+32)\+33)\+31)\+3/)\+34)\+3; 和

\+93 号感官评分在 4 <8 之间"J.T7%值大于

14 8>5322 8'"致腐能力中等"其余菌株评分皆

在 4 之下"致腐能力较弱#图 3$( 结果表明"希瓦

氏菌在灭菌鱼汁中表现出不同的致腐能力"其中

%E?)48,-) \+1 和 \+; 为强致腐菌"%E&.8*6B)-,61/

\+39 和 \+38 弱致腐菌( 许振伟等
&37'

研究表明

接种腐败希瓦氏菌的灭菌鱼汁达到感官拒绝点

时"J.T7%值是 10179 8>5322 8'"与本研究结

果一致(

$"C#E 株希瓦氏菌在无菌鱼块中致腐能力的

评价

感官变化55接种希瓦氏菌的无菌鱼块在冷

藏条件下"感官评分逐步增加#!?2124$"并出现

明显的腥臭味"上升趋势显著快于对照组 #!?

2124$#图 179$( 接种 \+1)\+;)\+39 和 \+38

细菌之间缺点评分有明显的差别#!?2124$"在

冷藏的 32; D 感官评分分别为 917)912)/14 和

/11"其中 \+1 感官评分最高"\+; 菌次之"\+39

和 \+38 菌较慢( 因此"感官评分发现 \+1 菌株

最早出现腐败味和酸败味"\+38 菌表现最慢(

;41
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图 !#接种于无菌鱼汁中的 $$ 株产 @

$

=菌株在 E c时感官评分和 %\b>6的变化

8+9"!#P(&,9)/+,%\b>6&,1/),/:.)N&D0&2+:,:</2).+D+[)1<+/(a0+4)10.+,9 /2:.&9)&2E c

图 $#无菌鱼块在 E c冷藏过程中感官评分和细菌总数的变化

8+9"$#P(&,9)/+,/),/:.3 )N&D0&2+:,&,1%\P:</2).+D)<+/('D:4U10.+,9 /2:.&9)&2E c

55细菌总数55无菌鱼块的初始菌落总数

#J.-$为 3133 '> BY@5>"接种细菌鱼块初期的菌

落总数为 3137 <310/ '> BY@5>#图 173$( 在冷藏

过程中"无菌鱼块细菌增长缓慢"而接种 \+1)

\+;)\+39 和 \+38 细菌的灭菌鱼块在 9; D 内

繁殖迅速 #!?2124$"其中 \+1 菌增长最快"在

9; D时菌落总数接近 ; '> BY@5>"07 D 达到 31 '>

BY@5>"接种 \+; 菌的鱼块次之" 而 \+39 和

\+38 菌株鱼块细菌增长显著慢于 \+1 和 \+;

菌#!?2124$"在 07 D 接种 1 种菌的鱼块的菌落

总数仅为 0 '> BY@5>(

JK&55JK&"广泛分布于海产硬骨鱼类

的肌肉中"是一种鲜味物质( 鱼体内氧化三甲胺

还原酶具有还原 JK&"为 JK&的作用"JK&含

量随着鱼体品质下降而逐渐增加
&38'

( 与对照组

相比"接种细菌的鱼块随着冷藏时间的延长"

JK&含量显著性增加#!?2124$#图 /79$( 细菌

间 JK&的增加存在显著性差异#!?2124$"其中

\+1 菌增加最快( 在冷藏 32; D 后"接种 \+1)

\+;) \+39 和 \+38 菌的 JK& 含量分别为

1310/)3819;)3914/ 和 31198 8>5322 >(

J.T7%55作为水产品评价指标"J.T7%在

/2 </4 8>5322 > 被认为是可接受范围( 灭菌鱼

块在初期的 J.T7%值低于 32 8>5322 >"在冷藏

过程中增长缓慢( 而接种 9 株细菌的鱼块在前

72 D 缓慢增加"之后增长迅速#!?2124$"其含量

显著高于对照组"且 9 组样品中 J.T7%变化存在

显著差异#!?2124$( 接种 \+1 菌的鱼块 J.T7
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%值积累最快"其中在 82 D 时 J.T7%值超过了

/2 8>5322 >"\+; 和 \+39 菌次之"\+38 菌最

慢( 鱼块在冷藏 32; D 后"\+1)\+;)\+39 和

\+38 菌的 J.T7%分别为 43141)99119)/;134 和

10117 8>5322 >#图 /73$(

图 C#鱼块在 E c冷藏过程中 %F7和 %\b>6含量的变化

8+9"C#P(&,9)/+,%F7&,1%\b>6:</2).+D)<+/('D:4U10.+,9 /2:.&9)&2E c

表 $#无菌鱼块在 E c冷藏过程中生物胺含量的变化

%&'"$#P(&,9)/+,'+:9),+4&*+,)/:</2).+D)<+/('D:4U10.+,9 /2:.&9)&2E c

菌株

EHF9:=E

生物胺含量5#8>5O>$ 3:/>2=:B98:=2B/=H2=H

81 D

色胺

HF;CH98:=2

腐胺

C@HF2EB:=2

尸胺

B9A9Q2F:=2

酪胺

H;F98:=2

32; D

色胺

HF;CH98:=2

腐胺

C@HF2EB:=2

尸胺

B9A9Q2F:=2

酪胺

H;F98:=2

对照组 //114

=0111

B

7081/

=4122

9

3 20/11

=4101

9

3821;

=9121

9

40011

=1218/

B

3 90311

=3/118

9

3 70913

=3;193

9

/2219

=32144

9

\+1 142138

=911;

9

3 ;031/1

=371/8

2

1 /28194

=81/0

A

12/133

=4187

3

42311

=3312/

9

1 81311

=0184

2

/ 29718

=3;128

2

/7212

=;11/

3

\+; 10219/

=7178

3

3 //917;

=;1;8

A

1 1;018/

=4193

A

1/319/

=/18/

B

49312

=38170

3

3 ;9312

=81/0

A

1 ;1/13

=34100

A

9;;18

=;113

B

\+39 7801/7

=311;1

A

3 3;;134

=710/

B

1 277147

=418/

B

/87107

=7144

A

3 /7312

=3;131

A

3 71/1;

=3/182

B

1 8101;

=38123

B

81;19

=33141

A

\+38 ;;919/

=71;7

2

0;2178

=31120

3

3 10019/

=0171

3

900178

=41;3

2

3 94/14

=38139

2

3 41;10

=01;2

3

3 8491/

=3/1/7

3

;4;1;

=3/138

2

注!表格中同列不同字母表示差异显著#!?2124$

%/H2E!A:YY2F2=H02HH2FE<:HD:= HD2E982B/0@8= 829= E:>=:Y:B9=HA:YY2F2=B2#!?2124$

55生物胺55接种 9 株菌的无菌鱼块随着 9 N

冷藏时间的延长"生物胺含量逐步增加( 在 32; D

后"样品中尸胺含量最高"腐胺和色胺次之"酪胺

最低"并且接种 9 个细菌的样品中生物胺的形成

具有显著差异#!?2124$"\+1 菌尸胺和腐胺含

量明显高于 \+;)\+39 和 \+38 #!?2124 $"

\+38 菌生成的色胺和酪胺含量较高#!?2124$

#表 1$( T9:G9E等
&3;'

采用生物胺指标评价冷藏

鳕鱼新鲜度时"发现尸胺是与腐败希瓦氏菌关系

最密切的胺类(

$"E#E 株希瓦氏菌 8,*C基因序列扩增和分析

在 %E?)48,-) \+1) \+; 和 %E&.8*6B)-,61/

\+39)\+38 菌株中均扩增出 82*A基因全长特异

性片段"将 6-$扩增产物纯化测序后"得到 9 株

菌长度为 1 902 3C 的 82*A基因序列( 将序列用

T'&*JG 比较后发现"9 株细菌与已知 %E?)48,-)

J%3;4 的 82*A相似性高于 09P"与 %E&.8*6B)-,61/

的 82*A相似性为 ;4P#图 979$( 采用 K,I&412

建立了 9 株菌的 82*A基因序列和 %-T)中 %E

?)48,-) J%3;4) %E&.8*6B)-,61/K$73) 费氏弧菌

#H,?*,2 B,/-+6*,$ ,*339)宋内志贺氏菌 # %+,7644)

/2116,$*E297)大肠杆菌 #F/-+6*,-+,) -24,$ "348

的 82*A序列的进化树图谱"发现 %E?)48,-) \+1

和 \+; 与 %E?)48,-) "*3;4 的亲缘关系较近"同

源性均为 0;P"\+39 和 \+38 与 %E&.8*6B)-,61/

的同源性为 ;4P( 而与费氏弧菌 ,*339)大肠杆

菌 "348 和宋内志贺氏菌 *E297 的同源性较低"分

别为 79P)47P和 4/P#图 973$(
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图 E#E 株希瓦氏菌 8,*C基因扩增和进化树分析

31\+1"11\+;"/1\+39"91\+38"K1K9FO2F4'4222

8+9"E#7*-D+<+4&2+:,&,1-(3D:9),)2+42.)):<

8,*C9),)<.:* <:0.%54D)/422) /2.&+,/

31\+1"11\+;"/1\+39"91\+38"K1K9FO2F4'4222

$"H#E 株希瓦氏菌 8,*C基因表达量

采用 $J76-$比较 9 株致腐能力差异希瓦氏

菌 82*A基因表达量"在 'T7JK&"肉汤中培养

31 D后"9 株希瓦氏菌都检测出 82*A基因表达"其

表达量存在显著差异#!?2124$"其中 %E?)48,-)

\+1 表达量最高"\+; 次之"\+39 和 \+38 较低

#图 4$(

$"I#E 株希瓦氏菌 %:.7预测蛋白分析

采用 6F/HC9F98程序和 R;H2W4//0:HH02法预

测 9株菌J/F&蛋白的物理参数 )分子式 )分子

量)理论等电点)不稳定指数和疏水性#表 /$( 9

株希瓦氏菌 J/F&蛋白的氨基酸个数都是 ;10"分

子总量分别为 31 ;1; <31 ;90 @( 发现该蛋白质

性质稳定"均为亲水性蛋白质" 其中甘氨酸

#I0;$)丙氨酸#&09$和缬氨酸#.90$含量较高"半

胱氨酸#-;E$含量低( %E?)48,-) \+1 J/F&蛋白

的分子量和不稳定指数最大"而 %E&.8*6B)-,61/

\+38 最小% %E?)48,-) \+1 J/F&蛋白理论等电

点)总平均疏水性及甘氨酸)丙氨酸含量最小"而

%E&.8*6B)-,61/\+38 最大( 结果显示"致腐能力

差异的希瓦氏菌在 J/F&蛋白的理化特性存在差

异"可能导致蛋白质的高级结构和酶活性位点不

同"从而影响酶催化能力(

图 H#E 株希瓦氏菌 8,*C基因的表达差异

柱状图上不同字母表示显著差异#!?2124$

8+9"H#%()1+<<).),4):<8,*C9),)/)B-.)//+:,+,

<:0.%54D)/422) /2.&+,/

4:YY2F2=H02HH2FE:= HD229BD B/0@8= 829= E:>=:Y:B9=H0; A:YY2F2=B2E

#!?2124$

表 C#E 株希瓦氏菌 %:.7预测蛋白的理化性质

%&'"C#%()-(3/+4:4()*+4&D-.:-).2+)/:<%:.7-.:2)+,+,<:0.%54D)/422) /2.&+,/

\+1 \+; \+39 \+38

分子式 Y/F8@09

-

93/3

+

7/9/

%

3314

"

313/

*

/8

-

931;

+

7//8

%

3314

"

3131

*

/8

-

9311

+

7//8

%

3314

"

3128

*

/8

-

9319

+

7/93

%

3314

"

3128

*

/8

分子量5O@ 8/02B@09F<2:>DH 011/7 011/ 01134 0113;

理论等电点 HD2/F2H:B90C) 7141 7141 7183 7183

不稳定指数 90:CD9H:B:=A2G 18171 181/; 18130 1812;

甘氨酸5P I0; 014 014 018 018

丙氨酸5P &09 812 813 819 811

缬氨酸5P .90 812 812 710 812

半胱氨酸5P -;E 317 317 317 317

总平均疏水性

>F9=A 9Q2F9>2/YD;AF/CD/3:B:H;

621/48 621/42 621/93 621//;
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/5讨论

研究表明"海产品的腐败进程与产 +

1

*的革

兰氏阴性细菌存在较大关联
&3'

( 490>99FA

&8'

研究

低温鳕鱼块腐败时发现分离株约 00P是希瓦氏

菌属( 本研究发现"冷藏大黄鱼货架期终点优势

腐败菌主要是产 +

1

*菌株"采用生理生化和 37*

F4%&鉴定"发现产 +

1

*菌株均为希瓦氏菌"其中

主要 为 %E?)48,-) # 4914P$ 和 %E&.8*6B)-,61/

#9210P$( (/==2E32BD 等
&/'

在 / 种冷藏海水鱼

中分离的 422 多株产 +

1

*菌"表型鉴定都为希瓦

氏菌属"其中大多数希瓦氏菌为 %E?)48,-)( 通过

感官评分和 J.T7%指标分析了希瓦氏菌在灭菌

鱼汁中致腐能力"发现具有显著差异"其中 %E

?)48,-) \+1 和 \+; 菌 为 强 致 腐 菌" 而 %E

&.8*6B)-,61/\+39 和 \+38 菌为弱致腐菌( 进一

步采用感官)细菌总数结合腐败产物 #JK&)

J.T7%和生物胺$分析接种评价 9 株希瓦氏菌无

菌鱼块致腐能力"发现 %E?)48,-) \+1 和 \+; 能

较快产生腐败的感官特征"细菌增殖快速"具有较

强还原 JK&"成 JK&的能力"形成较高含量

J.T7%)尸胺和腐胺( 无菌鱼块是天然培养基"

尽管本身含有一定数量的微生物"但制备后鱼块

菌落总数小于 32

1

BY@5>

&30'

"研究采用无菌鱼块进

一步分析了致腐能力差异的希瓦氏菌"证实了希

瓦氏菌是冷藏大黄鱼中主要腐败菌"其中 %E

?)48,-) \+1 菌为 **"(

在冷藏海水鱼中希瓦氏菌的腐败特性主要与

嗜冷性)形成具有腥臭味的 JK&有关( JK&"

还原酶是一类存在于微生物体内"能够将 JK&"

还原为 JK&的酶"编码 JK&"还原酶的基因是

82*(A3操纵子和 82*C:% 调控序列"其中 82*A基

因编码生成 JK&"还原酶
&39"12 611'

( 本研究表

明"%E?)48,-) \+1 和 \+;) %E&.8*6B)-,61/\+39

和 \+38 菌都存在 82*A基因"序列具有很高的同

源性"并且与弧菌)肠杆菌科的 82*A基因有一定

亲源关系( $J76-$发现 9 株希瓦氏菌 82*A基因

表达量与致腐能力存在正相关"%E?)48,-) \+1 表

达量明显高于其他 / 株菌"导致 %E?)48,-) \+1 产

生的高活性 JK&"还原酶"催化大黄鱼体内

JK&"形成大量的 JK&( J/F&蛋白的理化性质

及氨基酸预测发现"9 株菌 J/F&蛋白的空间结

构)理论等电点)不稳定指数及氨基酸组成存在差

异"其中强致腐菌 \+1 和 \+; 相似"弱致腐菌

\+39 和 \+38 相似( 因此"特定腐败菌 %E?)48,-)

\+1 较强致腐能力还与特定蛋白的空间结构和

性质有关( 本研究从 JK&"还原酶角度初步探

讨希瓦氏菌致腐差异机制"为后续希瓦氏菌致腐

机理阐明和调控研究奠定了良好的基础(
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