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摘要：目的 分析不同冻藏时期鲐鱼表面微生物群落的变化，为鲐鱼冻藏期间微生物安全控制提供相关

依据。方法 将新鲜鲐鱼冻藏于−18 ℃冰箱中，分别在冻藏前、冻藏 40 d 与冻藏 100 d 时取样，采用高

通量测序技术提取分析其表面微生物。结果 冻藏鲐鱼样品操作分类单元（Operational taxonomic units，
OTU）数量范围为 115~266，优化有效序列为 38 899~45 012 条；其中，样品在冻藏前的 OTU 数量最高，

冻藏 100 d 时的 OTU 数量最低，此时样品的 Ace，Chao，Shannon 等 3 个指数均值偏低，但 Simpson 指

数较高，可见其菌群种类和丰度较低；同时，嗜冷杆菌（Psychrobacter）和鞘氨醇单胞菌（Sphingomnnas）
为样品冻藏前的优势菌群，而在冻藏 40 d 时不动杆菌（Acinetobacter）也成为样品的主要微生物；当样

品在冻藏 100 d 时，其优势菌群为乳球菌（Lactococcus）和芽孢杆菌（Bacillus）等。结论 鲐鱼样品在

不同冻藏时期的菌群组成存在较大差异，表明冻藏时间对菌群组成有明显影响。 
关键词：鲐鱼；冻藏；微生物群落；高通量测序 
中图分类号：S984.1+1   文献标识码：A    文章编号：1001-3563(2020)17-0007-08 
DOI：10.19554/j.cnki.1001-3563.2020.17.002 

Analysis of Microbial Community in Mackerel (Scomber Japonicus) Based  
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ABSTRACT: The study aims to analyze the changes of microbial community on the surface of mackerel (scomber japo-

nicus) during different frozen storage, to provide relevant basis for microbial safety control during frozen storage of 
mackerels. The fresh mackerels were stored in the refrigerator at −18 °C, and samples were taken on the 0th day, 40th day, 
and 100th day, and then the surface microorganisms were extracted and analyzed by high-throughput sequencing tech-
nology. The number of operational taxonomic units (OTU) for frozen mackerels ranged from 115 to 266, with an opti-
mized effective sequence of 38 899 to 45 012. Among them, the OTU number of frozen mackerels on day 0 was the high-
est, while the OTU number on day 100 was the lowest. At the end of freezing, the average values of the three indicators of 
Ace, Chao, and Shannon of the sample were low, but the Simpson index was high, showing low species and abundance of 



·8· 包 装 工 程 2020 年 9 月 

 

the flora. Meanwhile, psychrobacter and sphingomnnas were the dominant flora at the 0th day of the samples, and acine-

tobacter also became the main microorganisms at the 40th day of the samples. When the samples were frozen for 100 
days, the dominant flora was lactococcus and bacillus. The composition of the microbiota of mackerels at different pe-
riods of frozen storage is quite different, indicating that the frozen storage time has a significant impact on the composi-
tion of the microbiota. 
KEY WORDS: mackerel; cryopreservation; microorganism; high-throughput sequencing 

鲐鱼（Scomber japonicus）又名鲭鱼、青花鱼，

属青皮红肉鱼，其营养价值高且价格较低，深受消费

者喜爱。根据 2020 中国渔业统计年鉴数据显示[1] ，

2019 年我国海洋捕捞产量中鱼类总量达 6 828 817 t，
其中鲐鱼为 414 710 t，位居各类鱼种前列。此外，浙

江地区鲐鱼捕捞产量位居全国首位，约占总鲐鱼捕获

量的 40.7%。鲐鱼鱼肉中组氨酸含量较高，易发生腐

败变质[2]。渔民从海水中捕捞后的鲐鱼，大多采用低

温贮藏，然而时间过长易引起其肌肉水分流失，色泽

加深和脂肪氧化问题，造成品质下降。同时，样品在

腐败过程中，微生物污染与某些蛋白酶对鲐鱼贮藏的

影响最为显著。多数条件下，只有一些主要微生物（具

有最适生活力、数量最多的微生物种群）参与了水产

品的腐败变质过程[3]。这些优势腐败菌参与了鲐鱼的

冻藏过程，影响着鲐鱼及其产品的食用安全品质。分

析优势微生物群落特征对鲐鱼品质的影响，对延长其

贮藏货架期有一定意义。 
近些年，随着现代快速测序技术的发展，因

Illumina Miseq 高通量测序技术对微生物单一基因或

全基因组具有鉴定功能，其还具有通量高、检测全面、

准确等特点，已被广泛应用于土壤和肠道环境、海洋

水产、医疗保健等领域[4]。当前，许多研究人员对水

产品中微生物群落特征进行了高通量测序分析，如鲍

宝龙等 [5]利用该技术对草鱼肝胰脏和胆汁中菌落组

成和共生菌种进行了比较分析；Zhang 等[6]应用此技

术分析了发酵鱼制备过程中微生物的群落动态，发现

其优势菌主要是气单胞菌属与乳球菌属等；梁锐等[7]

将鲐鱼在不同温度下进行冻藏，实验发现其处于

−18 ℃时品质变化显著，且在冻藏 40~90 d 期间变化

尤为剧烈，但尚未讨论微生物变化情况；翁佩芳等[8]

通过 16S r DNA 克隆文库法研究了在−20 ℃条件下冻

藏 1，8，20 d 后鲐鱼鳃组织中菌群的变化情况，发

现不同时期其细菌多样性均较强，然而对鲐鱼鱼肉经

长期冻藏后的菌群变化尚未进一步分析。其他对鲐鱼

微生物研究主要集中在短期冷藏保鲜方面，关于冻藏

鲐鱼不同阶段的优势微生物及菌群变化情况对其品

质影响还鲜见报道。基于以上研究，文中实验采用

高通量测序技术，研究样品在−18 ℃条件下冻藏前、

冻藏 40 d 与冻藏 100 d 后，其表面微生物菌群的变

化情况，旨在为鲐鱼的品质与腐败微生物、货架期

的关系提供有效数据，并为其微生物安全管理提供

理论参考。 

1  实验 

1.1  材料与仪器 

实验原料：新鲜鲐鱼，质量为(250±20)g，体长

为(20±2)cm，购自浙江舟山市东河水产品市场。鲐鱼

样品采用带有冰袋的无菌密封箱包装后，在 30 min
内带回实验室进行处理。 

主要试剂及仪器[9]：TransStart FastPfu DNA 聚合

酶，美国 Qiagen 公司；TruSeqTM 的 DNA 样品准备

试剂盒，美国 Illumina 公司；ABIGeneAmp®9700 型

PCR 仪，美国 ABI 公司；QuantiFluor™-ST 蓝色荧光

定量系统，美国 Promega 公司。 

1.2  实验分组与处理 

将新鲜鲐鱼原料去鳞、腮及内脏后，去除鱼头、

骨及尾，无菌解剖制备成大小均匀的鲐鱼块，经蒸馏

水迅速淋洗，再将样品表面水分用无菌纱布擦拭，分

装于封口袋中，置于−18 ℃冰箱中保存。冻藏过程中，

分别在冻藏前、冻藏 40 d 和冻藏 100 d 时取出部分鲐

鱼样品，并利用高通量测序技术对微生物进行提取和

分析。 

1.3  鲐鱼表面微生物提取与分析 

1.3.1  微生物提取 

称取鲐鱼样品 10 g，并按质量（g）与体积（mL）

之比为 1∶9 的比例加入无菌生理盐水，分别使用无

菌纱布和无菌水进行过滤、淋洗操作，完成离心操作

后（12 000 r/min，10 min）弃滤液，取沉淀物进行分

析[10]。每组样品进行 3 次平行实验。 

1.3.2  微生物群落分析 

按照 DNA 提取试剂盒说明，在体积分数为 1%
的琼脂糖凝胶电泳下检测所制备沉淀物中基因组

DNA 纯度与浓度，而后开展生物信息学分析，并进

行 Illumina Miseq 2x300 bp 高通量测序。 

1.3.3  微生物信息分析 

通过 PCR 引物扩增，采用 MiSeq 测序平台，对

样品数据进行拼接划分及聚类分析，对各类收集序列

进行深度分析，并对每个分类级别进行菌落结构统
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计，经过以上处理，对菌群分布变化进行统计关联和

可视化处理[6,11—12]。具体由微基生物科技（上海）有

限公司协助完成。 

2  结果与分析 

2.1  样品测序数据分析 

以多个鲐鱼样品为基础，通过高通量测序平台整

理原始数据，并进行统计优化，结果见表 1。各鲐鱼

样品优化有效序列范围为 38 899~45 012 条，平均长

度范围为 375.43~376.42 bp。在 97%相似水平下，对

测序样品所有序列进行操作分类单元（Operational 
taxonomic units，OTU）划分，并进行生物信息统计，

各组样品 OTU 数量范围为 115~266。经对比分析可

知，冻藏鲐鱼样品在冻藏前的 OTU 数量最高，表明

其微生物种类较丰富，而在冻藏 100 d 时样品反之，

可能是其样品表面微生物受到低温环境的影响所致。

郑瑞生[13]研究发现，超低温冻藏可有效抑制甚至杀死

部分耐冷性差的微生物。冻藏鲐鱼样品表面微生物在

长期低温胁迫环境下，会停止繁殖及生长，使冻藏后

期的鲐鱼表面微生物 OTU 数量逐渐降低，这与文中

的研究结果相符。 

2.2  样品多样性指数分析 

在 Illumina Miseq 测 序 结 果 分 析 中 ， 样 品

Coverage 指数值与样品序列检出概率呈正相关，其值

越高表明样品分析结果更具真实性。由表 2 可知，所

有样品的 Coverage 指数值均在 0.999 以上，说明此次

实验能满足样品微生物多样性分析要求。此外，当样

品序列数量超过 30 000 时，各样品的 Rarefaction 曲

线（见图 1a）逐步趋于平整，表明测序量已经相对

合理，再增加测序数量也不会产生更多新 OUT，从

而影响结果分析。同时，Shannon-Wiener 曲线（见图 

1b）也逐渐趋于饱和，即当前测定可反映大多数微生

物的信息。上述结果表明，此次实验中各鲐鱼样品中

微生物分析方法较为合理，可获得有效的测序结果。 
样品菌群的丰富度基于 Ace 和 Chao 指数，而物

种多样性反映在 Shannon 和 Simpson 指数中。其中，

Ace、Chao 和 Shannon 指数数值越高，菌群种类和群

落的数量越多，反之亦然。由表 2 分析表明，冻藏

100 d 时鲐鱼样本的 Ace、Chao 和 Shannon 指数最低，

然而 Simpson 指数最高，表明此时微生物的丰度和多

样性较低。相较于冻藏前鲐鱼样品，贮藏 40 d 后样

品的 Chao 指数值有所下降，而 Ace 和 Shannon 指数

较高，Simpson 指数则偏低。根据数据结果可知冻藏

时间的增加将导致菌群丰度多样性发生变化，但总体

而言此时鲐鱼样品微生物菌群丰度和物种数目较高。

该结果与带鱼冷藏时期菌落组成的报道[14]一致，可能

在前期冻藏状态下，微生物生长较缓慢，经一段时间

后鲐鱼样品开始腐败，微生物种类和含量较高。 

2.3  样品菌群组成分析 

Heatmap 中用颜色对比反映数据信息，可直观表

示样品中菌落含量变化的情况。由图 2 可知，在冻藏

过程中，鲐鱼样品中菌落组成有明显变化。整体而言，

样品表面菌群组成随着冻藏时间的延长，种类不断减

少。在属水平上进行聚类分析发现，冻藏前和冻    
藏 40 d 时鲐鱼样品中优势微生物均为嗜冷杆菌

（Psychrobacter），该测定结果与程三红[15]、姜晓娜[16]

等的研究结果相一致。嗜冷杆菌属对温度变化有很强

的适应性（在 7 ℃及以下能够生长，最适生长温度  
范围为 20~30 ℃），且耐受高盐度胁迫的影响[17]。冻藏

100 d 后的鲐鱼样品中，含量较高的是芽孢杆菌

（Bacillus）和乳球菌（Lactococcus）。其中，芽孢杆

菌属是一类分布广泛的微生物菌群，具有较强的抗逆

能力，同时在生长代谢过程中会产生多种抑菌物质[18]。 
 

表 1  鲐鱼在不同冻藏时间的 OTU 数量、优化序列数据统计 
Tab.1 Statistics of the number of OTU and optimized sequence data of mackerels during different frozen storage  

冻藏时间/d 优化序列数 碱基数/bp 平均长度/bp OTU 数量 

冻藏前 45 012 16 900 112 376.05 266 

40 38 899 14 615 989 375.43 253 

100 42 401 15 897 879 376.42 115 

 
表 2  鲐鱼在不同冻藏时间的 Alpha 指数分析 

Tab.2 Analysis of Alpha-diversity of mackerels during different frozen storage 

冻藏时间/d Ace Chao Coverage Shannon Simpson 

冻藏前 101 270 0.999 770 2.69 0.1741 

40 135 252 0.999 921 2.90 0.1391 

100 75 150 0.999 129 1.78 0.2889 
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图 1  鲐鱼在不同冻藏时间的 Rarefaction 曲线和 Shannon-Wiener 曲线分析 
Fig.1 Analysis of Rarefaction curve and Shannon-Wiener curve of mackerel during different frozen storage 

 
 

 
 

图 2  鲐鱼在不同冻藏时期的属水平上群落丰度表现热图 
Fig.2 Heatmaps of community abundance performance of mackerels at the genus level during different frozen storage 
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文中实验结果表明，其它微生物含量和种类逐渐减

少，这可能与芽孢杆菌的存在及抑菌物质有关。 
新鲜鲐鱼样品经过冻藏 100 d 后，其中某些对低

温环境适应能力较强的菌群数量提升，主要有气单胞

菌（Aerococcus）、嗜碱菌（AlkalipHilus）、肉食杆菌

（Carnobacterium）和剑菌（Ensifer）等，上述菌群

比例显著增加而成为冻藏鲐鱼样品中的优势微生物。

随着冻藏时间的延长，水产品中的水分含量和水分活

度呈逐渐下降的趋势，这种环境下微生物生长受到抑

制[19—20]。此时不动杆菌（Acinetobacter）、克氏库克

菌（ Kocuria）、海杆菌（ Marinobacter）、肠杆菌

（ Empedobacter ）、弧菌（ Vibrio ）、短波单胞菌

（Brevundimonas）和 Afipia 等微生物菌群数明显下

降，当微生物处于低水分活度时，由于渗透作用难以

利用自由水进行新陈代谢活动，细胞生长被抑制甚至

死亡[21]，因此判断上述菌群在低温环境、低水分活度

适应性方面较弱。 
由上可知，处于不同冻藏时期的鲐鱼样品中菌群

结构、优势微生物及丰度均存在显著性差异；新鲜鲐

鱼样品的菌相组成较为多样，优势菌以海洋菌类为

主，随着冻藏时间的延长，样品中多种微生物菌群的

数量及含量均逐渐降低，这与郑振霄等[22]的研究结果

基本一致。研究表明，那些数量多、生存能力强的优

势微生物对冻藏水产品品质变化过程有着至关重要

的影响。其在生存过程中，会使蛋白质分解，从而产

生某些小分子物质，导致水产品在贮存过程中产生不

良气味和品质恶化，如假单胞菌属可使鱼体产生氨臭

味[23]。尤其当鱼类在被捕捞、运输等过程中出现物理

损伤时，更易被该类微生物侵入，从而导致产品发生

腐败变质[24]。 

2.4  属分类水平上的样品群落结构 

从属分类水平的角度来看（见图 3），新鲜鲐鱼

样品最直接的优势微生物以嗜冷菌为主，包括嗜冷杆

菌（Psychrobacter）、不动杆菌（Acinetobacter）和鞘

氨醇单胞菌（Sphingomnnas）。其中，嗜冷杆菌属有

显著的耐寒性，能适应极端低温环境[25]。鞘氨醇单胞

菌具有极强的生命力，在自然界中分布广泛，是海洋

厌氧性超微细菌的代表菌群，并可适应不断变化的海

洋环境[26]。从海水中捕捞的鲐鱼会留有海水，因此在

新鲜的样品中存有这类菌群。鲐鱼样品冻藏 40 d 后，

其表面嗜冷杆菌和拟杆菌（Bacteroides）的相对丰度

显著下降，可能与该类微生物低温耐受性相对较弱有

关，不动杆菌（ Acinetobacter）和鞘氨醇单胞菌

（Sphingomnnas）相对含量有所升高。有研究表明，

不动杆菌属菌群含量的增多会加速水产品品质的劣

变进程，对水产品的品质特性有显著影响[27]。此外，

还出现部分金黄杆菌（Chryseobacterium）、柄杆菌

（Caulobacter）和短黄杆菌（Empedobacter），这几

类微生物也广泛存在于海水、淡水及土壤等中。 
经冻藏 100 d 后，鲐鱼样品表面优势微生物逐渐

发展为乳球菌（Lactococcus）、耐受水分活度的芽孢

杆菌（Bacillus）和蓝藻菌（Camobacterium），还存

在少量肠球菌（Enterococcus）等菌群。在冻藏过    
程 中 ， 嗜 冷 杆 菌 （ Psychrobacter ） 和 不 动 杆 菌

（Acinetobacter）所占比例均大幅减少。一方面，嗜

冷杆菌在食品腐败过程中不能与腐败微生物相抗衡，

随着鲐鱼样品后期发生腐败，这些菌类也大大减    
少[28]；另一方面，经过冻藏 100 d，水产品中的水分

活度值不断下降[29]，该 2 种菌属的生长得到抑制。此

外，冻藏后期还有少量微小杆菌（Exiguobacterium）

被检出。其中，雷芬芬[30]曾从深海沉积物中分离筛

选出该菌菌株，该菌对生长条件要求不高且易培养，

可能参与鱼体酶解过程[31]。大多数情况下，引起鲐

鱼品质劣变的嗜冷菌（如乳球菌属等）能适应低温

环境，并可较好生长。此外，可能由于后期加工及

贮藏过程中受到外界污染，鲐鱼样品在冻藏末期中

还能检测到以肠杆菌（Enterobacter）和类芽孢杆菌

（Paenibacillus）等为代表的嗜温菌，这是由于上  
述菌群生长较慢，结果与蒋倩倩等[32]的研究结果相

一致。 

 

图 3  鲐鱼样品在不同冻藏时期的微生物群落结构 
（属水平） 

Fig.3 Microbial community structure diagram of mackerels 
during different frozen storage (genus level) 

 

2.5  β 多样性分析 

主成分分析(Principal component analysis, PCA)
是对样品相似性或差异性的可视化分析，每个样品分

别对应一个点，样本间差异和距离与其 OUT 数量相

关。不同样品以集散分布情况表现，其反映在 PCA
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图中为两点距离的远近，距离越近则表示两者间群落

构成差异越小，记录了样本在各个维度上的位置，其

中 PC1 为 x 轴，PC2 为 y 轴，依此类推。由图 4 可知，

对主成分 PC1-2，PC1-3，PC2-3 进行综合分析发现，

各组鲐鱼样品在该水平上的特征值差异明显，表明不

同冻藏时间对鲐鱼样品的微生物区系组成有较大影

响。在冻藏过程中，不同的贮藏时间对其菌群组成会

产生较大的影响，因此，应重点规范和进一步探索鲐

鱼在冻藏过程中不同优势菌群类型，并制定相应的控

制技术。 
 

 

图 4  不同鲐鱼样品主成分（PCA）分析：PC1-2， 
PC1-3 和 PC2-3 两两组合图 

Fig.4 Principal component analysis (PCA) of different  
mackerels: PC1-2, PC1-3, and PC2-3 in pairs 

3  结语 

以不同贮藏时期的冷冻鲐鱼样品为研究对象进

行聚类分析，各组样品 OTU 数量范围为 115~266，
优化有效序列范围为 38 899~45 012 条。其中，冻藏

前的 OTU 数量最高，反映此时鲐鱼样品中微生物种

类较多；冻藏 100 d 后反之，表示微生物种类少。除

此之外，根据 Alpha 多样性指数变化状况反映出冻藏

100 d 后鲐鱼样品的菌群丰度、多样性方面偏低。随

后根据 PCA 分析结果，不同冻藏时期的鲐鱼样品在

主成分水平上均存在较大距离，表明在不同冻藏阶

段，其菌群组成差异较大，在鲐鱼品质安全控制方面

需要有针对性地进行研究。 
以微生物菌群为基础进行对比研究，结果发现，

属水平上，冻藏前冻藏鲐鱼样品中，优势菌群主要是

嗜 冷 杆 菌 （ Psychrobacter ）、 鞘 氨 醇 单 胞 菌

（Sphingomnnas）。此外，冻藏 40 d 后不动杆菌属也

发展为优势菌群之一。经过冻藏 100 d 后，微生物菌

群组成不断减少，鲐鱼样品的优势菌群主要为乳球菌

（Lactococcus）、芽孢杆菌（Bacillus）等。该时期还

含有少量嗜温菌，即肠杆菌（Enterobacter）、类芽孢

杆菌属（Paenibacillus）、弧菌属（Vibrio）等，可能

与外界污染有关。以上微生物在冻藏过程中的组成变

化对鲐鱼品质安全产生重要影响，在加工及贮藏时应

适时进行调控。 
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