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市售三种食用贝类可培养细菌多样性研究
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［摘要］ 为了解厦门市售三种食用贝类中可培养细菌的多样性， 用自制培养基培养牡蛎、 缢蛏、 疣荔

枝螺样品中的细菌， 并根据 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序结果， 对所分离的细菌进行鉴定并进行系统发育分析。 研究结果

显示： 从牡蛎中分离得到的 ３５ 株细菌分属 １４ 个种， 从缢蛏中分离得到的 ３２ 株细菌分属 １６ 个种， 从疣荔

枝螺中分离得到的 ３１ 株细菌分属 ７ 个种。 结果表明市售牡蛎、 缢蛏、 疣荔枝螺体内含有较为丰富的细菌种

类， 而且分离得到的细菌 （如解鸟氨酸拉乌尔菌、 溶藻弧菌、 副溶血弧菌等） 大多数具有致病性， 对食用

人群具有潜在威胁， 不建议直接生食或食用加工不当的贝类产品。
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０　 引言
水产品含有丰富的蛋白质和各种特有的脂肪酸、 维生素、 矿物质等多种营养保健成分， 是人类重
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要的食物源之一［１］ 。 当今， 世界各国都十分关心食品安全， 已报道的食源性疾病的致病因素有 ２５０ 种

之多［２］ 。 福建省地处沿海地区， 海产资源丰富［３］ ， 人们喜食各种海产贝类， 如紫贻贝、 花蛤、 疣荔

枝螺、 缢蛏和牡蛎等。 这些常见的食用贝类大多为滤食性生物， 主要以海水中的藻类和浮游生物为

食［４］ 。 据世界卫生组织估计， 全世界每年数以亿计的食源性疾病患者中， 有 ７０％ 是由于各种致病性

微生物污染了食品和饮水引起的［５］ 。 近几年， 关于食用贝类引发疾病的报道屡见不鲜， 贝类污染也

受到广泛关注。 腹泻性贝类毒素［６］ 、 重金属污染［７］ 、 微囊藻毒素［８］ 、 诺如病毒［９］ 、 副溶血弧菌［１０］ 都

被证实可以引发疾病。 虽传统可培养方式能培养的细菌只占细菌总数的一小部分［１１］ ， 但其仍然十分

重要， 因为只有当细菌成功被培养， 他们的作用才能被评估［１２］ 。
为了了解厦门水产品所含的菌群结构， 本文选取三种常见市售食用贝类， 通过自制培养基分离贝

类中的可培养细菌， 经纯化后用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定细菌的种类， 以期增进对水产品中细菌多样性的认

识， 并为食品安全提供参考。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料

牡蛎 （Ｏｓｔｒｅａ ｐｌｉｃａｔｕｌａ） 、 缢蛏 （Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａ ｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ） 和疣荔枝螺 （Ｔｈａｉｓ ｃｌａｙｉｇｅｒａ） 于 ２０１６ 年

４ 月中旬购自集美区集美菜市场及各大超市生鲜区。
培养基： 蛋白胨 ５􀆰 ０ ｇ， 牛肉膏 １􀆰 ５ ｇ， 贝类组织 ２０ ｇ （贝类全部壳内组织匀浆、 熬煮、 过滤去除

滤渣）， ＮａＣｌ ５􀆰 ０ ｇ， 琼脂 １５􀆰 ０ ｇ。 加蒸馏水至 １ Ｌ， ｐＨ 值为（７． ３ ± ０􀆰 １）， １１５ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。
１􀆰 ２　 仪器与设备

高压灭菌锅 （日本 Ｔｏｍｙ 公司）， ＢＳ２２３Ｓ 型电子天平 （北京赛多利斯公司）， ＰＣＲ 仪 （德国 Ｅｐ⁃
ｐｅｎｄｏｒｆ 公司）， ＤＹＹ － ６Ｃ 型电泳仪、 ＤＹＹ － Ⅲ型水平电泳槽 （北京六一仪器厂）， ＢｉｏＤｏｃ － Ｉｔ 型凝胶

成像仪 （美国 ＵＶＰ 公司）， 组织研磨仪 （上海净信实业发展有限公司 Ｔｉｓｓｕｅ ＬｙｓｅｒⅡ）， Ｓｈｉｎｅｓｏ 迅数

全自动菌落计数仪 （杭州迅数科技有限公司）。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 样品处理与细菌分离培养

按无菌操作要求， 用无菌塑料袋购买三种贝类， 带回实验室用灭菌海水将样品表面洗净， 用组织

研磨仪将三种贝类的壳内组织分别制成匀浆悬浊液， 并将不同地点采集的同种样品等比例混匀， 再用

二层纱布过滤， 取组织悬液按 １０ － １ ～ １０ － ６共 ６ 个梯度进行稀释， 分别取 ２００ μＬ 涂布于自制培养基平

板。 置于 ２８ ℃的培养箱中培养 ２４ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 细菌的筛选与纯化

根据平板上菌落的大小、 形状、 颜色、 边缘、 表面隆起、 光滑度、 透明度等特征， 分别选取不同

特征的菌落若干， 平板划线分离 ３ 次达到纯培养后， 用 ２０％ 甘油生理盐水保存于 － ８０℃超低温冰箱。
１􀆰 ３􀆰 ３　 细菌 ＤＮＡ 提取

分别取 １ｍＬ 经过夜培养的菌液， 按照 ＤＮＡ 提取试剂盒 （ ＴＩＡＮＧＥＮ ＤＰ３０２） 的要求， 提取菌液

ＤＮＡ。 取 ５ μＬ ＤＮＡ 产物在 １􀆰 ２％ （质量分数） 琼脂糖凝胶电泳上进行电泳。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＰＣＲ 扩增

使用细菌通用引物 ２７Ｆ： ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡ － ３′； １４９２Ｒ： ５′ － ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴ⁃
ＴＡＣＧＡＣＴＴ － ３′， 进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应程序为： ９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９４ ℃３０ ｓ， ６０ ℃３０ ｓ， ７２ ℃
７０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 反应结束后， 取 ５ μＬ ＤＮＡ 产物在 １􀆰 ２％ 琼脂糖凝胶电泳上进行

电泳。 将 ＰＣＲ 产物送往上海美吉生物公司进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序。
１􀆰 ３􀆰 ５　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列测定及构建系统树

将所得的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列在 ＮＣＢＩ 中用 ＢＬＡＳＴ 程序进行比对， 选取与分离菌株相似度最高的

·８２３·
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标准株， 用 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 软件以邻接法 （ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ） 构建系统进化树， ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 设为 １０００ 次。

２　 结果与分析

a） 牡蛎 Ostrea plicatula

b） 缢蛏 Sinonovacula constricta

c） 疣荔枝螺 Thais clayigera
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图 1 牡蛎、缢蛏、疣荔枝螺中的细菌组成及占比

Fig.3 The composition and proportion of bacteria
isolated from Ostrea plicatula，Sinonovacula constricta

and Thais clayigera

经过初筛和分离纯化后， 根据菌落特征

分别从牡蛎样品中挑选 ３５ 个单菌落， 从缢

蛏样品中挑选 ３２ 个单菌落， 从疣荔枝螺样

品中挑选 ３１ 个单菌落， 分别测定这些单菌

落的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列。 结果显示： 牡蛎分离

得到的菌株分别属于细菌域 ２ 个门 （变形菌

门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、 厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）， ７
个科 （肠杆菌科 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ、 希瓦氏

菌科 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｃｅａｅ、 假单胞菌科 Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｄａｃｅａｅ、 莫拉菌科 Ｍｏｒａｘｅｌｌａｃｅａｅ、 气单

胞菌科 Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ、 弧菌科 Ｖｉｂｒｉｏｎａｃｅ⁃
ａｅ、 链球菌科 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）， ９ 个属 （肠
杆菌属 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ、 希瓦氏菌属 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ、
假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、 冷杆菌属 Ｐｓｙ⁃
ｃｈｒｏｂａｃｔｅｒ、 气单胞菌属 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ、 拉乌尔

菌属 Ｒａｏｕｌｔｅｌｌａ、 发光杆菌属 Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、
弧菌属 Ｖｉｂｒｉｏ、 乳球菌属 Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）， 具体

分离得出的菌株组成与各种菌在全部分离菌

中的占比见图 １ａ。 缢蛏分离得到的菌株分别

属于细菌域 ２ 个门 （变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ⁃
ｒｉａ、 厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）， ７ 个科 （气单胞

菌科 Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ、 莫拉菌科 Ｍｏｒａｘｅｌｌａｃｅ⁃
ａｅ、 肠杆菌科 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ、 希瓦氏菌

科 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｃｅａｅ、 弧菌科 Ｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ、 链

球菌科 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ、 芽孢杆菌科 Ｂａｃｉｌ⁃
ｌａｃｅａｅ）， １０ 个属 （气单胞菌属 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ、
不动杆菌属 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ、 拉乌尔菌属 Ｒａｏｕｌ⁃
ｔｅｌｌａ、 柠檬酸杆菌属 Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ、 克雷伯氏菌

属 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ、 变形杆菌属 Ｐｒｏｔｅｕｓ、 希瓦氏菌

属 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ、 弧菌属 Ｖｉｂｒｉｏ、 乳球菌属 Ｌａｃ⁃
ｔｏｃｏｃｃｕｓ、 芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ）， 具体分离情况及占比见图 １ｂ。 疣荔枝螺分离得到的细菌属于 １ 个门

（变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）， ２ 个科 （希瓦氏菌科 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｃｅａｅ、 弧菌科 Ｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ）， ３ 个属 （发光

杆菌属 Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、 希瓦氏菌属 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ、 弧菌属 Ｖｉｂｒｉｏ）， 见图 １ｃ。
虽然 ３ 种贝类中都分离得到变形菌门的希瓦氏菌科和弧菌科细菌， 但 ３ 种贝类体内细菌的种类及

多样性有所不同。 疣荔枝螺体内细菌的多样性最低， 缢蛏体内细菌的多样性最高。

３　 讨论
本文用自制培养基从三种食用贝类中培养出大量细菌。 由于自制培养基中加入了相应贝类组织的

·９２３·
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提取液， 更适合贝类中细菌的生长， 本研究平板上菌落的形态和数量都远超营养琼脂培养基。 从三种

贝类中挑取的细菌数量基本一致， 细菌组成最复杂的是缢蛏， 而疣荔枝螺的细菌组成则最为简单。
由牡蛎中分离得到的细菌大部分属于希瓦氏菌与弧菌。 希瓦氏菌广泛分布在自然界中， 尤其是在

海洋环境中， 是兼性厌氧类群， 同时也是导致海产品腐败的主要细菌之一［１３］ 。 海洋弧菌广泛分布于

各类与海洋有关的水域中， 数量极为丰富， 它们通常占沿岸和外洋海水中可培养异养细菌数量的

１０％ ～ ５０％ ， 并且海洋弧菌广泛分布于海洋生物的体表和体内， 如珊瑚、 鱼类、 软体动物、 海草、 海

绵、 虾类和浮游动物等， 是海洋生物的正常优势菌群， 也是海洋环境中常见的危害鱼类、 甲壳类和贝

类等海洋水产动物的条件致病菌［１４］ 。
由缢蛏中分离得到的细菌大部分属于肠杆菌、 气单胞菌与希瓦氏菌。 在贝类养殖过程中其菌群组

成具有明显的陆源性特点， 革兰阳性菌占有绝对的优势， 肠杆菌也为优势菌， 说明滩涂贝类养殖环境

受到陆源性的影响明显［１５］ 。 气单胞菌广泛分布于淡水、 河口与海洋中， 是水体中无处不在的水生生

态系统的常见细菌， 同时也是重要的肠道致病菌［１６］ 。
由疣荔枝螺中分离得到的细菌大部分属于弧菌， 可与海洋弧菌的广泛分布特性相互印证， 同时与

本实验从牡蛎中分离出的优势菌种有所重合 （如副溶血弧菌 （Ｖ． ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） 和溶藻弧菌 （Ｖ．
ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ） 在两种贝类中均为优势菌种）。

大部分食源性致病菌在 ７０ ℃左右加热 １０ ｍｉｎ 即可杀死， 温度越高， 加热时间可越短［１７］ 。 生食或

食用未充分煮熟的海产品， 易引起相关食源性疾病。 ２００９ 年 Ｍｏｒａｉｓ 等［１８］ 首次报道了解鸟氨酸拉乌尔

菌 （Ｒａｏｕｌｔｅｌｌａ ｏｒｎｉｔｈｉｎｏｌｙｔｉｃａ） 感染人类的病例， 该菌可引起人类机体体温上升、 支气管痉挛， 并引

发胆道疾病［１９］ 。 感染溶藻弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ） 后， 人体会出现恶心、 呕吐、 腹泻等症状， 并会

导致蜂窝组织炎、 中耳炎、 甚至是败血症等疾病［２０］ 。 近年来副溶血弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） 引

发的食物中毒发生率呈现逐年上升趋势， 副溶血弧菌现已成为引起我国沿海地区、 许多亚洲国家及美

国墨西哥湾沿岸地区食物中毒的首要食源性致病菌［２１］ 。 维氏气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ） 可以引起

人体胃肠道感染， 伤口和软组织感染， 败血症等疾病［２２］ 。 人体感染弗氏柠檬酸杆菌 （Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ
ｆｒｅｕｎｄｉｉ） 其主要症状是腹泻、 粪便中红细胞白细胞的数目增加、 脓血便等［２３］ 。 变形杆菌 （Ｐｒｏｔｅｕｓ
ｖｕｌｇａｒｉｓ） 引起的急性胃肠炎型中毒的主要表现为潜伏期较短， 多为 ３ ～ １５ ｈ， 而引起的过敏型组胺中

毒的潜伏期一般为 ３０ ～ ６０ ｍｉｎ［２４］ 。 人体感染嗜水气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 后会出现恶心、 呕

吐、 脐周绞痛、 腹泻、 水样便等症状， 易对机体免疫力较弱的人群引发内源性感染， 引发败血症、 胆

囊炎、 腹膜炎等， 且病情发展快， 死亡率高［２５］ 。

４　 结束语
对三种市售贝类可培养细菌的分离与鉴定， 可以对相关贝类可培养细菌的物种多样性和类群多样

性， 以及食品安全与微生物丰度研究提供一定的参考依据， 同时再一次提醒广大群众， 海鲜类食品不

宜长时间存放以及烹饪时要充分煮熟。 当然， 这些细菌与生物体的相互关系及彼此的影响尚有待进一

步深入研究。
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