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基于电子鼻和ＨＰＬＣ分析蜂房哈夫尼菌对海参腐败的影响

姚 巧 丽，　张 公 亮，　毕 景 然，　高 美 玲，　侯 红 漫
（大连工业大学 食品学院，辽宁 大连　１１６０３４）

摘要：为研究蜂房哈夫尼菌对即食海参腐败的影响，采用微生物菌落计数、电子鼻分析和 ＨＰＬＣ等方
法，对接菌前后海参品质变化进行了分析。结果表明，蜂房哈夫尼菌可在海参基质中生长，接菌４ｈ进

入稳定期，１２ｈ后趋于下降，１２ｈ的菌落数达到最高，为６．６７×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ。海参基质的挥发性盐基

氮在接菌后１２０ｈ质量分数为（１７５．３±２．９）ｍｇ／ｋｇ。接菌后的１～５ｄ内，海参产生了多种挥发性气体，

Ｈ２Ｓ和氮氧化合物较为明显。蜂房哈夫尼菌可代谢７种氨基酸，生成对应的胺类物质，初步判定２５℃
是生物胺产生的最适温度，在２４ｈ产生的腐胺量最多，为（４５．８５±２．９）ｍｇ／ｋｇ。研究结果表明蜂房哈

夫尼菌可导致海参的腐败变质，造成品质下降，影响食用价值。
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０　引　言
近年来，即食海参越来越受到消费者的欢迎，

其需求量增加的同时，问题也随之而来，主要集中
于即食海参的腐败变质现象［１］。加工过程中灭菌



不够彻底、耐冷嗜冷腐败细菌的入侵是导致即食
海参腐败变质的主要原因［２］。即食海参受微生物
侵染后，不但影响感官品质，降低食用价值，甚至
可能严重影响人类健康。
蜂房哈夫尼菌（Ｈａｆｎｉａ　ａｌｖｅｉ）是一种革兰氏

阴性菌，存在于自然界，可从乳制品、肉制品和水
产品中分离得到［４］。蜂房哈夫尼菌能够在低温环
境中生长，是导致冷藏食品变质的主要腐败菌之
一［５］。Ｎｙｃｈａｓ等［６］研究发现一些耐冷的肠杆菌，
如蜂房哈夫尼夫菌、成团肠杆菌和变形斑沙雷菌
等，能够引起肉及肉类制品腐败变质。李婷婷
等［７］研究了希瓦氏菌和蜂房哈夫尼菌共生培养对

冷藏大菱鲆的致腐能力，发现两者共同作用时腐
败效果更为显著。
本实验室从腐败即食海参多种优势腐败菌，

通过对其生理生化特性的鉴定分析，认定其中一
株为蜂房哈夫尼菌属。由于目前关于蜂房哈夫尼
菌对即食海参致腐能力的研究不多，故本实验通
过蜂房哈夫尼菌的回接实验，观察海参源蜂房哈
夫尼菌致腐特性，研究了该菌的生长情况，接菌前
后海参气味变化和海参产生物胺的情况，初步探
索蜂房哈夫尼菌对即食海参的腐败作用，以期为
后续的研究提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　材　料
即食海参，冷冻保藏；蜂房哈夫尼菌（Ｈａｆｎｉａ

ａｌｖｅｉ　Ｈ４），实验室保藏，分离自腐败即食海参。

Ｌ－赖氨酸盐酸盐、Ｌ－组氨酸单盐酸盐－水合
物、Ｌ－酪氨酸二钠盐水合物、Ｌ－鸟氨酸盐酸盐、

Ｌ－精氨酸盐酸盐、Ｌ－苯丙氨酸盐酸盐和Ｌ－色氨酸
盐酸盐、丹磺酰氯，北京索莱宝科技有限公司；胰
蛋白胨、琼脂粉、氯化钠、氧化镁，均为国产分析
纯，１ ｍＬ 无菌注射器、０．２２μｍ 有机滤膜、

０．２２μｍ有机过滤器、色谱级乙腈。

１．２　仪器与设备

ＰＥＮ３．５便携式电子鼻，德国Ａｉｒｓｅｎｓｅ公司；

１２６０高效液相色谱仪，安捷伦科技（中国）有限公
司；Ｓｏｒｖａｌｌ　ＳＴ　１６Ｒ高速冷冻离心机，赛默飞世尔
科技（中国）有限公司；海能Ｋ９８４０自动凯氏定氮
仪，济南海能仪器股份有限公司。

１．３　方　法

１．３．１　菌落总数的测定

ＬＢ培养基（ｇ／Ｌ）：胰蛋白胨１０．０，酵母浸粉

５．０，ＮａＣｌ　１０．０，ｐＨ （７．０±０．２），１２１℃、１５ｍｉｎ

高温湿热灭菌备用。
海参基质培养基：将解冻后的即食海参与超

纯水按照质量比１∶１９匀浆，１１０℃、１５ｍｉｎ高温
湿热灭菌，备用。
挑取单菌落于１００ｍＬ液体ＬＢ培养基中，

３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床过夜培养，作为种子菌液
（浓度１×１０９　ＣＦＵ／ｍＬ）。采用平板计数法，根据

ＧＢ　４７８９．２—２０１６《食品微生物学检验：菌落总数
测定》进行菌落总数的测定。

１．３．２　挥发性盐基氮的测定
将解冻后的海参加入适量的超纯水（质量比

２∶１）绞碎处理，每５０ｇ分装到２５０ｍＬ锥形瓶
中，１１０℃、１５ｍｉｎ湿热灭菌处理，待冷却后，接种

１ｍＬ种子菌液，置于恒温恒湿培养箱（３０℃，湿
度６０％）中培养。每隔２４ｈ用无菌钥匙称取
（３．００±０．１０）ｇ，参照国家标准 ＧＢ　５００９．２２８—

２０１６中的自动凯氏定氮法，对样品进行挥发性盐
基氮（ＴＶＢ－Ｎ）的测定。

１．３．３　挥发性风味物质的检测
将冷冻即食海参解冻，切成小块，每块质量

（３．００±０．１０）ｇ，置于小平板中，１１０℃、１５ｍｉｎ
湿热灭菌处理，待冷却后，均匀淋洒１００μＬ菌液，
置于恒温恒湿（３０℃，湿度６０％）培养箱中静置培
养，每隔１ｄ进行一次电子鼻检测，共５ｄ。采用

Ｗｉｎｍｕｓｔｅｒ软件进行数据的采集与处理，主要分
析方法有主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ａｎａｌ－
ｙｓｉｓ，ＰＣＡ）、线性判别式分析（ｌｉｎｅａｒ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＬＤＡ）和负荷加载分析（Ｌｏａｄｉｎｇｓ）。

１．３．４　生物胺的定性和定量分析

１．３．４．１　脱羧酶实验
根据Ｃｈａｎｇ等［８］方法稍有改动，以氨基酸脱

羧酶培养基和普通ＬＢ培养基同时作为实验组，
氨基酸脱羧酶培养基作为空白对照，将菌液按

１∶１００接种到培养基中，３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培
养，每隔２４ｈ观察颜色变化。

１．３．４．２　ＨＰＬＣ测定生物胺质量分数
样品制备方法根据夏秀东等［９］的方法稍有改

动：挑取单菌落于 ５ ｍＬ 液体 ＬＢ 培养基中，

３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养，待培养基混浊，吸取

１００μＬ菌液转接于５ｍＬ海参基质培养基中，分
别置于１０、１５、２０、２５、３０和３５℃下摇床培养，每
隔２４ｈ进行一次生物胺提取，提取液过３次

０．２２μｍ滤膜，除去杂质，即可进行 ＨＰＬＣ分析。

ＨＰＬＣ条件：安捷伦ＺＯＲＢＡＸ　ＳＢ－Ｃ１８色谱柱
（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），体积流量１．０ｍＬ／ｍｉｎ，
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进样量２５μＬ，时长３５ｍｉｎ，柱温３０℃，检测波长

２５４ｎｍ，流动相为乙腈和水。０～５ｍｉｎ，乙腈体积
分数４５％；５～２０ｍｉｎ，乙腈体积分数由４５％提升
至９０％；２０～３０ｍｉｎ，乙腈体积分数保持９０％不
变；３０～３３ｍｉｎ，乙腈体积分数由９０％降到４５％；

３３～３５ｍｉｎ，保持乙腈体积分数４５％不变。

１．４　数据分析
每个实验平行重复３次，实验结果使用ＳＰＳＳ

１８．０软件进行数据方差分析及多重比较，使用

Ｏｒｉｇｉｎ　９．０进行图表绘制。

２　结果与讨论

２．１　野生型蜂房哈夫尼菌在海参基质中的生长
细菌的生长繁殖和代谢活动是引起水产品腐

败变质的主要原因。如图１所示，３０℃下，蜂房
哈夫尼菌在海参基质培养基生长迅速，４ｈ菌落
数可达６．２７×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ，此后生长趋于稳定，

１２ｈ达到最高，为６．６７×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ，１６ｈ开始
降低，菌落数为６．４２×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ。说明蜂房
哈夫尼菌能够利用海参的营养物质进行生长繁殖。

图１　海参基质培养基中菌落数的变化
Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｃｏｌｏｎｙ　ｎｕｍｂｅｒ　ｉｎ　ｓｅａ

ｃｕｃｕｍｂｅｒ　ｍｅｄｉｕｍ

２．２　ＴＶＢ－Ｎ质量分数变化

ＴＶＢ－Ｎ是评判水产品品质的重要指标，能在
一定程度上说明水产品的腐败进程。图２是海参
基质接种蜂房哈夫尼菌后，３０ ℃培养条件下

ＴＶＢ－Ｎ质量分数的变化情况。由图２可知，

ＴＶＢ－Ｎ质量分数随时间延长而增加，在１２０ｈ的
质量分数为（１７５．３±２．９）ｍｇ／ｋｇ，说明蜂房哈夫
尼菌能够引起海参的腐败变质。

２．３　挥发性物质的电子鼻分析

２．３．１　ＰＣＡ方法分析
主成分分析是将多个指标化为较少的几个综

合指标的一种统计方法［１０］。图３是采用ＰＣＡ方
法分析不同时间下海参块的电子鼻响应信息。由

　　　　　 　 　

图２　３０℃下挥发性盐基氮质量分数的变化
Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　ＴＶＢ－Ｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ａｔ　３０℃

图３可知，第１主成分贡献率为９６．２５％，第２主
成分贡献率为２．８８％，总贡献率为９９．１３％。从
图３中可以看出，海参产生的挥发气味随时间变
化而变化，且没有重叠，区分度较好。１～２ｄ信
号响应值比较接近，说明海参挥发气味较为接近，
变化不明显；３～５ｄ较前两天信号响应值区分明
显，说明挥发性气味变化较大。ＰＣＡ结果说明菌
能够在海参块上生长作用，并且其代谢活动能够
引起海参品质变化，产生多种挥发性物质。

图３　不同时间下海参块的ＰＣＡ分析
Ｆｉｇ．３　ＰＣＡ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｅａ　ｃｕｃｕｍｂｅｒ　ｂｌｏｃｋｓ　ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ

２．３．２　ＬＤＡ方法分析
线性判别式分析更加注重样品在空间中的分

布状态及彼此之间的距离分析［９］。图４是不同时
间下海参块电子鼻的ＬＤＡ分析。图４中判别式

１（横轴）贡献率为９７．０１％，判别式２（纵轴）贡献
率为２．６１％，两个判别式总贡献率为９９．６２％。
从ＬＤＡ分析看出，不同时间下海参块之间存在
差异，可由此区分不同新鲜程度的海参。

２．３．３　Ｌｏａｄｉｎｇｓ方法分析
负荷加载分析表现的是１０个传感器响应值

的信息。若某一传感器的响应值接近于零（横、纵
坐标对应值接近于零），则该传感器的识别作用可
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图４　不同时间下海参块的ＬＤＡ分析
Ｆｉｇ．４　ＬＤＡ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｅａ　ｃｕｃｕｍｂｅｒ　ｂｌｏｃｋｓ　ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ

以忽略；若某一传感器的响应值越偏离于零，则说
明该传感器的识别能力越强［１５］。如图５所示，主
轴１贡献率７０．７８％，主轴２贡献率１８．４１％。

１～１０号传感器分别代表１０种挥发性物质，其中

２、６、７、８和９号信号响应较强，分别对应氮氧化
合物、甲烷、硫化氢、乙醇和有机硫化物，这几类物
质是水产品腐败过程中的常见挥发性成分，由此
可以说明蜂房哈夫尼菌能够引起海参的腐败变

质，影响其新鲜程度。

图５　不同时间下海参块的Ｌｏａｄｉｎｇｓ分析
Ｆｉｇ．５　Ｌｏａｄｉｎｇｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｅａ　ｃｕｃｕｍｂｅｒ　ｂｌｏｃｋｓ　ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ

２．４　生物胺的定性和定量分析

２．４．１　脱羧酶实验
由图６可知，添加了各氨基酸前体的培养基

在接种蜂房哈夫尼菌种子液之后，腐胺和尸胺在

２４ｈ之内产生阳性反应（紫色），说明该菌具备代
谢鸟氨酸和赖氨酸的能力；另外几种氨基酸在９６ｈ
内也相继产生阳性反应，但较腐胺和尸胺稍弱。

２．４．２　ＨＰＬＣ定量测定海参基质中的生物胺
表１为 ＨＰＬＣ测定蜂房哈夫尼菌在海参基

质中分别在培养温度１０、１５、２０、２５、３０、３５℃和培
养时间２４、４８、７２、９６ｈ下产生生物胺的种类和质
量分数。由表１可知，在２４ｈ各个温度下和４８ｈ

　　　　　 　 　

ａ，ＬＢ培养基；ｂ，脱羧酶培养基对照；ｃ，脱羧酶培养基

图６　脱羧酶实验
Ｆｉｇ．６　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ

的１０、１５和２０℃下均未检出色胺，此后４８ｈ在

２５、３０和３５℃，以及７２和９６ｈ的各个温度下均
有色胺检出，且各温度下色胺质量分数随时间延
长而增加。

１０℃下腐胺产量随时间延长稍有增加，９６ｈ
产量最高；２５℃下，２４ｈ产生腐胺质量分数最高，
随时间延长略有降低；其他各温度下，腐胺质量分
数在７２ｈ达到顶峰。低温下蜂房哈夫尼菌的生
长速度受到影响，故在１０℃下生物胺产量较少，
仅为同时间内生物胺总量的１３％左右；２５℃下生
物胺产量较高，占同时间内生物胺总量的２３％左
右。由此可初步认定２５℃是蜂房哈夫尼菌在海
参基质中产生物胺的最适温度。
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表１　ＨＰＬＣ分析海参基质中生物胺的质量分数
Ｔａｂ．１　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｂｉｏｇｅｎｉｃ　ａｍｉｎｅｓ　ｉｎ　ｓｅａ　ｃｕｃｕｍｂｅｒ

ｍｅｄｉｕｍ　ｂｙ　ＨＰＬＣ

ｔ／ｈ θ／℃
ｗ／（ｍｇ·ｋｇ－１）

色胺 腐胺

２４

１０ ＮＤ　 １９．７７±１．６０

１５ ＮＤ　 ２１．０５±１．４０

２０ ＮＤ　 ２８．８５±１．９０

２５ ＮＤ　 ４５．８５±２．９０

３０ ＮＤ　 ２４．７０±２．１０

３５ ＮＤ　 １９．６７±１．３０

４８

１０ ＮＤ　 ２０．９５±１．８０

１５ ＮＤ　 ２８．７５±２．１０

２０ ＮＤ　 ４０．００±２．９０

２５　 ０．７２±０．１２　 ４４．９２±３．１０

３０　 ０．５６±０．０９　 ３４．８２±２．４０

３５　 ０．３４±０．０５　 ２４．７５±１．３０

７２

１０　 ０．５７±０．０８　 ２５．１７±１．５０

１５　 １．２０±０．１８　 ４０．４３±２．６０

２０　 １．２３±０．１５　 ４５．０１±３．４０

２５　 １．１１±０．１２　 ４０．０１±２．８０

３０　 ０．７３±０．１０　 ４４．２４±２．８０

３５　 ０．７２±０．０９　 ４４．９２±３．２０

９６

１０　 １．１０±０．１４　 ３５．１９±２．１０

１５　 １．１７±０．１６　 ２６．０６±１．５０

２０　 １．２６±０．１５　 ３２．４８±１．９０

２５　 １．２４±０．１１　 ４１．８４±３．１０

３０　 １．３１±０．１２　 ２４．８３±１．８０

３５　 １．３２±０．１１　 ３６．８５±２．１０

注：ＮＤ代表未检测到。

３　结　论

蜂房哈夫尼菌在３０℃下能够利用海参基质
中的营养成分进行生长繁殖，１２ｈ菌落总数最高
可达６．６７×１０６　ＣＦＵ／ｍＬ。在电子鼻分析中，接
种该菌之后的５ｄ时间内，其生长代谢产生了硫
化氢和氮氧化合物等挥发性物质，第５天ＴＶＢ－Ｎ
质量分数为（１７５．３±２．９）ｍｇ／ｋｇ，质量分数随时
间延长而增加。脱羧酶实验表明，在添加各氨基
酸前体物质的前提下，蜂房哈夫尼菌可代谢７种
氨基酸，生成相应的胺类物质，其中以腐胺和尸胺

最为显著。ＨＰＬＣ分析可知，该菌在海参基质中
代谢可产生较多的腐胺。脱羧酶实验和 ＨＰＬＣ
定量实验中，由于培养基质不同，产生的生物胺种
类略有不同，但两者都说明蜂房哈夫尼菌能够代
谢鸟氨酸，生成腐胺。结果表明，蜂房哈夫尼菌具
有一定的致腐作用，会造成水产品的营养流失和
腐败变质，不利于人类健康和食用。
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