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）基于高通量测序的紫贻贝中微生物群落分析 
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摘要：为探究不同状态下紫贻贝制品表面附着的微生物菌群组成情况。本实验以新鲜紫贻贝、冻藏紫贻贝、自制紫贻贝干，贮

藏自制紫贻贝干和市售紫贻贝干为研究对象，通过对紫贻贝表面附着微生物提取及高通量测序分析，获得不同紫贻贝样品中微生物组

成及变化情况。实验结果表明，各样本中有效序列范围为 30066~40563 条、Operational taxonomic unit（OTU）范围为 28~128，其中

市售紫贻贝干 OTU 数最低，而冻藏紫贻贝 OTU 数相对较高；新鲜紫贻贝和自制紫贻贝干中主要是嗜冷杆菌属和不动杆菌属，冻藏

紫贻贝干中主要为嗜冷杆菌属，贮藏紫贻贝干中主要为假单胞菌属和嗜甲基菌属，而市售紫贻贝干中优势菌群为葡萄球菌属和肠球菌

属。不同状态下的紫贻贝样品的菌群组成均存在着较大距离，表明紫贻贝状态、加工过程及贮藏销售环境等，均对贻贝产品菌群组成

产生较大的影响。研究结果可为保障紫贻贝制品的质量与安全提供参考。 
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Abstract: To explore the composition of microbial flora attached to the surface of mussel (Mytilus edulis) under different conditions. The 

fresh mussel, the frozen mussel, the stored mussel, the homemade mussel, and the commercial mussel were used as objects by microbial 

extraction and high-throughput sequencing analysis of the surface of mussel (Mytilus edulis). The composition and changes of microorganism in 

different samples of mussel were obtained. The experimental results showed that the effective sequence range of each sample was from 30066 to 

40563, and the operational taxonomic unit (OTU) range was from 28 to 128. The OTU number of commercially available mussels was the 

lowest, while the OTU number of frozen purple mussels was relatively higher compared with the other samples. Based on the analysis of 

microorganisms, it was found that the Pseudomonas and Acinetobacter were mainly found in fresh mussels and homemade mussels, and the 

Psychrobacter was detected in frozen mussels as the dominant microorganisms. In addition, the Pseudomonas and Acinetobacter were confirmed 

as the major microorganisms in the stored mussels, while the dominant flora in the commercial mussels were found as Staphylococcus and 

Enterococcu, respectively. The results indicated that there were significant differences in the microbes, microbial structure, abundance and 

mutual proportion of the mussel samples when they were under different states. It is necessary to design different controlling techniques for 

different types of mussel products. The composition of the mussels under different conditions had remarkable difference, which indicated that 

the state of the mussels, the processing process and the storage and sales environment all had a great influence on the composition of the mussels. 

The results of the study can provide a reference for ensuring the quality and safety of mussel products. 
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紫贻贝（Mytilus edulis）俗称“海虹”、“青口”，其

干制品称为“淡菜”，是营养丰富的优质海产品。紫贻
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贝及其制品味道鲜美、营养丰富，素有“海中鸡蛋”的
美称，深受国内外消费者喜爱。紫贻贝作为我国水产

品出口创汇重要品种之一，总产量连续多年名列世界

第一，其主要分布于黄海、渤海和东海沿岸，并以浙

江沿海资源最大。紫贻贝原料收获及加工季节性很强，

收获后经突击加工成冷冻贻贝、半干及干制贻贝等产

品。贻贝制品的加工自动化程度较低，主要以手工制
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备为主，且其加工处理条件较为温和，常存在微生物

危害潜在风险，控制不当时会残存部分致病微生物，

致使贻贝及其加工制品存在一定的安全隐患。 
目前，关于紫贻贝及其制品中微生物菌群组成及

加工过程中的菌群变化情况等，尚未见相关报道。近

年来，发展起来的宏基因组学技术避开了传统微生物

的分离培养方法，而直接从测试样品中提取总 DNA
进行分析，能更完整地反映样品中微生物的群落特征。

目前，高通量测序技术已成为了现代生命科学研究的

常用技术，其实现了同时对几百万 DNA 分子的测序，

达到了鉴定微生物单一基因或全基因组的目的。相比

于传统的实时定量荧光聚合酶链式反应、变性梯度凝

胶电泳及末端限制性片段长度多态性分析技术等，具

有显著的优势[1]。随着现代测序技术快速发展，高通

量测序技术已成功应用于多个学科领域，如植物多样

性，海洋和肠道环境、发酵食品、人类健康与疾病等

多个方面[2]。本研究基于高通量测序技术，研究新鲜

紫贻贝干、冻藏紫贻贝干、自制紫贻贝干以及市售紫

贻贝干等中微生物组成差异情况，旨在为紫贻贝及其

制品中菌群组成及相关调控技术提供基础信息。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

TransStart FastPfu DNA Polymerase，TruSeqTM 
DNA Sample Prep Kit 等测序用试剂，Illumina 公司；

AxyPrepDNA 凝胶回收试剂盒，AXYGEN 公司；

ABIGeneAmp®9700 型 PCR 仪，美国 ABI 公司；

QuantiFluor™.-ST蓝色荧光定量系统，Promega公司等。 

1.2  试验分组与处理 

紫贻贝样品分为：新鲜紫贻贝（直接蒸汽开壳后

取得全贝肉）、冻藏紫贻贝（蒸汽开壳取得全贝肉后，

置于无菌袋中，-18 ℃冰箱冻藏 30 d）、自制紫贻贝干

（实验室条件下，将蒸汽开壳所取贝肉置于烘箱中，

30 ℃烘制 8 h 所得）和贮藏自制紫贻贝干（将自制贻

贝干密封于无菌袋中，室温贮藏 30 d）；市售紫贻贝干

（市售紫贻贝干，购买后置于无菌袋内运回）。 

1.3  微生物提取与分析 

1.3.1  紫贻贝表面微生物提取[3] 
将以上各组贻贝样品 10 g 置于无菌锥形瓶中，加

入 9 倍无菌生理盐水，在培养摇床中以 300 r/min 提取

60 min（室温），然后采用无菌纱布过滤、无菌水淋洗

后，滤液以 12000 r/min 离心 10 min，将离心获得菌体

沉淀物进行微生物菌落分析。 
1.3.2  紫贻贝表面微生物群落分析 

将提取的贻贝表面微生物进行基因组DNA抽提，

并利用 1%琼脂糖凝胶电泳，检测抽提的基因组 DNA。

按指定测序区域，合成带有 barcode 特异引物，进行

PCR 扩增。针对 16SrRNA 基因 V3/V4 区合成特异引

物，利用 338F（5’- ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3’）
和 806R（5’- GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’）
引物进行 PCR 扩增。采用 AxyPrepDNA 凝胶回收试

剂盒切胶回收 PCR 产物，QuantiFluor™-ST 蓝色荧光

定量系统进行检测定量，而后进行 Illumina Miseq 2x 
300 bp 高通量测序及生物信息学分析（结果统计分析，

由微基生物科技（上海）有限公司协助完成）。 
1.3.3  紫贻贝表面微生物信息分析 

采用 MiSeq 测序平台进行数据分析。首先按照

Barcode 序列对数据进行拆分，去除 Barcode 序列和

PCR 扩增引物序列；采用 FLASH 对拆分好数据中每

个样品的 reads 进行拼接，拼接好的序列为原始 Tags
数据（Raw Tags）[4]；根据 Qiime[5]的 Tags 步骤，将

Raw Tags 从≤3 连续低质量值碱基数达到设定长度的

第一个低质量碱基位点截断；Tags 经过截取后得到

Tags 数据集，进一步过滤掉其中连续高质量碱基长度

小于 Tags 长度 75%的 Tags；经处理后得到的 Tags 序
列与数据库（Gold database）进行比对（UCHIME 
Algorithm）[6]检测嵌合体序列，并最终去除其中的嵌

合体序列[7]，得到最终的有效数据（Effective Tags）。
生物多样性和群落分析，采用 Uparse 软件（v7.0.1001）
[8]将序列按照序列相似性为 97%的阈值进行 OTUs 操
作分类单元聚类。基于 OTU 聚类分析结果，进行多

种多样性指数分析，以及对测序深度进行检测。基于

分类学信息，在各个分类水平上进行群落结构统计[9]。

在上述分析基础上，最后进行群落结构和系统发育等

统计学和可视化分析。 

2  结果与分析 

2.1  样品测序数据分析 

采用 Illumina 高通量测序，获得不同样本原始序

列数据后，再经序列优化及统计后，得到各实验组有

效序列范围为 30066~40563 条，平均长度范围为

447.72~449.97 bp。对样品序列进行聚类分析，在 97%
相似水平下的 OTU 生物信息统计发现，各组样品

OTU 数量范围为 28~128。其中，冻藏贻贝肉的 OTU
数量最高为 128，而市售紫贻贝干的 OTU 数量最低仅

为 28。由此可知，新鲜紫贻贝经蒸汽开壳、手工剥取，
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获得贻贝肉表面微生物种类相对较少。经较长时间冻

藏后，贻贝肉表面部分嗜冷微生物可能逐渐适应了低

温环境，而逐渐恢复活力而缓慢生长，致使冻藏贻贝

肉表面微生物种类明显增加[10]。实验室自制的贻贝干

制品，表面微生物种类相对较多，可能与实验室环境、

加工器具及操作过程等有关。自制紫贻贝干制品经贮

藏后微生物种类明显下降，可能是干燥环境、低水分

活度对部分微生物有较强的抑制作用，从而降低了微

生物种类及其数量[11]。市售紫贻贝干微生物种类相对

较少，可能由于工厂标准化加工生产、高温灭菌或添

加剂部分抑菌，添加剂使得表面微生物种类减少。（此

外，本研究中采集市售紫贻贝干样品数量有限，后期

将增加样品采集量、拓展样品代表性，针对市售贻贝

产品中微生物组成差异性进行深入分析）。 
表1 各组样品有效序列与OTU数量统计 

Table 1 Observed valid sequence and OTU numbers in different mussels 

分组 优化有效序列 碱基数量 平均长度/bp OTU 数量 

新鲜紫贻贝 32790 14728441 449.17 81 

冻藏紫贻贝 34571 15480436 447.79 128 

自制紫贻贝干 39762 17891609 449.97 116 

贮藏紫贻贝干 30066 13461065 447.72 47 

市售紫贻贝干 40563 18251413 449.95 28 

表2 各组样品的多样性指数分析 

Table 2 Diversity of bacterial community in different group 

分组 Ace Chao Coverage Shannon Simpson 
新鲜紫贻贝 97 92 0.99 1.99 0.21 

冻藏紫贻贝 133 134 0.99 2.53 0.18 

自制紫贻贝干 74 59 0.99 2.02 0.21 

贮藏紫贻贝干 121 123 0.99 1.98 0.24 

市售紫贻贝干 30 28 0.99 1.52 0.31 

 

 
图1 稀释曲线（左）和Shannon-Wiener曲线（右）分析 

Fig.1 Results of the Rarefaction curves (left) and 

Shannon-Wiener curves (right) 

 

2.2  样品多样性指数分析 

样本微生物多样性，可通过单样本多样性分析

（Alpha 多样性）反映微生物群落的丰度和多样性。

表征样品菌群丰度（Community richness）主要有 Ace
和 Chao 指数，表征菌群多样性（Community diversity）
主要有 Shannon 和 Simpson 指数[12]。此外，Coverage
代表各样本文库覆盖率，其数值越高，则样本中序列

被测出的概率越高，而没有被测出的概率越低，直接

反映测序结果是否代表样本中微生物的真实情况[13]。

由表 2 结果可知，各样本测序覆盖率（Coverage）均

在 0.99 以上，说明测序对样本中细菌的覆盖率很高、

测序深度适合，可满足贻贝样品中细菌多样性分析的

需要[14]。 
市售紫贻贝干相对于其它组样品，其 Ace、Chao

和 Shannon 指数值最低，而 Simpson 指数最高，表明

其菌群丰度级多样性较低，可能是由于样品在制作过

程中经过工厂灭菌处理，已清除了一些对于温度耐受

性低的菌种。相比于新鲜紫贻贝肉样品，冻藏贻贝肉

贻贝肉样品 Ace、Chao 和 Shannon 指数数值均有所上

升，同时 Simpson 指数有所下降，说明其菌群丰富度 
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多样性经冻藏后有所提高。这可能是由于实际操作及

冻藏过程中，贻贝肉表面残留的部分嗜冷微生物，经

过一段时间低温胁迫后嗜冷微生物活力逐渐恢复，而

导致紫贻贝肉表面菌群种类增加[15]。自制的紫贻贝干

经过贮藏，表现出 Ace、Chao 指数上升，而 Shannon、
Simpson 指数下降，说明经过一段时间的贮藏，紫贻

贝干中微生物总数有所提高，但其菌群多样性有所下

降。这可能是由于紫贻贝肉经过干制后，水分活度降

低，只有少数耐旱菌存活。该结果与高乾坤等[16]报道

的冷藏带鱼中微生物群落变化情况一致。 

2.3  纲分类水平上的菌群样本组成分析 

 
图2 不同紫贻贝样品微生物丰度聚类热图（纲水平） 

Fig.2 Mcrobial community heatmap analysis at class level for 

different mussel 

注：同一行中颜色深浅，表示该微生物在不同样品中的丰

度差。 

Heatmap 用颜色变化来反映二维矩阵或表格中数

据信息，可直观的将数据值大小以定义颜色深浅表示

出来。在 Heatmap 图上，将高丰度和低丰度物种分块

聚集，通过颜色梯度及相似程度来反映多个样本群落

组成相似性和差异性[17]。从物种和样本两个层面对

OTU 进行聚类，绘制物种丰度热图，结果如图 2 所示。

结果发现，紫贻贝中细菌组成在冻藏、干制等过程中

发生显著变化。从整体来看，新鲜紫贻贝肉和冻藏紫

贻贝菌群结构相似度较高，而自制的紫贻贝干与市售

紫贻贝干菌群结构相似度较高。而自制的紫贻贝干，

相比于市售的紫贻贝干，经贮藏后其表面菌群组成发

生了较大变化，其原因可能与贮藏环境（如温度、湿

度、外界微生物等）有关[18]。对于菌纲丰度聚类分析

发现，各组样品中微生物组成中比例较大的均为 γ-变
形菌纲（Gammaproteobacteria）。紫贻贝肉经冻藏后，

拟 杆 菌 纲 （ Bacteroidia ）、 ε- 变 形 菌

（Espilonproteobacteria）及梭杆菌纲（Fusobacteriia）

等为代表的菌类含量有明显提升，这可能是由于上述

菌类适应低温环境能力较强，在冷冻过程中菌群数量

不断提升成为紫贻贝中的优势菌群。以浮霉状菌

（Planctomycetacia）、藻类菌（Phycisphaerae）为代

表的菌类含量几乎没有变化，在进化关系上较为相似。

自 制 紫 贻 贝 经 贮 藏 后 ， β- 变 形 菌 纲

（Betaproteobacteria）含量明显提升，而放线菌纲

（Actinobacteria）、杆菌纲（Bacilli）含量有所减少，

这可能是由于这些菌类种对较低水分活度的条件不耐

受引起的。 
由上可知，紫贻贝样品处于不同状态下，其优势

微生物、菌群结构、丰度及相互比例，均发生了显著

性变化。自制紫贻贝干的微生物种类，相对而言比新

鲜紫贻贝和冻藏紫贻贝少。目前一些研究表明，水产

品品质变化的过程中，仅有那些微生物数量多，生存

能力强的才会起到关键作用。它们在生存过程中会产

生一些小分子物质，导致贮藏过程中有异味。因此，

针对于不同类型的贝类产品，需采取不同的控制条件

及工艺技术，以保障贝类产品的质量与安全[19]。 

2.4  属分类水平上的物种注释及分析 

 
图3 不同紫贻贝样品微生物物种组成（属水平） 

Fig.3 Bacterial community composition at genus level in 

different mussel 

在属水平上（图 3），新鲜紫贻贝中的优势微生物

（具有最适生活度、繁殖最快、数量最多的微生物种

群）主要是嗜冷杆菌属（Psychrobacter）和不动杆菌

属（ Acinetobacter ），还存在少量的黄杆菌属

（Flavobacterium）。经低温冻藏后，紫贻贝表面嗜冷

杆菌属相对丰度有所增加。嗜冷杆菌属为典型的耐寒

性细菌类，其喜好低温环境，在南极磷虾、鲐鱼和大

黄鱼等多种水产品中均有大量检出，并可随冷藏时间

的延长而含量逐渐上升[20]。在冻藏紫贻贝中，不动杆

菌属的相对丰度显著下降，可能与其低温耐受性相对

较弱有关。也有研究指出，不动杆菌属菌群含量可显

著影响水产品腐败程度，其相对丰度增加可加速水产
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品的腐败。该报道与本实验中低温冻藏显著抑制了紫

贻贝中不动杆菌属增加的结果相一致。此外，冻藏紫

贻贝中菌群种类数显著增多，如 Kistimonas、嗜甲基

菌属（Methylophilus）、拉乌尔菌属（Raoultella）等，

其原因可能与贻贝加工环境、低温条件及潜在嗜冷菌

属菌群有关，因此冷冻水产品的加工及贮藏环境，应

为保障产品质量、有效控制微生物污染的重点环节。

该部分研究与前面样品的 OTU、多样性指数分析结果

相一致[21]。 
新鲜紫贻贝经加工制成（自制）紫贻贝干后，其

表面微生物组成仍以嗜冷杆菌属、不动杆菌属为优势

菌群，其与所用紫贻贝原料的原始菌群组成密切相关。

同时，相比于新鲜紫贻贝，相对丰度较低、具有一定

耐受低水分活度的芽孢杆菌属（Bacillus）、漫游球菌

属（Vagococcus）和葡萄球菌属（Staphylococcus）也

少量存在。经室温贮藏后，自制紫贻贝干中的嗜冷杆

菌属和不动杆菌属所占比例均大幅下降，主要是由于

该两种菌属对低水分活度环境不耐受以及相对较高的

加工温度所致。同时，假细胞菌属（Pseudomonas）
和嗜甲基菌属所占比例也有大幅度上升。其中，假细

胞菌属作为水产品中常见微生物，不同温度、贮藏环

境及水产品加工制品中均有大量发现。此外，贮藏紫

贻贝干中也有少量芽单胞菌属 (Blastomonas) 、
Limnobacter 新鞘脂菌属(Novosphingobium)、马赛菌属

(Massilia)等菌群存在[22]。 
对于市售的紫贻贝干产品，其中菌群主要包含葡

萄 球 菌 属 （ Staphylococcus ）、 巨 型 球 菌 属

（Macrococcus）、库尔特氏杆菌属（Kurthia）、肠球菌

属（Enterococcus）等。其中，葡萄球菌属分布及其广

泛，并可通过空气传播、贮藏容器、销售人员及消费

者手接触等多种途经、多种方式污染紫贻贝干制品，

其应为市场紫贻贝干制品流通、销售过程中重点调控

的目标菌群。此外，巨型球菌属、肠球菌属等菌群主

要分布于自然环境及人和动物消化道内，其与产品的

污染程度密切相关[23]。由此可见，部分采用的市售紫

贻贝干中，可能潜在多种肠道微生物污染情况，尤其

在市场销售过程中，需重点强调其卫生状况及可能存

在的接触性污染。 

2.5  β多样性分析 

PCoA 分析（Principal Component Analysis），即主

成分分析，其通过分析不同样本 OTU（97%相似性）

组成，可反映样本间的差异和距离。PCoA 运用方差

分解，将多组数据的差异反映在二维坐标图上。不同

样本可能表现出分散和聚集的分布情况，样本组成越

相似，其反映在 PCoA 图中的距离越近。由结果可知

（图 4），对于主成分 PC1-2 分析，新鲜紫贻贝、冻藏

紫贻贝和自制紫贻贝干样本较为相近，说明在 PC1 主

成分水平上其菌群特征较为相近，该三个样品均为实

验室自制，因此在相同环境下保持着相对稳定的菌群

组成关系。而自制紫贻贝与市售紫贻贝干相距较远，

也表明实验室环境与实际加工、贮藏及产品销售环境

差距较大，造成二者菌群关系差别加大。对于主成分

PC1-3、PC2-3 分析，整体来看，以上几组样品在该主

成分水平上，均存在着较大距离，表明紫贻贝状态、

加工过程及贮藏销售环境等，均对贻贝产品菌群组成

产生较大的影响，因此在贻贝不同加工阶段，应重点

调控不同的优势微生物。紫贻贝加工过程中的优势微

生物种类及相应的控制技术研究，仍需进一步探索。 

 

 

 
图4 不同紫贻贝样品PCoA分析。 

Fig.4 Principal component analysis (PCoA) for different mussel 

注：PC1-2，PC1-3 和 PC2-3 分别是用前三个主要成分，

两两组合作图。 
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3  结论 

高通量测序可详细的反映紫贻贝表面附着的微生

物种类及其丰度信息。本研究以不同加工形式的紫贻

贝样品为研究对象，通过微生物菌群组成对比分析发

现，新鲜紫贻贝、冻藏紫贻贝、贮藏紫贻贝干和市售

紫贻贝干中菌群组成差异较大，其中冻藏紫贻贝微生

物主要有嗜冷杆菌属、不动杆菌属、Kistimonas、嗜甲

基菌属、拉乌尔菌属等；贮藏紫贻贝干中主要为假单

胞菌属和嗜甲基菌属；市售紫贻贝干微生物则主要为

葡萄球菌属、肠球菌属，污染程度相对较高。冻藏贝

肉微生物种类最多，而市售紫贻贝干微生物种类最少；

需要注意的是，这几个菌属对于紫贻贝质量安全与品

质保障具有重要影响作用，在加工及贮藏过程中应加

以重点关注。 
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