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CO发色罗非鱼片中耐冷腐败菌的分离、鉴定及其生长特性
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摘要：从一氧化碳（CO）发色罗非鱼片中分离到耐冷腐败菌LFA04和LFA09，经细菌形态学观察和16S rDNA序列分析

初步确定两株均为费氏柠檬酸杆菌（Citrobacter freundii）。菌株LFA04和LFA09生长的适宜温度范围均为4～ 37℃ ；适

宜的pH范围均为7～ 9；适宜的NaCl浓度范围分别为0～ 60 g/L和0～ 40 g/L；10℃下的生长代时分别为6.9 h和5.87 h，

25 ℃下的生长代时分别为2.44 h和2.37 h。8 ℃下菌株LFA04和LFA09在鱼片中的腐败规律相似。前3天细菌增殖较

快，数量由103 CFU/g增至108 CFU/g；挥发性盐基总氮（TVB-N）则变化不大，由10.94 mg/100 g分别变为 20.32 mg/100 g

（LFA04）和15.97 mg/100 g（LFA09）。第3～ 7天细菌数量维持稳定，而TVB-N值则均迅速增加至70 mg/100 g以上，鱼肉

变软发黏，肉色变绿，散发腐败臭味。常见消毒剂对菌株LFA04和LFA09的致死率实验结果显示，2%次氯酸钠和75%

乙醇对菌株LFA04和LFA09的致死率均较高，处理1 min时致死率接近或超过70%；2.0 mg/L臭氧水对菌株LFA04和

LFA09的影响差别较大，浸泡20 min时致死率分别为34.8%和71.9%。本研究分离到的2株费氏柠檬酸杆菌能够在冰箱

温度下正常生长且能导致鱼肉迅速腐败，其中菌株LFA04经臭氧水处理后存活率较高。因此控制费氏柠檬酸杆菌的污

染和繁殖对罗非鱼产品的加工和保鲜尤为重要。[中国水产科学，2010，17（3）：570-577]
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在食品微生物领域，耐冷菌（Psychrotroph）通常

是指那些能够在0～7 ℃生长，并于10 d内产生可见

菌落或者浑浊的微生物 [1]，耐冷菌的温度生长范围

一般在0～ 43 ℃之间。而嗜冷菌（Psychrophile）则

特指那些最适生长温度低于15 ℃，最高生长温度低

于20 ℃的微生物 [2]。耐冷菌承受温度波动能力较强，

在冰箱温度和常温下都能生长，是导致各类冷藏食

品腐败的主要微生物。食品中常见的耐冷腐败菌有

假单胞菌（Pseudomonas）、气单胞菌（Aeromonas）、不

动杆菌（Acinetobacter）、产碱杆菌（Alcaligenes）、芽孢

杆菌（Bacillus）等 [3-5]，还有一些致病菌如李斯特氏菌

（Listeria）、耶尔森氏菌（Yersinis）等常常导致细菌性食

物中毒 [6]。研究表明，耐冷菌除了菌体本身能引起

食品腐败或食物中毒等严重后果外，还可能产生耐

高温酶，其在高温灭菌后仍能分解食品中的营养成

分，影响产品质量和风味 [7-8]。因此，耐冷菌在食品

中的潜在危害不容忽视。

鱼肉的腐败主要是由细菌生长繁殖引起的，冷

链条件下代谢仍然活跃的耐冷菌通常是引起鱼肉

腐败变质的主要微生物。从鱼肉中有针对性地分离

耐冷菌，从中选择腐败活性较强的菌株作为目标菌，

并进一步研究其在鱼肉中的生长规律，可为优化生

产工艺减少鱼肉产品的腐败提供实验依据。经过

CO发色的罗非鱼片因其鲜亮的色泽深受消费者喜

爱，但发色处理对产品色泽和微生物的影响并不等

效 [9]，部分耐冷菌仍可以在其中大量繁殖并可能引
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发食物中毒，而发色产品鲜亮的色泽往往隐蔽了这

种危害。CO发色金枪鱼中毒事件就是一个典型的

例子 [10]。本研究从冷冻CO发色罗非鱼片中分离出

能在8 ℃下5 d内导致鱼片腐败变质的耐冷菌，对其

生长特性、腐败规律和致死条件等方面做了初步研

究，旨在为有效控制罗非鱼片产品的微生物腐败提

供参考依据。

1  材料与方法

1.1 材料

鱼片样品为市售冷冻CO发色罗非鱼片。

1.2 方法

1.2.1　耐冷菌的分离 实验设计依据文献[1]对狭义

耐冷菌的[1] 定义：7℃时5 d内生长良好，且在40℃不

能生长的微生物。称取鱼片样品10 g左右，剪碎后研

磨，采用0.1%蛋白胨水溶液倍比稀释制备菌悬液，吸

取适当稀释度的0.2 mL菌悬液分别涂布于肉汤培养

基表面，7℃下培养5 d。根据菌落形态不同，挑取代表

菌落在40℃下培养24 h，此时不能生长的为耐冷菌。

1.2.2　耐冷菌的腐败实验 将分离到的耐冷菌分别

接种到液体肉汤培养基中，在25 ℃、150 r/min条件

下培养至OD600 值达到0.5左右，所得菌液稀释1 000

倍后，将无菌鱼片放入其中浸泡5 min，吸水纸吸去

多余菌液，放入15 cm培养皿中。将接种后的鱼片置

8 ℃冷藏箱中培养5 d，选择能产生明显腐败臭味的

菌株作为实验用耐冷腐败菌。无菌鱼片的制备：华

南农业大学三角菜市场购买鲜活罗非鱼，立即送至

实验室，去皮骨后切成2.0 cm×2.0 cm×0.5 cm鱼片，

2%次氯酸钠溶液浸泡5 min，无菌水冲洗8次。

1.2.3　细菌16S rDNA部分序列分析 PCR扩增的

正向引物P1：5 ′ -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ′，

反 向 引 物P2：5 ′ -GGTTACCTTGTTACGACTT-3 ′。

PCR反 应 条 件 为： 94 ℃ 预 变 性5 min；94 ℃ 1 min，

45 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，30个循环；72 ℃延伸10 min。

将经胶回收柱纯化的PCR 产物送广州英骏生物公司

测序，从P1端测序，长度约为1 kb。将测序结果提交

GenBank，用Blast 程序进行序列相似性比较分析。

1.2.4　耐冷腐败菌的生长特性测定 

（1）耐酸碱测定　将菌株LFA04和LFA09分别接

种于pH值为4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0的液体

肉汤培养基中，25℃、150 r/min摇床上培养2～3 d。

（2）耐盐性测定　将菌株LFA04和LFA09分别

接种到NaCl浓度为0、10、20、30、40、50、60、70 g/L的

液体肉汤培养基中，25℃、150 r/min培养2～ 3 d。

（3）耐高低温测定　将菌株LFA04和LFA09接

种于固体肉汤培养基中，分别在0、4、8、20、25、30、

37、40℃培养基中培养2～ 7 d。

（4）生长曲线绘制　将已活化的菌株LFA04和

LFA09接种到含80 mL液体肉汤培养基的250 mL三

角瓶中，分别于25 ℃、10 ℃振荡培养。从0 h开始，

25 ℃下每隔2 h（10 ℃下每隔6 h）取样，用7230型分

光光度计于600 nm处测定吸光值。分别绘制25 ℃

和10℃下的生长曲线。

1.2.5　耐冷腐败菌的腐败规律研究 按1.2.2所述

方法将菌株LFA04和LFA09分别接种于无菌鱼片，

置于8 ℃冷藏箱中并于第0、3、7天分析鱼肉感官质

量、菌数和挥发性盐基氮含量。

（1）感官质量分析按李杉等 [11] 的方法略有改

动，由6名食品专业人员组成的评分小组对生鱼片

的色泽、气味和质地进行评分，平均值为最终得分。

具体评分标准见表1。

（2）细菌总数的测定参考GB/T 4789.2—2003的

方法。

（3）挥发性盐基氮含量测定按半微量定氮法 [12]。

1.2.6　常见消毒剂对耐冷腐败菌的致死率测定 按

1.2.2所述方法将菌株LFA04和LFA09的菌悬液分

别接种于无菌鱼片，4 ℃冰箱存放12 h，无菌水冲洗

鱼片直到流出液无菌（表层的菌体会在浸泡时流

失影响致死率的计算）。接着采用以下消毒处理：

（1）采用臭氧含量为2 mg/L的臭氧水浸泡10 min、

20 min； （2）2%次氯酸钠浸泡1 min、3 min； （3）75 %

乙醇浸泡1 min、3 min。处理完毕后用无菌水清洗3

次，分别测定处理前后的活菌数，计算菌株致死率。
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2  结果与分析

2.1 CO发色罗非鱼片中耐冷腐败菌的分离

将鱼片样品菌悬液涂布于肉汤培养基表面，

7 ℃下培养5 d，共分离到9株耐冷菌，分别命名为

LFA01～ LFA09。 将 菌 株LFA01～ LFA09分 别 接

入无菌鱼片上，8 ℃下培养5 d。结果发现接有菌株

LFA04和LFA09的鱼片散发腐败臭味，其他鱼片与

对照无明显差异。因此以菌株LFA04和LFA09作为

试验菌株做进一步研究。菌株LFA04和LFA09的菌

落形态基本相同，为灰白色、圆形隆起、不透明、边缘

整齐、表面湿润，但两者的菌落直径略有差异，分别

为1.5 mm和1.0 mm。经革兰氏染色和显微镜观察，

两者均为短杆状革兰氏阴性菌。

2.2 细菌的16S rDNA序列分析

对细菌的16S rDNA的序列进行测定，并将测序

结果与 GenBank中已发表的16S rDNA序列做同源

比对。结果表明，菌株LFA04 和LFA09与费氏柠檬

酸杆菌（Citrobacter freundii） RI19株的16S rDNA同源

性最高，相似性分别为99%和100%。结合细菌形态

和菌落特征初步确定菌株LFA04和LFA09均为费氏

柠檬酸杆菌。费氏柠檬酸杆菌是人和动物肠道的正

常菌群，和大肠杆菌一样，可视作粪便污染的卫生学

指标。该菌为条件致病菌，能引起腹泻、尿道感染、

菌血症、婴儿脑膜炎等病症 [13]。

2.3 细菌在不同pH值、盐浓度和温度下的生长状况

将菌株LFA04和LFA09分别接入pH为4～ 11、

NaCl 浓度为0～ 70 g/L的肉汤培养基中，分别放在

0～ 40 ℃的培养箱中培养，观察菌株生长状况。结

果表明不同条件下菌株LFA04和LFA09的生长状况

基本相同（表2中仅列出菌株LFA04的生长情况），不

同之处仅在于菌株 LFA09的耐盐性略弱，NaCl浓度

等于或低于40 g/L才能生长，而菌株LFA04适宜生

长的NaCl浓度范围则为0～ 60 g/L。菌株LFA04和

LFA09均不耐酸，适合在中性偏碱的环境中生长，适

宜生长的pH值范围为7～ 9。多数肉制品、水产品

和蛋制品的pH值均在此范围内 [14]，因此易受该菌的

污染。菌株LFA04和LFA09的温度生长范围均为

表1　罗非鱼生鱼片感官评定评分标准
Tab. 1　Standard for sensory quality of raw tilapia fillets

项目  Item
分值  Score

9-10 6-8 3-5 0-2
色泽  Color and shine 肉色半透明，有光泽 光泽消失 略带褐色 褐色或绿色等

气味  Odor 鱼特有的新鲜气味 无明显气味 轻微酸臭味 酸臭味明显

质地  Texture 鱼肉坚实，指压立即复原 鱼肉坚实，指压
后复原缓慢

鱼肉中度柔软，压
痕不易复原 鱼肉柔软，表面有黏液

表2　菌株LFA04在不同pH值、盐浓度和温度下的生长状况
Tab. 2　Growth of strain LFA04 under different pH，NaCl concentration and temperatures

pH 结 果
Result NaCl /（g·L-1） 结 果

Result
温度 /℃

Temperature
结 果
Result

4.0 － 0 ＋＋ 0 －

5.0 － 10 ＋＋ 4 ＋

6.0 － 20 ＋＋ 8 ＋

7.0 ＋＋ 30 ＋＋ 20 ＋

8.0 ＋＋ 40 ＋＋ 25 ＋＋

9.0 ＋ 50 ＋ 30 ＋＋

10.0 － 60 ＋ 37 ＋

11.0 － 70 － 40 －

注：“－”表示不生长； “＋”表示生长； “＋＋”表示生长旺盛.

Note：“－” no growth，“＋” growth，“＋＋” better growth.
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4～ 37 ℃，最适生长温度在25～ 30 ℃左右，可见菌

株LFA04和LFA09既是耐冷菌，又是嗜温菌。此类

菌株能够在低温下进行新陈代谢，遇到温度较高的

常温下则生长更快，它们往往是引发食品变质的主

要因素 [15]。根据以上生长特性可见，菌株LFA04和

LFA09适合生长于各类生鲜畜禽肉、水产品、蛋制品

等食品生境中，对于pH值较低的果蔬制品、乳酸发

酵产品以及盐浓度较高的腌制品适应性较差。

2.4 细菌的生长曲线

分 别 在25 ℃ 和10 ℃ 条 件 下 测 定 菌 株LFA04

和LFA09的生长曲线。由图1可见，菌株LFA04和

LFA09在25 ℃ 下 的 生 长 曲 线 基 本 吻 合（图1a），接

种后很快进入对数期，16 h后细菌进入稳定期和衰

亡期。10 ℃下（图1b）菌株LFA09的对数生长期比

LFA04的略短，为6～54 h，菌株LFA04则为6～60 h。

利 用 公 式 计 算 代 时G = 〔（t2 - t1）lg2〕 / （lgNt2 - lgNt1），

其中 t1、t2表示不同的生长时间，Nt1、Nt2 表示 t1、t2

时刻下对应的菌数。结合菌液OD600 与活菌数的关

系分别计算代时（G），菌株LFA04 25 ℃和10 ℃下的

G25℃和G10℃分别为2.44 h和6.9 h，菌株LFA09的G25℃

和G10 ℃分别为2.37 h和5.87 h。可见两株菌在25 ℃

下的生长速度差别不大，但在10 ℃下菌株LFA09的

代时比LFA09的短1.03 h，说明低温下菌株LFA09更

具有生长优势。

图1　菌株LFA04和LFA09在25℃（a）和10℃（b）条件下的生长曲线
Fig. 1　Growth curve of strain LFA04 and LFA09 at 25℃ （a） and 10℃ （b）
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2.5 细菌的腐败特性

为了研 究 菌 株LFA04和LFA09在 罗非鱼 片中

的腐败过程，在第0、3、7天分别检测菌数、TVB-N值

以及鱼片色泽、气味和质地，结果如表3所示，菌株

LFA04和LFA09在鱼片中的增殖规律基本相同。前3

天细菌增殖很快，菌数由103 CFU/g增至108 CFU/g，随

着冷藏时间继续延长，菌数变化不大。TVB-N值变化

情况与细菌增殖规律有所不同，前期增幅较小，后期

增幅较大。新鲜鱼片的TVB-N值为10.94 mg/100 g，

接 种 菌 株LFA04和LFA09后 第3天TVB-N值 变 为

20.32 mg/100 g和15.97 mg/100 g，到 第7天 分 别 增 至

74.76 mg/100 g和73.00 mg/100 g。感官指标变化趋势

与TVB-N值变化趋势基本相同。冷藏终点时2种鱼

片都出现肉质变软发黏，肉色变绿，散发腐败臭味等

现象。

2.6 不同消毒处理下的菌株致死率

鱼片在加工前通常会采用一些消毒措施，减少

初始菌量，延缓腐败发生。酒精和次氯酸钠是最常

见的消毒剂，臭氧由于易于分解无残留也逐渐应用

于水产品加工中。本研究以75%乙醇、2%次氯酸

钠和2.0 mg/L臭氧水分别处理接有菌株LFA04和

LFA09的罗非鱼片。结果如表4所示。2%次氯酸
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钠和75%乙醇对菌株LFA04和LFA09的杀伤力均

较强，处理1 min时致死率接近或超过70%。菌株

LFA09比LFA04更为敏感，75%乙醇处理3 min致死

率高达91.5%。2.0 mg/L臭氧水处理对菌株LFA04

的杀伤力较弱，处理20 min致死率仍不足35%，而

对菌株LFA09的杀伤力则相对较强，处理10 min和

20 min的致死率为61.3%和71.9%。

3  讨论

3.1 CO发色罗非鱼片中耐冷菌的分离

本研究从市售冷冻CO发色罗非鱼片中分离

出耐冷腐败菌LFA04和LFA09，细菌形态学和16S 

rDNA序列分析发现两菌株均为费氏柠檬酸杆菌。

自从1946年Barnes等 [16] 报道了第一起由费氏柠檬

酸杆菌引起的食物中毒事件以来，国外曾多次报道

该菌可引起腹泻等病症 [17-18]。1987年Alfredo等分

离出能产生耐热性肠毒素的费氏柠檬酸杆菌菌株，

初步认定其是引起腹泻的病原菌之一 [19]。国内对费

菌的报道较少，仅见周联等 [13] 报道了由于食用受费

氏柠檬酸杆菌污染的凉拌菜引起的细菌性食物中毒

案例。尽管在国内该菌还未引起重视，但是随着人

们生活水平的提高，对食品的要求也会越来越高，研

究更多的条件致病菌在食品中的生长规律，有利于

提高相关食品的食用安全性，保证人们的身体健康。

许钟等[20]曾从闽东三都湾养殖密集海区捕获的

大黄鱼（Pseudosciaena crocea）中分离到费氏柠檬酸杆

菌，并发现该菌能在5 ℃下生长，腐败活性很强，与本

研究结果相符。刘寿春等[21] 也从养殖罗非鱼的池水

中分离过少量费氏柠檬酸杆菌。费氏柠檬酸杆菌为

肠杆菌科（Enterobacteriaceae）细菌，主要存在于人和

动物的肠道中。目前关于罗非鱼的腐败菌组成，多以

假单胞菌、气单胞菌和大肠杆菌等革兰氏阴性菌为

主[22]，也有芽孢杆菌的报道[21]，未见有柠檬酸杆菌的

报道。分析原因有以下3个方面： 1）鱼肉的腐败菌群

表3　菌株LFA04和LFA09在不同冷藏时间的罗非鱼片中的腐败过程
Tab. 3　Spoilage regulation of LFA04 and LFA09 in tilapia fillets after different cold preservation time

指标  Indicator
LFA04 LFA09

0 d 3 d 7 d 0 d 3 d 7 d

菌数 /（CFU·g-1）  Bacterial count 4.5×103 1.0×108 7.7×108 2.5×103 1.5×108 2.7×108

TVB-N/（mg·100-1·g-1） 10.94 20.32 74.76 10.94 15.97 73.00

色泽  Color and shine 9.67 6.67 1.33 9.83 3.67 1.00

气味  Odor 9.67 4.17 0.67 9.67 7.00 0.83

质地  Texture 9.83 6.33 1.50 9.5 6.00 1.33

表4　消毒剂对菌株LFA04和LFA09的影响
Tab. 4　Effect of disinfectant treatment on strain LFA04 and LFA09

消毒剂  Disinfectant 处理时间 /min
Treatment time

细菌数量 /（CFU·g-1）
Bacterial count

致死率 /%
Lethal rate

LFA04 LFA09 LFA04 LFA09

75% 乙醇
75% Ethanol

0 1.7×104 3.8×104 / /

1 4.1×103 4.9×103 76.2 87.1

3 2.3×103 3.2×103 86.6 91.5

2% 次氯酸钠
2%Sodium hypochlorite

0 1.7×104 3.8×104 / /

1 5.3×103 1.2×104 69.8 68.4

3 4.7×103 8.7×103 72.9 77.1

2.0 mg·L-1 臭氧水
2.0 mg·L-1 Ozone water

0 4.0×104 3.1×104 / /

10 3.3×104 1.2×104 18.5 61.3

20 2.6×104 8.7×103 34.8 71.9
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组成受多种因素，如鱼体生活环境、季节及加工方式

等影响而存在较大差异。2）本研究采用低温培养7℃

下培养，其他研究多采用25℃以上温度培养，培养温

度的差异会导致分离到的菌群不同。3）CO发色鱼片

中氧含量比未发色鱼片低，而费氏柠檬酸杆菌可能更

适合于生长在氧含量较低的发色鱼片中。

3.2 菌株LFA04和LFA09在鱼片中的腐败过程

菌 株LFA04和LFA09不 仅 能 在4 ℃的 低 温 下

生长，而且还具有较强的致腐能力，鱼片染菌后

8 ℃ 下 冷 藏7 d时TVB-N分 别 增 至74.76 mg/100 g

和73.00 mg/100 g，是 腐 败 鱼 片TVB-N界 定 值 为

30～ 35 mg/100 g [23-24] 的2～ 3倍。因此一旦鲜鱼或

其加工产品在生产运输过程中污染该菌，很可能会

加速鱼肉腐败。染菌鱼片8 ℃冷藏0 d、3 d、7 d的检

测数据结果表明，冷藏前期（0～ 3 d）细菌数量增幅

较大，TVB-N值变化不大；后期（3～ 7 d）恰好相反，

TVB-N值增加迅速，细菌数量维持稳定。别春彦

等 [25] 发现淡腌黄鱼产品5℃、10℃下保藏时，在保藏

初期TVB-N增长缓慢，后期TVB-N值迅速上升，与

本研究结果类似。彭勇等 [26] 将肠杆菌（Enterobacter）、

假 单 胞 菌（Pseudomonas）和 索 丝 菌（Brochothrix）接

种到冷却猪肉中观察腐败过程，发现肠杆菌产生的

TVB-N在冷藏前期就开始迅速增加，而热杀索丝菌

和假单胞菌的腐败规律则有所不同，冷藏初期产生

的TVB-N值较低，在第10天以后，才开始快速增加。

本研究中菌株LFA04和LFA09在鱼片中的腐败属于

TVB-N产生明显滞后于细菌增殖的类型。推测鱼

片腐败与细菌增值不同步与腐败菌产生的蛋白酶等

致腐物质的表达时间以及表达量有关。

3.3 消毒剂对菌株LFA04和LFA09的致死率

CO发色罗非鱼片中腐败菌的来源包括养殖池

水、鱼体本身、加工环境以及操作人员带菌等。次

氯酸钠溶液和酒精溶液常作为鱼片加工器具的表

面消毒剂，菌株LFA04和LFA09对2种溶液都较为

敏感，处理1 min的致死率接近或大于70%，说明上

述2种消毒液可以有效控制此类菌的生长繁殖。臭

氧具有强氧化性，能够氧化细菌蛋白质的活性基团，

导致菌体死亡。刁石强等 [27] 用臭氧冰保藏鲜罗非

鱼片，结果有效降低了TVB-N的产生，细菌菌落总

数减少82%～ 97%，使产品保鲜期延长3～ 4 d。本

研究中菌株LFA04和LFA09的16S rDNA序列都与

费氏柠檬酸杆菌RI19的相似性最高，但对臭氧水

的耐受力却相差甚远，浸泡10 min的致死率分别为

18.5%和61.3%。刘俊梅 [28] 测定了2.0 mg/L臭氧水

处理10 min对常见食品病原菌的杀灭情况，结果表

明对李斯特菌的致死率为96.4%，对沙门氏菌的为

93.9%，对金黄色葡萄球菌的为88%。臭氧水对目的

菌株的致死率大小受多种因素如臭氧水浓度、温度

以及目的菌株的初始菌数等影响。臭氧水对费氏柠

檬酸杆菌的杀伤力是否比上述几种致病菌的低还有

待进一步验证。
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Isolation，identification and growth characteristics of psychrotrophic 
saprophytic bacteria from tilapia fillets treated with carbon monoxide
ZHANG Yunsi1，HAO Shuxian2，HUANG Hui2，ZHANG Chongyi1，LUO Donghong1，WANG Lingling1 

（1. College of Life Science，South China Agricultural University，Guangzhou 510642，China；2. South China Sea Fishery Resarch 
Institute，Chinese Academy of Fishery Sciences，Guangzhou 510300，China）

Abstract：Two psychrotrophic and saprophytic strains of LFA04 and LFA09 were isolated from tilapia fillets treated 

with carbon monoxide （CO）. With the method of morphological observation and 16S rDNA sequence analysis，strains 

LFA04 and LFA09 were both identified as Citrobacter freundii. The growth characteristics of LFA04 and LFA09 are 

as follows：Temperature range for growth was 4-37 ℃；pH was 7-9；Sodium chloride concentration was 0-60 g/L 

for LFA04 and 0-40 g/L for LFA09；Generation time at 10 ℃ were 6.90 h and 5.87 h，respectively，which at 25 ℃ 

were 2.44 h and 2.37 h，respectively. The spoilage regulation of LFA04 and LFA09 on sterilized tilapia fillets was 

similar at 8 ℃. In the first three days，the bacterial count increased rapidly，from 103 CFU/g to 108 CFU/g. And the 

value of total volatile basic nitrogen（TVB-N） changed little，from 10.94 mg/100 g to 20.32 mg/100 g （LFA04） and 

15.97 mg/100 g （LFA09）. In the following four days，the bacterial count kept unchanged，while the TVB-N value of 

both strains increased to more than 70 mg/100 g，and fillets grew soft and sticky，with green color and off-odors. Lethal 

rates of strain LFA04 and LFA09 treated with common disinfectant were measured. Strains LFA04 and LFA09 were 

both sensitive to 75% ethanol and 2% sodium hypochlorite，with the lethal rates reaching or exceeding 70% in one 

minute. The effects of 2 mg/L ozone water to LFA04 and to LFA09 were different，with the lethal rate being 34.8% 

and 71.9% after immersed for 20 minutes. Two C. freundii strains isolated in this study could grow well at refrigeratory 

temperature and lead to tilapia fillets’ rapid corruption，and strain LFA04 had high survival rate after treated by ozone 

water. Therefore，it is very important to control contamination and multiplication of C. freundii strains in tilapia fillet 

product processing and storing. [Journal of Fishery Sciences of China，2010，17（3）：570-577]
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