
第25卷第3期, 2012年7月 宁 波 大 学 学 报（理 工 版 ） 首届中国高校优秀科技期刊奖 
Vol.25 No.3, July 2012 JOURNAL OF NINGBO UNIVERSITY ( NSEE ) 浙江省优秀科技期刊一等奖  

鲭鱼中组胺降解酶产生菌的分离筛选和基本酶学性质研究 
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摘要: 鲭鱼亚目的海洋鱼类在捕获后易产生组胺, 导致鲭鱼中毒. 为研究组胺消长与微生物的关
系, 通过平板分离和摇瓶发酵, 以荧光光度法测定酶活力, 从鲭鱼(Pneumatophorus japonicus)皮
肉、内脏和腮中分离筛选组胺降解菌, 并对所产组胺降解酶的酶学性质进行研究和分析. 结果表
明: 自内脏中分离筛选到一株组胺降解酶活力较高的革兰氏阴性杆菌, 从生长产酶曲线推测该
酶为初级代谢产物. 该酶反应的最适温度为 35℃, 最适 pH为 7.2. 在 pH 6.0~8.0和温度 20~35
℃范围内有较好的稳定性. Mn2+、Ca2+、Na-、Mg2+、K+等金属离子存在时酶活力增加, Zn2+、Al3+、

Fe3+、Fe2+、Cu2+等金属离子存在时, 酶活力下降, 在 EDTA存在条件下酶活力完全丧失. 对其动
力学研究表明, 在甘氨酸-NaOH 缓冲反应体系中, 最大反应速度 Vmax=156.25 U·mL-1, 米氏常数
Km=0.22 mg·mL-1. 组胺降解菌国内还未见报道, 研究结果对进一步研究水产品组胺生物控制技
术具有重要意义. 
关键词: 鲭鱼; 组胺; 组胺降解酶; 酶学性质 
中图分类号: Q55 文献标识码: A 文章编号: 1001-5132（2012）03-0001-06 

生物胺是一类含氮的脂肪族或杂环类低分子

化合物的总称, 包括组胺、腐胺、尸胺、酪胺、胍
丁胺、精胺和亚精胺等. 含有蛋白质和氨基酸的食
品, 在微生物产生的氨基酸脱羧酶的作用下, 脱去
羧基并生成相应的生物胺. 在食品中常检出的生
物胺中, 组胺对人类的健康影响最大, 为强生物活
性物质, 摄入后使机体发生中毒症状, 也是生成亚
硝基类致癌物质的前体, 是食品中较为重要的不
安全因素[1]. 水产品中的生物胺含量高且种类多, 
特别是组胺问题的存在, 对各种水产制品, 如青皮
红肉鱼为加工原料的产品、低值鱼加工利用产品以

及发酵水产品的生产开发, 均有很大的影响. 生物
降解组胺技术相对于其他组胺控制技术, 具有目
的明确、效果明显和安全快速等优点. 开展生物组
胺降解机制和控制技术的研究, 对于避免因食用
含高组胺水产品而引起的中毒、确保水产品的食用

安全具有重要的意义[2].  

近年来, 世界各国对组胺的相关研究一直是
水产品行业的研究热点之一. 我国的研究大多集
中在组胺的检测方法的探索以及与组胺相关的鲭

鱼中毒的流行性病学方面[3-5]. 国外对组胺的研究
相对深入全面, 包括组胺的萃取、分离、检测分析
以及形成机理等各个方面[6-9]. 总体而言, 各国对
组胺的控制降解技术的研究, 特别是生物脱组胺
工艺的研究还较薄弱. 笔者以鲭鱼为材料, 从其内
脏中分离筛选到一株具有组胺降解能力的菌株, 
探讨其产酶特性, 为发展安全有效的生物组胺控
制降解技术提供实践基础和理论依据.  

1 材料和方法 

1.1 材料 
1.1.1 鲭鱼样品 

市场采购新鲜鲭鱼, 无菌袋收集、冷藏, 当日
处理.  
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1.1.2 培养基 

保藏及初筛培养基: Zobell 2216E培养基(蛋白
胨 5.0 g, 酵母膏 1.0 g, NaCl 25.0 g, 磷酸铁 0.01 g, 
琼脂 16.0 g, 蒸馏水 1 000 mL, pH 7.0±0.2); MC培
养基(大豆蛋白胨 5.0 g, 牛肉膏粉 5.0 g, 酵母膏粉
5.0 g, 葡萄糖20.0 g, 乳糖20.0 g, 碳酸钙10.0 g, 琼
脂 15.0 g, 中性红 0.0 g, 蒸馏水 1 000 mL, pH 6.0± 
0.2).  
种子及发酵液体培养基: 同上, 无琼脂.  

1.1.3 主要试剂和设备 
组胺二盐酸盐(HD: Histamine Dihydrochloride, 

98％, 国药集团化学试剂有限公司). Cary100紫外/
可见分光光度计, F95荧光分光光度计, 离心超滤.  
1.2 方法 
1.2.1 产组胺降解酶菌株的筛选 

平板初筛: 取鲭鱼的皮肉、内脏和鱼鳃各 10 g, 
分别置于盛有 90 mL生理盐水的无菌均质袋中, 均
质器拍打 2 min. 取样品匀液以 10 倍系列稀释, 从
适宜稀释度中取 0.1 mL 菌液, 涂布于分离培养基
平板, 28℃、培养 24~48 h. 样品的每个稀释度做 3
个平行. 挑取单菌落, 划线分离纯化后, 斜面 4℃
保藏备用.  
摇瓶复筛: 挑取一环新鲜斜面菌种, 接入装有

20 mL液体种子培养基的 100 mL三角瓶中, 28℃、
160 r·min-1 下培养 24 h. 取 1 mL 种子液接入装有
50 mL发酵培养基的 250 mL三角瓶中, 28℃、160  
r·min-1下培养 24 h. 取发酵液, 4 000 r·min-1离心 10  
min, 测定上清液酶活力, 筛选出酶活力较高的菌
株. 划线分离纯化后, 斜面 4℃保藏备用.  
1.2.2 组胺降解酶活力测定 

参照 AOAC 977.13[10], 取 1 mL 100 µg·mL-1 

HD溶液于试管中, 30℃水浴预热5 min. 加入1 mL
稀释酶液 , 混匀 , 30℃水浴反应 10 min. 加入
0.4 mol·L-1 NaOH 溶液 0.5 mL, 混匀后立即加入
0.1 mL 0.1%邻苯二甲醛甲醇溶液, 混匀置室温下
反应 10 min, 加 0.5 mL 0.5 mol·L-1 HCl 终止反应. 
荧光分光光度法测定荧光值(激发波长和发射波长
分别为 347 nm和 442 nm). 空白用 0.5 mL无菌液体
培养基离心液代替酶液. 酶活单位定义为: 每 1  
mL 酶液使上述反应液在 l min 内组胺减少 1 μg 所
含酶的量为一个酶活单位/(U·mL-1).  

1.2.3 生长和产酶曲线 
取 1 mL新鲜种子液接入装有 50 mL发酵培养

基的 250 mL三角瓶中, 28℃、160 r·min-1培养. 每
隔 4 h 取样, 分别测定菌液浓度和酶活力, 绘制生
长和产酶曲线.  
1.2.4 粗酶液酶学性质研究 

新鲜发酵液经离心、超滤(MW3000D)脱盐浓
缩后为粗酶液, 进行以下各项实验. 用不同的缓冲
液(Na2HPO4-柠檬酸, Tris-HCl, 甘氨酸-NaOH)分别
配制不同 pH 的 HD 溶液, 其他条件不变, 测定酶
活力, 确定酶反应的最适 pH; 分别取 0.1 mL 酶液
与不同 pH 的缓冲液混合, 20℃放置 24 h, 测定酶
活力, 分析酶的酸碱稳定性; 以 500 µg·mL-1 HD 
(pH 7.4, 0.02 mol·L-1 Tris-HCl)溶液为底物, 加入
1 mL 酶液测定不同温度条件下酶活力, 确定酶反
应的最适温度; 取酶液与 pH 7.4, 0.02 mol·L-1 Tris- 
HCl缓冲液混合, 在不同温度下分别保温一定时间
后, 测定酶活力, 分析酶的热稳定性; 在酶反应体
系中分别加入不同金属离子, 使其最终浓度均为
5 mmol·L-1, 或向反应体系加入 1.0 mmol·L-1 EDTA, 
空白对照用蒸馏水代替, 分别测定酶活力, 确定金
属离子对酶活性的影响; 以 0.084 6~0.676 4 g·L-1 

HD (pH 7.2, 0.5 mol·L-1 Tris-HCl缓冲液)为底物, 分
别加入酶液进行反应, 按反应时间取样, 荧光法测
定减少的组胺量. 反应初速度为反应过程线性部
分的斜率, 动力学参数由 Lineweaver-Burk (L-B)双
倒数作图法[11]计算, 探讨酶促反应动力学性质.  

2 结果 

2.1 组胺降解菌的分离筛选 
通过 Zobell琼脂和MC琼脂平板初筛, 在鲭鱼

的皮肉、内脏和腮中均分离到大量菌株, Zobell琼
脂平板上挑取 87 个单菌落, 分离纯化后分别用
Zobell液体和MC液体培养基进行摇瓶复筛. 通过
测定发酵液的酶活力, 确定以Zobell琼脂平板从内
脏中分离得到的菌株T6具有明显的组胺降解能力, 
而 MC 琼脂平板上分离到的乳酸菌均未检测到组
胺降解酶活力. 菌株 T6在 Zobell平板上 28℃培养
24 h, 为圆形、微黄、不透明、表面光滑湿润, 过
氧化氢酶阳性, 革兰氏染色阴性, 短杆状, 大小为
0.5 µm×1.0 µm, 见图 1. 经过平板划线分离, 纯化
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后接入斜面培养, 4℃保藏备用.  

 

图 1  菌株的形态特征 

2.2 组胺降解酶产生菌的生长和产酶曲线 
从图 2可以看出, 菌株的生长呈现出一般微生

物的“S”型曲线, 0~6 h为生长的延滞期, 6 h后进
入对数期, 18 h后进入稳定期, 24 h后菌株因为其他
代谢产物积累和营养物浓度降低等因素的影响导

致部分菌株死亡, 进入到衰亡期. 菌株 T6 的产酶
曲线与生长曲线趋势一致, 初步推测该酶为菌株
的初级代谢产物, 在生长过程中持续产生.  

 

图 2  组胺降解酶产生菌 T6的生长和产酶曲线 

2.3 组胺降解酶酶学性质 
2.3.1  pH对酶活性的影响 

测定粗酶液在 pH 5.0~10.5 范围内的酶活力, 
以相对酶活力绘制曲线, 结果如图 3所示. 酶最适 

 
图 3  酶反应的最适 pH 

作用 pH为 7.2, 偏酸或偏碱时酶活力迅速下降. 将
粗酶液分别在 pH 5.0~10.5 条件下放置 24 h, 以相
对酶活力绘制曲线, 结果如图 4 所示. 在 pH 6.0~ 
8.0 之间酶稳定性较好, 酶活力可保持 78％以上; 
当过酸过碱时, 酶活力迅速降低. 

 

图 4  组胺降解酶的 pH稳定性 

2.3.2 温度对酶活性的影响 
在 pH 7.2 的反应体系中, 测定不同温度下的

酶活力, 以相对酶活绘制曲线, 结果如图 5 所示. 
该酶最适反应温度为 35℃, 超出 25~35℃范围时, 
酶活力迅速下降. 分别在不同温度下保温 24 h 后, 
测定酶活力, 结果如图 6 所示. 该酶在 20~35℃范
围内, 保持较高的酶活力, 当温度高于 40℃时, 酶
活力下降至 42％, 高于 45℃时则完全失活.  

 

图 5  温度对酶反应的影响 

 

图 6  酶反应的热稳定性 
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2.3.3 金属离子对酶活性的影响 
由图 7可见, 5 mmol·L-1 Mn2+、Ca2+、Na+、Mg2+、

K+离子对该组胺降解酶有不同程度的激活作用, 
以Mg2+最为明显, 相对酶活达 152％. Zn2+、Al3+、

Fe3+、Fe2+、Cu2+离子对该酶有抑制作用, EDTA存
在条件下酶活性完全丧失. 

 

图 7  金属离子对酶活性的影响 

2.3.4 酶促反应动力学 
组胺降解酶在不同组胺底物浓度下的反应初

速度如图 8所示, V为各一元回归线性方程的斜率.
据双倒数作图法(L-B), 求的最大反应速度: Vmax= 
156.25 U·mL-1, 米氏常数Km=0.22 mg·mL-1, 即在一
定酶量下, 达到最大反应速度的组胺浓度为 0.22 
mg·mL-1. 

 
图 8  不同底物浓度下的组胺降解酶的反应速率 

 

图 9  组胺降解酶的反应动力学参数 L-B双倒数图 

3 讨论 

人们很早以前就研究发现鲭科类如鲭鱼、金枪

鱼、鲣鱼、秋刀鱼等海洋鱼类中有较高含量组胺的

存在. 食用过量的组胺会引起过敏反应, 甚至危及
生命, 同时组胺超标严重阻碍了这些低值鱼类的
高值化加工[12]. 国外对此进行了大量的研究, 研究
内容从过去的检测监测分析转变为研究组胺的消

长机制以及影响因素, 进而研究其控制技术. 其中
主要集中在组氨酸脱羧酶的微生物的筛选鉴定及

特性分析上. 分属柠檬酸杆菌、葡糖球菌、泛菌、
沙门氏菌等近 20 个种属的不同微生物被分离鉴定
具有产组氨酸脱羧酶活性[13-14], 既有革兰氏阳性
菌[15], 又有革兰氏阴性菌[16], 其中摩根氏菌属的
Morganella morganii 及肠杆菌属的 Enterobacter 
aerogenes和 Enterobacter gergoviae的组氨酸脱羧
酶活性比较强[17-18]. 笔者前期研究也从鲭鱼中分
离到 5 株具有组氨酸脱羧酶活性的微生物(另文发
表). 
最新的研究表明, 水产品中除了含有产组胺

脱羧酶的微生物外, 还含有能产生组胺氧化酶或
组胺脱氢酶等酶类, 从而能降解食品中的组胺的
微生物[19]. Wanaporn等[20]从腌制水产品中分离到1
株产组胺氧化酶的嗜盐古细菌 (Natrinema gari 
BCC 24369); Renata等[21]从各种发酵食品菌群中筛

选到具有组胺氧化酶活力的多个菌株, 包括 27 株
乳酸菌、21株扩展短杆菌(Brevibacterium linens)和
17 株微球菌(Micrococcus sp.)等, 同时研究了各菌
株的生物胺代谢过程, 证明食品发酵过程中产生
物胺的菌株并不具备降解生物胺的能力, 说明水
产品中组胺的消长是不同的微生物引起的. 本实
验分别使用海洋细菌培养基 Zobell 和乳酸菌培养
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基MC作为初筛培养基, 试图从鲭鱼材料中分离得
到有降解酶潜力的海洋细菌和乳酸菌. 通过酶活
力测定, 在Zobell培养基上发现一株革兰氏阴性杆
菌 T6, 产酶活力达到 98.4 U·mL-1, 这与 Renata 等
的报道相一致, 说明一些杆菌属微生物具有降解
组胺作用. 因相关文献报道较少, 产酶活性大小尚
无法比较. 从鲭鱼中分离到的乳酸菌中没有得到
有组胺降解活性菌株, 从不多的文献报道看, 具有
降解组胺的乳酸菌大多是从发酵食品中发现的, 
这为我们下一步筛选具有强组胺降解作用的微生

物提供了借鉴.  
食品中组胺控制过去大多从组胺产生菌着手, 

本实验结果为利用组胺降解菌去除水产品中的组

胺提供了新思路. 生物控制方法作用条件温和、反
应迅速、节约能源、安全可靠等. 但是目前对于水
产品中组胺的生物降解技术的研究, 仍处于探索
阶段. 因此在本实验基础上, 对菌株 T6 进行生理
生化、分子鉴定, 并通过优化培养基和培养条件, 
提高菌株 T6 的产酶能力, 进一步筛选具有高组胺
降解活性的菌株, 从而研究食品中组胺的生物控
制技术, 对保障水产品食用安全和贸易, 具有重要
的意义, 值得进一步研究. 
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Isolation of Histamine-degrading Enzyme Producing Bacteria from Mackerel 
and Characteration of Enzyme Concerned 

OU Chang-rong1, TANG Hai-qing2,3, ZHANG Yu-qiong1, ZHENG Jie1, LI Hai-bo1 
( 1.School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315211, China; 

 2.Ningbo Entry-exit Inspection and Quarantine Bureau of People’s Republic of China, Ningbo 315012, China;  
3.Imported Food Testing Service Center of Ningbo Free Trade Zone, Ningbo 315800, China ) 

Abstract: Marine fishes, scombroid species in paticular, are susceptible to producing histamine during 
processing and storage, as has been reported in incidents of scombroid fish poisoning. To understand the 
relationship between the producing and degrading of histamine and the microorganism concerned in fish, the 
bacterials with the capacity of producing histamine-degrading enzyme are screened from skin, flesh, entrails and 
gills of mackerel (Pneumatophorus japonicus) by plate and shaking flask culture, followed with testing the 
enzyme activity by pectrofluorimetry method. A gram-negative rod bacterium producing histamine-degrading 
enzyme is isolated from entrails of mackerel. The enzyme is presumed to be primary metabolite according to the 
growth and enzyme production curves. The optimum pH and temperature of the crude enzyme activity to 
histamine is found to be 7.2 and 35℃ respectively, and a high stability of the enzyme is observed at 20-35℃ 
and pH 6.0~8.0. It is activated by 5 mmol·L-1 of ions such as Mn2+, Ca2+, Na-, Mg2+, K+, but inhibited by Zn2+, 
Al3+, Fe3+, Fe2+, Cu2+, and completely inhibited by EDTA. The results of kinetic studies show that the kinetic 
parameter Km of the enzyme was 0.22 mg·mL-1, and the Vmax of the enzyme is 156.25 U·mL-1. This paoer 
presents the first domestic report on histamine-degrading enzyme producing bacteria, and the study is believed to 
be important to seek biological control of histamine in food processing in the future. 
Key words: chub mackerel; histamine; histamine-degrading enzyme; enzymatic properties  
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