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３种培养基对鸡肉产品中两类耐药菌培养的影响
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摘要：目的：评估不同培养基对鸡肉产品表面四环素耐药

（Ｔｒ）菌和磺胺耐药（Ｓｒ）菌菌群的培养效果差异。方法：

基于高通量测序技术，分析分别在脑心浸液肉汤（ＢＨＩ）、

胰蛋白胨大豆琼脂（ＴＳＡ）和平板计数琼脂（ＰＣＡ）３种培

养基上培养获得的冷鲜鸡和鸡肉熟食表面Ｔｒ菌和Ｓｒ菌的

菌群结构及丰度。结果：在冷鲜鸡表面鉴定到的１０１个

属的耐药细菌中，仅在ＢＨＩ、ＴＳＡ和ＰＣＡ培养基上获得

培养的特有Ｔｒ菌属各有３０，５，３个，特有Ｓｒ菌属各有９，

８，１４个；在鸡肉熟食样品表面鉴定到的５０个属的耐药菌

中，３种培养基上的特有Ｔｒ菌属分别为３，２，１个，特有Ｓｒ

菌属分别为１，６，０个。耐药菌属丰度差异的 Ｍｅｔａｓｔａｔ分

析结果表明，ＢＨＩ和ＴＳＡ对耐药菌群的结构影响具有较

高的相 似 性，冷 鲜 鸡 表 面 ４ 种 Ｔｒ菌 （气 单 胞 菌 属

犃犲狉狅犿狅狀犪狊ｓｐｐ．、水栖菌属犈狀犺狔犱狉狅犫犪犮狋犲狉ｓｐｐ．、乳杆菌属

犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊ｓｐｐ．和泛菌属犘犪狀狋狅犲犪ｓｐｐ．）和２种Ｓ
ｒ菌

（肠球菌属 犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊ｓｐｐ．和乳杆菌属犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊

ｓｐｐ．）在ＰＣＡ培养基上获得培养的稳定性及丰度均较高。

结论：不同培养基获得耐药菌的种类及丰度存在差异，应

汇总多种培养基培养所得菌群的测序信息，才能完整描

述鸡肉样品表面耐药菌的组成。

关键词：鸡肉；脑心浸液肉汤培养基（ＢＨＩ）；胰蛋白胨大豆

琼脂培养基（ＴＳＡ）；平板计数琼脂培养基（ＰＣＡ）；四环素

耐药菌；磺胺耐药菌；高通量测序
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养殖业抗生素的滥用导致农业生产成为抗生素耐药

菌（Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｉｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ，ＡＲＴ）的一大来源
［１］，

农业源ＡＲＴ菌可能通过食物链传播至人类
［２］。水平基

因迁移（Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒ，ＨＧＴ）是耐药基因在各

类细菌中扩散的重要方式［３］，但相较于致病菌，数量庞

大、遗传背景丰富、可能更频繁地参与 ＨＧＴ的非致病菌

的耐药性尚未受到系统监测和研究［４］。其中标准化、批

量化培养、分离 ＡＲＴ菌技术的缺乏，是制约非致病菌耐

药性研究的瓶颈问题之一。

活细菌的分离检测对于细菌种类的进一步表征至关

重要［５］。培养基类型和成分浓度［６］会影响可培养细菌群

落构成［７］和单类细菌的生长速率［８］，以及对抗生素的耐

受性［９－１０］。针对未知耐药细菌群落的初步筛查或耐药基

因的迁移研究，科研人员使用脑心浸液肉汤（ＢＨＩ）
［１１－１２］、

麦康凯琼脂［１３］、胰蛋白胨大豆琼脂（ＴＳＡ）
［１４］、ＬＢ

［１５］、平

板计数琼脂（ＰＣＡ）
［１６］等培养基，但这些培养基对不同基

质中的不同ＡＲＴ菌的培养效果并未得到评估。

培养基营养物质的丰富度对可培养细菌的种类和数

量的影响尚无定论［１７］，鉴于ＢＨＩ、ＴＳＡ和ＰＣＡ培养基对

细菌培养的普适性或在标准化操作中的广泛应用［１８－１９］，

研究拟以这３种培养基为例，基于高通量测序技术，分析

在不同培养基上培养获得的冷鲜鸡和鸡肉熟食表面四环

素耐 药 （Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｔ，Ｔ
ｒ）菌 和 磺 胺 耐 药

（Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｔ，Ｓｒ）菌的菌群结构和菌属丰

度，为评估培养基对不同基质上不同 ＡＲＴ菌的培养效果

提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

４份冷鲜鸡产品（整鸡、鸡胸肉、鸡腿肉和鸡翅，编号

分别为Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３和Ｆ４）和３份散装鸡肉熟食制品（白斩

鸡、盐水鸡和烤鸡，编号分别为Ｒ１、Ｒ２和Ｒ３）：无菌袋包

装后置于冰袋中，３ｈ内送回实验室，市售；

ＰＣＡ 培养基、ＢＨＩ培养基及 ＴＳＡ 培养基：英国

ＯＸＯＩＤ公司；

真 菌 抑 制 剂 放 线 菌 酮 （Ｃｙｃ）：分 析 纯，美 国

ＡＭＲＥＳＣＯ公司；

四环素（Ｔｅｔ）、磺胺甲恶唑（Ｓｕｌ）、甲氧苄啶（Ｔｒｉ）：分

析纯，美国ＳＩＧＭＡ公司；

生理盐水：广东环凯微生物科技有限公司；

医用酒精：国药集团化学试剂有限公司；

细菌基因组提取试剂盒：德国ＱＩＡＧＥＮ公司；

聚合酶链式反应（ＰＣＲ）试剂盒、琼脂糖电泳试剂盒：

北京全式金生物技术有限公司；

ＰＣＲ产 物 电 泳 凝 胶 回 收 试 剂 盒：美 国 Ｔｈｅｒｍｏ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；

ＰＣＲ引物：生工生物工程（上海）股份有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

均质机：ＢＡＧＭＩＸＥＲ４００型，法国Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ公司；

水平核酸电泳系统：ＭｉｎｉＳｕｂｃｅｌｌＧＴ型，美国Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司；

凝胶成像系统：ＣｒｉｔｅｒｉｏｎＳｔａｉｎＦｒｅｅ型，美国ＢｉｏＲａｄ

公司；

超微 量 分 光 光 度 计：ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ 型，美 国

Ｔｈｅｒｍｏ公司；

高压灭菌锅：ＳＸ５００型，日本ＴＯＭＹ公司。

１．２　方法

１．２．１　Ｔ
ｒ菌和Ｓｒ菌的培养　根据 ＧＢ４７８９．２—２０１６和

Ｈｕａｎｇ等
［１１］的方法从鸡肉样品表面初步培养出对四环

素或磺胺甲恶唑耐药的细菌。无菌条件下将样品表面

（深度不超过５ｍｍ）的组织剪碎，混匀，准确称量２５ｇ于

无菌袋中，加入２２５ｍＬ０．９％无菌生理盐水，用均质机拍

打２ｍｉｎ制成均质液。吸取２００μＬ均质液分别均匀涂布

于３种培养基（ＢＨＩ、ＴＳＡ、ＰＣＡ）平皿上，每种培养基平皿

中含有１６μｇ／ｍＬＴｅｔ和１００μｇ／ｍＬＣｙｃ（分别记为

ＢＨＩｔｅｔ组、ＴＳＡｔｅｔ组和ＰＣＡｔｅｔ组），或１５２μｇ／ｍＬＳｕｌ、

８μｇ／ｍＬＴｒｉ和１００μｇ／ｍＬＣｙｃ（分别记为 ＢＨＩｓｕｌ组、

ＴＳＡｓｕｌ组和ＰＣＡｓｕｌ组），或仅含有１００μｇ／ｍＬＣｙｃ（分

别记为ＢＨＩｃｙｃ组、ＴＳＡｃｙｃ组和ＰＣＡｃｙｃ组），分别对样

品中的可培养Ｔｒ菌、可培养Ｓｒ菌和可培养总菌进行培养。

每个处理重复３次。所有平皿于（３０±１）℃下倒置培养

４８ｈ，将同组的３个平皿中的菌体全部刮取并混合，提取

细菌总脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）后进行菌群多样性分析。

１．２．２　细菌总ＤＮＡ的提取　用２ｍＬ生理盐水重悬刮

取培养皿上的菌体，充分混匀，取１００μＬ菌悬液，用细菌

基因组提取试剂盒提取细菌总ＤＮＡ。经１％琼脂糖凝胶

电泳和超微量分光光度计测定后，对１６ＳｒＲＮＡ基因的

Ｖ３～ Ｖ４ 区 域 进 行 扩 增，上 游 引 物 为 ３４１Ｆ：５′

ＣＣＴＡＹＧＧＧＲＢＧＣＡＳＣＡＧ３′，下 游 引 物 为 ８０６Ｒ：５′

ＧＧＡＣＴＡＣＮＮＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ３′。用琼脂糖凝胶电

泳检测ＰＣＲ扩增产物质量后，委托北京诺禾致源生物信

息科技有限公司进行高通量测序。

１．２．３　高通量测序　基于ＩｏｎＳ５
ＴＭＸＬ测序平台进行测

序，使用Ｃｕｔａｄａｐｔ（Ｖ１．９．１）
［２０］对ｒｅａｄｓ进行低质量部分剪

切，得到最终的有效数据（ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ）。利用 Ｕｐａｒｓｅ软

件（Ｕｐａｒｓｅｖ７．０．１００１）
［２１］对所有样品的全部ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ

进行聚类，默认以９７％的一致（Ｉｄｅｎｔｉｔｙ）将序列聚类成为

ＯＴＵｓ，对ＯＴＵｓ序列进行物种注释。对各样品的数据进
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行均一化处理，以样品中数据量最少的为标准进行均一

化处理，最终确定各物种的相对丰度。基于均一化处理

后的数据，利用β多样性分析中的主坐标分析（ＰｃｏＡ）比

较样本之间的差异，并用 ＭｅｔａＳｔａｔ方法对组间的物种丰

度数据进行假设检验得到犘 值，根据犘 值筛选具有显著

性差异的物种。

２　结果与分析
２．１　两类可培养 ＡＲＴ菌的菌群结构及可培养总菌的

差异

　　由图１、图２可知，不论使用哪种培养基，每个样品中

的两类ＡＲＴ菌与总菌相比，排名前十的优势菌属在种类

和丰度上均有差异，甚至在冷鲜鸡和鸡肉熟食样品中分

别有５（样品Ｆ２，用ＰＣＡ培养）～３０（样品Ｆ１，用ＢＨＩ培

养）、８（样品Ｒ２，用ＰＣＡ培养）～２０（样品 Ｒ２，用ＢＨＩ培

养）个属的耐药细菌在对应的可培养总菌（从不含抗生素

的培养基上培养获得）中并未得到鉴定，说明冷鲜鸡和鸡

肉熟食表面各类耐药细菌菌群的组成各不相同。因此，

有必要研究不同培养基对某类 ＡＲＴ菌菌群培养效果的

影响。

２．２　３种培养基对两类可培养ＡＲＴ菌组分的影响

由表１、表２可知，冷鲜鸡表面共鉴定出７８个属的Ｔｒ

菌和７７个属的Ｓｒ菌，多于前期研究
［２２］及单一ＢＨＩ培养

基中的。其中３４个种属的 Ｔｒ菌和３３个种属的Ｓｒ菌在

３种培养基上被鉴定出，而仅在ＢＨＩ、ＴＳＡ和ＰＣＡ培养

基上鉴定出的特有Ｔｒ菌属各有３０，５，３个，Ｓｒ菌属为９，８，

１４个。

在鸡肉熟食样品表面共鉴定出２８个属的 Ｔｒ菌和

４３个属的Ｓｒ菌，其中３种培养基的共有菌属分别为１９，

２８个，特有Ｔｒ菌属分别为３，２，１个，Ｓｒ菌属分别为１，６，

０个。微生物菌群中某个菌株或某类菌属是否能获得培

图１　３种培养基上的可培养总菌（Ｃ）、Ｔｒ菌和Ｓｒ菌的优势菌属及丰度排名

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｇｅｎｅｒａａｎｄａｂｕｎｄａｎｃｅｒａｎｋｉｎｇｏｆｃｕｌｔｕｒａｂｌｅｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａ，ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ

ａｎｄｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｏｎｔｈｒｅｅｍｅｄｉａ

图２　３种培养基上的可培养总菌（Ｃ）、Ｔｒ菌和Ｓｒ菌的种属数维恩图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍｓｏｆｇｅｎｕｓｎｕｍｂｅｒｓｏｆｃｕｌｔｕｒａｂｌｅｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａ，ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ

ａｎｄｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｏｎｔｈｒｅｅｍｅｄｉａ
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养，除受培养基质能提供的营养支持及抗生素抑制外，还

受到周边菌群的协同促进或竞争抑制。鸡肉熟食表面只

在ＰＣＡ 培 养 基 上 得 到 培 养 的 Ｔｒ 菌 为 环 丝 菌 属

（犅狉狅犮犺狅狋犺狉犻狓ｓｐｐ．），只在ＢＨＩ培养基上得到培养的Ｓ
ｒ菌

为乳杆菌属（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊ｓｐｐ．），只在ＴＳＡ培养基上得

到培养的Ｓｒ菌为拟杆菌属（犅犪犮狋犲狉狅犻犱犲狊ｓｐｐ．）和肉杆菌属

（犆犪狉狀狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｓｐｐ．），但这些菌属在冷鲜鸡样品中的

３种培养基上均能得到培养；而冷鲜鸡表面只在ＰＣＡ培

养基上得到培养的Ｓｒ菌犆犲狋狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｓｐｐ．在鸡肉熟食样

品中的３种培养基上均能得到培养，慢生根瘤菌属

（犅狉犪犱狔狉犺犻狕狅犫犻狌犿ｓｐｐ．）在鸡肉熟食样品中用 ＴＳＡ培养

基也能得到培养。因此，培养基对表１、表２中涉及的菌

表１　３种培养基特异性培养的Ｔ
ｒ菌

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎｏｎｅｍｅｄｉａｏｎｌｙ

门
ＢＨＩ

冷鲜鸡 鸡肉熟食

ＴＳＡ

冷鲜鸡 鸡肉熟食

ＰＣＡ

冷鲜鸡 鸡肉熟食

放线菌门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）

双 歧 杆 菌 属

（犅犻犳犻犱狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿 ｓｐｐ．）、

犐犪犿犻犪 ｓｐｐ．、微 杆 菌 属

（犕犻犮狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｓｐｐ．）、分枝

杆 菌 属 （犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

ｓｐｐ．）、罗氏菌属（犚狅狋犺犻犪ｓｐｐ．）

／ ／ ／ ／ ／

拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）

铁锈菌属（犉犲狉狉狌犵犻狀犻犫犪犮狋犲狉

ｓｐｐ．）、未知的腐螺旋菌科属

（ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ犛犪狆狉狅狊狆犻狉犪犮犲犪犲）

／ 犕狌狉犻犫犪犮狌犾狌犿ｓｐｐ． ／ ／ ／

厚壁菌门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）

无 杆 菌 属 （犃犵犪狋犺狅犫犪犮狋犲狉

ｓｐｐ．）、 拟 梭 菌 属

（犆犾狅狊狋狉犻犱犻狅犻犱犲狊ｓｐｐ．）、艾森伯

格菌（犈犻狊犲狀犫犲狉犵犻犲犾犾犪ｓｐｐ．）、杜

氏杆菌属（犇狌犫狅狊犻犲犾犾犪ｓｐｐ．）、

黄 曲 霉 属 （犉犾犪狏狅狀犻犳狉犪犮狋狅狉

ｓｐｐ．）、 犔犪犮犺狀狅犮犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿

ｓｐｐ．、 束 毛 球 菌 属

（犜狉犻犮犺狅犮狅犮犮狌狊ｓｐｐ．）、未知的

丹毒丝菌科属（ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

犈狉狔狊犻狆犲犾狅狋狉犻犮犺犪犮犲犪犲）

微 小 杆 菌 属

（犈狓犻犵狌狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

ｓｐｐ．）、未知的瘤胃

球 菌 科 属

（ ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

犚狌犿犻狀狅犮狅犮犮犪犮犲犪犲）

乏 养 菌 属

（犃犫犻狅狋狉狅狆犺犻犪ｓｐｐ．）、

赖氨酸芽孢杆菌属

（ 犔狔狊犻狀犻犫犪犮犻犾犾狌狊

ｓｐｐ．）、八叠球菌属

（犛狆狅狉狅狊犪狉犮犻狀犪ｓｐｐ．）

未知的梭菌目属

（ ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

犆犾狅狊狋狉犻犱犻犪犾犲狊）

明 串 珠 菌 属

（ 犔犲狌犮狅狀狅狊狋狅犮

ｓｐｐ．）

环 丝 菌 属

（犅狉狅犮犺狅狋犺狉犻狓

ｓｐｐ．）

硝化螺旋菌门

（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）

未知的硝化螺旋菌科属

（ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ犖犻狋狉狅狊狆犻狉犪犮犲犪犲）
／ ／ ／ ／ ／

变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）

食酸菌属（犃犮犻犱狅狏狅狉犪狓ｓｐｐ．）、

犃犾狔狊犻狅狊狆犺犪犲狉犪ｓｐｐ．、水小杆

菌属（犃狇狌犪犫犪犮狋犲狉犻狌犿 ｓｐｐ．）、

水 单 胞 菌 属 （犃狇狌犻犿狅狀犪狊

ｓｐｐ．）、慢 生 根 瘤 菌 属

（犅狉犪犱狔狉犺犻狕狅犫犻狌犿ｓｐｐ．）、丛毛

单胞菌属（犆狅犿犪犿狅狀犪狊ｓｐｐ．）、

脱 氯 菌 属 （犇犲犮犺犾狅狉狅犿狅狀犪狊

ｓｐｐ．）、代尔夫特菌属（犇犲犾犳狋犻犪

ｓｐｐ．）、犇狅犽犱狅狀犲犾犾犪ｓｐｐ．、螺杆

菌 属 （犎犲犾犻犮狅犫犪犮狋犲狉 ｓｐｐ．）、

犐狀犺犲犾犾犪ｓｐｐ．、犖狅狉犱犲犾犾犪ｓｐｐ．、

发光杆菌属（犘犺狅狋狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

ｓｐｐ．）、鞘 脂 单 胞 菌 属

（犛狆犺犻狀犵狅犿狅狀犪狊ｓｐｐ．）

产 碱 菌 属

（犃犾犮犪犾犻犵犲狀犲狊ｓｐｐ．）

希 万 氏 菌 属

（犛犺犲狑犪狀犲犾犾犪ｓｐｐ．）

短波单胞菌属

（犅狉犲狏狌狀犱犻犿狅狀犪狊

ｓｐｐ．）

水 栖 菌 属

（犈狀犺狔犱狉狅犫犪犮狋犲狉

ｓｐｐ．）、莫拉菌属

（犕狅狉犪狓犲犾犾犪

ｓｐｐ．）

／
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表２　３种培养基特异性培养的Ｓ
ｒ菌

Ｔａｂｌｅ２　Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎｏｎｅｍｅｄｉａｏｎｌｙ

门
ＢＨＩ

冷鲜鸡 鸡肉熟食

ＴＳＡ

冷鲜鸡 鸡肉熟食

ＰＣＡ

冷鲜鸡 鸡肉熟食

放线菌门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）

节杆菌属（犃狉狋犺狉狅犫犪犮狋犲狉

ｓｐｐ．）、 考 克 氏 菌

（犓狅犮狌狉犻犪ｓｐｐ．）

／
罗 氏 菌 属

（犚狅狋犺犻犪ｓｐｐ．）
／

暂定犃狇狌犻犾狌狀犪ｓｐｐ．、皮生球

菌属（犇犲狉犿犪犮狅犮犮狌狊ｓｐｐ．）
／

拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）
／ ／

金 黄 杆 菌 属

（犆犺狉狔狊犲狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

ｓｐｐ．）

拟 杆 菌 属

（ 犅犪犮狋犲狉狅犻犱犲狊

ｓｐｐ．）

另枝菌属（Ａｌｉｓｔｉｐｅｓｓｐｐ．）、

穆 里 巴 库 鲁 姆 菌 属

（犕狌狉犻犫犪犮狌犾狌犿 ｓｐｐ．）、热芽

胞 杆 菌 属

（犜犺犲狉犿狅犫犪犮犻犾犾狌狊ｓｐｐ．）

／

厚壁菌门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）

拟梭菌属（犆犾狅狊狋狉犻犱犻狅犻犱犲狊

ｓｐｐ．）、艾 森 伯 格 菌

（犈犻狊犲狀犫犲狉犵犻犲犾犾犪ｓｐｐ．）、黄

曲霉属（犉犾犪狏狅狀犻犳狉犪犮狋狅狉

ｓｐｐ．）、

犔犪犮犺狀狅犮犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿ｓｐｐ．

乳 杆 菌 属

（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊

ｓｐｐ．）

孪 生 菌 属

（犌犲犿犲犾犾犪ｓｐｐ．）

肉 杆 菌 属

（犆犪狉狀狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

ｓｐｐ．）、罗斯氏菌

属 （犚狅狊犲犫狌狉犻犪

ｓｐｐ．）、 暂 定

犛狋狅狇狌犲犳犻犮犺狌狊ｓｐｐ．

无 杆 菌 属 （犃犵犪狋犺狅犫犪犮狋犲狉

ｓｐｐ．）、 花 球 菌 属

（犃狀狋犺狅犮狅犮犮狌狊ｓｐｐ．）

／

硝化螺旋菌门

（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）
／ ／ ／ ／ ／ ／

变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）

产碱菌属（犃犾犮犪犾犻犵犲狀犲狊

ｓｐｐ．）、发 光 杆 菌 属

（犘犺狅狋狅犫犪犮狋犲狉犻狌 ｓｐｐ．）、

犠狅犺犾犳犪犺狉狋犻犻犿狅狀犪狊ｓｐｐ．

／

弓 形 杆 菌 属

（Ａｒｃｏｂａｃｔｅｒｓｐｐ．）、

莫 拉 菌 属

（犕狅狉犪狓犲犾犾犪 ｓｐｐ．）、

奈瑟菌属（犖犲犻狊狊犲狉犻犪

ｓｐｐ．）、 犗犫犾犻狋犻犿狅狀犪狊

ｓｐｐ．、拉恩氏 菌 属

（犚犪犺狀犲犾犾犪ｓｐｐ．）

慢生根瘤菌属

（犅狉犪犱狔狉犺犻狕狅犫犻狌犿

ｓｐｐ．）、莫拉菌属

（犕狅狉犪狓犲犾犾犪ｓｐｐ．）

无色杆菌属（犃犮犺狉狅犿狅犫犪犮狋犲狉

ｓｐｐ．）、暂 定 犃犾狔狊犻狅狊狆犺犪犲狉犪

ｓｐｐ．、慢 生 根 瘤 菌 属

（犅狉犪犱狔狉犺犻狕狅犫犻狌犿 ｓｐｐ．）、代

尔夫特菌属（犇犲犾犳狋犻犪ｓｐｐ．）、

嗜 血 菌 属 （犎犪犲犿狅狆犺犻犾狌狊

ｓｐｐ．）、鞘 脂 单 胞 菌 属

（犛狆犺犻狀犵狅犿狅狀犪狊ｓｐｐ．）

／

梭杆菌门

（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）
／ ／ ／ ／ 犆犲狋狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｓｐｐ． ／

属的培养偏好性还需进一步验证。

２．３　３种培养基对两类可培养ＡＲＴ菌丰度的影响

主坐标分析结果表明，经３种培养基培养后，冷鲜鸡

和鸡肉熟食样品表面两类可培养 ＡＲＴ菌的主要群落结

构差异不大。进而用 Ｍｅｔａｓｔａｔ法分析经３种培养基培养

后丰度产生差异的ＡＲＴ菌菌属，即在ＢＨＩｔｅｔ组、ＴＳＡｔｅｔ

组和ＰＣＡｔｅｔ组之间分别进行两两比较。组间聚类结果

表明，ＢＨＩ和ＴＳＡ对所培养细菌的丰度具有较高的相似

性。由图３、图４可知，冷鲜鸡表面有５个属的 Ｔｒ菌和

３个属的Ｓｒ菌在不同培养基上产生了显著差异。其中，

４种Ｔｒ 菌 （气 单 胞 菌 属 犃犲狉狅犿狅狀犪狊ｓｐｐ．、水 栖 菌 属

犈狀犺狔犱狉狅犫犪犮狋犲狉ｓｐｐ．、乳杆菌属犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊ｓｐｐ．和泛菌

属犘犪狀狋狅犲犪ｓｐｐ．）和２种Ｓ
ｒ菌（肠球菌属犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊ｓｐｐ．

和乳杆菌属犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊ｓｐｐ．）在ＰＣＡ培养基上能获得

培养的稳定性及丰度均较高，而１种 Ｔｒ菌（漫游菌属

犞犪犵狅犮狅犮犮狌狊ｓｐｐ．）和１种 Ｓ
ｒ菌（类香味菌属 犕狔狉狅犻犱犲狊

ｓｐｐ．）在ＢＨＩ培养基上获得培养的稳定性及丰度均显著

较高。上述菌属中，肠球菌属、乳杆菌属、漫游菌属和类

香味菌属曾被报道是冷鲜鸡肉产品表面的优势菌属［２３］，

肠球菌属和乳杆菌属的细菌还被证实较多地参与了耐药

基因的水平迁移［２４］。因此，当研究对象包含上述菌属时，

可针对性地选择更适合的培养基以获得更多的目标

菌株。

　　由图５、图６可知，鸡肉熟食样品表面有１个属的Ｔｒ

菌和５个属的Ｓｒ菌在３种培养基上产生了显著差异。其

中，对四环素耐药的库特氏菌属犓狌狉狋犺犻犪ｓｐｐ．在ＢＨＩ培

养基上的丰度显著高于ＰＣＡ培养基上的；而２种Ｓｒ菌

（依格纳季氏菌属犐犵狀犪狋狕狊犮犺犻狀犲狉犻犪ｓｐｐ．和未知的毛螺菌

２２
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科犔犪犮犺狀狅狊狆犻狉犪犮犲犪犲属）在ＢＨＩ培养基上的丰度显著较

高，３种Ｓｒ菌（经黏液真杆菌属犅犾犪狌狋犻犪ｓｐｐ．、巨球菌属

犕犪犮狉狅犮狌犮犮狌狊ｓｐｐ．和未知的瘤胃球菌科犚狌犿犻狀狅犮狅犮犮犪犮犲犪犲

属）在ＴＳＡ培养基上的丰度较高。

　　营养物质可用性的差异会影响菌落形成的程度
［２５］，

可能是造成３种培养基对鸡肉产品中两类耐药菌培养效

果差异的原因。由于可能高达９９．９９９％的微生物物种无

法通过常规的培养方法获得［２６］，因此，突破现有常用培养

基的局限、优化培养基成分是微生物菌种分离领域的重

要研究方向。其中，稀释传统培养基［２７］或添加细菌来源

图３　冷鲜鸡表面耐药菌经不同培养基培养后的差异菌属

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｒａｏｆＡＲＴｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍｃｏｌｄｆｒｅｓｈｃｈｉｃｋｅｎｉｓｏｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａ

图４　冷鲜鸡表面差异耐药菌菌属的丰度

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＡｂｕｎｄａｎｃｅｏｆＡＲＴｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈｄｉｓｃｒｅｐａｎｃｙｉｎｃｏｌｄｆｒｅｓｈｃｈｉｃｋｅｎ

图５　鸡肉熟食表面耐药菌经不同培养基培养后的差异菌属

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｒａｏｆＡＲＴｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍｃｏｏｋｅｄｃｈｉｃｋｅｎｉｓｏｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａ
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图６　鸡肉熟食表面差异耐药菌菌属的丰度

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＡｂｕｎｄａｎｃｅｏｆＡＲＴｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈｄｉｓｃｒｅｐａｎｃｙ

ｉｎｃｏｏｋｅｄｃｈｉｃｋｅｎ

环境成分作为培养基补充物［２８］是提高可培养细菌的物种

数量乃至发现新物种的有效途径。这些方法在鸡肉可培

养耐药菌多样性的提高方面的可用性，以及适宜的稀释

倍数或添加物浓度还需更加深入的研究。

３　结论
研究基于高通量测序技术，以脑心浸液肉汤培养基、

胰蛋白胨大豆琼脂培养基和平板计数琼脂培养基３种培

养基为例，分析比较了不同培养基上培养获得的冷鲜鸡

和鸡肉熟食表面四环素耐药（Ｔｒ）菌和磺胺耐药（Ｓｒ）菌的

菌群结构。结果表明，３种培养基上均能获得培养的菌属

数仅为总可培养的抗生素耐药菌属数的４３．５９％（３４／７８，

冷鲜鸡Ｔｒ菌），４２．８６％（３３／７７，冷鲜鸡Ｓｒ菌），６７．８６％（１９／

２８，鸡肉熟食Ｔｒ菌）和６５．１２％（１９／２８，鸡肉熟食Ｓｒ菌）。

３种培养基对冷鲜鸡和鸡肉熟食样品表面两类可培养抗

生素耐药菌的主要菌落结构的影响不大，但对部分菌属

的丰度产生了显著影响，这些菌属可能在数量或特性上

是耐药研究需要重点关注的菌群。因此，汇总多种培养

基上获得的菌群信息可以更完善地描述鸡肉样品表面抗

生素耐药菌的组成。
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