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调查研究
)* 株冷冻肠衣分离细菌的鉴定
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摘$要!目的$调查冷冻肠衣携带细菌的情况% 方法$用 #): 3ENL-/J序列扩增和分析技术对 %(#(*%(#% 年

从南通地区肠衣生产$加工企业的冷冻肠衣中分离的 )* 株细菌进行鉴定% 结果$这些细菌包含了来自 #! 个属的
%( 种细菌!其中奇异变形杆菌">!/537%(-!1.-4%#$海氏肠球菌"?*53!/6/667%2-!13#和粪肠球菌"?*53!/6/667%K13614-%#

是比较明显的优势种群% 另外!许多细菌在一定条件下可引起人和动物发生疾病% 结论$冷冻肠衣可以携带多种

细菌!应该进一步加强监测和研究%

关键词!冷冻肠衣& #): 3ENL& 食源性致病菌
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作者简介’仇保丰$男$兽医师$研究方向为动物及动物产品微生

物的检测及研究$_+@75>’47X[UAGb5P%((;h#)!’̂X@

$$肠衣$ 7̂]5AG]%是猪(羊等家畜的新鲜肠管经加
工处理"除去肠内外多种不需要的组织后所剩下的
一层坚韧(半透明的薄膜"它是加工灌肠类食品的
重要原料之一’ 我国作为世界肠衣出口大国"不仅
有大批量的成品肠衣出口"来料加工和进料加工的
进境冷冻原肠数量也十分巨大’ 肠衣产业为解决
我国农畜产品出口创汇(农民增收和增加就业等问
题发挥了很大作用’ 但肠衣易携带多种微生物"特
别是去粪(清洗后未经盐渍的冷冻肠衣"更容易携
带和传播包括沙门菌(肠出血性大肠杆菌 2#*I&OI
等致病菌在内的多种微生物 )# f!* ’ 给我国公共卫
生(食品安全和畜牧业发展带来了很大的隐患’ 目

前对于冷冻肠衣具体携带哪些种类的细菌"国外尚
未见详细报道"国内更是处于空白状态’ 本研究通
过对 %(#(!%(#% 年从冷冻肠衣中分离的 )* 株细菌
进行鉴定"旨在弄清冷冻肠衣携带细菌情况"为我
国制定肠衣监管制度(提高进出口肠衣的质量和维
护公共卫生安全提供参考’

#$材料和方法
#<#$材料
#<#<#$样品

%(#(!%(#% 年从南通地区肠衣生产(加工企业
采集 & 份冷冻肠衣样品"约 *((G?份’
#<#<%$试剂

酵母浸提物(胰蛋白胨$2C2DE公司%"8R_9+0
U7]SaÛ6X3$ -3X@UG7公 司 %" ZN0-]$ #( @@X>?.
U7̂W%(307b ENL聚合酶$* ,?!>%(E.%((( 973HU3(
ENL 胶 回 收 试 剂 盒( #): 3ENL \7̂6U357>
DZUA65[5̂765XA -/Jn56$均购自 07n7J7公司%"氨苄
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青霉素(琼脂糖$L@3U]̂X公司% "其他化学试剂为
国产分析纯试剂’ 所有试剂盒(培养基均在有效
期内使用’
#<%$方法
#<%<#$细菌分离

分别将每份样品用高压灭菌处理过的剪刀和
镊子充分剪碎混匀"取 %* G加入灭菌处理过的
%%* @>生理盐水内"在振荡器内震荡处理 % @5A"然
后吸取 # @>依次用灭菌生理盐水作 #( 倍稀释"选
取 #( f*(#( f)和 #( fI三个稀释度菌液 # @>分别接种
营养琼脂平板和巧克力琼脂平板"!I B培养 %& W’
从 & 份肠衣样品中随机挑取单菌落合计 )* 个"分别
接种至 ) @>.\液体培养基内"!IB震荡培养过夜’
#<%<%$细菌 #) : 3ENL的扩增

细菌总 ENL采用氯仿?异戊醇法进行提取)&* "并
作为模板"分别对每株细菌的 #): 3ENL进行扩增"具
体操作方法参照试剂盒的说明书’ 循环反应完毕后"
向扩增反应物中加入 * !>上样缓冲液"在 #=琼脂糖
凝胶上电泳"结束后在紫外灯下观察结果’
#<%<!$细菌 #) : 3ENL的序列测定及比对

对每株细菌 -/J扩增出的目的条带分别进行胶
回收并克隆入 8R_9+0U7]SaÛ6X3"转化 EO*+后提取
质粒"用 #): 3ENL\7̂6U357>DZUA65[5̂765XA -/Jn56鉴定
阳性克隆送上海生工进行序列测定"最后将所得测序
结果输入 W668&??ccc’A 4̂5’A>@’A5W’GXa?\.L:0?进行
网上比对"寻找 #): 3ENL同源性最高的且高于 "I=的
已知细菌"即可确定待检肠衣分离细菌的种类’

%$结果与分析
%<#$细菌 #) : 3ENL的扩增

将 )* 株冷冻肠衣分离细菌提取总 ENL后"用
#): 3ENL\7̂6U357>DZUA65[5̂765XA -/Jn56分别对每
株细菌的 #): 3ENL进行 -/J扩增"琼脂糖电泳结
果显示")* 株细菌均扩增出了约为 # I(( 48 的条
带"与预期大小基本一致$见图 #%’

注&9为 E.%((( 973HU3## F& 分别为细菌 #): 3ENL

的 -/J扩增产物

图 #$细菌 #): 3ENL的 -/J扩增结果
T5GP3U#$-/J7@8>5[5̂765XA X[#): 3ENL[3X@47̂6U357

%<%$细菌 #) : 3ENL的克隆和鉴定
将 )* 株细菌 -/J扩增出的目的条带分别进行

胶回收并克隆入 8R_9+0U7]SaÛ6X3"转化 EO*+后
用 -/J鉴定出阳性克隆$见图 %%"结果表明")* 株
细菌的 #): 3ENL均成功克隆入 0载体’ 分别挑选
阳性克隆送上海生工进行 ENL序列测定’

注&9为 E.%((( 973HU3$ 48% ## F) 分别为

重组质粒的 -/J扩增产物

图 %$重组质粒的 -/J鉴定结果
T5GP3U%$DZUA65[5̂765XA X[3ÛX@45A7A68>7]@5Z]4S-/J

%<!$冷冻肠衣携带细菌的分析
)* 株冷冻肠衣携带细菌的 #): 3ENL序列测定

结果与 RUA\7AH 已收录序列进行比对"寻找与待检
细菌 #): 3ENL同源性最高的且高于 "I=的已知细
菌"从而确定待检肠衣分离细菌的种类’ 经过分析
发现"本研究鉴定的 )* 株细菌共包含 %( 种细菌"分
别来自 #! 个属$见表 #%&肠球菌属$?*53!/6/667%%(
埃希菌属$?%623!-62-1%(肠杆菌属$?*53!/.1653!%(枸
橼酸杆菌属$A-5!/.1653!%(变形杆菌属$>!/537%%(肥
杆 菌 属 $ C.3%7(.1653!-7( %( 沙 门 氏 菌 属
$#14(/*3441%(哈夫尼属$F1K-*-1%(普罗菲登斯菌属
$>!/=-83*6-1 %( 志 贺 属 $ #2-J3441 %( 漫 游 球 菌 属
$&1J/6/667%%(类香菌属 $;+!/-83%%(芽孢杆菌属
$H16-447%%’ 其中许多细菌如奇异变形杆菌(阴沟肠
杆菌和邦戈尔沙门菌等在一定条件下可引起人和
动物发生疾病’

表 #$肠衣细菌分离结果
074>U#$JU]P>6X[47̂6U3575]X>76UZ [3X@ 7̂]5AG]

菌株名称
菌株数量?
株

菌株名称
菌株数量?
株

粪肠球菌 I 弗劳地枸橼酸杆菌 %

屎肠球菌 ! 奇异变形杆菌 #&

海氏肠球菌 #( 变形肥杆菌 %

蒙氏肠球菌 % 邦戈尔沙门菌 #
?*53!/6/667%53!(-5-% # 蜂房哈夫尼菌 #

艾博替埃希菌 % 拉氏普罗菲登斯菌 !

费格森埃希菌 & 福氏志贺菌 #

阴沟肠杆菌 % &1J/6/667%61!*-02-47% !

梨形肠杆菌 # ;+!/-83%K/!K7*8- !

莫林枸橼酸杆菌 % H16-447%*314%/*-- #

注&名称未见中文翻译的菌种用拉丁名表示

!$讨论
由动物肠管加工成的肠衣携带肠内或外源微
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生物是无法避免的 )* f)* ’ 国外已有研究表明"冷冻
肠衣携带的细菌量可达到 #(& F#(I [̂P?G)%" ) f;* ’ 许
多在公共卫生方面具有重要意义的细菌"如链球菌(
肠杆菌(亚硫酸盐还原梭状芽胞杆菌等也包括在
内)"* ’ 欧洲天然肠衣协会$_N:/L%也将大肠埃希
菌(沙门菌(金黄色葡萄球菌等 I 种细菌"列为肠衣生
产中可对食品安全产生威胁的细菌并要求严格控制’

国内"仇保丰等人)#(*也在冷冻肠衣中检测出肠出血
性大肠杆菌 2#*I&OI’ 目前"国外的研究报道主要集
中在用人工添加特定细菌的方法"研究氯化钠)%"I"##* (

臭氧)#*和辐射)!"* f)*等手段对肠衣携带细菌的杀灭效
果上"但是对冷冻肠衣携带细菌的多样性研究非常
少’ 这主要是因为我国出口的绝大多数肠衣是已经
加工为成品的盐渍肠衣"而国外的大量研究表明"绝
大多数细菌在盐渍肠衣的这种高渗环境下经过一段
时间就会被杀灭)%"#%* #再加之出口到国外的肠衣除了
要经过长时间的海上运输外"到达国外还需要再次加
工和蒸煮才供食用"因此"出口成品肠衣携带细菌的
生物安全风险要大大降低’

值得关注的是"我国已成为世界肠衣类产品的
生产(加工的重要集散地之一’ 一方面"由于我国
畜牧养殖业产业化(规模化(标准化程度不高"散养
猪$羊%(小规模养殖 $# ((( 头以下%占绝对多数’
国产肠衣的原料为尚未经盐渍处理的冷冻肠衣"绝
大多数来源于没有受控的小型饲养场或千家万户
饲养的动物"冷冻肠衣的收购也往往是跨地区甚至
跨省份且经过多次流通以后才能汇集到肠衣加工
厂"因此"在国内屠宰场和肠衣企业间大批量(远距
离的运输来自全国各地的冷冻肠衣"存在着传播动
物疫病和危害公共卫生安全的巨大隐患’ 另一方
面"由于劳动力成本低廉"我国还是世界上重要的
肠衣来料和进料加工大国"每年有来自不同国家和
地区的大量肠衣涌入我国"很容易将国外的动物疫
病带入国内"对我国畜牧养殖业和肠衣从业人员的
健康带来威胁’ 但截止到目前"我国对冷冻肠衣携
带细菌尚缺乏系统(全面的研究’

在微生物分类鉴定中"传统的方法是通过描述其
形态差异和其表型的不同而界定的’ 随着分子生物学
技术的不断发展"-/J技术的日益完善"单独利用传统
的表型分类和生理生化鉴定已经不能准确的表明细菌
的遗传关系"基于 #): 3JNL具有功能和进化上的同源
性以及它们序列进化变异频率缓慢"在整体结构上极
端保守"并且 #): 3JNL分子大小适中"携带有充分的
生物信息可用来进行系统进化分析等特征"细菌分类
鉴定亦从传统的表型分类进入各种基因型分类水
平)#!* ’ #): 3ENL指的是原核生物基因组中编码核糖

体 #): 3JNL分子对应的ENL序列"即 #): 3JNL)#&*的
编码基因’ 目前"细菌 #): 3JNL序列分析作为微生物
分类系统的主要依据已得到了广泛的认同"随着微生
物核糖体数据库的日益完善"该技术已成为细菌分类
和鉴定的一个有力工具)#! f#** ’ 本研究选择使用细菌
#): 3ENL序列扩增和分析技术对细菌进行鉴定"一方
面此方法鉴定结果可靠(重复性好"且操作简单"可以
节约工作时间’ 另一方面"使用细菌 #): 3ENL序列分
析法对细菌进行鉴定"可以用同一方法鉴定不同种类
的细菌"克服了传统方法依据细菌的形态学(代谢产
物(酶活性和表面抗原等表型特征对进行细菌鉴定时"
需要对不同种细菌分别选择特征性的培养和生理生化
试验的不足"尤其是面对大量未知细菌的分类鉴定时"
前者的这一优越性就更能凸显’

本研究通过对 )* 株冷冻肠衣分离细菌的 #):
3ENL进行 -/J扩增(序列测定和分析"发现这些细
菌包含了来自 #! 个属的 %( 种细菌"其中许多细菌
如奇异变形杆菌(阴沟肠杆菌(弗氏志贺菌(邦戈尔
沙门菌等在一定条件下可引起人和动物发生疾病"
对公共卫生和食品安全产生的影响已引起社会的
广泛关注’ 相信随着监测力度的加大和监测手段
的提高"冷冻肠衣中携带细菌的检出种类将会大幅
攀升"致病菌的检出种类也将进一步增加’ 因此"
应该对冷冻原肠携带细菌等微生物的情况加以重
视"加大调查和研究的投入"从而为探索消除肠衣
携带致病菌的手段(保障公共卫生安全和推动肠衣
行业健康发展打下基础’
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大连地区水产企业加工用水肠球菌检测和分析
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!#’大连出入境检验检疫局"辽宁 大连$##)(((#%’丹东出入境检验检疫局"辽宁 丹东$##;((($

摘$要!目的$对大连地区水产企业生产加工用水进行肠球菌检测!判断其卫生状况% 方法$根据水质检测 D:2

标准"D:2I;""*%i%(((#薄膜过滤法!进行肠球菌分离培养和生化反应鉴定!并根据肠球菌的高度保守的特异性
57K基因!合成了特异性引物进行 -/J扩增% 结果$在 &# 份检测样品中!两种方法的肠球菌检出率均为 #&<)=!主

要为群$菌株% 结论$本地区加工用水卫生状况不理想!应采取行之有效的措施!加强预防和治理%

关键词!肠球菌& 大连地区& 加工用水& 食品安全& 水产品
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$$在细菌学分类上"肠球菌$?*53!/6/667%%属原归
属于链球菌属’ #";" 年"依据 T7̂H>7@和 /X>>5A]的
分类"划分出肠球菌"该属共有 #% 个种和 # 个变异
株"包括寄生于人类(牛及其他反刍动物的粪肠球
菌以及寄生于人类(牛及其他反刍动物(家禽和猪
中的屎肠球菌等’

肠球菌通常寄生于各种温血和冷血动物的腔

肠"也是健康人体的上呼吸道(口腔或肠道的常居
菌"其在宿主组织寄生"导致宿主非特异及免疫防
御机制紊乱"并引起病理改变"能导致感染"可以引
起宿主心内膜炎(胆囊炎(脑膜炎(尿路感染及伤口
感染等多种疾病 )#* ’ 此属细菌极易污染食品(生活
和加工用水"易传播疾病’ 并且由于肠球菌具有天
然耐药和获得性耐药的特征 )% f&* "使所致感染治疗
困难 )** "因此"肠球菌成为食品(水质(加工设备卫
生和生产环境卫生状况的评估指标’ 我国国家标
准对饮用水中肠球菌无明确限量要求"欧盟饮用水


