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摘　 要:目的 　 了解鲜鸡蛋蛋壳表面菌落构成及其随时间的变化情况。 方法 　 收集榆林、汉中和西安三个地市不

同养殖场的鲜鸡蛋,于不同的时间点进行试验,采用聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电泳( polymerase
 

chain
 

reaction-
denaturing

 

gradient
 

gel
 

electrophoresis,PCR-DGGE)和胶回收测序的方法对细菌构成多样性和样品间相似性进行分

析。 结果 　 与榆林组和西安组比较,汉中组的 Shannon 多样性指数和 Dice 相 似 性 系 数 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P <
0. 05),菌落构成主要为厚壁菌门( Firmicutes)和放线菌门(Actinobacteria),葡萄球菌属( Staphylococcus)、链霉菌属

(Streptomyces)和乳酸杆菌属(Lactobacillus)为优势菌属。 结论 　 不同地区蛋壳表面的细菌存在多样性和复杂性,而

存放初期和末期菌落的相似度较高。
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Abstract:
  

Objective　 To
 

understand
 

the
 

composition
 

of
 

microbiota
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

fresh
 

eggshell
 

and
 

its
 

change
 

over
 

time.
 

Methods 　 The
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

three
 

cities
 

and
 

tested
 

at
 

different
 

time
 

points.
 

The
 

diversity
 

and
 

similarity
 

of
 

bacteria
 

were
 

analyzed
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction-denaturing
 

gradient
 

gel
 

electrophoresis
 

( PCR-DGGE)
 

and
 

sequencing
 

method.
 

Results 　 The
 

Shannon
 

index
 

and
 

Dice
 

index
 

of
 

bacteria
 

on
 

eggshell
 

surface
 

of
 

Hanzhong
 

were
 

statistically
 

significant
 

different
 

from
 

Yulin
 

and
 

Xian.
 

The
 

bacteria
 

were
 

mainly
 

Firmicutes
 

and
 

Actinobacteria,
 

and
 

the
 

dominant
 

genera
 

were
 

Staphylococus,
 

Streptomyces
 

and
 

Lactobacillus.
 

Conclusion 　 There
 

were
 

different
 

bacteria
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

eggshell
 

in
 

different
 

areas,
 

but
 

the
 

microbiota
 

in
 

the
 

early
 

and
 

late
 

stage
 

of
 

storage
 

time
 

was
 

very
 

similar.
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　 　 鸡蛋含有丰富的营养,是人们获取蛋白质的重

要途径之一。 根据世界粮农组织统计,我国是最大

的鸡蛋生产国,其次为美国和印度 [ 1] 。 2014 年我国

的禽蛋产量已经达到 2
 

893. 89 万吨 [ 2] 。 禽蛋消费

以鲜蛋为主,约占总消费的 90%以上 [ 3] 。 随着贮藏

时间的增加,因为鸡蛋富含水分和营养成分,极易

导致变质和腐败。 蛋壳表面的微生物会透过气孔

进入蛋内,从而引起鸡蛋的腐败变质。 如果蛋壳上

污染了致病菌,可能会引起食物中毒。 由于在形成

过程中或之后在流通领域和加工厂环境不同,鲜蛋

受微生物污染的种类和严重程度各异 [ 4] 。
传统分离培养由于培养基的限制会造成一定

程度的偏倚 [ 5] ,随着分子生物学和分子生态学的迅

速发展,大量新方法和新技术产生并被广泛应用,
人们对自然界的理解和认识达到了前所未有的广

度和深度。 其中,以 16S
 

rRNA 基因为靶分子进行

细菌的系统进化研究 [ 6] 和各种环境内的微生物群

落结构组成研究,包括污水处理系统 [ 7] 、沼气发酵

池 [ 8-9] 、植物根部土壤 [ 10] 、口腔 [ 11] 、肠道 [ 12] 以及发
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酵食品 [ 13] 等也得以迅速发展和深入。 聚合酶链式

反应-变性梯度凝胶电泳( polymerase
 

chain
 

reaction-
denaturing

 

gradient
 

gel
 

electrophoresis, PCR-DGGE )
技术可以将大小相同但碱基序列不同的核酸片段

分离,因此常作为研究微生物菌落结构的手段 [ 14] 。
本研究采用 PCR-DGGE 的方法,分析了采集自

陕西省三个地市不同养殖场的鲜鸡蛋,观察蛋壳表

面细菌的多样性以及随时间的动态变化情况,以期

为后期研究鸡蛋微生物污染和储存保鲜提供一定

的理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 样品来源

选取榆林市( YL 组) 、汉中市( HZ 组) 、西安市

( XA 组)三个地市,分别挑选一家具有代表性的蛋

鸡养殖场进行取样,采集当天生产的鸡蛋,每个养

殖场收集 30 枚鸡蛋,共 3 个批次。 所有样品均遵循

无菌采样的要求,存放于 25
 

℃ 恒温培养箱,采样当

天为 d0,并于后续第 14 天( d14) 、第 28 天( d28) 、第
42 天( d42)和第 56 天( d56)4 个时间点分别使用一

次性棉拭子收集蛋壳样品。 将采样拭子在无菌生

理盐水中充分浸湿后,均匀擦拭蛋壳表面。 所有棉

拭子保存于-40
 

℃ 冰箱,等待提取核酸。
1. 1. 2　 主要仪器与试剂

Veriti96 梯度 PCR 仪 ( 美国 ABI) , DGGE 变性

梯度凝胶电泳仪、Powerpac 通用电泳仪、Gel
 

Doc
 

XR
 

System 凝胶成像系统均购自美国 Bio-Rad, Thermo
通用型微生物培养箱。

DNA 核酸提取试剂盒 QIAamp
 

DNA
 

Mini
 

Kit
(上海凯杰公司) ,PCR 试剂(大连 TaKaRa 公司) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 DNA 提取

使用 DNA 核酸提取试剂盒(51304),采用改良的

核酸提取方法提取样品 DNA。 将采样棉拭子头剪入

1. 5
 

mL 离 心 管 中。 加 入 180
 

μL 溶 菌 酶 ( 浓 度

20
 

mg / mL),涡旋振荡混匀于 37
 

℃ 金属浴 30
 

min。
加入 25

 

μL 蛋白酶 K,200
 

μL
 

AL 缓冲液,涡旋振荡混

匀于 56
 

℃ 金属浴过夜。 短暂离心,将离心管中液体

全部吸出转移至一新的 1. 5
 

mL 离心管中。 加 200
 

μL
无水乙醇,振荡混匀,剩余步骤参照说明书进行。
1. 2. 2　 巢式 PCR 扩增

首先选取 16S
 

rRNA 基因全长引物 27F / 1492R
对样品核酸进行扩增,然后选取 16S

 

rRNA 基因 V3
区引物 341F / 534R 进 行 二 次 扩 增。 为 了 使 巢 式

PCR 产物在 DGGE 电泳中有较好的分离率,扩增时

在 341F 的 5’末端添加 GC 夹。
首轮反应体系(25

 

μL)包括:2. 5
 

μL
 

10×buffer,
上下游引物各 0. 5

 

μL,0. 5
 

μL
 

dNTP,2. 5
 

μL
 

MgCl2 ,
0. 2

 

μL
 

Taq
 

DNA,4
 

μL 模板,14. 3
 

μL
 

ddH2 O。 反应

条件:95
 

℃ 预变性 5
 

min;95
 

℃ 变性 1
 

min,55
 

℃ 退

火 1
 

min,72
 

℃ 延伸 1
 

min, 35 个循环; 72
 

℃ 延伸

7
 

min。 第二轮扩增体系( 50
 

μL) :5
 

μL
 

10 × buffer,
上下游引物各 1

 

μL,1
 

μL
 

dNTP,5
 

μL
 

MgCl2 ,0. 4
 

μL
 

Taq
 

DNA, 4
 

μL 模 板, 32. 6
 

μL
 

ddH2 O。 采 用

Touchdown 反应程序:95
 

℃ 预变性 5
 

min;95
 

℃ 变性

1
 

min,65
 

℃ 退火 1
 

min(之后每 2 个循环退火温度

降低 1
 

℃ 直至 55
 

℃ ) ,72
 

℃ 延伸 1
 

min,共 20 个循

环;95
 

℃ 变性 1
 

min,55
 

℃ 退火 1
 

min,72
 

℃ 延伸

1
 

min,共 10 个循环;72
 

℃ 延伸 7
 

min。 2%琼脂糖、
0. 5×TBE 凝胶电泳检测 PCR 产物。
1. 2. 3　 DGGE 电泳

按照电泳仪说明书,配制 30%和 65%两种变性

聚丙 烯 酰 胺 胶 溶 液。 取 两 种 变 性 胶 溶 液 各

16. 5
 

mL,分别加入 120
 

μL
 

10% 过硫酸铵和 50
 

μL
四甲基乙二胺( TEMED) ,利用蠕动泵将胶溶液均匀

打入提前安装好的垂直玻璃胶板中。 向电泳槽中

加入 1×TAE 缓冲液预热至 60
 

℃ 。 拔掉梳子装上胶

板,150
 

V 预电泳 30
 

min。 取 15
 

μL 第二轮 PCR 产

物与 3
 

μL
 

6×loading
 

buffer 混合后上样。 60
 

V 电泳

60
 

min,随后调整电压至 90
 

V,13 ~ 14
 

h 电泳过夜

(保持电泳温度在 60
 

℃ ) 。 EB 染色 20
 

min,使用凝

胶成像系统拍照保存图像。
1. 2. 4　 图像分析

使用 Quantity
 

One 软件检测电泳图谱中各样品

的条带数、灰度值等,计算 Shannon 多样性指数。 采

用非加权配对算术平均 ( UPGMA ) 法进行聚类分

析,并计算 Dice 相似性系数。 各计量资料结果均以

均数±标准差( x±s)表示,组间比较采用单因素方差

分析的方法,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
1. 2. 5　 条带回收及测序

选取 DGGE 凝胶上的共有条带和差异性条带进

行切胶回收测序。 在紫外灯下切下所选的条带(尽量

去除多余的凝胶),切好的胶条用 20
 

μL
 

DEPC 水洗

三遍,浸泡于 20
 

μL
 

DEPC 水中 4
 

℃ 过夜。 吸取 5
 

μL
浸泡液作为模板,采用首轮 PCR 的方法用不含 GC 夹

的 V3 区引物进行扩增,产物送公司测序。

2　 结果

2. 1　 PCR-DGGE 图谱比较

YL 组、HZ 组、XA 组的 PCR-DGGE 变化图谱如

图 1 所示,不同组别电泳条带数以及条带位置有所
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不同,说明蛋壳表面细菌存在多样性和复杂性。 组

内样品间存在相同位置的条带,提示不同组别可能

存在相同的细菌。 有些条带贯穿整个观察周期,说
明蛋壳表面细菌具有一定的稳定性。 每组样品大

多由 20 ~ 30 条带组成,5 ~ 10 条较亮的条带为优势

条带。 从图谱中还可以发现,YL 组和 XA 组的电泳

条带数和亮度随着时间变化而变化,呈现出先增加

再减少的趋势。
 

注:泳道每 3 个为一组平行,从左到右依次为 d0、d14、d28、d42、d56

图 1　 三个地区的 PCR-DGGE 电泳图谱

Figure
 

1　 PCR-DGGE
 

electrophoretic
 

profiles
 

of
 

three
 

regions

2. 2　 Shannon 多样性指数比较

根据 PCR-DGGE 条带灰度计算每组样品内的

Shannon 多样性指数结果显示,YL 组最低为 2. 40,
最高为 3. 33,其中 d28 时最高;HZ 组最低为 1. 79,
最高为 3. 64; XA 组最低为 2. 20,最高为 3. 33, HZ
组和 XA 组均为 d14 时最高 ( 见表 1) 。 将 YL 组、
HZ 组和 XA 组比较发现,HZ 组 Shannon 多样性指

数最 高, 与 其 他 组 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P <
0. 05) ,见表 2,表明 HZ 组样品蛋壳表面细菌构成

较为复杂。

表 1　 三个地区样品不同时间点的 Shannon 多样性指数
Table

 

1　 Shannon
 

diversity
 

of
 

samples
 

from
 

three
 

regions
 

at
 

different
 

time
 

points
存放时间 YL 组 HZ 组 XA 组

d0-1 3. 18 3. 30 3. 00
d0-2 3. 09 3. 53 2. 83
d0-3 3. 18 3. 56 2. 89
d14-1 3. 00 3. 50 3. 26
d14-2 3. 30 3. 64 3. 33
d14-3 3. 18 1. 79 3. 14
d28-1 3. 14 3. 50 3. 09
d28-2 3. 33 3. 56 2. 83
d28-3 3. 22 3. 47 3. 09
d42-1 2. 89 3. 33 3. 18
d42-2 3. 00 3. 43 3. 30
d42-3 3. 26 3. 40 2. 20
d56-1 2. 40 3. 47 3. 00
d56-2 3. 14 3. 40 3. 04
d56-3 3. 26 3. 30 3. 14

表 2　 不同地区细菌群落多样性和相似性比较( x±s)

Table
 

2　 Comparison
 

of
 

diversity
 

and
 

similarity
 

of
 

bacterial
 

communities
 

in
 

different
 

regions
项目 YL 组 HZ 组 XA 组 P 值

条带数 22. 73±4. 25 30. 29±7. 57 21. 13±4. 75 0. 00
Shannon 多样性指数 3. 10±0. 23 3. 35±0. 46 3. 02±0. 28 0. 03
Dice 相似性指数 58. 36±12. 01 61. 73±16. 01 50. 47±9. 08 0. 00

2. 3　 Dice 相似性系数和 UPGMA 聚类分析

使用 Quantity
 

One 软件根据 UPGMA 法对三组

菌群 的 相 似 性 进 行 聚 类 分 析, 结 果 见 图 2。 从

UPGMA 聚类图发现,d0 时三组样品均能较好地聚

类在一起, d14、 d28 和 d42 时表现出一定的差异,
d56 时 HZ 组和 XA 组又重新聚在一起,提示初期和

末期菌群可能较为相似。 使用 Dice 相似性系数确

定各组间样品的相似性水平,结果显示 HZ 组 Dice
相似性系数平均值最高,与其他两组比较差异有统

计学(P<0. 01) ,见表 2。
2. 4　 切胶回收测序结果

为了确定三组样品具体的细菌构成,在 DGGE
凝胶上尽可能选择更多的条带进行切胶回收测序,
经 16S

 

rRNA
 

V3 区扩增单向测序后一共得到 123 条

序列,通过美国生物信息中心 ( NCBI) 数据库进行

BLAST 比对。 由于扩增产物只有 193
 

bp,并且需要

去除引物结合区约 20
 

bp 测序质量较差的碱基,因
此测序结果只能确定至属(表 3) 。

HZ 组条带数平均值最多,与其他两组比较差

异有统计学意义(P< 0. 01) ,见表 2。 根据测序结果

图谱上相同位置的电泳条带比对结果为同一菌属,
说明不同样品间存在相同的细菌并具有一定的稳

定性。 同时相同位置电泳条带的测序结果一致也

间接反映了 DGGE 图谱的可靠性。 根据测序结果,
三组的优势细菌主要归属于厚壁菌门和放线菌门,
葡萄球菌属、链霉菌属和乳酸杆菌属在三组中的比

例均较高。

3　 讨论

蛋壳表面的微生物主要有两种来源: 一种是
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注:#1 ~ #3 为 d0;#4 ~ #6 为 d14;#7 ~ #9 为 d28;#10 ~ #12 为 d42;#13 ~ #15 为 d56;HZ 组未分析#15

图 2　 PCR-DGGE 图谱 UPGMA 聚类分析结果

Figure
 

2　 Results
 

of
 

UPGMA
 

cluster
 

analysis
 

of
 

PCR-DGGE

表 3　 切胶回收测序结果

Table
 

3　 Sequencing
 

results
 

of
 

gel
 

recycling
种类 YL 组( n = 40) HZ 组( n = 39) XA 组( n = 44)

厚壁菌门( Firmicutes)

放线菌门( Actinobacteria)

拟杆菌门( Bacteroidetes)

乳酸杆菌属( Lactobacillus) 8 ( 20. 00% ) 10 ( 25. 64% ) 6 ( 13. 64% )
葡萄球菌属( Staphylococcus) 12 ( 30. 00% ) 12 ( 30. 77% ) 16 ( 36. 36% )
罗姆布齐亚菌属(Romboutsia) — 5 ( 12. 82% ) —

链霉菌属( Streptomyces) 10 ( 25. 00% ) 12 ( 30. 77% ) 18 ( 40. 91% )
微球菌属(Micrococcus) 4 ( 10. 00% ) — —

棒状杆菌属(Corynebacterium) 4 ( 10. 00% ) — 4 ( 9. 09% )
醇杆菌属( Sphingobacterium) 2 ( 5. 00% ) — —

注:—表示未比对到该菌属

来源于自身,即鸡蛋在形成和产出过程中禽类本身

的肠道微生物;另一种则是鸡蛋在贮存和运输过程

中受到环境微生物的污染 [ 4] 。 在欧洲、美国和日

本,由鸡蛋引起的大肠埃希菌和肠炎沙门菌食物中

毒事件屡见报道,因此很多国家规定,鸡蛋产出后

必须经过清洗、消毒才能上市销售 [ 15] 。 欧盟食品安

全局则认为鸡蛋清洗后会破坏蛋壳外部的表皮层,
也会增加沙门菌的污染,因此不建议清洗。

从构造看,鸡蛋壳外膜和内膜是防止微生物入

侵引起腐败变质的屏障,但是这种屏障作用有一定

的限度 [ 16] 。 蛋壳表面的菌群多种多样,并且只有一

小部分是致病菌,一些正常菌群的增加似乎起到了

避免鸡 蛋 被 致 病 菌 定 植、 防 止 鸡 蛋 腐 败 变 质 的

作用 [ 17-18] 。
从三个地市的 DGGE 图谱可以看出,不同地市

蛋壳表面细菌存在多样性和复杂性。 对雀形目鸟

类进行过类似的研究,成年雀形目鸟类由于地理位

置、饮食和季节的不同,其泄殖腔微生物群落存在

差异 [ 19] ,因此蛋壳表面微生物群落差异可能与地理

位置有关。 汉中市地处陕西省南部,气候湿润,有

利于细菌的生长繁殖,这可能是 HZ 组的 Shannon
多样性指数高于 XA 组和 YL 组的原因。 另外,蛋壳

表面微生物群落也可能受到饲料供应和鸡品种的

影响,例如抗生素饲料补充剂可能会影响鸡肠道微

生物群落结构 [ 20-21] ,这可能也是造成不同地区间样

品存在差异的原因。
从 DGGE 条带的分布和数量还可以看出,样品

条带数随着观察时间的变化而变化,具体表现为先

增加后减少,聚类分析发现 HZ 组和 XA 组存放初期

( d0)和存放末期( d56) 相似度较高,能够较好地聚

类在一起。 之前通过培养的方法对蛋壳表面菌落

数进行分析 [ 22] ,这可能与菌落数的先增加后减少

有关。
根据切胶测序的结果,三个地市蛋壳表面的细

菌以厚壁菌门和放线菌门为主,但菌属构成各有不

同,葡萄球菌属、链霉菌属和乳酸杆菌属在不同地

市样品中的比例均较高。 鸡盲肠中最主要的细菌

门类为厚壁菌门、拟杆菌门和变形菌门,其余为放

线菌门 [ 23] 。 其中厚壁菌门和变形菌门包括了大部

分产臭味三甲胺的细菌 [ 24] 。 乳酸菌是禽类在孵化

后最先在肠道出现的菌群,当禽类开始进食时,乳

酸菌可在嗉囊和肠道迅速定植,从而维持动物肠道

微生态平衡 [ 25] 。 另有报道 [ 4] 蛋内发现的细菌主要

有葡萄球菌、链球菌、大肠埃希菌、变形杆菌、假单

胞菌属、沙门菌属等,而葡萄球菌、大肠埃希菌均能

使禽蛋引起各种不同的腐败变质情况。 本次观察

到的链霉菌可能为研究鸡蛋有关腐败微生物奠定

一定的理论基础。
近年来,随着高通量测序技术的发展,研究食

品中微生物群落构成变得越来越简便易行,其特点

是能够在极低的水平检测微生物的种类,相信在不

久的将来借助宏基因组测序技术一定会为动态检

测、监测食品中微生物菌群变化提供更多更有价值

的生物学信息。
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