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１０９．９５μｇ／ｍＬ。试验结果表明，在 ３种百合总黄酮提取液
中，香水百合清除ＤＰＰＨ自由基的能力最强，药用百合次之，
食用百合最小。该结果与纳米金法得到的结论相一致。

３　结论

本研究建立了利用纳米金颗粒生长评价３种百合总黄酮
抗氧化性的方法。以没食子酸为对照，香水百合、药用百合、

食用百合 ３种百合对应的没食子酸当量分别为 ６３．３５、
１１８６、１．３８μｇ／ｍＬ。结果表明，３种百合总黄酮抗氧化性的
强弱依次为香水百合＞药用百合＞食用百合。在ＤＰＰＨ自由
基的清除试验中，３种百合总黄酮提取液对ＤＰＰＨ均有一定的

清除作用，其ＥＣ５０如下：食用百合为１０９．９５μｇ／ｍＬ、药用百合
为３８．７５μｇ／ｍＬ、香水百合为２５．１３μｇ／ｍＬ，清除率由强到弱
依次为香水百合＞药用百合＞食用百合，试验结果与纳米金法
一致。表明与药用百合和食用百合相比，香水百合总黄酮提取

物具有较强的抗氧化性，且纳米金法试验结果与 ＤＰＰＨ法一
致。可见纳米金法可作为评价黄酮抗氧化性的新方法。
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　　冷鲜鸡是指经检疫检验后屠宰得到的鸡胴体，经迅速冷
却使其温度在１ｈ内降到０～４℃，并保持在０～４℃下加工、

流通和零售的鲜鸡肉［１］。冷鲜鸡在生产、加工和储运过程

中，不可避免地会被空气、容器、包装材料、原料本身等所携带

的细菌污染，又因为其营养成分丰富和含水量高［２］，一旦条

件适宜，其携带的微生物就会迅速生长繁殖，出现变色、变味

以及表面发黏、产生臭味等不良变化［３］，从而使其货架期缩

短，这也成为限制冷鲜鸡产业发展的瓶颈。因此，建立系列的

综合保鲜技术研究就成为解决冷鲜鸡及酱鸡制品发展的关键

问题，而腐败菌的分离鉴定是这个问题得以解决的基础。

本研究采用平板划线分离方法分离纯化冷鲜鸡中的优势

微生物菌群，再通过传统的生理生化试验及１６ＳｒＤＮＡ测序
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的方法，对冷鲜鸡中的主要腐败菌进行菌种鉴定，从而为靶向

控制冷鲜鸡加工过程中的微生物生长提供依据，达到延长货

架期的目的。

１　材料与方法

１．１　材料
活鸡，购于当地金鑫花园菜市场，经兽医检验检疫合

格［４］。聚乙烯（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ，简称 ＰＥ）食品包装袋，购自江阴
市永达复合包装有限公司。

１．２　试剂
蛋白胨、酵母浸膏、葡萄糖、琼脂、无水氯化钠、无水硫酸

钾、甘油、磷酸盐缓冲液、二苯胺、醋酸、柠檬酸铵、乙酸钠、吐

温－８０、硫酸镁、硫酸锰、ＣａＣＯ３、胆盐、Ｈ２ＳＯ４、Ｈ２Ｏ２、石蜡、中
性红、结晶紫、ＭｇＳＯ４、ＫＨＰＯ４、Ｄ－甘露醇、柠檬酸及其他化学
试剂均为分析纯级别；１％酚红溶液、无菌生理盐水、革兰氏染
色液、奈氏试剂、格里斯氏试剂、吲哚试剂，为笔者自行配制；

微量生化反应管，购自杭州天和微生物试剂有限公司；Ｅｚｕｐ
柱式细菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒，购自生工生物工程（上
海）股份有限公司。

１．３　培养基及培养条件
１．３．１　培养基的配制　（１）平板计数琼脂（ｐｌａｔｅｃｏｕｎｔａｇａｒ，
简称ＰＣＡ）培养基，用于细菌的培养。主要配方如下：５．０ｇ
胰蛋白胨，２．５ｇ酵母浸膏，１．０ｇ葡萄糖，１５ｇ琼脂，１０００ｍＬ
蒸馏水，将ｐＨ值调至７．２±０．０２，于１２１℃灭菌１５ｍｉｎ。（２）
假单胞菌计数琼脂培养基（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｅｓ培养基），用于假单
胞菌的分离培养。主要配方如下：２０ｇ蛋白胨，５ｇ无水氯化
钠，１ｇ无水硫酸钾，１３．６ｇ琼脂，１０ｍＬ甘油，１０００ｍＬ蒸馏
水，将ｐＨ值调至７．２，于 １２１℃ 灭菌１５ｍｉｎ。（３）乳酸菌计
数琼脂培养基（ＭＲＳ），用于乳酸杆菌的分离培养。主要配方
如下：２ｇ柠檬酸铵，５ｇ乙酸钠，２０ｇ葡萄糖，１ｍＬ吐温 －８０，
０．５８ｇ硫酸镁，０．２５ｇ硫酸锰，１５ｇ琼脂，２０ｇＣａＣＯ３，
１０００ｍＬ蒸馏水，将 ｐＨ值调至 ６．２～６．４，于 １２１℃灭菌
１５ｍｉｎ。（４）结晶紫中性红胆盐葡萄糖琼脂（ＶＲＢＧＡ）培养
基，用于肠杆菌的分离培养。主要配方如下：３ｇ酵母浸膏，
７ｇ蛋白胨，１．５ｇ胆盐，５ｇ氯化钠，１０ｇ乳糖，０．０３ｇ中性红，
０．００２ｇ结晶紫，１５ｇ琼脂，１０００ｍＬ蒸馏水，将 ｐＨ值调至
７．３～７．５，于１２１℃灭菌１５ｍｉｎ。（５）热杀索丝菌计数琼脂培
养基（ＳＴＡＡ），用于热杀索丝菌的分离培养。主要配方如下：
２０ｇ蛋白胨，１５ｇ甘油，１ｇＭｇＳＯ４，２ｇ酵母提取物，１ｇ
ＫＨＰＯ４，１３ｇ琼脂，溶于１０００ｍＬ蒸馏水。灭菌后，加入下列
灭菌的水溶液：５０μｇ／ｍＬ链霉素硫酸盐，５０μｇ／ｍＬ环己六亚
胺，５０μｇ／ｍＬ乙酸盐。
１．３．２　培养条件　本研究中腐败菌微生物的培养条件见表１。
１．３．３　主要仪器与设备　３７３０ＸＬ型测序仪，Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ；ＦＲ９８０型凝胶成像仪，上海复日科技仪器有限公
司；ＤＹＣＰ－３１ＤＮ型ＤＮＡ电泳槽，北京六一仪器厂；ＤＹＹ－５
型稳压电泳仪，北京六一仪器厂；２７２０ｔｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒ型 ＰＣＲ
仪，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；ＨＣ－２５１８Ｒ冷冻高速离心机，上海伊
沐医疗器械有限公司；ＤＫ－８Ｄ型电热恒温水槽，上海一恒科
学仪器有限公司；ＢＣＤ－２０３型冰箱，海信（北京）电器有限公
司；ＢＬ３－１２０型超声波清洗机，上海比朗仪器有限公司；

表１　本研究中腐败菌分离、计数用培养基与培养条件

分离与计数对象 培养基
培养温度

（℃）
培养时间

（ｈ）

总细菌　 ＰＣＡ培养基 ３７ ２４
乳酸菌　 ＭＲＳ培养基 ３７ ２４
假单胞菌 ＰＳＡ培养基 ３０ ２４
肠杆菌　 ＶＲＢＡ培养基 ３７ ２４
索丝菌属 ＳＴＡＡ培养基 ３０ ２４

ＤＴ－２００型电子天平，常熟双杰测试仪器厂；ＨＨ－８型数显
恒温水浴锅，临安同华电器有限公司；ＨＳＸ－２５０型恒温恒湿
培养箱，上海福玛实验设备有限公司；ｐＨＳ－３Ｃ型精度 ｐＨ
计，上海精密科学仪器有限公司；ＱＹＣ－２００型全温培养摇
床，上海福玛实验设备有限公司；ＸＳＰ－１３Ａ型生物显微镜，
江南光学仪器厂；ＹＸ２８０Ｂ型手提式不锈钢压力蒸汽灭菌器，
上海精宏实验设备有限公司；ＳＷ－ＣＪ－１Ｆ型单人双面净化
工作台，苏州净化设备有限公司；ＤＨＧ－９１４８Ａ型电热恒温鼓
风干燥箱，上海三申医疗器械有限公司。

１．４　方法
１．４．１　样品的制备　冷鲜鸡制备步骤如下：活鸡宰杀→剃毛
净膛→修整清洗→采用浓度为５０ｍｇ／Ｌ的次氯酸钠溶液［５］浸

泡、淋洗→用冷却水冲洗、沥干→真空包装→４℃保藏。
１．４．２　微生物菌相构成分析　冷鲜鸡样品于４℃储存至第
１０天，样品腐败变质。于无菌条件下称取２５ｇ样品，剪碎后
置于装有２２５ｍＬ无菌生理盐水的锥形瓶中，均质３０ｍｉｎ，取
上清，依次作１∶１０递增稀释，每个稀释度作３个平行，倒入
冷至４５℃的选择性培养基，放入恒温培养箱内倒置培养４８ｈ
后计数［６］。

１．４．３　腐败菌菌种的分离纯化　从选择性培养基上挑取典
型菌落，在其相应平板上作划线分离，分离纯化２～３次，将代
表性菌株移殖至斜面，保藏备检［７］。

１．４．４　菌落形态的观察　在显微镜下观察已分离纯化的单
个菌落的大小、颜色、形状、隆起度、边缘结构、表面光滑或粗

糙度、光泽度、透明度和质地等［８］。通过革兰氏染色、鞭毛染

色及芽孢染色，对重新培养１８～２４ｈ且长势好的单菌落进行
显微镜观察。菌体形态包括细胞形态（短杆、长杆及球状

等）；革兰氏染色分阴性和阳性［９］。

１．４．５　生理生化试验　根据《食品微生物鉴定图谱》及《常
见细菌系统鉴定手册》［１０］，进行氧化酶、接触酶、葡萄糖氧化

发酵、精氨酸双水解酶活性以及 Ｖ－Ｐ（Ｖｏｇｅｓ－Ｐｒｏｓｋａｕｅｒ）试
验，根据菌落形态、菌体形态和生理生化试验结果，最终将细

菌初步鉴定到科和属。

１．４．６　腐败菌的ＰＣＲ检测
１．４．６．１　基因组ＤＮＡ的提取　采用细菌 ＤＮＡ提取试剂盒
提取细菌基因组ＤＮＡ。
１．４．６．２　菌种鉴定基因序列扩增　以基因组 ＤＮＡ为模板，
进行细菌１６ＳｒＤＮＡ片段的ＰＣＲ扩增，采用通用引物扩增１６Ｓ
ｒＤＮＡ，其中 ７Ｆ：５′－ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ－３′，１５４０Ｒ：
５′－ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′。

ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：０．５μＬ模板（２０～５０ｎｇ／μＬ基因
组ＤＮＡ），２．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，１μＬｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），
０２μＬ酶，０．５μＬ引物 Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬ引物 Ｒ
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（１０μｍｏｌ／Ｌ），加双蒸水至２５μＬ。
ＰＣＲ循环条件：９４℃４ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃

１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．４．６．３　序列片段分析及发育树的构建　将序列提交至
ＧｅｎＢａｎｋ数据库，在ＧｅｎＢａｎｋ中使用ＢＬＡＳＴ程序进行同源性
比较，获得最相似典型菌株的ＤＮＡ序列。运用ＭＥＧＡ６软件
进行系统发育树构建。

２　结果与分析

２．１　冷鲜鸡中微生物菌相的构成
将冷鲜鸡样品于４℃保藏培养第１０天，检测其菌落总数

达到１．２×１０５ＣＦＵ／ｇ，其腐败菌相构成如图１所示，可见冷鲜
鸡的腐败菌相以假单胞菌（占比 ５１．０％）和乳酸菌（占比
３１５％）为主，其次是热杀索丝菌（占比１３．３％）、肠杆菌（占
比４．３％）。

２．２　菌落形态特征
将纯化得到的菌种分别命名为 Ｊ１、Ｃ１、Ｒ１、Ｓ１，鉴定得到

的菌落特征及菌体形态见表２。

表２　菌落特征及菌体形态

指标
纯化菌种

Ｊ１ Ｃ１ Ｒ１ Ｓ１
菌落颜色 乳白色 紫色 白色 白色

菌落形状 圆形 不规则 圆形 圆形

菌落表面 光滑 皱褶 光滑 光滑

隆起程度 稍隆 隆起 稍隆 稍隆

芽孢 无 无 无 无

个体形态 短杆 细杆状 杆状 长杆

鞭毛 极端 周身 无 无

革兰氏染色 － － ＋ ＋

　　注：“＋”表示阳性，“－”表示阴性。表３同。

２．３　腐败菌显微镜图
通过革兰氏染色试验初步分析这４种分离得到的细菌。

根据菌体的形态大小、染色结果初步确定 Ｊ１、Ｓ１为革兰氏阴
性细菌，Ｃ１、Ｒ１为革兰氏阳性细菌。此外可以看出，这４株菌
并无芽孢（图２）。

２．４　生理生化鉴定
根据《食品微生物鉴定图谱》及《常见细菌系统鉴定手

册》［１０］，通过镜检各种菌在显微镜下的菌体形态、革兰氏染色

情况等，结合表３的生理生化试验结果，初步判定 Ｊ１为假单
胞菌属，Ｃ１为肠杆菌科，Ｒ１为乳酸菌属，Ｓ１为环丝菌属。

表３　生理生化指标测试结果

测试类别
纯化菌种

Ｊ１ Ｃ１ Ｒ１ Ｓ１
接触酶试验 ＋ ＮＴ － ＋
氧化酶试验 ＋ － － －
葡萄糖发酵试验 ＋ ＋ ＋ ＋
Ｖ－Ｐ试验 ＋ ＋ ＋
精氨酸双水解酶试验 ＋ ＋ ＮＴ －

　　注：“ＮＴ”表示未检测。

２．５　１６ＳｒＤＮＡ基因ＰＣＲ扩增结果
将分离出的腐败菌典型菌株的单菌落培养后提取 ＤＮＡ，

进行１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增。由图３可以看出，４株菌得出的条
带大小不同，Ｊ１、Ｒ１、Ｃ１、Ｓ１条带大小分别为 １４８２、１３５１、
１５２８、１３６５ｂｐ。
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２．６　系统发育树的构建
将测序所得１６ＳｒＤＮＡ序列与核酸序列数据库中已知序

列进行比对，选取相似性高的菌株序列构建系统发育树，结果

如图４和表３所示。通过同源性比较可得：Ｊ１与假单胞菌属
的荧光假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）同源性最高；Ｃ１与
肠杆菌属的阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ）同源性最高；Ｒ１
与乳杆菌属的植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）同源性最
高；Ｓ１与环丝菌属的热杀索丝菌（Ｂｒｏｃｈｏｔｈｒｉｘｔｈｅｒｍｏｓｐｈａｃｔａ）
同源性最高。

表３　各菌株测序的种属关系

序号 与ＧｅｎＢａｎｋ中接近的细菌名称 相似性（％）
Ｊ１ 荧光假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ） １００
Ｃ１ 阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ） ９９
Ｒ１ 植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ） １００
Ｓ１ 热杀索丝菌（Ｂｒｏｃｈｏｔｈｒｉｘｔｈｅｒｍｏｓｐｈａｃｔａ） ９９

　　荧光假单胞菌隶属于假单胞菌属。假单胞菌是导致食品
腐败变质的主要微生物，也是冷鲜鸡中存在的优势菌［１１］。这

是因为假单胞菌在低温条件下也能利用葡萄糖迅速生长繁

殖，使肉制品腐败变质，从而影响其货架期。冷鲜鸡生产加工

和保藏期间的温度为４℃，有利于假单胞菌的生长繁殖。
植物乳杆菌隶属于乳杆菌属，在有氧时生长差，通常是无

氧包装肉类食品的优势腐败菌，广泛存在于动物、蔬菜和食

品中［１２］。

阴沟肠杆菌隶属于肠杆菌属。肠杆菌属普遍源于人和动

物的肠道排泄物，这可能与冷鲜鸡在生产、加工和储运过程中

遭到活鸡肠道内容物的污染有关［１３］。

热杀索丝菌隶属于环丝菌属，在０～３０℃下均能生长，主
要存在于肉制品中。它也是肉类食品中重要的腐败菌，因此

是引起真空包装冷鲜鸡腐败的主要微生物［１４］。

３　讨论

赵文红等从腐败冰鲜鸭中鉴定出假单胞菌属、气单胞菌

属、乳酸菌属、肠杆菌属、节杆菌属、紫色杆菌属等［８］。周涛

等对盐水鹅的主要腐败菌进行测序和序列比对，得到最终的

鉴定结果为蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）、荧光假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）、 成 团 泛 菌 （Ｐａｎｔｏｅａ
ａｇｇｌｏｍｅｒａｎｓ）［１５］。梁慧等通过传统生理生化试验鉴定冷鲜鸡
中腐败微生物的结果表明，冷鲜鸡中腐败微生物有肠杆菌、葡

萄球菌、乳酸菌及假单胞菌，１６ＳｒＤＮＡ检测结果表明，冷鲜鸡
中腐败微生物含有肠杆菌、葡萄球菌、乳酸菌、节杆菌、克氏库

克菌及假单胞菌等，两者相对比有较多相同的微生物［１６］。高

磊等从变质冷鲜鸡的腿肉中分离并通过感官评价筛得到５株
优势腐败菌，经菌落特征、菌体形态、生理生化试验以及１６Ｓ

ｒＤＮＡ序列分析，结果显示为类产碱假单胞菌、热杀索丝菌、
腐生葡萄球菌、无色杆菌、液化沙雷氏菌［９］。本研究对贮藏

在４℃的冷鲜鸡进行菌相分析可知，冷鲜鸡的腐败菌相以假
单胞菌（５１．０％）和乳酸菌（３１．５％）为主，其次是热杀索丝菌
（１３．３％）、肠杆菌（４．３％）。本研究对分离出的主要腐败菌
进行分离、纯化，然后进行菌落特征、菌体形态观察及生理生

化鉴定，初步确定Ｊ１为假单胞菌属，Ｃ１为肠杆菌属，Ｒ１为乳
酸菌属，Ｓ１为索丝菌属。然后提取细菌的 １６ＳｒＤＮＡ，进行
ＰＣＲ扩增后，经测序和序列比对，得到最终的鉴定结果：Ｊ１为
荧光假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ），Ｃ１为阴沟肠杆菌
（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ），Ｒ１为 植 物 乳 杆 菌 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ），Ｓ１为热杀索丝菌（Ｂｒｏｃｈｏｔｈｒｉｘｔｈｅｒｍｏｓｐｈａｃｔａ）。
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