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新疆椒麻鸡中腐败细菌的分离与鉴定
姬  华1，张雪艳1，刘雅臻1,2,*，徐雯雯1，王晓静1，田会丽1，伊绪东1，张  玲1

（1.石河子大学食品学院，新疆 石河子 832000；2.南大港产业园区卫生计生管理服务中心，河北 黄骅 061103）

摘  要：为研究新疆椒麻鸡中腐败细菌的种类和特性，采用平板划线法分离腐败菌。利用生理生化实验和

16S rDNA序列分析方法，对从椒麻鸡中分离的31 株腐败菌进行鉴定。结果表明：所筛选的31 株菌中，肠杆菌

20 株、葡萄球菌3 株、气单胞菌2 株、乳酸菌4 株、溶酪大球菌2 株；新鲜椒麻鸡中的主要腐败菌为溶酪大球菌、

葡萄球菌和肠杆菌；低温5 ℃贮藏条件下腐败样品中的主要腐败菌为乳酸菌、葡萄球菌和肠杆菌；常温25 ℃贮藏条

件下腐败椒麻鸡中的腐败菌主要为肠杆菌、气单胞菌、葡萄球菌和乳杆菌。
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Isolation and Identification of Spoilage Bacteria from Xinjiang Pepper Chicken
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Abstract: In order to investigate the species and characteristics of spoilage bacteria in Xinjiang pepper chicken, the streak plate 
method was employed to isolate spoilage bacteria. Thirty-one strains of spoilage bacteria isolated from pepper chicken were 
identified by physio-biochemical tests and 16S rDNA sequence analysis. The results showed 20 strains of Enterobacter spp.,  
3 strains of Staphylococcus, 2 strains of Aeromonas spp., 4 strains of lactic acid bacteria and 2 strains of Macrococccus 
caseolyticus were identified among the 31 strains. The main spoilage bacteria in fresh chicken were M. caseolyticus, 
Staphylococcus and Enterobacter spp. Lactic acid bacteria, Staphylococcus and Enterobacter spp. were predominant in 
spoiled samples stored at 5 ℃. The dominant bacteria in spoiled pepper chicken stored at 25 ℃ were Enterobacter spp., 
Aeromonas spp., Staphylococcus and Lactobacillus. 
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椒麻鸡是新疆特色名菜，色味俱佳，椒麻可口，

质地软嫩，广受消费者喜爱。食用前将多种香辛料复

配的椒麻汁淋在鸡块上拌匀即形成椒麻鸡特征风味，

新疆椒麻鸡中已检测出74 种挥发性香气成分[1-2]。椒麻

鸡营养丰富，在贮藏及销售过程中容易受到微生物污

染，引起椒麻鸡腐败变质，货架期变短。导致肉制品

腐败变质的细菌主要有革兰氏阴性菌，如需氧嗜冷假

单胞菌（Pseudomonas）、气单胞菌（Aeromonas）和

不动杆菌（Acinetobacter）等；革兰氏阳性菌，如葡

萄球菌（Staphylococcus）、热死环丝菌（Brochotrix 
thermosphacta）和乳杆菌（Lactobacillus）；革兰氏

阳性芽孢杆菌，如蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）、

巨大芽孢杆菌（Bacterium anthracoides）和枯草芽

孢杆菌（Baci l lus  subt i l i s）等；厌氧梭状芽孢杆菌



232018, Vol. 32, No. 8
基础研究

肉类研究
MEAT RESEARCH

中国肉类食品综合研究中心
CHINA MEAT RESEARCH CENTER

（Clostridium anaerobicus），如腐败梭菌（Clostridium 
putrificum）、溶组织梭菌（Clostridium histolyticum）

和产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens）等 [3-5]。

生鸡肉中的特定腐败菌为气单胞菌属（A e ro m o n a s 
spp.）、假单胞菌属（Pseudomonas spp.）、肠杆菌科

（Enterobacteriaceae）、肉杆菌属（Carnobacterium spp.）
和热死环丝菌（B. thermosphacta）[6-7]。Wang Guangyu等[6] 

发现，气单胞菌和假单胞菌属是有氧冷藏条件下黄

羽鸡肉中的优势腐败菌，杀鲑气单胞菌（Aeromonas 
salmonicida）和莓实假单胞菌（Pseudomonas fragi）
对鸡肉具有较强的致腐能力。Rouger等 [7]发现，气调

包装条件下生鸡肉中的热死环丝菌、假单胞菌和肉

杆菌是优势腐败菌。已有文献报道了各种熟食鸡肉

中的腐败菌。徐世明等 [8]发现，胀袋烧鸡中的主要腐

败菌为生孢梭状杆菌（Clostridium sporgenes）、枯

草芽孢杆菌（B. subtilis）和短小芽孢杆菌（Bacillus 
pumi lus）；张春江等 [9 ]鉴定出变质扒鸡产品中的腐

败菌主要为肠杆菌（Enterobacteria）、柠檬酸杆菌

（Citrobacter）、支芽孢杆菌（Bacillus atrophaeus）和梭

菌（Clostridium）等；赖宏刚[10]研究发现，酱鸡中的腐

败菌主要为铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）、

鼠李糖乳杆菌（Lactobacillus rhamnosus）、腐生葡

萄球菌（Staphylococcus saprophyticus）、产气肠杆菌

（Enterobacter aerogenes）和热死环丝菌；刘梦茵等[11] 

认为，引起草鸡煲腐败变质的主要菌群为产气肠杆

菌（Enterobacter aerogenes）、成团泛生菌（Pantoea 
agglomerans）、假单胞菌（Pseudomonas）、荧光假

单胞菌（Pseudomonas fluorescens）、蜡状芽孢杆菌 

（B. cereus）及类芽孢杆菌（Paenibacillus）。熟食鸡肉

中的主要腐败菌为产芽孢细菌、肠杆菌、葡萄球菌、热

死环丝菌和假单胞菌，这些腐败菌来源于原料鸡肉、操

作人员及配料的污染。熟食鸡肉中腐败菌的多样性可能

与鸡肉的加工工艺和贮藏环境有关。

鸡肉营养丰富，具有适合微生物生长的能量、碳源

和其他营养素，是微生物生长的理想介质[12]，腐败菌的

生长是椒麻鸡变质的重要原因。目前未见有关新疆椒麻

鸡中腐败菌多样性的研究报道，本研究对引起新疆椒麻

鸡腐败变质的细菌进行分离和鉴定，了解椒麻鸡中腐败

细菌的构成，为抑制椒麻鸡中腐败菌的生长和延长椒麻

鸡货架期提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

从石河子市三家饭店购买新鲜烹制的椒麻鸡，均为

当天烹制，从烹制到取样不超过2 h。

麦康凯琼脂（用于培养肠杆菌）、莫匹罗星锂盐改

良MRS培养基（用于培养乳酸菌）、STAA琼脂培养基

（用于培养热死环丝菌）、MSA培养基（用于培养葡

萄球菌）、假单胞CFC选择性培养基（用于培养假单胞

菌）、胰酪大豆胨（tryptic soy broth，TSB）液体培养

基、胰酪大豆胨琼脂（tryptic soy agar，TSA）培养基、

蛋白胨 青岛高科技工业园海博生物技术有限公司；

TIANamp Bacteria DNA Kit细菌基因组DNA提取试剂盒  
天根生化科技（北京）有限公司；溴麝香草酚蓝（分

析纯）  天津市化学试剂一厂；α -萘酚（分析纯）  
天津市光复精细化工研究所；酚红、L-精氨酸（均为分

析纯） 北京索莱宝科技有限公司。

1.2 仪器与设备

SPX-150B恒温恒湿培养箱  绍兴市苏珀仪器有

限公司；TProfessional聚合酶链式反应（polymerase 
chain reaction，PCR）仪 德国Biometra公司；LDZX-
30KBS立式压力灭菌锅 上海申安医疗器械有限公司；

BagMixer VW400均质机 法国Interscience公司。

1.3 方法

1.3.1 菌株分离

将25 g椒麻鸡鸡肉样品置于无菌均质袋，于5、25 ℃
条件下贮藏至腐败。取新鲜椒麻鸡和腐败椒麻鸡样品各

25 g，分别加入225 mL 0.1%无菌蛋白胨液，孵育6 h后均

质机拍打3 min；取1 mL上清液进行梯度稀释，选择3 个
合适的稀释度，涂布于TSA平板；培养后在TSA平板上

挑选具有典型生长形态的菌落，在各选择性培养基上反

复平板划线分离培养，直至得到纯化的单一菌落，观察

菌落的形态及特征。

1.3.2 生理生化实验

生理生化实验包括精氨酸双水解酶实验、葡萄糖氧

化发酵实验、接触酶实验和氧化酶实验。根据Brown[13]推

荐的肉中微生物鉴定图谱、《伯杰氏细菌鉴定手册》[14]

及《常见细菌系统鉴定手册》[15]等，将上述实验结果作

为初步鉴定菌株的依据。

1.3.3 DNA提取

将从选择性培养基上分离的单一菌落分别接种于

TSB肉汤，培养后用TIANamp Bacteria DNA Kit细菌基因

组DNA提取试剂盒提取分离细菌的DNA。

1.3.4 16S rDNA扩增

PCR反应体系：预混液2×Taq  PCR mastermix 
1 2 . 5   μ L、 d d H 2O   9 . 5   μ L、引物 2 7 F   0 . 5   μ L、引

物 1 4 9 2 R   0 . 5   μ L、模板 2   μ L。其中，引物 2 7 F：

5 ’ - A G A G T T T G AT C C T G G C T C A G - 3 ’，1 4 9 2 R：

5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’[16]。

PCR反应条件：94 ℃预变性3 min，然后94 ℃变性 

30 s；56 ℃退火30 s；72 ℃延伸1.5 min，进行30 个循
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环；最后72 ℃延伸20 min。扩增物送往生工生物工程

（上海）股份有限公司测序。

1.3.5 系统进化树的构建

将测序序列于NCBI GenBank Database中进行BLAST
比对，并使用MEGA 6.0软件构建系统发育树。

2 结果与分析

2.1 菌落形态与生理生化实验结果

表 1 菌落特征及菌株形态

Table 1 Colony and morphology characteristics of strains

菌株编号 菌落颜色 菌落形状 隆起度 边缘结构 菌落表面 透明度 干湿 革兰氏染色结果

05/09/21 灰白色 圆形 扁平 整齐 光滑 不透明 湿润 G－

03/13 灰白色 圆形 扁平 整齐 黏稠 不透明 湿润 G－

08/20/18/27/31 白色 圆形 扁平 整齐 光滑 不透明 湿润 G－

02/24 粉红色 圆形 扁平 整齐 光滑 不透明 湿润 G－

25/26 灰色 圆形 扁平 整齐 光滑 半透明 湿润 G－

10 白色 圆形 稍隆起 整齐 光滑 不透明 湿润 G＋

01/17 浅黄色 圆形 扁平 整齐 光滑 半透明 湿润 G－

14/16 微白色 圆形 稍隆起 整齐 光滑 半透明 湿润 G－

04/11/30 白色 圆形 扁平 整齐 光滑 不透明 湿润 G＋

06/07/22/23 白色 圆形 凸起 整齐 光滑 不透明 干燥 G＋

28/29 灰白色 圆形 稍隆起 整齐 光滑 半透明 湿润 G－

注：12、15、19号菌株不能鉴定其属性，因此未放入表中。表2同。

表 2 生理生化实验结果

Table 2 Results of physiological and biochemical tests

菌株编号
接触酶
实验

氧化酶
实验

O/F实验
精氨酸双水解

酶实验
初步鉴定
结果

05/08/09/18/20/21/27/31 阳性 阴性 发酵型 阳性 肠杆菌属

01/02/03/13/17/24/25/26 阳性 阴性 发酵型 阴性 肠杆菌属

10 阳性 阴性 发酵型 阳性 葡萄球菌属

14/16 阳性 阳性 发酵型 阳性 气单胞菌属

04/11/30 阳性 阴性 发酵型 阴性 葡萄球菌属

06/07/22/23 阴性 阴性 发酵型 阳性 乳酸菌属

28/29 阳性 阳性 发酵型 阴性 葡萄球菌属

结合Brown[13]推荐的肉中微生物鉴定图谱、《常见

细菌系统鉴定手册》 [15]以及表1～2中对菌落的描述和

生理生化实验结果，可以对筛选出的31株菌株进行初

步判断。初步鉴定出01、02、03、05、08、09、13、
17、18、20、21、24、25、26、27、31号菌株为肠

杆菌属；14、16号菌株为气单胞菌属；04、10、11、
28、29、30号菌株为葡萄球菌属；06、07、22、23号
菌株为乳酸菌属。

对于12、15、19号菌株，其菌落形状为圆形，表面

光滑、边缘整齐，但是12、19号菌株的接触酶和精氨酸

双水解实验结果均为阳性，15号菌株接触酶实验结果为

阴性。12、15、19号株菌均为杆状，可初步得知其为杆

菌，但是并不能鉴定其属性，因此并未放在表1～2中。

对于筛选出的31 株菌的鉴定仅靠生理生化实验和形

态观察是不够的，还需要进一步的深入研究。

2.2 腐败细菌系统发育分析

提取31 株菌的DNA后，利用PCR扩增其16S rDNA基

因片段，31 个菌株均获得长度为1 500 bp 左右的条带，

对扩增产物测序，并根据腐败细菌测序结果构建系统发

育树。
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图 1 新鲜椒麻鸡中细菌的系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree of spoilage bacteria isolated from fresh  

pepper chicken
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图 2 5 ℃条件下腐败椒麻鸡中细菌的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree of spoilage bacteria isolated from pepper 

chicken stored at 5 ℃
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 KY606928.1 Klebsiella oxytoca
 08
 NR 114502.1 Raoultella ornithinolytica
 14
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图 3 25 ℃条件下腐败椒麻鸡中细菌的系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic tree of spoilage bacteria isolated from pepper 

chicken stored at 25 ℃
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a. 新鲜椒麻鸡；b. 5 ℃贮藏腐败椒麻鸡；c. 25 ℃贮藏腐败椒麻鸡。

图 4 椒麻鸡中的细菌组成

Fig. 4 Bacteria community composition in pepper chicken

从 新 鲜 椒 麻 鸡 中 分 离 的 细 菌 有 溶 酪 大 球 菌 

（M. caseolyticus）、葡萄球菌（Staphylococcus）和

肠杆菌（Enterobacter spp.）；5 ℃条件下腐败椒麻

鸡中分离的细菌有乳杆菌（Lactobacillus）、乳球菌

（Lactococus）、葡萄球菌（Staphylococcus）和肠

杆菌（Enterobacter spp.）；25 ℃条件下腐败椒麻鸡

中分离的细菌有乳杆菌（Lactobacillus）、气单胞菌

（Aeromonas spp.）、葡萄球菌（Staphylococcus）和肠杆

菌（Enterobacter spp.）。

由图1、图4a可知，新鲜椒麻鸡中筛选出5  株细

菌，包括溶酪大球菌（M.caseolyticus）2 株、葡萄球菌

（Staphylococcus）1 株和肠杆菌（Enterobacter spp.）2 株。

由图2、图4b可知，在5 ℃条件下腐败椒麻鸡中筛选

出13 株细菌，包括乳杆菌（Lactobacillus）2 株、乳球

菌（Lactococus）1 株、葡萄球菌（Staphylococcus）1 株

和肠杆菌（Enterobacter spp）9 株。其中肠杆菌科微生

物有沙雷氏菌（Serratieae）、蜂窝哈夫尼亚菌（Hafnia 
alvei）、拉乌尔菌（Raoultella）、弗氏柠檬酸杆菌

（Citrobacter freundii）和泛菌属（Pantoea spp.）。

由图3、图4c可知，在25 ℃条件下腐败椒麻鸡中筛

出13 株细菌，包括乳杆菌（Lactobacillus）1 株、气单胞

菌（Aeromonas spp.）2 株、葡萄球菌（Staphylococcus）
1 株和肠杆菌（Enterobacter spp.）9 株。其中，肠杆

菌科微生物有柠檬酸杆菌（Citrobacter）、产酸克雷

伯菌（Klebsiella oxytoca）、拉乌尔菌（Raoultella）、

泛菌属（Pantoea spp.）和克吕沃尔氏菌（Kluyvera 
intermedia）。

在不同温度条件下贮藏的椒麻鸡中均存在肠杆菌

科、葡萄球菌属微生物。新鲜椒麻鸡中特有的微生物为

溶酪大球菌；5 ℃环境下贮藏的椒麻鸡中特有的腐败微

生物为肠杆菌科的沙雷氏菌属和哈夫尼亚菌；25 ℃环境

下贮藏的椒麻鸡中特有的腐败微生物为气单胞菌，且5、
25 ℃条件下均出现了乳酸菌属的微生物。腐败的椒麻鸡

有明显的酸臭味，说明乳酸菌对椒麻鸡的腐败起了很大

作用。气单胞菌最适生长温度为30 ℃，因此其存在于

25 ℃条件下贮藏的椒麻鸡中。5 ℃条件下贮藏的椒麻鸡

样品10 d后才散发酸臭味，有明显腐败现象，而25 ℃条

件下贮藏的样品仅3 d就有明显腐败现象。

3 讨 论

卤制椒麻鸡是加工中的重要一步，卤制时的温度

是制作椒麻鸡的关键工艺，温度直接影响椒麻鸡的口

感，这个过程也是杀灭致病性微生物的关键工艺[17]。尽

管椒麻鸡卤制过程中杀死了生鸡肉中的微生物，但在

新鲜椒麻鸡中仍有多种细菌存在，这可能与加工及贮

藏环境、人工交叉污染以及最后加入可能携带细菌的

新鲜洋葱等配菜有关，此外空气中也有微生物存在，

可以直接或间接地污染禽肉[18]。低温（5 ℃）贮藏腐败

椒麻鸡中的腐败菌有乳酸菌（Lactobacillus）、葡萄球

菌（Staphylococcus）和肠杆菌（Enterobacter spp.）； 

常温（25 ℃）贮藏腐败椒麻鸡中的腐败菌有肠杆菌科

（Enterobacteriaceae）、气单胞菌（Aeromonas spp.）、 

乳杆菌（Lactobacillus）及葡萄球菌（Staphylococcus）
等。乳酸菌一直是肉制品中的优势腐败菌，这与刘勤华

等[19]对真空包装烧鸡中的腐败菌、Geeraerts等[20]对切片

熟禽肉微生物群变化的研究结果相符合。Liang等[21]用传

统的培养方法证实了假单胞菌属、肉杆菌属和环丝菌属

是鸡肉串中的优势菌群，这与本研究结果基本一致，但

略有差别，这可能与椒麻鸡煮制过程中添加了香辛料有

关。刘小莉等[22]研究叫花鸡中香辛料对腐败菌的抑制，
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发现香辛料具有广谱、稳定的抑制作用，因此不同产品

的优势腐败菌有所差别。Zhang Huiyun等[23]发现，丁香和

迷迭香能够延长生鸡肉的冷藏货架期，具有抑菌和抗氧

化能力。而椒麻鸡中的主要调料是花椒、麻椒和辣椒，

这些调料有抑菌作用。

椒麻鸡中存在腐败细菌的原因可能是在原料运输、

生产加工操作过程或销售过程中被污染。门店和市场出

售的椒麻鸡主要以有氧散包装方式贮藏，这就增加了细

菌交叉污染的概率。鸡肉在后续加工时由于辅料的添

加、工人操作等交叉污染，冷藏期间存活的细菌可能

会在鸡肉中生长繁殖[24]，食用腐败变质的食品极易引起

食源性疾病[25]。包装和巴氏杀菌能够延长肉制品的货架

期，减少食源性疾病的发生。已有文献报道利用气调包

装和臭氧处理延长禽肉的货架期：Höll等[26]发现，高氧

浓度气调包装（CO2、O2体积比80∶20）时，在4、10 ℃
贮藏8 d的鸡肉中，主要腐败菌为热死环丝菌、肉杆菌和

假单胞菌；而4 ℃无氧冷藏气调包装（N2、CO2体积比

65∶35）鸡肉中的主要腐败菌为肉杆菌、沙雷氏菌和耶尔

森氏菌，10 ℃无氧气调包装（N2、CO2体积比65∶35）鸡

肉中的主要腐败菌为蜂窝哈夫尼亚菌；Rossaint等[27]研究

发现，4 ℃高氮气调包装（N2、CO2体积比70∶30）贮藏

的鸡肉更有利于乳酸菌生长，而4 ℃高氧气调包装（O2、

CO2体积比65∶35）贮藏的鸡肉更有利于热死环丝菌生

长，高氧气调包装和高氮气调包装对于鸡肉菌落总数和

感官品质的影响并无显著差异；Meredith等[28]研究发现，

CO2、O2、N2体积比40∶30∶30的气调包装可以减少鸡肉中

弯曲菌的数量，使冷藏鸡肉的货架期超过14 d；Gertzou
等[29]研究发现，利用10 mg/L的氧气处理鸡腿肉1 h时，

相比于没有处理的鸡腿，处理后的冷藏鸡肉货架期延长

4 d，高浓度氧气可以减少鸡肉中霉菌、酵母、乳酸菌和

肠杆菌的数量。崔永慧[30]将熟鸡肉进行真空包装，采用

低温巴氏杀菌和高温高压巴氏杀菌，结果表明，90 ℃条

件下处理30 min、4 ℃冰箱中贮藏和120 ℃条件下处理

30 min、常温贮藏为最佳工艺。因此推荐饭店对椒麻鸡

进行真空包装和巴氏杀菌后售卖，以提高椒麻鸡的卫生

质量，延长其货架期。

4 结 论

本研究从椒麻鸡中分离出31 株菌，经菌体特征、

菌落形态、生理生化实验以及16S rDNA序列分析，鉴

定出其中包括肠杆菌20 株、葡萄球菌3 株、气单胞菌

2 株、乳酸菌4 株及溶酪大球菌2 株。新鲜椒麻鸡中的

主要腐败菌为溶酪大球菌（M.caseolyticus）、葡萄球菌

（Staphylococcus）和肠杆菌（Enterobacter spp.）。
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