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摘  要: 目的  研究气调保鲜卤鸭掌中微生物污染的菌相组成及主要致病菌、致病基因与耐药基因的相关情

况。方法  从市场采购气调保鲜鸭掌样品, 提取 DNA, 检测 DNA 浓度, 测序、注释, 菌种鉴定与丰度分析等, 

并检验菌落总数。结果  菌落总数结果为 1200 CFU/g, 符合食品安全国家标准要求, DNA 浓度为 6.54 ng/μL, 

存在一定程度微生物污染; 采用宏基因组研究方法分析菌相组成, 共测出 48 种微生物, 诺卡氏菌丰度最高, 

约 75.7%, 大肠杆菌、不动杆菌、慢生根瘤菌、盐单胞菌、克雷伯菌、沙门氏菌、弧菌丰度大于 1%; 比对 SEED

数据库, 检出对稳态铜的抗性基因; 比对 KEGG 数据库, 发现 13 种代谢通路可感染宿主; 比对 ARBD 数据库, 

发现 4 个多重耐药性基因, 1 个氯霉素抗性基因。结论  宏基因组结合传统微生物研究方法可有效分析样品中

微生物状况, 并能从分子层面研究致病因子, 以及耐药基因的传播机理, 对于微生物污染防控, 耐药基因传播

阻断机制, 有重要的借鉴性意义。 
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Analysis of microbial contamination in modified atmosphere preservation 
bittern duck feet based on aerobit plate count and metagenomics 
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ABSTRACT: Objective  To study the microflora composition of microbial contamination in bittern duck palms 

preserved by modified atmosphere and the correlation between the main pathogenic bacteria, pathogenic genes and 

drug resistance genes. Methods  Samples of modified atmosphere preserved duck feet were purchased from the 

market, DNA was extracted, DNA concentration was detected, sequencing, annotation, strain identification and 

abundance analysis were carried out, and the total number of colonies was tested. Results  The total number of 

colonies was 1200 CFU/g, which met the requirements of national food safety standards. The DNA concentration was 
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6.54 ng/μL, and there was a certain degree of microbial pollution. Using metagenomic research methods to analyze 

microbial composition, a total of 48 microorganisms were identified, with Nocardia having the highest abundance of 

about 75.7%, and Escherichia coli, Acinetobacter, Clostridium, Halomonas, Klebsiella, Salmonella, and Vibrio having 

an abundance greater than 1%. Compare the SEED database to detect resistance genes to steady-state copper; comparing 

with the KEGG database, it was found that 13 kinds of metabolic pathways can infect the host; comparing with the 

ARBD database, 4 multidrug-resistant genes and 1 chloramphenicol resistance gene were found. Conclusion  The 

combination of metagenomics and traditional microbial research methods can effectively analyze the microbial status 

in samples, and can study the pathogenic factor mechanism and the transmission mechanism of drug resistance genes 

at the molecular level. This has important reference significance for studying microbial pollution prevention and 

control, as well as the transmission blocking mechanism of drug resistance genes. 
KEY WORDS: modified atmosphere preservation bittern duck feet; metagenomics; microbial composition 
 
 

0  引  言 

气调保鲜卤鸭掌是一种经过特殊工艺处理的鸭掌产

品, 一般采用冻鸭掌, 经解冻、清洗、卤制、气调、袋装

等工艺制造而成。气调保鲜技术, 即通过控制包装内的气

体比例, 如充入氮气或二氧化碳气等, 使其中的氧气浓度

降低, 减缓产品的呼吸作用和微生物生长速度, 达到保鲜

的效果, 延缓食品变质, 延长食品保鲜期[1‒4]。气调保鲜卤

鸭掌的特点是口感鲜美、营养丰富, 比较二次加热杀菌的

酱卤肉制品, 新鲜程度更高, 且口感更为脆爽, 在市场上

仍然受到消费者的青睐[5‒7]。近年来, 二次加热杀菌的酱卤

肉制品食品安全监督抽检较多, 而气调保鲜卤鸭掌因保质

期短, 且需要冷链运输等原因, 一定程度上限制了食品安

全抽检工作的开展。该类样品抽检少, 微生物污染与菌相

组成的报道较少, 是否存在致病菌, 是否存在食品安全问

题, 在一定程度上被忽视[8‒10]。 
宏基因组测序是一种不参照任何序列, 采用生物信

息学方法进行拼接, 获得基因组序列, 与数据库比对, 实
现微生物鉴定、基因结构与功能分析的技术手段, 其规避

了传统微生物学培养分离方法, 结果包含可培养和不可培

养的微生物遗传信息, 较传统微生物分析方法更为全面真

实[11‒15]。实验室在市场上随机采集一批气调保鲜卤鸭掌, 
采用菌落总数与 DNA 浓度测定评价产品的微生物污染程

度, 并通过测序, 与 NR、KEGG、ARDB、SEED 等数据库

进行比对等, 进行菌相组成分析与功能基因注释, 识别可

能样品中致病菌及相关微生物, 分析其致病菌来源与可能

存在的影响, 并从分子层面深入分析包括致病基因及致病

机理、耐药基因及耐药机理, 以及基因的来源。该研究对

于气调保鲜鸭掌微生物污染程度的评价, 有助于食品生产

企业有的放矢地提高产品质量, 有助于消费者增强食品安

全风险防范意识, 有助于食品安全监管部门加大食品安全

监管与风险防控的工作力度, 同时致病菌的致病基因与耐

药基因的研究也有助于提高养殖业的无抗养殖意识。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

气调保鲜卤鸭掌(市场购买某知名厂家)。 
平板计数琼脂(北京陆桥技术股份有限公司); E.Z.N.A™ 

Mag-Bind Soil DNA Kit 提取试剂盒(美国 OMEGA 公司); 
Qubit3.0 DNA 检测试剂盒(美国 Invitrogen 公司)。 

1.2  仪  器 

PL602E 电子天平(精度 0.01 g, 瑞士梅特勒托利多公

司); Masticator Silver 拍击式均质器(西班牙 IUL 公司); 
MIR-254L-PC 低温培养箱(日本松下电器产业株式会社); 
Qubit®3.0 荧光仪(美国 Invitrogen 公司); ETC 811 PCR 仪

(北京东胜创新生物科技有限公司); FR-980A 生物电泳图

像分析系统(上海复日科技有限公司)。 

1.3  样品中菌落总数的检测 

无菌操作将样品剪碎至小于 1 cm3, 混合均匀后, 称
取 25.0 g, 至均质袋, 倒入 225 mL 无菌磷酸盐缓冲液, 均
质 1 min, 梯度稀释后, 吸取 1 mL 样液于平皿内, 倒入平

板计数琼脂培养基约 15 mL, 旋转平板混合均匀, 待琼脂

充分凝固后, (36±1)℃翻转培养 48 h, 计数。 

1.4  样品中污染微生物 DNA 的提取与浓度测定 

液氮研磨样品至粉末状, 称取 250 mg 样品, 加入 2 mL
灭菌离心管, 依据 E.Z.N.A™ Mag-Bind Soil DNA Kit 试剂

盒说明书提取样品中污染微生物的 DNA, 样品经裂解, 破
坏细胞壁和核膜后, 加入磁性珠子, 与 DNA 结合形成复合

物, 通过磁场的作用将 DNA与磁珠分离, 洗涤去除污染物, 
溶解得到高纯度的 DNA。将 Qubit3.0 DNA 检测试剂盒中

1 号 DNA 标准品、2 号 DNA 标准品与样品一起加入荧光

预混料, 涡旋, 室温反应 3 min, 采用 Qubit®3.0 荧光仪检

测 DNA 样本浓度。 
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1.5  样品的宏基因组分析 

Illumina Miseq™/Hiseq™测序后, 对测序的原始数据

进行质量评估、数据过滤, 拼接成较为完整的重叠 DNA 序

列, 经 Bin 提纯、定量、重组装和鉴定, 得到单菌基因组草

图。采用 Prodigal 进行 ORF 基因预测 , 双向并行推理

(dual-phase)算法以及构建偏差模型的方法计算基因丰度

后, 与 NR、KEGG、ARDB、SEED 等数据库进行比对, 获
得基因的物种注释信息和功能注释信息。 

基因组 DNA 的提取、测序、物种分类、功能注释等

工作由上海生工生物工程有限公司完成。 

2  结果与分析 

2.1  菌落总数与 DNA 提取分析 

样品依据 GB 4789.2—2022《食品安全国家标准 食
品微生物学检验 菌落总数测定》检验, 菌落总数结果为

1200 CFU/g, 符合 GB 2726——2016《食品安全国家标准 
熟肉制品》标准要求; 样品采用 Qubit3.0DNA 检测试剂盒

测定, DNA 浓度为 6.54 ng/μL, 样本基因组主条带较弱, 基
因组可能存在降解(图 1)。 

 

 
 

图 1  样品 DNA 电泳图 
Fig.1  Sample DNA electrophoresis map 

 

2.2  宏基因组菌相组成柱状图分析 

使用 DIAMOND软件将基因集蛋白序列与 Nr数据库, 
blastp 同源性比对, 进行功能注释和同源物种鉴定。样品中

共有 48 种微生物, 其中诺卡氏菌、大肠杆菌、不动杆菌、

慢生根瘤菌、盐单胞菌、克雷伯菌、沙门氏菌、弧菌丰度

大于 1%, 诺卡氏菌丰度最高, 约占 75.7%, 大肠杆菌丰度

为 9.6%; 并检出微小病毒、α逆转录病毒(表 1、图 2)。诺卡

氏菌是一种革兰氏阳性杆菌, 具有潜在的致病性, 属于人畜

共患, 可感染免疫能力低下的个人, 导致肺部感染、皮肤感

染等, 严重的可导致败血症和器官功能衰竭等[16]。禽类感染

星形诺卡菌的概率并不高, 但也有可能发生, 主要取决于其

所处的环境、免疫力以及接触到的传染源等因素[17]。大肠

杆菌是常见的肠道菌, 可作为粪便污染的评价指标, 经粪-
口途径传播或食用被污染的食物或水等方式感染, 产生腹

泻、发烧等症状。逆转录病毒可感染人、牛等多种生物, 导
致不同的疾病, 且具有传染性。微小病毒目前发现的含

DNA 的最小病毒之一, 可引起咽炎等疾病[18‒20]。 

2.3  宏基因组 SEED 数据库分析 

使用 DIAMOND 将基因集蛋白序列与 SEED 数据库

进行 blastp 同源性比对, 可知, 蛋白质代谢丰度为 33.6%、

细胞调节信号丰度为 27.7%、碳水化合物丰度为 8.8%、脂

肪酸、脂质和类异戊二烯丰度为 6.5%、DNA 代谢丰度为

5.6%、氨基酸和衍生物丰度为 5.2%、呼吸丰度为 2.2%、

RNA 代谢丰度为 1.6%、基于聚类的子系统丰度为 1.5%、

磷代谢丰度为 1.3%、毒力、疾病和防御丰度为 1.1%、应

激反应丰度为 1.0%、核苷和核苷酸丰度为 1.0%、辅因子、

维生素、修复基团、色素丰度为 0.9%、钾代谢丰度为 0.9%、

细胞壁和荚膜丰度为 0.7%、噬菌体、预防物、可转运元

件、质粒丰度为 0.3%、硫代谢丰度为 0.3%, 并有对稳态

铜的抗性基因, 丰度为 1.11%(图 3)。铜可与微生物中的

蛋白质、酶、核酸在新陈代谢过程中发生相互作用, 或对

细胞壁、细胞膜、细胞内部产生影响, 从而形成毒性, 但
高浓度的铜也会导致微生物产生金属抗性。铜抗性机理, 
可能是通过编码蛋白质与铜结合, 降低铜的毒性或者是

改变细胞膜的通透性或产生巯基化合物等机制, 来抵抗铜

的毒性[21]。 

2.4  宏基因组 KEGG 数据库分析 

KEGG包括各种生物学通路信息, 使用DIAMOND将

基因集蛋白序列与 KEGG 数据库进行比对, 可知, 细胞过

程丰度为 17.8%、环境信息处理丰度为 3.7%、遗传信息处

理丰度为 37.3%、人类疾病丰度为 16.4%、代谢丰度为

0.2%、生物系统丰度为 24.6%, 其中克雷伯菌、假单胞菌、

α逆转录病毒、微粒孢子虫、盐单胞菌、沙门氏菌、气单胞

菌、诺卡氏菌、草螺菌、副球菌具有包括细菌性感染病、细

菌性神经退行性疾病、病毒性内分泌和代谢疾病、病毒性翻

译传染病、病原体免疫性疾病、细菌性免疫性疾病、细菌性

内分泌和代谢疾病等多种 KEGG 生物学通路(表 2、图 4), 推
测以上微生物可通过表 2 中 13 种代谢通路感染宿主。 
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表 1  样品菌相组成 
Table 1  Sample microbial composition 

微生物名称 丰度/% 微生物名称 丰度/% 微生物名称 丰度/% 
诺卡氏菌 75.720 嗜冷菌 0.00713 副球菌 0.00078 
大肠杆菌  9.620 芽孢杆菌 0.00656 α逆转录病毒 0.00077 
不动杆菌  3.103 假单胞菌 0.00550 β-杆菌 0.00075 

慢生根瘤菌  2.628 罗斯氏菌 0.00342 香菇多糖杆菌 0.00067 
盐单胞菌  2.009 双歧杆菌 0.00291 链球菌 0.00053 
克雷伯菌  1.949 普里斯蒂亚 0.00282 左旋杆菌 0.00049 
沙门氏菌  1.798 猩红肉杯菌 0.00245 草螺菌 0.00036 

弧菌  1.452 气单胞菌 0.00240 里默雷氏菌 0.00033 
肠杆菌  0.517 梭状芽孢杆菌 0.00219 尾灰蝶 0.00029 

南海济州岛古名菌  0.390 微小病毒 0.00214 乳球菌 0.00028 
衣原体  0.338 拉斯顿尼亚 0.00145 类芽胞杆菌 0.00026 

弯曲杆菌  0.196 浮游蓝丝藻 0.00135 肠球菌 0.00020 
链霉菌  0.081 葡萄球菌 0.00134 乳酸杆菌 7.2E-05 

变形杆菌  0.054 莫拉克菌 0.00093 希瓦氏菌 6.0E-05 
微粒孢子虫  0.048 带线藻 0.00086 乳酸杆菌 5.2E-05 
伪单胞菌  0.047 拟分枝杆菌类 0.00084 逆转录病毒 4.3E-05 

 

 
 

图 2  样品菌相组成柱状图 
Fig.2  Sample bar chart of microbial composition 

2.5  宏基因组 ARDB 数据库分析 
微生物可能携带 ARGs 的质粒、整合子以及转座子等, 

可在同种属菌株间和不同种属的菌株间发生水平基因转移。

使用 UBLAST 筛选潜在的 ARGS 序列和 16srRNA 序列比对

ARDB 抗性基因数据库, 可知, 样品中微生物具有 ARGs 多

重耐药性基因mexF 1个, 多重耐药性基因mexE 1个, 多重耐

药性基因 mexD 1 个, 多重耐药性基因 adeJ 1 个, 氯霉素抗性

基因 chloramphenicol exporter 1 个(图 5)。多重耐药性基因的

抗性机理主要为抗生素外排泵或膜转运蛋白的突变, 而
ARGs 多重耐药性基因的来源主要包括土壤、食品废弃物或

粪便等。氯霉素耐药性产生的主要机理是含耐药遗传基因的

质粒, 产生氯霉素乙酰转换酶, 使氯霉素不能与细菌核糖体

结合 , 而样品中发现的氯霉素抗性基因 chloramphenicol 
exporter, 主要通过外排泵的形式, 产生抗性[22‒26]。 

 

 
 

图 3  样品 SEED 数据库丰度图 
Fig.3  Sample SEED database abundance map 
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表 2  样品 KEGG 通路注释表 
Table 2  Sample KEGG pathway table 

微生物名称 KO 编号 通路注释 丰度/%
微粒孢子虫 K11254 病原体免疫性疾病 0.0018
假单胞菌 K11253 细菌性免疫性疾病 0.0018
盐单胞菌 K04634 细菌性内分泌和代谢疾病 0.0014
沙门氏菌 K09490 细菌性感染病 9.7E-05
气单胞菌 K03231 细菌性感染病 9.2E-05
克雷伯菌 K03231 细菌性感染病 8.3E-05
假单胞菌 K05692 细菌性感染病 5.3E-05
克雷伯菌 K05209 细菌性神经退行性疾病 2.4E-05

α逆转录病毒 K04379 病毒性内分泌和代谢疾病 2.1E-05
克雷伯菌 K02984 病毒性翻译传染病 2.0E-05
诺卡氏菌 K03882 细菌性神经退行性疾病 1.9E-05
草螺菌 K02955 病毒性翻译传染病 1.4E-05

α逆转录病毒 K04361 病毒性内分泌和代谢疾病 8.5E-06
副球菌 K03884 细菌性神经退行性疾病 5.7E-06

 

 
 

图 4  样品 KEGG 数据库丰度图 
Fig.4  Sample KEGG database abundance map 

 

 
 

图 5  样品 ARGs 基因图 
Fig.5  Sample ARGs gene map 

3  讨论与结论 

酱卤鸭肉制品一般采用二次加热灭菌, 真空包装方

式销售, 但近年来, 为了进一步提高新鲜度与口感, 采用

气调保鲜技术加工熟肉制品成为一种潮流, 即将酱卤鸭

掌熟制后放入密封包装, 然后充入氮气或二氧化碳气惰

性气体保鲜 , 该类产品一般采用冷链运输销售 , 保质期

短, 多为一周。因其熟制后直接包装, 减少了高温高压灭

菌或辐照杀菌这一生产工艺 , 所以 , 该类产品并非绝对

无菌[4‒7]。 
实验室综合运用微生物和分子生物学技术, 集成传

统微生物研究方法与宏基因组等生物信息学研究手段 , 
开展气调保鲜鸭掌的微生物污染研究。结果表明该样品

在保质期内 , 菌落总数符合食品安全国家标准要求 , 但
通过宏基因组研究鉴定出包括诺卡氏菌、大肠杆菌、不

动杆菌、慢生根瘤菌、盐单胞菌、克雷伯菌、沙门氏菌、

弧菌等多达 48 种微生物, 其中诺卡氏菌丰度达 75.7%, 
大肠杆菌丰度为 9.6%, 属于较为常见的致病菌, 可能来

源于饲养、屠宰、剁肉等环节[27]; 可能来源于存在于生产

和加工环境中的污染源, 如, 生产场所的水源、设备、工

具和工作台面等; 也可能与其他食品或污染源接触而交

叉污染[28‒30]。实验室在前期研究成果的基础上, 下一步将

对饲养、屠宰、生产环节, 以及生产原料、生产工具、生

产环境等进行取样检验深入分析污染菌来源, 采取针对

性的防控措施 , 消除污染源 , 以提高气调保鲜卤鸭掌的

产品质量安全。通过 ARDB 抗性基因数据库比对, 发现 5
种 ARGs 抗性基因, 主要存在于质粒、转座子、整合子中, 
通过编码蛋白质或其他分子机制 , 产生耐药性 , 其从某

种微生物平行传递至另外一种微生物, 导致抗性基因的

广泛传播。抗性基因的来源有多种途径, 一是自然突变或

表达潜在抗性基因等方式; 二是人或畜禽粪便中存在抗

性基因在养殖场等环境中的富集, 进一步提高了抗性基

因的传播率。为了应对抗性基因的传播, 首先, 需要合理

使用抗生素, 减少不必要的抗生素使用; 其次, 需要加强

环境监测和污染控制, 防止耐药菌在环境中的传播。此外, 
更加深入地研究抗性基因的传播机制, 对于阻断抗性基

因的传播也具有现实性意义, 实验室下一步可通过对养

殖场、土壤、粪便、水等进行靶向性抗性基因检测, 来研

究其传播方式。 
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