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　 　 摘要:　 为探究新鲜鸭血中的优势腐败菌及其生物膜成膜特性ꎬ通过传统分离培养法分离获得 ５９ 株腐败菌ꎬ经
１６Ｓ ｒＲＮＡ 序列鉴定发现肠杆菌是其中的优势菌ꎬ并且克雷伯氏菌是其中的优势腐败菌ꎮ 通过结晶紫染色法检测了

所分离肠杆菌的生物膜形成能力ꎬ发现 １ 株克雷伯氏菌 Ｋ６ 的成膜能力最强ꎮ 通过分析该菌在不同培养阶段生物膜

内的菌数及胞外多糖含量变化ꎬ发现该菌在培养 ３ ｄ 和 ５ ｄ 时其生物膜内菌数和胞外多糖含量分别达到最高值ꎬ进一

步证实了克雷伯氏菌较强的成膜特性ꎮ 本研究结果表明在鸭血加工过程中应该对克雷伯氏菌进行重点控制ꎮ
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　 　 克雷伯氏菌属细菌(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.)ꎬ是重要的条

件致病菌和医源性感染菌ꎬ广泛存在于人的肠道和

呼吸道中ꎬ在人体免疫力低下时ꎬ会引发败血症等疾

病[１]ꎮ 经过临床病理研究和细菌学研究发现克雷

伯氏菌肠道感染的可能性远大于呼吸道感染的可能

性ꎬ现已检测出多起克雷伯氏菌病例ꎬ可能与食用地

沟油等非正规渠道生产的食品有关[２]ꎮ Ｈａｍｚａ
等[３]对埃及的 ５ 个肉鸡场调查发现ꎬ在肉鸡及养殖

人员的粪便、饮用水中产碳青霉烯酶的肺炎克雷伯

氏菌检出率较高ꎮ 韩坤等[４] 从水貂中分离得到 １０
株肺炎克雷伯氏菌ꎬ其中大部分菌株对多种临床常

用药物表现出耐药性ꎬ对青霉素类、氨基糖苷类、喹
诺酮类、三代头孢菌素类及磺胺类抗生素的耐药性
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较高ꎬ临床治疗十分困难ꎮ 同时ꎬ克雷伯氏菌属细菌

能产胞外多糖[５]ꎬ有较强的生物膜形成能力ꎮ 生物

膜ꎬ又称为生物被膜ꎬ是微生物有组织生长的聚集

体ꎬ能够在有生命、无生命的物体表面附着[６]ꎮ 在

自然界中ꎬ大部分微生物以生物膜的形式存在[７]ꎬ
同时生物膜中大量的黏性基质形成了一个物理屏

障ꎬ使抗生素和宿主的免疫系统不能对细菌产生有

效的攻击[８￣９]ꎮ 本研究利用结晶紫染色法[１０]ꎬ以在

取血过程中极易被微生物污染的新鲜鸭血[１１￣１３] 为

样本ꎬ定量检测鸭血中优势腐败菌的生物膜形成能

力ꎮ 以其中 １ 株成膜能力最强的克雷伯氏菌 Ｋ６ 为

目标菌株ꎬ测定该菌 ７ ｄ 内形成的生物膜内菌数及

胞外多糖含量ꎬ研究其成膜特性ꎬ为今后禽体取血加

工过程中腐败微生物的控制及该菌生物膜的抑制剂

开发提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

平板计数琼脂 ( ＰＣＡ)、 甘露醇氯化钠琼脂

(ＭＳＡ)、结晶紫中性红胆盐葡萄糖琼脂(ＶＲＢＧＡ)、
ＭＲＳ 培养基、营养肉汤、ＬＳＴ、ＢＨＩ 购于奥博星制造

有限公司ꎬ假单胞菌琼脂基础培养基(ＣＮ 琼脂)购

于山东青岛海博生物技术有限公司ꎬ９６ 孔细胞培养

板购自美国康宁公司ꎬＰＣＲ 引物合成以及 ＤＮＡ 序

列测定由上海生物工程技术服务有限公司完成ꎬ甘
油为分析纯ꎮ
１􀆰 ２　 仪器与设备

Ｅｐｏｃｈ 微孔板分光光度计由美国伯腾仪器

生产ꎮ
１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 鸭血液菌群组成分析　 测定菌落总数的方

法按照陈菲等[１４￣１６] 的方法并加以调整ꎮ ２０１８ 年 １０
月前往屠宰场收集新鲜鸭血液ꎬ并加入适量抗凝剂

带回ꎮ 取鸭血液 ２５ ｍｌ 于 ２２５ ｍｌ 无菌生理盐水中ꎬ
振荡 ３０ ｍｉｎꎬ再进行梯度稀释ꎬ每一稀释梯度取 １００
μｌ 涂布于各类培养基ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈꎬ计数ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 优势腐败菌的分离与保种 　 选择方法

１􀆰 ３􀆰 １ 所得平板上的特征菌落分离纯化ꎬ在对应的

培养基上划线 ２ 次ꎬ获得单菌落后ꎬ挑于 ５ ｍｌ 对应

的液体培养基中ꎬ３７ ℃振荡培养至 ＯＤ６ ００值为 １ 左

右后收集菌液ꎮ 将菌液与体积分数为 ５０％的甘油

按一定比例混合后放入－８０ ℃冰箱中保存ꎮ

１􀆰 ３􀆰 ３　 优势腐败菌的分子生物学鉴定　 取 １ ｍｌ 方
法 １􀆰 ３􀆰 ２ 获得的菌液ꎬ高速离心 ２ ~ ３ ｍｉｎ 后弃上清

液ꎮ 用 １００ μｌ 无菌超纯水将沉淀重悬后ꎬ１００ ℃水

浴 １０ ｍｉｎꎮ 再将其高速离心ꎬ收集上清液备用ꎮ 取

２ μｌ 上清液ꎬ加 ２０ μｌ ２×Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ１４ μｌ 无菌超纯

水ꎬ引物 ２７Ｆ ( ５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′)
与 １４９２Ｒ ( ３′￣ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣５′) 各 ２
μｌ[１７]ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增ꎬ取 ５ μｌ 扩增产物进

行 １％琼脂糖凝胶电泳ꎬ将电泳条带清晰的扩增产

物送至上海生工生物技术有限公司测序ꎮ 得到序列

后利用 ｂｌａｓｔ 对菌株序列进行比对ꎬ并构建系统发

育树ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 结晶紫染色法定量测定克雷伯氏菌生物膜

形成能力[１０] 　 取标准 ９６ 微量滴定孔板ꎬ待用部分

每孔加 ２００ μｌ ＢＨＩ 液体培养基备用ꎮ 将 ２ μｌ 处于

对数生长期即 ＯＤ６ ００ 值为 １ 左右的菌液[１８] 加入到

２００ μｌ 培养基中ꎬ以未经接种的 ＢＨＩ 为空白对照ꎮ
３７ ℃培养 ４８ ｈꎬ培养 ２４ ｈ 时需更换培养基ꎮ 培养完

成后用酶标仪测定 ６３０ ｎｍ 处的光密度值(ＯＤ１)ꎬ空
白为 ＯＤ１０ꎮ 将培养基轻轻吸除后ꎬ用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ 无

菌 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ去除膜外浮游菌ꎮ 放入 ６０ ℃烘

箱干燥 ２０ ｍｉｎꎮ 每孔加入 ２００ μｌ ０􀆰 １％结晶紫溶液ꎬ
染色 ２０ ｍｉｎꎮ 染色完成后ꎬ将结晶紫溶液吸除ꎬ用
ＰＢＳ 洗涤 ４ 次以去除孔壁染液ꎬ再将 ９６ 孔板放于无

菌操作台内风干 ３０ ｍｉｎꎮ 每孔加 ２００ μｌ ９５％乙醇ꎬ
微振 ３０ ｍｉｎꎮ 测量 ６３０ ｎｍ 处的光密度值(ＯＤ２)ꎬ空
白为 ＯＤ２０ꎮ 生物膜形成能力的计算公式为 Ｂ ＝
(ＯＤ２－ＯＤ２０) / (ＯＤ１－ＯＤ１０)ꎮ Ｂ<０􀆰 １ 为不粘附成膜ꎻ
Ｂ≥０􀆰 １ 为粘附成膜ꎻ０􀆰 １<Ｂ≤１􀆰 ０ 为中等强度粘附

成膜ꎻＢ>１􀆰 ０ 为强粘附成膜ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 测定克雷伯氏菌生物膜内菌数　 取 ２４ 孔细

胞培养板ꎬ每孔加入 １ ｍｌ 无菌 ＢＨＩꎬ按 １％ 接入

ＯＤ６ ０ ０值为 １ 左右的菌悬液[１８]ꎬ３７ ℃恒温静置培养ꎬ
每 ２４ ｈ 更换 １ 次培养基ꎬ分别于第 １ ｄ、第 ３ ｄ、第 ５
ｄ、第 ７ ｄ 取样测定菌数ꎮ 轻轻吸除上层培养基ꎬ用
０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ 无菌 ＰＢＳ 洗涤 ２ ~ ３ 次后ꎬ加入 １ ｍｌ 无
菌 ＰＢＳꎮ 用已灭菌的棉签轻轻擦拭孔壁及底部ꎬ将
粘附于孔壁及底部的生物膜擦除ꎮ 将孔内液体与棉

签一同加入到 ９ ｍｌ 无菌 ＰＢＳ 中ꎬ振荡 ２ ｍｉｎ 后ꎬ梯
度稀释ꎬ涂布于 ＢＨＩ 培养基上ꎬ３７ ℃恒温培养 ２４ ｈ
后计菌数ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 测定克雷伯氏菌生物膜胞外多糖含量[１９] 　

７１２１汤　 纯等:食源性克雷伯氏菌的分离鉴定与生物膜形成特性



生物膜胞外多糖(ＥＰＳꎬ ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ)分为可

溶性多糖和不可溶性多糖ꎬ可用苯酚￣硫酸法测定多

糖含量ꎮ 可溶性标准曲线的制作:将 １００ μｇ / ｍｌ的
葡萄糖标准溶液按比例加入 １１ 支洁净试管中ꎬ用高

纯水补齐至 １􀆰 ０ ｍｌꎬ加入 ０􀆰 ５ ｍｌ ９％苯酚溶液混匀ꎬ
再加入 ５􀆰 ０ ｍｌ 浓硫酸ꎬ振荡摇匀后 １００ ℃ 水浴 １５
ｍｉｎꎬ凉至室温后测定 ４９０ ｎｍ 处的吸光度值ꎬ根据结

果寻找吸光度与葡萄糖含量的关系ꎮ 不可溶性多糖

在测定时需加甲醛溶液ꎬ影响显色反应ꎬ因此需对不

可溶性多糖标准曲线进行调整ꎮ 不可溶性多糖标准

曲线的制作:在可溶性多糖标准曲线的制作基础上ꎬ
加 １􀆰 ０ ｍｌ ０􀆰 ８５％氯化钠溶液(含甲醛 ０􀆰 ２２％)ꎮ

测定第 １ ｄ、第 ３ ｄ、第 ５ ｄ、第 ７ ｄ 的克雷伯氏菌

生物膜胞外多糖含量ꎮ 按方法 １􀆰 ３􀆰 ５ 的方法培养生

物膜ꎬ用 １􀆰 ０ ｍｌ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ 无菌 ＰＢＳ 洗涤 ３ ~ ４ 次

后ꎬ加入 １􀆰 ０ ｍｌ 无菌 ＰＢＳꎬ将每孔中粘附的生物膜

及孔内液体收集于 １􀆰 ５ ｍｌ 无菌离心管中ꎮ ４ ℃
５ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ用于测定可

溶性多糖含量ꎮ 用 ０􀆰 ８５％ 氯化钠溶液 (含甲醛

０􀆰 ２２％)重悬沉淀ꎬ８０ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ４ ℃ １２ ０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ用于测定不可溶性

多糖含量ꎮ
１􀆰 ４　 统计分析

每组试验 ３ 个平行ꎬ采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 进行数据

处理ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 鸭血液菌落总数与菌群组成

新鲜鸭血液通过梯度稀释、平板涂布ꎬ每组 ３ 个

平行ꎬＰＣＡ、ＶＲＢＧＡ、ＭＳＡ、ＣＮ、ＭＲＳ 平板上所得菌数

分别为 １０７􀆰 ６３ ＣＦＵ / ｍｌ、１０６􀆰 ６６ ＣＦＵ / ｍｌ、１０５􀆰 ８１ ＣＦＵ / ｍｌ、
１０５􀆰 ６９ ＣＦＵ / ｍｌ、１０３􀆰 ３２ ＣＦＵ / ｍｌ(图 １)ꎮ 初步确定肠杆

菌为第一优势腐败菌群ꎮ 肠杆菌是一类革兰氏阴性

菌ꎬ在自然界中广泛分布ꎬ可以在任何生产阶段污染

新鲜农产品ꎬ若这些肠杆菌拥有致病性及耐药性将

对消费者构成严重威胁[２０]ꎮ
２􀆰 ２　 优势腐败菌的分离与鉴定

新鲜鸭血液通过平板划线法ꎬ根据菌株的形态ꎬ
分离得 ５９ 株菌ꎮ 其中从 ＰＣＡ、ＶＲＢＧＡ、ＭＳＡ、ＣＮ、
ＭＲＳ 平板上分别分离得到 １０ 株、１８ 株、９ 株、１４ 株、
８ 株菌ꎮ 对菌株进行编号ꎮ 将每株菌进行 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 扩增ꎬ对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ

不同小写字母表示不同培养基平板上生长的菌数存在显著差异

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 新鲜鸭血液分离培养所得细菌总数

Ｆｉｇ.１　 Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｆｒｅｓｈ ｄｕｃｋｂｌｏｏｄ

在２ ０００ ｂｐ与１ ０００ ｂｐ之间出现特异性条带即为成

功扩增样品ꎬ对获得特异性条带的 ＰＣＲ 产物进行测

序分析ꎮ 将测序所得序列进行 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 分析ꎬ选
取同源性在 ９８％以上的菌株序列ꎬ构建系统进化树

(图 ２)ꎮ 表 １ 为不同培养基分离所得 ５９ 株菌鉴定

结果ꎬ发现 ２０ 株肠杆菌中有 １６ 株克雷伯氏菌ꎮ 克

雷伯氏菌作为条件致病菌ꎬ现已成为世界上严重的

公共卫生危害致病菌之一ꎬ主要攻击婴幼儿、老年人

和免疫力下降人群ꎮ 受污染的豆芽、蔬菜、海鲜以及

肉类产品是克雷伯氏菌主要的传播载体[２１]ꎮ

表 １　 不同培养基分离所得菌株的鉴定结果

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

培养基 腐败菌株　 　 　 　 　

ＰＣＡ 克雷伯氏菌(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.)Ｋ１６
气单胞菌(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)Ａ１~Ａ６
普罗威登斯菌(Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ ｓｐ.)Ｐｒ１
粪肠球菌(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ)ｂ６
唾液乳杆菌(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ)Ｌ１

ＶＲＢＧＡ 克雷伯氏菌(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.)Ｋ１~Ｋ９ꎬＫＬ１０~ＫＬ１５
弗氏枸橼酸杆菌(Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉ)Ｃ１
柠檬酸杆菌(Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.)Ｃ２
变形杆菌(Ｐｒｏｔｅｕｓ ｓｐ.)Ｐ１

ＭＳＡ 粪肠球菌(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ)ｂ１~ ｂ５
棕色类香味菌(Ｍｙｒｏｉｄｅｓｐｈａｅｕｓ)Ｍ１、Ｍ２
苏云金芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ)Ｂ１
芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)Ｂ２

ＣＮ 气单胞菌(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)Ａ７~Ａ２０

ＭＲＳ 唾液乳杆菌(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ)Ｌ２~ Ｌ９

２􀆰 ３　 各肠杆菌生物膜形成能力

本研究中肠杆菌为第一优势腐败菌群ꎬ将分离

所得 ２０ 株中的 １９ 株肠杆菌连续培养 ４８ ｈꎬ测定染
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图 ２　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因构建的 ５９ 株腐败菌的进化发育树

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ５９ ｓｐｏｉｌａｇｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ

色前后在 ６３０ ｎｍ 处的 ＯＤ 值ꎮ 按照方法 １􀆰 ３􀆰 ３ 的

方法判断 １９ 株肠杆菌的生物膜形成能力ꎬ结果如图

３ 所示ꎮ 其中ꎬＣ１、Ｃ２、Ｐ１、Ｋ１ ~ Ｋ５、Ｋ７ ~ ＫＬ１５ 为中

等强度粘附成膜ꎬＫ６ 为强粘附成膜(Ｂ 值为 １􀆰 ７３)ꎬ
说明 Ｋ６ 成膜迅速且效果好(图 ４)ꎮ
２􀆰 ４　 克雷伯氏菌 Ｋ６ 生物膜内菌数变化

克雷伯氏菌 Ｋ６ 经方法 １􀆰 ３􀆰 ５ 中方法培养 １ ｄ、３
ｄ、５ ｄ、７ ｄ 后的菌数分别为 １０７􀆰 １６ ＣＦＵ / ｃｍ２、１０９􀆰 ３２

ＣＦＵ / ｃｍ２、１０９􀆰 ０１ ＣＦＵ / ｃｍ２、１０９􀆰 ０３ ＣＦＵ / ｃｍ２(图 ５)ꎬ生
物膜内菌数在第 ３ ｄ 达到最大值ꎬ第 ５ ｄ 及第 ７ ｄ 菌

数均在 １０９ ＣＦＵ / ｃｍ２以上ꎬ无显著变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５　 克雷伯氏菌 Ｋ６ 胞外多糖含量变化

生物膜是将细菌包裹在内的一种复杂微生物结

构ꎬ主要含有细菌分泌的胞外多糖、蛋白质、胞外

ＤＮＡ(ｅＤＮＡ) [２２￣２３]ꎮ 其中胞外多糖是这一复杂微生

物结构的主要成分ꎬ测定胞外多糖的含量可以推测

该微生物结构的变化ꎮ 根据苯酚￣硫酸法测定胞外

多糖含量ꎬ多糖在苯酚与硫酸作用下水解并脱水ꎬ生
成糠醛化合物发生显色反应ꎬ探寻吸光度值与糖浓

度之间的关系ꎮ 根据方法 １􀆰 ３􀆰 ６ 制作标准曲线ꎬ其
中ꎬ 可 溶 性 糖 吸 光 度￣糖 浓 度 标 准 曲 线 为 Ｙ ＝
０􀆰 ００５ ７ｘ＋０􀆰 ０４２ ４(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９)ꎬ不可溶性糖吸光度￣
糖浓度标准曲线为 Ｙ ＝ ０􀆰 ００４ ７ ｘ ＋ ０􀆰 ２０６ ２ ( Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９)ꎮ 克雷伯氏菌 Ｋ６ 经 ３７ ℃恒温培养 １ ｄ、３ ｄ、５
ｄ、７ ｄ 后的可溶性多糖含量为 ３７􀆰 ４７ μｇ / ｍｌ、５１􀆰 ５１
μｇ / ｍｌ、６７􀆰 ０１ μｇ / ｍｌ、６７􀆰 ７１ μｇ / ｍｌꎬ克雷伯氏菌 Ｋ６
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Ｃ１、Ｃ２、Ｐ１、Ｋ１~Ｋ１６ 见表 １ꎮ
图 ３　 各肠杆菌生物膜形成能力

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｂｉｏｆｉｌｍ￣ｆｏｒｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａ

Ｋ６、Ｃ１、Ｋ１、Ｐ１、Ｃ２、Ｋ１０ 见表 １ꎮ
图 ４　 部分肠杆菌生物膜形态

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｂｉｏｆｉｌｍ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａ

不同小写字母表示不同培养时间生物膜内菌数存在显著差异

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 不同培养时间克雷伯氏菌 Ｋ６ 生物膜内菌数

Ｆｉｇ.５　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ Ｋ６ ｂｉｏｆｉｌｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ

经 ３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 恒温培养所产生的可溶性多糖含量

较培养时间为 １ ｄ 相比ꎬ均有显著增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ５
ｄ 后无显著变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 不可溶性多糖含量变

化趋势与可溶性多糖含量变化趋势相一致ꎬ克雷伯

氏菌 Ｋ６ 经 ３７ ℃恒温培养 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 后的不

可溶性多糖含量分别为 ６１􀆰 ４９ μｇ / ｍｌ、７２􀆰 ７７ μｇ / ｍｌ、
８２􀆰 ７７ μｇ / ｍｌ、８３􀆰 １９ μｇ / ｍｌ(图 ６)ꎮ

图 ６　 不同培养时间克雷伯氏菌 Ｋ６ 生物膜内胞外多糖含量

Ｆｉｇ.６ 　 Ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ Ｋ６ ｂｉｏｆｉｌｍ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ

　 　 胞外多糖主要由葡萄糖、半乳糖、鼠李糖及多聚

糖或糖的衍生物组成ꎬ是微生物生长过程中的代谢

产物[２４￣２６]ꎮ 其中ꎬ可溶性多糖主要是细菌代谢释放

到壁外的多糖ꎬ不可溶性多糖则主要是依附在细胞

壁上的荚膜中的多糖ꎮ 克雷伯氏菌 Ｋ６ 生成生物膜

的速度较快ꎬ３７ ℃恒温培养 １ ｄ 后就可见有膜结构

生成ꎮ 本研究发现克雷伯氏菌 Ｋ６ 所生成的生物膜

中可溶性多糖含量较不可溶性多糖含量少ꎬ说明该

菌粘附性较强ꎮ

３　 结 论

本研究从新鲜鸭血中分离得 ５９ 株菌ꎬ经 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 测序发现肠杆菌为优势菌群ꎬ其中包括 １６ 株

克雷伯氏菌ꎮ 经结晶紫染色法检测ꎬ分离所得肠杆

菌均有中等或强粘附成膜能力ꎬ其中克雷伯氏菌 Ｋ６
成膜能力最强ꎮ 为探究其成膜特性ꎬ对其在不同培

养阶段生物膜内菌数及胞外多糖含量进行测定ꎬ发
现在培养至第 ３ ｄ 和第 ５ ｄ 时膜内菌数和胞外多糖
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含量分别达到最大值ꎬ进一步证明了该菌的成膜能

力强ꎮ 由此可见ꎬ克雷伯氏菌是鸭血中的一类优势

腐败菌ꎬ并且具有很强的成膜能力ꎬ在生产中需对该

类菌进行重点控制ꎬ以保证产品的安全和货架期ꎮ
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