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原料乳中产β-内酰胺酶菌株的快速筛选和鉴定
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摘  要：利用青霉素-藤黄微球菌-TSA培养基建立一种快速筛选原料乳中产β-内酰胺酶细菌的方法，该筛选方法比

常规方法更加便捷，易于观察，并且具有很高的特异性分离鉴别能力，同时通过细菌16S rDNA序列比对方法来鉴

定所分离的产酶菌的种属。结果表明，原料乳中存在产β-内酰胺酶的菌株，主要产酶菌为大肠杆菌。
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Abstract：Penicillin-Micrococcus luteus-TSA medium plates were used to establish a method for the rapid isolation 

of β-lactamase-producing bacteria in raw milk. This method revealed a more convenient and simpler observation than 

conventional methods, and could provide highly specific isolation. 16S rRNA gene sequence analysis allowed the 

assignment of the β-lactamase-producing bacterial isolates obtained in this study. As a result, Escherichia coli was the 

dominant β-lactamase-producing strain in raw milk. 
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随着人们生活质量的逐渐提高，食品的安全问题备受

关注，其中由于抗菌药物的广泛使用，细菌出现耐药性并不

断加强，导致很多细菌甚至由单药耐药发展到多重耐药[1]。

抗菌药物残留于动物性食品(例如乳或乳制品[2])中，同样使

人也长期与药物接触，导致人体内耐药菌的增加[3]。当人

体发生疾病时，就给临床上细菌感染疾病的治疗带来困

难，耐药菌株会延误正常的治疗过程。

细菌获得耐药性的最重要机制之一是产生β-内酰胺

酶[4]。β-内酰胺酶能够水解β-内酰胺环抗生素(如青霉素

类)的酶[5]，它的种类和数量现已超过了400种[6]。β-内酰

胺酶作为一种非法的添加剂，食用安全性未被评估，并

且其水解青霉素类抗生素的产物青霉噻唑酸容易引起人

体过敏反应[7]。同时常规的加工灭菌方法只能杀灭菌体，

而由耐药菌产生的β-内酰胺酶却具有较强的耐热性[8]，不

易被灭活，给食品安全带来巨大隐患。

目前，在产β-内酰胺酶菌株分离鉴定研究中，相关

技术比较单一且针对性差。只能采用抗性平板对产酶菌

(金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、蜡样芽孢杆菌等)进行初

步筛选[9-12]，这样方法只能筛选出耐药菌，而不能区别是

否产β-内酰胺酶，所以必须再通过杯碟法检测鉴定是否

产酶[13-14]。整个分离鉴定操作过程繁琐费时费力且特异

性不强。

本研究拟建立一种分离鉴定产β-内酰胺酶细菌的准

确快速方法，通过该方法来分析原料乳中内源性β-内酰

胺酶及产酶菌的情况，以期对原料乳食用安全性进行相

关评价，并提供数据参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

50份原料乳来自黑龙江省北安市，样品采集后保存

于4℃条件下，24h内检测。
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β-内酰胺酶标准品(1kU)、青霉素G标准品 美国

Sigma公司；舒巴坦 德国Dr.Ehrenstorfer实验室，细菌

基因组DNA提取试剂盒 北京百泰克公司。

1.2 菌株与培养基

黄微球菌(Micrococcua luteua) CMCC(B)28001由国家

乳品中心提供。

胰蛋白胨大豆琼脂培养基(TSA)购于青岛海博生物技

术有限公司，使用前121℃高压灭菌15min。抗生素检测

用培养基Ⅱ号购于青岛海博生物技术有限公司，使用前

115℃高压灭菌30min。

1.3 引物合成

委 托 英 潍 捷 基 (上 海) 贸 易 有 限 公 司 合 成

1 6 S  r D N A 通用引物 [ 1 5 ]，具体序列为： 2 7 f ：   

5 ’ - A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G - 3 ’；1 4 9 2 r：

5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’。

1.4 方法

1.4.1 微球菌菌悬液制备

将传代次数不超过14代的藤黄微球菌接种于TSA斜

面培养基上，经(36±1)℃培养18～24h后，用生理盐水洗

下菌苔制成菌悬液，4℃保存，贮存期限1周。

1.4.2 检测平板的制备

选取90mm灭菌玻璃培养皿，于培养皿中先加入10mL

灭菌的抗生素检定培养基Ⅱ(第一层)，待其凝固后，在第

一层上再加入5mL含有浓度约为1.0×108CFU/mL藤黄微

球菌的抗生素检定培养基Ⅱ(第二层)。待第二层培养基凝

固后的平板上放置上个牛津杯。平板底部逆时针标明A、

B、C、D。完成后备用。

1.4.3 样品的处理

每份样品取4个1 . 5 m L离心管，分别标记为A、

B、C、D(与检测平板上标识的A、B、C、D的检测牛

津杯相对应)，各加入1mL待检乳样。同时取纯水1mL

加入到1.5mL离心管中作为对照。按照表1所列顺序分

别将100μg/mL青霉素标准溶液、0.16U/mL β-内酰胺

酶标准溶液、1mg/mL舒巴坦标准溶液加入到样品及

纯水中。 

表 1 牛奶样品的处理方法

Table 1 Milk samples with the addition of different materials 

编号 牛奶样品的处理方法

A 青霉素G 5μL

B 舒巴坦25μL、青霉素G 5μL

C β-内酰胺酶25μL、青霉素G 5μL

D β-内酰胺酶25μL、舒巴坦25μL、青霉素G 5μL

1.4.4 β-内酰胺酶的测定

取制好的平板，吸取样品各200μL分别加人对应编

号中，于(36±1)℃培养18～22h后，记录A、B、C、D抑

菌圈结果。每份样品做3个重复实验，每次重复实验3组

平行。

检测结果的判定，纯水样品结果应为A、B、C、D

均产生抑菌圈；A的抑菌圈与B的抑菌圈相比，差异在

3mm以内(含3mm)，且重复性良好；C的抑菌圈小于D的

抑菌圈，差异在3mm以上(含3mm)，且重复性良好。则

系统成立，可以对样品进行如下判定：样品结果中B和D

均产生抑菌圈，且C和D抑菌圈差异在3mm以上(含3mm)

时，如果A和B的抑菌圈差异在3mm以上(含3mm)，且重

复性良好，即判定“阳性”；如果A和B的抑菌圈差异小

于3mm，且重复性良好，即判定“阴性”。

1.4.5 阳性奶样中产β-内酰胺酶菌的分离及菌落选取

将灭菌好的TSA培养基却至55℃加入藤黄微球菌菌

悬液，使菌液终浓度大于1×108CFU/mL，然后加入青霉

素使培养基中青霉素终质量浓度分别为100、10μg/mL，

混匀后倒板备用。

取杯碟法检测为阳性的奶样在不同青霉素质量浓度

的平板上进行划线或涂布，(36±1)℃培养24～36h，然后

观察菌落形态。分别挑取周围有黄色菌圈，同时可以伴

有卫星菌落(于中心菌落周围一些小菌落)的菌落，以及无

上述现象的菌液进行扩培，扩培的菌液离心去菌体后，

利用杯碟法进行检测。

将具有不同菌落形态的疑似产酶菌进行革兰氏染色

后，通过显微镜观察进行初步筛选，从中选择进行下一

步鉴定种属的菌株。

1.4.6 产酶菌株基因组DNA的提取及16S rDNA PCR扩增

将分离的产酶菌划线培养后，挑取选定的菌落进行

扩培，取适量菌液提取细菌基因组DNA。使用细菌基因

组DNA提取试剂盒提取产酶菌基因组DNA。

提取的产酶菌的基因组DNA，使用16S rDNA引物

进行PCR，PCR反应体系(50μL)[16]：10×PCR Buffer 

5μL，dNTP Mixture (2.5mmol/L) 5μL，上、下游引物

(10mmol/L)各2μL，模板4μL，Taq酶1μL，其余用双蒸水

补足至50μL。PCR扩增程序：采用热启动。95℃预变性

5min；94℃变性30s；56℃退火45s；72℃延伸1min；进

行35个循环，最后72℃延伸5min。

PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测，用凝胶成像系

统记录电泳结果。

1.4.7 PCR产物序列比对

将条带大小约为1500bp的PCR产物联同16S rDNA

引物一起送至英潍捷基 (上海 )贸易有限公司测序，然

后在NCBI上通过BLAST比对，得出结果，确定菌株

种属。
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2 结果与分析

2.1 奶样的检测结果

A

C
B

D

图 1 部分阳性奶样的检测结果

Fig.1 Results of detection of β-lactamase-positive milk samples

送检的50份送检奶样经杯碟法检测，有3份奶样的检

测结果为阳性，阳性率为6%。由图1可知，A杯抑菌圈直

径小于B杯的抑菌圈，且差异大于3mm。同时所有的阳性

的检测结果中的A杯均有抑菌圈，且直径与对照组C杯的

直径相近。结果说明，所检测的阳性奶样中的含有β-内

酰胺酶。

2.2 阳性奶样中产β-内酰胺酶菌的分离及菌落选取

A B

C

A. 10μg/mL青霉素的分离平板；B. 100μg/mL 

青霉素的分离平板；C. 产酶菌单菌落划线培养。

图 2 产酶菌的平板分离的部分结果

Fig.2 Isolation of β-lactamase-producing strains

由图2可知，当青霉素质量浓度为10μg/mL时，菌落

较多，同时卫星菌落也较多不容易分离。当青霉素质量

浓度为100μg/mL时，可发现有些菌落周围有明显的黄色

藤黄微球菌菌圈，同时伴有许多小的卫星菌落。挑到菌

落进行划线培养，菌落周围的黄色菌圈非常明显。有黄

色菌圈的菌落形态没有明显差异，用接菌环挑取进行革

兰氏染色，然后镜检发现均为革兰氏阴性杆菌，且细菌

大小形态比较相似。

将具有黄色菌圈和没有黄色菌圈的菌落同时进行扩

培，杯碟法结果显示有黄色菌圈的扩培菌液均为阳性，

而没有黄色菌圈的均为阴性。说明本研究中制备的分离

平板具有很高的特异性分离能力。 

分离平板的原理：平板培养基中含有青霉素，对青

霉素敏感的细菌不能在平板上生长，从而分离到耐青霉

素的细菌。同时培养基中混入对青霉素敏感的藤黄微球

菌，如果耐青霉素的细菌是通过产生β-内酰胺酶来获得

耐药性，该菌落周围培养基中的青霉素会被细菌产生的

β-内酰胺酶分解，藤黄微球菌及其他不耐药的细菌就能

够在其周围生长，分别出现黄色菌圈和卫星菌落。而不

产β-内酰胺酶的耐药菌则不出现该现象。

2.3 产酶菌的鉴定

2000bp
1000bp

1 2 3 4 5 6

1. 产酶菌①基因组DNA；2. 产酶菌②基因组DNA；3.空白样；4. Marker 

DL2000；5. 产酶菌①16S rDNA PCR产物；6. 产酶菌②16S rDNA PCR产物。

图 3 产酶菌基因组DNA和16S rDNA PCR产物电泳结果

Fig.3 Agarose gel electrophoresis of total DNA and 16S rDNA PCR products 

将分离得到的两株产酶菌(分别为产酶菌①和产酶

菌②)基因组DNA及其PCR产物进行DNA电泳。由图3

可知，基因组DNA均有条带出现，说明2株产酶菌基因

组DNA提取成功。PCR产物的条带均为1500bp左右，

说明产酶菌的16S rDNA扩增成功。将 PCR产物送至英

潍捷基(上海)贸易有限公司测序，然后在NCBI上通过

BLAST比对，与大肠杆菌同源性达到99%，可知2株均为

Escherichia coli大肠杆菌。说明原料乳中存在产β-内酰胺

酶的细菌，并且大肠杆菌是其中主要的一类。

3 结 论

本研究建立快速筛选产β-内酰胺酶细菌的方法来筛

选原料乳中产酶菌，利用建立的快速检测方法，从原料

乳分离并鉴定出产β-内酰胺酶的大肠杆菌，证明原料乳

中存在内源性产β-内酰胺酶的细菌，给原料乳及其乳制

品的食用安全性带来很大的隐患。本方法不需要经过前

培菌等前处理和杯碟法鉴定过程，就能够快速、便捷、

准确地分离出原料乳中产β-内酰胺酶的细菌。非常适合
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乳及其他基质中产酶菌分离检测或内源性β-内酰胺酶研

究中，具有很大的推广及应用价值。
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