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生猪肉加工厂食品接触面四环素耐药菌 
及其耐药基因的分布 
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摘要：耐药菌的传播会对食品安全与人类健康造成严重威胁。本研究通过对某大型生猪肉加工厂食品接触面污染微生物四环素

耐药情况进行分析，探讨其对生猪肉制品质量与安全的潜在危害。从生猪加工厂食品接触面共采集样品 100 份，共分离到 168 株细菌。

通过药敏试验，发现 60.7%的污染细菌对四环素具有耐药性，包括 85.7%的假单胞菌属、85.7%的葡萄球菌属、86.7%的沙雷氏菌属、

80%的乳球菌属、80%的大肠杆菌、60.0%的不动杆菌属和 55.0%的气单胞菌属。通过对分离株进行 15 种四环素耐药基因的筛查，发

现生猪肉加工厂设备食品接触面存在 9 种四环素耐药基因，包括 tetL、tetA、tetB、tetC、tetE、tetM、tetS、tetK 和 tetX，其检出率分

别为 7.7%、6.0%、4.8%、4.8%、3.6%、3.6%、3.6%、1.2%和 0.6%。本研究结果表明，生猪肉加工厂食品接触面四环素耐药菌污染

严重，可能交叉污染生猪肉制品，其携带的四环素耐药基因可能向不同细菌种属间转移，进而由食物链向人类传播，对人类健康造成

潜在的威胁。 
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Abstract: The spread of drug-resistant bacteria poses a serious threat to food safety and human health. In this study, the tetracycline 

resistance of the contaminated microorganisms on the food-contact surfaces in a large raw pork processing plant was analyzed, and the potential 

quality and safety hazards in raw pork products. A total of 168 strains were isolated in the 100 samples collected .from the food contact surfaces 

in the plant. Drug sensitivity tests revealed that 60.7% of the contaminating bacteria were resistant to tetracycline, including Pseudomonas sp., 

85.7%; Staphylococcus sp., 85.7%; Serratia sp., 86.7%; Lactococcus sp., 80%; Escherichia coli, 80%; Acinetobacter sp., 60.0%; Aeromonas sp., 

55.0%. Through screening 15 tetracycline resistance genes in the isolated strains, nine tetracycline resistance genes with different detection rates 

were found (including tetL, 7.7%; tetA, 6.0%; tetB, 4.8%; tetC, 4.8%; tetE, 3.6%; tetM, 3.6%; tetS, 3.6%; tetK, 1.2%; tetX, 0.6%). These results 

indicated the high prevalence and cross contamination of tetracycline-resistant bacteria on food-contact surfaces in the plant and in raw pork 

products, and the possible spread of tetracycline resistance genes among different bacterial species and along the food chain to humans, which 

will pose a potential threat to human health. 
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我国是抗生素最大的生产国和使用国，其中有一

半被用于畜禽养殖业[1]。抗生素的大量使用造成了大 
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量耐药细菌的产生。由此造成畜禽产品成为耐药细菌

的重要储存库。畜禽产品中耐药细菌可通过食物链传

播给人，其携带的耐药基因可通过基因水平转移等方

式传播给人的致病菌，对人生命健康造成严重威胁[2]。

因此，我国作为肉类生产第一大国，加强畜禽产品及

其加工环节中耐药菌的分布和传播研究对保障肉制品

质量与安全具有重要意义。 
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四环素是一种广谱抗菌药物，对革兰氏阴性需氧

菌和厌氧菌、立克次体、螺旋体、支原体、衣原体及

某些原虫等都有抗菌作用[3]。由于其药效高、低毒性、

价格低廉和可以口服给药的特点，而广泛用于人类临

床医学、畜禽养殖和农业中[3]。随着临床上四环素类

抗生素耐药菌的大量产生及对其不良反应的深入了

解，目前大部分四环素类抗生素已从临床应用退出，

但在畜禽养殖领域仍是最常用的抗生素之一。数据显

示，四环素耐药性是许多国家食用动物来源的细菌中

最常见的耐药性，且普遍呈增加的趋势[4]，且新的四

环素耐药基因正不断被发现。因此，在细菌耐药性已

成为全球性难题的背景下，动物来源细菌四环素耐药

性仍然是需要重点监测的耐药性之一。 
肉制品因其营养丰富，在加工过程中易受到微生

物的污染，加工过程中设备食品接触面会粘附微生物，

并形成具有一定空间结构的细菌聚集体，如生物被膜
[5]。常规的杀菌消毒能清除设备表面大部分污染菌，

但却难以彻底清除生物膜等污染源[5]。加工设备食品

接触面的交叉污染已被公认为是造成食品污染的重要

途径之一[5]。然而，肉制品加工过程中食品接触面上

细菌的分布及其耐药性的研究报道十分少见。 
本研究以生猪肉加工厂中食品接触面的分离菌为

研究对象，研究其携带的四环素耐药基因，旨在为猪

肉产品加工过程中的耐药微生物控制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品采集 
2013 年于中国厦门某大型猪肉加工厂，用无菌棉

签从食品接触面上的 100 cm2表面采集样本 100 份，

包括传送带、切片机、刀、工作台、塑料托盘、手套

和围裙。 
1.1.2  主要试剂 

四环素药敏纸片（30 μg/片），Sigma 公司；脑心

浸出液营养肉汤(BHI)、琼脂糖，广东环凯生物科技有

限公司；引物，生工生物工程（上海）股份有限公司；

细菌基因组DNA快速提取试剂盒，北京Biomed公司；

溶菌酶，Sigma 公司；5×Loading Buffer、DL2000 DNA 
marker、琼脂糖，艾迪生物科技有限公司；Taq DNA
聚合酶、d NTP、10×PCR 反应缓冲液、蛋白酶 K（德

国 Sigma 公司），美国 Bio-Rad 公司。 
1.1.2  主要仪器设备 

ATS-031/032 摇床培养箱，上海堪鑫仪器设备有

限公司；ML S-3020 高温高压灭菌锅，日本三洋公司；

GeneAmp PCR system2700 PCR 仪，美国 Applied 
biosystems 公司；Gel Doc EQ 凝胶成像分析系统，美

国 Bio-Rad 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  细菌分离及鉴定 
将从食品接触面上采样的无菌棉签浸在10 mL无

菌 BHI 中，30 ℃培养 24 h 后，取 100 μL 梯度稀释并

涂布于 BHI 琼脂平板上，30 ℃培养 48 h。之后，将形

态不同的菌落划线接种到营养琼脂平板上，30 ℃培养

18~24 h。利用 16S rRNA 基因测序，BLAST 将序列与

基因库数据比对，对分离的菌株进行鉴定。分离菌用

15%甘油-80 ℃冰箱中保存备用。 
1.2.2  药敏试验 

对于分离的细菌参照美国临床和实验室标准协会

(Clinical and Laboratory Standards Institute，CLSI，2012)
推荐的 Kirby-Bauer 纸片扩散法进行四环素敏感性试

验[6]。质控菌为金黄色葡萄球菌 ATCC25923 和大肠杆

菌 ATCC 25922。 
1.2.3  DNA 提取 

将菌株活化后，按照细菌基因组快速提取试剂盒

说明书提取细菌 DNA。 
1.2.4  四环素耐药基因 

用传统 PCR 扩增方法对所有菌株检测 15 种四环

素耐药基因，包括 7 个外排泵基因 tetA，tetC，tetE，
tetG，tetK，tetL，tetA/P，7 个核糖体保护基因 tetM，

tetO，tetQ，tetS，tetT，tetW，tetB 和 1 个钝化酶基因

tetX，引物序列及条件如表 1 所示。 
 

表 1 PCR所用引物序列 

Table 1 Primers used in PCR 

基因 引物名称 引物序列（5’-3’） 长度/bp 参考文献 

tetA 
tetA-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC 

210 [7] 
tetA-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

tetB 
tetB-F GCCAGTCTTGCCAACGTTAT 

975 [8] 
tetB-R ATAACACCGGTTGCATTGGT 

转下页
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tetC 
tetC-F CTTGAGAGCCTTCAACCCAG 

418 [7] 
tetC-R ATGGTCGTCATCTACCTGCC 

tetE 
tetE-F GTTATTACGGGAGTTTGTTGG 

278 [7] 
tetE-R AATACAACACCCACACTACGC 

tetG 
tetG-F GCTCGGTGGTATCTCTGCTC 

468 [7] 
tetG-R AGCAACAGAATCGGGAACAC 

tetK 
tetK-F TCGATAGGAACAGCAGTA 

169 [7] 
tetK-R CAGCAGATCCTACTCCTT 

tetL 
tetL-F TCGTTAGCGTGCTGTCATTC 

267 [7] 
tetL-R GTATCCCACCAATGTAGCCG 

tetA/P 
tetA/P-F CTTGGATTGCGGAAGAAGAG 

676 [7] 
tetA/P-R ATATGCCCATTTAACCACGC 

tetM 
tetM-F ACAGAAAGCTTATTATATAAC 

171 [7] 
tetM-R TGGCGTGTCTATGATGTTCAC 

tetO 
tetO-F AACTTAGGCATTCTGGCTCAC 

515 [9] 
tetO-R TCCCACTGTTCCATATCGTCA 

tetQ 
tetQ-F AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG 

169 [7] 
tetQ-R CGGAGTGTCAATGATATTGCA 

tetS 
tetS-F CATAGACAAGCCGTTGACC 

667 [7] 
tetS-R ATGTTTTTGGAACGCCAGAG 

tetW 
tetW-F GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 

168 [7] 
tetW-R GGGCGTATCCACAATGTTAAC 

tetT 
tetT-F AAGGTTTATTATATAAAAGTG 

169 [7] 
tetT-R AAGGTTTATTATATAAAAGTG 

tetX 
tetX-F CAATAATTGGTGGTGGACCC 

468 [7] 
tetX-R TTCTTACCTTGGACATCCCG 

2  结果与讨论 

2.1  菌株分离鉴定部分 

本研究共分离出 168 株，包括 10 个菌属，其中假

单胞菌属（Pseudomonas sp.）35 株，不动杆菌属

（Acinetobacter sp.）30株，气单胞菌属（Aeromonas sp.）
20 株，香味菌属（Myroides sp.）15 株，沙雷氏菌属

（Serratia sp.）15 株，葡萄球菌属（Staphylococcus sp.）
14 株，肠杆菌属（Enterobacter sp.）11 株，大肠杆菌

（Escherichia coli）10 株，乳球菌属（Lactococcus sp.）
10 株，克雷伯氏菌属（Klebsiella sp.）8 株(表 2)。本

研究分离的大部分菌属都属于条件致病菌。 
在本实验分离菌中，假单胞菌属分离率最高，其

次为不动杆菌属和气单胞菌属等腐败菌，这些细菌都

属于嗜冷菌，且为条件致病菌，其存在可能会污染加

工中生猪肉并对人类健康产生威胁[10]。据报道，嗜冷

菌如假单胞菌属在加工厂设备表面大量存在，是生肉

制品加工过程中重要的污染菌[11]。另有研究结果显

示，嗜冷菌是市售冷却肉上常见的污染细菌[10]。因此，

加工厂设备表面上的假单胞菌等嗜冷菌可能是冷鲜肉

等生肉制品微生物污染的重要途径。 
香味菌属是广泛存在于外界环境的一种条件致病

菌，其致病性尚未有明确的定论。本研究发现加工厂

设备表面上存在大量香味菌属。目前，关于香味菌属

的研究报道还比较少见，零星的报道主要来自中国的

临床数据。例如，陈国晓等人[12]发现一个患者的尿细

菌中存在香味菌。郭莉等人[13]在临床中从清洁中段

尿、痰液中分离出该菌，且发现该菌多重耐药现象严

重，临床可选的治疗药物有限。生肉及其加工环节中

香味菌的污染还未见相关报道。由于食品接触面上存

在的香味菌属可能会污染生肉制品，进而感染人，因

而是需要引起重视的一种重要微生物污染源，应加强

食品接触面上存在的香味菌属及其耐药性相关研究。 
另外，本研究中还发现生猪肉加工厂设备表面存

在克雷伯氏菌属、沙雷氏菌属和乳球菌属等重要的条
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件致病菌。这些菌属广泛存在于临床样品、土壤、水

和谷物中等，表明生猪肉加工环境存在多种污染源，

会直接或间接对生肉质量与安全造成威胁。 

2.2  四环素耐药性检测结果 

在 168 株分离菌中，60.7%(102/168)的细菌表现出

对四环素的耐药性，包括 86.7%(13/15)的沙雷氏菌属、

85.7%(30/35)的假单胞菌属、85.7%(12/14)的葡萄球菌

属、80%(8/10)的乳球菌属、80%(8/10)的大肠杆菌、

60.0%(18/30)的不动杆菌属和 55.0%(11/20)的气单胞

菌属。所有的肠杆菌属和克雷伯氏菌属都对四环素敏

感(表 2)。 
表2 生猪肉加工过程中食品接触面的细菌分布 

Table 2 Isolates from food contact surfaces in a meat processing 

plant 

菌属 数量 TETRa 耐药率/%

假单胞菌属 35 30 85.7 

不动杆菌属 30 18 60.0 

气单胞菌属 20 11 55.0 

香味菌属 15 2 13.3 

沙雷氏菌属 15 13 86.7 

葡萄球菌属 14 12 85.7 

肠杆菌属 11 0 0 

大肠杆菌 10 8 80 

乳球菌属 10 8 80 

克雷伯氏菌属 8 0 0 

总计 168 102 60.7 

注：TETRa，四环素耐药菌。 

四环素在我国抗生素生产中产量居首位，曾被广

泛应用于人和动植物感染的防治和动物的促生长剂，

因而我国各种病原菌对四环素产生耐药性已相当普

遍。因而，本研究发现设备食品接触面的污染微生物

大部分对四环素具有耐药性，既包括革兰氏阴性菌如

假单胞菌属、沙雷氏菌属、大肠杆菌、不动杆菌属和

气单胞菌属，也包括革兰氏阳性菌，如葡萄球菌属和

乳球菌属。四环素耐药基因常与转移质粒、转座子等

可移动遗传元件相连，这些可移动遗传元件能使四环

素耐药基因在不同细菌种属种间传递，由此可能是造

成四环素耐药性普遍的重要原因[14]。另一方面，有研

究结果显示在肉加工厂中消毒剂的不当使用会造成消

毒剂残留而形成亚抑菌浓度环境，进一步导致细菌产

生耐药性和耐药基因的水平转移，提示需加强加工厂

卫生消毒方法规范，以控制加工厂耐药菌滋生。 

2.3  四环素耐药基因的分布 

通过对 15 种四环素耐药基因的筛查，发现生猪肉

食品加工厂设备表面的污染微生物中存在 9 种四环素

耐药基因，其中 tetL 的检出率最高，为 7.7%，其次为

tetA(6.0%)、 tetB(4.8%)、 tetC(4.8%)、 tetE(3.6%)、
tetM(3.6%)、tetS(3.6%)、tetK(1.2%)和 tetX(0.6%)。所

有的分离菌株中均未检测到 tetG、tetA/P、tetO、tetQ、

tetT 和 tetW(图 1)。有 3 株分离菌同时携带 2 种 tet 基
因，1 株克雷伯氏菌属同时含有 tetA 和 tetL、1 株大

肠杆菌同时含有 tetA 和 tetC、1 株气单胞菌属同时含

有 tetE 和 tetL(表 3)。所有分离菌无论对四环素敏感还

是耐药都携带 1 种或多种耐药基因(表 3)。在敏感菌株

中同样发现 tet 基因，表明 tet 基因在这些菌株中不表

达，在抗生素的诱导下有可能表达对四环素的耐药性。 
表3 生猪肉加工厂食品接触面中四环素耐药基因在各分离菌属中的分布 

Table 3 Distribution of tetracycline resistance genesof representative bacteria from food contact surfaces in a meat processing plant 

基因 菌株 
tetA 气单胞菌属、大肠杆菌、克雷伯氏菌属、沙雷氏菌属 

tetB 不动杆菌属、气单胞菌属、肠杆菌属、大肠杆菌、克雷伯氏菌属、沙雷氏菌属 

tetC 肠杆菌科、大肠杆菌、沙雷氏菌属 

tetE 气单胞菌属、肠杆菌科、乳球菌属 

tetL 气单胞菌属、肠杆菌科、克雷伯氏菌属、香味菌属 

tetM 不动杆菌属、气单胞菌属、大肠杆菌、克雷伯氏菌属、假单胞菌属、沙雷氏菌属 

tetS 乳球菌属、沙雷氏菌属 

tetK 葡萄球菌属 

tetX 香味菌属 

tetA, tetC 大肠杆菌属 

tetA, tetL 克雷伯氏菌属 

tetE, tetL 气单胞菌属 
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图1 生猪肉加工厂食品接触面上分离菌中四环素耐药基因的

分布 

Fig.1 Distribution of tetracycline resistance genes in bacteria 

isolated from food contact surfaces in a meat processing plant 

细菌对四环素耐药的机制有多种，包括药物外排

机制、核糖体保护机制、酶钝化机制等[15]。已有的研

究报道显示，tet 基因广泛存在于即食食品、动物性食

品、环境和人体菌群中等[16~18]。王珊珊[19]在厦门某屠

宰场猪肉中的四环素耐药菌检测到四环素耐药基因，

发现外排泵基因多与核糖体保护基因。王学君[20]等人

于贵州省 8 个地区规模化养殖场分离的猪源大肠杆

菌，发现其携带的四环素耐药基因的检出率为

（41.50%~92.60%）。与前人研究结果类似，本研究中

生猪肉加工厂设备表面污染细菌中 tet 基因中外排泵

基因多与核糖体保护基因，但 tet 基因的检出率

（0.6%~7.7%）较低[15~17]，四环素耐药基因种类较多，

且携带这些基因的菌种范围较多（表 3），表明生猪肉

加工厂食品接触面上污染细菌可能作为四环素耐药基

因储存库。 

3  结论 

3.1  本研究结果显示，生猪屠宰加工厂食物接触表面

上存在大量污染细菌，包括假单胞菌属、不动杆菌属、

气单胞菌属、香味菌属、沙雷氏菌属、克雷伯氏菌属，

葡萄球菌属、肠球菌属等条件致病菌，其存在可能会

污染加工中生猪肉并对人类健康产生威胁。 
3.2  生猪屠宰加工厂食物接触表面上分离出的168株
菌中，60.7%（102/168）的细菌表现出对四环素的耐

药性。通过对 15 种四环素耐药基因的筛查，发现生猪

肉食品加工厂设备表面的污染微生物中存在 9 种四环

素耐药基因，这些耐药基因可能向不同种属细菌间转

移，进而由食物链向人类传播，对人类健康造成潜在

威胁。因而，肉制品加工厂食品接触面是导致肉制品

污染耐药菌的重要因素，为保障消费者的饮食安全，

避免食源性疾病的发生，应加强肉制品加工厂食品接

触面耐药微生物的控制以保障肉制品质量与安全。 
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