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蜡样芽孢杆菌在三种不同乳产品中的生长
动力学特性以及引起乳制品感官变化特征

陈强强1，寇肖迪1，徐海俊1，胡　瑜2，唐俊妮1, *

（1.西南民族大学药学与食品学院，四川成都 610225；
2.康美包（苏州）有限公司，江苏苏州 215021）

摘　要：为探究蜡样芽孢杆菌在不同牛奶产品中的生长动力学特性及对牛奶品质影响，本研究采集了 50份乳制品

（包括 25份工厂前处理罐原料乳和 25份市售纸盒包装商品乳），通过甘露醇卵黄多粘菌素琼脂培养基（MYP）
分离疑似菌株，结合形态学观察、蛋白质毒素结晶实验、Vitek-2生化鉴定及 16S rRNA测序分离鉴定蜡样芽孢杆

菌；以筛选生长速率最快的菌株作为实验对象，按 101、102、103 CFU/mL初始浓度回接至三种不同牛奶产品（纯

牛奶、舒化牛奶和谷粒牛奶）中，研究在两种温度（25 ℃ 和 35 ℃）下，蜡样芽孢杆菌在三种不同产品中的生长

动力学，采用 Logistic方程拟合生长模型，同步监测三种牛奶产品的 pH变化和感官影响。结果显示：分离鉴定的

3株蜡样芽孢杆菌（B1、B2和 B3）均源自原料乳，市售乳中未检出；通过生长曲线测定，研究 B1菌株对三种不

同牛奶产品的影响，结果表明温度和初始接种浓度对蜡样芽孢杆菌的生长影响较为明显，在 35 ℃ 条件下和高初始

接种浓度下，乳制品中的蜡样芽孢杆菌较 25 ℃ 更早进入对数期和稳定期，迟滞期更短，三种类型的产品中，舒化

牛奶更有利于蜡样芽孢杆菌的生长；Logistic模型拟合度 R2>0.9857；牛奶的 pH随菌浓度增长变化明显，不同乳制

品感官劣变具有各自的特异性，其中舒化牛奶气味劣变最为显著。本研究为乳制品蜡样芽孢杆菌污染预警及安全

控制提供科学依据
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Growth Kinetics and Organoleptic Characterization of Bacillus
cereus in Three Different Dairy Products
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Abstract：The purpose of this study was to investigate the growth kinetics of Bacillus cereus in different milk products and
its impact on milk quality. Fifty dairy products (including 25 raw milk from factory pre-treatment tanks and 25 commercial
milk  packaged  in  boxes)  were  collected,  and  suspected  strains  were  isolated  using  Mannitol-Egg-Yolk-Polymyxin  Agar
(MYP).  Morphological  observation,  protein  toxin  crystallization  experiment,  Vitek-2  biochemical  identification,  and  16S
rRNA sequencing were used to isolate and identify B. cereus. Further, one strain with the fastest growth rate was selected as
the  experimental  object,  and  the  strain  was  inoculated  into  three  different  milk  products  (pure  milk,  lactose-decomposed
milk, and grain milk) at initial concentrations of 101, 102, and 103 CFU/mL. The growth kinetics of B. cereus in three dif-
ferent  products  were  studied  at  two  temperatures  (25 ℃  and  35 ℃),  and  a  Logistic  equation  was  used  to  fit  the  growth  
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model. The pH and sensory changes of the three milk products were simultaneously monitored. The results showed that the
three strains (B1, B2, and B3) of B. cereus originated from raw milk were isolated and identified and they were not detected
in commercial milk products. By measuring the growth curve, B1 strain with a faster growth rate was selected as the experi-
mental object to study its effects on three different milk products. The results showed that temperature and initial inocula-
tion concentration had a more significant impact on the growth of B. cereus. At 35 ℃ and high initial inoculation concentra-
tion, B. cereus in dairy products entered the logarithmic and stable phases earlier than at 25 ℃, with a shorter lag period.
Among the three types of products, lactose-decomposed milk was more conducive to the growth of B. cereus.  The fitting
degree of the Logistic model was R2>0.9857. It was found that the pH of milk changed significantly as the bacterial concen-
tration increased. Different dairy products had their own characteristics in terms of sensory degradation. Among them, the
odor deterioration of lactose-decomposed milk was the most significant. This study provides a scientific basis for the early
warning and safety control of B. cereus contamination in dairy products.

Key words：Bacillus cereus；dairy products；growth kinetics；pH changes；sensory quality

随着全球乳制品消费量的持续增长及消费者对

营养健康需求的不断提升，乳制品质量安全已成为食

品工业和公共卫生关切的核心。据 OECD-FAO预

测，2029年全球牛奶产量将达到 9.97亿吨[1]，中国作

为全球最大的乳制品新兴市场，人均乳制品消费量逐

年攀升[2]。然而，乳及乳制品富含优质蛋白、乳糖和

脂肪，为微生物繁殖提供了理想基质，其从牧场到餐

桌的复杂供应链极易遭受致病菌污染，引发腐败变质

与食源性疾病[3]。近年来，由微生物污染导致的乳制

品安全事件频发，不仅造成巨大经济损失，更严重威

胁消费者健康，其中蜡样芽孢杆菌已成为全球乳制品

召回的主要原因之一[4]。

蜡样芽孢杆菌是一种广泛分布于土壤、尘埃、水

体及食品生产环境的革兰氏阳性产芽孢食源性致病

菌[5]。其芽孢具有极强的耐热性，可耐受传统巴氏杀

菌（72~85 ℃）和超高温瞬时灭菌（UHT），在成品乳中

长期存活，于适宜条件下萌发并快速增殖[6]。该菌在

乳制品中的污染率高达 10%~40%，其致病因子主要

包括致腹泻肠毒素和致呕吐毒素，摄入 105~108 CFU/
mL的活菌或 1.5~12  μg/kg的呕吐毒素即可引发

中毒症状[7]。蜡样芽孢杆菌可在 4~8 ℃ 冷藏条件下

缓慢生长，对低温长货架期乳制品构成持续威胁[8]。

据估计，全球约 1.4%~12%食源性疾病由蜡样芽孢

杆菌引起[9]。

蜡样芽孢杆菌在乳制品中的生长动力学是预测

其安全风险和货架期的核心参数，最大比生长速率等

关键动力学参数决定产品不同贮藏条件下的安全时

限，细菌生长受原料源头、温度、基质组成、初始菌

浓度等多因子影响。Tirloni等[3] 对意大利乳制品生

产链的长期监测表明，该菌在原料乳中检出率为

10.3%~35%，主要污染源为挤奶设备和青贮饲料，巴

氏杀菌后成品乳中检出率显著降低。郭佳等[4] 发现

中国北方牧区原料乳污染率较高，粗饲料储存不当成

为主要的风险因子。Zhao等[10] 在全国 10省份的调

研发现夏季样品蜡样芽孢杆菌污染率（28.7%）显著

高于冬季（8.5%）样品。Le Marc等[8] 通过 Stochastic
模型证实，蜡样芽孢杆菌最适生长温度为 30~37 ℃。

而 Maktabdar等[11] 发现冷藏条件下菌株仍可缓慢生

长，对低温长货架期乳制品构成威胁。基质组成也会

显著影响生长，乳制品中乳糖、蛋白质及添加成分可

改变细菌的营养利用效率[12−14]；谷物中的膳食纤维可

通过竞争营养延缓菌株增殖[12−13]；此外，乳蛋白中的

κ-酪蛋白可被蜡样芽孢杆菌蛋白酶水解，不仅为菌株

提供氮源，还可改变乳体系稳定性，间接影响生长环

境[13,15]。王慧莹[16] 指出高碳水化合物和蛋白质含量

可促进蜡样芽孢杆菌增殖。舒化奶乳糖分解或加速

生长，谷粒奶添加成分可影响代谢[12,17]。Yang等[17]

在对再制乳生产链的暴露评估中证实产品配方差异

会显著改变菌体增殖速率。目前仍缺乏针对舒化

奶、谷物奶等创新液态乳中蜡样芽孢杆菌生长的研

究。Logistic模型因参数简洁、拟合度高，常被用于

描述微生物“S”型生长过程[18]。但将其与乳品 pH
变化、感官劣变结合的多指标联合预警模型尚未见

报道。蜡样芽孢杆菌导致乳制品感官劣变是其危害

的重要表现形式，该菌分泌的热稳定蛋白酶与脂肪酶

是主要致腐因子，蛋白酶特异性水解 κ-酪蛋白，破坏

酪蛋白胶束稳定性，导致蛋白质凝结、乳清析出及苦

味肽产生[19]；脂肪酶释放的中短链游离脂肪酸是酸败

味的主要来源[12]；在谷粒牛奶中，蜡样芽孢杆菌产生

的淀粉酶可降解燕麦多糖，产生短链脂肪酸影响谷物

原有风味[20]。基于上述研究现状，本研究以纯牛奶、

舒化牛奶、谷粒牛奶三种典型乳制品为对象，探究蜡

样芽孢杆菌在不同温度（25、35 ℃）和不同初始污染

水平（101~103 CFU/mL）下的生长动力学规律及乳基

质类型对菌株生长的交互影响，构建适用于三种乳制

品的 Logistic生长预测模型、同步监测菌株生长过

程中乳制品 pH变化与感官劣变特征，建立菌浓度-
pH-感官评分的关联关系。旨在为乳制品蜡样芽孢

杆菌污染的源头管控、生长风险预测及品质劣变预

警提供科学依据，助力乳制品工业的安全高效发展。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

实验所用牛奶样品系无菌采集于某工厂前处理

罐中牛奶样品共 25份，以及采集自电商和超市售卖

的纸盒包装纯牛奶样品共 25份（详见表 1）；实验菌

株　采用从样品中分离并鉴定的菌株；蜡样芽孢杆菌
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（CICC21261）、苏云金芽孢杆菌（CICC22945）、蕈状

芽孢杆菌（CICC21473）　三株菌株均购买于中国工

业微生物菌种保藏管理中心；甘露醇卵黄多粘菌素琼

脂培养基（MYP）、胰酪大豆胨琼脂培养基　广东环

凯微生物科技有限公司；营养琼脂培养基、硫酸锰营

养琼脂培养基　青岛海博生物技术有限公司；平板计

数琼脂培养基、林格试液片剂　德国默克生命科学

技术有限公司；Vitek-2鉴定所用试剂及配套测试卡

片　生物梅里埃美国股份有限公司。

DW-HL550低温冰箱　中科美菱低温科技股份

有限公司；Vitek 2 System全自动微生物鉴定仪　生

物梅里埃美国股份有限公司；SN510C高压蒸汽灭菌

锅　重庆雅马拓科技有限公司；1120 BBC 86生物安

全柜　山东博科生物产业有限公司；DHP-9272电热

恒温培养箱　上海一恒科学仪器有限公司；Ecotron
振荡培养箱、TSGP10水浴锅　赛默飞世尔科技有

限公司；H1650K台式微量高速离心机　湘仪仪器有

限公司；MS 3B S25涡旋混匀仪　德国 IKA公司；

Bax Q7荧光实时定量 PCR仪　美国 Hygiena公司；

BSH-2细胞破碎仪　杭州遂真生物技术有限公司；

DRY BATH恒温干浴器　日本 ASONE公司；移液

器　德国 Eppendorf公司；S600双目生物显微镜

　德国 LIOO公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   样品的采集、分离与纯化　样品采集如表 1
所示，在采集不同批次的前处理牛奶样品时，使用移

液器和一次性无菌移液管，每次各准确移取 15 mL
样品至灭菌空试管内，将样品按照采集时间顺序按

照 1号至 25号依次进行编号，随后置于 4 ℃ 环境冷

藏保存备用。对于成品盒装牛奶，采集前先用 75%
酒精对纸盒吸管口进行消毒，随后利用移液器和一次

性无菌移液管，从每盒牛奶产品中精准采集 15 mL
乳样，转移至灭菌空试管，按采集时间顺序从 26
号至 50号依次编号，并同样放置在 4 ℃ 环境中冷藏

保存，以待后续使用。参考郭佳等[4] 方法，使用无菌

接种环取试管内样品划线接种于MYP平板上，30 ℃
条件下培养 24 h；挑取分离得到的疑似菌株划线

接种于营养琼脂培养基上，37 ℃ 条件下培养 24 h；挑
取单菌落再次划线接种于营养琼脂培养基，在 37 ℃
条件下培养 24 h进行菌株纯化。

 1.2.2   分离菌株的形态学观察及生化鉴定　镜检：挑

取营养琼脂平板上的纯培养物适量涂布于滴有无菌

生理盐水的载玻片上，干燥后固定，滴加 1~2滴草酸

铵结晶紫染色 1 min后水洗至无色，滴加适量碘液染

色 1 min后水洗至无色，滴加 95%乙醇脱色约 30 s
后水洗，滴加 1~2滴沙黄染液复染 1 min后水洗并

干燥，使用显微镜进行镜检。

生化鉴定：使用 Vitek-2方法鉴定细菌，参考黄

立波[21] 的方法并稍作调整，取 3 mL生理盐水于试

管，用无菌拭子蘸取营养琼脂平板上的纯培养物，

制备三株分离菌株和蜡样芽孢杆菌（CICC21261）的
菌悬液，调整麦氏浊度至 0.5 McF，将菌悬液放入载

卡架槽，扫描条形码输入样品编号，载卡架放入装载

 

表 1    样品采集信息

Table 1    Samples collection information

样品编号 采样时间 样品来源 样品名称

1号 2022.04.22 前处理罐 原料乳

2号 2022.04.22 前处理罐 原料乳

3号 2022.04.22 前处理罐 原料乳

4号 2022.04.22 前处理罐 原料乳

5号 2022.04.22 前处理罐 原料乳

6号 2022.04.22 前处理罐 原料乳

7号 2022.04.22 前处理罐 原料乳

8号 2022.06.08 前处理罐 原料乳

9号 2022.06.08 前处理罐 原料乳

10号 2022.06.08 前处理罐 原料乳

11号 2022.06.08 前处理罐 原料乳

12号 2022.06.08 前处理罐 原料乳

13号 2022.06.08 前处理罐 原料乳

14号 2022.06.08 前处理罐 原料乳

15号 2022.08.03 前处理罐 原料乳

16号 2022.08.03 前处理罐 原料乳

17号 2022.08.03 前处理罐 原料乳

18号 2022.08.03 前处理罐 原料乳

19号 2022.08.03 前处理罐 原料乳

20号 2022.08.03 前处理罐 原料乳

21号 2022.08.03 前处理罐 原料乳

22号 2022.08.03 前处理罐 原料乳

23号 2022.08.03 前处理罐 原料乳

24号 2022.08.03 前处理罐 原料乳

25号 2022.08.03 前处理罐 原料乳

26号 2022.05.25 淘宝电商 商品乳

27号 2022.05.25 淘宝电商 商品乳

28号 2022.05.25 淘宝电商 商品乳

29号 2022.05.25 淘宝电商 商品乳

30号 2022.05.25 淘宝电商 商品乳

31号 2022.05.25 淘宝电商 商品乳

32号 2022.05.25 淘宝电商 商品乳

33号 2022.05.25 淘宝电商 商品乳

34号 2022.05.25 淘宝电商 商品乳

35号 2022.05.25 淘宝电商 商品乳

36号 2022.05.25 永辉超市 商品乳

37号 2022.05.25 永辉超市 商品乳

38号 2022.05.25 永辉超市 商品乳

39号 2022.05.25 永辉超市 商品乳

40号 2022.05.25 永辉超市 商品乳

41号 2022.05.25 永辉超市 商品乳

42号 2022.05.25 永辉超市 商品乳

43号 2022.05.25 永辉超市 商品乳

44号 2022.05.25 华润万家超市 商品乳

45号 2022.05.25 华润万家超市 商品乳

46号 2022.05.25 华润万家超市 商品乳

47号 2022.05.25 华润万家超市 商品乳

48号 2022.05.25 华润万家超市 商品乳

49号 2022.05.25 华润万家超市 商品乳

50号 2022.05.25 华润万家超市 商品乳
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仓，填空卡片后转移至孵育仓，仪器自动检测并显示

结果。

根状生长实验：参照国标[22] 和文献 [23]，挑取可

疑菌落，间隔 2~3 cm划平行直线于干燥 1~2 d的营

养琼脂平板，30±1 ℃ 培养 24~48 h，以蕈状芽孢杆菌

（CICC21473）作为对照。

蛋白质毒素结晶实验：参照国标[22]，挑取可疑菌

落接种于硫酸锰营养琼脂平板，30±1 ℃ 培养 24±2 h，
室温放置 3~4 d；取培养物于载玻片，加蒸馏水涂膜，

自然干燥后微火固定，加甲醇作用 30 s，火焰干燥，

滴 0.5%碱性复红，加热 1~2 min，更换染色液再加

热 30 s，清洗晾干后镜检；观察游离芽孢（浅红色）和

深红色菱形蛋白结晶体；若游离芽孢不丰富，室温再

培养 2~3 d后检查，以苏云金芽孢杆菌（CICC22945）
作为对照。

 1.2.3   16S rRNA鉴定　将分离筛选的菌株命名为

B1、B2、B3，挑取纯化后的单个菌落打散于林格氏液

中，涡流混匀（2500 r/min，30 s），取 1 mL菌液离心

（4 ℃，12000 r/min，2 min），弃上清，收集菌体用于

DNA提取。采用蛋白酶 K裂解法[24]，加入 50 μL蛋

白酶 K裂解液混匀，55 ℃ 水浴 1 h，12000 r/min离

心 2 min，取上清液于 95~97 ℃ 加热 10 min保存

备用。

PCR反应体系：BioLinker 2×Taq Mix 20 μL，使
用 16S rRNA基因通用引物 27F（5′-AGAGTTTGAT
CCTGGCTCAG-3′）和 1492R（5′-GGTTACCTTGTT
ACGACTT-3′）进行 PCR扩增与测序鉴定[25]，DNA
模板 1~3 μL，dd H2O补至 40 μL。

扩增条件：94 ℃ 预变性 3 min；94 ℃ 变性 30 s，
56 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 90 s，循环 30次。PCR
产物经 4%琼脂糖凝胶电泳，回收约 1500 bp单一条

带送到生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。

 1.2.4   样品制备　将灭菌融化的胰酪大豆胨琼脂培

养基置于 45 ℃ 水浴锅中保温备用，随后取经传代培

养并完成活菌计数的菌悬液，用磷酸盐缓冲液（PBS）
梯度稀释至 3×104、3×103、3×102 CFU/mL浓度梯

度。各取 1 mL稀释菌液分别接种至 9 mL不同牛奶

产品（纯牛奶、舒化牛奶、谷粒牛奶）中，制备污染浓

度为 3×103、3×102、3×101 CFU/mL的样品，使用涡

流混匀仪以 2500 r/min转速振荡混匀 30 s，确保菌

液与样品充分结合。所有样品按培养条件（25 ℃ 或

35 ℃）、基质类型及初始菌浓度进行系统编号：纯牛

奶组中，25 ℃ 培养的 101、102、103 CFU/mL样品分

别标记为 25-C-1、25-C-2、25-C-3，35 ℃ 培养的对

应样品标记为 35-C-1、35-C-2、35-C-3；舒化牛奶组

和谷粒牛奶组依次类推，分别标记为：25-S-1、25-S-
2、25-S-3；35-S-1、35-S-2、35-S-3；25-G-1、25-G-2、
25-G-3；35-G-1、35-G-2、35-G-3。完成编号后，所有

样品分别转移至 25 ℃ 和 35 ℃ 恒温培养箱中进行

培养。

 1.2.5   回接菌株的筛选　对分离鉴定出的三株蜡样

芽孢杆菌（B1、B2和 B3）进行回接筛选，以用于后续

实验。在 25 ℃ 下，以纯牛奶为培养基质，三株菌株

起始浓度均为 3×102 CFU/mL，分别在培养的第 0~
72 h取样，使用涡流混匀仪 2500 r/min转速下 30 s
混匀，使用 PBS进行适宜梯度的稀释后取 1 mL稀

释液于无菌培养皿内，随后倾倒约 15 mL 45 ℃ 左右

的平板计数琼脂培养基，每个样品 3个平行，立即平

移晃动摇匀培养皿中的混合物，待凝固后置于 37 ℃
培养 18~24 h（使用甘露醇卵黄多粘菌素琼脂培养基

鉴定是否有杂菌污染）。观察并统计适宜稀释度平板

中菌落数量，计算每个时间段每份样品中的细菌数并

绘制生长曲线，选取生长速率快的一株菌株作为后续

研究对象，进一步研究其在三种不同乳制品中的生长

动力学。

 1.2.6   生长曲线的测定及生长动力学　采用 1.2.5
中筛选的菌株进行实验，样品制备详见 1.2.4，开展两

种温度（25 ℃ 和 35 ℃）和三种类型牛奶（纯牛奶、舒

化牛奶、谷粒牛奶）中蜡样芽孢杆菌的生长曲线测

定。在实验进程的第 0~72 h取样测定细菌总数，每

个样品设置 3个平行。使用 Logistic方程[26−28] 模拟

蜡样芽孢杆菌在不同温度和不同奶制品中的生长动

力学模型。公式如下：

N(t) = Nmax{
1+ exp

[
4μmax

Nmax(λ− t)
+2
]}

式中，t代表培养时间（h），Nmax 为蜡样芽孢杆菌

的最大生长量（CFU/mL），μmax 为蜡样芽孢杆菌的最

大生长速率（h－1），λ 为迟滞期时长（h）。

 1.2.7   观察期内不同牛奶 pH检测　按照 1.2.4的制

备方法，分别在 0~72 h内定时取样，涡旋混匀 30 s
后，用 pH计测定各组样品 pH。

 1.2.8   观察期内牛奶感官检测　灭菌干燥西林瓶，取

三种产品各 9 mL，加入 1 mL 3×（104、103、102） CFU/
mL菌液，制备 3×（103、102、101） CFU/mL污染样

品，密封后按 1.2.4进行编号，25、35 ℃ 避光保存。

参考国标[29] 及邵景海等[30] 方法，对污染产品进行一

周内组织状态、气味、色泽的单盲法感官评价。评价
 

表 2    感官评价评分

Table 2    Sensory evaluation scores

项目 评分标准 分值

组织状态

组织均匀细腻，质地光滑，无分层 31~40
质地较细腻，有少量脂肪膜及蛋白质凝结，无气泡 16~30

质地较粗糙，有气泡产生，有乳清析出或出现明显分层 0~15

气味

产品风味和奶香协调，无异常或其他味道 21~30
产品风味减弱，有轻微奶香 11~20

产品风味及奶香味微弱，有酸味或臭味等异味 0~10

色泽

色泽均匀，有光泽，呈正常乳白色 21~30
色泽较差，颜色稍加深 11~20

色泽不均匀，颜色变暗变黄，无光泽 0~10
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小组由 20名 22~45岁食品相关专业人员组成，男女

比例各一半，分析不同产品受污染后的感官变化差

异。感官评价评分标准见表 2。

 1.3　数据处理

用 Excel 2020软件对数据进行统计和计算，利

用 Origin 2021对各项指标数据分析结果进行可视

化制图。

 2　结果与分析

 2.1　菌株分离、镜检及鉴定结果

经 MYP培养基形态特征初步鉴别，在采集自前

处理罐的 25份原料乳样品中的第 7号、12号和

16号样品内发现有三株疑似蜡样芽孢杆菌，在 25份

市售纸盒包装商品乳样品内未发现蜡样芽孢杆菌疑

似菌株。细菌在 MYP培养基上的形态特征和镜检

结果如图 1所示，分离的三株菌株革兰染色均为阳

性，细胞呈杆状，芽孢位于菌体中心或中心附近偏向

一端，芽孢直径与菌体横径相近。

经 Vitek-2系统鉴定，由表 3可知，三株分离菌

株和蜡样芽孢杆菌（CICC21261）均呈现以下生化特

征：亮氨酸芳胺酶、苯丙氨酸芳胺酶、丙氨酸-苯丙氨

酸-脯氨酸芳胺酶、丙氨酸芳胺酶、吡咯烷基芳胺酶、

酪氨酸芳胺酶呈阳性；能水解七叶灵；可利用环糊

精、D-葡萄糖、N-乙酰-D-葡萄糖氨、丙酮酸盐、D-核
糖、糖元、麦芽三糖、N-乙酰-β-D-葡萄糖氨酶和 D-
海藻糖作为碳源；并能在 6.5%氯化钠高盐环境中生

长。符合蜡样芽孢杆菌的生理生化特征。

根状生长试验如图 2所示，三株菌均形成典型

粗糙山谷状菌落结构。

由图 3可知蛋白质毒素结晶实验检测发现菌

体可形成浅红色孢子，但未观察到深红色菱形毒素

晶体。

综合生化特征分析、形态学观察、根状生长实验

和蛋白质毒素结晶实验结果，三株分离菌株初步确定

为蜡样芽孢杆菌。

 

B1 B2 B3

图 1    三株分离菌株在MYP培养基上的形态特征和革兰
染色镜检结果（B1、B2和 B3）

Fig.1    Morphology of three isolated strains on MYP medium
and Gram staining microscopy results (B1, B2, and B3)

注：油镜观察，放大倍数 1000×。

 

表 3    三种分离菌株的生化鉴定结果

Table 3    Biochemical identification of three isolates

试验代码 试验项目名称 结果 试验代码 试验项目名称 结果

BXYL β-木糖苷酶 − LeuA 亮氨酸芳胺酶 +

BGAL β-半乳糖苷酶 − AlaA 丙氨酸芳胺酶 +

APPA 丙氨酸-苯丙氨酸-脯氨酸芳胺酶 + GLYG 糖元 +

ELLM ELLMAN − MTE 麦芽三糖 +

dMNE D-甘露糖 − PLE 古老糖 −

BMAN β-甘露糖苷酶 − AGLU α-葡萄糖苷酶 −

INU 菊粉 − PSCNa 腐胺同化 −

OLD 竹桃霉素耐受 − POLYB_R 多粘菌素B耐受 −

LysA L-赖氨酸芳胺酶 − PheA 苯丙氨酸芳胺酶 +

PyrA 吡咯烷基芳胺酶 + TyrA 酪氨酸芳胺酶 +

CDEX 环糊精 + INO 肌醇 −

MdX 甲基-D-木糖苷 − GlyA 氨基酸芳胺酶 −

PHC 磷酰基维生素B − IRHA L-鼠李糖 −

dGLU D-葡萄糖 + dTAG D-塔格糖 −

ESC 七叶灵水解 + NaCl 6.5% 6.5%氯化钠生长 +

AspA L-天冬氨酸芳胺酶 − ProA 脯氨酸芳胺酶 −

AGAL α-半乳糖苷酶 − BNAG N-乙酰-β-D-葡萄糖氨酶 +

dGAL D-半乳糖 − MdG 甲基葡萄糖甙酸化 −

AMAN α-甘露糖苷酶 − dMAN D-甘露醇 −

NAG N-乙酰-D-葡萄糖氨 + BGLU β-葡萄糖苷酶 −

PVATE 丙酮酸盐 + dTRE D-海藻糖 +

dRIB D-核糖 + KAN 卡那霉素耐受 −

TTZ 多粘菌素B耐药 −

注：+.阳性；−.阴性。
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进一步通过 16S rRNA测序及系统发育树分析，

如图 4所示，通过 MEGA 64软件对三株菌株构建系

统发育树，菌株 B1、B2、B3在同一分支上，为蜡样芽

孢杆菌的近缘菌株，证实三株分离菌株为蜡样芽孢

杆菌。

 2.2　三株分离菌株在纯牛奶中的生长曲线

三株分离菌株 B1、B2和 B3在纯牛奶中的生长

曲线如图 5所示，可以看出在 25 ℃ 条件下，以纯牛

奶为培养基质，B1菌株的生长速率相对较快，先到达

对数期及稳定期，后期选用 B1菌株进行回接实验。

 2.3　蜡样芽孢杆菌 B1在两种温度和三种类型牛奶中

的生长曲线

市售常温商品乳的日常储存温度在 25 ℃ 左右，

在夏季高温天气会达到 35 ℃ 及以上，且由于原料

乳、商品包材以及灌装管路等残留蜡样芽孢杆菌，经

由灭菌程序后商品乳内蜡样芽孢杆菌含量多为低剂

量存在，因而实验选取 25 ℃ 及 35 ℃ 作为实验温

度、蜡样芽孢杆菌浓度为 103、102、101 CFU/mL作

为初始污染浓度，在最大程度上模拟蜡样芽孢杆菌污

染的实际情况进行。

蜡样芽孢杆菌 B1在纯牛奶中的生长曲线如

图 6 A所示：25 ℃ 下，103、102、101 CFU/mL菌液分

别于 9、11、13 h进入对数期，13、18、20 h达稳定期；

35 ℃ 下则分别于 8、9、11 h和 12、14、18 h进入相

应阶段。对比表明，25 ℃ 迟滞期均长于 35 ℃，35 ℃

温度下，对数期和稳定期的到来时间分别比 25 ℃ 提

前约 4 h和 6 h。

蜡样芽孢杆菌 B1在舒化牛奶中的生长曲线如

图 6 B所示：25 ℃ 下，103、102、101 CFU/mL菌液分

别于 8、9、10 h进入对数期，18、14、16 h达稳定期；

35 ℃ 下则分别于 6、8、9 h和 8、10、12 h进入相应

阶段。对比表明，25 ℃ 迟滞期更长，35 ℃ 对数期和

 

B1

B2 B3

图 2    蜡样芽孢杆菌根状生长实验

Fig.2    Results for B. cereus rhizoid growth experiment
注：左边为蕈状芽孢杆菌；B1、B2、B3分别为筛选出的三株
蜡样芽孢杆菌菌落生长形态。

 

0.010

图 4    三株分离菌株的 16S rRNA系统发育进化树

Fig.4    Phylogenetic tree of 16S rRNA for three isolated strains
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图 3    蛋白质毒素结晶实验

Fig.3    Protein toxin crystallization experiment
注：从左到右分别为苏云金芽孢杆菌、B1、B2和 B3三株筛
选的菌株，油镜观察，放大倍数 1000×。
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图 5    25 ℃ 下三株分离的蜡样芽孢杆菌在纯牛奶中的
生长曲线

Fig.5    Growth curves of three isolated B. cereus strains
in pure milk at 25 ℃
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稳定期分别较 25 ℃ 提前约 3 h和 5 h。
在谷粒牛奶中，蜡样芽孢杆菌 B1的生长曲线如

图 6 C所示：25 ℃ 下，各浓度菌液进入对数期的时间

为 10~20 h，20~30 h逐步转入稳定期；而在 35 ℃ 下，

时间则提前至第 8~10 h和第 11~22 h。对比表明，

35 ℃ 条件下的迟滞期、对数生长期均短于 25 ℃，且

稳定期到来时间平均提前约 8 h。
可见，三种不同类型的牛奶中，舒化牛奶更有利

于蜡样芽孢杆菌 B1的生长，在 25 ℃ 和 35 ℃ 下蜡

样芽孢杆菌 B1在舒化牛奶中生长要比其他两种类

型的牛奶先到达对数生长期。

 2.4　不同温度和初始接菌浓度下蜡样芽孢杆菌在三种

类型牛奶中的生长动力学模型

使用 Logistic函数模型建立三种乳产品中蜡样

芽孢杆菌的生长动力学模型，详见表 4，通过生长动

力学方程，可以很好地预测蜡样芽孢杆菌在三种不同

乳制品中的生长情况。在不同温度下蜡样芽孢杆菌

生长延滞期不同，温度越高，蜡样芽孢杆菌生长延滞

期越短，25 ℃ 时，纯牛奶、舒化牛奶、谷粒牛奶的不

同初始接菌浓度的生长曲线中的延滞期均比 35 ℃
长，在相同温度下，蜡样芽孢杆菌的初始接菌浓度越

高，体系中的蜡样芽孢杆菌数量增长越快，能够快速

进入对数期并达到稳定期。纯牛奶、舒化牛奶和谷

粒牛奶在相同温度下，蜡样芽孢杆菌的生长曲线趋势

相似，但生长速率不同，最先达到稳定期的是舒化牛

奶，其次是谷粒牛奶和纯牛奶，预测模型的 R2˃0.98，
表明所建立的生长动力学模型有效和可靠。

 2.5　蜡样芽孢杆菌污染对三种类型牛奶的 pH影响

pH是监测乳制品变质的重要指标。蜡样芽孢

杆菌污染乳制品，产品的 pH变化受温度与初始接菌

浓度双重影响。温度升高缩短延滞期，加速菌群对数

 

8
7
6
5
4
3
2
1
0菌

落
数

对
数

值
 (l

g(
C

FU
·m

L−
1 ))

时间 (h)
0 10 20 30 40 50 60 70 80

A

8
7
6
5
4
3
2
1
0菌

落
数

对
数

值
 (l

g(
C

FU
·m

L−
1 ))

时间 (h)
0 10 20 30 40 50 60 70 80

B

8
7
6
5
4
3
2
1
0菌

落
数

对
数

值
 (l

g(
C

FU
·m

L−
1 ))

时间 (h)
0 10 20 30 40 50 60 70 80

C

25-C-1
25-C-2
25-C-3
35-C-1
35-C-2
35-C-3

25-G-1
25-G-2
25-G-3
35-G-1
35-G-2
35-G-3

25-S-1
25-S-2
25-S-3
35-S-1
35-S-2
35-S-3

图 6    25 ℃ 和 35 ℃ 下蜡样芽孢杆菌 B1在纯牛奶（A）、舒化
牛奶（B）和谷粒牛奶（C）中的生长曲线

Fig.6    Growth curves of B. cereus B1 in pure milk (A), lactose-
decomposed milk (B) and grain milk (C) at 25 ℃ and 35 ℃

 

表 4    蜡样芽孢杆菌 B1生长动力学模型方程及拟合度

Table 4    Growth kinetics model equation and fit of B. cereus B1

产品类型 温度（℃） 初始蜡样芽孢杆菌浓度（CFU/mL） 生长拟合曲线 拟合度

纯牛奶

25
10~100 y=7.1978+（1.1929−7.1978）/[1+（x/13.8132）15.6296] 0.9997
100~1000 y=7.2336+（2.8102−7.2336）/[1+（x/12.0715）12.1038] 0.9994
1000~10000 y=7.2256+（3.8167−7.2256）/[1+（x/9.6202）7.5885] 0.9993

35
10~100 y=7.3413+（1.9181−7.3413）/[1+（x/11.4453）8.8364] 0.997
100~1000 y=7.3105+（2.7023−7.3105）/[1+（x/8.8971）11.3715] 0.9989
1000~10000 y=7.4009+（3.7702−7.4009）/[1+（x/7.2534）12.1759] 0.9993

舒化牛奶

25
10~100 y=7.4012+（1.7672−7.4012）/[1+（x/10.8805）9.0652] 0.9897
100~1000 y=7.3425+（2.7649−7.3425）/[1+（x/9.0801）9.1756] 0.9943
1000~10000 y=7.3461+（3.6314−7.3461）/[1+（x/6.5288）7.8917] 0.9956

35
10~100 y=7.3631+（1.6429−7.3631）/[1+（x/8.3205）7.2844] 0.9997
100~1000 y=7.4256+（2.6167−7.4256）/[1+（x/7.4798）5.3059] 0.9865
1000~10000 y=7.3201+（3.5480−7.3201）/[1+（x/4.8264）11.5486] 0.9934

谷粒牛奶

25
10~100 y=7.3744+（1.5744−7.3744）/[1+（x/16.0868）6.7643] 0.9993
100~1000 y=7.4122+（2.8088−7.4122）/[1+（x/13.0904）8.8140] 0.9997
1000~10000 y=7.3800+（3.7948−7.3800）/[1+（x/12.1737）10.4471] 0.9944

35
10~100 y=7.2901+（1.6594−7.2901）/[1+（x/11.6924）5.2307] 0.9857
100~1000 y=7.3723+（2.5380−7.3723）/[1+（x/9.1851）9.4216] 0.9993
1000~10000 y=7.3641+（3.7412−7.3641）/[1+（x/7.6309）9.9539] 0.9988

注：y代表微生物数量的对数lg（CFU/mL），x代表时间（h）。
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期增殖及产酸代谢，高接菌浓度（103 CFU/mL）直接

提升酸化效率。由图 7A所示，纯牛奶在 25 ℃ 时

pH呈三阶段下降（10 h内 pH6.7→pH6.55，10~24 h

内→pH6.35，24~72 h内稳定在 pH6.2~6.3），35 ℃

时 10 h内即达 pH6.35；从图 7B可看出，舒化牛奶的

酸化更明显（25 ℃ 时，72  h至 pH4.9，35 ℃，24  h

至 pH4.8）；图 7C显示了谷粒牛奶在 25 ℃ 下，24 h
分至 pH5.5左右，35 ℃ 下 24 h降至 pH5.1左右。

高温菌体代谢活性增强，促进酸性代谢物积累，细菌

进入稳定期后因底物耗尽使 pH趋稳，高接菌浓度组

到达最低 pH的时间可提前 12 h。

可见，不同牛奶产品的 pH随着蜡样芽孢杆菌浓

度升高而降低。蜡样芽孢杆菌处于迟滞期及对数期

初期时，其浓度较低，pH降低速率较缓慢；进入对数

期中期至稳定期后由于菌的浓度较高，pH降低速率

加快，代谢基本完成后 pH变化趋于稳定。

 2.6　感官评价

纯牛奶受蜡样芽孢杆菌 B1污染后的感官变化

如图 8（A、B、C和 J）所示。25 ℃ 时，101 CFU/mL

组第 2 d出现组织劣化及异味，第 5 d结块、第 6 d

异味加重，7 d内色泽乳白转乳黄；102~103 CFU/mL

组次日即现组织状态、异味和色泽同步劣化且持续

加剧；在 35 ℃ 时，浓度为 101 CFU/mL组第 2 d出

现异味，第 4 d组织状态明显变化（脂肪上浮、蛋白质

凝结），色泽变黄；浓度为 102 CFU/mL 组第 3 d组织

状态改变、产生轻微异味，第 4 d后色泽劣变加剧；浓

度为 103 CFU/mL 组第 1 d出现明显异味，第 2 d轻

微蛋白质凝结，5~7 d内色泽变黄且有乳清析出，导

致组织状态评分大幅下降。

舒化牛奶的感官变化如图 8（D、E、F和 K）所

示。25 ℃ 时，101 CFU/mL组在 2 d内出现酸味，后

期发展为酸臭，伴有组织状态持续劣变和色泽微黄；
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图 7    25 ℃ 和 35 ℃ 下蜡样芽孢杆菌 B1在纯牛奶（A）、舒化
牛奶（B）和谷粒牛奶（C）中生长引起牛奶 pH变化

Fig.7    Changes of pH due to the growth of B. cereus B1 in pure
milk (A), lactose-decomposed milk (B) and grain milk (C)

at 25 ℃ and 35 ℃
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102~103 CFU/mL组则在 24 h内即出现酸味并持续

劣变。35 ℃ 时，所有浓度组（101~103 CFU/mL）均在

第 1 d出现酸味，并在 5 d内出现组织状态、气味和

色泽的同步且显著的感官评分下降，5~7 d出现明显

分层。

谷粒牛奶的感官变化如图 8（G、H、I和 L）所

示。25 ℃ 时，所有组别在 24 h内燕麦香气均减弱；

101 与 102 CFU/mL组分别在第 2、3 d出现异味和

组织状态劣变；103 CFU/mL组则在 24 h内即出现异

味。35 ℃ 时，各浓度组在第 2 d后均出现组织渣滓

化与色泽持续变暗；101 CFU/mL组于第 3 d出现明

显异味，而 102 与 103 CFU/mL组在第 2 d出现酸

味，并于第 3 d发展为明显酸臭味，4~5 d内色泽明显

变暗黄。

可见，蜡样芽孢杆菌 B1的污染会显著加速三类

乳制品的感官劣变，其影响程度与产品类型、储存温

度和初始菌浓密切相关，温度越高、初始染菌浓度越

大，感官劣变发生速度越快且程度越严重。三种产品

中，舒化奶的感官品质下降最快、最严重，可能归因

于牛奶中预分解的乳糖为细菌提供了快速增殖的基

质，进而大量分泌蛋白酶和脂肪酶，这些酶类分别导

致蛋白质凝结、产生苦味，以及脂肪上浮、产生不良

风味。

 3　讨论
本研究在原料乳中检出了三株蜡样芽孢杆菌（检

出率 12.0%），市售商品乳中未检出，明确了原料乳是

蜡样芽孢杆菌主要污染源。该检出率虽然低于乔霖

楠等[31] 的乳制品蜡样芽孢杆菌总体污染率（约为

25.50%），但吻合 Tirloni等[3] 报告的意大利原料乳

中蜡样芽孢杆菌检出率范围为 10.3%~35.0%。生长

动力学结果表明，温度与初始浓度是关键控制因子。

35 ℃ 较 25 ℃ 使迟滞期缩短 20%~33%，最大比生

长速率提升约 40%。在舒化牛奶中，103 CFU/mL组

在 35 ℃ 下 6 h即进入对数期，较 25 ℃（8 h）提前 25%。

稳定期到达时间从 18 h缩短至 8 h（降幅 55%），该

结果与 Le Marc等[8] 报道的最适生长温度（30~37 ℃）

下代谢速率提升结论一致。初始浓度效应呈剂量依

赖性，103 CFU/mL组进入稳定期较 101 CFU/mL组

平均提前 4.8 h（纯牛奶）、5.2 h（舒化奶）和 6.5 h（谷

粒奶）。证实了初始细胞数与迟滞期负相关的理论模

型[32]。产品基质也影响蜡样芽孢杆菌生长潜力，舒化

牛奶因乳糖预水解，碳源利用效率提升，最大菌量
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图 8    25 ℃ 和 35 ℃ 下蜡样芽孢杆菌 B1在纯牛奶中（A、B、C）、舒化牛奶中（D、E、F）和谷粒牛奶中（G、H、I）的组织形态、
气味和色泽的评分以及在三种不同类型奶制品中的形态和色泽实际变化图片（J、K、L）

Fig.8    Sensory scores of tissue morphology, odor and color of B. cereus B1 in pure milk (A, B, C), lactose-hydrolyzed milk (D, E, F)
and grain-containing milk (G, H, I), and images of morphological and color changes in three dairy products (J, K, L) at 25 ℃ and 35 ℃
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（Nmax）达 7.4  log  CFU/mL，高于纯牛奶与谷粒牛

奶。Logistic模型拟合度 R2>0.9857，证实其可精准

预测三类产品中菌体生长轨迹。

蜡样芽孢杆菌的生长直接导致产品品质劣变。

其生长代谢引发的 pH下降与乳品的感官劣变进程

同步，且受温度与初始接菌浓度的共同影响。在纯牛

奶中，25 ℃、初始接菌量为 103 CFU/mL条件下，24 h
内 pH从 6.7降至 6.37，而 35 ℃ 时 24 h pH下降到

6.28，感官劣变表现为异味、结块与色泽变黄。相比

之下，舒化牛奶因乳糖被预先水解为葡萄糖和半乳

糖，单糖更易于被蜡样芽孢杆菌发酵利用，因而酸化

更为迅速和彻底，在 25 ℃、103 CFU/mL条件下，24 h
内 pH从 6.53大幅降至 5.35，并在 72 h降至 pH4.9，
35℃ 时更是在 24 h内 pH降至 4.85，其酸化效率显

著高于纯牛奶，与 Kyritsi等[33] 关于碳水化合物组成

直接影响微生物产酸速率的结论相符，较低的 pH环

境加剧了蛋白质胶体稳定性丧失，感官劣变出现早，

常伴有明显酸味与分层。对于谷粒牛奶，因含有燕麦

淀粉等大分子碳源，需经细菌分泌的胞外酶降解后方

可利用，故其酸化速率介于纯牛奶与舒化牛奶之间：

在相同 25 ℃、103 CFU/mL条件下，24 h内 pH从 6.61
降至 5.2，35 ℃ 下 24 h降至 pH5.05，这体现了底物

可利用度对于细菌代谢速率的影响[34]。谷粒牛奶感

官劣变则表现为组织渣滓化、色泽变暗及酸臭味，表

明燕麦颗粒可能通过提供营养和影响菌-基质互作加

速局部酸化。总体而言，较高的储存温度与初始污染

浓度会显著加速感官劣变进程，从而大幅缩短产品货

架期。

本研究存在的局限在于只采用了单一菌株，未

覆盖蜡样芽孢杆菌群内遗传多样性；只采用了两种恒

定的温度，未模拟供应链上温度波动，未来需进一步

构建动态温度模型；感官评价缺乏客观仪器验证，未

来的研究进一步引入电子鼻与电子舌技术[16]。

 4　结论
本研究以纯牛奶、舒化牛奶、谷粒牛奶为研究对

象，系统探究了蜡样芽孢杆菌的污染源头、生长动力

学特性及对乳制品品质的影响，得出以下主要结论：

a.蜡样芽孢杆菌的污染源头主要为原料乳，市售商品

乳经杀菌处理后未检出该菌，多方法联合鉴定筛选出

三株蜡样芽孢杆菌；b.温度和初始接种浓度显著影响

蜡样芽孢杆菌生长 ， 35 ℃、高初始接种浓度

（103 CFU/mL）可缩短迟滞期、加速生长，三种类型的

牛奶中 ，舒化牛奶最适宜蜡样芽孢杆菌生长 ；

c.Logistic模型可精准拟合不同条件下蜡样芽孢杆菌

的生长过程，可用于预测菌量动态变化；d.乳制品

pH随菌浓度增长呈阶段性下降，感官劣变具有基质

特异性。

本研究的学术贡献在于构建了三种基质、两种

温度条件下蜡样芽孢杆菌生长预测模型，揭示了乳品

基质对菌株生长影响以及不同乳品品质劣变和 pH

变化之间的关联。研究结果为乳制品蜡样芽孢杆菌

污染的源头控制、生长预测及品质劣变预警提供科

学依据。未来研究方向将聚焦于：a.补充低温条件下

的生长动力学数据，构建全温度范围的生长预测模

型；b.开展毒力因子检测，建立“生长特性-毒力水平”

的耦合预警体系；c.结合仪器分析技术量化感官劣变

指标，提升评价客观性；d.模拟工业动态生产环境，探

究多因子交互作用下的污染风险，进一步提升研究结

果的实践转化价值。
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