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杀菌型乳酸菌饮料中杂菌的分离及鉴定

陈礼玲, 孙宏虎, 李俊霞, 朱虹霖, 郑漫江, 凌秀梅*

(成都市食品检验研究院, 成都 610000)

摘 要: 目的 分离和鉴定某企业提供的杀菌型乳酸菌饮料中存在的杂菌。方法 使用多种培养基对乳酸菌饮

料中的杂菌进行分离和纯化, 分离纯化后采用基质辅助激光解析/电离飞行时间质谱和 16S rRNA 基因序列分

析鉴定到属和种。结果 共分离出 16 株菌株, 其中醋酸杆菌(Acetobacter)5 株, 葡萄糖酸杆菌(Gluconobacter

japonicus)2 株 , 葡糖醋杆菌(Gluconacetobacter liquefaciens)1 株 , 沼泽库克菌(Kocuria palustris)1 株 , 链霉菌

(Streptomyces hydrogenans)1 株, 葡萄球菌(Staphylocaccus saprophyticus)1 株, 芽孢杆菌(Bacillus sp.)1 株, 新鞘

氨醇杆菌(Novosphingobium aromaticivorans)1 株, 短波单胞菌(Brevundimonas vesicularis)1 株, 酵母菌(Yeast)2

株, 经鉴定大部分(n=8, 50%)为醋杆菌科。结论 从杀菌型乳酸菌饮料中存在的杂菌分离到了醋酸杆菌、芽胞

杆菌、葡萄球菌、短波单胞菌、霉菌、酵母菌等微生物, 大部分为醋杆菌科。
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Isolation and identification of miscellaneous bacteria in

lactic acid bacteria beverage
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ABSTRACT: Objective To separate and identify the miscellaneous bacteria in sterilized lactic acid bacteria

beverages provided by an enterprise. Methods The miscellaneous bacteria of lactic acid bacteria beverages were

isolated and purified using a variety of medias. The isolated strains were identified at the genus and species levels by

analysis of 16S rRNA sequence and matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry.

Results A total of 16 strains were isolated, Among them, 5 strains of Acetobacter, 2 strains of Gluconobacter

japonicus, 1 strain of Gluconacetobacter liquefaciens, 1 strain of Kocuria palustris, 1 strain of Streptomyces

hydrogenans, 1 strain of Staphylocaccus saprophyticus, 1 strain of Bacillus sp, 1 strain of Novosphingobium

aromaticivorans, 1 strain of Brevundimonas vesicularis, 2 strains of Yeast, most of which (n=8, 50%)were identified

as Acetobacteraceae. Conclusion Acetobacter, Bacillus, Staphylococcus, Brevundimonas vesicularis, mold, Yeast

and other microorganisms were isolated from the bactericidal lactobacillus beverage, most of which belongs to

Acetobacteraceae.
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0 引 言

乳酸菌饮料(杀菌型)是在脱脂乳或鲜乳中接入

乳酸菌进行乳酸菌发酵, 使一部分乳糖转变为乳酸,

蛋白质发生部分降解, 不溶性钙盐变成可溶性钙盐,

并产生多种呈味成分, 再添加蔗糖、稳定剂、有机酸

等物质, 经稀释、调香、均质等工序制成的色、香、

味俱佳的功能性饮料。这样的饮料不仅富含各种营养

成分, 而且由于乳酸菌和有机酸的存在能有效地抑

制肠道内有害微生物的繁殖[1]。但是乳酸菌饮料(杀

菌型)生产流程比较复杂, 由于生产链条较长, 任何

一个生产链条出现问题, 均有可能导致产品出现如

口感不稳定、分层沉淀、褐变以及坏包、胀包、酸包、

霉包和黏条包等质量问题[2]。近几年, 国家监督抽检

数据信息公告显示, 乳酸菌饮料不合格时有发生, 不

合格的项目主要涉及标签、蛋白质、菌落总数、大肠

菌群及霉菌计数等项目, 其中由微生物污染引起的

不合格占多数[3‒5], 这可能与乳酸菌的杀菌工艺有关,

乳酸菌饮料的杀菌工艺一般为高温瞬时杀菌, 温度

为 90℃, 杀菌 1~2 min, 经过杀菌 , 虽然样品中的

各种微生物数量大幅下降 , 但是因为不同种类的

微生物对热的抵抗力不一样 , 总有一些耐热微生

物被检出。例如郝天婷等[6]在果汁中分离出费希新

萨 托 菌 (Neosartorya fischeri) 和 出 芽 短 梗 霉 菌

(Aureobasidium pullulans), 费希新萨托菌株能耐受

85℃、30 min 的热处理。

但是目前对乳酸菌饮料(杀菌型)中腐败微生物

分离鉴定的文献报道较少, 许多企业在遇到微生物污

染问题时, 因检验技术薄弱无法了解到产品容易被哪

些微生物污染, 应该如何制定相应的防控措施。为了

解杀菌型乳酸菌饮料中可能存在的微生物污染情况,

本研究针对某企业发生污染的的乳酸菌饮料(杀菌型)

采取选择性分离方法得到纯化的微生物菌种, 再利

用微生物形态学鉴定、基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱 (matrix-assisted laser desorption/ ionization

time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)技

术和 16S rRNA 基因序列分析相结合的方法, 鉴定

所纯化的微生物菌种, 通过对该菌株形态学、生理

生化特征及系统发育分析, 为乳酸菌饮料质量的控

制提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

原味乳酸菌饮料(某食品生产企业提供); 平板计

数琼脂(plate count ager, PCA)培养基、结晶紫中性红

胆盐琼脂(violet red bile agar, VRBA)、孟加拉红琼脂

培养基、MC 培养基、MRS 培养基(北京陆桥技术有

限责任公司); Wizard®基因组 DNA 纯化试剂盒(美国

Promega 公司 ); 16S rDNA 细菌鉴定 PCR 试剂盒

[TaKaRa 宝日医生物技术(北京)有限公司]。

ZEISS Axioskop40 显微镜(德国 Carl Zeiss 公司);

CFX96 Real-Time System PCR 仪[伯乐生命医学产品

(上海)有限公司]; Autoflex max TOF基质辅助激光解吸

电离飞行时间质谱仪[布鲁克(北京)科技有限公司]。

1.2 实验方法

1.2.1 污染菌株的分离和纯化

参考 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》、GB 4789.3—2016

《食品安全国家标准 食品微生物学检验 大肠菌群

计数》、GB 4789.15—2016《食品安全国家标准 食品

微生物学检验 霉菌和酵母计数》、GB 4789.35—2016

《食品安全国家标准 食品微生物学检验 乳酸菌检

验》, 将待检样品进行 10 倍梯度稀释至适宜的稀释

度后, 每个稀释度吸取 1 mL样品匀液于无菌平皿内,

每个稀释度做两个平皿。然后倾注相应的 PCA 培养

基、VRBA 琼脂、孟加拉红琼脂培养基、改良 MRS

琼脂培养基、MC 培养基, 并放入对应温度的培养箱

进行培养。根据菌落生长形态、大小及颜色的不同,

挑选不同的单菌落接种于相应的固体培养基中进一

步纯化。

1.2.2 形态学观察

将纯化得到的菌落划线至对应的分离固体培养

基进行培养, 观察菌落形态并革兰氏染色镜检。

1.2.3 MALDI-TOF MS 鉴定

MALDI-TOF MS 鉴定使用布鲁克质谱仪及配套

试剂进行, 用无菌枪头挑取待测单菌落, 均匀涂抹加

样到金属靶板小圈内, 每个靶点滴加 1 μL α-氰基-4-
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羟基肉桂酸(α-cyano-4-hydroxycinnamic acid, HCCA)

基质液, 室温干燥后将金属靶板放入仪器中对菌株

种属进行鉴定检测, 同时用 1 μL 标准品如上述同样

步骤操作, 作为质量控制。

1.2.4 核酸提取及测序

挑取培养平板上的单菌落按照 TaKaRa 16S

rDNA Bacterial 扩增细菌试剂盒的说明书操作, 提取

细菌 DNA。测序用引物序列如表 1 所示, PCR 扩增反

应体系如表 2所示, PCR完成后将 PCR产物进行琼脂

糖凝胶电泳检测, 将电泳检测后的 PCR 产物送至生

工生物工程(上海)股份有限公司进行测序。

表 1 PCR所用引物

Table 1 Primers used for the PCR

基因 引物名称 序列

16S rDNA

Seq forward 5'-GAGCGGATAACAATTTCAC
ACAGG-3',

Seq reverse 5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTC
ACGAC-3'

Seq internal 5'-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3'

表 2 PCR 反应体系和条件

Table 2 The PCR reaction systems and conditions

基因 反应体系 PCR 反应条件

16S
rDNA

DNA50~100 ng,
PCR Premix 25 μL,

Forward Primer 0.5 μL,
Reverse Primer2 0.5 μL,

16S-free H2O up to 50 μL。

94℃、5min; (94℃、1min,;
50~55℃、1min, 72 ℃、

1.5 min)×30; 72℃、5min。

1.3 数据处理

获得 16S rRNA 基因序列。测序结果在美国国家

生物技术信息中心(National Center of Biotechnology

Information, NCBI)的序列比对搜索工具 (basic local

alignment search tool, BLAST)分析比对, 并进行同

源序列搜索, 根据同源序列搜索结果, 导出同源性≥

99%菌株的 16S rRNA基因序列区, 基于 16s rRNA测

序结果, 使用Phylogeny在线平台建立聚类进化树[7]。

微生物属及种判断标准为: 0.95~1.0 为种水平置信 ,

可能的亚种; 0.90~0.95为种水平置信; 0.60~0.90为属

水平置信; 0.00~0.60 为不可置信。

2 结果与分析

2.1 细菌的菌落形态及显微观察

如表 3 所示, 样品除了在 VRBA 培养基上无菌

落生长外, 在 PCA、MRS、MC 及孟加拉红平板上均

有些许菌落生长。将菌落划线在相对应的分离固体培

养基上进行培养 , 得到纯化的 16 株菌 , 编号为

P1#~P7#的菌株分离自 PCA 平板, MC2#~MC5#分离

自 MC 平 板 , MR2#~MR4# 分 离 自 MRS 平 板 ,

M1#~M2#分离自孟加拉红平板。革兰氏染色镜检结

果显示 P2#, p3#是革兰氏阳性球菌, P5#疑似放线菌,

P4#是革兰氏阳性芽孢杆菌, P6#, M1#是酵母菌, 其

他均为革兰氏阴性杆菌。镜检结果如图 1 所示。

表 3 不同培养基上分离出的菌落镜检及鉴定情况

Table 3 Microscopic examination and identification of
colonies isolated on different media

编号 菌株编号 镜检情况 鉴定菌株名称

A M2# 革兰氏阴性杆菌 葡糖醋杆菌

B P2# 革兰氏阳性球菌 沼泽库克菌

C P5# 疑似放线菌 氢化链霉菌

D P3# 革兰氏阳性球菌 腐生葡萄球菌

E P4#
革兰氏阳性杆

菌, 含芽孢
蜡样芽胞杆菌

F P1# 革兰氏阴性杆菌 新鞘氨醇杆菌属

G P6#, M1# 酵母菌 酵母菌

H P7# 革兰氏阴性杆菌 泡囊短波单胞菌

I MC4#, MR2# 革兰氏阴性杆菌 醋酸杆菌属

J MC5#, MR3# 革兰氏阴性杆菌 日本葡萄糖酸杆菌

K MC2#, MC3#,
MR4# 革兰氏阴性杆菌

印度尼西亚醋酸

杆菌

2.2 MALDI-TOF MS 鉴定及 16S rRNA 基因测

序结果

将纯化的菌落采用 MALDI-TOF MS 鉴定, 同时

将纯化的菌落提取 DNA, 采用 16s rRNA基因测序鉴

定菌种, 结果见表 2。除了 P5#、P6#、M1#、MC4#、

MR2#、MC5#、MR3#七株菌落无法得到有效的鉴定

外, 其余菌株质谱鉴定分数在 1.75~2.11, 16S rRNA

基因测序结果符合率均>99%。
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图 1 革兰氏镜检结果。

Fig.1 Results of Gram microscopic examination

表 4 MALDI-TOF MS鉴定及 16S rRNA 基因测序结果

Table 4 Sequencing results of MALDI-TOF MS identification and 16S rRNA gene

编号 质谱鉴定结果 16S测序结果

鉴定名称 得分 鉴定名称 符合率

M2# 液化葡糖醋杆菌(Gluconacetobacter
liquefaciens)

1.77
液化葡糖醋杆菌(Gluconacetobacter liquefaciens)或者

甜蜜葡糖醋杆菌(Gluconacetobacter dulcium) >99%

P2# 沼泽库克菌(Kocuria palustris) 2.00 沼泽库克菌(Kocuria palustris) >99%

P5# / / 氢化链霉菌(Streptomyces hydrogenans) >99%

P3# 腐生葡萄球菌(Staphylocaccus
saprophyticus)

1.79
腐生葡萄球菌(Staphylocaccus saprophyticus), 或者阿

尔莱葡萄球菌 (Staphylocaccus arlettae) >99%

P4# 蜡样芽胞杆菌(Bacillus cereus ) 2.11 芽胞杆菌属(Bacillus sp.) >99%,
无法鉴定到种

P1# 去芳香新鞘氨醇杆菌(Novosphingobium
aromaticivorans)

1.75 鞘氨醇单胞菌属或者新鞘氨醇杆菌属
(Novosphingobium sp.)

>99%,
无法鉴定到种

P6#, M1# 酵母菌(yeast) / / /

P7# 泡囊短波单胞菌(Brevundimonas
vesicularis )

2.02 短波单胞菌属(Brevundimonas sp. ) >99%,
无法鉴定到种

MC4#, MR2# / / 不可培养的醋酸杆菌属(uncultured Acetobacter sp.) >99%,
无法鉴定到种

MC5#, MR3# / /
日本葡萄糖酸杆菌(Gluconobacter japonicus)

,或者 弗氏葡萄糖酸杆菌(Gluconobacter frateurii)
>99%

MC2#, MC3#,
MR4#

印度尼西亚醋酸杆菌(Acetobacter
indonesiensis)

2.02 印度尼西亚醋酸杆菌(Acetobacter indonesiensis) >99%

注: /表示未查到相关信息。

2.3 细菌 16S rRNA 基因序列同源性比对与系

统发育树分析

对某企业生产的原味杀菌型乳酸菌饮料中的微生

物进行分离和纯化, 共获得了 16 株菌。均使用了 16s

rRNA 基因测序进行种属鉴定, 其中的 9 株同时通过

MALDI-TOFMS质谱获得有效的鉴定结果。鉴定的 16

株菌中 , 醋酸杆菌 5 株(MC4#, MR2#, MC2#, MC3#,

MR4#), 葡萄糖酸杆菌 2株(MC5#, MR3#), 葡糖醋杆菌
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1株(M2#), 沼泽库克菌1株(P2#), 链霉菌1株(P5#), 葡

萄球菌 1株(P3#), 芽孢杆菌 1株(P4#), 新鞘氨醇杆菌 1

株(P1#), 短波单胞菌 1株(P7#)。除了细菌外, 还分离鉴

定出酵母(P6#, M1#), 未做进一步的种属鉴定。基于 16s

rRNA基因测序结果, 使用 Phylogeny在线平台建立聚

类进化树, 如下图 2。MR2#、MR3#、MR4#、MC2#、

MC3#、MC4#、MC5#、M2#均处于同一“科”水平, 属

于醋杆菌科(Acetobacteraceae), 其中MR3#、MC5#为相

同菌种, MC4#、MR2#为相同菌种, MC3#、MC2#、MR4#

为相同菌种。

图 2 聚类分析图

Fig. 2 Figure 2 Cluster analysis diagram

3 讨论与结论

饮料营养丰富, 是一些酵母菌、霉菌、芽孢类细

菌、乳酸菌和醋酸菌等微生物生长繁殖的良好基物,

所以容易受到某些酵母、真菌和少数耐酸细菌的污染,

尤其是其中耐热、耐酸、耐化学防腐剂的酵母和霉菌

及耐热耐酸的芽孢杆菌[8]。杀菌性乳酸菌饮料的生产

经过原料处理、调配、均质、灌装、杀菌等过程, 生

产链条较长, 一旦某一环节出现问题, 极有可能出现

微生物污染, 从而给企业造成经济损失。

本研究采用 MALDI-TOF MS 并结合 16S rRNA

测序技术对某企业生产的原味杀菌型乳酸菌饮料中

微生物种类进行分离鉴定, 并且进行了聚类分析, 从

该样品中分离到了醋酸杆菌、芽胞杆菌、葡萄球菌、

短波单胞菌、霉菌、酵母菌等微生物。这些微生物中,

有些可能是耐热的菌株, 如芽孢杆菌、耐热霉菌等。

郭伟鹏等[9]在果汁饮料中检出费氏新萨托菌、黄色篮

状菌、宛氏拟青霉 3 株耐热霉菌。有文献也表明上述

3株耐热霉菌均能产生子囊孢子, 且能够耐受 90℃以

上的高温达几分钟至几十分钟之久[10]。有些微生物

则是更容易广泛分布在酸乳这种酸性环境中, 比如

醋杆菌, 有文献报道 [11‒12]自然发酵的牛奶含有此类

细菌。酸乳的生产过程容易受到葡糖醋杆菌的污染,

初期不易被发现, 后期由于葡糖醋杆菌的大量繁殖,

影响了酸乳的品质, 导致酸乳产生酸涩、浑浊、胀包、

黏着度增加等现象[13]。

造成乳酸菌饮料中微生物污染的原因可能有 :

生产管路消毒有死角、清洗消毒不彻底、或者罐体密
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闭不严; 灌装、包装过程二次染菌, 灌装操作工、维

修工的无菌意识较差, 个人卫生不好 [14]; 企业现有

的杀菌工艺无法杀灭某些耐热微生物。 因此, 为从

根本上控制乳酸菌饮料生产过程的微生物污染, 需

要从以下几方面进行管控：首先生产过程中保持环境

的清洁卫生, 注意原料和用水等的质量控制; 其次注

意对生产原辅料、包材、生产设备等环节的管理[15];

最后通过微生物耐热实验, 发现部分耐热微生物, 如

果通过普通的杀菌手段无法杀灭的情况, 可以更换

其他杀菌方式进行杀菌, 同时加强对杀菌温度、杀菌

时间的设置和杀菌过程监控, 从根本上保障产品质

量与安全, 避免微生物污染带来的生产和经济损失。
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