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真空包装粽子中致酸败微生物的

分离与鉴定
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摘 要：目的 分离和鉴定引起真空包装粽子酸败的微生物，帮助企业提高产品质量，为食品安全做好把

关。方法 使用溴甲酚紫葡萄糖肉汤、庖肉培养基对酸败粽子进行培养；使用孟加拉红琼脂、营养琼脂，

以划线纯化法进行分离、纯化。根据菌落形态观察、细胞形态观察、16S rRNA 序列分析，基质辅助激光解

吸电离飞行时间质谱对分离的菌株进行鉴定，将分离菌株分别接种到符合商业无菌的粽子中，验证菌株是

否使产品酸败。结果 共分离出 2 株菌，分别为河生莱略特氏菌(Lelliottia amnigena)和异常威克汉姆酵母

(Wickerhamomyces anomalus)，经反证试验确认可导致粽子酸败。结论 河生莱略特氏菌、异常威克汉姆酵

母可导致真空包装粽子产生酸败。
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Isolation and identification of microorganisms causing rancidity in
vacuum packed rice dumplings
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ABSTRACT: Objective Isolate and identify microorganisms that cause rancidity in vacuum packed rice

dumplings, thereby helping enterprises to improve product quality and control of food safety. Methods

Bromocresol purple dextrose broth and cooked meat medium base were used to cultivate the acescent rice

dumplings; the microorganisms were isolated and purified by scribing in Rose bengal agar, Nutrient agar, the

isolated strains were identified by colony morphology observation, cell morphology observation, 16S rRNA

sequence analysis, and matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry. The isolated

strains were inoculated into commercial sterilized rice dumplings respectively to verify that two strains caused

rancidity of rice dumplings. Results Two isolated strains, namely Lelliottia amnigena and Wickerhamomyces

anomalus, caused rancidity of rice dumplings. Conclusion Lelliottia amnigena and Wickerhamomyces anomalus

in vacuum-packed rice dumplings can cause rancidity.
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0 引 言

粽子是我国历史文化积淀深厚的传统

食品。如今粽子的生产中除少数大型企业使

用自动化生产线，大多企业仍采用手工生产

[1-2]。粽子生产所涉及的原辅料种类繁多，若

原辅料质量控制不严，杀菌不彻底，或生产

环境卫生差，监管不严格[3]，残留微生物极

易大量繁殖，引起产品胀袋、酸败变质等质

量问题。

研究表明，微生物是影响食品品质的重

要因素[4]，微生物污染容易使产品出现感官

改变、风味异常、保质期缩短、胀气等问题，

甚至造成食品安全问题[5]。例如，李慧等从

土豆烧牛肉方便菜肴中分离出枯草芽孢杆

菌、表皮葡萄球菌和地衣芽孢杆菌[6]。李新

楠等从真空包装鲜切藕片中分离鉴定出阴

沟肠杆菌、蜡样芽孢杆菌和酵母菌[7]。张园

园等从胀袋红烧肉中分离出蜡样芽胞杆菌、

枝状葡萄球菌、弗氏柠檬酸杆菌等[8]。但是

国内关于粽子酸败的关键微生物分离和鉴

定尚未见报道。

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)用于微生物鉴定具有操作简便、检

测时间短、通量高等优点，在临床病原微生

物、环境微生物鉴定等领域已有许多应用和

研究[9-10]，但在食源性微生物鉴定中的应用

研究相对较少[11]。

本研究以酸败的真空包装粽子为研究

对象，分离纯化得到菌株，通过菌落形态观

察、镜检显微形态观察、分子生物学鉴定方

法和MALDI-TOF MS技术相结合，鉴定分离

的菌株。将已分离的菌株再接种到产品中进

行验证，确认其是否导致粽子酸败。本研究

可为粽子生产企业的产品质量安全控制提

供理论和技术支持。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

样品为酸败的常温真空包装红豆蜜枣

粽。

其他材料与试剂：溴甲酚紫葡萄糖肉

汤；庖肉培养基；营养琼脂培养基；孟加拉

红琼脂培养基(北京陆桥技术有限公司)；

Wizard®基因组 DNA 纯化试剂盒 (美国

Promega 公司)；酵母引物(成都生物工程有

限公司)；酵母 MIX(北京天根生化科技有限

公司)；16S rDNA 细菌鉴定 PCR 试剂盒(日

本 TaKaRa 公司)；细菌革兰氏染液(北京陆

桥技术有限公司)。

1.2 仪器与设备

真空包装机(美厨公司)；AC2-4S1 生物

安全柜(新加坡 ESCO 公司)；MIR-254-PC低

温培养箱(日本松下公司)；BX5SF 显微镜(日

本 Olympus 公司)；autoflex maX TOF 质谱仪

(德国 Bruker 公司)；HVA-85 高压灭菌锅(日

本 Hirayama 公司)；CFX-96 实时荧光 PCR

仪(美国 Bio-Rad 公司)；Universal Hood II凝

胶成像系统(美国 Bio-Rad 公司)；Centrifuge

5424 R离心机(德国 Eppendorf 公司)。

1.3 实验方法

1.3.1 污染菌种的分离和纯化

按照GB 4789.26—2013《食品安全国家

标准 食品微生物学检验 商业无菌检验》附

录B，使用溴甲酚紫葡萄糖肉汤、预热到

100 ℃并迅速冷却至室温的庖肉培养基各四

管，每管接种1 g酸败粽子，两种培养基各取

两管36 ℃培养4～5 d，余下两管溴甲酚紫葡

萄糖肉汤55 ℃培养1～2 d，两管庖肉培养基

55 ℃培养1～3 d，培养结束后，每管分别划

线接种至孟加拉红琼脂和营养琼脂，孟加拉

红琼脂28℃培养3～5 d，营养琼脂36 ℃培养

2d。根据菌落生长形态的不同，挑选单菌落
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接种于相应的固体培养基中进一步纯化，直

至得到形态一致的单菌落。

1.3.2 分离株的形态学特征观察

观察孟加拉红琼脂、营养琼脂上已纯化

的菌落，记录菌落的形态、大小及颜色，并

分别革兰氏染色，观察菌体特征。

1.3.3 分子生物学鉴定

取已纯化的菌落，接种于TSB肉汤，于

28 ℃和36 ℃过夜培养。分别取培养后的菌

悬液1 mL，12 000 r/min离心3 min后，弃去

上清液，按照DNA提取试剂盒说明书操作，

提取DNA后，进行序列扩增。

真菌通用引物ITS1(5'-TCCGTAGGTGAAC

CTGCGG-3')和ITS4(5'-TCCTCCGCTTATTGAT

ATGC-3')[12]。PCR扩增体系为20 μL，引物各0.

5 μL，Mix 10 μL，模板2 μL，无菌蒸馏水7 μ

L，扩增条件：94 ℃预变性3 min，进入循环程

序，94 ℃变性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃延伸

60 s，35个循环，再72 ℃延伸10 min，－20 ℃

下保存备用。

细菌16S rRNA序列扩增按照TaKaRa试

剂盒说明书进行。PCR扩增体系为50 μL，引

物各0.5 μL，Mix 25μL，模板1 μL，无菌蒸

馏水23 μL；扩增条件：94 ℃预变性5 min，

进入循环程序，94 ℃变性1 min，55 ℃退火1

min，72 ℃延伸1.5 min，30个循环，再72 ℃

延伸5 min，－20 ℃下保存备用。

扩增完成后经琼脂糖凝胶电泳检测，送至

成都生物工程公司测序，获得16S rRNA、ITS

基因序列，使用NCBI数据库完成BLAST分析

比对，导出同源性≥99%的基因序列，采用

MEGA11软件中的邻接法(neighbor-joining，

NJ)[13-14]构建系统发育树。

1.3.4 MALDI-TOF MS鉴定

菌种鉴定采用 Bruker公司推荐方法，取

单菌落、质控菌株 ATCC 25922 纯培养物[15]

均匀涂抹至靶板，自然晾干。再滴加 1 μL IVD

HCCA基质溶液(若为难破壁的菌类，须先加 1

μL 70%的甲酸，晾干后再加基质溶液)，自然

晾干后放入质谱仪中检测。Flex Control软件

控制仪器和数据采集，MBTCompass Explorer

软件完成数据库检索比对，查看每个样本的分

类结果报告分值。

1.3.5 致酸败微生物的验证

挑取孟加拉红培养基平板上的菌落接种

于TSB肉汤培养基中，28 ℃过夜培养。取营

养琼脂平板上的菌落接种于TSB肉汤培养基

中，36℃过夜培养。分别取菌悬液约2 mL加

入到粽子中，真空包装后，37℃培养，并在3

d、5 d、7 d时观察是否酸败。另取无菌生理

盐水2 mL接种于粽子作为对照。

2 结果与分析

2.1 菌种的分离、纯化及形态学特征观

察

从孟加拉红琼脂和营养琼脂上共分离

优势菌2株，分别命名为F1、B1，其中F1边

缘不规则、淡粉色，中间凸起，表面干燥，

镜检呈椭圆形，单边芽殖。B1边缘半透明、

整齐，中间乳白色，光滑湿润，镜检为革兰

氏阴性杆菌。菌落形态以及细胞形态见图1。

A为菌落形态；B为显微镜下菌体形态

图 1 菌落形态及菌体形态

Fig. 1 Colonies and cell morphology

2.2 分子生物学鉴定

将 F1的 ITS序列和 B1的 16S rRNA序

列与 GenBank 内序列进行同源性比对分析，

构建系统发育进化树，亲缘关系见图 2。菌
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株 F1与异常威克汉姆酵母(Wickerhamomyce

s anomalus) (OK626702.1)在同一进化分枝

上，Bootstrap 验证表明支持度达到 82%的置

信度，F1 鉴定为异常威克汉姆酵母。B1 与

河生莱略特氏菌(Lelliottia amnigena) (OP26

3206.1)在同一进化分支上，Bootstrap 验证表

明支持度达到 93%的置信度，B1 鉴定为河

生莱略特氏菌。

2.3 MALDI-TOF MS鉴定

质 控 菌 株 ATCC 25922 鉴 定 为

Escherichia coli (大肠埃希氏菌)，得分 2.44，

属于完全可靠地鉴定到种的水平。F1 鉴定为

异常威克汉姆酵母，得分 1.81，属于鉴定到

属的水平；B1鉴定为河生莱略特氏菌，得分

2.36 ， 属 于 鉴 定 到 种 的 水 平 。

MALDI-TOF-MS 鉴定结果与分子生物学鉴

定结果吻合。图 3 为相应质谱图。

a、b分别为菌株 F1、B1的系统发育树

图 2 分离株的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic trees of the isolated 2 strains

a、b、c分别为菌株 ATCC 25922、F1、B1的 MALDI-TOF MS谱图

图 3 MALDI-TOF MS鉴定质谱图

Fig. 3 Identification spectra of MALDI-TOFMS

2.4 酸败微生物的验证结果

将 F1、B1分别接种到粽子并真空包装，

37 ℃培养，接种 F1 的粽子在 3 d 时酸败，接

种 B1 的粽子在 5 d 时酸败，空白对照在实验

中未见异常，可确证 F1 和 B1 均能导致真空
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包装粽子酸败，且前者致酸败能力更强，反证

结果见表 1。
表 1 接种分离株验证实验结果

Table 1 Result of Inoculation experiment of the isolated

2 strains

菌株编号
培养时间/d

3 5 7

F1 ＋ ＋＋ ＋＋＋

B1 － ＋ ＋＋

空白对照 － － －

3 讨论与结论

食品被微生物污染会造成腐败变质，人食

用后严重时甚至会危害健康，同时对食品生产

加工企业的口碑以及市场销售造成负面影响。

不同微生物的致腐能力不同，近年来，对河生

莱略特氏菌的研究较少。Liu[16]等首次报导了

Lelliottia amnigena能使洋葱头腐烂，而 Richard

Osei[17]等发现 Lelliottia amnigena 使马铃薯软

腐，且能分解 D-葡萄糖，D-乳糖，D-半乳糖[16]，

粽子中的淀粉、糖类等营养物质可为其生长提

供营养。河生莱略特氏菌是革兰氏阴性杆菌，

无芽孢，不耐高温，在高温蒸煮环节可被杀灭。

但粽子的生产流程较长[2]，在高温熟制后还需

冷却才能真空包装，冷却方式一般为真空冷却、

传统冷却、冷风冷却[18]，不同的冷却方式对粽

子中微生物的繁殖有显著影响。

酵母菌多以芽殖或裂殖方式繁殖，环境耐

受性强[19]，异常威克汉姆酵母(W. anomalus)

属毕赤酵母属，是食品生产环节中普遍存在的

酵 母 菌 。 周 婀 在 饮 料 中 分 离 鉴 定 出 W.

anomalus，是引起饮料变质的主要因素[20]；陆

文俊等从食品中分离出了 W. anomalus，并证

明了对食品的腐败能力[21]；郭冬琴等从灭菌后

污染的橙汁中分离出 W. anomalus，证明其为

橙 汁腐 败菌 [22] 。以 上研 究皆 证 明了 W.

anomalus的致腐能力。另有研究表明，部分酵

母为条件致病菌，热带假丝酵母、异常汉逊酵

母等为橙汁中的条件致病菌[23]。本文在变质粽

子中发现 W. anomalus，为研究粽子类产品打

下了基础。鉴于酵母菌在 66 ℃加热 l min 即可

致死，其污染途径可能与 Lelliottia amnigena

一致，即高温熟制后环节。

综上所述，粽子被 Lelliottia amnigena和W.

anomalus污染的途径可能为冷却和包装环节。

针对粽子产品质量的改善，需要从原料选择到产

品出厂的各环节建立完整的质量管理体系，例

如：产品灭菌条件优化的同时须监测灭菌效果，

调整温度和时间以达到最优的产品质量。郭天文

对胀袋酱油研究分析，发现胀袋酱油的污染来源

为生产环境空气中芽孢杆菌[24]，而车间即使封

闭仍不能完全避免外界微生物污染，所以粽子的

生产环境：例如冷却工序、包装工序的洁净程度

应定期监测，以确认是否符合要求。只有控制好

每个生产环节，才能将粽子的微生物污染风险降

到最低。

从变质粽子中分离微生物的研究见诸报道

较少，本研究以真空包装变质粽子为研究对象，

利用传统微生物分离技术分离出 2株菌，利用形

态学鉴定、分子生物学和MALDI-TOFMS进行

鉴定，分别为异常威克汉姆酵母(W. anomalus)、

河生莱略特氏菌(Lelliottia amnigena)。通过反证

实验，发现两株菌皆能使粽子酸败变质。对粽子

酸败关键微生物的分离与鉴定，有助粽子生产厂

家对生产过程中的关键控制点进行有效把控，同

时为产品质量和安全提供理论支持，避免因微生

物污染给企业造成损失，同时帮助企业提高产品

质量。
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