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基于培养法与16S rRNA测序的华北地区规模化

牧场原料乳嗜冷菌多样性综合分析

杨  波1，3，栗  慧1，2，3，王青山3，武二斌4，魏  东1，2，3*
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摘  要：[目的]调查不同牧场、不同生产时间乳制品原料中嗜冷菌菌群结构组成和嗜冷微生物多样性。[方法]采集

36 份华北地区规模化牧场原料乳样品，利用16S rRNA测序与传统分离培养的方法，探讨不同牧场在不同季节生产

的原料乳中菌群结构的变化关系以及嗜冷菌的多样性。[结果]利用传统培养技术对36 份样品中的嗜冷菌进行分离

和鉴定，共归类到23 个属和474 个种，其中假单胞菌属、不动杆菌属、黄杆菌属、莱茵海默氏菌、嗜冷杆菌属及

肠杆菌属在属水平的占比依次递减。嗜冷菌的浓度范围在1.71～3.78 lgCFU/mL之间，平均浓度为2.79 lgCFU/mL。
36 份样品利用16S rRNA扩增子测序分析共注释到37 门、90 纲、214 目、358 科、740 属和12 301 种，微生物多样

性丰度前十的优势属为不动杆菌、埃希氏菌属、代尔夫特食酸菌、产气单胞菌属、假单胞菌属、UCG-005菌属、

链球菌属、普拉梭菌、棒杆菌属、黄杆菌属。[结论]嗜冷菌的浓度和微生物多样性在不同牧场、不同时间生产原

料乳中嗜冷菌菌群结构组成和嗜冷微生物的多样性差异较大。本研究为华北地区原料乳中嗜冷菌微生物多样性的

理论研究提供依据，为华北地区牧场制定差异化嗜冷菌防控策略提供了数据支持。
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Abstract：[Objective]To investigate the composition of psychrotrophic bacterial communities and the diversity of 
psychrotrophic microorganisms in dairy raw materials from different pastures and at different production times.[Method]36 
raw milk samples were collected from large-scale pastures in North China.To investigate the alterations in bacterial 
community composition and the variety of psychrotrophic bacteria in raw milk from various pastures and seasons, 
researchers employed both 16SrRNA sequencing and conventional isolation and culture techniques.[Result]From the 36 
samples，psychrotrophic bacteria were obtained and classified through conventional culturing techniques，identifying 
474 species across 23 genera. At the genus level，the proportions were in the order of Pseudomonas，Acinetobacter，
Flavobacterium，Rheinheimera，Psychrobacter，and Enterobacter . The concentration of psychrotrophic bacteria ranged 
from 1.71 to 3.78 lgCFU/mL，with an average concentration of 2.79 lgCFU/mL. Analysis of the 36 samples using 
16SrRNA amplicon sequencing annotated a total of 37 phyla，90 classes，214 orders，358 families，740 genera and 12 
301 species. The top 10 dominant genera in terms of microbial diversity abundance were Acinetobacter，Escherichia，
Delftia acidovorans，Aeromonas，Pseudomonas，UCG-005，Streptococcus，Faecalibacterium，Corynebacterium and 
Flavobacterium.[Conclusion]Substantial variations were observed in the levels of psychrotrophic bacteria，the structure of 
psychrotrophic bacterial communities and the diversity of psychrotrophic microorganisms in raw milk sourced from various 
pastures and at various times. This research lays the groundwork for theoretical investigations into the microbial variety of 
psychrotrophic bacteria found in raw milk in Northern China and supplies data assistance for farms in the area to develop 
tailored strategies for managing and preventing psychrotrophic bacteria.
Keywords：psychrotrophic bacteria；raw milk；microbial diversity

牛乳营养丰富，是世界上消费量最大的乳制品

原料[1]。原料乳作为乳制品的基础，其质量直接关系

到最终产品的品质与安全。嗜冷菌是一类能够在低

温环境下快速生长繁殖的微生物，在原料乳的冷藏

储存与加工过程中扮演着重要角色。近年来，随着

对原料乳质量要求不断提高，原料乳中嗜冷菌相关

研究受到了广泛关注。

已有诸多研究对嗜冷菌与原料乳质量间关系展

开分析。如Ahmed等[2]对不同规模牧场原料乳样品

进行研究，发现在储存0 天至第3周的冷藏乳样中，

嗜冷菌数量没有显著变化且相对较低，而从第3周开

始，嗜冷菌数量迅速上升，至28 天，嗜冷菌数量升

至7.35 lgCFU/mL，然而在不同规模牧场采集的原料

乳中，嗜冷菌的数量显著不同（P＜0.01），表明牧

场不同的饲养管理模式是导致乳中嗜冷菌数量不同

的原因。

此外，探究原料乳中嗜冷菌的种类组成和多样

性也具有重要研究价值。Du等[3]结合传统的微好氧

培养和PacBio单分子实时测序技术对我国不同省份

原料乳进行调查，检测其中嗜冷菌具有较高的物种

多样性和种群组成，共鉴定21 个属59 个种。其中以

假单胞菌属最为突出，占58.9%。不同产地的原料乳

中嗜冷菌种类组成具有差异性。该研究为未来建立

有针对性的嗜冷菌控制策略提供了指导。

嗜冷菌分泌的胞外酶对原料乳质量安全的也有

显著影响。在低温储藏条件下，嗜冷菌分泌的蛋白
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酶可水解原料乳及其蛋白质，影响乳制品的风味和产

品品质。虽然目前对嗜冷菌的研究已有一定成果，但

对嗜冷菌在原料乳中的生长控制机制和胞外酶作用机

理，以及建立高效的嗜冷菌综合防控技术体系等，还

亟待研究人员系统性、深入地开展研究。

本研究采集华北地区3 个规模化牧场的36 份生

乳样品，通过16S rRNA测序技术和传统分离培养结

合的方法，分析了生乳中嗜冷菌的群体数量、菌群

结构和牧场、季节差异。通过16S rRNA测序技术全

面展示生乳中嗜冷菌的微生物组成情况及其相互关

系，为华北地区规模化牧场制定嗜冷菌防控措施提

供科学依据和数据支持。

1  材料与方法

1.1  材料与试剂

生乳样品来自华北的3 个规模化牧场（标记为

A、B、C），分别采集于3 个牧场的冷链运输奶罐

车；其中每个季节春季、夏季、秋季和冬季各采集

3 个，共计36 个样本。牧场A春、夏、秋、冬样品

记录为A1、A2、A3、A4，另外2 个牧场编号以此类

推。装有样本的灭菌三角瓶置于有冰袋的保温箱中

保存，送至微生物室进行无菌分装、检测。

MPC琼脂培养基，青岛海博生物技术有限公

司；离心柱试剂盒，天根生化科技（北京）有限公

司；磷酸盐缓冲液，北京陆桥技术股份有限公司；

通用引物27F、1492R，生工生物工程（上海）股

份有限公司；建库试剂盒（The NEBNext Ultra II 

DNA Library Prep Kit），美国New England Biolabs

（NEB） 公司。

1.2  主要仪器设备

SW-CJ-2FD洁净工作台，苏州尚田洁净技术有

限公司；DDY-6C电泳仪，北京市六一生物科技有

限公司；TMS9001-450CN低温生化培养箱，浙江

托莫斯科技有限公司；MiniAmp Plus PCR仪，美国

Thermo Fisher Scientific公司；T100 PCR仪，美国

BIO-RAD公司；NovaSeq 6000测序上机仪器，美国

Illumina公司。

1.3  试验方法

1.3.1  嗜冷菌一代测序——Sanger测序（多分子，单

克隆）

（1）嗜冷菌计数及分离纯化。用无菌吸管取

1 mL样品接入9 mL磷酸盐缓冲液中混匀，制成10-1

稀释度，连续进行3 次10倍稀释，每个梯度均做2 

个MPC培养基平板倾注，在（6.5±1）℃培养箱中

培养10 天，进行计数嗜冷菌[4]。再从计数的平板中

挑选菌落大小、色泽、形状、边缘规则度、菌体形

态等外观特性等不同的20 个菌落于MPC平板上进行

第1次纯化，再将经过第1次纯化培养的菌种接种在

MPC试管小斜面上进行第2次纯化。连续3 次纯化，

得到较纯的单一菌落，随后挑取单一菌落进行扩大

培养，并用含有20%甘油的管冻存于-75 ℃备检。

（2）嗜冷菌鉴定。用一次性10 μL接种环挑取

MPC试管小斜面第3次纯化的菌至无菌磷酸盐缓冲液

中，充分振摇混匀，形成均匀的菌悬液。利用DNA

提取试剂盒（离心柱）从细菌菌悬液中提取基因

组，随后采用细菌通用引物27F和1492R对纯培养物

进行PCR扩增[5~9]，之后送至河北本元生物科技有限

公司进行正向、反向常规DNA测序分析[10]。

1.3.2  16S rRNA测序技术

（1）样本DNA抽提。采用CTAB法对采集的

36 个样本进行微生物群落总基因组DNA抽提，并

通过1%的琼脂糖凝胶电泳检测抽提基因组DNA的

质量[7，11]。

（ 2） P C R产物获取。引物位置： 1 6 S V 4

（ 5 1 5 F + 8 0 6 R ）区，细菌多样性； 1 8 S V 4

（528F+706R）区，真核微生物多样性； ITS1

（ITS5-1737F+ITS2-2043R）区，真菌多样性；

扩增16SV3-V4、V4-V5、V5-V7等区域；古菌的

16SV4-V5、V8；18SV9、ITS2。引物见表1。

每个PCR反应体系中加入15 μL Phusion高保真

PCR主混合液、0.2 μmol引物以及10 ng基因组DNA

模板。首先在98 ℃下变性1 min，接着进行30 个循

环：98 ℃10 s、50 ℃30 s和72 ℃30 s。最后在72 ℃

延伸5 min。
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（3）PCR产物的合并与净化。利用磁珠对PCR

产物进行纯化，按照其浓度进行等比例混合，充分

混合均匀后，检测产物并回收所需条带。

（4）文库构建和上机测序。在文库构建完成

后，通过Qubit和qPCR进行定量分析，确认文库符合

标准后再进行上机测序。

1.3.3  生物信息分析

基于条形码序列和PCR扩增引物序列，从上述数

据中提取出各样本数据；随后对双端数据进行合并，

去除条形码和引物序列后，利用FLASH软件（版本

1.2.11），将每个样本的reads进行合并，得到的合并

序列被称为原始标签数据（RawTags）[12]。随后，使

用Cutadapt软件匹配并剪除反向引物序列，以避免其

影响后续分析；通过fastp软件（版本0.23.1）对合并

得到的RawTags进行严格的质量控制和过滤，确保

获得高质量的标签数据（CleanTags）[13]；经上述处

理，对标签序列进行去除嵌合体序列的操作，标签

序列通过与物种注释数据库（Silva数据库，https://

www.arb-silva.de/for 16S/18S，Unite数据库，https://

unite.ut.ee/for ITS）进行对比检测，识别并去除嵌合体

序列，以获得最终的有效数据（EffectiveTags）[14]；

然后，对获取的EffectiveTags使用QIIME2软件中的

DADA2模块进行噪声去除，从而得到最终的扩增

子序列变异（Amplicon Sequence Variants，ASVs）

和特征表[15]；物种的注释通过QIIME2软件完成，其

中16S和18S的数据库采用Silva138.1，而ITS则使用

Unitev9.0数据库。对于非典型区域，使用micro_NT

数据库（从NT库中提取的古菌、真菌、病毒、细菌

子库）进行注释。

1.3.4  微生物多样性研究分析

采用诺禾致源云平台（https: / /cn.novogene.

com/）和Origin2024b进行所有数据分析。

1.4  数据分析

数据以平均值加减标准差（SD）的形式展示；

采用IBMSPSS Statistics统计软件版本29.0.1.0（171）

进行单样本t检验，以计算不同样本之间的嗜冷菌计

数结果；利用NCBI（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Blast.cgi）数据库中的NucleotideBLAST工具对一代

测序所得的序列进行物种信息的鉴定。

2  结果

2.1  基于分离培养方法对嗜冷菌进行分析

运用（6.5±1）℃培养10 天的方法对36 份样本

中的嗜冷菌含量进行检测。结果显示，嗜冷菌含量

表 1 引物信息
Table 1 Primer Information

类型 区域 引物序列（5’-3’）

细菌 16Sv4 GTGCCAGCMGCCGCGGTAA,
GGACTACHVGGGTWTCTAAT

细菌 16Sv34 CCTAYGGGRBGCASCAG,
GGACTACNNGGGTATCTAAT

细菌 16Sv45 GTGCCAGCMGCCGCGGTAA,
CCGTCAATTCCTTTGAGTTT

细菌 16Sv57 AACMGGATTAGATACCCKG,
ACGTCATCCCCACCTTCC

真核生物 18Sv4 GCGGTAATTCCAGCTCCAA,
AATCCRAGAATTTCACCTCT

真菌 ITS1-1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTA-
A,GCTGCGTTCTTCATCGATGC

真菌 ITS1-5F
GGAAGTAAAAGTCGTAA-

CAAGG,GCTGCGTTCTTCATC-
GATGC

真菌 ITS2 GCATCGATGAAGAACGCAGC,
TCCTCCGCTTATTGATATGC

新古菌
V4

Novel-Ar-
chaea-V4

CAGCCGCCGCGGTAA,
GTGCTCCCCCGCCAATTCCT

图 1 各样本嗜冷菌含量
Figure 1 Content of Psychrotrophic Bacteria in Each Sample
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1.71～3.78 lgCFU/mL，平均2.79 lgCFU/mL，见图

1。其中牧场B中嗜冷菌平均含量最高，说明不同的

牧场因卫生管理差异、风险控制措施差异及冷链物

流车管理的差异，造成环境和原料乳的菌量较高。

2.2  嗜冷菌鉴定

在实验室检测及培养样本36 个，依据菌落大

小、色泽、形状、边缘规则度、菌体形态等外观特

性，选出典型性状菌落，连续纯化3 代，最终分离

出20 种。进行一代测序，对测序序列通过NCBI网

站对比，得出数据（图2），分离鉴定出23 个属

（474 种）。牧场A分离出17 个属（219 种）；牧

场B分离出22 个属（336 种）；牧场C分离出13 个

属（156 种）。结合上述分析结果，牧场B样本中嗜

冷菌的平均含量最高，说明该牧场中嗜冷菌的物种

组成比其他牧场更为丰富，反映了该牧场因卫生管

理、风险控制措施及冷链物流管理等差异，造成环

境和原料乳的物种丰度较高，牧场B应着重改善卫生

管理、风险管控、冷链物流车管理等，从而降低嗜冷

菌含量。在36 个样本的分离分析中，假单胞菌属、不

动杆菌属、黄杆菌属、莱茵海默氏菌、嗜冷杆菌属和

肠杆菌属是分离频率最高的属；其中荧光假单胞菌、

鲁氏不动杆菌属、黄杆菌、莱茵海默氏菌、嗜冷杆菌

和肠杆菌是分离频率较高的种[15，16]；在分析36 个样

本时，在32 个样本中鉴定出186 株荧光假单胞菌和

92 株嗜冷假单胞菌，荧光假单胞菌在种水平上是所

有样本中占比最高的菌株[7]。

2.3  利用一代测序技术分析样本中的微生物多样性

采用一代测序方法对36 个样本的物种多样性

进行了测试。根据不同牧场不同季节的香农指数得

出，所有样本的曲线均趋于平缓，表明测序深度足

以反映样本的微生物群落多样性，该结果合理、真

实、有效，牧场A、牧场B、牧场C的香农指数存在

显著差异，能够反应出微生物群落结构的复杂性和

均匀度具有明显的样本间异质性，间接反应各个牧

场的管理现状。物种多样性牧场B＞牧场A＞牧场C

（图3）。牧场B因卫生管理差异、风险控制措施差

异及冷链的物流车管理等差异，造成原料乳中物种

多样性较高。

Rank-Abundance曲线可用于描述样本中物种丰

富度与群落均匀度。如图4所示，物种的多样性水平

越高，曲线在水平方向的延伸范围越大；曲线越光

滑，该样本中物种分布越均匀[17]。从图4曲线得出，

牧场B物种多样性水平最高、分布最均匀，微生物

种类牧场B＞牧场A＞牧场C，因此需从卫生管理差

异、风险控制措施的差异以及冷链物流车等差异，

采取相应的管理措施进行改善，杜绝微生物对乳及

乳制品质量产生影响。

图 2各样本中分离鉴定出嗜冷菌的属种多样性
Figure 2 Diversity of Genera and Species of Psychrophilic Bacteria 

Isolated from Each Sample

图 3 各种样本香农指数稀释曲线
Figure 3 Dilution Curves of Shannon Index for Each Sample
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运用16S rRNA测序结果，一共得到724 598 条双

端reads，经过双端拆分、双端reads拼装、去嵌合体

及单序列、序列去重等处理，得到最终有效数据。

使用QIIME2软件的DADA2插件降噪，降噪步骤包括

噪音过滤和错误纠正，最终获取得到的ASVs及特征

表。随后使用QIIME2软件对测序reads物种注释，并

进行下一步处理。经过DADA2降噪处理后，36 个样

本共产生683 671 条序列，每个样品序列数量为

49 117～97 930，最终获得12 301 个ASVs。

2.3.1  维恩图对比分析

通过统计分析多个样本中共同和独特的微生物

种类数量，韦恩图可直观展示样本之间微生物种类

组成的相似性和重叠程度 [7]。对3 个牧场不同季节

的原料乳样本进行系统、全面的分析，图5（a）显

示，牧场A原料乳样本中共有275 种细菌，A1样本的

多样性水平最高，拥有2 530 种微生物。A1样本中特

有物种有1 307 种，而A2、A3、A4样本中的特有物

种数量约为1 200 种。基于微生物的多样性，原料乳

的质量在不同季节间存在一定差异。

图5（b）展示了牧场B原料乳样本中微生物的

构成。牧场B原料乳样本在菌种层面共有403 种。其

中，B1样本的多样性水平最高，拥有3 759 种微生

物。B1样品中特有的物种有1 740 种，B2样本中有

702 种，B3样本中有1 102 种，B4样本中有1 038 种。

不同季节的原料乳质量有较大差异，其中B2样本所

属B牧场（夏季）微生物管控效果最佳。

图5（c）展示了牧场C原料乳样本中微生物的构

成。牧场C原料乳在菌种层面共有478 种。其中，C2

样本的多样性水平最高，达3 998 种。C1样本中特有

的物种有107 种，C2样本中有2 088 种，C3样本中有

1 539 种，C4样本中有571 种。基于微生物多样性分

析，不同时段的原料乳质量有明显差异，其中C1样

本所属牧场（春季）微生物管控效果最佳。

图5（d）展示了牧场A、牧场B和牧场C原料乳

中微生物的构成。3 个牧场不同季节的原料乳在微

生物种层面上共有1 805 种，牧场C样本中含量最

高，拥有7 624 种。牧场A样本中特有的菌种有3 192 

种，牧场B样本中有3 756 种，牧场C样本中有3 981 

种。基因微生物多样性分析，不同牧场的原料乳品

质存在显著差异。通过对以上菌群进一步研究分析

发现，部分菌群能够产生耐热的碱性金属蛋白酶、

脂肪酶和磷脂酶，导致原料乳变色、产生异味、黏

图 4 各样本物种丰度等级曲线
Figure 4 Curve of Abundance Levels for Each Sample Species

图 5 各牧场原料乳样本中微生物的构成
Figure 5 Composition of Microorganisms in Raw Milk Samples from Each Pasture

（a）牧场 A原料乳

样本中微生物的构成

（b）牧场 B原料乳

样本中微生物的构成

（c）牧场 C原料乳

样本中微生物的构成

（d）牧场 A、牧场 B和牧场 C

原料乳样本中微生物的构成
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度增加、凝胶化和酸败。蛋白酶主要作用于分解乳

中酪蛋白，释放氨基酸，带来苦味并引发凝胶化过

程。同时，脂肪酶能够分解甘油三酯，促进脂肪的

氧化，使牛乳产生浓烈的苦味和腐臭味，导致脂肪

上浮并使牛奶变得酸涩。此外，微生物会产生可以

破坏乳脂肪球膜（MFGM）的酶，释放出包括脂蛋

白脂酶和碱性磷酸酶在内的脂类和蛋白质，以及附

着在MFGM上的内源酶。因而，微生物和内源酶共

同影响牛乳的营养成分，最终导致牛乳质量下降直

至腐败。

原料乳中所含物种多样性越高，在运输和储存

过程中发生品质下降的风险就越高。因此，需通过

改善原料乳储运过程中的环境条件和时间参数等，

以有效抑制原料乳的劣变。

2.3.2  群落柱状图构成的分类分析结果

使用16S rRNA测序技术对样本进行微生物多样

性分析[7]。从36 个样本中分离出细菌种群，涵盖37 

个门、90 个纲、214 个目、358 个科、740 个属以及

12 301 个种。图6展示了在属水平上相对丰度最高的

牧场，图例按微生物丰度从高到低排序，从图中可

见，微生物多样性中丰度排名前十的优势属包括不

动杆菌、埃希氏菌属、代尔夫特食酸菌、产气单胞

菌属、假单胞菌属、UCG-005菌属、链球菌属、普

拉梭菌、棒杆菌属和黄杆菌属[7]。其中，假单胞菌属

和黄杆菌属在相关研究中被认定为原料乳中嗜冷菌

的优势菌[3]，大多数能产生耐高温的蛋白酶和脂肪酶

等胞外水解酶。特别是假单胞菌属，其为嗜冷菌的

核心种群，严重影响乳及乳制品质量，表现为营养

价值降低、不良风味（如苦味和酸败味）、液态乳

的凝胶化和乳制品货架期缩短等[18]。假单胞菌分泌

的碱性蛋白酶在超高温瞬时灭菌（UHT）处理后仍

保留40%活性[19]，这可能导致苦味的形成[15]。此外，

不动杆菌、埃希氏菌属、代尔夫特食酸菌和产气单

胞菌属在原料乳中也普遍存在[7]。

3  讨论

原料乳中的嗜冷菌会产生耐热性较强的蛋白水

解酶与脂肪分解酶，这类酶即使在热处理后仍具有

活性，可能会对乳制品，尤其是UHT奶的质量和保

质期造成一定影响[20]。因此研究原料乳中嗜冷菌的

多样性和结构，才能从原料乳源头管控污染。本文

旨在通过16S rRNA测序与传统分离培养方法相结

合，对华北地区不同牧场不同季节原料乳中嗜冷菌的

多样性和结构组成进行探究，为该地区原料乳中嗜冷

菌群落多样性研究提供数据参考，并为我国从牧场原

料乳源头实施嗜冷菌防控策略提供理论支持。

在《T/DAC003-2017 中国奶业协会团体标准 

学生饮用奶 生牛乳》中，原料乳中嗜冷菌数量要

求≤1 万CFU/mL[21]。在本研究检测的36 个原料

乳样本中，嗜冷菌含量为1.71～3.78 lgCFU/mL，

平均含量为2.79 lgCFU/mL，均满足食品国家相关标

准。研究表明，嗜冷菌的浓度差异可能与奶牛饲管

环境、水源、挤奶环境、奶牛自身状况及冷链运输

的时间有关[22]。当原料乳中含有6 lgCFU/mL嗜冷菌

时，将会严重影响乳及乳制品的质量[23]。本研究中

来自3 个牧场的原料乳样本中，嗜冷菌含量表现为牧

场B＞牧场A＞牧场C，可能与牧场水源、牛舍、卧

床、挤奶设施等环境中嗜冷菌污染水平相对较高有

关，导致原料乳中的定值量和污染增加，此结果与

相关研究结论一致[24]。因此，需通过定期更新卧床

下部垫料、强化挤奶杯组的消毒程序等措施，同时

改善饲草储存环境，从而降低嗜冷菌的初始污染水

图 6 各牧场原料乳样本中微生物分类分析结果
Figure 6 Microbial Classification Analysis Results of Raw Milk 

Samples from Each Pasture
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平。从源头控制原料乳中嗜冷菌的数量和浓度至关

重要，后续可建立基于嗜冷菌含量的乳制品评价与

定量分析检测技术，以缩短原料乳收购环节检测时

间。牧场水源、牛舍、卧床、挤奶设施等是嗜冷

菌污染的主要来源，亟需构建从源头至加工环节

再到最终产品的全链条嗜冷菌管控体系，这是牧

场及乳品企业未来共同努力的方向。

传统分离培养技术为分离嗜冷菌的金标准[25]。

本研究采用传统分离培养技术与嗜冷菌一代测序

（Sanger测序，多分子和单克隆）从华北地区3 个规

模化牧场原料乳样本中共鉴定出42 属93 种嗜冷菌株

菌种，首次系统揭示华北地区不同牧场环境和原料

乳中嗜冷菌的复杂菌群结构。其中，分离自3 个牧场

36 个样本的嗜冷菌中假单胞菌属、链球菌属、不动

杆菌属为优势菌属，其菌株出现频次最高，与前人

研究结论一致[26，27]。假单胞菌属的荧光假单胞菌对

乳及乳制品的品质有重要影响[19，28]，本研究分离所

得菌株中荧光假单胞菌含量最高，在36 个样本中分

离得到8 株荧光假单胞菌，2 株嗜冷假单胞菌。由于

假单胞菌属的菌属对乳和乳制品品质有重要影响，

因此对假单胞菌属的分离培养将会是今后分离培养

工作的重要部分。然而，除假单胞菌、链球菌和不

动杆菌外，棒状杆菌和肠杆菌亦不可忽视。棒状杆

菌和肠杆菌在在牛乳中构成显著的粪便污染风险，

因此需加强对奶牛饲养环境中直接或者间接接触环

节的管控，如在牧场饲养过程中强化对肠杆菌和链

球菌的防控工作，从而降低奶牛发生疾病的几率。

Yuan等[4]研究了牛乳中主要嗜冷菌的影响及其控制方

法，传统（6.5±1）℃培养10 天的方法虽具备分离

单菌株、为后续深入研究提供材料基础的优势，但

其存在培养周期长、难以系统揭示嗜冷菌多样性和

结构特征的局限性。

本研究利用16SrRNA测序分析方法对华北地区

3 个牧场原料乳样本进行微生物多样性分析。结果

显示，原料乳中微生物菌群主要由十大属构成，分

别是：不动杆菌、埃希氏菌属、代尔夫特食酸菌、

产气单胞菌属、假单胞菌属、UCG-005菌属、链球

菌属、普拉梭菌、棒杆菌属、黄杆菌属。同时，本

研究发现不同牧场、不同生产时间的原料乳中，嗜

冷菌菌群结构组成差异和嗜冷微生物的多样性有显

著差别。本研究中，不动杆菌在菌属结构中丰度最

高，采用（6.5±1）℃培养10 天方法分离纯化所得

含量最高的是假单胞菌，两种方法结果存在

差异，可能是由于不动杆菌最适宜生长温度

是 3 5  ℃，在6.5 ℃时生长缓慢，在分离纯化中数量

较少、菌落较小，不易被察觉，因此两种方法分析

结果存在差异。当前不动杆菌属相关研究较少，本

研究可为嗜冷菌的后续深入研究提供参考。同时，

结合16S rRNA测序分析技术与传统分离培养技术，

将更有助于嗜冷菌多样性及其群落结构的研究。

4  结论

本研究揭示了华北地区3 个规模化牧场原料乳

中嗜冷菌群具有复杂多样性。其中，牧场B假单胞菌

属丰度最高，表明该牧场需针对性地完善卫生管理

措施和控制流程。嗜冷菌产生的脂肪酶、蛋白酶对

原料乳及乳制品构成潜在质量威胁，然而目前尚未

建立针对嗜冷菌的专项控制策略。因此，牧场可通

过管控水源、牛舍、饲草、卧床、挤奶设施等，从

源头控制嗜冷菌对原料乳的污染，进而杜绝对乳制

品造成的质量风险。后续研究应重点针对上述关键

环节，系统分析其对原料乳中嗜冷菌污染的影响机

制，从源头建立的防控体系，以有效减少或杜绝嗜

冷菌对原料乳的污染。同时，需建立适用于牧场与

加工厂的快速检测技术，实现对原料乳中嗜冷菌及

其代谢酶活性的快速监测与精准定量。
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