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摘要：从 $种变质豆浆中分离得到 %株腐败菌株 &’、&! 和 &%。%株菌均能在 ’ ( ’"$ )*、%" +,-杀菌条件下和添加

%""+./0. 1,2,-杀菌条件下存活。对分离菌株进行了菌落形态、生理生化特征和 ’3& 4516序列分析，鉴定结果表明

%株菌均为革兰氏阴性细菌，分别为地衣芽孢杆菌（!"#$%%&’ %$#()*$+,-.$’）、短小芽孢杆菌（!"#$%%&’ /&.$%&’）和短芽孢杆
菌（!-)0$1"#$%%&’ 1,-’2)%)*’$’），78-9*-0登录号为 :;<%#333 = :;<%#33>。
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大豆不含胆固醇，富含的优质蛋白质和脂肪占

3"‘以上，其中的大豆皂甙、大豆磷脂、大豆异黄酮
等有较强的生理活性［’］。豆浆保留了大豆中绝大

部分营养成分和生理活性物质，是深受中国百姓喜

爱的饮品，但由于营养丰富，腐败微生物极易在其

中生长繁殖，致使豆浆保质期较短，该问题已成为

制约豆浆大规模产业化的瓶颈之一。迄今为止，有

关豆浆中腐败微生物的报道甚少［!］，本研究对变质

豆浆中的腐败微生物进行了分离，并研究了常用灭

杀方式对腐败微生物的灭杀效果，最后对腐败微生

物进行了初步鉴定，以期为优化工业化豆浆的保质

方法提供一定理论依据。

> 材料与方法

>?> 材料
>?>?> 实验用豆浆：自制豆浆：市售东北圆形小颗

粒黄豆，放入 #"a水中浸泡 <$+,-。将保温后的黄
豆按 ’"".黄豆加 B""+D F!I的比例分批用豆浆机
榨生豆浆加热煮熟备用。市售豆浆：从易初莲花超

市购买 <种品牌当天生产的商品鲜豆浆。
>?>?@ 培养基：营养琼脂培养基，分离细菌及测定
细菌菌落总数；肉汤培养基［%］培养腐败细菌种子；孟

加拉红培养基，加入 $"!./+D青霉素抑制细菌生长，
分离酵母及测定酵母菌落总数；高盐察氏培养基，

分离霉菌及测定霉菌菌落总数。以上培养基均购

于上海市疾病预防控制中心，中国腹泻病控制上海

试剂供应研究中心。

>?>?A 主要试剂：乳酸链球菌素 1,2,-，生物活性
’"""Nb/+.（丹尼斯克公司友情赠送）；小量细菌组
516抽提试剂盒 C3$’’ 购于上海华舜生物工程公
司；通用型 )LM试剂盒购于鼎国生物技术公司。
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!"# 测定方法
!"#"! 变质豆浆中腐败微生物的分离与初步确定：
（!）市售豆浆中腐败微生物的分离方法。将未开包
装的市购豆浆在 "#$放置约 #%至豆浆盒鼓起得到
变质豆浆。无菌状态下取出 &’()*变质豆浆样品
适当稀释，分别在细菌、酵母、霉菌分离培养基上划

线分离。（(）自制豆浆中腐败微生物的分离方法。
将自制新鲜豆浆在无菌操作台上装入已灭菌的

(+&)*三角瓶中，密封条件下 "#$放置约 #%。无菌
状态下取出 &’()*变质豆浆样品适当稀释，分别在
细菌、酵母、霉菌分离培养基上划线分离。（"）腐败
细菌产生异味的感官评定方法。将分离的腐败细

菌在 "#$肉汤培养基中培养 (,- 作为种子。自制
豆浆进行二次杀菌（! . !&+/0 "&)12，"#$培养 (,-，
二次杀菌 "&)12，下同），在 !&&)* 二次杀菌的自制
豆浆中接种 !)*腐败细菌种子，并以未杀菌的自制
鲜豆浆作为对照。将接种后的豆浆及对照豆浆样

品在 "#$培养 +%，由 !&人组成的感官评定小组评
定各种腐败微生物所产生的异味。

!"#"# 豆浆中主要腐败微生物的杀灭效果研究：
（!）腐败微生物数量的测定方法。细菌数量根据菌
落形态，按照 3456,#78’(9(&&"《食品卫生微生物学
检验菌落总数测定》［,］进行。霉菌和酵母数量按照

3456 ,#78’!+9(&&"《食品卫生微生物学检验霉菌和
酵母数测定》［,］进行。（(）不同杀菌方式对豆浆中主
要腐败微生物的杀灭效果。分别以 "#$培养 (,-
的肉汤培养基腐败细菌作种子，接种 !:到二次杀
菌的自制豆浆及含有 !&&);5<;、!+&);5<;和 "&&);5
<;乳酸链球菌素的自制豆浆中，其中接种后的不含
有乳酸链球菌素自制豆浆分别在 ! . !&+/0 杀菌
!+)12、(&)12和 "&)12，并以二次杀菌的自制豆浆不
接种腐败细菌作为对照样品。所有样品放置于

"#$培养箱中，于第 "+%取样测定其中的细菌总数。
!"#"$腐败菌的初步鉴定：生理生化实验参照文献
［+］进行。!=> ?@AB测序和系统发育分析参照文献
［=］进行。

# 结果与讨论

#"! 豆浆中主要腐败微生物的分离与初步确定
#"!"! 主要腐败微生物的分离和部分特性比较：,
个市购鲜豆浆样品及一个自制豆浆样品在 "#$放
#%后，感官上有相似的腐败气味，按照 !’(’! 分别

分离其中的细菌、酵母、霉菌时发现，+ 个样品中均
有 "种细菌存在，未检出酵母、霉菌，初步判断变质
豆浆中的主要腐败微生物为 "种细菌，分别编号为
>!、>( 和 >"，它们在营养琼脂培养基中的形态及相
对数量如表 !所示。

表 ! 腐败细菌的形态及相对数量

细菌序号 形态
菌落直径

（))）
相对数量

>!
表面长有白色绒毛，边缘呈不规则

圆形
+ C

>( 白色，表面无绒毛，如同白色液滴 ! D ( C C C

>" 黄色，表面无绒毛，如同黄色液斑 (& D "& C C

注：C越多说明该种细菌数量越多。

#"!"# 主要腐败微生物异味的感官评定：按照
!’(’!中（"）方法，>! 细菌产生轻微的似酱油味，>(
细菌有浓重的酸败味，而 >" 细菌仅淡薄的酸败味。

"种接种单株腐败细菌的变质豆浆混合后的气味与
对照豆浆样品相似，是豆浆变质时所产生的典型腐

败味道，结合 (’!’!结果可以进一步说明，该 "种细
菌是导致豆浆产生腐败味的主要微生物，其中 >( 细
菌是使变质豆浆产生腐败味的主要微生物。

#"# 部分杀菌方式对腐败细菌的杀灭效果研究
食品杀菌是延长保质期的有效方法，通常用于

食品杀菌的方法有热力杀菌技术和生物杀菌剂技

术［#97］，本文按照 !’(’( 中（(）方法研究了该两种杀
菌方式对主要腐败微生物的杀菌效果。结果表明，

空白样品中没有检测到腐败细菌，接种后的样品中

均能检测到与种子细菌形态相对应的细菌，即 "株
腐败细菌均能在 ! . !&+/0，"&)12 杀菌条件下和添
加 "&&);5<; A1E12杀菌条件下存活。接种后的样品
中菌体数量如图 !所示。
从图 !可以看出，在 ! . !&+/0，杀菌时间分别为

!+)12、(&)12和 "&)12的相同高温杀菌条件下，杀菌
后的样品在 "#$放置 "+%后，>! 细菌样品中的菌体
数量明显多于 >( 细菌样品，为 >( 样品中的 !’, D
(’&倍，而 >( 样品中菌体数量多于 >" 样品的菌体数
量，为 >" 样品中的 !’= D !’8倍，该结果说明在 ! .
!&+/0杀菌条件下 >! 细菌最难被杀灭，>( 细菌其次，

>" 细菌最容易被杀灭。
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图 ! 不同杀菌方式对腐败细菌的杀灭效果比较
注：所有样品均在 "#$放置 "%&。

从图 ! 还可以看出，在 ’()(* 添加量分别为
!++,-./-、!%+,-./-、"++,-./- 的相同条件下，0! 细
菌样品中的菌体数量多于 01 样品，为 01 样品中的

!2! 3 !24倍，而 01 样品中菌体数量多于 0" 样品，为

0" 样品中的 !2! 3 !2"倍，而且，这种菌体数量的差
别随着 ’()(*添加量的增加而增大，当 ’()(*添加量
少于 !++,-./-时，"株细菌被抑制的程度无明显区
别，0!、01、0" 细菌菌体数量比为 !2" 5 !21 5 !2+，当

’()(*添加量为 !%+,-./- 3 "++,-./-时，" 株细菌被
抑制的程度区别明显，0!、01、0" 菌体数量比为 !2# 5
!2" 5 !2+。根据该现象可以认为，0! 细菌最耐 ’()(*
抑制，01 细菌其次，0" 细菌最容易被抑制。

!"# 腐败菌的鉴定
!"#"$ 生理生化特征：由于 " 株腐败菌均能在
! 6 !+%78、"+,(*严格杀菌条件下存活，所以该 " 株
细菌可能为芽孢杆菌，本实验参照文献［%］芽孢杆
菌鉴定表中规定的相关测定项目，对分离的 "株细
菌进行了生理生化特征鉴定，结果见表 1。
分析表 !的菌落形态和表 1的生理生化特征结

果，并参考文献［%］芽孢杆菌鉴定表，可初步确定
0!、01 和 0" 分 别 为 地 衣 芽 孢 杆 菌（ !"#$%%&’
%$#()*$+,-.$’）、短小芽孢杆菌（!"#$%%&’ /&.$%&’）和短芽
孢杆菌（!-)0$1"#$%%&’ 1,-’2)%)*’$’）。
!"#"! !90 :;’<的序列分析：按照 !212"中（1）对 "
株腐败细菌进行了 !90 :;’<部分测序和系统发育
分析，分析结果表明（图 1），0!（!90 :;’<测序长度
为 !4!% =>）是一株类似于地衣芽孢杆菌 !"#$%%&’
%$#()*$+,-.$’ ?@?? !+1!A（<B#C9AAA）的细菌，与其相
似性为 AA2#AD，01（!90 :;’<测序长度为 !414 =>）
是一株类似于短小芽孢杆菌 !"#$%%&’ /&.$%&’ EF"
（;G1"1#""）的细菌，与其相似性为 AA2!%D，0"（!90
:;’<测序长度为 !"C" =>）是一株类似于短芽孢杆
菌 !-)0$1"#$%%&’ 1,-’2)%)*’$’ HI!94+1（<E%C9"C1）的细

菌，与其相似性高达 !++D。"株细菌的 JK*L8*/登
录号为 MN4"A999 3 MN4"A99C。

表 ! #株腐败细菌的生理生化特征

0! 01 0"

菌体

宽度（!,） +29 3 +2C +29 3 +2# +2#"

长度（!,） !2% 3 " 1 3 " 121

革兰氏反应 O O O

孢子一侧的易着色体 O O O

运动性 P P P

生长温度（$）

最高 %% %+ 4%

最低 !% !+ !+

产酸

阿拉伯糖和木糖 P P O

甘露醇 P P P

淀粉水解 P O O

生长

+2+1D叠氮化物 O O O

+2++!D溶菌酶 P P O

#D’8?Q P P O

沙氏葡萄糖肉汤 P P P

RS 7S肉汤碱性反应 P P P

’TO
" !’TO

1 P O P

酪素分解 O P O

酪氨酸分解 O O O

注：P阳性或能够利用，O阴性或不能利用。

# 结论

本实验通过对 %种变质豆浆中腐败微生物的研
究得出以下结论：使豆浆变质的主要腐败微生物为

"种革兰氏阴性细菌；对 " 种细菌所产生的腐败气
味进行感官评定发现 01 细菌是变质豆浆产生腐
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图 ! 腐败细菌的系统发育分析

败味的主要原因；比较不同杀菌方式对 "种细菌灭
杀效果，发现 "株腐败细菌均能在 # $ #%&’(、"%)*+
杀菌条件下和添加 "%%),-., /*0*+ 杀菌条件下存
活，而 1# 细菌对被杀灭的要求最高、1! 细菌其次、1"
细菌最低；综合腐败细菌的菌落形态、生理生化特

征、#21 34/5序列分析，表明 1#、1! 和 1" 腐败细菌
分别为地衣芽孢杆菌 !"#$%%&’ %$#()*$+,-.$’、短小芽孢
杆菌 !"#$%%&’ /&.$%&’ 和短芽孢杆菌 !-)0$1"#$%%&’
1,-’2)%)*’$’。由于 "种腐败细菌均为芽孢杆菌，因此
与传统的一次灭菌相比，二次灭菌有可能使豆浆更

安全。
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