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乳品真菌污染及快速检测技术研究进展
I#$#,%*-6*,$#+0,)*

4

0--#%#$%0&,%#$1,0

A

'#+&""',

/

'+

$&,%*50,*%0&,0,-*0)

.4

)&-'$%+

杨同香*

52#$,)*

+

':&0*

+

*

!

常小静(

H32#$O&0)'

T

&*

+

(

!

吴孔阳,

1-?)*

+

'

@

0*

+

,

!

费
!

鹏*

DP9N6*

+

*

陈俊亮*

H3P#;4*'E&0*

+

*

!

唐浩国*

,2#$30)'

+

4)

*

!

刘丽莉*

89-8&'E&

*

!

康怀彬*

?2#$340&'A&*

*

!

*=

河南科技大学食品与生物工程学院%河南 洛阳
!

&<*)(,

$

(=

河南三剑客农业股份有限公司%

河南 漯河
!

&-()))

$

,=

洛阳师范学院生命科学学院%河南 洛阳
!

&<*.,&

#

!

*=H)EE6

+

6)

C

D))(0*(S&)6*

+

&*66B&*

+

%

36*0*-*&F6BG&>

@

)

C

!/&6*/60*(,6/7*)E)

+@

%

84)

@

0*

+

%

36*0*&<*)(,

%

H7&*0

$

(=,76!4*

T

)/YX0&B

@

%

36*0*2

+

B&/4E>4B6H)=

%

8>(=

%

84)76

%

36*0*&-()))

%

H7&*0

$

,=H)EE6

+

6)

C

8&

C

6!/&6*/6

%

84)

@

0*

+

#)BI0E-*&F6BG&>

@

%

84)

@

0*

+

%

36*0*&<*.,&

%

H7&*0

#

摘要!真菌及其所产危害物已成为食品中最为严重的污染之

一#文章主要就近年来乳及乳制品中真菌污染概况以及真

菌快速检测技术相关研究进行概述!对比传统检测方法和快

速检测技术在乳品应用概况!可通过进一步改进快速检测技

术体系及开发新型检测体系!更好地监控乳品质量!推动乳

品行业持续健康发展#

关键词!真菌$乳品$微生物污染$快速检测
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在食品加工和农业生产过程中%易受到真菌及其所产毒

素危害%控制食品和饲料中霉菌和酵母菌数量仍然是一项重

中之重的工作+

*\(

,

&因此%尽早发现并确定微生物种类*数

量*所产危害物质%监视以及抑制真菌生长等研究工作显得

尤为重要+

,

,

&乳及乳制品在生产加工过程中%由于受到原料

乳质量*加工工艺*加工环境条件*生产人员技术水平等因素

影响%会发生微生物污染事件%另外产品在冷藏*运输*销售

等环节也容易被微生物污染&尽管通过一些预防和控制方

法%比如生产质量管理规范!

S@T

#以及技术改进等%微生物

污染问题仍然是生产商们面临的重要问题+

&\'

,

&近年来%研

究人员对乳及乳制品中常见食源性致病菌检测技术开展了

广泛的研究%主要包括针对沙门氏菌+

-

,

*蜡样芽孢杆菌+

<

,

*阪

崎肠杆菌+

=

,

*李斯特菌+

.

,和志贺氏菌+

*)

,等病原菌%同时对其

检测技术进行了很好的归纳和分析+

**\*(

,

&针对乳及乳制品

中常见真菌检测技术方面研究概述则相对较少%而真菌对乳

及乳制品的污染问题依然不能忽视%对其快速检测技术开发

一直以来也是相关研究人员关注的问题&因此%文章从乳及

乳制品中常见的真菌类型*真菌污染概况*真菌检测技术及

污染的质量控制等方面进行概述&

*

!

乳品中真菌污染概况
全球乳产量持续增长%

()*-

年估计为
&:.==(l*)

=

4

%消

费群体分布在不同年龄段+

*,

,

&然而乳制品易受多种因素影

响而引起污染%比如金属*农药和微生物等&在乳品终端销

售环节%因发现菌丝体污染引起的产品召回事件频发+

*&

,

&

从李雨哲等+

*'

,对中国东北地区市售干酪中霉菌*酵母的情

况调查中也可以发现%大约有
()R

的干酪存在霉菌或酵母超

.-*



过现行标准!

S+'&()

'

()*)

#要求的现象&

$C;ME2

等+

*-

,通

过对伊朗亚兹德省
<

个农场的
<)

份骆驼奶样进行分析%发

现存在酵母*霉菌及黄曲霉毒素污染&其中鉴定的酵母主要

包括假丝酵母属!占比
&=:(R

#*红酵母属!占比
((:,R

#*丝

孢酵母属!占比
*,:&R

#%鉴定的霉菌主要是丝菌属!占比

*-:*R

#&另外对奶样黄曲霉毒素检验分析%发现其中
()

份

奶样存在污染%黄曲霉毒素的平均含量达到
&':.'9

H

)

P

%最

低和最高含量分别为
':*.

%

*'):*<9

H

)

P

&

通过传统平板分离培养和现代分子生物学技术的研究%

发现受污染的乳及其制品中多源于酵母菌和丝状真菌存在

而引起产品变质+

*<\*.

,

&

]13101M2

等+

()

,通过分子鉴定研究

发现开菲尔粒中酵母菌包括
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个属!
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#%酵母菌

种类达
*&

种&通过对各种动物乳*酸乳及奶酪中真菌的分

离和鉴定%不难看出在乳品生产加工过程中%受酵母污染的

乳 品 优 势 酵 母 种 主 要 包 括"
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等&尽管有些乳制品中酵母数量适度

增加%通常不会引起食品安全问题%但是普遍认为其是引起

食物腐败的重要因素+

(*

,

&对于丝状真菌污染情况的研究也

发现众多不同种属真菌的存在&

P;

J

19K27

等+

((

,通过随机扩

增多态性
V?"%T!#

技术!

#"TV%T!#

#对奶酪*黄油*酸奶*

酸奶油等进行酵母菌的分离和鉴定研究%发现获得的
'*,

个

菌株中%

&-)

个属于子囊菌酵母%

',

个属于担子菌酵母类&

此外
+5DC3DE

等+

(,

,从原料奶*奶酪*酸奶等样品中分离得到

,-*

株真菌%进而对其
QB$

进行
V?"

测序%并经
+P"$B
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#比对分析%可将这些真

菌划分为
,

门
*.

属%占比最多的
,

个属分别是青霉属

!

('R

#*德巴利酵母属!

*=R

#和念珠菌属!

.R

#&

+19

N

1E1

等+

(&\('

,研究同样发现%在奶酪中德巴利酵母属真菌所占比

例最高%青霉属真菌也普遍存在&

实际上%原料乳及其制品在奶样采集*生产加工*贮藏*

运输和销售等环节均可能出现真菌污染问题%比如在产品生

产过程中%可能由于空气*包装材料*发酵剂*稳定剂等污染

而引入真菌孢子进入酸奶中+

*&

,

&

]5ED

等+

(-

,为了找出引起

挪威亚尔斯堡奶酪生产过程中霉菌污染的关键点%从不同的

生产车间采集空气*牛奶*盐水*机器设备表面*塑料薄膜等

样品%通常引起奶酪污染的
N=/)II4*6

*

N=

W

0E&>0*G

*

N=

G)E&>4I

以及
N=B)

R

46

C

)B>&LL=U)

R

46

C

)B>&

等霉菌%可以在采

集的空气和机器设备表面样品中发现&研究人员+

(-

,认为通

过控制并提高车间空气质量%尤其是包装车间%对于降低霉

菌污染事件的发生非常重要&在埃及乳制品市场%奶酪占比

最大%对于奶酪生产商来讲%在奶酪贮藏期面临最大的威胁

是霉菌污染+

(<

,

&由于生产工艺差别%有些类型的酸奶更容

易引起微生物污染%像希腊风味酸奶%以其高蛋白!蛋白含量

达
.R

#

*)R

#*低脂等著称%通常比其他酸奶生产更复杂%因

此在生产中也增加了微生物污染的风险+

(=

,

&当然还有研究

人员+

(.

,发现在温度较高的季节%加之缺乏有效的冷藏手段%

乳品发生污染的可能性通常会更大些&

(

!

真菌的快速检测技术
通常情况下%由酵母菌污染引起的酸奶产品变质%主要

可以通过产品外观*滋味*气味等进行初步判断%比如出现胀

袋*酒香味%严重时在产品表面可看到酵母的菌落+

,)

,

&目前

对于乳品中真菌的检测%传统检测手段是利用平板培养分离

和鉴定的方法%检测时间通常为
'

#

<K

%具有滞后性%一般很

难满足实际生产的需要%且已有众多相关研究+

,*\,,

,

%本文不

再赘述%着重就微生物快速检测技术和分子生物学检测技术

进行介绍&

(:*

!

流式细胞仪快速分析法

在水果制品行业%对于酵母和霉菌污染的评测是一项关

键的指标%由
!CD059Dd

开发的一款
!CD0X3;I

细胞仪计数

系统可以快速对水果制品中的微生物污染情况进行评

测+

,&

,

&利用该系统可以在
(&

#

&=C

内实现对
*)

H

水果制

品中含有
*

个及以上酵母细胞的检出水平%这也很适合用于

水果风味酸奶样品中酵母的检测+

,'

,

&

(:(

!

微生物快速检测系统

随着微生物快速检测系统的完善和发展%乳及其制品中

酵母菌和霉菌的检测手段也变得更加快捷&郑东辉+

,-

,利用

A]_%

.

微生物快速检测仪%该系统是基于计算机视觉技术

检测乳制品中的细菌总数*酵母菌和霉菌&在上机测试过程

中%通过比色法和微滤富集快速检测酸奶中酵母菌%通过微

滤富集*涂片染色快速检测酸奶中霉菌&原铨+

,<

,利用美国

+2;P502d

微生物荧光光电检测系统对酸奶样品检测%可以

将原先
'

#

<K

的检测时间缩短至
&=C

%该检测系统通过染色

技术监测霉菌和酵母菌代谢过程%将染色*新光源*光传感器

结合在一起的光电检测系统&

(:,

!

分子生物学快速检测技术

通过分子生物学技术检测食品中的真菌%已经取得显著

成效%并广泛应用于实际生产&目前主要有聚合酶链式反应

技术!

T!#

#%并在此基础上开发了不同的
T!#

技术%比如反

转录
T!#

!

#B%T!#

#*荧光定量
T!#

*单链构象多态性
%T!#

以及环介导等温扩增技术!

P"@T

#等+

,=\&)

,

&这些技术都体

现出对特定基因以及特异性引物的选择和设计%通过合理的

试验设计%可以很好地扩增出所需要的目标
V?"

%从而利用

相关分析方法%判断乳品中微生物菌群的数量和种类&

>1242329

H

;0

等+

,=

,利用
#B%T!#

扩增延伸因子!

/X%B5

或者
/X%*

'

#%实现了对巴氏杀菌奶中细菌*霉菌和酵母的检

测&在
&C

内%轻易检测出的细胞在
*)

个)
0P

%另外还证实

该方法可以用在酸奶*啤酒等产品中&

@1

8

;E13

等+

&*

,同样利

用
#B%T!#

技术成功地检测出酸奶样品中有活性的马克思

克鲁维酵母!

?E4

@

F6B)I

@

/6GI0B:&0*4G

#%利用该方法可以

检出酵母的下限为
*)

(

!X[

)

0P

&

@1

8

;E13

等+

,)

,还开发了

一种利用
T!#%

培养技术检测酸奶样品活性的马克思克鲁维

酵母!

?E4

@

F6B)I

@

/6GI0B:&0*4G

#方法%通过对污染酵母的

)<*

研究进展
!

()*=

年第
'

期



酸奶样品!不少于
*)!X[

)

H

#恒温振荡培养
(&C

%然后进行

V?"

提取%扩增
*=$E#?"

%可以得到一个
('*G

J

的特异性

条带%而未培养的对照酸奶样品则检测不到目标条带&针对

马克思克鲁维酵母%

]20

等+

,.

,报道了一种新颖的基于

B1

e

019

探针的荧光定量
T!#

技术%用于快速灵敏地检测开

菲尔酸奶发酵过程中该酵母的污染情况%通过试验研究发

现%利用该方法可以在
(C

内检测出开菲尔酸奶中的马克思

克鲁维酵母&相比之下%根据美国
XV"

细菌学分析手册所

提供的标准培养方法用于检测乳制品中酵母的污染%至少需

要
'

#

<K

的分离培养时间以及另外
(

#

,K

的时间用于基于

基因测序和生化分析鉴定酵母%

]20

等+

&(

,所做的研究工作

在乳品工业上具有更好的应用价值&另外通过叠氮溴化丙

锭!

T@"

#结合
e

T!#

对乳制品样品中活菌
V?"

进行定量

也能快速检测发酵乳中酵母菌&盖冬雪+

&,

,通过建立的

T@"%

e

T!#

方法与标准法!

S+*.,)(

'

()*)

#检测酵母菌比

较发现%发酵乳中酵母菌
T@"%

e

T!#

活菌检测结果与国标

法符合率大于
=-:-R

%检测时间约为
&C

%该方法作为检测发

酵乳中是否存在酵母菌的有力工具%适合乳品加工企业生产

线的现场评价&

除此之外%

]1L1C1E1

等+

&&

,建立了一种
P"@T

技术用于

快速检测乳品中致病酵母菌!

H=0EA&/0*G

*

H=

+

E0AB0>0

*

H=

>B)

W

&/0E&G

*

,=0G07&&

*

,=I4/)&(6G

*

H=

W

0B0

W

G&E)G&G

#%结果表

明该方法灵敏*省时*高效%可以作为一种监测食品质量的简

便快速方法&另外利用
T!#

技术还可以用于快速评估奶酪

成熟过程中菌群的动态特征及比例%例如
!133;9

等+

&'

,借助

单链构象多态性
%T!#

!

$$!T%T!#

#指纹图谱分析奶酪中酵

母菌群情况%主要是通过设计酵母特异性引物%扩增
*=$

E#?"

的
>&

区达到
$$!T

分析的目的&

,

!

乳及乳制品中微生物污染的质量控制
随着中国食品质量安全市场准入制度的建立%食品生产

企业面临着严峻考验&对于很多生产企业来说%由于工艺装

备简单%技术力量薄弱%控制微生物的污染成为工作的难点%

其中温度控制是非常重要的+

&-

,

&

U0G1E1M

等+

(<

,研究发现

可以通过那他霉素和山梨酸钾的协同作用抑制霉菌的生长%

从而延长奶酪的贮藏期&

U33o#DL1

等+

&<

,研究则发现那他霉

素对酵母菌也有很好的抑菌效果&此外%水活度是影响食品

中真菌发育的非生物因素之一%

?

H

5

8

D9>19P;9

H

等+

&=

,建

立了基于氯化钠或甘油减少水活度的模型%阐述其在奶酪中

对丝状真菌分生孢子萌发和径向生长的影响效果%结果表明

通过氯化钠降低水活度能够显著起到抑制真菌效果&

&

!

展望
开发具有抗真菌活性的优良乳酸菌辅助发酵剂%不仅可

以解决酸奶中霉菌和酵母菌污染的问题%还可以适当延长发

酵乳制品货架期%有望成为提高酸乳产品稳定性及品质的一

把利剑+

&.\'*

,

&而作为监测乳品生产过程中是否存在真菌污

染的检测技术%今后仍然有很多值得研究和探讨的地方&由

于各个乳品生产企业规模*效益*技术水平有较大差异&经

济实力雄厚的企业可以通过购置先进的微生物快速检测系

统用于真菌风险评估%而对于中小型乳企业而言%受资金*技

术及人才等因素影响%更希望获得简单*快速*低廉的检测方

法&随着分子生物学技术的不断发展%利用荧光定量
T!#

可以很好地解决这一问题&今后可以进一步完善荧光定量

T!#

体系%比如筛选
V?"

结合试剂*开发其他引物用于检

测更多潜在的微生物+

'(

,

&

随着新科学技术和工具的发展%比如全基因组测序技术

将会给尚未认知的乳品微生物研究提供全新的视角%可以用

来研究分析那些对产品质量或公众健康有风险的微生

物+

',

,

&本课题组已着手开展乳品中真菌分子标记的开发%

借助新的测序技术%探索一种快速检测乳品真菌的方法%以

期为乳品真菌污染检测提供新的思路&
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%表

明
/T$

粗品在经过酶解后的综合抗氧化性增强&因此%

/T$

酶解产物具有潜在的作为抗氧化产品的应用前景&但本试

验未对酶解产物进行进一步分离纯化和表征%且蜗牛消化道

酶的分离纯化及其对
/T$

粗品的作用机制尚不明确&后续

将针对上述存在问题开展研究&
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