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摘要:目的:利用高通量测序技术分析黑色冲调粉在加工

过程中的细菌与真菌的多样性.方法:对车间各部位进

行微生物取样,用 Nanodrop检测样品质量后进行 PCR
扩增,对数据进行质控,通过序列拼接、过滤和去嵌合体

后得到优化序列,然后进行 OTU 聚类及注释.结果:谷

物冲调粉中的短接杆菌属(Curtobacterium)相对含量较

高,烘烤对细菌的影响较小;辐照有明显的减菌效果,短

接杆菌属经辐照后能减少一个数量级;分析真菌上属水

平的物种发现,原料中大部分的真菌对高温环境敏感,黑

色冲调粉中相对含量最高的是木耳菌属(Auricularia)约

占９７．９９％,说明烘烤可以有效减少真菌数量.结论:谷

物冲调粉生产加工过程中的细菌与真菌控制有助于提升

冲调粉品质及安全性.
关键词:微生物;黑色冲调粉;烘烤;高通量测序

Abstract:Objective:Thediversityofbacteriaandfungiduring
theprocessingofblackpowderwasanalyzedbyhighＧthroughput

sequencingtechnology．Methods:Foreachpartoftheworkshop
forthesampling,usetheNanodropsamplesqualityafterPCR

amplification,thedataqualitycontrol,throughthesequencespliＧ

cing,filtering, and optimizing sequence, and then OTU

clusteringandcommentswereconducted．Results:Therelative

contentofCurtobacteriumingrainflushingandmixingpowder

washigher,andbakinghadlittleeffectonbacteria．Irradiation

hadanoticeableeffectonreducingbacteria,andbrachybacter

couldbereducedbyorderofmagnitudeafterirradiation．TheaＧ

nalysisoffungalspeciesatthegenuslevelshowedthatmostof

thefungiintherawmaterialsweresensitivetothehighＧtemperaＧ

tureenvironment,and Auricularia had the highestrelative

contentintheblackpowder,accountingfor９７．９９％,whichindiＧ

catedthatbakingcouldeffectivelyreducethenumberoffungi．

Conclusion:Thisresearchprovidestechnicalsupportforbacteria

andfunguscontrolintheprocessofgrainmilling,improvingthe

qualityandsafetyandreferencefortheproductionofmilling．
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目前,冲调粉作为新兴以“营养、快捷”为主要卖点的

代餐食品在市面上层出不穷,其中大多数冲调粉生产加

工厂采用一体化管道输送加工模式生产冲调粉,很大基

础上使冲调粉的生产变得更快捷[１－２].但是,近年来有

不少冲调粉微生物超标的报道,微生物生长繁殖到一定

数量时会消耗冲调粉中营养物质使其变质,影响产品感

官和品质[３].

生物危害主要是微生物对产品的危害.在冲调粉生

产加工过程中加工方法、操作、设备等都可能导致微生物

污染[４－５].因此,若能明确冲调粉在实际加工过程中的

微生物情况,找到加工过程中的关键污染源,加强制定针

对微生物方面的管理制度,进而减少生产过程中的微生

物数量,从根本降低产品因微生物污染所造成的质量

风险[６].

文章拟从黑色冲调粉加工的实际情况出发,测试各

个环节原料、设备、车间空气的微生物情况,结合高通量

测序[７]的方法对加工各点的原料进行取样分析,了解实

际生产中各加工点的微生物物种分布情况,针对实际生

产加工中微生物的消长规律,提出能够减少加工过程中

微生物含量的建议,为今后完善黑色冲调粉或相关产品

的加工工序,实施减菌化技术及日后以微生物为主要观
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察对象的信息化、动态监控提供依据[８].

１　材料与方法

１．１　试验基地

某食品公司冲调粉标准化生产车间(净度１０万级).

１．２　主要试剂、仪器设备

PCA琼脂:北京奥博星生物技术有限责任公司;
基因扩增仪:MyCyler型,美国BioＧRAD公司;
超微量紫外分光光度计:ESＧ２型,日本岛津公司.

１．３　方法

１．３．１　样品分组　将黑米、黑豆、黑枣、黑木耳、黑芝麻分

别按１~５进行编号,原料记为 A组,烘烤后记为B组,粉
碎后记为C组,包装前记为 D组,包装后记为 E组,辐照

杀菌后记为F组.

１．３．２　菌落总数测定　按 GB４７８９．２—２０１６执行.

１．３．３　微生物取样　按加工过程在清洗车、传送带、烘烤

托盘、盛料筒、炒芝麻机、粗粉机、中粉机、微粉机、芝麻粉

碎机、混料机、包装机１、包装机２、工人手皮肤表面(包装

间)、工人手皮肤表面(粉碎间)等部位取样.将取样框压

在检测部位上,用无菌生理棉球沾无菌生理盐水润湿后,

在框内顺序涂抹,每个待检点表面选择４个部位,一个棉

球对应一个部位,棉球不能重复使用,棉球使用后即刻放

入１００mL无菌水瓶中,同时密封、摇匀,低温运输至实验

室分析.用无菌水进行梯度稀释,计算１cm２的含菌量,

换算成lg(CFU/cm２).培养３７℃、４８h后计数.

１．３．４　车间空气微生物测定　采用空气自然沉降法[９],

在清洗间、挑选间、暂存间、脱包间、烘干间、粉碎间、混料

间、包装间、参观通道中用直径９０mm 营养琼脂培养基,

参照 GB/T１８２０４—２０１３进行布点,打开培养基在空气中

暴露１５min,随即加盖,３７℃培养４８h.

１．３．５　高通量测序法测定加工过程中的原料菌群变化

(１)原料总 DNA提取:分别在实际加工车间进行现

场取样,严格按照 DNA 试剂盒的操作需求进行取样,取
回后置于－２０℃的冷库中贮藏,由北京奥维森基因科技

有限公司专人冷链运输至公司进行测序.
(２)细菌、真菌菌群变化:将样品在冰上融化后,离心

并充分混匀,Nanodrop检测样品质量,取３０ng进行PCR
扩增,为使分析结果更加准确、可靠,测序原始数据下机

后,对数据进行质控,通过序列拼接、过滤和去嵌合体后

得到优化序列,然后进行 OTU聚类及注释.基于聚类结

果,可以进行 Alpha多样性分析和Beta多样性分析;基于

注释结果,可以得到各水平的分类信息,从而进行样本组

成及样本间群落结构差异相关分析.

２　结果与分析

２．１　冲调粉加工过程各工序原料菌落总数分布

黑色冲调粉中黑米、黑豆、黑枣、黑木耳的烘烤温度

分别为１００,１２０,１２０,８０℃.由图１可知,烘烤对５种原

料中的菌落总数均有较好的抑制作用,菌落总数均大幅

度减少,但经粉碎后,原料粉菌落总数又有所提升,因此

推测粉碎这一加工工序是影响菌落总数的主要因素之

一,原料中的内生菌在加工过程中进入冲调粉.此外,与
未包装的冲调粉相比,包装后的冲调粉菌落总数更高,包
装过程中可能会受到微生物污染,使成品菌落总数增加,

说明包装的微生物控制应作为冲调粉加工过程中关键控

制点.经辐照杀菌[１０]后菌落总数明显下降,且数量未超

过２lg(CFU/g),说明辐照可有效减少产品中的微生物,

且最后成品测得菌落总数均符合国家标准.

２．２　冲调粉加工过程操作器具菌落总数分布

由图２可知,芝麻粉碎机、混料机和包装机等对黑芝

麻进行处理的机器中的菌落总数均＞５．０lg(CFU/cm２),

由此推测是因为黑芝麻中所含的油脂容易附着在机器内

壁上,使机器的清理变得困难,也更容易滋生微生物,因
此清洁不彻底的粉碎设备和传输设备是微生物的主要来

源.包装机的菌落总数较高,表明包装后产品的菌落总

数增长的主要原因是来自于包装机设备.此外,在包装

间和粉碎间进行搬运和混料的工人手表面的菌落总数也

均＞５．０lg(CFU/cm２),高于包装间工人粉碎间工人手表

面的,经调查发现粉碎间的工人不仅要负责原料的粉碎,

还需要对原料进行拆包、烘烤后的搬运等工作,对此建议

增加工人数量,尽量做到一个车间一位主要负责的工人,

这样可以有效减少工人在不同车间来回工作时对原料的

接触,可采用有效的消毒液,监督工人定时洗手,重点监

控粉碎间工人手部的卫生状况.

２．３　冲调粉加工过程各车间空气菌落总数分布

由图３可知,冲调粉加工过程中各车间污染程度最

高的粉碎间和混料间的菌落总数均＞２．５lg(CFU/cm２),

是因为这两个车间主要进行的粉碎和混料容易造成粉末

外溢;烘干间、包装间和暂存间３个车间相对密闭且温度

较高,人员流动较多;清洗间和挑选间菌落总数较少,是

图１　加工过程中原料及产品中菌落总数

Figure１　Totalnumberofcoloniesinrawmaterials
andproductsduringprocessing
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图２　加工过程中操作器具及工人的菌落总数

Figure ２ 　 Total number of colonies of operating
appliancesandworkersduringprocessing

图３　加工过程中各车间空气的菌落总数

Figure３　Totalnumberofcoloniesintheworkshopair

duringprocessing

因为这两个车间经常开窗换气,且每次使用后会对车间

进行清洗.因此,所有的车间除了要定时对相关设备进

行清理外,也应定时清洁地面、加强消毒和通风工作.

２．４　１６SrDNA细菌菌群分析

通过对序列进行聚类,对９７％的相似水平的 OTU
进行生物信息统计分析[１１],结果统计见表１.表１中没

有 A２、B１、B２、B３样品所对应的 OTU 数,因为样品在经

过PCR扩增后,PCR产物中无目的条带或是浓度太低未

能达到建库要求,由此推断,烘烤组的黑米、黑豆、黑枣在

经烘烤后微生物数量大幅度减少,且烘烤后的黑木耳、黑

芝麻的 OTU数(１６７,１７５)比原料中的(２１２,２１５)少很多,

说明烘烤处理能够起到一定减少或杀灭微生物的作用,

是减少产品微生物的重要步骤.

　　对单个样品的 OTU数按 A~F进行分组,并绘制韦

恩图[１２](见图４).由图４可知,５组样品中共有的 OTU
数为１８４个,E组与 A、C、F组间没有相同的 OTU 数,推

测 E 组中所特有的 OTU 数可能是因来源不同(除原

料外).

表１　单个样本的细菌菌群 OTU数目统计

Table１　StatisticsonthenumberofBacterialflora
OTUsforasinglesample

样品 最终条数 OTU数 样品 最终条数 OTU数

A１ ５２９６３ １２３ C１ ４９２６２ ２１７

A３ ３３２８１ ５０４ C２ ３０４３６ ３４５

A４ ４８９０５ ２１２ C３ ２４１５８ ３３８

A５ ２２０００ ２２５ D ３８４６１ ３５２

B４ ３１６０９ １６７ E ４１８９９ ３６９

B５ ３５４９３ １７５ F ４３５７６ ３７４

　　对 所 有 的 样 品 进 行 构 建 稀 释 性 曲 线 (Rarefaction
curve),并利用香侬(Shannon)指数分析绘制曲线,结果分

别见图５和图６.

从测序数目上看,样品的稀释曲线并未全部进入平

台期,但所有样品香侬曲线最后均趋于平整,说明随着测

序数量的增加有可能会发现新的种属,但此时样品中细

菌的多样性不会变化,说明试验所测的数据量足够,能够

满足试验要求[１３].

　　由图７可知,所有检测的样品在门水平上共有的主

要优势菌为变形菌门[１４](Proteobacteria),为细菌域中最

大的一门,其成员为革兰氏阴性菌,包括大肠杆菌、沙门
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图４　６组样品 OTUs的韦恩图

Figure４　SixsetsofsamplesOTUsvennFIG

图５　样品稀释曲线

Figure５　Sampledilutioncurve
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氏菌、霍乱弧菌、幽门螺杆菌等病原菌.此外,放线菌门

(Actionbacteria)和拟杆菌门(Bacteroidetes)在各个样品

中均有体 现,其 主 要 是 来 自 土 壤、人 或 动 物 肠 道 内 的

细菌.

　　由图８可知,A 组中主要的细菌为日本粳稻水稻属

(Oryzasativa Japonica Group Japaneserice)约 占

１８．３４％、假单胞菌属(Pseudomonas)约占７．８９％和甲基

杆菌属(Methylobacterium)约占４．７３％;经烘烤后 MuciＧ
laginibacter、根瘤菌属(Rhizobium)和假单胞菌属占优
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图６　香侬指数曲线

Figure６　Shannonindexcurve

图７　门水平上样品间物种组成分析柱状图

Figure ７ 　 An analysis of histograms of species
composition between samples at the
phylumlevel

图８　属水平上组间物种组成分析柱状图

Figure８　Analysisofspeciescompositionanalysis
histogramsatthegenuslevel

势,分别约占１０．８３％,６．０８％,５．４２％;粉碎后日本粳稻水

稻属、短杆菌属(Curtobacterium)和甲基杆菌属分别以

２５．９１％,１３．５０％,１１．４４％成为此工序中的主要细菌;混
合、包装和辐照灭菌中短杆菌属均是相对含量最高的,其
在混 合 时 的 相 对 含 量 为 １３．４８％,经 包 装 后 上 升 至

１３．９４％,而经辐照处理后降低至１１．２６％,不仅是短杆菌

属,基本占主要的菌属在经辐照后均有一定幅度的减少,

由此推断,在混合到包装的过程中可能会受到一些微生

物的污染,辐照灭菌处理对细菌有一定的作用,但要更高

程度地减少细菌,还应在生产加工过程中的设备、接触人

员的清洁等方面多加注意.

　　对样品的 OTU组成进行PCA分析[１５],结果见图９,

其中C２、D、E、F样品间距离较近,说明其物种组成更相

似.图１０为 NMDS分析图,即非度量多维尺度法[１６].

结合图９和图１０可知,D、E、F和C组的样品均位于 A组

的圈内,说明这些组间的细菌种属差异不明显,产品中的

主要微生物来自于原料,除了利用辐照处理对最终产品

减少细菌外,还可以在现有工序基础上加强原料清洗等.

２．５　ITS１真菌菌群分析

由表２可知,原料 A 组和烘烤 B组的 OTU 数差别

较大,均有大幅度减少,可能是因为某些真菌对烘烤的高

温环境不耐受,从而对原料起到一定减少或杀灭微生物

的作用,是控制产品微生物的重要步骤.

图９　OTU 水平PCA分析图

Figure９　OTUlevelPCAanalysisdiagram

图１０　OTU 水平 NMDS分析图

Figure１０　OTUlevelNMDSanalysisdiagram
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　　由图１２可知,５组样品中共有的 OTU数是２１个,明
显不同于细菌高达１８４个相同数,共有的 OTU 数量少,

推测每个加工环节会在一定程度上带来一些不是原料中

所带有的真菌.

　　由图１２和图１３可知,从测序数目上看,样品的稀释

曲线并未全部进入平台期,但所有样品的香侬曲线最后

均趋于平整,说明随着测序数量的增加可能会发现新的

种属,但此时样品中细菌的多样性不再变化,说明试验所

测的数据量足够,满足试验要求.

表２　单个样本的真菌菌群 OTU数目统计

Table２　StatisticsonthenumberoffungifloraOTUs
forasinglesample

样品 最终条数 OTU数 样品 最终条数 OTU数

A１ ８１５６２ ２７３ B４ ２１２０１ ６７

A２ ３８７５２ ２３６ B５ ２３４４７ ７０

A３ ４１９８１ １８８ C１ ２２２０７ １０９

A４ ４５８７８ １４３ C２ ３８２１５ ８３

A５ ４００７６ １５０ C３ ４００６１ ８５

B１ ４１０１８ １３８ D ２１１００ ５８

B２ ２２２０６ １０３ E ３５９６５ ７３

B３ ２５６６９ ９４ F ２４２３８ ９１
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图１１　６组样品 OTUs的韦恩图

Figure１１　SixsetsofsamplesOTUsvennFIG

图１２　样品稀释曲线

Figure１２　Sampledilutioncurve

　　由图１４可知,所检测的样品在门水平上的主要优势

菌 有 担 子 菌 门 (Basidiomycota ) 和 子 囊 菌 门

(Ascomycota),为真菌中的高等真菌,担子菌门是构成蘑

菇、木耳等主要食用菌的菌种,子囊菌门是真菌中最大的

类群,与其他真菌不同的是会产生子囊.门水平上能够

得到的真菌物种信息较少,还需对其进行更深的探究.

　　由图１５可知,除去未确认的,A组中主要的真菌为
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图１３　香侬指数曲线

Figure１３　Shannonindexcurve

图１４　门水平上样品间物种组成分析柱状图

Figure１４　AnanalysisofhistogramsofspeciescomposiＧ
tionbetweensamplesatthephylumlevel

图１５　属水平上组间物种组成分析柱状图

Figure１５　Analysisofspeciescompositionanalysis
histogramsatthegenuslevel
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木 耳 属 (Auricularia)约 占 １８．２９％ 和 附 球 菌 属

(Epicoccum)约占１５．９５％,木耳菌属来自于原料中的黑

木耳,附球菌属主要参在土壤中,与植物原料的来源相

符;烘烤后,占最主要的真菌为木耳菌属,来自于原料中

的黑木耳,其他菌属占比不足１％,由此推测,原料中带有

的真菌,大部分对烘烤的高温环境并不耐受,烘烤可减少

大部分的真菌,是控制产品中真菌的重要工序.

　　由图１６可知,A４在真菌物种组成上与 D、E、F的样

品间距离较近,说明其物种组成更相似,与２．４的结果相

同.由图１６和图１７可知,产品中的主要真菌来源于黑木

耳,经烘烤后,只有木耳菌属为主要菌属,说明烘烤对产

品最终真菌数量的控制有一定效果.

图１６　OTU 水平PCA分析

Figure１６　OTUlevelPCAanalysisdiagram

图１７　OTU 水平 NMDS分析

Figure１７　OTUlevelNMDSanalysisdiagram

３　结论

通过对黑色冲调粉的实际加工过程中车间空气、设

备、材料进行菌落总数测定,发现车间设备、空气及人员

均会对产品中微生物含量有所影响,通过对加工关键点

取样进行测序分析发现,产品中的短接杆菌属相对含量

较高,经辐照后能够减少至１１．２６％,烘烤对细菌的影响

较小,辐照对细菌的减少也有一定效果;分析真菌上属水

平的物种发现,原料中大部分的真菌对高温环境敏感,产

品中相对含量最高的是木耳菌属约占９７．９９％,说明烘烤

可以有效减少真菌数量.因此,若要更进一步减少产品

中细菌和真菌数量,还需对车间定时进行通风换气、清洁

地面,设备按时全面清洁,对工人手皮肤表面要多次有效

清洁来控制产品加工过程中的微生物.后续将进一步分

析黑色 冲 调 粉 对 人 体 的 消 化 特 性 和 对 肠 道 微 生 物 的

影响.
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４　结语

２０１８年修正的«中华人民共和国食品安全法»强调

“食品安全工作实行预防为主、风险管理、全程控制、社会

共治”,提出坚持多元主体参与食品安全治理,打造农村

食品安全社会共治格局.可见,社会共治是农村食品安

全治理的必然选择.实践中,政府为主导的硬治理和软

治理是农村食品安全治理的主要模式,硬治理主要依靠

政府通过权力下沉、资源下沉等方式开展农村食品安全

治理,具有治理主体单一性、一元化特征,治理手段管制

性、垄断性特征;与硬治理不同,软治理主要依靠多元主

体在平等交流、民主协商基础上制定普遍认同的内部规

范,依靠自律互律机制、利益驱动、社会舆论、道德评价、

制度约束、协商合作等途径实施农村食品安全软治理,对
构建社会共治格局,激发农村食品安全治理内生动力,具
有适应性较强、执行效率高,是未来农村食品安全治理的

发展趋势.

需要强调的是,提倡农村食品安全软治理并不排斥

硬治理,二者相互依赖、刚柔相济的关系,在全面推进乡

村治理体系现代化都是不可缺少的.因此,在保证硬治

理有效运行的前提下,在农村食品安全治理中灵活嵌入

软治理,能有效增加治理的灵活性和韧性.概而言之,构
建农村食品安全软硬协同共治格局,做到软硬兼容,有利

于实现农村食品安全“善治”目标.
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