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冷却猪肉及托盘表面细菌生物被膜分析和 

肉源荧光假单胞菌的鉴定与被膜研究 
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摘要：为研究冷却猪肉及其接触面中细菌生物被膜能力并探讨肉类特定腐败菌的生物被膜特征，分析了腐败的冷却肉和销售托

盘表面的细菌生物被膜形成能力；利用形态学观察、16S rDNA 分析和 VITEK2 微生物鉴定系统鉴定了冷却肉中一株生物被膜能力较

强的荧光假单胞菌（Pseudomonas fluorescens）；测定了该菌在培养基和猪肉浸提液中的生物被膜能力；用激光共聚焦和扫描电子显微

镜观测了其生物被膜的结构特征。结果发现：冷却肉中及其销售托盘表面的细菌能够形成生物被膜的比例较高，37%和 45%的细菌具

有较强生物被膜形成能力。肉源性荧光假单胞菌能够在培养基和肉液中形成大量生物被膜，具有较强的生物被膜能力。显微成像结果

表明荧光假单胞菌在培养 6 h 后有明显黏附，18 h 后多糖分泌增多、菌体堆积并形成具有生物功能的立体生物被膜。这些特点可能有

利于荧光假单胞菌在冷却肉表面黏附并成为优势腐败菌。 
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Abstract: The biofilm-forming ability of bacteria in chilled pork and on tray surfaces, and the biofilm characteristics of specific spoilage 

bacteria in meat were analyzed. One strain in chilled meat with a strong biofilm-forming ability was identified as Pseudomonas fluorescens by 

morphological observation, 16S rDNA sequence analysis, and a VITEK2 microbial identification system. The biofilm-forming ability of this 

meat-related specific spoilage bacterium was measured in tryptic soy broth (TSB) and pork extract. Additionally, the structural characteristics of 

biofilms were evaluated by confocal laser scanning microscopy and scanning electron microscopy. A high percentage of the bacteria in chilled 

pork and on tray surfaces were capable of forming biofilms, and 37% and 45% of bacteria from chilled pork and tray surfaces showed strong 

biofilm-forming abilities, respectively. Pseudomonas fluorescens formed large amounts of biofilm in both TSB culture and pork extract. The 

microscopic imaging results showed an apparent adhesion of Pseudomonas fluorescens after six hours of culture, and increasing polysaccharide 

secretion, bacterial accumulation, and formation of three-dimensional biofilms with biological function were observed after 18 hours. These 

features may be beneficial for the meat-related Pseudomonas fluorescens to adhere to chilled meat surfaces and become the dominant spoilage 

bacteria.  
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多种食源性细菌具有形成生物被膜的能力。这些

食源性腐败菌和致病菌一旦在食品或食品接触面上形 
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成生物被膜，它们就具有更强的适应性和抵抗力。这

使常规的抑菌、杀菌、清洗和消毒措施失去应有效果；

进而更容易导致食品腐败和食源性疾病的发生，还会

导致食品设备的清洗困难、腐蚀、传热传质受影响等

多种危害[1~3]。这些危害在肉制品[4,5]、乳制品[6,7]、禽

肉、水产品和即食食品等[8]多类食品工业中都引起了

广泛关注。但目前关于食源性细菌生物被膜的研究多

集中在致病菌，而对腐败菌生物被膜的研究相对较少，
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而且以食品为直接介质的生物被膜研究更少。 

冷却肉在我国的消费量很高，但冷却肉在分割过

程中比表面积逐渐增大，在加工和陈列销售过程中与

多种接触面接触，容易被自身和接触面上的细菌污染

而腐败。在冷却肉的腐败过程中，假单胞菌

（Pseudomonas spp）始终是优势腐败菌[9,10]；这可能

与其较强的竞争能力和低温适应性有关[11,12]。此外，

假单胞菌属的多种细菌能够形成生物被膜[13]，也能够

在食品或食品接触面上形成生物被膜[4,14]，这有利于

其黏附、适应环境并成为优势腐败菌。其中，荧光假

单胞菌（Pseudomonas fluorescens）是冷却肉类最主要

的腐败菌之一[10,15]，具有较强的生物被膜能力，而且

不同来源的荧光假单胞菌生物被膜形成能力差别较大 
[16,17]。尽管荧光假单胞菌的生物被膜已有较多研究，

但食源性荧光假单胞菌的生物被膜研究仍然不多，且

多数集中在牛奶中的荧光假单胞菌[18]。国内对肉源荧

光假单胞菌生物被膜形成能力、三维结构特点等的报

道较少，研究肉制品中荧光假单胞菌的生物被膜能够

丰富对该特定腐败菌的认识。 

本研究旨在分析评估冷却肉中和其销售托盘表面

的细菌生物被膜形成能力，鉴定并研究冷却肉中生物

被膜形成能力较强的荧光假单胞菌生物被膜，观察荧

光假单胞菌生物被膜在激光共聚焦显微镜和扫描电子

显微镜下的发展过程和结构特点，并测定其在猪肉提

取液中的被膜能力，为认识冷却肉及其销售环境中的

生物被膜风险和肉源性荧光假单胞菌的生物被膜特征

提供研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 

1.1.1  材料 

猪大排里脊购于当地某大型超市，冷藏箱运回实

验室，将肉块置于无菌塑料盒中，覆盖聚乙烯膜于

4±1 ℃贮藏。 

销售环境中的托盘为某大型超市冷藏柜中盛放冷

却肉的在用塑料托盘，托盘是超市中可反复使用的展

放冷鲜肉的大托盘（长约 55 cm，宽约 40 cm）。 

1.1.2  主要设备与试剂 

营养琼脂培养基、胰酪胨大豆肉汤（Tryptic soy 

broth, TSB）培养基、氧化酶试剂，青岛海博科技有限

公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，天根生化科技

（北京）有限公司；引物由上海生物工程有限公司合

成；FITC-conA（Fluoresce inisothiocyanate-conjugated 

concanavalin A，FITC－ConA），美国 Sigma 公司。 

DHP-9162 电热恒温培养箱，上海一恒科技有限

公司；Mastercycler®proS PCR 仪，德国 Eppendorf 公

司；VITEK®2 Compact 自动微生物鉴定系统，法国生

物梅里埃公司；Zeiss LSM 710 激光共聚焦显微镜

（Confocal Laser Scanning Microscopy ，CLSM），德

国 Carl Zeiss 公司；S-3400N 扫描电子显微镜 

（Scanning electron microscope, SEM），日本 HITACHI

公司。 

1.2  方法 

1.2.1  冷却猪肉中和托盘中的细菌采样与分离 

取在 4±1 ℃贮藏至有明显感官腐败的猪肉，按照

GB4789.2-2010《食品卫生微生物学检验:细菌总数测

定》介绍的方法取样测定菌落总数。取合适梯度的平

板，挑取所有菌落，三次划线分离，纯化后用 TSB 培

养基过夜活化单菌落，甘油管-20 ℃保存菌种。 

在超市中取刚刚盛放过冷却肉的托盘（随机选 2

个托盘），用无菌生理盐水湿润的棉球擦拭托盘，每个

托盘 2 个点取样点，取样点为托盘中间 1/3 处和 2/3

处（较长方向）各 1 点，每个点的面积约 5 cm
2。在

取样点用 1 个棉球反复擦拭，将棉球放入装有无菌生

理盐水中，振荡混匀。吸取 1 mL 悬液进行稀释，3

个合适的稀释梯度，倾注平板记数。按照上述方法分

离、纯化、保存菌种。 

1.2.2  冷却猪肉中和托盘中细菌的生物被膜形

成能力分析 

将获得的所有菌株，参照文献[19,20]用微孔板结晶

紫染色法进行生物被膜形成能力定性、定量测定。将

两次过夜活化的菌悬液调整至菌密度 OD600 值约为

0.5，移取 5 µL 菌液至含有 195 µL TSB 培养基的 96

孔酶标板中，每种菌至少做 4 个平行样，并作空白对

照和重复实验。将孔板 30 ℃培养 24 h，待细菌形成

生物被膜后移出浮游菌，用生理盐水清洗孔板三次除

净浮游菌，用 200 µL 甲醇固定 15 min，移去甲醇并晾

干。每孔加入 200 µL 的 1%结晶紫溶液染色 5 min，

染液移出后流水清洗孔板至滴水无色。将孔板自然晾

干后每孔加入 33%的乙酸 200 µL，用酶标仪测定 655 

nm 处的吸光度。所有的测试均每组求平均值，以空

白培养基作为阴性对照，阈值（Ac）定义为阴性控制 

A0值的 2 倍。根据实测得 A 值，把细菌形成生物被膜

能力的菌株分为不形成生物被膜菌株（A≤Ao），生物

被膜形成能力较弱菌株（Ao≤A≤Ac），生物被膜形

成能力中等菌株 （Ac≤A≤2Ac），以及生物被膜形

成能力较强菌株（2×Ac≤A）[21]。 

1.2.3  冷却肉猪肉生物被膜能力较强的一株细



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.6 

44 

菌的鉴定 

根据生物被膜形成能力的分析结果，选取生物被

膜能力较强的一株细菌，进行革兰氏染色、形态观察、

氧化酶实验和葡萄糖氧化发酵实验等基本生化鉴定。 

随后进行 16SrDNA 鉴定确定细菌所在的属。用

细菌DNA提取试剂盒提取总DNA。用细菌通用引物，

上 游 引 物 （ 27F ）： 5′-AGAGTTTGATCCTGGC 

TCAG-3′；下游引物（1492R）：5′-GGTTACCTTGTTA 

CGACTT-3′；以细菌总 DNA 为模板进行 PCR 扩增。

PCR 反应体系为: 0.25 μL Taq 酶，5 μL 10×PCR buffer，

4 μL dNTP mixture，引物各 2 μL，100~150 ng 模板

DNA，无菌双蒸水补至 50 μL。PCR 反应条件：94 ℃

预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃

延伸 1.5 min，30 个循环；72 ℃保温 5 min。用 1.5%

琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物后，送上海生物工程有

限公司测序。测序结果在 GenBank 中进行 Blast。下

载相似序列，采用 MAGE6.0 的 Neighbor-Joining 法构

建系统发育树，根据结果判断细菌所在的属。 

最后对细菌进行VITEK 2 Compact鉴定确定细菌

所在的种。将纯化的菌在营养琼脂上活化，挑数个菌

落形态相同的新鲜菌落于 3 mL 无菌生理盐水管中。

混匀菌液，用比浊仪校正浊度达到 0.5~0.63。将菌液

管及 VITEK 2 革兰氏阴性杆菌鉴定卡（VITEK 2 

Gram-Negative Identification Card, GN）卡置于载卡架

上，由仪器自动完成测定。根据仪器鉴定结果判断细

菌所在的种。 

1.2.4  不同时间的生物被膜量测定 

按照 1.2.2 的方法接种平板，将孔板置于 30 ℃培

养分别培养 6 h、12 h、18 h 和 24 h，培养结束后移取

菌液测定对应时间的菌密度 OD600，并按照上述方法

染色后测定生物被膜值，并做对照空白试验和重复实

验。 

1.2.5  生物被膜结构和胞外多糖的激光共聚焦

成像 

激光共聚焦显微镜是实时观察细菌生物被膜的有

效手段，可不破坏细菌生物被膜的基本结构。将过夜

化后的菌液稀释至 OD600=0.5，1%接种于含无菌盖玻

片（12 mm×12 mm）和 2 mL TSB 培养基的 24 孔板

中。将 24 孔板至于 30 ℃条件下分别培养 6 h、12 h、

18 h 和 24 h 后将菌液轻轻吸出，用 0.05 mol/L 的 PBS 

清洗 3 次，每次 3~5 min。然后用 2.5%戊二醛固定 2 h

并再次用 PBS 清洗；从玻片边缘吸干水份后，在玻片

上滴加 50 µg/mL 的 FITC-conA 覆盖[22]，置于 4 ℃避

光染色 30 min。用 PBS 冲洗后制作载玻片，用卡尔蔡

司 710 激光共聚焦显微镜采集图像，并用仪器自带软

件处理图片。 

1.2.6  生物被膜形结构的扫描电镜观察 

用扫描电子显微镜下观察生物被膜的微观结构
[23]。将过夜化后的菌液稀释至 OD600=0.5，1%接种于

含无菌盖玻片（12 mm×12 mm）和 2 mL TSB 培养基

的 24 孔板中。将 24 孔板至于 30 ℃条件下分别培养 6 

h、12 h、18 h 和 24 h 后将菌液吸出，用 0.05 mol/L 的

PBS 清洗 3 次，每次 3~5 min。加入 2.5%戊二醛 4 ℃

固定过夜，再次用 0.05 mol/L PBS 清洗 3 次。依次用

50%、70%、80%、90%、95%乙醇脱水各 10 min，100%

乙醇脱水 3 次，每次 10 min。最后将盖玻片用 CO2临

界点干燥仪干燥，喷金，扫描电镜观察。 

1.2.7  猪肉提取液中生物被膜形成规律测定 

猪肉提取液的制作：取 100 g 新鲜猪大排背脊肉，

加入500 mL水，匀浆两次，每次30 s；将匀浆液在4 ℃

下 5000 g 离心 15 min，取上清；将上清液过 0.22 µm

的滤膜后备用。 

将过夜化后的菌液稀释至 OD600=0.5，取 5 µL 稀

释后的菌液至含有 195 µL 猪肉提取液的 96 孔板中，

将孔板置于 30 ℃培养分别培养 6 h、12 h、24 h 和 48 

h，培养结束后移取菌液测定对应时间的菌密度

OD600，按照 1.2.2 中的测定生物被膜形成能力，并做

空白对照和重复实验。 

1.2.8  数据统计与分析 

实验数据用 Excel 软件汇总，显著性分析采用

SPSS 19.0（SPSS Inc. Chicago, IL, USA）分析软件单

因素 ANOVE 中的 Tukey 检验，显著性水平设定为

p<0.05，使用 OriginPro 8.0（OriginLab Co. Northampton, 

USA）制图。 

2  结果与分析 

2.1  冷却肉中及其托盘表面细菌的生物被膜

形成能力分析 

细菌形成生物被膜后更容易在食品和各种食品接

触面上黏附[8]，也更容易导致交叉污染，所以细菌生

物被膜被认为是导致食品质量安全问题的潜在风险。

为分析和评估实际环境下冷却肉中及其接触面环境中

细菌形成生物被膜的情况，以腐败冷却肉和实际的销

售托盘表面的细菌为对象进行了研究，结果如表 1 所

示。从腐败的冷却猪肉中（菌落总数为 2.5×10
9
 CFU/g）

分离了 78 株细菌。其中有 62 株菌生物被膜形成阳性，

阳性率为 79%；有 29 株菌具有较强的生物被膜形成

能力，占总数的 37%。从冷却肉的盛放销售托盘表面
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（菌落总数为 3.6×10
4
 CFU/cm

2）分离得到 69 株细菌。

其中有 52 株生物被膜形成阳性，阳性率为 75%；有

31 株菌具有较强的生物被膜形成能力，占总数的

45%。冷却肉托盘表面中具有较强生物被膜形成能力

的细菌比例略高于冷却肉中具有较强生物被膜能力的

细菌。研究结果与他人推断的“多数细菌以生物被膜状

态群居生长”
[24]相一致。但有研究从中国大白菜中分

离了 15 株腐败菌并研究了它们的生物被膜能力，但只

有少量细菌具有较强的生物被膜形成能力[25]。本研究

腐败猪肉种细菌的取样点在腐败后期，尽管取样点能

够代表腐败菌的生物被膜形成比例，但也存在部分菌

是同一株菌的不同克隆的可能（可能导致所得到的百

分值略较高）。如何避免这种问题，值得后续研究注意。 

表 1 冷却肉中及其托盘表面细菌的生物被膜形成能力分布表 

Table 1 Biofilm-forming ability of the bacterial strains from 

chilled pork and tray surfaces 

 生物被膜形成能力 

 强 中 弱 无 

冷却猪肉中 29(37%) 21(27%) 12(15%) 17(21%) 

销售托盘表面 31(45%) 13(19%) 8(12%) 17(25%) 

2.2  产生物被膜能力较强的菌株鉴定 

 

图 1 Pseudomonas sp 113的 16SrDNA序列的系统发育树 

Fig.1 Phylogenetic tree of Pseudomonas sp 113 based on 16S 

rDNA gene sequences 

根据成膜能力大小，实验对一株生物被膜能力较

强的菌株进行了全面鉴定。该菌简单的生理生化鉴定

结果显示：该菌为革兰氏阴性杆菌、氧化酶阳性、O/F

实验阴性、有鞭毛能够运动且可以产荧光素。进一步

根据 16SrDNA 测序结果（GenBank 登录号：

KF153218），将待测菌的 16SrDNA 序列在 GenBank

数据库中进行 Blast 搜索，从搜索结果中选取相似性

99%以上的代表菌株构建了系统发育树，结果如图 1。

从检索结果和构建的发育树判断，该菌属于假单胞菌

属（Pseudomonas pp），且可能与荧光假单胞菌具有较

近的进化关系。综合生理生化和 16SrDNA 鉴定结果，

将该菌认定为 Pseudomonas sp 113。 

假单胞菌属细菌不同种之间的相似性较大，简单

生理生化鉴定不能完全确定细菌所属的种（species），

而 16S rDNA 鉴定结果也只能确定细菌的属。利用

VITEK 2 细菌自动鉴定系统可快速测定目标菌株的多

种生化反应特点，并与数据库中的标准菌株生化反应

特点进行相似行比对。该系统可靠性较高，李婷婷等
[26]用此系统鉴定了三文鱼中的优势腐败菌荧光假单

胞菌。Pseudomonas sp 113 的 VITEK 2 鉴定结果如表

2 所示，该菌的 GN 卡具体反应信息如表 3 所示。该

菌的实测反应与荧光假单胞菌（P. fluorescens）的典型

反应谱符合程度高达 99%，且鉴定信息可信度极好。

综合判断，这株具有较强生物被膜形成能力的细菌是

荧光假单胞菌（P. fluorescens），认定为 Pseudomonas 

fluorescens113。 

2.3  肉源性荧光假单胞菌生物被膜形成规律

特点 

培养不同时间后，该肉源性荧光假单胞菌的菌密

度和生物被膜形成量如图 2 所示。随培养时间的延长，

荧光假单胞菌的菌密度符合细菌的典型增长模式，6 h

后处于对数增长期的前期，12 h 时为对数增长中后期，

18 h 后接近稳定期。荧光假单胞菌的生物被膜形成量

随时间延长而显著增加，培养 24 h 后生物被膜的形成

量（OD655 nm）达到 1.418±0.122。这些结果与激光共

聚焦显微镜和扫描电子显微镜的观察结果基本一致。

该肉源荧光假单胞菌在 TSB 中的生物被膜能力强于

从乳制品设备表面分离得到的假单胞菌的被膜能力
[18]。 

 

表 2 Pseudomonas sp 113的 VITEK2系统鉴定结果 

Table 2 Identification of Pseudomonas sp 113 by VITEK 2 Compact system 

菌株 中文名称 英文名称 百分概率 鉴定可信度 Bionumber 

113 荧光假单胞菌 
Pseudomonas 

fluorescens 
99% 

Excellent 

identification 

000105100010100

0 
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表 3 Pseudomonas sp 113在 VITEK2的 GN卡生化反应信息结果 

Table 3 Biochemical details of Pseudomonas sp 113 on the GN card 

孔号 名称及缩写 113  孔号 名称及缩写 113 

2 丙氨酸-苯丙氨酸-脯氨酸芳胺酶（APPA） -  33 蔗糖（SAC） - 

3 侧金盏花醇 ADO -  34 D-塔格糖（dTAG） - 

4 吡咯烷基芳胺酶（PyrA） -  35 D-海藻糖（dTRE） - 

5 L-阿拉伯醇（lARL） -  36 柠檬酸钠盐（CIT） - 

7 D-纤维二糖（dCEL） -  37 丙二酸盐（MNT） - 

9 β-半乳糖苷酶（BGAL） -  39 （5KG） - 

10 H2S 产生（H2S） -  40 乳酸盐产碱（lLATk）  

11 β-N-乙酰葡萄糖苷酶（BNAG） -  41 α-葡萄糖（AGLU） - 

12 谷氨酰芳胺酶（AGLTp） -  42 琥珀酸盐产碱（SUCT） - 

13 D-葡萄糖（dGLU） +  43 N-乙酰-β-半乳糖氨酶（NAGA） - 

14 γ-谷氨酰转移酶（GGT） -  44 α-半乳糖苷酶（AGAL） - 

15 葡萄糖发酵（OFF） -  45 磷酸酶 （PHOS） - 

17 β-葡萄糖苷酶（BGLU）   46 氨基乙酸芳胺酶（GlyA）  

18 D-麦芽糖（dMAL） -  47 鸟氨酸脱羧酶（ODC） - 

19 D-甘露醇（dMAN） -  48 赖氨酸脱羧酶（LDC） - 

20 D-甘露糖（dMNE）   53 组氨酸同化（lHISa） - 

21 β-木糖苷酶（BXYL） -  56 COURMARATE （CMT） - 

22 β-丙氨酸芳胺酶（BAlap） +  57 β-葡萄糖苷酸酶（BGUR） - 

23 L-脯氨酸芳胺酶（ProA） +  58 O/129 耐受（O129R） - 

26 脂酶（LIP） -  59 谷氨酸-甘氨酸-精氨酸芳胺酶（GGAA） - 

27 古老糖（PLE） -  61 L-苹果酸盐同化（lMLTa） - 

29 酪氨酸芳胺酶（TyrA） -  62 ELLMAN （ELLM） - 

31 尿素酶（URE） -  64 L-乳酸盐同化（lLATa） - 

32 D-山梨醇（dSOR） -     

注：“113”代表细菌“Pseudomonas sp 113” “-”表示阴性结果，“+”表示阳性结果。

2.4  肉源荧光假单胞菌生物被膜的激光共聚

焦实时观察 

细菌的胞外多糖是生物被膜的主要成分，是维持

生物被膜结构和功能的重要成分。荧光染料 FITC 标

记的 ConA 可与细菌的胞外多糖特异结合并发出绿色

荧光。用 FITC-ConA 将荧光假单胞菌的生物被膜染色

标记后，激光共聚焦显微镜观察结果如图 3 所示。培

养 6 h 后荧光假单胞菌开始聚集（图 3A），其胞外多

糖和菌体呈散落状分布，只在部分区域形成少量堆积。

12 h 后细菌集聚明显，胞外多糖和菌体开始堆状分布

且周围布满孔隙，生物被膜立体结构（图 3B）呈堆状

连结。18 h 后菌落融合发展，多糖和菌体不均布满整

个区域（图 3A），生物被膜立体结构呈毯状平铺。24 h 

 

 

后荧光假单胞菌进一步堆积，体积变厚，生物被膜结

构沟壑分化明显（图 3A）；基本发展成为成熟的生物

被膜。本研究并未观察到荧光假单胞菌形成蘑菇状生

物被膜结构。该肉源荧光假单胞菌在 6 h 就开始在接

触面上有黏附。这可能因为荧光假单胞菌具有很强的

黏附能力，能快速黏附到接触面上[27]。 

 

http://www.ebioe.com/yp/product-list-476.html
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图 2 不同时间荧光假单胞菌的生物被膜形成量 

Fig.2 Amount of biofilm formed by Pseudomonas fluorescens 

over time 

 
图 3 激光共聚焦显微镜下荧光假单胞菌的生物被膜结构图和

胞外多糖聚集图 

Fig.3 Confocal laser scanning microscopy (CLSM) images of 

biofilm structures and the extracellular polysaccharide 

accumulation of Pseudomonas fluorescens 

注：（A）为比邻荧光图像，（B）为 3D 阴影图, 标尺为

100µm。 

2.5  肉源荧光假单胞菌生物被膜微观结构的

SEM 观察 

 
图 4 扫面电镜下荧光假单胞菌的生物被膜结构变化图 

Fig.4 Scanning electron microscopy (SEM) images of 

Pseudomonas fluorescens biofilms 

注：（A）、（B）、（C）、（D）分别为培养 6h、12h、18h 和

24h 的扫描电镜图，其中（A）中的小图代 A 图的表局部放大

图。 

激光共聚焦显微镜可实时观察生物被膜的整体

发展和结构，而 SEM 可以在高倍镜下观察生物被膜

的微观结构。荧光假单胞菌的 SEM 成像结果如图 4

所示。在 6 h 后荧光假单胞菌的菌体少量链接在一起，

细菌表面和菌体之间有胞外分泌物堆积（图 4A）或链

接（图 4A，放大部分）；18 h 和 24 h 后菌体大量堆积，

生物被膜体积变大，且集聚体之间有明显的沟壑，见

图 4C 及箭头处；生物被膜内部有孔状的类似通道的

结构，见图 4D 及箭头处。生物被膜内部的这种结构

可能有利于细菌营养物质、水的吸收和代谢物的排泄
[28]。 

2.5  荧光假单胞菌在猪肉提取液中生物被膜

能力研究 

 

 

图 5 荧光假单胞菌在肉液中的生物被膜形成能力 

Fig.5 Biofilm-forming ability of Pseudomonas fluorescens in 

meat extract 

以无菌的猪肉浸提液为培养基，研究了荧光假单

胞菌在食品体系中的生物被膜能力，结果如图 5 所示。

该肉源性荧光假单胞菌能够在猪肉提取液中形成生物

被膜。荧光假单胞菌在猪肉提取液中的增长速度（图

5）明显低于在 TSB 培养基中的增长速度（图 2），48 

h 后 OD600nm达到 0.567±0.028。荧光假单胞菌在肉浸

提液中的对数增期较缓慢，在测定的时期内不呈“S”

型增长；与其它研究结果类似[29]
 ，这可能与肉浸提
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液的营养、pH 值等因素有关。随着菌密度的增加，细

菌生物被膜的产量逐渐增加，48 h 后达到 OD655nm达

到 0.7481±0.099。假单胞菌在猪肉提取液中的生物被

膜产量低于在 TSB 培养基中对应时期的生物被膜产

量。这可能是因为生物被膜的形成与菌密度的高低、

环境条件的影响有关[30]。而且细菌生物被膜的形成受

多种因素的影响[31]；其中，营养条件能够明显导致假

单胞菌浮游菌和生物被膜菌数量的不同，进而影响它

们的生物被膜能力[32]；如培养基的碳源、pH 值等均

会影响荧光假单胞菌的生物被膜形成情况[33]。 

3  结论 

冷却肉及其销售托盘表面的细菌能够形成生物被

膜的比例较高，具有较强生物被膜形成能力细菌比例

分别占总数的 37%和 45%；这对冷却肉质量安全的控

制是较大风险。鉴定的肉源性荧光假单胞菌具有较强

的生物被膜形成能力，培养 6 h 后开始明显黏附；18 h

后多糖分泌增多、菌体堆积并形成具有立体结构的生

物被膜。荧光假单胞菌在猪肉提取液中也同样具有较

强的生物被膜形成能力。这些特点可能有利于荧光假

单胞菌在冷却肉表面黏附并成为优势腐败菌。本研究

为进一步研究冷却肉及其接触环境中的细菌生物被膜

提供了依据，也有利于进一步研究肉源性荧光假单胞

菌的生物被膜及其致腐特征。 
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