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摘要：该研究首先对我国三个区域中 6 家牧场的原料乳及其牧场环境样品进行采集，进而对分离出的 P. fluorescens 进行分型分

析并评估其生物膜形成能力，筛选出具有代表性的菌株。通过不同的培养温度，培养条件和培养表面探究 P. fluorescens 生物膜的环境

适应性。结果表明，共分离出 25 株 P. fluorescens，分为 5 个 ST 型，其中，P. fluorescens18 在 24 h 和 36 h 成膜能力更具有稳定性，且

OD 值均显著高于其他菌株。P. fluorescens18 在 25、15、4 ℃下的胰蛋白胨大豆肉汤、脱脂乳、全脂乳培养基中均能产生生物膜，但

生成能力不同，培养时间为 36 h 时，低温抑制 P. fluorescens18 生物膜胞外物质形成，培养基为乳基时会促进 P. fluorescens18 生物膜

胞外物质形成。扫描电镜结果显示，P. fluorescens18 在不锈钢、玻璃和塑料表面上形成生物膜的附着能力不同，分别是不锈钢>玻璃>

塑料。因此，原料乳及其牧场环境中分离出的野生 P. fluorescens 在生产过程中在乳培养基中存在生成生物膜的风险，且在不锈钢表面

生成风险更高。该研究为今后野生荧光假单胞菌的危害性研究提供了基础。 
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Abstract: In this study, raw milk and farm environment samples were collected from 6 farms in three regions of China, and then the 

isolated P. fluorescens was classified and its biofilm forming ability was evaluated, and representative strains were screened. The environmental 

adaptability of P. fluorescens biofilm was investigated by different culture temperatures, conditions and surface. The results showed that 25 

strains of Pseudomonas fluorescens were isolated and divided into 5 ST types. Among them, P. fluorescens 18 had more stable biofilm forming 

ability at 24 h and 36 h, and OD values were significantly higher than other strains. P. fluorescens 18 can produce biofilm in TSB medium, skim 

milk medium and whole milk medium at 25, 15 and 4 ℃, but the production capacity is different. When the culture time is 36 h, low 

temperature can inhibit the formation of extracellular substances of biofilm of P. fluorescens 18, and the extracellular substances of biofilm of P. 

fluorescens 18 can be promoted when the medium is milt-based. The results of scanning electron microscopy showed that the adhesion ability of 

P. fluorescens 18 to form biofilm on the surface of stainless steel, glass and plastic was different, respectively, stainless steel>glass>plastic. 

Therefore, there is a risk that P. fluorescens isolated from raw milk and farm environment will form biofilms in milk medium during production, 

and the risk is higher on stainless steel surfaces. This study provides a basis for the future study of the harmfulness of wild P. fluorescens. 
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原料乳作为液态乳生产的原料是品质保障的基础，其营养丰富的特点可至其中的腐败微生物随着储藏时间的
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延长而大量繁殖。在原料乳进入贮奶罐之前，奶牛乳房中的乳汁被认为是无菌状态，但现在越来越多针对原料乳

的研究发现从健康奶牛乳房挤出的原料乳中存在微生物种群[1]。原料乳及其牧场环境中微生物多样性丰富，已确

定的微生物种类就超过 150 多种[2,3]，如假单胞菌属、黄杆菌属、沙雷氏菌属、肉毒杆菌属、白色念珠菌属、乳球

菌属、链球菌属和芽孢杆菌等，以假单胞菌属为代表的嗜冷菌可以在原料乳低温储藏过程中大量繁殖，其产生的

耐热酶在热处理后仍会分解乳制品中的蛋白质、脂肪等营养物质，导致乳制品产生凝胶化和酸败现象，缩短乳制

品保质期。部分嗜冷菌如 P. fluorescens 会产生生物膜[4]，并通过形成细胞外聚合物质（Extracellular Polymeric 

Substances，EPS）增强酶的热稳定性[5]，传统的灭菌工艺无法破坏已经定植的生物膜和包裹在生物膜内的 P. 

fluorescens。 

P. fluorescens 是主要的产生生物膜的嗜冷菌[6,7]，其在低温条件下生长较活跃并能产生大量胞外多糖[8]，有助

于黏附在设备表面并抵御就地清洗（Cleaning In Place，CIP）的影响。据报道，P. fluorescens 可以在多种食品接触

表面产生生物膜，如不锈钢、聚苯乙烯和玻璃[9,10]，这使得食品加工厂的清洗消毒工作更加困难且复杂。在乳制

品行业，细菌附着在原料乳储藏罐和管道的不锈钢内表面会形成单菌种或多菌种嗜冷菌[7,11]。生物膜形成后，会

对传统的物理、化学消杀手段产生抵抗作用，很难达到彻底清除的效果[12,13]。细菌形成生物膜还会导致乳制品缩

短保质期、分泌蛋白酶或脂肪酶而改变产品感官特性、使细菌产生致病性及腐蚀金属表面[14,15]。 

本研究以从牧场采集的原料乳及其环境位点中分离出来的野生型 P. fluorescens 为研究对象，基于生物膜形成

能力评估，筛选出一株生物膜生成能力最强的 P. fluorescens 并确定其最佳生长时间。在此基础上，研究该菌株在

不同的温度（25、15、4 ℃）和不同的培养基（TSB（Tryptic Soy Broth，TSB）、脱脂乳、全脂乳）生物膜形成能

力和生物膜 EPS 含量，同时研究该菌株在不同材料表面（不锈钢、玻璃和塑料）生物膜形态区别，以期为后续 P. 

fluorescens 的防控提供一定的参考价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

TSB 培养基，青岛海博生物技术有限公司；Luria-Bertani 液体培养基（Luria-Bertani，LB），青岛海博生物技

术有限公司；无水乙醇，天津致远化学试剂有限公司；甲醇，天津致远化学试剂有限公司；质量分数为 0.1%结晶

紫染色液，白鲨生物科技有限公司；PBS 缓冲液，北京索来宝生物科技有限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，

北京天根生化科技有限公司。 

Bcn1360 型生物超净工作台，美国德宇仪器制造公司；精密电子天平（0.000 1 g），梅特勒-托利多国际贸易有

限公司；低温冷冻离心机，美国 Sigma-Aldrich 公司；GR85DA 型高压蒸汽灭菌锅，安阳三强器械有限公司；

ZHWY200B 型恒温培养摇床，上海智城分析仪器制造有限公司；SpectraMax i3x 多功能酶标仪，美谷分子仪器有

限公司；S-3400N 型场发射扫描电子显微镜，日本日立公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  原料乳及环境样本采集 

原料乳采集自中国东北、华北和华东三个区域共 6 家牧场，除采集 6 家牧场新鲜收集的原料乳以外，每个牧

场的采样位点有卧床土、吸奶器、药浴前后乳头、工作人员手套和运奶车的奶罐口，6 处位点。采集的样本 4 ℃

下运送回实验室后直接进行样品分装和微生物培养，其中原料乳样本到达实验室后立即在超净工作台无菌分装至

50 mL 无菌离心管储存于-20 ℃，环境样本直接储存于-20 ℃。 

1.2.2  原料乳及环境样本嗜冷菌微生物培养及 DNA 鉴定 

原料乳样本：将 9 mL 质量分数为 0.1%无菌 NaCl 溶液置于 15 mL 无菌离心管中，加入 1 mL 原料乳样品，使

用涡旋振荡器混合均匀后，将样品梯度稀释至 10
-5。在不同梯度的样品中分别取 100 μL，在提前制备的 LB 平板

计数培养基上进行均匀涂布，将培养基倒置培养。培养环境为需氧条件，培养温度为 7 ℃，培养时间为 10 d，在

培养后的平板上挑取单一菌落，并进行划线制备 LB 菌悬液，等待提取 DNA 进行 16S rDNA 鉴定。 

环境样本：将 9 mL 质量分数为 0.1%无菌 NaCl 溶液置于 15 mL 无菌离心管中，加入 1 mL 菌悬液，使用涡旋

振荡器混合均匀后，将样品梯度稀释至 10
-5。其他处理步骤与原料乳样本一致。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2026, Vol.42, No.2 

3 

DNA 提取及 16S rDNA 鉴定：使用 TGuide S96 磁珠法土壤/粪便基因组 DNA 提取试剂盒完成核酸的提取。

利用通用引物 27F和 1492R对提取的单一菌落DNA进行PCR扩增。引物序列、PCR扩增体系及条件如表 1所示。

将 PCR 扩增产物低温保存，送至北京睿博兴科生物技术有限公司进行纯化和双向测序，对测序得到的序列进行拼

接。将拼接后的嗜冷菌菌株基因序列提交，在 NCBI 数据库进行 BLAST 比对，选取与参考菌株序列相似性大于

99%为鉴定阈值确定菌株的分类学地位。 

表1 引物序列、PCR扩增体系及条件 

Table 1 Primer sequences and PCR amplification system 

引物序列（5’-3’） PCR 扩增体系 PCR 扩增条件 

27F：AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

1492R：TACGGCTACCTTGTTACGACTT 

27 μL ddH2O 

16 μL 2×Taq PCR MasterMix 

DNA 模板 5 μL 

上下游引物各 1 μL 

94 ℃ 5 min，35×（94 ℃ 1 min，58 ℃ 

1 min，72 ℃ 1 min），72 ℃ 10 min 

1.2.3  P. fluorescens 多位点序列分型及生物膜形成能力分析 

利用 P. fluorescens 的 7 对管家基因引物对提取的不同菌株 DNA 进行特异性扩增，基因分别为：glnS、gyrB、

ileS、nuoD、recA、rpoB 和 rpoD。引物序列如表 2 所示，扩增体系及条件与 16S rRNA PCR 反应相同。随后将 PCR

产物进行送样测序分析，单向测通，得到菌株 7 个管家基因的核酸序列。登录假单胞菌的 MLST 数据库

（https://www.pubmlst.org/pseudomonas），选择分型序列查询功能，对每株假单胞菌的 7 个管家基因测序结果进行

查询并确定等位基因编号，编号组合即可确定该菌株的序列型。 

表2 七对管家基因的PCR引物 

Table 2 Seven sets of PCR primers for housekeeping genes 

序号 引物编号 引物序列（5'→3'） 

1 
glnS-F ACCAACCCGGCCAAGAAGACCAGG 

glnS-R TGCTTGAGCTTGCGCTTG 

2 
gyrB-F GGTGGTCGATAACTCCATCG 

gyrB-R CGCTGAGGAATGTTGTTGGT 

3 
ileS-F TTCCCAATGAARGCCGGCCTGCC 

ileS-R GGGGTGGTGGTCCAGATCACG 

4 
nuoD-F GAAGTCCTGACCTTCCTGC 

nuoD-R GAAGAACTCGGCCATCATG 

5 
recA-F TGGCTGCGGCCCTGGGTCAGATC 

recA-R ACCAGGCAGTTGGCGTTCTTFAT 

6 
rpoB-F TGGCCGGTCGTCACGGTAACA 

rpoB-R CCGAAACGCTGACCACCGAAC 

7 
rpoD-F CTGATCCAGGAAGGCAACATCGG 

rpoD-R ACTCGTCGAGGAAGGAGCG 

96 孔板法测 P. fluorescens 生物被膜形成能力的方法根据袁磊[16]的方法稍作修改。使用酶标仪测定 590 nm 处

吸光度值，作为生物膜形成能力的评价指标，每株菌设置三个生物学重复。菌株的生物被膜形成能力用 ODc    

（OD 阴性对照+SD）表示。其中当 OD≤ODc 时，表明该菌株不能形成生物被膜；当 ODc＜OD≤2×ODc 时，表明该

菌株具有较弱的生物被膜形成能力；当 2×ODc＜OD≤4×ODc 时，表明该菌株具有中等的生物被膜形成能力；当

4×ODc＜OD 时，表明该菌株具有强生物被膜形成能力。 

1.2.4  P. fluorescens 在不同温度不同营养成分下生物膜环境适应性 

选用 UHT 全脂牛奶、UHT 脱脂牛奶和 TSB 培养基探究不同培养基对荧光假单胞菌生物被膜形成的影响。将

培养 24 h 后的菌液分别用 UHT 全脂牛奶、UHT 脱脂牛奶和 TSB 培养基稀释至 10
4
 cfu/mL，然后在 12 孔板的单

个孔中加入 10 mL 的稀释菌悬液，均在 25、15、4 ℃培养 36 h 后取出，吸出每孔中的培养基，用 PBS 冲洗贴壁
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的细胞，通过刮取收集生物膜并将其重悬于 5 mL 浓度为 0.01 mol/L 的 KCl 溶液中，并于 300 w 功率下超声破碎    

1 min。超声后的菌悬液于 4 ℃ 7 000 g 离心 10 min，收集上清液，用 0.22 μm 膜过滤器进行过滤。采用苯酚-硫酸

法测定胞外多糖的含量。采用 Micro BCA 蛋白检测试剂盒按照说明书检测胞外蛋白含量。 

1.2.5  P. fluorescens 在不同材料表面生物膜形态差异 

不锈钢片（型号 304，大小 0.5 cm×0.5 cm×0.1 cm）在使用前，在丙酮中浸泡 30 min 除去表面的油脂，用体

积分数为 75%的乙醇清洗后，再用超纯水冲洗干净，晾干后于 121 ℃灭菌 15 min 后备用。玻璃片（大小

0.5cm×0.5cm×0.1cm）在使用前用体积分数为 75%乙醇充分擦拭清洗，再用超纯水冲洗干净，晾干后于 121 ℃灭

菌 15 min 后备用。PET 塑料片（大小 0.5 cm×0.5 cm×0.1 cm）在使用前用体积分数为 75%乙醇充分擦拭清洗，再

用超纯水冲洗干净，置于提前高温灭菌的锥形瓶中并进行密封处理放在超净台中紫外线照射 12 h。 

扫描电子显微镜（Scanning Electron Microscope，SEM）观察强生物被膜形成菌株在不锈钢、玻璃和塑料表面

所形成的生物被膜结构。用无菌镊子取出在 TSB 培养基中、25 ℃培养 36 h 后的三种材料，用无菌 PBS 清洗后，

样本经固定、冲洗、乙醇梯度脱水、置换、干燥、粘样和真空镀膜等前处理后，利用 SEM 对细菌生物膜进行镜

检，观察 P. fluorescens 在不同材料表面生成的生物膜形态差异。 

1.3  数据处理 

所有试验均平行测定 3 次，数据以平均值±标准差（Mean±SD）表示。采用 SPSS 程序对数据进行差异显著

性分析，P<0.05 为差异显著，P>0.05 为差异不显著。采用 Origin Pro 2019 软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  原料乳和环境样本微生物纯培养结果 

本次通过纯培养从原料乳及其环境样本中共分离出 55 个属，167 个种，其中在种水平上，P. fluorescens 数量

占比最高为8.48%，其次是Pseudomonas brenneri和Acinetobacter junii（如图1所示）。纯培养结果表明，P. fluorescens

对原料乳及其环境样本具有较高的污染风险，且易在 4 ℃条件下利用乳中的营养物质进行繁殖。Teh 等[17]从原料

乳生产设备中分离出定植的 P. fluorescens，发现相较于浮游微生物，生物膜中分离出来的 P. fluorescens 产生的耐

热酶具有更强的腐败能力。因此，本研究对分离出的优势嗜冷菌 P. fluorescens 进行后续生物膜生成能力以及环境

适应性探究。 

 

图1 原料乳及其环境样本纯培养分离结果 

Fig.1 Results of pure culture separation of raw milk and environmental samples  

2.2  P. fluorescens细菌多位点序列分型结果及产生物膜能力分析 

本研究对分离出的 P. fluorescens 进行细菌 MLST。根据表 3 可知，P. fluorescens 共分为 5 个序列型，分别是

ST8、ST33、ST37、ST126 和 ST127，其中 ST8 型占比最高，ST8 型分离自天津原料乳。 
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表3 25株 P. fluorescens ST分型情况 

Table 3 ST typing of 25 strains of P. fluorescens 

菌株编号 
管家基因 

glnS gyrB ileS nuoD recA rpoB rpoD ST 

Pf1, Pf12, Pf14, Pf15, Pf16, Pf17, Pf18, Pf28, Pf29, Pf39 8 8 8 8 8 8 8 8 

Pf30, Pf31, Pf32, Pf33 32 33 32 33 31 32 32 33 

Pf6 34 37 36 37 33 35 33 37 

Pf21, Pf22, Pf23, Pf42, Pf44, Pf45, Pf48, Pf49, Pf50 77 97 32 33 31 32 33 126 

Pf54 77 84 32 80 31 95 32 127 

原料乳从牧场到工厂的转运时间一般规定为 48 h 内完成，因此对分离出的 25 株菌进行 24 h 和 36 h 生物膜结

晶紫染色实验，截至 24 h 时，7 株菌生物膜生成能力为中等，1 株菌不成膜，其余菌为弱生物膜生成；36 h 时，

只有 3 株菌生物膜生成能力为中等，其余菌为弱生物膜生成（见表 4），这 3 株中等生物膜生成能力的菌株中，Pf 

18 与 Pf 16 的成膜能力随培养时间的增加而变强，且两株菌间成膜能力比对发现，Pf 18 的误差值更小更稳定，此

选择该株菌进行后续的生物膜环境适应性试验。 

表4 25株 P. fluorescens的生物膜形成风险等级 

Table 4 Risk level of biofilm formation in 25 strains of P. fluorescens 

菌株编号 24 h 吸光度 成膜能力 36 h 吸光度 成膜能力 

Pf 1 0.490±0.076 ++ 0.375±0.032 + 

Pf 6 0.371±0.056 + 0.320±0.030 + 

Pf 12 0.356±0.043 + 0.390±0.032 + 

Pf 14 0.433±0.050 + 0.379±0.028 + 

Pf 15 0.550±0.059 ++ 0.434±0.036 + 

Pf 16 0.456±0.057 ++ 0.485±0.055 ++ 

Pf 17 0.510±0.042 ++ 0.450±0.038 ++ 

Pf 18 0.555±0.043 ++ 0.583±0.023 ++ 

Pf 21 0.444±0.049 ++ 0.326±0.013 + 

Pf 22 0.375±0.089 + 0.301±0.032 + 

Pf 23 0.458±0.092 ++ 0.336±0.030 + 

Pf 28 0.440±0.041 + 0.384±0.015 + 

Pf 29 0.419±0.038 + 0.395±0.037 + 

Pf 30 0.400±0.056 + 0.296±0.011 + 

Pf 31 0.294±0.004 + 0.361±0.023 + 

Pf 32 0.397±0.052 + 0.337±0.024 + 

Pf 33 0.219±0.024 - 0.280±0.017 + 

Pf 39 0.430±0.057 + 0.384±0.039 + 

Pf 42 0.338±0.030 + 0.301±0.009 + 

Pf 44 0.369±0.031 + 0.329±0.023 + 

Pf 45 0.380±0.027 + 0.265±0.045 + 

Pf 48 0.279±0.039 + 0.319±0.025 + 

Pf 49 0.263±0.010 + 0.276±0.045 + 

Pf 50 0.285±0.030 + 0.270±0.023 + 

Pf 54 0.297±0.055 + 0.273±0.019 + 

注：++为中等生物膜生成，+为弱生物膜生成，-为不成膜。 

为探究 Pf 18 生物膜形成规律，明确 Pf 18 的最佳生物膜形成时间，对 Pf 18 进行不同培养时间生物膜含量测

定。通过图 2 结晶紫染色结果得出该菌株生物膜生成能力随培养时间的增加呈现先上升后下降的趋势，在第 36 h
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时生物膜生成能力最强为 0.583，因此该菌生物膜最佳培养时间在后续试验中定为 36 h。 

 

图2. P. fluorescens18在不同培养时间下生物膜含量 

Fig.2 Contents of biofilm of P. fluorescens18 in different culture times 

2.3  P. fluorescens18生物膜在不同温度和营养条件下适应性研究 

首先对筛选出的 Pf 18 进行不同温度和不同营养成分条件下生物膜研究。根据图 3a 和图 3b 的结晶紫染色结

果可以看出，培养温度与营养成分对生物膜的生成都有影响。在同一培养温度下（图 3a），相较于 TSB 培养基，

营养成分为脱脂乳时生物膜含量差异更为显著（P<0.05）；在同一营养成分条件下（图 3b），温度对生物膜含量的

影响差异更显著（P<0.05），在 25 ℃培养更有利于 P. fluorescens18 生物膜生长[15,18]。根据图 3c，图 3d 和图 3e 结

果可知，在同一培养时间下低温可以抑制生物膜 EPS 含量，4 ℃时 EPS 中的蛋白质和多糖含量显著低于 25 ℃   

（P<0.05）；根据图 3f，图 3g 和图 3h 结果，同一温度下牛乳条件有利于增强生物膜附着，牛乳条件下 EPS 中的

蛋白质含量均显著高于 TSB 条件（P<0.05），多糖含量有所提高但差异不显著。 

Teh 等[19]研究得出环境中营养物质的不同会影响 P. fluorescens 生物膜生长，本研究中 P. fluorescens18 在全脂

乳、脱脂乳和 TSB 三种不同培养基下生物膜生成能力和生物膜成分不同，这与 Jae-Ik
[20]的研究相同。Mary 等[21]

发现乳中较 TSB 有更丰富的碳源及氮源，这种生长条件能够促进微生物生物膜生成，但乳中的多糖成分能够影响

微生物细胞膜通透性，抑制生物膜胞外多糖的形成[22,23]。相较于营养成分的变化，温度对生物膜成分的变化影响

更大，温度降低导致 P. fluorescens 营养代谢减慢[24,25]，影响细胞内部和周围化合物的物理性质[26-29]。Liu 等[30]研究

发现，与 25 ℃ 48 h 相比，7 ℃ 10 d 可以使微生物在 96 孔板上生成更致密紧致的生物膜结构。Michela 等[18]用

激光扫描共聚焦显微镜（Confocal laser scanning microscope，CLSM）对 4 ℃和 15℃下 48 h 内生长过程中的 P. 

fluorescens 生物膜进行观察，发现该菌在 15 ℃培养 1 d 后可以观察到成熟的生物膜结构，菌落大小更大并且 EPS

数量明显多于 4 ℃。相反，在 4 ℃形成时，生物膜呈小的、形状不规则的、松散的微菌落，EPS 含量较少。本研

究中在相同的 36 h 培养时间下，因低温不是微生物生长的适宜温度从而抑制生物膜附着，并且随温度的降低，生

物膜生成量（图 2b）以及生物膜 EPS 含量（图 2c~e）都有所减少，并且差异显著（P<0.05）。 
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图3 （a）同一温度不同营养成分结晶紫染色；（b）同一营养成分不同温度结晶紫染色；（c~e）TSB培养基、全脂乳培养基和脱

脂乳培养基不同温度条件下胞外蛋白，胞外多糖含量；（f~h）4、15和 25 ℃不同营养条件下胞外蛋白，胞外多糖含量 

Fig.3 (a) Crystal violet staining with different nutrients at the same temperature. (b) Crystal violet staining at different 

temperatures for the same nutrient. (c~e) Extracellular protein and extracellular polysaccharide contents in TSB medium, whole milk 

medium and skim milk medium under different temperature conditions. (F~h) Contents of extracellular protein and extracellular 

polysaccharide under different nutritional conditions at 4, 15 and 25 ℃ 

注：*为 P<0.05，具有显著差异。 

2.4  P. fluorescens18生物膜在不同接触表面下适应性研究 

在扫描电镜观察下不锈钢表面（图 4a）上的 P. fluorescens18 生物膜形成能力更强，EPS 黏附情况强于其他两

种表面材料：玻璃和塑料（图 4b 和图 4c），说明该微生物在不同表面材料下生物膜形成能力不同，而黏附情况越

强说明微生物在该材料表面上形成生物膜后越难清除，容易在输奶管道和奶罐车表面残留在加工过程中会导致管

道腐蚀，还会为其他细菌的生长提供适宜条件[11]。在 PET 表面和玻璃表面荧光假单胞菌以单个微生物形态存在的

情况居多，微生物之间存在黏附但弱于不锈钢表面。Minyeon 等[22]对蜡样芽孢杆菌在不同材料表面产生生物膜的

研究中同样发现，蜡样芽孢杆菌在不锈钢材料上生成的生物膜量显著多于玻璃和塑料表面。熊富忠等[31]表明在微
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生物产生生物膜的过程中材料表面电荷特为重要影响因素，不锈钢表面与微生物细胞间产生静电相互作用和范德

华力，使微生物产生致密、均质和单一的生物膜结构。为了减少对原料乳品质及加工设备的影响，一些安全、环

保的技术应用于原料乳生产方面是有必要的，例如在原料乳生产过程中可以采用超声耦合乳酸[32]技术对荧光假单

胞菌产生的生物膜进行高效清除或利用噬菌体[33]抑制荧光假单胞菌的繁殖能力。 

 

图4 扫描电镜下不锈钢表面、玻璃表面和塑料表面P. fluorescens18形成的生物膜形态 

Fig.4 Biofilm morphology of P. fluorescens18 on stainless steel, glass and plastic surfaces under scanning electron microscopy 

3  结论 

本研究的结果表明，原料乳及其生产环境嗜冷菌多样性丰富，P. fluorescens 为分离出的主要嗜冷菌种。在本

研究中共分离出 25 株 P. fluorescens，分为 5 个 ST 型，25 株 P. fluorescens 随着培养时间增加生物膜生产量发生变

化。P. fluorescens18 在不同的温度和营养成分均能产生生物膜，但生成能力不同，该菌株在 25 ℃，36 h 培养条件

下，在脱脂乳培养基中生物膜形成能力更强，说明温度和环境营养成分均能改变菌株的成膜能力。P. fluorescens18

在不锈钢表面产生的生物膜 EPS 多于其他两个表面，黏附能力更强。乳制品加工设备（如储罐、输送机和设备）

多用不锈钢，彻底清除生物膜具有挑战性，为了更贴近实际生产环境，在接下来的研究中应针对乳制品厂中常用

消毒剂进行菌株耐受性实验，探究 P. fluorescens18 生物膜生成的具体基因表达水平和耐受基因表达水平。 
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