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肉和肉制品中假单胞菌的检验和计数 
 

聂炎炎，刘冬虹，黄宇锋，吴玉銮，侯向昶，蔡玮红 

（广州市产品质量监督检验所，国家加工食品质量监督检验中心，广东 广州 510110） 

摘要：假单胞菌（Pseudomonas）是导致肉和肉制品腐败的优势菌。本试验对冷藏肉、冷冻肉、新鲜肉及各种肉制品进行了假单

胞菌的检验和计数，建立了肉和肉制品中假单胞菌的检验和计数方法。 
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Abstract: Pseudomonas mainly accounts for the rot of meat and meat products. Examination and enumeration of Pseudomonas in the 

refrigerated, frozen and fresh meat and different meat products were studied here and the corresponding methods were established. 
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肉和肉制品具有丰富的营养成分，是人们膳食营

养的主要来源。但是具有丰富营养成分的肉类制品很

容易受到微生物的污染而造成变质。肉与肉制品中的

微生物主要来自牲畜生前感染和宰后污染。健康动物

对微生物的入侵有完善的防御机制，因此，一般认为

健康动物的内部组织是无菌的[1]。有些微生物偶尔能

够越过这些屏障而导致动物发生病变，并有可能传播

给消费者。生鲜肉中的微生物主要来自屠宰加工过程

中屠体体表所带的灰尘、污垢以及肠道内容物和粪便

等的污染。熟肉制品中腐败微生物菌相与原料的卫生

状况、加工工艺、产品配方、贮藏条件等诸多因素有

关。 
假单胞菌（Pseudomonas）为革兰氏阴性，直或

微弯的杆状好氧性细菌，无芽孢，以极生鞭毛运动，

有少数种不运动。假单胞菌属分布很广，在水、污水、

土壤和空气中均存在，有的种对人、动物或植物有致

病性。假单胞菌常常是导致肉品腐败的优势菌，假单

胞菌属的荧光假单胞菌（Ps.fluorescens）、莓实假单

胞 
菌（Ps.fragi）、隆德假单胞菌（Ps.lundensis）是 
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最重要的肉制品腐败菌种[2]。 
目前，我国尚未有肉和肉制品中假单胞菌的检验

和计数方法的国家标准。为了填补这一空白，国家加

工食品质量监督检验中心（广州）承担了中国商业联

合会下达的编号为 20032485-T-601，名称为《肉和肉

制品假单胞菌的计数》的国家标准的任务。我们在充

分收集、认真研究国内外相关标准及资料的基础上，

等同采用了国际标准 ISO 13720：1995[3]，结合本实验

室的条件和本方法的技术特点，对多种不同类型的肉

和肉制品进行了试验，通过反复研究和分析，建立了

肉和肉制品中假单胞菌的检验和计数方法。 

1  材料与方法 

1.1  菌种和样品 
菌种：大肠埃希氏菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡

萄球菌、伤寒沙门氏菌、痢疾志贺氏菌、单核细胞增

生李斯特菌、白色念珠菌、铜绿假单胞菌和恶臭假单

胞菌。以上菌种均购自广东省微生物研究所。试验用

肉和肉制品样品购自超市。 
1.2  培养基[3] 
1.2.1  CFC 琼脂 
1.2.1.1  基础培养基 

明胶蛋白胨 16.0 g，酪蛋白胨 10.0 g，K2SO4 10.0 
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g，MgCl2 1.4 g，琼脂 12 ~18 g，蒸馏水 1000 mL。pH 
7.2±0.2，121 ℃灭菌 15 min。 
1.2.1.2  抑制溶液 

十四烷三甲基溴化铵溶液（A 溶液）：十四烷三甲

基溴化铵 0.1 g ，水 100 mL。过滤除菌。 
梭链孢素溶液（B 溶液）：梭链孢素 0.1 g，水 100 

mL。过滤除菌。 
头孢利定溶液（C 溶液）：头孢利定 0.1 g，水 100 

mL。过滤除菌。 
1.2.1.3  完全培养基（CFC 琼脂） 

基础培养基 100 mL，A 溶液 1 mL，B 溶液 1 mL，
C 溶液 5 mL，混合均匀，保持在 47 ℃左右。倾倒约

15 mL 完全培养基到无菌平皿，待其凝固。临用前需

干燥平板。 
1.2.2  营养琼脂 
1.2.3  Kligler 氏琼脂 
1.2.4  氧化酶试剂 
1.3  试验步骤[3] 
1.3.1  取样和试样的制备 

取样和试样的制备方法参照 ISO 6887-2[4]。 
1.3.2  初悬液及十倍稀释液的制备 

按照 ISO 6887-1[5]制备初悬液和进一步的十倍稀

释液。 
1.3.3  接种和培养 

用灭菌吸管转移 0.1 mL 初悬液到两个 CFC 琼脂

平板上。用其它稀释度的稀释液重复该操作。用无菌

涂布棒均匀涂布整个平板。待平板表面干燥后反转平

皿置 25 ℃的恒温箱中培养 48 h。 
1.3.4  菌落的计数和选择 

计算平板上的菌落数。并保留菌落数在 15～300
之间的平板。从保留的平板上任选 5 个菌落做确证试

验。 
1.3.5  确证试验 

将选择用于确证试验的菌落划线接种于营养琼脂

平板上，置 25 ℃的恒温箱中培养 24 h。从每个营养

琼脂平板上挑取一个分离良好的菌落进行以下生化试

验。 
取白色滤纸沾取氧化酶试剂，用铂丝、玻璃或塑

料棒（镍/铬丝呈假阳性）挑取营养琼脂平板上的培养

物于滤纸上。当有氧化酶存在时，在 5~10 s 内会出现

紫罗兰色~紫色。如果 10 s 后颜色仍未变化，则可以

认为氧化酶试验结果为阴性。 
 
 

取营养琼脂上的菌落同时在 Kligler 氏琼脂斜面

划线，并穿刺接种到琼脂底部，于 25 ℃培养 24 h。
氧化酶阳性，同时在 Kligler 氏琼脂中穿刺培养时仅能

在表面生长的菌落（好氧型）可以认为是假单胞菌的

菌落。 
1.4  结果表达[3] 
1.4.1  计数方法 

经证实后，计算每个平板上的菌落数 a，用下列

公式： 
Ba C
A

= ×                  （1） 

此处 A 是选择用于证实的菌落数目。B 为符合证

实标准的菌落数目。C 为计算的菌落总数。 
用以下公式计算在试样中经证实的假单胞菌数

N，作为从两个连续稀释度中得到的平均值。 

( )1 20 .1
a

N
V n n d

=
+
∑        （2） 

其中：∑a 为所有保留的平板上经证实后的菌落总数。V

是每一平板上的接种体积，按 mL 计数。n1：第一稀释度保留

的平板数。n2：第二稀释度保留的平板数。d：相关于保留的第

一稀释度的稀释因子。所得结果即为每毫升或每克产品中的假

单胞菌数。用 1.0～9.9×10X表达结果。 

如果在试样（液体样品）水平或初悬液（其它产

品）水平的两个平板上的菌落数少于 15 个，则每毫升

或每克样品中的假单胞菌数表述为 N＝y（液体产品），

或 NE＝y/d（其它产品）。如果在试样（液体样品）

水平或初悬液（其它产品）水平的两个平板上不含菌

落，则结果表述为 <1（液体产品）或<1/d（其它产品）。 

2  结果与讨论 

2.1  标准菌株的试验结果 
我们分别对七种阴性菌株和两种阳性菌株进行了

试验，试验结果见表 1。 
从试验结果可以看出，七种阴性菌株在 CFC 琼脂

上都不能生长；两种阳性菌株在 CFC 琼脂上生长状况

良好，氧化酶和 Kligler 氏琼脂的糖利用试验都呈阳性

反应。试验结果没有出现假阳性或假阴性情况，说明

试验方法准确性较高，特异性较强。 
2.2  肉和肉制品的试验结果 

我们对多种不同类型的肉和肉制品进行试验，试

验结果见表 2 和表 3。 
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表1 标准菌株的试验结果 

Table 1 Experiment results of standard strains 

菌株种类 菌株编号 试验结果 

阴性菌株 

大肠埃希氏菌，ATCC 25922 CFC 琼脂上不长菌 

枯草芽孢杆菌，CMCC（B）63501 CFC 琼脂上不长菌 

金黄色葡萄球菌，ATCC 6538 CFC 琼脂上不长菌 

伤寒沙门氏菌，CMCC（B）50071 CFC 琼脂上不长菌 

痢疾志贺氏菌，CMCC（B）50071 CFC 琼脂上不长菌 

单核细胞增生李斯特菌，CMCC（B）54002 CFC 琼脂上不长菌 

白色念珠菌，ATCC 10231 CFC 琼脂上不长菌 

阳性菌株 
铜绿假单胞菌，ATCC 9027 CFC 琼脂上生长良好，确证试验阳性 

恶臭假单胞菌，广临检－10 CFC 琼脂上生长良好，确证试验阳性 

表2 部分冷藏、冷冻及新鲜肉的试验结果 

Table 2 Partical experiment results of refrigerated, frozen and fresh meat 

样品种类 
冷藏肉/(cfu/g) 冷冻肉/(cfu/g) 新鲜肉/(cfu/g) 

表层样品 深层样品 表层样品 深层样品 表层样品 深层样品 

猪肉 1.2×105 <1×102 1.1×105 <1×102 4.1×104 <1×102 

鸡肉 8.8×104 <1×102 3.0×103 <1×102 6.4×103 <1×102 

牛肉 8.0×104 <1×102 4.0×104 <1×102 1.4×104 <1×102 
羊肉 2.1×103 <1×102 8.1×103 <1×102 5.8×103 <1×102 

表3 部分肉制品的试验结果 

Table 3 Partical experiment results of meat products 

样品种类 样品名称 试验结果/(cfu/g) 样品名称 试验结果/(cfu/g)

定量包装的熟肉制品 

牛肉粒 <1×102 盐焗鸡腿 <1×102 
西式火腿 <1×102 鸭肫（卤味） <1×102 
清香鸭掌 <1×102 麻辣鸭脖 <1×102 
培根 <1×102 酱香鸭肉 <1×102 

鸡肉方火腿条 <1×102 什菜鸡肉卷 <1×102 
牛肉火腿 <1×102 野山泡椒凤爪 <1×102 
五香牛肉 <1×102 川味凤爪 <1×102 
盐水鸭 <1×102 酱鸡爪 <1×102 
鲜卤鸡翅 <1×102 卤水鸭肾 <1×102 
双汇肘花 <1×102 椒盐鸡腿 <1×102 

夏威夷风情烤肉 <1×102 盐焗鸡爪 <1×102 

非定量包装的熟肉制品

烤鸡腿 1.7×103 鸭脖 <1×102 
鸭腿 2.6×102 蒜香骨 <1×102 
烧鸡 2.5×103 卤凤爪 <1×102 

香肠类 

牛肉热狗肠 <1×102 蘑菇热狗肠 <1×102 

爆炒肠 <1×102 玉米热狗肠 <1×102 

香脆肠 <1×102 菠萝热狗肠 <1×102 

肉松、肉干类 
猪肉松 <1×102 牛肉干 <1×102 

猪肉干 <1×102 海苔猪肉松 <1×102 

腊制品 

上海咸肉 <1×102 金麒麟精制一级腊肠 <1×102 

湘西腊肉 <1×102 腊鸭腿 <1×102 

金麒麟豉味五花腊肉 <1×102   

预加工肉制品 
牛肉丸 1.0×102 热狗肠肉浆 3.5×103 

西式火腿肉浆 2.5×103 内蒙古草原羔羊肉涮片 <1×102 
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从冷藏、冷冻及新鲜肉的试验结果（见表 2）可

以看出，冷藏、冷冻和新鲜肉的表层样品由于屠宰、

运输及贮藏过程中的各种污染，都有较大量的假单胞

菌的检出。而深层样品由于没有受到外界环境的污染，

加上健康动物的内部组织本身是无菌的，所以假单胞

菌的检出量较少，都为<1×102 cfu/g。 
从部分肉制品的试验结果（见表 3）可以看出，

定量包装的熟肉制品、香肠类、肉松、肉干类和腊制

品类产品中假单胞菌的检出量都较少，大部分为

<1×102 cfu/g。而在无定量包装的熟肉制品和预加工的

肉制品中，有少数样品被检出有较大量的假单胞菌。

目前，定量包装的熟肉制品总体质量较好，而且定量

包装的熟肉制品经过一系列的加工过程，添加了山梨

酸、亚硝酸钠等防腐剂，采用了真空包装，这些因素

都使微生物的生长繁殖遭到破坏。而无定量包装的熟

肉制品可能因为受到外界环境的污染，预加工的肉制

品由于没有经过最后的加工处理及包装，检出较大量

的假单胞菌也符合我们的预期。 

3  结论 

（1）对七种阴性菌株和两种阳性菌株进行了试

验。结果表明七种阴性菌株在 CFC 琼脂上都不能生

长；两种阳性菌株在 CFC 琼脂上生长状况良好，氧化

酶和 Kligler 氏琼脂的糖利用试验都呈阳性反应。试验

结果没有出现假阳性或假阴性情况，说明试验方法准

确性较高，特异性较强。 

（2）对冷藏肉、冷冻肉、新鲜肉、定量/非定量

包装的熟肉制品、香肠类、肉松、肉干、腊制品和预

加工的肉制品等多种不同类型的肉和肉制品进行了假

单胞菌的检验和计数。通过反复研究和分析，建立了

肉和肉制品中假单胞菌的检验和计数方法。 

（3）本试验方法遵循先进性、科学性、实用性的

原则，注重科学性和可操作性的结合，利于推广和应

用。 
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