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不同处理方法对芽苗菜表面微生物的控制和消除 
 

魏超，代晓航，郭灵安 

（四川省农业科学院分析测试中心，农业部农产品质量安全风险评估实验室（成都），四川成都 610066） 

摘要：为了深入研究即食蔬菜在不同处理下微生物的消长变化及种群结构变化规律，本实验从芽苗菜入手，采用水洗，辐照、

冷热激，含氯消毒剂、有标识杀菌成分的清洗剂等 5 种方法对芽苗菜进行处理，建立微生物总数动态生长模型，利用微生物宏基因组

学的方法调查处理前后的微生物种群丰度变化，选择性培养后采用基质解析电离飞行时间质谱法（MALDI-TOF MS）对优势种群进

行鉴定。实验结果表明即食芽苗菜微生物总数稳定在一个数量级（5~6 lg CFU/g），处理会将微生物种群结构平衡打破，但经过一段时

间微生物总量会恢复之前稳定水平。其中辐照方法影响最为明显；水活性方法（水洗，冷热激，有标识杀菌成分的清洗剂清洗）影响

相对较小且恢复较快，但内含不同成分，微生物控制效果稍有差异。实验结论为处理原理的差异是影响微生物种群结构的主要原因。

此外辐照方法会将芽苗菜优势种群假单胞菌属和乳酸菌属改变为芽孢菌属，并在其中检出蜡样芽孢杆菌，增加了食用安全风险，就是

说即食蔬菜微生物的控制最有效的方法并不一定是最安全的方法。在即食果蔬微生物控制中不仅要考虑微生物总量的降低也需要综合

微生物微观生态学的其他因素。 
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Abstract: This research started with five different treatments of sprouts i.e. water washing, irradiation, cold and heat shocks, application of 

chlorine-containing disinfectant or cleaning agent with a labelled bactericidal component, to investigate in depth the changing trends of the 

microbial growth and decline and the population structure of microorganisms in the ready-to-eat vegetables under different treatments. The 

dynamic growth models for the total amount of microorganisms were then established. The changes in the abundance of microbial populations 

before and after the individual treatment were investigated by metagenomics, and matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF-MS) was used to identify the dominant population after selective culture. The experimental results showed that the 

total number of microorganisms in the ready-to-eat sprouts remained constant at an order of magnitude (5-6 lg CFU/g). The treatments broke the 

balance of the microbial population structure, however, the total number of microorganisms would return to the previous stable level after a 

certain period of time. Among the different treatments, irradiation exhibited the most obvious influence. The methods capably of altering water 

activity (i.e. water washing, cold and heat shocks and cleaning agent with a labelled bactericidal component) seemed less effective causing 

quicker recovery of microbial amounts, with the effect on microorganisms slightly varying with the different labelled bactericidal component. It 

was concluded that the differences in the working mechanisms underlying the treatments accounted mainly for the changes in microbial 

population structure. In addition, the irradiation method could change the dominant population in the sprouts, Pseudomonas Sp. and 

Lactobacillus Sp , into Bacillus Sp. (with Bacillus cereus detected), which increased food poisoning risk with its consumption. That is, the most 

effective method of suppressing the microorganisms in the ready-to-eat vegetables is not necessarily the safest method. In the control of 

microorganisms in ready-to-eat fruits and vegetables, not only the reduction of the total microbial amount but also other factors related to the 

microecology of microorganisms must be considered.  

 

收稿日期：2018-02-05 

基金项目：国家农产品质量安全风险评估重大专项（GJFP 2017013） 

作者简介：魏超（1985-），女，助理研究员，硕士研究生，研究方向：食品及农产品微生物检测及相关风险评估 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.8 

241 

Key words: Sprouts; Cleaning; Irradiation; Metagenome; Prediction model; MALDI-TOF MS 

 

我国是生产和食用芽苗菜最早的国家，通常情况

下，植物在芽苗期的营养成分优于种子和成熟期[1]。

芽苗菜被认为是一种自然健康的食品，但由于芽苗菜

是生食的，所以自 1973 年以来，在美国和其他一些国

家多次爆发了因为食用芽苗菜而引发的食源性疾病
[2]。蔬菜产品中长期存活和生长着各种微生物，竞争

或互利微生物的群落状况与蔬菜产品的环境条件及加

工处理方法有关，学者建议使用竞争微生物来提高最

小化加工食品的安全性[3]。有研究表明芽菜中典型的

需氧菌总数在 107~109范围[4]，在商业操作下有污染的

种子在萌芽和生长过程中病原菌会增加几个对数单位
[5]，芽苗菜食用安全风险隐患较高，对其表面微生物

的调查、控制成为研究的热点[6~8]。预测微生物学是数

量化描述微生物的学科，它对食品的保鲜期做出合理

预测，从而成为监测储藏、流通和零售过程安全性评

估的有效手段[9~12]。宏基因组(Metagenome)(也称微生

物环境基因组 Microbial Environmental Genome，或元

基因组)，是一种以环境样品中的微生物群体基因组为

研究对象，以功能基因筛选和/或测序分析为研究手

段，可以了解微生物多样性、种群结构、进化关系等

的微生物研究方法[13,14]。 
本研究采用多种物理化学等清洗手段对芽苗菜表

面微生物进行清除，采用宏基因组学的方法研究清洗

前后微生物的种群变化，建立清洗后芽苗菜的微生物

生长模型，对特征微生物进行 MALDI-TOF MS 鉴定，

本文旨在对不同方法处理下的芽苗菜微观微生物生态

学进行研究，并评价不同清除方法对芽苗菜微生物风

险控制能力，旨在为芽苗菜生产和食用安全风险监控

提供理论保障。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

材料：麻子豆苗，成都某生产基地购得。 
试剂：平板计数琼脂培养基、营养琼脂培养基、

甘露醇卵黄多粘菌素琼脂培养自（MYP），北京陆桥

生 物 科 技 有 限 公 司 ； α- 氰 -4- 羟 基 肉 桂 酸

（2-cyano-3-(3-hydroxyphenyl)-CHCA），美国 SIGMA
公司；乙腈、乙醇，美国 Fisher Scientific 公司；甲酸，

美国 TEDIA 公司；含氯消毒剂（主要成分为二氯异

氰尿酸钠），四川久荣化工；果蔬清洗剂（主要成分：

阴离子表面活性剂，两性离子表面活性剂，某天然杀

菌成分），法国优龙纳特公司；小量 DNA 提取试剂盒

E.Z.N.ATM Mag-Bind Soil DNA Kit，美国 OMEGA 公

司，Qubit3.0 DNA 检测试剂盒，美国 Life 公司，2×Taq 
Master Mix，美国 Vazyme 公司。 

1.2  仪器与设备 

GXZ 智能光照培养箱，宁波江南仪器厂；基质辅

助激光解吸电离飞行时间质谱仪（MALDI-TOF MS），
日本岛津公司；HF-safe-1200 生物安全柜，上海立申

仪器设备有限公司；YM75Z 高压灭菌锅，上海三申仪

器设备有限公司；菌落计数器，杭州迅数数码科技公

司；Pico-21 台式离心机，Thermo Fisher 公司；凝胶成

像系统，美国 UVP；100TM Thermal Cyeler PCR 仪，

BIO-RAD 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  微生物总 DNA 的提取与测序分析 
总 DNA 提取：取 15 g 芽苗菜样品加入 25 mL 

1xPBS 溶液中强烈震荡，使样品表面菌体能够被洗到

液体中，取适量震荡液体分多次加入无菌离心管

12000 r/min 离心 2 min，弃上清，留取沉淀进行提取。

DNA 提取方法具体提取步骤参照 E.Z.N.ATM 
Mag-Bind Soil DNA Kit 的试剂盒使用说明书[15]。 

16S rDNA 扩 增 ： V3-V4 引 物 ： 341F ：

5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3' ， 805R ：

5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3'；扩增程序：第

一次扩增预变性 94 ℃ 4 min；94 ℃ 30 s、45 ℃ 20 s、
65 ℃ 30 s，进行 5 个循环；94 ℃ 20 s、55 ℃ 20 s、72 ℃ 
30 s，进行 20 个循环；延伸 72 ℃ 7 min。第二轮扩增

引入 Illumina桥式PCR兼容引物，预变性95 ℃ 3 min；
94 ℃ 20 s、55 ℃ 20 s、72 ℃ 30 s，共进行 5 个循环；

延伸 72 ℃ 7 min。PCR 结束后，PCR 产物进行琼脂糖

电泳检测，结果见图 1。测序由上海生工完成。 
数据分析：通过 barcode 区分样品序列，去除非

特异性扩增序列及嵌合体，根据序列之间的距离采用

UPORSE 软件进行聚类，构建操作分类单元（OTU），

在 RDP classifier 和 NCBI blast+软件相应数据库下对

OUT 进行比对，并进行 Alpha 多样性分析，计算物种

丰度。 
1.3.2  芽苗菜微生物消除方法 

处理方法分别为：①水洗，自来水冲洗 5 min；
②辐照，辐照剂量 3.5 kgy；③冷热激，80 ℃无菌水浸

泡 5 s，4 ℃冰水浸泡 30 min，反复一次；④含氯消毒

剂，配置浓度 ϕ=1.0%水溶液，样品浸泡 1 min，自来
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水冲洗 1 min；⑤果蔬清洗剂，配置浓度 ϕ=1.0%水溶

液，样品浸泡 1 min，自来水冲洗 1 min。未经任何处

理芽苗菜为空白对照。 
1.3.3  微生物预测模型的建立 

1.3.2 中清洗后芽苗菜无菌分装于无菌均质袋中，

放入 30 ℃培养箱培养 120 h，分别在培养的不同时间

设点取单独包装样品进行细菌总数检测，检测方法为

GB 4789.2[16]，细菌总数和时间计数结果导入 Combase
软件进行拟合，拟合方法为 Baranyi and Roberts 模型，

见公式 1、2。获得芽苗菜表面微生物生长一级模型。 
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式中：t 为时间，h；Y(t)为 t 时的菌数，CFU/g；Y0为初

始菌数，CFU/g；Ymax 为最大菌数 CFU/g；μmax 为最大比生长

速率；h0为模型的参数。 

1.3.4  微生物的选择性培养及鉴定 
将芽苗样于生理盐水中进行 1:10 稀释，稀释液继

续进行 1:10，1:100 倍稀释，取 0.25 mL 稀释液后涂布

于营养琼脂、MYP 培养基，单菌落纯化后质谱法进行

鉴定。 
前处理方法：接种环取菌适量加入 1.0 mL ϕ=70%

乙醇水溶液中，震荡 30 s，离心 1 min 弃上清液，加

入 ϕ=75%乙酸水溶液 70 μL 震荡 20 s，常温超声 10 
min，加入 70 μL 乙腈震荡均匀，离心 1 min 取上清液

1 μL 点至靶板，加入 1 μL CHCA，晾干。 
质谱条件：固定聚焦 337 nm，检测器线性阳模式，

MALDI 离子源，激光束能频 73~78 Hz，收集范围

2000~20000（m/z），校准品 ATCC 8739 大肠杆菌。 
数据分析：分离微生物获得的质谱峰图数据导入

MALDI-TOF/SARAMIS 微生物鉴定系统与其中的超

级谱图中特征性标识峰的质核比（m/z）进行多重比较，

特征峰（相对相差<0.08%）加权后计算相关系数以获

得相应微生物的鉴定结果。 

2  结果与分析 

2.1  芽苗菜处理实验结果及清洗后微生物生

长状况分析 

芽苗菜中微生物总体数量约为 1.27×106  CFU/g，
换成对数单位为 6.104  lgCFU/g，对数单位可以表现微

生物污染的数量级，是比较通用的微生物计数单位。

不同清洗方法对芽苗菜的微生物的去除量见表 1，处

理后芽苗菜样品微生物生长点线图见图 1，不同方法

拟合后微生物增值模式图见图 2。 

 
图1 Combase拟合辐照处理后微生物生长模型（I级） 

Fig.1 Microbial growth model after radiation treatment by 

Combase (Class I) 

 
图2 不同处理方法微生物生长预测模型 

Fig.2 Microbial growth prediction models for different 

treatments 

由图 2 可以看出辐照对微生物的祛除量最高，此

数值是在辐照剂量 3.5 kgy 下获得，低辐照剂量对微生

物去除量极低，较高的辐照剂量又可使芽苗菜杀青变

熟[17]，3.5 kgy 为本实验处理中杀青的临界剂量，辐照

过后样品中微生物生长的延滞期为 27.333±10.558 h，
最大生长速率为 0.0485±0.0109，在 90 h 左右后进入

稳定期，最大浓度值为 5.202±0.215 lgCFU/g；含氯消

毒剂的在 5 种处理中微生物祛除效果第二名，其生长

模型中，微生物的数量得到一定水平的控制，但处理

过后样品保有明显的氯气味道，影响其食用品质；冷

热激的稳定最大浓度为 5.853±0.131 lgCFU/g，较其他

方法微生物的最大浓度最低，但此种方法处理不好也

会使芽苗菜杀青，影响食用品质。 
另外水洗和冷热激处理中微生物最大比生长速率

（μmax）较接近，这与两种处理都未添加外源药剂仅

改变芽苗菜的水分活度有关。比生长速率为单位小时

单位质量的菌体所增加的菌体量，它是表征微生物生

长速率的一个参数，同种微生物在同种培养基的条件

下最大比生长速率基本相同，这与微生物特性有关
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[18]，实验中微生物计数为多种群计数，虽然培养温度、

水分活度等基本相同，但微生物群落结构略有差异，

结合实验产生误差，最大比生长速率仍有一定差异，

但总体差异较小。 
本实验中对芽苗菜微生物预测模型整体μmax都较

低且延滞期波动明显，可能由于微生物在芽苗菜的外

表面生长，除水分活度外，没添加营养培养基，微生

物营养来自于植物组织破坏后的汁液外溢为贫瘠营养

条件，所以微生物预测模型中微生物的总体 μmax都较

低，但除了含氯消毒剂对微生物的整体生长有后续影

响外，其余方法都在一定时间内恢复到清洗前的初始

数量级。 
表1 不同清洗方法对芽苗菜微生物的祛除量及最大比生长速率 

Table 1 Different cleaning methods of sprouts microbes eliminate the amount and the maximum specific growth rate 

处理 空白 ①水洗 ②辐照 ③冷热激 ④含氯消毒剂 ⑤果蔬清洗剂 

细菌总数/(log10CFU/g) 6.10±0.01 4.09±0.01 2.90±0.01 3.78±0.01 3.52±0.01 3.60±0.01 

降低量/(log10CFU/g) -- 2.01±0.01 3.20±0.01 2.32±0.01 2.59±0.01 2.50±0.01 
μmax/(h-1) -- 3.81×10-2 4.85×10-2 3.65×10-2 -- 3.18×10-2 

2.2  芽苗菜微生物污染及清洗后污染调查 

 
图3 PCR扩增产物 

Fig.3 Procedure for PCR-Amplification 

 

图 4 不同处理的微生物属级丰度及聚类图 

Fig.4 Genus abundance and cluster dendrogram on different 

treatment 

采用宏基因组区域 V3-V4 区测序的方法获得芽

苗菜表面的微生物种群丰度，微生物总 DNA 提取图

见图 3，芽苗菜处理过后对其进行宏基因组的调查结

果及相应物种丰度进行聚类分析图见图 4，由图 4 可

以看出水洗处理对微生物的群落状况影响较小，其次

是冷热激处理，两种处理与芽苗菜原样中可辨优势群

落为假单胞菌属和乳杆菌属；果蔬清洗剂处理过后不

可辨微生物种类与假单胞菌属微生物占比增多，可能

与果蔬清洗剂中外源药剂有关；芽苗菜整体群落结构

与原样差异最大的为辐照处理，辐照处理后优势可辨

菌群为芽孢菌属，芽孢菌属细菌有其独特的结构可耐

一定剂量的辐照[19]，当辐照对其他微生物进行祛除

后，具有特殊抵抗能力的芽孢菌属为优势菌群，在合

适的培养条件下继续增殖。 
宏基因组测序结果中仍有一部分微生物为不可识

别，可能与样品处理方法有关。综合考虑芽苗菜微生

物整体的群落变化和微生物生长模型中的最大比生长

速率的值可以看出，虽然调查微生物生长模型为混合

种群数据，但种群结构的变化仍旧反应在最大比生长

速率的差异，即微生物种群结构相似，最大比速率值

接近。 

2.3  优势种群微生物的鉴定 

采用选择性培养方法对芽苗菜样品中优势菌群微

生物进行分离和质谱鉴定，质谱图见图 5，芽孢菌属

的微生物鉴定为蜡样芽孢菌；克雷伯菌属的细菌为产

酸克雷伯菌和肺炎克雷伯菌；假单胞菌属的细菌为铜

绿假单胞菌；乳杆菌属为产酸乳杆菌；沙雷菌属为褪

色沙雷菌。由于样品种群结构较复杂，同一属中可能

包括多个种，鉴定中没有分开，但已有鉴定结果也可

印证宏基因组实验对微生物种类丰度分析的准确性。
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图5 微生物鉴定质谱图 

Fig.5 Microorganism masspectrum of MALDI-TOF MS 

注：5-1 标准大肠 ATCC8739，5-2 蜡样芽孢杆菌，5-3 铜

绿假单胞菌，5-4 肺炎克雷伯菌，5-5 产酸乳杆菌，5-6 褪色沙

雷菌。 

3  讨论 

3.1  不同处理方法对芽苗菜微生物消除效果

评价 

实验针对微生物的污染采用的指标为细菌总数计

数，细菌总数虽然不能代表食源性致病微生物可量化

的安全风险，但可以反映样品受微生物污染的总体情

况，为卫生指标。从不同处理方法对微生物细菌总数

的降低水平上来看，辐照方法对微生物的消杀能力最

强，然后依次为含氯清洗剂、果蔬清洗剂、冷热激和

水洗，但没有一种方法可以完全祛除芽苗菜表面的全

部微生物，这与蔬菜表面的凸凹结构和微生物特性有

关，果蔬表面有一些微观疏水区[20]，在清洗过程中一

部分微生物附着在此区间内，此外蔬菜损伤部位、气

孔、毛孔等会使微生物内化，清洗过程无法完全将其

除去[21,22]。 
试验中芽苗菜处理后未清除的细菌会在水分活度

升高和损伤汁液外溢的条件下继续增殖恢复清洗前的

数量级。有研究表明，在果蔬表面微生物的相互作用

非常复杂，细菌存活、生长与对蔬菜的处理方法有关
[23,24]。本试验的处理改变了芽苗菜原有微生物的菌群

格局，在继续增值的过程中，生长较快且抗逆性较强

的微生物成为优势种群。实验结果可以看出与水分活

度有关的消除方法对微生物总体种类影响较小，含氯

清洗剂和果蔬清洗剂因其残留对微生物的种类的丰度

有所影响，但影响较辐照处理相差较多。辐照方法虽

然对微生物的消杀效果最显著，但此种方法对芽孢菌

属无效果，在改变菌群结构后，芽孢菌群占领主要生

态位。经质谱法鉴定分离芽孢菌属细菌，为食源致病

菌蜡样芽孢杆菌，反而提高了其食用安全风险。且最

早报道芽苗菜引起的卫生事件是由产肠毒素的蜡样芽

孢杆菌引起[25]。可见对芽苗菜微生物的控制最有效的

方法未必是最合适的方法。 

3.2  芽苗菜蔬菜微生物食用安全评价 

即食生鲜蔬菜食用过程未经过热加工处理，一方

面保留了蔬菜的原有口感和营养成分，另一方面也为

病源微生物进入体内开辟了绿色通道。根据美国

FDA、CDC、FSIS 的报告显示，2016~2017 年美国的

食源性疾病暴发以及食品污染导致的食品召回事件，

其主要原因均由食源性致病菌而引起，FAD 向消费者

发布了许多有关食用生芽菜类食品的风险[26]，另外

FDA 在食品法规中，生芽菜食品被认为是一种“潜在

危险食品”[27]。本实验中成都产芽苗菜中确实存在多

种微生物的附着，但条件致病菌等为优势菌群，处理

过程可以降低食用风险，但处理后随保藏时间延长，

依然会提高其食用风险，建议消费这个在消费芽苗菜

的过程中尽量在处理后合理时间段食用。此外不合理

的微生物的消除方法反而才会升高其食用风险，建议

产业质量控制部门对产品后续处理进行研究和规范，

尽量规避风险。 
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