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果汁中微生物检测技术的研究进展 

王  梅*, 袁  平, 任  炼, 唐学林 

(重庆市永川食品药品检验所, 重庆  402160) 

摘  要: 微生物是影响果汁质量安全的重要因素, 目前果汁微生物检测的方法主要是传统的培养基培养法, 且

检测的微生物种类较少, 没有覆盖到影响果汁品质的多数微生物。随着果汁工业的迅速发展, 消费者对食品安

全需求的提高, 急需寻求多种快速、简便方法相结合检测果汁中的微生物。本文介绍了当前微生物的检测方法, 

包括形态学方法、生理生化试剂盒、免疫学技术、仪器分析技术和分子生物学技术等, 分析了各方法的优缺点

和适用性, 为果汁中微生物的检测分析提供参考。 
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Research progress of microbial detection technology in fruit juice 
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(Chongqing Yongchuan Institute for Food and Drug Control, Chongqing 402160, China) 

ABSTRACT: Microorganism is an important factor to influence the quality and safety of fruit juice. The mainly 

microbial detection method of fruit juice is the traditional media culture method, but the microbial species which can 

be detected by this method are less, and it is no coverage the majority of microorganisms affecting the quality of fruit 

juice. With the rapid development of fruit juice industry, the demand of consumer about food safety is increasing, so 

it is urgent to seek a variety of fast, simple and convenient detection method to detect the microorganism in fruit juice. 

In this paper, the methods of microbial detection, morphological methods, physiological and biochemical reagents, 

immunological techniques, instrumental analysis and molecular biological techniques were introduced, the 

advantages and disadvantages of each method were analyzed to provide reference for the detection and analysis of 

microorganisms in fruit juice. 
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1  引  言 

果汁为含糖量较高的酸性饮料, 经过巴氏灭菌、浓缩

和冷却后可以杀死大多数微生物。但极少数霉菌、酵母菌

和耐酸性细菌可以在高渗透压、低 pH 和低温条件下产生

芽孢或孢子。当条件适宜时又开始萌发和生长, 造成果汁

的腐败变质, 影响果汁品质, 如果存在致病性微生物, 将

极大地危害人体健康[1]。 

目前食品微生物的检测方法有普通培养法(简称国标

方法)、酶联免疫法、傅立叶红外光谱检测、电子鼻技术、

分子生物学等方法[2], 本文综合分析了这些技术的最新进

展, 拟为果汁中微生物的检测分析提供参考。 

2  形态学方法 

传统检测法需通过特异性的培养基对果汁中的微生

物进行分离、纯化和富集培养, 利用微生物形态特征、血
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清学反应、生理生化试验等特性, 最终确定菌株的种属, 并

进一步分析果汁中该微生物的数量, 评估其对果汁品质安

全的影响程度[3-5]。该方法不仅繁琐、费时, 而且重现性差, 

不适用于有限货架期食品中微生物的检测[6,7]。此外, 人们

难以配制一种接近果汁中微生物自然生境下生长的培养基, 

难以获得纯培养物, 从而给人们客观认识果汁中微生物存

在的状况造成障碍。果汁作为一种大众饮料, 其安全性一

直关乎消费者的健康, 所以需要一种更加快速的检测方法

对果汁中可能存在的致病菌及腐败性微生物进行监测评估, 

及时地将检测结果反馈给生产厂家, 为其生产控制和清洁

卫生监管提供足够的信息。 

3  生化反应诊断试剂盒 

目前已开发出多种用于快速鉴定微生物的生化试剂

盒, 且具有快速、方便、可靠性高等特点。其中, 梅里埃生

化鉴定试剂条(analytic products INC, API)是全世界范围内

公认的一套鉴定系统, 该系统由法国生物梅里埃公司生产, 

基于微生物理化特性进行数值分类鉴定, 主要由 API 试剂

条、检索工具和添加试剂等部分组成。目前数据库中已记

录生理生化特征的微生物超过 600种, 有 1000种生化反应, 

具有 15个鉴定系列[8]。Martiny等[9]发现, API系统能鉴定

94.4%的弯曲菌属(Campylobacter jejuni ssp. jejuni), 但是

仅能鉴定 52.3%的 Epsilobacteria coli。苹果汁中的鉴定结

果也显示 API系统鉴定模式菌种的准确率高达 98.7%[10]。

但是, 对于没有在数据库里的微生物则无法进行鉴定, 需

要借助其他手段进行鉴定[7,11]。 

4  酶联免疫吸附法 

酶联免疫吸附法(enzyme-linked immuno sorbent assay, 

ELISA)是一种抗体与酶相互作用的免疫学检测技术。当

已知抗体或抗原吸附在固相载体表面时, 加入酶标记的

抗原或抗体进行抗原抗体反应形成酶-抗原-抗体复合物, 

抗原抗体复合物通过洗涤的方法与其他物质分开, 加入

酶反应的底物显色后, 根据底物的颜色深浅度进行定量

或定性分析[10]。 

ELISA由于具有灵敏度高、准确性高、快速和方便等

特点, 已经被广泛运用于检测食品中的沙门氏菌、大肠杆

菌等病原微生物[13,14]。Wang 等[15]开发出检测脂环酸芽孢

杆菌的特异多克隆抗体, 通过优化一系列的实验参数, 建

立起用 ELISA 检测苹果汁中酸土脂环芽孢杆菌的方法, 

6~7 h即可出结果, 且检测下限达到 105 CFU/mL。与传统

方法相比, 此方法更加准确、快速、高效和灵敏。ELISA

与免疫磁性分离 (immunomagnetic separation, IMS)结合

(IMS-ELISA)对苹果汁中的微生物进行检测后发现, 其能

明显地鉴定果汁中的 20种脂环酸芽孢杆菌和 18种非脂环

酸芽孢杆菌菌株, 检测下限为 103 CFU/mL, 最快能在 3 h

检测出疑似阳性样品。与常规的培养方法相比, IMS-ELISA

检测 102种自然条件下被污染果汁的灵敏度、特异性和准

确率分别为 91.3%、96.02%和 95.09% [7]。因此, IMS-ELISA

能显著地提高对脂环酸芽孢杆菌的检测。 

ELISA 具有灵敏度高、结果可靠性高、选择性好等

优点 , 不需昂贵的精密仪器 , 即使没有任何科学研究背

景的人员都可以操作。但不易区分相似度较高的物质, 难

以同时检测多种成分、酶制剂选择范围窄等问题有待解

决。但与一些新兴技术结合能有效地改进 ELISA 的不足

之处[16,17]。 

5  仪器分析技术 

5.1  傅 立 叶 红 外 光 谱 检 测 (Fourier transform 
infrared spectroscopy, FT-IR) 

FT-IR 的光谱吸收范围(4000~400 cm-1)可以在物种水

平上鉴定出微生物细胞。细菌的光谱特征反映细菌的细胞

壁和细胞质所有生化构造, 包括了磷脂双方分子、蛋白质、

多糖、核酸等。因此可以根据 FT-IR 的光谱特征为每种微

生物建立一个特有的“指纹图谱”[18]。 

FT-IR是一种快速、简便、准确的鉴定微生物的方法, 

其准确率达 97.5% [19], 检测结果与传统检测方法一致性较

好, 样品前期准备简单、快速, 已被广泛的应用于微生物的

研究。Chang等[20]运用 FT-IR, 成功区分出苹果汁中形态特

征很相似的嗜热耐酸菌的不同菌株, 并根据该菌细胞膜组

成的细微差别建立了 FT-IR 特征光谱图谱。同样, 根据核

酸、蛋白质、磷脂质、肽聚糖等细胞成分和来源于细菌脂

多糖的特征光谱, 可以将果汁中的脂环酸芽孢杆菌和大肠

杆菌鉴定出来[21]。最近有研究将 16S rDNA 测序技术与

FT-IR光谱分析相结合, 可以更快、更准确地区分和鉴定细

菌的种类[23]。 

尽管 FT-IR是一种样品需要量少、快速和相对简单的

检测技术, 但 FT-IR 光谱范围的重现性依赖于严格的样品

准备方法, 需要进一步优化培养条件和光谱采集参数等条

件, 从而保证光谱数据采集具有较高的重复性[24]。除此之

外有必要建立食品微生物的数据库。 

5.2  电子鼻技术 

电子鼻是模拟生物嗅觉器官来检测气味的一套系统, 

主要由气敏传感器阵列、信号预处理和模式识别 3部分组

成。通过检测样品中的挥发性成分, 可以进行不同样品的

比对分析, 同时也可以对未知样品进行定量和定性分析, 

快速、方便和高度特异性是其主要特点。因此, 电子鼻系

统已应用于香气分析、食品质量评价、品种分类和微生物

检测等[25-28]。Gobbi等[26]发现, 接种脂环酸芽孢杆菌的桃、

橙子和苹果等果汁在 24 h时, 可以用电子鼻检测得到, 细

菌的浓度检测下限小于 102 CFU/mL, 并且可以将细菌污染

物鉴定到属。在不同的温度和压力处理条件下, 电子鼻能
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够检测橙汁和苹果汁中的微生物含量变化, 与香气的变化

有相关性[29]。同时 , 与传统的和常用的分析技术相比 , 

其不仅具有极高的可靠性, 还可以对腐败微生物和食品

质量控制进行早期监测, 并作出快速响应[30]。Wang等[31]

研究认为 , 在加入鲁氏酵母 (Zygosaccharomyces rouxii)

的果汁中, 最快可以在 12 h 时检测出酵母菌, 并将酵母

菌区分开来。 

目前, 电子鼻虽然能够准确地鉴定出已知的少数菌

种, 但用于检测果汁中的微生物还处于试验阶段。鉴于此

技术易受成分复杂的物质干扰, 仍需继续改进传感器、减

少干扰和抵消漂移因素等诸多技术难点才能最终使之服务

于产业[32]。此方法的另外一个劣势是仪器昂贵, 且需要专

业人员才能很好操作。 

5.3  分子生物学技术 

5.3.1  聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)检测 

(1)常规 PCR检测 

PCR是利用特异引物在体外对特定 DNA序列进行快

速扩增的检测技术。当知道待检果汁中的微生物的某一特

定基因片段时, 即可利用特异性的引物对样品中微量的目

标 DNA进行 PCR扩增, 增加靶 DNA数量, 使其达到足够

的检测量, 通过电泳检测扩增出的特定片断, 即可确定感

染的微生物。 

目前 DNA 序列已被广泛运用于鉴定微生物, “DNA 

barcoding-like”是其中非常可靠的一种方法[33]。由于 16S 

rDNA 是广泛地存在细菌中的一种“DNA barcoding-like”, 

且其在不同物种间表现出丰富的多样性[34], 被作为一个鉴

定微生物的通用标记基因。Gouws 等[35]对嗜酸耐热菌的

16S rDNA进行 PCR扩增发现, 在柠檬汁的生产过程及其

最终的果汁中均检测出嗜酸耐热菌的存在, 由此证明低

pH、巴氏杀菌及其无菌包装并不能有效地抑制嗜酸耐热菌

的生长。Maldonado 等[36]通过橙汁中酵母菌的增菌培养, 

简便、快速地提取 DNA 并进行特异性 PCR 反应, 使样品

中酵母菌的最低检测量达到 103 CUF/mL。常玉华等[37]通

过优化 PCR反应条件, 成功地研制出快速检测嗜酸耐热菌

的试剂盒, 并对该试剂盒的可信度、重复性和有效期进行

了评价, 证明这种方法的实用性。 

通过 PCR技术分析微生物的种群特征, 能够迅速、准

确地进行环境样品中微生物的分类、鉴定和种群动态分析, 

但 PCR检测技术需要在严格的实验条件下进行, 环境引起

的污染问题也会给研究造成一定的误判, 如非特异性的扩

增, 造成假阳性问题抑制 PCR反应[38], 无法区分活细胞和

死细胞, PCR只能用于定性分析, 而不能进行定量分析。 

(2)实时荧光定量 PCR(quantitative real-time PCR, 

qRT-PCR) 
实 时 荧 光 定 量 PCR(quantitative real-time PCR, 

qRT-PCR)技术是在传统 PCR 的基础上引入荧光标记探针, 

从根本上解决了 PCR反应中非特异性扩增的难题[39]。荧光

信号的强弱同扩增产物的量成正比, 从而准确定量 [38]。

qRT-PCR 可检出 1 个拷贝的目的基因, 是目前较为灵敏的

分子定量检测技术, 对难培养的微生物或含量很低的微生

物的检测具有很高的灵敏度和准确性。同时, RT-PCR与产

物分析软件结合使用可以对亲缘关系很近的种类进行区分, 

然而培养法和电泳检测难于达到这种精度[40]。 

Casey等[40]在对 5.8S rDNA亚单位的溶解温度最高点

分析的基础上, 利用 qRT-PCR方法区分常见的破坏性酵母

菌, 结果表明 qRT-PCR方法可以对人为感染的苹果饮料进

行快速的定性和定量检测。Connor 等[41]应用 qRT-PCR 方

法能够快速和特异性地检测出脂环酸芽孢杆菌及其一些与

它亲缘关系较近的嗜酸菌, 并且可以检测出细胞数少于

100个的脂环酸芽孢杆菌。 

qRT-PCR是一种更灵敏、快速、准确的检测技术, 但

是依然无法区分死细胞与活细胞, 而导致其计算结果偏高, 

但该问题可以在 PCR反应前先对样品进行预浓缩以克服。 

5.3.2  限制性片断长度多态性(restriction fragment length 
polymorphism, RFLP) 

RFLP是通过 PCR选择性地扩增整个基因组 DNA的

内切酶酶切片段, 在高分辨率的聚丙烯酰胺凝胶上电泳分

离后 , 表现出限制性片段长度的差异 [42]。RFLP 检测的

DNA 片段分布于生物全基因组, 可用于各种大小不同的

基因组的指纹分析, 为研究物种间的亲缘关系尤其是鉴定

原核生物属间, 甚至株系间提供了一个有效的手段。其具

有一定的灵活性, 可通过特异性 PCR引物的设计和内切酶

组合来优化 RFLP图谱中限制性片段的适宜数目。 

Las Heras-Vazquez 等 [43]应用 5.8S-ITS 扩增片段的

RFLP分析法对存在于橙汁和果汁中的微生物进行了检测。

将自发发酵的橙汁和果汁中分离得到的 100株酵母菌的单

菌落, 分别进行 PCR反应, 并将 PCR产物进行酶切、电泳, 

根据酶切结果分类, 得到 9 种酵母菌类型。根据形态学、

生理学和生化特点对这些酵母菌进行鉴定核对, 其结果均

与 RFLP具有很好的一致性。Chen等[44]将 PCR-RFLP分析

鉴定与传统检测相结合, 鉴定苹果汁生产过程中分离得到

的 45种嗜酸耐热的细菌, 结果发现 7个新种可能与苹果汁

腐败变质有关。Annelies 等[45]通过末端限制性片段长度性

分析(T-RLFP)和常规化学检测法的研究表明纯培养的嗜盐

四联球菌(Tetragenococcus halophilus)可以引起浓缩果汁的

降解, 使之品质下降, 此外种属特异性的 PCR 可以检测出

降解或未降解的浓缩果汁中的目标微生物, 其灵敏度和准

确度也大大优于常规的检测方法。 

RFLP 产生的带型较多 , 很难直接分析结果 , 还需

依赖于先进的计算机程序才能完成。但由于其能快速、

简便、高分辨率、可靠的鉴定大量菌株在种、属水平上

遗传关系的优点 , RFLP 技术将会得到不断的发展和更

广泛的应用 [46]。 
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5.3.3  随机扩增多态性 DNA(random amplified polymorphic 
DNA, RAPD) 

RAPD 是用单一的一段随机核苷酸序列作引物对基

因组 DNA进行 PCR扩增, PCR产物经过聚丙烯酰胺或琼

脂糖电泳分离, 再经染色或放射性自显影来检测扩增产物

DNA 片段的多态性, DNA 片段的多态性反映出基因组相

应区域的物种多样性。亲缘关系相近的物种其基因组 DNA

变异带型相似, 反之差异较大, 因此可以进行物种的种属

分类、品系鉴定和个体差异的研究。还可以用多个随机引

物对整个基因组 DNA 进行多态性检测、构建基因文库及

基因图谱分析。 

由于 RAPD 在每次反应中使用的引物长度一般是 l0

个核苷酸的单一引物, 所需要的 DNA 提取物少, 可以在

10 h内通过微生物独特的指纹图谱鉴定微生物, 将被检测

的样品图谱与标准图谱进行对照就可得到鉴定结果。

RAPD 的出现即以其简便、快速和多态性检出率高而引起

了科学工作者的极大兴趣[47]。 

近年来 , Pina 等 [48]用 RAPD 鉴定酵母菌时 , 以

GeneBank数据库中的标准酵母菌菌株为对照, 只用 1对引

物即可鉴定酵母菌。对 16种 58株来自含二氧化碳的橙汁

中的酵母菌菌株基因组 DNA进行 PCR扩增, 分析其 DNA

指纹图谱, 并计算辛普森多样性指数(simpson’s index of 

discrimination, SID)。结果表明, GeneBank数据库中的标准

菌株与酵母菌的平均 SID 为 83％, 而 16 种酵母菌的菌种

间的平均 SID为 69％, 因此可以用作酵母菌的鉴别。然而, 

酵母菌属内不同种内及同种内不同菌株间的平均 SID差异

并不显著, 难以作为鉴定参考指标。但是通过比较 RAPD

图谱, 发现选择合适的引物扩增后, 各物种间的扩增图谱

表现出一定的差异, 有其扩增的特殊谱带, 所以有可能作

为区分不同种的指标。Yamazaki等[49]应用 RAPD成功地筛

选出 3个足以区分酸土脂环酸芽孢杆菌和其他相关菌的引

物, 其检测结果与常规检测法具有很好的一致性。 

由于RAPD敏感性强, 在操作中必须准确配制反应体

系和加样, 才能保证结果的可靠性。在实验中发现多种因

素均可影响 RAPD的扩增结果, 其中以 MgCl2浓度和退火

温度影响最大, MgCl2浓度高则特异性扩增明显, 退火温度

高则扩增条带少, 扩增效率降低[50]。 

6  结论与展望 

在使用传统方法对果汁中的腐败性微生物进行鉴定

时, 由于部分菌缺乏相应的生理生化试验对照模式, 而且

许多菌经过 5 代以上转接后, 就可能与前几代的形态完全

不同, 给鉴定工作带来困难。若单从形态学角度鉴定, 则需

要事先对大量标准菌进行了解并一一比较对照, 不仅工作

量大, 而且鉴定结果的可靠性难以保证。应用 FT-IR 检测

和分子生物学方法鉴定未知菌则可克服上述缺点。在短时

间内极大地提高了菌株鉴定的特异性、重复性和准确性。

特别是 PCR 及其相关技术的应用为研究果汁加工过程中

的微生物种群结构提供了一种全新的思路, 给果汁中微生

物的检测带来了极大的方便。此外, 电子鼻技术的出现, 使

得实时监控果汁中微生物种群变化, 提早预警成为可能。

随着科学技术的发展以及科研工作者的不懈努力, 这些问

题都会得到解决。 
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