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摘  要: 目的  针对大连地区输欧水产企业加工用水进行微生物监测, 调查其水质是否存在微生物污染风

险。方法  依据欧盟新水质指令 98/83/EEC 的要求, 在 50 份水样中分别对细菌总数(22 ℃和 37 ℃)、大肠埃

希氏菌、肠球菌和铜绿假单胞菌进行检测, 对水样中的风险菌进行分离培养及生化鉴定, 并通过大肠埃希氏菌

ydiJ 基因和肠球菌 ddl 基因合成特异性引物及探针进行分子生物学方法的验证。结果  2 种方法针对风险菌检

出阳性结果一致。试验结果发现包含细菌总数(22 ℃和 37 ℃)、大肠埃希氏菌和肠球菌在内的微生物指标不合

格率为 20%, 部分输欧水产企业没有达到欧盟加工用水的要求。结论  要充分认清水产企业加工用水在水产

品加工环节中的重要地位, 做到对各个加工环节进行微生物风险监控, 以保证输欧水产品的质量安全。 
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Detection and analysis of microorganism in processing water of aquatic 
enterprises exported to Europe in Dalian area 
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ABSTRACT: Objective  To carry out microbial monitoring of processing water used in aquatic production 

enterprises in Dalian, and investigate whether there is microbial contamination risk in water quality. Methods  

According to the requirements of the EU New Water Quality Directive 98/83/EEC, the total number of bacteria 

(22 °C and 37 °C), Escherichia coli, Enterococcus and Pseudomonas aeruginosa were detected in 50 water samples, 

respectively. The risk bacteria in the sample were isolated, cultured and biochemically identified, and verified by 

molecular biological methods by synthesizing specific primers and probes of Escherichia coli ydiJ gene and 

Enterococcus ddl gene. Results  The 2 methods were consistent with the positive results for the risk bacteria. The 

test results showed that the microbiological index unqualified rate including the total number of bacteria (22 °C and 

37 °C), Escherichia coli and Enterococcus was 20%, and some European aquatic products companies did not meet 

the requirements of EU processing water. Conclusion  It is necessary to fully understand the important role of 

processing water in aquatic enterprises in the processing of aquatic products, and to carry out microbiological risk 

monitoring on various processing links to ensure the quality and safety of aquatic products exported to Europe. 
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1  引  言 

大连是我国输欧水产品主要产地之一, 随着出口外

汇的创收 , 水产品对大连地区的经济起着举足轻重的作

用。在水产企业加工生产过程中, 为了能够更好地保障产

品质量安全, 满足加工行业越来越高的品质要求, 必须对

各个加工环节加强监督管理, 防止某些水产加工企业因忽

视加工用水的水质管理及监测而发生意想不到的微生物质

量安全事故[1]。因此, 加工用水作为最基础的水产品生产

原料之一, 其好坏对产品的质量起着至关重要的作用, 并

且影响着整个产品的质量安全[2,3]。 

在输欧水产企业加工用水的检测中, 微生物污染是

造成水质不合格的主要因素[4]。欧共体理事会发布的新水

质指令(98/83/EEC)[5]中要求所有输往欧盟市场的水产加工

企业, 每年必需对加工用水进行水质验证, 并定期向欧盟

食品安全管理组织提供水质检测报告, 否则欧盟市场不允

许对其出口水产品[6]。 指令中规定, 用于瓶装或桶装饮用

水中微生物检测包括 4 项指标, 其中细菌总数(22 ℃)限量

值为 100 CFU/mL、细菌总数(37 ℃)限量值为 20 CFU/mL, 

大肠埃希氏菌、肠球菌、铜绿假单胞菌均为不得检出。 

本研究针对大连地区输欧水产企业加工用水进行了

微生物监测, 通过监测结果使水产企业了解自身加工用水

是否受到了微生物污染, 如被微生物污染如何采取有效措

施降低风险源, 防止水产企业由于加工用水微生物污染而

导致产品质量问题被停止输欧, 同时也为加工企业避免了

经济上的损失。    

2  材料和方法 

2.1  材  料 

2.1.1  样品来源   

收集 2019 年 4 月大连地区输欧水产企业加工用水水

样共计 50 份。按照欧盟指令微生物采样要求先用酒精灯烧

水龙头端口, 水流流出 5 min 后再进行采集, 每份样品取

水量总计约 1 L, 样瓶必须在(5±3) ℃下运输和储存, 保证

样瓶在 3 h 之内完成送检和检测工作。 

2.1.2  试剂及培养基   

大肠埃希氏菌(CICC 10389)、粪肠球菌(CICC 21606)、

屎肠球菌(CICC 10840)(中国工业微生物菌种保藏管理中心)。 

酵母提取物琼脂(yeast extract agar)、slanetz 和 bartley

培养基 (slanetz and bartley medium)、假单胞菌培养基

(Pseudomonas agar base)、假单胞菌 C-N 选择性添加剂

(Pseudomonas C-N selective supplement)(英国OXOID公司); 

CCA 显色培养基(chromogenic coliform agar, 法国科马嘉

公司); 肠球菌琼脂(Enterococcus agar)、营养肉汤(nutrient 

broth, NB, 北京陆桥公司); 细菌基因组 DNA 提取试剂盒

(北京天根生物公司); 实时荧光 qPCR 预混液(美国 ABI 公

司); 特异性引物探针(上海生工生物工程股份有限公司); 

VITEK2 革兰氏阴性细菌鉴定卡、VITEK2 革兰氏阳性细菌

鉴定卡(法国生物梅里埃公司)。 

2.1.3  设  备   

CL-40M 高压灭菌锅(日本 ALP 公司); Milliflex plus

微生物过滤检测仪(美国赛多利斯公司); BD115 E3.1 生化

培养箱(德国 BINDER 公司); NU-425-400E 生物安全柜(美

国NUAIRE公司); VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定系统

(法国生物梅里埃公司); 7500 实时荧光定量 PCR 仪(美国

ABI 公司)。 

2.2  方  法  

2.2.1  细菌总数检测   

参照 ISO 6222-1999 标准[7], 样品需要分别进行 37 ℃

和 22 ℃细菌总数的检测, 针对不同温度检测需以无菌操

作吸取 1 mL 充分混匀的水样, 加入灭菌培养皿中, 选择适

宜的稀释度, 每个稀释度 2 个平行, 同时做空白实验, 倾

注 15~20 mL 45 ℃的酵母提取物琼脂转动混匀, 细菌总数

(37 ℃)培养 44 h, 细菌总数(22 ℃)培养 68 h。 

2.2.2  大肠埃希氏菌、肠球菌和铜绿假单胞菌检测  

参照 ISO 9308-1:2014 标准[8]、ISO 7899-2:2000 标准[9]

和 ISO 16266-2008 标准[10], 将 250 mL 水样进行过滤处理, 

水样中的细菌截留在 0.45 μm 的过滤膜上。大肠埃希氏菌

在CCA显色培养基上 36 ℃培养 24 h; 肠球菌在 slanetz and 

bartley平板上 36 ℃培养 44 h; 铜绿假单胞菌在添加假单胞

菌 C-N 选择性添加剂的假单胞菌培养基平板上 36 ℃培养

44 h。 

经培养后, 50 份水样中 1 份水样疑似存在大肠埃希氏

菌, 4 份水样疑似存在肠球菌, 需要通过确证试验进行证实。 

2.2.3  生化鉴定 

大肠埃希氏菌: 挑取滤膜上典型菌落进行镜检及生

化鉴定, 生化鉴定参照 VITEK 2 革兰氏阴性细菌鉴定卡说

明进行具体操作。 

肠球菌 : 将有典型菌落的滤膜以无菌操作转移至

44 ℃的肠球菌琼脂平板上, 44 ℃培养 2 h 后观察培养基变

化。挑取单菌落进行镜检及生化鉴定 , 生化鉴定参照

VITEK 2 革兰氏阳性细菌鉴定卡说明进行具体操作。 

2.2.4  实时荧光定量 PCR 验证试验 

DNA 模板的制备: 将样品分离纯化后所得的单菌落

用营养肉汤进行增菌, 收集菌体后参照试剂盒操作说明提

取 DNA 模板。 

引物及探针的合成: 大肠埃希氏菌 ydiJ 基因上游引物 5＇

-ATT TGG CGA AAA TGG CAG TAA C-3＇, 下游引物 5＇-CAG 

CTA TTA CGA TGC GCA AGT G-3＇, 探针 5＇-FAM-TGG AAA 

CCT AAT TTT TCG ACC AGA CGG A-BHQ1-3＇[11]; 粪肠球菌

ddl 基因上游引物 5＇-GAA AGA TGT CGC TTT CTA TGA TTA 
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TGA-3＇, 下游引物 5＇-GCG ACT TAA GCC ACT TCC ATC TA 

-3＇, 探针 5＇-FAM-ATG CAA ATC CCA GCG CAT GTT 

CC-BHQ-3＇[12]; 屎肠球菌ddl基因上游引物5＇-GAA AGA TGT 

CGC TTT CTA TGA TTA TGA -3＇, 下游引物 5＇-CCG GCT 

CAA TCC GCT TCC ACC TA-3＇, 探针 5＇-HEX-ATG CAG 

ATT CCA GCC GAA GTG CC-BHQ-3＇[13]。 

目的基因扩增: 反应体系为 qPCR 预混液 10 μL、   

10 μmol/L 上下游引物各 0.4 μL 及探针 0.2 μL、DNA 模板

2 μL, 加去离子水至 20 μL。反应条件为 50 ℃ 2 min; 95 ℃ 

10 min; 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 共 40 个循环。反应结束后, 

依据扩增曲线 Ct(cycle threshold)值判断结果是否为阳性。 

3  结果与分析 

3.1  细菌总数检测结果 

培养后, 可参照 GB 4789.2-2016[14]中的计算方法, 分

别计算 37 ℃和22 ℃细菌总数。50份水样中细菌总数(22 ℃)

超过规定限量值 6 份, 细菌总数(37 ℃)超规定限量值 3 份, 

具体超限量数值参见表 1。 

3.2  生化鉴定结果 

样品的菌落特征及 VITEK 2 生化鉴定结果见表 2。样 

品 M-19-02124的分离菌在CCA培养基上为蓝色菌落(如图

1 所 示 ), 镜 检 为 革 兰 氏 阴 性 无 芽 胞 杆 菌 ; 样 品

M-19-02107、M-19-02113、M-19-02138、M-19-02140 的分

离菌在 slanetz and bartley 琼脂平板上为紫红色凸起圆形菌

落(如图 2 所示), 在肠球菌平板上分离菌使周围培养基变

黑(如图 3 所示), 4 个样品镜检均为革兰氏阳性短链状球

菌。通过 VITEK 2 全自动细菌鉴定系统鉴定的结果均为阳

性。通过菌落特征及生化鉴定结果初步判定大肠埃希氏菌

和肠球菌的存在。 
 

表 1  细菌总数超限量数值 
Table1  Number of colony count exceeding the limited value 

样品编号 
37 ℃细菌总数值/ 

(CFU/mL) 
22 ℃细菌总数值

/(CFU/mL) 

M-19-02109 450 250 

M-19-02116 60 570 

M-19-02121 70 207 

M-19-02127 / 265 

M-19-02140 / 131 

M-19-02152 / 450 

注: M 表示微生物实验室检测; 19 表示年份; 00001 表示样品流水号。 

 
 
 

表 2  样品的菌落特征及生化鉴定结果 
Table 2  Colony characteristics and biochemical identification results of the samples 

样品编号 CCA 显色平板 琼脂平板 肠球菌平板 VITEK 鉴定结果(可信度) 

M-19-02124 蓝色菌落 / / 大肠埃希氏菌 Escherichia coli(99%) 

M-19-02107 / 紫红色凸起圆形菌落 周围培养基呈黑色 屎肠球菌 Enterococcus faecium(97%) 

M-19-02113 / 紫红色凸起圆形菌落 周围培养基呈黑色 粪肠球菌 Enterococcus faecalis(96%) 

M-19-02138 / 紫红色凸起圆形菌落 周围培养基呈黑色 粪肠球菌 Enterococcus faecalis (98%) 

M-19-02140 / 紫红色凸起圆形菌落 周围培养基呈黑色 屎肠球菌 Enterococcus faecium(95%) 

 

 

 
图 1  编号 M-19-02124 样品在 CCA 显色培养基上的菌落特征 

Fig.1  Colony morphology of sample M-19-02124 control in 
chromogenic coliform agar 

 
 

图 2  编号 M-19-02138 样品在 Slanetz and bartley 平板上的菌落

特征 

Fig.2  Colony morphology of sample M-19-02138 control in slanetz 
and bartley medium 
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图 3  编号 M-19-02138 样品在肠球菌平板上的菌落特征 

Fig.3  Colony morphology of sample M-19-02138 control in 
Enterococcus agar 

3.3  实时荧光定量 PCR 反应结果 

应用实时荧光定量PCR仪对初步判定为大肠埃希氏菌

和肠球菌的菌株进行验证试验, 结果见图 4~6。如图可见, 

阴性对照和空白对照均无扩增曲线, CICC 10389 大肠埃希

氏菌、CICC 21606 粪肠球菌和 CICC 10840 屎肠球菌阳性对

照均有明显的扩增曲线(Ct 值分别为 23.20、25.97、26.53), 说

明本次试验结果有效。编号为 M-19-02124、M-19-02138、

M-19-02113、M-19-02107 和 M-19-02140 的样品均出现明显

的扩增曲线(Ct 值分别为 25.41、26.86、27.25、27.62、31.95), 

结果表明检测结果均为阳性(Ct 值<35)。 
 

 
 

注: 1 为 CICC 10389 大肠埃希氏菌阳性对照; 2 为编号 M-19-02124 的样品中大肠埃希氏菌疑似菌株; 3 为阴性对照; 4 为空白对照。 

图 4  大肠埃希氏菌实时荧光 PCR 反应结果 

Fig.4  Real-time PCR results of Escherichia coli 
 

 
 

注: 1 为 CICC 21606 粪肠球菌阳性对照; 2 为编号 M-19-02138 的样品中粪肠球菌疑似菌株; 3 为编号 M-19-02113 的样品中粪肠球菌疑似

菌株; 4 为阴性对照; 5 为空白对照。 

图 5  粪肠球菌实时荧光 PCR 反应结果 

Fig.5  Real-time PCR results of Enterococcus faecalis 
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注: 1 为 CICC 10840 屎肠球菌阳性对照; 2 为编号 M-19-02107 的样品中屎肠球菌疑似菌株; 3 为编号 M-19-02140 的样品中屎肠球菌疑似

菌株; 4 为阴性对照; 5 为空白对照。 

图 6  屎肠球菌实时荧光 PCR 反应结果 

Fig.6  Real-time PCR results of Enterococcus faecium 

 

4  结论与讨论 

针对欧共体理事会发布的新水质指令(98/83/EEC)[5]

中规定, 输欧水产企业加工用水的水质必须符合欧盟水质

要求。本次试验中涉及的 50 份加工用水样本中, 经过生化

鉴定及实时荧光 PCR 定性方法验证, 结果表明两种方法针

对风险菌检出阳性结果一致。其中细菌总数不合格样本 5

份, 细菌总数不合格和大肠埃希氏菌阳性结果样本 1 份, 

肠球菌阳性结果样本 4 份, 不合格率达 20%。 

大肠埃希氏菌和肠球菌易造成人畜共患病的发生 , 

同时也易造成加工用水、食品和环境的污染, 两者现已成

为人和动物非常重要的条件性致病菌, 并且此类致病菌即

便短时期处于高浓度状态也可以显著增加水源性疾病的风

险[15,16]。所以, 要充分的认清水在水产品加工环节中的重

要地位。通过本次 2019 年春季输欧水产企业加工用水微生

物监测情况可看出, 大连地区部分输欧企业加工用水的质

量还没有完全达到欧盟加工用水的要求, 带菌率较高。并

且随着天气的炎热, 大连地区这种海洋性气候更有利于细

菌的生长繁殖, 也更易导致输欧水产品的质量问题, 给企

业带来直接经济损失, 不利于行业发展[17]。因此, 建议具

有水质微生物检测资质的检测机构定期开展水产企业交流

会, 对生产过程中水质需要注意的微生物污染点、控制点

和检测标准进行讲解, 以便水产企业能更好的监控微生物

污染情况。同时, 水产企业自身应充分认识到加工用水微

生物检测的重要性, 了解最新欧盟法律法规及标准的动态, 

加强交流学习和增加培训机会, 也应对食品加工用水进行

自检自控 , 建立加工用水质量控制程序 , 确保在加工用

水、水产原料、过程产品和最终产品的各个环节均进行微

生物风险监控, 如发生微生物污染也能快速有效的找到风

险源并进行及时控制。望水产企业能通过以上措施保障加

工用水的安全, 只有“水”安全才能保证出口产品的品质和

质量, 降低微生物污染风险的同时水产企业经济损失也得

到了有效的降低。 
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