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保健食品中病原微生物的鉴定和溯源分析 

郭芯岐, 潘建文* 

(常州市食品药品监督检验中心, 常州  213000) 

摘  要: 目的  对抽检的保健食品病原微生物进行鉴定与溯源分析。方法  采用显微观察、生化反应、VITEK 

2 Compact 鉴定系统、16S rRNA 基因同源性分型, 对从样品和实验环境中分离得到的 11 株菌株进行鉴定和同

源性分析。结果  由抽检的保健食品中分离的细菌分别被鉴定为恶臭假单胞菌、杀鲑气单胞菌、成团泛菌、

奇异变形菌、溶血不动杆菌、弗氏柠檬酸杆菌、浅绿气球菌、洋葱伯克霍尔德氏菌、粘质沙雷菌, 其中 8 株

为革兰氏阴性菌, 1 株为革兰氏阳性菌; 而由实验环境中分离的 2 株细菌全部为革兰氏阳性菌, 分别是藤黄微

球菌和表皮葡萄球菌; 由 16S rRNA 基因同源性分析可知, 从样品中分离得到的 8 株细菌和实验环境中分离得

到的 2 株细菌并不在一个系统发育分支, 亲缘关系较远, 不存在相关性。结论  保健食品中分离的细菌和实验

环境中分离的细菌亲缘关系较远, 不存在相关性, 保健食品的污染源与微生物限量检查的实验环境无关, 样

品的污染可能是在加工过程中引入的。 
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Identification and traceability analysis of pathogenic microorganism isolated 
from healthy food 

GUO Xin-Qi, PAN Jian-Wen* 

(Changzhou Center for Food and Drug Control, Changzhou 213000, China) 

ABSTRACT: Objective  To identify and trace the pathogenic microorganism of health food. Methods  Eleven 

target-bacteria, isolated from healthy food samples and environment, were identified and traced during homology 

analysis by microscopic observation, biochemical reaction, VITEK 2 Compact system, 16S rRNA gene homology 

typing. Results  The strains from healthy food samples were appraised as Pseudomonas putida, Aeromonas 

salmonicida, Pantoea agglomerans, Proteus mirabidis, Acinetobacter haemolyticus, Citrobacter freundii, Aerococcus 

viridians, Burkholderia cepacia, Serratia marcescens, and 8 strains among them were gram negative, and 1 strain was 

gram positive; 2 strains form environment were appraised as Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis and all 

of them were gram positive. Eight strains from healthy food samples and 2 strain form environment were traced into 

different types by the analysis of phylogenetic relationships. It seemed that the source of healthy food contamination 

would be introduced from process and transportation steps, and it was not related to the inspection environment. 

Conclusion  The strains from healthy food samples and the strain form environment are traced into different types 

and there are not related to the inspection environment. The source of healthy food contamination may be from 

process and transportation steps. 
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1  引  言 

近年来, 随着收入及消费水平的提高, 人们对健康的

需求日益强烈, 食用保健食品的人群不断扩大, 保健食品

的卫生质量也倍受关注[1,2]。保健食品微生物学检验依据

GB 16740-2014《食品安全国家标准 保健食品》[3], 对菌

落总数、大肠菌群、霉菌和酵母、金黄色葡萄球菌、沙门

菌的限量和检验方法进行了说明。保健食品微生物染源主

要来自样品加工或由实验环境引入这 2 个方面, 对于由实

验环境引入的病原微生物, 如果没有经过污染调查找出, 

就会影响结果的准确性[46]。许多保健食品在生产时做不到

完全与外界隔离, 这就会导致保健食品和外界频繁的接触, 

在接触过程中就会导致食物被污染, 如加工、搬运、储存、

销售等, 这些过程都会使保健食品长时间暴露在外界环境

中, 由于空气中的水分会给微生物营造生存空间, 致使保

健食物被病原微生物[79]。污染源微生物限量检查虽能防止

问题保健食品流向消费领域, 却无法对保健食品检验进行

过程控制, 同时无法解决保健食品病原微生物来源问题, 

也就无法向监管机关提供有效的微生物风险评估和风险管

理的信息[10,11]。因此, 在进行保健食品微生物限量检查时, 

对病原微生物进行鉴定和溯源就显得尤为重要。 

本研究结合常州市食品药品监督检验中心抽检的不

同品种保健食品检验工作, 采用多种微生物鉴定和溯源方

法(显微观察、生化反应、VITEK 2 Compact、16S rRNA 基

因同源性分型)对从不同品牌保健食品中分离得到的 9 株

细菌和实验环境中分离得到的 2 株细菌进行鉴定和同源性

分析, 系统阐述保健食品微生物限度检查中病原微生物鉴

定和溯源分析的过程和方法, 为保健食品病原微生物追踪

溯源提供技术支持。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与设备 

VITEK 2 Compact 全自动微生物鉴定系统、PREVI 

Color Gram 革兰染色仪(法国生物梅里埃公司); BX43 生物

显微镜(日本 Olympus 公司); GHP-9270 隔水式恒温培养箱

(上海一恒科技有限公司); 细菌微量生化鉴定管(北京路桥

技术股份有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样本来源及方法依据 

实验样品来源于常州市食品药品监督检验中心年度

抽检计划, 对全市的保健食品生产及销售单位随机抽取共

50 批样品, 包括辅助降糖类、增强免疫力类、辅助降血脂

类和改善睡眠类保健食品。本实验依据 GB 16740-2014《食

品安全国家标准 保健食品》[3]微生物限量检查所列检验方

法, 对常州市食品药品监督检验中心抽检的保健食品进行

微生物限量检查, 共分离筛选到 9 株细菌; 同时, 在检验

过程中, 为了确定该次微生物限量检查是否存在交叉污染, 

对常州市食品药品监督检验中心洁净室环境进行监控, 包

括对百级净化台及万级背景区进行沉降菌采集, 最终收集

到 2 株环境菌。抽检样品信息及检出菌见表 1。 

 
表 1  样品和环境检出菌 

Table 1  Bacteria isolated from healthy food samples and 
environment 

菌株编号 来源 生产厂家 

Y1 氨糖软骨素维生素 D 钙片 A 公司 

Y2 大豆磷脂软胶囊 B 公司 

Y3 大豆磷脂软胶囊 B 公司 

Y4 阿胶浆 C 公司 

Y5 康富来洋参含片 D 公司 

Y6 新大泽牌螺旋藻片 E 公司 

Y7 钙镁片 F 公司 

Y8 钙镁片 F 公司 

Y9 三勒浆饮品 G 公司 

H1 万级沉降菌 / 

H2 万级沉降菌 / 

 
2.2.2  细菌鉴定方法 

(1) 显微观察法  

对分离得到的菌株进行革兰氏染色, 先在载玻片上滴

一滴无菌水, 再用接种环取少量新鲜菌体, 涂在载玻片上, 

使其薄而均匀, 让菌膜朝上, 通过火焰 2~3 次固定, 将固定

好的载玻片放入 PREVI Color Gram 革兰染色仪中染色, 再

将染色好的载玻片在显微镜下观察菌体的形态特征。 

(2) 生化鉴定及 VITEK 2 Compact 全自动鉴定系统  

采用细菌微量生化鉴定管对菌株进行生化鉴定, 并根

据镜检结果, 选择适宜细菌鉴定卡(GN 卡或 GP 卡), 通过

VITEK 2 Compact 全自动鉴定系统对检出菌进行精确鉴定。 

(3) 基因同源性分型 

根据全自动鉴定系统的鉴定结果, 在 GenBank 查找

并确定相应菌株的 16S rRNA 基因序列, 所选取的菌株序

号及基因登录(genne id)号见表 2。采用 CLASTAL X 进行

序列比对, 然后用 MEGA 10.0.5 软件经 Nerghbor-joining

法构建 16S rRNA 基因同源性关系图。 

3  结果与分析 

3.1  细菌鉴定结果  

通过显微观察、生化鉴定及 VITEK 2 Compact 全自动

鉴定系统对 11 株细菌进行分析, 鉴定结果见表 3。由表 3
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中数据可以看出, 从保健食品中分离的细菌多数为革兰氏

阴性菌, 而从环境中分离的细菌为革兰氏阳性菌; 环境中

分离到的细菌并未在样品中发现, 说明实验环境对保健食

品微生物限量检查未造成干扰。 

 
表 2  菌株序号和 gene id 

Table 2  The name of bacteria and gene id 

菌株 标准菌株号 基因登陆号 

恶臭假单胞菌 fabG 31684528 

杀鲑气单胞菌 mobC 934912 

成团泛菌 uraH 39508875 

奇异变形菌 blc 7011595 

溶血不动杆菌 fadB 39464010 

弗氏柠檬酸杆菌 mucA 1055624 

浅绿气球菌 pseC 32030699 

洋葱伯克霍尔德氏菌 pYS10080 13919542 

粘质沙雷菌 trhV 2654004 

藤黄微球菌 pMLU1p01 3233657 

表皮葡萄球菌 mob 13918566 

 
表 3  细菌鉴定结果 

Table 3  Identification results of tested bacteria 

菌株 

编号 

革兰氏 

染色 

显微 

形态 
鉴定结果 

Y1 G- 杆状 Pseudomonas putida(恶臭假单胞菌) 

Y2 G- 短杆状 Aeromonas salmonicida(杀鲑气单胞菌) 

Y3 G- 杆状 Pantoea agglomerans(成团泛菌) 

Y4 G- 杆状 Proteus mirabidis(奇异变形菌) 

Y5 G- 杆状 Acinetobacter haemolyticus(溶血不动杆菌)

Y6 G- 杆状 Citrobacter freundii(弗氏柠檬酸杆菌) 

Y7 G+ 球形 Aerococcus viridans(浅绿气球菌) 

Y8 G- 杆状 Burkholderia cepacia(洋葱伯克霍尔德氏菌)

Y9 G- 短杆状 Serratia marcescens(粘质沙雷菌) 

H1 G+ 球形 Micrococcus luteus(藤黄微球菌) 

H2 G+ 球形 Staphylococcus epidermidis(表皮葡萄球菌)

 

3.2  16S rRNA 基因同源性分型结果  

根据 MEGA 10.0.5 软件经 Nerghbor-Joining 算法对从

保健食品中分离得到的 9 株细菌和实验环境中分离得到的

2 株细菌进行同源性分析, 并构建了系统发育树, 见图 1。

从图 1 可以看出, 从实验环境中分离得到的细菌 H1、H2

除了与从样品中分离得到的细菌 Y7 亲缘关系较近外, 与

其他 8 株细菌亲缘关系都较远, 不存在相关性, 说明实验

环境与保健食品间不存在交叉污染, 污染源可能是样品在

加工过程中引入的。 

 
 

 
 

图 1  细菌 16S rRNA 基因序列同源性分析图 

Fig.1  The phylogenetic relationship based on 16S rRNA gene 
sequence 

 

4  结论与讨论 

本文结合保健食品检验工作中的实例, 运用显微观

察法、生化鉴定法、分子生物学同源性分析等细菌鉴定方

法, 采用细菌微量生化鉴定系统、VITEK 2 Compact 全自

动鉴定系统、16S rRNA 基因同源性分型系统 3 种分析方法

对从样品和环境中分离得到的 11 株菌株进行鉴定分型及

同源性分析, 阐述了保健食品微生物限度检查中病原微生

物鉴定和溯源分析的过程和方法, 为保健食品病原微生物

追踪溯源提供科学参考。 

显微观察与生化鉴定方法是经典的微生物鉴定技术, 

具有操作简单仪器成本较低 , 推广比较容易等优势 , 是

微生物鉴定与分型研究的基础。但针对复杂的环境微生

物种类和微生物本身的生化反应可变性高等特性, 显微

观察与生化鉴定法在鉴定溯源过程中存在不可避免的局

限性。16S rRNA 基因序列对比分析在细菌现代分类学里

应用非常广泛, 是细菌系统分类学研究中最有用和最常

用的研究手段[12]。结合本文实例的分析, 在保健食品微生

物限量检查试验中, 在病原微生物源比较单一、交叉污染

较少的情况下可以结合显微观察、生化鉴定与基因同源

性分型系统的方法对病原微生物进行鉴定和溯源分析 , 

这在初步判断实验过程是否存在交叉污染和寻找污染源

方面起到非常重要的作用; 但由于不同方法在鉴定与分

型中均有不同的局限性, 对于一些病原微生物比较复杂

的情况, 就必须在传统形态学与生化鉴定的基础上借助

多 种 鉴 定 与 分 型 方 法 , 如 RiboPrinter 技 术 [13] 和

DiversiLab 技术[14]、红外光谱(fourier transform infrared, 

FTIR)[15]、串联重复序列(variable number tandem repeat, 

VNTR)分型 [16]等方法, 以解决保健食品微生物限量检查

中实际遇到的病原微生物和溯源问题。 
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