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食品检验用解脂耶氏酵母菌标准物质制备研究 

任  秀, 白继超, 骆海朋, 王亚萍, 陈怡文, 余  文, 王  昆, 崔生辉* 

(中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

摘  要: 目的  制备解脂耶氏酵母菌检验用标准物质, 以满足实验室酵母菌日常检验质量控制及实验室间比

对需求。方法  通过生化、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法(matrix assisted laser desorption ionization 

time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)及转录间隔区(internal transcribed spacer, ITS)位点测序, 对

研究用菌株进行菌种鉴定确认后冻干, 制备 104 CFU/样品浓度的标准物质。参照 CNAS—GL003:2008《能力

验证样品均匀性和稳定性评价指南》等的要求进行均匀性检验后, 采用单因素方差分析对结果进行评价。样

品放于-20、4、25 和 37 ℃条件下, 分别进行运输稳定性检验及储存稳定性检验。依据 GB 4789.15—2016《食

品安全国家标准 食品微生物学检验 霉菌和酵母计数》, 验证标准物质在真实食品样品中适用性。结果  

CMCC98025 经生化鉴定为解脂耶氏酵母菌, 准确度为 93%; MALDI-TOF MS 鉴定结果为解脂耶氏酵母, 分数

为 2.012; ITS 位点测序与美国国家生物信息中心基因库中序列比对, 匹配最优结果为解脂耶氏酵母(Yarrowia 

lipolytica)。均匀性测试结果符合正态分布, F0.05(19,20)=2.137, F=1.697＜F0.05, 符合均匀性要求。25 及 37 ℃中

放置 7 d 稳定, 标准物质中菌含量仍保持在 104 CFU/样品; 4 ℃储存 28 d 及‒20 ℃储存 90 d, 菌含量为 104 CFU/

样品, 复苏率均在 91%以上。本标准物质加入 7 类食品样品基质均可检出, 回收率为 81.3%。经 3 家实验室协

作标定, 本标准物质平均浓度为 2.0×104~3.0×104 CFU/样品。结论  本研究制备的解脂耶氏酵母菌标准物质均

匀性、稳定性、真实食品样品中应用验证及协作标定结果均符合要求, 可应用于食品中解脂耶氏酵母菌检验。 
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Study on the preparation of Yarrowia lipolytica reference materials for food 
inspection 
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WANG Kun, CUI Sheng-Hui* 
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ABSTRACT: Objective  To prepare reference material for Yarrowia lipolytica, so as to meet the requirements of 

quality control and comparison between laboratories. Methods  The strains were identified by biochemical, matrix 

assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and internal transcribed spacer 

(ITS) site sequencing and then lyophilized to prepare reference materials with 104 CFU/sample concentration. According 

to the requirements including CNAS—GL003:2008 Guide for evaluation of homogeneity and stability of proficiency 

testing samples, the results were evaluated by one-way analysis of variance (ANOVA). The samples were placed at ‒20, 
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4, 25 and 37 ℃ for transport stability test and storage stability test respectively. According to GB 4789.15—2016 

National food safety standard-Microbiological examination-Food molds and yeasts count, the applicability of the 

reference materials in real food samples was verified. Results  CMCC98025 was biochemically identified as Yarrowia 

lipolytica with an accuracy of 93%; The result of MALDI-TOF-MS identification was Yarrowial ipolytica with a 

fraction of 2.012; The site sequencing was compared with National Center for Biotechnology Information gene bank, 

and the best result was Yarrowia lipolytica. The uniformity test results accorded with the normal distribution, 

F0.05(19,20)=2.137, F=1.697<F0.05, which met the uniformity requirements. The bacteria content in the reference 

material remained at 104 CFU/sample after 7 d at 25 and 37 ℃; When stored at 4 ℃ for 28 d and -20 ℃ for 90 d, the 

bacterial content was 104 CFU/sample, and the recoveries rates were above 91%. The reference substances could be 

detected in 7 kinds of food samples, and the recoveries were 81.3%. The average concentration of the reference 

materials were 2.0×104-3.0×104 CFU/sample. Conclusion  The homogeneity, stability, application verification and 

collaborative calibration results of the reference materials of Yarrowia lipolytica prepared in this study meet the 

requirements, and can be applied to the detection of Yarrowia lipolytica in food. 

KEY WORDS: matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry; Yarrowia lipolytica; 

reference material 

 

0  引  言 

小麦、稻谷、玉米、花生等是常见的粮食类食品, 有

报道显示, 由真菌所致的食品变质给粮食产量带来了巨大

损失, 占全球粮食产量损失的 5%~10%[1]; 更加严重的是由

此产生的不同种类的真菌会产生多种损害人体健康的有毒

物质[2‒4], 引发严重的食品安全问题[5‒6]。真菌主要指霉菌及

酵母菌, 在特殊的环境下, 可利用食品中的某些物质合成有

毒的代谢物, 使食品腐败, 甚至危害人类健康[7‒8]。 

微生物检验是食品卫生检验的重要工作, 对评价食

品卫生质量、保证食品安全有极其重要的意义[9]。食品中

酵母、霉菌的检验方法按照 GB 4789.15—2016《食品安全

国家标准 食品微生物学检验 霉菌和酵母计数》进行。霉

菌、酵母菌的检验方法看似简单, 但由于食品种类繁多、

成分复杂, 受污染程度不同, 霉菌、酵母菌种类多样, 对环

境的温湿度及营养成分的要求不同, 尽可能真实地反映食

品中总体酵母菌生长情况并不容易[10]。检验过程中影响检

验结果的因素很多, 需要标准物质来衡量检验质量。微生

物标准物质作为衡量或计量标准[11‒14], 发挥着重要角色。

除保证结果的相对一致性, 还可为进一步的数据对比分析

提供依据。目前, 一些实验室已经开展了部分微生物标准

物质的研制工作, 制备了如单核细胞增生李斯特氏菌[15]、

大肠杆菌[16]等标准物质, 但未见酵母菌检验用标准物质相

关的制备研究报道。本研究制备酵母菌标准物质使用的菌

株为解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica), 分离自北京某大

型海鲜市场购买的黄鱼干制品。海产干制品中水分活度较

低, 仅极少数微生物可在其中生长, 这类微生物具有更稳

定更易存活的特点, 同时更具有我国食源性微生物特点。

除此以外, 解脂耶氏酵母菌为子囊酵母的一种[17], 在工业

上主要用于水中油污的分解, 安全、无毒, 对环境及人员

危害性几乎为零[18]。 

本研究利用生化鉴定、基质辅助激光解析电离飞行时

间质谱法(matrix-assisted laser desorption/ionization-time of 

flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)及转录间隔区

(internal transcribed spacer, ITS)位点测序方法对解脂耶氏

酵母菌进行菌种确认, 制备 104 CFU/样品浓度的标准物质, 

根据 CNAS—GL003:2018《能力验证样品均匀性和稳定性

评价指南》、CNAS—GL29:2010《标准物质/标准物质(样品)

定值的一般原则和统计方法》及 ISO/TS 22117 的要求, 对

样品进行均匀性、稳定性、实验室协作标定及食品真实样

品中应用验证, 以期为保障日常检验工作结果可靠性, 进

一步提升检验机构人员的检验水平提供支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  菌  株 

本研究所用菌株来源于中国医学细菌保藏管理中心

(National Center for Medical Culture Collections, CMCC)储

存的解脂耶氏酵母菌(Yarrowia lipolytica) CMCC98025, 该

菌分离自北京某大型海鲜市场黄鱼干制品。 

1.1.2  试  剂 

马铃薯葡萄糖琼脂(potato dextrose agar, PDA)培养基

(美国 BD 公司); 0.85%生理盐水(国药集团容生制药公司); 

0.45%生理盐水(美国 Carefusion 公司); VITEK®2 YST 酵母

菌鉴定卡(法国 BioMérieux 公司); a-氰基-4-羟基肉桂酸

(α-cyano- 4-hydroxycinnamic acid, HCCA)基质溶液(德国

Bruker 公司); 甲酸(北京百灵威科技有限公司); DNeasy 

Plant Mini Kit 试剂盒(德国 QIAGEN 公司); QubitTM dSDNA 
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BRAssay Kit(美国 Invitrogen 公司); 冻干保护剂(中国食品

药品检定研究院); ITS 位点测序引物由英潍捷基有限公司

合 成 , 经 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (polyacrylamide gel 

electrophoresis, PAGE)纯化。 

验证用食品样品 7 类, 共 20 件, 均购买于北京大型连锁

超市, 包含冷冻饮品 5 件、婴儿配方乳粉 5 件、蜂花粉 3 件、

非发酵豆制品 2 件、膨化食品 1 件、饼干 2 件、果干制品 2 件。 

1.2  仪器与设备 

HETO POWER DRYLL1500 冷冻干燥机、Thermo 1389

生物安全柜、ND 2000 核酸蛋白分析仪(美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司); PL2002 电子天平(瑞士梅特勒托利多公司); 

Autoflex 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪 (德国

Bruker 公司); Vitek 2 Compact 全自动微生物分析系统(法国

BioMérieux 公司); Qubit1.0 核酸蛋白定量仪(美国 Invitrogen

公司); HYC-940 全自动微生物螺旋加样系统(西班牙 IUL 公

司); Digtal 4000cc 均质器(法国 Interscience 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌株鉴定确认 

菌株复苏及分纯: 将菌株划线接种于 PDA 琼脂平板, 

28 ℃培养 44~48 h 进行复苏, 复苏后挑取单菌落再次划线

于 PDA 琼脂平板, 28 ℃培养 44~48 h 进行分纯, 待用。 

生化鉴定: 用无菌棉签刮取新鲜培养物, 置于 0.45%

生 理 盐 水 中 , 制 成 麦 氏 浊 度 单 位 (McFarland, 

MCF)=1.8~2.2 的菌悬液, 使用 VITEK® 2 YST 酵母菌鉴定

卡及全自动微生物分析系统进行鉴定。 

MALDI-TOF MS 鉴定: 挑取新鲜培养物单个菌落涂

布于 MALDI-TOF MS 靶板上, 覆盖 1 µL 70 %甲酸水溶液, 

室温下自然晾干后, 再覆盖 1 µL HCCA 基质溶液, 室温下

自然晾干后 , 将靶板置于仪器中进行检测。检测软件 : 

MALDI Biotyper RTC, 检测条件: MALDI 离子源, 线性正

离子模式, N2 激光器, 激光波长 337 nm, 激光频率 60 Hz, 

采集质量范围 m/z 2000~20000, 每个样品采集 240 次激光

脉冲的叠加信号。 

ITS 位点测序: 使用 DNeasy Plant Mini 试剂盒对分纯后

菌株进行 DNA 提取, 具体操作步骤参照 DNeasy Plant Mini 

试剂盒说明书进行。提取后使用 Qubit dsDNA BR Assay Kit、

Qubit1.0 核酸蛋白定量仪及核酸蛋白分析仪进行浓度及纯度

测定。提取 DNA 后进行 ITS 位点扩增, 扩增引物序列为: 

ITS-F: 5‘-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’; ITS-R: 5‘-GGA 
AGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’, 扩增产物大小为 500~ 

600 bp, 扩增体系: 10×buffer 2.5 μL, dNTP (0.05 mmol/L) 2 μL, 

引物(50 pm/μL) 0.2 μL, Taq 酶(5 U/mL) 0.2 μL, ddH2O 补至 

25 μL 体积, DNA 模板 2 μL; 扩增条件如下: 95 ℃预变性   

10 min, 95 ℃变性 30 s, 52 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 90 s, 35 个

循环, 72 ℃ 7 min, 4 ℃保存。扩增产物送至北京天一辉远生物

科技有限公司进行克隆测序, 结果上传至美国国家生物信息

中心(National Center for Biotechnology Information, NCBI) 

GenBank 网站进行 Blast 比对。 

1.3.2  标准物质的生产制备 

无菌棉签刮取本菌新鲜培养物, 混悬于冻干保护剂

中, 进行冷冻干燥, 于西林瓶中真空压盖密封, 制成菌浓

度为 104 CFU/样品的标准物质, ‒20 ℃保存。 

1.3.3  均匀性验证实验 

随机抽取冻干后样品 20 瓶, 每瓶中加入 1 mL 0.85%

生理盐水溶液, 充分混匀溶解后, 使用全自动微生物螺旋

加样系统的 E50 模式涂布于 PDA 琼脂平板, 每个样品平行

涂布 2 块平板, 28 ℃培养 44~48 h 后进行菌落计数。参照

CNAS—GL003:2018 等 相 关 文 件 中 单 因 素 方 差 分 析

(one-way analysis of variance, ANOVA)方法对其均匀性检

测结果进行统计, 评价样品的均匀性。 

1.3.4  运输稳定性检验 

实验周期为 7 d。随机抽取冻干后样品, 分别存放于

25 及 37 ℃培养箱中, 于 1、3、5、7 d 各取出 3 个样品, 每

瓶中加入 1 mL 0.85%生理盐水溶液, 充分混匀溶解后, 使

用全自动微生物螺旋加样系统的 E50 模式涂布于 PDA 琼

脂平板, 每个样品平行涂布 2 块平板, 28 ℃培养 44~48 h 后

进行菌落计数, 同时计算样品的存活率。 

1.3.5  储存稳定性检验 

实验周期为 90 d。将制备的标准物质存放于-20、4 ℃保

存。‒20 ℃样品于 7、14、28、60、90 d 时各取出 3 个样品, 4 ℃

样品于 1、3、5、7、14、28 d 时各取出 3 个样品。所有样品

每瓶中加入 1 mL 0.85%生理盐水溶液, 充分混匀溶解后, 使

用全自动微生物螺旋加样系统的E50模式涂布于PDA琼脂平

板, 每个样品平行涂布 2 块平板, 28 ℃培养 44~48 h 后进行菌

落计数, 计算‒20 ℃、4 ℃温度下各时间点样品菌含量的存活

率, 以评价 2 个温度条件下样品储存的稳定性。 

1.3.6  真实食品样品中应用验证 

取食品样品 20 件, 包括冷冻饮品、婴儿配方奶粉、

蜂花粉、非发酵豆制品、膨化食品、饼干、果干制品 7 类

常见食品。每个样品称取 2 份, 其中 1 份作为本底对照进

行检验, 另 1 份样品加入冻干的标准物质 1 个, 充分混匀

后, 按照 GB 4789.15—2016 进行后续检测, 以验证标准样

品在真实食品中的使用效果。 

1.3.7  协作标定 

随机抽取冻干后标准物质样品 30 瓶, 发放给 3 家实

验室, 每个实验室 10 瓶。实验室于每瓶样品中加入 1 mL 

0.85%无菌生理盐水, 充分混匀后按照 GB 4789.15—2016

进行后续检测, 对平板上菌落进行计数及生化鉴定。 

2  结果与分析 

2.1  菌株确认 

本研究用菌株生化鉴定结果为解脂耶氏酵母, 准确

度为 93%; MALDI-TOF MS 鉴定结果为解脂耶氏酵母, 分
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数为 2.012, 结果可信; ITS 位点测序结果与 NCBI Genbank

中已有序列比对, 匹配最优结果为解脂耶氏酵母(Yarrowia 

lipolytica)(Accession number: CP061015.1; Query Cover: 
95%; Ident: 100%)。综上, 本研究中使用的菌株确认为解脂

耶氏酵母。 

2.2  均匀性检验结果 

随机抽取 20 瓶冻干后解脂耶氏酵母样品计数, 结果

的均值为 4.8×104 CFU/样品。经 SPSS 统计分析, 数值符合

正态分布, 最大值为 6.8×104 CFU/样品, 最小值为 3.8×  

104 CFU/样品, 中位数为 4.7×104 CFU/样品。使用单因素方

差分析方法计算得到相应样品间均方及样品内均方, 并进

一步计算 F 值结果为 1.697, F 临界值 F0.05(19,20)=2.137, F

值<F0.05, 表明在 0.05 显著性水平时, 制备的标准物质均匀

性符合要求。 

2.3  运输稳定性检验结果 

25 及 37 ℃ 7 d 内, 制备的本标准物质中菌含量仍能

保持在 104 CFU/样品, 7 d 内存活率良好(表 1), 37 ℃ 7 d 内

存活率大于 89%, 25 ℃存活率大于 97%。 

 
表 1  25 及 37 ℃条件下酵母标准物质运输稳定性检验结果 

Table 1  Results of transport stability test of reference material 
at 25 and 37 ℃ 

时间/d 37 ℃检测存活率/% 25 ℃检测/存活率/% 

0 / / 

3 89.6  97.9 

5 93.8 106.3 

7 89.6 106.3 

注: “/”表示不需测定。 

 

2.4  储存稳定性检验结果 

放置于 4 ℃条件下储存, 本标准物质 28 d内菌含量均

为 104 CFU/样品(表 2), 存活率良好, 均在 91%以上。 

放置于‒20 ℃条件下储存, 本标准物质 90 d 内菌含量

均为 104 CFU/样品(表 2), 存活率良好, 均在 91%以上。 

2.5  真实食品中应用验证结果 

20 件食品样品按照 GB 4789.15—2016 进行稀释、培

养及菌落计数, 均未见酵母菌生长, 可作为本底对照。本

研究制备的标准物质加入 20 件食品样品后, 检验后均可

见酵母菌典型菌落, 对典型菌落进行生化鉴定, 均为解脂

耶氏酵母菌 , 同时进行结果计数 (表 3), 总体平均值为

3.9×104 CFU/样品, 将 20 瓶标准物质均一性检测平均值

4.8×104 CFU/样品作为原始含量参考值 , 计算回收率为

81.3%。说明该标准物质在不同基质中应用效果较好, 回收

率可满足食品中酵母菌计数的检验要求。 

表 2  4 及‒20 ℃条件下标准物质储存稳定性检验结果 
Table 2  Results of storage stability test of reference materials at 

4 and ‒20 ℃ 

时间/d 4 ℃检测存活率/% ‒20 ℃检测存活率/% 

0 / / 

1  97.9 / 

3  95.8 / 

5  91.7 / 

7  91.7  95.8 

14  93.8 100.0 

28 100.0 108.3 

60 /  95.8 

90 /  91.7 

注: “/”表示不需测定。 

 

2.6  协作标定验证结果 

3 家实验室对酵母标准物质的计数结果均为 104 CFU/

样品(表 4), 计数后观察平板上菌落均为单一典型菌落, 每

个平行涂布的平板挑取 1~2 个菌落进行生化鉴定, 生化鉴

定结果均为解脂耶氏酵母菌。 

3  结论与讨论 

酵母菌计数检验作为食品微生物检验的基础指标, 保

证其检验可靠是必须也是具有难度。因此, 实验室不光需要

考虑人员、环境等因素, 使用可靠的标准物质作为检验对照

也是非常有必要的。本研究制备的具有生物活性的微生物标

准物质样品, 使用的菌株为我国食品样品(黄鱼干制品)中分

离的解脂耶氏酵母菌, 经生化、MALDI-TOF MS、ITS 位点

测序和来源及生物信息背景明确, 对人员及环境安全。目前, 

大部分用于检验对照的菌株都是标准菌株[19], 并来自于如

美国典型微生物菌种保藏中心等国外菌种保藏中心的菌株, 

购买使用时价格昂贵、周期长, 长期依赖国外菌种保藏中心, 

不利于我国开展食品微生物自主研究。因此, 本研究制备的

标准物质具有我国食源性特点, 提供了可靠的酵母菌计数

检验标准物质。 

根据国标 GB 4789.15—2016 中“样品的稀释”及“菌落

计数”要求, 样品应取 25 g (mL)置于 225 mL 无菌稀释液中, 

计数时应选取菌落数在 10~150 CFU 的平板。本次制备的

标准物质浓度为 104 CFU/样品, 使用时加入一个标准物质

于食品样品, 经稀释(约稀释 225倍), 最终得到平板上可计

数的菌落数约为 102 CFU/样品, 正好符合国标中应选取的

菌落范围要求。故检验人员使用时, 无需考虑稀释度问题, 

可直接作为对照使用, 非常方便快捷。 
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表 3  真实食品样品中酵母标准物质计数结果(n=3) 
Table 3  Count results of reference materials in food sample (n=3) 

瓶号 样品检测平均值/(CFU/样品) 回收率/% 总平均值/(CFU/样品) 总标准差/(CFU/样品) 总回收率/% 

1 4.5×104 93.8% 

3.9×104 6.9×103 81.3 

2 5.9×104 122.9% 

3 4.5×104 93.8% 

4 3.6×104 75.0% 

5 4.1×104 85.4% 

6 4.1×104 85.4% 

7 3.2×104 66.7% 

8 3.6×104 75.0% 

9 4.1×104 85.4% 

10 4.1×104 85.4% 

11 3.2×104 66.7% 

12 3.6×104 75.0% 

13 3.6×104 75.0% 

14 4.1×104 85.4% 

15 5.0×104 104.2% 

16 3.2×104 66.7% 

17 3.6×104 75.0% 

18 3.2×104 66.7% 

19 3.2×104 66.7% 

20 3.6×104 75.0% 

注: 其中 1~5 号为冷冻饮品, 6~10 号为婴儿配方乳粉, 11~13 号为蜂花粉, 14~15 号为非发酵豆制品, 16 号为膨化食品, 17~18 号为饼干, 

19~20 号为果干制品。 

 
表 4  酵母标准物质协作标定结果(CFU/样品) 

Table 4  Result of collaborative calibration for reference 
material (×104 CFU/样品) 

实验室 A B C 

1 3.5 2.2 3.2 

2 4.2 2.3 3.5 

3 4.2 2.1 2.2 

4 2.94 2.4 2.7 

5 3.8 2.5 4.0 

6 3.9 2.1 3.3 

7 3.3 2.6 2.8 

8 3.3 2.4 3.6 

9 3.4 2.2 5.3 

10 4.2 2.4 2.7 

平均值 3.7 2.3 3.3 

 

本研究制备的标准物质是 104 CFU/样品的定量标准

物质, 不同于目前大部分制备出的定性标准物质[20], 保证

其均匀性及稳定性更具有挑战[21‒22]。通过结果分析, 本研

究制备的标准物质均匀性良好 , 单因素方差分析符合要

求。根据 CNAS—GL003:2018, 在 25 及 37 ℃下运输稳定

性测试, 7 d 内均维持在 104 CFU/样品, 可保证极端天气下

运输的稳定。样品可长期存放在-20 ℃条件下稳定。通过

20 件食品基质中应用验证 , 样品可回收 , 总回收率在

81.3%, 各样品间为 66.7%~122.9%, 考虑到食品样品基质

对回收有影响且样品间存在一些小差异, 通过回收率计算, 

使用时仍可满足要求。3 家实验室协作标定结果也与预期

相符。因此本标准样品作为日常检验的质量控制手段是可

行的, 可进一步保障检验结果的真实性、准确性及可靠性。 

标准物质作为日常检验频繁使用的样品, 还应利于

实验人员使用。本标准物质为冻干球形, 紧致光滑, 不易

破碎。不同于大部分冻干粉状的标准物质, 样品打开前无

需离心, 打开时不易扑溅及喷出, 一方面保证了使用时的

准确度, 另一方面保护了人员及环境不受污染。 

本研究制备的酵母菌标准物质可用于规范检验工作

的整个过程, 检验中产生问题时可作为指示线索, 使今后

检验工作更具先进性、科学性及权威性, 也为我国食品安

全监管提供有力的技术支撑。 
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