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2022—2024 年昆明市巴氏杀菌乳中微生物 
污染现状及其菌株的鉴定 

张加稳 1, 张联琴 1, 刘羽晏 1, 左  诚 1, 王  蕊 1, 刁玉华 1, 陈明瑶 2, 陈  娴 1* 
(1. 昆明市食品药品检验所, 昆明  650034; 2. 云南省产品质量监督检验研究院, 昆明  650223) 

摘  要: 目的  研究昆明市鲜奶吧 221 批次巴氏杀菌乳中微生物的污染情况, 并鉴定分析污染菌株的群落结

构。方法  依据国家标准规定的检验方法对巴氏杀菌乳中的菌落总数、大肠菌群、金黄色葡萄球菌、沙门氏

菌开展检测分析, 通过 VITEK 2 Compact 全自动生化鉴定系统和 RiboPrinter 全自动微生物基因指纹鉴定系统

对分离菌株开展鉴定分析。结果  检出不合格产品 7 批次, 其中, 菌落总数不合格 1 批次, 大肠菌群不合格 6

批次, 金黄色葡萄球菌不合格 1批次。从所有阳性样品的菌落总数和大肠菌群平板上中分离鉴定出 71株菌, 包

括 44 种菌株, 来自 18 个菌属, 优势菌群为葡萄球菌属和芽孢杆菌属, 分别占比 28.2% (20/71)、21.1% (15/71)。

结论  巴氏杀菌乳存在不同程度的微生物污染, 应加强对昆明市鲜奶吧加工过程的卫生监管。 
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Microbial contamination status and strain identification of pasteurized  
milk in Kunming City from 2022 to 2024 
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ABSTRACT: Objective  To study the microbial contamination in 221 batches of pasteurized milk from Kunming 

fresh milk bar, and identify and analyze the community structure of the contaminated strains. Methods  According 

to the inspection methods specified by national standards, the total number of colonies, coliform bacteria, 

Staphylococcus aureus, and Salmonella in pasteurized milk were detected and analyzed. The isolated strains were 

identified and analyzed using the VITEK 2 Compact fully automatic biochemical identification system and 

RiboPrinter fully automatic microbial gene fingerprint identification system. Results  Seven batches of unqualified 

products were detected, including 1 batch with unqualified total bacterial count, 6 batches with unqualified coliforms, 

and 1 batch with unqualified Staphylococcus aureus. The 71 strains of bacteria, including 44 strains from 18 bacterial 

genera, were isolated and identified from the total number of bacterial colonies and Escherichia coli plates of all 

positive samples. The dominant bacterial groups were Staphylococcus and Bacillus, accounting for 28.2% (20/71) and 
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21.1% (15/71), respectively. Conclusion  There are different degrees of microbial contamination in pasteurized 

milk, and the hygienic supervision of the processing of fresh milk bar in Kunming should be strengthened. 
KEY WORDS: fresh milk bar; pasteurized milk; microbial contamination; identification analysis; community 

composition 
 
 

0  引  言 

生牛乳中含有人体所需的上百种营养成分, 主要包

括蛋白质、维生素、脂肪、乳糖及钙、镁等矿物质, 巴氏

杀菌乳是一种对生牛乳在 72~85 ℃杀菌 15~30 s 后的优质

液体乳, 最大程度保留了牛乳的营养物质和口感, 受到广

大消费者青睐[1–2]。因灭菌强度较为温和, 一些耐热细菌可

能有残余, 国内外在市售的巴氏杀菌乳中检出蜡样芽孢杆

菌, 对消费者产生健康威胁[3–5]。2022 年, 美国乳制品科学

协会报道了因原料奶中细菌芽孢在巴氏灭菌过程中未被杀

灭, 导致了一半的液态奶变质[6–7]。近年来, 微生物污染问

题已经严重制约了乳制品产业的高质量发展, 乳制品致病

菌污染导食品安全事件时有发生[8]。为提升巴氏杀菌乳的

质量安全, 我国颁布了 GB 19645 国家标准, 对巴氏杀菌乳

的质量监管发挥了积极作用。随着鲜奶吧市场规模的扩大, 
目前对巴氏杀菌乳中菌落总数、大肠菌群、金黄色葡萄球

菌及沙门氏菌等指标检测分析的文献较多[9–10], 而鲜有对

其污染菌株群落结构及优势菌群的研究报道。为了解昆明

市鲜奶吧巴氏杀菌乳中微生物污染现状和细菌群落结

构 , 本研究依据国家标准对微生物开展检测 , 进一步

对检出的菌落总数和大肠菌群分离纯化 , 进行革兰氏

染色 , 采用 VITEK 2 Compact 全自动生化鉴定系统和

RiboPrinter 微生物基因指纹鉴定系统对污染菌株开展

鉴定分析 , 旨在对巴氏杀菌乳开展风险评估和指导鲜

奶吧规范加工提供数据支撑。  

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

1.1.1  样品来源 
选取 2022—2024 年昆明市 4 家鲜奶吧进行定期采样, 

共采集到 221 批次巴氏杀菌乳, 运输过程使用冷链箱保持

储存温度为 2~8 ℃, 送达实验室在保质期内检测分析。 
1.1.2  培养基与试剂 

氯化钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 平板

计数琼脂、亚硒酸盐胱氨酸增菌液、肉汤四硫磺酸钠煌绿

增菌液、胰蛋白胨大豆琼脂(tryptic protein in soybean agar, 
TSA)、木糖赖氨酸脱氧胆盐、琼脂亚硫酸铋琼脂(北京陆

桥技术责任有限公司); 结晶紫中性红胆盐琼脂、缓冲蛋白

胨水、7.5%氯化钠肉汤、Baird-Parker 琼脂基础、革兰氏

染色液、血平板(广东环凯微生物科技有限公司)。 

1.1.3  标准菌株 
大肠埃希氏菌(CICC 10305)、枯草芽孢杆菌(ATCC 

6633)、鼠伤寒沙门菌(ATCC 14028)、表皮葡萄球菌(CICC 
10294)、副溶血性弧菌 CICC 21617)均来自实验室采购。 
1.1.4  仪器与设备 

VITEK 2 Compact 全自动生化鉴定系统(生物梅里埃

美国股份有限公司); RiboPrinter 全自动微生物基因指纹鉴

定系统(海净纳上海公司); DM500 光学显微镜[奥林巴斯

(中国)有限公司]; JB5374-91 电子天平(精度 0.01 g, 美国奥

豪斯仪器有限公司); MLS-3781L-PC 高压蒸汽灭菌器(日本

松下集团); HPP260 生化培养箱(美墨尔特上海有限公司); 
DM500 光学显微镜(德国徕卡仪器有限公司)。 

1.2  方  法 

1.2.1  检测和评价标准 
依据 GB 19645—2010《国家食品安全标准 巴氏杀菌

乳》分别对巴氏杀菌乳中的菌落总数、大肠菌群、金黄色

葡萄球菌和沙门氏菌开展检测。 
1.2.2  质量控制 

严格按照本实验室质量管理程序进行样品检测工作, 
对实验用培养基、试剂按照 GB 4789.28—2024《食品安全

国家标准 食品微生物学检验 培养基和试剂质量要求》进

行质量控制, 在样品检验过程中同时开展阳性和空白对照

实验, 所用仪器设备定期进行检定或校准。 
1.2.3  污染菌分离纯化 

对所有巴氏杀菌乳中检出的菌落总数和大肠菌群进

一步分离纯化, 根据菌落特征, 挑起平板上的单菌落, 分
别在 TSA 平板上进行 2 次划线分离纯化, 于生化培养箱中

36 ℃倒置培养 48 h。 
1.2.4  革兰氏染色 

经 TSA 平板划线纯化获得的单菌落, 用无菌接种环

挑取单菌落涂布于滴加无菌生理盐水的载玻片上, 晾干, 加
热, 结晶紫初染 1 min, 酒精脱色 20~30 s, 番红复染 1 min, 
再次晾干, 光学显微镜观察。 
1.2.5  生化鉴定 

根据镜检结果, 选择适宜的细菌生化鉴定卡(GN 卡、

GP 卡或酵母卡), 通过 VITEK 2 Compact 全自动生化鉴定

系统对检出菌进行鉴定。 
1.2.6  Riboprinter 全自动微生物基因指纹鉴定 

采用 RiboPrinter 全自动微生物基因指纹鉴定系统对检

出菌株开展核糖体基因指纹图谱分析, 通过与 DuPont ID 数
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据库中的标准菌株信息比来实现菌株鉴定。 

1.3  数据处理 

采用 SPSS 27.0 软件对数据进行统计分析, 以 P<0.05
为差异有统计学意义。菌株鉴定结果采用 Excel 2019 统计

分析, 使用 Origin 2021 软件进行作图。 

2  结果与分析 

2.1  巴氏杀菌乳中微生物检出情况 
2.1.1  总体情况 

2022—2024年, 共检验 221批巴氏杀菌乳微生物学指

标, 合格 214 批, 总合格率为 96.8%。其中, 菌落总数合格

率为 99.5%, 大肠菌菌群合格率为 97.3%, 金黄色葡萄球菌

合格率为 99.5%, 沙门氏菌为 100.0%。各年度微生物学指

标合格率见表 1。 
2.1.2  菌落总数检测结果分布情况 

巴氏杀菌乳共检测 221 批次, 菌落总数实测值主要分布

在<1 CFU/mL (9.5%, 21/221)、1~<10 CFU/mL (44.8%, 99/221)、
10~<100 CFU/mL (22.6%, 50/221)、100~<1000 CFU/mL (14.5%, 
32/221)、1000~<10000 CFU/mL (6.3%, 14/221) 5 个区段, 少
数分布在 10000~<100000 CFU/mL (2.3%, 5/221)区段。巴氏

杀菌乳菌落总数实测值在不同区段分布的批次之间差异有

统计学意义(t=2.638, P<0.05), 见图 1。 
2.1.3  大肠菌群检测结果分布情况 

巴氏杀菌乳共检测 221 批次, 大肠菌群实测值主要

分布在<1 CFU/mL (97.3%, 215/221)区段 , 少数分布在

1~<10 CFU/mL (0.5%, 1/221)、10~<100 CFU/mL (1.8%, 
4/221)、100~<1000 CFU/mL (0.5%, 1/221) 3 个区段。巴氏

杀菌乳大肠菌群实测值在不同区段分布的批次之间差异无

统计学意义(t=1.035, P>0.05), 见图 2。 

2.2  污染菌鉴定结果分析 

2.2.1  质控检测结果 
在本试验中, 每次进行菌株鉴定分析时, 使用浓度为

104CFU/mL~106CFU/mL 的标准菌株菌悬液作为质控样本, 
采用 VITEK2 Compact 全自动微生物生化鉴定系统和

RiboPrinter 全自动微生物基因指纹鉴定系统同步开展鉴定

分析。生化鉴定系统主要基于生化反应原理, 通过多参数

色谱法分析和动力比浊法分析, 基因指纹鉴定系统主要基

于菌株核糖体基因序列分析, 两种鉴定系统均是与标准数

据库比对达到鉴定分析目的, 相似度高于 0.85 时, 结果可

信度较高, 结果见表 2。 
 

表 1  2022—2024 年度微生物学指标合格率 
Table 1  Qualification rate of microbiology indicators in 2022—2024 

年度 样品数/批 合格数/批 合格率/% 
菌落总数 大肠菌群 金黄色葡萄球菌 沙门氏菌 

合格数/批 合格率/% 合格数/批 合格率/% 合格数/批 合格率/% 合格数/批 合格率/%

2022 年 66 64 97.0 65  98.5 65 98.5 66 100.0 66 100.0 

2023 年 74 71 95.9 74 100.0 71 95.9 74 100.0 74 100.0 

2024 年 81 79 97.5 81 100.0 79 97.5 80  98.8 81 100.0 
 

 
 

图1  巴氏杀菌乳菌落总数检测结果 
Fig.1  Detection results of total bacterial count in pasteurized milk 

 
 

图2  巴氏杀菌乳大肠菌群检测结果 
Fig.2  Detection results of coliform bacteria in pasteurized milk 
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表 2  5 种质控菌株分析结果 
Table 2  Analysis results of 5 kinds of quality control strains 

质控菌株名称 革兰氏染色结果 
可信度/% 

VITEK2 
Compact RiboPrinter

大肠埃希氏菌 G–杆菌 99 95 

表皮葡萄球菌 G+球菌 98 94 

鼠伤寒沙门氏菌 G–杆菌 99 96 

副溶血性弧菌 G–杆菌 99 91 

枯草芽孢杆菌 G+杆菌 99 90 
 

2.2.2  污染菌的鉴定分类 
从巴氏杀菌乳中分离纯化出 83 株污染菌 , 采用

VITEK2 Compact 全 自 动 微 生 物 生 化 鉴 定 系 统 和

RiboPrinter 全自动微生物基因指纹鉴定系统鉴定出 71 株

菌, 包括 43 种细菌(革兰氏阳性球菌 34 株、革兰氏阴性杆

菌 20 株、革兰氏阳性芽孢杆菌 15 株)和 2 种酵母菌, 分别

来自 18 个菌属。其中, 检出葡萄球菌属 20 株, 占 28.2%, 
包括缓慢葡萄球菌(Staphylococcus lentus)、溶血葡萄球菌

(Staphylococcus haemolytics)、产色葡萄球菌(Staphylococcus 

chromogenes)、表皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis)、
腐生葡萄球菌(Staphylococcus saprophyticus)、松鼠葡萄球

菌 (Staphylococcus sciuric)、人葡萄球菌 (Staphylococcus 

hominisc)、木糖葡萄球菌(Staphylococcus xylosus)、沃氏葡

萄球菌 (Staphylococcus haemolyticus)、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus); 检出芽孢杆菌属 15 株, 占 21.1%, 
包括蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)、地衣芽孢杆菌(Bacillus 

licheniformis)、环状芽孢杆菌(Bacillus circulans)、解糖类

芽孢杆菌(Bacillus glucanolytic); 检出肠杆菌属 6 株, 占
8.5%, 为阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae)、中间吕沃尔菌

(Kluy intermedia) 、 小 肠 结 肠 炎 耶 尔 森 菌 群 (Yersinia 

enterocolitica group); 检出埃希氏菌属 3 株, 占 4.2%, 为大

肠埃希菌(Escherichia coli); 检出不动杆菌属 1 株, 占比

1.4%, 为乌尔新不动杆菌(Acinetobacter ursingii); 检出肠

球菌属 5 株, 占 7.1%, 包括鸟肠球菌(Enterococcus avium)、
耐久肠球菌(Enterococcus durans)、屎肠球菌(Enterococcus 

faecalis); 检出泛菌属 1 株, 占 1.4%, 仅鉴定到属水平; 检
出根瘤菌属 1 株 , 占 1.4%, 为放射根瘤菌 (Rhizobium 

radiobacter); 检出枸橼酸杆菌属 2 株, 占 2.8%, 包括布氏

柠 檬 酸 杆 菌 (Citrobacter cbraakii) 、 弗 氏 柠 檬 酸 杆 菌

(Citrobacter freundii); 检出假单胞菌属 2株, 占 2.8%, 为荧

光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens); 检出考克氏菌属 2
株, 占 2.8%, 为克氏库克菌(Kocuria kristinae); 检出克雷

伯菌属 4 株 , 占 5.6%, 包括产酸克雷伯菌 (Klebsiella 

oxytoca)、肺炎克雷伯菌(Klebsiella peneumoniae); 检出链

球菌属 3 株, 占 4.2%, 包括托尔豪特链球菌(Streptococcus 

thoraltensis)、肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)、变异

链球菌(Streptococcus mutuns); 检出气球菌属 1 株, 占 1.4%, 
为浅绿色球菌(Pale green coccus); 检出鞘氨醇单胞菌属 1
株, 占 1.4%, 为少动鞘氨单胞菌(Ochrobac anthropi); 检出

沙雷菌属 1 株 , 占 1.4%, 为液化沙雷菌群 (Serratica 

liquefaciens group); 检出微球菌属 1 株, 占 1.4%, 为藤黄

微球菌(Micrococcus luteus); 检出酵母菌属 2 株, 占 2.8%, 
包括葡萄牙假丝酵母(Candida lustitaniae)、近平滑假丝酵

母(Candida parapsilosis), 详见图 3。 

 

 
 

图3  巴氏杀菌乳微生物污染群落结构图 
Fig.3  Microbial community structure of pasteurized milk 
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3  结论与讨论 

3.1  微生物学检测指标分析 

菌落总数是食品被微生物污染程度的标志, 反映生

产过程中的卫生状况, 也是耐保藏性的重要指标。食品中

菌落总数数量越多, 食品腐败变质速度就越快, 特别乳制

品, 将会严重被破坏营养成分, 还可能危害人体健康。菌

落总数超标说明生产企业可能未按要求严格控制生产加工

过程的卫生条件, 或者包装容器清洗消毒不到位, 还可能

与产品包装密封不严和储运条件控制不当等有关。大肠菌

群是食品肠道致病菌指示指标, 一旦检出, 提示食品被致

病菌(如沙门氏菌、志贺氏菌、致泻大肠埃希氏菌等)污染

的可能性较大, 对人体致病风险较高。大肠菌群超标说明食

品存在卫生质量缺陷, 可能与在生产过程中产品的加工原

料、包装材料、生产设备及环境受到人或温血动物粪便污染

有关, 加之产品的热加工工艺不达标。从巴氏杀菌乳监测结

果分析, 菌落总数检出率较高, 检测值在 1~<10 CFU/mL 区

段批次最多, 占比 44.8%, 原因可能是巴氏杀菌强度较温

和, 能杀灭绝大多数细菌, 但仍存在少量耐高温的芽孢杆菌

和芽孢, 研究发现巴氏杀菌对耐热性细菌和芽孢等的杀菌

效果较弱, 这些菌会对巴氏杀菌乳货架期和口味产生重要

影响[11–12]。大肠菌群检出率较低, 仅为 2.7% (6/221), 检出

的实测值主要分布在 1~<10 CFU/mL、10~<100 CFU/mL、

100~<1000 CFU/mL 3 个区段, 说明巴氏杀菌工艺正常是

能杀死大肠菌群的, 但可能由于部分鲜奶吧的生产工艺不

达标导致大肠菌群污染。但综合来看, 菌落总数不合格率

(0.5%, 1/221)明显低于大肠菌群不合格率(2.7%, 6/221), 原
因主要与判定标准 GB 19645—2010《食品安全国家标准 
巴氏杀菌乳》中对菌落总数的限量值(105 CFU/mL)与大肠

菌群限量值(5 CFU/mL)不同有关。此外, 1 批次巴氏杀菌乳

还检出金黄色葡萄球菌, 根据人间传染的病原微生物目录

危害等级分类, 该菌属于 3 类病原菌, 企业应引起重点关

注。金黄色葡萄球菌不合格可能主要由生产加工人员带菌

造成污染, 或者原料乳污染, 杀菌不彻底导致。因此, 当地

政府部门应加强对鲜奶吧相关产品的监管, 以问题为导向, 
开展现场检查, 组织技术专家为企业全面排查生产流程中

存在的不规范行为。 

3.2  污染菌对比分析 

鉴定结果显示, 巴氏杀菌乳中微生物群落组成主要

来自 18 个菌属, 优势菌群为葡萄球菌属和芽孢杆菌属, 合
计占比 49.3% (35/71)。朴瑜琼[13]通过宏基因组学研究了不

同杀菌工艺中巴氏杀菌乳的微生物群落组成与本研究基本

一致, 但优势菌群为不动杆菌属、莫拉氏菌属、假单胞菌

属和乳球链菌属, 且此研究还表明在不同杀菌温度下, 乳
样的优势菌群不同, 随着贮藏时间的延长会发生动态转

变。DU 等[14]也通过 16S rDNA 测序发现巴氏杀菌乳中的

优势菌群为不动杆菌属、巨球菌属、假单胞菌属和乳球菌。

综合对比分析, 本研究与其他相似研究在巴氏杀菌乳中的

微生物群落菌属组成方面基本一致, 但也存在一定差异, 
首先是本研究通过 VITEK2 Compact 全自动微生物生化鉴

定系统鉴定出 2 株酵母菌, 其次是优势菌群组成存在差

异。究其原因, 可能与原料乳、杀菌工艺、贮藏温度及时

间、地域环境条件、菌种鉴定分析方法等不一致有关[15–18]。

孙雪姣[19]通过高通量测序法分析巴氏杀菌乳在不同贮藏

温度及时间下对细菌群落结构变化的影响, 结果检出沙雷

氏菌属和类芽孢菌属; 郑家铭等[20]采用高通量测序技术研

究显示, 随着贮藏时间延长, 在 25 ℃下贮藏, 巴氏杀菌乳

的优势菌群为芽孢杆菌属, 以上两项研究均与本研究相

似。此外, 与其他研究结果的差异, 可能还与研究分析的

企业和样本数量不同有关, 本研究鉴定分析的菌株是从 4
家鲜奶吧连续 3 年的污染样品中分离得到, 具有较强代表

性。本研究仅对巴氏杀菌乳中的污染菌株开展鉴定分析, 
下一步可对加工区域相关的环境微生物开展鉴定分析, 并
开展微生物污染溯源性研究。 

3.3  污染菌来源分析 

巴氏杀菌乳中的微生物污染源主要包括人员、原料

乳、空气、接触面、水源及包装材料等, 在加工过程常常

很难找到准确来源。葡萄球菌属是最常见的化脓性球菌, 
现已研究发现 20 多种菌属, 大多为条件致病菌, 对人类公

共卫生存在隐患[21]。该菌属可能与加工人员皮肤组织化脓

性感染后的脱落片状物有关, 在加工过程穿戴的衣服、鞋

子、帽子、首饰等物品与皮肤摩擦会增加外皮的脱落, 加
大污染风险。芽孢杆菌属于革兰氏阳性菌, 在工业生产中

应用广泛, 是酶制剂的主要菌种, 少数可致病, 主要来自

于土壤, 伴随着人员、空气、尘埃粒子、水源等携带的芽

孢转移至巴氏杀菌乳加工区域导致污染, 具有较强的抗

热、抗辐射、抗化学药物等能力[22–24]。大肠埃希氏菌广泛

存在于人和温血动物肠道中, 是粪便污染指标, 可能由加

工水源、原料乳、加工人员受粪便污染引入。不动杆菌属

属于条件致病菌, 主要通过加工用水引入, 该菌黏附力极

强, 特别在排水道、水槽等处易形成生物膜, 较难清除, 肠
杆菌属和假单胞菌属污染也主要来自水源[25]。链球菌属是

革兰氏阳性球菌, 少数可致病, 比如肺炎链球菌, 主要由

空气和人员引入污染[26]。肺炎克雷伯菌俗称肺炎杆菌, 广
泛存在于人体上呼吸道和肠道, 可能由感染该菌的加工人

员引入污染有关[27]。考氏库克菌是不常见的条件致病菌, 
易引起皮肤、黏膜、血液等人体组织系统感染, 一般由加

工人员或空气引入[28]。藤黄微球菌为条件致病菌, 分布于

空气、土壤、水以及动植物体表, 一般由环境或接触面污

染带入[29]。酵母菌是一类单细胞真菌, 广泛存在于天然环
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境中, 如水、土壤和植物等, 一般在偏酸性的潮湿环境中

易繁殖。 

3.4  微生物污染防控关键点 

为从源头上预防鲜奶吧加工巴氏杀菌乳的微生物污

染, 应从原料乳控制、加工、包装、贮存和运输等环节制

定科学有效的防控措施[30–31]。原料乳微生物限量应符合

GB 19301—2010《食品安全国家标准 生乳》要求; 应严格

对人员着装、卫生、健康及操作规范管理; 定期对水源设

施进行清洁和消毒, 定期监测水源微生物污染情况; 应制

定科学有效的设备、管路清洗消毒程序, 并严格按规定执

行; 定期采取有效的方法对加工区域的空气环境清洁消毒; 
应验证巴氏杀菌工艺的有效性, 并对巴氏杀菌过程中的温

度实施监控, 出现异常情况应有自动报警装置; 杀菌后的

产品应立即冷却至 5 ℃以下; 每批采购的包材应进行无菌

验收, 灌装前应用紫外灯照射消毒 30 min 以上; 应对下水

道、水槽等重点区域做深度消毒处理, 严格防止老鼠、虫

害进入加工区域; 应对杀菌、产品灌装密封、清洁和消毒

等关键岗位人员开展操作技能培训; 应定期对巴氏杀菌乳

加工过程的人员、接触面和原材料等微生物指标进行监控。 
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