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常温酸乳制品抑制金黄色葡萄球菌生长作用研究 
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 [1. 北京市科学技术研究院分析测试研究所(北京市理化分析测试中心), 北京  100089;  

2. 中国检验检疫科学研究院, 北京  102600] 

摘  要: 目的  探索解析常温酸乳对金黄色葡萄球菌的生长抑制作用。方法  模拟金黄色葡萄球菌污染常温

酸乳样品, 考察金黄色葡萄球菌在酸乳中不同温度条件下的生长情况; 分别通过盐酸、乳酸、乙酸调制培

养基, 考察 pH 对金黄色葡萄球菌生长抑制的影响, 并采用高分辨质谱技术分析酸乳中乳抑菌素的存在情

况。结果  金黄色葡萄球菌在 36 ℃条件下生长至 5~7 d 后检测为阴性, 在 25 ℃条件下生长至 14~21 d 后检

测为阴性; 金黄色葡萄球菌生长受不同酸(pH)的抑制影响, 抑制程度为: 盐酸(pH 4.47)<乳酸(pH 4.96)<乙酸

(pH 5.54); 酸乳中发现有乳酸链球菌素 Z 存在。结论  常温酸乳中的有机酸及乳酸链球菌素成分等因素对金

黄色葡萄球菌的生长有抑制作用, 金黄色葡萄球菌在常温酸乳中不能长期存活。 
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Inhibition effects on the growth of Staphylococcus aureus in room 
temperature yogurt products 

CHEN Er-Ning1, HONG Yun-He2, HONG Tian1, DU Mei-Hong1*, XU Xiu-Li2* 
[1. Insititute of Analysis and Testing, Beijing Academy of Science and Technology (Beijing Center for Physical &  

Chemical Analysis), Beijing 100089, China; 2. Chinese Academy of Inspection and Quarantine,  
Beijing 102600, China] 

ABSTRACT: Objective  To explore and analyze inhibition effection the growth of Staphylococcus aureus in room 

temperature yogurt. Methods  The contamination of yogur samples with Staphylococcus aureus were simulated and 

the growth of Staphylococcus aureus was investigated in yogur under different temperature conditions; the effect of 

pH on the growth inhibition of Staphylococcus aureus was investigated by preparing culture media with hydrochloric 

acid, lactic acid, and acetic acid, and the presence of Nisin in yogur was analyzed using high-resolution mass 

spectrometry technology. Results  Staphylococcus aureus were tested negative after 5–7 days at 36 ℃, and after 

14–21 days at 25 ℃; the growth of Staphylococcus aureus was inhibited by different acid pH, with the degree of 

inhibition being hydrochloric acid (pH 4.47)<lactic acid (pH 4.96)<acetic acid (pH 5.54); Nisin Z was found in yogur. 
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Conclusion  Organic acids and Nisin components in room temperature yogur inhibit the growth of Staphylococcus 

aureus, resulting in its inability to survive in yogurt for a long time. 
KEY WORDS: room temperature yogurt; Staphylococcus aureus; pH; Nisin Z; growth inhibition 

 
 

0  引  言 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)是引起食品

安全危害最严重的微生物致病菌之一, 广泛存在于自然环

境中, 发酵乳在生产加工、存储、运输等各个环节中均易

受到金黄色葡萄球菌的污染[1–2]。发酵乳本身是一个营养优

良的天然培养基, 在适当的条件下, 金黄色葡萄球菌在发酵

乳中增殖就能够产生肠毒素, 从而引起人们食物中毒[3–4]。

因此, 进行严格的过程控制以防止金黄色葡萄球菌的污染

是保证发酵乳产品质量安全的关键点。国际上对发酵乳产

品的卫生标准倍加重视(如 CAC/RCP 57—2004《Code of 
Hygienic Practice for Milk and Milk Products》、CAC/GL 
21—1997《Establishment and Application of Microbiological 
Criteria for Foods》、ES 8042/2024《Egyptian Standard ES 
8042/2024 for “fermented milks”》), 我国 GB 19302—2010
《食品安全国家标准 发酵乳》规定了发酵乳中金黄色葡

萄球菌为不得检出。 
金黄色葡萄球菌能在不同的食物基质中生存繁殖 , 

有高度的耐盐性 , 生长温度范围为 7~48 ℃, 最适温度

37 ℃, 生长所需 pH 为 4~10, 最适生长 pH 为 7.4, 这些特

性使得金黄色葡萄球菌生存能力强, 存活时间长[5]。发酵

乳是生乳经保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌发酵后的产品, 
pH 比鲜奶低(3.6~4.5), 低 pH 环境对金黄色葡萄球菌的生

长有明显的抑制作用[6]。目前市场上发酵乳产品为低温储

存和常温储存两种类型, 大量研究已经阐明金黄色葡萄球

菌在低温发酵乳储存过程中不能长期存活的机制, 低温发

酵乳中存在的乳酸菌对金黄色葡萄球菌形成了竞争优势, 
同时乳酸菌的代谢产物抑菌素对金黄色葡萄球菌的生长起

到了抑制作用[7–10], 表现为在较短的时间内, 低温发酵乳

中的金黄色葡萄球菌不能够检出。2009 年常温发酵乳产品

在国内首次出现, 是传统的酸奶发酵再经过“巴氏杀菌热

处理”二次杀菌后形成的产品。二次杀菌是为了杀死活性乳

酸菌, 彻底防止在储存过程中的继续发酵, 因此常温发酵

乳制品可以在常温的环境下具有更长的保质期。目前, 常
温发酵乳因其长的保质期和同样的发酵乳口感成为中国

市场上的主流发酵乳产品。通过二次热杀菌处理工艺, 常
温酸乳中几乎没有活的乳酸菌, 那么它对污染的金黄色

葡萄球菌生长抑制如何, 本研究对此进行了探索解析, 以
期为酸乳制品加工储存过程中金黄色葡萄球菌的污染监测

提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

风味酸牛乳(无防腐剂、无活的乳酸菌, 经测定 pH 为

4.30, 常温密闭保存, 保质期 6 个月), 市售。 
7.5%氯化钠肉汤、血琼脂平板、Baird-Parker 琼脂平

板、脑心浸出液肉汤(brain heart infusion broth, BHI)、胰蛋

白胨大豆肉汤(trypticase soy broth, TSB)、90 mm 无菌培养

皿 、 磷 酸 盐 缓 冲 液 贮 存 液 (phosphate buffered saline, 
PBS)(北京陆桥技术股份有限公司); 盐酸、乳酸、乙酸、

氯化钠(分析纯, 国药集团化学试剂公司); 乳酸链球菌素

(Nisin)(食品级, 茂合盛食品添加剂公司)。 
金黄色葡萄球菌 CMCC 26003, 购自中国医学细菌菌

种保藏管理中心。 

1.2  仪器与设备 

HG-80 高压蒸汽灭菌锅 (日本 HIRAYAMA 公司 ); 
UW-620H 电子天平(d=0.001 g, 日本 Shimazu 公司); BCM- 
1300A 超净工作台、BHC-1300Ⅱ A2 生物安全柜(安泰科技股

份有限公司); ZSD-1270生化培养箱(上海智诚分析仪器制造有

限公司); S20 pH计(瑞士Mettler Toledo公司); SELECT SERIES 
Cyclic IMS 超高效液相色谱-飞行时间质谱仪、ACQUITY BEH 
C18 (2.1 mm×100 mm, 1.7 μm)(美国 Waters 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  不同污染水平金黄色葡萄球菌在常温酸乳中的生

长情况 
将活化好的金黄色葡萄球菌(CMCC 26003)稀释至适

宜浓度, 接种至酸乳中, 充分混匀, 酸乳中金黄色葡萄球

菌的终浓度约为 106 CFU/g(高污染水平)、104 CFU/g(低污

染水平), 接种体积不超过酸乳体积的 1%。分别置于 36 ℃、

25 ℃条件下培养, 定期取出适量体积, 检测金黄色葡萄球

菌。金黄色葡萄球菌定量检测实验取出的体积不应超过总

体积的 5%。 
每次取出的酸乳样品使用无菌 PBS 进行梯度稀释后, 

按照 GB 4789.10—2016《食品安全国家标准 食品微生物

学检验 金黄色葡萄球菌检验》, 加入 Baird-Parker 琼脂平

板, 36 ℃±1 ℃培养 48 h, 对金黄色葡萄球菌落进行计数。

每个梯度制备 2 个平行。 
1.3.2  pH 对金黄色葡萄球菌生长的影响 

使用盐酸、乳酸、乙酸调制 TSB 培养基, 分别制成每
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管 pH 相差约 0.5 的系列梯度。接种金黄色葡萄球菌(终浓

度约为 103 CFU/g), 充分混匀, 36 ℃±1 ℃培养 48 h。观察

培养管是否浑浊, 浑浊的记为阳性; 不浑浊的管划线接种

于 TSA 平板, 36 ℃±1 ℃培养 48 h, 确定是否有菌生长, 有
菌生长为阳性。 
1.3.3  酸乳中天然细菌素的分析 

称取酸奶样品 5 g, 离心机 10 ℃ 15000 r/min 离心

15 min, 取上清液经 0.22 μm 微孔滤膜过滤后, 滤液作为待

测液, 备用。乳酸链球菌素溶解于纯水中, 配制成 100 mg/L
和 1000 mg/L 水溶液, 备用。 

色谱条件: 色谱柱: ACQUITY BEH C18 (2.1 mm× 
100 mm, 1.7 μm); 流动相及梯度洗脱程序: 流动相 A 为

0.1%甲酸水溶液, 流动相 B 为乙腈, 梯度洗脱程序: 0~1.0 min, 
5% B; 1.0~8.0 min, 5%~50% B; 8.0~10.0 min, 50%~80% B; 
10.0~12.0 min, 80% B; 12.0~12.5 min, 80%~5% B; 12.5~14.0 min, 
5% B。柱温 40 ℃; 样品盘温度: 8 ℃。进样量: 5 μL。 

质谱参数 : 电喷雾离子源 (electron spray ionization, 
ESI); 离子源温度: 150 ℃; 扫描范围: m/z 50~8000 Da; 正
离子模式(ESI+)。 

1.4  数据处理 

超高效液相色谱飞行时间质谱仪数据通过 MassLynx
工作站进行数据采集、数据分析、色谱图和质谱图的提取

和绘制。 

2  结果与分析 

2.1  金黄色葡萄球菌在常温酸乳中数量变化及存活

时间 

2.1.1  36 ℃环境条件下金黄色葡萄球菌生长情况 
本研究模拟金黄色葡萄球菌污染酸乳样品, 低、高污

染水平分别为 2.7×104~2.7×103 CFU/g 和 2.3×106 CFU/g, 
在金黄色葡萄球菌最适生长温度 36 ℃条件下, 酸乳中的

金黄色葡萄球菌生长呈下降趋势。按照 GB 4789.10—2016
第二法, 每天取样进行定量检测, 低污染水平酸乳中的金

黄色葡萄球菌数量快速下降(图 1 所示), 在第 4 d 后, 没有

检测出, 随后采用 GB 4789.10—2016 第一法进行增菌定性 
 

 
 

图 1  酸乳中 2.7×104 CFU/g 金黄色葡萄球菌 36 ℃生长曲线 
Fig.1  Growth curve of 2.7×104 CFU/g Staphylococcus aureus in 

yogurt at 36 ℃ 

检测, 在第 5 d 后, 持续 7 d 进行检测, 均没有金黄色葡萄球

菌检出; 高污染水平酸乳中金黄色葡萄球菌在第 5 d 后没有

检测出, 同样采用 GB 4789.10—2016 第一法, 在第 7 d 后并

持续 7 d 进行增菌定性检测, 均没有检测出金黄色葡萄球菌

(图 2 所示)。可以得出, 金黄色葡萄球菌在酸乳中污染水平

不论高低, 即使在适宜的温度条件下都不能长期维持生长。 
 

 
 

图 2  酸乳中 2.3×106 CFU/g 金黄色葡萄球菌 36 ℃生长曲线 
Fig.2  Growth curve of 2.3×106 CFU/g Staphylococcus aureus in 

yogurt at 36 ℃ 
 

2.1.2  25 ℃环境条件下金黄色葡萄球菌生长情况 
在 25 ℃条件下, 酸乳中高、低污染水平金黄色葡萄

球菌数量也均呈现下降趋势, 高污染水平下降趋势缓慢。

按照 GB 4789.10—2016 第二法每天进行定量检测, 低污染

常温酸乳中金黄色葡萄球菌在第 7 d 后, 没有检测出, 改
为 GB 4789.10—2016 第一法进行增菌定性检测, 在第 14 d
后, 持续 7 d, 均没有检测出金黄色葡萄球菌(图 3 所示); 
高污染常温酸乳中金黄色葡萄球菌在第 12 d 后, 没有检测

出(图 4 所示)。改为 GB 4789.10—2016 第一法进行增菌定

性检测, 在第 21 d 后, 持续 7 d, 均没有检测出金黄色葡萄

球菌。可以得出, 金黄色葡萄球菌在酸乳中污染水平不论高

低, 在室温条件下, 仅能延缓生长, 但不能长期维持生长。 
 

 
 

图 3  酸乳中 2.7×103 CFU/g 金黄色葡萄球菌 25 ℃生长曲线 
Fig.3  Growth curve of 2.7×103 CFU/g Staphylococcus aureus in 

yogurt at 25 ℃ 
 

2.2  不同类型酸抑制金黄色葡萄球菌生长结果分析 

本研究分别使用盐酸、乳酸、乙酸调制 TSB 培养基, 
通过接种 103 CFU/g 水平的金黄色葡萄球菌进行培养, 测
试金黄色葡萄球菌在不同来源 H+条件下的生长抑制情况。

在 36 ℃培养 48 h 后, 在盐酸(pH 4.47)、乳酸(pH 4.96)、乙
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酸(pH 5.54)条件下金黄色葡萄球菌没有检测出, 在此 pH
之后的金黄色葡萄球菌突破抑制开始生长, 检测结果为阳

性(图 5 所示)。实验结果表明, 盐酸和弱的有机酸对金黄色

葡萄球菌的生长影响是不同的, 弱的有机酸抑制金黄色葡

萄球菌生长的效果会更强一些。 

2.3  酸乳中天然细菌素分析结果 

2.3.1  乳酸链球菌素 Z 高分辨质谱分析方法 
本研究首先对质量浓度为 100 mg/g 的市售食品添加剂

乳酸链球菌素进行了测试, 图 6 为检测结果谱图, 结果发现

有乳酸链球菌素 Z (Nisin Z)存在, 保留时间为 6.09 min。提

取质谱图结果显示市售食品添加剂乳酸链球菌素中 Nisin 
Z 的分子量范围为 3328.5~3336.5 Da, 基于此, 本研究建立

了 Nisin Z 的检测与确认方法。 
 

 
 

图 4  酸乳中 2.3×106 CFU/g 金黄色葡萄球菌 25 ℃生长曲线 
Fig.4  Growth curve of 2.3×106 CFU/g Staphylococcus aureus in 

yogurt at 25 ℃ 

 
 

图 5  盐酸、乳酸、乙酸调制的培养基中金黄色葡萄球菌生长结果 
Fig.5  Growth results of Staphylococcus aureus in medium prepared 

with hydrochloric acid, lactic acid, and acetic acid 
 

2.3.2  酸乳中天然抑菌素的检测结果 
依照相同的分析条件, 本研究对酸乳样品进行了分

析, 检测结果谱图如图 7 所示, 在该酸乳样品中检测到

Nisin Z(图 7b、7c); 除 Nisin Z 外还发现有其他质量数的乳

酸链球菌素, 这可能是由于酸乳品发酵过程中产生的代谢

物类型多样, 尤其是发酵酸奶多为混合菌种发酵。有研究

证实, 多种乳酸菌素的联合抗菌作用会更强[11–12]。目前市

售发酵乳通常采用多种乳酸菌混合发酵, 发酵过程中能够

产生多种天然抑菌素, 这些抑菌素对包括金黄色葡萄球菌

在内的有害菌具有显著的抑制作用。 
 
 

 
 

 
注: a. 色谱图中乳酸链球菌素 Z 保留时间为 6.09 min; b. 乳酸链球菌素 Z 3 电荷质谱图; c. 乳酸链球菌素 Z 4 电荷质谱图。 

图 6  对市售食品添加剂乳酸链球菌素测试谱图结果 
Fig.6  Test spectrum results of Nisin which is a commercially available food additive 
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注: a. 全扫描色谱图; b. 6.17 min 色谱图; c. 酸乳中 Nisin Z 4 电荷质谱图; d. 酸乳中检测到的乳酸链球菌素 3 电荷质谱图 
(分子量范围为 2617.3527~2622.3624 Da)。 

图 7  酸乳样品检测谱图 
Fig.7  Detection spectrum of yogurt samples 

 
3  讨论与结论 

金黄色葡萄球菌在常温酸乳中的生长抑制受多种因

素作用, 本研究重点从温度、pH 条件以及酸乳的抑菌素三

方面进行了研究解析。从常温酸乳的存储温度条件出发, 
选取酸乳产品常规储存要求的 25 ℃以及适合金黄色葡萄

球菌生长的 36 ℃两个温度值进行研究, 结果发现与 36 ℃
条件相比, 在 25 ℃较低温度条件下, 酸乳中的金黄色葡萄

球菌生长受抑制程度小, 存活时间较长, 但不管其污染程

度如何都不能持续生长。显然, 是酸乳中的其他成分因素

对金黄色葡萄球菌的生长起了关键性的抑制作用。有文献

报道, 常温酸乳中不含有活性乳酸菌, 对金黄色葡萄球菌

的抑制作用是由发酵过程中产生大量乳酸而使 pH 降低所

致, 而且乳酸菌在生长代谢过程中还可能产生抗微生物存

活的物质, 即乳酸菌素/细菌素等抗微生物肽, 本研究结果

也证实了这一点[13]。 
本研究从 pH 的来源出发研究了不同酸对金黄色葡萄

球菌的生长抑制程度, 结果表明, 来自强酸如盐酸的酸度

对金黄色葡萄球菌的生长抑制要弱于来自弱的有机酸如乙

酸或乳酸的酸度, 与文献报道的强酸和弱酸确实以不同的

方式影响细菌的生长结论一致[14–16]。强酸如盐酸在水中完

全解离成氢离子和阴离子, 因此强酸引起的应激是由氢离

子特异性介导的。尽管细胞质膜对氢离子的渗透性相对较

低, 但过高的氢离子浓度最终会导致细胞内 pH 降低[17]。

与强酸不同, 弱酸在水中不完全解离[18], 例如, 乳酸和乙

酸的 pKa 值分别为 3.86 和 4.78, 因此在 pH 为 4.8 时只有

50%的乙酸发生电离, 这意味着 50%的乙酸以未电离的酸

形式(CH3COOH)存在, 另外 50%则电离成质子(H+)和醋酸

根离子 (CH3COO–) 。而常温酸乳产品中的 pH 约为

4.30±0.07(常温酸奶 pH测量结果), 即常温酸乳中乳酸电离

73%, 乙酸电离 26%, 未电离的酸分子没有电荷, 因此它

们可以穿过细胞膜。细菌细胞质的 pH 通常高于细胞外的

pH, 一旦中性的未电离酸进入细胞质, 它倾向于释放质子

并引起细胞内酸化而导致细胞死亡, 因此, 稳定的胞内 pH
对于细菌在 pH 可能变化的环境中生存至关重要[19]。 

在常温酸乳环境中, 除了酸乳 pH 的抑制影响外, 本
研究在酸乳中还检测到了乳酸链球菌素 Nisin Z 的存在, 
乳酸链球菌素也成为一个重要的生长抑制因素。乳酸链

球菌素被列为天然的食品防腐剂[20–21], 属于 I 型孔形成

细菌素, 对细菌具有独特的孔形成活性, 在脂质 II 的存

在下作用会增强[22–23], 其抑菌作用及抑菌机制早已被证

实与阐明[24–28]。对于金黄色葡萄球菌来说, 其主要通过分

裂隔膜进行新陈代谢活动, 其分裂隔膜结构中富含脂质

II, 因此更容易受到乳酸链球菌素等物质的攻击[29–31]。然

而 , 由于当前对酸乳中天然抑菌素的研究较为有限 , 缺
乏相关标准物质, 尚无法实现对其全部种类的全面定量

分析。后期针对酸乳中天然抑菌素的分离与定量分析开

展系统研究, 对于深入揭示其抗菌机制并拓展其潜在应用

价值具有重要意义。 
常温酸乳较低的 pH 以及抑菌素成分的存在, 抑制了

不同污染水平的金黄色葡萄球菌生长, 使其在酸乳储存过

程不能长时间存活, 从而相对应的食品安全风险显著降低, 
本研究为酸乳制品加工储存过程中金黄色葡萄球菌污染的

控制及风险评估提供了重要的科学依据。 
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