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摘"要!目的"研究模拟试验中回收草莓上金黄色葡萄球菌的最佳方法!为以后的风险评估提供基础研究依据"

方法"对草莓进行不同类型的污染处理!于 #’ (条件下贮存!在不同时间点用不同样品处理方式进行金黄色葡萄

球菌回收并计数" 结果"&)!*蛋白胨水和去离子水作为菌体载体对金黄色葡萄球菌在草莓上的生长影响差异有

统计学意义#!+&)&’$!用 &)!*蛋白胨水作为菌体载体能更好的模拟真实污染情况并得到更好的回收效果" 均

质和振荡处理对金黄色葡萄球菌回收效果影响差异无统计学意义#!,&)&’$!不同来源金黄色葡萄球菌的生长情

况差异无统计学意义#!,&)&’$" #’ (贮存条件下!草莓上金黄色葡萄球菌在 -% . 内成倍增长" 结论"金黄色葡

萄球菌在草莓上生长模拟试验发现!载体的选择非常重要" 在其他风险评估模拟试验中!也应考虑实际污染的各

方面因素来设计方案才能得到最真实的试验结果!为微生物风险评估提供科学依据"
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""草莓在果品生产中占有重要地位"是当今世界
十大水果之一"具有较高的营养(药用及医疗保健
价值"无皮无核"可食部分达 53*"色泽鲜美"柔嫩
多汁"酸甜适口"深受人们喜欢 )!* + 草莓无皮保护"

表面凹凸不平"所以是一种极易受到外界直接或间
接污染的水果"其中包括生物污染+ 在以往的报道
中就多次从草莓中分离到人类病原菌"同时也提醒
应加大致病微生物的监控 )#21* + 金黄色葡萄球菌在

食物中毒事件中较为常见"占细菌性食物中毒事件
总数的 --* )’* "有调查发现果蔬中金黄色葡萄球菌

的检出率为 !&*"并多与环境污染相关 )%* +

不同的产品基质为微生物的生长提供了不同
的条件"在农产品微生物风险评估中"需要了解微
生物在特定条件下的生长情况"来进一步进行风险
分析 )4* + 本试验通过 3 种不同的样品处理方式"对
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金黄色葡萄球菌在草莓上生长模拟试验得到最佳
回收效果做出研究"并探究金黄色葡萄球菌在草莓
上的生长情况"旨在为草莓的微生物风险评估工作
的开展提供技术支撑+

!"材料与方法
!)!"材料
!)!)!"菌株和样品

试验菌株为两株金黄色葡萄球菌"一株分离自
草莓样品"不产肠毒素&另一株分离自食物中毒样
品"产肠毒素"均在本实验室分离+ 草莓样品采自
成都草莓生产基地+
!)!)#"主要仪器与试剂

Jd2’0回旋振荡器"Zb<生化培养箱"均质器+
&)!*蛋白胨水(贝尔德帕克琼脂平板 #ea平板$(
血浆凝固酶(&)3’*生理盐水均购自北京陆桥技术
股份有限公司"所有试剂均在有效期内使用+
!)#"方法
!)#)!"制备试验菌液

为了模拟果蔬表面污染的实际环境"分别使用

两种载体"一种不含有机质#去离子水$"另一种含
有机质#&)!*蛋白胨水$"从而了解载体营养物质
对金黄色葡萄球菌生存与生长的影响 )3* + 用两种
载体调菌液浓度至 !&% f!&4 HLC6WN备用+
!)#)#"样品处理和贮存

采用点植接种对样品进行人工污染"每份样品
加入 !&& !N制备的试验菌液"于 #’ (条件下贮存+
因为草莓上市季节中最高温度在 #’ (左右"按照风
险最大化原则"采取该温度作为试验温度+ 草莓在
该温度下的正常贮存时间为 # Q"设置 % 个监测时间
点"从金黄色葡萄球菌被接种到草莓上开始第一次
监测"连续监测 # Q"共监测 % 次+
!)#)-"检测方法

参照 Be1435)!&!#&!& ,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- )5*第二法
平板计数法"检测过程中调整样品稀释液 ]J至中
性+ 为减少样品不均匀带来的误差"每个样品做
- 个平行"结果取平均值+ 此次试验一共设定 3 组
不同处理方式"编号 0fJ"详见表 !+

表 !"金黄色葡萄球菌回收测试中样品处理方法
R>YNS!"ZST.?QPMPSQ T?]US]>USP>W]NST?>@>NO_S9?U]?]MN>T=?@P?9"#$%&’()*)**+,$+-.+,

样品编号 取样量6A 菌体载体 稀释液 体积6WN 处理方法 时间6W=@ 菌株来源 是否产毒
0 !’ 去离子水 &)3’*生理盐水 !-’ 均质 ! 草莓样品 否
e !% 去离子水 &)3’*生理盐水 !11 均质 ! 食物中毒样品 是
H !% 去离子水 &)3’*生理盐水 !11 振荡 #& 草莓样品 否
: !1 去离子水 &)3’*生理盐水 !#% 振荡 #& 食物中毒样品 是
G !4 &)!*蛋白胨水 &)3’*生理盐水 !’- 均质 ! 草莓样品 否
L !3 &)!*蛋白胨水 &)3’*生理盐水 !%# 均质 ! 食物中毒样品 是
B !5 &)!*蛋白胨水 &)3’*生理盐水 !4! 振荡 #& 草莓样品 否
J #& &)!*蛋白胨水 &)3’*生理盐水 !3& 振荡 #& 食物中毒样品 是

!)-"统计学分析
采用 Ĝ8SN与 VaVV #&)& 软件对试验数据进行

差异性分析"同时绘制生长曲线图 )!&* +

#"结果与分析
#)!"金黄色葡萄球菌计数结果

表 # 显示了 3 种不同处理方式下金黄色葡萄球
菌计数结果"每种处理方式采用 - 个平行"3 种处理
方式的最终结果以 - 个平行结果的平均值计+ 采用
两种不同载体的金黄色葡萄球菌生长情况差异有
统计学意义#!+&)&’$+
#)#"金黄色葡萄球菌生长测试结果

3 种不同处理方式下金黄色葡萄球菌的生长曲
线如图 ! 所示+ 由图 ! 可以观察到"模拟污染试验
中"不同载体对金黄色葡萄球菌的生长影响较大+
GfJ组处理方式为采用 &)!*蛋白胨水作为菌体
载体污染草莓"1 . 内金黄色葡萄球菌生长可能处

于延滞期"菌落总数略有降低"!’ . 后"菌落总数开
始呈增长趋势"最终达到 !& &&& HLC6A左右"较初
始污染量增加了 #)’ 倍+ 0f:组处理方式为采用
去离子水作为菌体载体污染草莓"& f1 . 内金黄色
葡萄球菌快速消亡"直到 !’ . 后"菌落总数开始呈
缓慢消亡趋势"最终达到 !’& HLC6A左右"较初始污
染量减少了 #4 倍"即 !)’ 个对数单位+ 因此"&)!*

蛋白胨水作为成分明确的有机载体为金黄色葡萄
球菌的生长提供了营养条件"同时也更好的模拟了
实际污染+ 而去离子水不能为菌体提供营养条件"

不符合实际污染情况"没有载体营养支持的金黄色
葡萄球菌仅依靠草莓本身提供的营养条件"不能较
好生长"呈逐渐消亡趋势+
#)-"均质和振荡处理对金黄色葡萄球菌回收效果
的影响

将所有采用均质处理的试验结果#包括产肠毒
素和不产肠毒素菌株$与所有采用振荡处理的试验
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""" 表 #"金黄色葡萄球菌计数结果
R>YNS#"/SPMNTP?9S@MWSU>T=?@ ?9"#$%&’()*)**+,$+-.+,

样品
编号

菌落总数6#HLC6A$
& . 1 . !’ . #! . -& . -% .

02! - 3’& ! !4- -!& ’&& -%& !1&

02# - %-& ! &#& !53 1-& 13% !-&

02- - 5!& 533 !%1 -3% 1#& !3’

e2! - %%% ! &-& !%# -%% -3& !&#

e2# 1 &!& ! &’# -&# 131 -51 !#3

e2- - 43& ! 33& !5- %&& ’3# !%&

H2! - 3’& 5-% #’3 #33 ##& !-3

H2# - 5&& ! &!# #%% -#% #3% !1#

H2- - %#& 3’- #!# #%& !%& 5&

:2! - 3&& 5%# !’# #5# -## 3&

:2# - %#% ! &!3 !3% -!3 #3& !#&

:2- 1 &!& ! !!- !-& --& #4& !’&

G2! 1 !&& ! %%4 - 3’- 3 5#& 3 51& 5 #&&

G2# 1 &!# ! 4’& - 3#& 3 4#3 5 #&& 5 &!3

G2- - 53& ! ’%& - 433 5 !&& 3 433 5 -33

L2! 1 %&& # 3’- 1 &4- 3 &&1 5 -34 !! 534

L2# 1 ’%3 - &#1 1 !3# 4 353 5 !&% !# &53

L2- 1 -#& ! %33 - 53# 3 #&# 5 ’#& !& &#%

B2! - &#& # 114 - !-& 5 ’3& 5 1%& !& &5%

B2# - #3& # #35 - &#% 5 333 5 ##& 5 53&

B2- - 35& # ’%# - 3%& 5 43# 5 %!& !! ##&

J2! - !1& # 3!- 1 5%& 4 1&& !& 5#& 3 54-

J2# - &!3 - &#& ’ &#& 4 3&& 5 3%& 5 3##

J2- - 33& # %43 1 3%5 4 !&& !# &1& 3 353

图 !"3 种处理方式下金黄色葡萄球菌生长曲线
L=AMUS!"BU?\T. 8MU[S?9"#$%&’()*)**+,$+-.+,M@QSU

S=A.T\>OP

结果#包括产肠毒素和不产肠毒素菌株$用 VaVV 软
件分析+ 图 # 和图 - 分别为用去离子水(&)!*蛋白
胨水作为载体"对各培养时间点金黄色葡萄球菌回
收的数据分析结果+ 均质能使草莓组织完全破坏"
组织内外都可以检测到金黄色葡萄球菌"但同时也
会使表面微生物暴露于低 ]J值或是组织液相关的
胁迫条件"而酚类(有机酸类物质对金黄色葡萄球
菌都具有抑制作用 )!!* + 振荡的方式能保持草莓的
完整"但由于草莓表面凹凸不平"且有一些细菌已
经内化"不易在表面清洗过程中完全去除"所以两
种方法各有优缺点+

此次试验结果由图 # 和图 - 可以看出"调整样

注%同一时间点柱状图上误差线上均为字母 >"表示差异无统计学

意义#!,&)&’$ "若为 >和 Y"则表示差异有统计学意义#!+&)&’$

图 #"样品均质和振荡处理对金黄色葡萄球菌回收的

比较#去离子水载体$

L=AMUS#"/STU=S[>N8?W]>U=P?@ ?9"#$%&’()*)**+,$+-.+,

YST\SS@ PT?W>8. >@Q P.>XS#QS=?@=_SQ$

注%>表示差异无统计学意义#!,&)&’$

图 -"样品均质和振荡处理对金黄色葡萄球菌回收的

比较#&)!*蛋白胨水载体$

L=AMUS-"/STU=S[>N8?W]>U=P?@ ?9"#$%&’()*)**+,$+-.+,

YST\SS@ PT?W>8. >@Q P.>XS#&)!* >‘MS?MP]S]T?@SP?NMT=?@$

品液 ]J至中性后"两种处理方式对结果的影响差
异无统计学意义#!,&)&’$+ 所以认为均质和振荡
都可以适用于草莓上金黄色葡萄球菌的回收+ 图 #
中 #!(-& . 时均质较振荡方式能回收到更多金黄色
葡萄球菌"可能是因为随着草莓表面某些对金黄色葡
萄球菌有抑制作用的菌体的消亡"使均质处理后的金
黄色葡萄球菌更多的被检测到"但到了 -% ."菌落总
数已很少"不足以体现出差异性+ 但在图 - 中"因为
载体提供了更为良好稳定的生长环境"无论金黄色葡
萄球菌还是与之相关的细菌都能保持稳定的生长"所
以图 - 所监测的数据差异无统计学意义#!,&)&’$+
#)1"不同来源金黄色葡萄球菌菌株生长结果

将所有不产毒素菌株试验结果#包括均质和振
荡$与所有产毒素菌株试验结果#包括均质和振荡$
用 VaVV 软件分析+ 图 1(’ 分别为用去离子水(&)!*
蛋白胨水作为载体"对各培养时间点金黄色葡萄球菌
回收的数据分析结果+ 结果表明两种不同来源菌株
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注%>表示差异无统计学意义#!,&)&’$

图 1"对不同来源金黄色葡萄球菌的回收比较
#去离子水载体$

L=AMUS1"/STU=S[>N8?W]>U=P?@ ?9"#$%&’()*)**+,$+-.+,

9U?WQ=99SUS@TP?MU8SP#QS=?@=_SQ$

注%同一时间点柱状图上误差线上均为字母 >"表示差异无

统计学意义#!,&)&’$ "若为 >和 Y"则表示差异有统计学

意义#!+&)&’$

图 ’"对不同来源金黄色葡萄球菌的回收比较
#&)!*蛋白胨水载体$

L=AMUS’"/STU=S[>N8?W]>U=P?@ ?9"#$%&’()*)**+,$+-.+,

9U?WQ=99SUS@TP?MU8SP#&)!* >‘MS?MP]S]T?@SP?NMT=?@$

的生长回收差异无统计学意义#!,&)&’$+

-"讨论
从果蔬中回收病原微生物的最佳试验方法应

根据分析对象来设定"可能是果蔬表面"也可能是
果蔬组织"或是同时分析表面与组织+ 可以采用洗
涤(摩擦(混合(均质等多种方法来进行前增菌(增
菌或稀释+ 同时应考虑果蔬中可能存在的受协迫
或损伤的微生物细胞"以及微生物之间的相互作
用+ 另外"果蔬表面农药残留等化学因素也可使微
""""

生物细胞受损"如果要对这些细胞进行检测和计
数"那么细胞修复是非常重要的+ 对于高酸性果
蔬"应调整 ]J以保护微生物细胞在样品制备过程
中免受致死条件的作用+

本次试验中"对载体(样品处理方式和不同来
源菌株的回收效果进行了比较"发现这 - 种因素中
载体对最终回收结果的影响较大+ 实际环境中"除
了草莓自身会为微生物生长提供营养外"其他与之
接触的环境(食物等都会为其提供营养"发生交叉
污染"对微生物的生长产生促进或抑制作用+ 因
此"在该类生长模拟试验中"不考虑载体因素而对
样品进行完全独立测试不能很好的模拟现实情况+

总之"微生物生长模拟试验需要根据样品及目
标菌的不同性质"以及样品的消费模式来设计试验
方案"才能更好的为风险评估工作提供科学有效的
技术支撑+
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