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传统凉果盐胚中有害
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摘要:为从凉果盐胚中分离到有害和有益微生物菌株并进行菌种鉴定，评价凉果盐胚食用安全性。通过采取菌
株分离，采用稀释平板法从不同食盐质量分数的 8 种凉果盐胚中分离不同类型菌株，菌种鉴定分别采用显微观
察、生理生化指标检测和 16 S rDNA基因序列分析，建立菌株的系统发育树。结果表明: 分离到细菌 32 株，真
菌 7 株，并分别对其中的条件致病菌株 A鉴定为浅绿气球菌和有益酵母菌株 B 鉴定为汉逊酵母，供试的凉果
盐胚食用存在着安全隐患。
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The Separation and Identification of Harmful
and Beneficial Microorganisms from Traditional Preserved Fruit
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Abstract: The objective of this study is to isolate and identify the harmful and beneficial microorganisms
from preserved fruits，and appraise the food security of preserved fruits． Pour plate method was used to isolate
the varieties of microorganisms from eight kinds of preserved fruits． Micro-examination，physiological and bio-
chemical tests，and 16S rDNA gene sequencing analysis were used to identify microorganisms，and built the
phylogenetic trees of them． The results showed that 32 strains of bacteria and 7 strains of fungi were isolated，
and the opportunistic pathogenic bacterium A was identified as Aerococcus viridans，the beneficial yeast B was
identified as Debaryomyces hansenii． Therefore the conclusion is that potential safety hazard exists in the pro-
vided preserved fruits．
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广式凉果主要是以青梅、杏、三华李、山楂等为加工原料，腌制后添加甘草、甜味剂、有机酸、蔗糖、食
用色素、防腐剂等进行糖渍和调配，然后干燥除去一定水分，得到的干性或半干性果品。成品口味清爽，
甜咸酸各种口感交织，含糖量低，是一种典型的南方特色休闲食品。目前，部分凉果还采用传统作坊工
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艺体系，整个行业的加工工艺和生产流程都没有统一的规定，不同原料的加工方式也存在差异。在整个
加工过程中，主要是通过高渗透压和低水活度，还有添加少量的防腐剂来达到抑菌的效果，由于腌渍的
时间比较长，大量的半成品堆积在一起，很容易造成微生物的大量繁殖。有益微生物可以直接或间接促
进凉果特征风味的形成，但是也有一些有害微生物会使其腐败变质，造成食品的污染。

本试验目的是从传统凉果盐胚中筛选出具有耐酸耐盐等优良特征的有益微生物，分离鉴定然后添
加到半加工成品中，通过微生物发酵来改善产品的风味和质构，同时对一些有害微生物进行鉴定，根据
其生理特征来寻找抑制其生长的有效途径，从而确保凉果加工过程中的安全。

1 材料与方法
1． 1 盐胚原料

自制 3 种不同食盐添加量三华李盐胚;购买于广东佳宝集团有限公司的香蕉李、桃、陈皮、杨梅、芒
果 5 种盐胚;共 8 种盐胚晒干后均用塑料袋密封贮藏 1 个月以上。
1． 2 实验药品

营养琼脂、孟加拉红培养基、麦芽汁琼脂培养基、MRS 培养基、葡萄糖、蔗糖、乳糖、半乳糖、棉籽糖、
蜜二糖、无水乙酸钠、酵母浸膏、琼脂粉、那他霉素、氯化钠。
1． 3 仪器与设备

试管、三角瓶、培养皿、无菌操作台、棉花、纱布、吸管、玻璃珠、灭菌锅、恒温培养箱、恒温水浴锅、离
心机、紫外灯等。

2 实验方法

2． 1 微生物的分离
2． 1． 1 初筛 称取 10 g 凉果样品，剪碎后放入盛有 100 mL 无菌生理盐水和放有玻璃珠的三角瓶中，
振摇约 10 min，使凉果表面的微生物细胞充分分散，然后用移液枪吸取上述混和液 0． 2 mL置于营养琼
脂、孟加拉红培养基、麦芽汁琼脂培养基、MRS 培养基中，用无菌玻璃涂棒涂布均匀后，孟加拉红培养
基、麦芽汁琼脂培养基平板放在 28 ℃恒温培养箱中培养 48 h，营养琼脂、MRS培养基平板放在 35 ℃恒
温培养箱中培养 24 h。在 MRS培养基中添加 10 mg /mL的那他霉素以抑制真菌和霉菌的生长。
2． 1． 2 细筛 将平板上各不同菌落在平板上划线分离，得到单菌落。选取麦芽汁琼脂平板和 MRS 平
板上的菌株进行分离纯化，接种到斜面上，用于进一步鉴定［1 － 2］。
2． 2 细菌鉴定方法
2． 2． 1 菌落形态观察 MRS培养基平板上在 35 ℃恒温培养箱中培养 24 h后进行菌落形态观察。
2． 2． 2 生理生化检测 检测项目见表 1。

表 1 细菌 A镜检、生理生化指标检测
Tab． 1 The Indicators of Microscopic，physiological and biochemical tests for bacterium A

检测内容
Testing contents

细菌 A

Bacterium A
检测内容

Testing contents
细菌 A

Bacterium A

平板菌落形态
Macroscopic Features

圆形、白色、湿润、边缘整齐、

隆起、不透明

明胶液化试验
Gelatin liquefaction test

－

显微镜检形态 Microscopic features G +球菌 硝酸盐反应 Nitrates reaction +

运动性 Motility 不运动 接触酶试验 Contact enzyme －

氧利用情况 Use of oxygen 兼性厌氧 血琼脂反应 Blood agar reaction 显绿

2． 3 酵母菌鉴定
2． 3． 1 菌落形态观察 麦芽汁琼脂培养基平板在 28 ℃恒温培养箱中培养 48 h后进行菌落形态观察。
2． 3． 2 酵母菌对单糖与二糖的发酵试验 首先制作糖发酵管，在麦氏无碳基础培养基中添加 2%待测

·073·



第 2 期 徐 芳等: 传统凉果盐胚中有害和有益微生物的分离与鉴定

糖，内含倒置杜氏小管。取各种糖发酵管各 1 支，在无菌超净台下接入酵母菌，塞好试管塞，将试管轻轻
摇晃，使菌体充分分散( 不可剧烈振荡，以免将气泡摇入杜氏小管) 。然后将上述接种好的各试管置于
28 ℃恒温培养箱中培养 5 ～ 7 d后，观察各管的杜氏小管中有无气泡形成。若有气泡形成，说明能发酵
该糖;反之，说明不能发酵该糖。记录实验结果。
2． 3． 3 酵母菌对碳源的利用试验 首先碳源利用培养基，即麦氏无碳基础培养基中添加 0． 5%待测碳
源。取各种碳源利用培养基各 1 支，在无菌超净台下，用接种环刮出少许酵母菌伸入各培养基管中，在
斜面上自下而上轻轻划线。将上述接种好的各试管置于 28 ℃培养 5 ～ 7 d。观察各管中酵母菌的生长
情况，若生长良好说明能够同化此碳源，若不见生长，说明不能同化此碳源。记录实验结果。
2． 4 细菌的 16 S rDNA和酵母菌 18 S rDNA测序和序列分析

测序交由广东省微生物分析检测中心完成。
2． 5 酵母菌培养条件
2． 5． 1 耐盐试验 将筛选出来的酵母以 0． 1%的接种量分别接种到盐质量分数为 0%，5%，10%，
15%，20%的麦芽汁琼脂培养基上在 28 ℃条件下培养 24 h后，用透光度检测菌液浓度。
2． 5． 2 耐酸试验 将筛选出来的酵母以 0． 1%的接种量分别接种到 pH值为 2，3，3． 5，4，4． 5，5，5． 5，6，
7，8，9 的麦芽汁培养基中，在 28 ℃条件下培养 24 h后，用透光度检测菌液浓度。

3 结果与分析

( 1) 从这 8 种凉果盐坯中共分离出细菌 32 株，真菌 7 株，与相关研究［3］所得结果基本一致。
( 2) MRS平板上得到 1 株细菌 A，圆形、白色、湿润、边缘整齐、隆起、不透明。其中有 1 株酵母 B 具

有浓郁的芳香气味，平板中观察呈乳白色，菌落光滑、圆形、粘稠、湿润、隆起、不透明［4 － 5］。本试验以这
2 株菌作为凉果盐胚中的代表微生物进行进一步的鉴定。

( 3) 细菌 A鉴定。①细菌形态学和生理生化指标检测结果如表 3。
②细菌 A16 S r DNA序列分析。细菌 A经过总 DNA的提取，16 S rDNA序列的 PCR扩增，扩增产

物的测序，测序结果为:
TACCGTATACTGCAGCTCGAGCGACGTAGAAGTGATTGGCTTCCGACGATAGCGGCGAACGTTTGAGT

TTTCATCCTTAACGGCCTATGTGCTTTTGGTGACATTCGGAAACGGGTGCTAATACCGCATAATATCTTCATC

CGCATGGAAGAAGATTGAAAGACGGCTCTGCTGTCACTTATAGATGACCTTGCGGTGCATTAGTTAGTTGGT

GGGGTAACGGCCTACCAAGACGATGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAG

ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCA

ATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTATAAGAGAAGAACAAATTGTAGAGTAA

CTGCTACAGTCTTGACGGTATCTTATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT

AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA

GCCCACGGCTTAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTACAGAAGAGGAATGTGGAACTC

CATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACATTCTGGTCTGTTAC

TGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT

GAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG

TACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT

CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCCTTTGACACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGG

GACAAGTGAC。

建立细菌 A的系统发育树［6 － 8］，鉴定结果表明此菌最大可能是浅绿气球菌( Aerococcus viridans) ，基
因序列同源性为 99%。

( 4) 酵母 B鉴定。①发酵糖试验。此酵母菌对不同糖发酵的结果如表 2，此酵母都能利用葡萄糖、
半乳糖、麦芽糖、蔗糖、棉籽糖，但是不能利用乳糖和蜜二糖进行发酵［9 － 11］。
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图 1 细菌 A系统发育树
Fig． 1 The phylogenetic tree of bacterium A

表 2 糖发酵实验情况
Tab． 2 The experiment of fermentation of sugars

糖类
Saccharide

葡萄糖
Glucose

乳糖
Lactose

半乳糖
Galactose

麦芽糖
Maltose

蔗糖
Sucrose

棉籽糖
Raffinose

蜜二糖
Melibiose

酵母 B Yeast B + － + + + + －

“+”表示可以发酵;“－”表示不能发酵。

“+”represent can fermentation; “－”represent can not fermentation．

②同化碳试验。此酵母菌对碳源的同化能力结果如表 3，结果酵母 B能利用葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、
棉籽糖、乳糖，但不能利用蜜二糖和半乳糖。

表 3 碳源同化实验情况
Tab． 3 The experiment of carbohydrates assimilation

碳源
Source of carbon

葡萄糖
Glucose

蔗糖
Sucrose

麦芽糖
Maltose

棉籽糖
Raffinose

乳糖
Lactose

蜜二糖
Melibiose

半乳糖
Galactose

酵母 B Yeast B + + + + + － －

“+”表示可以同化;“－”表示不能同化。

“+”represent can assimilation; “－”represent can not assimilation．

③酵母菌 B 18 S rDNA序列分析。酵母 B 经过总 DNA 的提取，18 S rDNA 序列的 PCR 扩增，扩
增产物的测序，测序结果为:

TTGGCGTCGATTCTTTTTGCAGCGCTTATTGCGCGGCGAAAAAACCTTACACACAGTGTTTTTTGTTATT

ACAAGAACTCTTGCTTTGGTCTGGACTAGAAATAGTTTGGGCCAGAGGTTTACTAAACTAAACTTCAATATT

TATATTGAATTGTTATTTATTTTAATTGTCAATTTGTTGATTAAATTCAAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAAC

GGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGT

GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTT

CTCTCTCAAACCTTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTGCTTGAAATGTATTGG

CATGAGTGGTACTGGATAGTGCTATATGACTTTCAATGTATTAGGTTTATCCAACTCGTTGAATAGTTTAATG

GTATATTTCTCGGTATTCTAGGCTCGGCCTTACAATATAACAAACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACT

ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGGCCGGAG。

并建立酵母 B的系统发育树，鉴定结果表明此菌最大可能是汉逊德巴利酵母( Debaryomyces hanse-
nii) ，ITS序列同源性为 99%。

( 5) 汉逊德巴利酵母培养条件。①耐盐试验。将筛选出来的汉逊德巴利酵母接种到盐质量分数为
0%，5%，10%，15%，20%的麦芽汁琼脂培养基上培养。结果在 0%，5%，10%的培养基上生长良好，在
15%培养基上能生长，在 20%的培养基上不见酵母菌的生长。将 0． 1%的各酵母菌接种于盐质量分数
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图 2 酵母 B系统发育树
Fig． 2 The phylogenetic tree of Yeast B

分别为 0%，2%，4%，6%，8%，10%，12%，14%，16%，18%，20%的麦芽汁培养基，在 28 ℃条件下培养
24 h后测定发酵液的 OD值，检测结果见图 3。

图 3 试验结果表明:汉逊德巴利酵母在盐质量分数从 0%至 20%培养液中随盐质量分数增大而菌
体生长迅速下降。汉逊德巴利酵母能够耐受一定的盐度。

②耐酸试验。将筛选出来的汉逊德巴利酵母以 0． 1%的接种量分别接种到 pH值为 2，3，3． 5，4，4． 5，5，
5． 5，6，7，8，9 的麦芽汁培养基中，在 28 ℃条件下培养 24 h后测定发酵液的 OD值，结果见图 4。

图 4 试验结果表明:汉逊德巴利酵母最适 pH值为 6． 0 的弱酸性环境。

图 3 OD值随质量分数变化曲线
Fig． 3 The curve of OD value with the change of salinities

图 4 OD值随 pH值变化曲线
Fig． 4 The curve of OD value with the change of pH value

4 讨论与结论
从 8 种不同凉果盐胚中分离筛选出 1 株汉逊德巴利酵母( Debaryomyces hansenii) ，这类酵母在腊肠

和奶酪等发酵食品中被广泛应用。此酵母发酵能产生乙酸乙酯，从而增加产品香味，耐盐性高并能在低
温条件的生长，能代谢有机酸和氨基酸，调节发酵产品的酸度和味道［12］。艾方等［13］从发酵柑桔汁筛选
到产香的异常汉逊酵母可以耐受较高的盐和糖质量分数，适合用作浓缩果汁酿造或是低醇果酒的增香。
许慧卿等［14］研究表明德汉逊氏酵母可促进肌浆蛋白和肌原纤维蛋白的降解。Chalutz E 和 WiIson C L
研究表明汉逊德巴利酵母可以防治产后柑桔青绿霉病和酸腐病［15］。徐军等［16］对大曲中酵母菌进行鉴
定，也分离到 2 株汉逊酵母。本试验测定此汉逊德巴利酵母的最适生长条件，为后期接种到凉果腌制加
工过程中能加快优势菌群的形成和独特风味的添加具有重要意义。

在 MRS平板上主要是为了筛选出乳酸菌，但是经鉴定为浅绿气球菌，为微球菌科气球菌属，是介于
葡萄球菌和链球菌之间的一类细菌，而这种菌是一种条件治病菌，能够导致新生儿患败血症［17］。这 8
种凉果盐胚的盐度都比较高( 大于 20% ) ［18］，而浅绿气球菌能够生长，可见在凉果的加工过程中存在一
些安全隐患，为了更好的使食品安全，有必要寻找一种有效抑制浅绿气球菌生长的方法和途径。
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