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半干面腐败菌的分离与鉴定

李 洁，孙 姝，朱科学*，彭 伟，周惠明

(江南大学食品学院，江苏 无锡      214122)

摘   要：目的：探究引起半干面腐败变质的主要微生物类群。方法：采用形态学鉴定和生理生化鉴定的手段，对

导致半干面腐败的主要微生物进行分离和鉴定。结果：半干面中以芽孢杆菌属(Bacillus)和葡萄球菌属(Staphylococcus)
为优势腐败菌群；经分离鉴定的优势细菌有枯草芽孢杆菌(Bacillius  subtills)、地衣芽孢杆菌(B. licheniformis)、表皮

葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis)和金黄色葡萄球菌(S. aureus)；分离鉴定的霉菌主要有白曲霉(Aspergillus
candidus)、杂色曲霉(A. versicolor)和圆弧青霉(Penicillum cyclopium)。芽孢杆菌是半干面贮藏前期最主要的细菌，

但随着贮藏时间的延长，葡萄球菌大量生长繁殖，成为半干面中的优势细菌。
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半干面被称为“第四代方便面”，是经过和面、

熟化、压片、切条、部分脱水、包装而成的面条。

其加工过程中不需油炸或高强度脱水，含水量在 22%～

25% 左右，是一种具有很大发展潜力的新型高水分方便

米面制品[1]。一方面，半干面温和的加工工艺赋予了其

爽口、有嚼劲、面香味浓等优点，也迎合了消费者对

食物在健康、安全方面的要求；但另一方面，半干面

含水量高、营养丰富的特点又导致了微生物生长繁殖迅

速，面条极易腐败变质[2]。为寻找行之有效的半干面保

鲜措施，必须对引起半干面腐败的主要菌群的种类及特

性进行深入研究。但国内外的相关报道较少。国内仅

有周文化等[3]对生鲜湿面的菌相进行了分析，认为引起

生鲜湿面霉变的主要是毛霉(Mucor)和青霉(Penicillum)，

但未对腐败细菌进行分离鉴定；Jensen 等[4]对澳大利亚

多个超市出售的高湿面条的微生物进行了调查分析，结

果表明，冷藏湿面中的主要腐败菌为大肠菌群、乳酸

细菌、酵母菌和霉菌。

本实验拟对半干面中的腐败菌进行分离鉴定，从而

为进一步针对性地寻找有效的保鲜措施，延长半干面的

货架期提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

小麦粉：中粮面业鹏泰精制粉(水分含量 12.20%，

灰分含量 0.65%，蛋白质含量 13.48%)；食盐：淮牌精

制食用盐。
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1.2 仪器与设备

5K5SSWH 和面机    美国 Kitchen Aid 公司；JMTD
168/140 面条机    北京东孚久恒仪器技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 半干面的制作工艺流程

小麦粉、食盐、水(质量比 100:2:35)→和面(慢速档

搅拌 5min，中速档搅拌 2min)→熟化(室温静置 20min)→
压延(在压辊间距 2、1.8、1.5mm 处各对折压片 5 次，形

成厚度为 1.5mm的面片)→部分脱水(115℃烘干 4min)→均

湿(将面条置于自封袋中室温静置 3h)→包装(用 PA15/
PE60 透明袋包装，常规热封)

1.3.2 半干面的微生物计数

菌落总数测定：参照 GB/T 4789.2 — 2008《食品卫

生微生物学检验  菌落总数测定》[ 5 ]；霉菌及酵母菌测

定：参照 GB/T 4789.15 — 2003《食品卫生微生物学检

验 霉菌和酵母菌计数》[6]；金黄色葡萄球菌测定：参照

GB/T 4789.10 — 2010《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》[7 ]。

1.3.3 腐败菌的分离纯化

从平板计数琼脂和孟加拉红培养基中选取典型生长

的单一菌落，平板划线法反复分离纯化，镜检，得到

纯菌株。把纯菌株转移接种至斜面培养基，作为鉴定

用菌株。

1.3.4 形态学鉴定

菌落形态观察：观察单菌落的大小、形状、质

地、颜色、透明度、边缘、表面纹饰等。

菌体形态观察：挑取细菌 24h 培养物、霉菌 120h
培养物制成载片标本，观察细胞形态、排列方式等。

1.3.5 生理生化鉴定

生理生化实验主要包括革兰氏染色、厌氧生长、

氧化酶实验、接触酶实验、淀粉水解实验、硝酸盐还

原实验、明胶液化实验、耐盐性实验、柠檬酸盐利用

实验、丙酸盐利用实验、糖类发酵实验等，采用枯草芽

孢杆菌和金黄色葡萄球菌作为阳性对照(菌株由江南大学食

品学院食品与生物技术研究室提供)。实验方法参考《一

般细菌常用鉴定方法》[ 8 ]和《伯杰细菌鉴定手册》[ 9 ]。

2 结果与分析

2.1 半干面的微生物计数

由于市售半干面中使用保鲜剂的种类及添加量各有

不同，对面条中优势腐败菌的判断有一定干扰。因此，

本实验选取了合作工厂所选用的面粉为原料，按照半干

面工业化的生产和包装条件，制作未添加任何防腐剂的

半干面，并对其微生物数量变化和腐败菌进行分离鉴

定，从而为进一步有针对性地寻找半干面的保鲜措施和

保鲜效果评价提供理论依据。

本实验室制作的半干面的 pH 值为 6.36，水分含量

为 24.94%，水分活度为 0.917，未添加任何防腐剂，腐

败微生物的生长繁殖非常迅速。在 25℃贮藏过程中，半

干面的菌落总数、霉菌、酵母菌的变化规律见表 1。在

贮藏的第 3 天，菌落总数达到 1.0 × 106CFU/g，超过了

NY/T 1512 — 2007《绿色食品 生面食、米粉制品》[10]中生

面食菌落总数应≤ 3× 105CFU/g的要求，半干面在 25℃条

件下的货架期仅为 2d。

2.2 细菌的分离鉴定

由微生物计数结果可知，细菌是半干面中最主要的

腐败菌。从培养基中选取 4 株典型的细菌进行反复划线

分离，最终分离出 4 株细菌，分别为 B1、B2、S1、S2。
经革兰氏染色、芽孢染色、好氧性实验、接触酶实验、

葡萄糖发酵实验等发现，B 1、B 2 为革兰氏阳性杆菌，

产芽孢，产接触酶，初步鉴定为芽孢杆菌科芽孢杆菌

属(Bacillus)的细菌；S1、S2 为革兰氏阳性球菌，无芽

孢，菌体直径 0.80～0.95μm，形成不规则堆团，好氧，

发 酵 葡 萄 糖 ， 初 步 鉴 定 为 微 球 菌 科 葡 萄 球 菌 属

(Staphylococcus)的细菌。

2.2.1 芽孢杆菌的分离鉴定

生理生化实验 B1 B2
革兰氏染色 ＋ ＋

厌氧生长 － ＋

氧化酶 － －

接触酶 ＋ ＋

VP 反应 ＋ ＋

在 7% NaCl 中生长 ＋ ＋

还原 NO3－→ NO2－ ＋ ＋

柠檬酸盐利用 ＋ ＋

丙酸盐利用 ＋ －

明胶液化 ＋ ＋

水解淀粉 ＋ ＋

                  葡萄糖 ＋ ＋

       发酵产酸
               麦芽糖 ＋ ＋

                木糖 ＋ ＋

                 甘露醇 ＋ ＋

表 2 芽孢杆菌 B1、B2 的生理生化特征

Table 2   Biochemical properties of B1 and B2

注：＋ . 阳性反应；－ . 阴性反应。下同。

 菌相
                      贮藏时间 /d

0 1 2 3
菌落总数 7.0 × 102 1.6 × 103 3.9 × 104 1.0 × 106

霉菌 5.0 × 10 1.3 × 102 1.5 × 102 2.8 × 102

酵母菌 ＜ 50 ＜ 50 ＜ 50 1.0 × 102

表 1 25℃贮藏过程中半干面的微生物数量变化规律

Table 1   The growth of microorganisms in semi-dry noodles during
storage at 25 ℃ CFU/g
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芽孢杆菌 B1 和 B2 的生理生化特征见表 2。菌株 B1
在营养琼脂上的菌落近似圆形，呈奶油色，边缘呈波

状；菌体长 2.0～4.0μm，宽 0 .7～0 .9μm，芽孢中生

(图 1 - B 1 )，好氧，产接触酶，产淀粉酶，能还原硝酸

盐，能利用柠檬酸盐和丙酸盐，鉴定为枯草芽孢杆菌

(Bacillius subtills)。菌株 B2 在营养琼脂上的菌落为不规

则形，呈灰白色，表面粗糙，边缘毛发状；菌体长

1.3～2.0μm，宽 0.4～0.6μm，芽孢中生，菌体外有糖

被(图 1 - B 2 )，产接触酶，产淀粉酶，明胶液化缓慢，

能利用柠檬酸盐，不利用丙酸盐，鉴定为地衣芽孢杆

菌(Bacillius licheniformis)。

芽孢杆菌在自然界中广泛存在 [11]，由于能形成对

热、辐射具有很强抗性的芽孢，因此芽孢杆菌能忍受

多种不良环境。王辛[12]研究发现，影响糕团保质期的主

要细菌为好氧性的革兰氏阳性芽孢杆菌。Rosenkvist 等[13]

的研究表明，引起面包腐败的主要细菌是芽孢杆菌属。

在本实验中，枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌是半干面贮藏

前期(第 0 天和第 1 天)的主要腐败菌。在半干面贮藏后期

(第 2 天和第 3 天)，随着葡萄球菌的大量生长繁殖，枯草

芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌所占比例明显降低。

2.2.2 葡萄球菌的分离鉴定

生理生化特征 S1 S2
革兰氏染色 ＋ ＋

15% NaCl 生长 ＋ ＋

凝固酶 － ＋

BP 沉淀环 － ＋

氧化酶 － －

接触酶 ＋ ＋

水解淀粉 － －

还原 NO3－→ NO2－ ＋ ＋

VP 反应 ＋ ＋

                  葡萄糖 ＋ ＋

                   乳糖 ＋ ＋

                  麦芽糖 ＋ ＋

               发酵产酸        甘露醇 ＋ ＋

                  肌醇 － －

                  鼠李糖 － －

                  木糖 － －

表 3 葡萄球菌 S1、S2 的生理生化特征

Table 3   Biochemical properties of S1 and S2

葡萄球菌 S1 和 S2 的生理生化特征见表 3。菌株 S1 在

Baird-Parker(BP)琼脂上形成黑色、光滑、突起的圆形菌落，

无沉淀环，菌体细胞呈球状，形成不规则堆团(图 2-S1)，
不产血浆凝固酶，在 15%NaCl 中可以生长，发酵葡萄糖、

乳糖、蔗糖产酸，发酵阿拉伯糖、纤维二糖、鼠李糖、

木糖不产酸，鉴定为表皮葡萄球菌( S t a p h y l o c o c c u s
epidermidis)。菌株 S2 在 BP 琼脂上形成黑色、光滑、突

起的圆形菌落，周围绕以沉淀环，菌体细胞呈球状，形

成不规则堆团(图 2-S2)，产血浆凝固酶，在含 15% NaCl 培
养基中可以生长，发酵葡萄糖、乳糖、蔗糖产酸，发酵

阿拉伯糖、纤维二糖、鼠李糖、木糖不产酸，鉴定为金

黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)。

葡萄球菌在自然界中无处不在，水、空气、灰尘

中均可以找到，可通过食品加工人员、食品原料等多

种途径污染食品。由于葡萄球菌属中的金黄色葡萄球菌

可以产生肠毒素，食后能引起食物中毒，因此，检查

食品中金黄色葡萄球菌有现实意义[ 1 4 ]。徐斐等 [ 1 5 ]对糕

点、面包类食品的污染细菌进行了初步分离鉴定，认

为葡萄球菌是冷加工食品中的主要腐败菌。Ji Ying 等[16]

研究发现，葡萄球菌是米制松糕中的主要腐败菌。本

实验中，在半干面贮藏前期，表皮葡萄球菌有少量生

长，金黄色葡萄球菌未检出；贮藏后期，表皮葡萄球

菌迅速生长繁殖，成为半干面腐败中的优势菌群，金

黄色葡萄球菌也有少量生长。

2.3 霉菌的分离鉴定

图 1 芽孢杆菌 B1、B2 在显微镜下的菌体形态(× 1000)
Fig.1   Micrograph of B1 and B2 (× 1000)

B1 B2

图 2 葡萄球菌 S1、S2 在显微镜下的菌体形态(× 1000)
　Fig.2   Micrograph of S1 and S2 (× 1000)

S1 S2

M1 M1

M2 M2
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菌株编号 菌落形态特征 个体形态特征

菌落生长局限，25℃培养 7d 直径 1.6～1.8cm； 分生孢子头幼时近球形，全部表面可育，

M1 菌落纯白色，中部稍凸起，质地呈丝绒状， 直径 40～45μm，老时分裂成疏松的柱状体；顶囊球形，

无气味；菌落反面淡黄白色 产孢结构双层；孢子球形，直径 2.9～3.2μm，表面平滑

菌落生长局限，25℃培养 7d 直径 1.1～1.2cm；菌落扁平， 分生孢子头疏松放射状，孢梗茎光滑；顶囊较小，

M2 由内向外呈绿色、黄色、白色， 半椭圆形，上半部或 3/4 部位上着生小梗，

质地呈丝绒状；菌落反面玫瑰色 小梗双层；分生孢子球形，直径 2 .5～3 .0μm，粗糙

菌落生长较快，25℃培养 7d 直径 2.8～3.0cm； 帚状枝不对称，紧密，具 3 层分枝。小梗 4～8 个轮生，

M3 菌落边缘白色，内部暗绿色，质地粉粒状， 上生纠缠的分生孢子链；分生孢子梗粗糙；

表面有透明渗出液；菌落反面浅黄色 分生孢子球形，光滑，直径 2.5～2.8μm

表 4 霉菌 M1、M2、M3 的菌落形态特征及个体形态特征描述

Table 4   Colony and microstructure characteristics of M1, M2 and M3

霉变是半干面腐败的主要现象之一。本实验对霉菌

的鉴定主要依靠形态学鉴定方法。从培养基中选取 3 株

典型的霉菌 M 1、M 2、M 3 进行分离培养，其菌落形

态特征和个体形态见图 3，特征描述见表 4。
根据《真菌鉴定手册》[17]和 GB/T 4789.16 — 2003

《食品卫生微生物学检验 常见产毒霉菌的鉴定》[18]，初

步鉴定菌株 M1 为白曲霉(Aspergillus candidus)，菌株

M2 为杂色曲霉(Aspergillus versicolor)，菌株 M3 为圆

弧青霉(Penicillum cyclopium)。霉菌在自然界中分布相

当广泛，很容易污染食品。有些霉菌可产生毒素，引

起食物中毒和癌症，应当加以重视。胡庆松等 [ 1 9 ]研究

发现，曲霉是年糕中的主要腐败霉菌。陈盼[20]从市售月

饼中分离出 9 种霉菌，其中大部分是曲霉。本实验中，

白曲霉是引起半干面腐败的主要霉菌，占霉菌总数的

5 0 % 以上。白曲霉在自然界中分布广泛，主要来自土

壤、食品和贮存的谷物，是粮食中重要的“贮藏真

菌”。因此，本实验分析认为半干面中的白曲霉主要

来源于原料面粉中。杂色曲霉和圆弧青霉在半干面中的

检出率相对较低，但是杂色曲霉能产生杂色曲霉素，圆

弧青霉能产生圆弧偶氮酸，二者分别能引起肝、肾的

损害和神经的损害。

3 结论与讨论

导致半干面腐败的微生物主要是细菌，其次是霉

菌，酵母菌较少。本实验主要分离和鉴定出 7 株典型菌

株，即枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、表皮葡萄球菌、

金黄色葡萄球菌、白曲霉、杂色曲霉、圆弧青霉。其

中，曲霉是主要的腐败霉菌，占霉菌总数的 50% 以上。

芽孢杆菌是半干面贮藏前期的主要腐败细菌，在半干面

贮藏后期，葡萄球菌生长繁殖迅速，成为最主要的腐

败细菌。实验前期，曾以江苏地区不同半干面厂家的 3
种小麦粉为原料，制作半干面，并对其中的腐败菌进行

了初步的分离和鉴定，发现面条中的优势菌始终是 G ＋细

菌，且以芽孢杆菌和球菌为主。因此，在半干面的生

产过程中，可以针对性地采取一些保鲜措施来控制腐败

微生物的生长繁殖。适度提高烘干温度将能进一步降低

半干面腐败前期葡萄球菌的数量。丙酸钙是 GB 2760 —

2007《食品添加剂使用卫生标准》[21]中允许应用于生湿

面制品的化学防腐剂，在降低半干面 p H 值的基础上，

结合使用丙酸钙，能有效抑制霉菌和芽孢杆菌的生长。

一些天然保鲜剂，如茶多酚[ 2 2 ]、壳聚糖 [ 2 3 ]等，对革兰

氏阳性细菌都具有很强的抑菌活性。此外，酒精缓释

剂也正日益成为一种成熟的保鲜技术[24]，气体酒精对半

干面中的芽孢杆菌、葡萄球菌和霉菌都能起到很强的抑

制作用，达到延长半干面货架期的效果。
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