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耐冷菌

耐冷菌的概念

• 影响乳及乳制品质量安全的关键微生物

• 耐冷菌分为两类：一类为专性嗜冷菌，最高生长温度不高于20 ℃，

最适生长温度低于15 ℃。另一类为兼性嗜冷菌是指可在常温下（20 

℃以上）生长繁殖也可以在低温下（ 0~5 ℃）生长繁殖 ，最适生长

温度通常在25-30 ℃，如假单胞菌。
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耐冷菌

耐冷菌的存在

• 存在于空气、土壤、牛乳房表面以及挤乳设备表面
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耐冷菌

常见的耐冷菌及其分布

• 耐冷菌群的组成受地区和气候的影响，在许多国家和地区，假单胞菌是

常见的耐冷菌群，荧光假单胞菌被认为是经常出现且对原料乳危害最大的一类菌

• 除此之外， 乳与乳制品中还存在有产碱杆菌属、黄杆菌属、色杆菌属、梭菌属、

芽孢杆菌属、棒状杆菌属、乳杆菌属、 微球菌属和链球菌属等。
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耐冷菌

耐热酶

• 巴氏杀菌或其它杀菌方式容易杀死耐冷菌

• 分泌耐热酶可导致高温灭菌乳沉淀、凝胶和变味，进而影响产品货架期

（张树飞等，2020）
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耐冷菌

耐热酶

（张树飞等，2020）
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生物膜的形成和危害

生物膜

• 是细菌在生长过程中为了适应生存环境，分泌粘性胞外聚合物吸附于物质

表面，并增殖而形成的具有一定结构的细胞群体。

生物膜形成的五个阶段

• 1）可逆附着阶段

• 2）不可逆附着阶段

• 3）微菌落形成阶段

• 4）生物膜成熟阶段

• 5）细菌脱落扩散阶段
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生物膜的形成和危害

生物膜

 鞭毛、纤毛：与细菌生物膜最初形成状态相关

 胞外聚合物（EPS）:由多糖、蛋白质、核酸等组成，胞外聚合物的生产量

与细菌生物膜结构有着直接关系。

 群体感应信号分子（Quorum sensing)：在细菌生物膜构建的过程中，

从浮游状态菌体，到组织化清晰的动态化菌落，细菌群体感应机制在细菌

生物膜当中起到了非常重要的作用
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生物膜的形成和危害

生物膜形成机制

• 生物膜的形成机制较为复杂，不同细菌的形成机制也不同。以假单胞菌为例，目前生

物被膜形成机制的研究主要集中在细胞开始在固体表面附着阶段的影响因素上。

• AdnA 蛋白是荧光假单胞菌调控生物被膜形成重要转录因子

• LapA 蛋白作为荧光假单胞菌附着于固体表面的黏附剂，对于形成生物被膜也起着重

要的作用。

• 二级信号分子-环状二鸟苷-5‘-单磷酸可以调控胞外多糖和表面蛋白的产生
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生物膜的形成和危害

影响生物膜形成的因素

温度

湿度

营养成分

培养时间

黏附材质

菌体间相互作用

疏水性

黏液形成能力
自聚能力

基因相互作用
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生物膜的形成和危害

生物膜对乳品工业造成的危害

• CIP广泛用于乳品生产线的清洗，但CIP有局限性，不能彻底清洗

• 乳品工业上的生物膜形成速度很快

• 生物膜一旦形成，可造成细菌例如耐冷菌难以清除，热交换效率下降和管

路腐蚀，由于代谢能力和生理状态的差异，产腐败酶的能力较浮游细菌增

加，造成乳品的腐败变质的几率提高
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生物膜的形成和危害

生物膜

• 在乳品生产的管路和工具表面可形成生物膜。

(Marchand et al, 2012)
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生物膜的形成和危害

生物膜

• 在乳品生产线的管路和工具表面可形成生物膜。

(Ling N et al, 2020)在婴幼儿配方奶粉加工中，生物膜可能附着的部位
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耐冷菌生物膜的检测方法

检测具有生物膜形成能力的耐冷菌

• 传统的生化检测方法：耗时长、灵敏度不够

• 酶联免疫法：高成本、抗体获得困难

• 分子技术：16S rRNA, 鉴别菌种分辨率较低

rpoB, 无法鉴别是否具有生物膜形成能力

adnA 和fliC多重PCR检测方法，可以快速、特异性检测具有生物膜

形成能力的荧光假单胞菌 (Xu Yu et al, 2017)
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生物膜的检测

测定方法

• 微孔板结晶紫染色法：培养的生物膜通过结晶紫染色，从而测定菌膜的

OD值并与对照组OD值比较来判断菌膜形成能力的强弱 （不适用于菌膜

中细菌生长和转移）

• 菌膜菌量计数法：通过将生物膜通过机械拍打或涡旋的方式使其脱落，之

后测定生物膜的含菌量。
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生物膜的检测

测定方法

• 荧光染色法：通过荧光染料染色可以有选择的检测生物膜

• 扫描电镜：可对细菌生物膜微观立体成像进行观察，分析生物膜和其胞外

多糖形成的致密结构，准确直观

• 激光共聚焦显微镜：可以得到精确的三维图谱，通过图像软件分析生物膜

的各项参数
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生物膜的检测

生长模拟装置

(Marchand et al, 2012)
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耐冷菌生物膜的防控

(Moura et al, 2017)

减少活
细胞的
数量

抑制QS
细胞间
交流

表面涂层

破坏EPS
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耐冷菌生物膜的防控

物理防控

• 超声波、电磁场、等离子体和电离等

• 难以实施，目前没有被普遍应用
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耐冷菌生物膜的防控

化学防控

• 常用杀菌剂：含氯消毒剂、季铵盐消毒

剂、醇类等

• 其它杀菌剂：高锰酸钾、乳酸等

• 可以去除比较多的生物膜，但是很多常

用化学试剂本身具有毒性，对消费者有

一定的安全风险
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耐冷菌生物膜的防控

生物防控

• 植物精油：肉桂醛、百里香酚、香芹酚

、白藜芦醇等

• 产细菌素菌株：乳酸乳球菌、肠球菌、

乳杆菌等

• 噬菌体

• 抑菌肽

• 较为环保，易有精油挥发气味，目前没

有被普遍应用
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耐冷菌生物膜的防控

联合防控

• 将物理、化学和生物防控进行组合以达到去除生物膜的效果

• 目前该类防控措施大部分仍在实验室模拟阶段，还未广泛应用

其它方法

• 确保牛体健康、保证奶厂环境及挤奶设备的清洁

• CO2和N2 处理

• 对管道加入涂层，减少细菌的黏附
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其他人

在面对不利环境条件例如当生物被膜接触抗菌药物时，生物膜中的细菌具有保

护它们的内在机制

• 生物膜和细胞形态和结构的改变

• 生物大分子物质的分布和丰度

• 多物种生物膜比单物种生物膜具有更大的稳定性和复原力

耐冷菌生物膜的防控
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其他人

 耐冷菌及其热稳定酶可影响乳制品质量，造成巨大的经济损失

 多数耐冷菌可在牛奶储存和加工设备上形成生物膜

 耐冷菌生物膜产腐败酶的能力较浮游细菌偏高

 生物膜可抵抗恶劣的环境条件和常规的抗菌剂

 需要对具有生物膜形成能力的细菌进行快速检测

 可从物理、化学、生物等多方面开发多种耐冷菌生物膜的防控措施

总结
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Thanks !!

感谢大家聆听
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