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摘  要：米面制品是我国主要的食品，含有丰富的营养物质与充足的水分，适合微生物生长繁殖。腐

败微生物会引起食品货架期缩短或在保质期内腐败变质，而致病微生物的存在则可引起食物中毒事

件。近年来对食品微生物的快速检测技术主要包括传统法与核酸扩增法，其中聚合酶螺旋反应（PSR）

技术具有较高的灵敏度、特异性与重现性，具有较大应用前景。此外，活但不可培养状态（VBNC）

因具有不可培养特性，会造成微生物检测“金标准”培养法获得“假阴性”结果，是食品微生物安全

中的重要威胁。通过研究分析污染米面制品的主要微生物和相应快速检测方法，以及活但不可培养状

态的生物学特性和检测方法，为进一步实现对米面制品中微生物安全控制提供重要依据。 
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Abstract: Rice and flour products are a type of major food in China, which is abundant in nutrients and 

humidity and thus is suitable for microbial growth. Spoilage microbes could shorten the shell life of food, 

and pathogenic microbes could cause food poisoning cases. In recent years, rapid detection on food borne 

microbes includes traditional and nucleic acids amplification methods, of which PSR is advantageous on 

sensitivity, specificity and reproducibility, showing a promising application prospect. In addition, viable but 

non-culturable (VBNC) microbial cells is incapable of being detected by “Golden standard” culturing 

methodology, and thus becomes an important threat for food safety. This review has summarized the major 

microbes in rice and flour products, currently available detection methodologies, as well as the biological 
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characteristics and detection method of VBNC, which will provide significant information on further safety 

control of microbes in rice and flour products. 

Key words: rice and flour; microbial pathogens; PSR; nucleic acid detection; VBNC 

米面制品是由大米、麦类、杂粮等经过加工

制成的条丝块等形状的食品，是我国的主要食品[1]；

由于我国地域差异较大，在南方以米制品为主而

北方以面制品为主，以大米、小麦粉等为原料，

基于各种食品加工技术，制成的常见米面制品包

括米粉、米线、面条、饺子、年糕、河粉、馄饨、

米发糕、包子、方便面、面包等[1]，成为老百姓

的日常主食。其中，速冻米面食品，如速冻糕点、

包子、馄饨、水饺等，则通过冷藏与冻藏等手段

延长储藏期限，具有较大的消费市场。与其它食

品相比，米面制品淀粉含量较高，含有丰富的营

养物质，而为保证一定的口感，通常含有充足的

水分，以上均为微生物生长与繁殖提供适宜的条

件。腐败微生物的存在使得食品货架期缩短或在

保质期内腐败变质，而致病微生物的存在则可引

起食物中毒事件。因此，米面制品中的微生物安

全问题日益引起重视，本文将对米面制品中的微

生物现状进行综述。 

1  米面制品中的微生物 

1.1  微生物的污染来源 

由于米面本身含有一定水分，同时储藏环境

具有一定湿度，易于被霉菌污染，在加工及贮藏

过程中进一步发生霉变[1]。此外，米面原料中常

存在其它微生物，例如芽孢杆菌能形成芽孢，具

有较强的耐受性[2]；此外，乳酸菌、产气杆菌和

非发酵用腐败酵母菌等发酵过程中的杂菌，能产

酸产气并影响食品的最终性状。除米面外，米面

制品中的其它食材原料，也易于带来微生物污染，

例如鸡蛋易于受到沙门氏菌污染；油料种子榨油

则可能带来霉菌及其毒素的污染；带馅料食品则

可能含有各种动物肉类和坚果，也易带来不同的

微生物污染。食品加工过程同样易存在微生物污

染，如在面团制作、醒发、成型等操作中，工作

人员卫生不佳或设备清洗不当，则对食品直接带

来污染。在熟制过程中，以马铃薯杆菌为代表的黏

质菌，其芽孢可耐受 140 ℃高温，因此如果加热

不充分，可引起丝状黏质菌污染，即使局部温度

达 140 ℃左右也无法彻底杀灭该类型微生物[3]。 

1.2  米面制品中微生物的检出率 

通过对各地区常见米面制品中微生物的检出

率进行统计，可见大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色

葡萄球菌（以下简称“金葡菌”）、乳酸菌、蜡样

芽胞杆菌与霉菌等，是米粉、蛋糕、面包、发糕

等米面食品中主要的污染微生物[1]。乳酸菌在米

粉、发糕类食品初始相中为优势腐败菌，增长较

快，可显著降低体系的 pH 值从而导致风味劣变。

芽孢杆菌则对游离氧进行消耗并产生有机酸类，

从而使得食品体系的 pH 值进一步降低，因此，

大米类发酵食品多呈酸性[1]。在米面制品中，微

生物检测项目主要包括菌落总数（GB 4789.2）与

大肠菌群（GB 4789.3 平板计数法），沙门氏菌

（GB 4789.4）与金葡菌（GB 4789.10）等则为限

量检出菌[4]。2011 年黔南州报道显示：糕点及饼

干中 大肠 菌群 检出 率达 到 60% ，大 肠 杆 菌 

（O157）检出率为 20%，而速冻米面制品中金葡

菌与大肠菌群检出率均达 33%[5]。此外，有学者

报道乳杆菌和芽孢杆菌是米发糕储藏过程中的优

势腐败菌[6]。 

1.3  米面制品中主要污染微生物 

1.3.1  大肠杆菌 O157:H7 

大肠杆菌是最常见的食源性微生物，其中

O157 血清型菌株是典型的食源性致病菌，可污染

生菜、生或者未全熟的牛肉产品、乳制品及隔夜

的米面制品等[7-8]。O157 大肠杆菌可产生大量的

（类）志贺毒素、耐热肠毒素和溶血素等，从而

引起严重的食物中毒，包括血性结肠炎，溶血性

尿毒综合征及血栓性血小板减少性紫癜[9-12]。 

1.3.2  金葡菌 

金葡菌是食品中最常见的革兰氏阳性菌，常

见于乳制品、肉制品、速冻食品等[13-15]，在美国
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食物中毒致病菌中列前五位 [16]，在我国广州，

2005—2012 年间天河区由金葡菌引起的食品中毒

则高达 26%[17]。其引致的食物中毒一般由于致病

菌株所产生的肠毒素所引起。 

1.3.3  沙门氏菌 

沙门氏菌是最常见的食源性致病菌之一，在

食品中最常见的包括鼠伤寒沙门氏菌、肠炎沙门

氏菌和猪霍乱沙门氏菌等。由沙门氏菌引起的食

物中毒在各种微生物中常居首位 [18]。2015 年在

26 个欧洲国家共 4 362 起食源性疾病中，沙门氏

菌占比高达 26.8%[18]。沙门氏菌常见的污染源包

括蛋、生肉、乳制品与肉制品等。其菌体在进入

人体肠道增殖后可产生内毒素，引发一系列恶心、

呕吐、腹泻等胃肠道疾病，严重时可导致死亡。 

1.3.4  乳酸菌 

乳酸菌作为主要的益生菌，常被用为乳制品、

面制品等食品加工中的发酵剂[1]。但是，乳酸菌

由于其可产酸，大部分种属都较难培养，因此常

引起果蔬、肉制品等腐败变质。例如干酪乳杆菌

可发酵山梨醇和山梨糖，通过产酸与双乙酰导致

食品变酸及风味改变从而腐败变质。 

2  米面制品中的微生物检测 

2.1  传统检测法 

米面制品中传统的微生物检测法包括平板培

养法与免疫法，其中前者是食品微生物常规检测

的“金标准”方法，但一般耗时较长，可达 4~7 d。

同时，对于活但不可培养（Viable but no n-culture 

state，VBNC）状态菌，其无法在平板上形成菌落，

因此易获得“假阴性”结果，从而低估食品中微

生物的数量，成为潜在的食品安全风险。对于后

者，其原理均基于体外抗原与抗体的特异性结合，

常见方法有酶联免疫检测法-ELISA、免疫层析技

术-IC、乳胶凝集试验-LAT 及免疫印迹法等[19]。

其中，在食品检验中应用较广泛的检测方法是

ELISA 法。目前已开发出一系列具有较好效果的

食品体系致病菌免疫检测试剂盒，包括大肠杆菌

O157：H7、单增李斯特菌、沙门氏菌等。然而，

免疫法检测一般费用较昂贵，同时灵敏度与检出

限低，无法在核酸水平上进行检测。 

2.2  核酸检测法 

近年来，探针法、多聚酶链式反应法（PCR）

与新型核酸恒温扩增技术等核酸检测技术也被广

泛应用于微生物的常规检测[20]。 

探针技术是基于核酸杂交原理，利用同位素

等方法标记序列中已知的 DNA 或 RNA，通过碱

基互补配对从而实现核酸片段的特异性检测，该

技术特异性和灵敏度较高[1]。然而，由于涉及探

针设计与标记，同时杂交过程耗时较长，因此应

用受到一定限制。PCR 技术则通过体外核酸复制，

可特异性扩增靶点序列，在近二十多年来获得广

泛应用。PCR 技术的灵敏度高、特异性强、操作

简单快捷及成本低[1]，但该反应的进行由于包括

变性、复性与延伸步骤，因此需要变温装置。而

且扩增产物一般需通过如电泳法等进行分离。荧

光定量 PCR 技术一定程度上可克服以上缺点，但

其设备一般较为昂贵，且所需荧光染料等耗材同

样较昂贵，因此普及率受到一定影响。 

近年来获得广泛关注的恒温核酸扩增技术，

基于不同的恒温核酸扩增原理，与 PCR 技术相比

可不受变温设备限制；同时，由于其扩增量一般

较大，因此可通过不同显色反应对结果进行判读，

不需进行电泳操作。目前，依赖核酸序列扩增技

术、滚环扩增技术、环介导等温扩增技术、重组

酶聚合酶扩增及聚合酶螺旋反应等已发展为成熟

的核酸恒温扩增技术[21-22]。其中依赖核酸序列扩

增技术与滚环扩增技术并非严格意义上的等温扩

增技术，因其需有重复加样过程，反应时间较长

且反应体系复杂。环介导等温扩增技术技术由于

特异性和灵敏度较高，所需时间较短，操作简单，

在 2000 年首次报道后即获得广泛关注[23]，但存

在假阳性率高、易污染、扩增反应不稳定等缺点。

而以 BstDNA 聚合酶的链置换功能及热稳定性的

为基础开发的聚合酶螺旋反应技术操作简便、效

率高，现在已经在细菌、病毒和真菌的快速检测

有广泛应用[24-27]，且已经成为发展前景广阔的细菌

快速检测方法。同环介导等温扩增技术相比，聚

合酶螺旋反应技术反应仅需 2 条符合引物（图 1），

设计难度大为下降，结果判读所需反应时间稍长 
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图 1  聚合酶螺旋反应反应中引物设计及结合位点 
检测引物：Ft、Bt；加速引物：IF、IB 

 
（约 60 min），但反应稳定性等显著提升。 

2.3  VBNC 状态 

在营养不足、储藏温度变化、渗透压变化等

环境压力下，非芽孢形成菌会进入最适生存状态，

即 VBNC 状态，进入 VBNC 状态的细菌将在平板

上将停止生长但是仍然具有一定的代谢能力，从

而导致食品腐败变质[28-29]。食品在加工、运输和

存储过程中的各种不良环境为其中微生物进入

VBNC 状态提供了条件，已有研究表明低温储藏

或紫外辐射等处理方式可使葡萄酒、乳制品、胡

萝卜汁等中的微生物进入 VBNC 状态[1]。对于米

面食品，其原料、加工及储藏条件较为复杂，NaCl

的添加、酸性环境的产生为微生物生存及进入

VBNC 状态提供了可能。若米面食品中含有

VBNC 状态的食源性微生物并流入市场，由于微

生物检测“金标准”的方法对 VBNC 状态菌株在

的假阴性检测结果，因此可引发相关的食品安全

事故。 

2.3.1  VBNC 状态形成的条件 

自 1982 年首次发现 VBNC 状态微生物以

来 [30]，许多微生物被报道可存在 VBNC 状态，到

目前为止，已经发现 85 种可以进入 VBNC 状态

的微生物（18 种非致病菌与 67 种致病菌）[1]。物

理、化学和生物是微生物进入 VBNC 状态的三大

主要因素。其中，物理因素主要有营养程度、盐

度、温度、pH、压力、光照和辐射等，其中低温

处理是目前诱导微生物进入 VBNC 状态的热点。

在作者之前的研究中发现，–20 ℃培养 28 d 后

E.coli O157:H7 会进入 VBNC 状态。微生物在进

入 VBNC 状态所需要的时间对于不同种属以及菌

株间具有较大差异性，即使同一种属菌株在相同

处理条件下，其进入 VBNC 状态所需时间也会有

所差异，这与菌株的自身特性有关。此外，巴氏

杀菌技术等常用的杀菌方式也会诱导微生物进入

VBNC 状态[31]，大肠杆菌和铜绿假单胞菌在一定

剂量的紫外辐射处理后也会进入 VBNC 状态[32]。

对于化学因素而言，在食品加工中使用的消毒剂、

防腐剂等均可促进微生物进入 VBNC 状态，如未

被消毒剂杀死肉制品加工设备表面的假单胞菌进

入 VBNC 状态[33]，加工废水中的 Escherichia coli

也可进入 VBNC 状态[34]。关于生物因素，环境中

具有活性的其他生物对微生物进入 VBNC 状态具

有一定的作用，如浮游生物降低海水中 V. cholerae 

O1 进入 VBNC 状态的比例[35]，不同生长期的铜

绿微囊藻诱导蓝藻溶解菌进入 VBNC 状态的比例

有所差异[36]。 

总而言之，在食品加工及存储过程中，存在

着大量可诱导微生物进入 VBNC 状态的各种因

素。除了与外界环境有关以外，微生物进入 VBNC

状态的能力还与其自身特性有关，如对环境压力

的抵抗能力、生理状态、种类等。 

2.3.2  VBNC 状态菌体的生物学特性 

VBNC 状态菌体虽不可培养，但与死亡细胞

有较大差别，其具有完整的细胞膜结构及一定的

生物学特性，包括细胞形态与组分、代谢活动与

抗性、致病性与毒性等[1]。 

2.3.2.1  细胞形态与组分  从细胞形态与组分来

看，与正常状态的细菌相比，处于 VBNC 状态的

细菌的细胞形态变化明显：其中大多数菌体皱缩

为球形，少数菌体体积变化不大或轻微延长[37]；

此外，VBNC 状态菌体的细胞膜或者细胞壁也有

所不同[1]。 

2.3.2.2  代谢活动与抗性  研究表明，与正常状

态的细菌相比，VBNC 状态的菌体代谢活性降低

但仍具有一定活性，支链氨基酸、脂肪、碳水化

合物及聚羟基丁酸酯为代谢所需能量的来源[1]，

同时 VBNC 状态菌体细胞细胞壁对环境压力（高

温、高盐、高酸等）的抗性强于正常状态细菌[1]。

截止目前，多种 VBNC 状态的食源性微生物已被

证实对环境压力具有一定抗性，VBNC 状态的细
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胞对特定加工、包装和储存等食品处理方式也会

呈现抗性[38]。 

2.3.2.3  致病性和致毒性  进入 VBNC 状态后的

微生物在代谢活动中会产生具有毒性及腐败性的

代谢产物。与接种正常状态的乳杆菌的啤酒相比，

含有 VBNC 状态的乳杆菌的啤酒 30 d 后变得浑

浊[39]，且其中主要腐败因子乙酸、二乙酰含量显

著降低[39]。此外，有研究证实 VBNC 状态下的微

生物的毒素基因能够稳定表达而具有潜在毒力。 

2.3.3  VBNC 状态的检测 

由于应用“金标准”培养法对 VBNC 状态菌

体会获得“假阴性”结果，因此建立针对 VBNC

状态的食源性微生物有效且快速检测的方法较为

迫切。VBNC 状态检测的常用方法有流式细胞仪、

免疫学法、活菌直接计数法、死/活细菌检测试剂

盒以及分子生物学法等[1]。（1）进入 VBNC 状态

的微生物对某些抗原仍具有活性，因此可以利用

ELISA 技术进行快速检测[1]。（2）由于活细胞会

吸收底物，活菌直接计数法通过对比活菌及可培

养菌准确计数的差异判定 VBNC 状态菌的数量。

（3）死/活细菌检测试剂盒技术利用核酸染料穿

透完整细胞膜的能力检测 VBNC 状态菌。 

3  结论 

米面制品作为我国重要的主食食品，其微生

物安全具有举足轻重的地位。通过研究分析污染

米面制品的主要微生物及相关微生物的快速检

测、活但不可培养状态的生物学特性和检测方法

以及引起米面制品等食品腐败变质的机理，为进

一步实现对米面制品中微生物的安全控制提供重

要依据。 
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