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婴幼儿羊奶粉及米粉中的细菌多样性分析 
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摘要：为探究婴幼儿奶粉和米粉辅食中细菌群落结构，对婴幼儿食品生产质量控制和监管提供理论依据，本研究采用 Ion torrent 

PGM 二代高通量测序平台对 14 个婴幼儿食品样本中细菌 16SrRNA 的 V4~V5可变区进行了测序分析。测序共获得 13805 个不同的

OTU，隶属于 2 界、10 门、20 纲、50 目、84 科、144 属。分析结果表明，婴幼儿羊奶粉样品比米粉样品具有更高的群落多样性，奶

粉样品组内差异较米粉样品小。羊奶粉样品中占绝对优势菌群隶属于厚壁菌门(65.58%)和变形菌门(16.01%)，在属水平上以链球菌属

(24.86%)和乳球菌属(21.44%)为主；而米粉样品中蓝藻菌门(41.79%)占有绝对优势，厚壁菌门(30.99%)和变形菌门(24.48%)次之，推测

主要与两种产品的原料不同有关。另外，沙门氏菌(8.75%)、李斯特氏菌(3.61%)等与食源性疾病相关的细菌种类在米粉样品组中普遍

存在，经组间差异性分析表明与奶粉样品中相应丰度有统计学差异(p<0.05)，提示婴幼儿米粉产品存在潜在的食品安全隐患，其原料

和生产加工环节的质量控制亟需引起生产企业和食品监管部门的重视。 
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Abstract: In order to investigate the bacterial community structure in infant formula milk and rice flour, and provide theoretical basis for 

the quality control and supervision of infant food production, the 16S rRNA V4-V5 regions of bacteria from 14 infant food samples were 

sequenced based on ion torrent PGM platform. A total of 13,805 different OTUs were obtained by sequencing analysis, belonging to 2 kindoms, 

10 phyla, 20 classes, 50 orders, 84 families and 144 genera. The results showed that the bacterial community diversity of the infant milk powder 

samples was higher than that of the rice flour, and the difference within group of milk powder was smaller than that of rice flour. The absolute 

dominant flora in goat milk powder belonged to Fimicutes (65.58%) and Proteobacteria (16.01%) on phylum level, Streptococcus (24.86%) and 

Lactococcus (21.44%) on genus level. While, Cyanobacteria (41.79%) was the most dominant in rice flour samples, followed by Fimicutes 

(30.99%) and Proteobacteria (24.48%), which might be related to the different raw materials of two products. In addition, foodborne pathogens 

such as Salmonella (8.75%) and Listeria (3.61%) existed in most of the rice flour samples, and the difference of abundance was significant 

(p<0.05) between the milk powder and rice flour samples, which indicated that infant rice flour products might have potential food safety risks. 

Therefore, the enterprises and food supervision department should pay more attention to the quality control of infant rice flour production. 
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婴幼儿属于特殊、敏感群体，婴幼儿“口粮”的安

全性至关重要。据国家统计局数据显示，我国已成为 
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与管理 

位居美国之后的世界第二大婴儿配方奶粉消费市场
[1]。近年来，国家颁布了一系列法规制度加强对婴幼

儿配方乳粉生产加工行业的整顿、规范和监管，但对

于婴幼儿米粉、谷物等辅食的监管措施相对滞后[2]。

在婴幼儿食品行业有序化升级阶段，与时俱进地开展

针对这类产品关键性质量安全指标的全面深入研究工

作非常必要[3]。其中，对这类产品中微生物污染的种

类、丰度、分布等方面进行综合检测，以此判断婴幼
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儿食品中是否存在致病、致死或致耐药的细菌是重要

的一个方面，但不只限于国家食品安全标准中明确规

定的致病菌种类，更应以发现未知生物性风险因素作

为目的和重点。 

因此，开展婴幼儿乳粉和辅食中菌群结构研究，

分析其细菌多样性，有利于掌握该类食品中细菌分布

状况，对婴幼儿食品的生产质量控制、卫生监管具有

一定的指导意义。 

在婴幼儿食品的微生物指标监测中，通常采用分

离培养、生化鉴定的方法对群落结构进行研究，但是

目前尚有99%以上的微生物无法在现有实验室条件下

进行培养，传统方法仅能得到微生物群落中极少数信

息而不能真正反映出全部的微生物群落信息[4,5]。而且

这些已灭活或难培养微生物在生产加工过程中产生的

具有极高稳定性耐热脂肪酶、蛋白酶、耐热毒素等代

谢产物可能影响产品品质及风味、增加产品安全性风

险[6]。近年来高通量测序技术不断完善，克服了传统

培养方法的不足，具有成本低、通量大、实时检测等

优点，在分子生物学领域得到了广泛应用[7,8]，其中基

于 16S rRNA 基因的扩增子测序已成为研究微生物群

落多样性和系统进化关系的重要手段。16S rRNA 基

因高通量测序的影响因素主要包括可变区的选择[9]、

测序平台[10]、DNA 提取方法[11]、样品类型[12]等。

FIONA Fouhy 等报道基于 16S rRNA 的 V4-V5可变区

序列和 Ion PGM 平台的组合在模拟细菌组合测序中

得到了最优的结果，而不同 DNA 提取方法对结果影

响差异不大[13]。 

因此，本研究利用 Ion PGM 测序平台对湖北省市

售的婴幼儿配方奶粉、米粉等样品中的细菌 16S rRNA 

V4-V5 区进行测序分析，研究不同种类产品中菌群结

构的异同，从而为评估该类食品微生物污染水平、卫

生质量控制提供基础数据，为产品加工工艺的改进提

供思路。 

1  材料与方法 

1.1  样品与试剂 

从湖北省市场超市、母婴店共采集 14 份婴幼儿

食品样品，其中包括婴幼儿米粉 7 份（编号为

MF_1-MF_7），婴幼儿配方羊奶粉 7 份（编号为

NF_1-NF_7）。 

Takara MiniBEST Universal Genomic DNA 

Extraction Kit，大连宝生物公司；PCR 引物，上海生

工；金牌 Mix PCR 预混液，武汉擎科生物；Ion PGM

文库制备试剂盒、Ion PGM 测序试剂盒、Ion 316 测序

芯片，美国 Thermo Fisher 公司。 

1.2  仪器与设备 

Ion torrent PGM 测序平台，美国 Thermo Fisher 公

司；Bio-Rad C1000 Touch PCR 仪，美国 Bio-rad 公司；

QIAxpert 核酸浓度检测仪、QIAxcel 凝胶电泳系统，

德国 Qiagen 公司；5424R 高速冷冻离心机，德国

Eppendorf 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  细菌基因组 DNA 的提取 

按照 Takara MiniBEST Universal Genomic DNA 

Extraction Kit 说明书操作步骤提取样品中细菌 DNA，

并用 QIAxpert 核酸浓度检测仪测定 DNA 的纯度和浓

度。 

1.3.2  16SrDNA V4-V5区 PCR 扩增及纯化 

针对细菌 16SrDNA 基因 V4-V5可变区，选择通用

特异性引物 515F(5‘-GTGYCAGCMGCCGCGGTA-3’)

和 909R(5‘-CCCCGYCAATTCMTTTRAGT-3’）进行

扩增[14]，扩增时每个样品均使用了不同的条形码序列

（Barcode）标识。PCR 扩增反应条件：98 ℃预变性 2 

min；98 ℃变性 10 s，56 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 40 s，

30 个循环；72 ℃终延伸 5 min。PCR 产物用 1%琼脂

糖凝胶电泳进行鉴定，选择 450 bp 左右 PCR 产物进

行胶回收纯化。回收后的核酸片段进行浓度测定，混

样。 

1.3.3  文库制备、模板制备及高通量测序 

按照文库制备试剂盒说明书，连接接头、修复缺

口，构建文库；利用 Ion One Touch
TM 

2 和 Enrichment 

System 进行测序模板扩增和制备；测序仪初始化、芯

片检测、芯片上样，进行测序，获取测序原始序列。 

1.3.4  生物信息学分析 

利用 Usearch 软件对原始序列进行拼接、Tags 过

滤、去除嵌合体等，得到有效序列（Effective Tags），

并对有效序列在 97%的相似度水平下进行聚类，划分

OTU（operational taxonomic units）；利用 QIIME 平台、

RDP Classifier软件将OTU的代表序列与Silva分类学

数据库进行比对注释物种分类信息，在界、门、纲、

目、科、属等分类学水平上统计各样品群落组成，生

成物种丰度表，再利用R语言工具绘制成群落结构图、

等级丰度曲线等。通过 Alpha 多样性分析研究单个样

品内部的物种多样性，使用 Mothur 软件评估各样品在

97%相似度水平下的 Sobs、ACE、Chao1、Shannon

及 Simpson 指数，绘制样品稀释性曲线；使用 QIIME

软件采用不同算法计算距离矩阵，进行 Beta 多样性分
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析，获得相应距离下的奶粉和米粉两组样品的 PCoA

图、层次聚类树等；利用 R 语言的 stats 包和 Python

语言的 Scipy 包，选用 Welch’s t 检验进行组间物种差

异分析。 

2  结果与讨论 

2.1  菌群丰度及多样性分析 

2.1.1  OTU 分析 

14 个样品测序共获得 946482 条 Clean 序列，

946428 条有效序列（Effective Tags），序列平均长度集

中在 410 bp 左右；其中样品 MF_1 产生的有效序列最

少为 12636 条，样品 MF_5 产生的有效序列最多为

145702 条，每个样品平均产生 67602 条有效序列。对

所有有效序列进行聚类分析，相似度高于 97%划分为

一个 OTU，共获得 13805 个不同的 OTU，隶属于 2

界、10 门、20 纲、50 目、84 科、144 属。其中样品

MF_5 可归类 OTU 数量最少为 1272 个，样品 NF_5

可归类 OTU 数量最多为 5320 个。 

 
图 1 婴幼儿羊奶粉组（NF）和米粉组（MF）OTU Venn图 

Fig.1 OTU Venn figure of infant goat milk powder (NF) and 

rice powder (MF) 

利用 Venn 图可以展示样品之间共有和特有的

OTU 数目，直观地表现出样品间 OTU 的重合情况[15]。

根据不同种类的样品 OTU-Venn（图 1）可以发现，米 

粉和羊奶粉样品共有 OTU 数量为 1965 个，占两者总

序列数的 14.23%，米粉样品特有的 OTU 有 1451 个，

羊奶粉为 10389 个，可见婴幼儿羊奶粉和米粉样品细

菌构成不甚相同，且羊奶粉样品群落结构多样性明显

较米粉样品丰富。 

2.1.2  Alpha 多样性分析 

表 1 样品 Alpha多样性指数统计表 

Table 1 Alpha diversity index  

Sample\Estimators Sobs Shannon Simpson ACE Chao1 Coverage 

MF_1 1533 5.1096 0.0253 2053.90 2129.94 0.98869 

MF_2 1461 5.0597 0.0274 1959.82 1944.89 0.98953 

MF_3 1798 4.7525 0.0527 2410.32 2413.97 0.98614 

MF_4 2018 5.7396 0.0146 2568.96 2520.92 0.98694 

MF_5 1272 4.9719 0.0298 1563.31 1566.15 0.99267 

MF_6 1789 5.4420 0.0157 2303.30 2382.47 0.98754 

MF_7 1639 4.9685 0.0355 2149.12 2203.19 0.98827 

NF_1 2415 4.4225 0.0707 6144.45 4667.07 0.98101 

NF_2 4466 5.5708 0.0597 12332.06 8417.82 0.98348 

NF_3 3118 5.1565 0.0268 8341.66 5995.00 0.98148 

NF_4 4391 5.4284 0.0699 11706.98 8043.74 0.98533 

NF_5 5320 6.1130 0.0295 12809.67 9443.54 0.98542 

NF_6 4539 6.0847 0.0145 12130.98 8767.13 0.98311 

NF_7 2871 4.5842 0.0509 7918.48 5506.84 0.98397 

Alpha 多样性用于分析单个样品内的微生物群落

多样性和丰富度，它有多种衡量指标：Sobs 指数表示

样本中观察到的物种数目，Chao1 和 ACE 指数衡量物

种丰度，Shannon 和 Simpson 指数用于衡量物种多样

性，受群落中各物物种丰度和均匀度的影响[16]。OTU

覆盖率数值越高，则样品中物种被测出的概率越高。

如表 1 所示，所有样品的 OTU 覆盖率均在 98%以上，

说明测序结果可以反应样本中微生物真实情况。样品

NF_5 的 ACE 和 Chao1 指数最高，说明其物种数量最

多，而且其 Shannon 指数最高，Simpson 指数较小，

说明其物种丰度和均匀度最高，即多样性最高；样品

MF_5 的 ACE 和 Chao1 指数最低，说明其物种数量最

少；样品 NF_1 的 Shannon 指数最低，Simpson 指数

最高，其物种多样性最低。 

从样本序列中随机抽取一定数量序列，以抽到的

序列数与其对应的 Shannon 指数构建曲线，用于验证

测序数量是否足以反映样品中的物种多样性[17]。如图

2 所示，当测序量增大时曲线逐渐趋于平坦，若测序
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数据量足够大，OTU 种类不再随着测序量的增加而增

长，说明样品序列充分，可用于数据分析。 

 

图 2 样品 Shannon指数曲线 

Fig.2 Shannon Index curve 

2.2  菌群组成分析 

2.2.1  门水平的菌群分析 

 

图 3 基于门水平的样品细菌群落丰度 

Fig.3 Bacteria community abundance on phylum level 

在门水平上（图 3），7 份羊奶粉样品中占绝对优

势的菌群为厚壁菌门（Firmicutes，65.58%），其次为

变形菌门（Proteobacteria，16.01%），这与马慧敏[6]利

用 PacBio 测序对羊奶粉以及 Zalewskal 等[18]对巴氏杀

菌后羊奶的微生物构成研究结果一致，但是 Mcinnis

等[19]发现羊奶原奶中优势微生物为变形菌门和放线

菌门，而 Zhang 等[20]报道中国关中羊奶的微生物构成

中占绝对优势为变形菌门，其次才是厚壁菌门。虽然

都是羊奶及羊奶制品，结果不一致的原因可能与羊奶

品种、加工操作、生产企业卫生状况等多种因素相关。 

另外，与羊奶粉样品不同的是，本研究中 7 份米

粉样品除了厚壁菌门（ 30.99% ）和变形菌门

（ Proteobacteria ， 24.48% ） 占 优 外 ， 蓝 藻 门

（Cyanobacteria，41.79%）也占有绝对优势，推测主

要与两组样品的原料成分不同密切相关。 

2.2.2  属水平的菌群分析 

在属水平上，米粉和奶粉两组间主要细菌属构成

存在较大的差异，在同组内不同样品间也有一定的差

异。如图 4 所示，7 个奶粉样品中，占比大于 3%的菌

属依次为链球菌属（Streptococcus，24.86%）、乳球菌

属 (Lactococcus ， 21.44%) 、 厌 氧 芽 孢 杆 菌 属

（Anoxybacillus，8.60%）、不动杆菌属（Acinetobacter，

5.30%）、栖热菌属 (Thermus，3.49%)、乳杆菌属

（Lactobacillus，3.55%）。其中，乳球菌属在 NF_4 中

占比最高为 48.96%，链球菌属在 NF_7 中占比最高为

78.23%，乳杆菌属在 NF_6 中占比最高为 16.31%。乳

杆菌属、乳球菌属和链球菌属均为厚壁菌门细菌，是

乳及乳制品生产中重要的有益细菌。Giannino 等[21]对

牛奶中的细菌种类、特有病原微生物及腐败微生物进

行检测后报道，原料乳中主要污染菌属为乳球菌属、

链球菌属和明串珠菌属；Quigley 等[22]对 62 个爱尔兰

干酪进行 454 测序分析微生物群落构成时发现，

Lactococcus 为爱尔兰干酪中主要污染菌属。这些结论

与本研究奶粉中主要污染菌属基本一致。 

除了原料乳中带入的污染微生物之外，加工过程

也是婴幼儿配方奶粉中微生物污染的另一个主要途

径。原料乳在投入生产前会在贮乳罐中储存数小时至

数天，长时间低温状态导致了嗜冷菌的大量繁殖，并

产生耐热性蛋白分解酶、脂肪分解酶和磷脂酶等，嗜

冷菌在后续加工过程中会被高温灭活，因此通过传统

培养方法检测成品乳很难对该类细菌进行监测，但其

产生的耐热酶仍会产生作用，导致乳品腐败变质。较

常见嗜冷菌包括假单胞菌属、不动杆菌属、肠杆菌属、

产碱杆菌、厌氧梭状芽孢杆菌等[23-25]。7 个样品中占

比较高的厌氧芽孢杆菌属和不动杆菌属均属于常见嗜

冷菌范畴，其中样品 YN_1 中厌氧芽孢杆菌属占比

54.62%，推测其原料乳在加工过程中储存时间过长，

导致嗜冷菌大量繁殖。而在样品 YN_5 中发现了致病

菌成分，包括沙门氏菌、不动杆菌、大肠埃希氏菌-

志贺氏菌属，说明该样品存在一定的食品安全风险。 

不同于乳粉样品的是，米粉样品中占比较高的菌

群除了乳球菌属（11.64%）、链球菌属（7.60%）之外，

无法分类的蓝藻细菌占有绝对优势（41.79%）。蓝藻

菌在土壤、水体、植物中广泛存在，米粉样品的主要

原料为大米，而很多蓝藻种类（如念珠藻）与水稻种

植中的固氮作用密不可分，因此大米作为原料加工时

不可避免的带入较多的蓝藻细菌。另一种可能是蓝藻

在水体中过量繁殖，形成水华而导致水稻中含有大量

蓝藻，这些推测有必要在之后的研究中进一步证实。

此外，沙门氏菌属（8.75%）、李斯特氏菌属（3.61%）

和其他无法分类的肠杆菌科（5.99%）细菌在米粉样

品中占比普遍较奶粉样品高，可见米粉样品中的致病

菌质量控制环节较乳粉加工更加薄弱。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.2 

141 

 

图 4 基于属水平的样品细菌群落丰度 

Fig.4 Bacteria community abundance on genus level 

2.2.3  属水平物种丰度聚类热图 

 

图 5 基于属水平的样品物种丰度聚类热图 

Fig.5 Bacteria community abundance heatmap on genus level 

热图是以颜色梯度来表征二维矩阵或表格中的数

据大小，直观地呈现群落物种组成信息。根据物种间

丰度的相似性进行聚类，并将结果呈现在群落热图上，

可使高丰度和低丰度的物种分块聚集，通过颜色变化

与相似程度来反映不同分组在各分类水平上群落组成

的相似性和差异性。图 5 为基于属水平的物种丰度居

前 20 的聚类热图(去除 uclassified 的种属)，右侧图例

为颜色梯度代表的数值，由蓝色到红色表示物种丰度

由低到高，可见每个样品物种丰度不尽相同，但链球

菌属和乳球菌属在所有样品中均有分布，且丰度较高

（均为红色），米粉样品中蓝藻菌丰度较高，与柱状图

结论一致。 

2.3  Beta 多样性分析 

2.3.1  样本层次聚类分析 

选取 Unweighted UniFrac 非加权距离矩阵算法，

采用非加权配对平均法（Unweighted pair-group 

method with arithmetic mean，UPGMA）对样品进行层

次聚类，选择 Average linkage 计算方法，构建聚类树，

用来判断各样品间物种组成的相似性和差异性。由于

环境中微生物复杂多样，物种组成差异较为剧烈，所

以通常采用非加权方法进行分析，非加权算法主要比

较物种的有无，不考虑物种丰度；而 UniFrac 是基于

系统发生树，考虑物种间的进化距离来比较样品间的

物种群落差异[26]。样品聚类树中样品越靠近，枝长越

短，其物种组成越相似。如图 6 所示，米粉样品和奶

粉样品明显分成两个显著不同的类群，说明两组样品

细菌群落组成差异明显。7 份米粉样品被分为两簇，

MF_3、MF_4 和 MF_6 聚为一簇，MF_1、MF_2、MF_5、

MF_7 聚为一簇，其中 MF_3 和 MF_6 距离最近，物

种组成最相似；而 7 份奶粉样品彼此聚集在一起，其

中 NF_4 和 NF_5 距离最近，NF_1 与其他样品距离最

远，说明它与其他奶粉物种组成差异最大。 

 

图 6 基于 OTU水平的层次聚类树 

Fig.6 Hierarchical clustering tree on OTU level 

2.3.2  PCoA 分析 

 
图 7 基于 OTU水平的 3D PCoA分析图 

Fig.7 3D-PCoA on OTU level 

基于 Unweighted Unifrac 非加权距离矩阵算法对

所有样品进行 PCoA 分析，观察个体和组间的物种差

异。结果如图所示，第一主成分（PC1）、第二主成分

（PC2）和第三主成分（PC3）的贡献率分别为 44.12%、

8.14%和 7.4%。坐标图上距离越近的样品，物种组成

相似性越大[27]。整体来看（图 7），奶粉和米粉样品明

显分布于坐标轴的两个区域，在PC1成分上距离较远，

说明两组样品物种组成差异较组内差异大。7 个奶粉

样品组内，NF_1（0.2927，0.0159，0.5073）在 PC3

轴与同组其他样品距离较远，说明其物种差异较组内

其他样品大；7 个米粉样品较奶粉组分布略分散，主

要表现在 PC2 成分上，MF_3\4\6 和 MF_1\2\5\7 分别
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聚在一起，这些与 UPGMA 分析结果一致。 

2.4  组间物种差异分析 

 

 

图 8 基于属水平的 Welch’s t检验条形图 

Fig.8 Welch’s t test bar plot on genus level 

针对奶粉和米粉两组样品，选用适用于两组独立

样本非参数检验的 Welch’s t 检验（Welch’s t test），

对其物种丰度进行显著性差异分析，并用 fdr 对 p 值

进行多重检验校正。如图 8 所示，属水平上物种丰度

均值在 1~10 的样品（去除了 unclassified 种属）差异

显著性检验结果显示，蓝藻细菌、沙门氏菌、不动杆

菌属、李斯特氏菌属在两组样品中存在极显著性差异

（p<0.01）或显著性差异（p<0.05），米粉样品中蓝藻

细菌、沙门氏菌、李斯特氏菌丰度显著高于奶粉，而

奶粉样品的不动杆菌属丰度显著高于米粉样品。沙门

氏菌和李斯特氏菌是食源性致病菌，特别是对婴幼儿

特殊群体具有更高的安全风险，即使在终产品中致病

菌被灭活，生产企业仍应加强对米粉原料和加工环节

的管控，降低致病菌污染风险，同时提示相关部门应

重视对婴幼儿米粉辅食的食品安全监管。不动杆菌属

是原料乳中常见的嗜冷菌，若大量繁殖会影响破坏乳

成分，导致腐败变质[25]，企业应采取积极措施改善加

工工艺，如缩短原料乳 4 ℃存放时间，快速实时监测

原料乳中嗜冷菌的变化情况，防止嗜冷菌对成品乳品

质的影响。 

3  结论 

本研究以婴幼儿羊奶粉及米粉样品为研究对象，

采用二代高通量测序技术对样品中细菌的多样性进行

了研究，结果表明，婴幼儿羊奶粉样品比米粉样品具

有更高的群落多样性，奶粉样品组内差异较米粉样品

小，但两组样品组间物种组成具有显著差异。羊奶粉

样品中占绝对优势菌群隶属于厚壁菌门和变形菌门，

在属水平上以链球菌属和乳球菌属为主；而米粉样品

中蓝藻菌门占有绝对优势，厚壁菌门和变形菌门次之，

推测主要与两种产品的原料不同有关。除此之外，沙

门氏菌、李斯特氏菌等与食源性疾病相关的细菌种类

在米粉样品中普遍存在，与奶粉样品中丰度有显著性

差异（p<0.05），提示婴幼儿米粉产品存在一定的食品

安全隐患，其原料和生产加工环节的质量控制亟需引

起生产企业和食品监管部门的重视。米粉作为婴幼儿

必要的谷物类辅助食品，直接关系到婴幼儿的生命健

康，本研究首次利用高通量测序技术聚焦婴幼儿米粉

微生物污染问题，对米粉产品的工艺改进和市场监管

具有一定的指导意义。 
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