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［摘　 要］ 　 为探讨实验动物粪便中金黄色葡萄球菌和沙门菌的检测方法，试验比较了国标的方法、

ＡＴＢ 生化鉴定试纸条、ｒＲＮＡ 测序分析对样品的检测结果，发现生化鉴定试纸条和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分

析均可以准确、高效地检测出沙门菌和金黄色葡萄球菌，而参考国标的方法，有些金黄色葡萄球菌

和沙门菌的鉴定结果与国标不一致。 试验表明，用 ＡＴＢ 生化鉴定试纸条和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析检测

沙门菌和金黄色葡萄球菌及其他菌的方法更可靠。
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　 　 金黄色葡萄球菌为革兰氏阳性球菌，可寄生于

牛、猪、兔、鸡和人等。 在实验动物中，家兔最为敏

感，豚鼠、大鼠、小鼠也可感染发病［１］。 沙门菌为革

兰氏阴性杆菌，可以引起多种动物的肠道感染，因
此沙门菌病又称“副伤寒”或“肠道病” ［２］。 金黄色

葡萄球菌和沙门菌检验是实验动物粪便微生物检

验、化妆品微生物检验、食品微生物检验中的重要

检验参数，对实验动物和人类健康均具有十分重要

的公共卫生学意义。 两种菌的传统检验主要靠细

菌的形态、培养特性、生化特性、血清学特性等，方
法繁琐、耗时较长，且受检验人员能力和经验等因

素的影响。 随着分子生物学技术研究的深入和发

展，ＰＣＲ 指纹图谱、核酸杂交、１６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析、
脉冲场凝胶电泳等技术也逐渐在细菌鉴定中应用。
本研究结合现代化的生化鉴定仪器及分子生物学

方法，比较了不同方法鉴定结果的准确性，并制定

了本实验室微生物鉴定程序。
１　 材料与方法

１． １　 样品　 含金黄色葡萄球菌和沙门菌的粪便盲

样，编号为 ００４１、００６５、０１１０、０１７９、０１９４，由中国食

品药品检定研究院提供。
１． ２　 培养基及试剂 　 ＳＳ 琼脂平板、Ｂａｉｒｄ － Ｐａｒｋｅｒ
平板、马丁琼脂血平板、冻干兔血浆、革兰氏染色试

剂盒均购自青岛海博生物技术有限公司；马丁肉

汤、普通肉汤购自北京中海生物科技有限公司；裂
解血细胞全血由中国兽医药品监察所细菌制品检

测室制备；健康牛血清购自 ｇｉｂｃｏ 公司； ２７Ｆ 和

１４９２Ｒ 引物合成及 ＰＣＲ 产物测序由华大基因完成；
ＰＣＲ ２ × ｂｕｆｆｅｒ ｍｉｘ 购自 ＴａＫａＲａ；ＡＴＢ ＩＤ３２Ｅ 肠杆菌

科和其他革兰氏阴性杆菌鉴定试纸条、Ｓｔａｐｈ 葡萄

球菌和微球菌鉴定试纸条购自生物梅里埃法国股

份有限公司。
１． ３　 细菌分离纯化及形态检查　 将粪便样品分别

用生理盐水溶解后，用接种环挑取少量菌液划线接

种含 ０． ４％ 裂解血细胞全血和 １０％ 血清的马丁琼

脂平板，３７ ℃培养 ２４ ｈ，观察是否纯粹生长，如果

生长出形态不同的菌落，分别挑取单菌落划线接种

上述马丁琼脂平板，对纯化的菌落分别革兰氏染

色，观察细菌形态，同时将溶解后的粪便样品接种

含 １０％ 血清的马丁肉汤、普通肉汤，３７ ℃ 培养

１８ ｈ，观察在液体培养基中的生长特性。
１． ４　 国标法　 参考 ＧＢ ／ Ｔ１４９２６． １４ － ２００１ 金黄色

葡萄球菌检测方法［３］，将样品接种于高盐甘露醇培

养基，３７ ℃培养 １８ ～ ２４ ｈ，挑取 １ ｍｍ 左右、黄色且

周边培养基由红变黄的菌落接种血琼脂平板，３７
℃培养 １８ ～ ２４ ｈ，形成白色或者金黄色不透明、表
面光滑、周围有 β 容血环的菌落，且甘露醇发酵试

验和血浆凝固酶试验阳性的，即可判定为金黄色葡

萄球菌。 参考 ＧＢ ／ Ｔ１４９２６． １ － ２００１ 沙门菌检测

法［４］，将样品接种于 ＳＳ 培养基，挑取可疑菌落接种

ＫＩ、Ｈ２Ｓ、靛基质、尿素，赖氨酸脱羧培养基，３７ ℃培养

１８ ～２４ ｈ，再结合革兰氏染色及血凝试验综合判定。
１． ５　 生化试纸条鉴定法　 按照 １． ３ 项的方法纯化

出样品中含有的细菌并进行细菌形态检查，用 ＡＴＢ
ＩＤ３２Ｅ 生化鉴定试纸条对革兰氏阴性杆菌进行生

化鉴定，用 Ｓｔａｐｈ 生化鉴定试纸条对革兰氏阳性菌

进行生化鉴定。
１． ６　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析法 　 将按照 １． ３ 项纯化

的菌落用细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的通用引物 ２７Ｆ 和 １４９２Ｒ
扩增，ＰＣＲ 反应程序为 ９８ ℃ １ ｍｉｎ，９８ ℃ １０ ｓ，５６
℃１０ ｓ，７２ ℃ ２ ｍｉｎ，３０ 个循环后 ７２ ℃ １０ ｍｉｎ，将扩

增片段测序，在 ＧｅｎＢａｎｋ 中比对，确定细菌类别。
１． ７　 鉴别检验　 根据金黄色葡萄球菌有耐高盐及

在 ＢＰ 平板上的特殊的菌落形态，将样品接种于含

７． ５％ ＮａＣｌ 的肉汤培养基，３７ ℃ １７０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培

养 ２４ ｈ，同时将样品接种于 ＢＰ 琼脂平板，３７ ℃培

养 ２４ ｈ，可以筛选金黄色葡萄球菌［５］。
２　 结果与分析

２． １　 细菌分离纯化及形态检查　 结果见表 １。 经

检定，编号为 ０１１０ 的样品和 ０１７９ 的样品中均有 ２
种不同形态的细生长，编号为 ００４１、００６５、０１９４ 的

样品均纯粹生长，均为一种细菌，００６５ 样品在加入

１０％血清的马丁肉汤生长后沉淀到试管底部，上层

培养基澄清，在普通肉汤中均匀混浊生长。
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表 １　 样品中细菌分离纯化及细菌形态检查结果

Ｔａｂ １　 Ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
编号 纯粹检验 菌落形态 马丁肉汤 普通肉汤 革兰氏染色

００４１ 纯粹
薄膜状扩散，甚至厚薄交替呈层层波状
的同心环样菌苔，４５°折光观察有蓝色
荧光。

均匀混浊生长 均匀混浊生长 Ｇ － 杆菌

００６５ 纯粹 光滑圆润灰白色菌落 上清澄清，底部有沉淀 均匀混浊生长 Ｇ ＋ 球菌

０１１０ ２ 种菌落
０１１０ － １ 光滑圆润灰白色菌落 ０１１０ － ２
光滑圆润半透明菌落

均匀混浊生长 均匀混浊生长
０１１０ － １、０１１０ － ２

均为 Ｇ ＋ 球菌

０１７９ ２ 种菌落
０１７９ － １ 薄膜状扩散，甚至厚薄交替呈
层层波状的同心环样菌苔，４５ 度折光
观察有蓝色荧光。

均匀混浊生长 均匀混浊生长
０１７９ － １ Ｇ － 杆菌，
０１７９ － ２ Ｇ ＋ 球菌

０１９４ 纯粹
０１７９ － ２ 光滑圆润灰白色菌落光滑圆润
灰白色菌落，菌落大小比 ００６５ 的大

均匀混浊生长 均匀混浊生长 Ｇ ＋ 杆菌

２． ２　 生化鉴定　 表 ２ 结果显示，００４１、００６５、０１１０ － １、
０１１０ － ２、０１７９ － １、０１７９ － ２、０１９４ 样品的鉴定结论

均为好或极好，结果可信。
２． ３ 　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析 　 将分离纯化的细菌分

别扩增 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列，均扩增出大小约 １５００ ｂｐ 的

表 ２　 生化鉴定结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
编号 试纸条 结果 判定

００４１ ＩＤ３２Ｅ 摩根菌 极好的鉴定结果

００６５ Ｓｔａｐｈ 金黄色葡萄球菌 好的鉴定结果

０１１０ － １ Ｓｔａｐｈ 金黄色葡萄球菌 好的鉴定结果

０１１０ － ２ Ｓｔａｐｈ 木糖葡萄球菌 好的鉴定结果

０１７９ － １ ＩＤ３２Ｅ 摩根菌 极好的鉴定结果

０１７９ － ２ Ｓｔａｐｈ 金黄色葡萄球菌 好的鉴定结果

０１９４ ＩＤ３２Ｅ 猪霍乱沙门菌 极好的鉴定结果

条带，经测序比对，样品中含有的细菌类别见表 ３。
２． ４　 国标法　 金黄色葡萄球菌的检测根据国家标

准的方案鉴定结果见表 ４。 沙门菌的检测根据国标

的方法所有的样品在 ＳＳ 培养基上生长均未长出无

色半透明的菌落，因此未进行下去。

表 ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列比对结果

Ｔａｂ ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
编号 比对结果

００４１ 摩根菌

００６５ 金黄色葡萄球菌

０１１０ － １ 金黄色葡萄球菌

０１１０ － ２ 木糖葡萄球菌

０１７９ － １ 摩根菌

０１７９ － ２ 金黄色葡萄球菌

０１９４ 猪霍乱沙门菌

表 ４　 金黄色葡萄球菌的检测结果

Ｔａｂ ４　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ
编号 高盐甘露醇培养基平板 鲜血琼脂平板 血浆凝固酶发酵试验 甘露醇发酵试验 金黄色葡萄球菌结果判定

００４１ 红色菌落 溶血 － － －

００６５ 黄色菌落 溶血 ＋ ＋ ＋

０１１０ 灰白色和金黄色两种菌落，
培养基均变黄

两种菌均溶血 － ＋ －

０１７９ 黄色菌落和红色菌落，黄色
菌落培养基周边变黄， 两种菌均溶血 ＋ ＋ ＋

０１９４ 未生长 不溶血 － － －

·８１·
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２． ５　 鉴别检验　 ５ 份样品在 ７． ５％ ＮａＣｌ 肉汤培养

基中 ３７ ℃ １７０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １６ ｈ 后无菌生长，延长

培养至 ２４ ｈ，菌液均匀混浊，挑取菌液划线接种高

盐甘露醇培养基，００４１ 和 ０１１０ 样品生长出黄色圆

形菌落，００６５、０１９４ 和 ０１７９ 样品均生长出黄色水滴

状的菌落，经鉴定，黄色水滴状菌落为地衣芽孢杆

菌，说明样品中的金黄色葡萄球菌在高盐肉汤培养

基中不生长。 将样品按照 １． ３ 项纯化后经革兰氏

染色阳性球菌接种 Ｂａｉｒｄ － Ｐａｒｋｅｒ 平板，结果显示

００６５ 和 ０１１０ 样品中的灰白色菌落和 ０１７９ 样品中

的革兰氏阳性球菌为圆形、光滑、凸起、湿润、灰色

或黑色、周围有浑浊带，在其外层有一透明带，符合

大部分金黄色葡萄球菌的特征。 ０１１０ 样品中黄色

菌落接种 Ｂａｉｒｄ － Ｐａｒｋｅｒ 培养基后菌落形态为黑色

光滑菌落，周边无不透明圈，结果见表 ５。

表 ５　 鉴别检验结果

Ｔａｂ ５　 Ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
编号 高盐肉汤 高盐甘露醇平板 Ｂａｉｒｄ － Ｐａｒｋｅｒ 平板

００４１

００６５

０１１０ － １

０１１０ － ２

０１７９ － １

０１７９ － ２

０１９４

８ ｈ 内未生长，
２４ ｈ 后均匀
浑浊生长

黄色圆形菌落

黄色水滴状菌苔

黄色圆形菌落

黄色水滴状菌苔

黄色水滴状菌苔

／

圆形、光滑、凸起、湿润、黑色、周围有浑浊带，在其外层有一透明带

圆形、光滑、凸起、湿润、黑色、周围有浑浊带，在其外层有一透明带

圆形、光滑、凸起、湿润、黑色、周围无浑浊带，无透明带

／

圆形、光滑、凸起、湿润、黑色、周围有浑浊带，在其外层有一透明带

／

３． ６　 检验结果报告 　 根据国家标准检测，用生化

检定试纸条检测和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析法检测样品

中金黄色葡萄球菌和沙门菌的结果见表 ６。 国家标

准的方法无法将 ０１９４ 样品中的沙门菌检测出，也
无法将 ０１１０ 样品中的金黄色葡萄球菌检测出。

表 ６　 ３ 种检测方法检验结果比较

Ｔａｂ ６　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｍｐａｒｅ ｏｆ ３ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

编号
国家标准 生化鉴定 １６Ｓ ｒＲＮＡ

沙门菌 金黄色葡萄球菌 沙门菌 金黄色葡萄球菌 沙门菌 金黄色葡萄球菌

００４１ － － － － － －

００６５ － ＋ － ＋ － ＋

０１１０ － － － ＋ － ＋

０１７９ － ＋ － ＋ － ＋

０１９４ － － ＋ － ＋ －

３　 讨论与结论

中国食品药品检定研究院组织的能力验证项

目———实验动物粪便中金黄色葡萄球菌和沙门菌

的检验，不限定方法，提供的作业指导书为实验动

物粪便中微生物检测国家标准（２００１ 年）。 本检验

参考国家标准存在以下问题：沙门菌和在 ＳＳ 培养
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中国兽药杂志 ２０２０ 年 １ 月第 ５４ 卷第 １ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

基上生长的形态为粉红色菌落，与国家标准描述的

无色半透明菌落不一致；０１１０ 样品中的金黄色葡萄

球菌不凝固兔血浆。 根据国家标准判定不能准确

检出样品中的细菌。 文献报道的可用于金黄色葡

萄球菌鉴别检验的培养特性，如耐高盐、血浆凝固

酶阳性或在 Ｂａｉｒｄ － Ｐａｒｋｅｒ 平板上生长特性，是大部

分而不是全部金黄色葡萄球菌具有的特性，不含血

浆凝固酶的金黄色葡萄球菌血浆凝固酶试验阴性，
不分解脂肪的金黄色葡萄球菌在 Ｂａｉｒｄ － Ｐａｒｋｅｒ 平
板上的生长形态为圆形、光滑、凸起、湿润、黑色、周
围有浑浊带，在其外层有一透明带［１，５］。

随着科学技术的不断发展，新的微生物鉴定技

术也不断出现，尤其分子生物学的方法的不断发

展，其快速、准确的优势不断得到认可，如化妆品出

入境检疫的行业标准中已应用 ＰＣＲ 方法［６］。 另外

生化鉴定结合仪器及数据库的应用，也能为细菌的

鉴定提供科学有效的方法［７］。 本研究的数据可以

为化妆品中微生物检验、食品中微生物和实验动物

清洁度控制的国家标准和行业标准的修订提供参

考数据。
供样单位制备样品的粪便为 ＳＰＦ 大鼠的粪便，

粪便未经灭菌处理，在粪便中添加沙门菌、金黄色

葡萄球菌、木糖葡萄球菌及摩根菌等制备而成。 样

品 ０１１０ 中未添加金黄色葡萄球菌，而本实验室检

出的金黄色葡萄球菌可能为大鼠粪便中本身携带

的金黄色葡萄球菌，因此其细菌特性与添加的金黄

色葡萄球菌的特性不一致，本结果与供样单位对留

存样品再测结果一致。
本试验总结出的检验方法如下：首先将样品溶

解后接种营养成分比较丰富的马丁琼脂平板（含
０． １％裂解血和 １０％ 健康动物血清），将样品中含

有的菌尽量全部培养起来，观察菌落形态，判定样

品中的细菌是否纯粹，如果有一种以上不同形态的

菌，分别挑取不同形态的菌划线接种平板，纯化培

养后对细菌分别进行鉴定。 先对纯化的细菌进行

革兰氏染色，观察细菌形态，如果为革兰氏阴性杆

菌则用 ＡＴＢ ＩＤ３２Ｅ 试纸条进行生化鉴定，如果为革

兰氏阳性球菌，则选择 Ｓｔａｐｈ 试纸条进行生化鉴定，

或者对纯化出的菌用 ２７Ｆ 和 １４９２Ｒ 引物对扩增细

菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ，扩增出的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的序

列比对，即可得知细菌的属种。 该检验方法较简单

快速准确可行。
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