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摘　要 :为提高食品中金黄色葡萄球菌的检测效率 ,用自制兔血浆纤维蛋白原琼脂培养基 (RPF 琼

脂培养基 ,在 Baird2Parker 琼脂培养基中添加兔血浆纤维蛋白原)与Baird2Parker 琼脂检测了 25 份从

市场上挑选的食品 ,部分样品人工添加了金黄色葡萄球菌 ,比较了二者的检测结果。在定性试验

中 ,添加了金黄色葡萄球菌的 1～15 号样品 ,二者均为阳性结果 ,在 10 份自然样品中兔血浆纤维蛋

白原琼脂检出 3 例 ,Baird2Park 琼脂检出 2 例 ,定量试验结果表明 ,二者相关系数为 r = 0198 ,使用

RPF 琼脂可以节省 2Π3 检测时间。基于兔血浆纤维蛋白原琼脂技术的准确性和高效率 ,建议推广

使用。
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Abstract : The effect of self2produced rabbit plasma fibrinogen agar was compared with Baird2Parker agar for

detection of Staphylococcus aureus in 25 food samples selected from market . The results indicate that the self2
produced rabbit plasma fibrinogen agar and Baird2Parker agar were equally effective in 15 artificial test sam2
ples. Three of 10 natural test samples were positive by use of rabbit plasma fibrinogen agar and 2 were positive

by use of Baird2Parker agar in qualitative test . The correlation coefficient in quantitative test between the self2
produced rabbit plasma fibrinogen agar and Baird2Parker agar was 0198. Two thirds of time could be saved in

the test by use of rabbit plasma fibrinogen agar. The result suggest that rabbit plasma fibrinogen agar technique

is suitable for popularisation to detect Staphylococcus aureus in foods due to its accuracy and efficiency.
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　　金黄色葡萄球菌是食品微生物常规检验项目。

检测金黄色葡萄球菌的培养基有十多种 , 其中

Baird2Parker 培养基是应用较广泛的培养基 ,我国食

品微生物检验标准和出口食品微生物检验行业标准

就使用该种培养基 ,[1 ,2 ]但该培养基在发现可疑菌落

后还需要用肉汤培养基增菌后进行凝固酶确证实

验 ,共需要 6 d 时间 ,目前已有金黄色葡萄球菌的多

种快速检测方法。[3 ]
1999 年国际标准化组织颁布了

应用琼脂技术检测食品和动物饲料中凝固酶阳性葡

萄球菌计数方法 ,[5 ] 我们参照 ISO 6888 研制了兔血

浆纤维蛋白原琼脂培养基 ( RPF 琼脂培养基 ,在

Baird2Parker 琼脂培养基中添加兔血浆纤维蛋白

原) ,并用制备的 RPF 琼脂和 Baird2Parker 培养基检

测了 25 份食物样品 ,并进行了比较 ,部分样品还与

卵黄甘露醇高盐琼脂检测结果进行了比较 ,结果报

告如下。

1 　材料和方法

111 　试验菌株 　金黄色葡萄球菌 ( Staphylococcus

aureus) 26112、189 ,26113 ,其中 26112、189 菌株血浆

凝固酶为阳性 ,26113 菌株血浆凝固酶为阴性 ,均购

自中国药品生物制品检定所。试验菌株均于胰酪胨

大豆肉汤中 35 ℃培养 24 h , 比浊法计数约 10
8

CFU Πml ,用灭菌磷酸盐缓冲液 (PBS) 进行 10 倍稀释

至 10
- 3 。

112 　试剂 　Baird2Parker 培养基基础 ,冻干卵黄 ,高

盐甘露醇琼脂基础 ,北京陆桥技术公司生产。胰酶

抑制剂 ,sigma ;亚碲酸钾 ,北京市中联特化工有限公

司。

11211 　RPF 琼脂增补剂制备 　牛纤维蛋白原[4 ] 无
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菌采集新鲜牛血 ,加入抗凝剂 (4 % 枸橼酸钠溶液与

血液比例为 1∶9) ,4 ℃2 500 rΠmin 离心 10min ,去除

血球 ,收集血浆 ,用 0101 N HCl 或 0101 N NaOH调整

pH值至 712 ,预冷至 - 3 ℃(用氯化钙、碎冰块调节温

度) ,在该温度下冷乙醇至 8 % ,边滴加边搅拌 ,静置

10 min , 4 ℃5 000 rΠmin 离心 15 min ,收集沉淀 ,加入

生理盐水和适量的稳定剂 (每克蛋白质用 0116 mmol

辛酸钠) ,分装 ,冻干 ,以上程序可参照《冻干人纤维

蛋白原制造及检定规程》和《人血白蛋白 (低温乙醇

法)制造及检定规程》。兔血浆制备 心脏采血 ,参照

SN 0172 —1992 标准。[2 ]

11212 　培养基制备 　Baird2Parker 培养基、卵黄甘露

醇高盐琼脂配制按厂家说明书使用。RPF 琼脂配制

在符合 GB 4789128 中 416 规定的 Baird2Parker 基础

上 ,加入规定量 90 %的蒸馏水 ,加热溶解 ,121 ℃高

压 15 min ,晾至 50 ℃时 ,每 100 ml Baird2Parker 基础

添加 10 ml RPF 增补剂 (增补剂含纤维蛋白原 015 g、

兔血浆 5 ml、亚碲酸钾 215 mg ,胰酶抑制剂 215 mg ,

用 10 %体积培养基的无菌水溶解) ,轻轻摇匀 ,倾注

直径 90 mm 平皿 ,每块约 15 ml ,室温凝固后备用 ,培

养基为浅黄色半透明固体。

113 　试验样品 　按照各国要求检验金黄色葡萄球

菌项目的食品种类随机从超市购买 ,其中生肉类 7

份 ,肉类制品 5 份 ,豆制品 3 份 ,水产品 3 份 ,调味品

2 份 ,乳制品 1 份 ,其它食品 4 份 (包括罐头、薯片、

冷冻饭团、玉米羹) ,共 25 份。称取 25 g 固体试样

(液体试样吸取 25 ml) ,加入 225 ml 灭菌生理盐水均

质 ,制成混悬液 ,参照 GB 4789110 —1994。在 1～5

号试样中各添加 10
- 2 培养物稀释液 011 ml ,6～10

号试样中各添加 10 - 3培养物稀释液 011 ml ,11～15

号试样各添加 10 - 4培养物稀释液 011 ml ,混合均匀 ,

16～25 号试样为自然样品。

114 　定性实验　吸取 1∶10 试样混悬液 5 ml ,接种

于 50 ml 胰酪胨大豆肉汤中 ,36 ℃培养 24 h ,分别划

线接种于 RPF 琼脂、Baird2Parker 琼脂平板 ,部分试

样接种了卵黄甘露醇高盐琼脂 ,于 36 ℃培养 24～48

h ,观察结果 ,在 RPF 琼脂上呈黑色菌落 ,带有 3 mm

大小的纤维蛋白沉淀圈的菌落为金黄色葡萄球菌典

型菌落。对 Baird2Parker 琼脂平板和卵黄甘露醇高

盐琼脂上生长的典型菌落则按国标方法进一步通过

血浆凝固酶试验确证 ,每份试样统计阴性和阳性结

果。

115 　定量实验　吸取 1 ml 1∶10 试样稀释液滴加于

3 块 RPF 琼脂、Baird2Parker 琼脂平板 ,部分试样接种

了卵黄甘露醇高盐琼脂平板 ,用 L 棒涂布均匀 ,于

36 ℃培养 24～48 h ,在 RPF 琼脂上统计黑色并带有

3 mm 大小的纤维蛋白沉淀圈的金黄色葡萄球菌典

型菌落 ,Baird2Parker 琼脂平板和卵黄甘露醇高盐琼

脂平板上典型菌落再进行确证实验 ,计数 ,为便于比

较 ,将结果换算成以 10 为底的对数单位。

2 　结果

211 　定性实验 　在 25 份样品中 ,RPF 琼脂培养基

共检出 18 例阳性 ,Baird2Parker 琼脂检出 17 例 ,卵黄

甘露醇高盐琼脂检测结果基本一致 ,其中添加了金

黄色葡萄球菌的 1～15 号样品 , RPF 琼脂和 Baird2
Park 琼脂均为阳性结果 ,在 10 份自然试样中 RPF 琼

脂检出 3 例 ,样品编号 21、23、25 ,Baird2Park 琼脂检

出 2 例 ,样品编号 21、23 (结果见表 1) 。

212 　定量实验 　在 15 份添加了金黄色葡萄球菌样

品中 ,1～5 号样品含 150～250 CFUΠml ,6～10 号样

品含 10 ～ 50 CFUΠml , 11 ～ 15 号样品含 1 ～ 10

CFUΠml。RPF 琼脂和 Baird2Parker 琼脂检测结果一

致 ,具有很好的相关性 (见图 1) ,但也有区别 ,在对

数值 2 以下 (菌落数 100 CFUΠg) ,RPF 琼脂生长的菌

落数多于 Baird2Parker 培养基 ,分析结果见表 2。卵

黄甘露醇高盐琼脂检测结果与二者差异无明显性。

表 1 　定性实验结果

序号 样品名称
培养基

RPF agar Baird2Parker MSEY

1 牛肉干 + + +

2 猪肉松 + + +

3 臭豆腐 + + Π

4 金枪鱼罐头 + + Π

5 香肠 + + Π

6 火腿 + + +

7 豆腐卷 + + Π

8 奶酪 + + +

9 番茄酱 + + Π

10 沙拉酱 + + Π

11 日本豆腐 + + +

12 曼鱼饭团 + + +

13 薯片 + + +

14 瘦猪肉馅 + + Π

15 扇贝 + + Π

16 安康鱼 - - Π

17 鸡胗 - - +

18 蟹肉棒 - - -

19 牛肉馅 - - -

20 玉米羹 - - -

21 五香小肚 + + +

22 猪肝 - - -

23 羊肉串 + + Π

24 羊肉馅 - - -

25 羊肉串 + - Π

注 :“+ ”为阳性 ,“ - ”为阴性 ,“Π”为未进行试验。RPF agar 为兔血浆

纤维蛋白原琼脂 ;MSEY为卵黄甘露醇高盐琼脂。
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图 1 　兔血浆牛纤维蛋白原琼脂和

Baird2parker 培养基检测 25 份食品中金黄色

葡萄球菌的相关性 ( r = 0198) 。

表 2 　RPF 琼脂和 Baird2Parker 培养基检测结果区别

菌落数对数值

0109～1100 1100～2100 > 2100
样品总数

Nrpf < Nbp 2 2 3 7

Nrpf > Nbp 3 3 1 7

Nrpf = Nbp 10 0 1 11

3 　讨论

311 　Baird2parker 是检测食品中金黄色葡萄球菌最

常用的培养基 ,其优点表现在对食品加工过程中受

到损伤的金黄色葡萄球菌具有较高的回收率 ,
[6 ] 但

不能检测出对卵黄反应阴性的金黄色葡萄球菌 ,典

型菌落需要进一步增菌后用凝固酶实验确证 ,多花

费 2 d 时间。

312 　金黄色葡萄球菌在自制的 RPF 琼脂生长后 ,

还原亚碲酸钾呈黑色菌落 ,通过凝固酶的作用 ,水溶

性纤维蛋白原成为不溶性纤维蛋白 ,在菌落周围形

成沉淀 ,出现 3 mm 大小的白色圈 ,菌落特征明显 ,

无论定性和定量检测实验 , 自制的 RPF 琼脂与

Baird2parker 具有很好的一致性和相关性 ,说明自制

的兔血浆纤维蛋白原增补剂达到了实验要求。实验

中金黄色葡萄球菌产生的白色沉淀圈大小不均一 ,

这主要取决于细菌产生凝固酶的强弱 ,本实验中金

黄色葡萄球菌菌株 26112 沉淀圈大于 189 (结果见图

2) ,而 26113 则无沉淀圈 ,结果与试管凝集法的结果

一致 (分别为 4 个加号、2 个加号和不凝集) 。

313 　在特异性方面 ,本文虽未进行试验 ,但据文献

报道 ,
[8 ]

RPF 琼脂检测金黄色葡萄球菌的假阳性率

仅为 1 % ,主要来自中间葡萄球菌 ,自然界中中间葡

萄球菌仅占葡萄球菌属的 1 % ;假阴性率为 2 % ,主

　　　　　　　

要是金黄色葡萄球菌并非 100 %都产生凝固酶 ,而

且强弱不同。

左上、左下为 26112 菌株 2 次实验结果 ,

右上和左下为同一块平板 ,右下为 189 菌株。

图 2 　金黄色葡萄球菌在 RPF琼脂上 36 ℃48 h 生长情况

314 　利用 RPF 琼脂技术检测肉及肉制品、豆制品、

水产品等食品中金黄色葡萄球菌 ,直接计数法和定

性检测分别在 24 h 和 48 h 内得出结果 ,基于其准确

性和高效率 (节省三分之二时间) ,应尽快推广应用。
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