
e>=UQ2a>UXSU琼脂上被抑制的金黄色葡萄球菌的筛选与特征研究!!!于海瑶"等 ! ’!""" !

) 5 *"J?S.@SZ"V8.US=SUG$:STS8T=?@ ?9B)-)C2-+,AS@?AU?M] ;>@Q ;;
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e>=UQ2a>UXSU琼脂上被抑制的金黄色葡萄球菌的筛选与特征研究

于海瑶!!#!骆海朋#!任秀#!张庆生#!丁宏#!孟庆群!!王玉杰!!雷晓利!!崔生辉#
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摘"要!目的"对在 e>=UQ2a>UXSU琼脂平板上被抑制的金黄色葡萄球菌#以下简称金葡菌$的遗传特征进行深入研

究!并提出针对性检验措施" 方法"通过对 !#4 株不同来源的金葡菌和 3 株金葡菌标准菌株在 e>=UQ2a>UXSU琼脂平

板上进行测试!筛选在 e>=UQ2a>UXSU琼脂平板上被抑制的金葡菌!并对菌株的遗传特征进行分析!同时检测

e>=UQ2a>UXSU琼 脂平板中的抑菌成分对金葡菌的抑制作用" 结果"- 株分离自北京猪肉馅中的菌株和金葡菌标准

菌株#HZHH#%!!#$在 e>=UQ2a>UXSU琼脂上生长率低于万分之一!e>=UQ2a>UXSU琼脂基础培养基中添加甘氨酸

#!#)& A6E$可明显抑制这 1 株金葡菌的生长!而六水合氯化锂#’)& A6E$’丙酮酸钠#!&)& A6E$和卵黄亚碲酸钾

#’& WN$的添加对这 1 株金葡菌的生长没有明显影响%这 1 株菌在高盐甘露醇琼脂和科马嘉显色平板上的生长率

均高于 %&*%脉冲场电泳#aLBG$分析发现!北京来源的 - 株金葡菌为同一 aLBG型别!与标准菌株#HZHH#%!!#$

存在明显差异" 结论"为保证食品安全国家标准检验方法 Be1435)!&(#&!& 对不同金葡菌计数的覆盖性!计数

检验过程中应使用两种或两种以上金葡菌选择性平板"
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""金黄色葡萄球菌#以下简称金葡菌$是世界范
围内引起社区人群食物中毒的重要食源性病原菌
之一"该菌多是通过养殖(种植(屠宰(加工等环节
的交叉污染"进入食品生产企业(餐饮单位和家庭
厨房等场所伺机污染即食食品"并在适宜条件下产
生金葡菌肠毒素而引起个体发病+ 鉴于金葡菌是
全球食物中毒暴发最为常见的致病菌之一 )!2#* "#&!-

年实施的 Be#55#!!#&!- ,食品安全国家标准 食
品中致病菌限量- )-*中"对金葡菌在 !! 类食品中的
污染限量均进行了规定"且在该标准中指定金葡菌
的检测方法为 Be1435)!&!#&!& ,食品安全国家
标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验- )1*

中的第二法+ 在 Be1435)!&!#&!& 第二法中"直接
通过将食品均质液涂布于 e>=UQ2a>UXSU琼脂平板上
进行培养计数"而后用血浆凝固酶试验对可疑菌落
进行确认+ 虽然 e>=UQ2a>UXSU琼脂用于金葡菌的检
测已有数十年的历史 )’24* "是目前大量国际规范中
常用的金葡菌检测用培养基"但金葡菌的种内构成
极其复杂"即使在生化表型上"不同的金葡菌也存
在很大的差异"仅仅依赖 e>=UQ2a>UXSU琼脂平板法"

难免会出现漏检的风险+ 鉴于Be1435)!&!#&!&

是我国强制执行的食品安全国家标准检验方法"其
特异性和灵敏度会严重影响不同种类食品安全检
验结果的获取与应用"不同研究机构针对 e>=UQ2
a>UXSU琼脂在食品中金葡菌计数检验方法进行了深
入的对比研究 )325* +

本研究通过对不同来源收集的金葡菌在
e>=UQ2a>UXSU琼 脂平板上的生长率进行分析"发现
少数金葡菌菌株在该平板上几乎不能生长"并针对
这些菌株的遗传特征进行了深入研究"提出针对这
类菌株检验的实用措施+

!"材料与方法
!)!"材料
!)!)!"菌株

本研究使用 !#4 株从北京(陕西(广东等地区肉
馅中分离的金葡菌#见表 !$和 3 株金葡菌标准菌株
#HZHH#%!!#( 0RHH#5#!-(HZHH#%&&-( 0RHH#5#!-(
0RHH#%!!!( KHRH!&4&3( 0RHH#’5#- 和 HZHH
#%&45"均购自中国食品药品检定研究院$进行分析
研究+

表 !"试验用金葡菌菌株信息
R>YNS!";@9?UW>T=?@ ?9"#$%&’()*)**+,$+-.+,PTU>=@P9?UTSPT=@A

菌株来源 地区 菌株数6株
猪肉 北京 5%

猪肉 陕西宝鸡 !1

猪肉 陕西汉中 5

鸡肉 陕西渭南 1

鸡肉 广东广州 1

!)!)#"主要仪器与试剂
恒温培养箱(全自动微生物螺旋加样系统#西

班牙 ;CE$ (恒温培养箱(高压灭菌器&胰蛋白胨大
豆琼脂#RV0$培养基(水解酪蛋白 #ZJ$培养基(
e>=UQ2a>UXSU琼脂(胰蛋白胨(酵母粉(牛肉粉(卵黄
亚碲酸钾(高盐甘露醇琼脂(琼脂均购自美国 e:"
科马嘉显色琼脂#郑州博赛公司$ "血浆凝固酶#北
京三药科技开发公司$ "0a;VT>].O;:鉴定条 #北
京威泰克公司$ "aH/检测用相关试剂 #大连宝生
生物科技有限公司$ "甘氨酸(氯化锂(丙酮酸钠"
"4$ ;限制性内切酶#KS\G@AN>@Q e=?N>Y 北京有限
公司$ +
!)#"方法
!)#)!"e>=UQ2a>UXSU琼脂上被抑制金葡菌的筛选

取 !#4 株不同来源金葡菌和 3 株标准菌株的新
鲜 ZJ平板培养物"用无菌生理盐水将培养物调成
!)& ZHL菌悬液"并对菌悬液进行梯度稀释"选取浓
度约为 !)& n!&1 HLC6WN菌悬液作为待测液"用螺旋
涂布仪分别在 e>=UQ2a>UXSU琼脂和 RV0平板上进行
涂布"于 -% (培养 ## f13 . 后"按Be1435)#3!#&!-
,食品安全国家标准 食品微生物学检验 培养基和
试剂的质量要求 - )!&* 中推荐方法计算不同菌株
的生长率+
!)#)#"e>=UQ2a>UXSU琼脂上被抑制金葡菌的确认

对生长率不足 &)4*的菌株用 !)#)! 方法重新
测试进行确认"而后对筛选出的在 e>=UQ2a>UXSU琼
脂上被抑制金葡菌用血浆凝固酶(0a;VT>].O;:鉴
定条和 aH/方法扩增 3+*作进一步种属确认 )!!* "将
确认后的菌株均于 l3& (储存备用+
!)#)-"e>=UQ2a>UXSU琼脂中不同抑菌成分的筛选

参照 Be1435)!&!#&!& )1* 中 e>=UQ2a>UXSU琼
脂培养基制备方法"以胰蛋白胨#!& A6E$ (酵母粉
#!)& A6E$ (牛肉粉 #’)& A6E$和琼脂 # #& A6E$作
为基础培养基"分别依次添加甘氨酸#!#)& A6E$ (
六水合氯化锂#’)& A6E$ (丙酮酸钠#!&)& A6E$和
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卵黄亚碲酸钾#’& WN$ "并调节 ]J至#4)& r&)#$ "
制备测 试 用 培 养 基+ 取 !)#)# 方 法 确 认 的 在
e>=UQ2a>UXSU琼脂上被抑制金葡菌新鲜 ZJ平板培
养物"按 !)#)! 方法测试不同菌株在不同测试培
养基上的生长率+
!)#)1"最低抑菌浓度#Z;HP$的测定

参考 HEV;#&!’ 版推荐的肉汤和琼脂稀释
法 )!#* "测定在 e>=UQ2a>UXSU琼脂上被抑制金葡菌菌
株对 e>=UQ2a>UXSU琼脂中不同抑菌成分的 Z;HP值"
质控菌株为金葡菌#0RHH#5#!-$+
!)#)’"e>=UQ2a>UXSU琼脂上被抑制金葡菌特征分析

依照 !)#)! 方法"对筛选出的在 e>=UQ2a>UXSU琼
脂上被抑制金葡菌在高盐甘露醇和金葡菌显色平
板上进行生长率测试+ 参照文献)!-*推荐的金葡
菌脉冲场电泳#aLBG$分型的方法"用 "4$ ;限制性
内切酶对所有在 e>=UQ2a>UXSU琼脂上被抑制金葡菌
进行分型"并将 aLBG图像导入 e=?KMWSU=8P1)& 软
件进行同源性聚类分析+

#"结果
#)!"e>=UQ2a>UXSU琼脂上被抑制金葡菌的筛选

通过对 !#4 株不同来源的金葡菌和 3 株标准菌
株进行测试"发现 - 株分离自北京猪肉馅中的菌株
""""

和金葡菌标准菌株 #HZHH#%!!# $在 e>=UQ2a>UXSU
琼脂上生长率低于万分之一"其余 !-! 株菌在
e>=UQ2a>UXSU琼脂上的生长率均高于 !&*"具体
j;RGg结果见表 #+

表 #"筛选出的被抑制菌株信息及 j;RGg检定结果
R>YNS#":ST>=N?9P8USS@SQ PTU>=@P\=T. N?\AU?\T. U>TS>@Q

T.S8?UUSP]?@Q=@Aj;RGgUSPMNTP
菌株编号 来源分离培养基 来源 j;RGg检定结果

LH-1&’ 血平板 北京猪肉馅 "#$%&’()*)**+,$+-.+,

LH-1&4 血平板 北京猪肉馅 "#$%&’()*)**+,$+-.+,

LH-1&3 血平板 北京猪肉馅 "#$%&’()*)**+,$+-.+,

HZHH#%!!# 血平板 标准菌株 "#$%&’()*)**+,$+-.+,

0RHH#5#!- 血平板 标准菌株 "#$%&’()*)**+,$+-.+,

0RHH#%&&- 血平板 标准菌株 "#$%&’()*)**+,$+-.+,

#)#"e>=UQ2a>UXSU琼脂培养基中各组分对金葡菌生
长的影响

对 1 株在 e>=UQ2a>UXSU琼脂培养基上被抑制金葡
菌进行测试发现"e>=UQ2a>UXSU琼脂基础培养基中添
加甘氨酸#!#)& A6E$可明显抑制这 1 株金葡菌的生
长+ 通过测试发现"在 e>=UQ2a>UXSU琼脂基础培养基
中"甘氨酸对 1 株金葡菌的 Z;HP值均为 !#)& A6E+
而六水合氯化锂#’)& A6E$(丙酮酸钠#!&)& A6E$和
卵黄亚碲酸钾#’& WN$的添加对这 1 株金葡菌的生长
没有明显影响"见表 -+

表 -"e>=UQ2a>UXSU琼脂培养基中各组分对金葡菌生长的影响
R>YNS-"G99S8T?9Q=99SUS@T8?W]?@S@TP=@ e>=UQ2a>UXSU>A>U9?UT.SAU?\T. ?9"#$%&’()*)**+,$+-.+,

培养基种类
菌落数量6#HLC6’& WN$

LH-1&’ LH-1&4 LH-1&3 HZHH#%!!# 0RHH#5#!-
RV0 !)#5 n!&’ %)13 n!&1 !)1- n!&’ !)!! n!&’ !)-& n!&’

基础# !)-& n!&’ ’)%3 n!&1 !)#5 n!&’ !)!# n!&’ !)!3 n!&’

基础 k氯化锂 &)51 n!&’ ’)#1 n!&1 &)53 n!&’ !)&# n!&’ !)-4 n!&’

基础 k丙酮酸钠 !)&# n!&’ 1)-# n!&1 !)!! n!&’ &)55 n!&’ !)-1 n!&’

基础 k亚碲酸钾 !)&- n!&’ 1)%4 n!&1 &)5’ n!&’ &)5! n!&’ !)&’ n!&’

基础 k丙酮酸钠 k氯化锂 k亚碲酸钾 &)5- n!&’ %)’# n!&1 !)&! n!&’ &)5# n!&’ !)-! n!&’

基础 k甘氨酸 # 未见生长 未见生长 ! !)-! n!&’

e>=UQ2a>UXSU琼脂培养基 1 ! 1 1 !)-! n!&’

高盐甘露醇琼脂 !)#! n!&’ 1)%- n!&1 !)1& n!&’ !)&! n!&’ !)#1 n!&’

科马嘉显色平板 !)!& n!&’ 1)-! n!&1 !)1! n!&’ !)&’ n!&’ !)!4 n!&’

注%#为由 e>=UQ2a>UXSU琼脂的基础成分构成%胰蛋白胨#!& A6E$ (酵母粉#!)& A6E$ (牛肉粉#’)& A6E$和琼脂##& A6E$

#)-"e>=UQ2a>UXSU琼脂上被抑制金葡菌特征分析
对 1 株在 e>=UQ2a>UXSU琼脂培养基上被抑制金

葡菌进行测试发现"1 株菌在高盐甘露醇琼脂和科
马嘉显色平板上的生长率均高于 %&*+ 通过对这 1
株菌进行 aLBG分析发现"北京猪肉馅来源的 - 株
金葡菌 LH-1&’(LH-1&4(LH-1&3 为同一 aLBG型
别"其 aLBG图谱与标准菌株#HZHH#%!!#$存在明
显差异"见图 !+

-"讨论
本研究通过对 !#4 株不同来源的金葡菌和 3 株

标准菌株进行测试"发现 - 株分离自北京猪肉馅中
的菌 株 和 金 葡 菌 标 准 菌 株 # HZHH #%!!# $ 在
e>=UQ2a>UXSU琼脂上生长率低于万分之一"分析
e>=UQ2a>UXSU琼脂的组分"发现这一抑制作用是由于
甘氨酸#!#)& A6E$浓度达到这 1 株菌的 Z;HP值造
成的"但 1 株菌在高盐甘露醇琼脂和科马嘉显色平
板上的生长率均高于 %&*+ 本研究结果对未来
Be1435)!&!#&!& 标准的修订提供了有力的数据
支持+

近年金葡菌分子流行病学的研究显示"金葡菌
的种内构成极其复杂"目前已识别的多位点序列分
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图 !"北京猪肉馅来源的 - 株金葡菌与标准菌株的
aLBG图谱
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型有两千余个 # .TT]%66P>MUSMP$WNPT$@ST6$ )!1* "即使
在生化表型上"不同的金葡菌也存在很大差异+ 作
为一个强制性的食品安全国家标准检验方法"
Be1435)!&!#&!& 仅使用一种金葡菌选择性培养
基进行食品中金葡菌计数检验的准确性亟待深入
验证+ 在本研究中"e>=UQ2a>UXSU琼脂用于金葡菌的
检测就有 #)5%*的假阴性率+ 张琳等 )!’*亦发现"

即使 e>=UQ2a>UXSU平板上的典型菌落"其血浆凝固
酶阳性率也仅为 %%*"而当非金葡菌浓度过高时"
目的菌可能被覆盖而难以计数"使检测难度增加"
并且也加大了漏检导致公共卫生事件暴发的风险+
本研究中发现 1 株金葡菌可被 e>=UQ2a>UXSU琼脂明
显抑制"这进一步说明金葡菌种内的复杂性"而这
1 株菌 在高盐甘露醇琼脂和科马嘉显色平板上均
生长良好+

作为金葡菌选择性计数平板"e>=UQ2a>UXSU琼脂
中的蛋白胨(牛肉提取物和酵母提取物为微生物生
长提供了氮源(碳源等必要营养"丙酮酸钠在不破
坏培养基选择性的前提下可刺激金葡菌的生长"而
亚碲酸钾(甘氨酸和氯化锂为该琼脂中的选择性成
分+ 本研究显示"e>=UQ2a>UXSU琼脂中甘氨酸的使用
浓度#!#)& A6E$可抑制 1 株金葡菌的生长+ 文献报
道显示 )!%2!4* "甘氨酸是通过干扰细胞壁的合成而抑
制微生物的生长"虽然金葡菌对甘氨酸较其他微生
物耐受能力较强"但过高的浓度仍可抑制金葡菌生
长+ 本研究结果显示"由于金葡菌种内遗传分类的
多样性"该种内存在少量菌株对甘氨酸较为敏感"
在 e>=UQ2a>UXSU琼 脂 中 甘 氨 酸 的 使 用 浓 度
#!#)& A6E$条件下生长被抑制+ 通过 aLBG分析显
示"这类菌株并非单独的一个克隆"而是有不同的

遗传背景+ 但这类菌株的共同特点是可在不同于
e>=UQ2a>UXSU琼脂上"诸如高盐甘露醇琼脂和科马嘉
显色平板上生长良好+ 以上结果提示在食品中金
葡菌计数检测时"为保证国标方法对金葡菌计数检
出的广泛性"应使用配方原理不同的两种或两种以
上选择性平板对金葡菌进行计数检验+

综上"本研究结果明确指出食品安全国家标准
Be1435)!&!#&!& 中使用单一选择性计数平板对
食品中金葡菌进行检验存在明显的漏洞+ 为保证
Be1435)!&!#&!& 对不同金葡菌计数的覆盖性"计
数检验过程中应使用两种或两种以上金葡菌选择
性平板+ 本研究结果对未来食品安全国家标准
Be1435)!&!#&!& 中金葡菌计数方法的修订提供
了有力的数据支持+
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总局办公厅关于印发食品补充检验方法工作规定的通知
食药监办科%#&!%&!4’ 号

各省’自治区’直辖市食品药品监督管理局!新疆生产建设兵团食品药品监督管理局!中国食品药品检定研
究院&

为进一步加强食品补充检验方法管理!规范食品补充检验方法相关工作程序!根据)食品安全抽样检验
管理办法*#国家食品药品监管总局令第 !! 号$!食品药品监管总局制定了)食品补充检验方法工作规定*"
现予印发!请遵照执行"

食品药品监管总局办公厅

二〇一六年十二月二十三日
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印度发布了茶中添加铁的限量要求

""#&!4 年 ! 月 ’ 日!印度食品安全及标准管理局#LVV0;$发布了 #&!% 食品安全和标准第 !1 次修订最终
法规的官方公报!公报中通报了茶中添加的铁限量要求为不超过 #’& WA6XA!相关要求自该官方公报发布之
日起生效"

#摘自食品伙伴网"相关链接%.TT]%66@S\P$9??QW>TS$@ST6#&!46&!61!#-’1$.TWN$


