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实验技术与方法
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摘$要!目的$比较 " 种椰毒假单胞酵米面亚种选择性分离培养基&马铃薯葡萄糖琼脂!_[*$改良马铃薯葡萄糖

琼脂!K_[*$椰毒假单胞菌酵米面亚种分离琼脂!_?E*$银耳卵黄氯霉素琼脂!Q\?*’的分离效果!为修订 ]L/Q

"U,’.&’(&%%!)食品卫生微生物学检验 椰毒假单胞菌酵米面亚种检验*提供技术支持# 方法$接种椰毒假单胞

菌酵米面亚种于 " 种选择性分离培养基!观察各培养基上目标菌菌落形态!计算生长率$接种 #% 种常见致病菌和

环境中常见菌于 " 种选择性分离培养基!进行生长特异性试验$通过直接涂布和增菌划线的加标试验!验证这 " 种

选择性分离培养基对粪便"食品和环境土壤等不同标本/样品中椰毒假单胞菌酵米面亚种的分离检出情况#

结果$K_[*和 _?E*能够分别抑制 , 种和 - 种致病菌的生长!且椰毒假单胞菌酵米面亚种的生长率都高于 U)q$

在 K_[*和 _?E*上!目标菌与多数杂菌形态有明显区别!而在 _[*和 Q\?*上!形态相近不易区分$在粪便"土壤

和食品等不同标本/样品的直接涂布和增菌划线分离的加标试验中!K_[*和 _?E*上的检出率均超过 ,%q!明显

高于 _[*和 Q\?*# 结论$K_[*和 _?E*分离效果比原标准的 _[*明显提高!建议在标准修订中增加此两种选

择性分离培养基#
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$$ 椰 毒 假 单 胞 菌 酵 米 面 亚 种 "-1’3#"G"8%1
6"6"9’8’8%81IPMI;1&%:58"&’:G’8(%81#%由中国预防医
学科学院卫生研究所于 #’UU 年对多起酵米面引起
的食物中毒研究中分离 *#+ %初命名为酵米面黄杆
菌 *&+ %其临床症状一般表现为头晕-乏力-腹胀-呕
吐%乃至昏迷%且病死率高达 "%q p#%%q *!+ , 病因
多为酵米面 *"+和变质银耳 *)+等食品污染了该菌%引
起食物中毒和死亡的主要原因是其产生的米酵
菌酸 *-+ ,

目前%椰毒假单胞菌酵米面亚种分离鉴定标准
采用的分离培养基马铃薯葡萄糖琼脂 "_[*#选择
性不强%样品经过增菌或者直接划线接种在培养
基%杂菌多%干扰大%目标菌落特征不明显%检出率
低, 为提高检出率%国内研究人员研制出多种特异
性较强的分离培养基%如王淑真等 *U+的银耳卵黄培
养基-何树森等 *,+的椰毒假单胞菌酵米面亚种分离
琼脂"_?E*#, 本研究改进并验证这些选择性分离
培养基的分离效果%为修订 ]L/Q"U,’.&’!&%%!
(食品卫生微生物学检验 椰毒假单胞菌酵米面亚种
检验) *’+提供依据,

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$试验菌株

目标菌为 ! 株椰毒假单胞菌酵米面亚种%试验
对照菌为 #% 株常见致病菌和环境中常见菌%见
表 #,

表 #$试验菌株信息

Q9MBC#$6=3:DK9A<:= :3Cc;CD<KC=A9BIAD9<=I
菌株编号 菌株名称 菌株来源
?6??#%)U" 椰毒假单胞菌酵米面亚种 云南省疾病预防控制

中心

\@&%#&%# 椰毒假单胞菌酵米面亚种 云南省疾病预防控制
中心"疫情分离株#

\@&%#"%& 椰毒假单胞菌酵米面亚种 云南省疾病预防控制
中心"疫情分离株#

*Q??#%%!# 肺炎克雷伯菌 本实验室保存
*Q??&’&#! 金黄色葡萄球菌 本实验室保存
*Q??##UU, 蜡样芽胞杆菌 本实验室保存
?‘??)%U"- 肠炎沙门菌 本实验室保存
?‘??")#%! 产气肠杆菌 本实验室保存
*Q??&)’!# 宋内志贺菌 本实验室保存
*Q??&)’&& 大肠埃希菌 本实验室保存
*Q??&!!)) 阴沟肠杆菌 本实验室保存
*Q??"!,-" 弗氏柠檬酸菌 本实验室保存
*Q??#%#%" 铜绿假单胞菌 本实验室保存

#.#.&$主要仪器与试剂
a6QVb66?:K;92A全自动生化鉴定仪 "法国

L<:KCD<CPc#%显微镜 "日本 @<J:=#%恒温培养箱%生
物安全柜%水浴锅%高压灭菌锅%电陶炉等,

血琼脂平板 "郑州安图#%革兰染液-氧化酶-
*_6&%@V生化鉴定试剂盒及配套试剂-a6QVb66
?:K;92A]@卡均购自法国 L<:KCD<CPc%脑心浸液肉
汤"英国 ZrZ6[#%龙胆紫-氯霉素-硫酸多粘菌素
L-林可霉素均购自北京索莱宝科技有限公司,

_[*-]a?增菌液按照 ]L/Q"U,’.&’!&%%! *’+

配制’改良马铃薯葡萄糖琼脂"K_[*#在 _[*基础
上%每 #%% KB_[*中加入 # K>/KB的龙胆紫溶液
# KB-& K>/KB的氯霉素溶液 # KB’_?E*参考何树
森等 *,+配方’银耳卵黄氯霉素琼脂 "Q\?*#参考王
淑真等 *U+配方,
#.&$方法
#.&.#$目标菌在 " 种选择性分离培养基上的菌落
特征

取菌株 \@&%#&%#-\@&%#"%& 及 ?6??#%)U" 直
接划线接种于 " 种选择性分离培养基"_[*-K_[*-
_?E*-Q\?*#%!- m培养 ", 4%观察特征菌落形态,
#.&.&$生长率试验

取菌株 \@&%#&%#-\@&%#"%& 及 ?6??#%)U" 的
#, p&" 4 培养物%用无菌生理盐水配制 # 麦氏浊度
"‘?E#菌悬液%#% 倍倍比稀释%取 #% n)和 #% n-稀释
液各 %.# KB%分别接种至血琼脂平板和 " 种选择性
分离培养基%!- m培养 ", 4 计数%以血琼脂平板为
对照培养基%计算各种培养基的生长率,
#.&.!$特异性试验

取 #% 种对照菌株的 #, p&" 4 培养菌液%按照
]L"U,’.&,!&%#!(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) *#%+接种至 " 种
选择性分离培养基进行特异性试验,
#.&."$模拟试验
#.&.".#$加标直接涂布接种

取菌株 \@&%#&%#-\@&%#"%& 及 ?6??#%)U" 的
#, p&" 4 培养物%制备 # ‘?E菌悬液%梯度稀释,
取 # >粪便加入 ’ KB生理盐水%分别加入 ! 种菌悬
液的 #% n"和 #% n)两个稀释度各 # KB’取 ) >土壤加
入 ") KB生理盐水%分别加入 ! 种菌悬液的 #% n"和
#% n)两个稀释度各 ) KB’取 &) >食品加入 &&) KB生
理盐水%分别加入 ! 种菌悬液的 #% n!和 #% n"两个稀
释度各 # KB,

将以上模拟样品/标本混匀%各取 %.# KB直接
涂布于 " 种选择性分离培养基%!- m培养 ", 4%观
察各培养基上菌落生长情况,
#.&.".&$加标增菌后划线接种

取菌株 \@&%#&%#-\@&%#"%& 及 ?6??#%)U" 的
#, p&" 4 培养物%制备 # ‘?E菌悬液%梯度稀释,
取 # >粪便加入 ’ KB]a?增菌液%分别加入 ! 种菌
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悬液的 #% n-稀释度各 # KB’取 ) >土壤加入 ") KB
]a?增菌液%分别加入 ! 种菌悬液的 #% n-稀释度各
) KB’取 &) >食品加入 &&) KB]a?增菌液%分别加
入 ! 种菌悬液的 #% n)稀释度各 # KB,

将以上模拟样品/标本混匀%于 !- m培养 ", 4%
用接种环直接划线于 " 种选择性分离培养基%再于
!- m培养 ", 4%观察各培养基上菌落生长情况,
#.&.)$生化鉴定

每个平板各挑取 ) 个可疑菌落 "不到 ) 个全

部挑取# %先进行革兰染色和氧化酶试验%结果均
为阴性的菌株用 *_6&%@V和 a6QVb( ?:K;92A
进行鉴定,

&$结果
&.#$菌落生长特性

! 株椰毒假单胞菌酵米面亚种菌株%在 " 种选
择性分离培养基上 !- m培养 ", 4 后的菌落形态见
表 &,

表 &$椰毒假单胞菌酵米面亚种在不同选择性分离培养基上的菌落特征
Q9MBC&$?:B:=H249D92ACD<IA<2:3-1’3#"G"8%16"6"9’8’8%81IPMI;1&%:58"&’:G’8(%81:= F<33CDC=AICBC2A<NC2PBAPDCKCF<9

培养基 菌落特征
K_[*
_?E*
_[*
Q\?*

菌落 # p& KK%深紫色%光滑-湿润-边缘整齐%培养 ", 4 后%中心有凸起呈草帽状
菌落 %.) p# KK%灰白色%光滑-湿润-边缘整齐
菌落 # p& KK%灰白或乳白色%光滑-湿润-边缘整齐%培养 ", 4 后%中心有凸起呈草帽状%菌落周围有黄绿色素扩散到基质中
菌落 & p! KK%表面光滑-湿润%培养 ", 4 后%菌落周围形成乳白色混浊环%斜射日光下可见菌落及周围培养基表面呈虹彩现象

&.&$生长率试验
椰毒假单胞菌酵米面亚种在 _[*-K_[*-

_?E*-Q\?*上的生长率均大于 U)q% 分别为
#%%q-,-q-,"q和 ’#q,
&.!$特异性试验

#% 种常见环境干扰菌和肠道致病菌在 " 种选
择性分离培养基上的生长情况见表 !, #% 种菌均能
在 _[*上生长’除阴沟肠杆菌和铜绿假单胞菌外%

其他 , 种菌均不能在 K_[*上生长’除阴沟肠杆菌
和铜绿假单胞菌外%产气肠杆菌-弗氏柠檬酸菌在
_?E*和 Q\?*上也能少量生长%而其他 - 种菌均被
抑制, K_[*和 _?E*上培养 ", 4 后目标菌与大多
数干扰菌株形态有明显区别%而 _[*和 Q\?*上目
标菌与干扰菌株形态不易区分,

表 !$各选择性分离培养基特异性生长试验

Q9MBC!$G;C2<3<2<AHACIA:3>D:OA4 IA9API:= F<33CDC=AICBC2A<NC

2PBAPDCKCF<9
菌株 _[* K_[* _?E* Q\?*

肺炎克雷伯菌 i n n n

金黄色葡萄球菌 i n n n

蜡样芽胞杆菌 i n n n

肠炎沙门菌 i n n n

产气肠杆菌 i n i i

宋内志贺菌 i n n n

大肠埃希菌 i n n n

阴沟肠杆菌 i i i i

弗氏柠檬酸菌 i n i i

铜绿假单胞菌 i i i i

注$ i表示生长’ n表示不生长

&."$模拟试验
&.".#$加标直接涂布接种

食品样品在 K_[*和 _?E*上的总菌落数不
多%杂菌少%且目标菌和杂菌菌落形态差别明显%分

别为 # KK左右的蓝色菌落和 %.) p# KK的白色菌
落%容易区分, 在 Q\?*上%总菌落数和杂菌均较
多%目标菌有一圈白色晕环%易与杂菌区分, 在
_[*上%总菌落数和杂菌均较多%目标菌为 # KK左
右的白色菌落%与多数杂菌区别明显,

粪便标本在 K_[*和 _?E*上的生长情况同食
品样品相似%但在 K_[*上的部分蓝色疑似菌落经
鉴定为非目标菌, 在 _[*和 Q\?*上%杂菌较多%
且与目标菌落形态相近%排除氧化酶阳性的疑似菌
落%经鉴定多为大肠埃希菌-不动杆菌等常见肠道
细菌,

土壤样品在 _[*和 Q\?*上有大量霉菌%且杂
菌较多%形态多样%疑似菌少, 在 _?E*平板上也有
霉菌生长%杂菌多%但菌落大%易与疑似菌菌落区
分, 在 K_[*平板上无霉菌生长%杂菌少%且易与
疑似菌菌落区分,

不同样品/标本的目标菌在不同选择性分离培
养基上的检出情况见表 "%目标菌在 K_[*和 _?E*
平板上的检出率分别为 ,!.!!q"#)/#,#和 ,,.,’q
"#-/#,#%明显高于 _[*"&U.U,q%)/#,#和 Q\?*
""".""q%,/#,#,
&.".&$加标增菌后划线接种

样品/标本经过增菌后%目标菌在 " 种选择性分
离培养基上的菌落形态同直接涂布于培养基上目
标菌的菌落形态相似%但菌落稍小, 杂菌的菌落形
态种类较直接涂布变少%但杂菌数量增加%尤其在
_[*和 Q\?*平板上%且杂菌和目标菌形态相近%
导致目标菌检出率不高, 而在 K_[*和 _?E*平板
上%目标菌的形态比较容易与杂菌区别, 不同样
品/标本的目标菌增菌划线于不同选择性分离培养
基上的检出情况见表 )%目标菌在 K_[*和 _?E*
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$$$表 "$各种样品/标本直接涂布在不同选择性分离培养
基上的检出情况

Q9MBC"$[CAC2A<:= :3N9D<:PII9K;BCIF<DC2ABH2:9A<=>

:= F<33CDC=AICBC2A<NC2PBAPDCKCF<9

样品/标本类型 菌株编号
接种
浓度

培养基名称
_[* K_[* _?E* Q\?*

粪便

土壤

食品

\@&%#&%#

\@&%#"%&

?6??#%)U"

\@&%#&%#

\@&%#"%&

?6??#%)U"

\@&%#&%#

\@&%#"%&

?6??#%)U"

#% n" n i i n

#% n) n n i n

#% n" n i i n

#% n) n i i n

#% n" n i i n

#% n) n i i n

#% n" n n i n

#% n) n n i n

#% n" n i n n

#% n) n i n n

#% n" i i i i

#% n) n i i i

#% n! n i i i

#% n" n i i i

#% n! i i i i

#% n" i i i i

#% n! i i i i

#% n" i i i i

注$ i表示检出’ n表示未检出

表 )$各种样品/标本增菌后划线不同选择性分离

培养基上的检出情况
Q9MBC)$[CAC2A<:= :3N9D<:PII9K;BCIC=D<24KC=AIADC9JCF

:= F<33CDC=AICBC2A<NC2PBAPDCKCF<9

样品/标本类型 菌株编号
培养基名称

_[* K_[* _?E* Q\?*

粪便

土壤

食品

\@&%#&%# i i i i
\@&%#"%& n i i i
?6??#%)U" n i i n
\@&%#&%# n i i i
\@&%#"%& n i n n
?6??#%)U" n i i n
\@&%#&%# i i i i
\@&%#"%& i i i i
?6??#%)U" n i i n

注$ i表示检出’ n表示未检出

上的检出率分别为 #%%.%%q " ’/’ # 和 ,,.,’q
",/’ #%明显高于 _[*" !!.!!q% !/’ # 和 Q\?*
")).)-q%)/’#,

!$讨论
椰毒假单胞菌酵米面亚种引起的食物中毒具

有明显的风险食品分布和地域分布%目前已有超过
#- 个省份发现由其引起的食物中毒 *##+ %主要分布
地区为东北-华北和西南省份的卫生条件差的农村
地区, 主要风险食品为家庭自制的发酵玉米面制
品-变质银耳及变质淀粉类制品%如糯米汤团-吊浆
粑-小米或高梁米面制品-马铃薯粉条等%尤其是酵
米面%制作过程中极易受到椰毒假单胞菌的污
染 *#&+ , 由于其极高的病死率 *#!+ %造成了极大的经

济损失和不良的社会影响%快速准确地检出致病
菌%可以指导医生对患者进行有效地救治’追溯到
污染源%可以避免中毒事件的发生 *#"+ ,

同时%随着我国居民生活水平的改善和卫生意
识的提高%椰毒假单胞菌酵米面亚种引起的食物中
毒有逐渐减少的趋势, 很多实验室多年未开展此
菌检测%缺乏相关经验%易导致漏检%主要有两方面
原因$其一%此菌在 ]L"U,’.&,!&%%! 规定的选择
性分离培养基 _[*上特异性不高’其二%由于培养
时间-菌株生化反应差异等因素%用 a6QVb(进行
生化 鉴 定% 可 能会 得到 洋葱伯 克霍 尔 德 菌 群
"I3:O,"/#’:5% 6’.%65% >D:P; #- 泛 菌 属 " -%8("’%
I;;1#-稻皮假单胞菌"-1’3#"G"8%1":)V5,%45(%81#及
鲁氏不动杆菌">658’("4%6(’:/+"&&55#的结果’因此%除
了结合米酵菌酸测定-聚合酶链式反应"_?(#基因
序列 *#)+等方法辅助鉴定%使用特异性高的选择性分
离培养基更能有效提高检出率,

本试验通过对 " 种选择性分离培养基比对研究
发现%K_[*和 _?E*对除椰毒假单胞菌酵米面亚
种外的一些常见致病菌具有良好的抑制作用%尤其
是在 K_[*上%本试验采用的 #% 种干扰菌株中只有
& 种能生长, 在菌落形态方面%椰毒假单胞菌酵米
面亚种在 K_[*和 _?E*上有较明显的菌落特征%
比在 _[*和 Q\?*上能更准确挑取到目标菌, 在
样品/标本的加标试验中%无论是直接涂布还是增
菌后划线分离%K_[*和 _?E*的检出情况明显优
于 _[*和 Q\?*, K_[*和 _?E*无论是在抑制杂
菌生长的特异性-菌落特征的独特性%还是在检出
灵敏度上都较 _[*有明显的改善, 为提高检出效
率%建议在分离椰毒假单胞菌酵米面亚种时同时使
用分离效果较好的 K_[*和 _?E*两种选择性分离
培养基,
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实验技术与方法
fPV?4V(G+固相萃取+高效液相色谱+串联质谱法快速测定

鸡蛋和鸡肉中氟虫腈及其代谢产物

夏义平#!尹啸冰&!林肖惠#!田阳光&

!#1天津市疾病预防控制中心"天津$!%%%##$ &1天津市河西区疾病预防控制中心"天津$!%%&%##

摘$要!目的$建立一种 fPV?4V(G+固相萃取&G_V’+高效液相色谱+串联质谱快速测定鸡蛋和鸡肉中氟虫腈及其

代谢产物残留的方法# 方法$鸡蛋和鸡肉样品经水+乙腈涡旋提取"fPV?4V(G 盐析!G_V净化后!以 r(+Z[G 柱

&)% KKk!.% KK!&.% $K’为分析柱!以乙腈+水为流动相进行梯度洗脱!以负离子喷雾模式电离! 多反应离子监测

方式进行定性及定量检测# 结果$在 %.) p&%.% $>/5的线性范围内!氟虫腈及其代谢产物的回归方程均呈良好的

线性关系!:t%.’’’ &# 氟虫腈"氟虫腈亚砜"氟虫腈砜"氟甲腈的检出限分别为 %.&"%.%)"%.%)"%.%) $>/J>!在添加

水平为 %.)"&.%"#%.% $>/J>时!平均回收率在 ,".#q p#%).&q之间!相对标准偏差&2$=’在 #.!q p-.#q之间#

结论$该方法前处理简便快捷!灵敏度和准确度均较高!精密度较好!适用于鸡蛋和鸡肉中氟虫腈及其代谢产物残

留的检测#
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