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前增菌抗生素添加对产志贺毒素大肠埃希氏菌分离的影响

胡颖 1，2，赵琳娜 2，白莉 3，崔生辉 2

（1. 遵义医科大学公共卫生学院，贵州 遵义 543006；2. 中国食品药品检定研究院，北京 100025；
3. 国家食品安全风险评估中心，国家卫生健康委员会食品安全风险评估重点实验室，北京 100025）

摘 要：目的 研究产志贺毒素大肠埃希氏菌（STEC）国际标准检测方法中前增菌肉汤中抗生素种类和浓度对

STEC 分离的影响。方法 利用 STEC 和其他非 STEC 菌株，对国际现行检测 STEC 标准方法推荐的在前增菌步骤

使用 3 种抗生素的最低抑菌浓度（MICs）进行测定。结果 不同抗生素对 STEC 抑制存在差异性。在推荐浓度下，

吖啶黄及头孢磺啶会抑制 stx1a 和 stx2b 亚型 STEC 的生长，新生霉素则会抑制 stx1a、stx1c、stx1d、stx2b、stx2d、stx2e、

stx2f、stx2g 等亚型菌株的生长。此外，STEC 与其他革兰氏阴性菌对吖啶黄、头孢磺啶、新生霉素的 MICs 无显著性

差异（P<0. 05）。而革兰氏阳性菌对这 3 种抗生素的 MIC 值显著低于革兰氏阴性菌（P<0. 01）。结论 本文结果为

STEC 增菌方法的研发完善提供了有价值的证据。
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Escherichia coli isolation
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Abstract：Objective To study the effects of the kind and concentration of antibiotics in pre-enrichment for the
detection of Shiga toxin-producing Escherichia coli（STEC）in the current international standard method. Methods The
minimal inhibitory concentrations（MICs） of three antimicrobials supplemented in an STEC enrichment broth of four
official methods were measured through testing of a panel of STEC and non-STEC isolates. Results There were
differences among different antibiotics for the inhibition of STEC. At the recommended concentration，acriflavine and
cefsulodin inhibited the growth of stx1a and stx2b subtypes of STEC，while novobiocin inhibited the growth of stx1a，stx1c，
stx1d，stx2b，stx2d，stx2e，stx2f and stx2g subtypes of STEC. In addition，there was no significant difference among MICs
of STEC and other gram-negative bacteria to acriflavine，cefsulodin and novobiocin（P>0. 05）. MICs of gram-positive
strains to three tested antimicrobials were significantly lower than those of gram -negative bacteria（P<0. 01）. Conclusion
The data provided valuable evidence for the STEC enrichment method development and improvement.
Key words：Shiga toxin-producing Escherichia coli；enrichment；antimicrobial

产 志 贺 毒 素 大 肠 埃 希 氏 菌（Shiga toxin- producing Escherichia coli，STEC）是主要的食源性病

原菌，由于其黏附性及产志贺毒素能力，可在世界

范围引起出血性结肠炎（Hemorrhagic colitis，HC）和

溶血性尿毒症综合征（Haemolytic uraemic syndrome，
HUS）等危及生命的疾病［1］。这些危害与 STEC 志

贺毒素产生及侵入能力相关［2-3］，STEC 分泌的志贺

毒素（Shiga toxin，Stx）基因型分为 stx1 型和 stx2 型

两大类［4］，根据毒力基因序列的多态性 stx1 包括

stx1a、stx1c、stx1d 3 种亚型，而 stx2 则包括 stx2a、
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stx2b、stx2c、stx2d、stx2e、stx2f、stx2g 7 种亚型［5］。

研究者对来自世卫组织 10 个不同区域的 21 个

国家的统计数据估计，STEC 每年在全球引起 280 万

例病人感染，其中 HUS 等重症病例近 4 000 例［2］。

美国疾控中心对 1 473 株来自病人的 STEC 分析显

示：28% 为 O157 血清型，而余下 72% 的 STEC 则多

为 O26、O45、O103、O111、O121、O145 这 6 种血清

型［6］。这些常见血清型 STEC 引发的感染发生在世

界各个国家，对民众健康造成了严重危害。鉴于其

危害的严重性，不同国家和组织制定了检测食品样

品中 STEC 的标准方法和产品限量标准［7-17］。在这

些标准检测方法中，为了抑制非目标菌的生长，均

建 议 在 前 增 菌 富 集 过 程 中 添 加 如 吖 啶 黄

（Acriflavine）、头 孢 磺 啶（Cefsulodin）和 新 生 霉 素

（Novobiocin）等抗生素。然而有研究指出，STEC 检

测过程中使用抗生素存在争议［18］。

现行国际标准方法推荐使用抗生素及其使用

浓度对不同亚型的 STEC 生长是否有影响，目前未

见相关研究报道。因此，本研究利用携带不同亚型

志贺毒素基因（stx）的 STEC 菌株、非产志贺毒素的

普通大肠埃希氏菌以及非大肠埃希氏菌等不同菌

株 ，对 美 国 食 药 局（Food and Drug Administration，
FDA）、美国农业部食品检查安全局（US Department
of Agriculture-Food Safety and Inspection Service，
USDA-FSIS）、欧盟及日本等国际现行检测 STEC 标

准方法的前增菌肉汤培养基中使用抗生素的最低

抑菌浓度（Minimal inhibitory concentration，MIC）进

行测定，通过 MIC 值的对比分析探究 STEC 检测使

用抗生素的合理性，为 STEC 增菌方法的研发完善

提供数据支撑。

1 材料和方法

1. 1 主要仪器与试剂

MIR-262 恒 温 培 养 箱（日 本 Sanyo 公 司），

Thermo-1389 生物安全柜、超低温冰箱（美国 Thermo
公司），MALDI-TOF MS（德国 Bruker 公司），比浊仪

（美国 Bio Mérieux 公司），Lighting 2000 全自动加样

仪（上海星佰）。

胰蛋白胨大豆琼脂（Tryptone soy agar，TSA）、胰

蛋 白 胨 大 豆 肉 汤 培 养 基（Tryptone soybean broth，
TSB）、改 良 缓 冲 蛋 白 胨 水 培 养 基 基 础（Buffered
peptone water，BPW）、改 良 EC 肉 汤 培 养 基 基 础

（EC）（美国 BD 公司），新生霉素、吖啶黄、头孢磺啶

（Sigma 公司）。

1. 2 试验菌株

MIC 值测定用菌株包括：stx1 或 stx2 各亚型基

因阳性、不同血清型 STEC 菌种 20 株，可能影响

STEC 分离的其他普通大肠埃希氏菌 20 株，非大肠

埃希氏菌的其他种属菌种 20 株（革兰氏阴性菌

14 株，革兰氏阳性菌 6 株），具体信息详见表 1
和表 2。

1. 3 试验方法

1. 3. 1 菌种传代与确认

取-80 ℃保存于体积比为 1∶1 BHI-甘油中的菌

种一环，在 TSA 平板上分区划线，于 36 ℃培养 20~
24 h 后，取单个菌落在 TSA 平板上再次分区划线纯

表 1 产志贺毒素大肠埃希氏菌信息

Table 1 The information of Shiga toxin-producing
Escherichia coli

菌株

FC7815
FC7659
FC7658
FC7813
FC7779
FC7811
FC7799
FC7783
FC7671
FC7795
FC7805
FC7785
FC7791
FC7801
FC7807
FC7665
FC7664
FC7787
FC7789
FC7793

stx亚型基因

stx1a/2a
stx1a
stx1a
stx1c
stx1c
stx1c/2b
stx1d
stx1d
stx2a
stx2a

stx2a/stx2c
stx2b
stx2c
stx2d
stx2d
stx2e
stx2e
stx2e
Stx2f
Stx2g

血清型

O157:H7
O84:H2
O21:H25
O103:H2
O128:H2
O174:H8
O41:H26
O8:K85

O81:H3
O121:H9
O157:H7
O118:H12
O157:H7
O146:H21
O66:H15
O20:H27
O77:H30
O139:H1:K12
O128:H2
O2:H25

来源

WHO考核菌株

生牛肉

生羊肉

WHO考核菌株

WHO考核菌株

WHO考核菌株

WHO考核菌株

WHO考核菌株

牛肛肠拭子

WHO考核菌株

WHO考核菌株

WHO考核菌株

WHO考核菌株

WHO考核菌株

WHO考核菌株

生猪肉

生猪肉

WHO考核菌株

WHO考核菌株

WHO考核菌株

表 2 非产志贺毒素大肠埃希氏菌及非大肠埃希氏菌信息

Table 2 The information of non Shiga toxin-producing
Escherichia coli and non-Escherichia coli

菌株

FC7495
FC7497
FC7499
FC7503
FC7505
FC7507
FC7509
FC7511
FC7513
FC7515
FC7517
FC7519
FC7521
FC7523
FC7525
FC7527
FC7529
FC7531
FC7533
FC17862

血清型

O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H42
O157:H44
O157:H4
O157:H12
O157:H42
O157:H12
O157:H34
O157:H42
O157:H44
O157:H4
O157:H42
O83:H42

来源

生羊肉

生猪肉

生羊肉

生羊肉

豆子

鲶鱼

生羊肉

生牛肉

猪肉

牛肉

鸡肉

生猪肉

猪肉

鸡肉

猪肉

猪肉

羊肉

羊肉

羊肉

鸡肉

菌株

产气肠杆菌

阪崎杆菌

费氏柠檬酸杆菌

肺炎克雷伯菌

铜绿假单胞杆菌

奇异变形杆菌

福氏志贺氏菌

宋内志贺氏菌

鼠伤寒沙门氏菌

肠炎沙门氏菌

副溶血性弧菌

创伤弧菌

小肠结肠炎耶尔森氏菌

阴沟肠杆菌

蜡样芽孢杆菌

英诺克李斯特氏菌

单核增生李斯特菌

金黄色葡萄球菌

表皮葡萄球菌

枯草芽孢杆菌

来源

CMCC45108
CMCC45401
CMCC48098
CMCC46124
CMCC10901
CMCC49266
CMCC51660
CICC21679
CMCC50970
CMCC50957
CMCC20031
CMCC17242
CMCC52264
CMCC45303
CMCC63312
CMCC54103
CMCC54009
CMCC26303
CMCC26609
CMCC63542
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培 养 ，取 单 菌 落 用 MALDI-TOF MS 和 VITEK
COMPACT 2 进行菌种的种属鉴定。20 株 STEC 的

stx 基因亚型基因均通过 SCHEUTZ 等［5］报道方法进

行确认。

1. 3. 2 测试菌株对前增菌推荐抗生素在不同培养

基中MIC的测定

采用美国临床和实验室标准协会（Clinical and
Laboratory Standards Institute，CLSI）推荐的肉汤稀释

法［19］对表 1 和表 2 所列菌株，对 STEC 检测方法前

增菌肉汤中使用的抗生素吖啶黄、头孢磺啶及新生

霉素在不同培养基中的 MIC 值进行测定。

具体方法如下：将吖啶黄配制成 9. 6 mg/mL 浓

度溶液，再依次倍比稀释成 4. 8、2. 4、1. 2、0. 6、0. 3、
0. 15 mg/mL 不同浓度；将头孢磺啶配制为 8 mg/mL
浓度溶液，再依次倍比稀释制备为 4、2、1、0. 5、
0. 25、0. 125 mg/mL 不同浓度；将新生霉素配制为 8
和 3. 2 mg/mL 浓度溶液，梯度稀释成 4、2、1. 6、1、
0. 5、0. 25、0. 125、0. 0625、0. 3125 mg/mL 浓度。取

上述不同浓度抗生素溶液 100 μL分别加入到 10 mL
各肉汤培养基（TSB、EC 和 BPW）中，充分混匀后各

取 100 μL，分别加入 96 孔板中备用，最终 96 孔板

中吖啶黄浓度为 96、48、24、12、6、3 和 1. 5 mg/L；头
孢磺啶浓度为 80、40、20、12、5、2. 5和 1. 25 mg/L；新
生霉素浓度为 80、40、32、20、16、10、5、2. 5、1. 25、
0. 625 和 0. 3125 mg/L。

用无菌棉签取新鲜 TSA 平板试验菌株二代培

养物，加入无菌生理盐水中，制备 1. 5~2. 0 麦氏浊

度的菌悬液。将上述菌悬液在生理盐水中进行

1∶100 倍稀释，分别取 5 μL 加入上述不同浓度抗生

素溶液的 96 孔板中。将 96 孔板用封口膜进行封

口后，于 36 ℃培养 20~24 h，取出肉眼观察肉汤是否

浑浊。逐个记录每个菌株对这 3 种抗生素的 MIC
值。MIC 测定中，大肠埃希氏菌 ATCC 25922 被作

为质控菌株。

吖啶黄、头孢磺啶及新生霉素在各标准方法中

的推荐浓度如表 3 所示。

1. 4 统计学分析

运 用 Excel 2019 统 计 验 证 数 据 ，使 用 SPSS
19. 0 软件通过 t 检验，该试验需进行 3 次重复，每

次试验中每株菌需进行 2 次平行测定。P<0. 05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 前增菌抗生素种类和浓度对不同亚型 STEC
生长的影响

各标准推荐使用培养基及抗生素均有差异，

FDA 推 荐 在 BPW 肉 汤 培 养 基 中 使 用 吖 啶 黄

（10 mg/L）和头孢磺啶（10 mg/L），USDA-FSIS 推荐

在 TSB 中使用新生霉素（20 mg/L），ISO 推荐在 TSB
中使用吖啶黄（12 mg/L）和新生霉素（16 mg/L），而

日本推荐在 EC 中使用新生霉素（20 mg/L）。测定

结果显示 STEC 在不同培养基中对同一种抗生素具

有不同的 MIC 值，结果见表 4。对于吖啶黄，ISO 在

TSB 中浓度为 12 mg/L，该浓度会造成某些 stx1a 亚

型菌株和 stx2b 亚型菌株的漏检。头孢磺啶在 FDA
推荐的 BPW 浓度为 10 mg/L 时会造成 stx2b 亚型

菌株漏检。新生霉素在两种推荐培养基不同浓度

（16 或 20 mg/L）下对多种亚型菌株存在漏检风险，

包括 stx1a、stx1c、stx1d、stx2b、stx2d、stx2e、stx2f、stx2g

（表 4）。整体而言，FDA 推荐 BPW 中 10 mg/L 浓度

的吖啶黄对表 4 所列亚型 STEC 不存在漏检风险。

2. 2 前增菌抗生素种类和浓度对 STEC 检测的

影响

检测过程中抗生素的添加应不影响目标菌生

长，同时对非目标菌起到良好的抑制作用。本研究

测定不同抗生素及浓度对其他非目标菌生长的影

响结果见表 5。试验菌株在 3 种被测试的培养基中

对每种抗生素表现出不同的 MIC。对于革兰氏阴

性菌，TSB 中各抗生素的 MIC 均显著高于 BPW 和

EC 培养基（P<0. 01）。与非 STEC 大肠埃希氏菌和

其他革兰氏阴性菌相比，STEC 的 MIC 没有显著性

差异（P>0. 05）。3 种培养基中革兰氏阳性菌对 3 种

抗生素的 MIC 均显著低于革兰氏阴性菌（P<0. 01）。

对比分析与各标准方法中推荐使用的抗生素

浓度条件发现，吖啶黄、头孢磺啶和新生霉素不仅

对某些亚型 STEC 存在抑制作用，而且对其他革兰

表 3 标准方法中抗生素使用浓度及增菌培养基

Table 3 Antimicrobial concentration and medium in standard methods
抗生素

吖啶黄

头孢磺啶

新生霉素

浓度/（mg/L）
10
12
10
16
20
20

增菌培养基

BPW
TSB
BPW
TSB
TSB
EC

方法

FDA/BAM: Diarrheagenic Escherichia coli[11]
ISO/TS 13136:2012[10]

FDA/BAM: Diarrheagenic Escherichia coli[11]
ISO/TS 13136:2012[10]
FSIS Directive 10,010.1[8]

日本/食安監発 1120第 1号 [9]
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氏阴性菌的鉴别抑制能力较差，仅对革兰氏阳性菌

具有良好的抑制性。说明标准方法推荐使用抗生

素及其使用浓度并不利于所有 STEC 的检出，可能

会造成日常检测工作中 STEC 的漏检。

3 结论与讨论

吖啶黄、头孢磺啶和新生霉素是国际现行检测

STEC 标准检测方法中推荐使用的抑菌抗生素，促进

STEC 生长的同时抑制革兰氏阳性细菌的生长［7-110］。

本研究数据表明，不同官方方法推荐的抗生素添加

浓度对 STEC 均有不同程度的抑制性，这种抑制性

的强弱出现在不同亚型菌株和相同亚型的不同菌株

之间。结果显示抑制作用最强的是新生霉素，对测

定的某些亚型（stx1a、stx1c、stx1d、stx2b、stx2d、stx2e、

stx2f、stx2g）STEC 全部或部分菌株存在一定的漏检

风险，而吖啶黄和头孢磺啶则对 stx1a、stx2b 亚型

STEC 存在漏检风险。此外，数据显示标准推荐的抗

生素添加浓度下均对 stx2b亚型 STEC 菌株存在抑制

性，该亚型菌株或可作为未来 STEC 前增菌抗生素添

加条件摸索的模式菌株，但由于测定的 stx2b 亚型菌

株数量少，这个推论还需扩大菌株数量进一步验证。

其中 FDA 推荐在 BPW 中添加浓度为 10 mg/L 吖啶

黄时虽未见 STEC 漏检风险，但标准方法推荐的抗

生素及其浓度显示对其他革兰氏阴性细菌的抑制能

力较弱。随着研究不断深入，由于 STEC 的志贺毒

素编码基因位于噬菌体或前噬菌体上，这些噬菌体

表 5 不同菌株对 3种抗生素的MIC分析

Table 5 Antimicrobial MIC of different bacterial strains

菌株 a

A

B

C

D

浓度/(mg/L)
≤3
6
12
24
12
24
>24
≤3
6
12
≥24
≤3
6
12

吖啶黄

菌株数/n
BPW
—

—

16
4
10
8
2
1
2
3
8
2
1
3

EC
2
1
13
4
16
4

—

3
2
3
6
6

—

—

TSB
—

—

3
17
—

20
—

1
3
1
9
6

—

—

浓度/(mg/L)
10
20
40
>40
20
40
>40
≤5
20
40
>40
<1.25
1.25
40

头孢磺啶

菌株数/n
BPW
2
3
12
3

—

16
4
1
3
2
8
3
2
1

EC
1
1
16
2

—

16
4
1
5
3
5
4
1
1

TSB
—

—

9
11
—

9
11
1
2
6
5
4
1
1

浓度/(mg/L)
≤10
16
20
>20
16
20
>20
≤10
16
20
>20

≤0.3125
0.625
1.25

新生霉素

菌株数/n
BPW
4
4
2
10
1
6
13
6

—

—

8
3
3

—

EC
4
5
2
9
1
1
18
6

—

—

8
6

—

—

TSB
2
3
3
12
—

—

20
5
1

—

8
1
3
2

注：a表示 MIC值为当前浓度的菌株数量。A：STEC（n=20）；B：Non-STEC（n=20）；C：其他种属革兰氏阴性菌（n=14）；D：其他种属革兰氏阳性

菌（n=6）

表 4 不同亚型 STEC在标准检测方法推荐培养基中对抗生素的MICs
Table 4 Antimicrobial MICs for different subtypes STEC in medium recommended by standard methods

菌株

FC7815
FC7659
FC7658
FC7813
FC7779
FC7811
FC7799
FC7783
FC7671
FC7795
FC7805
FC7785
FC7791
FC7801
FC7807
FC7665
FC7664
FC7787
FC7789
FC7793

基因亚型

stx1a/2a
stx1a
stx1a
stx1c
stx1c
stx1c/2b
stx1d
stx1d
stx2a
stx2a

stx2a/stx2c
stx2b
stx2c
stx2d
stx2d
stx2e
stx2e
stx2e
Stx2f
Stx2g

吖啶黄

TSB（12 mg/L）
24
24
12
24
24
12
24
24
24
24
24
12
24
24
24
24
24
24
24
24

BPW（10 mg/L）
12
12
12
12
24
12
12
12
12
24
24
12
12
12
24
12
12
12
12
12

40
40
40
40
40
10
40
40
40
>80
40
10
20
20
>80
20
40
40
40
80

头孢磺啶

BPW（10 mg/L）
80
80
20
32
80
20
80
16
80
>80
>80
80
80
16
20
32
16
32
10
10

新生霉素

TSB（16或 20 mg/L） EC（20 mg/L）
32
40
16
16
32
10
40
5
32
80
40
20
80
16
16
32
16
20
10
10
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并未携带统一的耐药基因［20-21］，致使 STEC 与普通大

肠杆菌对抗生素敏感性没有特征性差别，选择性抗

生素的使用可能会增加某些耐药 STEC 检出，但对

抗生素敏感的 STEC，反而会降低其检出率［22-23］，与

本研究结果一致。

这 3 种抗生素之所以在 STEC 和其他革兰氏阴

性菌之间的辨别力差，是因为 STEC 和其他革兰氏

阴性菌缺乏对这些抗生素的特异性抑制机制［16］。

某些食品样品中 STEC 菌细胞的污染水平低于

1 MPN/g 样品［24-25］。研究表明，补充了抗生素的选

择性富集培养基不能支持某些 STEC 菌株的生长，

尤其是在少量 STEC 菌株的情况下［26-27］。试验数据

表明，3 种抗生素的细菌 MIC 值取决于培养基组

成，大多数细菌在 TSB 中显示出更高的 MICs，但官

方方法给定的抗生素添加浓度接近或高于某些

STEC 的 MIC，这可能会导致生长抑制和假阴性结

果。此外，由于 stx 基因通常位于噬菌体或噬菌体

上［20］，它们不携带特定的抗菌选择标记，并且多重

耐药性革兰氏阴性菌广泛分布于食品样品中［21］，因

此，吖啶黄、头孢磺啶和新生霉素对食品样品中

STEC 的富集适用性不强，在 STEC 增菌肉汤中添加

这 3 种抗生素并未比其他常见的革兰氏阳性细菌

抑制剂显示出更大的优势。此外，菌株如对某种药

物存在抗性，则对其他药物更易表现出抗性或易感

性，称为交叉耐药或超敏感性现象，抗生素的联合

使用往往起到增效作用［28］。FDA 推荐在增菌液中

联合使用吖啶黄、头孢磺啶及万古霉素，试验数据

表明标准推荐浓度下吖啶黄和头孢磺啶均能抑制

某些亚型 STEC 的生长，这种抑制性在两者联合使

用时可能更强，研究报道也证实了头孢磺啶联合万

古霉素相较三者联用更利于 STEC 的检测［29］。因

此，按照其他研究建议［30］，在 STEC 增菌肉汤中添加

其他革兰氏阳性菌抑制剂（如万古霉素或胆汁盐）

替代标准检测方法推荐使用的这 3 种抗生素可能

会减少假阴性结果。

综上，本研究通过对国际现行检测 STEC 标准

方法推荐用抗生素进行不同亚型 STEC、非 STEC 大

肠埃希氏菌及其他可能影响 STEC 检测的非大肠埃

希氏菌 MIC 值测定发现，抗生素的添加在 STEC 检

测过程中对非目标菌的抑制性差的同时，对某些亚

型 STEC 具有漏检风险，研究结果为我国 STEC 检

测方法建立及完善提供了丰富的数据支撑，尤其对

STEC 增菌方法的开发具有重要价值。
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