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一种能同时富集沙门氏菌、金黄色葡萄球菌和单增李斯特菌的

培养基

刘园园，肖性龙，余以刚，陈谷，李晓凤，唐语谦，吴晖!

（华南理工大学轻工与食品学院，广州 5#$(!$）

摘要：【目的】设计制备一种能够同时富集沙门氏菌、金黄色葡萄球菌及单增李斯特菌的复合增菌肉汤。【方

法】挑选合适的添加剂进行单因素实验，确定增菌肉汤的成分及配比，采用平板计数法及三重荧光 L4M 技术

验证肉汤的增菌效果。【结果】结果得到一种能同时富集沙门氏菌、金黄色葡萄球菌及单增李斯特菌的选择

性增菌肉汤（22N），经验证 22N 可使得 % 种目标菌以相对一致的速度进行富集，经过 %FO #5$ /6BA< 振荡培养

0! 8 后，菌体浓度到达 #$F P #$& 4QR6BN，非目标菌生长受到抑制。应用荧光 L4M 扩增样品，可同时得到 % 种

目标菌的扩增曲线。在 F#$ 份实际样品检测中，无假阳性及假阴性报告。【结论】研究结果表明，22N 肉汤可

用于沙门氏菌、金黄色葡萄球菌及单增李斯特菌的共增菌，可用于多重 L4M 检测的前增菌。
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食源性致病菌是引起食源性疾病的主要因素之

一，在世界食品安全领域中备受关注。其中，沙门氏

菌、金黄色葡萄球菌以及单增李斯特菌普遍存在于

多种食物 中，是 引 起 食 品 污 染 的 重 要 因 素［# ’ %］。我

国和国标都规定，以上 % 种致病菌是保证食品安全

的必检项目［!］。

基于免疫学和分子生物学技术的快速发展，耗

时费 力 的 传 统 检 测 方 法 逐 渐 被 其 所 取 代［5 ’ (］。 现

今，研究的趋势是在一个检测平台上同时检测多种

致病菌，例如多重 L4M 技术、T3S 微阵列等［F ’ &］，以

此缩短检测周期。然而运用这些方法时，必须考虑

到影响检 测 的 三 个 重 要 因 素：第 一，食 品 是 经 过 加

工、深加工、冷冻、包装、储藏等过程得到的，食品中

的致病菌随着环境的改变，会受到损伤，活力下降。

该情况下，应用 L4M、基因芯片等分子生物学方法检

测时准确率下降，为了防止带有致病菌食品的漏检，

食品在检测致病菌前需要进行增菌。第二，现有分

子生物学检测技术的检测限在 #$0 P #$! 左右，当食

品受污染程度低时，前期增菌必不可少。第三，当存

在较多的背景微生物时，L4M 等技术的检测准确性

受到影响。目前的检测方法中，不同致病菌有独立

的检测方法，需要分别进行增菌。因此得到一种能

同时富集沙门氏菌、金黄色葡萄球菌及单增李斯特

菌的共增培养基，对实现共检技术具有重要的意义。

国内外现有研究中，涉及共增菌培养基技术的

研究主要包括：沙门氏菌和志贺氏菌共增技术［"］、沙

门氏菌、大 肠 杆 菌 及 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 共 增 技 术

（U2U）［#$］、沙门氏菌、大肠杆菌及单增李斯特菌的共

增技 术（2CN）［##］、以 及 广 谱 增 菌 肉 汤（RLU）等，除

2CN 肉汤具备 一 定 的 选 择 性 外，其 余 均 属 于 无 选 择



性增菌培养基，不能满足背景微生物多时对特定目

标菌进行增菌的要求。迄今为止，未见关于沙门氏

菌、金黄色葡萄球菌及单增李斯特菌选择性共增菌

技术的报道。

本文旨在研究一种能够同时富集沙门氏菌、金

黄色葡萄 球 菌 及 单 增 李 斯 特 菌 的 选 择 性 增 菌 培 养

基，并利用传统检测方法及荧光 !"# 技术验证其同

时增菌的效果。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌 株：肠 炎 沙 门 氏 菌（ !"#$%&’##" ’&(’)*(*+*,）

（"$"" %&&’(）、单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌（ -*,(’)*"
$%&%./(%0’&,）（"$"" ’%&)(）、及 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（!("12/#%.%..3, "3)’3,）（"$"" %(**+）为 本 实 验 室 保

藏菌株。出血性大肠杆菌（ 4&(’)%2’$%))2"0*. 4 , .%#*
-(.&：/&）（ 01"!"2’(）、蜡 样 芽 孢 杆 菌（ 5".*##3,
.’)’3,）（ "$""&*’’(）、小 肠 结 肠 炎 耶 尔 森 式 菌

（6’),*&*" ’&(’)%.%#*(*."）（3/"1" 45+’）、普通变形杆菌

（ 7)%(’3, 83#0")*, ）（ 01"!"+’2 ）、产 气 肠 杆 菌

（4&(’)%9".(’) :’)%0’&’,）（"$""&*&’2）、福 氏 志 贺 氏

（ !2*0’##" ;#’<&’)* ）（67"1" &(2 ）、副 溶 血 性 弧 菌

（=*9)*% 1")"2"’$%#/(*.3,）（37"89 )+:(;）、铜 绿 假 单 胞

菌（ 7,’3+%$%&", "’$0*&%,"）（3/"1" <=((:>）由 深 圳

太太药业基因诊断部惠赠。所有菌株接种于营养琼

脂斜面，%?保存备用。

! "! "# 试剂：胰酪胨大豆肉汤（@3A）、氯化镁孔雀绿

增菌液（#B）、& C.D氯化钠肉汤、EF=G5F 肉汤（EA）、亚

硫酸铋 琼 脂（A3）、A=HFI:!=F>5F 氏 培 养 基、改 良 $J
AFHI5 琼脂（$$0）购于广东 环 凯 微 生 物 科 技 有 限 公

司。胰酪胨、蛋白胨、葡萄糖、吖啶黄、萘啶铜酸、苯

乙醇、氯化锂、亚碲酸钾、磷霉素、甘露醇、丙酮酸钠、

七叶苷等购于青岛海博生物技术有限公司。

! "! "$ 主要 仪 器：0A8 &.** 荧 光 !"# 仪（美 国 0A8
公司）、生 化 培 养 箱、气 浴 摇 床、</ 计、分 光 光 度 计

（广州梓兴化玻仪器有限公司）。

! "! "% 样品来源：共 &(* 份样品，包括牛排 (2K 份，

猪排 +(+ 份，鸡 肉 +(’ 份，猪 肠 K& 份 来 源 于 深 圳 出

入境检验检疫局及东莞出入境检验检疫局。用于人

工污染的样品鸡肉及牛肉购于广州当地超市。

! "# 基础培养基的制备

称取胰酪胨 (& L、蛋白胨 ’ L、氯化钠 (. L、磷酸

二氢钠 + C. L、葡萄糖 + C. L 加入到 (*** MN 蒸馏水

中，混 匀，调 节 </ 至 & C* O & C+，( P (*. != 灭 菌

(. MHQ，%?下保存备用。

! "$ 抑制剂及促进剂的筛选

考察的抑制剂及促进剂种类及用量见表 (。将

’ 种目标菌 分 别 在 营 养 琼 脂 上 传 代 + 次，挑 取 典 型

单个菌落接种于营养肉汤，培养 . O ) R，用生理盐水

梯度稀释，分别将约 (* O (** "ESTMN 的目标菌接种

至含有不同添加成分的肉汤中，以不含添加成分的

基础 培 养 基 为 空 白 对 照，’&? (.* FTMHQ 振 荡 培 养

+% R。根据菌悬液浓度适当稀释测其 >?.%* ，以确定

添加成分的种类及含量，制备共增培养基（33N）。

表 ! 不同抑制剂及促进剂对 $ 种目标菌生长的影响

@=UV5 ( @R5 HM<=J; WX =IIH;HY5G WQ ;R5 LFWZ;R WX ;R5 ;RF55 ;=FL5; <=;RWL5QG

0IIH;HY5 =L5Q;G 1WG=L5
! , ’&(’)*(*+*,

（D）!

! , "3)’3,
（D）

- , $%&%./(%0’&’,
（D）

NH;RH[M JRVWFHI5（LTN） % + CK’ K C(. .+ C’2

+ ( C+& * C%+ * C2’

( * * + C))

0JFHXV=YHQ5（MLTN） (* ’2 C*( 2* C(’ +) C*&

. (2 C2’ K2 CK% (’ C+K

+ C. % C2. K2 C2’ (+ C%+

\=VHIH]HJ =JHI（ML）TN +* K C.’ .. C.’ ’’ C(’

(* ) C%K ’+ CK+ ( C&+

. ( C+% (’ C’K *

!R5Q4V 5;R=QWV（MNTN） . KK C%. %* C&% 2+ CKK

+ C. K2 C2* ++ C+’ 2+ C&.

EWGXWM4JHQ（MLTN） +* 2+ C%+ 2( C%* 2+ C&)

(* 2( C’& 2+ C*K &K C*)

. 2( C.% 2* C*% )+ C*’

!W;=GGH[M ;5VV[FH;5 * C% 2* C&’ ’% C.K KK C..

（MLTN） * C+ .’ C+& ’( C&) ) C.&

* C( (. C*2 (’ CK( + C(2

3WIH[M <4F[Y=;5（MLTN） . ^ %%C2) ^ +& C(’ ^ ’. CK&

+ C. ^ ’& C.K ^ +% C&( ^ +2 C(.

$=QQH;WV（LTN） . * ^ +)C+2 *

_GJ[VHQ（LTN） * C( ^ * C+& * ^ (’C’2

! ;R5 <5FJ5Q; M5=QG HQRHUH;HWQ F=;5，ZRHJR HG (**:（ LFWZ;R HQ ;R5 U=G5:
M5IH[M ZH;R ;R5 =IIH;HY5GTLFWZ;R HQ ;R5 U=G5:M5IH[M）P (**；* M5=QG QW
WUYHW[G HQXV[5QJ5；Q5L=;HY5 Q[MU5F M5=QG ;R=; ;R5 =IIH;HY5G R=Y5 =JJ5V5F=;HQL
5XX5J; WQ ;R5 ;=FL5; <=;RWL5QG ,

! "% &&’ 的单菌增菌效果的验证

将 (* O (** "ESTMN 的 - , $%&%./(%0’&,、! ,
’&(’)*(*+*, 和 ! , "3)’3, 分 别 接 种 到 (** MN 33N 中，

’&? (.* FTMHQ 振荡培养’) R。同时将等量的目标菌

分别接入 各 自 的 选 择 性 增 菌 肉 汤 中（ ! , ’&(’)*(*+*,：
#B、! , "3)’3,：& C.D 氯 化 钠 肉 汤、- , $%&%./(%0’&,：

EA）。取 % R 、K R、(+ R、() R、+* R、+% R、’) R 的培养

物，分别用 A3、A:! 及 $$0 进行平板计数。重复试

验 ’ 次，每次试验采用 + 个平行重复。

*2’( ‘[=Q4[=Q NH[ 5; =V , T :.(" @*.)%9*%#%0*." !*&*."（+**2）%2（(*）



! "# $$% 的复合增菌效果的验证

按以下 ! 种混合比例，将 " 种目 标 菌 的 混 合 物

分别接种至 #$$ %& ’’& 中：（#）沙门氏菌 ( 金葡菌 (
单 曾 李 斯 特 菌 ) # ( # ( # （ #$$ *+,-%& ）；

（.）沙门氏菌 (金葡菌 ( 单曾李斯特菌 ) # ( #$$ ( #$$$
（#$ / # *+,-%&，#$$ / #$ *+,-%&，#$$$ / #$$ *+,-
%&）；（"）沙 门 氏 菌 ( 金 葡 菌 ( 单 曾 李 斯 特 菌 ) #$$ (
#$$$ ( #（#$$ / #$ *+,-%&，#$$$ / #$$ *+,-%&，#$ /
# *+,-%&）；（!）沙门氏菌 (金葡菌 ( 单增李斯特菌 )
#$$$ ( # ( #$$（#$$$ / #$$ *+,-%&，#$ / # *+,-%&，

#$$ / #$ *+,-%&）。"01 #2$3-%45 振荡培养 .! 6，取

7 6、#. 6、#! 6、#8 6、.$ 6、.. 6、.! 6 的培养物进行平

板计 数。 将 上 述 比 例 的 目 标 菌 接 入 到 9’: 中，取

.! 6的培养 物 进 行 平 板 计 数 对 比。重 复 试 验 " 次，

每次试验采用 . 个平行重复。

! "& $$% 对非目标菌增菌效果的验证

将约 #$! *+,-%& 的 非 目 标 菌 分 别 接 种 至

#$$ %& ’’& 及 9’: 中，"01 #2$ 3-%45 振荡培养"7 6。

取 #. 6、.! 6、"7 6 的培养物测定其 !"2!$ ，判断非目

标菌 的 生 长 情 况。此 外 将 #$. *+,-%& 的 " 种 目 标

菌及 #$! *+,-%& 的 非 目 标 菌 同 时 接 入 到 ’’& 中，

"01 #2$ 3-%45 振荡培养 .! 6 目标菌各自的选择性

培养基上进行平板计数，判断目标菌生长受影响状

况。重复试验 " 次，每次试验采用 . 个平行重复。

! "’ 人工接种样品的检测

取 # %& " 种 目 标 菌 的 混 合 培 养 物（菌 浓 度 为

#$. *+,-%&），加 入 到 .2 ; 生 牛 肉（根 据 <: !08= >
.$$8 检 测 不 含 目 标 菌）中，至 于 灭 菌 袋 中，混 匀，室

温下处理 #2 %45 使菌液均匀吸收，加入 ..2 %& ’’&
肉汤，混匀，"01 #2$ 3-%45 振荡培养.! 6。未接种 "
种目标菌的 样 品 做 阴 性 对 照。 取 #. 6、#7 6、.$ 6、

.! 6的培养物，用已灭菌生理盐水做十倍梯度稀释，

在目标菌的选择性培养基上做平板计数。相同方法

进行鸡肉样品污染。

! "( 实际污染样品的检测

0#$ 份样品，共 0#$ 份样品，包括牛排 #=8 份，猪

排 .#. 份，鸡肉 .#" 份，猪肠 80，样品保存与 > .$1
环境下待检。取 .2 ; 样品与 ..2 %& ’’& 混匀，"01
#2$ 3-%45 振荡培养 .! 6。平板计数。

! ") 三重荧光 *+, 检测

荧光 ?*@ 引物及探针见表 .。在 .2!& 反应体

系中进行，#$ A ?*@ BCDDE3 $ F.2!&、G;. H（" %%IJ-&）

# F2!&、KL9?（#$ %%IJ-&）#!&、" 种目标菌上下游引

物各 #!&、" 种目标菌菌的探针（2 M%IJ）各 $ F2!&、

" 种目 标 菌 的 NLO 模 板 各 . !&、#$% 酶（2 !-!&）

$ F2!&、NP?* 水 ##!&。反应条件为反应条件：=21
预变性 ! %45，=21 #$ Q、7$1 !2 Q、0.1 "$ Q，!$ 个

循环。

表 - 在三重荧光 *+, 中使用的 ./01/2 探针及核酸引物

9RBJE . SJ4;I5CTJEIU4KE M34%E3Q R5K 9RVGR5 M3IBEQ CQEK 45 +WX?*@

?RU6I;E5Q 9R3;EU ;E5E ’EVCE5TE（2Y!"Y） #% -1 ?3IKCTU Q4ZE-BM

& [ ’()’*+)+,+- 45\O D] 99O9*<O<O9*<**OO9*O<9* 20F0 ##0
3\ 9**<9<OO<*OOOO*<9O<* 28F#
MB +OGXOO9O*9<O<*<<*9<*9*<**999X:^W# 70F$

. [ /0(012)03’(- 4RM D] *9<OO9*9*OO<*OOOO**9<<9 28F! #0"
3\ *<*<O**<OO<**OO*9O 2=F2
MB _‘*XO9O*<O9OO*O9**O*<<*9*9<<*9<X:^W# 70F2

& [ $4*’4- ’R!!. D] 99*9*O*<O*9OOO9OOO*<*9*O 28F" #!!
3\ <<9O*9O*9OOO<O99O9*OO<O*<<*9 20F#
MB *a2X*O<OO*O*OO9<999**<O9<*OO*<9X:^W. 70F2

" D]，DI3]R3K M34%E3；3\，3E\E3QE M4%E3；MB，M3IBE [

! "!3 数据分析方法

使用 G4T3I PbTEJ（G4T3I IDD4TE M3IDEQQ4I5RJ EK4U4I5
.$$"，G4T3IQIDU *I3MI3RU4I5）对各组试验数据进行分析

处理及绘制生长曲线。

- 结果

- "! 抑制剂、促进剂的选择及配方的确定

- "! "! 抑制剂：由表 # 可知，在基础培养 基 中 加 入

! ;-&的 氯 化 锂 对 沙 门 氏 菌 及 金 黄 色 葡 萄 球 菌 影 响

较小，但 对 单 增 李 斯 特 菌 的 抑 制 作 用 达 到 2$c。

. ;-&的氯化 锂 对 " 种 菌 的 抑 制 作 用 均 不 明 显。 在

培养基中加入吖啶黄，强烈抑制金黄色葡萄球菌的

生长，不可使用。#$ %;-%& 的萘啶铜酸对三种菌的

抑制作用不明显。苯乙醇则同时抑制沙门氏菌和单

增李斯特菌的生长。磷霉素即使在低剂量下也会强

烈抑制沙门氏菌、金黄色葡萄球菌的生长，对李斯特

菌的抑制作用相对较弱。不同浓度的亚碲酸钾对沙

门氏菌的作用有明显的差异，$ F# %;-& 的 用 量 增 减

则可 产 生 较 大 的 生 长 速 度 的 变 化。在 $ F# %;-& 条

件下，沙门氏菌有较好的生长效果。为使 " 种菌有

#="#刘园园等：一种能同时富集沙门氏菌、金黄色葡萄球菌和单增李斯特菌的培养基 [ -微生物学报（.$$=）!=（#$）



较一致的生长速度，最 终 确 定 使 用 氯 化 锂 ! "#$，萘

啶铜酸%& ’"#$，亚碲酸钾 & (% ’"#$。

! "# "! 促进剂：因为抑制剂成分的存在，对 于 ) 种

目标菌并非完全没有抑制作用，考虑使用促进成分，

改善 ) 种目标菌的生长。本研究共考虑丙酮酸钠、

甘露醇及七叶苷。由实验结果可知，* "#$ 及 ! (* "#$
的丙酮酸钠对 ) 种菌的生长均有促进作用。当加入

甘露醇时，金黄色葡萄球菌的菌体浓度增大，但对沙

门氏菌及单增李斯特菌没有明显的影响。七叶苷对

) 种目 标 菌 的 促 进 作 用 均 不 明 显。 最 后 确 定 使 用

! (* "#$ 的丙酮酸钠及 ! (* "#$ 的甘露醇。

! "# "$ 培养基的制备：按配方称取足量的胰酪胨、

蛋白胨、葡萄糖、氯化钠、磷酸二氢钠、丙酮酸钠、甘

露醇、氯化锂溶解与 %% 蒸馏水中，加热溶解，冷却至

室温，调 节 +, 值 为 - (& . - (!。 % / %&* 01 灭 菌

%* ’23，冷却至 室 温 后 加 入 萘 啶 铜 酸 及 亚 碲 酸 钾 混

匀，保存于 45备用。

! "! 复合增菌培养液 %%& 的增菌效果的验证

! "! "# 66$ 肉 汤 单 菌 增 菌 效 果：沙 门 氏 菌、金 黄 色

葡萄球菌及单增李斯特菌在 66$ 肉汤及 ) 种菌各自

的选择性增菌肉汤中（78，- (*9 氯化钠肉汤及李氏

增菌液）的生长曲线见图 %。其中，单增李斯特菌在

66$ 及 :; 中的生长速度相当，有相似的滞后期、指

数生长期，且在 66$ 中，单增李斯特菌的最大菌浓度

高于 :;，接近于 %&< =:>#’$。对沙门氏菌及金黄色

葡萄球菌而言，尽管在 78 及 - (*9氯化钠肉汤中目

标菌可以较早进入对数生长期（4 ?），但经过 !4 ? 培

养 后，在 目 标 菌 在 66$ 中 的 菌 浓 度 也 达 到

%&@ =:>#’$，高 于 在 78 及 - (*9 氯 化 钠 肉 汤 中 的

%&- =:>#’$。

图 # %%& 肉汤单独增菌效果

:2" A % B3C2D2CE1F "GHIJ? HK J?GLL J1G"LJ +1J?H"L3M 23 66$ A

! "! "! 66$ 肉汤复合增菌效果：在复合增菌实验中

（图 !），当 ) 种目标菌以相同的接种浓度接入 66$ 中

时，) 种菌具有相似的生长速度、滞后期及最大菌浓

度。经过 !4 ? 培养后，) 种菌均达到 %&@ =:>#’$，与

接入 N6; 后 具 有 相 当 的 最 大 菌 浓 度（ ! A "#$"%&$&’&：
- (@ / %&@ =:>#’$，( A )*#*+,$*-"#".：%& (! / %&@ =:>#
’$，! A /0%"0.：< (% / %&@ =:>#’$）。当 接 种 浓 度 比

例为 % O %&&& O %&&（61 O 6J1 O $’）时，如实验前的预计，

单增李斯特菌及金黄色葡萄球菌的最大菌浓度明显

高于沙门氏菌，经过 %P ? 培养后，沙门氏菌 浓 度 仍

维持在初始接入水平，但 !4 ? 后，沙门氏菌 的 菌 体

浓度达到 %&4 =:>#’$，可满足分子生物学检测所需

的菌体浓度。而在 N6; 中，!4 ? 后，沙门氏菌的浓度

低于 %& =:>#’$。 当 接 种 浓 度 比 例 为 %&&& O %&& O %
（61 O 6J1 O $’）时，单 增 李 斯 特 菌 的 最 大 菌 浓 度 达 到

%&* =:>#’$。相反 在 N6; 中，单 增 李 斯 特 菌 不 可 检

测，可能原因是沙门氏菌及金黄色葡萄球菌的生长

抑制了 单 增 李 斯 特 菌 的 生 长。 当 接 种 浓 度 比 例 为

%&& O % O %&&&（61 O 6J1 O $’）时，与前两个混合比例实验

结果不同，该实验中 ) 种菌的最大生长浓度与初始

接入浓度不成比例。其中金黄色葡萄球菌的浓度达

到 %&- =:>#’$，与 沙 门 氏 菌 及 单 增 李 斯 特 菌 相 似。

简而言之，以不同接种比例在 66$ 肉汤中接入 ) 种

目标菌，均 有 较 好 的 增 菌 效 果。) 种 菌 表 现 出 相 似

的生长状况，且最大菌浓度可满足现代检测技术的

检测限要求。

! "! "$ 非目标菌的在 66$ 肉汤中的复苏效果：@ 种

与食 品 有 关 的 常 见 致 病 菌 接 入 66$ 肉 汤 中，经 过

!4 ?培 养 后，仅 有 1213 4%*- O 2-，5%*$"0. 607-/%&.
和 !8&-"77/ M++ A生长，其 49 值从 & (%)) 分别增长至

& (*!4，& (4%! 和 & (%4)。其余的五种致病菌菌未生长

QR 值 维 持 在 & (%)) 不 变。尽 管 这 ) 种 菌 在 66$ 中

可生长，但生长速度远低于 ) 种目标菌的生长速度。

相反，在 N6; 中，非 目 标 菌 生 长 状 况 较 好，QR 值 均

增长至 % (&&& 以上。

同时，将 1213 4%*- O 2-， 5%*$"0. 607-/%&. 和

!8&-"77/ .:: A与 ) 种 目 标 菌 同 时 接 入 66$ 肉 汤 中，在

% O %&和 % O %&&（目标菌浓度：非目标菌浓度）! 个接种

!<)% SE13TE13 $2E LJ 1F A # ;+$/ <&+%*=&*7*-&+/ !&#&+/（!&&<）4<（%&）
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图 ! ""# 肉汤复合增菌效果

!"# $ % &"’()*+,-.(/ #0.1*2 .3 *20-- *+0#-* 4+*2.#-,/ ", &&5 $

浓度，6 种目标菌的生长不受影响，生长曲线见图 6。

经 过 %7 2 培 养 后，6 种 目 标 菌 的 浓 度 可 达 到

89: ;!<=’5，与不接入非目标菌的对照组比较，最大

菌浓度相近。

图 $ 非目标菌存在时目标菌在 ""# 中的生长状况

!"# $ 6 >0.1*2 .3 *20-- *+0#-* 4+*2.#-,/ ", &&5 12-, ,.,?*+0#-*

4+*2.#-,/ -@"/* $

! %& 人工接种样品的检验

6 种目标菌的初始 接 种 量 为 89% ;!<=’5 时，经

过 %7 2 培养后，菌浓度可达到 89A B 89C ;!<=’5，生

长曲线见图 7。取 8A 2 的培养物进行 !D?E;F 检测，

检测结果为阳性。检测结果见图 G。

图 & 三种目标菌 在 鸡 肉 及 牛 肉 的 人 工 污 染 样 品 的 生 长

情况

!"# $ 7 >0.1*2 .3 *20-- *+0#-* 4+*2.#-,/ ", +0*"3"H"+))I H.,*+’",+*-J

/+’4)-/ $
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图 ! 三种目标菌的人工污染样品 "# $ 培养物荧光 %&’ 扩增曲线

!"# $ % !&’()* +,,+- ."/0 /0122/+1#2/3+/04#25, "54678+/29 12+9-’/4 2+/ 60"6:25 +59 ;22< ,+=382, $

( )! 实际样品的检验

表 > 为实际样品的检测结果，所有样品同时采

用 ?@ABCD E FGGC 检测。BHG 份样品中，FI 份被确定

为沙门氏菌阳性，其中 H 份被由国标法判定为阴性

而 ()* 检测为阳性。HD 份 样 品 被 确 定 为 单 增 李 斯

特菌阳性。HD 份 样 品 被 确 定 为 金 黄 色 葡 萄 球 菌 阳

性，其中 F 份被 ()* 断定为阳性而被国标法判定为

阴性。这 > 份 由 荧 光 ()* 判 定 为 阳 性 而 被 国 标 法

判定为阴性的样品进一步通过克隆扩增片段进入质

粒 3J)’HD K，经测序证实荧光 ()* 的判断正确。

表 * 实际样品采用国标法及 ++, 联合 -./%&’ 检测法检测结果

K+;82 > K+1#2/ 3+/04#25, 92/26/"45 ;- /02 645L25/"45+8 =2/049 +59 MMN ."/0 !&’()* <14= 5+/71+88- 645/+="5+/29 <449 ,+=382,

M+=382
O4 $ 4< ,+=382,

+5+8-P29

M+（()*Q)78/712） N=（()*Q)78/712） M/+（()*Q)78/712）

R Q R ! R Q E E Q R R Q R R Q E E Q R R Q R R Q E E Q R

@22<,/2+: HDC % G G F G G > G G

(41: 6043 FHF I G G % G G H G G

)0"6:25 FH> C H G B G G HH F G

("# ;4.28 CB B G G % G G A G G

K4/+8 BHG FI H G HD G G HD F G

! )45L25/"45+8 =2/049, .212 ,/1"6/8- 321<41=29 +66419"5# /4 ?@ABCD E FGGC ",,729 ;- ?2521+8 S9="5",/1+/"45 4< &7+8"/- M7321L","45，T5,326/"45 +59 &7+1+5/"52
4< /02 (24382’, *237;8"6 4< )0"5+ +, ,/+59+19 92/26/"45 =2/049, $ R Q R ，34,"/"L2 <41 ;4/0 ()* +59 645L25/"45+8 678/"L+/"45； E Q R ，52#+/"L2 <41 ()* +59
34,"/"L2 <41 645L25/"45+8 678/"L+/"45 $

AD>H U7+5-7+5 N"7 2/ +8 $ Q !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（FGGD）AD（HG）
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! 讨论

本研究中，!!" 是一种选择性的复合增菌肉汤，

根据改良 胰 蛋 白 胨 大 豆 肉 汤（#!$）配 方，形 成 基 础

培养基，满足菌体生长需求。在此基础上联合添加

% &’" 的氯化锂，() *&’" 的萘啶铜酸及 ) +( *&’" 的

亚碲 酸 钾，可 较 好 抑 制 背 景 微 生 物 的。 验 证 了

,-./01223 435*.6 7.819:36［(%］的 研 究 结 论：() *&’" 的

萘啶铜酸对 ! ; "#$%，& ; ’$(#)*+"*,+，- ; "*)*(+ 的抑制

效果 达 到 <=>，对 . ; /#,#"01#2*,*+ 的 抑 制 作 用 为

=>，对 3 ; 4()*(+ 的 抑 制 作 用 为 %)>，%&’" 的 氯 化

锂对 3 ; 4()*(+ 无抑制作用。同时也验证了朱敏［(?］

等的研究结论：亚碲酸钾对 - ; "*)*(+ 及 ! ; "#$% 有

强烈的抑制作用，但对 . ; /#,#"01#2*,*+ 及 3 ; 4()*(+
抑制作用不明显。此外，补入丙酮酸钠和甘露醇作

为生长促进因子，支持细胞生长，利于损伤沙门氏菌

的复苏，促进金黄色葡萄球菌的富集［(@ A (B］。

由本研究可知，当 ? 种目标菌以不同的初始接

入量接种至 #!$ 中时，接种量为 () C ( ,DE’*" 的目

标菌生长受到明显抑制，无法满足 ? 种目标菌同时

生长的要求，可能的原因是接种量大的菌快速成为

优势菌体，抑 制 了 接 种 量 小 的 菌 体 的 生 长。!!" 肉

汤较好的克服了这一问题，仅当沙门氏菌的初始接

入量为 () C ( ,DE’*" 时，其生长落后于单增李斯特

菌及金黄色葡萄球菌，但经过 %@ - 培养，沙 门 氏 菌

的浓度 达 到 ()@ ,DE’*"，可 满 足 F,G 检 测 限 的 要

求。而当金黄色葡萄球菌及单增李斯特菌的初始接

入量为 () C ( ,DE’*" 时，? 种目标菌可以相对一致

的速度生长，实现目标菌的同时富集。

现有预增菌肉汤（EF$）可用于多种致病菌的共

增菌培养，但它缺少抑制剂，无法实现目标菌的选择

性生长，不 适 合 高 背 景 微 生 物 的 样 品 的 前 增 菌［(H］，

!!" 肉汤可以弥补该不足。经过 !!" 增菌之后无需

再次进行选择性增菌，可直接用于 F,G 检测。

综上所述，本研究得到的 !!" 肉汤，具有较好的

选择性，能够使沙门氏菌、金黄色葡萄球菌及单增李

斯特菌以相对一致的速度生长，经 %@- 培养后，菌体

浓度可达到 ()= ,DE’*" 以上，一步完成前增菌及选

择性增菌，培养物可满足后期 F,G 检测需求。在今

后的研究中，还可以继续探讨培养基中抑制剂的抑

菌机理及在共增菌过程中 ? 种目标菌之间的影响，

以及在与 F,G 检测技术接轨时，如何消除培养基成

分对检测结果的影响，以完善整个共检技术流程。

致谢 本研究得到教育部“新世纪优秀人才支持计

划”（4,I#J)HJ)=H@）的资助，深圳太太基因工程有限

公司，深圳出入境检验检疫局及东莞出入境检疫局
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中、* 英文阐述了当前医学分子生物学的基础知 识 和 前 沿 进 展，包 括 基 因 组、转 录 组、蛋 白 质
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导、肿瘤分子生物学及生物信息学等基本原理和应用。
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