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整鸡中弯曲菌定量检测方法的建立与优化 
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2. 中国疾病预防控制中心营养与食品安全所, 北京  100050; 3. 中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

摘  要: 目的  建立一种简便、灵敏、稳定的整鸡中弯曲菌定量检测方法, 并用北京地区市售整鸡样品进行验

证。方法  分别对 37株鸡肉中常污染的背景杂菌、24株弯曲菌菌株进行抗生素敏感性测试, 对弯曲菌分离用

选择性培养基及抗生素添加剂进行优化和改进; 用 77 份人工定量污染弯曲菌的鸡淋洗液进行添加回收实验, 

以生长指数评价选择性平板对鸡肉样品中背景杂菌的抑制情况和弯曲菌生长状况影响。结果  在改良后的

Karmali和 Preston选择性平板上, 弯曲菌生长状态稳定, 并可有效抑制鸡肉样品中常见的背景干扰杂菌的生长

繁殖, 此方法对鸡肉中弯曲菌检出的灵敏度可达 2.5 CFU/g。结论  所建方法灵敏度高、操作简便、计数准确, 

Karmali和 Preston平板组合后可有效提高鸡肉中弯曲菌的检出率, 适用于禽类食品中弯曲菌的定量检测。 
关键词: 弯曲菌; 抗生素; 整鸡; 定量检测 

Development and optimization of enumeration for Campylobacter species 
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ABSTRACT: Objective  To establish a simple, sensitive, and stabile quantitative enumeration method for 
Campylobacter spp. from chicken carcass, and to evaluate it by application in detection of Campylobacter spe-
cies from retail chicken in Beijing. Methods  Based on the plate counting theory, the method of enumeration 
for Campylobacter species was developed. A total of 37 strains of indigenous flora and 24 strains of Campylo-
bacter were used for antimicrobial susceptibility testing, and the selective culture and antibiotic supplements 
were optimized. Totally, 77 samples with artificial contamination with Campylobacter were evaluated. Growth 
index was employed for evaluating the growth of Campylobacter as well as the inhibition of indigenous flora in 
plates. Results  Campylobacter spp. grew well and was not inhibited by any antibiotic in selective plates, but 
indigenous flora could be inhibited on the modified Karmali and Preston plates. The limit of enumeration for 
Campylobacter species from chicken was 2.5 CFU/g. Conclusion  The method could be applied to detect the 
Campylobacter species in food specifically, quantitatively and accurately. Preston selective agar in combination 
with Karmali could improve the detection of Campylobacter species from chicken carcass. 
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1  引  言 

弯曲菌是一种重要的食源性致病菌。近 20年来, 
全球范围内弯曲菌感染病例激增, 一些国家弯曲菌
感染率甚至超过沙门氏菌。其中弯曲菌属中的空肠弯

曲菌和结肠弯曲菌两个种又是最常见的人兽共患病

致病菌, 引起人致病的弯曲菌中 80%∼90%是空肠弯
曲菌, 其次是结肠弯曲菌, 其他弯曲菌偶尔致病[1]。

虽然空肠弯曲菌感染多为自限性疾病, 但 20%以上
的患者会出现病情复发或病程延长现象, 严重者会
并发格林 -巴利综合征  (Guillain-Barre syndrome, 
GBS)。全世界每年由空肠弯曲菌引起的食源性腹泻
病例达 4∼5亿人次[2]。欧洲在 2006∼2011年期间, 仅
弯曲菌导致的食源性疾病每年有 19 多万人次, 且发
病率呈持续上升趋势[3]。美国每年约有 200万人次患
弯曲菌病, 其中 15%需住院治疗[4], 因此弯曲菌感染
已成为危害消费者健康的重要公共卫生问题。 

人类可通过污染的食物或水等多种途径暴露弯

曲菌而患病[5]。禽类是空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的重

要自然宿主, 禽类盲肠内容物中弯曲菌的数量可达
7.0 log10 CFU/g[6, 7], 食用被弯曲菌污染且未彻底加
热的禽类是感染弯曲菌的主要原因[8], 其中 90%以上
是由于食用了被污染的鸡肉产品或被其交叉污染的

其他食品所致[9,10]。弯曲菌在食品中虽不宜生长繁殖, 
但引起人类发病的感染剂量却很低, 摄入 400∼500个
活菌即可引发肠道感染[2]。为了解食品中弯曲菌的污

染水平, 各国相继建立了食品中弯曲菌检测方法。我
国现行国标方法[11]对食品中弯曲菌的检测仅限于定

性; 国际标准化组织(ISO)对食品中弯曲菌的最可能
数(most probable number, MPN)检测[12]灵敏度虽高, 
但为半定量法, 且适用范围有限, 不能准确定量; 荧
光定量 PCR 的方法虽可对样品中弯曲菌进行快速定
量, 但实验结果存在假阳性和假阴性的误差, 且不能
得到活菌, 无法对污染菌进一步分析; 美国农业部方
法虽可以对鸡肉中弯曲菌进行定量[13], 但由于我国
家禽养殖过程中, 抗生素不合理使用现象严重, 导致
市售鸡肉样品中耐药杂菌种类多、污染水平高, 严重
干扰鸡肉样品中弯曲菌的检测, 进一步加大了弯曲
菌定量检测和分离的难度。因此, 建立一种灵敏度

高、操作简便、准确稳定、适应于我国国情的鸡肉中

弯曲菌定量检测方法迫在眉睫。 
本研究通过对我国鸡肉样品中污染的除弯曲菌

以外的常见干扰杂菌进行分类和耐药性分析, 调整
并优化选择性培养基种类及添加的抗生素类别和浓

度, 建立定量检测鸡肉中弯曲菌的方法, 并用所建方
法对北京地区零售整鸡中弯曲菌污染水平进行监测, 
为评估鸡肉暴露弯曲菌对人群健康影响的风险提供

可靠方法和准确数据。 

2  材料与方法 

2.1  材料 

2.1.1  主要仪器 
生物安全柜(Thermo 1389, 美国 Thermo 公司);

无菌匀浆袋(Stomacher 3500, 英国 Seward 公司); 全
自动微生物分析系统(VITEK 2 COMPACT 60, 法国
Bio Mérieux 公司 ); 高压灭菌器 (MLS-3780, 日本
Sanyo公司); 恒温水浴装置(SWB25, 美国 Thermo公
司); 微需氧恒温培养箱(FORMA 3131, 美国 Thermo
公司); 高速台式离心机(LEGEND MICRO 21R, 美
国 Thermo 公司); 螺旋涂布仪(Spiral Systems, 西班
牙 EDDY. JET. IUL公司)。 
2.1.2  培养基与试剂 

无菌脱纤维羊血(北京陆桥技术有限责任公司); 
缓冲蛋白胨水(BPW, 美国 BD 公司, REF 218105); 
MH培养基(美国 BD公司, REF 225250); Brucella培
养基(美国 BD公司, REF 211088); mCCDA培养基与
添加剂(英国 OXOID公司, CM 0739, SR 0155); Kar-
mali 培养基与添加剂(英国 OXOID 公司, CM 0935, 
SR 0205E); Preston培养基与添加剂(英国 OXOID公
司, CM 0689, SR 0204E); 万古霉素、头孢哌酮、放线
菌酮(中国食品药品检定研究院); 多粘菌素 B硫酸盐
(≥8000IU/mg, 北京陆桥技术有限责任公司); 利福平
(美国 Sigma 公司, 83907); Taq DNA 聚合酶(日本
Takara公司, DRR100B); 丙三醇、二甲基亚砜等其他
常规试剂均为分析纯, 购自国药集团化学试剂有限
公司。 
2.1.3  实验样品与菌株 

市售冰鲜整鸡样品购自北京市某超市。空肠弯曲



第 6期 白  瑶, 等: 整鸡中弯曲菌定量检测方法的建立与优化 1697 
 
 
 
 
 

 

菌标准菌株 7 株(ATCC33291, ATCC33560, WHO 
EQAS C10-1, WHO EQAS C12-1, WHO EQAS C12-2, 
CJ1, CJ5); 弯曲菌鸡肉分离株 17株(包括 7株空肠弯
曲菌和 10株结肠弯曲菌); 鸡淋洗液中常污染的背景
菌分离株 37株, 经生化鉴定, 确认为大肠埃希氏菌、
弗格森埃希菌、屎肠球菌、粪肠球菌、口腔链球菌、

肺炎克雷伯菌肺炎亚种、产酸克雷伯菌、少动鞘氨醇

单胞菌、温和气单胞菌、铜绿假单胞菌、沃氏葡萄球

菌、粘质沙雷菌、玫瑰色库克菌等。背景菌具体信息

见表 1。 

表 1  弯曲菌分离方法优化实验所用选择性培养基和背景

菌相关信息 
Table 1  Selective medium and competing flora com-

monly found in chicken rinses used in the present study 

选择性培养基 
菌株数量(株) 

革兰氏阴性菌 革兰氏阳性菌 

mCCDA平板 5 0 

Campy-Cefex平板 6 4 

Karmali平板 9 3 

Preston平板 5 5 

合计(株) 25 12 

 
2.2  方  法 

2.2.1  各种选择性培养基中最适抗生素添加浓度的

确定 
选择性培养基中多粘菌素 B 添加浓度的确定: 

分别测定在 mCCDA、Karmali、Preston 和 Cefex 四
种选择性平板上, 多粘菌素 B在 0∼50 µg/mL浓度范
围内对弯曲菌和各种背景菌的最小抑菌浓度

(minimal inhibitory concentrations, MIC)。将实验用弯
曲菌和 37株背景菌各制成 103 CFU/mL的菌悬液, 用
多点接种仪分别点种于添加不同浓度多粘菌素 B 的
改良 mCCDA、Karmali、Preston 和 Cefex 药敏测试
平板上, 在 42 ℃、微需氧(5% O2, 10% CO2, 85% N2)
条件下培养 48 h 后, 分别获得多粘菌素 B对弯曲菌
和各背景菌的 MIC值。 

头孢哌酮和利福平添加浓度的确定: 在 Preston
和 Karmali 平板上, 分别测定头孢哌酮和利福平在
0∼25 µg/mL 浓度范围内对弯曲菌和各种背景菌的
MIC值。 

分别统计以上三种抗生素在选择性平板上对各

种背景菌和弯曲菌的 MIC 值, 在基本不影响弯曲菌
生长的抗生素浓度范围内, 选择最大程度抑制背景
菌生长的抗生素浓度, 作为添加到选择性平板中该
抗生素的最适添加浓度。 
2.2.2  弯曲菌分离最适选择性培养基的筛选 

为评价选择性培养基中抗生素浓度对弯曲菌生

长的影响, 分别将 14株空肠弯曲菌和 10株结肠弯曲
菌在MH血平板上培养 48 h的新鲜培养物, 用无菌生
理盐水制成菌悬液并梯度稀释, 采用螺旋涂布法将
103 CFU/mL 的菌悬液分别涂布于 MH血平板和 8 种
选择性平板上(选择性平板的具体配方见表 2), 每个
平板涂布 100 µL, 每个菌株每个种类培养基设两个平
行, 于 42 ℃、微需氧(5% O2, 10% CO2, 85% N2)条件下
培养 48 h 后, 分别统计每个平板上弯曲菌的菌落数, 
用 SPSS 17.0 软件进行单因素方差分析(One-Way 
ANOVA), 比较选择性平板和 MH 血平板上的菌落数
差异, 筛选出弯曲菌分离用最适选择性培养基。 
2.2.3  鸡淋洗液中弯曲菌和干扰菌生长状态评价 

为评价鸡肉样品中存在的背景干扰菌对弯曲菌

分离的影响, 分别从北京地区 27 个不同零售地点采
集 77 个整鸡样品, 反复冻融三次以消除其中的弯曲
菌干扰[14]。将处理后的样品置于 stomacher 3500®无

菌均质袋中, 按照每公斤样品 500 mL的比例添加无
菌缓冲蛋白胨水(BPW), 将鸡胴体充分揉搓 5 min后, 
取适量鸡淋洗液, 添加新鲜配制的弯曲菌菌悬液, 使
鸡淋洗液中弯曲菌的终浓度分别为 101、102、103 

CFU/mL。采用螺旋涂布法, 分别将弯曲菌菌悬液、
鸡淋洗液和加弯曲菌标准菌株的鸡淋洗液涂布于

MH 血平板和各选择性平板上, 每个平板每次涂布
100 µL, 同时设两个平行, 于 42 ℃、微需氧(5% O2, 
10% CO2, 85% N2)条件下培养 48 h后, 分别计数每个
平板上的背景干扰菌和目标菌菌落 , 分别比较
mCCDA 和 Campy-Cefex、mCCDA 和 Karmali、
Karmali 和 Preston 以及 mCCDA、Campy-Cefex、
Karmali 和 Preston 平板对弯曲菌的分离及对背景干
扰菌的抑菌效果。依据 Peterz提出的生长指数, 对鸡
淋洗液中的干扰菌在平板上的生长状况进行评价[15]: 
生长指数 1 代表每个平板上背景干扰菌落数小于 30 
CFU, 生长指数 2 代表菌落数范围为 30∼150 CFU; 
生长指数 3代表菌落数范围为 151∼300 CFU; 生长指
数 4代表菌落数大于 300 CFU。筛选出支持弯曲菌生
长但抑制背景干扰菌生长的最佳选择性培养基。 
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表 2  弯曲菌分离所用培养基及配方 
Table 2  Selective agars used in this study 

名称 培养基基础 添加剂 

mCCDA OXOID 
CM 0739 

SR0155: 头孢哌酮 32 µg/mL; 两性霉素 B 10 µg/mL 

改良 mCCDA SR0155; 多粘菌素 B 5 µg/mL; 利福平 6.25 µg/mL 

Campy-Cefex 

BD 211086 

头孢哌酮 33 µg/mL; 放线菌酮 200 µg/mL; 裂解羊血 50 mL/L  

改良 Campy-Cefex 
头孢哌酮 33 µg/mL; 放线菌酮 200 µg/mL; 利福平 6.25 µg/mL; 万古霉素 20 µg/mL; 裂解
羊血 50 mL/L 

Karmali OXOID 
CM 0935 

SR0205: 丙酮酸钠 100 µg/mL; 头孢哌酮 32 µg/mL; 万古霉素 20 µg/mL; 两性霉素 B 10 
µg/mL 

改良 Karmali SR0205; 多粘菌素 B 10 µg/mL; 利福平 6.25 µg/mL 

Preston OXOID 
CM 0689 

SR0204: 多粘菌素 B 5 µg/mL; 利福平 10 µg/mL; 甲氧苄氨嘧啶 10 µg/mL; 两性霉素 B 10 
µg/mL; 裂解羊血 50 mL/L 

改良 Preston SR0204; 头孢哌酮 33 µg/mL; 裂解羊血 50 mL/L 

 
3  结  果 

3.1  不同抗生素对弯曲菌和背景干扰菌抑菌效果 

在四种选择性平板上, 37 株不同种类的背景干
扰菌在改良后的 Cefex平板上均能正常生长。 

在添加多粘菌素B的mCCDA和Karmali平板上, 
24株弯曲菌对多粘菌素B的MIC值均高于 25 µg/mL, 
但 mCCDA 平板上背景干扰菌 MIC 值高于 12.5 
µg/mL菌株为 13株, 而Karmali平板上仅有两株背景
干扰菌生长。在添加多粘菌素 B的 Cefex平板上, 10
株弯曲菌的 MIC 值均低于 12.5 µg/mL, 但背景干扰
菌 MIC值高于 12.5 µg/mL 的菌株数量为 12株。添
加多粘菌素 B的 Preston平板上, 18株弯曲菌的 MIC
值均低于 3.125 µg/mL, 干扰菌 MIC 值高于 12.5 
µg/mL的菌株数量为 1株。在添加利福平的 Karmali
平板上, 22株弯曲菌的 MIC值均高于 25 µg/mL, 2株
为 6.25 µg/mL, 而干扰菌 MIC值高于 12.5 µg/mL的
菌株数量仅有 5株。在添加头孢哌酮的 Preston平板
上, 23株弯曲菌的 MIC值均不低于 32 µg/mL, 1株为
8 µg/mL, 而干扰菌MIC值高于 12.5 µg/mL的菌株数
量仅有 1株。 

综合以上结果 , Karmali 平板上添加 10 µg/mL
的多粘菌素 B 和 6.25 µg/mL 的利福平、Preston 平
板上添加 32 µg/mL的头孢哌酮可作为改良后选择
性平板的最适组合 , 用于鸡淋洗液中弯曲菌的定
量分离。  

3.2  弯曲菌在选择性培养基上生长状态评价 

弯曲菌在 8 种选择性平板上的菌落计数统计结
果显示, 14株空肠弯曲菌和 10株结肠弯曲菌在 8种
选择性平板上的菌落数无显著性差异(P>0.05)。 

3.3  鸡淋洗液中弯曲菌生长状态评价 

弯曲菌纯培养物菌悬液和加标弯曲菌的鸡淋洗

液培养后的菌落计数结果显示, 弯曲菌在鸡淋洗液
中的添加量为 101、102、103 CFU/mL 时, 用所建方
法均可有效回收。 

3.4  选择性平板对鸡淋洗液中背景干扰菌的抑

制效果 

3.4.1  mCCDA 与 Cefex 选择性培养基对背景干扰菌

抑制效果比较 
对 9份鸡淋洗液用改良的mCCDA和 Cefex平板

分别进行弯曲菌和背景干扰菌分离, 并计算生长指
数, 结果弯曲菌在改良的mCCDA培养基上的生长指
数显著低于改良的 Cefex 平板, 说明用改良的 Cefex
平板分离弯曲菌优于改良的 mCCDA, 具体见表 3。 
3.4.2  mCCDA 与 Karmali 选择性培养基对背景干扰

菌抑制效果比较 
对 8份鸡淋洗液用改良的 Karmali与mCCDA平

板分别进行弯曲菌和干扰菌分离, 并计算生长指数, 
结果背景干扰菌在改良的Karmali平板上的生长指数
显著低于改良的 mCCDA 平板 , 说明用改良的
Karmali 平板抑制背景干扰菌的作用优于改良的
mCCDA, 具体见表 4。 
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表 3  9 份鸡淋洗液中背景干扰菌在五种选择性平板上的

生长指数 
Table 3  Comparison of the growth index of competing 
flora isolated from 9 chicken carcass rinses on five selec-

tive agar plates 

选择性平板 生长指数

mCCDA 2.43 

mCCDA+多粘菌素 B 2.5 μg/mL+利福平 6.25 μg/mL 2 

mCCDA+多粘菌素 B 5 μg/mL+利福平 6.25 μg/mL 1.67 

Cefex 3.43 

Cefex+利福平 6.25 μg/mL+万古霉素 20 μg/mL 2.13 

MH血平板 3.6 

 

表 4  8 份鸡淋洗液中背景干扰菌在五种选择性平板上的

生长指数 
Table 4  Comparison of the growth index of competing 
flora isolated from 8 chicken carcass rinses in four selec-

tive agar plates 

选择性平板 生长指数

mCCDA 2.63 

mCCDA+多粘菌素 B 5 μg/mL + 利福平 6.25 μg/mL 2.25 

Karmali 2.43 

Karmali +多粘菌素 B 5 μg/mL + 利福平 6.25 μg/mL 1.67 

MH血平板 3.50 

 
3.4.3  Karmali 和 Preston 平板对干扰菌抑制效果比较 

对 30份鸡淋洗液用改良的 Karmali与 Preston平
板分别进行弯曲菌和背景干扰菌分离, 并计算生长
指数, 结果两种选择性平板上的生长指数无显著差
异, 说明两种选择性培养基分离弯曲菌、抑制背景干
扰菌效果相当。 

 
表 5  30 份鸡淋洗液中背景干扰菌在两种改良的选择性平

板上的生长指数 
Table 5  Comparison of the growth index of competing 

flora isolated from 30 chicken carcass rinses in two selec-
tive agar plates 

平板 生长指数

Karmali +多粘菌素 B 10 µg/mL +利福平 6.25 µg/mL 2.61±0.60

Preston +头孢哌酮 32 µg/mL 2.54±0.63

 
3.4.4  mCCDA、Cefex、Karmali 和 Preston 四组选择

性平板对干扰菌抑制效果比较 
30 份鸡淋洗液中的背景干扰菌在几种选择性平

板上的生长指数见表 6。由表 6可见, 改良的 Karmali
和 Preston 平板上的干扰菌生长指数最低。奇异变形
杆菌(Proteus mirabilis)虽在 mCCDA和 Karmali平板
上有迁徙生长现象, 而在 Preston平板上却无此现象。
综合 3.4.3和 3.4.4结果, Karmali和 Preston两种选择
性培养基可以作为鸡肉中弯曲菌定量检测分离用培

养基, 但在有奇异变形杆菌存在的情况下, 鸡肉中弯
曲菌的定量结果以 Preston平板计数结果为宜。 

表 6  30 份鸡淋洗液中的干扰菌在 8 种选择性平板上的生

长指数 
Table 6  Comparison of the growth index of competing 
flora isolated from 30 chicken carcass rinses in eight se-

lective agar plates 

平板 生长指数

mCCDA 1.83±1.13

mCCDA+多粘菌素 B 5 µg/mL+利福平 6.25 µg/mL 1.57±0.84

Cefex 3.60±0.84

Cefex+利福平 6.25 µg/mL+万古霉素 20 µg/mL 1.77±0.88

Karmali 1.33±0.60

Karmali+多粘菌素 B 10 µg/mL+利福平 6.25 µg/mL 1.17±0.45

Preston 1.53±0.62

Preston+头孢哌酮 32 µg/mL 1.23±0.42

MH血平板 3.87±0.43

4  讨  论 

目前从食品中分离弯曲菌最常用的选择性培养

基包括 Preston、Karmali、mCCDA 和 Cefex 等。在
Preston 平板上, 抗生素头孢哌酮对 23 株弯曲菌的
MIC 值高于 32 µg/mL, 这与弯曲菌对头孢哌酮天然
耐药密切相关。在 Karmali平板上, 22株弯曲菌对添
加利福平的 MIC值为 25 µg/mL, 与早期研究报道相
符[16,17]。由于多粘菌素 B 对革兰氏阴性细菌有良好
的抑菌效果[18, 19], 因此添加多粘菌素 B的Karmali平
板可有效抑制鸡淋洗液中的常见干扰菌, 从而提高
Karmali平板对弯曲菌的检出率。药敏测试结果表明, 
在 mCCDA和 Karmali两种无血平板上, 多粘菌素 B
对所有受试弯曲菌的 MIC值均高于 25 µg/mL, 而在
含血的 Cefex 和 Preston 平板上, 多粘菌素 B 对大多
数弯曲菌的 MIC 值均较低, 推测可能由于多粘菌素
B与血液中某种成分发生化学反应, 使药物的抗菌效
果增强。 
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将不同浓度的弯曲菌定量涂布于含不同成分

抗生素的 mCCDA、Karmali、Preston和 Cefex等选
择性平板上, 微需氧环境下培养后计数, 统计结果
显示弯曲菌可有效回收 , 表明弯曲菌的生长不受
选择性平板中含有的抗生素的影响。将弯曲菌定量

添加至鸡淋洗液中, 用改良后的 Karmali、Preston
两种选择性平板进行分离回收时 , 平板上生长的
背景干扰菌数量不影响弯曲菌计数 , 表明改良后
的 Karmali 和 Preston 平板可用于鸡肉中弯曲菌的
定量检测。 

改良后的 Karmali和 Preston平板分离弯曲菌灵
敏度可达 2.5 CFU/g, 且操作简便、计数准确, 无需
消耗大量的耗材、增菌肉汤, 无需进行预增菌和增
菌, 节约了实验时间。由于我国养殖业中存在抗生
素滥用现象严重, 导致零售肉类食品中含有对多种
抗生素耐药的菌株如大肠埃希氏菌、奇异变形杆菌

等, 此类背景菌在增菌肉汤中生长速度明显高于弯
曲菌, 易成为优势菌群, 培养 8∼12 h 后即消耗增菌
肉汤中的大量营养物质, 导致弯曲菌增菌效果不佳, 
从而影响样品中污染的弯曲菌检出率, 但平板计数
法可有效避免此类问题。因此在对鸡肉中弯曲菌进

行定量检测时, 选择淋洗液直接涂布计数方法, 既
节省时间、物力和财力, 又可满足对弯曲菌进行定
量检测的需求, 所建方法可用于后续鸡肉中弯曲菌
定量检测和弯曲菌对我国居民健康影响风险评估的

数据采集。 
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