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食品中金黄色葡萄球菌定量检测能力验证 

结果与分析 

钟  玮, 张  宁, 刘玉萍, 范一灵, 杨美成* 

(上海市食品药品检验所, 上海  201203) 

摘  要: 目的  提升实验室对食品中金黄色葡萄球菌的检测能力。方法  按照能力验证作业指导书规定的方法

要求进行检测, 并采用全自动微生物基因指纹鉴定系统(RiboPrinter®)对盲样中添加的菌株进行鉴定与分型。结

果  编号为 CODE 1~9的样品均检出金黄色葡萄球菌, 编号为 CODE 10的样品未检出金黄色葡萄球菌。阳性

样品的 Z值结果均＜2; 阴性样品的结果为＜10 CFU/g, 10个样品测试均取得满意结果。结论  通过开展能力

验证工作可以较好地提高实验室检测能力。 
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ABSTRACT: Objective  To improve the detection capacity of Staphylococcus aureus in food. Methods  Detection 

was followed the instruction of the proficiency testing, and RiboPrinter® was used for identification and ribotyping of 

the bacteria added into the blind sample. Results  Staphylococcus aureus was detected in CODE 1~9 and there was 

no Staphylococcus aureus in CODE 10. The Z scores of the positive samples were all less than 2 and the result of the 

negative sample was less than 10 CFU/g. The test results of 10 samples were satisfied. Conclusion  The laboratory 

detection capability has been improved by implementing proficiency testing. 
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1  引  言 

金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aurues, 简称 S. 
aurues), 是引起细菌性食物中毒的重要病原菌之一。无论

在发达国家还是在发展中国家, 由金黄色葡萄球菌引起的

食物中毒在细菌性食物中毒中占有较大比例。该菌在自然

界中分布广泛, 在人体中主要存在于皮肤、粘膜, 特别是鼻

咽部位, 30%~80%的人群为该病原菌的携带者, 因此金黄

色葡萄球菌污染食品的几率较大[1]。目前在食品卫生标准

中已将金黄色葡萄球菌的检验作为常规检验项目。 

能力验证是一类通过外部质量控制手段来测试一个实

验室准确度的途径, 是一种对实验室工作能力进行评估的

客观方法[2], 可以提示实验室内部质控难以发现的偏差或系

统误差, 促进实验室改进工作质量, 是判断和监控实验能力

的有效手段[3]。为提高对食品中金黄色葡萄球菌的检测能力

和水平, 本实验室参加了 2015 年由国家食品药品监督管理
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能力验证。希望通过能力验证评估检测人员的能力和确认相

关资格[4], 从而保证实验室维持较高的检测工作水平。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂和仪器 

本次能力验证样品由中国食品药品检定研究院发放, 

每个实验室收到 10份金黄色葡萄球菌样品, 编码为 CODE 

1~10, 样品为白色球状西林瓶装; 10 袋奶粉样品, 每袋质

量为 25 g, 编码为 CODE 1~10。每个相同编码的金黄色葡

萄球菌样品和奶粉样品作为 1件样品进行检测。 

氯化钠 (分析纯 , 上海凌峰化学试剂有限公司 ); 

Baird-Parker琼脂(美国BD公司); 金黄色葡萄球菌显色琼脂

培养基(法国科玛嘉公司); 金黄色葡萄球菌显色琼脂培养基

(广东环凯微生物科技有限公司); 脑-心浸出液肉汤(BHI)(广

东环凯微生物科技有限公司); 冻干兔血浆(广东环凯微生物

科技有限公司); 营养琼脂(北京路桥技术股份有限公司); 

RiboPrinter®细菌鉴定试剂盒(美国杜邦 Qualicon公司)。 

RiboPrinter®全自动微生物基因指纹鉴定系统(美国杜

邦 Qualicon公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  金黄色葡萄球菌定量检验 

按作业指导书要求, 在生物安全柜内将金黄色葡萄球

菌样品的西林瓶打开, 取 225 mL灭菌稀释液加入到无菌均

质袋中, 并将西林瓶内小球加入到稀释液中, 充分溶解。然

后再将与西林瓶相同编码的奶粉样品加入到上述稀释液中, 

充分均质混匀。依此方法分别对 10件样品进行处理。 

依据 GB4789.10-2010《金黄色葡萄球菌检验》中第二

法 Baird-Parker平板计数[5], 对样品进行检测。根据对样品

污染状况的估计, 选择适宜稀释度的样品匀液进行 10倍递

增稀释, 每个稀释度分别吸取 1 mL 样品匀液以 0.3、0.3

和 0.4 mL的接种量分别加入 Baird-Parker平板表面和金葡

显色平板表面, 用 L 棒涂布均匀。等样品匀液被吸收后翻

转平皿, 倒置于培养箱, (36±1) ℃培养 45~48 h。为保证实

验的准确性, 同时比较不同培养基对金黄色葡萄球菌检测

的灵敏度, 本实验除按 GB 4789.10-2010 中第二法提到的

Baird-Parker平板计数外, 还采用了 2个不同品牌的金黄色

葡萄球菌显色平板培养基进行平行检测。 

参照 GB 4789.10-2010 和商品说明书, 对 Baird-Parker

平板和金黄色葡萄球菌显色平板上的典型菌落进行计数, 选

择符合典型金黄色葡萄球菌菌落特征, 且同一稀释度 3 个平

板所有菌落数合计在 20~200 CFU 之间的平板进行计数, 然

后通过血浆凝固酶试验阳性的比例确定最终的计数结果[5]。 

2.2.2  盲样中添加菌的鉴定及分型 

(1)鉴定方法[6] 

选择 EcoR Ⅰ内切酶试剂盒, 用RiboPrinter®全自动微

生物鉴定系统进行测定。按仪器操作手册挑取单克隆新鲜

菌落, 悬浮于 40 μL缓冲液中, 混匀后吸取 30μL于测试孔

中, 热灭活后各加入 5 μL 裂解液 A 和裂解液 B, 放置于

RiboPrinter®上样孔中并运行程序, 按照仪器显示及有关试

剂标识进行加样和填充有关试剂 , 杂交图谱选择与

DuPontID数据库进行比对, 得出待测菌株信息。 

(2)数据分析和处理 

将 RiboPrinter®中的数据结果导入 BioNumerice 

(Version 6.6)软件进行处理分析, 相似度系数采用 Pearson

相关系数, 聚类图使用非加权配对算数平均法(unweighted 

pair-group method with arithmetic means, UPGMA)构建, 进

行聚类分析。 

3  结果与讨论 

3.1  金黄色葡萄球菌定量检测 

本次能力验证的 10 份样品, 各稀释度 3 块平板上典

型菌落数结果见表 1。 

值得注意的是, 金黄色葡萄球菌在 Baird-Parker 平板

上菌落形态应为圆形、光滑凸起、湿润、颜色呈灰色到黑

色, 周围有一混浊带, 在其外层有一透明圈[5]。但盲样将金

黄色葡萄球菌制备在小球中, 未进行实验时于-20 ℃冷冻

保存 , 在此条件下可能对菌株造成了损伤 , 因此

Baird-Parker 平板上的菌落形态与平常所见的光滑圆形不

同, 外观比较粗糙且呈不规则形状。并且 10份盲样中均添

加了干扰菌, 而部分干扰菌如沃氏葡萄球菌, 也能形成混

浊带或透明圈, 因此增加了金黄色葡萄球菌的计数难度。

相比之下, 金黄色葡萄球菌在显色平板上呈“紫色--红色”, 

而其他细菌则呈现不同的颜色或被抑制, 因此对于金黄色

葡萄球菌的初筛分离更加容易。 

按照GB4789.10-2010典型菌落计数和确认要求确定

计数结果。从结果来看, 每个编号的样品在 3种平板上的

金黄色葡萄球菌菌落数差别不大, Baird-Parker 平板是金

黄色葡萄球菌检验的传统培养基 , 成本较低 , 但培养时

间较长, 需要 48 h, 而且特异性不高, 因此必须进行补充

试验来区分菌落形态相似的干扰菌才能最后报告结果[7]。

显色培养基与传统培养基相比具有较高的灵敏度, 在培

养之前不需要增菌; 而且由于其特异性较高 , 假阳性机

率比传统的培养基低 , 因而能大大减少确认试验的量 , 

而且操作快速、简便、节省时间, 分离培养仅需 18~24 h, 

即可根据菌落的颜色对目标均做出初步的筛选; 检验者

不需要太多的专业知识, 只要有基本的微生物操作技术

和辨色能力就可以进行检测[8]。无论使用 Baird-Parker平

板还是显色平板, 均需根据血浆凝固酶试验来修正计数

结果。因此, 务必要控制好试验条件[9,10], 以保证血浆凝

固酶试验结果的准确性 , 防止出现假阴性 , 对于可疑结

果更要进行重复试验[11]。 
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表 1  金黄色葡萄球菌定量检测平板计数结果 
Table 1  The counting results of S. aureus 

样品编号 计数平板 
稀释度 结果 

10-1 10-2 10-3 10-4 (CFU/g) 

CODE-1 

Baird-Parker平板 ＞300 34 0 0 3.4×103 

科玛嘉金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 28 0 0 2.8×103 

环凯金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 34 5 1 3.4×103 

CODE-2 

Baird-Parker平板 272 22 0 0 2.2×103 

科玛嘉金黄色葡萄球菌显色平板 185 18 0 0 1.9×103 

环凯金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 36 4 0 3.6×103 

CODE-3 

Baird-Parker平板 ＞300 47 0 0 4.7×103 

科玛嘉金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 45 0 0 4.5×103 

环凯金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 54 5 0 5.4×103 

CODE-4 

Baird-Parker平板 ＞300 41 4 0 4.1×103 

科玛嘉金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 38 0 0 3.8×103 

环凯金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 49 5 0 4.9×103 

CODE-5 

Baird-Parker平板 289 22 8 0 2.2×103 

科玛嘉金黄色葡萄球菌显色平板 207 23 0 0 2.3×103 

环凯金黄色葡萄球菌显色平板 289 29 0 0 2.9×103 

CODE-6 

Baird-Parker平板 ＞300 50 2 0 5.0×103 

科玛嘉金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 53 0 0 5.3×103 

环凯金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 52 1 0 5.2×103 

CODE-7 

Baird-Parker平板 ＞300 43 7 0 4.3×103 

科玛嘉金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 47 0 0 4.7×103 

环凯金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 53 7 0 5.3×103 

CODE-8 

Baird-Parker平板 170 16 0 0 1.7×103 

科玛嘉金黄色葡萄球菌显色平板 202 20 0 0 2.0×103 

环凯金黄色葡萄球菌显色平板 180 16 1 0 1.8×103 

CODE-9 

Baird-Parker平板 ＞300 41 9 0 4.1×103 

科玛嘉金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 43 0 0 4.3×103 

环凯金黄色葡萄球菌显色平板 ＞300 42 5 0 4.2×103 

CODE-10 

Baird-Parker平板 0 0 0 0 ＜10 

科玛嘉金黄色葡萄球菌显色平板 0 0 0 0 ＜10 

环凯金黄色葡萄球菌显色平板 0 0 0 0 ＜10 
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本次能力验证中, 编号为 CODE 1~9的样品均检出了

金黄色葡萄球菌, 编号为CODE 10的样品未检出金黄色葡

萄球菌, 金黄色葡萄球菌的计数结果按照 Baird-Parker 平

板上的计数数值进行上报。结果阳性样品的 Z值均＜2; 阴

性样品为＜10 CFU/g, 均为满意。 

3.2  盲样中添加菌株的鉴定及分型  

为了进一步弄清本次能力验证中添加的菌株类型 , 

我们对编号为 CODE 1~10 的金黄色葡萄球菌显色平板进

行了比较, 从中挑选出 4种相同颜色不同的菌落(每种 2株), 

对其进行分类纯化, 编号为 CODE 1 样品的 10-2稀释度平

板上挑选出 4种颜色不同的菌落, 然后利用 RiboPrinter®全

自动微生物基因指纹鉴定系统对其进行鉴定及分型, 结果

如图 1所示。 

通过鉴定, 8株菌株均为葡萄球菌, 包括 4个“种”。其

中, #2和#8同为沃氏葡萄球菌(S. warneri)、#6和#7同为表

皮葡萄球菌(S. epidermidis)、#4和#5同为金黄色葡萄球菌

(S. aureus)、#1和#3同为模仿葡萄球菌(S. simulans)。 

本实验选用 EcoR Ⅰ限制性内切酶对随机挑取并进行

分离纯化的菌株进行酶切, 均能获得清晰的 rDNA 图谱, 

表明 EcoRⅠ限制性内切酶对这 8 株菌具有良好的分型能

力, 结果得到 1.1~48 kb的 rDNA指纹图谱。根据电泳条带

的位置和相关条带的强度不同, 8株葡萄球菌被分为 4个核

糖体型, 相似度在 3.0%~91.8%。鉴定为相同“种”的葡萄球

菌归类于同一核糖体型下, 但除 2株目标菌 S. aureus(#4和

#5)的相似性系数为 91.8%, 同源性较高外, 其余 3种葡萄球

菌即使为相同“种”, 但条带差异明显, 菌株之间同源性可能

较小。其中, 2 株模仿葡萄球菌(#1 和#3)的相似性系数为

74.6%; 2株 S. epidermidis (#6和#7)的相似性系数为 70.7%; 2

株 S. warneri (#2和#8)的相似性系数为 62.5%。由此可见, 本

次能力验证中添加的干扰菌即使为相同“种”, 来源应该不

同, 而细微的区别均可导致细菌在培养基上的生长特性的

改变, 从而增加了实验人员对目标菌的辨识难度。 

4  结  论 

此次能力验证结果中, 金黄色葡萄球菌定量的平板

计数结果 Z 值均＜2, 为满意结果。平板计数法中使用了

Baird-Parker 平板和金黄色葡萄球菌显色平板, 其中, 金黄

色葡萄球菌在 Baird-Parker 平板上, 菌落颜色呈深灰色到

黑色, 周围为一浑浊带和透明圈; 在显色培养基上均为紫

红色菌落, 显色十分明显。检测时发现, 由于样品中添加了

同样能分解卵黄, 产生与金黄色葡萄球菌相似沉淀环及透

明圈的干扰菌, 使其周围一圈的培养基完全变透明, 因此

无论是在含有较多干扰菌的低稀释度 Baird-Parker 平板上

还是在含有较少干扰菌的高稀释度 Baird-Parker 平板上都

会有大面积的透明圈出现, 从而影响对典型菌落的辨识。

因此建议在进行计数时尽量选择菌落之间没有相互干扰的

平板, 并且在进行血浆凝固酶的确认试验时多挑一些可疑

菌落, 以增加计数的准确性。相比之下, 显色培养基则不存

在这一问题, 由于目标菌显色与干扰菌不同, 对于金黄色

葡萄球菌疑似菌落的辨识相对较容易, 对实验人员的经验

要求相对较低。 

由于能力验证一般情况下只发放 1 份样品, 结果以 1

次实验为准。为保证本次试验结果的准确性 , 除按国标

GB4789.10-2010规定的 Baird-Parker平板外还选择了 2个

不同品牌的显色培养基对样品进行计数。结果显示每个编

号样品所含的金黄色葡萄球菌在 3种平板上的计数值十分

接近, 同样验证了对于 Baird-Parker 平板上金黄色葡萄球

菌的计数结果的可靠性。 

 
 
 

 
 
 

图 1  盲样中添加菌株的 RiboPrinter®聚类分析图 

Fig. 1  Dendrogram of RiboPrinter® clusters and relationships of adding bacteria in the sample 
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本次能力验证取得满意结果与提前进行预实验, 使

实验人员先能直观了解目标菌在相应培养基上的菌落形态, 

从而对后续的辨识发挥重要作用是分不开的。除此之外, 

建议实验中用到的培养基一定要通过质控[12], 正如本次试

验前第一时间对所用培养基进行了质控, 以保证结果的可

靠性。设置阴、阳性对照同样十分必要, 可以方便出现问

题时查找原因[13]。此外还考虑到样品中可能添加了对结果

造成影响的干扰菌, 因此采取了一些方法提高检验的准确

性, 比如: 同时尽可能多的使用其他先进的辅助检测方法, 

如 RiboPrinter®全自动微生物基因指纹鉴定系统, 以防止

漏检或错检[14]。样品处理时, 要全部溶解于检测, 样品稀

释过程中要充分混匀[15]; 样品要稀释到足够的倍数, 一定

要从原液开始做起, 最高稀释度要超过作业指导书提供的

范围; 实验中, 在前期培养过程中加强观察能够有助于计

数[16]; 在不确定的情况下可采用多种鉴定手段去佐证。因

此, 要做好能力验证, 必须控制好检测过程的每个关键环

节, 这样才能保证检验结果准确有效。通过本次食品微生

物能力验证, 丰富了实验室检测人员对食品中金黄色葡萄

球菌的检测经验, 也对实验室内部质控方法的有效性进行

了确认, 促使实验室的检测水平不断提高。 
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