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进口肉类中恶臭假单胞菌的分离与鉴定 
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摘   要 : 目的   选择具有较高选择性的培养基 , 分离与鉴定进口肉类中恶臭假单胞菌。方法   参照

GB4789.4-2010《食品安全国家标准食品微生物学沙门氏菌检验》、SN/T2099-2008《进出口食品中绿脓杆菌检

测方法》, 根据 VITEK2 显示的结果做生化鉴定。结果  在选择性较高的沙门氏菌显色培养基上生长的菌落

形态与沙门氏菌极为相似, VITEK2 显示结果为恶臭假单胞菌, 后经生化鉴定, 结果与 VITEK2 一致, 为恶臭

假单胞菌。结论  沙门氏菌显色培养基难以区分假单胞菌, 但是亚硫酸铋琼脂(bismuth agar, BS)却可以明显区

分, 所以在日常检测过程中建议不要省去 BS 平板, 在配制 BS 平板时需严格按照说明进行, 以保证实验效果。 
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Isolation and identification of Pseudomonas putida from imported meat 
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ABSTRACT: Objective  To choose a medium with higher selectivity, and isolate and identify the Pseudomonas 

putida from imported meat. Methods  According to GB 4789.4-2010 National food safety standard-Food 

microbiological examination: Salmonella and SN/T2099-2008 Determination of Pseudomonas aeruginosa in food for 

import and export, the biochemical identification was based on the results shown in VITEK2. Results  The fungus 

which grew on the Salmonella culture medium was very similar to Salmonella in the detection process, but the 

identification result was Pseudomonas putida by VITEK2, and biochemical identification showed that the result was 

consistent with VITEK2, which was Pseudomonas putida. Conclusion  Salmonella chromogenic medium is difficult 

to differentiate Pseudomonas, but sulfurous acid bismuth agar (BS) can clearly distinguish, so eliminating BS tablet is 

not recommended in daily inspection, and the preparation of BS tablet should strictly follow the instructions, to 

ensure the experimental results. 
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1  引  言 

恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida)是一种革兰氏阴

性杆菌, 有些菌株为卵圆形, 单端丛毛菌, 运动活泼[1]。该

菌隶属于假单胞菌科(Pseudomonadaceae)、假单胞菌属

(Pseudomonas), 是一种具有腐化作用的细菌, 常常存在于

含氧的土壤及水环境中。该菌极易感染粒细胞缺乏癌患者

和新生儿等免疫功能低下者, 并且还可以引起眼部及耳部

感染、伤口感染等[2]。假单胞菌在冷藏温度下能迅速生长。

在温度是唯一或者主要的限制因素的条件下 ,  假单胞 
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表 1  样品分离菌株与沙门氏菌标准菌株菌落性状 
Table 1  Colony characteristics of the sample isolation strain and Salmonella standard strain 

培养基 样品分离菌株 鼠伤寒沙门氏菌 ATCC14028 

沙门氏菌属显色培养基 淡紫色, 中心菌落颜色略深 淡紫色, 光滑湿润, 菌落颜色较为统一 

BS 
棕黑色菌落 , 周围棕黑色沉淀环 , 菌落表面

金属光泽不明显 

棕黑色菌落, 周围黑色沉淀环表面金属光泽明显, 光滑

湿润 

DHL 光滑半透明, 湿润, 菌落形态较小 无色半透明, 光滑湿润, 菌落有些产硫化氢有些不产 

 
 

菌在冷藏食品中的生长速率比其他污染细菌的生长速率快

30%[3]。由于冷却猪肉中有多种不同的腐败菌和致病菌, 在

生产、流通、销售、贮藏各环节中, 若温度控制不当, 可

能引起假单胞菌的大量繁殖[4]。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

2.1.1  样品来源 

样品来自于进口肉类口岸送检的冷冻肉类, 包括鸡

爪、鸡腿、鸡皮、鸡翅中、猪去骨肩肉、猪带骨中方、猪

尾骨、猪小排、猪里脊、猪肘等 77 份送检样。 

2.1.2  标准菌株 

标准菌株: 恶臭假单胞菌 ATCC17485, 鼠伤寒沙门

氏菌 ATCC14028, 均来自环凯微生物科技有限公司 

2.1.3  试剂与设备 

实验所需培养基包括缓冲蛋白胨水(buffered peptone 

water, BPW)、四硫磺酸盐煌绿增菌液基础(tetrathionate 

broth base, TTB)、亚硒酸盐胱氨酸增菌液(selenite cystine 

broth, SC)、亚硫酸铋琼脂(bismuth sulfite agar, BS)、胆硫

乳琼脂(deoxycholate hydrogen sulfide lactose agar, DHL)、

沙门氏菌属显色培养基、氧化酶、乙酰胺、葡萄糖酸盐、

精氨酸双水解酶、硝酸盐还原产气、明胶液化、赖氨酸脱

羧酶、42 ℃生长实验, 以上除沙门氏菌属显色培养基外均

购自北京陆桥技术有限责任公司。沙门氏菌属显色培养基

购自上海欣中生物工程有限公司。 

VITEK2 型全自动微生物鉴定仪(法国 BioMerieux

公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  前增菌 

根据《GB 4789.4-2010 食品安全国家标准食品微生

物学检验沙门氏菌检验》[5], 将冷冻鸡爪在 4 ℃左右 5 h 解

冻后放入 BPW 中并均质, 于 36 ℃培养 18 h。 

2.2.2  增  菌 

移取 1 mL 转种于 10 mL TTB 内, 于 42 ℃培养 24 h。

同时, 另外移取 1 mL 于 10 mL SC 内, 于 36 ℃培养 24 h。 

2.2.3  分离、鉴定 

取 TTB、SC 增菌液一环分别划线接种于沙门氏菌属

显色培养基及 BS 上, 沙门氏菌属显色培养基于 36 ℃培养

24 h, BS 平板于 36 ℃培养 48 h。将平板培养出的菌落革兰

氏染色镜检, 纯化后采用 VITKE2 鉴定。 

2.2.4  生化确认实验 

根据 VITEK2 结果显示, 参照 SN/T2099-2008《进出

口食品中绿脓杆菌检测方法》[6]进行生化实验鉴定, 鉴定

过程中同时接种标准菌株作为阳性对照。 

3  结果与分析 

3.1  平板分离 

在 77 份送检样品分离培养后, 在 3 种培养基上菌落

形态与沙门氏菌标准菌株极为相似, 尤其是沙门氏菌属显

色培养基和 DHL 上难以辨别, 所以给观察结果带来了难

度, 无法及时排除干扰菌株。具体菌落性状见表 1。 

3.2  革兰氏染色 

77 株样品菌株的革兰氏染色镜检结果均为革兰氏阴

性, 短杆状。染色结果无显著差异。 

3.3  VITEK2 结果 

选取一株样品分离菌经 VITEK2 鉴定结果为恶臭假

单胞菌, 鉴定卡片 0017611565566610。 

3.4  生化确认实验 

表 2 结果表明 , 样品分离菌株与恶臭假单胞菌

ATCC17485的 13项生化指标均符合恶臭假单胞菌的特征。 

 
表 2  样品分离菌株与恶臭假单胞菌标准菌株生化结果 

Table 2  Biochemical results of sample isolation strain and 
Pseudomonas standard strain 

名称 样品分离菌株 恶臭假单胞菌 ATCC17485

氧化酶 - - 

乙酰胺 - - 

葡萄糖酸盐 - - 

精氨酸双水解酶 + + 

硝酸盐还原产气 - - 

明胶液化 - - 

赖氨酸脱羧酶 - - 

42 ℃生长 - - 

注: -:阴性; +:阳性。 
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4  结  论 

在 假 单 胞 菌 属 中 , 铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 

Aeruginosa)和荧光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)已

经被确认为条件致病性病原菌[7-9], 然而,假单胞菌属的其

他菌种也可能是严重的条件致病菌。此次在 70 余批常规送

检的冷冻肉类中均发现恶臭假单胞菌的存在, 在有氧冷藏

条件下, 假单胞菌可导致一些高蛋白含量食品的腐败, 例

如肉及肉制品、乳制品、水产品等, 影响产品品质和货架

期, 造成经济损失[10,11], 而冷冻肉正是这样一种食品。并

且有水产相关的研究结果表明,恶臭假单胞菌也可感染杂

交鲇,为鱼类的一种病原菌, 常从腐败的鱼类中检出[12], 有

较强的致病性。由此表明在目前高密度人工养殖条件下, 

恶臭假单胞菌正在逐渐获得感染水生动物的能力, 也可能

演变为一种潜在的水产条件致病菌[2]。在耐药性方面有实

验显示, 某株广泛耐药恶臭假单胞菌的耐药机制十分复杂, 

包括携带 blaVIM-2、blaIMP-4 和 armA 等多种不同类型的

耐药基因, 因此, 应当合理使用抗菌药物, 并采取行之有

效的措施预防和控制其传播[13]。 

从选择性平板上可以发现, 恶臭假单胞菌菌落特征

在沙门氏菌属显色培养基上与沙门氏菌属极为相似, 较

难区分 , 尤其干扰性很强 , 在日常检测过程中难以在分

离培养这一步骤中将可疑菌落排除, 增加后续鉴定工作

量, 并且误判的可能性很大。因此在工作中一定要结合

BS 平板观察, BS 平板对于假单胞菌的筛选效果很好。在

配制选择性培养基 BS 时, 不宜过分加热, 以免降低其选

择性, 应在临用前一天配制, 保存在暗处, 48 h 后选择性

易降低, 如果发现培养基颜色明显变浅则表明已经开始

减效, 应谨慎使用。 

随着我国进口肉类的批次、种类等不断增多, 越来越

多的进口肉出现在百姓餐桌上, 与此同时, 食品安全问题则

显得尤为重要。在购买进口肉类时, 一要选择正规商家, 可

以保证产品来源和运输、贮藏条件; 二要仔细查看进口肉类

食品的外包装有没有中文标签和检疫证明。购买回来的肉类

及其制品要在短时间内食用, 温度对于微生物延滞期的影

响, 有相关文献表明[14], 延滞期随着温度升高而缩短。另外, 

本文通过对冷冻肉中恶臭假单胞菌的检测, 以期为监管部

门对食品中尤其肉类中恶臭假单胞菌的监督提供参考[15]。 
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