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鸡排中一株凝固酶异常的金黄色葡萄球菌的 

分离鉴定 

章海通 1, 邢家溧 1*, 倪剑锋 2, 承  海 1, 傅  晓 1, 王绍辉 1, 周霞霞 1, 
吴莹莹 1, 陈灿灿 1 

(1. 宁波市食品检验检测研究院, 宁波  315048; 2. 宁波基内生物技术有限公司, 宁波  315000) 

摘  要: 目的  分离鉴定鸡排中一株凝固酶异常的金黄色葡萄球菌。方法  采用国标法检测金黄色葡萄球菌, 

血浆凝固酶试验时间延长至 24 h, 同时用生化鉴定法和 BAX System Q7 快速检测法进行互相验证。结果  国

标法凝固酶试验 6 h 不凝固, 12 h 出现部分凝固, 24 h 完全凝固, 生化鉴定法和 BAX System Q7 快速检测法结

果都是检出金黄色葡萄球菌。结论  在食品中金黄色葡萄球菌检验过程中, 对于凝固酶试验异常的情况, 应延

长试验时间并用其他方法加以验证。 
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Isolation and identification of a strain of Staphylococcus aureus with 
coagulase abnormity in chicken chops 

ZHANG Hai-Tong1, XING Jia-Li1*, NI Jian-Feng2, CHENG Hai1, FU Xiao1, WANG Shao-Hui1, 
ZHOU Xia-Xia1, WU Ying-Ying1, CHEN Can-Can1 

(1. Ningbo Institute for Food Control, Ningbo 315048, China; 
2. Ningbo geneinn Biotechnology Co., Ltd, Ningbo 315000, China) 

ABSTRACT: Objective  To isolate and identify a strain of Staphylococcus aureus with coagulase abnormality in 

chicken chops. Methods  The national standard method was used to detect Staphylococcus aureus, the plasma 

coagulase test time was extended to 24 h, and the biochemical identification method and BAX System Q7 rapid 

detection method were used to verify each other. Results  The national standard coagulase test showed no 

coagulation for 6 h, partial coagulation for 12 h and complete coagulation for 24 h. The results of biochemical 

identification method and BAX system Q7 rapid detection method were all positive for Staphylococcus aureus. 

Conclusions  In the process of testing Staphylococcus aureus in food, the abnormality of coagulase test should be 

prolonged and verified by other methods. 
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1  引  言 

金黄色葡萄球菌(Staphlococcus aureus)是一种常见的

病原菌, 属葡萄球菌属, 革兰氏阳性, 显微镜下呈葡萄球

状排列, 无芽胞, 多数无荚膜, 需氧或兼性厌氧[1]。广泛存

在于自然界及人体的皮肤和粘膜, 约 20%~30%健康个体

携带此菌[2], 易引起食品污染, 尤其是动物性食品如肉类

及其制品、蛋类及其制品和乳制品[3], 产毒株可引起食物

中毒, 其危害程度仅次于副溶血性弧菌和沙门氏菌[4,5], 是

一种细菌性食物中毒病原菌[6]。因此准确分离和鉴定金黄

色葡萄球菌对食品安全监管具有重要意义。 

血浆凝固酶是金黄色葡萄球菌中的致病因子, 能保

护病原菌不被巨噬细胞吞噬或不与抗体结合[7]。金黄色葡

萄球菌能产生血浆凝固酶, 它能使含有肝素抗凝剂或枸椽

酸钠的人或兔血浆发生凝固。凝固酶分游离凝固酶和结合

凝固酶 2 种, 分泌至菌体外的, 称为游离凝固酶, 可被人

或兔血浆中的协同因子激活变成凝血酶样物质后, 使液

态的纤维蛋白原变成固态的纤维蛋白, 从而使血浆凝固。

结合于菌体表面且不释放的称为结合凝固酶或凝聚因

子。在该菌株的表面起纤维蛋白原的特异受体作用, 细菌

混悬于人或兔血浆中时, 纤维蛋白原与菌体受体交联而

使细菌凝聚[8]。 

血浆凝固酶实验是检验金黄色葡萄球菌的关键实

验[9], 目前国家标准、行业标准、国际标准化组织等金黄

色葡萄球菌的检验标准中血浆凝固酶试验是必做的鉴定

手段[10]。本研究通过对餐饮环节采集的一份鸡排样品进行

金黄色葡萄球菌检验时, 发现一株血浆凝固酶实验出现异

常菌株, 并经生化鉴定法和 BAX System Q7 快速检测法验

证 为 金 黄 色 葡 萄 球 菌 , 同 时 选 择 性 分 离 时 只 接 种

Baird-Parker 琼脂平板, 简化试验流程, 分享检验经验, 为

检验不典型金黄色葡萄球菌提供参考, 避免漏检的发生。 

2  材料与方法 

2.1  菌株及样品 

ATCC25923 金黄色葡萄球菌标准储备菌株(美国菌种

保藏中心); CICC10436 表皮葡萄球菌标准储备菌株(中国

工业微生物菌种保藏中心), 保存于－70 ℃磁珠保藏管中。 

样品为餐饮环节的采集的鸡排。 

2.2  主要培养基和试剂 

7.5%氯化钠肉汤、Baird-Parker 琼脂平板、血琼脂平

板、脑心浸出液肉汤(Brain Heart Infusion Broth, BHI)(北京

陆桥技术股份有限责任公司); 冻干血浆(广东环凯微生物

科技有限公司); 革兰氏阳性菌鉴定板条(美国 BD 公司); 

沙门氏菌快速检测试剂盒(美国杜邦公司)。 

2.3  主要仪器 

1378 二级生物安全柜、902 超低温冰箱(美国 Thermo 

Fisher 公司); IF750 恒温培养箱(德国 Memmert 公司); 

Phoenix M50 全自动微生物鉴定系统(美国 BD 公司); BAX 

System Q7 病原微生物快速检测系统(美国杜邦公司)。 

2.4  实验方法 

2.4.1  目标菌分离 

食品样品参照 GB4789.10-2016《食品安全国家标准 

金黄色葡萄球菌检验》增菌分离[11]。无菌取样后将增菌

后的培养液分别划线至 Baird-Parker 琼脂平板和血平板, 

挑取选择性平板上的可疑菌落做血浆凝固酶试验, 同时

将可疑菌革兰氏染色镜检 , 并纯化至血平板 , 以观察溶

血状况。 

2.4.2  血浆凝固酶实验 

分别挑取 Baird-Parker 平板上 5 个可疑菌落, 编号为

1、2、3、4、5, 接种于 BHI 36 ℃培养 24 h, 同时将上述 5

株可疑菌纯化至血平板分别编号为①、②、③、④、⑤, 36 ℃

培养 24 h。开启冻干血浆, 每瓶加 0.5 mL 0.85%无菌生理

盐水, 待冻干血浆化开, 无菌吸取 0.3 mL BHI 至每瓶血浆, 

36 ℃培养 6 h, 同时做阳性对照和阴性对照, 阳性对照用

ATCC25923 金黄色葡萄球菌标准储备菌株, 阴性对照用

CICC10436 表皮葡萄球菌标准储备菌株, 分别接种于 BHI 

36 ℃培养 24 h, 开启冻干血浆, 每瓶加 0.5 mL 0.85%无菌

生理盐水, 待冻干血浆化开, 无菌各吸取 0.3 mL BHI 至每

瓶血浆, 36 ℃培养 6 h。如未凝固, 则将经血平板纯化后的

菌株再次接种于BHI 36 ℃培养 24 h, 重复上述的凝固酶试

验, 先观察 6 h, 如未凝固则延长观察至 24 h, 同步做阳性

对照和阴性对照。阳性对照用 ATCC25923 金黄色葡萄球

菌标准储备菌株, 阴性对照用 CICC10436 表皮葡萄球菌标

准储备菌株。 

2.4.3  全自动微生物鉴定系统(Phoenix M50)生化鉴定 

用全自动微生物鉴定药敏分析系统(Phoenix M50)进

行生化鉴定, 将 2.4.2 纯化后的菌株, 分别用接种培养液配

制 0.5 麦氏浊度菌悬液, 将此菌悬液, 分别倾倒入革兰氏

阳性菌鉴定板, 用密封条将鉴定板封好, 扫描板条条码, 

上机鉴定。 

2.4.4  BAX System Q7 快速检测 

吸取试剂盒中 1 mL 裂解缓冲液加入 12.5 μL 蛋白酶

混匀, 取 200 μL 上述混匀后的裂解液加入至各裂解管, 吸

取 5 μL 2.4.1 增菌后的 7.5%氯化钠肉汤加至每个裂解管, 

将上述裂解管放置于设置好的加热模块上, 进行裂解。将

完成裂解已冷却的 PCR 管放上 PCR 管匹配板后插入冷却

模块, 随后在 PCR 管中加入 30 μL 裂解液, 用专配的 PCR

管盖密封, 上机扩增及检测。同上述操作将 2.4.2 接种至

BHI 培养后的编号为①、②、③、④、⑤的纯化菌也上 BAX
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系统检测。 

3  结果与分析 

3.1  选择性分离培养结果 

在 Baird-Parker 平板上出现黑色菌落, 圆形、表面光

滑、凸起、边缘浅色, 周围一浑浊带, 外层一透明圈; 血平

板上菌落呈白色, 圆形、光滑凸起、有溶血现象。选择性

平板上的可疑菌落革兰氏染色镜检结果为革兰氏阳性球菌, 

呈葡萄状排列。从选择性平板和染色结果初步判断为典型

的金黄色葡萄球菌, 下一步需做血浆凝固酶试验。选择性

分离的具体结果见图 1、图 2。 

 

  
 

注: 左图为 Baird-Parker平板上的菌落特征, 右图为血平板上的菌

落特征。 

图 1  分离平板上的菌落形态 

Fig.1  Colony morphology of isolation plates 

 

  
 

注: 左图为镜检视野, 右图为纯化至血平板上的溶血现象。 

图 2  可疑菌落染色镜检结果和溶血特征 

Fig.2  Microscopic examination and hemolytic characteristics of 
suspicious colonies 

 

3.2  血浆凝固酶试验结果 

Baird-Parker 平板上挑取的 5 个可疑菌落分别编号为

1、2、3、4、5 做血浆凝固酶试验, 6 h 后均未出现明显的

凝固, 只是菌液和血浆混合物出现粘稠, 而同步的阳性对

照完全凝固, 阴性对照不凝固。将纯化后的 5 株可疑菌落

分别编号为①、②、③、④、⑤再次做血浆凝固酶试验, 前

面 6 h 的结果与未纯化时一致, 12 h 均出现部分凝固, 而 24 

h 则完全凝固, 阳性对照和阴性对照均正常, 血浆凝固酶

试验结果详见表 1。国标法规定的试验时间为 6 h, 在规定

时间内结果都为阴性, 当试验时间延长至 12 h, 所有的结

果都为阳性, 24 h 后凝固程度进一步增强, 并出现完全凝

固的现象。由此可见, 当血浆凝固酶试验的时间只观察 6 h

容易导致漏检, 而把试验时间延长到 24 h 可以提高金黄色

葡萄球菌的检出率, 避免漏检的发生。 

 
表 1  分离菌株血浆凝固酶试验结果 

Table 1  Results of coagulase test with isolated strains 

菌株编号
观察时间/h 

3 6 12 24 

1 － － / / 

2 － － / / 

3 － － / / 

4 － － / / 

5 － － / / 

① － － + + + 

② － － + + + 

③ － － + + + 

④ － － + + + 

⑤ － － + + + 

阴性对照 － － － － 

阳性对照 + + + + + + + + + + + + 

注: + + +表示完全凝固, 倒置或倾斜凝块不动; + +表示完全凝固, 

倒置或倾斜凝块滑动; +表示部分凝固, 凝胶状, 倾斜呈流动状态; 

－表示完全不凝固; /表示未试验。 

 

3.3  生化鉴定结果 

因血浆凝固酶试验出现异常情况, 我们对 5 株纯化后

的可疑菌株用全自动微生物鉴定药敏分析系统 (Phoenix 

M50)进行生化鉴定, 鉴定结果见表 2。5 株分离菌鉴定结果

都为金黄色葡萄球菌。分离株的各项生化鉴定的详细情况

可见图 3。从分离菌株的生化鉴定结果也进一步印证了延

长血浆凝固酶试验时间的必要性。 

 
表 2  分离菌株生化鉴定结果 

Table 2  Biochemical identification results of isolated strains 

菌株编号 接种密度 鉴定结果 可信值

① 0.5 Staphlococcus aureus 99% 

② 0.5 Staphlococcus aureus 99% 

③ 0.5 Staphlococcus aureus 99% 

④ 0.5 Staphlococcus aureus 99% 

⑤ 0.5 Staphlococcus aureus 99% 

阳性对照 0.5 Staphlococcus aureus 99% 
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注: -表示阴性, +表示阳性, V 表示“可变”。 

图 3  分离株详细生化鉴定结果 

Fig.3  Detailed biochemical identification results of isolated strains 

 
3.4  BAX System Q7 快速检测结果 

BAX System Q7 系统采用聚合酶链式反应(PCR)技术

检测食品中病原菌的分子生物学方法, 优点在于特异性强, 

没有经过纯培养的增菌液直接检测, 操作简单, 耗时短, 

检测效率远高于传统方法[12]。表 3 和图 4 分别为 BAX 

System Q7 快速检测结果和扩增曲线。未经纯培养的增菌

肉汤和选择性平板上的 5 个可疑菌落纯化后的检测结果都

是阳性, 且与生化鉴定结果一致, 2 种不同的方法相互印证

使结果更加可靠。 
 
 
 
 

 

表 3  BAX System Q7 快速检测结果 
Table 3  Rapid screening results of BAX System Q7 

样本及菌株编号 鉴定结果 

培养后的 7.5%氯化钠肉汤 阳性 

① 阳性 

② 阳性 

③ 阳性 

④ 阳性 

⑤ 阳性 

阴性对照 阴性 

阳性对照 阳性 

 
 
 

 
 
 
 
 

注: P: 阳性对照; N: 阴性对照; S: 培养后的 7.5%氯化钠肉汤。 

图 4  PCR 扩增曲线图 

Fig.4  PCR amplification curve 

 
 
 
 

4  结论与讨论 

食品中金黄色葡萄球菌检验在平板分离中使用 2 种

培养基, Baird-Parker 平板选择性强特异性好, 而血平板因

其营养丰富, 没有选择性, 当样品中杂菌较多的时候, 目

标菌在血平板上容易被杂菌干扰[13], 导致菌落特征不明显, 

难以从大量的杂菌中挑取目标菌。从图 1 和图 2 的血平板

上的结果可知, 经血平板纯化的菌株溶血现象明显, 周围

有透明的溶血圈, 因此我们建议在选择性分离的时候只接

种 Baird-Parker 平板, 再将 Baird-Parker 平板上的可疑菌落

纯化至血平板, 这样既能观察血平板上的菌落特征又能起

纯化菌株的作用, 从而使实验步骤更加简化。 

凝固酶是鉴别葡萄球菌有无致病性的重要指标 [14], 

因此血浆凝固酶试验是不可缺少的确证实验。国标法规定

试验时间为 6 h[11], 实验中我们发现 5 株分离菌在 6 h 时都

不凝固, 只是混合物出现粘稠, 反应时间到 12 h 都出现凝
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固现象, 当时间延长至 24 h 后则完全凝固, 随着反应时间

的逐渐增加, 凝固的程度也也逐渐增强, 因此我们认为血

浆凝固酶试验结果与反应时间有相关性, 这与刘真真等[15]

的研究结果相一致。时威等[16]研究结果显示凝固酶试验的

凝固效果与冻干兔血浆的质量和其他因素有关, 如兔血的

质量、抗凝剂的使用量和冻干工艺等。因此为确保检验结

果的准确性 , 我们分别采用基于荧光定量 PCR 原理的

BAX System Q7 快速检测法和生化反应原理的 Phoenix 

M50 全自动微生物鉴定系统检测, 结果显示均为金黄色葡

萄球菌, 由此可知当选择性分离结果为典型的金黄色葡萄

球菌特征, 而血浆凝固酶试验 6 h 不凝固只出现菌液和血

浆混合物粘稠现象时, 应该将反应时间延长至 24 h。国内

常以血浆凝固酶试验结果来判断金黄色葡萄球菌, 然而并

非所有血浆凝固酶试验阳性的都是金黄色葡萄球菌, 据有

关报道, 在长时间孵育情况下, 部分中间葡萄球菌和猪葡

萄球菌也会出现血浆凝固酶阳性[17], 因此当实验过程中出

现凝固酶异常而延长试验时间应同时结合其他检测方法如

生化鉴定、分子生物学法、基质辅助激光解吸电离飞行时

间质谱技术[18], 各种检验方法相互验证使结果更加可靠准

确, 以防漏检和错检的发生。 
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