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探究稀释液温度对金黄色葡萄球菌定量 

检测的影响 

朱文斌,  周  浩*, 朱虹霖, 李俊霞, 张洪伟, 王同智, 杨  红, 蔡  炯,  沈  亮 

(成都市食品药品检验研究院, 成都  610000) 

摘  要: 目的  通过单因子变量实验分析探究稀释液温度对金黄色葡萄球菌热损伤的影响。方法  根据 GB 

4789.10-2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验 第二法 金黄色葡萄球菌平板计

数法》, 对不同温度稀释液下的金黄色葡萄球菌进行计数。结果  使用 50 ℃的稀释液的金黄色葡萄球菌计数

实验结果偏低。 结论  50 ℃的稀释液会对金黄色葡萄球菌造成热损伤, 影响实验结果。 
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Exploration the effect of dilution temperature on quantitative detection of 
Staphylococcus aureus 
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ABSTRACT: Objective  To analyze the thermal damage of Staphylococcus aureus caused by diluent temperature 

by single factor variable experiment. Methods  According to GB 4789.10-2016 Food safety national standard-Food 

microbiology inspection Staphylococcus aureus second method-Staphylococcus aureus plate counting method, 

Staphylococcus aureus was counted in different temperature diluents. Results  The results of counting 

Staphylococcus aureus with dilution at 50 ℃ were lower. Conclusion  The dilution at 50 ℃ can cause thermal 

damage to Staphylococcus aureus and affect the experimental results. 
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1  引  言 

金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus)是一种重要

病原菌, 隶属于葡萄球菌属(Staphylococcus), 是革兰氏阳

性菌的代表, 有“嗜肉菌"的别称, 是人类化脓感染中最常

见的病原菌, 可引起局部化脓感染、伪膜性肠炎、肺炎、

心包炎等, 甚至败血症、脓毒症等全身感染。金黄色葡萄

球菌在空气、水、灰尘和动物排泄物中都可能存在, 对各

种理化因素都有较高的抵抗力[1]。因此, 金黄色葡萄球菌

的食物中毒事件频有发生。在美国, 金黄色葡萄球菌是引

起食源性疾病发生率较高的 5 种病原菌之一。欧盟食品安

全局报道, 2009 年 在欧洲由金黄色葡萄球菌及其毒素引

起的食源性疾病共 293 起, 在各类食源性疾病爆发中列为

第四位。在中国, 金黄色葡萄球菌引起的食物中毒事件也

时有发生[2]。 

GB 4789.10-2016《食品安全国家标准 食品微生物学

检验 金黄色葡萄球菌检验》[3]代替了 GB 4789.10-2010《食

品安全国家标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检
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验》[4]、SN/T 2154-2008《进出口食品中凝固酶阳性葡萄球

菌检测方法 兔血浆纤维蛋白原琼脂培养基技术》[5]、SN/T 

0172-2010《进出口食品中金黄色葡萄球菌检验方法》[6]。

GB 19644-2010《食品安全国家标准 乳粉》[7]中明确指出金

黄色葡萄球菌检验按照 GB 4789.10 平板计数法进行检测。 

在 GB 4789.18-2010《食品安全国家标准 食品微生物

学检验 乳与乳制品检验》5.3.2 中指出: 称取检样 25 g, 加

入预热到 45 ℃盛有 225 mL 灭菌生理盐水等稀释液或增

菌液的锥形瓶内(可使用玻璃珠助溶), 振摇使充分溶解和

混匀。然而实验操作过程中, 很多时候是通过人体皮肤判

定增菌液的温度。这种操作对温度的判定会有一定的误差。 

本文将稀释液的温度设为 50 ℃, 以此确认温度偏高

是否会对金黄色葡萄球菌造成损伤, 影响实验的最终结果, 

以期为实验室日常检测规范提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  待测样本 

乳粉中金黄色葡萄球菌定量检测内部质控样品, 样

品编号为: CFAPA-QC154A-3, 样品为 2 份, 由大连中食国

实检测技术有限公司提供。能力验证保留菌株。 

2.2  培养基及试剂 

氯化钠(分析纯, 天津科密欧公司); Baird-Parker 琼脂

基、脑心浸出液肉汤(brain heart infusion broth, BHI)、营养

琼脂(nutrient agar, NA)、冻干血浆、血琼脂平板、革兰氏

染色液试剂盒(北京陆桥公司)。 

阳性菌株: 金黄色葡萄球菌标准菌(ATCC 6538)购自

美国菌种保藏中心。 

阴性菌株: 表皮葡萄球菌标准菌(CICC 10294)购自中

国工业微生物菌种保藏管理中心。 

2.3  仪  器 

MIR-254-PC 低温恒温培养箱(日本 Panasonic 公司); 

NU-425-600E 二级生物安全柜(美国 Thermo 公司); ZEISS 

Axioskop40 生物显微镜(德国蔡氏公司)。 

2.4  样品处理 

2.4.1  内部质控样品处理 

按照大连中食国实检测技术有限公司提供的《金黄色

葡萄球菌定量检测内部质控样品说明书》[8]。无菌开启西

林瓶, 立即(1 min 内)加入 4 mL 稀释液, 待溶解后, 吸出放

入无菌瓶内, 反复用余下的稀释液清洗西林瓶内壁, 回收

清洗液放入上述无菌瓶中, 合计用稀释液 40 mL。此溶液

即是待测样品(针对定量检测项目, 该 40 mL液体即为待测

原液, 全过程 20 min 内完成, 平行样品操作相同。 

2.4.2  能力验证保留菌株样品处理 

取能力验证保留菌株经活化、复苏各 24 h 后, 再经

3000 r/min 离心, 制成金黄色葡萄球菌标准菌株粉, 作为

待测样品。 

2.4.3  样品的稀释 

吸取 25 mL 样品至盛有 225 mL 常温无菌生理盐水

的无菌锥形瓶(瓶内预置适当数量的无菌玻璃珠)中 , 振

荡混匀 , 充分混匀 , 制成 1 10(∶ V:V)的样品匀液 , 并逐

级稀释。同时, 吸取 25 mL 平行样品至盛有 225 mL 50 ℃

无菌生理盐水的无菌锥形瓶 (瓶内预置适当数量的无菌

玻璃珠)中, 充分混匀, 制成 1 10(∶ V:V)的样品匀液, 并

逐级稀释 [9]。 

2.4.4  样品接种 

选择 1:10、1:100、1:1000(V:V)稀释度的样品匀液, 在

进行 10 倍递增稀释的同时, 每个稀释度分别吸取 1 mL 样

品匀液以 0.3、0.3、0.4 mL 接种量分别加入 3 块 Baird-Parker

平板, 然后用无菌涂布棒涂布整个平板, 注意不要触及平

板边缘。同时, 使用 50 ℃的稀释液进行 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、0.4 mL 接

种量分别加入 3块Baird-Parker平板, 然后用无菌涂布棒涂

布整个平板, 注意不要触及平板边缘。 

2.4.5  培  养 

涂布后, 将平板静置 10 min, 等样品匀液吸收后翻转

平板, 倒置后于(36±1) ℃培养 48 h。 

2.4.6  典型菌落计数 

选择有典型的金黄色葡萄球菌菌落的平板, 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, 计数典型菌落数。 

2.4.7  确认实验 

从典型菌落中至少选 5 个可疑菌落进行鉴定试验。分

别做染色镜检, 血浆凝固酶试验; 同时划线接种到血平板

(36±1) ℃培养 18~24 h 后观察菌落形态。 

3  结果与分析 

从表 1 看出, 内部质控样品和能力验证保留菌株在血

平板上菌落特征均为: 圆形、光滑、湿润、白色、有完全

透明溶血圈, 染色镜检均为 G+球菌。同时, 血浆凝固酶实

验结果与阳性对照结果一致。根据按照国标对可疑菌落描

述判断为金黄色葡萄球菌。 

从表 2 看出, 在不同温度的稀释液下, 金黄色葡萄球

菌的计数结果有显著差异。使用常温稀释液的计数结果高

于使用 50 ℃稀释液的计数结果。 

在 2018 年 9 月参与中国食品药品检定研究院的乳粉

中金黄色葡萄球菌测定能力验证结果为:  

CODE0110和 CODE0020样品在 Baird-Parker 琼脂上

均有 3 种形态的菌落: A: 黑色菌落(无透明圈、浑浊带)、

B: 黑色菌落(透明圈比浑浊带大)、C:黑色菌落(浑浊带比透

明圈大)。 
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表 1  菌落形态及生化实验结果 
Table 1  Results of colony morphology and biochemical experiment 

样品 血平板 革兰氏染色 血浆凝固酶实验 

内部质控样品 
圆形、光滑、湿润、白色、 

有完全透明溶血圈 
G+球菌 + + + + + 

能力验证保留菌株 
圆形、光滑、湿润、白色、 

有完全透明溶血圈 
G+球菌 + + + + + 

阳性对照   + 

阴性对照    

注: +为检出, 为未检出 

 

表 2  实验结果 
Table 2  Experimental results 

稀释液温度 常温 50 ℃ 

内部质控样品 3.3×104 CFU/g 2.8×103 CFU/g 

能力验证保留菌株 3.3×103 CFU/g 2.2×102 CFU/g 

 
表 3  菌落 A、B、C 血浆凝固酶试验结果 

Table 3  Plasma coagulase test results of colony A, B and C 

不同菌落形态 血浆凝固酶试验 

A  

B + 

C  

 
将 3 种形态的菌落纯化后用 VITEK 2 进行鉴定, 结果

如表 4。 

 
表 4  不同形态菌落的 VITEK 2 鉴定结果 

Table 4  VITEK 2 identification of different morphological 
colonies 

不同菌落

形态 
菌株鉴定结果 概率

A Enterococcus faecalis (粪肠球菌) 99%

B Staphylococcus aurues(金黄色葡萄球菌) 99%

C Staphylococcus epidermidis (表皮葡萄球菌) 99%

 
表 5  能力验证实验结果 

Table 5  Experimental results of proficiency verification 

样品编号 样品类型 结果 样品 Z 值 评价结果

0110 高浓度 480 CFU/g 3.3 
不满意 

0020 高浓度 4600 CFU/g 0.2 

 
其中 0110 样品 Z 值超出2≤Z≤2 范围, 而 0020 样品

Z 值趋于中值。从表 3、表 4 和表 5 所得到的干扰菌与

《NIFDC-PT-145 乳粉中金黄色葡萄球菌测定能力验证 

结果报告》相吻合。经研究讨论发现, 在实验开样前, 实

验员将稀释液预加热至 50 ℃。在开启 0110 样品时, 由于

稀释液取出时间较短, 稀释液为 50 ℃左右, 手部没有感受

到温度的异常。在开启 0020 样品时, 由于放置时间较长, 

稀释液已经恢复至常温。所以, 在此次能力验证实验中, 

稀释液的温度是造成实验结果偏差的唯一变量[10]。 

4  结论与讨论 

乳 粉 中 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 检 验 主 要 依 据 GB 

4789.10-2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 金

黄色葡萄球菌检验》中的第 2 法金黄色葡萄球菌平板计

数法。金黄色葡萄球菌在 Baird-Parker 平板上菌落直径

2~3 mm, 灰黑色菌落, 边缘为淡色, 周围为一混浊带, 外

层有一透明圈。由肉眼可明显看出, 2 组 Baird-Parker 平板

上的典型的金黄色葡萄球菌数量上差异较大。2 组实验中, 

在其他操作条件相同时, 稀释液温度是唯一的变量。由此

可见, 50 ℃的稀释液对乳粉中金黄色葡萄球菌造成了热

损伤[11,12]。本次实验中, 金黄色葡萄球菌不是纯菌球, 当

金黄色葡萄球菌溶解于 50 ℃稀释液时, 其他物质起到了

一定的缓冲和保护作用。若本次实验菌球与乳粉先后溶

解, 实验结果差异会更大。由此可见, 在实验前应做好实

验规划 , 考虑实验中的细节和关键点 , 否则会造成很大

的误差。 

实验室内部质量和能力验证控制能够反映实验室的

检测能力和检测质量是否稳定, 是实验室质控的基础与核

心。实验室内部质量和能力验证控制涉及到实验室自身的

各个环节, 包括人员、机器、原料、方法和环境。同时, 内

控实验可以反映出实验室的薄弱环节, 如实验中的细节把

握、新方法的确认、新人员的实验能力、新仪器设备的操

作、非常规实验检测项目等[13]。若能力验证结果为不合格, 

在一定程度上反应出实验室检验技术上出现了问题, 实验

人员的技术水平还有待提高, 还会影响实验室的日常检验

工作。实验室应加强实验人员的相关检测技术培训, 更多

地参加相关检测指标的能力验证活动, 以提高检测水平、

防止能力验证不满意结果的再次发生。 
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