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单测试片法定性快速检测乳中金黄色葡萄球菌的
研究 

李雪晶, 富莉静*, 薛志清, 韩立杰, 刘萍萍, 孙  明, 石利凤, 喻东威, 宋晓东 

(内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司中心实验室, 呼和浩特  011500) 

摘  要: 目的  建立单测试片定性快速检测乳中金黄色葡萄球菌的方法。方法  选择 7.5%氯化钠肉汤增菌液, 

使用拍打式均质器, 匀浆时间 1~1.5 min 进行样品处置。采集不同基质样品, 设计多种方案对研究单测试片方

法、国标方法与测试片方法同时进行验证。结果  该方法检测金黄色葡萄球菌特异性高, 特异性达到 96.7%。

最小检出量 0.5 CFU/mL。阳性检出率高。结论  该方法准确性可靠, 特异性、灵敏度都高, 检出限低, 适用

于乳中的金黄色葡萄球菌快速定性检测。 
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Rapid qualitative detection of Staphylococcus aureus in milk by single  
test method 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method of rapid qualitative detection of Staphylococcus aureus in milk by 

single test method. Methods  7.5% sodium chloride broth enrichment solution was selected, a tapping homogenizer 

was used, and the sample was homogenized for 11.5 min. Different matrix samples were collected and various 

schemes were designed to verify the single test method, national standard method and test piece method at the same 

time. Results  Staphylococcus aureus was highly specific and had a specificity of 96.7%. The minimum detectable 

amount was 0.5 CFU/mL. The positive detection rate was high. Conclusion  The method has high accuracy, 

specificity, sensitivity, and low detection limit, it is suitable for the rapid qualitative detection of Staphylococcus 

aureus in milk. 
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1  引  言 

金黄色葡萄球菌对于人类来讲是一种重要的病原

菌 , 可以引起伪膜性肠炎、肺炎等病症 , 更有甚者能够

引起脓毒症、败血症等全身感染。最容易感染金黄色葡

萄球菌的食品包括肉类、禽类、蛋类、水产类、奶及其

制品等 , 因此大多数食品及食品原料 , 特别预制食品和

原料入厂时, 均须按国家规定要求进行金黄色葡萄球菌

的检测 [1]。我国牛生乳中的金黄色葡萄葡菌的检出率在

15%~38%[24]。Wlon[5]报道 , 金葡菌是引起乳腺炎的重
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要病原菌, 世界上约有 1%~2 %的奶牛患有各种类型乳

腺炎。 

金黄色葡萄球菌在 1884 年被正式发现。1930 年,研

究人员指出它引发食物中毒与其肠毒素有关[6]。一般认为

产生凝固酶是葡萄球菌致病力的良好指标,而表皮葡萄球

菌虽具有致病力,但凝固酶阴性[7]。目前金黄色葡萄球菌

的检测方法主要两类: 一类是传统的微生物培养分离鉴

定检测方法(国家标准 GB4789.10-2016[8]), 另一类是基于

分子生物学的方法检测特定基因存在与否, 来确定样品

中是否存在金黄色葡萄球菌(免疫学方法、分子生物学方

法、基因探针技术、测试片快速检测法[914]等)。所有的

快速检测方法都是基于缩短检测时间建立的, 但有些方

法(如基因探针技术)对人员操作要求较高, 而测试片快速

检测法是一种预先制备好的快速检验系统, 它操作简单、

菌落易于辨别, 以 3M 测试片为例, 该方法经过多个国家

认证[15,16]。 

测试片快速检测法是具有显色功能并经改良的培养

基, 对金黄色葡萄球菌有很强的选择性并含有冷水可溶

性凝胶。测试片上的紫红色菌落为金黄色葡萄球菌。当

测试片上出现除紫红色以处的其他任何颜色, 则使用含

有显色剂和脱氧核糖核酸的确认反应片, 金黄色葡萄球

菌产生脱氧核糖核酸酶会和反应片中的显色剂形成粉红

色晕圈。 

本研究基于企业内部实验室的特点为出发点, 以乳

中金黄色葡萄球菌的快速检测方法为研究对象, 采取单片

法检测金黄色葡萄球菌以降低检验费用, 用国标法以及双

片法检测结果进行对比, 验证单片法检验金黄色葡萄球菌

特异、最小检出量、敏感度, 以期为检测人员的检测工作

提供技术参考。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

商业培养基: 10%氯化钠胰酪胨大豆肉汤、7.5%氯化

钠肉汤、血琼脂平板、贝尔德-帕克琼脂平板、脑心浸出液

肉汤、冻干血浆、营养琼脂(北京路桥公司)。 

化学试剂: 氯化钠、氢氧化钠、盐酸、结晶紫、95%

乙醇、草酸铵、碘、碘化钾、沙黄(分析纯, 国药试剂集团)。 

金黄色葡萄球菌测试片与确认片(3M 中国有限公司)。 

仪器与设备: 2000237 恒温培养箱(武汉提沃克科技有

限公司): 36 ℃±1 ℃, PL203-IC 天平(瑞士梅特勒-托利公

司 ); Masticator 拍 击 式 均 质 器 ( 西 班 牙 IUL 公 司 ); 

DSHZ-300A 振荡器(太仓市实验设备厂); 精密 pH 试纸

(6.48.0, 广州金莉达生物科技有限公司); WGZ-2XJ 细菌

浊度仪(上海昕瑞公司)。 

菌株: CICC10294 表皮葡萄球菌、CICC10897 白色葡

萄球菌、CICC10499 假中间葡萄球菌、CICC10145 木糖葡

萄球菌、CICC10789 金黄色葡萄球菌(中国工业微生物菌种

保藏管理中心); ACCC01319 沙门氏菌、ACCC01996 肠道

沙门氏菌、ACCC10142 大肠杆菌(中国农业微生物菌种保

藏 管 理 中 心 ); CGMCC1.2810 大 肠 埃 希 氏 菌 、

CGMCC1.9136 单核增生李斯特氏菌、CGMCC1.1868 弗氏

志贺氏菌、CGMCC1.1997 副溶血弧菌、CGMCC1.8091 蜡

状 芽 孢 杆 菌 、 CGMCC1.1869 痢 疾 志 贺 氏 菌 、

CGMCC1.10528 溶血葡萄球菌(中国普通微生物菌种保藏

管理中心)。 

2.2  样品准备 

样品为内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司收购或生

产的。 

2.3  试验菌液制备 

取经过5次传代半固体斜面培养, 将纯菌苔接种在5 mL

装有普通肉汤的玻璃试管内, 于(36±1) ℃经 18~24 h 培养。 

2.4  混合试验菌液制备 

取白色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、肠道沙门氏菌、大

肠埃希氏菌、大肠杆菌、单核增生李斯特氏菌、弗氏志贺

氏菌、副溶血弧菌、假中间葡萄球菌、蜡状芽孢杆菌、痢

疾志贺氏菌、木糖葡萄球菌、溶血葡萄球菌、沙门氏菌、

金黄色葡萄球菌肉汤混合 , 浊度仪调整菌液浓度为

3.0×103 CFU/mL, 取 1 mL 在营养琼脂平板使用国标法[8]

进行培养, 得到准确的菌落数。 

2.5  样品的处理 

液体样品直接吸取 25 mL 放盛有 225 mL7.5%氯化钠

肉汤的预置适当数量无菌玻璃珠的无菌锥形瓶内, 振荡混

匀。将处理后的样品匀液于(36±1) ℃, 培养 18~24 h 增菌。 

2.6  实验方法 

掀起测试片上层膜, 使用吸管将 1 mL 培养后增菌液, 

垂直滴在测试片的中央。将上层膜盖下, 压板压在测试片

上, 然后将压板拿起, 静置测试片至少 1 min 使胶体凝固。

将测试片的透明面朝上, 水平置于培养箱内, 在(36±1) ℃

条件下培养(24±2) h。 

在经过培养之后, 如果测试片上没有菌落出现, 则为

未检出金黄色葡萄球菌。如果测试片上出现暗紫红色菌落则

为检出金黄色葡萄球菌。除了暗紫红色菌落以外, 若有其它

颜色菌落出现, 则使用确认反应片开展确认。经培养后确认

反应片, 观察结果, 出现粉红色环, 无论粉红色环是大或者

小, 则为金黄色葡萄球菌检出。示意图如图 1 所示。 

2.7  结果报告 

如有金黄色葡萄球菌检出 , 则报告检出 /25 g(mL), 
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如没有金黄色葡萄球菌检出, 则报告未检出/25 g(mL)。 
 

 
 

图 1  方法检出与未检出判读示意图 

Fig.1  Interpretation diagram of detection and undetected  
 

3  结果与分析 

3.1  方法适用性符合率验证 

依据实验方案对采集的样品, 按样品储存条件存放, 

送入同一实验室使用 3 种方法同时进行检测。结果见表 1。 

在验证的 48 组样品中, 除生乳未进行处理, 其它样

品一分为二分别模拟目标菌株培养阳性样品,阳性检出率

均为 100%。国标方法阳性样品检出 20 份, 测试片法阳性

检出 21 份(1 份假阳性样品), 单片快速检测方法阳性样品

检出 21 份(1 份假阳性样品)。国标法与测试片法及单片快

速检测方法阳性符合率达 95.2%。 

研究方法阳性符合率与国标相较达到 90%以上。研究

方法检出率比国标法高。证明研究方法在乳及乳制品适用, 

并且能够有效地防止漏检的情况出现。 

3.2  方法敏感度验证 

参照模拟目标菌株培养阳性样品制备, 具体操作过程

为: 取经过 GB 4789.10-2016 标准方法检测后, 结果为金黄

色葡萄球菌阴性的不同品类样品 25 g, 用生理盐水制成

1:10(m:V)的匀液, 分别在每个样品中加入适当浓度的金黄

色葡萄球菌标准的菌悬液, 分别让每种样品的终浓度的理

论结果值分别落在 100、10、1 CFU/mL; 每个浓度每品类检

测检测 5 组, 接下来用国标法、测试片法、单片快速检测方

法实施检测。并记录检测结果。检测同时用 GB 4789.2-2016

菌落总数测定进行计数检测。比较检测结果见表 2。 

从以上验证的数据可以看出 , 当染菌量大于等于   

6 CFU/mL 的时候, 测试片法与单测试片快速检测方法检

出率均为 100%, 高于国标法。也符合灵敏度≥95%的要 

求[8]。当染菌量小于 1 CFU/mL 的时候, 测试片法与单测试

片快速检测方法的检测结果均出现波动。 

通过验证污染样品中金黄色葡萄球菌的检出发现 , 

含有目标菌落数落在各浓度时, 单测试片灵敏度较国标方

法高。单测试片检测乳及乳制品灵敏度 0.5 CFU/mL。 

3.3  方法特异性验证 

将 30株目标菌株(包括: 金黄色葡萄球菌)与竞争菌株

(表皮葡萄球菌、白色葡萄球菌、大肠埃希氏菌、单核增生

李斯特氏菌、副溶血弧菌、蜡状芽孢杆菌、痢疾志贺氏菌、

溶血葡萄球菌、沙门氏菌)复壮纯化后, 按试验菌液制备与

混合试验菌液制备进行制备。测试同时一并将混合试验菌

液进行检测。将制备好的菌悬液, 分别滴于单测试片中, 

然后依据单测试片快速检测方法进行操作并培养, 观察结

果。试验结果见表 3。 

 
 

表 1  研究方法符合率对比试验结果 
Table 1  Comparison test results of the coincidence rate of research methods 

样品 组分/份 国标方法阳性检出份数/份 测试片法阳性检出份数/份 单片快速检测方法阳性检出份数/份

牛体样 10 3 4 4 

工厂奶仓 4 0 0 0 

巴氏杀菌乳 10 5 5 5 

灭菌乳 4 2 2 2 

调制乳 4 2 2 2 

发酵乳 2 1 1 1 

全脂乳粉 4 2 2 2 

调制乳粉 4 2 2 2 

干酪和再制干酪 6 3 3 3 

合计 48 20 21 21 
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表 2  样品敏感度对比试验结果 
Table 2  Sample sensitivity comparison test results 

样品名称及数量 检测方法 
染菌量/(CFU/mL) 

57~62 6~7 0.5~0.8 0 

牛体样 5 份 

国标方法 5/5 4/5 2/5 0/5 

测试片法 5/5 5/5 2/5 0/5 

单测试片快速检测方法 5/5 5/5 4/5 0/5 

灭菌乳 5 份 

国标方法 5/5 3/5 1/5 0/5 

测试片法 5/5 5/5 2/5 0/5 

单测试片快速检测方法 5/5 5/5 4/5 0/5 

发酵乳 5 份 

国标方法 5/5 2/5 1/5 0/5 

测试片法 5/5 5/5 2/5 0/5 

单测试片快速检测方法 5/5 5/5 3/5 0/5 

调制乳粉 5 份 

国标方法 5/5 3/5 3/5 0/5 

测试片法 5/5 5/5 3/5 0/5 

单测试片快速检测方法 5/5 5/5 5/5 0/5 

干酪和再制干酪 5 份 

国标方法 4/5 1/5 1/5 0/5 

测试片法 5/5 5/5 1/5 0/5 

单测试片快速检测方法 5/5 5/5 4/5 0/5 

注: 染菌量为平板计数琼脂培养基培养计数结果; 数据中分子代表试验验证阳性样品数, 分母代表试验样品数。 

 
表 3  单测试片特异性试验结果 

Table 3  Single test piece specific test result 

菌名 验证总数量 
验证结果 

数量 在单测试片上的生长情况 

金黄色葡萄球菌 8 株 8 株 呈现紫红色菌斑 

表皮葡萄球菌 3 株 3 株 呈现蓝色菌斑 

白色葡萄球菌 3 株 3 株 未见菌落生长菌片白色 

大肠埃希氏菌 3 株 3 株 呈现蓝色菌斑 

单核增生李斯特氏菌 3 株 3 株 呈现蓝色菌斑 

副溶血弧菌 2 株 2 株 未见菌落生长菌片白色 

蜡状芽孢杆菌 1 株 1 株 呈现浅褐色菌斑 

痢疾志贺氏菌 1 株 1 株 呈现蓝色菌斑 

溶血葡萄球菌 2 株 
1 株 呈现蓝色菌斑 

1 株 呈现紫红色菌斑 

沙门氏菌 3 株 3 株 呈现蓝色菌斑 

混合菌落 1 株 1 株 见有紫红色菌斑和蓝色菌班 

 
 

从表 3 可以看出, 共测试 30 株细菌中, 全部目标菌的

菌均出现特异性的紫红色菌斑, 未出现假阴性。竞争干扰

菌中有 1 株溶血性葡萄球菌与金黄色葡萄球菌存在交叉反

应, 呈现紫红色菌斑, 出现假阳性反应。其它菌在单测试

片上未生长出紫红色的菌落或菌斑。大多数为蓝色, 个别

褐色菌斑, 能够明显与目标菌区分, 单测试片的特异性达

到 96.7%。符合特异性≥95%的要求。 

单测试片快速检测方法特异性强, 与 9 种竞争菌无交

叉反应。特异性达到 98%。 

4 结  论 

1) 研究方法阳性符合率与国标法相较达到 90%以上, 

符合要求。 

2) 研究方法检出率比国标法和测试片法均高。 

3) 单 测 试 片 法 检 测 乳 及 乳 制 品 最 小 检 出 量       

0.5 CFU/mL。 
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4) 研究方法与 9 种竞争菌无交叉反应, 特异性达到

96.7%。符合≥95%要求。 

5) 研究方法在原有测试片法基础上减少菌片使用, 

故比原测试片法节省费用。 

通过实验比对、数据分析, 证实该方法检出率、灵敏

度、特异性等方面经过验证均满足要求。由于其简便的操

作、快速的检测时间以及降低的检验费用, 对企业快速准

确评价食品卫生质量, 产品快速流通具有很大的作用。 
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