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金黄色葡萄球菌鉴定方法研究 

郭瑞军 1*, 王  超 2 
(1. 濮阳市食品药品检验检测中心, 濮阳  457000; 2. 西北农林科技大学生命科学学院, 杨凌  712100) 

摘  要: 目的  筛选出能够快速准确鉴定金黄色葡萄球菌的方法。方法  利用国家标准法、VITEK 2 Compact

生化鉴定、16S rDNA 序列分析和 PCR 鉴定等 4 种方法对酱卤肉制品中分离出的典型菌落进行鉴定。结果  国

家标准法检测结果显示菌株为革兰氏阳性菌, 血平板上有明显的透明溶血圈且血浆凝固酶试验结果为阳性, 

符合金黄色葡萄球菌判定标准。VITEK 2 Compact 生化鉴定结果中不吻合的典型生化谱仅有 1 项(dMAL), 判

定菌株为金黄色葡萄球菌(98%概率), 为极好的鉴定。16S rDNA 序列比对分析及以邻接法构建的进化树均显

示典型菌落为金黄色葡萄球菌。以耐热核酸酶基因(nuc)设计的引物能扩增出单一的清晰条带, 能快速准确的

识别出金黄色葡萄球菌。结论  4 种方法均能准确鉴定出金黄色葡萄球菌, 但耗时都比较长, 通过改进实验方

法, 缩短 DNA 提取时间, PCR 鉴定将表现出较大优势。 
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Study on the identification methods for Staphylococcus aureus 
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2. College of Life Sciences, Northwest A & F University, Yangling 712100, China) 

ABSTRACT: Objective  To select the method for rapid detection and identification of Staphylocoocus aureus. 

Methods  The typical colonies isolated from soy sauce and pot-roast meat products were identified with national 

standard method, VITEK 2 Compact identification, 16S rDNA sequence analysis and PCR identification. Results  

The results from national standard method showed that the strain was a gram-positive bacteria, there was a clear 

hemolytic circle on blood plate and the assay result of coagulase test was positive, all the identification met the 

criteria of Staphylocoocus aureus. Only one term (dMAL) did not match the typical biochemical spectrum in the 

identification results of VITEK 2 Compact, which was proved to be Staphylocoocus aureus (98% probability) and 

indicated to be an excellent identification. The result of 16S rDNA sequences analysis and phylogenetic tree 

constructed by Neighbor-Joint method indicated that the typical colony was Staphylocoocus aureus. The primers 

designed with gene nuc could amplify the specific positive bands, PCR identification could identify Staphylococcus 

aureus rapidly and effectively. Conclusion  The four methods can accurately identify Staphylococcus aureus, but it 

takes a long time. By improving the experimental method, shortening the extraction time of DNA, PCR identification 

will show greater advantages. 
KEY WORDS: soy sauce and pot-roast meat products; national standard method; VITEK 2 Compact; 16S rDNA; 

PCR identification 
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1  引  言 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)是一种革兰

氏阳性致病菌, 在自然界中广泛存在, 能分泌具有毒性的

肠毒素, 严重威胁食品安全, 生活中由金黄色葡萄球菌引

起的食物中毒事件时常发生[1–3]。 
国标法检验金黄色葡萄球菌包括增菌培养、分离培

养、生理生化鉴定等过程, 步骤较多、操作繁琐, 耗时较

长 , 同时对表型特征有差异的菌株鉴定困难。VITEK 2 
Compact 全自动微生物分析系统自动化程度高、稳定性好, 
鉴定结果可靠且具有可重复性, 在医药和食品安全领域被

广泛应用[4]。王娟等[5]利用传统方法与 VITEK 2 Compact 鉴
定方法对金黄色葡萄球菌进行鉴定, 2 种方法的鉴定结果并

无差异, 且 VITEK 2 Compact 鉴定方法更加准确、快捷。 
随着分子生物技术的快速发展和在微生物鉴定方面

广泛应用 , 分子鉴定的方法日渐完善 , 鉴定水平逐步提

高。16S rDNA 序列在分子进化中比较保守, 且具有较高的

种以上水平的分辨能力, 常被用来进行细菌的鉴定分析。

研究发现 16s rDNA 序列能有效鉴定出金黄色葡萄球菌, 
且对凝固酶异常的菌株有较好的鉴定效果[6–8]。PCR 鉴定

是以微生物特定的基因设计引物进行 PCR 扩增, 该方法特

异性好、灵敏度高且操作便捷。研究表明 PCR 鉴定能准确

快速的鉴定金黄色葡萄球菌[9,10]。Rajeh 等[11]研究指出 PCR
是鉴定金黄色葡萄球菌非常好的标准。廖光华等[12]以随机

挑选的 50 株菌为研究对象, 建立了一种基于 nuc 基因进行

PCR 检测金黄色葡萄球菌的方法。目前, 关于金黄色葡萄

球菌鉴定方法准确性的研究已有报道, 而对于各种鉴定方

法在检验过程中的实际应用研究较少。 
本文通过利用国标法、VITEK 2 Compact 生化鉴定、

16S rDNA 序列分析和 PCR 鉴定等 4 种方法对酱卤肉制品

检验过程中分离出的典型菌落进行鉴定, 从鉴定结果及鉴

定时长方面进行比较分析, 以期为金黄色葡萄球菌鉴定方

法的选择与改进提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与材料 

LER-080(H)智能生化培养箱(郑州生元仪器有限公司); 
VITEK 2 Compact(法国梅里埃公司); TG16.5 高速离心机(上
海卢湘仪离心机仪器有限公司); 2720 PCR 仪(美国 ABI 公

司); DYCP-31E 型电泳仪(北京六一生物科技有限公司)。 
Baird-Parker 平板、血平板、革兰氏染色液试剂盒、

脑心浸出液肉汤、冻干兔血浆(青岛高科技工业园海博生物

技术有限公司); GP 鉴定卡(梅里埃诊断产品(上海)有限公

司); 细菌基因组 DNA 提取试剂盒、2×Taq PCR Master 
mix(天根生化科技(北京)有限公司)。 

实验材料为市售预包装酱卤肉制品。 

2.2  样品前处理 

称取 25 g 样品至无菌均质袋中, 加入 225 mL 无菌生

理盐水, 均质器拍打 1~2 min, 得到 1:10 的样品溶液。吸取

1:10的样品溶液1 mL至含9 mL无菌生理盐水的试管中, 振
荡混匀后得 1:100 的样品溶液。吸取两个稀释度的样品溶液

各 1 mL, 均按照 3:3:4 的比例分别加入三块 Baird-Parker 平
板中, 用无菌涂布棒涂布均匀后, 置于 36 ℃培养箱倒置培

养 24~48 h, 挑取 5 个典型菌落进行检验。 

2.3  国标法鉴定 

按照国家标准 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》[13]中第一法进

行革兰氏染色、血平板检验和血浆凝固酶检验等鉴定试验。 

2.4  VITEK 2 Compact 生化鉴定 

将典型菌落分别划线接种到含 5%羊血的胰酶大豆琼

脂(tryptone soya agar, TSAB)培养基上, 36 ℃培养 18~24 h
后, 用无菌生理盐水制成 0.5~0.63 McF 的菌悬液, 选用 GP
鉴定卡, 按照标准化操作流程, 利用 VITEK 2 Compact 全
自动微生物鉴定系统进行鉴定。 

2.5  菌体培养及 DNA 提取 

取典型菌落分别接种到装有 10 mL 无菌 LB 培养基的

试管中, 36 ℃, 160 r/min 振荡培养过夜, 利用试剂盒提取

细菌基因组 DNA。 

2.6  16S rDNA 鉴定 

以 细 菌 基 因 组 DNA 为 模 板 , 采 用 通 用 引 物

27F(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)和 1492R(5’-TA 
CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’)进行 PCR 扩增, 扩增程

序为 94 ℃预变性 4 min, 94 ℃变性 30 s, 55 ℃退火 30 s, 
72 ℃延伸 1 min, 30 个循环, 最后 72 ℃延伸 10 min。PCR
产物经凝胶电泳检测后送公司双向测序, 测序结果拼接处

理后在 NCBI 网站上用 Blast 工具进行比对, 利用 MEGA 
6.0 软件进行分析、处理[14], 用邻接法构建系统发育树。 

2.7  PCR 鉴定 

参考熊苏玥等[15]的方法, 以金黄色葡萄球菌耐热核

酸酶基因(nuc)设计引物 nuc-F(5’-GGATGGCTATCAGTAA 
TGTTTCG-3’)和 nuc-R(5’-ATTTACGCCGTTATCTGTTTG 
T-3’), 利用细菌基因组 DNA进行 PCR扩增, PCR产物进行

凝胶电泳检测。 

3  结果与分析 

3.1  确证鉴定结果 

Baird-Parker 平板上的典型菌落表面光滑湿润, 呈灰
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黑色, 周围有不透明圈(图 1-A)。利用革兰氏染色液试剂盒

对典型菌落进行染色分析, 显微镜下观察显示 5 个菌落的

菌株均为革兰氏阳性球菌。血平板培养后的菌落比

Baird-Parker 平板上的菌落直径大, 菌落呈圆形凸起状, 周
围可见明显的透明溶血圈(图 1-B)。 

挑取 Baird-Parker 平板上的典型菌落接种到 5 mL 脑心

浸出液肉汤(BHI), 36 ℃培养 18~24 h 后, 吸取 0.8 mL 培养

液加入含冻干兔血浆的西林瓶中, 36 ℃培养, 结果呈现凝固

状, 因此判定所挑取的典型菌落均为金黄色葡萄球菌。 

3.2  VITEK 2 Compact 鉴定结果 

利用 VITEK 2 Compact 全自动微生物分析系统对挑

选的典型菌落进行鉴定, 5 个典型菌落的菌株鉴定结果一

致(见表 1), D-甘露醇(dMAN)、D-甘露糖(dMNE)、D-海藻

糖(dTRE)等 14 项检测结果为阳性, D-木糖(dXYL)、苦杏仁

苷(AMY)、磷脂酰磷脂酶 C(PIPLC)等 29 项检测结果为阴

性, 不吻合的典型生化谱 1 项(dMAL), 结果判定为金黄色

葡萄球菌(98%概率), 为极好的鉴定。 

3.3  16S rDNA 序列测定与分析 

5 个典型菌落的 PCR 产物经凝胶电泳检测后均出现

单一条带 , 大小约为 1500 bp(图 2)。测序所得序列在

GenBank数据库中分别进行Blast比对, 结果均与金黄色葡

萄球菌的同源性最高。利用邻接法构建进化树(图 3), 结果

显示典型菌落均与金黄色葡萄球菌聚为一支, 表明所挑选

的典型菌落均为金黄色葡萄球菌。 
 

 
 

图 1  Baird-Parker 平板(A)和血平板(B)菌落特征 
Fig.1  Colony characteristics on Baird-Parker plate(A)and blood plate(B) 

 
表 1  VITEK 2 Compact 生化鉴定结果 

Table 1  The results of biochemical test by VITEK 2 Compact System 

生化试验 结果 生化试验 结果 生化试验 结果 生化试验 结果 

AMY – PHOS + POLYB + dMNE + 

PIPLC – LeuA – dGAL – MBdG – 

dXYL – ProA – dRIB – PUL – 

ADH1 + BGURr – lLATk + dRAF – 

BGAL – AGAL – LAC – O129R + 

AGLU (–) PyrA + NAG + SAL – 

APPA – BGUR – dMAL – SAC + 

CDEX – AlaA – BACI + dTRE + 

AspA – TyrA – NOVO – ADH2s – 

BGAR – dSOR – NC6.5 + OPTO + 

AMAN – URE – dMAN +   

注: +, 阳性; -, 阴性; (+), 弱阳性; (-), 弱阴性。 
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注: M: DL2000 DNA Marker, 1~5: 典型菌落 PCR 产物, 6: 阴性对照。 
图 2  典型菌落 PCR 产物电泳图 

Fig.2  Agarose gel electrophoresis of PCR amplification of typical 
colonies 

 

3.4  PCR 鉴定结果 

以典型菌落的基因组 DNA 为模板, 利用金黄色葡萄

球菌特异性引物进行 PCR扩增, 在约 150 bp处出现单一清

晰条带(图 4), 与理论上的目的条带大小相符, 判定典型菌

落为金黄色葡萄球菌。 

3.5  鉴定方法比较分析 

在鉴定结果方面, 4 种方法均能准确鉴定出所挑选的

典型菌落, 且均鉴定到种水平。在鉴定时长方面, 从挑选

出典型菌落以后开始计算: 国标法在血浆凝固酶试验中耗

时较长, BHI 培养基需培养 18~24 h, 然后将 BHI 培养物加

入血浆中观察约 6 h, 期间可以完成革兰氏染色和血平板

检验; VITEK 2 Compact 鉴定方法中需要将典型菌落接种

特定培养基上培养 18~24 h, 挑取培养好的菌落配成一定

浊度的溶液, 然后上机测试约 5 h; 16S rDNA 鉴定和 PCR
鉴定均包含过夜培养和基因组 DNA提取的过程, PCR 鉴定

在 PCR 扩增结束后进行凝胶电泳检测即可进行判定, 而
16S rDNA 鉴定在 PCR 扩增后, 还需要进行测序分析。 

 
 

 

 
注: S1~S5: 典型菌落 

图 3  基于 16S rDNA 序列的系统进化树 
Fig.3  The phylogenetic tree based on the 16S rDNA sequences 

 
 
 

 
 

注: M: 50 bp DNA ladder, 1~5: 典型菌落 PCR 产物, 6: 阴性对照。 
图 4  典型菌落 PCR 产物电泳图 

Fig.4  PCR products of typical colonies by electrophoresis 

4  讨论与结论 

国标法鉴定金黄色葡萄球菌的主要依据是革兰氏染

色阳性、血平板有明显溶血圈以及血浆凝固酶试验阳性。

然而对于同种菌的不同菌株, 生化特征未必完全相同。代

义闯等[16]从牛乳中分离出 5 株凝固酶阴性的金黄色葡萄球

菌, 章海通等[17]从鸡排中分离出一株凝固酶异常的金黄色

葡萄球菌, 血浆凝固酶试验在 24 h 时观察到完全凝固, 超
过了国标法中规定的 6 h 观察时间。凝固酶阴性的金黄色

葡萄球菌被发现, 造成国标法无法做出准确鉴定, 因此需

要对国标法进行优化或者联合其他方法共同鉴定。 
革兰氏阳性细菌鉴定卡(VITEK 2 GP Test Kit)包含了



5330 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 11 卷 
 
 
 
 
 

 

43 个生化反应, 用于测定细菌的碳源利用、酶活性和耐药

性。Delmas 等[18]研究表明 Vitek 2 GP 鉴定卡对金黄色葡萄

球菌的鉴定准确率为 100%, 对包含在数据库中的葡萄球

菌种的鉴定准确率达 93.2%。大部分金黄色葡萄球菌能够

利用 D-麦芽糖(dMAL), 然而不同菌株之间又存在一定的

差异性, 因此需要通过大多数金黄色葡萄球菌共有的生化

特征进行判定。张璟等[19]利用 VITEK 2 系统对 337 株金黄

色葡萄球菌及 3 个标准菌株进行检验分析, 43 个生化反应

中有 19 项的检测结果在所有菌株中保持一致, 可作为判

定金黄色葡萄球菌的关键生化反应。本研究利用 GP 鉴定

卡进行检验, 鉴定结果极好, 仅 D-麦芽糖检测结果与典型

生化图谱不吻合, 其中与张璟等[19]所提出的关键生化反应

中相同的项目有 18 项, 且检验结果一致, 更进一步证明了

检验结果的准确性。 
国内农业标准、进出口行业标准及地方标准中, 鉴定

金黄色葡萄球菌存在 PCR 法[20–22]。由于金黄色葡萄球菌

是革兰氏阳性菌, 细胞壁较厚致使菌体难以裂解, 采用试

剂盒法或一些改良方法可提取到高质量基因组 DNA[23–25]。

而 PCR 鉴定过程中需要提取基因组 DNA, 且单个菌落无

法满足试验所需的用量, 因此需要增加培养过程, 延长了

鉴定时间。如果能通过改进实验方法, 实现利用少量菌落

直接进行菌落 PCR 或者提取出微量 DNA 进行 PCR 检测, 
将会使检验效率有较大提高。汪敏等[26]利用 femA 基因设

计特异性引物, 通过菌落 PCR 检测出化妆品中的金黄色葡

萄球菌。利用水煮法提取金黄色葡萄球菌 DNA, 操作简

单、成本低且耗时短, 与试剂盒等提取方法相比, 提取的

DNA 产量大, 但是纯度较低[27,28]。肖茜文等[29]利用 5 种方

法提取金黄色葡萄球菌 DNA, 根据 nuc 基因设计特异性引

物, 目的条带 506 bp, 然后进行 PCR 检测, 结果显示仅水

煮法未能扩增出目的条带。模板 DNA的质量和浓度对 PCR
结果有重要影响[30], 有研究指出热裂解过柱法能快速稳定

地提取出金黄色葡萄球菌的 DNA 用于 qPCR 检测[31]。本

研究在检验过程中对各种鉴定方法进行比较的同时, 也利

用水煮法提取典型菌落的基因组 DNA, 然后进行 PCR, 并
成功扩增出 16S rDNA 序列和 nuc 基因特异性序列。因此

可以看出, PCR 鉴定方法具有重要的潜在应用价值, 通过

优化 DNA 提取方法, 提高 DNA 的产量和质量, PCR 鉴定

方法将表现出较大优势。 
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