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动物源弯曲菌分离纯化鉴定方法优化 

韩镌竹 1*, 杨文腰 2, 李欣南 1, 高  铎 1 
(1. 辽宁省检验检测认证中心, 沈阳  110016; 2. 辽宁成大生物股份有限公司, 沈阳  110179) 

摘  要: 目的  优化动物源弯曲菌分离纯化鉴定方法。方法  采集新鲜样品, 増选择不同 菌方式获得菌悬液; 

通过 CCDA、弯曲菌显色培养和 Skirrow 方法分离弯曲菌; 生化分析和分子生物学鉴定弯曲菌。与国标方法相

比较, 评价该法的灵敏度。结果  适合于鸡盲肠和动物粪便中弯曲菌的分离纯化鉴定流程为 CCDA 选择性分

离、弯曲菌显色培养基纯化、哥伦比亚血琼脂进行扩增及分子学方法鉴定。使用优化后的方法对东北地区部

分鸡屠宰场盲肠样品进行分离, 共采集样品 200 批次, 分离鉴定获得空肠弯曲菌共计 110 株, 分离率为 55%。

结论  建立了一套动物源弯曲菌分离纯化鉴定的方法。该方法简单、能有效提高弯曲菌的分离率, 解决了弯

曲菌分离难, 鉴定难, 保存难等问题, 弥补了国标中的不足, 适合于普遍应用及推广。 
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Optimization of isolation, purification and identification of Campylobacter 
from animal 

HAN Juan-Zhu1*, YANG Wen-Yao2, LI Xin-Nan1, GAO Duo1 
(1. Liaoning Inspection, Examination & Certification Centre, Shenyang 110016, China;  

2. Liaoning Chengda Bio-Tech Co., Ltd., Shenyang 110179, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the isolation, purification and identification methods of Campylobacter from 

animals. Methods  Fresh samples were collected to obtain bacterial suspension by different enrichment methods; 

Campylobacter was isolated by CCDA, Campylobacter chromogenic culture and Skirrow method; Campylobacter 

was identified by biochemical analysis and molecular biology. Compared with the national standard method, the 

sensitivity of the method was evaluated. Results  The suitable procedures for isolation, purification and 

identification of Campylobacter from chicken cecum and animal feces were CCDA selective separation, 

Campylobacter chromogenic medium purification, Columbia blood agar amplification and molecular identification. 

The optimized method was used to separate cecal samples from some chicken slaughterhouses in northeast China, a 

total of 200 batches of caecum samples were collected, and a total of 110 Campylobacter jejuni strains were isolated 

and identified, and the isolation rate was 55%. Conclusion  A set of method for isolation, purification and 

identification of Campylobacter from animals was established. The method is simple, and can effectively improve the 

isolation rate of Campylobacter, solve the problems of difficult separation, identification and preservation of 

Campylobacter, and make up for the deficiencies in the national standard, which is suitable for general application 
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1  引  言 

弯曲菌属菌呈逗点状或 S 形, 微需氧, 具有极端鞭毛, 
运动快速, 不形成芽孢, 革兰氏染色阴性。菌体大小(0.2～
0.5) μm×(1.5～5) μm, 较长的可有 4～5 个弯曲。在血琼脂

上易生长, 菌落有光滑型和粗糙型 2 种。本属菌有些菌种

可导致牛、羊流产, 大多数菌株对多种抗生素敏感, 尤其

是庆大霉素、红霉素和氯霉素 [1]。空肠弯曲菌 (Campy 
lobacter jejuni)和结肠弯曲菌(Campylobacter coli)是弯曲菌

属最常见的 2 个菌, 也是最容易引起各类疾病的细菌。目

前, 已经在各个领域内发现了弯曲菌[2‒7], 针对弯曲菌检测

分离, 我国已颁布相关的食品中空肠弯曲菌检验标准[8]。

在动物源弯曲菌检测方面, 现阶段采用的方法有特异性培

养基分离、滤膜分离、生化鉴定、PCR 鉴定及质谱鉴定[9‒15]。

国标方法只针对食品, 对动物源弯曲菌的分离效果不理想, 
适用性差; 滤膜分离及质谱鉴定成本高、难推广; 生化鉴

定准确率低。本研究拟采用不同培养基组合, 优化已有的

筛选方法, 整理出一套针对动物来源的粪便及肠道内容物

的检测分析方法, 解决上述检测方法中存在的不足, 达到

快速、便捷、经济、适用的目的。 

2  材料与方法 

2.1  菌株来源 

质控菌株为空肠弯曲菌 ATCC33560、结肠弯曲菌

ATCC43478(北京兰伯瑞生物技术有限责任公司); 实验菌

株于屠宰场或养殖场采集。 

2.2  实验仪器 

生物安全柜 CLASS Ⅱ(美国 NUAIRE 公司); MLS-3780
全自动高压灭菌器(日本三洋电器集团); FD23 恒温培养箱

(德国 BINDER 公司); VITEK 2 Compact 全自动微生物分析

系统(法国 BIOMERIEUX 公司); CF16RX 高速低温冷冻离

心机 (日本 HITACHI 公司 ); TC-512 聚合酶链反应仪

(polymerase chain reaction, PCR)( 北 京 德 力 莱 公 司 ); 

DYY-6C 电泳仪(北京六一生物科技有限公司); 170-8170 紫

外凝胶成像系统(美国 BIO-RAD 公司); AL104-IC 电子天平

(上海梅特勒-托利多仪器有限公司)。 

2.3  实验材料 

微需氧包、厌氧包(青岛高科技工业园海博生物技术

有限公司); 弯曲菌显色培养基(上海欣中生物工程有限公

司); 弯曲杆菌 CCDA 培养基、Skirrow 培养基、Preston 肉

汤、Bolton 肉汤、哥伦比亚血平板(北京陆桥技术股份有限

公司); 2×Taq PCR MasterMix、DL1000、琼脂糖、溴化乙

锭(大连宝生物工程有限公司); 0.45 μm无菌滤膜(环凯微生

物科技有限公司); 牛血清[生工生物工程(上海)股份有限

公司]; 实验所用引物均为大连宝生物工程有限公司合成, 
序列见表 1。 

2.4  实验方法 

2.4.1  增菌方法的确定 
采集新鲜盲肠样品或粪便, 直接接种到 5 mL 含 5%脱

纤维绵羊血的 Preston 肉汤、牛血清及不含附加试剂的

Bolton 肉汤中, 42 ℃微需氧条件培养 4~6 h。 
2.4.2  分离纯化方法的确定 

(1)弯曲菌 CCDA 选择性培养分离 
采集新鲜盲肠样品或粪便, 用棉拭子蘸取样品接种

到弯曲菌 CCDA 培养基上, 42 ℃培养 48 h。同时取肉汤增

菌液划线接种于 CCDA 平板上, 42 ℃培养 48 h。 
(2)弯曲菌显色培养分离 
将 CCDA 平板上分离出的疑似菌落划线接种于弯曲

菌显色平板上, 微需氧条件下 42 ℃±1 ℃培养 24 h。 
(3)弯曲菌 Skirrow 选择性培养分离 
将弯曲菌显色平板上分离出的疑似菌落划线接种于

Skirrow 平板上, 微需氧条件下 42 ℃±1 ℃培养 48 h。 

2.5  纯培养增菌 

挑取 CCDA、弯曲显色培养基和 Skirrow 培养基中疑

似菌落接种于哥伦比亚血琼脂上, 在微需氧条件下 42 ℃
培养 24 h, 得到纯培养单菌落。 

 
表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

菌种名称 引物名称 序列(5´→3´) 扩增大小/bp 

空肠弯曲菌 
上游 F1 CATCTTCCCTAGTCAAGCCT 

773 
下游 R1 AAGATATGGCACTAGCAAGAC 

结肠弯曲菌 
上游 F1 AGGCAAGGGAGCCTTTAATC 

364 
下游 R1 TATCCCTATCTACAAATTCGC 
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2.6  生化鉴定方法的确定 

将待检细菌接种于含 5%兔血的哥伦比亚血琼脂 , 
36 ℃微需氧条件下培养 18~24 h, 悬浮于 3 mL 灭菌生理盐

水 , 制备 2.7~3.3 麦氏浓度的菌悬液 , 使用 VITEK       
2 Compact全自动微生物分析系统进行鉴定, 同时使用API 
Campy 鉴定试条进行手工鉴定。 

2.7  分子生物学鉴定 

PCR 反应体系为 50 µL, 具体如表 2 和表 3, 反应结束

后, 2%琼脂糖凝胶等压电泳, 10 µL 点样进行分析。 
 

表 2  PCR 反应体系 
Table 2  PCR reaction system 

成分 体积/µL 

2×Taq PCR Master Mix 25 

2 种上游引物 1 

2 种下游引物 1 

模板(总 DNA) 4 

ddH2O 19 
 

表 3  PCR 反应条件 
Table 3  PCR reaction conditions 

反应 循环数 条件 

预变性 1 94 ℃, 5 min 

扩增 

2 94 ℃, 1 min 62 ℃, 1 min 72 ℃, 1 min

2 94 ℃, 1 min 60 ℃, 1 min 72 ℃, 1 min

2 94 ℃, 1 min 58 ℃, 1 min 72 ℃, 1 min

2 94 ℃, 1 min 56 ℃, 1 min 72 ℃, 1 min

2 94 ℃, 1 min 54 ℃, 1 min 72 ℃, 1 min

20 94 ℃, 1 min 52 ℃, 1 min 72 ℃, 1 min

延伸 1 72 ℃, 10 min 

 

2.8  菌种保存 

将鉴定后的单一菌落经增殖后, 收集于牛血清中, 保
存在‒80 ℃条件下。 

3  结果与分析 

3.1  采集增菌结果 

经过微需氧培养后 , 空肠弯曲菌和结肠弯曲菌在

Preston 肉汤和 Bolton 肉汤上均呈混浊菌液, 牛血清中混浊

度比 Preston 和 Bolton 中高, 具体结果见图 1, 建议选用牛

血清进行预增菌。 

 
 

注: 从左到右依次为 Preston 肉汤、牛血清、Bolton 肉汤。 
图 1  空肠弯曲菌在增菌培养基上的生长状态 
Fig.1  Growth status of Campylobacter jejuni on 

 enrichment medium 
 

3.2  分离纯化结果 

3.2.1  弯曲菌 CCDA 分离培养结果   
观察 48 h 培养的琼脂平板上的菌落形态, 培养基上

生长的灰色、湿润、凸起、光滑圆润、边缘整齐的为疑似

单菌落, 结果见图 2。 
 

  
 

注: 左. 空肠弯曲菌; 右. 结肠弯曲菌。 
图 2  弯曲菌在 CCDA 培养基上的生长形态 

Fig.2  Growth morphology of Campylobacter on CCDA medium 
 

3.2.2  弯曲菌显色培养分离结果 
观察 48 h 培养的琼脂平板上的菌落形态, 弯曲菌显

色琼脂平板上的可疑菌落通常为红色, 结果见图 3。 

 

  
 

注: 左. 空肠弯曲菌; 右. 结肠弯曲菌。 
图 3  弯曲菌在显色培养基上的生长形态 

Fig.3  Growth morphology of Campylobacter on  
chromogenic medium 
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3.2.3  弯曲菌 Skirrow 分离培养结果 
Skirrow 平板上空肠弯曲菌和结肠弯曲菌不易生长, 

空肠弯曲菌没有生长, 结肠弯曲菌生长速度降低, 生长量

较其他培养基也有所减少。结肠弯曲菌形态为灰色、扁平、

湿润有光泽, 沿接种线向外扩散或边缘整齐、发亮, 分散

凸起的单个菌落, 结果见图 4。 
 

  
 

注: 左. 空肠弯曲菌; 右. 结肠弯曲菌。 
图 4  弯曲菌在 Skirrow 培养基上的生长形态 

Fig.4  Growth morphology of Campylobacter on Skirrow medium 
 

3.3  弯曲菌的纯培养结果 

挑取上述培养基中可疑单菌落接种于哥伦比亚血琼

脂上, 在微需氧条件下培养 48 h, 得到纯培养单菌落, 空
肠弯曲菌形态为分散凸起的单个菌落, 边缘整齐、发亮; 
结肠弯曲菌的形态为灰色、扁平、湿润有光泽, 呈沿接种

线向外扩散的倾向, 结果见图 5。 

 

  
 

注: 左. 空肠弯曲菌; 右. 结肠弯曲菌。 
图 5  弯曲菌在血平板上生长状态 

Fig.5  Growth state of Campylobacter on blood plate 

 
3.4  生化鉴定 

目前生化鉴定卡只能对空肠弯曲菌进行鉴定, 使用

空肠弯曲菌标准菌株 ATCC33560 测试时发现, API Campy
试剂条鉴定为空肠弯曲杆菌空肠亚种 (Campylobacter 
Jejuni ssp je juni), 鉴定度为 90.1%, 具体结果见表 4。
VITEK 2 Compact NH 卡鉴定为灰色奈瑟氏菌(Neisseria 
Cinerea), 鉴定仪显示结果为 94%, 具体结果见表 5。说明

VITEK 2 Compact 并不适于鉴定空肠弯曲菌, 这个在鉴定

其他弯曲菌属时也发现了同样的问题[16,17]。 
 

 
表 4  API Campy 试剂条对空肠弯曲菌生化鉴定结果 

Table 4  Biochemical identification of Campylobacter jejuni by API campy reagent strip 

生化项目  结果 生化项目  结果 

马尿酸盐 HIP + 精氨酸芳胺酶 ArgA + 

天冬氨酸芳胺酶 AspA + 触酶 CAT ‒ 

耐头孢唑啉 CFZ ‒ 柠檬酸盐同化 CITa ‒ 

红霉素耐受 ERO ‒ 酯酶 EST + 

γ-谷氨酰转移酶 GGT + 乙酸盐 ACE ‒ 

硫化氢产生 H2S ‒ 尿素酶 URE ‒ 

苹果酸盐同化 MLTa ‒ 萘啶酸耐受 NAL ‒ 

硝酸盐还原 NIT + 碱性磷酸酶 PAL + 

丙酸盐同化 PROP ‒ 吡咯烷酮芳胺酶 PyrA + 

琥珀酸盐同化 SUT ‒ 四氮唑还原变红 TTC ‒ 

d-葡萄糖同化 GLUa ‒    
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表 5  NH 鉴定卡对空肠弯曲菌生化鉴定结果 
Table 5  Biochemical identification of Campylobacter jejuni by NH identification card 

生化项目  结果 生化项目  结果 

精氨酸芳胺酶 ArgA ‒ 糖原 GLYG ‒ 

γ-谷氨酰转移酶 GGT ‒ D-甘露糖 dMNE ‒ 

L-赖氨酸芳胺酶 LysA ‒ D-麦芽糖 dMAL ‒ 

D-半乳糖 dGAL ‒ 蔗糖 SAC ‒ 

亮氨酸芳胺酶 LeuA + N-乙酰-D-氨基葡萄糖 NAG ‒ 

ELLMAN ELLM ‒ 尿素酶 URE ‒ 

苯丙氨酸芳胺酶 PheA ‒ β-半乳糖吡喃糖苷酶吲哚酚 BGALi ‒ 

L-脯氨酸芳胺酶 ProA ‒ 鸟氨酸脱羧酶 ODC ‒ 

酪氨酸芳胺酶 TyrA ‒ α-阿拉伯糖苷酶 AARA ‒ 

丙氨酸-苯丙氨酸-脯氨酸芳胺酶 APPA ‒ 丙酮酸盐 PVATE ‒ 

D-葡萄糖 dGLU ‒ 磷酰胆碱 PHC ‒ 

D-木糖 dXYL ‒ D-苹果酸盐 dMLT ‒ 

苯基磷酸盐 OPS ‒ 麦芽三糖 MTE ‒ 

磷酸酶 PHOS ‒ L-谷氨酰胺 IGLM ‒ 

d-核糖 2 dRIB2 ‒ 吡咯烷酮芳胺酶 PyrA ‒ 

 

3.5  分子生物学鉴定 

经 PCR 方法鉴定, 空肠弯曲菌的 PCR 产物为 773 bp
长的片段, 结肠弯曲菌 PCR 产物为 364 bp 长的片段, 两者

片段大小与文献报道相同, 电泳结果如图 6 所示。该方法

可以同时对空肠弯曲菌和结肠弯曲菌进行检测, 两者之间

不互相干扰, 无杂带。 
 
 

 
 

注: M 表示 D1000; 1.空肠弯曲菌和结肠弯曲菌阳性标准菌株; 2.
结肠弯曲菌阳性标准菌株; 3.空肠弯曲菌阳性标准菌株; 4.空肠弯

曲菌样品; 5.阴性对照。 
图 6  空肠弯曲菌和结肠弯曲菌 PCR 鉴定电泳结果图 

Fig.6  PCR identification and electrophoresis of Campylobacter 
jejuni and Campylobacter coli 

3.6  与国标方法比较分离纯化结果 

使用 CCDA 选择性分离、弯曲菌显色培养基纯化、

CCDA 再次分离、哥伦比亚血琼脂扩增、PCR 鉴定方法对

东北地区部分鸡屠宰场盲肠样品进行分离, 共采集样品

200 批次, 分离鉴定获得空肠弯曲菌共计 110 株, 分离率为

55%, 图 7 为部分菌株鉴定结果。 
 
 

 
 
 

注: M 表示 D2000; 1.空肠弯曲菌阳性标准菌株; 2-6.样品; 7.阴性

对照。 
图 7  空肠弯曲菌 PCR 鉴定电泳结果图 

Fig.7  PCR identification and electrophoresis of  
Campylobacter jejuni 

 
 

使用国标法对以上批次样品同时进行分离鉴定, 获
得空肠弯曲菌共计 28 株, 分离率为 14%, 图 8 为部分菌株

鉴定结果。 
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注: M 表示 D2000; 1.空肠弯曲菌阳性标准菌株; 2-8.样品; 9.阴性

对照。 
图 8  空肠弯曲菌 PCR 鉴定电泳结果图 

Fig.8  PCR identification and electrophoresis of  
Campylobacter jejuni 

 

4  结  论 

本研究分析发现, 鸡盲肠和动物粪便中弯曲菌的适

宜分离纯化鉴定流程为 CCDA 选择性分离、弯曲菌显色培

养基纯化、哥伦比亚血琼脂进行扩增及分子学方法鉴定。

该流程省去生化鉴定、降低成本、简单易行、分离率较国

标法有所提高, 适合于绝大多数实验环境条件, 是获取弯

曲菌的首选流程, 便于推广实施。 
弯曲菌通常的生长在 5% O2+10% CO2+85% N2 的微

需氧环境。本研究使用了微需氧包和厌氧包来模拟弯曲菌

的生长环境, 发现在密封罐中, 厌氧包提供的环境中弯曲

菌生长后菌落形态容易辨认, 菌落特征明显, 更适合弯曲

菌分离纯化。 
弯曲杆菌对周围环境敏感且易进入活的但不可培养

状态, 样品的处理、运输和分离培养对弯曲杆菌的耐药性

监测至关重要。对采样人员的技术培训、保存和运输样品

的条件严格执行、高效的分离培养方法、高质量、性状稳

定的培养基, 都是弯曲杆菌能否被分离到的重要条件。 

弯曲菌是重要的人畜共患病原菌, 与人类疾病密切

相关, 能引起散发性和地方流行性的胃肠炎暴发。耐泰利

霉素的弯曲菌定义为特殊表型耐药菌, 泰利霉素是半合成

大环内酯 -林可酰胺 -链阳霉素 B(macrolides antibiotics 

-lincomycin-streptogramin, MLSB)家族中的第 1 个抗菌药

物, 属第 4 代大环内酯类抗生素, 泰利菌素针对于 β 内酰

胺类、大多数大环内酯类抗生素耐药性的治疗。而细菌

耐药问题日益严重 , 耐药机制趋于复杂 , 对人类公众健

康造成严重的威胁。建议利用分子分型技术调查耐药菌

株的优势型别, 为耐药菌株的有效追踪溯源和风险评估

提供依据。 
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