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干制水果中金黄色葡萄球菌 3 种鉴定方法的比较 

何  媛, 杨  杰, 海妮·巴音达, 房  芳, 巴哈提古丽·马那提拜* 
 (乌鲁木齐海关技术中心, 乌鲁木齐  830063) 

摘  要: 目的  比较生化鉴定、质谱仪鉴定、分子生物学鉴定 3 类实验方法鉴定干制水果中金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)结果的异同。方法  对干制水果中的金黄色葡萄球菌进行分离, 分离的典型菌株通过

生物化学(VITEK 2-Compact)、质谱(VITEK MS)及分子生物学(实时荧光定量聚合酶链式反应)3 类方法进行鉴

定, 并比较 3 类方法实验的鉴定结果。结果  3 类鉴定方法对金黄色葡萄球菌均鉴定到种水平, 但在鉴定效率

和时限有一定差异, 质谱鉴定的结果更准确, 且时效性更高。结论  本研究分析不同鉴定方法优缺点, 将传统

微生物检测方法与现代技术联用, 在传统检测方式的增菌、分离为后续鉴定提供基础, 在此之上结合不同原理

的先进鉴定技术, 形成一套完整的检测流程。这种联用模式可相互验证结果, 提高检测准确性, 为建立更可靠

的特色干制水果微生物检测体系提供新思路。 
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Comparison of 3 kinds of identification methods for Staphylococcus  
aureus in dried fruits 

HE Yuan, YANG Jie, HAINI Ba-Yin-Da, FANG Fang, BAHATIGULI Ma-Na-Ti-Bai* 
(Technical Center of Urumqi Customs, Urumqi 830063, China) 

ABSTRACT: Objective  To compare the similarities and differences in the identification results of Staphylococcus 

aureus in dried fruits analyzed by 3 experimental methods: Biochemical identification, mass spectrometer 

identification and molecular biological identification. Methods  Staphylococcus aureus in dried fruits was isolated. 

The isolated typical strains were identified and compared through 3 approaches: Biochemistry (VITEK 2-Compact) 

mass spectrometer (VITEK MS), and molecular biology (real-time fluorescence quantitative polymerase chain 

reaction), the identification results of the 3 types of experiments were compared. Results  All 3 identification 

methods could identify Staphylococcus aureus to the species level, but there were certain differences in efficiency and 

time required. Mass spectrometry yielded more accurate results with higher timeliness. Conclusion  This paper 
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analyzes the advantages and disadvantages of different identification methods, combines traditional methods with 

modern technologies. The enrichment and isolation in traditional detection methods provide a basis for subsequent 

identification. On this basis, advanced identification technologies with different principles are integrated to form a 

complete detection process. This combined mode can mutually verify the results, improve the detection accuracy, and 

provide new ideas for establishing a more reliable microbiological detection system for characteristic dried fruits. 
KEY WORDS: characteristic dried fruit; Staphylococcus aureus; identification 
 
 

0  引  言 

食品安全问题受到世界各国的广泛关注, 由病原体

引起的食源性疾病引起了科学研究和食品工业的高度关

注。金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)是食源性致

病菌之一 , 它在自然界分布广泛 , 是革兰氏阳性菌的典

型代表 , 非鞭毛、非孢子形成 , 过氧化氢酶和凝固酶阳

性。金黄色葡萄球菌不仅能导致皮肤感染, 还可通过产

生毒素来诱发食物中毒, 主要症状包括呕吐、腹泻和腹部

绞痛, 严重时还会出现头痛、肌肉痉挛甚至休克等[1–3]。因

而, 采用准确、高效的金黄色葡萄球菌检测方法, 是预防

食源性金黄色葡萄球菌及食品安全质量控制的关键[4–5]。 
近年来, 微生物的检测鉴定技术已逐步由手工检测

走向仪器化和电脑化, 并力求简便、快速、准确[6]。VITEK 
2 对细菌的鉴定是以每种细菌的微量生化反应为基础, 通
过不同种类的鉴试卡, 操作流程包括制备菌悬液、装载试

剂卡、进行测定并打印结果。王原等 [7]评价 VITEK-2 
Compact 全自动微生物鉴定仪对葡萄球菌的鉴定的能力, 
结果显示对金黄色葡萄球菌的鉴定率较高, 但是在鉴定凝

固酶阴性时有一定的局限性, 需要其他方法予以补充。王

娟等[8]应用 VITEK 2 Compact 全自动微生物测定仪对药品

中金黄色葡萄球菌的鉴定比传统方法更加快捷和准确。

VITEK 2 Compact 全自动微生物分析系统的应用已在一些

国家被官方检验机构认可, 国内很多地区实验室都用此仪

器作为细菌鉴定的判断依据[9–10]。 
VITEK MS 借助基质和激光之间的反应电离样品, 在

电场的作用下离子加速测定它们到达检测器的时间-飞行

时间, 传送谱图并将其与数据库进行比对。杜强等[11]采用

VITEK MS 对细菌性食物中毒的检测简单快速, 得出结论

对单个纯菌落进行菌种鉴定具有很高的准确率。VITEK 
MS 对细菌性食物中毒样品的快速检测方法和效果, 能提

高致病菌检测效率而得到广泛应用[12–14]。 
实时荧光定量聚合酶链式反应 (polymerase chain 

reaction, PCR)技术是近年来广泛应用于食源性致病菌的快

速检测方法, 具有特异性强, 灵敏度高等特点[15–17]。李苗

云等[18]以金黄色葡萄球菌的耐热核酸酶基因 nuc 为靶基因, 
设计并筛选引物, 建立并优化金黄色葡萄球菌的荧光定量

PCR 检测方法, 得出荧光定量 PCR 比传统细菌检测方法更

特异、快速、灵敏。 
本研究旨在探索特色干制水果中金黄色葡萄球菌的

有效检测方法。首先, 运用传统检测方式对特色干制水果

中的金黄色葡萄球菌展开增菌、分离。与此同时, 为了对

分离得到的典型菌株进行快速准确鉴定, 采取多种先进的

检测手段 VITEK 2 Compact 全自动微生物鉴定系统、质谱

VITEK MS 以及实时荧光定量 PCR 方法, 对不同鉴定方法

的优缺点展开深入分析。传统方法与现代技术联用, 传统

检测方式的增菌、分离为后续鉴定提供基础, 在此之上结

合不同原理的先进鉴定技术, 形成一套完整的检测流程。

这种联用模式可相互验证结果, 提高检测准确性, 为建立

更可靠的特色干制水果微生物检测体系提供新思路。 

1  材料与方法  

1.1  材料与仪器  

葡萄干、无花果干、红枣均购自华凌干果批发市场。 
MS16001LE 天平 (精度 0.01 g, 美国梅特勒公司 ); 

MAHFIA 拍击式均质器 (法国生物梅里埃 AES 公司 ); 
DZKW 水浴锅 ( 北京市永光明医疗仪器有限公司 ); 
Nu-437-400E 生物安全柜 (美国纽埃尔股份有限公司 ); 
HPP260 培养箱(德国美墨尔特公司); CLG-32L 高压灭菌锅

(日本艾尔普公司 ); Nikon 100 显微镜 (日本尼康公司 ); 
VITEK 2 Compact、VITEK MS[梅里埃诊断产品(上海)有限

公司]; 7500Real-Time PCR 系统(美国应用生物系统公司)。 

1.2  培养基及试剂  

7.5% NaCl 肉汤、Baird-Parker (BP)平板、血琼脂平板、

血浆凝固酶试剂、营养琼脂平板、BHI 培养基(北京陆桥技

术有限责任公司); GD302+细菌基因组 DNA 提取试剂盒

[天根生化科技(北京)有限公司]; 2X TaqMan Fast qPCR 预

混液 [生工生物工程 (上海 )股份有限公司 ]; VITEK 2 
Compact 鉴定所用的革兰氏阳性细菌鉴定卡、VITEK MS
所用 CHCA 基质(恒瑞达科技有限责任公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  增菌、分离 
干果样品的前处理过程在洁净实验室进行, 用 75%的

酒精棉球擦拭外包装, 开启后, 剪碎样品称取 25 g 立即加

入 225 mL 7.5% NaCl 肉汤中, 混合均质 1~2 min, 样品匀
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液于 36 ℃±1 ℃增菌培养 24 h。将增菌后的培养物分别采

用划线法接种至 BP 平板与血琼脂平板。其中, 血琼脂平板

在温度为 36 ℃±1 ℃的环境下倒置培养, 培养时为 18 h 至

24 h; BP 平板同样在 36 ℃±1 ℃的条件下倒置培养, 培养

时间为 24 h 至 48 h。 
1.3.2  鉴  定 

(1)生化鉴定 
将典型菌落划线接种至营养琼脂, 36 ℃倒置培养 24 h, 

挑取菌落进行革兰氏染色, 镜检后革兰氏阳性球菌的菌落, 
开展血浆凝固酶测试。同时用 VITEK 2 Compact 对营养琼

脂上纯化后的菌落进行上机鉴定。 
(2) VITEK MS 鉴定 
挑取疑似的菌落划线接种营养琼脂进行纯培养, 于

36 ℃培养 24 h。取纯化后的单菌落点涂于靶板上, 进行上

机 VITEK MS 鉴定。 
(3)荧光定量 PCR 法 
取待测样品用细菌 DNA提取试剂盒制备 DNA模板, 

取 1 μL 作为荧光定量 PCR 检测模板。与此同时, 取金

黄色葡萄球菌标准菌株(ATCC 6538)作阳性对照。引物

设计 [19–20]: 以耐热核酸酶基因 nuc 为靶基因设计特异性

引物, 引物由北京鼎国生物科技有限公司合成, 其序列为: 
nuc F 为 5'-GGGATGGCTATCAGTAA-3'; nuc R 为 5'-TGAAT 
CAG CGTTGTCTT-3'。荧光定量 PCR 反应体系见表 1, 反
应程序见表 2。 

 
表 1  荧光定量 PCR 反应体系(25 μL) 

Table 1  Reaction system of fluorescent quantitative  
PCR (25 μL) 

试剂 体积/μL 

2X SGExcel FastSYBR Mixture 12.5 

引物 1  0.5 

引物 2  0.5 

DNA 模板  1.0 

ddH2O 10.5 

 
表 2  荧光定量 PCR 反应程序 

Table 2  Reaction program of fluorescent quantitative PCR  

步骤 温度/℃ 时间 循环 

预变性 95 3 min - 

变性 95 5 s 
35 个循环 

退火/延伸 60 35 s 

溶解曲线分析 

95 15 s 

- 
60 1 min 

95 15 s 

60 15 s 

注: -表示无此项。 

1.4  数据处理 

实验数据采用 Microsoft Excel 2016 对结果进行统计

分析。  

2  结果与分析 

2.1  菌落形态 

在 BP 琼脂平板上, 金黄色葡萄球菌所形成的菌落呈

圆形, 颜色为黑色, 并且菌落周围环绕着一圈透明环。而

在血琼脂平板上, 金黄色葡萄球菌的菌落表现为金黄色, 
形态大且向外突起, 呈规则的圆形, 不透明, 其表面十分

光滑, 菌落周围还存在明显的溶血圈(图 1)。 
 

 

 
 

图 1  BP 琼脂平板和血琼脂平板菌落形态 
Fig.1  Colony morphology on the front and back of blood agar  

plate and BP agar plate 

 
2.2  鉴定结果 

2.2.1  生化鉴定结果 
从血平板上挑取典型菌落, 对其进行革兰氏染色。随

后通过显微镜镜检, 其呈现革兰氏阳性球菌特征, 观察到

在视野中排列成葡萄球状, 且菌体无芽孢, 也无荚膜, 如
图 2 所示。本研究运用试管法来开展血浆凝固酶实验。从

BP 平板和血平板上挑取典型的菌落, 将其接种至 BHI 培

养基中, 在 36 ℃的环境下培养 24 h。随后, 取出 0.5 mL
培养后的菌液, 加入到已用 0.5 mL 生理盐水完全溶解的血

浆里, 充分搅拌均匀。将混合液置于 36 ℃的环境中继续培

养 24 h, 培养期间每隔 30 min 观察一次。在培养到 1.5 h
的时候, 样品开始呈现出初步的凝固迹象; 随着培养时间

的推进, 6 h 时, 凝固现象逐渐变得明显; 当培养时长达到

24 h 后, 样品已完全凝固。根据上述现象, 可判定结果为

阳性。 
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图 2  样品镜检结果 
Fig.2  Results of microscopic examination of samples 

 
VITEK 2 Compact 上机鉴定, 鉴定报告中显示特性生

化反应, 样品与金黄色葡萄球菌相似性如表 3 所示。 
 

表 3  样品 VITEK 2 鉴定结果 
Table 3  VITEK 2 identification results of samples 

样品名称 鉴定结果 相似率/% 

葡萄干 金黄色葡萄球菌 91 

无花果 金黄色葡萄球菌 94 

红枣 金黄色葡萄球菌 91 
 

2.2.2  质谱仪 VITEK MS 鉴定结果 
挑取典型菌落后, 将其接种至营养琼脂上进行培养

纯化。完成纯化后, 对样本进行进样上机检测。首先, 利
用基质辅助激光解吸电离飞行时间 (matrix-assisted laser 
desorption/ionization-time of flight, MALDI-TOF)技术获取

图谱, 随后, 将所得图谱与 VITEK MS 数据库中不同微生

物家族的种/属特定图谱进行比对, 以此得出鉴定结果。经

鉴定, 样品菌落为金黄色葡萄球菌, 相似性高达 99.9%, 
见表 4 所示。 

 

 
表 4  样品 VITEK MS 鉴定结果 

Table 4  VITEK MS identification results of samples  

样品名称 鉴定结果 相似率/% 

葡萄干 金黄色葡萄球菌 99.9 

无花果 金黄色葡萄球菌 99.9 

红枣 金黄色葡萄球菌 99.9 

 
2.2.3  分子生物学鉴定结果 

采用染料法对样品及金黄色葡萄球菌标准菌株进

行实时荧光定量 PCR 扩增。扩增曲线依次 A 为标准菌株、

B 为样品葡萄干、C 为无花果、D 为红枣、E、F 为阴性对

照和空白对照(图 3)。溶解曲线结果显示样品及标准菌株均

出现单一峰图, 表明 PCR 扩增产物的特异性(图 4)。根据

上述结果可知, 样品中均检测出金黄色葡萄球菌。 

 
 

图 3  扩增曲线图 
Fig.3  Amplification curve 

 

 
 

图 4  熔解曲线图 
Fig.4  Melting curve 

 

3  讨论与结论 

传统微生物检测方法、VITEK 2 Compact 全自动微生

物鉴定系统、VITEK MS 质谱鉴定系统和实时荧光定量

PCR 方法均能准确检出金黄色葡萄球菌。传统的检测微生

物检测方法检测周期长, 检测过程也较为烦琐[21], 相较于

其他方法具有操作简单、不需要专用设备等优点。但很难

回避病原菌富集分离过程, 延长了检测时间, 不能满足干

果制品中金黄色葡萄球菌的快速检测需求。 
全自动细菌鉴定系统以微生物的特征性生化反应作

为鉴定依据, 操作流程包括制备菌悬液、装载试剂卡、进

行测定并打印结果。系统通过自动化操作, 从配制菌悬液

到读数的所有步骤均由优化的工作流程完成, 减少了人为

错误的风险。鉴定结果通常在 5~8 h 内提供, 具有追溯能

力, 确保全程溯源[22–23]。在检验过程中, 微生物的纯度、

浓度、传代次数及培养时间和培养基类型等因素对检验结

果影响较大[24]。实验员对菌落形态、颜色、溶血性的观察, 
革兰染色细菌形态和染色性的观察, 上机前或后需要加作

补充实验等, 将有助于提高该系统的准确率。 
全自动微生物质谱鉴定系统 VITEK MS 采用

MALD-TOF 技术所得的谱图与数据库内的标准图谱进行
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对比, 实现对微生物种类的鉴定。检测耗时最短、灵敏度

高、特异性好, 可快速准确鉴别金黄色葡萄球菌[25–26]。仪

器在数分钟内完成鉴定 , 大大缩短了鉴定时间; 简单的

操作流程 , 无需进行革兰氏染色及显微镜观察 , 减少了

操作复杂度; 数据库包含大量微生物数据 , 提高了鉴定

的准确率[27–28]。每次运行可鉴定多达 192 个菌株, 适合大

规模样本的鉴定需求。然而, 质谱鉴定设备颇为高昂, 致使

多数普通实验室难以承受。 
染料法荧光定量 PCR 操作简单, 可对任何双链 DNA

进行定量; 不需要探针, 因此减少了实验设计及运转成本; 
适合于大量基因的分析; 简单易用, 能对样品中的金黄色

葡萄球菌进行快速检测[29–30]。这一方法改进了常规的反应

法, 能够对致病菌的情况进行动态且定量的检测。该方法

具有特异性强、假阳性低; 灵敏度高、准确性高; 操作简

单、交叉污染机会少等优点, 被广泛应用于食源性致病菌

的检测[31–33]。由于直接从干果提取出来的基因组 DNA 质

量不高, 可能影响后续的 PCR 扩增结果, 因此在本研究中, 
首先对干果中的金黄色葡萄球菌进行增菌, 再提取增菌液

中细菌基因组 DNA, 保证细菌 DNA 模板的质量, 同时避

免干果中金黄色葡萄球菌含量极低而出现假阴性。 
各类检测方法均具备独特优势, 若将它们结合运用, 

不仅能显著提升检测结果的特异性、灵敏度以及抗外界干

扰能力, 还能进一步缩短检测所需时间。在实际操作时, 
需充分考量各类检测需求以及实际具备的条件, 进而挑选

出契合的检测方法。这一结果也显示在进行微生物检测时需

要谨慎操作, 确保结果的准确性。不同的检测方法可能受到

多种因素的影响, 如样本的处理方式、试剂的质量、操作人

员的技能水平等。聚焦特色干制水果这一特定样本, 不同食

品基质特性不同, 对检测方法的影响有差异。因此, 检测分

析过程中, 必须严格遵循既定操作规程, 同时强化质量把

控与结果核验, 以此保障检测结果精准无误、真实可信。  
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