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显色培养基快速检测大肠菌群和

大肠杆菌效果的研究

卢勉飞 吴清平蔡芷荷何天文

【摘要】 目的评价大肠菌群(coz扣珊)和大肠杆菌(西ck廊^玩c0如)复合显色培养基(ccEA)

的检测效果。方法本实验室研究的显色培养基ccEA与经典培养基结晶紫中性红胆盐琼脂培养基

(VRBA)和国外两种同类商品化显色培养基(Agar I和AgarⅡ)作对比，分别对11种质控菌株、添加

大肠杆菌或大肠菌群的13种无菌样品以及4种实际样品进行检测，对检测结果进行统计分析，以及

观察对实际样品检测的符合率情况。结果ccEA具有良好的选择性；对7种质控菌株检验结果的

分析，ccEA与VRBA和AgarⅡ比较无统计学意义；ccEA比Agar I长出菌落数略多，有统计学意

义。对13种无菌样品中添加大肠杆菌或大肠菌群检验结果的分析，ccEA比VRBA长出菌落数略

多，有统计学意义；ccEA与Agar I和AgarⅡ比较无统计学意义。对4种实际样品中大肠菌群检验

结果的分析，ccEA与VRBA、Agar I和AgarⅡ比较无统计学意义；大肠菌群经验证总体符合率分别

为90％、71．88％、86．25％和81．25％，即符合率大小为ccEA>Agar I>AgarⅡ>VRBA。对4种实际

样品中大肠杆菌检验结果的分析，ccEA与Agar I和Agar II比较无统计学意义；大肠杆菌经验证总体

符合率均为100％。结论本实验室研究试制的显色培养基ccEA优于经典培养基VRBA并与国外

两种同类显色培养基Agar I和Agar II总体检测效果无统计学意义。

【关键词】培养基；大肠杆菌；肠杆菌科
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【Abstmct】 Obj∞6ve To evaluate tlle detective emcacy of chmmogeIlic coz扣肌a11d瓜c7如庇^施

c0如Agar(ccEA)．Methods A new chromogenic medium ccEA prepared by Hu趴kai laboratory was used

to compaTe wi出a classical medium of violet red bile agar(VRBA)，and other tw。o Chromo学enic media Agar

I and AgarⅡby detecting sepamtely 11 reference strains，thineen stedle s锄ples witll CoZ扣肌or E cD缸

and omer four samples，and the accordant rates of detection were observe也R嘲llts CCEA had the 900d

selectiv慨To seven kinds of quality strains in the resultant allalysis，CCEA wit}I VRBA alld Agar I had not

shown salience di由ference(P>0．05)，and CCEA with AgarⅡhad sigIlificant di妇Ference(P<0．05)．CCEA

showed more advantages than t11e AgarⅡ．To tllirteen sterile samples with Cbz扣rm or E co如in resultant

analysis，CCEA而th Agar I and Ag盯Ⅱhad showIl no signific锄t di讹rence(P>0．05)，while CcEA witll

VRBA had signific蛐t difference(P<0．05)．CCEA mi小t be more adv锄tageous than t}Ie VRBA．In锄alysis

of the four actual samples of coz扣丌扎，CCEA witll VRBA，Agar I and AgarⅡshowed no si印ific锄t

di娲rence(P>O．05)．仆e accordaIlt rates were 90％，71．88％。86．25％粕d 81．25％respectively，

sho埘ng cCEA>Agar I>AgarⅡ>VRBA．Tb two actual s锄ples of E co屁in the result卸t allalysis，the

CCEA with Agar I and AgarⅡhad not shown sigIlificant di&rence(P>O．05)．ne accordallt rates were

100％respectivelv．C仰cI戚蚰s 11le CCEA might be more advaIltageous mall the VRBA，having t|le s锄e

emcacv as with Agar I and Agar II．

【Key word】 Culture media； 风ck庇^施co地 Enterobacteriaceae

大肠菌群是指一群在37℃培养24 h能发酵乳
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．论著．

糖产酸产气、需氧和兼性厌氧的革兰阴性无芽胞杆

菌，包括埃希菌属(大肠杆菌)、肺炎克雷伯菌属、柠

檬酸杆菌属和肠杆菌属。大肠菌群主要来源于人畜

粪便，故以它作为粪便污染的指标。若食品中大肠

群菌数量越多，表示受粪便污染的程度越大，也就是
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受肠道中病原菌随粪便侵入的可能性越大，所以大

肠群菌的检验用以评价食品的卫生质量，具有广泛

的卫生学意义。经典的大肠菌群尤其是大肠杆菌的

检测方法存在检测程序比较繁琐、检测周期长等缺

点。显色培养法是近段时问发展的一种检测和鉴别

细菌新技术，其原理是人工合成无色底物由产色基

团和微生物可代谢物质两部分组成，在特异性酶作

用下游离出产色基团显示特定颜色，这种利用显色

底物来测定特殊酶的活性，可直接观察菌落颜色即

可对菌株做出鉴定¨。』。这种敏感的方法提高了检

测的速度和正确性，优于初期分离的培养基。省略

了为鉴别而必须先分离出纯培养物的过程，而且选

择合适的合成底物可实现对几个不同生化反应进行

同时检测¨’4o。

据报道，绝大多数大肠杆菌具有B一葡萄糖醛酸

酶，大肠菌群具有6．半乳糖苷酶口1。依据此原理，

本实验室试制的大肠菌群和大肠杆菌显色培养基

(ccEA)，与国外两种同类商品化显色培养基(AgarI

和AgarII)均含有p—D一半乳糖苷显色底物和p—D-葡

萄糖苷显色底物，大肠菌群和大肠杆菌利用不同的

酶分别分解这两种底物，使不同色泽的色源游离出

来显不同的色泽而区分大肠杆菌和其他的大肠菌

群。这类显色培养基在国外已经广泛使用于食品中

大肠菌群和大肠杆菌的同时快速检测，并已得到

FDA、AOAC等官方的认可。大量的文献报道这种

显色法具有高的敏感性和特异性，操作简便、快速，

可大大节省人力和物力。为探讨显色法的实用价

值，本实验室研究试制了ccEA培养基，并用该培养

基与国外同类商品化产品以及经典方法测试了有一

定代表性的菌株和食物样品，检测效果不错，现报告

如下。

材料与方法

一、材料

1．培养基：大肠茵群和大肠杆菌显色培养基

(ccEA，每L含蛋白胨15 g、酵母膏粉3 g、氯化钠

5 g，十二烷基硫酸钠O．19，琼脂12 g，混合色素6．77

g，最终pH 7．0±0．2)、结晶紫中性红胆盐琼脂

(VRBA)、国外显色培养基(Agar I)、国外显色培养

基(Agar II)、乳糖发酵管、月桂基硫酸盐胰胨(LsT)

肉汤、色氨酸肉汤(靛基质试验)、Koser枸橼酸盐肉

汤MR—VP培养基、营养琼脂。

2．测试菌株：大肠杆菌(凰c危er恐^施co屁)

ATCC25922、E．∞尻ATCC8739 E．co如GIMl．42、肺炎

克雷伯菌(蠡，fe夙ief20_p础u，加n施e)广临检一57、费氏柠

檬酸杆菌(Ci细6口cter血M以施)ATCC8090、产气肠杆
菌(眈抛r060c把r口e删驴n)cMCC45103、阴沟肠杆菌
(E．czoⅡcoe)CMcc45301、鼠伤寒沙门菌(Salmonella

￡印矗imMriⅡm)CMCC50115、粪链球菌(＆唧tococci
．向ecⅡ凰)cMcc32223、金黄色葡萄球菌(&印^∥DcDcci

nM阳w)ATcc6538、枯草芽胞杆菌(B0c跏船

sM6tiZis)GIMl．22。

3．无菌样品(13种)：牛奶、果冻、芒果糕、方便

面、蛋糕、鸡蛋、奶品、八宝粥、冰棍、饼干、饮料、苹

果汁。

4．模拟样品(无菌样品中添加质控菌株)：牛奶+

(E∞ZiATCC25922)、牛奶+(c．舟埘诚iATCC8090)、果
冻+(K p，ze啪n池广临检．57)、芒果糕+
(K p珊啪n妣广临检一57)、方便面+(K p凇啪oni伽
广临检-57)、蛋糕+[E coziATCc8739+E c20懈
cMCC(B)45301]、鸡蛋+(E co丘ATCc8739+E c20蚴
CMcc(B)45301)、奶品+[E cD拓ATCC25922+

E ne哗nCMcc(B)45103]、八宝粥+(E co如GIMl．42

+K p础u瑚疵伽广临检157)、冰棍+(E．c0尻GIMl．42+
K p珊啪oni淝广临检一57)、饼干+[E cf0僦伽CMcc(B)

45301]、饮料+[E础哗CMCC(B)45103]、苹果汁+
(K p珊啪柳伽广临检．57)。

5．实际样品(4种)：鸡肉、猪肉、冰棍、冰淇淋。

二、实验方法

1．测试菌株培养实验：将上述11种菌种复苏，

分别挑取菌落置生理盐水进行连续10倍递减稀释，

选择3个合适的稀释度，各取1 m1，倾注法分别接种

于上述4种培养基的平板上，各接种3个平板，

37℃，培养24 h。

2．模拟样品检测实验：按照GB／T 4789．2—2003

对部分样品用营养琼脂进行细菌总数测定∞1，选取

13种细菌总数为0的无菌样品。无菌样品用生理

盐水作1：10稀释，各挑取新鲜菌种的菌苔置生理盐

水中制成含菌量约30～300 cf∥m1的稀释液，各取

一定量加到已经10倍稀释的上述13种样品中，混

匀，然后各取1 ml倾注法分别接种于上述4种培养

基的平板上，各接种3个平板，37℃，培养24 h。实

验次数为1次，3个重复。

3．实际样品检测实验：4种样品分别用生理盐

水作连续10倍递减稀释，选择合适稀释度的样品液

各取0．1 m1分别涂布法接种到上述4种培养基的

平板上，各接种3个平板，37℃，培养24 h。我们将

采用乳糖发酵管(GB／T 4789．3—2003)法，挑取每个
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培养基平板上10个具有典型特征的菌落分别接种

到乳糖发酵培养基，37℃，培养24 h，观察产气情

况，并进行革兰染色，对大肠菌群进行确认。6 J。采

用商检法(sN 0169-92)法，从ccEA平板、Agar I平

板和Agar II平板上分别挑取10个具有典型特征的

菌落分别用一定量的生理盐水稀释，分别接种于月

桂基硫酸盐胰胨(LST)肉汤、色氨酸肉汤(靛基质试

验)、Koser枸橼酸盐肉汤和MR—VP培养基上，

37℃，培养24 h，VP和LsT实验培养48 h，MR和

Koser枸橼盐实验培养96 h，并同时进行革兰染色，

对大肠杆菌进行确认∞J。符合率为经验证为大肠

菌群或大肠杆菌的菌落数与显典型色泽的菌落数之

比。实验次数为1次，3个重复。

结 果

1．测试菌株在ccEA、VRBA、Agar I和Agar II

上培养结果比较：在ccEA平板上，大肠菌群和大肠

杆菌菌落生长的典型性状分别为橙红色和蓝绿色；

在VRBA平板上，大肠菌群和大肠杆菌生长菌落的

典型性状均为红色；在Agar I平板上，大肠菌群和大

肠杆菌生长菌落的典型性状为粉红色和绿色；在

Agar II平板上，大肠菌群和大肠杆菌生长菌落的典

型性状为淡蓝色和橙红色。

7种大肠菌群可以在这4种培养基上正常生

长，并表现出典型特征；因这4种培养基均具有良好

的选择性，3种革兰阳性细菌在这4种培养基上均

不能正常生长情况；鼠伤寒沙门菌为革兰阴性细菌，

均可在这4种培养基上正常生长，但不表现出大肠

菌群典型的性状，可以与大肠菌群相区别。

对7种大肠菌群在ccEA和其他3种培养基上

生长的菌落平均数进行￡检验分析，cCEA与VRBA

和Agar II比较无统计学意义(P>0．05)；CCEA比

Agar I长出菌落数略多，差异有统计学意义(P<

0．05)，见表1。

2．模拟样品在CCEA、VRBA、Agar I和Agar II

上检测结果比较：对13种无菌样品中添加的大肠菌

群在ccEA和其他3种培养基上生长的菌落平均数

进行f检验分析，ccEA比VRBA长出菌落数略多，

差异有统计学意义(P<0．05)；ccEA与Agar I和

Agar II比较，差异无统计学意义(P>0．05)，见

表2。

3．实际样品中大肠菌群和大肠杆菌在CcEA、

VRBA、Agar I和Agar II上检测结果比较：对4种实

际样品中的大肠菌群在CcEA和其他3种培养基上

表1 七种大肠菌群在ccEA、VRBA、Agar I和

Agar II培养基上培养结果

测试菌株弋五西警专盖蓑塾笔‰

注：查表#(6)o 05=2．45，上表f值大于2．45，则表示检验差异有统

计学意义；反之，#值小于2．45，则表示检验差异无统计学意义。8表

示ccEA稍好

表2 13种模拟样品中的大肠菌群在CCEA、VRBA、

Agar I和Agar II培养基上培养结果

组合
菌落平均数(cf∥m1)

VRBA AgarI AgarII

注：查表￡(12)o 05=2．18，8表示ccEA稍好

生长的菌落平均数进行f检验分析，CCEA与

VRBA、Agar I和Agar II比较差异无统计学意义

(P>o．05)；大肠菌群经验证总体符合率分别为

90％、71．88％、86．25％和81．25％，即符合率大小

为ccEA>Agar I>Agar II>VRBA。在检验样品鸡

肉时，在Agar I平板中，除显色的大肠菌群外，还有

52．7％是无色菌，经国标法进行验证，证明这

52．7％的无色菌均为大肠菌群，故用Agar I检测实

际样品鸡肉时，显色的大肠菌群有0．97×105 c彬g，
加上不显色的大肠菌群共有2．05×105 cf∥g，即用

Agar I检测实际样品鸡肉时，会存在严重的漏检

(表3)。

对两种实际样品中的大肠杆菌在ccEA和其他

两种培养基上生长的菌落平均数进行f检验分析，

cC EA与AgarI和AgarII比较差异无统计学意义
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表3 四种实际样品中的大肠菌群在ccEA、VRBA、Agar I和Agar II培养基上培养结果

注：查表t(3)o．05=3．18，括号内为加上不显色的大肠菌群数量和f值

(P>O．05)；大肠杆菌经验证总体符合率均为100％

(表4，图1)。

表4两种实际样品中的大肠杆菌在ccEA、Agar I

和Agar II上培养基培养结果

注：冰棍和冰淇淋样品中未发现有大肠杆菌。查表f(1)o 05=12．7

本实验室试制的显色培养基CCEA优于经典方

法VRBA，与国外同类产品Agar I和Agar II相比，检

验效果差异无统计学意义。

讨 论

显色法可直接观察菌落颜色，可以把检测、计数

和鉴定一次完成。这些基于酶的实验方法具有简

便、快速、准确和检出率高的优点。从上述4种实际

样品sN法与显色法比较检测所得到的菌落数和符

合率数据可见，再次验证了显色法的优点。在用显

色法检测上述实际样品时，在验证过程中，测试菌株

阴沟肠杆菌产气慢，40～48 h才会产气，实际样品

中出现一些可疑菌落在乳糖发酵管生长时超过24 h

后才产气，但经鉴定为大肠菌群，如用国标MPN法

时会判定为大肠菌群阴性，因此国标MPN法有存在

漏检的情况。由于大肠杆菌0157不具有大多数大

肠杆菌所具有的B—D．葡萄糖苷酶，因此其在CCEA、

Agar I和AgarII平板上生长时并无大肠杆菌的特

CCEA

大肠菌群 橙红色

大肠杆菌 蓝绿色

A鹊rI

紫红色

绿色

A鹋rⅡ

淡蓝色

橙红色

图1 实际样品中的大肠菌群和大肠杆菌

性，不能与非大肠杆菌的大肠菌群区分，如要求检测

大肠杆菌0157时，应选用其他的培养基。
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