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粪便沙门菌、志贺菌和副溶血弧菌分离培养方法研究
刘玉玲，黄焕宜，肖树荣，何国华，谢淑贤，黎青梅

阳江市人民医院检验科，广东 阳江 529500

【摘要】 目的 通过优化粪便的分离培养方法，提高沙门菌、志贺菌和副溶血弧菌的检出率。方法 分别对

沙门菌、志贺菌和副溶血弧菌在不同放置温度(包括4℃和25℃、常温)、不同放置时间(0 h、2 h、3 h和6 h)及不同肉

汤增菌时间(0 h、8 h、12 h和24 h)等实验条件下进行培养，记录检出率。结果 将沙门菌、志贺菌、副溶血弧菌三种

病原菌在4℃和25℃放置2 h，其检出率(95%和90%、60%和50%、85%和95%)比较差异均无统计学意义(P>0.05)；将
三种病原菌分别于常温放置0 h、2 h、3 h和6 h，沙门菌和副溶血弧菌的检出率无明显变化，志贺菌的检出率分别为

75%、55%、20%、5%，呈下降趋势；三种病原菌增菌前(0 h)检出率均为0，增菌8 h、12 h和24 h，沙门菌的检出率分别

为90%、90%和95%，志贺菌的检出率分别为50%、20%和5%，副溶血弧菌的检出率均为95%，增菌后检出率均有升

高；使用沙门志贺肉汤，沙门菌的适宜增菌时间为8~24 h，志贺菌为8 h，使用碱性蛋白胨水，副溶血弧菌的适宜增菌

时间为8~24 h；志贺菌在三组实验中的检出率均较低。结论 粪便经增菌肉汤增菌至适宜时间接种选择性显色平

板可显著提高沙门菌、志贺菌和副溶血弧菌的检出率；4℃或25℃放置，6 h内直接接种选择性平板，适用于沙门菌

和副溶血弧菌菌量大于106 cfu/mL的粪便样本；培养志贺菌不宜单独使用麦康凯琼脂平板。
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Application study on isolation and culture methods of Salmonella, Shigella, and Vibrio parahaemolyticus in feces.
LIU Yu-ling, HUANG Huan-yi, XIAO Shu-rong, HE Guo-hua, XIE Shu-xian, LI Qing-mei. Department of Clinical
Laboratory, Yangjiang Municipal People's Hospital, Yangjiang 529500, Guangdong, CHINA

【Abstract】 Objective To improve the separation rate of Salmonella, Shigella, and Vibrio parahaemolyticus
by optimizing the separation and culture method of feces. Methods The isolation rates of Salmonella, Shigella, and
Vibrio parahaemolyticus were cultured at different storage temperatures (including 4℃ and 25℃, normal temperature),
different storage time (0 h, 2 h, 3 h, and 6 h), and different broth enrichment time (0 h, 8 h, 12 h and 24 h) were cul-
tured and the detection rate was recorded. Results There was no significant difference in the separation rates of the
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食源性疾病是具有感染性质或中毒性质的一类

疾病，是全球范围内分布最广泛、最常见的疾病之一，

也是全球重要的公共卫生问题[1-2]。其中分别由沙门

菌、志贺菌和副溶血弧菌引起的非伤寒沙门菌病、志

贺菌病和副溶血性弧菌病都属于我国细菌性食源性

疾病监测名录中的病种。对于沙门菌、志贺菌和副溶

血性弧菌的检查，虽然免疫学和分子生物学等快速检

测技术逐渐受到青睐，但仍存在成本较高以及无法区

分细菌活性等缺点 [3-5]。目前广大基层医院以及哨点

医院仍然以金标准即传统的细菌培养方法为主，故提

高粪便培养的检出率尤为重要。但粪便采样后的放

置温度、放置时间以及使用增菌肉汤时的增菌时间关

系到检验分析前和分析中的质量控制，与检出率密切

相关。本文就粪便悬液放置温度、放置时间以及增菌

肉汤增菌时间对沙门菌、志贺菌和副溶血性弧菌检出

率的影响进行研究，以期优化粪便的分离培养方法，

现将结果报道如下：

1 材料与方法

1.1 菌株 沙门菌、志贺菌和副溶血弧菌各20株。

其中标准菌株或室间质评菌株 16株，来源于国家或

广东省卫计委临床检验中心，包括肠炎沙门菌

ATCC13076等6株沙门菌、福氏志贺菌ATCC51572等
7株志贺菌、副溶血弧菌ATCC17802等 3株副溶血弧

菌。临床菌株44株，均经广东省疾控中心核准。包括

沙门菌SE001等 14株、志贺菌SH001等 13株、副溶血

弧菌VP001等17株。

1.2 试剂 沙门志贺肉汤、碱性蛋白胨水均购自

广州市迪景微生物科技有限公司。沙门菌显色平板、

弧菌显色平板购自郑州人福博赛生物技术有限责任

公司。麦康凯琼脂平板购自郑州安图生物工程股份

有限公司。

1.3 实验方法 对沙门菌、志贺菌和副溶血弧菌

菌株各设置以下三组实验。

1.3.1 放置温度实验 用灭菌生理盐水配置浓度

约 106 cfu/mL [6-7]的菌悬液，再制备粪便悬液。吸取

200 µL菌悬液和0.5 g健康人的新鲜混合粪便混匀(不
含目标病原菌)，再将粪便悬液平均分为两管，分别放

置4℃ 2 h和25℃ 2 h，2 h时各接种一环(10 µL)粪便悬

液至相应选择性平板。含沙门菌粪便悬液接种沙门

菌显色平板，含志贺菌粪便悬液接种麦康凯琼脂平

板 [8]，含副溶血弧菌粪便悬液接种弧菌显色平板。上

述平板经 35℃培养至 18~24 h，挑取可疑菌落经生化

及血清学鉴定。统计阴阳性样本数，计算检出率(检出

率=阳性样本数/样本总数×100%)。
1.3.2 放置时间实验 按上述方法制备106 cfu/mL

的粪便悬液后，分别于常温放置 0 h、2 h、3 h和 6 h时
接种相应平板，培养后挑取可疑菌落进行鉴定，计算

检出率。

1.3.3 肉汤增菌时间实验 制备浓度约106 cfu/mL
的菌悬液后，吸取 100 µL加入到相应增菌肉汤(8 mL)
中，再加入 0.5 g的健康人粪便，混匀后放置 35℃增菌

培养。其中沙门菌、志贺菌用沙门志贺肉汤，副溶血

弧菌用碱性蛋白胨水。并于增菌0 h、8 h、12 h和 24 h
时，各接种一环增菌肉汤至相应平板。培养后挑取可

疑菌落进行鉴定，计算检出率，并记录阳性样本菌落

形态特征。

1.4 统计学方法 应用 Excel2007和 SPSS23.0
软件对数据进行分析，计数资料用百分率表示，组间

比较采用χ2检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同放置温度粪便悬液的检出率比较 粪

便悬液放置4℃ 2 h或25℃ 2 h，沙门菌、志贺菌和副溶

血弧菌的检出率比较差异均无统计学意义(P>0.05)，
见表1。

2.2 不同放置时间粪便悬液的检出率变化趋势 粪

便悬液常温放置0 h、2 h、3 h或6 h，沙门菌和副溶血弧

three pathogens (Salmonella, Shigella, and Vibrio parahaemolyticus when they were placed at 4℃ and 25℃ for 2 h re-
spectively: 95% vs 90%, 60% vs 50%, 85% vs 95%, P>0.05. The isolation rates of Salmonella and Vibrio parahaemolyticus
showed no significant change when the three pathogens were placed at room temperature for 0 h, 2 h, 3 h and 6 h, respec-
tively, while the isolation rates of Shigella showed a decreasing trend (75%, 55%, 20%, 5%). The detection rate of three
pathogens before enrichment (0 h) was 0; after enrichment for 8 h, 12 h and 24 h, the detection rates of Salmonella were
90%, 90%, and 95%, respectively; the detection rates of Shigella were 50%, 20%, and 5%, respectively; the detection
rate of Vibrio parahaemolyticus was all 95%; the detection rate increased after enrichment. The optimum enrichment time
was 8~24 h for Salmonella and 8 h for Shigella when using Samana Shigella broth. The optimum enrichment time of Vibrio
parahaemolyticus in alkaline peptone water was 8~24 h. The isolation rates of Shigella in the three groups were all low.
Conclusion The separation rates of Salmonella, Shigella, and Vibrio parahaemolyticus could be significantly increased
by inoculation of selective chromogenic medium at appropriate time after inoculation with broth. Placed at 4℃ or 25℃
and directly inoculated with selective medium within 6 h are suitable for stool samples with salmonella and Vibrio para-
haemolyticus bacteria content greater than 106 cfu/mL. Macconkey medium is not suitable for Shigella culture alone.

【Key words】 Salmonella; Shigella; Vibrio parahaemolyticus; Foodborne diseases; Detectable rate
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3 讨论

在常规分离平板可检出的灵敏度浓度为106 cfu/mL
前提下[6-7]，放置温度实验结果显示，经4℃冷藏或25℃
常温两种温度环境均放置2 h，对其活性的影响相当[8]。

分析其原因可能与沙门菌、志贺菌和副溶血弧菌对外

界的抵抗力较强有关，因为沙门菌在水中可生存15 d，
在-25℃环境下也可存活 10个月以上[9]。志贺菌在冰

块中可生存 3个月 [10]，在牛奶、果蔬中可生存 1~2周。

副溶血弧菌能在抹布和砧板上生存 1个月以上，在海

水中可存活 47 d [11]。放置时间实验结果显示，沙门菌

和副溶血弧菌的粪便标本 6 h内接种，检出率可达

85%以上。但是志贺菌检出率呈明显的下降趋势，放

置 6 h可由75%下降至 5%，其原因可能是志贺菌的抵

抗力较沙门菌和副溶血弧菌弱，容易被肠道正常菌群

的代谢物抑制 [12]，故其在粪便中的生存时间较为短

暂。马新建等[13]也认为如果送检不及时志贺菌可能已

死亡，因而难以培养出菌落，尚红等[14]也提出需培养志

贺菌应采样后30 min内送检。

肉汤增菌时间实验表明粪便经增菌肉汤增菌至

适宜时间接种选择性显色平板是提高沙门菌、志贺菌

和副溶血弧菌检出率的有效手段。使用沙门志贺肉

汤增菌后接种沙门菌显色平板，筛查沙门菌效果显

著，筛查志贺氏菌有效果。因为沙门志贺肉汤中的亚

硒酸氢钠可以抑制革兰氏阳性细菌和部分阴性杆菌，

让沙门菌和志贺菌繁殖生长起来。但其对沙门菌和

志贺菌的适宜增菌时间有所不同，根据研究结果沙门

菌的适宜增菌时间为 8~24 h，而志贺菌的最佳增菌时

间为 8 h。因为增菌 8 h后，志贺菌会被抑制或增菌效

果不及杂菌，甚至出现个别杂菌优势生长而导致其检

出率下降，这说明使用增菌肉汤时要把握好增菌时

间。使用碱性蛋白胨水增菌 8~24 h接种弧菌显色平

板，筛查副溶血弧菌效果俱佳，是因为碱性蛋白胨水

的高 pH值环境特点，使大肠菌群和其他杂菌被部分

或明显抑制，而嗜盐性的副溶血弧菌生长良好，增菌

6~9 h即可形成菌膜，再加上弧菌显色平板能明显抑制

非弧菌属细菌的生长，使杂菌生长为明显异于副溶血

弧菌的细小菌落，从而达到很好的分离效果。研究还发

现，使用增菌肉汤增菌0 h (未增菌)时，根据实验推算，三

种病原菌的理论浓度为1.23×104 cfu/mL，但其检出率均

为0，可能是因为人类肠道菌群重量可达2 kg，共生着

1013~1014个细菌，包含 500~1 000种不同类型 [15]，所以

实验中加入的病原菌菌量远远低于粪便中正常肠道

菌群数量，致使其无法通过平板分离出来。

同样的实验条件下，志贺菌三组实验的检出率均较

低，这与多地报道的志贺菌的检出率较低相符[16-17]。除了

志贺菌在粪便中抵抗力相对较低的原因外，还可能与

麦康凯琼脂平板筛查志贺菌效果不佳有关。相对而

言，实验中用于筛查沙门菌的沙门菌显色平板和筛查

副溶血弧菌的弧菌显色平板均属于高选择性平板，能

使目标菌呈现明显区别于其他肠道正常菌群的菌落

图 1 粪便悬液常温放置 0 h、2 h、3 h和 6 h，沙门菌、志贺菌和副溶血

孤菌检出率的变化趋势

表2 粪便悬液经肉汤增菌不同时间的沙门菌、志贺菌和副溶血弧菌检出率及阳性样本菌落特征

菌种

沙门菌

志贺菌

副溶血弧菌

株数

20

20

20

0 h

0

0

0

8 h

90

50

95

12 h

90

20

95

24 h

95

5

95

阳性样本菌落特征

沙门菌为2~3 mm的紫色菌落，杂菌菌落呈现蓝色，偶见浅紫色(某些变形杆菌和假单胞菌等)。随

增菌时间延长，沙门菌菌落比例升高，杂菌菌落比例下降，甚至未见。

志贺菌为2~3 mm的无色圆形菌落(部分宋内氏志贺菌为浅粉色粗糙型)。杂菌呈现2~5 mm粉红色

圆形，偶见无色或浅红色不规则型菌落(某些变形杆菌、阴沟肠杆菌和假单胞菌等)。增菌8 h起，可

出现个别杂菌优势生长现象。

副溶血弧菌为3~5 mm的紫色大菌落，其他弧菌为蓝色或土耳其兰色。杂菌为小于2 mm细小突起

的紫色或蓝色菌落。增菌8 h起，弧菌优势生长，几乎均为副溶血弧菌菌落，少见或未见杂菌菌落。

检出率(%)

菌的检出率均在85%以上，但志贺菌检出率随放置时

间增加，检出率由75% (0 h)下降至5% (6 h)，见图1。
2.3 不同肉汤增菌时间粪便悬液的检出率及阳

性样本菌落特征 沙门菌、志贺菌和副溶血弧菌增菌

前(0 h)检出率均为 0，增菌后检出率均有升高。增菌

8 h、12 h和 24 h，沙门菌的检出率分别为 90%、90%和

95%，志贺菌的检出率分别为 50%、20%和 5%。副溶

血弧菌的检出率均为 95%。分别含三种病原菌的粪

便样本在相应平板上有独特的菌落特征，见表2。

表1 不同放置温度粪便悬液的检出率比较(株)

菌种

沙门菌

志贺菌

副溶血弧菌

株数

20
20

20

阳性数

19
12

17

检出率(%)

95
60

85

阳性数

18
10

19

检出率(%)

90
50

95

χ2值

0.000
0.404

0.278

P值

1.000
0.525

0.598

4℃ 25℃
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特征，体现在显色、菌落大小以及抑制其他细菌生长

的能力方面。但麦康凯琼脂平板为中等或弱选择性

培养基，临床实验室用于筛查志贺菌，是因为志贺菌

不发酵乳糖，在此培养基上为无色中等或小菌落。然

而从颜色形态等视觉效果上志贺菌并不具有优势，在

以下两种情况会出现假阴性：①粪便中志贺菌菌量较

低或者分区划线的单个菌落较少时会被其他发酵乳

糖的肠道杆菌粉红色菌落覆盖或与之融合。②宋内

氏志贺菌在麦康凯琼脂平板上存在光滑型和粗糙型

两种菌落[8，14]，因部分菌株可迟缓发酵乳糖从而在麦康

凯琼脂平板上呈现浅粉色，而非常见的无色透明圆形

菌落。因此可认为，单独使用麦康凯琼脂平板筛查志

贺菌效果不佳，应改用或联合使用其他选择性平板，

如木糖赖氨酸脱氧胆盐(XLD)、琼脂(HE)平板等 [12]。

此外，临床微生物人员应具备分区划线获得较多单个

菌落的能力和过硬的病原菌形态甄别能力。

综上所述，可经以下途径优化粪便的分离培养方

法，提高沙门菌、志贺菌和副溶血弧菌检出率：①粪便

经专用增菌肉汤增菌至适宜时间接种选择性显色平

板。筛查沙门菌可使用沙门志贺肉汤增菌 8~24 h接
种沙门显色平板。筛查副溶血弧菌可使用碱性蛋白

胨水增菌 8~24 h接种弧菌显色平板。②粪便采样后

及时接种，否则 4℃或 25℃放置。如未经增菌，6 h内
直接接种选择性平板，适用于沙门菌和副溶血弧菌菌

量大于106 cfu/mL的粪便样本。③单独使用麦康凯琼

脂平板筛查志贺菌效果不佳，可用沙门志贺肉汤增菌

8 h改用或联合接种其他选择性平板。
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