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Abstract
Recently, great advances have been made in 
bacterial classification and identification; how-
ever, bacterial classification and identification 
still greatly depend on biochemical reactions in 
clinical setting. Identification of bacteria with 
all-in-one multi-use chromogenic media repre-
sents a new approach. It is easy to handle, has 
a high specificity, can improve the application 
of bacterial identification in clinical setting, and 
represents a promising tendency for bacterial 
identification.
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摘要
目前, 细菌学的分类和鉴定技术有了很大的发
展, 但是, 临床上肠道菌鉴定主要还以生化反
应为主. 单管多用的显色培养基筛选微生物是
一种较新的技术, 其操作简便、特异性强, 能
提高微生物细菌鉴定在临床上的地位, 单管多
用的显色培养基的开发、应用是今后的发展
趋势.
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0  引言

大肠菌群是评价食品卫生质量的重要指标之一, 
快速检测及鉴定食品和污染物中的大肠杆菌是

目前基层工作中的重点. 随着社会发展, 病原微

生物对人类的威胁越来越大. 准确、快速、灵

敏的快速检验方法是社会的迫切需要. 大肠菌

群不是细菌学上的分类命名, 而是根据卫生学

方面的要求, 提出来的与粪便污染有关的一组

细菌, 这些细菌在生化及血清学方面并非完全

一致. 是指一群需氧及兼性厌氧、在37 ℃能分

解乳糖产酸产气的革兰氏阴性无芽孢杆菌. 有
些工作者又通过氨基酸代谢和糖分解等实验将

这群细菌再分为大肠埃希氏菌、柠檬酸杆菌、

产气克雷白氏菌和阴沟肠杆菌等. 本文主要介

绍肠道菌中重要的大肠杆菌的特性及鉴定方法.

1  大肠杆菌的特性

1.1 大肠杆菌的致病性 大肠杆菌是人和动物肠

道内的正常菌群, 正常情况下, 他能合成B、K族

维生素, 产生大肠菌素对人有利. 但当机体抵抗

力下降或当侵入肠外器官和组织时, 就会引起疾

病. 大肠杆菌能产生内毒素, 破坏机体的防御体
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制; 产生肠毒素等, 能引起人类泌尿系统感染, 还
有胆囊炎、肺炎及新生儿腹泻和脑膜炎等疾病.
1.2 大肠杆菌的生物学特性 大肠杆菌在分类上

属于肠杆菌属. 为革兰氏阴性两端钝圆无芽孢

杆菌(接近球形), 长约2-3 µm, 宽0.6 µm, 单个

排列或成对排列, 大多数菌株周身有鞭毛、菌

毛、荚膜. 一般用悬滴法或半固体培养基穿刺

接种观察其动力, 细菌之间有明显的移位才能

判断有运动性, 在原地颤动为布朗氏运动.

2  大肠杆菌的鉴定

食品安全问题越来越受人们重视, 与食品安全

密切相关的食品污染, 尤其是微生物造成的污

染在自然界中处处可见. 微生物检测已成为保

障食品安全的重要举措. 开发各种新型微生物

快速检测技术, 提高微生物检测的速率和质量, 
是有效预防和控制各种微生物感染. 

随着分子生物学的发展, 细菌鉴定的手段

多种多样如PCR检测、ELISA检测和免疫荧光

检测等[1-3], 其特异性和准确性较传统的鉴定方

法有了较大的提高, 但难以做到简便和价廉, 不
适合大多数基层医疗卫生单位的需要. 目前我

国实际情况是, 在基层单位, 细菌培养和生化实

验仍是细菌鉴定过程中必不可少了. 肠道菌的

种类和数量在分类上占很大的比例, 也是和人

类生活紧密相关的一类细菌, 对他们进行鉴定

区分是一项繁琐复杂的操作程序. 为了缩短时

间和简化操作程序, 节省人力、物力确保临床

诊断的快速、准确, 肠道菌培养基得到了快速

研发和应用. 
显色培养基鉴定微生物是在生化反应的基

础上开发的新技术, 也是国内外研发的热点[4]. 
其原理是将微生物胞内酶的种类及反应条件作

为微生物分类鉴定的主要依据, 通过在分离培

养基中加入微生物特异酶的底物, 该底物由发

色基团和微生物可代谢物质组成, 通常无色, 但
在特异性酶作用下游离出发色基团并显示一定

颜色, 直接观察菌落颜色即可对菌种作出鉴定, 
减少了对菌种进行纯培养和进一步生化鉴定的

步骤[5-7]. 目前显色培养基主要应用在糖代谢、

氨基酸代谢鉴定方面.
2.1 大肠杆菌糖代谢的鉴定

2.1.1 葡萄糖代谢类型鉴别实验: (1)原理: 细菌

在分解葡萄糖的过程中, 必须有分子氧参加的, 
称为氧化型; 能进行无氧降解的为发酵型; 不分

解葡萄糖的细菌为产碱型. 发酵型细菌无论在
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有氧或无氧环境中都能分解葡萄糖, 而氧化型

细菌在无氧环境中则不能分解葡萄糖. 本实验

又称氧化发酵(hugh-leifson, HL)实验, 可用于区

别细菌的代谢类型; (2)方法: 挑取少许纯培养物

(不要从选择性平板中挑取)接种2支HL培养管

中, 在其中一管加入高度至少为0.5 cm的无菌

液体石蜡以隔绝空气(作为密封管), 另一管不加

(作为开放管). 置35 ℃孵箱孵育48 h以上; (3)结
果: 两管培养基均不产酸(颜色不变)为阴性; 两
管都产酸(变黄)为发酵型; 加液体石蜡管不产酸, 
不加液体石蜡管产酸为氧化型; (4)应用: 主要

用于肠杆菌科与其他非发酵菌的鉴别. 肠杆菌

科、弧菌科细菌为发酵型, 非发酵菌为氧化型

或产碱型. 也可用于鉴别葡萄球菌(发酵型)与微

球菌(氧化型). 
大肠杆菌能利用乳糖做碳源, 将其分解为

葡萄糖-丙酮酸-甲酸, 使培养基的pH下降. 乳糖

发酵培养基加的指示剂不同, 产酸后培养基的

颜色也不同: 培养基中加酸性复红变红, 产酸后

从无色变为红色. 培养基中加溴麝香草酚蓝, 产
酸后从草绿色变为黄色. 培养基中加溴甲酚紫, 
产酸后从紫色变为黄色. 90%的大肠杆菌能分解

乳糖产酸、产气10%的大肠杆菌能分解乳糖产

酸、不产气[8]. 
目前开发的显色培养基常用酶底物有5-溴

-4-氯-3-吲哚-β-D葡萄糖苷酸、邻硝基酚β-D葡

萄糖苷酸, 底物被Gud酶水解后使菌落呈现特殊

的蓝色或黄色[9]. 大约96%-98%的大肠杆菌产生

β-D葡萄糖苷酸酶, 绝大部分沙门氏菌、志贺氏

菌和耶尔森氏菌不能产生Gud, 因此利用Gud酶
底物可以有效地检测大肠杆菌[10,11]. 

沙门氏菌是一类重要的食源性致病菌, 其
能水解乙二醇产酸, 不能水解5-溴-4-氯-3-吲哚

-β-D半乳糖吡喃糖苷酸, 在德国产的Rambach 
agar显色培养基上产生特殊的红色菌落[4]. 

对于从临床病例中分离产超广谱β内酰胺

酶(extended-spectrum β-lactamase, ESBL)的肠杆

菌, 法国产的ESBL-Bx培养基是一种具有敏感性

和特殊性的显色培养基, 其主要的优点在于显

色的特点和他的敏感性和选择性, 能在24 h内作

出判断, 减少了27%工作量[12]. 除了肠杆菌的分

离, 主要的非发酵革兰氏阴性菌如绿脓假单胞

菌和嗜麦芽窄食单胞菌也被鉴定出, 因为这些

被分离的无色的菌落在ESBL-Bx培养基上不扩

展生长, 在混合的菌群中他们互不干扰. 并且通
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过菌落的形式或者快速的假设验证实验, 这些

分离的非发酵菌在显色培养基上很容易被认出. 
因此ESBL-Bx培养基是一种具有敏感性和特殊

性的能做到快速检验的显色培养基. 
2.1.2 注意事项: (1)平皿法的糖类试验在临床用

得特别少, 除了真菌同化试验推荐采用外, 对于

细菌的糖类分解试验一般不推荐采用, 特别是

以氧化形式利用糖类的非发酵菌及在氧气充足

情况下以氧化分解为主的兼性厌养菌, 其氧化

产物主要是CO2在平皿上极以逸散, 而导致假阴

性; 再则由于琼脂对于糖类产酸将会产生影响

(有一定的缓冲作用和酸性物质扩散局限作用), 
这对于产酸较弱的细菌在微量反应单元中采用

少量的软琼脂可令酸性物质在局部聚集而增加

灵敏度, 但过硬的琼脂含量又由于缓冲作用较

大而降低灵敏度, 平皿法的糖类实验培养基由

于采用硬琼脂配方, 灵敏度是较低的, 通常只能

用作粗略观察, 精确的糖类分解实验应采用试

管法(微量管或安培均可)或鉴定卡法; (2)对于血

培养物不推荐直接用作生化反应, 而应先传代

后再进行. 主要原因是由于血培养中细菌要受

到来自抗生素和血液中抗体、补体、白细胞释

放的如溶菌酶等物质的影响, 生化反应极不典

型, 需要传代恢复后其结果才能准确; (3)至于传

代的问题, 主要是血培养和脓液培养的问题比

较突出, 其他标本就是用药以后的大便培养的

问题. 一般在不接触抗生素的情况下, 传1-3代即

可. 例如金葡菌主要观察其色素和溶血特征恢

复典型即可, 而大肠杆菌则观察其菌落的大小

和黏度-L型变异的大肠杆菌菌落较小, 生长相对

较慢, 菌落较黏, 对糖类的发酵能力也较弱. 粪
便中的沙门菌和志贺菌则观测他们的抗原的恢

复情况, 从不凝集或较弱转为典型凝集, 即表示

稳定-不同细菌有不同的办法, 要具体分析.
2.2 大肠杆菌氨基酸代谢的鉴定

2.2.1 氨基酸脱羧酶实验: (1)赖氨酸脱羧酶实验: 
某些细菌能产生赖氨酸脱羧酶, 可以将赖氨酸

脱羧生成胺和二氧化碳, 但是碱性更强, 使培养

基呈深紫色(溴甲酚紫指示剂). 用来鉴别用于产

气肠杆菌(阳性)与阴沟肠杆菌(阴性); (2)鸟氨酸

脱羧酶实验: 某些细菌产生鸟氨酸脱羧酶, 将鸟

氨酸脱羧生成腐胺和二氧化碳, 腐胺为碱性物

质可使培养基变碱培养基呈浅紫色(溴甲酚紫指

示剂)酚红指示剂呈红色为阳性. 黄色为阴性. 用
来鉴别鸟氨酸用于阴沟肠杆菌(阳性)和克雷伯

菌(阴性).

2.2.2 硫化氢实验: (1)原理: 某些细菌能分解含硫

氨基酸生成硫化氢, 与亚铁离子或铅离子结合

形成黑色沉淀物; (2)方法: 将待检菌接种于含硫

化物及亚铁离子的培养基或克氏双糖铁琼脂中, 
35 ℃孵育18-24 h, 观察有无黑色沉淀出现. 或
用醋酸铅纸条, 悬挂于克氏双糖铁琼脂管中(白
色滤纸, 根据试管大小裁剪适当, 在热的50 g/L
醋酸铅饱和水溶液中浸泡, 然后于50 ℃-60 ℃烘

干, 121 ℃ 15 min高压灭菌备用). 醋酸铅是最敏

感的方法; (3)结果: 有黑色沉淀物为阳性; (4)应
用: 主要用于鉴别肠杆菌科细菌, 如沙门菌属、

枸橼酸杆菌属、变形杆菌属、爱德华菌属等为

阳性, 其他菌属大多为阴性. 但沙门菌属中亦有

部分硫化氢阴性菌株, 如甲型副伤寒、仙台、

猪霍乱沙门菌等. 
2.2.3 吲哚实验(靛基质实验): (1)原理: 某些细菌

有色氨酸酶, 能分解色氨酸产生吲哚, 吲哚与对

二甲氨基苯甲醛形成红色的玫瑰吲哚; (2)方法: 
将待检菌接种于富含色氨酸的蛋白胨水培养基

中, 35 ℃孵育24-48 h, 加入靛基质试剂, 观察结

果; (3)结果: 红色为阳性, 无色为阴性; (4)应用: 
主要用于肠杆菌科细菌的鉴定, 如大肠埃希菌

与产气肠杆菌, 肺炎克雷伯菌和产酸克雷伯菌

等的鉴别. 
2.2.4 运动性: 在半固体培养基上的生长情况: 有
鞭毛的细菌, 由于能运动, 在半固体培养基内沿

穿刺线弥漫生长, 原来的穿刺线变得不清楚. 无
鞭毛的细菌, 因不能运动, 接种后仍沿穿刺线生

长, 穿刺线与周围界限清楚. 
2.2.5 OLSIM培养基: OLSIM培养基是我们课题

组正在研制的国产的一管多用的显色培养基, 
通过酶的催化作用可将细菌的鸟氨酸脱羧酶

(ornithine, O), 赖氨酸脱羧酶(lysine, L), 硫化氢

(sulfide, S), 靛基质(indole, I), 运动性(motility, M)
等5种生化反应在1支试管中同时表达, 无相互

间的干扰, 便于1次接种培养后用右眼即可清晰

判定5项反应结果. 
技术关键: (1)组分中的赖氨酸, 需使用L-型

的(盐酸盐); (2)培养基的最终pH不得高于6.4, 因
为分解赖氨酸是利用了某些细菌的适应酶, 只
有细菌在特异基质中的酸性环境生长才有可能

进行生化反应; (3)判定赖氨酸脱羧酶产生实验

后, 方可加kovàcs试剂检查靛基质; (4)培养基中

含有少量的琼脂, 是半流动性的, 出了便于观察

运动性之外, 主要目的是造成厌氧环境, 有利

于赖氨酸的脱羧; (5)双层培养基中加入“隔离

■应用要点
本文着重介绍大
肠杆菌氨基酸代
谢的检测, 具有一
定 特 色 ,  对 基 层
工作具有指导意
义 ,  为 今 后 的 一
管多用显色培养
基-OLSIM培养基
的研发作铺垫, 一
管多用显色培养
基的研发及应用
是今后微生物检
测的发展趋势 .
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剂”, 排除同一支试管中的鸟氨酸、靛基质和

赖氨酸脱羧酶实验结果的互相干扰.

3  结论

肠道菌鉴定培养基严重中存在的问题: (1)菌落

是否典型; (2)假阳性率的高低; (3)特异性是否强; 
(4)灵敏度是否高. 目前, 我国在一管多用培养基

方面的研制还比较薄弱, 尚未开发出国产化的快

速检测一管多用培养基, 食品、医药卫生行业所

用的显色培养基基本上是国外产品, 因此开发出

具有自主知识产权的一管多用培养基显色培养

基-OLSIM培养基具有重要意义, 其使用方便、

高效灵敏及快速的特点使其具有广阔的市场前

景和巨大的经济效益, 将填补我国一管多用培养

基的空白, 推动细菌检验技术进步. 
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