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摘  要: 副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种重要的食源性致病菌, 广泛存在于各种海

产品中。由于传统培养基和检测方法费时费力, 本研究设计开发了一种新型显色培养基 HKC vi-
brio, 通过应用于人工污染样品和实际样品检验, 以法国科玛嘉弧菌显色平板 CHROMagar vibrio
和柠檬酸钠-硫代硫酸钠-氯化钠-蔗糖琼脂平板(TCBS)为对照, 对显色培养基 HKC vibrio 的灵敏

性、特异性和检测效果进行了初步评价。结果表明, HKC vibrio 的灵敏性与 CHROMagar vibrio 和

TCBS 相当, 并具有较好的特异性, HKC vibrio 是非常有价值的分离平板, 可大大提高副溶血性弧

菌的检测效率。 
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Abstract: Vibrio parahaemolyticus is an important food-borne pathogenic bacterium that widely exists in all 
kinds of seafood. As the traditional media and method were very costly-time and money, a new chromogenic 
medium (HKC vibrio) was designed in this assay. Through detecting the artificially contaminated samples 
and natural samples, the sensitivity, specificity and detection effect of HKC vibrio were studied and com-
pared with CHROMagar vibrio and TCBS. The results showed that HKC vibrio had the same sensitivity as 
CHROMagar vibrio and TCBS, also had highly specificity. In conclusion, HKC vibrio was an invaluable 
medium which may improve the detection efficiency of Vibrio parahaemolyticus dramatictly. 
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副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种
重要的食源性致病菌, 广泛存在于世界各国的沿海
地区, 是一种致病性嗜盐菌, 消费者多因食用了污

染此菌的海产品如鱼、虾、贝类等引起食物中毒[1~3]。

由该菌引起的中毒在细菌性食物中毒中占的比例很

高, 严重威胁着人类健康。 
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为有效控制副溶血性弧菌污染发生和扩散, 准
确及时的检测手段是关键。目前, 副溶血性弧菌检
测仍以传统方法为主, 包括选择增菌、纯化培养、
生化鉴定等步骤, 整个过程需要 4d~7d, 已不能满
足微生物快速检测的需要[4]。在传统检测方法中, 柠
檬酸钠-硫代硫酸钠-氯化钠-蔗糖琼脂(TCBS)是目
前国内外最常用的分离平板, 基于副溶血性弧菌不
发酵蔗糖的特点并结合酸碱指示剂对其进行鉴定 , 
副溶血性弧菌在这种平板上呈现绿色菌落。但是这

一平板存在一定缺陷, 当有发酵蔗糖产酸、在TCBS
上产生黄色菌落的一类弧菌存在时, 由于颜色扩散, 
副溶血性弧菌往往不容易辨认; 而且, TCBS不能有
效地区分副溶血性弧菌和与其生化特点相似的创伤

弧菌、拟态弧菌等。 
利用显色培养基鉴定微生物是近年来开发的新

型快速检测技术, 通过在分离培养基中加入细菌特
异性酶的显色底物, 直接根据菌落颜色就可以对菌
种做出鉴定, 减少了进行纯培养和生化鉴定的步骤, 
大大提高了检测效率[5−9]。本研究针对副溶血性弧菌

特异性生化反应 , 在设计开发了一种显色培养基
HKC vibrio后, 对其特异性、灵敏性和检测效果进行
了初步评价。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1 培养基及试剂: 法国科玛嘉弧菌显色培养基
CHROMagar vibrio购自郑州博赛生物科技有限公司, 
HKC vibrio、TCBS琼脂、3.5%NaCl营养琼脂、嗜
盐琼脂、脑心浸液琼脂、3.5%NaCl多粘菌素 B肉汤、
副溶血性弧菌生化鉴定管、法国生物梅里埃 API 生
化试剂条等由广东环凯微生物科技有限公司提供。 
1.1.2 菌株: 副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus) 
VbL4-90、分离株 DTB102, 非 O1 霍乱弧菌(Vibrio 
cholerae) VbO, 溶 藻 弧 菌 (Vibrio alginolyticus) 
DTB103, 创伤弧菌(Vibrio vulnificus) DTB104, 拟态
弧菌(Vibrio minicus)DTB105, 大肠杆菌(Escherichia 
coli) 8099、ATCC25922, 伤寒沙门氏菌(Salmonella 
typhi)CMCC50071, 宋内志贺氏菌 (Shigella son-
nei)CMCC51592, 铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 
aeruginosa)ATCC9027, 单 增 李 斯 特 菌 (Listeria 
monocytogenes)CMCC54002, 金 黄 色 葡 萄 球 菌
(Staphylococus aureus)ATCC6538等标准菌株和分离
株均由广东省微生物研究所检测新技术研究发展中

心提供。 

1.1.3  主要仪器设备 : 生物安全柜 (BHC-1100Ⅱ
型)、超净工作台、电热恒温培养箱、全自动高压灭
菌锅、电子天平、荧光显微镜、−80℃低温冰箱、法
国生物梅里埃细菌鉴定系统、电动漩涡混合器、接

种环、培养皿、三角瓶、试管、移液管、涂布棒、

剪刀等。 

1.2  方法 
试验中, 除培养基配制、显微镜观察和计算机

读取数据外, 其他操作过程均在 100−1000级生物洁
净室和Ⅱ级生物安全柜中进行。 
1.2.1 培养基配制 : 供试培养基的配制按生产厂家
说明书进行。 
1.2.2 显色培养基特异性测试 : 副溶血性弧菌、非
O1霍乱弧菌、溶藻弧菌、创伤弧菌、拟态弧菌复苏
采用 3.5%NaCl营养琼脂, 大肠杆菌、沙门氏菌、志
贺氏菌、铜绿假单胞菌复苏采用营养琼脂, 单增李
斯特菌、金黄色葡萄球菌采用脑心浸液琼脂, 当复
苏 24h 后, 用接种环挑取 1 环, 分别划线接种 HKC 
vibrio、CHROMagar vibrio 和 TCBS 平板, 36℃培  
养 18h~24h, 观察各个菌株在显色培养基上的生长  
情况。 
1.2.3 显色培养基灵敏度测试 : 将副溶血性弧菌标
准菌株VbL4-90 在 3.5%NaCl营养琼脂复苏 24h后, 
接种环挑取 1环, 加入到 10 mL 0.85%生理盐水中配
成菌悬液原液, 然后进行 10 倍梯度稀释, 用移液管
吸取 10−4~10−6浓度菌液各 1 mL, 分别涂布HKC 
vibrio、CHROMagar vibrio和TCBS平板, 每个平板
设 3 次重复, 36℃培养 18~24h后进行平板计数, 比
较各培养基的灵敏度。 
1.2.4 人工污染样品检验: (1) 纯菌污染样品: 将副
溶血性弧菌VbL4-90在 3.5%NaCl营养琼脂上复苏后, 
进行 10倍梯度稀释, 用移液管吸取 10−4~10−6各浓度

菌液 1 mL分别加到 25 g鱼肉中, 均匀混合 2h后, 按
照行标SN0173-92 检验程序, 在 3.5%NaCl多粘菌素
B肉汤中增菌培养 18 h, 取 1环增菌液划线接种HKC 
vibrio、CHROMagar vibrio和TCBS平板, 36℃培养
18~24h, 观察副溶血性弧菌的检出情况。同时吸取 
10−4~10−6各浓度菌液 1 mL涂布嗜盐琼脂平板对
VbL4-90进行计数。 

(2) 混合菌液污染样品 : 将副溶血性弧菌
VbL4-90 复苏后, 进行 10 倍梯度稀释, 用移液管吸
取 10−3~10−6各浓度菌液 1 mL分别加到 25 g鱼肉中, 
同时将非O1 霍乱弧菌(约 103~104 cfu/mL)、溶藻弧
菌(约 103~104 cfu/mL)、创伤弧菌(约 103~104 cfu/mL)



张淑红等: 副溶血性弧菌显色培养基检测效果初步评价  147 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

和拟态弧菌(约 103~104 cfu/mL)加到每份鱼肉样品
中, 均匀混合 2 h后, 按照行标SN0173-92检验程序, 
首先在 3.5%NaCl多粘菌素B肉汤中增菌培养 18h, 
然后取 1环增菌液划线接种HKC vibrio、Chromagar 
vibrio平板, 36℃培养 18h~24h, 观察副溶血性弧菌
的检出情况。 
1.2.5 实际样品检验: 从超市和肉菜市场采集鱼肉、
鱼鳃、虾、贝类等共 51份, 先将样品表面进行酒精
消毒, 然后用剪刀取 25 g 样品加入 225 mL 3.5％
NaCl多粘菌 B肉汤中增菌培养 18 h, 取 1环增菌液
划线接种HKC vibrio、Chromagar vibrio和 TCBS平板, 
36℃培养 18 h~24 h, 观察。 

1.3  鉴定 
疑似菌落采用法国梅里埃细菌鉴定系统-API试

剂条, 结合传统生化方法进行鉴定。 

2  结果 

2.1  显色培养基特异性检测结果 
不同菌株在培养基上的生长情况如表 1 所示。

在 HKC vibrio和 Chromagar vibrio平板上, 副溶血
性弧菌呈现紫色菌落, 非 O1霍乱弧菌、创伤弧菌、
拟态弧菌呈现蓝绿色菌落 , 溶藻弧菌呈白色菌落 , 
大肠杆菌、沙门氏菌、志贺氏菌、铜绿假单胞菌、

单增李斯特菌和金黄色葡萄球菌等杂菌或生长很差

或被抑制; 在 TCBS平板上, 副溶血性弧菌、创伤弧
菌、拟态弧菌都呈现蓝绿色菌落, 三者很难区分, 非
O1霍乱弧菌、溶藻弧菌都呈现黄色菌落, 其他杂菌
基本不能生长。由表 1可知, HKC vibrio对副溶血性
弧菌具有较好的选择性和特异性。 

2.2  显色培养基灵敏度检测结果 
采用副溶血性弧菌 VbL4-90纯菌液涂布各平板

结果如表 2, 对 30~300之间的菌落数进行方差分析, 
(P>0.05), 表明 HKC vibrio、Chromagar vibrio、TCBS
平板上生长的菌落数无显著差异, 3种培养基可以达
到相同的检测限, 培养基的灵敏度相当。 

2.3  人工污染样品检验结果 
副溶血性弧菌VbL4-90 纯菌液涂布嗜盐琼脂的

计数结果为 1.3×107 cfu/mL, 将VbL4-90 稀释度为
10−4~10−6的纯菌液污染鱼肉后, 增菌检测结果表明, 
稀释度 10−4~10−6在HKC vibrio、Chromagar vibrio和
TCBS平板上都可以检出, 3 种平板可以达到相同的检
测限 101cfu/mL, 即当样品中带有 101cfu/mL浓度的目
标菌时, 经过选择性增菌培养, 在 3 种培养基上都
可以检出。 

表 1  不同菌株在培养基上的生长情况 
Table 1  Performance of different bacteria on the media

菌株(Strains) HKC 
vibrio 

Chroma-
gar vibrio TCBS

副溶血性弧菌 VbL4-90 
(Vibrio parahaemolyticus 
 VbL4-90) 

紫色 紫色 蓝绿色

副溶血性弧菌 DTB102 
(Vibrio parahaemolyticus 
DTB102) 

紫色 紫色 绿色 

非 O1霍乱弧菌 VbO 
(Vibrio cholerae VbO) 

蓝绿色 蓝绿色 黄色 

溶藻弧菌 DTB103  
(Vibrio alginolyticus DTB103)

白色 白色 黄色 

创伤弧菌 DTB104  
(Vibrio vulnificus DTB104) 

浅绿色 绿色 蓝绿色

拟态弧菌 DTB105  
(Vibrio minicus DTB105) 

绿色 绿色 蓝绿色

大肠杆菌 8099 
(Escherichia coli 8099) 

− − − 

大肠杆菌 ATCC25922  
(Escherichia coli ATCC25922) 

− − − 

沙门氏菌 CMCC50071  
(Salmonella typhi CMCC50071

− − − 

志贺氏菌 CMCC51592  
(Shigella sonnei CMCC51592)

− − − 

铜绿假单胞杆菌 ATCC9027 
(Pseudomonas aeruginosa 
ATCC9027) 

− − − 

单增李斯特菌 CMCC54002
(Listeria monocytogenes  
CMCC54002) 

− − − 

金黄色葡萄球菌 ATCC6538 
(Staphylococus aureus  
ATCC6538) 

白色、

生长极

差 

白色、生

长极差 − 

 
表 2  副溶血性弧菌 VbL4-90在各培养基上的菌落数

(x̄ ±S, n=3) 
Table 2  The number of Vibrio parahaemolyticus 

VbL4-90 on different media(x̄ ±S, n=3) 

培养基(Medium) 10−4 10−5 10−6

HKC vibrio 多不可计 140±2.03 5±1.97 

Chromagar vibrio 多不可计 144±1.85 9±2.0 

TCBS 多不可计 152±2.47 13±2.18 
 

混合菌液污染样品结果表明, VbL4-90 10−3、

10−4稀释度的纯菌液混合其他杂菌污染样品后, 经
过选择增菌, 在HKC vibrio、Chromagar vibrio仍可
以检出VbL4-90, VbL4-90 呈紫色菌落, 其他弧菌呈
现蓝色或白色菌落; 但当VbL4-90 10−5、10−6稀释度

的纯菌液混合其他弧菌污染样品后, HKC vibrio和
Chromagar vibrio上都生长了较多的白色菌落(溶藻
弧菌 ), 基本不能检出紫色菌落。HKC vibrio和
Chromagar vibrio的检测效果基本相同, 即当样品中
含有 103 cfu/mL浓度以上副溶血性弧菌时, 经过选
择性增菌培养 , 在两种显色培养基上都可以检出 ; 
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含有 103 cfu/mL浓度以下容易受溶藻弧菌干扰而在
两种显色培养基上都无法检出。 

2.4  实际样品检验结果 
检验结果如表 3, 采集的 51 份实际样品中, 共

检出副溶血性弧菌 2株, 其中鱼鳃和贝类中各 1株。
HKC vibrio与Chromagar vibrio与 TCBS最终检测结
果相吻合。检验过程中, 在 HKC vibrio、Chromagar 
vibrio 生长的紫色菌落, 用 API 生化试剂条—APIE
鉴定全部为副溶血性弧菌; 在 TCBS 生长的绿色菌
落, 用副溶血性弧菌系列生化鉴定管结合 APIE 进
行鉴定, 检出副溶血性弧菌 2 株。3 种培养基相比, 
HKC vibrio、Chromagar vibrio比 TCBS具有更高的
检测效率, 可直接对副溶血性弧菌进行分离鉴定。 
 

表 3  实际样品中副溶血性弧菌的检验结果 
Table 3  The detection results of Vibrio parahaemolyticus 

in natural samples 

样品 (Samples) HKC vibrio Chromagar 
vibrio TCBS

鱼肉 20份(Fish 20) 0 0 0 

鱼鳃 9份(Fish gills 9) 1 1 1 

虾 8份(Prawns 8) 0 0 0 

贝类 8份(Shell fish 8) 1 1 1 

总计 51份(Total 51) 2(4%) 2(4%) 2(4%)
 

3  讨论 

鉴于显色培养基具有快速、灵敏、高效等诸多

优点, 目前许多国家都在致力于显色培养基的开发, 
并逐步将之引入到各种国际和国家检验标准中, 其
作为一种新的微生物快速检测技术已得到了广泛的

认可[7]。 
本研究中副溶血性弧菌显色培养基 HKC vibrio

是在大量筛选副溶血性弧菌特异性生化反应的基础

上设计的, 并根据副溶血性弧菌嗜盐性和特殊培养
条件, 对显色培养基配方进行了调整和优化, 其中
加入了各种选择性抑菌剂, 在保障副溶血性弧菌良
好生长的同时可有效抑制其他杂菌的干扰。因此 , 
HKC vibrio 可特异性分离副溶血性弧菌, 在此培养
基上, 副溶血性弧菌呈现特殊的紫色菌落, 其他弧
菌呈现蓝色或无色菌落; 大肠杆菌、沙门氏菌、志
贺氏菌、单增李斯特菌、金黄色葡萄球等杂菌均被

抑制。与国外同类产品 Chromagar vibrio相比, HKC 
vibrio成本更低, 更具推广应用价值。 

本次实验结果表明, HKC vibrio 具有较好的灵
敏性和特异性 , 在人工污染样品和实际样品的中 , 
HKC vibrio与国外产品 Chromagar vibrio的检测效

果相当; 与 TCBS 相比, HKC vibrio 更能节省时间, 
直接根据菌落颜色就可对菌种做出鉴定, 而 TCBS
上生长的菌落还需进一步生化鉴定才能做出最终判

断。因此, HKC vibrio是非常有价值的分离平板, 是
对传统培养基的有利补充。 

由于本实验所涉及的食品种类和数量有限, 此
培养基应用效果还需大量实际样本进行验证。另外, 
试验中发现, 当样品中溶藻弧菌的数量高于副溶血
性弧菌的数量时, 经过增菌培养再接种显色培养基, 
HKC vibrio和Chromagar vibrio两种显色培养基上都
生长了较多的溶藻弧菌, 在一定程度上影响了副溶
血性弧菌的检出, 类似的结果在一些文献中也早有
报道 [10−11], 分析可能是由营养竞争因素造成的, 增
菌过程中溶藻弧菌生长较快, 在划线接种培养基后, 
菌落数量较多, 扩散较快, 容易导致副溶血性弧菌
检测结果的假阴性, 因此, 要特别注意溶藻弧菌的
干扰作用, 尤其是对多种菌污染的海产品样品, 可
通过建立高效的样本前处理方法(包括增菌方法), 
提高副溶血性弧菌的检出率。 
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