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摘  要: 副溶血性弧菌(Vibrio parahemolyticus)是一种在海产品中广泛存在的嗜盐性细菌, 也是重

要的食源性致病菌。传统检验方法检测周期长、特异性低, 为提高检测效率、缩短检测周期, 开发

出一种副溶血性弧菌显色培养基(HKMVPM), 与国外同类产品 KHVPM 和 TCBS 在灵敏度、特异性

及检测效果方面进行了比较和初步评价。结果显示, HKMVPM 显色培养基和 KHVPM 显色培养基均

具有较好的选择性和特异性, 这 3 种培养基对天然污染样品的分离率高低顺序为 HKMVPM > 

KHVPM > TCBS。显色培养基具有高检出率及高特异性的特点, 有良好的应用前景。 
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Abstract: Vibrio parahemolyticus is a saltophilic and important food-borne pathogen which widely exists in 

all kinds of seafood. The general method costs more time and has low specificity in isolating and identifi-

cating of V. parahemolyticus. In order to enhance the efficiency and shorten the detection periods, a new 

chromogenic medium (HKMVPM) was designed in this study. The sensitivity, specificity and detection ef-

ficiency of HKMVPM were studied and compared with that of KHVPM and TCBS by detecting the refer-

ence strains and natural samples. The results showed that the selectivity and specificity of HKMVPM were 

same as that of KHVPM. The detection efficiency of HKMVPM was better than that of KHVPM. The de-

tection efficiency of KHVPM was better than that of TCBS. V. parahemolyticus chromogenic medium shows 

a high degree of higher sensitivity and specificity and has a good prospect in applying. 

Keywords: Chromogenic media, Vibrio parahemolyticus, Natural samples, Application study  

副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus, VP), 广

泛分布于海水、海底泥沙、浮游生物和鱼贝类中 , 

为 海 产 食 品 引 起 急 性 胃 肠 炎 的 重 要 病 原 菌 之 一 , 

发病呈世界性分布, 尤其在沿海地区发病较高, 许

多人因食用被本菌污染而又未煮熟的海产品而引

起中毒, 发病率高。在近年来沿海地区的微生物性
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食物中毒中, 该菌已成为首要病原。仅美国 1997、

1998 年就有 4 个州发生副溶血性弧菌食物中毒 650

例[12]。自 2001 年以来, 副溶血性弧菌性食物中毒

已经成为我国最常见的食源性疾患。目前, 我国常

规检测方法大多要经过前增菌、选择性增菌、选择

性培养、生化鉴定、神奈川现象和血清学反应等过

程。这些实验操作繁琐, 需耗时 56 d, 检出率低, 

给海产品生产、出入境检验检疫、食品卫生监督等

带来困难, 不但影响经济发展, 而且不利于及时诊

断和控制流行病的传染, 不能满足食品中病原菌快

速检测的现实需要[16]。另外, 传统硫代硫酸盐-柠檬

酸盐-胆盐-蔗糖琼脂培养基(TCBS)的选择效果不明

显, 可疑菌落不易识别, 当有其他的弧菌或肠道菌

群存在时会影响副溶血性弧菌的检出, 给检测技术

人员带来极大的工作量与不确定性[5,7]。 

近年来, 分子生物学的检测技术已被广泛应用, 

使副溶血性弧菌的快速检测有了很大发展[1,34,89]。

但是这些技术需要的设备费用较大、技术要求高、

操作复杂, 在基层检测机构不易推广。而显色培养

基因为将微生物的分离与鉴定合二为一, 具有省时

省力、操作简便、敏感性和特异性都较高的优点, 特

别是能与常规检测方法较好地接轨而越来越受到国

内外的关注。显色培养基是根据酶的特征设计的对

微生物进行快速检测的一种分离培养基, 基本原理

是: 在分离培养基中加入检测某些菌种的特异性酶

底物, 该底物为人工合成, 由产色基团和微生物可

代谢物质组成, 通常为无色, 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

色即可对菌种做出初步鉴定, 具有快速、简便和经

济的特点[5,1016]。本实验室应用自主研发的 HKM 副

溶血性弧菌显色培养基与国外同类商品化产品对质

控菌株和天然污染的海产品样品进行了测试, 系统

地比较了培养基的性能。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株: 副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolytieus) 

ATCC17802、副溶血性弧菌 ATCC33864、副溶血性弧

菌 15C、副溶血性弧菌 17a、副溶血性弧菌 23d、副

溶血性弧菌 24e、非 O1 霍乱弧菌 (V. cholerae non 

O1)、溶藻弧菌(V. alginolyticus) HK8031、创伤弧菌

(V. vulnificus) ATCC2756 、 拟 态 弧 菌 (V. mimicus) 

As1.1969 、 嗜 水 气 单 胞 (Aeromollas hydrophila) 

AS1.927、铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa) 

ATCC27853 、 阪 崎 肠 杆 菌 (Enterobacter sakazakii) 

ATCC51329 、 大 肠 埃 希 氏 菌 (Escherichia coli) 

ATCC25922 、 柠 檬 酸 杆 菌 (Citrobacter freundii) 

ATCC8090、肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae) 

-57、阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae) CMCC (B) 

45301、亚利桑那氏菌(Salmonella Arizona) CMCC 

(B) 47001 、 粪 肠 球 菌 (Streptococcus faecalis) 

ATCC29212 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus 

aureus) ATCC6538。 

1.1.2  培养基及试剂: HKM 副溶血性弧菌显色培养

基(HKMVPM)由本实验室研制, KHVPM 为进口同

类 产 品 , 碱 性 琼 脂 、 3% 胰 蛋 白 胨 大 豆 琼 脂 (3% 

TSA)、碱性蛋白胨水和硫代硫酸盐-柠檬酸盐-胆盐-

蔗糖琼脂培养基(TCBS)由广东环凯微生物科技有限

公司提供。 

MIDA + B 鉴定条由英国 Microgen 公司提供。 

1.1.3  样品 : 试验所用实际样品均采集于市内超

市, 共 28 份。 

1.2  方法 
1.2.1  培养基制备: HKM 副溶血性弧菌显色培养基

和 KHVPM 均按配制说明书制备成平板备用。 

1.2.2  显色培养基特异性的验证 : 将副溶血性弧

菌、霍乱弧菌、溶藻弧菌、创伤弧菌、拟态弧菌、

嗜水气单胞、阪崎肠杆菌、大肠埃希氏菌、柠檬酸

杆菌、肺炎克雷伯氏菌、阴沟肠杆菌、铜绿假单胞

菌、亚利桑那氏菌、金黄色葡萄球菌和粪肠球菌接种

在营养琼脂复苏 24 h 后, 分别划线接种 HKMVPM

平板和 KHVPM 平板 , 37°C 培养 1824 h。观察不

同细菌在显色培养基上的菌落特征, 比较两种培养

基对副溶血性弧菌的特异性反应。 

1.2.3  副溶血性弧菌在显色培养基上生长率和灵敏

度检验: 分别用接种环挑取上述副溶血性弧菌的新

鲜菌苔一环, 加入到 10 mL 0.85%生理盐水中配成

原液, 然后进行 10 倍梯度稀释, 取副溶血性弧菌浓

度为 103104 CFU/mL 的菌液与霍乱弧菌、拟态弧

菌和溶藻弧菌组成混合菌液 , 各取 50 μL 分别螺

旋接种于 HKMVPM 平板和 KHVPM 平板 , 37°C 培

养 1824 h。观察副溶血性弧菌在两种显色培养基生
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长的情况, 并对其进行菌落计数, 比较副溶血性弧

菌在两种显色培养基上的生长率。 

1.2.4  不同杂菌浓度下副溶血性弧菌在显色培养基

上生长率和灵敏度检验: 将上述不同的实验菌株分

成 4 组, 从 I 到 IV 组合中, 副溶血性弧菌和霍乱弧

菌的接种量不变, 而拟态弧菌和溶藻弧菌的接种量

10 倍递增混合螺旋接种于两种显色平板上; 同时用

碱性琼脂和 3% TSA 分别对霍乱弧菌、副溶血性弧

菌、拟态弧菌和溶藻弧菌的接种量进行计数; 组合 V

中为副溶血性弧菌与拟态弧菌按一定比例制成的

冻干混合物 ; 增菌用 225 mL 碱性蛋白胨水 , 添加

1 mL 相应不增菌的组合中的菌液 , 37ºC 培养 18 h, 

将 增 菌 液 用 螺 旋 接 种 法 接 种 于 两 种 显 色 平 板 上 , 

37ºC 培养 24 ± 2 h, 比较两种培养基的分离率与检

出限。 

1.2.5  天然污染样品中副溶血性弧菌检测: 取 25 g

经处理过后的样品置于 225 mL 碱性蛋白胨水增菌

液的三角瓶中, 37ºC 培养 18 h; 增菌液分别划线在

两种显色平板和 TCBS 平板上, 37ºC 培养 24 h, 挑取

可疑菌落。 

1.2.6  分离鉴定 : 将疑似菌落分离纯化 , 用英国

Microgen 公司的 GNA + B 鉴定条进行生化鉴定和

确认。  

2  结果 

2.1  显色培养基的特异性 
显色培养基的特异性结果见表 1, HKMVPM 显

色平板和 KHVPM 显色平板均有较好的显色效果。

两种显色培养基上副溶血性弧菌菌落均呈现特异性

的品红色; 霍乱弧菌、创伤弧菌和拟态弧菌均呈现 

 

表 1  试验菌株在各种培养基上的特异性试验 
Table 1  The specificity of test strains on the different medium 

菌落色泽 Colony color 菌株 
Strains HKMVPM KHMVPM TCBS 

副溶血性弧菌 ATCC17802  
Vibrio parahaemolytieus ATCC17802 

品红色 品红色 蓝绿色 

非 O1 霍乱弧菌 V. cholerae non O1 蓝绿色 蓝绿色 黄色 

创伤弧菌 ATCC27562 
V. vulnificus ATCC27562 

蓝绿色 蓝绿色 蓝绿色 

溶藻弧菌 HK8031 
V. alginolyticus HK8031 

无色 无色 黄色 

拟态弧菌 As1.1969 
V. mimicus As1.1969 

蓝绿色 蓝绿色 蓝绿色 

嗜水气单胞 AS1.927 
Aeromollas hydrophila AS1.927 

部分受抑, 微绿 部分受抑, 无色 蓝绿色 

阪崎肠杆菌 ATCC51329 
Enterobacter sakazakii ATCC51329 

部分受抑, 蓝绿色 部分受抑, 蓝绿色 部分受抑, 蓝绿色 

大肠埃希氏菌 ATCC25922 
Escherichia coli ATCC25922 

部分受抑, 蓝绿色 受抑严重, 蓝绿色 部分受抑, 蓝绿色 

柠檬酸杆菌 ATCC8090 
Citrobacter freundii ATCC8090 

部分受抑, 蓝绿色 部分受抑, 蓝绿色 部分受抑, 蓝绿色 

阴沟肠杆菌 CMCC (B) 45301 
Enterobacter cloacae CMCC (B) 45301 

灰黑色 灰黑色 部分受抑, 蓝绿色 

亚利桑那氏菌 CMCC (B) 47001  
Salmonella arizona CMCC (B) 47001 

部分受抑, 无色 部分受抑, 无色 部分受抑, 蓝绿色 

铜绿假单胞菌 ATCC27853 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 

无色 黄绿 部分受抑, 蓝绿色 

肺炎克雷伯氏菌-57 
Klebsiella pneumoniae-57 

部分受抑, 蓝绿色 受抑制, 蓝绿色 部分受抑, 蓝绿色 

粪肠球菌 ATCC29212 
Streptococcus faecalis ATCC29212 

受抑制, 品红色 受抑制, 品红色 部分受抑, 黄色 

金黄色葡萄球菌 ATCC6538 
Staphylococcus aureus ATCC6538 

受抑制, 金黄色 受抑制, 金黄色 部分受抑, 蓝绿色 
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蓝绿色; 溶藻弧菌、亚利桑那氏菌和铜绿假单胞菌

在该显色培养基上均为无色菌落 ; 阴沟肠杆菌呈

灰黑色菌落; 其他肠道杆菌显蓝绿色菌落, 生长均

受抑制; 粪肠球菌虽显品红色 , 但生长受抑制; 金

黄色葡萄球菌在显色培养基上显它本来的金黄色 , 

且生长受抑制。实验结果表明, 大部分肠道菌和金

黄色葡萄球菌对副溶血性弧菌的辨认无干扰作用 , 

副溶血性弧菌显色培养基具有较高的选择性和特

异性; 而在 TCBS 平板上, 创伤弧菌、拟态弧菌和

嗜水气单胞菌与副溶血性弧菌均显蓝绿色 , 不能

区分。 

2.2  副溶血性弧菌在显色培养基上的生长率和灵

敏度 
各实验菌株在不同显色培养基中的灵敏度和生

长率试验结果见表 2, 结果显示对副溶血性弧菌

ATCC17802、ATCC33864、17a 和 23d 的检出率, 

HKMVPM 和 KHVPM 显色培养基没有显著差异, 两

种显色培养基可以达到相同的灵敏度和检测限, 但

对副溶血性弧菌 15C 和 24e, HKMVPM 显色培养基

则优于 KHVPM; 在 HKMVPM 和 KHVPM 显色培养

基上副溶血性弧菌仍呈特殊的品红色菌落, 而其他

弧菌呈现蓝绿色或无色菌落, 表明其他弧菌基本不

影响副溶血性弧菌的检测。 

2.3  在不同干扰强度下副溶血性弧菌在显色培养

基上的生长率和灵敏度 
将 副 溶 血 性 弧 菌 (Vibrio parahaemolytieus) 

ATCC17802 与各非目标弧菌菌液混合, 分别将不增

菌和增菌的菌液接种于两种显色培养基, 其灵敏度

和生长率试验结果如表 3 和表 4 所示, 结果显示对

副 溶 血 性 弧 菌 ATCC17802 增 菌 或 不 增 菌 , 

HKMVPM 显色培养基的检出率稍优于 KHVPM, 但

随着非目标弧菌的浓度升高, 会影响副溶血性弧菌

的 分 离 ; 对 混 合 冻 干 粉 , 在 未 增 菌 情 况 下 , 

HKMVPM 显色培养基可分离到副溶血性弧菌, 而

KHVPM 则未检出; 在增菌后, 两者均可检出副溶

血性弧菌, 但检出率 HKMVPM 远远高于 KHVPM。 

 

表 2  6 种组合中的副溶血性弧菌在显色培养基上的灵敏度试验 
Table 2  The sensitivity of Vibrio parahaemolytieus from six combination of different bacteria on the 

chromogenic medium 

 HKMVPM KHMVPM 

菌株 Strains 
 

Diameter 
(mm) 

Number of colonies 
(CFU/mL) 

Diameter 
(mm) 

Number of colonies 
(CFU/mL) 

非 O1 霍乱弧菌  
V. cholerae non O1 

  6.14 × 103  6.64 × 103 

拟态弧菌 As1.1969 
V. mimicus As1.1969 

  6.61 × 103  7.6 × 102 

溶藻弧菌 HK8031 
V. alginolyticus HK8031 

  7.62 × 103  6.35 × 103 

纯 2.53 7.54 × 103 2.63 4.66 × 103 副溶血性弧菌 ATCC17802 
V. parahaemolytieus ATCC17802 混  9.57 × 103  5.27 × 103 

纯 2.98 7.14 × 103 2.84 4.67 × 103 
副溶血性弧菌 23d 
V. parahaemolytieus 23d 混  6.72 × 103  3.56 × 103 

纯 2.37 1.63 × 103  0 
副溶血性弧菌 15c 
V. parahaemolytieus 15c 混  9.36 × 102  0 

纯 2.89 2.00 × 104 2.60 1.61 × 104 
副溶血性弧菌 17a 
V. parahaemolytieus 17a 混  1.86 × 104  1.75 × 104 

纯 2.45 1.19 × 104 3.10 6.46 × 103 
副溶血性弧菌 882364 
V. parahaemolytieus 882364 混  1.37 × 104  6.17 × 103 

纯 3.10 2.84 × 103  0 
副溶血性弧菌 24e 
V. parahaemolytieus 24e 混  1.75 × 103  0 
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表 3  在不增菌情况下 5 种组合中的副溶血性弧菌在显色培养基上的灵敏度 
Table 3  The sensitivity of Vibrio parahaemolytieus from five combination of different bacteria on the  

chromogenic medium without enrichment 

Number of colonies 组合 
Compounding 

菌株 
Strains HKMVPM KHVPM 3% TSA/Alkaline agar 

 副溶血性弧菌 ATCC17802 73 45 109 

 非 O1 霍乱弧菌 4 4 660 

 拟态弧菌 As1.1969 65 10 160 

 溶藻弧菌 HK8031 25 56 95 

副溶血性弧菌 ATCC17802 80 21  

非 O1 霍乱弧菌  

拟态弧菌 As1.1969 
30 4 

 

I 

溶藻弧菌 HK8031 19 40  

副溶血性弧菌 ATCC17802 37 24  

非 O1 霍乱弧菌  

拟态弧菌 As1.1969 
60 24 

 

II 

溶藻弧菌 HK8031 131 238  

副溶血性弧菌 ATCC17802 38 26  

非 O1 霍乱弧菌  

拟态弧菌 As1.1969 
200 100 

 

III 

溶藻弧菌 HK8031 无以计  

副溶血性弧菌 ATCC17802 19 16  

非 O1 霍乱弧菌  

拟态弧菌 As1.1969  

IV 

溶藻弧菌 HK8031 

无以计 

 

副溶血性弧菌 ATCC17802 15 0  V (混合冻干菌株, 10 倍稀释) 

V (Admixture of freeze-dry strains, 
10 dilute multiples) 拟态弧菌 As1.1969 0 5  

     

 

2.4  自然污染样品中副溶血性弧菌的检测 
如 表 5 所 示 , 在 检 测 的 28 份 海 鲜 样 品 中 , 

HKMVPM 和 KHVPM 以及 TCBS 平板上的可疑菌

落检出率分别为 64.28%、60.71%和 82.14%, 但经生

化鉴定确证后的符合率分别为 94.44%、94.11%和

60.86%。结果表明, 两种显色培养基对可疑菌落的

检出率及符合率均没有显著差异, 可以达到相同的

检测限, 且均优于 TCBS。三种培养基相比, 两种显

色培养基比 TCBS 具有更高的检测效率, 可减少对

较多可疑菌落的生化鉴定。 

3  讨论 

对副溶血性弧菌建立起鉴别性显色快速检测技

术, 实现对致病菌的快速检测, 可以大大地降低工

作量、节省人力和物力, 因而在食品安全中对提高

食品质检质控水平和效率具有十分重要的意义。近

年来, 国外已商品化的显色培养基, 已被许多国家

的政府和检测机构采用(包括国内食品监督检定所、

商检和疾病预防控制中心等), 应用于食品、医药卫

生和环境监测等领域 , 给检测工作提供了很大方

便, 但由于成本因素国内一般厂家较少使用进口产

品。我国已于 2008 年 10 月修订了食品中副溶血性

弧菌的标准检验方法[17], 显色培养基首次进入我国

的食品卫生标准, 必将会进一步促进该检测技术在

全国范围内得到更广泛的应用。目前, 国内外已有

不少应用显色培养基进行副溶血性弧菌分离的文

献报导[5,7,1016]。 

该显色培养基由同事首先研究开发, 但由于在

实验中所用的菌株有限以及其他方面原因, 导致其

配方还存在一些问题, 主要表现在部分目标菌显色 
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表 4  在增菌情况下 5 种组合中的副溶血性弧菌在显色培养基上的灵敏度 
Table 4  The sensitivity of Vibrio parahaemolytieus from five combination of different bacteria on the  

chromogenic medium with enrichment 

Number of colonies 组合 
Compounding 

稀释度 
Dilute multiple 

菌株 
Strains HKMVPM KHVPM 

副溶血性弧菌 ATCC17802 52 15 

非 O1 霍乱弧菌 

拟态弧菌 As1.1969 
200 50 

104 

溶藻弧菌 HK8031 0 

副溶血性弧菌 ATCC17802 3 1 

非 O1 霍乱弧菌 

拟态弧菌 As1.1969 
100 6 

I 

106 

溶藻弧菌 HK8031 0 

副溶血性弧菌 ATCC17802 32 8 

非 O1 霍乱弧菌 

拟态弧菌 As1.1969 
1000 80 

104 

溶藻弧菌 HK8031 0 

副溶血性弧菌 ATCC17802 3 0 

非 O1 霍乱弧菌 

拟态弧菌 As1.1969 
180 30 

II 

106 

溶藻弧菌 HK8031 0 

副溶血性弧菌 ATCC17802 2 0 

非 O1 霍乱弧菌 

拟态弧菌 As1.1969 
1000 100 

104 

溶藻弧菌 HK8031 7 2 

副溶血性弧菌 ATCC17802 0 

非 O1 霍乱弧菌 

拟态弧菌 As1.1969 
50 20 

III 

106 

溶藻弧菌 HK8031 1 0 

副溶血性弧菌 ATCC17802 0 

非 O1 霍乱弧菌 

拟态弧菌 As1.196 

IV 102 

104 

106 

溶藻弧菌 HK8031 

无以计 

副溶血性弧菌 ATCC1780 无以计 108 106 

拟态弧菌 As1.1969 0 5 × 104 

副溶血性弧菌 ATCC17802 6 × 104 20 

V (混合冻干菌株, 10 倍稀释) 
V (Admixture of freeze-dry 
strains, 10 dilute multiples) 108 

拟态弧菌 As1.1969 1 × 104 2 × 104 
    

 
表 5  实际样品中的副溶血性弧菌检测 

Table 5  The detetion of Vibrio parahaemolytieus in natural samples 

HKMVPM KHVPM TCBS 
样品(数量) 

Sample (Number) Suspicious  
colonies 

Confirmation 
colonies 

Suspicious 
colonies 

Confirmation 
colonies 

Suspicious 
colonies 

Confirmation 
colonies 

元贝(6) Shellfish (6) 4 4 4 4 5 3 

虾(10) Shrimp (10) 10 10 9 9 10 8 

蟹(5) Crab (5) 1 1 1 1 3 1 

带子(7) Fillet (7) 3 2 3 2 5 2 

总计 Total 18 17 17 16 23 14 

检出率 Detection rate (%) 64.28 60.71 82.14 

符合率 Accord rate (%) 94.44 94.11 60.86 
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不明显和检出率低, 并且实际样品中非目标菌的过

分扩散而影响目标菌的检出。作者就其所存在的缺

点对此配方重新进行了优化与改良, 并应用了比文

献[5]更多种类的目标菌和非目标菌以及模拟样品

对该显色培养基新配方进行了更全面的效果验证 , 

取得了较满意的实验结果。 

在对混合弧菌的冻干样品检测中, 副溶血性弧

菌经过超低温真空干燥后 , 细胞受损 , 活力下降 , 

若显色培养基对受损的细胞复苏能力不够, 将导致

不能检出的结果。 

本实验室研究团队首次研究开发出具有自主知

识产权的双酶底物复合显色培养基。本研究发现显

色培养基对酶的特异性是相对的, 某些肠道细菌(如

粪肠球菌、肠杆菌等)也含有与副溶血性弧菌相同的

β-D-葡萄糖苷酶, 在显色培养基上也会显示出同样

的色泽, 造成对目标菌的干扰; 但由于肠杆菌同时

含有 β-D-半乳糖苷酶, 故本显色培养基的显色底物

是双酶混合底物, 不但含有副溶血性弧菌 β-D-葡萄

糖苷酶所对应的底物, 同时还含有肠道细菌 β-D-半

乳糖苷酶所对应的底物, 通过优化配方竞争性显色, 

使肠道细菌显示出蓝绿色, 从而可以与副溶血性弧

菌区分 ; 另外 , 当样品中杂菌的浓度过高时 , 增菌

会使杂菌竞争性生长, 导致分离不出目标菌。故在

检测过程中如无有效的增菌方法, 则可能降低显色

培养基的敏感性。如检测高污染的样品时, 可在增

菌前先用显色平板划线或计数, 避免非目标菌的干

扰, 而且可大大节省检测时间。 
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