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药品中金黄色葡萄球菌检验能力验证结果及分析

田喜梅，潘 爽 *

（济宁市食品药品检验检测研究院，济宁 272073）

摘 要：目的 通过能力验证提升药品中金黄色葡萄球菌检验能力，加强药品微生物检测质量控制，确保检测结果

的准确性和可靠性。方法 依据《NIFDC-PT-504 药品中金黄色葡萄球菌检验能力验证作业指导书》和《中华人民

共和国药典》2020 年版四部进行药品中金黄色葡萄球菌的检验，并在后续鉴定试验中分别采用 VITEK 2 COMPACT
全自动微生物分析系统、金黄色葡萄球菌耐热核酸酶基因（nuc）PCR 扩增进行确认。结果 样品 A5040147A 检出

金黄色葡萄球菌，而样品 A5040147B 未检出金黄色葡萄球菌，能力验证结果为满意。结论 此次能力验证结果表明

本实验室在检测药品中金黄色葡萄球菌时具备药典法和 PCR 法两种能力，能满足日常对药品中金黄色葡萄球菌的检

测需求。
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0  引  言

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）广泛分布于自然界

及人和动物的皮肤表面，是一种致病性革兰氏阳性球菌，也是

药品中常见的污染微生物之一 [1-3]。它会分泌多种肠毒素及细胞

外酶等毒性物质 [4-5]，这些毒性物质能引起局部及全身化脓性炎

症，严重时可发展成为败血症和脓毒血症，对人类健康存在重

大威胁 [6]。对药品中金黄色葡萄球菌的检测不仅可反映出药品

在生产过程中受环境和人员等的污染程度 [7]，也是保障药品质

量控制以及人类安全用药的重要方式。

耐热核酸酶是金黄色葡萄球菌中一种性质稳定的蛋白质，

由 nuc 基因编码，直接影响着金黄色葡萄球菌的毒性和侵袭能

力 [8]。同时，耐热核酸酶也是检测金黄色葡萄球菌污染的主要

标志 [9]。本次能力验证依据 NIFDC–PT–504 药品中金黄色葡萄

球菌检验能力验证计划作业指导书 [10] 和《中华人民共和国药典

（2020 年版）》四部 [11] 进行金黄色葡萄球菌的检验，同时采用

PCR 法对金黄色葡萄球菌中的耐热核酸酶基因进行检验，并用

VITEK 2 COMPACT 全自动微生物分析系统对分离出的菌株进

行检验，验证了上述两种方法的检验结果，以证明本实验室具

备以上两种方法检验药品中金黄色葡萄球菌的能力，为今后的

药品检测工作提供重要依据。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1 样品

由黑龙江省药品检验研究院提供能力验证样品两份，每份

样品包含1瓶菌球和一袋药物颗粒；其中菌球采用西林瓶包装，

编号分别为：A5040147A 和 A5040147B。药物颗粒，每袋装量

按 10 g 计。

1.1.2 培养基和试剂

胰酪大豆胨液体培养基（批号：211210）购自北京三药科

技开发公司；胰酪大豆胨琼脂培养基（批号：20220527）、甘

露醇氯化钠琼脂培养基（批号：20231220）、pH 7.0 无菌氯化

钠 – 蛋白胨缓冲液（批号：20240408）、革兰氏染色试剂盒（批

号：20231013）购自青岛高科技工业园海博生物技术有限公

司；Baird Parker 培养基基础（批号：220803）、血琼脂平板（批

号：240424）、冻干血浆（批号：231007）购自北京陆桥技术股

份有限公司）；革兰氏阳性细菌鉴定卡（批号：21342）购自梅

里埃公司；微生物快速裂解液（批号：9164）、Premix Taq（批

号：RR004A）、DL1000 DNA Marker（批号：3591A）购自宝日

医生物技术有限公司；6×DNA 上样缓冲液（批号：D1010）、
5×TBE缓冲液（批号：T1050）、10000×SafeRed 核酸染料（批号：

G5590）购自北京索莱宝科技有限公司。

1.1.3 标准菌株

金 黄 色 葡 萄 球 菌（Staphylococcus aureus）， 菌 株 编 号： 
〔CMCC（B）26003〕，购自中国食品药品检定研究院；表皮葡

萄球菌（Staphylococcus epidermidis），菌株编号：〔CMCC（B）
26069〕，购自济南历城慧捷实验仪器中心。

1.1.4 仪器与设备

BHC–1300IIB 型 生 物 安 全 柜（金 净 净 化 公 司），HPX-
9162MBE 型电热恒温培养箱（博迅实业公司），Leica DM1000 
生物显微镜（徕卡公司），VITEK 2 COMPACT 全自动微生物分

析系统（梅里埃公司），T100 型 PCR 仪（Bio-Rad 公司），GelDoc 
EZ 凝胶成像分析系统（Bio-Rad 公司）。
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1.2  实验方法

1.2.1 样品前处理及培养

检测前，将菌球平衡至室温。在生物安全柜内以无菌操作

打开一袋药物颗粒包装，加至 100 mL pH 7.0 氯化钠 – 蛋白胨

缓冲液中，混匀，得到 1∶10 供试液。打开编号为 A5040147A
的西林瓶，将瓶内菌球加至 1∶10 供试液中，溶解混匀后，取

10 mL，加至 100 mL 胰酪大豆胨液体培养基中。以同样的方

法处理样品 A5040147B，得到两份增菌液，将两份增菌液置于

33℃ 培养箱中，静置培养 24 h。
本次实验共设置 2 个对照：阳性对照为金黄色葡萄球菌 

〔CMCC（B）26003〕，阴性对照为表皮葡萄球菌〔CMCC（B）
26069〕。分别取对照组菌种接种于胰酪大豆胨液体培养基

中，置于 33℃ 培养箱中培养 24 h，与试验组样品同步进行后续

实验。

1.2.2 分离培养及纯化

取 1.2.1 中两份增菌培养液和 2 个对照样本划线接种到甘露

醇氯化钠琼脂平板上，置于 33℃ 培养箱中培养 24 h。根据培

养结果对疑似金黄色葡萄球菌进行进一步鉴别，将平板上的疑

似菌落划线至胰酪大豆胨琼脂平板、Baird Parker 平板和血琼脂

平板。

1.2.3 革兰氏染色、镜检

挑取 1.2.2 中胰酪大豆胨琼脂平板上分离菌落进行革兰氏染

色和镜检。

1.2.4 血浆凝固酶试验

将 1.2.2 中胰酪大豆胨琼脂平板上的分离菌落接种于胰酪大

豆胨液体培养基中，33℃ 培养 24 h，取其培养物和 2 个对照样

本同时进行血浆凝固酶试验。

1.2.5 VITEK 2 COMPACT 全自动微生物分析系统鉴定

为确保结果的准确性，对分离纯化的菌株，通过 VITEK 2 
COMPACT 全自动微生物分析系统进行鉴定。取 1.2.2 中胰酪大

豆胨琼脂培养基上分离得到的单菌落，用 0.45% 的无菌盐水制

成浊度值为 0.5~0.63 的菌悬液，选用革兰氏阳性细菌鉴定卡，

按照标准化操作流程，利用 VITEK 2 COMPACT 全自动微生物

分析系统进行鉴定。

1.2.6 PCR 鉴定

参考郭瑞军 [12] 等方法，采用金黄色葡萄球菌耐热核酸酶

基因 nuc 设计引物，以细菌基因组 DNA 为模版，进行 PCR
扩增。取 50 μL 微生物快速裂解液于灭菌的 1.5 mL 离心管

中，用接种针挑取 1.2.2 中胰酪大豆胨琼脂平板上的分离菌落

于离心管中搅动几下，将离心管置于 80℃ 水浴中热变性 15
分钟后，低速离心，取上清液作为 PCR 反应模板。PCR 扩

增 体 系 为 25 μL， 包 含 Premix Taq 试 剂 12.5 μL，10 μmol/L 
上游引物 0.5 μL，10 μmol/L 下游引物 0.5 μL（上游引物 nuc-
F-GGATGGCTATCAGTAATGTTTCG， 下 游 引 物 nuc-R-
ATTTACGCCGTTATCTGTTTGT，购自苏州金唯智生物科技有

限公司），DNA 模板 2 μL，ddH2O 补齐至 25 μL。PCR 反应程

序为：95℃ 预变性 3 min；95℃ 变性 30 s，60℃ 退火 30 s，
72℃ 延伸 30 s，共 35 个循环；72℃ 延伸 5 min。扩增产物使用

1% 琼脂糖凝胶电泳检测。电泳结束后将凝胶放入凝胶成像仪中

拍照观察。

2  结果与分析

2.1  甘露醇氯化钠琼脂平板上的生长结果

典型致病性葡萄球菌（凝固酶阳性）发酵 D – 甘露醇产酸

而产生黄色带有黄晕的菌落，非致病性葡萄球菌不发酵 D –
甘露醇而形成红色菌落 [13]。各组样品在甘露醇氯化钠琼脂平

板上的形态如图 1 所示，样品 A5040147A 在甘露醇氯化钠

琼脂平板上，菌落呈金黄色，圆形凸起，边缘整齐，光滑湿

润，外周培养基变黄（图 1–1），与阳性对照菌落形态一致（图

1–3）。样品 A5040147B 在甘露醇氯化钠琼脂平板上，菌落呈

红色，圆形凸起，形态较小，外周培养基不变色（图 1–2），与

阴性对照菌落形态一致（图 1–4）。因此根据药典描述，对样品

A5040147A 上疑似金黄色葡萄球菌的菌落进行后续分离、纯化

及鉴定，同时也对样品 A5040147B 上的菌落进行进一步鉴定。

注：1号为 A5040147A；2号为 A5040147B；3号为阳性对照；4号为阴性对照

图 1 甘露醇氯化钠琼脂平板上的生长结果
2.2  Baird Parker 平板上的生长结果

各组样品在 Baird Parker 平板上的形态如图 2 所示，样品

A5040147A 菌落较大，圆形，光滑，黑色，凸起，周围为一浑

浊带，在其外层有一透明圈（图 2–1），与阳性对照菌落形态一

致（图 2–3）。样品 A5040147B 则为黑色菌落，形态较小，生长

较慢，无浑浊带和透明圈（图 2–2），与阴性对照菌落形态一致

（图 2–4）。

注：1号为 A5040147A；2号为 A5040147B；3号为阳性对照；4号为阴性对照

图 2 Baird Parker 平板上的生长结果
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2.3  血琼脂平板上的生长结果

各组样品在血琼脂平板上的形态如图 3，样品 A5040147A
菌落呈白色，密集处金黄色，圆形凸起，光滑湿润，菌落周围

可见完全透明溶血圈（图 3–1），其阳性对照菌落较大，圆形、

光滑凸起、金黄色，菌落周围可见完全透明溶血圈（图 3–3）。
样品A5040147B则为白色、圆形菌落，光滑凸起，无溶血圈（图

3–2），与阴性对照菌落形态一致（图 3–4）。
2.4  革兰氏染色和镜检结果

革兰氏染色结果如图 4，各组样品在 100× 油镜下镜检结

果均呈蓝紫色，革兰阳性球菌，排列呈葡萄状，亦有单个、成

双、短链状。

2.5  血浆凝固酶试验

血浆凝固酶试验是确认金黄色葡萄球菌的关键实验，大多

数致病性金黄色葡萄球菌能产生一种血浆凝固酶（游离血浆凝固

酶），能加速人或兔血浆的凝固 [14-15]。各组样品的血浆凝固试验

结果如图 5，样品 A5040147A 能够使血浆呈凝固状（图 5–1），
与阳性对照结果一致（图 5–3）。而样品 A5040147B 中血浆流动

自如（图 5–2），与阴性对照结果一致（图 5–4）。

注：1 号为 A5040147A；2 号为 A5040147B；3 号为阳性对照；4 号为阴性对照

图 3 血琼脂平板上的生长结果

注：1 号为 A5040147A，2 号为 A5040147B，3 号为金黄色葡萄球菌阳性对照（100×，油镜）

图 4 革兰氏染色和镜检结果

注：1 号为 A5040147A，2 号为 A5040147B，3 号为阳性对照，4 号为

阴性对照

图 5 血浆凝固酶试验结果

根据三种选择性培养基上典型菌落形态、革兰氏染色

及血浆凝固酶试验结果，可判断样品 A5040147A 中检出

金黄色葡萄球菌，而样品 A5040147B 中未检出金黄色葡萄

球菌。

2.6   VITEK 2 COMPACT 上机结果

样 品 A5040147A 鉴 定 为 金 黄 色 葡 萄 球 菌， 样 品

A5040147B 鉴定为表皮葡萄球菌，均为极好的鉴定，结果如

表 1。
2.7  PCR 鉴定

样品 A5040147A 与阳性对照均在 150 bp 处出现单一清晰

条带，与理论上目的条带大小相符，可判定样品 A5040147A 检

出金黄色葡萄球菌。而样品 A5040147B 与阴性对照一致，在琼

脂糖凝胶电泳结果中无条带，判定未检出金黄色葡萄球菌，结

果如图 6。
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表 1 VITEK 2 COMPACT全自动微生物分析系统结果

样品编号 结果 相似度 置信度

A5040147A Staphylococcus aureus 99% 极好的鉴定

A5040147B Staphylococcus epidermidis 98% 极好的鉴定

注：1 号为 DNA marker（bp）；2 号为 A5040147A；3 号为阳性对照；4 号

为 A5040147B；5 号为阴性对照；6 号为空白对照

图 6 PCR鉴定结果
VITEK 2 COMPACT 全自动微生物分析系统结果与 PCR 鉴

定结果一致，均可判断样品 A5040147A 中检出金黄色葡萄球

菌，而样品 A5040147B 中未检出金黄色葡萄球菌。与传统分离

纯化鉴定结果一致。

3  讨论与结论

《中华人民共和国药典》2020 年版非无菌产品微生物限度

检查法中在确证是否为金黄色葡萄球菌中，只规定应进行分离、

纯化及适宜的鉴定试验。《中国药品检验标准操作规范》2019
年版 [16] 中规定选择性平板上为典型菌落，血浆凝固酶试验阳

性，且革兰氏染色为阳性球菌，则可判断检出金黄色葡萄球菌。

对于能力验证样品中的菌落特征比较典型，上述方法可以明显判

断出是否检出金黄色葡萄球菌。然而在实际药品微生物检验中，

检品中所含未知菌种受药物基质及储存、运输条件的影响，生化

特征未必完全相同，比如，代义闯等 [17] 就在牛乳中发现了凝固

酶阴性的金黄色葡萄球菌。对于凝固酶阴性的金黄色葡萄球菌，

在常规金黄色葡萄球菌的检验中就会造成假阴性等不准确结果。

因此，在检验过程中可以采用多种鉴定方法对不确定的情况进行

佐证，以提高检验结果的准确性。耐热核酸酶是金黄色葡萄球菌

重要的毒力因子之一，同时也是分离鉴定金黄色葡萄球菌的重

要判定指标 [18]。采用金黄色葡萄球菌耐热核酸酶基因 nuc 进行

PCR 鉴定，不仅方便快捷，而且准确率高，作为药典检验方法的

补充，可以更有效的检出药品中的金黄色葡萄球菌。

本次中国食品药品检定研究院组织的 NIFDC–PT–504 药品

中金黄色葡萄球菌检验能力验证，依据能力验证作业指导书和

《中华人民共和国药典》2020 年版四部进行金黄色葡萄球菌的

检验，同时以耐热核酸酶基因设计引物，采用 PCR 法对金黄色

葡萄球菌进行检验以及采用 VITEK 2 COMPACT 全自动微生物

分析系统对分离出的菌株进行鉴定，检测结果一致，能力验证

结果满意。
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