
定量

结果与报告

一、副溶血性弧菌的生物学特性
副溶血性弧菌 (Vibrio parahaemolyticus) 属于弧菌科弧菌属，革兰氏阴性，无芽孢，呈弧状、杆状、卵圆状等多种

形态，单端鞭毛 ; 兼性厌氧菌，嗜盐、对葡萄糖、甘露醇、麦芽糖等发酵产酸。

流行学特征

主要存在于温带地区海水、海水沉积物和鱼虾、贝类等海产品中，是沿海国家及地区食品中毒的主要致病菌，主要

污染水产制品或交叉污染肉制品等其他食品，人食用这些生、半生或交叉污染的海产品可能导致急性肠胃炎、关节

炎等，有时甚至引起原发性败血症。

副溶血性弧菌的检验

二、检验步骤

流程图 8-1 副溶血性弧菌检验程序

样品 25 g (mL) +225 mL 3% 氯化钠碱性蛋白胨水

TCBS 或弧菌显色培养基

挑取可疑菌落，接种于 3% 氯化钠胰蛋白大豆琼脂

生化试验或选用生化鉴定试剂盒
或全自动微生物生化鉴定系统

血清学试验、神奈川试验 
( 选做项目 )

筛选试验 
氧化酶试验，革兰氏染色， 

3% 氯化钠三糖铁琼脂，嗜盐性试验

接种 3% 氯化钠碱性蛋白胨水 
3 管，3 个适宜的连续稀释度

定性

36° C±1° C，8h~18h 36° C±1° C，8h~18h

36° C±1° C，18h~24h

36° C±1° C，18h~24h

三、操作步骤

3.1 样品制备
3.1.1 非冷冻样品采集后应立即置 7 ℃～ 10 ℃冰箱保存，尽可能及早检验 ；冷冻样品应在 45 ℃以下不超过 15 min 或在 2 ℃～ 5 ℃不超过 

18 h 解冻。

3.1.2 鱼类和头足类动物取表面组织、肠或鳃。贝类取全部内容物，包括贝肉和体液；甲壳类取整个动物，或者动物的中心部分，包括肠和鳃。

如为带壳贝类或甲壳类，则应先在自来水中洗刷外壳并甩干表面水分，然后以无菌操作打开外壳，按上述要求取相应部分。

3.1.3 以无菌操作取样品 25 g（mL），加入 3% 氯化钠碱性蛋白胨水 225 mL，用旋转刀片式均质器以 8 000 r/min 均质 1 min，或拍击式均

质器拍击 2 min，制备成 1:10 的样品匀液。如无均质器，则将样品放入无菌乳钵，自 225 mL 3% 氯化钠碱性蛋白胨水中取少量稀释液加

入无菌乳钵，样品磨碎后放入 500 mL 无菌锥形瓶，再用少量稀释液冲洗乳钵中的残留样品 1 ～ 2 次，洗液放入锥形瓶，最后将剩余稀释

液全部放入锥形瓶，充分振荡，制备 1:10 的样品匀液。
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3.2 增菌
3.2.1 定性检测

将 3.1.3 制备的 1:10 样品匀液于 36 ℃ ±1 ℃培养 8 h ～ 18 h。

3.2.2 定量检测

3.2.2.1 用无菌吸管吸取 1:10 样品匀液 1 mL，注入含有 9 mL 3% 氯化钠碱性蛋白胨水的试管内，振摇试管混匀，制备 1:100 的样品匀液。

3.2.2.2 另取 1 mL 无菌吸管，按 5.2.2.1 操作程序，依次制备 10 倍系列稀释样品匀液，每递增稀释一次，换用一支 1 mL 无菌吸管。

3.2.2.3 根据对检样污染情况的估计，选择 3 个适宜的连续稀释度，每个稀释度接种 3 支含有 9 mL 3% 氯化钠碱性蛋白胨水的试管，每管

接种 1 mL。置 36 ℃ ±1 ℃恒温箱内，培养 8 h ～ 18 h。

3.3、分离培养
对所有显示生长的增菌液，用接种环在距离液面以下 1cm 内沾取一环增菌液，于 TCBS 平板或弧菌显色培养基平板上划线分离。一支试管

划线一块平板。于 36℃ ±1℃培养 18h ～ 24h。典型的副溶血性弧菌在 TCBS 上呈圆形、半透明、表面光滑的绿色菌落，用接种环轻触，

有类似口香糖的质感，直径 2mm ～ 3mm。从培养箱取出 TCBS 平板后，应尽快（不超过 1h）挑取菌落或标记要挑取的菌落。典型的副

溶血性弧菌在弧菌显色培养基上的特征按照产品说明进行判定。

3.3.1、氧化酶试验 ：挑选纯培养的单个菌落进行氧化酶试验，副溶血性弧菌为氧化酶阳性。

3.3.2、涂片镜检 ：将可疑菌落涂片，进行革兰氏染色，镜检观察形态。副溶血性弧菌为革兰氏阴性，呈棒状、弧状、卵圆状等多形态，无

芽胞，有鞭毛。

3.3.3、挑取纯培养的单个可疑菌落，转种 3% 氯化钠三糖铁琼脂斜面并穿刺底层，36℃ ±1℃培养 24h 观察结果。副溶血性弧菌在 3% 氯化

钠三糖铁琼脂中的反应为底层变黄不变黑，无气泡，斜面颜色不变或红色加深，有动力。

3.3.4、嗜盐性试验 ：挑取纯培养的单个可疑菌落，分别接种 0%、6%、8% 和 10% 不同氯化钠浓度的胰胨水，36℃ ±1℃培养 24h，观察液

体混浊情况。副溶血性弧菌在无氯化钠和 10% 氯化钠的胰胨水中不生长或微弱生长，在 6% 氯化钠和 8% 氯化钠的胰胨水中生长旺盛。，

继续进行下列有关试验。

3.3.5、生化试验 ：取纯培养物分别接种含 3% 氯化钠的甘露醇试验培养基、赖氨酸脱羧酶试验培养基、MR-VP 培养基，36℃ ±1℃培养

24h ～ 48h 后观察结果 ；3% 氯化钠三糖铁琼脂隔夜培养物进行 ONPG 试验。

操作注意事项
1、样本在收集后应该立即被冷却 (7~10° C)，然后尽快检验，

2、带贝壳类或甲壳类样品前处理时，应先在符合生活饮用水卫生标准的流水中洗刷外壳并甩干表面水分，然后以无菌操作打开外壳后取样 ;

3、注意分离时所选增菌液的部位，副溶血性弧菌在 3% 氯化钠碱性蛋白胨水中增菌后呈均匀混浊生长，培养基表面容易形成菌膜，分离时，

要求 “液面以下 1cm 内 “在这个范围内，应该目标菌最多、没有干扰的区域 ;

4、一般样品中含有多种弧菌比较常见，分离时一定要在平板上多级稀释划线，不要一条线划线到底，培养出来发现没有分开。

3.5 硫代硫酸盐 - 柠檬酸盐 - 胆盐 - 蔗糖（TCBS）琼脂
• 配方中多价蛋白胨、酵母膏粉提供碳氮源、维生素和生长因子；氯化钠可刺激弧菌的生长；

蔗糖是可发酵的糖类 ；胆酸钠、牛胆汁粉、硫代硫酸钠和柠檬酸钠及较高的 pH 可抑制革

兰氏阳性菌和大肠菌群 ；硫代硫酸钠与柠檬酸铁反应作为检测硫化氢产生的指示剂 ；溴麝

香草酚蓝和麝香草酚蓝是 pH 指示剂 ；琼脂是培养基的凝固剂 。

• 副溶血性弧菌不发酵蔗糖，不会使培养基 pH 降低，因而在该培养基上为绿色菌落，创

伤和拟态弧菌都不发酵蔗糖，需进一步确证鉴定，霍乱弧菌发酵蔗糖为黄色。

3.4 培养基原理解析
3% 氯化钠碱性蛋白胨水

蛋白胨提供碳源、氮源、维生素、生长因子 ；高含量氯化钠和高 pH 值可以抑制非弧菌类

细菌生长，不影响副溶血性弧菌生长。

副溶血性弧菌
蓝绿色呈圆形、半透明、表面光滑的绿色菌落，

H2S 阴性

副溶血性弧菌 ATCC17802 
+ 大肠埃希氏菌 ATCC25922

大肠埃希氏菌 ATCC25922

图 8-1



3.6 弧菌显色培养基
• 配方中蛋白胨和酵母膏粉提供氮源、维生素、氨基酸和碳源 ；蔗糖为可发酵的糖类 ；抑菌剂抑制大部分非弧菌细菌，氯化钠可维持均衡

的渗透压 ；琼脂是培养基的凝固剂 ；混合色素与副溶血性弧菌、霍乱弧菌和创伤弧菌所对应的酶发生特异性反应，水解底物，释放出显色

基团，在淡黄色平板上产生品红色菌落 ( 副溶血性弧菌 ) 和绿 - 蓝绿色的菌落 ( 霍乱弧菌和创伤弧菌 )。

副溶血性弧菌 ATCC17802 霍乱弧菌 VbO

3.7 3％氯化钠胰蛋白胨大豆琼脂
• 胰蛋白胨、大豆蛋白胨提供氮源、维生素、生长因子；高含量氯化钠可以抑制非弧菌类细菌生长，不影响副溶血性弧菌生长；琼脂为凝固剂。

3.8 氧化酶试验
原理 ：氧化酶使细胞色素 C 氧化，氧化型细胞色素 C 再氧化对苯二胺试剂形成紫色复合物，产生颜色反应。

操作 ：滴加 1 滴氧化酶试剂到一小块洁净滤纸上，用玻棒或接种环（铂或塑料）挑取适量新鲜菌苔涂在试剂润湿的纸片上 ；30 秒内出现

蓝紫色为阳性，延迟反应或无颜色变化为阴性

副溶血性弧菌 ATCC17802

3.9 3％氯化钠三糖铁琼脂
• 蛋白胨、牛肉膏粉提供氮源、维生素、矿物质 ；乳糖、葡萄糖、蔗糖为可发酵糖类，其

产酸时通过酚红指示剂测出，酸性呈黄色，碱性呈红色 ；硫代硫酸钠可被某些细菌还原为

硫化氢，与硫酸亚铁中的铁盐生成黑色硫化铁 ；较高含量的氯化钠维持弧菌均衡的渗透压 ；

琼脂是培养基的凝固剂。

副溶血性弧菌在 3％氯化钠三糖铁琼脂上的特征

阳性 阴性

图 8-2

图 8-3

图 8-4



附录 A

1、产品用途 ：用于副溶血性弧菌增菌培养。

2、检验原理 ：蛋白胨提供碳源、氮源、维生素、生长因子 ；高含量氯化钠和高 pH 值可以

抑制非弧菌类细菌生长，不影响副溶血性弧菌生长。

表 8-1 ：3% 氯化钠碱性蛋白胨水验证。

3% 氯化钠碱性蛋白胨水验证

3、典型特征图片 ：

样品名称 质控菌株 厂家 待测培养基计
数 (CFU)

参比培养基计数
（TSA) 生长率（或特征） 评定标准 结果判定

3% 氯化
钠碱性蛋
白胨水

副溶血性弧菌 
ATCC17802 

+ 大肠埃希氏菌 
ATCC25922 

逗点 / 113CFU( 副溶血性
弧菌

 ATCC17802)
+2367CFU( 大肠埃

希氏菌
 ATCC25922 )

在弧菌显色培养基平板上 
＞ 10CFU ，品红色菌落 在弧菌显色培

养基平板上＞
10CFU ，品红

色菌落

符合

L 品牌 / 在弧菌显色培养基平板上
＞ 10CFU ，品红色菌落 符合

H 品牌 / 在弧菌显色培养基平板上
＞ 10CFU ，品红色菌落 符合

大肠埃希氏菌
ATCC25922

逗点 /

2367CFU

5CFU
在 TSA 上

＜ 100CFU

符合

L 品牌 / 多不可计 不符合

H 品牌 / 多不可计 不符合

1. 副溶血性弧菌 ATCC17802 + 大肠埃希氏菌 ATCC25922 在 3% 氯化钠碱性蛋白胨水上的菌落特征：品红色菌落；
2. 大肠埃希氏菌 ATCC25922 在 3% 氯化钠碱性蛋白胨水上的菌落特征：在 TSA 上＜ 100CFU；

逗点  3% 氯化钠碱性蛋白胨水增菌后现象 副溶血性弧菌 ATCC17802+ 大肠埃希氏菌 ATCC25922  
3% 氯化钠碱性蛋白胨水竞品比对

大肠埃希氏菌 ATCC25922  3% 氯化钠碱性蛋白胨水竞品比对3% 氯化钠碱性蛋白胨水空白竞品比对

逗点混菌划线弧菌显色板 L 品牌混菌划线弧菌显色板 H 品牌混菌划线弧菌显色板

逗点

逗点逗点

H

HH

L

LL



4、验证结果小结 ：

4.1 生长率 ：目标菌副溶血性弧菌 ATCC17802，L 品牌、 H 品牌、逗点均满足国标在弧菌显色培养基平板上 ＞ 10CFU，品红色菌落。L 品

牌目标菌生长率最好，H 品牌最差，逗点生长率在 L 品牌、H 品牌之间。

4.2 选择性：大肠埃希氏菌 ATCC25922，逗点均符合国标在 TSA 上＜ 100CFU 要求，L 品牌、H 品牌不符合国标在 TSA 上＜ 100CFU 要求。

逗点大肠埃希氏菌倾注 TSA

副溶血性弧菌 ATCC17802 计数 TSA

L 品牌大肠埃希氏菌倾注 TSA

大肠埃希氏菌 ATCC25922 计数 TSA

H 品牌大肠埃希氏菌倾注 TSA

附录 B

1. 产品用途 ：用于弧菌特别是副溶血性弧菌的分离和初步鉴定。

2. 检验原理 ：蛋白胨和酵母膏粉提供氮源、维生素、氨基酸和碳源 ；蔗糖为可发酵的糖类 ；抑菌剂抑

制大部分非弧菌细菌，氯化钠可维持均衡的渗透压；琼脂是培养基的凝固剂；混合色素与副溶血性弧菌、

霍乱弧菌和创伤弧菌所对应的酶发生特异性反应，水解底物，释放出显色基团，在淡黄色平板上产生

品红色菌落 ( 副溶血性弧菌 ) 和绿 - 蓝绿色的菌落 ( 霍乱弧菌和创伤弧菌 )。

表 8-2 ：弧菌显色培养基验证

弧菌显色培养基验证

样品名称 质控菌株 厂家 待测培养基计
数 (CFU)

参比培养基计数
（TSA) 生长率（或特征） 评定标准 结果判定

弧菌显色
培养基

副溶血性弧菌 
ATCC17802

逗点 442
308

PR=1.4
PR ≥ 0.5 

符合

H 品牌 389 PR=1.3 符合

霍乱弧菌 VbO
逗点 / / 蓝绿色菌落 / 符合

H 品牌 / / 蓝色菌落 / 符合

溶藻弧菌 
ATCC33787

逗点 / / 白色菌落 / 符合

H 品牌 / / 无色，不扩散 / 符合

大肠埃希氏菌 
ATCC25922

逗点 / / G=0
G ≤ 1

符合

H 品牌 / / G=0 符合

1. 逗点副溶血性弧菌 ATCC17802 在弧菌显色板上的菌落特征：呈紫红色菌落，生长良好；H 品牌溶血性弧菌 ATCC17802 在弧菌显色板
上的菌落特征：品红色菌落；
2 逗点霍乱弧菌 VbO 在弧菌显色板上的菌落特征：蓝绿色菌落；H 品牌霍乱弧菌 VbO 在弧菌显色板上的菌落特征：蓝色菌落；
3. 逗点溶藻弧菌 ATCC33787 在弧菌显色板上的菌落特征：白色菌落；H 品牌溶藻弧菌 ATCC33787 在弧菌显色板上的菌落特征：无色，
不扩散；
4. 大肠埃希氏菌 ATCC25922 在弧菌显色板上的菌落特征：选择性 G ≤ 1 ；

图 8-5



3、典型特征图片 ：

逗点副溶血性弧菌 ATCC17802 H 品牌副溶血性弧菌 ATCC17802

逗点霍乱弧菌 VbO

逗点溶藻弧菌 ATCC33787

逗点大肠埃希氏菌 ATCC25922H 品牌霍乱弧菌 VbO

H 品牌溶藻弧菌 ATCC33787

H 品牌黄色葡萄球菌 ATCC6538

4、验证结果小结 ：

4.1 生长率 ：目标菌副溶血性弧菌 ATCC17802、逗点、H 品牌均满足国标 PR ≥ 0.7 的要求。H 品牌菌落生长速度更快 ；

4.2 选择性 ：大肠埃希氏菌 ATCC25922，逗点、H 品牌均满足国标 G ≤ 1 的要求 ；

4.3 特异性 ：霍乱弧菌 VbO 、溶藻弧菌 ATCC33787 逗点、H 品牌均满足菌落颜色特征要求

4.4 感观 ：两家平板颜色无显著差异。

逗点弧菌显色培养基空白 H 品牌弧菌显色培养基空白

图 8-6



附录 C

1. 产品用途 ：用于副溶血性弧菌的培养。

2. 检验原理 ：胰蛋白胨、大豆蛋白胨提供氮源、维生素、生长因子 ； 高含量氯化钠可以抑

制非弧菌类细菌生长，不影响副溶血性弧菌生长 ；琼脂为凝固剂。

表 8-3 ：3% 氯化钠胰蛋白胨大豆琼脂培养基验证

3% 氯化钠胰蛋白胨大豆琼脂培养基验证

3、典型特征图片 ：

样品名称 质控菌株 厂家 待测培养基计
数 (CFU)

参比培养基计数
（TSA) 生长率（或特征） 评定标准 结果判定

3% 氯化
钠胰蛋白
胨大豆琼
脂培养基

副溶血性弧菌 
ATCC17802

逗点 79

62

PR=1.3

PR ≥ 0.7

符合

L 品牌 44 PR=0.7 符合

H 品牌 92 PR=1.5 符合

创伤弧菌落 
ATCC 27562

逗点 312

370

PR=0.8

PR ≥ 0.7

符合

L 品牌 490 PR=1.3 符合

H 品牌 450 PR=1.2 符合

1. 副溶血性弧菌 ATCC17802 在 3%TSA 板上的菌落特征：生长率 PR ≥ 0.7；
2. 创伤弧菌落 ATCC 27562 在 3%TSA 板上的菌落特征：生长率 PR ≥ 0.7；

逗点副溶血性弧菌 ATCC17802 L 品牌副溶血性弧菌 ATCC17802 H 品牌副溶血性弧菌 ATCC17802

逗点创伤弧菌落 ATCC 27562 L 品牌创伤弧菌落 ATCC 27562 H 品牌创伤弧菌落 ATCC 27562

4、验证结果小结 ：

4.1 生长率 ：目标菌副溶血性弧菌 ATCC17802、创伤弧菌落 ATCC 27562，逗点、L 品牌、H 品牌均满足国 标 PR ≥ 0.7 的要求 ；

4.2 感观 ：三家平板颜色无显著差异。

逗点 3% 氯化钠胰蛋白胨大豆琼脂空白 L 品牌 3% 氯化钠胰蛋白胨大豆琼脂空白 H 品牌 3% 氯化钠胰蛋白胨大豆琼脂空白

图 8-7
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