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摘　 要:目的 　 拟用氨基酸、维生素、无机盐替代牛肉膏和蛋白胨,开发质量可控的化学限定沙门氏菌选择性培养

基。 方法 　 分别研究 20 种氨基酸、11 种维生素或 4 种无机盐对大肠杆菌 ATCC
 

25922
 

生长特性的影响,并确定生

长最适浓度,替换亚硫酸铋(BS)琼脂或 Hektoen
 

Enteric(HE)琼脂中的牛肉膏和蛋白胨,研制出化学限定 BS 琼脂

或 HE 琼脂培养基。 结果 　 在 36
 

℃ 下培养 48
 

h,基础培养基中添加天冬酰胺、天冬氨酸、缬氨酸、盐酸硫胺或核黄

素有利于大肠杆菌 ATCC
 

25922 生长,OD595 值均高于 0. 1,而添加丝氨酸、赖氨酸盐酸盐、异亮氨酸、尼克酸、生物素

或磷酸氢二钠对细菌增殖没有促进作用,OD595 值几乎为 0。 将 35 种营养物质按照最佳浓度替代牛肉膏、蛋白胨制

成化学限定 BS 琼脂或 HE 琼脂,经过质控菌株验证,化学限定 BS 琼脂或 HE 琼脂在菌体生长指数、菌落形态和特

殊显色反应等方面均与商业培养基相似。 结论 　 化学限定 BS 琼脂和 HE 琼脂均符合国标 GB
 

4789. 28—2013 对参

考培养基的质控要求。
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Abstract:
  

Objective 　 Amino
 

acids,
 

vitamins
 

and
 

inorganic
 

salts
 

were
 

used
 

to
 

replace
 

beef
 

extract
 

and
 

peptone
 

to
 

develop
 

a
 

selective
 

medium
 

with
 

controllable
 

quality
 

for
 

Salmonella.
 

Methods 　 Effects
 

of
 

20
 

kinds
 

of
 

amino
 

acids,
 

11
 

kinds
 

of
 

vitamins
 

or
 

4
 

kinds
 

of
 

inorganic
 

salts
 

on
 

the
 

growth
 

characteristics
 

of
 

Escherichia
 

coli
 

ATCC
 

25922
 

were
 

studied,
 

and
 

the
 

optimal
 

concentration
 

was
 

determined.
 

The
 

beef
 

extract
 

and
 

peptone
 

in
 

bismuth
 

sulfite
 

( BS)
 

agar
 

or
 

Hektoen
 

Enteric
 

( HE)
 

agar
 

were
 

replaced,
 

and
 

the
 

chemically
 

defined
 

BS
 

agar
 

or
 

HE
 

agar
 

was
 

developed.
 

Results 　 Adding
 

asparagine,
 

aspartic
 

acid,
 

valine,
 

thiamine
 

hydrochloride
 

or
 

riboflavin
 

to
 

the
 

basic
 

medium
 

was
 

the
 

most
 

favorable
 

for
 

the
 

growth
 

of
 

Escherichia
 

coli
 

ATCC
 

25922,
 

and
 

the
 

OD595
 were

 

all
 

higher
 

than
 

0. 1.
 

However,
 

adding
 

serine,
 

lysine
 

hydrochloride,
 

isoleucine,
 

nicotinic
 

acid,
 

biotin
 

or
 

disodium
 

hydrogen
 

phosphate
 

to
 

the
 

basic
 

medium
 

did
 

not
 

promote
 

the
 

proliferation
 

of
 

Escherichia
 

coli,
 

and
 

the
 

OD595
 was

 

almost
 

0.
 

The
 

chemically
 

defined
 

BS
 

agar
 

or
 

HE
 

agar
 

was
 

prepared
 

by
 

replacing
 

beef
 

extract,
 

peptone
 

with
 

35
 

kinds
 

of
 

nutrients
 

according
 

to
 

the
 

optimal
 

concentration.
 

After
 

verification
 

of
 

quality
 

control
 

strains,
 

chemically
 

defined
 

BS
 

agar
 

or
 

HE
 

agar
 

was
 

similar
 

to
 

commercial
 

medium
 

in
 

cell
 

growth
 

index,
 

colony
 

morphology
 

and
 

special
 

color
 

reaction.
 

Conclusion 　 Chemically
 

defined
 

BS
 

agar
 

or
 

HE
 

agar
 

meet
 

the
 

quality
 

requirements
 

of
 

national
 

standard.
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　 　 部分培养基中的蛋白胨或牛肉膏质量参差不 齐 [ 1] ,严重影响着微生物检测结果的准确性和实验

重复性。 化学限定培养基是以磷酸缓冲盐为基础,
利用氨基酸、维生素和无机盐等物质替代天然成

分 [ 2] ,形成所有组成成分确定的广泛用于微生物和

细胞生长与代谢研究 [ 3-4] 的一类培养基,它不仅为

微生物生长提供必要的物质,并且化学成分明确,
能有效提升微生物检验结果的准确性和重复性 [ 5] 。

沙门氏菌是一种人畜共患致病菌,每年由沙门
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氏菌导致的食物中毒事件占细菌性食物中毒事件

的 42. 6% ~ 60% [ 6] 。 根据国标 GB
 

4789. 4—2016[ 7]

的规定,沙门氏菌选择性分离培养基是亚硫酸铋

( Bismuth
 

sulfite,
 

BS) 琼脂和 HE 琼脂,其分离原理

主要是以蛋白胨、牛肉膏和葡萄糖作为基础物质保

证微生物正常生长,再利用煌绿、胆盐等物质抑制

革兰氏阳性菌生长,沙门氏菌与特殊物质反应产生

特异性菌落,从而达到分离的目的。
在本研究中, 由于质控菌株大肠杆菌 ATCC

 

25922 受到 BS 琼脂中煌绿和亚硫酸钠的抑制作用

而无法生长,培养基表面无特异性反应,因此首先

以大肠杆菌 ATCC
 

25922 为研究对象,开展合成营

养素(氨基酸、维生素和无机盐) 促细菌生长的优化

实验,确保细菌在无牛肉膏和蛋白胨的合成营养素

的培养基上仍能正常生长,并确定营养物质的最适

生长浓度。 再将上述物质替换 BS 琼脂或 HE 琼脂

的蛋白胨和牛肉膏,接种质控菌株以验证化学限定

BS 琼脂或 HE 琼脂的有效性,为食品微生物化学限

定参考培养基提供基础数据支持。

1　 材料与方法

1. 1　 菌株来源

质控菌株大肠杆菌 ATCC
 

25922、鼠伤寒沙门氏

菌 ATCC
 

14028 和伤寒沙门氏菌 CMCC
 

50071 购于

中国医学细菌菌种保藏管理中心。
1. 2　 主要仪器与试剂

YXQ-LS-50G 压力蒸汽灭菌器 ( 上海云泰仪器

仪表有限公司) 、BSC-1304IIA2 生物安全柜(苏州安

泰空气技术有限公司) 、Multiskan
 

GO 全波长酶标仪

(美国赛默飞世尔科技公司) 。
胰酪 大 豆 胨 琼 脂 培 养 基 ( Tryptic

 

Soy
 

Agar,
 

TSA) (广东环凯生物科技有限公司) 、M9 低盐培养

基(广东环凯生物科技有限公司) 、市售 BS 琼脂和

HE 琼脂(广东环凯生物科技有限公司和杭州滨和

微生物试剂有限公司) 、氨基酸和维生素(西格玛奥

德里奇(上海) 贸易有限公司) ;未特别指明的氨基

酸均为 L 型氨基酸。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 细菌菌株和悬浮液制备

分别取 1 支质控菌株的冻存管倒入灭菌的营养

肉汤中,36
 

℃ 培养 1
 

d 后接种在营养琼脂平板上再

培养 1
 

d 得到二代菌株,棉签刮取平板上培养物至

无菌生理盐水中,调整菌悬液浓度,使其最终浓度

介于 104 ~ 105
 

CFU / mL,4
 

℃ 贮藏, 1 个月内用完。
对照菌悬液为 100

 

μL 菌悬液和 100
 

μL
 

M9 低盐培

养基的混合液。

1. 3. 2　 合成营养素优化实验

1. 3. 2. 1　 合成营养素的制备

以 M9 低盐培养基作为基础培养物质,此时各

物质浓度设为 1 ×。 根据美国 BD 公司公布的牛肉

膏和蛋白胨组成成分表,并结合 1640 细胞培养基的

组分浓度,确定了 35 种营养物质的初始浓度 ( 表

1) ,此浓度设为 1 ×,其他浓度倍数在此浓度基础上

进行扩大或缩小。 取等体积的单一营养物和基础

培养物质混匀,即为合成营养素,经滤膜( 0. 2
 

μm)
过滤除菌,现用现配。

表 1　 合成营养素每种物质的最佳生长浓度

Table
 

1　 Optimum
 

growth
 

concentration
 

of
 

each
 

substance
 

in
 

synthetic
 

nutrients

营养物质
初始浓度
( mg / L)

生长最佳时
浓度倍数

最佳浓度
( mg / L)

甘氨酸
 

( Gly) 10 1× 10
精氨酸

 

( Arg) 200 1× 200
天冬酰胺

 

( Asn) 50 1× 50
天冬氨酸

 

( Asp) 20 1× 20
半胱氨酸

 

( Cys) 65 2× 130
谷氨酸

 

( Glu) 20 2× 40
谷氨酰胺

 

( Gln) 300 4× 1
 

200
组氨酸

 

( His) 15 0. 5× 7. 5
羟脯氨酸

 

( Hyp) 20 0. 25× 5
异亮氨酸

 

( Ile) 50 0. 5× 25
亮氨酸

 

( Leu) 50 0. 25× 12. 5
赖氨酸盐酸盐

 

( Lys) 40 0. 5× 20
蛋氨酸

 

( Met) 15 0. 5× 7. 5
苯丙氨酸

 

( Phe) 15 0. 5× 7. 5
脯氨酸

 

( Pro) 20 0. 5× 10
丝氨酸

 

( Ser) 30 0. 5× 15
苏氨酸( Thr) 20 0. 5× 10
色氨酸

 

( Trp) 5 0. 5× 2. 5
脱水酪氨酸二钠盐

 

( Tyr) 23. 2 0. 5× 11. 6
缬氨酸

 

( Val) 20 1× 20
生物素

 

( VB7 ) 0. 2 0. 5× 0. 1
氯化胆碱

 

( CC) 3 0. 5× 1. 5
D-泛酸钙

 

( VB3 ) 1 0. 5× 0. 5
烟酸

 

( VB5 ) 35 0. 5× 17. 5
叶酸

 

( VB11 ) 1 0. 25× 0. 25
i-肌醇

 

( Ⅱ) 1 0. 5× 0. 5
烟酰胺

 

( NA) 1 0. 5× 0. 5
对氨基苯酸

 

( PABA) 0. 2 0. 5× 0. 1
盐酸吡哆醇

 

( VB6 ) 1 1× 1
核黄素

 

( VB2 ) 0. 005 1× 0. 005
盐酸硫胺

 

( VB1 ) 100 0. 5× 50
钴胺素

 

( VB12 ) 48. 84 2× 97. 68
Ca( NO3 ) 2

 ( CN) 400 0. 5× 200
MgSO4

 ( MS) 800 0. 5× 400
KCl

 

( PC) 0. 2 0. 5× 0. 1
Na2 HPO4

 ( DSP) 0. 2 0. 5× 0. 1

1. 3. 2. 2　 单因素实验

单因素实验实行初筛和复筛。 初筛实验设定

单一营养物浓度梯度分别为:0. 5 ×、1 ×、2 ×,基础培

养物质浓度为 1×。



沙门氏菌选择性化学限定培养基的研制———周正,等 —705　　 —

初筛实验后,将呈正相关的营养物质在原来基

础上提高两个浓度梯度 4 ×、8 ×,将呈负相关的营养

物质降低两个浓度梯度 0. 125×、0. 25×,再进行复筛

实验,确定每种营养物质最适生长浓度,应用于化

学限定 BS 琼脂和 HE 琼脂。
1. 3. 2. 3　 细菌浓度测定

取 100
 

μL 菌悬液(1. 3. 1 中贮藏备用悬浮液)和

100
 

μL 合成营养素加入 96 孔酶标板中,混匀,在 36
 

℃
下加盖培养 48

 

h,测定其 OD595 值。 对照菌悬液为

100
 

μL 菌悬液和 100
 

μL
 

M9 低盐培养基的混合液。
1. 3. 3　 化学限定培养基与商业培养基的比较

1. 3. 3. 1　 化学限定
 

BS 琼脂和 HE 琼脂的制备

先按照最适浓度的 10 倍单独配制氨基酸混合

液、维生素混合液和无机盐混合液。 取氨基酸混合

液、维生素混合液、无机盐混合液各 100
 

mL 与其他

物质混合,最终培养基体积为 1
 

000
 

mL。
1. 3. 3. 2　 生长指数( G 值)测定

参照国标 GB
 

4789. 28—2013 [ 8] 。 目标菌和非

目标菌半定量方法分别采用 16 分法和 6 分法。 使

用 1
 

μL 接种环分别取大肠杆菌 ATCC
 

25922、鼠

伤寒沙门菌 ATCC
 

14028 和伤寒沙门氏菌 CMCC
 

50071 菌悬液 1 环,在待测的培养基表面划十六条

或六条直线。 36
 

℃ 下培养 24
 

h 后按以下方法计

算细菌的生长指数 G。 每条有比较稠密菌落生长

的划线则 G 为 1。 如果仅一半的线有稠密菌落生

长,则 G 为 0. 5。 如果划线上没有菌落生长、生长

量少于划线的一半或菌落生长微弱,则 G 为 0。 记

录每个平板的得分总和即为 G。 以 TSA 为三种质

控菌株的参考培养基。
1. 4　 数据分析

单因素方差分析采用
 

SPSS
 

17. 0
 

软件中的邓肯

多重比较法,使用 Sigmaplot
 

12. 5 绘图。

2　 结果

2. 1　 合成营养素的优化

2. 1. 1　 初筛

本实验以 M9 低盐培养基为对照,分别探讨了

添加单 一 氨 基 酸、 维 生 素 或 无 机 盐 对 大 肠 杆 菌
 

ATCC
 

25922 生长特性的影响。 在 0
 

h 时,对照菌悬

液和合成营养素菌悬液的 OD595 值均为 0. 04 ~ 0. 05
(结果未显示) ,在 48

 

h 时,对照菌悬液的 OD595 值

仍为 0. 04 ~ 0. 05,而不同合成营养素的菌悬液 OD595

值发生明显变化,图 1 和 2 中 ΔOD 值为合成营养素

菌悬液 OD 值与对照菌悬液 OD 值的差值。 除了丝

氨酸( Ser) 、赖氨酸盐酸盐 ( Lys) 和异亮氨酸 ( Ile)

外,其他氨基酸都能促进大肠杆菌生长;但是每种

氨基酸的作用效果不同,其中天冬氨酸( Asp) 、天冬

酰胺 ( Asn ) 和缬氨酸 ( Val) 的作用最为明显 ( 图

1B) ,48
 

h 时菌液 ΔOD595 值均高于 0. 1。 随着氨基

酸浓度 的 逐 渐 增 大, 添 加 甘 氨 酸 ( Gly ) 、 精 氨 酸

( Arg) 、缬氨酸、天冬氨酸或天冬酰胺的培养基菌浓

度先增大后减小。 添加谷氨酸 ( Glu ) 、 半胱氨酸

( Cys)或谷氨酰胺( Gln)的培养基,菌浓度和营养物

浓度呈正相关,但羟脯氨酸( Hyp) 、色氨酸( Trp) 或

亮氨酸( Leu)却呈负相关。

注:同种氨基酸的不同字母代表存在显著性差异(P<0. 05) ;
Pro-脯氨酸,Phe-苯丙氨酸,Met-蛋氨酸,His-组氨酸,Thr-苏氨酸,

Tyr-脱水酪氨酸二钠盐,Gly-甘氨酸,Arg-精氨酸,Val-缬氨酸,
Asn-天冬酰胺;Asp-天冬氨酸,Gln-谷氨酰胺,Hyp-羟脯氨酸,

Cys-半胱氨酸,
 

Gln-谷氨酰胺,Trp-色氨酸,Leu-亮氨酸

图 1　 不同浓度氨基酸对大肠杆菌 ATCC
 

25922 生长的

影响(48
 

h)
Figure

 

1　 Effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

amino
 

acids
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

Escherichia
 

coli
 

ATCC
 

25922
 

(48
 

h)
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注:同种维生素的不同字母代表存在显著性差异(P<0. 05) ;VB11 -

叶酸,CC-氯化胆碱,PABA-对氨基苯酸,VB6 -盐酸吡哆醇,NA-烟酰

胺,VB12 -钴胺素,Ⅱ-
 

i-肌醇,VB1 -盐酸硫胺,VB2 -核黄素

图 2　 不同浓度维生素对大肠杆菌 ATCC
 

25922 生长的

影响(48
 

h)
Figure

 

2　 Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

vitamins
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

Escherichia
 

coli
 

ATCC
 

25922
 

(48
 

h)

除了尼克酸( VB5 )和生物素( VB7 ) 外,其他维生

素都能促进大肠杆菌生长,其中盐酸硫胺 ( VB1 ) 和

核黄素( VB2 ) 的作用效果最强( 图 2) ,48
 

h 时菌液

ΔOD595 值均大于 0. 1。 随着盐酸硫胺或核黄素浓度

的逐 渐 增 大, 菌 浓 度 先 增 加 后 减 少。 随 着 叶 酸

( VB11 )或肌醇 ( Ⅱ ) 浓度的逐渐增大,菌浓度逐渐

下降。
硝酸钙( CN) 、硫酸镁( MS)和氯化钾( PC)都能

促进大肠杆菌生长(图 3) 。 随着硝酸钙浓度的逐渐

增大,菌浓度逐渐增大。

注:同种无机盐的不同字母代表存在显著性差异(P<0. 05) ;

CN-Ca( NO3 ) 2 ,MS-MgSO4 ,PC-KCl

图 3　 不同浓度无机盐对大肠杆菌 ATCC
 

25922 生长的

影响(48
 

h)
Figure

 

3　 Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

inorganic
 

salts
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

Escherichia
 

coli
 

ATCC
 

25922
 

(48
 

h)

　 　 综合以上单因素初筛的实验结果,谷氨酸、谷

氨酰胺、半胱氨酸、硝酸钙、亮氨酸、色氨酸、羟脯氨

酸、叶酸或肌醇需开展复筛实验。
2. 1. 2　 复筛

为探寻初筛实验中 9 种营养物质的最适生长浓

度,开展了复筛实验,结果如图 4 所示,当亮氨酸、羟
脯氨酸和肌醇浓度在 0. 25 ×时,色氨酸和叶酸浓度

在 0. 5×时,谷氨酸、胱氨酸和硝酸钙浓度在 2 ×时,
谷氨酰胺浓度在 4×时,菌液 OD595 值分别达到最大

值。 因此,经过两次单因素优化实验,确定了 35 种

营养物质的最适浓度,其结果如表 1 所示。

注:同种物质的不同字母代表存在显著性差异(P<0. 05) ;CN-Ca( NO3 ) 2 ,Glu-谷氨酸,Cys-半胱氨酸,Gln-谷氨酰胺,

VB11 -叶酸,Trp-色氨酸,Leu-亮氨酸,Ⅱ-
 

i-肌醇,Hyp-羟脯氨酸

图 4　 不同浓度营养物质对大肠杆菌 ATCC
 

25922 生长的影响(48
 

h)
Figure

 

4　 Effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

nutrients
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

Escherichia
 

coli
 

ATCC
 

25922
 

(48
 

h)

2. 2　 化学限定 HE
 

和市售 HE
 

琼脂的比较

经过 24
 

h 培养,3 种质控菌株在 TSA 培养基

上长势良好, G 值均为 16 或 6,说明菌种生长正

常。 菌株 ATCC
 

14028 在化学限定 HE 琼脂上的

G 值为 7. 33±0. 57(表 2) ,菌落呈绿蓝色,有明显

黑心,表现出典型的沙门氏菌特征( 图 5A-D) 。 与

市售 HE 琼脂相比,菌株 CMCC
 

50071 在化学限定

HE 琼脂生长状况稍弱,但是 G 显著高于 6。 菌株

ATCC
 

25922 在 化 学 限 定 HE 琼 脂 上 的 G 值 为

5. 33,菌落呈橙红色,有胆酸盐沉淀,与市售 HE 琼
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注:A-D 分别是 ATCC
 

14028、E-H
 

分别是 CMCC
 

50071、
 

I-M 分别

是 ATCC
 

25922 生长在杭州滨和、广东环凯、化学限定和

广东环凯 TSA

图 5　 化学限定 HE
 

和市售 HE 琼脂上的菌株生长情况

Figure
 

5　 Growth
 

of
 

strains
 

on
 

chemically
 

defined
 

HE
 

and
 

commercial
 

HE
 

agar

表 2　 市售 HE 和化学限定 HE 琼脂的菌株 G 值

Table
 

2　 Growth
 

index
 

of
 

strains
 

in
 

chemically
 

defined
 

HE
 

and
 

commercial
 

HE
 

agar
培养基 ATCC

 

14028 CMCC
 

50071 ATCC
 

25922
杭州滨和 HE 琼脂 15. 33±0. 57 a 12. 83±0. 28 a 6. 00±0. 00 a

广东环凯 HE 琼脂 8. 50±0. 50b 13. 66±0. 57 a 5. 50±0. 50 ab

化学限定 HE 琼脂 7. 33±0. 57 c 9. 66±0. 57b 5. 33±0. 29b

注:同样菌株的不同字母代表存在显著性差异(P<0. 05)

脂无明显差异 ( 图 5E-H) ,均表现出典型的大肠杆

菌特征。
2. 3　 化学限定 BS 琼脂和市售 BS 琼脂的比较

经过 24
 

h 培养,3 种质控菌株在 TSA 培养基上

长势良好, G 值均为 16 或 6,说明菌种生长正常。
菌株 ATCC

 

14028 在化学限定 BS 琼脂上的 G 值为

15. 33±0. 57 ( 表 3) ,菌落呈黑色,有金属光泽 ( 图

6A-D) ,表现出典型的沙门氏菌特征。 菌株 CMCC
 

50071 在 化 学 限 定 BS 琼 脂 上 的 G 值 为

12. 66±0. 57,生长情况良好。 菌株 ATCC
 

25922 在

化学限定 BS 琼脂上不生长,符合大肠杆菌在 BS 琼

脂上的典型特征。

表 3　 化学限定 BS
 

和市售 BS
 

琼脂的菌株 G 值

Table
 

3　 Growth
 

index
 

of
 

strains
 

in
 

chemically
 

defined
 

BS
 

and
 

commercial
 

BS
 

agar
培养基 ATCC

 

14028 CMCC
 

50071 ATCC
 

25922
杭州滨和 BS

 

琼脂 11. 16±0. 28b 13. 33±0. 57 a —
广东环凯 BS

 

琼脂 8. 66±0. 57 c 11. 66±0. 57b —
化学限定 BS

 

琼脂 15. 33±0. 57 a 12. 66±0. 57 ab —
注:“ —”表示

 

无菌落生长;同样菌株的不同字母代表存在显著性差
异(P<0. 05)

3　 讨论

培养基的组成成分及其浓度影响细胞生长、发
酵特性和生物膜形成 [ 9-10] ,其中的碳源和氮源对细

注:A-D 分别是 ATCC
 

14028、E-H
 

分别是 CMCC
 

50071、
 

I-M 分别是

ATCC
 

25922 生长在杭州滨和、广东环凯、化学限定和广东环凯 TSA

图 6　 化学限定 BS
 

和市售 BS
 

琼脂上的菌株生长情况

Figure
 

6　 Growth
 

of
 

strains
 

on
 

chemically
 

defined
 

BS
 

and
 

commercial
 

BS
 

agar

菌生长尤为重要,SELVARASU 等 [ 11] 发现大肠杆菌

DH5α 在指数生长时期(发酵 8
 

h 以内)存在严格的

丝氨酸、天冬氨酸、谷氨酸消耗顺序,而在指数生长

末期和稳定期时,其他氨基酸才被消耗,但不能耗

尽。 在酸水解酪蛋白或蛋白胨肉汤培养基也出现

了类似的氨基酸消耗顺序 [ 12-13] 。 而在本实验中,丝
氨酸却对大肠杆菌的生长没有促进作用,分析可能

的原因为:( 1) 使用的化学限定培养基与天然培养

基完全不同;(2)菌种间存在代谢差异。
氨基酸能通过分解代谢形成丙酮酸、 草酰乙

酸、α-酮戊二酸等物质进入三羧酸循环形成能量或

其他氨基酸 [ 14] ,不同氨基酸的转化途径不同,如苏

氨酸和甘氨酸可形成丝氨酸,后者转化成丙酮酸;
天冬氨酸或天冬酰胺可以转化为草酰乙酸;脯氨

酸、精氨酸和组氨酸可转化成谷氨酸,后者可转化

成 α-酮戊二酸。 可能某些氨基酸如天冬氨酸可直

接进入三羧酸循环,更加有利于菌群生长,导致 48
 

h
时在含有天冬氨酸培养液的菌浓度明显地高于其

他氨基酸。 YANG 等 [ 15] 发现细菌生长过程对大多

数氨基酸表现出偏好响应,但是对异亮氨酸、亮氨

酸、色氨酸和缬氨酸却表现出明显的排斥响应,这

些物质在高浓度下能够影响其他氨基酸的合成从

而抑制细菌的生长。 本实验中发现异亮氨酸不能

促进大肠杆菌 ATCC
 

25922 生长,而缬氨酸能显著

地促进大肠杆菌 ATCC
 

25922 生长,说明不同菌株

在氨基酸偏好上存在着差异。
盐酸硫胺或核黄素能最大限度地促进大肠杆

菌的生长,这可能与其能参与微生物糖代谢密切相

关,因为盐酸硫胺是葡萄糖代谢中关键酶的辅助因

子,而核黄素参与糖、蛋白质和脂肪酸代谢 [ 16] 。
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在同一菌株下,培养基成分对其生长有显著的

影响;而在同一化学限定培养基下,不同属受试菌

株甚至同属不同种受试菌株的生长情况也存在差

异。 COCAIGN-BOUSQUET 等 [ 17] 研究发现尽管大多

数乳酸乳杆菌的营养需求非常相似,但是乳源乳酸

乳杆菌比植物源乳酸乳杆菌营养要求更高。 CHEN
等 [ 18] 比较了 5 种凝结芽孢杆菌在最低化学限定培

养基上的生长情况,发现凝结芽孢杆菌 HL5、102B
和 ATCC7050 生长良好,但凝结芽孢杆菌 36D1 和

P4-102B 几乎不生长,说明最低化学限定培养基中

缺少后两种菌株生长所必需的营养物质。 为了确

保质构菌株大肠杆菌 ATCC
 

25922 在化学限定 BS
琼脂上无法生长的原因是煌绿和亚硫酸钠的抑制

作用而非缺乏营养物质,本研究首先针对 ATCC
 

25
 

922 开展了氨基酸、维生素和无机盐的促生长优化

实验,由此得出的最佳营养物质浓度不一定是促进

沙门氏菌 ATCC
 

14028 和 CMCC
 

50071 生长的最适

浓度,从后续的化学限定 HE 和 BS 琼脂实验结果也

印证了这一点。 虽然两种沙门氏菌在化学限定 HE
和 BS 琼 脂 上 的 生 长 指 数 均 达 到 了 国 标 GB

 

4789. 28—2013 的要求,但是 ATCC
 

14028 在化学限

定 HE 琼脂上的生长指数仅为 7. 33,其生长能力还

有很高的提升空间,后续实验可以进一步优化化学

限定培养基组分及其浓度。
除了丝氨酸、赖氨酸盐、异亮氨酸、尼克酸和生

物素外,其他 29 种营养物质均都能促进大肠杆菌
 

ATCC
 

25922 生长,但是每种物质作用效果不同,其
中天冬氨酸、天冬酰胺、缬氨酸、盐酸硫胺和核黄素

的作用最好。 通过对 20 种氨基酸、11 种维生素和 4
种无机盐的单因素优化,并取代牛肉膏和蛋白胨,制
作化学限定 HE 琼脂和 BS 琼脂培养基,经过大肠杆

菌 ATCC
 

25922、鼠伤寒沙门氏菌 ATCC
 

14028 和伤寒

沙门氏菌 CMCC
 

50071 的实验验证,证明化学限定

HE 琼脂和 BS 琼脂培养基均符合国标 GB
 

4789. 28—
2013 的质量要求,能为我国食品致病微生物纯化学

参考培养基的开发提供一定的参考数据。
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