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不同动物血液对流感嗜血杆菌生长影响的研究
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摘要: 目的 比较不同动物血液制备的巧克力平板在不同的储存温度下对流感嗜血杆菌的影响。方法 用羊血和兔

血分别制备成巧克力平板，同时以国内厂家Ⅰ和厂家Ⅱ的平板作对照，分别放置在冷库 ( 4 ℃ ) 、常温 ( 25 ℃ ) 、高温
( 42 ℃ ) 3 种不同的储存条件下，在 3 个月的保质期内不同的时间点，分别接种流感嗜血杆菌，比较各配方上其菌落大小

和生长率。结果 放置在冷库的羊血制备的巧克力平板上流感嗜血杆菌菌株生长良好，放置在常温下的平板 1 个月后

菌落变小，2 个月后菌落不生长，放置在高温下的平板 1 周后流感嗜血杆菌不生长。而兔血制备的巧克力平板在不同储

存条件下对流感嗜血杆菌生长差异无统计学意义 ( P ＞ 0． 05 ) 。厂家Ⅰ在 4 ℃ 和 25 ℃ 储存 1 个月后菌落明显变小，

42 ℃1 周后无生长。厂家Ⅱ在 4 ℃、25 ℃、42 ℃储存后菌落大小差异无统计学意义( P ＞ 0． 05 ) ，但生长率明显降低。
结论 兔血制备的巧克力平板质量稳定，优于羊血所制备的平板和国内同类产品。
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Study on the effect of different animal blood on the growth
of Haemophilus influenzae
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* Guangdong Huankai Microbial Science and Technology Corporation Limited，Guangzhou，Guangdong 510663，China

Abstract: Objective To study the effect of chocolate plate prepared by different animal blood at different storage temperatures
on the growth of Haemophilus influenzae ( Hi) ． Methods The chocolate plates prepared with sheep and rabbit blood were
placed in three different storage conditions: cold storage，room temperature and high temperature，meanwhile，with plates from
domestic factoryⅠand Ⅱ for comparison． Inoculating the dilution of Hi on the chocolate plate and comparing the colony size and
growth rate at different time points within 3 months of the shelf life． Ｒesults Hi grew well on the chocolate plate made with
sheep blood under cold storage condition． Hi colony shrank in 1 month and even stopped growing in 2 months at room tempera-
ture． The growth of Hi did not obviously change on the chocolate plate made by rabbit blood under different storage conditions，
with the difference statistically significant( P ＞ 0． 05) ． Colony size of Hi on the chocolate plates from factory I shrank after stored
at 4 ℃ and 25 ℃ for 1 month and even totally be inhibited at 42 ℃ just for 1 week． Colony size of Hi on the chocolate plates
from factory Ⅱ did not obviously change after stored at 4 ℃，25 ℃ and 42 ℃，with the differences statistically significant( P ＞
0． 05) ，but the productivity ratio decreased significantly． Conclusion The quality of the chocolate plate prepared by rabbit
blood was stable，which is better than that of the plates by sheep blood and domestic similar products．
Key Words: Chocolate plate; Haemophilus influenzae; Temperature; Animal blood

流感嗜血杆菌( Haemophilus influenza) 是引起婴
幼儿脑膜炎、肺炎等急性呼吸道传染病的主要病原
体。由于该菌生长必需依赖 X 因子( 正铁血红素) 、V
因子( 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸) ，对培养基的营养要求
特殊，给临床分离、培养流感嗜血杆菌及诊断带来了很
大的困难［1］。巧克力平板是常见的分离流感嗜血杆菌
的培养基，实际检测中由于 V 因子在常温或者高温条
件下很容易失去效应，导致流感嗜血杆菌在巧克力平

板上不生长，经常被漏检。本文通过研究不同动物血
液制备的巧克力平板在不同温度下储存后，对流感嗜
血杆菌生长的影响，为巧克力平板的制备提供参考。

1 材料与方法

1． 1 菌株 流感嗜血杆菌 ATCC10211 本实验室保
存; 分离菌株: 5 株流感嗜血杆菌分离菌株 FSCC ( I)
162001、FSCC( I) 162003、FSCC ( I ) 162004、FSCC ( I )
162005、FSCC( I) 162006 为本实验室分离鉴定。
1． 2 仪器与试剂 电热恒温培养箱( 广东环凯微生
物科技有限公司) ; 水浴锅( 广东环凯微生物科技有限
公司) 。哥伦比亚琼脂; 脱纤维兔血; 脱纤维羊血; 脱
纤维羊血; 万古霉素; 巧克力平板( 厂家Ⅰ批号: 2015-
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1002; 厂家Ⅱ批号: 20150929; HK: 改进新配方) 。
1． 3 方法
1． 3． 1 巧克力板的制备 按照使用说明配制哥伦比
亚琼脂并灭菌，放置至 78 ℃的水浴锅中，当温度稳定
后每哥伦比亚琼脂分别加入脱纤维羊血( a 北京、b 郑
州) 、脱纤维兔血( 郑州) ，恒温 10 min 后继续冷却，冷
却至 45 ℃ ～50 ℃加入万古霉素，充分摇匀后倾注平
板备用。
1． 3． 2 储 存 试 验 将 巧 克 力 板 分 别 置 于 冷 库
( 4 ℃ ) 、常温( 25 ℃ ) 、高温( 42 ℃ ) 3 种条件下存放，

高温放置 1 周后改为冷库储存。在 1 周、1 个月、2 个
月、3 个月 4 个时间点，分别比较流感嗜血杆菌在巧克
力平板生长的菌落数和大小。
1． 3． 3 菌悬液制备 将流感嗜血杆菌 ATCC10211
接种于巧克力平板中，( 35 ± 2) ℃ 5% CO2 培养 24 h
后，挑取菌落在无菌生理盐水中悬浮，制备含活菌数
为 3 × 102cfu /ml ～ 3 × 103 cfu /ml 的菌悬液，备用。
1． 3． 4 试验菌悬液的接种 各取上述菌悬液 0． 1 ml
分别螺旋接种至运输试验前后的各配方巧克力平板
上，每个配方做 3 个平行，于( 35 ± 2 ) ℃ 5% CO2 培
养 18 h ～ 24 h 后进行菌落计数。
1． 3． 5 比对试验 在流感嗜血杆菌 ATCC10211 标
准株基础上，增加 5 株流感嗜血杆菌的分离株。将前
2 次实验比较好的改进配方制备的巧克力板与国内厂
家的巧克力平板比较实验前后生物学效果。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 19． 0 软件，以 P ＜ 0． 05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2． 1 不同血液制备的巧克力在不同温度下对流感嗜

血杆菌的菌落大小和生长率影响 羊血配置的巧克
力板在不同的储存条件下流感嗜血杆菌的生长率差
异显著，4 ℃下储存的巧克力平板在 3 个月内生物学
效果始终良好，25 ℃下储存的巧克力板在 1 个月后菌
落已经变小，2 个月以后流感嗜血杆菌不生长，42 ℃
下储存的巧克力平板在 1 周后菌落即已经不生长。
而兔血制备的巧克力板在不同储存温度下对流感嗜
血杆菌生长的差异较小。羊血、兔血巧克力平板在
4 ℃储存条件下对流感嗜血杆菌的生长差异无统计
学意义( P ＞ 0． 05) ，而在 25 ℃和 42 ℃储存条件下，马
血、兔血制备的巧克力板与羊血巧克力板差异有统计
学意义( P ＜ 0． 05) ( 表 1) 。
2．2 改进的配方巧克力板与国内同类产品的对比 在
4 ℃储存条件后 HK 的巧克力平板上流感嗜血杆菌菌
落大小优于厂家Ⅰ，生长率优于厂家Ⅱ。25 ℃存放 1
个月和 42 ℃存放 1 周后，HK 的巧克力平板在运输实
验后菌落数和菌落大小与 4 ℃ 冷库放置的巧克力平
板差异无统计学意义( P ＞ 0． 05) ，而厂家Ⅰ的巧克力
平板在 25 ℃放置下流感嗜血杆菌菌株明显变小，在

42 ℃放置后流感嗜血杆菌不生长。厂家Ⅱ的生长率
和菌落大小在各储存温度下对流感嗜血杆菌生长差
异无统计学意义 ( P ＞ 0． 05 ) ，但是生长率明显低于
HK 巧克力平板。流感嗜血杆菌在不同厂家的巧克力
平板上的比较具体见表 2。

表 1 流感嗜血杆菌在不同血液巧克力板上的

生长率和菌落大小

血液 储存时间 储存温度( ℃ ) 菌落数( cfu /ml) 菌落大小( mm)

羊血 1 周 4 208 0． 5 ～ 1

25 202 0． 5 ～ 1

42 0

羊血 b 1 周 4 205 0． 5 ～ 1

25 200 0． 5 ～ 1

42 0

兔血 1 周 4 204 0． 5 ～ 1

25 203 0． 5 ～ 1

42 189 0． 5 ～ 1

羊血 a 1 个月 4 156 0． 5 ～ 1

25 144 ＜ 0． 5

42 0

羊血 b 1 个月 4 154 0． 5 ～ 1

25 140 ＜ 0． 5

42 0

兔血 1 个月 4 155 0． 5 ～ 1

25 150 0． 5 ～ 1

42 149 0． 5 ～ 1

羊血 a 2 个月 4 108 0． 5 ～ 1

25 0

42 0

羊血 b 2 个月 4 106 0． 5 ～ 1

25 0

42 0

兔血 2 个月 4 105 0． 5 ～ 1

25 101 0． 5 ～ 1

42 98 0． 5 ～ 1

羊血 a 3 个月 4 137 0． 5 ～ 1

25 0

42 0

羊血 b 3 个月 4 139 0． 5 ～ 1

25 0

42 0

兔血 3 个月 4 138 0． 5 ～ 1

25 135 0． 5 ～ 1

42 134 0． 5 ～ 1
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表 2 流感嗜血杆菌在不同厂家的巧克力平板上的比较

菌株 厂家
储存温度

( ℃ )
储存时间

菌落数

( cfu /ml)
菌落大小

( mm)

ATCC10211 HK 4 1 个月 101 0． 5 ～ 1
25 1 个月 99 0． 5 ～ 1
42 1 周 95 0． 5 ～ 1

厂家Ⅰ 4 1 个月 103 ＜ 0． 5
25 1 个月 86 ＜ 0． 5
42 1 周 0

厂家Ⅱ 4 1 个月 52 0． 5 ～ 1
25 1 个月 49 0． 5 ～ 1
42 1 周 56 0． 5 ～ 1

FSCC( I) 162001 HK 4 1 个月 87 0． 5 ～ 1
25 1 个月 81 0． 5 ～ 1
42 1 周 83 0． 5 ～ 1

厂家Ⅰ 4 1 个月 82 ＜ 0． 5
25 1 个月 76 ＜ 0． 5
42 1 周 0

厂家Ⅱ 4 1 个月 57 0． 5 ～ 1
25 1 个月 50 0． 5 ～ 1
42 1 周 56 0． 5 ～ 1

FSCC( I) 162003 HK 4 1 个月 46 0． 5 ～ 1
25 1 个月 45 0． 5 ～ 1
42 1 周 46 0． 5 ～ 1

厂家Ⅰ 4 1 个月 41 ＜ 0． 5
25 1 个月 38 ＜ 0． 5
42 1 周 0

厂家Ⅱ 4 1 个月 30 0． 5 ～ 1
25 1 个月 26 0． 5 ～ 1
42 1 周 32 0． 5 ～ 1

FSCC( I) 162005 HK 4 1 个月 123 0． 5 ～ 1
25 1 个月 129 0． 5 ～ 1
42 1 周 116 0． 5 ～ 1

厂家Ⅰ 4 1 个月 116 ＜ 0． 5
25 1 个月 98 ＜ 0． 5
42 1 周 0

厂家Ⅱ 4 1 个月 68 0． 5 ～ 1
25 1 个月 65 0． 5 ～ 1
42 1 周 67 0． 5 ～ 1

FSCC( I) 162006 HK 4 1 个月 154 0． 5 ～ 1
25 1 个月 149 0． 5 ～ 1
42 1 周 147 0． 5 ～ 1

厂家Ⅰ 4 1 个月 128 ＜ 0． 5
25 1 个月 119 ＜ 0． 5
42 1 周 0

厂家Ⅱ 4 1 个月 88 0． 5 ～ 1
25 1 个月 80 0． 5 ～ 1
42 1 周 68 0． 5 ～ 1

3 讨 论

流感嗜血杆菌属于条件致病菌，主要引起人类急
性化脓感染及严重的继发感染，如急性咽炎、肺炎和
败血症等［2］。在我国临床标本的检验中，因受巧克力

琼脂质 量 的 影 响，流 感 嗜 血 杆 菌 的 分 离 率 一 直 偏
低［3 － 5］。修清玉、黎静华等人研究发现［6 － 7］，哥伦比
亚琼脂作为巧克力平板的基础培养基对流感嗜血杆
菌的检出率和菌落大小都较优，本文采用的也正是哥
伦比亚琼脂作为基础培养基。近 10 余年来，国内外
学者对此作了有益的探索，在有因子Ⅴ、Ⅹ的培养条
件下，流感嗜血杆菌易于生长。相关文献表明，马血、
羊血巧克力琼脂培养基做痰培养流感嗜血杆菌的检
出率差异有统计学意义［8 － 9］。但是也有研究显示直
接加入自制的 V、X 因子以满足流感嗜血杆菌对生长
因子的 需 求，流 感 嗜 血 杆 菌 在 此 培 养 基 上 生 长 良
好［10 － 12］。本研究发现，羊血巧克力板在运输实验前
可以达到马血和兔血的巧克力平板的效果，但是在常
温和高温放置一段时间后，马血和兔血的巧克力板明
显优于羊血的巧克力板。表明马血和兔血的巧克力
平板在运输和保质过程中性能比较稳定。

此外，流感嗜血杆菌的生长非常依赖 X、V 因子，

而 V 因子在新鲜血液中处于抑制状态，必需加热至
80 ℃ ～90 ℃，才能释放出来，并使血液中破坏 V 因子
的 NAD 酶失活［13 － 14］。因此巧克力板配置中对温度
的控制非常关键，温度过高、过低对巧克力板的质量
都有很大影响。各种巧克力平板通常都加入万古霉
素，以抑制革兰阳性菌生长，提高嗜血杆菌的分离率。
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