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摘要 目的：考察Bcc以及Bcc与干扰菌的混合物在不同的增菌培养基中能否生长和增殖；探讨不同的

Bcc菌种对增菌培养基的营养需求和抗生素的耐受是否存在差异。方法：将Bcc的代表菌株、干扰菌以及

Bcc与干扰菌的混合物分别接种至TSB、10倍稀释的TSB、添加10 mg·L-1庆大霉素的TSB和添加250000 

U·L-1多粘菌素B的TSB中培养，划线分离至选择性培养基上观察结果，并对可疑菌落进行分离和鉴

定。结果：只接种Bcc的4种增菌培养基均能使之良好地增殖。低量的Bcc（约102 cfu）与高量的干扰菌

（104 cfu）的混合接种，除了神秘伯克霍尔德菌CMCC（B）23010外，4种增菌培养基能使Bcc增殖并被

检出。结论：添加抗生素的TSB与未添加抗生素的相比没有表现出明显的优势。TSB可以作为Bcc检验时

的增菌培养基使用。生长缓慢且活力弱的Bcc菌株在特定条件下有可能会被漏检。
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Study on the Growth of Burkholderia cepacia Complex (Bcc) and Interfering 
Bacteria in Diff erent Pre-incubation Media
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China; 2. Siping Institute for Food and Drug Control, Siping 136000, China; 3. Suzhou Institute for Drug 
Control, Suzhou 215000, China)

Abstract   Objective:   To investigate whether Bcc could grow and proliferate in diff erent Pre-incubation media 
and mixed with interfering strains, and discuss whether there are differences in nutritional requirements and 
antibiotic tolerance of diff erent Bcc strains for pre-incubation media. Methods: The representative strains of Bcc, 
interfering strains, the mixture of Bcc and interfering strains were inoculated into TSB, 1/10 TSB, TSB added 
with 10 mg·L-1 gentamicin and TSB added with 250000 U·L-1 polymyxin B, respectively. Cultures streaked and 
separated on selective medium, and suspicious colonies were isolated and identified. Results: All Bcc strains 
grew well in the four diff erernt incubation media. Except Burkholderia aenigmatica CMCC(B)23010, when the 
low amount of Bcc (about 102 cfu) and high amount of interfering bacteria (104 cfu) were mixed inoculated, Bcc 
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proliferated in all 4 kinds of incubation media were detected. Conclusion: TSB with antibiotics did not show 
signifi cant advantage compared with those without antibiotics for pre-incubation of Bcc. TSB could be used as an 
enrichment medium for Bcc testing. Bcc strains with slow growth or low viability could be missed under certain 
conditions.
Keywords:   Burkholderia cepacia Complex (Bcc); detection method; pre-incubation; proliferation; growth

洋葱伯克霍尔德菌群（Burkholderia cepacia 
Complex，Bcc）检查的目的是判断非无菌产品及

其原辅料、中间产品、生产环境、水系统等供试

品里是否存在Bcc。《中华人民共和国药典》（以

下简称《中国药典》）中各类控制菌检查的第一

步是将待检样品的供试液经过液体培养体系进行

增菌培养，其目的是使潜在目标菌恢复生长并增

殖，再进行选择和分离培养，进一步识别是否存

在目标菌[1-2]。在研究Bcc的检验方法时，增菌培养

基的选择和增菌效果的评估至关重要。一方面，

当检验样品只含有目标菌时，增菌培养应能使其

生长繁殖，另一方面，当检验样品含有目标菌和

其他非目标菌的混合污染时，增菌培养仍能使目

标菌恢复生长并增殖至一定数量，从而达到选择

和分离培养的检测要求。为了研究混合污染时非

目标菌对目标菌生长的干扰，进行了Bcc及非Bcc

在不同增菌培养基中的竞争生长研究。

药品生产过程中的原辅料、中间产品、环

境、终产品里存在的微生物，通常处于对寡养、干

燥、消毒剂等的应激状态[3]。Bcc通常会在制药行

业的水系统中出现，因此污染Bcc的高风险制剂是

水基质产品[4-11]。Bcc在水系统这类低温、寡养的环

境中易形成生物膜并能够长期定植，且能够在纯水

中生存数月[12-13]。因此，增菌培养时的营养条件、

抗生素添加情况、其他菌的干扰等均会对Bcc的生

长增殖产生影响。本研究以《中国药典》中常见的

控制菌（选择兼性需氧细菌）、Bcc近缘菌种、水

系统中常见菌种为干扰微生物，与Bcc代表菌株混

合预培养，考察在不同的增菌培养基中Bcc是否能

够恢复和增殖，探讨不同的Bcc菌株对增菌培养基

的营养需求和抗生素耐受是否存在差异。

1   仪器与材料
1.1   仪器

电子天平（Sartorius CPA2202S-DS）、生

物安全柜（Nuaire NU-437-600S）、生化培养

箱（Yamato INC821C）、高压灭菌器（Yamato 

SQ810C）、比浊仪（BD Crystalspec Nepheloneter）。

1.2   培养基

0 . 9 % 无 菌 氯 化 钠 溶 液 （ 石 家 庄 四 药 有 限

公司，每瓶500 mL）、胰酪大豆胨琼脂培养基

（TSA）（上海诺狄生物科技有限公司，预制平

板）、胰酪大豆胨液体培养基（TSB）（Merck，

每瓶100 mL）、硫酸庆大霉素（SERVA）、多粘

菌素B（标准品0313-9809）、洋葱伯克霍尔德菌

群选择性培养基1号（北京三药科技开发公司，每

瓶250 g）、洋葱伯克霍尔德菌群选择性培养基1号

添加剂（北京三药科技开发公司，每盒10支）、洋

葱伯克霍尔德菌群选择性培养基2号（自制）、洋

葱伯克霍尔德菌群选择性培养基2号添加剂（北京

三药科技开发公司，每盒10支）

1.3   菌种

B c c 标 准 菌 株 ： 洋 葱 伯 克 霍 尔 德 菌

（Burkholderia cepacia）CICC10857=ATCC25416、

洋葱伯克霍尔德菌（Burkholderia cepacia）CMCC

（B）23005、新洋葱伯克霍尔德菌（Burkholderia 
cenocepacia）CMCC（B）23006、神秘伯克霍尔

德菌（Burkholderia aenigmatica）CMCC（B）

23010。

干 扰 组 1 ： 铜 绿 假 单 胞 菌 （ P s e u d o m o n a s 
aeruginosa）CMCC（B）10104、大肠埃希菌

（Escherichia coli）CMCC（B）44102、金黄色

葡萄球菌（Staphylococcus aureu）CMCC（B）

26003。

干扰组2：唐菖蒲伯克霍尔德菌（Burkholderia 
gladioli）CICC10574、乌拉姆类伯克霍尔德菌

（Paraburkholderia unamae）CICC10406、热带

类伯克霍尔德菌（Paraburkholderia tropica）

CICC10405。

干扰组3：少动鞘氨醇单胞菌（Sphingomonas 
paucimobilis）YP20190200、Pseudochrobactrum 
asaccharolyticum YP20190202、嗜麦芽窄食单胞菌

（Stenotrophomonas maltophilia）DT17。
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上述CICC菌种来自中国工业微生物菌种保藏

管理中心，CMCC菌种来自中国医学细菌保藏管理

中心，其他编号菌种分离来自本实验室纯化水或

样品。

2   方法
2.1   培养基的制备

按照脱水培养基制备说明以及《中国药典》

2020年版四部通则1105非无菌药品微生物限度检

查法：微生物计数法[1]的要求进行TSB的配制。1倍

体积的TSB加入9倍体积的纯化水，得到10倍稀释

的TSB。上述培养基采用121℃湿热灭菌15 min，

备用。 

 庆大霉素和多粘菌素B用无菌纯化水制备成适

宜浓度的母液（庆大霉素母液浓度10 mg·mL-1，

多粘菌素B母液浓度250000 U·mL-1），过滤除菌

备用。

 将上述抗生素溶液添加至灭菌后的TSB培养

基，得到添加庆大霉素（终浓度10 mg·L-1）的

TSB和添加多粘菌素B（终浓度250000 U·L-1）的

TSB。

 洋葱伯克霍尔德菌群选择性培养基1号（以下

简称Bcc-1号）的配方与美国药典43<60>[4]的选择

性培养基一致，按照培养基说明制备并添加相应添

加剂；洋葱伯克霍尔德菌群选择性培养基2号（以

下简称Bcc-2号）为自制。

2.2   菌液制备

将“1.3”节中所述的菌株分别划线接种至TSA

平板，33℃培养18~24 h，挑取单菌落至0.9%无

菌氯化钠溶液中，混匀；用比浊仪制备成适宜浓

度的菌悬液，以0.9%无菌氯化钠溶液为稀释液，

10倍梯度稀释成适宜浓度（不大于100 cfu·mL-1

或104 cfu·mL-1）菌液备用，其中Bcc菌株制备浓

度为不大于100 cfu·mL-1，干扰组菌株浓度为104 

cfu·mL-1。使用TSA培养基，以涂布法对各菌株的

接种量进行计数。

2.3   Bcc菌株、干扰菌株、Bcc菌株与干扰菌株混

合增菌培养

Bcc菌株：将不大于100 cfu的Bcc标准菌株分别

接种至100 mL的TSB、10倍稀释的TSB、添加庆大

霉素的TSB和添加多粘菌素B的TSB中，置于33℃培

养24~72 h。

干扰菌株：将约10 4 c fu的各干扰组菌株分

别接种至上述4种增菌培养基中，置于33℃培养

24~72 h。

混合菌：将不大于100 cfu的CICC10857菌液

与104 cfu的干扰组1菌液接种至同一种增菌培养基

中，置于33℃培养24~72 h，上述4种培养基同法处

理。同法进行干扰组2和干扰组3的试验。其他Bcc

菌株同CICC10857处理。

2.4   选择与分离培养

将“2.3”节中的培养物划线接种至Bcc-1号和

Bcc-2号平板，置于33℃培养24~72 h，记录生长结

果，并将选择性培养基上生长的不同形态的菌落划

线至TSA培养基进行纯化。

2.5   鉴定

对上述纯化后的菌落用16S rDNA序列分析方

法进行鉴定。

3   结果
3.1   增菌培养基对Bcc的增菌能力

本研究由中国食品药品检定研究院（以下简

称中检院）、四平市食品药品检验所（以下简称四

平所）和苏州市药品检验检测研究中心（以下简称

苏州中心）分别按照“2.3”节试验方法进行平行

试验，最终将3家单位的结果汇总分析，以TSB、

10倍稀释的TSB、添加庆大霉素的TSB和添加多粘

菌素B的TSB为增菌培养基的研究试验结果分别见

表1~表4。

由表中结果可知，在TSB、10倍稀释的TSB、

添加10 mg·L -1庆大霉素的TSB、添加250000 

U·L-1多粘菌素B的TSB中，Bcc菌株均能获得良好

的增殖，在选择性培养基上呈现典型菌落生长。由

于各菌株的接种量存在一定的变化，同时试验结果

受菌株生长状态、培养基制备、培养基放置时间等

因素影响，因此3家单位在部分试验结果上存在一

定差异。

3.2  增菌培养基对与干扰菌混合后的Bcc的增菌

能力

以TSB作为增菌培养基。CICC10857、CMCC

（B）23005、CMCC（B）23006均能在与干扰组

1、2、3的混合培养中获得增殖，2种选择性培养基

上均有相应Bcc菌落生长。

CMCC（B）23010在与干扰组1混合时，3家单

位在2种选择性培养基上均无Bcc生长；在与干扰

组2混合时，Bcc-1号选择性培养基上可检出Bcc，
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Bcc-2号结果不稳定，其中3家单位有2家检出，另

1家则分离出干扰菌Burkholderia gladioli；在与干

扰组3混合时，Bcc可在Bcc-1号培养基上检出。试

验结果见表1。

以10倍稀释的TSB作为增菌培养基时，包括

CMCC（B）23010在内的4株Bcc在与干扰组1、2、

3混合培养后都能得到有效的增殖，且在2种选择性

培养基上生长被检出。这说明，与TSB相比低营养

的10倍稀释的TSB更利于CMCC（B）23010在混合

菌中的竞争增殖。试验结果见表2。 

3.3   添加抗生素的增菌培养基对与干扰菌混合后

的Bcc的增菌能力

Bcc天然多重耐药，因此选择Bcc能够耐受的

庆大霉素和多粘菌素B作为添加抗生素[12-13]，添加

的量参考美国药典43<60>[4]、进出口检验检疫标准

SN/T 4684-2016[14]中的抗生素浓度，即10 mg·L-1

的庆大霉素和250000 U·L-1的多粘菌素B。理论上

添加了上述抗生素的增菌培养基能够支持Bcc的生

长，且一定程度上抑制其他微生物的生长。

试验结果表明，添加庆大霉素的TSB能够很好

地抑制干扰组1试验菌的生长，一定程度抑制干扰

组2试验菌的生长，但是对干扰组3试验菌生长的抑

制作用不强。在对混合菌增菌培养的情况下基本不

影响Bcc的检出，只有在CMCC（B）23010与干扰

组3混合培养时，在后续的选择性培养中有1家单位

在Bcc-1号上不能检出Bcc，有2家单位在Bcc-2号

上不能检出Bcc，试验结果见表3。

同样，添加多粘菌素B的TSB对干扰组1和干扰

组2的试验菌生长有一定的抑制作用，对干扰组3试

验菌的抑制作用不强。在对混合菌的增菌培养情况

下基本不影响Bcc的检出。CMCC（B）23010与干

扰组3混合培养时，在Bcc-1号上3家单位均能检出

Bcc，在Bcc-2号上有1家单位不能检出Bcc，试验

结果见表4。

4   讨论
本试验是研究微生物在培养基上的生长情

况，且有混合菌的接种、培养基添加抗生素的情

况，因此试验结果受多种因素影响可能存在一定的

可变性，例如各菌株的接种量存在一定的变化，试

验结果受菌株生长状态、培养基配制、培养基放置

时间等因素影响。由于上述原因，本研究由中检

院、四平所和苏州中心3家单位进行平行试验，并

将3家单位的结果汇总后加以分析。

本研究设置了3个干扰组，干扰组1包括《中

国药典》常见控制菌的标准菌株[1-2]：铜绿假单胞

菌，该菌为革兰氏阴性杆菌，与Bcc有近似的生长

特性和抗生素耐受特性，也能够在水系统中形成生

物膜；大肠埃希菌为革兰氏阴性杆菌，是粪便污染

的指示菌；金黄色葡萄球菌为革兰氏阳性球菌，是

人皮肤表面正常菌群的代表菌。干扰组2包括与Bcc

近源的菌种：唐菖蒲伯克霍尔德菌、乌拉姆类伯克

霍尔德菌和热带类伯克霍尔德菌。其中，唐菖蒲伯

克霍尔德菌是食品中引起食物中毒甚至死亡的有害

病原菌[15-16]，且在食品安全国家标准中已经收载了

该菌的检验方法[17]。干扰组3包括水系统中常见污

染菌[18-19]：少动鞘氨醇单胞菌、Pseudochrobactrum 
asaccharolyticum、嗜麦芽窄食单胞菌，其中有文

献报道[20]表明嗜麦芽窄食单胞菌可在Bcc选择性培

养基上生长。

试验模拟了干扰菌株与Bcc在较极端的条件下

于不同培养基中混合培养的过程，即干扰菌株的接

种量约为104 cfu水平，同时Bcc的接种量为不大于

102 cfu水平，前者的接种量约是后者的100倍。不

同的Bcc菌株在各培养体系中的竞争能力不同，经

过72 h培养之后，将培养物接种至选择性培养基进

行选择性分离，并对疑似菌落进行鉴定，以确定

Bcc菌株是否能在培养体系中得到充分增殖，以及

该培养基是否适用于Bcc检查方法中的培养环节。

神秘伯克霍尔德菌常分离于环境（例如土

壤、水体等）、工业产品（包括药品、化妆品

等），也有从临床样本（病人的脑脊液、囊性纤维

化患者的肺）中分离的情况，在Bcc的选择性培养

基上能够生长[21-22]。与其他几株Bcc的典型菌种相

比，本试验所用CMCC（B）23010株在TSA和TSB

中生长较为缓慢，在相同的培养温度和时间条件下

于TSA上的菌落较小。本研究发现在其与干扰菌混

合培养时，特别是干扰菌为Bcc近源菌种或水系统

常见污染菌时，出现无法增殖并无法被检出的情

况。该试验结果提示，在实际样品的检验过程中，

如果存在生长缓慢、活力较弱的Bcc，而且同时存

在被高浓度的非Bcc干扰的情况下，在增菌培养和

选择性培养时会出现被漏检的可能性。
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总 之 ， 对 于 只 接 种 B c c ， 4 种 增 菌 培 养 基

（TSB、10倍稀释的TSB、添加10 mg·L-1庆大霉

素的TSB、添加250000 U·L-1多粘菌素B的TSB）

均能使之良好地增殖。对于低量的Bcc（不大于102 

cfu）与高量的干扰菌（104 cfu）的混合物，除了神

秘伯克霍尔德菌CMCC（B）23010外，4种增菌培

养基能够使Bcc增殖并被检出。添加抗生素的TSB

与未添加抗生素的相比没有表现出明显的优势。
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