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食品能力验证中沙门氏菌的分离和鉴定 

颜  瑛 1*, 罗玉彬 1, 王文娟 1, 潘  影 1, 万承波 1, 李仕祥 2 

(1. 江西省产品质量监督检测院, 南昌  330029; 2. 江西出入境检验检疫局检验检疫综合技术中心, 南昌  330002) 

摘  要: 目的  为了提升实验室食品中沙门氏菌检测能力, 增强实验室竞争能力, 本实验室参加了中国食品药

品检定研究院组织的沙门氏菌检测能力验证活动。方法  依据中华人民共和国国家标准 GB 4789.4-2010, 采用

传统分离方法和血清学鉴定, 联合全自动微生物生化鉴定系统(VITEK2-compact)对分离出的疑似菌进行生化

鉴定。结果  编号为 CODE1样品+CODE1奶粉混合样检出纽波特沙门氏菌和科林德尔沙门氏菌, CODE3样品

+CODE3奶粉混合样检出维普拉沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌和埃科沙门氏菌, 其余 8个样品未检出。结论  顺

利完成本次能力验证活动。 
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Isolation and identification of Salmonella spp. in food during the 
proficiency testing 
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ABSTRACT: Objective  To strengthen the detection capability of Salmonella in food and improve the 

competition ability of laboratory, the laboratory participated in proficiency testing on Salmonella detection in 

foods by National Institutes for Food and Drug Control. Methods  Traditional separation and serological 

identification methods were carried out according to GB 4789.4-2010. The biochemical identification of 

isolated suspicious colonies was detected by biochemical identification system (VITEK2-compact). Results  

Salmonella newport and Salmonella colindale were detected in the mixed sample of CODE 1 and CODE 1 

powdered milk, Salmonella wipprat, Salmonella typhimurium and Salmonella eko were detected in the mixed 

sample of CODE 3 and CODE 3 powdered milk, but Salmonella spp. were not detected in other 8 samples. 

Conclusion  The proficiency testing was successfully completed. 
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1  引  言 

沙门氏菌(Salmonella spp.)是一种食源性致病菌, 

广泛存在于自然界, 属肠杆菌科, 为革兰氏阴性杆菌, 

无荚膜和芽孢, 除雏沙门氏菌、鸡伤寒沙门氏菌外绝

大多数有鞭毛能运动[1], 菌体溶解时, 其细胞壁所含

的脂多糖释放出来 , 形成内毒素 [2], 易引起诸如伤

寒、急性肠胃炎、菌血症和败血症等疾病[3]。在细菌

食物中毒中, 以沙门氏菌食物中毒率为最高。 

沙门氏菌食物中毒全年均可发生, 以夏秋两季
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多见。GB 29921-2013《食品安全国家标准 食品中致

病菌限量》[4]及各类食品产品标准中均规定食品中不

得检出沙门氏菌。 

本文结合笔者参加沙门氏菌能力验证的经历 , 

总结出能力验证中沙门氏菌的分离与鉴定过程, 旨

在为沙门氏菌的分离与鉴定提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  待测样品 

食品中沙门氏菌能力验证样品, 批号为 150513, 

样品序号为 TF 0014-0253, 其中包括: 10份沙门氏菌

样品, 编码为 CODE1~10, 为白色球状, 西林瓶装; 

10 袋奶粉样品, 每袋质量 25 g, 编码为 CODE1-10, 

由中国食品药品检定研究院提供。检测时, 每个相同

编码的沙门氏菌样品和奶粉样品混合作为 1 份样品

进行检测。 

2.2  培养基及试剂 

缓冲蛋白胨水 (BPW)、四硫酸钠煌绿增菌液

(TTB)、亚硒酸盐胱氨酸增菌液(SC)、亚硫酸铋琼脂

(BS)、XLD 琼脂、三糖铁琼脂(TSI)、沙门氏菌生化

鉴定盒、营养琼脂(NA)均购自广东环凯微生物有限

公司; 沙门氏菌显色培养基(SA)购自科玛嘉; Swarm

琼脂购自北京陆桥技术有限责任公司; VITEK2 GN

鉴定卡为生物梅里埃产品; 沙门氏菌属诊断血清两

套, 一套购自宁波天润生物药业有限公司, 一套购自

丹麦 SSI。 

2.3  仪  器 

Class BSCⅡ 生物安全柜(新加坡 ESCO)、生

化培养箱 (上海博讯实业有限公司 )、高压灭菌锅

(日本 HIRAYAMA)、生物显微镜(德国 ZEISS)、

VITEK2 COMPACT 全自动微生物鉴定 /药敏分析

系统 (法国生物梅里埃公司 )、移液器 (德国

EPPENDORF)。  

2.4  实验方法 

2.4.1  样品前处理及前增菌 

按照中国食品药品检定研究院提供的《沙门氏

菌检验作业指导书》, 在生物安全柜中将西林瓶打

开 , 加入 2 mL 无菌水将冻干小球水化后转移至

225 mL的灭菌的 BPW增菌液中, 然后再将与西林

瓶相同编码的 25 g奶粉样品加入到上述 BPW增菌

液中, 振荡混匀, 放入 36 ±1 ℃ ℃生化培养箱中培

养 18 h。 

为了解沙门氏菌样品与沙门氏菌样品+对应编

码奶粉样品检测结果有无差异, 在已移除冻干样品

的西林瓶中加入 2 mL 灭菌的 BPW 增菌液放入

36 ±1 ℃ ℃生化培养箱中同步培养并同步进行后续

实验。 

取阳性对照菌鼠伤寒沙门氏菌(CMCC 50013-8)

接种于 225 mL灭菌的 BPW增菌液同步培养和后续

实验, 作为阳性对照。 

2.4.2  增  菌 

轻轻摇动培养过的样品混合物, 取 1 mL转种于

10 mLTTB增菌液中, 42±1 ℃培养 24 h, 同时另取 1 

mL转种于 10 mL SC增菌液中, 36 ±1 ℃ ℃培养 24 h。 

2.4.3  选择性分离 

用接种环取增菌液 1环, 分别划线接种于 BS琼

脂平板、XLD 琼脂平板和沙门显色培养基平板。BS

琼脂平板于 36 ±1℃  ℃培养 48 h, XLD琼脂平板和沙

门显色培养基平板于 36 ±1 ℃ ℃培养 24 h。培养结束

后观察各平板上有无可疑沙门氏菌属菌落。 

2.4.4  生化实验 

挑取 2.4.3中得到的沙门氏菌可疑菌落 2个以上, 

纯化至营养琼脂平板上, 接种于沙门氏菌生化鉴定

盒中进行生化实验, 同时进行 VITEK2鉴定。 

2.4.5  血清凝集及分型实验 

将生化实验或 VITEK2 鉴定结果符合沙门氏菌

的菌株做血清凝集实验。采用玻片凝集法, 在洁净

玻片上滴加 1滴 A-F群多价 O抗血清, 用接种针挑

取菌落与血清混合, 并轻轻碾磨均匀, 将玻片倾斜

摇动混合 1 min, 对照黑背景观察有无凝集现象, 同

时用生理盐水做对照。A-F 群多价 O 抗血清凝集的

菌落按 GB 4789.4-2010[5]标准中血清分型进行 O抗

原的鉴定。 

将菌落点种于 Swarm 琼脂平板过夜培养, 取远

端菌进行 H 抗原的鉴定。当 H 抗原一相鉴定出来后

采用简易平板法对第二相 H 抗进行诱导, 具体做法

为: 在空平皿上滴加一滴已知相H抗血清, 加入适量

Swarm 琼脂晃动使血清与琼脂混匀, 待琼脂凝固后

将菌落点种于平板中间过夜培养, 取远端菌进行 H

抗原另一相的鉴定。 

O 抗原和 H 抗原结果出来后, 参考《Antigenic 

formulae of the Salmonella serovars》[6]确定菌型。 
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3  结果与分析 

3.1  增菌和选择性分离结果 

从表 1 可以看出, 沙门氏菌样品+对应编码奶

粉混合样中因为掺入奶粉所以 BPW、TTB、SC中

均显示浑浊 , 光从这一点难以判断是否有微生物

生长, 而沙门氏菌样品 CODE10 BPW、TTB、SC

澄清可以判断其中无微生物生长或微生物生长不

旺盛。从 TTB、SC的颜色变化来看, 除 CODE7样

品+CODE7奶粉混合样和 CODE10样品外, 其余待

检样品均有颜色变化, 说明其中有微生物的增殖。

XLD 平板和 BS 平板上除 CODE7 样品+CODE7 奶

粉混合样和 CODE10 样品外其他均有沙门可疑菌, 

而在沙门显色平板上有 5个分离出了可疑菌落, 分

别为 CODE1 样品+CODE1 奶粉、CODE1 样品、

CODE3样品+CODE3奶粉、CODE3样品、CODE7

样品。CODE7样品+CODE7奶粉在 BS、XLD、沙

门显色平板上均无菌生长而在 CODE7 样品中有沙

门可疑菌说明在 CODE7 奶粉中可能加入了如抗生

素类的杀(抑)菌物质。CODE10样品在 BS、XLD、

沙门显色平板上均无菌生长而在 CODE10 样品

+CODE10 奶粉混合样中有菌生长说明在 CODE10

奶粉中添加了细菌。从 XLD 平板来看 , 除了

CODE7样品+CODE7奶粉混合样外, 其他的样品+

奶粉的混合样分离出的菌落种类都比单纯的沙门

氏菌样品要丰富。 

 

 
表 1  样品沙门氏菌增菌结果和分离选择性平板上的菌落特征 

Table 1  The colony characteristics of Salmonella isolated from selective culture media 

样品代号 BPW TTB SC XLD 沙门显色 BS 

CODE1样品

+CODE1奶粉 
浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 

粉红色菌落, 带或不带黑

色中心, 有的黑色中心大, 

有的黑色中心小 

紫红色菌落、

蓝色菌落 

黑色菌落, 带金属光泽, 

周围培养基变黑 

CODE1样品 浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 
粉红色菌落, 带或不带黑

色中心 

紫红色菌落、

蓝色菌落 

黑色菌落, 带金属光泽, 

周围培养基变黑 

CODE2样品

+CODE2奶粉 
浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 

粉红色菌落, 带或不带黑

色中心, 有些菌落为黄色

带黑色中心 

蓝色菌落、白

色菌落 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE2样品 浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 粉红色菌落, 不带黑色中心 零星白色菌落 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE3样品

+CODE3奶粉 
浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 

粉红色菌落, 带或不带黑

色中心, 有的黑色中心较

大, 有的黑色中心较小, 有

些菌落为黄色带黑色中心

紫红色菌落、

蓝色菌落 

黑色菌落, 带金属光泽, 

周围培养基变黑 

CODE3样品 浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 
粉红色菌落, 带或不带黑

色中心 

紫红色菌落、

蓝色菌落 

黑色菌落, 带金属光泽, 

周围培养基变黑 

CODE4样品

+CODE4奶粉 
浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 

粉红色菌落, 带或不带黑

色中心 

蓝色菌落、白

色菌落 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE4样品 浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 粉红色菌落, 不带黑色中心 零星白色菌落 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 
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续表 1 

样品代号 BPW TTB SC XLD 沙门显色 BS 

CODE5样品

+CODE5奶粉 
浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 

粉红色菌落, 带或不带黑

色中心, 带黑色中心的菌

落黑色中心较小, 有些菌

落为黄色带黑色中心 

零星白色菌落 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE5样品 浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 粉红色菌落, 不带黑色中心 零星白色菌落 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE6样品

+CODE6奶粉 
浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 

粉红色菌落, 带或不带黑

色中心, 带黑色中心的菌

落黑色中心较小 

零星蓝色菌落 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE6样品 浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 

粉红色菌落, 不带黑色中

心, 有少数黄色带黑色中

心菌落 

零星白色菌落 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE7样品

+CODE7奶粉 
浑浊 浑浊, 不变色 浑浊, 不变色 不长菌 不长菌 不长菌 

CODE7样品 浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 
粉红色菌落, 带或不带黑

色中心 

紫红色菌落、

蓝色菌落 

黑色菌落, 带金属光泽, 

周围培养基变黑 

CODE8样品

+CODE8奶粉 
浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 

粉红色菌落, 带或不带黑

色中心 
不长菌 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE8样品 浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 
粉红色菌落, 不带黑色中

心 
不长菌 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE9样品

+CODE9奶粉 
浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 

粉红色菌落, 带或不带黑

色中心 
零星白色菌落 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE9样品 浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 
粉红色菌落, 不带黑色中

心 
零星白色菌落 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE10样品

+CODE10奶粉 
浑浊 浑浊, 变黄 浑浊, 变红 

粉红色菌落, 带或不带黑

色中心, 有较大黄色光滑

菌落 

不长菌 

黑色菌落和绿色菌落, 无

金属光泽, 周围培养基不

变黑 

CODE10样品 澄清 澄清, 不变色 澄清, 不变色 不长菌 不长菌 不长菌 

 
 

3.2  生化实验 

不同编号待测样品在沙门显色平板上分离出的

多株可疑菌经纯化后的生化特征反应均与沙门氏菌

相符且特征反应结果一致, 具体结果为: TSI斜面 K、

底层 A、产硫化氢、不产气, 靛基质-, pH 7.2尿素-, 氰

化钾-, 赖氨酸脱羧酶+, 甘露醇+, 山梨醇+, ONPG-。

经 VITEK2 compact 全自动微生物鉴定系统鉴定为
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Salmonella group。 

从 XLD 平板上挑取的可疑菌经 VITEK2 

compact 全自动微生物鉴定系统鉴定。结果发现, 除

CODE7 样品+CODE7 奶粉混合样外, 其他混合样均

分离出奇异变形杆菌(Proteus mirabilis), CODE2混合

样和 CODE5 混合样还分离出布氏柠檬酸杆菌

(Citrobacterbraakii), CODE10混合样分离出克罗诺杆

菌(Cronobacter), 仅CODE1混合样和CODE3混合样

分离出沙门氏菌, 具体结果见表 2。 

3.3  沙门氏菌的血清分型结果 

将分离纯化菌株按照 GB 4789.4-2010标准中的

血清学分型进行 O抗原和 H抗原的鉴定, 结果显示,  

从 CODE1样品+CODE1奶粉混合样和 CODE3样品

+CODE3 奶粉混合样中分离的多株疑似沙门氏菌均

与 A-F 多价 O 血清发生凝集反应, 而生理盐水对照

不发生凝集反应。通过 O 抗原因子逐一对每一个菌

株做凝集反应, 同时用 Swarm琼脂平板发育 H抗原, 

检查第 1 相和利用简易平板法诱导第 2 相, 结果在

CODE1 样品+CODE1 奶粉混合样中检出纽波特沙门

氏菌 (Salmonella newport)和科林德尔沙门氏菌

(Salmonella colindale), CODE3样品+CODE3奶粉混

合样检出维普拉沙门氏菌(Salmonella wipprat)、鼠伤

寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium)和埃科沙门氏菌

(Salmonella eko), 具体结果见表 3。 

 
表 2  XLD 平板上可疑菌的 VITEK2 compact 检验结果 

Table 2  The test results of suspicious colonies from XLD plates using VITEK2 compact 

样品代号 菌株代号 检验结果 

CODE1样品＋CODE1奶粉 

XLD-粉色菌落黑色中心小 Proteus mirabilis 

XLD-粉色菌落黑色中心大 Salmonella group 

XLD-粉色菌落不带黑色中心 Proteus mirabilis 

CODE2样品＋CODE2奶粉 
XLD-粉色菌落带黑色中心 Proteus mirabilis 

XLD-黄色菌落带黑色中心 Citrobacterbraakii 

CODE3样品＋CODE3奶粉 

XLD-粉色菌落黑色中心小 Proteus mirabilis 

XLD-粉色菌落黑色中心大 Salmonella group 

XLD-黄色菌落带黑色中心 Citrobacterbraakii 

CODE4样品＋CODE4奶粉 XLD-粉色菌落黑色中心 Proteus mirabilis 

CODE5样品＋CODE5奶粉 
XLD-粉色菌落黑色中心 Proteus mirabilis 

XLD-黄色菌落带黑色中心 Citrobacterbraakii 

CODE6样品＋CODE6奶粉 XLD-粉色菌落黑色中心小 Proteus mirabilis 

CODE8样品＋CODE8奶粉 XLD-粉色菌落黑色中心 Proteus mirabilis 

CODE9样品＋CODE9奶粉 XLD-粉色菌落黑色中心 Proteus mirabilis 

CODE10样品＋CODE10奶粉 
XLD-粉色菌落黑色中心 Proteus mirabilis 

XLD-较大黄色菌落 Cronobacter 

 
 

表 3  沙门氏菌血清分型结果 
Table 3  The serotype result of Salmonella isolated from the samples 

样品 菌落特征 VITEK2检验结果 血清分型结果 

CODE1样品＋CODE1奶粉 
沙显平板上较大浅粉紫色菌落 Salmonella group O: 6,8 H: e,h;1,2 血清型: 纽波特沙门氏菌

沙显平板较小紫红色菌落 Salmonella group O: 6,7 H: r;1,7 血清型: 科林德尔沙门氏菌

CODE3样品＋CODE3奶粉 

XLD平板上粉色菌落黑色中心大 Salmonella group O: 6,8 H: z10;z6 血清型: 维普拉沙门氏菌 

沙显平板上较大紫红色菌落 Salmonella group O: 4,5,12 H:i;1,2 血清型: 鼠伤寒沙门氏菌

沙显平板上较小紫红色菌落 Salmonella group O: 4,12 H:e,h;1,6 血清型: 埃科沙门氏菌 
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4  讨  论 

参加能力验证计划是实验室检测结果质量保证

的重要手段, 有助于实验室评价和证明其检测数据

可靠性, 发现和纠正自身存在的问题, 改进实验室的

检测工作[7]。本次能力验证样品数量较多而且为样品

+奶粉混合样的模式, 操作人员应仔细阅读作业指导

书并按作业指导书操作, 将沙门氏菌样品与相同编

码号的奶粉混合, 如果只做沙门氏菌样品不混合奶

粉从表 1 的结果来看存在明显差异将导致结果的误

报, 同时应仔细核对沙门氏菌样品的编号和奶粉的

编号, 不要混淆。 

因样品数量多, 所以在操作过程中应严防样品

之间的交叉污染。如果使用移液器最好使用带有滤芯

的枪头以防吸液时样液冲入移液器而污染其他样品
[8]。在样品开启、前增菌、接种 TTB和 SC、划线分

离等过程中最好一个一个样品独立进行, 尽量避免

多个样品同时进行, 一来避免样品之间的交叉污染, 

二来避免样品的混淆。使用阳性菌株做质控要注意避

免对样品的污染, 有条件的实验室最好将阳性菌株

和检验样品分不同的实验区操作。 

选择性平板中, XLD 平板上可以观察不同的菌

落形态, 而沙门显色平板的特异性强, 结果直观, 特

别是某些干扰菌如奇异变形杆菌、柠檬酸杆菌等, 在

BS、XLD、SS 等平板上与沙门氏菌相似, 而在沙门

显色平板上能得以有效区分, 建议在能力验证时使

用沙门显色平板和 XLD平板同时作为沙门氏菌的分

离培养基, 这与陈茂义等[9]、江志杰等[10]得出的结论

一致。在分离平板制备后, 应进行适当的除湿措施以

去除表面过多的水分, 避免影响分离效果。划线分离

时应划多个平板, 每个平板要进行多区划线, 以得到

较好的分离效果。 

进行生化鉴定时 , 应挑取多个特征性可疑菌

以避免漏筛。生化鉴定应选择品质较好的试剂且须

质控[11]。 

血清的品质对血清学分型至关重要, 目前国产

血清的质量不够理想, 容易引起结果的误判, 有条件

的实验室可以采用进口血清进行分型实验, 或是备

两个品牌的血清相互印证[12], 尽量排除试剂对实验

结果的干扰, 也可以采用 MLST、PFGE、MLVA、PCR

分子分型等分型新技术进行佐证[13-15]。 

在整个实验过程中要注意生物安全, 防止操作

人员被感染, 实验结束后也应尽快对培养物进行无

害化处理, 避免污染环境。 

 
致谢: 感谢在本次能力验证考核中 , 同事罗玉
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