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摘  要: 目的  研究制备适用于沙门氏菌(Salmonella)能力验证(PT)检测项目的冷冻干燥样品, 通过能力验证

确定实验室或检查机构的校准、检测能力。方法  对目标菌与干扰菌进行 10 倍梯度稀释, 对不同稀释度的菌

液进行菌落计数并计算菌浓度, 确定沙门氏菌与干扰菌的添加量, 以冻干的绿豆粉为基质, 脱脂奶粉为冻干保

护剂, 将细菌混合物与冻干保护剂混合均匀, 采用真空冷冻干燥方式分别制备沙门氏菌能力验证阳性样品与

阴性样品, 采用西林瓶真空包装、4 ℃冷藏贮存; 通过随机抽样和鉴定以评估样品的均匀性, 通过观察样品在

90 d内不同温度下目标菌的测试结果以评估样品的稳定性。结果  每个样品最终添加 10~100 CFU目标菌, 添

加 104 CFU 干扰菌; 抽检的样品均能有效鉴定, 显示 PT 样品具有较好的均匀性; 通过保存温度和时间的稳定

性检验显示测试结果符合预期效果, PT 样品具有较好的稳定性。结论  建立了有效的沙门氏菌能力验证样品

制备的方法与评价程序。 
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ABSTRACT: Objective  The preparation of lyophilization samples were applied in Salmonella proficiency 

testing, to assess the calibration and testing capability of participating laboratories. Methods  A suitable 

proportion and concentration of Salmonella and interference were selected through 10 times dilution and 

colony counts, selecting freeze-dried mung bean powder as matrix and skimmed milk powder as lyoprotectant, 

and mixing them well. Salmonella proficiency testing positive samples and negative samples were made by 

vacuum freeze drying method, by schering bottles vacuum packaging, 4 ℃ refrigerated storage. The uniformity 

of the PT samples was evaluated through random sampling, and evaluates the stability of PT samples kept for 

90 d. Results  Adding 10~100 CFU salmonella and 104 CFU interference to every PT sample. The batch of 

samples could be identified and in a preferable accordance ratio, and could keep stable for at least 90 d while 

storing at different temperatures. Conclusion  Suitable Salmonella PT samples and effective sample 

preparation and evaluation process were established. 
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1  引  言 

能力验证(Proficiency Testing, PT)是为实现确定

实验室的校准、检测能力或检查机构的检测能力的目

的而进行的实验室间比对, 是评估检测实验室水平

的重要途径[1]。微生物能力验证项目可有效评估参与

实验室进行相关微生物检验的技术能力[2-3]。开展项

目的主要流程包括: 目标菌选择、PT 样品制备、样

品发放、验证结果分析等步骤[4]。真空冷冻干燥法适

用范围广; 保藏期长、存活率高且在保藏期可避免其

它杂菌污染; 便于携带运输。有些微生物在真空冷冻

干燥后成活率较低, 微生物 PT 样品的质量因冻干条

件的影响存在较大不确定性[5-7], 因此需对流程进行

评估以保证项目的有效实施。 

沙门氏菌(Salmonella)属于革兰氏阴性杆菌, 广

泛分布于自然界, 很容易在动物与动物、动物与人、

人与人之间传播, 能引起人和动物伤寒、副伤寒和食

物中毒, 临床表现为急性肠胃炎症, 有突发性剧烈头

痛、腹泻、呕吐、感觉不适和体温升高等[9]。世界上, 

每年由沙门氏菌引起的食物中毒病例多达几千万 ; 

在我国, 由沙门氏菌引起的食物中毒占首位。沙门氏

菌是能力验证项目较常选用的目标菌, 制备 PT 样品

一般选择真空冷冻干燥法(冻干)及真空封装保存。以

往食品微生物能力验证采用基质多为肉制品或乳制

品, 很少有采用植物源性产品作为基质。本次能力验

证在汲取以往经验基础上, 开展绿豆中致病菌检测

能力验证。为增加能力验证考核难度, 在制备样品时

通常会把目标菌与一定浓度的干扰菌按比例混合制

成混合菌 PT样品。由于不同菌种的生长与复苏效率

存在差异, 若混合浓度配比不当, 将会增加考核样品

出现质量不稳定的风险[7]。样品的制备应充分考虑均

匀性、抽样、稳定性、在传运中可能的损坏及周围环

境条件的影响, 保证在抽取、运送、识别、储存和处

置检测物品时样品特性的均匀和稳定。点出稳定性、

均匀性的重要性。 

本文阐述了沙门氏菌能力验证中样品制备的方

法, 能够获得目标菌与背景干扰菌的添加量、最佳的

冻干保护剂, 稳定性、均匀性得以保证, 满足能力验

证更好体验各实验室真实检测水平的要求。 

2  材料与设备 

2.1  材  料 

2.1.1  菌  种 

沙门氏菌(Salmonella, ATCC 21506); 干扰菌: 弗

氏枸橼酸杆菌(Citrobacter freundii, ATCC 43864)、奇

异变形杆菌(Proteus mirabilis, CMCC(B) 49005)、蜡

样芽胞杆菌(Bacillus cereus, ATCC 63301) 

2.1.2  试剂和培养基 

新西兰脱脂乳粉与绿豆粉; NB营养肉汤; TSB胰

蛋白胨大豆肉汤 ; 沙门氏菌属诊断血清 (多价

A-S+Vi): 丹麦国家血清研究公司产; HE 琼脂; 木糖

赖氨酸脱氧胆盐琼脂(XLD); 沙门氏菌显色培养基

(科玛嘉 ); 普通营养琼脂 ; TSI 三糖铁琼脂 ; 3M 

PetrifilmTM菌落总数纸片。 

2.2  仪器设备 

恒温培养箱: 德国 Binder; VIDAS全自动免疫荧

光分析仪: 法国生物梅里埃公司; 真空冷冻干燥机; 

全自动细菌鉴定系统 BD Phoenix-100。 

2.3  实验方法 

2.3.1  菌株的复苏、传代与鉴定 

无菌条件下打开冻干管, 用灭菌枪头吸取 TSB

液体培养基, 加入冻干菌种中, 混合均匀, 吸出菌悬

液接种至普通肉汤和 TSB肉汤内, 于(36 1) ℃培养

18~24 h, 然后在沙门菌显色平板、HE、XLD平板上

划线, (36 1) ℃培养 18~24 h, 挑选特征菌落接种普

通营养琼脂, 培养后进行血清学鉴定和全自动细菌

鉴定 BD Phoenix-100[8]。 

2.3.2   PT 样品的制备 

2.3.2.1  目标菌和干扰菌的条件确定 

目标菌与背景干扰菌经肉汤培养基复苏、鉴定后

分别进行 10 倍梯度稀释, 取不同稀释度菌液 0.1 μL

于 3M PetrifilmTM 菌落总数纸片上, (36  1) ℃培养

18~24 h后进行菌落计数并计算菌浓度, 确定菌液的

最适稀释度。 

2.3.2.2  PT样品的制备 

根据能力验证项目要求, 本文制备沙门氏菌阳

性 PT 样品和阴性 PT 样品。制备样品以冻干的绿豆
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粉为基质, 进行粉碎、干燥和过筛; 选取脱脂奶粉为

冻干保护剂; 在基体中将目标菌与干扰菌菌液混合, 

每个样品最终添加 10~100 CFU 目标菌, 添加 104 

CFU干扰菌。用于沙门氏菌检测的阳性样品: 添加沙

门氏菌及背景干扰菌; 用于沙门氏菌检测的阴性样

品: 添加生化性质与沙门氏菌极为相似的细菌。样品

采用真空冷冻干燥方式制备, 采用西林瓶真空包装。 

2.3.3  PT 样品的分离及鉴定 

随机抽取阳性、阴性冻干品各 10 个, 无菌操作

下开启西林瓶, 取 2~4 mL TSB肉汤加入瓶中, 待冻

干粉溶解后混匀再接种于普通肉汤中(36 1) ℃培养

18~24 h, 取 2 mL增菌液 100 15 min℃ 灭活, 冷却后

取 500 μL进行VIDAS的沙门氏菌测定对其进行初筛; 

同时将增菌液分别划线接种沙门氏菌显色平板、HE、

XLD平板于(36 1) ℃下过夜培养, 挑取可疑特征菌

落接种普通营养琼脂、三糖铁琼脂 TSI, 培养后进行

沙门氏菌血清鉴定和 BD鉴定, 记录可信度[8-11]。 

2.3.4  PT 样品的均匀性检验 

均匀性是指对于物质的一种或多种指定特性具

有相同特性量值或相同结构或相同组份的一种物质

状态。如果物质的一部分(子样)特性值与另一部分(另

一子样)特性值之间的差异很小, 甚至不能被实验检

测所区分, 则该物质就该特性而言, 可以认定为是均

匀的。随机选取 12瓶阳性和 12瓶阴性样品用于均匀

性验证, 所有样品以随机次序在重复性条件下, 即在

同一实验室中由相同的人员采用相同的测试方法和

仪器进行测试, 分别对样品中的沙门氏菌进行检测, 

结果与指定值相比较。 

2.3.5  PT 样品的稳定性检验 

样品稳定性检验方法: 采用两种类型的稳定性

试验, 一种是在贮存温度(4 )℃ 下的稳定性试验, 随

机取每个样品 30份, 每 9 d检测 3份。共计 90 d; 另

一种是在较高温度下(模拟样品运输条件和实际运输

条件)下的稳定性试验。模拟运输条件的温度分别为

20 ℃、30 ℃、37 ℃和 42 , ℃ 分别随机取每个样品

30 份, 在不同温度条件下进行稳定性测试; 实际运

输条件是分别邮寄样品到温度偏高或温差大的异地

后, 再返给组织者测试的方式。样品贮存温度为 4 , ℃

使用 EMS 运输能力验证样品。正常情况下, 样品在

2~5 d左右能够到达大部分实验室[12-15]。 

3  结  果 

3.1  标准菌株的鉴定结果 

菌株复苏在 TSB 和普通营养肉汤混浊生长; 且

肉汤在HE琼脂平板上分离出蓝绿色中间有黑心的单

菌落, 在 XLD上分离出浅粉色中间有黑心的单菌落, 

沙门氏菌显色培养基上分离出蓝紫色单菌落; 血清

试验凝集效果较好, BD 鉴定结果为猪霍乱沙门氏菌

亚利桑那亚种(Salmonella.choleraesuis ssp arizonae), 

可信度 99%。 

3.2  PT 样品的制备 

采用在基体中添加目标菌和干扰菌形成大样, 然后

充分混匀并分装成测试样品的方法制备 500 份阳性样

品。阴性样品则是添加生化性质与沙门氏菌极为相似的

细菌。根据以往的研究结果, 在充分混匀的大样中目标

菌服从泊松分布, 大样中目标菌添加量为 2.0×104CFU, 

平均每份样品中含有 40 CFU目标菌, 104 CFU干扰菌。 

3.2.1  阳性 PT 样品的鉴定结果 

10个样品接种的肉汤均混浊生长; HE琼脂平板

上分离出黑色单菌落, 周围为黄色; 在 XLD 上分离

出浅粉色半透明带有黑心的单菌落, 沙门氏菌显色

培养基上分离出个别蓝紫色单菌落; VIDAS 鉴定结

果均为 Positive; 沙门氏菌A-E+Vi血清凝集明显; BD

鉴定结果为可信度 99%的猪霍乱沙门氏菌亚利桑那

亚种, 结果见表 1。 

表 1  PT 样品鉴定结果 
Table 1  PT samples identification results 

样品 普通肉汤 
TSI 血清 

PolyAE+Vi 斜面 底层 产气 H2S 

1 混浊生长 K A + + + 

2 混浊生长 K A + + + 

3 混浊生长 K A + + + 

注: K, 产碱; A, 产酸; +, 阳性; －, 阴性 
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3.2.2  阴性 PT 样品的鉴定结果 

10 个样品接种的肉汤均混浊生长; HE 琼脂平板

上分离出部分黑色单菌落; 在 XLD 上分离出部分黑

色单菌落, 沙门氏菌显色培养基上分离出蓝色单菌落; 

VIDAS鉴定结果均为Negative; TSI斜面不产碱, 底层

不产酸, 产气, 产H2S; 沙门氏菌A-E+Vi血清不凝集。 

3.3   PT 样品均匀性检验结果 

随机选取12瓶阳性和12瓶阴性样品用于均匀性

验证, 所有样品以随机次序在重复性条件下分别对

样品中的沙门氏菌进行检测。在所有阴性样品中均未

检出目标菌, 而在所有阳性样品中均检出目标菌, 表

明本文制备的样品是均匀的。 

3.4  PT 样品稳定性检验结果 

在所有阴性样品中没有检测到沙门氏菌; 在阳

性样品中全部检出沙门氏菌。本文制备的 PT样品是

稳定的。结果见表 2与表 3。 

表 2  阴性 PT 样品稳定性测试结果 
Table 2  Negative PT samples stability results 

样品 温度/测试天数 目标菌测试结果 测试方法 

阴性样品 

4 /90 d℃  未检出 

GB 4789.4-2010 

20 /60 d℃  未检出 

30 /20 d℃  未检出 

37 /10 d℃  未检出 

45 /10 d℃  未检出 

海南/10 d 未检出(检出干扰菌) 

石家庄/6 d 未检出(检出干扰菌) 

新疆/10 d 未检出(检出干扰菌) 

南宁/8 d 未检出(检出干扰菌) 

广州/7 d 未检出(检出干扰菌) 

长沙/6 d 未检出(检出干扰菌) 

表 3  阳性 PT 样品稳定性测试结果 
Table 3  Positive PT samples stability results 

样品 温度/测试天数 目标菌测试结果 测试方法 

阳性样品 

4 /90 d℃  检出 

GB 4789.4-2010 

20 /60 d℃  检出 

30 /20 d℃  17 d之内检出 

37 /10 d℃  检出 

45 /10 d℃  6 d之内检出 

海南/10 d 8 d之内检出 

石家庄/6 d 检出 

新疆/10 d 检出 

南宁/8 d 检出 

广州/7 d 检出 

长沙/6 d 检出 
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4  讨  论 

实验室通过参加各种 PT 项目, 可以有效地检验

和了解自身和同行的技术能力, 因此成为实验室能

力的重要体现。近年来, 我国临床和微生物实验室组

织开展了大量细菌鉴定的 PT 项目。然而, 众多参与

实验室反馈认为, 部分项目可能在制样过程中没有

进行严谨的科学研究和采用严格质量控制流程, 造

成样品质量的不均一性和不稳定性, 影响参与实验

室对鉴定结果的判断。不同实验室能力验证的技术水

平和方法不同, 对鉴定结果有一定影响。 

本次沙门氏菌能力验证样品的制备以沙门氏菌

的真空冷冻干燥技术为基础, 对干扰菌的稀释度及

混合比例、冻干条件、均匀性和稳定性测试及冻干品

的分离鉴定过程进行探究评估。其中混合菌 PT样品

是制备研究的重点和难点。通过菌液各稀释梯度的菌

落总数结果选择最适的浓度, 依据真空冷冻干燥的

影响因素和样品的完好性确定最适的冻干条件。最后

组织方随机抽取冻干品对其进行分离和血清学鉴定、

生化鉴定来验证 PT 样品制备的质量, 实验验证结果

符合预期效果, 然后对参与实验室进行样品批量发

放。能力验证结果很好评价全国检验检疫、质量监督

检验、各级测试中心、各相关部委检测中心、各级疾

病预防控制中心、各大院校等相关领域实验室的沙门

氏菌检测能力。 
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