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欧盟食品微生物分析替代方法验证系统简介 

杨春江*, 马孝斌, 莫  勋 

(北京纳百景弈生物科技有限公司, 北京  101111) 

摘  要: 食品分析方法主要有标准方法, 也称为参考方法, 与之相对应的为替代方法, 也就是一般所说的快速

方法。商品化检测试剂盒多数都是基于替代方法而开发的, 以弥补参考方法耗时长、成本高等缺点, 达到高通

量、快速检测的目的。欧盟在对食品检测试剂盒的评价与认证中主要有 NordVal和 MicroVal以及 AFNOR(NF 

Validation)等第三方组织, 通过这些组织认证认可的检测试剂盒方法, 其结果在欧盟区域内会得到认可。通过

对检测方法质量的把控, 很大程度上维护了相关市场的稳定和公正。本文主要对这些认证组织的基本概况、认

证过程及费用以及当前已经认证方法的现状进行概述, 为相关研究者提供参考。 
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ABSTRACT: Standard method, also known as reference method, is used frequently in food analysis. 

Alternative method, generally known as rapid method, based on which commercial test kits are established and 

developed to achieve high through-put and rapid testing, is expected to solve the problems of time-consuming 

and higher expense that come with reference method. Currently in EU, the main validation organizations 

include NordVal, Microval and AFNOR (NF Validation). Method or test kits validated by these organizations 

will be accepted within the member states of EU. With the quality control of the related analysis methods and 

kits, the related market order is maintained stable and fair. In this article, the basic information, validation 

process, cost and current status of validated methods were described and analyzed, which were expected to 

provide general references for interested researchers. 
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1  引  言 

欧盟食品微生物分析方法主要有标准方法, 也称为

参考方法 (reference method), 与之相对应的为替代方法

(alternative method), 也就是一般所说的快速方法。商品化

检测试剂盒多数都是基于替代方法而开发的, 以弥补参考

方法耗时长、成本高等缺点, 达到高通量、快速检测的目

的 [1]。目前在欧盟的主要相关认证机构有 NordVal、

MicroVal和 AFNOR(NF Validation)。 

NordVal 是北欧国家方法验证委员会的简称, 是专门

从事替代方法评审的独立第三方机构, 其以北欧五国为主

体, 认证结果在北欧通用[2]; MicroVal是欧盟层面的认证机
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构, 专门验证和认可用于食品和饮料的微生物分析的替代

方法, 其总部设在荷兰, 凡通过 MicroVal 认证的方法, 表

明其结果与传统的标准方法性能相当, 可在欧盟范围内被

政府检测实验室及商业实验室广泛认可[3]; 而 AFNOR 是

法国标准化协会的简称, 旗下设有 NF Validation 部门, 专

门负责相关方法的认证和认可, NF Validation 以 EN ISO 

16140为基础对分析方法验证。目前, NF Validation已在法

国和欧盟各国被广泛认可, 拥有欧盟认证规模最大的认证

标识, 在全世界范围内也有较大影响力[4]。 

NordVal、MicroVal和 NF Validation 3种认证均是对

现有检测试剂盒开发商的商品化试剂盒进行验证研究, 建

立替代方法作为参考方法的补充, 主要应用为食品、饲料、

水质等领域的微生物学分析或其他污染物分析。一般方法

的验证过程为开发商根据自身产品、方法特点提出申请并

提交相应的研究材料和验证实验报告, 由认证机构组织专

家文件评审, 随后根据开发商提供的内部或者外部验证信

息进一步审核、评价, 以确定是否需要再次进行外部验证

确认及协同试验研究, 最后根据所有信息汇总, 对方法是

否通过验证做出评价, 并颁发验证结果声明。 

2  各认证组织方法验证过程简介 

2.1  NordVal 

根据 NordVal No.2 验证程序文件(2010)[5,6], NordVal

验证具有专利权的化学方法(商品化检测试剂盒), 分为定

性方法和定量方法。当存在参考方法(标准方法)时, 将以参

考方法为依据, 如果没有标准方法, 将以认可的参考样本、

不同基质的质控样本或者以不同水平目标分析物添加的人

工样本作为参考。以定性方法为例, 主要验证过程如下:  

(1)方法比较研究: 对方法的耐受性、批次变异及关键

性能指标做出评价。其中, 耐受性是指待测样本特性(pH、

成分、内源性干扰物质等)、实验环境(如温度、外源性干

扰物质)、实验操作步骤的精确性等对检测结果的影响。批

次变异主要是指通过对方法开发商提供的描述性文件分析, 

确保产品批次间变异性得到控制。关键性能指标主要指方

法的适用范围、适用浓度、检测限、灵敏度(≥95%)、精确

度、检测全面性(包括不同来源样本的适用性以及对相应交

叉反应物质的检测能力)、特异性、假阳性率、假阴性率

(≤5%)以及与其他参考方法的一致性(Kappa>0.8)。需要注

意的是对方法关键性能指标进行研究尽可能采用真实的天

然污染的样本, 如果没有则要人工制备, 样本的数量与实

验重复数也需要严格限制。 

(2)中间确认研究: 进一步对比较研究的结果重复验

证。确认研究需要至少一家独立实验室(与比较研究的实验

室相区别)完成, 实验所用样本对于该实验室还需是盲样, 

不同基质类型数量、样品浓度、重复数等均有严格规定。 

(3)结果判定: 将重复确认研究得到的实验结果与比较

研究得出的所有结论如精确度、灵敏度、特异性、以及与相

关方法的一致性进行比较, 并根据实际情况得出结论。 

针对定量方法, 关键性能指标考察多出了定量限、重

复性、回收率、准确度等, 实验样本等要求与定性方法类

似。并且对确认研究部分提出了更高要求, 对不同确认实

验室结果也会比较, 确保方法准确度。 

此外, NordVal目前已经以最新的 ISO 16140标准为依

据对方法验证规程进行了修订并公布了草案[7]。 

2.2  MicroVal 

MicroVal验证过程依据欧盟标准 EN ISO 16140-2进

行。对于特殊方法的验证 MicroVal技术委员会会单独做出

规定。与 NordVal相区别的是 MicroVal对方法开发商有严

格要求, 必须通过 ISO9001或者 ISO13485体系认证, 否则

会有全面审核。根据 ISO16140-2要求, MicroVal认证过程

分为方法比较研究(CMS)和实验室协同研究(ILS, 至少需

要来自 3个欧盟成员国的 10个不同实验室), MicroVal技术

委员会根据 CMS 和 ILS 研究结果对方法是否通过验证提

出意见, 最后由认证部门结合方法开发商是否通过质量管

理体系审核给出整体的认证结论[8]。 

2.3  NF Validation 

与 MicroVal类似, NF Validation对微生物检测方法同

样依据 EN ISO 16410进行。此外, NF Validation还扩大了

分析方法的认证范围, 如对食品中抗生素残留检测方法依

据其技术委员会制定的标准规程进行。对于没有验证规程, 

而又有验证需求的方法也可由其技术委员会另行讨论协商, 

制定验证规程[9]。通常单个方法前期验证试验周期至少需

要 8个月甚至更长, 整体时间超过 12个月, 而整体费用超

过 50000欧元[10]。 

2.4  各认证组织认证更新周期及费用比较 

为了确保通过认证的替代分析方法的质量及其适用

性, 各认证组织还会对已认证的方法进行周期性的审核和

监控。以 MicroVal为例, 每 4年方法开发商需要对已认证

的方法提交详尽的技术报告, 对替代方法本身是否有过变

更、方法相对应的参考方法是否有过变更以及其对替代方

法验证研究是否有显著影响等进行描述。MicroVal技术委

员会会就该技术报告评审并提出评审意见以确定替代方法

是否需要更新、以及是否需要重复验证试验等, 最后认证

部门结合实际情况对方法的更新做出结论。各认证组织认

证时效及费用比较如表 1所示。 

3  目前已通过认证的方法现状 

3.1  方法种类与数量 

NordVal 主要认证的方法为微生物检测方法, 包括有

氧微生物类、蜡样芽胞杆菌、弯曲菌属、大肠菌群、大肠 
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表 1  三大认证组织认证更新周期及费用 
Table 1  Renew period and certification fees of the 3organizations 

认证机构 NordVal MicroVal NF Validation 

申请认证费用 4800 / 5430 

更新周期 2年 4年 4年 

更新认证费用 2500 / 
804.70 -1407.90年使用费 

950.80年管理费 

获得认证期间修订 1500-9500 / 900.90- 2252.30 

注: 费用单位: 欧元; 

NordVal费用来自其官方网站; 

MicroVal费用未公开; 

NFValidation费用来自于 2011年官方数据。 

 
杆菌和大肠杆菌 O157等, 其中涉及到李斯特氏菌、沙门氏

菌、大肠杆菌 3 大致病微生物较多; MicroVal 认证的方法

也主要为微生物检测方法, 基本类型与 NordVal 相同, 方

法中以沙门氏菌检测方法最多; NF Validation 在 NordVal

和 MicroVal的基础上扩展了方法认证的范围, 增加了 3种

抗生素检测方法的验证, 总体通过验证的方法达到 127种。 

表 2所示为三个认证组织已认证的方法信息汇总。从

方法数量来看, NF Validation目前认证规模最大, 涉及到方

法种类最多, 涉及到的厂商最多; 同时还根据市场需求对

3 种抗生素试剂盒进行了验证, 对相关需求市场规范提供

了有力的技术支撑。 

 
表 2  三大认证机构认证方法分类统计 

Table 2  Category of method certified by the 3 organizations 

认证机构 NordVal NF Validation MicroVal

认证方法分类 11类 16大类 12类 

认证方法总数 25种 127种 31种 

微生物检测方法 25种 124种 31种 

抗生素检测方法 — 3种 — 

涉及到的厂商 11家 19家 11家 

注: 数据源自三大认证机构官方网站, 截止日期为 2015年 9月。 

 

3.2  方法原理分类及区域分布统计 

进一步对认证方法进行分析, 以 NF Validation 为例, 

根据方法原理汇总如图 1, 传统的培养基培养法仍然占据

主流; 新型的分子生物学方法如各类 PCR 方法(不含分子

杂交方法)发展迅速, 数量接近 40个; ELISA方法作为快速

免疫学检测方法, 数量也达到了 20种, 表明 ELISA在微生

物检测领域也有了较大发展, 并逐渐被推广为参考方法的

替代方法; 相比较之下, 快速检测方法则较少, 这可能与

方法的检测敏感性、样本基质干扰较大以及无法避免增菌

培养过程有较大关系, 对该方法的实际推广有较大影响。 

从 NF Validation 验证方法涉及到的开发商统计结果

(图 2)来看, 仅就微生物检测方面, 法国生物梅里埃、3M和

Bio-rad通过认证方法最多, 合计数量 91种, 占据所有方法

数量的七成多。从区域分布看, 通过验证数量前 10的厂商

中有 6家法国公司、3家美国公司和 1家英国公司。 

3.3  不同认证组织对替代方法开发商质量管理体系

的要求 

目前三大认证机构中, NordVal 对开发商质量管理体

系无明确要求, MicroVal 和 NF Validation 则有明确要求, 

尤其是 NF Validation 要求最为明确和严格: 申请认证时, 

如果开发商已通过 ISO9001 质量管理体系和 ISO13485 医

疗器械质量管理体系认证, 并且 ISO 认证范围包含申请验

证的方法, NF Validation 会根据实际情况出具相应的合格

证明而无需现场审核; 如果开发商只通过了 ISO9001 体系

认证, 则需要 1 d 的现场审核; 如果开发商商两种质量体

系认证都没有通过, 则需要 2 d完整审核。通过认证后, 每

4年或 2年还需要进行监控审核 1 d, 比如通过 ISO9001或

ISO13485 体系认证的开发商, 其监控审核周期为 4 年, 没

有任何认证体系的, 则需要每 2 年审核一次。相较之下, 

MicroVal仅是针对厂商通过质量管理体系认证情况提出了

有限审核和全面审核, 审核时间未列出。由此可知, 欧盟对

替代方法开发商质量管理体系的要求是以医疗器械质量管

理体系为基础, 并且根据质量管理体系的改版, 审核要求

在不断增加。 

4  展  望 

食品微生物是当前影响食品安全的重要因素之一。目

前我国食品微生物分析检测方法多数以美国 AOAC 和欧

盟标准等国际方法为基础, 新方法开发和方法质量控制除

参考国际标准外, 也结合自身实际情况有了较大进步, 尤

其 2010 年以来公布的食品微生物检验国家标准 GB 4789

系列, 去掉了商品化的替代方法如 Petrifilm、mini VIDAS/  
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图 1  NF Validation认证方法汇总排序(按照方法原理) 

Fig. 1  Method certified by NF Validation: grouped and sorted by test principle 
注: 数据统计自 NF Validation网站, 截止时间为 2015年 6月 8日 

Note: Data collected from NF Validation official website, dated on June 8, 2015 
 

 
 

图 2  NF Validation认证方法汇总排序(按照厂商) 

Fig. 2  Method certified by NF Validation: grouped and sorted by manufacturer and country 
注: 数据统计自 NF Validation网站, 截止时间为 2015年 6月 8日 

Note: Data collected from NF Validation official website, dated on June 8, 2015 
 
 
VIDAS、BAX 等, 使得标准参考方法更为独立, 为后续替

代方法的验证对比提供了更严谨的参考依据。 

我国当前基层检测使用的方法多属于基于替代方法

的商品化试剂盒, 如何评价这些试剂盒及建立相应的替代

方法评价体系对相关行业和企业至为重要。国家质检总局

曾立项对商品化试剂盒评价方法进行研究, 并公布了SN/T 

2775《商品化食品检测试剂盒评价方法》标准[11], 但目前

还只属于出入境检验检疫行业标准; 农业部也曾经对兽药

残留检测试剂盒实施过备案登记制度[12], 但目前已处于暂

停状态; 我国国家标准体系中并未见相应的替代方法评价

细则, 对于目前在广泛使用的如 PCR、ELISA及快速检测

试剂盒质量的评估亦缺乏相应的指导性规程。因此有必要
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结合相关标准和参考国外的评价方法建立相应评价体系, 

为基层检测服务。 
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