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巧克力中沙门氏菌检验能力验证研究 

白雯静, 王月玲, 田妮娜*, 周  斌, 王艳炜, 刘  荔 

(兰州市食品药品检验所, 兰州  730050) 

摘  要: 目的  对参加中国食品药品检定研究院组织的 NIFDC-PT-135 巧克力中沙门氏菌检验能力验证进行

分析。方法  在参照 GB 4789.4-2016《食品国家安全标准 食品微生物学检验 沙门氏菌检验》和能力验证作

业指导书传统方法鉴定的基础上, 借助 miniVIDAS 和 VITEK2 2 种仪器进行检验分析。结果  CODE0002 未

检出沙门氏菌、CODE0485 检出肠沙门菌双相亚利桑那亚种, CODE0633 检出鼠伤寒沙门氏菌。结论  本次能

力验证实验结果为满意。实验室在进行沙门氏菌检验时可以使用仪器与传统分析方法相结合的检验方法, 但

是要注意一些细节问题, 防止漏检和误检。 
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Research on proficiency testing for the detection of Salmonella in chocolate 

BAI Wen-Jing, WANG Yue-Ling, TIAN Ni-Na*, ZHOU Bin, WANG Yan-Wei, LIU Li 

(Lanzhou Institute for Food and Drug Control, Lanzhou 730050, China) 

ABSTRACT: Objective  To analyze the verification of inspection capability of Salmonella in NIFDC-PT-135 

chocolate organized by National Institutes for Food and Drug Control. Methods  On the basis of referring to GB 

4789.4-2016 National food safety standard food microbiology test salmonella test and the traditional method 

identification of ability verification operating instructions, isolation and identification of Salmonella were conducted 

by using miniVIDAS and VITEK2. Results  Salmonella was not detected in CODE0002, Salmonella enterum 

biphasic Arizona subspecies was detected in CODE0485, and Salmonella typhimurium was detected in CODE0633. 

Conclusion  The results of this capability verification experiment are satisfactory. The laboratory can use the test 

method combined with the traditional analysis method when conducting the Salmonella test, but there are some 

details that should be taken into account to prevent missed or false checks. 
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1  引  言 

沙门氏菌属是一群能寄生在人和动物肠道内的革兰

氏阴性菌, 主要分为肠炎沙门氏菌和邦戈尔沙门氏菌 2 种

类型[1], 其中肠炎沙门氏菌又分为肠炎亚种型、萨拉姆亚

种型、亚利桑那亚种型、第亚利桑那亚种型、豪顿亚种型、

因迪卡亚种型 6 个亚种。沙门氏菌的各个菌种又包含着数

目众多的血清类型: 根据 2007 年 1 月出版的第 9 版怀特－

考夫曼－勒密诺表解(White-Kauffmann-Le Minor scheme), 

可以将沙门氏菌分为 2579 个沙门氏菌血清型。而在我国, 

已经报道的沙门氏菌血清型已经有 290 多个[2]。 

沙门氏菌分型较多, 而且还具有较高的致病性, 为致

病菌的一种[38]。沙门氏菌还可能会引起食物中毒事件, 使

患者产生诸如恶心、呕吐、腹痛、头痛、畏寒和腹泻等    

症状 , 甚至严重者还会威胁到患者生命。李光辉等 [9]对

1996~2015 年间食物中毒事件进行整理和统计后得出 :   
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20 年内有相关报道的由沙门氏菌引起的食物中毒事件共有

133 起, 其中肠炎沙门氏菌和伤寒氏沙门氏菌占比最高。 

能力验证是评价实验室技术能力的有效手段, 是实验室

通过外部措施对其内部质量控制方法的一种重要补充手段, 

是确保实验室质量管理体系持续改进的有效措施之一[10]。实

验室通过参与国内外不同的能力验证计划, 可以增强对实验

室的管理和提升, 同时提高检验人员的技术和技能。由于沙

门氏菌在日常常规检验中检出率较低, 本实验室申请参加了

中国食品药品检定研究院组织的 NIFDC-PT-135 巧克力中沙

门氏菌检验能力验证, 为提升实验人员对沙门氏菌检验能力

以及日后的监管和研究提供有力的技术支撑。  

2  材料与方法 

2.1  样  品 

实验室于 2018 年 6 月初共收到中国食品药品检定研

究院邮寄的 3 份巧克力的样品, 编号分别为: CODE0002、

CODE0485 和 CODE0633。每份样品均包含有 1 块巧克力

和 1 包白色的干燥剂, 样品均采用玻璃瓶进行包装。 

2.2  试剂与仪器 

缓冲蛋白胨水(buffered peptone water, BPW)、四硫磺

酸钠煌绿增菌液 (tetrathiosulfonate chlorogenic solution, 

TTB)、亚硒酸盐胱氨酸增菌液(selenite cystine broth, SC)、

亚硫酸铋琼脂(bismuth sulfite agar, BS)、木糖赖氨酸脱氧胆

盐琼脂 (xylose lysinedeoxycholate, XLD)、三糖铁琼脂

(trisaccharide iron, TSI)、丙二酸盐、卫矛醇、DBI-05 沙门

氏菌干制生化鉴定试剂盒(北京陆桥技术有限公司); 沙门

氏菌属显色培养基(color medium plate, CAS, 法国科玛嘉

公司 ); 沙门氏菌属诊断血清 (丹麦国家血清研究公司 ); 

VIDAS 沙门氏菌检测试剂条、VITEK2 革兰氏阴性、阳性

细菌鉴定卡(法国生物梅里埃公司)。 

miniVIDAS 全自动荧光酶联免疫检测仪(法国生物梅

里埃公司); VITEK2 compact 全自动微生物生化鉴定仪(法

国生物梅里埃公司); AC2-6S1 二级生物安全柜(艺斯高(上

海)商贸有限公司)。 

2.3  检测方法 

2.3.1  样品的前处理方法 

参照 NIFDC-PT-135《巧克力中沙门氏菌检验作业指导

书》[11]分别对 3 份样品进行前处理: 首先取 20 mL 灭菌并预热

至45 ℃的BPW加入检样瓶内, 待巧克力样品融化后加入无菌

均质袋内, 取 20 mL 灭菌 BPW 重复清洗 1 次, 最后向均质袋

内加入 30 mL 灭菌 BPW, 充分均质混匀, 制成 1:10 (m:V)的稀

释液, 作为前增菌液, 于(36±1) ℃分别静置培养 8 h 和 18 h。 

2.3.2  增  菌 

轻 轻 摇 动 培 养 过 的 样 品 混 合 物 , 首 先 参 照

miniVIDAS 的操作规程对 BPW 的培养物进行试验。分别

于静置培养 8 h、18 h 后各移取 1 mL, 转种于 10 mL TTB

内, 于(42±1) ℃培养 24 h。同时, 另取 1 mL, 转种于 10 mL 

SC 内, 于(36±1) ℃培养 24 h。 

2.3.3  分  离 

8 h、18 h 后 TTB 中的培养物分别参照 miniVIDAS 的

操作规程进行试验。分别用接种环取增菌液 1 环, 划线接

种于, 1 个 BS 琼脂平板、1 个 XLD 琼脂平板和 1 个沙门氏

菌属显色培养基平板(CAS), 于(36±1) ℃分别培养 48 h(BS

琼脂平板)或 24 h (XLD 琼脂平板、沙门氏菌属显色培养基

平板), 观察各个平板上生长的菌落。 

2.3.4  生化试验 

自 CODE0485、CODE0633 选择性琼脂平板上按照菌

落形态、大小的不同, 分别挑取 2 个以上典型或可疑菌落, 

接种三糖铁琼脂, 先在斜面划线, 再于底层穿刺; 同时接

种营养琼脂平板, 于(36±1) ℃培养 24 h。参照 DBI-05 沙门

氏菌干制生化鉴定试剂盒使用说明书 , 分别进行生化试

验。经纯化培养的可疑菌落分别参照 VITEK2 仪器操作规

程进行上机操作。 

2.3.5  血清学鉴定 

综合生化鉴定试剂盒、miniVIDAS 和 VITEK2 compact

的结果, 对确定的沙门氏菌进行血清学鉴定。在血清型鉴定

时一定要采用生理盐水作为对照从而排除自凝性的可能。 

3  结果与分析 

3.1  miniVIDAS 检验结果 

CODE0002、CODE0485、CODE0633 分别在 BPW 当

中培养 18 h 后, 进行 miniVIDAS 上机实验, 结果如表 1; 在

BPW 中培养 8 h 即开始增菌, 对 TTB 增菌 24 h 后的培养物

通过 miniVIDAS 进行检验, 检验结果如表 2 所示; 在 BPW

中培养 18 h 开始增菌, 对 TTB 增菌 24 h 后的培养物通过

miniVIDAS 进行检验, 检验结果如表 3 所示。BPW 是非选

择性增菌培养基, 因而 BPW 18 h 的培养物当中可能杂菌以

及干扰菌生长较为旺盛 , 导致沙门氏菌浓度较低 , 因而

CODE0485 与 CODE0633 中的沙门氏菌均未被检出。然而, 

TTB 是选择性增菌培养基, 它的成分当中的硫代硫酸钠和

四硫磺酸钠(碘和碘化钾发生反应形成)相结合可以抑制肠

道共生菌的生长和繁殖, 成分当中的胆盐和煌绿还可以抑

制大肠菌群和其他革兰阳性菌的生长和繁殖, 从而有利于

沙门氏菌的增殖, 便于检出。 

 
表 1  BPW 培养 18 h 后 miniVIDAS 的检验结果 

Table 1  Test results of miniVIDAS after 18 h of BPW culture 

 沙门氏菌检验结果 

CODE0002 未检出 

CODE0485 未检出 

CODE0633 未检出 
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表 2  BPW 培养 8 h, TTB 增菌 24 h 后 miniVIDAS 的检验结果 
Table 2  Test results of miniVIDAS after BPW culture for 8 h 

and TTB proliferation for 24 h 

 沙门氏菌检验结果 

CODE0002 未检出 

CODE0485 检出 

CODE0633 检出 

 
3.2  选择性分离以及 VITEK2 结果 

CODE0633 和 CODE0485 的培养物分别进行分离划

线和 VITEK2 上机实验, 结果如表 4 所示。CODE0633 的

TTB 和 SC 增菌液培养后分别在 XLD 平板上进行划线培养, 

然后根据菌落形态进行分离纯化, 最后再经过 VITEK2 进

行生化鉴定, 分别得到沙门氏菌、弗劳地柠檬酸杆菌和奇

异变形杆菌。弗劳地柠檬酸杆菌和奇异变形杆菌应为干扰

菌。CAS 平板上得到紫色菌落根据大小形态分别分离纯化

再用 VITEK2 进行生化鉴定, 得到的结果均为沙门氏菌。

CODE0485 和 CODE0633 分别在 BPW 培养 8 h 和 18 h 后

进行增菌、划线, 得到的定性结果基本一致。 
 

表 3  BPW 培养 18 h, TTB 增菌 24 h 后 miniVIDAS 的检验结果 
Table 3  Test results of miniVIDAS after BPW culture for 18 h 

and TTB proliferation for 24 h 

 沙门氏菌检验结果 

CODE0002 未检出 

CODE0485 检出 

CODE0633 检出 

 
表 4  菌落形态以及 VITEK2 鉴定结果 

Table 4  Colony characteristics and identification results by VITEK2 

 CODE0633 CODE0485 

XLD 平板 

A: 粉红色, 不带黑色中心 

(VITEK2 鉴定为沙门氏菌, 概率为 99%) 

粉红色, 带黑色中心 

(VITEK2 鉴定为肠沙门菌双相亚利桑那亚种, 概率为 99%)

B: 粉红色, 带黑色中心 

(VITEK2 鉴定为沙门氏菌, 概率为 99%) 

C: 黄色菌落 

(VITEK2 鉴定为弗劳地柠檬酸杆菌, 概率为 99%)

D: 粉红色, 带黑色中心 

(VITEK2 鉴定为奇异变形杆菌, 概率为 99%) 

BS 平板 
黑色或灰色, 有金属光泽 

(VITEK2 鉴定为沙门氏菌, 概率为 98%) 

黑色或灰色, 有金属光泽 

(VITEK2 鉴定为肠沙门菌双相亚利桑那亚种, 概率为 99%)

CAS 平板 
紫色菌落 

(VITEK2 鉴定为沙门氏菌, 概率为 99%) 

蓝色菌落 

(VITEK2 鉴定为肠沙门菌双相亚利桑那亚种, 概率为 99%)

   

3.3  生化反应结果 

CODE0485 和 CODE0633 分别进行传统生化实验, 结

果如表 5、表 6 所示。在分离培养后, 根据 VITEK2 的鉴定

结果, 分别对 CODE0485 和 CODE0633 相应的 XLD 平板、

BS 平板和 CAS 平板按照菌落形态(包括大小)等分离出来

的由 VITEK2 鉴定证实为沙门氏菌的菌落分别进行生化鉴

定, CODE0485 和 CODE0633 涉及菌落的生化反应基本一

致, 可能分别只含有 1 种沙门氏菌。 

表 5  CODE0485、CODE0633 三糖铁反应结果 
Table 5  TSI reactions of CODE 0485 and CODE0633 

三糖铁生化试验 斜面 底层 硫化氢 产气 

CODE0485 A A ﹢ ﹢ 

CODE0633 K A ﹢ ﹢ 

注: “+”表示阳性; A: 产酸(变黄色), K: 产碱(变红色)。 

 
表 6  CODE0485、CODE0633 生化反应结果 

Table 6  Biochemical reactions of CODE 0485 and CODE0633 

 氨基酸对照 赖氨酸脱羧酶 氰化钾对照 氰化钾 靛基质 尿素 甘露醇 山梨醇 ONPG 卫矛醇 丙二酸盐

CODE0485 黄色 ﹢ 生长 不生长   ﹢ ﹢ ﹢ / ﹢ 

CODE0633 黄色 ﹢ 生长 不生长   ﹢ ﹢  / / 

注: “+”表示阳性, “”表示阴性。 
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3.4  血清分型结果 

分别对 CODE0485、CODE0633 进行血清分型实验, 

结果如表 7 所示。在实验过程中, 为了防止漏检, 前期平

板分离的不同菌落形态的菌落进行纯化培养后 , 经过

VITEK2 鉴定结果为沙门氏菌的, 分别进行血清鉴定。得到

的结果基本一致。因此, CODE0485 和 CODE0633 样品中

所包含沙门菌均为单一血清型的沙门氏菌。 

 
表 7  CODE0485、CODE0633 血清分型结果 

Table 7  Results of serotypes (CODE0485 and CODE0633) 

 O 抗原 H 抗原 

CODE0485 O:60 
第一相 第二相 

r e, n, z15, x 

CODE0633 O:4, 5, 12 r 1, 2 

 

3.5  能力验证最终结果 

CODE0002、CODE0485、CODE0633 最终上报结果, 

如表 8 所示。 

 
表 8  最终结果 

Table 8  Final results 

 沙门检出结果 

CODE0002 未检出 

CODE0485 检出 

CODE0633 检出 

 

4  结  论 

根据中国食品药品检定研究院后期反馈的结果, 结

果均为满意。本次能力验证的难点首先是 CODE0485 检出

的肠沙门菌双相亚利桑那亚种的归属问题, 这种沙门氏菌

较为少见, 很容易被误导而造成漏检。其次, 本次实验当

中 , CODE0485 检出肠沙门菌双相亚利桑那亚种 , 根据

VITEK2 鉴定结果报告 , β-半乳糖苷酶 (β-galactosidase, 

BGAL)为阳性 ; 而 CODE0633 检出的鼠伤寒沙门氏菌

BGAL 为阴性, 结合科玛嘉沙门氏菌显色培养基说明书: 

乳糖阳性沙门氏菌出现金属蓝色, 这与实验过程中观察到

相应划线培养的 CAS 平板上菌落为蓝色相一致。在日常检

验工作中, 形成固有的沙门氏菌在 CAS平板上为紫色菌落

这一思维极易造成漏检。 

弗劳地柠檬酸杆菌和奇异变形杆菌在 XLD 平板上的

菌落形态与沙门氏菌相类似, 但是这一干扰在 CAS平板上

得到很好地区分和排除。 

除此之外, GB 4789.4-2016《食品安全国家标准 食品

微生物学检验 沙门氏菌检验》[12]当中规定样品在 BPW(缓

冲蛋白胨水)中的预增菌时间为 8~18 h, 为一个时间段, 并

没有规定具体的时间, 本次实验通过对 8 h、18 h 这 2 个时

间点进行试验和对比分析, 发现不同的 BPW 培养时间对

于沙门氏菌的定性实验可能没有太大的影响, 在沙门氏菌

定性检验当中, 这 2 个时间节点均可选择。 

由于沙门氏菌存在多种分型, 因而无论是能力验证

试验还是常规检验, 都应该注意传统的划线分离这一细节

性的工作, 按照可疑菌落大小形态等的不同分别进行纯化

培养和其他后续实验, 防止造成漏检。 

在沙门氏菌的国标检验方法当中并没有提及到

miniVIDAS这一仪器检验, 通过 miniVIDAS 检验结果与国

标方法中提到的传统生化实验与 VITEK2 compact 全自动

微生物生化鉴定仪的结果进行比对, miniVIDAS 结果与国

标方法基本一致, 因此可以运用到沙门氏菌的定性检验当

中。在日常检验当中 , 全自动荧光酶联免疫检测仪

miniVIDAS 和 VITEK2 compact 全自动微生物生化鉴定仪

各有利弊, 在实验过程中应与传统鉴别方法相配合, 更有

利于沙门氏菌的检出。 

最后, 在沙门氏菌的检验当中, 还有许多较为新颖的

方法, 如多重 PCR 检测方法[13-15]、基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱和 Luminex ® 200TM 多功能流氏点阵仪[16]、

基因芯片技术[17]等等, 这些方法的引入将大幅度的提高检

验效率。 
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