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摘  要: 目的  参加编号为 NIFDC-PT-220 的能力验证, 考核从乳粉中检出沙门氏菌及血清分型能力。方法  

参照国标方法对中国食品药品检定研究院提供的随机乳粉样品(CODE140、CODE121)进行沙门氏菌的检验, 

并将荧光酶联免疫法和荧光定量 PCR 技术作为辅助方法。对分离出的疑似菌进行生化鉴定, 并且采用全自动

微生物鉴定系统进行全面鉴定。结果  编号 CODE140 血清分型为 O: 4,5,12, H: i; 1,2 被确定为鼠伤寒沙门氏

菌。编号 CODE121 未检出。结论  荧光酶联免疫法和荧光定量 PCR 技术缩短了检测时间, 特异性和敏感性

好, 与国标方法配合可确保实验结果的准确性。 
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ABSTRACT: Objective  To participate in the ability verification of NIFDC-PT-220 to test the ability of detecting 

Salmonella from milk powder and serotyping. Methods  According to the national standard method, the random 

milk powder samples (CODE140, CODE121) provided by the China Food and Drug Inspection Institute were tested 

for Salmonella, and the fluorescent enzyme-linked immunoassay and fluorescent quantitative PCR technology were 

used as auxiliary methods. Biochemical identification of suspected isolated bacteria was performed, and the 

automatic microbial identification system was used for the overall identification.  Results  Salmonella typhimurium 

was detected in CODE 140, the serotype was O: 4,5,12, H: i; 1,2. Salmonella spp. was not detected in CODE 121. 

Conclusion  Fluorescence enzyme - linked immunoassay and fluorescence quantitative PCR shortened the detection 

time and showed good specificity and sensitivity. Cooperating with the national standard method can ensure the 

accuracy of the experimental results. 
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1  引  言 

沙门氏菌 (Salmonella)是一种兼性厌氧胞内寄生菌 , 

肠杆菌科, 革兰氏阴性菌, 无芽孢无荚膜, 食源性致病菌, 

可同时进行垂直传播和水平传播, 在自然界中广泛存在, 

达到一定数量会让人与动物染病, 特别是小孩和老人及易

感人群[1,2]。沙门氏菌主要在肠道中大量繁殖, 然后通过血

液循环到达全身, 大部分感染沙门氏菌的人症状较轻, 但

对儿童及老年患者而言, 可导致全身感染和败血症等多种

疾病[3,4]。 
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将沙门氏菌属按照血清学进行分类, 现今共发现 42

个群和 2 千多种血清型, 该分类主要依据菌体、鞭毛和表

面(荚膜或包膜抗原)抗原, 国标主要通过多价菌体抗原 O, 

多价鞭毛抗原 H 这 2 种进行分型, 国标方法比较耗时耗力
[5,6]。而厂商间生产的沙门氏血清质量存在差异, 可能导致

实验人员对目标菌的血清分型错误[7-9]。通常在进行血清分

型时, 疑似菌H抗原会出现发育不良的情况, 2相中只检出

1 相, 这种情况需要进行位相变异试验, 并且用不同品牌

的血清对比, 最终得到血清分型结果。 

本次实验室间能力比对主要参照 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》 [10,11], 

并将全自动荧光酶联免疫检测仪(mini VIDAS)和荧光定量

PCR技术(BAX® System Q7)病原微生物快速检测系统同时

进行平行检测, 生化试剂盒和全自动细菌鉴定(VITEK®2 

COMPACT)对疑似菌进行全面生化鉴定[12], 总结能力验证

沙门氏菌的分离鉴定的经验, 为日常检验提供了参考数据

及方法[10,13]。 

2  材料与方法 

2.1  样  品 

编号分别为 CODE140、CODE121 的白色菌球样品, 

采用西林瓶真空密封包装, 每个菌球样品有对应编号的奶

粉 25 g 作为样品基质。对应编号的菌球和奶粉基质用

0.85%的生理盐水混合均匀后进行检测。伤寒沙门氏菌

(salmonella typhosa)标准菌株 CMCC50071, 使用该标准菌

株作为阳性对照组, 由中国食品药品检定研究院。 

2.2  主要培养基和试剂 

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

酸钠煌绿增菌液(tetrathionate broth, 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 lysine desoxycholate agar, XLD)、HE 琼脂(hektoen 

enteric agar, HE)、三糖铁琼脂(triple sugar iron agar, TSI)、

脑心浸液肉汤(brain heart infusion broth, BHI)、营养琼脂

(nutrient agar, NA)、半固体琼脂(voges-proskauer semisolid 

agar, VSA) 、 氨 基 酸 脱 羧 酶 培 养 基 (amino acid 

decarboxylase medium, ADM)、尿素琼脂(urea agar, UA)、

Swarm 琼脂(swarm agar, SA)、沙门氏菌显色培养基、沙

门氏菌干制生化鉴定试剂盒、革兰氏染色液试剂盒(北京

陆桥技术股份有限责任公司 ); 沙门氏菌显色培养基(法

国科玛嘉公司); VIDAS 沙门氏菌检测试剂条、革兰氏阴

性杆菌鉴定卡(GN 卡, 法国生物梅里埃公司); 沙门氏菌

快速检测试剂条(杜邦公司); 沙门氏菌属诊断血清 60 种

(宁波天润生物药业有限公司); 沙门氏菌属诊断血清 60

种(泰国 S&A reagents Lab 公司)。 

2.3  主要仪器 

BHC-1300IIA2 二级生物安全柜(苏州安泰空气技术

有限公司); SHP-160生化培养箱(上海鸿都电子科技有限公

司); GI80TW 压力蒸汽灭菌器[致微(厦门)仪器有限公司]; 

miniVIDAS 全 自 动 荧 光 酶 联 免 疫 检 测 仪 、

VITEK®2 COMPACT 全自动微生物鉴定系统(法国生物梅

里埃公司); BAX®System Q7 病原微生物快速检测系统(美

国杜邦公司)。 

2.4  试验与方法 

在能力验证作业指导书指导下 , 按国家标准 GB 

4789.4-2016 进行操作, 并以酶联免疫法和荧光定量 PCR

同时进行 , 使用全自动微生物鉴定系统 (VITEK®2 

COMPACT)对可疑菌种进行生化鉴定, 将酶联免疫和荧光

定量 PCR 与国标法进行比较[1-3], 对比优缺点。同法操作

阳性对照(伤寒沙门氏菌 CMCC50071)和空白对照。 

2.4.1  样品前处理 

在二级生物安全柜内无菌开启西林瓶 , 西林瓶内的

所有内容物与对应编号的奶粉基质全部加入到 225 mL 灭

菌 BPW 增菌液中, 充分溶解, 均质。同时接种阳性对照(伤

寒沙门氏菌 CMCC50071)于增菌液中作为阳性对照。将接

有样品、阳性对照、空白对照的增菌液于 36 ℃, 培养 18 h。 

2.4.2  二次选择性增菌 

将经过增菌的增菌液, 分别取 1 mL 转接于 10 mL 的

TTB和 10 mL的 SC中, TTB于 42 ℃培养 24 h, SC于 36 ℃

培养 24 h。 

2.4.3  划线分离 

将二次增菌液, 分别接种于 BS、XLD、HE、北京陆

桥沙门氏菌显色培养基、科玛嘉沙门氏菌显色培养基, BS

平板 36℃培养 48 h, 其他 36℃培养 24 h。 

2.4.4  生化试验及鉴定  

于选择性平板中挑取沙门氏可疑菌落 2 个以上, 分

别在三糖铁琼脂高位斜面穿刺后划线 , 然后在赖氨酸脱

羧酶试验培养基及对照中接种 , 最后在营养琼脂平板划

线纯化, 36℃培养 24 h。挑取纯菌落制成 0.5 MCF 菌悬

液, 用生化鉴定试剂盒鉴定。对可疑菌落进行革兰氏染

色后显微观察 , 然后用尼龙拭子挑取后加入 3 mL, 

0.45%的 NaCl 悬浮液并混匀 , 调整菌液浓度 0.5~0.63 

MCF 之间, 使用 GN 卡片对可疑菌进行全面生化鉴定

(VITEK®2 COMPACT)。   

2.4.5  血清学鉴定 

对生化鉴定为沙门氏菌的菌落做血清分型鉴定 , 通

过观察菌体涂片在生理盐水中是否有凝集现象排除菌体的

自凝性。然后依次进行菌体抗原 O 和鞭毛抗原 H 的血清凝

集性试验, 如鞭毛抗原 H 只做出一相, 用已知 H 相抗原血

清在 Swarm 琼脂平板中对沙门氏菌做位相变异试验。最后

根据血清学试验, 查沙门氏菌相关菌群, 确定名称。 

http://www.beijinglandbridge.com/products_detail/productId=672.html
https://www.baidu.com/link?url=1csOL6zU4z9Kka6CLkXL8qXESjJc0_S2cM7fpw1vdBNiyp_u6C39blHm72e1qAaaoHRiM3JD2tKehhiRVhDSja&wd=&eqid=8332177a0001d12f000000065db2ae9c
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2.4.6  荧光酶联免疫检测 

分别取 TTB 和 SC 增菌液各 5 mL, 水浴煮沸 15 min。

各取 0.5 mL 灭活液进行荧光酶联免疫检测。 

2.4.7  荧光定量 PCR 技术检测 

用裂解液对增菌液进行酶切 , 取裂解后的增菌液进

行 PCR 扩增及检测, PCR 扩增中不断对荧光响应值进行扫

描分析。将样品的荧光响应值与阳性对照和空白对照想对

比, 如果样品的荧光响应值与阳性对照具有高度相似性 , 

就可判断该样品为阳性, 如不具有相似性则为阴性。 

3  结果与分析 

3.1  选择性平板分离结果 

能力验证组织方将阳性样品和阴性样品打乱 , 参加

实验室有可能收到 0～2 阳性样品或 0～2 阴性样品, 采用

电脑随机抽样。样品前处理过程中, 需要将菌球与乳粉混

合进行检验, 由于基质乳粉中可能含有抑菌物质或目标菌, 

所以参加实验室需要严格按照作业指导书进行操作, 将菌

球和乳粉基质对应的编号进行混匀增菌。样品增菌液的生

长情况及选择性平板上的菌落特征见表 1。 

从表 1可以看出, 样品 CODE140和CODE121划线分

离在选择性培养基 BS、XLD、HE、沙门显色培养基呈现

不同的菌落形态, 其中 XLD 和 HE 对革兰氏阳性菌进行了

抑制, 对革兰氏阴性菌抑制效果不显著。2 种培养基采用

几乎相同的抑制剂, 但是添加的糖类和指示剂有不同, 沙

门氏菌发酵糖类呈现黄色或者红色, 其他不发酵糖的杂菌

为蓝绿色。BS 和沙门显色为强选择性, 抑制除沙门氏菌属

外的几乎所有杂菌[14,15]。沙门显色培养基灵敏度为 100%, 

特异性接近 90%, 其选择性和特异性明显高于其他 3 种培

养基, CODE140 在沙门氏显色培养基中为紫红色菌落, 和

阳性对照一致。同时也要注意显色培养基对乳糖阳性沙门

氏菌可能出现金属蓝色, 例如: 亚利桑那沙门氏菌, 如果

检验人员经验不够丰富可能不会分离出这一类特殊的沙门

氏菌。将 BS 和沙门显色平板上面的可疑菌进行分离纯化, 

在 CODE140 样品平板中选择 4 株可疑菌落, CODE121 分

别从 XLD、BS、HE、沙门显色平板上面的选择 4 株可疑

菌落, 将以上 8 株菌落在营养琼脂(NA)平板上分别纯化。 

3.2  生化试验 

将 2.1 中的 8 株可疑菌落进行生化试剂盒鉴定 , 

CODE140、CODE121 检验结果见表 2。样品 CODE140 中

沙门氏菌 VITEK®2 COMPACT 鉴定结果检表 3。将选择性

平板中非可疑菌落但是有代表特性的菌落接种于营养琼脂, 

36 ℃培养 24 h, 经酶联免疫和荧光定量 PCR 检测均不为

沙门氏菌, 上 VITEK®2 COMPACT 鉴定系统鉴定为弗氏

柠檬酸杆菌和表皮葡萄球菌, 生化鉴定结果见表 4 和表 5。 

3.3  分离菌株血清试验结果 

国产和进口 2 种血清做平行实验, 相互验证, 这样可

以避免由于血清质量不稳定而产生的实验结果误差。具体

血清型鉴定结果见表 6。 

经过 2个厂牌的血清进行分型, 结果一致, 4株疑似菌

均为沙门氏菌, 属于 B 群, 分别为 O4、O5、O12 凝集。

Hi、H1 血清凝集, 取 H1 血清在 Swarm 琼脂平板上面进行

位相变异, 经过位相变异的菌 H2 凝集, 具体见图 1。可以

从图 1 中看到位相变异的菌落和没有经过位相变异的菌落, 

接位相变异菌落边缘的菌进行 H2 血清实验, 1 号可以看出

已经凝集, 2 号为对照没有凝集。最终确定 H 血清型为

H:i;1,2。根据 O 价血清和 H 价血清最终确定 CODE140 中

纯化的 4 株菌株均为鼠伤寒沙门氏菌 (Salmonella 

typhimurium)。 

3.4  荧光酶联免疫筛选和荧光定量 PCR 技术检测

结果 

将经过二次增菌的增菌液各取 0.5 mL 高温灭活, 经

酶联免疫筛查; BPW 增菌液酶切裂解后, 进行 PCR 循环, 

结果见表 7、图 2。结果显示, CODE140、阳性对照检出沙

门氏菌, 与国标方法一致。通过平行比较, 酶联免疫分析

技术和荧光定量 PCR 技术优点明显, 快速、简单、灵敏度

高, 适合于基质复杂的样品[16]。 

 

 
表 1  样品在选择性平板上的菌落特征 

Table 1  Colony characteristics of the sample on a selective plate 

样品编号 BS XLD HE 
沙门显色 

(北京陆桥) 

沙门显色 

(法国科玛嘉) 

CODE140 
菌落黑色, 有金属光泽, 

周围培养基变棕黑 
粉红色菌落, 黑色中心 蓝色菌落, 黑色中心 紫红色菌落 紫红色菌落 

CODE121 黑色菌落 粉红色菌落, 黑色中心 蓝色菌落, 黑色中心 蓝色菌落 蓝色菌落 

阳性对照 
菌落黑色, 有金属光泽, 

周围培养基变棕黑 
粉红色菌落, 黑色中心 蓝色菌落, 黑色中心 紫红色菌落 紫红色菌落 
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表 6  分离菌株血清分型结果 

Table 6  Serotype results of strain isolated from the sample 

样品编号 报告结果 血清分型结果 

CODE140(1-1) 检出沙门氏菌 O:4,5,12 H:i;1,2 血清型: 鼠伤寒沙门氏菌 

CODE140(1-2) 检出沙门氏菌 O: 4,5,12 H:i;1,2 血清型: 鼠伤寒沙门氏菌 

CODE140(1-3) 检出沙门氏菌 O: 4,5,12 H:i;1,2 血清型: 鼠伤寒沙门氏菌 

CODE140(1-4) 检出沙门氏菌 O: 4,5,12 H:i;1,2 血清型: 鼠伤寒沙门氏菌 

 

      
 

位相变异前                         位相变异后                     经过位相变异后血清凝集    

 

图 1  位相变异图 

Fig.1  Phase induction 

 
表 7  miniVIDAS 快速筛选及 BAX®System Q7 快速检测结果 

Table 7  Rapid screening results of miniVIDAS and 

BAX®System Q7 

样品编号 
MiniVIDAS 

BAX®System Q7 

BPW 
TTB SC 

CODE140 阳性 阳性 阳性 

CODE121 阴性 阴性 阴性 

阳性对照 阳性 阳性 阳性 

空白对照 阴性 阴性 阴性 

 

 
 

1: CODE140; 2: 阳性对照; 3: CODE121; 4: 阴性对照 

图 2  PCR 扩增曲线图 

Fig.2  PCR amplification curve 

4  结  论 

组织方汇总报告公布, 本次能力验证中阳性样品包

含的背景细菌为: 表皮葡萄球菌、弗氏柠檬酸杆菌等 9 种

干扰菌。阳性样本编号 CODE140 国标检测中通过在沙门

显色平板, BS 平板中分离疑似菌落, 纯化后成功找到目标

菌。由于阳性样本背景菌较为复杂, 竞争生长, 没有对背

景干扰菌进行分离。阴性样本编号 CODE121 成功分离出

弗氏柠檬酸杆菌和表皮葡萄球菌, XLD、HE 对革兰氏阳性

菌的抑制作用不明显, 在这 2 种选择性平板中均分离出干

扰菌表皮葡萄球菌, 英诺克李斯特氏菌被抑制没有生长或

微弱生长。BS 和沙门显色平板对革兰氏阴性菌抑制作用不

明显, 最终试验分离出弗氏柠檬酸杆菌未分离出泛菌, 但

是对革兰氏阳性菌抑制作用明显[16,17]。 

本次试验采用的酶联免疫分析技术和荧光定量 PCR

技术与国际方法结果一致, 在血清学分型中传统的血清凝

集试验对血清质量要求较高, 而且部分 H 抗原需要做位相

变异试验, 虽然准确率较高, 但是花费时间精力较多, 试

验过程繁琐。目前部分实验室已经采用全自动微生物基因

指纹鉴定系统(RiboPrinter)、细菌多位点序列分型、脉冲场

凝胶电泳、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱等方法 , 

这些新技术有效的填补了试验方法的局限性, 更少的依赖

于客观条件。随着分子生物学在检验检测中的大量运用 , 

食源性细菌鉴定分型有越来越细化的趋势, 多种方法特别

http://www.baidu.com/link?url=p15XyyF34kx0K6KnYz3w7w9KwSe58e8Bl9plRd35ut0pQC8HCsaVcKTGJl6T59VxPYkqMlffFKt2nBo__06tYa
http://www.baidu.com/link?url=AFBouZdYA8lEqIRIZaexQRNEPfstgPl-G75QkoPzq3HQjTkV__BIo1bOuLz2qOn446c5Khm9O75ooql0Cv6yot0MZx7qGJkveImJsyzE7Gm
http://www.baidu.com/link?url=AFBouZdYA8lEqIRIZaexQRNEPfstgPl-G75QkoPzq3HQjTkV__BIo1bOuLz2qOn446c5Khm9O75ooql0Cv6yot0MZx7qGJkveImJsyzE7Gm
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是免疫学和分子生物学的加入, 使多种方法交互验证, 结

果准确可靠[18]。 
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