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乳制品中沙门氏菌分子检测方法的验证研究 
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3. 光明乳业股份有限公司华东中心工厂, 上海  201111) 

摘  要: 目的  验证沙门氏菌、非沙门菌及阳性核酸模板对 MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探

针法)的特异性和稳定性, 同时比对试剂盒法与 GB 4789.4—2016 培养法定性检测结果的一致性。方法  用实

验室保存的 30 株沙门氏菌和 15 株非沙门氏菌菌株验证 MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)

的特异性。通过人工添加不同浓度沙门氏菌对 30 个乳制品样本, 采用国家标准法和试剂盒法同时检验, 探究

方法的一致性。选择制备好的 5 份阳性核酸模板, 每个模板分别使用 3 个批次的试剂盒进行检测, 对实验结果

进行重复性和显著性分析, 确定不同试剂盒批次间是否存在显著性差异。结果  30 株沙门氏菌菌株和 15 株非

沙门氏菌菌株的特异性检测结果表明, MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)对沙门氏菌的特

异性符合预期。人工添加的阳性样本检测结果表明, 在乳制品样本范围内, 试剂盒的假阳性率与假阴性率为

0。3 个批次的试剂盒对 5 份阳性模板检测结果之间没有显著性差异, 变异系数 CV 均小于 1%。结论  该试剂

盒方法与国家标准法相比, 具有操作简单、快速等优势, 适合乳制品加工过程微生物快速检测。 
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Validation of molecular detection methods for Salmonella in dairy 
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ABSTRACT: Objective  To verify the specificity and stability of Salmonella, non-Salmonella and positive nucleic 

acid template for MICROFAST® Salmonella nucleic acid detection kit (PCR-probe method), and compare the 

consistency between the PCR kit method and GB 4789.4—2016 culture method. Methods  The specificity of the 

MICROFAST® Salmonellareal-time PCR kit was verified by laboratory preservation of 30 Salmonella strains and  

15 non-Salmonella strains. Thirty samples were artificially contaminated with different concentrations of Salmonella, 

and tested by national standard method and PCR kit to studythe consistency of the methods. Five positive nucleic acid 

templates were selected, and each sample was tested using three batches kits. The experimental results were analyzed 

for repeatability and significance to determine whether there weresignificant differences between different kits. 

Results  The results of 30 Salmonella positive strains and 15 non-Salmonella strains showed that the specificity of 

MICROFAST®Salmonellareal-time PCR kit was as expected. The results of the positive samples showed that boththe 

false positive rate and false negative rate of the kit were 0. There were no significant differences between the test 
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results of the five positive samples among the three batches of kits, and the coefficients of variation (CV) were less 

than 1%. Conclusion  Compared with the national standard method, this kit method has the advantages of simple 

operation and rapid, and is suitable for the rapid detection of microorganism in dairy products processing. 
KEY WORDS: Salmonella; PCR-probe method; molecular detection; culture method 
 
 

0  引  言 

沙门氏菌(Salmonella)是属于肠杆菌科的革兰氏阴性

兼性厌氧细菌[1], 是引起人类食源性肠胃炎的重要病因之

一[2]。根据 WHO 的报告, 沙门氏菌是全球腹泻病的 4 个主

要病因之一, 在食源性致病菌中排名第一[3]。在美国, 沙门

氏菌每年造成约 120 万种疾病, 23000 例住院治疗和 450 例

死亡[3]。在中国, 沙门氏菌每年导致超过 300 万人次的食

物中毒[4‒5]。其中, 鼠伤寒沙门氏菌(S.typhimurium)和肠炎

沙门氏菌(S. enteritidis)最流行[6‒8]。 
沙门氏菌感染最常见于动物源食物, 通过摄入鸡蛋、

家禽、猪肉和牛肉等受污染的食品而造成的食物中毒占人

类沙门氏菌病例的 75%[9]。我国 GB 29921—2013《食品安

全国家标准食品中致病菌限量》[10]标准中规定了不同食品

中沙门氏菌的限量是 0CFU/25g(mL)。目前, 国际上以培养

法为基础检测沙门氏菌; 我国以 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》为平板分

离及生化鉴定方法的依据[11]。通过对食品样品预增菌、选

择性增菌、分离培养、生化鉴定、血清分型等手段, 实现

食品中致病微生物定性和定量、微生物常规培养、生化特

征鉴定、血清型溯源的分析等, 检验流程通常为 3~7 d。此

标准在食品安全领域和保障人们健康中做出突出贡献。但

是, 此类方法操作较为烦琐, 耗时长, 不能满足快速检测

需求且在培养基制备和接种等步骤的操作过程中对人员的

技术要求较高[12]。近几年, 随着国际交流合作的开展, 技
术的进步, 科研水平的提高, 相继出现了许多快速检测及

鉴定技术和产品, 如测试片法、胶体金免疫层析法、酶联

免疫法、PCR 分子检测法(荧光定量 PCR、数字 PCR、等

温 PCR、基因芯片等)[13‒16]。沙门氏菌核酸检测试剂盒

(PCR-探针法), 采用实时荧光 PCR 技术, 针对沙门氏菌特

异性基因设计引物和探针。PCR 扩增过程中, 与模板结合

的探针被 Taq 酶分解产生荧光信号, 荧光定量 PCR 仪根据

检测到的荧光信号绘制出实时扩增曲线, 从而实现沙门氏

菌在核酸水平上的定性检测。适用于食品原料、食品、水

样、环境样品中沙门氏菌的定性检测。 
本研究验证 MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒

(PCR-探针法)的特异性及稳定性, 同时通过人工添加沙门

氏菌的乳制品样本评估试剂盒的假阳性率和假阴性率, 对
比试剂盒法与 GB 4789.4—2016[11]对乳制品检测结果的一

致性, 以期为乳制品中沙门氏菌检测提供更多的检测方案

选择。 

1  材料与方法 

1.1  主要仪器与设备 

ABI7500PCR 仪(美国热电公司); BagMixer400 蠕动式

拍击器(法国 INTERSCIENCE 公司); MS 3 basic 涡旋振荡

器(德国 IKA 公司); DensiCHEK plus 比浊仪(生物梅里埃中

国有限公司); LRH 70 恒温培养箱(上海一恒科学仪器有限

公司); THZ-C-1 恒温摇床(太仓市实验设备厂); centrifuge 
5830R离心机(德国 Eppendorf公司); OSE-DB-01金属浴(中
国天根生化科技有限公司)。 

1.2  样品、试剂与菌株 

1.2.1  样  品 
纯牛奶、保鲜乳、巴氏杀菌乳、发酵乳、婴幼儿配方

奶粉(市售不同品牌、包装)。 
1.2.2  试  剂 

MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒 (PCR-探针

法 )( 批 号 : LR70601M-96T/20200702 、 LR70601M-96T/ 
20200707、LR70601M-96T/20200710, 北京美正生物科技

有限公司); 裂解液(批号: 1343CFDAA, 北京美正生物科

技有限公司); 缓冲蛋白胨水(buffered peptone water)(批号: 
20200411)、四硫磺酸钠黄煌绿增菌液(批号: 180601)、亚

硒酸盐胱氨酸增菌液(批号: 180321)(北京陆桥技术股份

有限公司); 亚硫酸铋(BS)琼脂(批号: 190904, 北京陆桥

技术股份有限公司); 木糖赖氨酸脱氧胆盐(XLD)琼脂(批
号: 180719, 北京陆桥技术股份有限公司); 脑心浸出液

(brain heart infusion broth, BHI)(批号 : 2849646, 英国

Oxiod 公司)。 
1.2.3  菌  株 

(1)沙门氏菌阳性菌株 
沙门氏菌(ATCC 14028、CMCC 50333、CMCC 50335、

CMCC 50071、CMCC 50093、CMCC 50094、CICC 10420、
CICC10437 、 CICC21480 、 CICC21482 、 CICC21485 、

CICC21486 、 CICC21489 、 CICC21491 、 CICC21492 、

CICC21494 、 CICC21497 、 CICC21498 、 CICC21499 、

CICC21500 、 CICC21502 、 CICC21506 、 CICC21511 、

CICC21512、CICC21586、CICC21651)(中国食品发酵工业

研究院有限公司); 沙门氏菌分离株: A00402、A00406、
A00407、A00408(北京美正生物科技有限公司)。 
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(2)非沙门氏菌菌株 
阴沟肠杆菌(CMCC 45301)、奇异变形杆菌 (CMCC 

49005)、普通变形杆菌 (CMCC 49027)、大肠埃希氏菌

(ATCC 15597)、志贺氏菌(CMCC 51571)、肺炎克雷伯氏菌

肺炎亚种(ATCC 46117)、产气肠杆菌(ATCC13048)、粘质

沙雷氏菌(CICC 10898)、弗氏柠檬酸杆菌(ATCC43864)、阪

崎肠杆菌(ATCC 29544)、单核细胞增生李斯特氏菌(ATCC 
19115)、创伤弧菌 (CICC 21615)、副溶血性弧菌 (ATCC 
17802)、乙型溶血性链球菌(ATCC 21059)(中国食品发酵工

业研究院有限公司); 小肠结肠炎耶尔森氏菌(H00110)(北
京美正生物科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针

法)操作方法 
(1)取 40 μL 增菌液于裂解液管中, 98 ℃或沸水浴   

10 min。冷却至室温, 吸取上清备用或者置于‒20 ℃保存。 
(2)从试剂盒中取出沙丁胺醇(salbutamol, SAL)预混液, 

充分融化, 短暂离心, 后将阴性对照、样品的 DNA 提取液、

阳性对照各取 5 μL 分别加入 PCR 管中, 盖好管盖, 短暂离

心, 立即进行 PCR 扩增反应。PCR 管置于 PCR 仪上, 推荐

反应程序设定如下: 反应体系为 25μL, 在第二步每个循环

60 ℃时检测荧光信号, 检测通道选择 FAM。详细操作见说

明书。 
1.3.2  MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针

法)特异性验证 
从‒80 ℃冰箱取出保存的沙门氏菌阳性菌株 30 株和

非沙门氏菌 15 株, 融化后用无菌接种环将各菌株划线接

种于 BHI 琼脂平板中, (37±1) ℃培养 18~24 h。用无菌接种

环挑取单菌落, 置于 50 μL 无菌 PBS 中混匀, 制备成菌悬

液备用。 
按照 1.3.1 MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒

(PCR-探针法)说明书设定进行核酸提取及 PCR 反应和结

果判读。 
1.3.3  假阳性率和假阴性率验证 

从‒80 ℃冰箱取出保存的沙门氏菌标准菌株(CMCC 
50333), 用无菌接种环将各菌株划线接种于 BHI 琼脂平板

中, (37±1) ℃培养 18~24 h。用无菌接种环挑取单菌落, 接
种于 BHI 液体培养基, 恒温摇床(37±1)℃, 160 r/min, 振摇

培养 18 h。平板计数琼脂计数混合菌液的菌浓度 3.1×108 

CFU/mL。无菌吸管吸取菌液 1 mL, 缓慢注入 9 mL 无菌

PBS 中, 充分混匀, 依次制备 10 倍梯度稀释菌液。 
取纯牛奶、保鲜乳、巴氏杀菌乳、发酵乳、婴幼儿配

方奶粉共 30 个 , 每种 6 个样品 , 每个样品称取 3 份      
25 g(mL), 分别加入 225 mL 缓冲蛋白胨水 BPW(发酵乳样

品使用 1 mol/L NaOH 调节 pH 值至 7.0±0.5)。1 份样品不

添加沙门氏菌标准菌株, 1 份样品添加稀释至 10‒7 的沙门

氏菌标准菌株(CMCC 50333)稀释菌液, 制备添加浓度为

1~5 CFU/25 g添加样品, 1份添加稀释至 10‒6沙门氏菌标准

菌 株 (CMCC 50333) 稀 释 菌 液 , 制 备 添 加 浓 度 为     
10~50 CFU/25 g 添加样品, 于蠕动式拍击器中拍击 1 min, 
充分混匀。(36±1) ℃培养 18~24 h。 

按照 1.3.1 MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒

(PCR-探针法)说明书设定进行核酸提前及 PCR 反应和结

果判读。剩余部分按照 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》进行检测和结果

判定, 记录 2 个方法的比对结果并计算假阳性率和假阴

性率。 

1.4  稳定性实验 

分别使用 2020 年 7 月 2 日、2020 年 7 月 7 日、2020
年 7 月 10 日生产的不同批次的 MICROFAST®沙门氏菌核

酸检测试剂盒(PCR-探针法), 选择制备好的 5 份阳性核酸

模板, 每个模板分别使用 3 个批次的产品检测, 对实验结

果进行重复性和显著性分析, 确定不同试剂盒批次间是否

存在显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  特异性检测 

MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)
对 30 株沙门氏局阳性菌株的检测 Ct 值均小于 35, 结果均

判定为“沙门氏菌核酸阳性”; 而对 15 株非沙门氏菌菌株均

没有出现特异性扩增, 检测 Ct 值均大于 40, 结果均判定为

“沙门氏菌核酸阴性”。结果见表 1、表 2。 

 
表 1  MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)30

株沙门氏菌的检测结果 
Table 1  Results of 30 Salmonella detectedby MICROFAST® 

Salmonellareal-time PCR kit 

编号 菌株名称 菌株号* 来源 PCR 结果#

1 沙门氏菌 ATCC 14028 △ATCC  +(15.88) 

2 沙门氏菌 CMCC 50333 ☆CMCC  +(19.20) 

3 沙门氏菌 CMCC 50335 CMCC +(16.57) 

4 沙门氏菌 CMCC 50071 CMCC +(17.23) 

5 沙门氏菌 CMCC 50093 CMCC +(16.46) 

6 沙门氏菌 CMCC 50094 CMCC +(18.88) 

7 沙门氏菌 CICC 10420 CICC▲ +(16.63) 

8 沙门氏菌 CICC 10437 CICC +(15.89) 

9 沙门氏菌 CICC 21480 CICC +(17.23) 

10 沙门氏菌 CICC 21482 CICC +(17.35) 

11 沙门氏菌 CICC 21485 CICC +(17.62) 
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表 1(续) 

编号 菌株名称 菌株号* 来源 PCR 结果#

12 沙门氏菌 CICC 21486 CICC +(16.58) 

13 沙门氏菌 CICC21489 CICC +(18.96) 

14 沙门氏菌 CICC 21491 CICC +(17.58) 

15 沙门氏菌 CICC 21492 CICC +(17.80) 

16 沙门氏菌 CICC 21494 CICC +(17.96) 

17 沙门氏菌 CICC 21497 CICC +(17.58) 

18 沙门氏菌 CICC 21498 CICC +(16.89) 

19 沙门氏菌 CICC 21499 CICC +(19.49) 

20 沙门氏菌 CICC 21500 CICC +(16.43) 

21 沙门氏菌 CICC 21502 CICC +(17.52) 

22 沙门氏菌 CICC 21506 CICC +(16.23) 

23 沙门氏菌 CICC 21511 CICC +(18.57) 

24 沙门氏菌 CICC 21512 CICC +(17.41) 

25 沙门氏菌 CICC21586 CICC +(19.08) 

26 沙门氏菌 CICC 21651 CICC +(16.49) 

27 沙门氏菌 A00402 食品分离株 +(17.62) 

28 沙门氏菌 A00406 食品分离株 +(16.53) 

29 沙门氏菌 A00407 食品分离株 +(17.22) 

30 沙门氏菌 A00408 食品分离株 +(18.09 )
 

注: *以 A/H开头的品系号均为北京美正生物科技有限公司分离菌

株, 均通过分子生物学和生化鉴定。 

#“+”表示根据 MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针

法 ) 说 明 书 结 果 判 定 为 沙 门 氏 菌 核 酸 阳 性 ; “‒” 表 示 根 据

MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)说明书结果

判定为沙门氏菌核酸阴性; 括号中数值为 Ct 值。 

△ 美国模式培养莫集存库(American type culture collection, ATCC); 
☆ 中国医学微生物菌种保藏管理中心 (China medical culture 
collection, CMCC); ▲中国工业微生物菌种保藏管理中心(China 
center of industrial culture collection, CICC。 

表 2  MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)15
株非沙门氏菌的检测结果 

Table 2  Results of 15non-Salmonelladetectedby MICROFAST® 

Salmonella real-time PCR kit 

编号 菌株名称 菌株号* 来源 PCR 结果#

1 大肠埃希氏菌 ATCC 15597 ATCC ‒ 

2 阴沟肠杆菌 CMCC 45301 CMCC ‒ 

3 奇异变形杆菌 CMCC 49005 CMCC ‒ 

4 普通变形杆菌 CMCC 49027 CMCC ‒ 

5 志贺氏菌 CMCC 51571 CMCC ‒ 

6 
小肠结肠炎 
耶尔森氏菌 

H00110 分离株 ‒ 

7 阪崎肠杆菌 ATCC 29544 ATCC ‒ 

8 单增李斯特氏菌 ATCC 19115 ATCC ‒ 

9 
肺炎克雷伯氏菌

肺炎亚种 
ATCC 46117 ATCC ‒ 

10 产气肠杆菌 ATCC 13048 ATCC ‒ 

11 
乙型溶血性 

链球菌 
ATCC 21059 ATCC ‒ 

12 副溶血性弧菌 ATCC 17802 ATCC ‒ 

13 粘质沙雷氏菌 CICC10898 CICC ‒ 

14 创伤弧菌 CICC 21615 CICC ‒ 

15 弗氏柠檬酸杆菌 ATCC 43864 ATCC ‒ 

 
2.2  假阳性率和假阴性率检测 

取纯牛奶、保鲜乳、巴氏杀菌乳、发酵乳、婴幼儿配

方奶粉共 30 个, 每种 6 个样品, 按照 1.3.3 的验证方法用

试剂盒及国家标准方法进行检验, 结果见表 3、表 4。 

 
表 3  沙门氏菌未人工添加样品检测结果 

Table 3  Results of samples withoutSalmonella artificially 

样品类别 样品名称 GB 4789.4—2016* MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒# 

纯牛奶 

伊利经典纯牛奶瓶装(250 mL) ‒ ‒ 

蒙牛纯牛奶盒装(250 mL) ‒ ‒ 

蒙牛特仑苏纯牛奶盒装(250 mL) ‒ ‒ 

完达山纯牛奶盒装(250 mL) ‒ ‒ 

三元纯牛奶盒装(250 mL) ‒ ‒ 

三元特品鲜牛奶 ‒ ‒ 
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表 3(续) 

样品类别 样品名称 GB 4789.4—2016* MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒# 

保鲜乳 

三元特品鲜牛奶袋装(243 mL) ‒ ‒ 

三元极致鲜牛奶盒装(490 mL) ‒ ‒ 

蒙牛现代牧场鲜牛奶盒装(960 mL) ‒ ‒ 

三元农垦牧场鲜牛奶盒装(500 mL) ‒ ‒ 

三元脱脂鲜牛奶盒装(500 mL) ‒ ‒ 

三元鲜牛奶盒装(500 mL) ‒ ‒ 

巴氏杀菌乳 

三元优选鲜牛乳瓶装(240 mL) ‒ ‒ 

三元极致酪蛋白鲜牛奶瓶装(240 mL) ‒ ‒ 

三元脱脂鲜牛奶盒装(250 mL) ‒ ‒ 

三元极致有机鲜牛乳瓶装(240 mL) ‒ ‒ 

光明特品鲜牛奶袋装(243 mL) ‒ ‒ 

蒙牛高钙牛奶 ‒ ‒ 

发酵乳 

牛奶乐园七点酸奶盒装(135 g) ‒ ‒ 

伊利草莓果粒风味发酵乳瓶装(90 g) ‒ ‒ 

伊利原味风味发酵乳 ‒ ‒ 

妙沁发酵乳(草莓+树莓+紫米) ‒ ‒ 

农夫联盟希腊风味脱脂酸奶(500 g) ‒ ‒ 

农夫联盟希腊风味发酵乳瓶装(500 g) ‒ ‒ 

婴幼儿配方奶粉 

康维多荷莱蕊婴儿配方羊奶粉(900 g) ‒ ‒ 

康维多健儿儿童奶粉(900 g) ‒ ‒ 

可贝思婴儿配方羊奶粉(400 g) ‒ ‒ 

雀巢葛儿舒乳蛋白深度水解配方奶粉(400 g) ‒ ‒ 

康维多荷莱蕊婴儿配方奶粉(400 g) ‒ ‒ 

贝欧莱婴儿配方奶粉(360 g) ‒ ‒ 
 

注: *“+”表示根据 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》结果判定为“25 g(mL)样品中检出沙门氏菌”; 
“‒” 根据 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》结果判定为“25 g(mL)样品中未检出沙门氏菌”。 

#“+”表示根据 MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)说明书结果判定为沙门氏菌核酸阳性; “‒”表示根据 MICROFAST®沙

门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)说明书结果判定为沙门氏菌核酸阴性。以下同。 

 
表 4  沙门氏菌人工添加(5CFU)样品检测结果 

Table 4  Results of samples added Salmonella(5CFU) artificially 

样品类别 样品名称 GB 
4789.4—2016* MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒# 

纯牛奶 

伊利经典纯牛奶瓶装(250 mL) + + 

蒙牛纯牛奶盒装(250 mL) + + 

蒙牛特仑苏纯牛奶盒装(250 mL) + + 

完达山纯牛奶盒装(250 mL) + + 

三元纯牛奶盒装(250 mL) + + 

三元特品鲜牛奶 + + 

保鲜乳 

三元特品鲜牛奶袋装(243 mL) + + 

三元极致鲜牛奶盒装(490 mL) + + 

蒙牛现代牧场鲜牛奶盒装(960 mL) + + 

三元农垦牧场鲜牛奶盒装(500 mL) + + 

三元脱脂鲜牛奶盒装(500 mL) + + 

三元鲜牛奶盒装(500 mL) + + 
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表 4(续) 

样品类别 样品名称 GB 4789.4—2016* MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒# 

巴氏杀菌乳 

三元优选鲜牛乳瓶装(240 mL) + + 
三元极致酪蛋白鲜牛奶瓶装(240 mL) + + 

三元脱脂鲜牛奶盒装(250 mL) + + 
三元极致有机鲜牛乳瓶装(240 mL) + + 

光明特品鲜牛奶袋装(243 mL) + + 
蒙牛高钙牛奶 + + 

发酵乳 

牛奶乐园七点酸奶盒装(135 g) ‒ ‒ 
伊利草莓果粒风味发酵乳瓶装(90 g) ‒ ‒ 

伊利原味风味发酵乳 + + 
妙沁发酵乳(草莓+树莓+紫米) ‒ ‒ 

农夫联盟希腊风味脱脂酸奶(500 g) ‒ ‒ 
农夫联盟希腊风味发酵乳瓶装(500 g) ‒ ‒ 

婴幼儿配方奶粉 

康维多荷莱蕊婴儿配方羊奶粉(900 g) + + 
康维多健儿儿童奶粉(900 g) + + 

可贝思婴儿配方羊奶粉(400 g) + + 
雀巢葛儿舒乳蛋白深度水解配方奶粉(400 g) + + 

康维多荷莱蕊婴儿配方奶粉(400 g) + + 
伊利经典纯牛奶瓶装(250 mL) + + 

高浓度添加(50 CFU/25 g) 

纯牛奶 

伊利经典纯牛奶瓶装(250 mL) + + 
蒙牛纯牛奶盒装(250 mL) + + 

蒙牛特仑苏纯牛奶盒装(250 mL) + + 
完达山纯牛奶盒装(250 mL) + + 
三元纯牛奶盒装(250 mL) + + 

三元特品鲜牛奶 + + 

保鲜乳 

三元特品鲜牛奶袋装(243 mL) + + 
三元极致鲜牛奶盒装(490 mL) + + 

蒙牛现代牧场鲜牛奶盒装(960 mL) + + 
三元农垦牧场鲜牛奶盒装(500 mL) + + 

三元脱脂鲜牛奶盒装(500 mL) + + 
三元鲜牛奶盒装(500 mL) + + 

巴氏杀菌乳 

三元优选鲜牛乳瓶装(240 mL) + + 
三元极致酪蛋白鲜牛奶瓶装(240 mL) + + 

三元脱脂鲜牛奶盒装(250 mL) + + 
三元极致有机鲜牛乳瓶装(240 mL) + + 

光明特品鲜牛奶袋装(243 mL) + + 
蒙牛高钙牛奶 + + 

发酵乳 

牛奶乐园七点酸奶盒装(135 g) ‒ ‒ 
伊利草莓果粒风味发酵乳瓶装(90 g) ‒ ‒ 

伊利原味风味发酵乳 + + 
妙沁发酵乳(草莓+树莓+紫米) ‒ ‒ 

农夫联盟希腊风味脱脂酸奶(500 g) ‒ ‒ 

农夫联盟希腊风味发酵乳瓶装(500 g) ‒ ‒ 

婴幼儿配方奶粉 

康维多荷莱蕊婴儿配方羊奶粉(900 g) + + 

康维多健儿儿童奶粉(900 g) + + 

可贝思婴儿配方羊奶粉(400 g) + + 

雀巢葛儿舒乳蛋白深度水解配方奶粉(400 g) + + 

康维多荷莱蕊婴儿配方奶粉(400 g) + + 

伊利经典纯牛奶瓶装(250 mL) + + 
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由于沙门氏菌对乳酸菌发酵产物的不耐受, 会导致

部分发酵乳样本中添加沙门氏菌的死亡, 从而导致部分阳

性加标发酵乳样本增菌检测结果为阴性。总结表 3、表 4
中 GB 4789.4—2016 和 MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试

剂盒(PCR-探针法)检测结果见表 5。 

 
表 5  2 种检测方法对人工添加样品的检测结果 

Table 5  Results of two methods for samples artificially 

MICROFAST®沙门氏菌核酸

检测试剂盒(PCR-探针法) 

GB 4789.10—2016 
合计 

阳性 阴性 

阳性 50 0 50 

阴性 0 40 40 

合计 50 40 90(固定值)

由表 5 可计算, 对于阴性结果, MICROFAST®沙门氏

菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)与 GB 4789.4—2016 一致, 
假阳性率(false positive rate, FPR)为 0; 对于阳性结果 , 
MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)检
测结果的假阴性率(false negative rate, FNR)为 0。 

2.3  稳定性实验 

取 3 个不同生产批号的 MICROFAST®沙门氏菌核酸

检测试剂盒(PCR-探针法)进行测试, 测试对象为选择先前

制备的 5 份阳性核酸模板(5 μL)。采用单因素方差分析

(one-way analysis of variance, ANOVA)方法分析各个批次

检测结果间是否存在显著性差异。 
由表 6 可见, 不同批次的 MICROFAST®沙门氏菌核

酸检测试剂盒(PCR-探针法)对 5 份阳性核酸模板检测结果

之间没有显著性差异。 
 

表 6  不同批次 MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)检测结果 
Table 6  Results of different batches of Salmonella real-time PCR kit 

批号 
MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)(Ct 值) 

ANOVA 检验结果 
模板 1 模板 2 模板 3 模板 4 模板 5 

20200702 
17.31 20.27 17.05 18.02 16.32 

F=0.002 
P=0.998 

批次间结果没有显著性差异 

17.29 20.16 16.97 17.93 16.52 

20200707 
17.19 20.24 17.10 18.19 16.27 

17.47 20.39 16.86 17.79 16.63 

20200710 
17.16 20.46 17.07 17.97 16.62 

17.30 20.45 16.76 17.97 16.50 

变异系数 CV 0.63 % 0.60 % 0.79 % 0.72 % 0.92 % 

 

3  结论与讨论 

本研究选择了 30 株沙门氏菌及 15 株非沙门氏菌进行

特异性检测, 结果表明, MICROFAST®沙门氏菌核酸检测

试剂盒(PCR-探针法)对沙门氏菌的特异性符合预期。本研

究选择约 5 CFU/25 g 的低浓度沙门氏菌, 通过人工添加阳

性菌株添加到 30 个乳制品样本中, 本研究选择的是市售

纯牛奶、保鲜乳、巴氏杀菌乳、发酵乳、婴儿配方奶粉, 共
5 类, 具有一定代表性。在此条件下, MICROFAST®沙门氏

菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)方法并与国家标准方法比

对检验结果, 研究结果表明, MICROFAST®沙门氏菌核酸

检测试剂盒(PCR-探针法)的假阳性率与假阴性率为 0, 与
国家标准法检测结果一致, 其中有 10 个酸奶样本出现阳

性菌株添加后, 国家标准法和 PCR 试剂盒法都未检出的结

果, 主要是由于沙门氏菌对乳酸菌发酵产物的不耐受, 会
导致部分发酵乳样本中添加沙门氏菌的死亡, 从而导致部

分阳性加标发酵乳样本增菌检测结果为阴性。本验证对

MICROFAST 沙门氏菌核酸检测试剂盒(PCR-探针法)进行

了批间差测试, 测试对象为选择制备好的 5 份阳性核酸模

板。采用单因素方差分析方法分析各个批次检测结果, 对
5 份阳性核酸模板检测结果之间没有显著性差异, 变异系

数 CV 均小于 1%。 
本研究结果显示, MICROFAST®沙门氏菌核酸检测试

剂盒(PCR-探针法)具有良好的准确性和特异性, 在乳制品

样本中, 与国家标准方法相比具有良好的一致性。该试剂

盒具有操作简单、快速等优势, 适合于乳制品加工过程微

生物快速检测。 
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