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混合培养法在检测食品中沙门氏菌中的应用评价 

林  钊* 
(福建省产品质量检验研究院, 福州  350002) 

摘  要: 目的  通过对标准菌株以及人工污染样品的检测, 评价混合培养法在检测食品中沙门氏菌的应用。

方法  本研究采用混合培养法对 3 株不同血清型的沙门氏菌和 30 株非沙门氏菌进行检测, 分析该方法的灵敏

度和特异性; 同时制备人工污染的样品(包括肉制品、乳制品、巧克力)进行检测, 评价混合培养法和 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》方法的一致性。结果  混合培养法对 3

株沙门氏菌的检出限为 1 CFU/25 g, 而 30 株非沙门氏菌检测结果均为未检出, 说明该方法具有良好的特异性; 

用混合培养法和 GB 4789.4—2016 分别对人工污染样品进行检测, 对 3 类加标样品的检测灵敏度为: 100%、

100%、100%, 总体灵敏度为 100%; 检测特异性为: 93.2%、97.8%、93.2%, 总体特异性为 94.7%; 检测假阴性

率为: 0、0、0, 总体假阴性率为 0; 假阳性率为: 6.8%、2.2%、6.8%, 总体假阳性率为: 5.3%; 相对准确度为: 97%、

99%、97%, 总体相对准确度为 97.7%; 混合培养法与 GB 4789.4—2016 方法阳性比例显著性差异为: 1.33、0、

1.33, 总体显著性差异为 0.89。结论  根据 SN/T 3266—2012《食品微生物检验方法确认技术规范》的判定规

则, 混合培养法和 GB 4789.4—2016 在统计学意义上无显著性差异。该方法具有提高实验效率、降低检测成

本的优势, 能够快速检测食品中沙门氏菌, 在食品中致病性微生物的检测中具有较好的推广性。 
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Evaluation of the application of mixed culture method in the detection of 
Salmonella spp. in foods 

LIN Zhao* 
(Fujian Inspection and Research Institute for Product Quality, Fuzhou 350002, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the application of mixed culture method in detecting Salmonella in food by 
detecting standard strains and artificially contaminated samples. Methods  In this study, the mixed culture method 
was used to detect 3 Salmonella strains with different serotypes and 30 non-Salmonella strains to analyze the 
sensitivity and specificity of the method. At the same time, artificially contaminated samples (including meat 
products, dairy products, and chocolate) were prepared for detection to evaluate the consistency between the mixed 
culture method and the GB 4789.4—2016 National food safety standard-Food microbiological examination- 
Salmonella examination method. Results  The limit of detection of the mixed culture method for 3 strains of 
Salmonella was 1 CFU/25 g, while the detection results of 30 non-Salmonella strains were all not detected, indicating 
that this method had good specificity. The artificially contaminated samples were detected by the mixed culture 
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method and the GB 4789.4—2016 method respectively. The detection sensitivities of 3 types of spiked samples were: 
100%, 100%, 100%, and the overall sensitivity was 100%; the detection specificities were: 93.2%, 97.8%, 93.2%, and 
the overall specificity was 94.7%; the detection false negative rates were: 0, 0, 0, and the overall false negative rate 
was 0; the false positive rates were: 6.8%, 2.2%, 6.8%, and the overall false positive rate was 5.3%; the relative 
accuracies were: 97%, 99%, 97%, and the overall relative accuracy was 97.7%; the significant differences in positive 
proportions between the mixed culture method and the GB 4789.4—2016 method were: 1.33, 0, 1.33, and the overall 
significant difference was 0.89. Conclusion  According to the judgment rules of SN/T 3266—2012 Technical 
specifications for confirmation of food microbiological inspection methods, there is no significant difference between 
the mixed culture method and the GB 4789.4—2016 method in statistical significance. This method has the 
advantages of improving experimental efficiency and reducing detection costs. It can quickly detect Salmonella spp. 
in food and has good applicability in the detection of pathogenic microorganisms in food. 
KEY WORDS: Salmonella spp.; mixed culture method; rapid detection; evaluation 
 
 

0  引  言 

沙门氏菌(Salmonella spp.)隶属于革兰氏阴性肠杆菌, 
由邦戈沙门氏菌和肠道沙门氏菌组成, 有 2600 多种血清

型, 我国已有 292 个血清型检测报告[1–2]。沙门氏菌广泛存

在于肉、蛋、奶等动物性食品中, 其中鸡蛋、蛋制品和鸡

肉是其传播的主要食品载体[3]。据疾病预防控制中心估计, 
每年大约有 5300 万人由于食用污染沙门氏菌的新鲜鸡蛋

而感染沙门氏菌病[4], 公共卫生受到了严重的威胁。近几

年, 在鸡蛋中检出的沙门氏菌的血清型种类逐渐增加, 但
鼠伤寒沙门氏菌、肠炎沙门氏菌仍然是检测频率最高、占

主导地位的血清型[5–7]。此外, 食源性致病菌耐药性在抗生

素大量使用的今天, 已经成为全球关注的焦点问题[8–12]。 
根据世界卫生组织报告, 沙门氏菌是全球腹泻病的

主要病因之一, 江西省 2011—2020年报告学校食源性疾病

暴发事件 72 起, 涉及暴露人数 19858 人, 累计发病人数

882 人, 住院 297 人, 死亡 1 人。陈丽敏等[13]通过分析原因

得出结论为致病微生物及毒素是学校食源性疾病暴发的主

要致病因素。根据中国食源性疾病报道的相关文献, 中国

10 年累计因食源性疾病患病达 26 万人。由微生物引起的

食源性疾病占 3成以上, 是食源性疾病的最主要致病原, 沙
门氏菌又是主要的致病菌, 这些食源性疾病主要在餐饮服

务场所发生[14–16]。沙门氏菌在 GB 29921—2021《食品安全

国家标准 预包装食品中致病菌限量》中规定的 13 大类食品

类别以及 GB 31607—2021《食品安全国家标准 散装即食食

品中致病菌限量》中规定的 3 大类食品类别为必检项目。沙

门氏菌限量要求为 n=5, c=0, m=0 (5 个微生物样本中均不得

检出沙门氏菌)。为了满足以上要求, 现有的检测技术均为

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

酸钠煌绿(tetrathionate broth base, TTB)增菌液、亚硒酸盐胱

氨酸 (selenium cysteine, SC)增菌液再增菌、亚硫酸铋

(bismuth sulfite, BS)琼脂、木糖赖氨酸脱氧胆盐(xylose lysine 
desoxycholate, XLD)琼脂(或沙门氏菌显色培养基)选择性分

离、鉴定操作烦琐, 耗费大量的人力、物力、财力[17]。沙门

氏菌传统检测方法可靠性强, 准确性好, 被认为是行业内

沙门氏菌检测的金标准[18]。但是存在检测耗时长, 操作复

杂, 检测结果需要肉眼观察等问题[19]。目前快速检测食源

性致病菌的方法主要有免疫学检测技术[20–23]、分子生物学

技术[24–29]和生物传感器检测技术[30–32]等, 但是此类方法所

需的仪器设备要求高、检测人员技术门槛高并不利于大范

围的食源性致病菌检测。 
本研究采用混合培养法检测食品中沙门氏菌, 通过

与 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》对比检测加标样品, 并利用相关分析手

段, 阐明混合培养法的特异性和灵敏度, 以期实现食品中

沙门氏菌的快速检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂和仪器 

1.1.1  材料与试剂 
营养肉汤(nutrient broth, NB)、BPW、平板计数琼脂(plate 

count agar, PCA)、XLD 琼脂、TTB 增菌液、SC 增菌液(北京

陆桥技术有限责任公司); BS 琼脂(广东环凯微生物科技有限

公司); 沙门氏菌显色平板(上海欣中生物工程有限公司)。 
1.1.2  仪器和设备 

LRH-250 生化培养箱(上海一恒科学仪器有限公司); 
DK-S22 恒温水浴锅 ( 上海精宏实验设备有限公司 ); 
BCD-278KACB 冰箱(海尔集团); HV-50 自动高压灭菌器(压
力)(日本 HIRAYAMA 公司); JJ1000 电子天平(江苏省常熟市

双杰测试仪器厂); CVK-UB2 超低温冰箱(日本 SANYO 公

司); SG403CE生物安全柜(美国BAKER公司); VITEK2全自

动微生物鉴定/药敏系统(法国 bioMérieux 公司)。 
1.1.3  菌  种 

本研究所采用的标准菌株为实验室保存的 3 株沙门

氏菌及 30 株非沙门氏菌(表 1、2)。 
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表 1  沙门氏菌菌株信息 
Table 1  Information of Salmonella strain 

序号 菌种名称 菌株编号 

1 鼠伤寒沙门氏菌 CGMCC1.1174 

2 伤寒沙门氏菌 CMCC(B)50071 

3 甲型副伤寒沙门氏菌 CMCC(B)50093 

 
1.2  实验方法 

1.2.1  菌悬液制备 
挑取上述标准菌株培养的单菌落分别接种于 100 mL 

NB 培养基中, 放入恒温培养箱中 36 ℃培养 24 h 后, 在
4 ℃冰箱保存备用。 
1.2.2  混合培养法的建立 

混合培养法是指在不减少样品的采样量以及后续增

菌液接种量的前提下, 在 BPW前增菌完成后从 5个独立样

本中各取样 1 mL 共计 5 mL 前增菌液混合接种于 1 管

TTB、SC 增菌液(每管各 10 mL)中进行后续的分离、鉴定, 
并将前增菌液 BPW 放置于 4 ℃冰箱保存, 若检测结果为

阳性, 则把 5 份放置于 4 ℃冰箱的前增菌液放置 36 ℃培养

1 h(回温), 再按照 GB 4789.4—2016 操作, 结果则按照 GB 
4789.4—2016 检测的结果报告。 
1.2.3  反应灵敏度的测定 

将经过鉴定的沙门氏菌新鲜培养物制成菌悬液, 将
菌悬液进行 10 倍系列稀释, 每个浓度分别移取 1 mL 加入

到 5 份 225 mL 含有样品的 BPW 增菌液中, 按照 GB 
4789.4—2016 以及混合培养法进行实验, 检测结果报告为

阳性的最低细菌浓度确定为该方法的检出限。 

1.2.4  特异性实验 
将经过鉴定的非沙门氏菌新鲜培养物制成 0.5 MCF

菌悬液(108 CFU/mL), 按照混合培养法进行检验, 并用沙

门氏菌阳性菌株进行对照, 考察混合培养法的特异性。 
1.2.5  方法的性能指标检验 

取 混 有 人 工 污 染 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 CGMCC 
1.1174(污染水平为 0、10–1、100、101 CFU/25 g)的肉制

品(n=100)、乳制品(n=100)和巧克力(n=100)样品各 25 g
加入到 225 mL BPW 中, 分别按照 GB 4789.4—2016 和混

合培养法进行检验。 

1.3  数据处理 
为了比较 GB 4789.4—2016 和混合培养法的差异, 3

种基质样品 4 个人工污染水平进行 25 次独立重复实验, 并
参考SN/T 3266—2012《食品微生物检验方法确认技术规范》

中的原则, 利用 Excel 计算混合培养法(待确认方法)与 GB 
4789.4—2016(基准方法)的灵敏度(p+)[公式(1)]、特异性

(p–)[公式(2)]、假阴性率(pf–)[公式(3)]、假阳性率(pf+)[公式

(4)]、相对准确度(relative accuracy, RA)[公式(5)]、显著性差

异(χ2)[公式(6)], 并对两种方法进行一致性评价。 

 p+= PA
N +

×100%    (1) 

 p–= NA
N −

×100%    (2) 

 pf–=100%–p+     (3) 
 pf+=100%–p–     (4) 

 RA/%= PA NA+
样品总数

×100%    (5) 

 χ2=
2(| PD ND | 1)

PD
− −

+
    (6) 

 

表 2  非沙门氏菌菌株信息 
Table 2  Information of non-Salmonella strains 

序号 菌种名称 菌株编号 序号 菌种名称 菌株编号 

1 金黄色葡萄球菌 ATCC 25923 16 苏云金芽孢杆菌 ATCC10792  

2 金黄色葡萄球菌 CGMCC 1.0089 17 蕈状芽孢杆菌 CICC21473 

3 单核增生李斯特菌 CMCC 54002 18 蕈状芽孢杆菌 ATCC13124 

4 蜡样芽孢杆菌 ATCC14579 19 嗜热链球菌 ATCC 19258 

5 宋内志贺氏菌 ATCC 25931 20 铅黄肠球菌 ATCC700327 

6 福氏志贺氏菌 ATCC 9199 21 枯草芽孢杆菌 ATCC 6633 

7 副溶血性弧菌 ATCC 17802 22 普通变形杆菌 ATCC 13315 

8 铜绿假单胞菌 CGMCC1.2464 23 鼠李糖乳杆菌 ATCC7469 

9 大肠埃希氏菌 ATCC 9199 24 奇异变形杆菌 ATCC 33583 

10 大肠埃希氏菌 CGMCC 1.3373 25 地衣芽孢杆菌 CICC10084 

11 斯氏李斯特氏菌 ATCC 35967 26 莱氏曼氏乳杆菌 ATCC7830 

12 伊氏李斯特氏菌 ATCC 19119 27 植物乳杆菌 ATCC8014 

13 英诺克李斯特氏菌 ATCC 33090 28 酿酒酵母 ATCC9080 

14 荧光假单胞菌 CICC21620 29 创伤弧菌 ATCC27562 

15 产气荚膜梭菌 ATCC 13124 30 溶藻弧菌 ATCC33787 
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式中 PA: 两方法均为阳性数; NA: 两方法均为阴性

数; ND: GB 4789.4—2016 法阳性, 混合培养法阴性数; PD: 
GB 4789.4—2016 法阴性, 混合培养法阳性数; p+: 灵敏度; 
p–: 特异性; pf–: 假阴性率; pf+: 假阳性率; χ2: 显著性差

异; N+: GB 4789.4—2016 法阳性数; N-: GB 4789.4—2016
法阴性数。 

2  结果与分析 

2.1  方法灵敏度的评价结果分析 

当添加沙门氏菌的浓度在 1 CFU/25 g 及以上时, 混
合培养法对所有添加有标准菌株的检测结果均为检出沙门

氏菌。可得出混合培养法对 3 株沙门氏菌的检出限为 1 
CFU/25 g, 由此可说明该方法具有良好的灵敏度。 

2.2  方法特异性评价结果分析 

采用混合培养法对 30 株非沙门氏菌进行检测, 得到

的结果为除阳性对照样品外所有样品均为未检出。由此可

说明该方法具有很好的特异性。 

2.3  方法性能指标评价结果分析 

取肉制品、乳制品、巧克力 3 类食品各 100 份作为样

品基质, 每类食品分成 20 份, 每份 5 个样品, 每一个污染

水平检测 5 份即 25 个样品, 进行混合培养法和国标法沙门

氏菌人工污染样品的检测, 结果见表 3。 
混合培养法对 3 类食品基质中沙门氏菌加标样品的

灵敏度(p+)、特异性(p–)、假阴性率(pf–)、假阳性率(pf+)、
相对准确度(RA)、显著性差异(χ2)结果如表 4 所示。对 3
类加标样品检测的总体灵敏度为 100%; 3 类加标样品检测

的总体特异性为 94.7%; 3 类加标样品检测的总体假阴性率

为 0; 3 类加标样品检测的总体假阳性率为 5.3%; 3 类加标

样品检测的总体相对准确度为 97.7%; 3 类加标样品的检测

总体显著性差异为 0.89。根据 SN/T 3266—2012 中 4.2.1
的判定规则 , 总体灵敏度 100%>98%、总体特异性为

94.7%>90.4%、总体假阴性率为 0<2%、总体假阳性率为

5.3%<9.6%、总体相对准确度为 97.7%>94%、检出限为

1 CFU/25 g<3 CFU/25 g, 故得出结论: 混合培养法和 GB 
4789.4—2016 法在统计学意义上无显著性差异。 

 
表 3  混合培养法和国标法对沙门氏菌人工污染食品的样品检测结果 

Table 3  Sample testing results of artificially contaminated food with Salmonella using mixed culture method and national  
standard method 

样品类型 染菌水平 
/(CFU/25 g) 

阳性结果混合培养法 
/国标法 

GB 4789.4—2016 法阴性/ 
混合培养法阳性 

GB 4789.4—2016 法阳性/
混合培养法阴性 

肉制品(n=100) 

阴性对照 0 0/0 - - 

101 25/25 - - 

100 24/23 32# - 

10–1 10/8 7#、12# - 

乳制品(n=100) 

阴性对照 0 0/0 - - 

101 25/25 - - 

100 20/20 - - 

10–1 11/10 6# - 

巧克力(n=100) 

阴性对照 0 0/0 - - 

101 25/25 - - 

100 22/21 28# - 

10–1 12/10 4#、11# - 

注: -表示无此样品。 

 
表 4  混合培养法的灵敏度(p+)、特异性(p–)、假阴性率(pf–)、假阳性率(pf+)、相对准确度(RA)、显著性差异(χ2)结果 

Table 4  Results of sensitivity (p+), specificity (p–), false negative rate (pf–), false positive rate (pf+), relative accuracy (RA), and 
significant difference (χ2) for the mixed culture method 

样品类型 PA NA ND PD p+ p– pf– pf+ RA χ2 N+ N– 

肉制品(n=100) 56 41 0 3 100% 93.2% 0 6.8% 97% 1.33 56 44 

乳制品(n=100) 55 44 0 1 100% 97.8% 0 2.2% 99% 0 55 45 

巧克力(n=100) 56 41 0 3 100% 93.2% 0 6.8% 97% 1.33 56 44 
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混合培养法是一种基于 GB 4789.4—2016 法的检测方

法, 本研究结果显示混合培养法针对 3株不同血清型的沙门

氏菌的检出限均为 1 CFU/25 g, 对 30 株高浓度(108 CFU/mL)
非沙门氏菌的检测结果均为未检出, 初步阐明该方法具有

灵敏性和特异性。 
本研究选择 3 个较低染菌浓度 10–1、100、101 CFU/25 g

的加标方法对 3 类食品各 100 份肉制品、乳制品、巧克力进

行检测, 评价混合培养法和 GB 4789.4—2016 法方法的一致

性。实验结果表明, 混合培养法与 GB 4789.4—2016 法相

比, 混合培养法对不同浓度的加标样品具有较好的准确度

(总体准确度为 97.7%), 总体显著性差异为 0.89<3.84, 说
明两种方法的阳性确证比率在 5%的置信区间内没有统计

学差异。在 100 CFU/25 g 以及 10–1 CFU/25 g 的样品中混

合培养法比 GB 4789.4—2016 法多检出 7 份样品, 可能是

由于混合培养法前增菌液置于 4 ℃冰箱后放置 36 ℃培养

1 h 导致样品中标准菌株的浓度高于 GB 4789.4—2016 法

中加标菌株的浓度, 这也体现了混合培养法比国标法更

为灵敏。 

3  结  论 

本研究采用混合培养法对食品中沙门氏菌进行检验, 
该方法对沙门氏菌具有良好的灵敏度、特异性, 其假阴性

率、假阳性率都较低、具有良好的相对准确度和显著性差

异。该方法具有提高实验效率、降低检测成本的优势, 能
够快速检测食品中沙门氏菌, 在食品中致病性微生物的定

性检测中具有较好的推广性。本研究采用 3 株不同血清型

沙门氏菌进行探究, 所涉及的目标菌的覆盖面较为狭窄, 
未来进一步的研究可增加更多种不同血清型目标菌进行验

证, 以促进食品检测行业的发展。 
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