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食品检测用亚硫酸铋琼脂培养基标准物质的研制 

陈怡文, 张晓东, 刘  娜, 余  文* 
(中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

摘  要: 目的  研制食品检测用亚硫酸铋琼脂(bismuth sulfite agar, BS)培养基标准物质。方法  针对 BS 培养基

使用的复杂性生物成分原料进行分析和筛选, 筛选出质量最好的原料成分后, 将 BS 培养基各成分按比例称量、

球磨后分装制成标准物质。倾注平板后观察培养基形态, 检测 pH。根据 GB 4789.28—2024《食品安全国家标准 

食品微生物学检验 培养基和试剂的质量要求》中选择性分离和计数固体培养基的测试项目, 检验 BS 培养基标

准物质的均匀性。以 40 ℃模拟极限运输条件检验 BS 培养基标准物质的短期稳定性, 以室温条件放置 1、2、5、

8、12 个月的长期稳定性, 并由 3 家实验室进行协作定值。结果  制备的 BS 培养基标准物质倾注平板后为浅灰

绿色, 有不透明絮状沉淀, pH 为 7.56±0.01。均匀性和短期稳定性良好, 长期稳定性在 1 年以上, 协作定值结果符

合 GB 4789.28—2024 的质控评定标准。结论  本研究制备的 BS 培养基标准物质均匀性与稳定性都达到标准物

质的技术指标要求, 可以用于食品中沙门氏菌检测的质量控制、实验室能力验证、实验室间比对等。 
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Development of bismuth sulfite agar medium certified reference  
material for food detection 

CHEN Yi-Wen, ZHANG Xiao-Dong, LIU Na, YU Wen* 
(National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop bismuth sulfite agar (BS) medium reference material for food detection. 

Methods  The complex biological composition materials were analyzed in BS medium, the best quality composition 

material were selected and weighed in proportion and packed into standard materials after ball milling. The 

morphology of culture medium and pH were observed after pouring plate. According to the test items of selective 

separation and counting solid medium in GB 4789.28—2024 National food safety standards-Food microbiological 

examination-Quality requirements for culture mediums and reagents, the homogeneity of BS medium certified 

reference material was tested. The short-term stability of the BS medium certified reference material was tested under 

the simulated limit transport condition at 40 ℃, and the long-term stability was tested under the condition of room 

temperature for 1, 2, 5, 8 and 12 months, 3 laboratories participated in the joint valuation. Results  The prepared BS 

medium certified reference material poured into the plate was a light gray-green color with opaque fibrous 

precipitate, with pH of 7.56±0.01. The homogeneity and short-term stability were good, and the long-term stability 
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was more than 1 year. The results of collaborative determination were in line with the quality control assessment 

standard of GB 4789.28—2024. Conclusion  The homogeneity and stability of the BS medium certified reference 

material can meet the technical requirements of the standard substance, and it can be used for the quality control, 

laboratory ability verification and laboratory comparison of Salmonella detection in food. 
KEY WORDS: food detection; xylose lysine deoxycholate agar; certified reference material; medium 
 
 

0  引  言 

沙门氏菌是常见的引起食物中毒事件的食源性致病

菌, 占比约为 70%~80%[1–3]。人体摄入被沙门氏菌污染的

食物后, 经过 2~72 h 潜伏期, 会产生食物中毒、肠热症、

发热、菌血症和败血症等, 严重者甚至危及生命[4‒7]。GB 
4789.4—2024《食品安全国家标准 食品微生物学检验 沙
门氏菌检验》的规定, 沙门氏菌选择性分离培养基为亚硫

酸铋琼脂 (bismuth sulfite agar, BS)和 HE 琼脂 (hektoen 
enteric agar, HE)。沙门氏菌在 BS 培养基上培养 40~48 h
后, 呈现黑色有金属光泽、棕褐色或灰色的菌落。根据典

型菌落特征, 可以增加沙门氏菌的鉴别准确率[8‒9]。因此, 
BS 培养基质量的优劣直接决定食品中沙门氏菌的检出率。 

微生物在培养基上能够良好生长, 主要依靠于培养

基中的复杂生物成分(如蛋白胨)提供基础营养物质, 但由

于该类成分一般化学组成复杂, 来源不明, 含量不明确, 
导致批次间差异较大[10‒11]。由此可能对微生物的生长带来

影响, 从而表现为菌落大小、菌落形态、菌落总数计数实

验等结果的差异。 
现今市场上虽然国内外生产培养基的企业数量众多, 

但培养基的质量良莠不齐, 缺少培养基标准物质对照品作

为标尺, 进行质量控制[12‒14]。本研究根据 GB 4789.4—2024
中 BS 培养基的配方, 对配方中的复杂成分进行筛选, 并制

备成 BS 培养基标准物质。同时, 根据 GB 4789.28—2024《食

品安全国家标准 食品微生物学检验 培养基和试剂的质量

要求》中选择性分离和计数固体培养基的测试项目, 对 BS
培养基进行均匀性检验、稳定性检验和 3 家实验室的协作定

值, 制备符合要求的 BS 培养基标准物质, 为满足食品中沙

门氏菌检测的方法验证和质量控制需求提供对照参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

伤寒沙门氏菌[Salmonella typhi, CMCC(B)50071]、金

黄色葡萄球菌[Staphylococcus aureus, CMCC(B)26003]、白

念假单胞菌[Monilia albican, CMCC(B)98001](中国医学微

生物菌种保藏管理中心 ); 鼠伤寒沙门氏菌 (Salmonella 
typhimurium, ATCC 14028)、大肠埃希氏菌(Escherichia coli, 
ATCC 25922)、粪肠球菌 (Enterococcus faecalis, ATCC 

29212)(美国菌种保藏中心)。 
5XM9 低盐培养基(北京三药科技有限公司); 参比蛋

白胨(美国 BD 公司); 牛肉膏(生物试剂)、葡萄糖、硫酸亚

铁、磷酸氢二钠、煌绿、柠檬酸铋铵、亚硫酸钠(分析纯)(国
药集团化学试剂有限公司); 琼脂(美国 BD 公司)。 

1.2  仪器与设备 

MS200 球磨仪(南通友邦机械有限公司); S220 酸度

计、PL2002 电子天平[精度 0.01 g, 梅特勒-托利多仪器(上
海)有限公司]; SWB25水浴锅(美国Thermo Fisher Scientific
公司)。 

1.3  蛋白胨的筛选 

在 M9 培养基中按照 0.75、1.50、3.00、6.00、10.00、
15.00 g/L 的质量浓度依次加入参比蛋白胨, 同时将 3 个不

同品牌的待测蛋白胨按照 3 g/L 质量浓度配制成待测培养

基。分别取上述参比培养基和待测培养基各 100 µL 添加至

96 孔板中, 每孔接种 100 µL 104~105 CFU/mL 的金黄色葡

萄球菌和白色念珠菌, 每个蛋白胨浓度设置 3 个平行孔。

用封口膜封板混匀后培养。金黄色葡萄球菌于 36 ℃±1 ℃
培养 22~24 h, 白色念珠菌于 28 ℃±1 ℃培养 56~60 h。 

使用酶标仪测定 96 孔板中培养物的吸光度值。通过

绘制参比培养基蛋白胨浓度-吸光度值的标准曲线, 计算

待测培养基相对蛋白胨浓度。 

1.4  培养基的制备 

培养基的制备方案参考 GB 4789.4—2024, 将蛋白胨, 
牛肉膏, 亚硫酸钠、硫酸亚铁和磷酸氢二钠加入到一起, 
球磨 20 min 后, 再加入葡萄糖、煌绿、柠檬酸铋铵和琼脂

球磨 20 min。球磨后分装至铝箔袋, 每袋 25 g。取 1 袋培

养基溶于 440 mL 蒸馏水中, 搅拌加热煮沸至完全溶解, 平
衡至 50~55 ℃时, 倾注平板, 冷却至 20~25 ℃时观察培养

基形态, 用连接平头电极的酸度计测定 pH, 测量 3 次。 

1.5  培养基的验证 

1.5.1  目标菌生长率定量测试 
参照 GB 4789.28—2024 中 6.1.3 目标菌生长率定量测

试方法, 计算生长率 PR 值。 
1.5.2  非目标菌(选择性)半定量测试 

参照 GB 4789.28—2024 中 6.2.2.2 非目标菌(选择性)
半定量测试方法, 计算生长指数 G。 
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1.5.3  均匀性检验 
随机抽取 20 件制备分装好的 BS 培养基, 分别制备成

20 块 BS 培养基平板并进行目标菌生长率定量测试和非目

标菌半定量测试。依据 GB 4789.28—2013《培养基和试剂

的质量要求》的要求, BS 培养基上目标菌的 PR 值≥0.5, 非
目标菌大肠埃希氏菌和粪肠球菌的 G 值≤1。 
1.5.4  稳定性检验 

(1)运输(短期)稳定性检验 
将 BS培养基标准物质置于 40 ℃保存, 模拟运输中的

极限温度。3、5、7 d 分别抽取 3 块 BS 培养基平板进行目

标菌生长率定量测试和非目标菌半定量测试。 
(2)储存(长期)稳定性检验 
将 BS 培养基标准物质放置于室温环境。模拟实验周

期为 1 年, 于 1、2、5、8、12 个月取 1 件标准物质进行测

试观察, 每个标准物质做 3 个平行, 验证室温环境下 BS 培

养基标准物质能否满足样品贮存稳定性要求。 
1.5.5  协作定值 

组织山西省食品药品检验所(单位代码 A)、北京奥博

星生物技术有限责任公司(单位代码 B)、北京三药科技开

发公司(单位代码 C)对 BS 培养基标准物质进行协作标定。 

1.6  数据处理 

在蛋白胨的筛选部分 , 研究使用 Microsoft Excel 
(2016 版)软件, 采用四阶多项式曲线拟合将待测培养基的

吸光度值绘制成标准曲线。 
本研究在标准物质验证均匀性, 稳定性计算中, 均使

用了 Microsoft Excel (2016 版)软件进行数据处理。均匀性

验证对 20 组标准物质进行测试, 短期和长期稳定性验证

在每个时间点取 3 组标准物质进行测试。 

2  结果与分析 

2.1  理化指标检测结果 

本次制备的 BS 培养基标准物质为均一的浅绿色粉末, 
倾注平板后为浅灰绿色, 有不透明絮状沉淀物。平板放至

室温后, pH 为 7.56±0.01。 

2.2  蛋白胨的筛选结果 

图 1 为 2 株菌在不同质量浓度参比蛋白胨中的生长曲

线。表 1 为 1~3 号待测蛋白胨根据标准曲线计算出的相对

蛋白胨质量浓度。结果显示, 不同品牌蛋白胨对菌株的促

生长能力不同, 但综合来看 2 号蛋白胨的相对质量浓度较

高, 对 2 株菌的促生长能力高于 1、3 号蛋白胨。 

2.3  均匀性检验结果 

表 2 结果显示, 20 块 BS 培养基标准物质的目标菌生

长 率 定 量 测 试 和 非 目 标 菌 半 定 量 结 果 符 合 GB 
4789.28—2024 中培养基评价要求。伤寒沙门氏菌的生长率

PR 值在 0.60~1.15 之间, 鼠伤寒沙门氏菌的生长率 PR 值在

0.58~1.02 之间, 菌落呈黑色有金属光泽, 2 株 BS 培养基的

目标菌生长率 PR 值均≥0.5, 伤寒沙门氏菌均匀性的相对

标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 21.25%, 鼠伤

寒沙门氏菌均匀性的 RSD 为 14.66%。大肠埃希氏菌和粪

肠球菌的生长指数 G 值在 0~1 之间, 均小于等于 1, 满足

GB 4789.28—2024 的质控评定标准。 
 

 

 
图 1  金黄色葡萄球菌(A)和白色念珠菌(B)在不同质量浓度参比蛋白胨下的细菌生长曲线 

Fig.1  Bacterial growth curves of Staphylococcus aureus (A) and Candida albicans (B) under different mass concentrations of  
reference protein peptone 

 
 

表 1  3 种待测蛋白胨的相对质量浓度 
Table 1  Relative mass concentrations of 3 kinds of peptone to be tested 

菌株编号 
待测蛋白胨 1 号 待测蛋白胨 2 号 待测蛋白胨 3 号 

吸光度值 相对质量浓度/(g/L) 吸光度值 相对质量浓度/(g/L) 吸光度值 相对质量浓度/(g/L) 

CMCC(B)26003 0.30 0.87 0.35 1.09 0.19 0.34 

CMCC(F)98001 0.30 1.29 0.40 1.96 0.27 0.99 
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表 2  食品检测用 BS 培养基标准物质均匀性检验结果 
Table 2  Homogeneity test results of BS medium certified 

reference material for food detection 

序号 
伤寒沙门

氏菌 PR 
鼠伤寒沙

门氏菌 PR 
大肠埃希

氏菌 G 值

粪肠球

菌 G 值

样品 1 0.92 1.02 0 0 
样品 2 0.63 0.72 0 0 
样品 3 0.60 0.69 0 0 
样品 4 0.62 0.67 1 0 
样品 5 0.76 0.82 0 0 
样品 6 1.05 0.84 0 0 
样品 7 0.75 0.82 0 0 
样品 8 0.68 0.74 0 0 
样品 9 0.78 0.66 1 0 
样品 10 1.03 0.82 0 0 
样品 11 1.15 1.03 0 0 
样品 12 0.82 0.69 0 0 
样品 13 0.73 0.58 0 1 
样品 14 0.66 0.81 1 0 
样品 15 0.76 0.74 0 0 
样品 16 0.65 0.71 0 0 
样品 17 1.08 0.94 0 0 
样品 18 0.92 0.83 0 1 
样品 19 0.83 0.78 0 0 
样品 20 0.61 0.82 0 0 

 

2.4  稳定性检验结果 

2.4.1  运输(短期)稳定性检验结果 
为模拟极限运输条件, 将 BS 培养基标准物质放置在

40 ℃培养箱中 3~7 d, 进行运输稳定性测试。表 3 结果显

示, 伤寒沙门氏菌的生长率 PR 值在 0.68~0.95 之间, 鼠伤

寒沙门氏菌的生长率 PR 值在 0.73~0.96 之间, 伤寒沙门氏

菌短期稳定性的 RSD 为 10.14, 鼠伤寒沙门氏菌短期稳定

性的 RSD 为 9.94%。BS 培养基标准物质的非目标菌大肠

埃希氏菌和粪肠球菌的生长指数 G 值均小于等于 1。结果

满足 GB 4789.28—2024 的质控评定标准。以上数据表明, 
在非高温季节(≤40 ℃), BS 培养基标准物质在 7 d 内常温

运输稳定, 而在高温季节, 可以采用泡沫箱加冰袋的方式

进行低温运输, 用以上方式进行运输能够满足培养基稳定

性的要求。 
2.4.2  储存(长期)稳定性检验结果 

为模拟使用者的储存稳定性, 将BS培养基标准物质放

置于 25 ℃培养箱中, 在 1、2、5、8、12 个月取 3 个样品进

行目标菌生长率定量测试。表 4 结果显示, 伤寒沙门氏菌的

生长率平均 PR 值在 0.78~1.17 之间, 鼠伤寒沙门氏菌的生长

率平均 PR值在 0.67~0.88 之间; 非目标菌大肠埃希氏菌和粪

肠球菌的生长指数 G 值均≤1。结果表明, 在室温环境下保

存 1 年内, 培养基符合 GB 4789.28—2024 的质控评定标准。 

2.5  协作定值结果 

为确保不同实验室的结果复现性, 本研究选择了 3 家

协作标定实验室进行培养基验证实验。表 5 结果显示, 两
株 BS 培养基的目标菌生长率 PR 值均≥0.5, 且菌落呈黑色

有金属光泽, 符合目标菌在培养基上的生长形态(图 2)。 
非目标菌大肠埃希氏菌和粪肠球菌 G≤ 1, 符合 GB 
4789.28—2024 的规定。 

 

表 3  食品检测用 BS 培养基标准物质在极限运输条件 40 ℃的稳

定性结果(n=3) 
Table 3  Stability results of BS medium certified reference 

material for food detection under the limit transport condition of 
40 ℃ (n=3) 

时间/d 序号
伤寒沙 

门氏菌 PR

鼠伤寒沙 
门氏菌 PR 

大肠埃希

氏菌 G 值

粪肠球

菌 G 值

3 
样品 1 0.78 0.89 0 0 
样品 2 0.87 0.74 0 0 
样品 3 0.68 0.73 0 0 

5 
样品 1 0.85 0.81 1 0 
样品 2 0.85 0.79 0 0 
样品 3 0.76 0.93 0 0.5 

7 
样品 1 0.92 0.96 0 0 
样品 2 0.79 0.83 0 0 
样品 3 0.95 0.77 0.5 0 

 
表 4  食品检测用 BS 培养基标准物贮存稳定性结果(n=3) 
Table 4  Storage stability results of BS medium certified 

reference material for food detection (n=3) 

时间/月
伤寒沙 

门氏菌 PR 
鼠伤寒沙

门氏菌 PR 
大肠埃希

氏菌 G 值

粪肠球

菌 G 值

1 0.78 0.86±0.11 0 0 
2 0.89±0.13 0.85±0.11 0 0 
5 1.09±0.21 0.78±0.20 0 0 
8 1.17±0.12 0.88±0.20 0 0 

12 0.88±0.10 0.67±0.07 0 0 
 

表 5  食品检测用 BS 培养基标准物质协作标定结果 
Table 5  Collaborative calibration results of BS medium 

certified reference material for food detection 
协作标定

单位代码

伤寒沙 
门氏菌 PR

鼠伤寒沙

门氏菌 PR 
大肠埃希

氏菌 G 值

金黄色葡萄

球菌 G 值

A 1.09 0.83 0 0 

B 0.61 0.60 0 0 

C 1.08 1.14 0 0 
 

 
 

图 2 伤寒沙门氏菌(A)和鼠伤寒沙门氏菌(B)在 BS 培养基上的菌

落形态 
Fig.2  Colonial morphology of Salmonella typhi (A) and Salmonella 

typhimurium (B) on BS medium 
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3  结论与讨论 

本研究制备的 BS 培养基标准物质均匀性良好, 同一

批次产品未见差异, 能够满足 40 ℃极端高温条件下 7 d 的

运输稳定性, 常温储存稳定性 1 年以上, 达到标准物质的技

术指标要求。该标准物质可以用于食品中沙门氏菌检测的质

量控制、实验室能力验证、实验室间比对等, 对食品中沙门

氏菌的日常检验和监督抽检有重要意义。在将来的工作中, 
将持续对本标准物质进行稳定性检测, 以保证质量。 

目前, 蛋白胨的评价方法主要是通过理化仪器去分

析其中的化学成分, 通过如维生素、微量元素的含量高低, 
来评价蛋白胨的优劣[15‒20]。而实际使用蛋白胨的微生物实

验室不具备这种理化分析仪器, 难以实现通过成分去评价

其优劣。本研究通过引入参比蛋白胨, 用来评价不同品牌

和批次蛋白胨的质量, 实现了微生物检测实验室, 能用相

对简便的方法, 评价蛋白胨的质量。但由于本次研究在评

价蛋白胨时, 是针对所有需要蛋白胨的培养基进行评价, 
并未仅针对 BS 培养基, 所以只选择了一株金黄色葡萄球

菌和白色念珠菌作为细菌和霉菌的代表菌株。 
沙门氏菌的鉴定主要是依靠它的生长特性及生化反

应, 如它可以利用葡萄糖产酸产气等。而 BS 培养基就是根

据这些原理设计的, 沙门氏菌能利用葡萄糖, 将培养基中

的亚硫酸盐成分还原成硫化物, 使之与硫酸亚铁反应, 从
而菌落呈现黑色, 此外还可把柠檬酸铋铵中的铋离子还原

成金属铋, 使菌落呈现金属光泽, 从而使沙门氏菌得到分

离 [21] 。 研 究 显 示 , 木 糖 赖 氨 酸 脱 氧 胆 盐 (xylolysine 
deoxybile, XLD)培养基和 BS 培养基对受沙门氏菌污染的

食物的检出限一致[23–25], 但 BS 培养基对沙门氏菌的回收

率略低于 XLD 培养基[26–27], 主要是因为沙门氏菌抑菌性

较强, 不利于受损或生长时间长的沙门氏菌生长。但 BS
的强抑菌能力, 能很好规避一些干扰菌的影响, 其对恶臭

假单胞菌、荧光假单胞菌和粪产碱菌亚种等难以区分鉴定

的菌落有很好的抑制效果, 从抗干扰性考虑优于 XLD, HE
及 CAS 培养基[28–30]。 
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