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Bact/Alert 3D 微生物检测系统与国家标准方法在

乳制品商业无菌检测中的应用对比研究 
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摘  要: 目的  对比研究 Bact/Alert 3D 微生物检测系统法(简称仪器法)在检测超高温瞬时杀菌(ultra-high 

temperature instantaneous sterilization, UHT)乳纯牛奶和常温酸奶商业无菌项目, 以国家标准方法为参考。方法  

通过对 36 种微生物进行适用性测试, 评价仪器法的包容性; 通过 GB 4789.26—2023《食品安全国家标准 食

品微生物学检验 商业无菌检验》(简称国标法)与仪器法对比检测地衣芽孢杆菌人工污染的 UHT 纯牛奶和白

色念珠菌人工污染的常温酸奶, 通过 50%检出限(50% limit of detection, LOD50)比较两种方法的灵敏度与检出

时效, 评价仪器法的灵敏性; 并对灵敏性在 5 个实验室间进行验证。结果  仪器法对 36 种微生物的包容性为

100%; 仪器法在 UHT 纯牛奶(地衣芽孢杆菌)中的 LOD50 略低于国标法, 在常温酸奶(白色念珠菌)中 LOD50 略

高于国标法; 仪器法阳性检出时间短于国标法。结论  仪器法对测试的 36 种微生物具有良好的适用性; 在检

测乳制品灵敏度时, 会依据样品基质的不同与国标法略存在差异, 但时效性优于国标法。 

关键词: Bact/Alert 3D; 商业无菌; 超高温瞬时杀菌纯牛奶; 常温酸奶; 方法对比 
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Comparative study on the application of Bact/Alert 3D microbial detection 
system and national standard methods for commercial sterility testing in 

dairy products 

LIU Na1, WANG Ya-Ping1, MENG Yun2, LI Jing-Yun1* 
[1. National Institute for Food and Drug Control, Beijing 100050, China; 2. BioMérieux (Shanghai) Company Limited, 
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ABSTRACT: Objective  To comparatively study the Bact/Alert 3D microbiological detection system method 

(referred to as the instrument method) in the detection of commercial sterility items of ultra-high temperature 

instantaneous (UHT) sterilized milk, pure milk and room-temperature yogurt, with reference to the national standard 
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methods. Methods  The inclusivity of the instrument method was assessed by performing suitability tests on 36 kinds 

of microbial species. The sensitivity and detection time of the 2 methods were compared by detecting UHT pure milk 

artificially contaminated with Bacillus licheniformis and room-temperature yogurt artificially contaminated with 

Candida albicans using the GB 4789.26—2023 National food safety standard-Food microbiological 

examination-Commercial sterility testing (national standard method) and the instrument method; sensitivity was 

compared using 50% limit of detection (LOD50), and the detection timeliness was evaluated. Additionally, the sensitivity 

was validated across 5 laboratories. Results  The instrument method demonstrated 100% inclusivity for the 36 kinds of 

microbial species tested. The LOD50 of the instrument method was slightly lower than that of the national standard 

method for UHT pure milk with Bacillus licheniformis, but slightly higher for room-temperature yogurt with Candida 

albicans. The time to positivity for the instrument method was significantly shorter than that of the national standard 

method. Conclusion  The instrument method shows good applicability for the 36 kinds of microbial species tested. 

While there are slight differences in sensitivity compared to the national standard method depending on the sample 

matrix, the instrument method offers superior timeliness. 
KEY WORDS: Bact/Alert 3D; commercial sterility; ultra-high temperature instantaneous sterilized pure milk; 

room-temperature yogurt; method comparison 
 
 

0  引  言 

商业无菌[1]是评价乳制品安全性[2]与货架期稳定性[3]

的 关 键 指 标 , 尤 其 对 于 超 高 温 瞬 时 杀 菌 (ultra-high 
temperature instantaneous sterilization, UHT)乳纯牛奶(UHT
纯牛奶)[4]和常温酸奶等长保质期产品[5], 确保其商业无菌

状态是保障消费者健康和企业产品质量的核心要求[6]。我

国现行 GB 4789.26—2023《食品安全国家标准 商业无菌

检验》(简称国标法)主要通过保温后观察样品是否出现膨

胀、pH 变化、重量变化及镜检微生物增殖等现象[7]来判断

产品是否达到商业无菌要求[8]。该方法虽具有操作规范、

结果明确的优点, 但仍存在检测周期较长(通常需 10 d)[9]、

结果判定依赖人工经验(如镜检主观性较强)、难以实现高

通量检测等问题, 难以满足现代乳制品行业对快速、自动

化、标准化检测的需求[10]。 
近 年 来 , 基 于 腺 嘌 呤 核 苷 三 磷 酸 (adenosine 

triphosphate, ATP)[11]等微生物代谢产物的快检技术在食品

和乳制品微生物检测领域逐步得到应用[12], 不断优化的聚

合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)技术[13]、流式

细胞术[14–16]、免疫学[16]、纳米技术[17]等技术促进了微生物

检验的发展。然而, 在乳制品商业无菌检测中, ATP 生物发

光法虽快速简便, 但只能反映总微生物代谢活性, 且乳制

品中残留的 ATP 或乳清成分易产生背景干扰; PCR 技术灵

敏度高, 但无法区分死活菌, 且乳制品中的高蛋白、高脂

肪及金属离子可能抑制扩增反应; 流式细胞术可实现单细

胞水平分析, 但样品前处理(如脂肪去除、菌体染色)耗时较

长, 难以满足高通量检测需求; 免疫学方法特异性强, 但
需针对特定菌种制备抗体, 覆盖谱窄; 纳米技术等新型传

感方法多处于实验室研究阶段。而 Bact/Alert 3D 微生物检

测系统[18]采用比色传感器连续监测培养瓶中 CO2 产生引

起的颜色变化, 从而自动判断微生物生长状态, 具有操作自

动化、结果客观、检测时间短等优势[19]。目前, 该系统已广

泛应用于临床血培养及部分食品病原菌检测[20], 但在乳制品

商业无菌检测领域的系统性能评价研究仍较为有限, 尤其缺

乏针对不同乳制品基质及典型污染菌的对比研究数据。 
本研究通过 Bact/Alert 3D 微生物检测系统测试多个

种属评价仪器的包容性, 进一步选取地衣芽孢杆菌和白色

念珠菌作为代表性污染菌, 分别模拟 UHT 纯牛奶中常见

的芽孢污染和常温酸奶中可能出现的真菌污染, 系统比较

Bact/Alert 3D 系统与国标法在检测灵敏度、检出时效及多

实验室可重复性方面的差异, 旨在为乳制品行业引入更高

效、可靠的商业无菌检测方法提供科学依据, 也为相关检

测标准的更新与补充提供数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  菌  株 

本研究用到的菌株详见表 1, 依据常见食源性致病菌

污染情况及食品安全意义, 选取了10株革兰氏阴性杆菌, 6株

革兰氏阳性菌、6 株芽孢菌、5 株益生菌、5 株霉菌以及 4 株

细菌样真菌。菌株序号为 28~29 菌株为实验室分离的丝状真

菌, 其他菌株均来自于中国医学细菌菌种保藏管理中心

(National Center for Medical Culture Collections, CMCC)。 

1.2  材料与试剂 

UHT 杀菌乳纯牛奶(UHT 纯牛奶)、纯甄 0 添加经典

原味酸奶(常温酸奶)(中国蒙牛乳业)。 
iAST 工业标准需氧培养瓶(iAST 培养瓶)、iLYM 工业

真菌培养瓶(iLYM 培养瓶)(法国梅里埃公司); 平板计数琼
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脂(plate count agar, PCA)培养基、马铃薯葡萄糖琼脂(potato 
dextrose agar, PDA)培养基(247940, 美国 BD 公司); Bruker
标准溶剂(美国 Sigma-Aldrich 公司); α-氰基-4-羟基肉桂酸

(α-cyano-4-hydroxycinnamic acid, HCCA)(德国Bruker公司); 
甲酸(纯度 98%, 北京百灵威科技有限公司); 一次性塑料

涂布棒(常德比克曼生物科技有限公司)。 

1.3  仪器与设备 

Bact/Alert 3D 微生物检测系统(法国梅里埃公司); 
NU-543-600S 生物安全柜(美国 Nuaire 公司); LT-IBX450F
微生物培养箱(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); autoflex
基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪(matrix-assisted 
laser desorption ionization time of flight mass spectrometry, 

 
表 1  菌株信息表 

Table 1  Information table of species 

序号 菌株信息 选择依据/食品安全意义 

1 大肠埃希氏菌 CMCC(B)44102 

革兰氏阴性杆菌, 1~4 菌株为乳制品中需严格监控的致病菌

或粪便污染指示菌, 5 菌株为乳制品中常见的产气腐败菌, 
6~8 菌株为非无菌乳饮料中耐低营养、耐防腐剂的机会致病

菌, 9 菌株为常见于乳品加工设备及水源中, 10 菌株为嗜盐致

病菌, 可评估系统在高渗透压或非常规生长条件下的检测性

能, 确保方法的广谱包容性 

2 沙门氏菌 CMCC(B)50094 

3 福氏志贺氏菌 CMCC(B)51572 

4 阪崎肠杆菌 CMCC(B)45416 

5 产气肠杆菌 CMCC(B)45107 

6 洋葱伯克霍尔德菌 CMCC(B)23005 

7 新洋葱伯克霍尔德菌 CMCC(B)23006 

8 神秘伯克霍尔德菌 CMCC(B)23010 

9 铜绿假单胞菌 CMCC(B)10104 

10 副溶血弧菌 CMCC(B)20033 

11 金黄色葡萄球菌 CMCC(B)26003 

革兰氏阳性菌, 11 菌株为乳制品中常见的致病菌, 12 菌株具

有耐热性可评价巴氏杀菌效果, 13~14 菌株广泛存在于乳品

加工环境, 15 菌株是冷藏乳制品中极具威胁的食源性致病

菌, 16 菌株可作为后者的生物安全替代菌 

12 粪肠球菌 CMCC(B)32480 

13 表皮葡萄球菌 CMCC(B)26029 

14 藤黄微球菌 CMCC(B)28001 

15 单核细胞增生李斯特氏菌 CMCC(B)54012 

16 英诺克李斯特氏菌 CMCC(B)54103 

17 蜡样芽孢杆菌 CMCC(B)63303 

芽孢菌, 17~18 菌株是乳制品中常见的芽孢菌, 19 菌株广泛存

在于乳品环境, 20 菌株为近年从土壤中分离的潜在的芽孢污

染源, 21 菌株乳制品“平盖酸败”的主要成因菌, 22 菌株为可

污染 pH 较低乳制品的嗜酸耐热菌 

18 地衣芽孢杆菌 CMCC(B)63552 

19 枯草芽孢杆菌 CMCC(B)63501 

20 人参土芽孢杆菌 CMCC(B)63612 

21 嗜热嗜脂肪地芽孢杆菌 CMCC(B)63509 

22 酸土脂环酸芽孢杆菌 ATCC10223 

23 植物乳杆菌 CMCC(B)34134 

益生菌, 23~25 菌株为在乳制品中生长能力较强的兼性厌氧

菌, 26 菌株代表低 pH环境下仍具代谢活性的乳酸菌, 27 菌株

为严格厌氧菌 

24 副干酪乳杆菌 CMCC(B)34114 

25 干酪乳杆菌 CMCC(B)34135 

26 德氏乳杆菌保加利亚亚种 CMCC(B)34131 

27 长双歧杆菌婴儿亚种 CMCC(B)93905 

28 草酸青霉 FC14476 

霉菌, 28~29 菌株为常见产毒丝状真菌, 30~32 环境中常见污

染菌 

29 桔青霉 CMCC(F)98028 

30 拟青霉 FC13400 

31 产黄青霉 CMCC(F)98801 

32 黑曲霉 CMCC(F)98003 

33 酿酒酵母 CMCC(F)98018 细菌样真菌, 33 菌株常温酸奶或含糖乳制品中若污染可引起

产气、涨包、产醇, 34 菌株可在乳制品表面形成菌膜污染设

备管道, 35 菌株导致乳制品脂解酸败, 36 菌株为可污染常温

酸奶等乳制品的条件致病真菌 

34 近平滑假丝酵母 CMCC(F)98010 

35 解脂耶氏酵母菌 CMCC(F)98025 

36 白色念珠菌 CMCC(F)98001 
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MALDI-TOF MS)(德国 Bruker 公司); BX61 显微镜(日本

Olympus 公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  菌种冻干 
本研究采用冻干菌作为人工污染菌株进行测试, 冻

干处理的主要目的是实现菌株的标准化保存和稳定化定量, 
便于多实验室间统一发放和使用。分别取 36 种微生物新鲜

培养物加入冻干保护剂中, 20 μL/瓶加入经烘烤灭菌的西

林瓶中, –40 ℃预冻 2 h 后, 用冷冻干燥机干燥 16 h。通过

平板计数法计数冻干品中的活菌浓度 , 冻干后的样品于

–40 ℃保存备用。 
1.4.2  仪器法包容性测试 

取 36 种微生物冻干品各 1 瓶, 用 1 mL 生理盐水溶解, 
依据各微生物的计数浓度分别稀释至 101~102 CFU/mL, 用
无菌注射器吸取 10 mL 菌悬液分别注入 iAST 培养瓶和

iLYM 培养瓶中, 用仪器法进行检测。两种培养瓶培养基成

分有差异, 前者主要用于细菌检测, 后者则用于真菌。 
1.4.3  仪器法与国标法灵敏性测试 

GB 4789.45—2023《食品安全国家标准 微生物检验

方法验证通则》要求“实验室内验证时, 至少测试 20 个平

行样品”。为此, 本研究选择设置 3 个浓度, 为更好测试 2
种方法灵敏度, 最低浓度分别设置 30 个平行。 

用地衣芽孢杆菌 CMCC(B)63552 冻干品人工污染

UHT 纯牛奶, 其中 10–2 CFU/mL(低浓度)污染浓度 30 份, 
10–1 CFU/mL(中浓度)污染浓度 20 份, 100 CFU/mL(高浓度)
污染浓度 20 份, 用仪器法检测。具体操作如下: 在生物安

全柜内用无菌注射器吸取 10 mL 待测样品注入适宜培养瓶

中, 即 3 个浓度的每个培养瓶中含有活菌数目的理论值分

别为 0~1、1~10、10~100 CFU, 然后将培养瓶置于仪器中

36 ℃培养 5 d 进行检测。本研究中 UHT 纯牛奶选用 iAST
培养瓶, 常温酸奶选用 iLYM 培养瓶。另外制备 10–1 CFU/
包装(低浓度)污染浓度 30 份, 100 CFU/包装(中浓度)污染浓

度 20 份, 101 CFU/包装(高浓度)污染浓度 20 份, 即 3 个浓

度的每个包装中含有活菌数目的理论值分别为 0~1、1~10、
10~100 CFU, 然后用国标法检测, 将样品置于 36 ℃保温

10 d, 观察膨胀、pH、重量变化, 并进行镜检确认。 
根据泊松分布原理 ,  当每份样品平均污染量低于 

1 CFU(低浓度为 0.6 CFU)时, 部分样品可能实际未分配到

活菌, 因此理论最大检出率低于 100%。 
按上述方法与浓度, 用白色念珠菌人工污染常温酸

奶后分别用仪器法和国标法进行检测。 
1.4.4  实验室间验证 

组织 5 家实验室(A~E)按 1.4.3 部分进行方法验证, 各
家实验室在低浓度和中浓度水平分别检测 5 份样品。 

1.5  数据处理 

依据 GB 4789.45—2023, 选取检出率在 25%~75%的

污染水平, 计算 50%检出限(50% limit of detection, LOD50), 
计算见公式(1):  

LOD50=            (1) 

式中: d 为样品的染菌浓度, CFU/mL; m 为试样量, g/mL; n
为测试总量; y 为阳性结果数。 

为评价估计值的可靠性, 使用 SPSS 18.0 软件计算

LOD50 95%置信区间, 对阳性率(p=y/n)建立 Clopper-Pearson
精确二项置信区间[pL, pU], 计算见公式(2)和(3):  

LOD50,L=
U

0.7
ln(1 )

d
p

×
−               (2) 

LOD50,U=
L

0.7
ln(1 )

d
p

×
−

           (3) 

式中: pU和 pL 分别为置信上限和置信下限。 

2  结果与分析 

2.1  仪器法对 36 个种属菌株包容性测试结果 

仪器法对 36 种测试微生物的包容性为 100% (36/36), 
对不同菌种的报阳时间存在一定差异, 其中对 15 种细菌

的报阳时间小于 1 d, 对 4 种真菌和 6 种细菌的报阳时间介

于 1~2 d 之间, 对 4 种真菌和 6 种细菌的报阳时间介于 3~4 d
之间, 对草酸青霉菌的报阳时间超过 4 d(表 2)。 

报阳时间小于 1 d 的菌株包括蜡样芽孢杆菌、大肠埃

希氏菌、阪崎肠杆菌、枯草芽孢杆菌、产气肠杆菌、副溶

血弧菌、沙门氏菌、粪肠球菌、地衣芽孢杆菌、福氏志贺

氏菌、单核细胞增生李斯特氏菌、金黄色葡萄球菌、表皮

葡萄球菌、铜绿假单胞菌等, 该些菌在 35 ℃培养条件下生

长旺盛, 可快速产生 CO2。白色念珠菌、新洋葱伯克霍尔

德菌、洋葱伯克霍尔德菌、藤黄微球菌、酸土脂环酸芽孢

杆菌、近平滑假丝酵母、黑曲霉、植物乳杆菌、酿酒酵母、

副干酪乳杆菌报阳时间为 1~2 d, 该组以酵母和霉菌为主, 
其生长速率低于多数细菌; 伯克霍尔德菌属中两株(新洋

葱、洋葱)报阳较快, 但神秘伯克霍尔德菌明显滞后, 提示

种间差异。报阳时间为 2~5 d 的菌株包括拟青霉、神秘伯

克霍尔德菌、人参土芽孢杆菌、嗜热嗜脂肪地芽孢杆菌、

德氏乳杆菌保加利亚亚种、长双歧杆菌婴儿亚种、干酪乳

杆菌、桔青霉、产黄青霉、解脂耶氏酵母菌以及最慢的草

酸青霉, 其中的嗜热嗜脂肪地芽孢杆菌为极耐热芽孢菌, 
在 35 ℃(低于其最适温度 55 ℃)条件下萌发缓慢; 德氏乳

杆菌保加利亚亚种、干酪乳杆菌以及长双歧杆菌具有耐酸

性, 且本身生长较慢, 故在中性的培养瓶中报阳时间较长; 
霉菌为丝状生长。 
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表 2  仪器法对 36 种微生物包容性测试结果 
Table 2  Inclusivity results of the instrument method for 36 kinds of microbial species 

序号 菌株信息 结果 报阳时间/d 序号 菌株信息 结果 报阳时间/d 

1 蜡样芽孢杆菌 CMCC(B)63303 + 0.40 20 酸土脂环酸芽孢杆菌 
ATCC10223 

+ 1.28 

2 大肠埃希氏菌 CMCC(B)44102 + 0.44 21 近平滑假丝酵母 
CMCC(F)98010 

+ 1.44 

3 阪崎肠杆菌 CMCC(B)45416 + 0.45 22 黑曲霉 CMCC(F)98003 + 1.53 

4 枯草芽孢杆菌 CMCC(B)63501 + 0.46 23 植物乳杆菌 CMCC(B)34134 + 1.61 

5 产气肠杆菌 CMCC(B)45107 + 0.49 24 酿酒酵母 CMCC(F)98018 + 1.75 

6 副溶血弧菌 CMCC(B)20033 + 0.49 25 副干酪乳杆菌 CMCC(B)34114 + 1.79 

7 沙门氏菌 CMCC(B)50094 + 0.51 26 拟青霉 FC13400 + 3.56 

8 粪肠球菌 CMCC(B)32480 + 0.53 27 神秘伯克霍尔德菌 
CMCC(B)23010 

+ 3.91 

9 地衣芽孢杆菌 CMCC(B)63552 + 0.55 28 人参土芽孢杆菌 
CMCC(B)63612 

+ 3.91 

10 福氏志贺氏菌 CMCC(B)51572 + 0.57 29 嗜热嗜脂肪地芽孢杆菌 
CMCC(B)63509 

+ 3.91 

11 单核细胞增生李斯特氏菌 
CMCC(B)54012 

+ 0.73 30 德氏乳杆菌保加利亚亚种
CMCC(B)34131 

+ 3.91 

12 英诺克李斯特氏菌
CMCC(B)54103 

+ 0.73 31 长双歧杆菌婴儿亚种 
CMCC(B)93905 

+ 3.91 

13 金黄色葡萄球菌 
CMCC(B)26003 

+ 0.77 32 干酪乳杆菌 CMCC(B)34135 + 3.91 

14 表皮葡萄球菌 CMCC(B)26029 + 0.79 33 桔青霉 CMCC(F)98028 + 3.91 

15 铜绿假单胞菌 CMCC(B)10104 + 0.82 34 产黄青霉 CMCC(F)98801 + 3.91 

16 白色念珠菌 
CMCC(F) 98001 

+ 1.04 35 解脂耶氏酵母菌 
CMCC(F)98025 

+ 3.91 

17 新洋葱伯克霍尔德菌 
CMCC(B)23006 

+ 1.07 36 草酸青霉 FC14476 + 4.05 

18 洋葱伯克霍尔德菌 
CMCC(B)23005 

+ 1.13 37 阴性对照 - 观察 5 

19 藤黄微球菌 CMCC(B)28001 + 1.16     

注: +表示结果阳性, -表示结果阴性。 
 

长, 产 CO2 速率低于单细胞微生物, 故报阳普遍较慢; 而
神秘伯克霍尔德菌, 相比同属的洋葱和新洋葱伯克霍尔德

菌, 其生长速率明显偏低, 可能与菌株特异性代谢缺陷或

营养需求有关; 人参土芽孢杆菌为新分离的土壤来源芽孢

杆菌, 在乳制品模拟体系中的适应性未知, 报阳较慢可能

反映其嗜温或特殊营养需求; 解脂耶氏酵母菌慢于酿酒酵

母和近平滑假丝酵母, 可能与其产脂肪酶、代谢偏好有关。 

2.2  仪器法与国标法测试人工污染基质灵敏度结果 

2.2.1  地衣芽孢杆菌人工污染的 UHT 纯牛奶测试结果 
仪器法对低浓度(0.6 CFU/瓶)染菌的 30 份样品检出率

为 63.3% (19/30), 符合预期范围。对中浓度(6.0 CFU/瓶)
和高浓度(60.0 CFU/瓶)染菌样品的检出率均为 100% (20/20), 
结果见表 3。据此结果计算, 仪器法的 LOD50 为 0.42 CFU 
(95%置信区间 0.26~0.72 CFU)。 

依据国标法(表 4), 阴性对照未出现膨胀现象, pH 为

6.70。3 个浓度人工污染样品均出现未见膨胀的现象。低

浓度(0.6 CFU/包装)样品镜检检出率为 50% (15/30), 符合

预期范围; pH 介于 6.61~6.67 之间。中浓度(6.0 CFU/包装)
和高浓度(60.0 CFU/包装)污染样品镜检检出率为 100% 
(20/20), pH 分别介于 6.42~6.60、6.25~6.66 之间。据此结

果计算 , 国标法的 LOD50 为 0.61 CFU (95%置信区间

0.35~1.13 CFU)。 
2.2.2  白色念珠菌人工污染的常温酸奶测试结果 

仪器法对低浓度(0.6 CFU/瓶)染菌的 30 份样品检出率

为 50% (15/30), 符合预期范围。对中浓度(6.0 CFU/瓶)和高

浓度(60.0 CFU/瓶)染菌样品的检出率均为 100% (20/20), 结
果见表 5。据此结果计算, 仪器法的 LOD50为 0.61 CFU (95%
置信区间 0.36~1.15 CFU)。 

依据国标法(表 6), 阴性对照未出现膨胀现象, pH 为

4.36, 重量为 213.86 g。低浓度(0.6 CFU/包装)染菌样品第 4 d
开始有膨胀现象出现, 至第 10 d共计 60% (18/30)样品出现

膨胀现象, 膨胀样品镜检均为阳性, 符合预期范围; pH 介

于 4.31~4.36 之间。中浓度(6.0 CFU/包装)和高浓度(60.0 CFU/
包装)染菌样品至第 4 d 为 100% (20/20)出现膨胀现象且镜
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检均为阳性, pH 介于 4.31~4.34 之间。据此结果计算, 国标

法的 LOD50 为 0.46 CFU (95%置信区间 0.28~0.81 CFU)。 

2.3  仪器法与国标法测试人工污染基质灵敏度实验

室间验证结果 

2.3.1  5 家实验室对地衣芽孢杆菌人工污染的 UHT 纯牛奶

测试结果 
5 家实验室用地衣芽孢杆菌人工污染 UHT 纯牛奶的

检测结果见表 7。染菌水平为 0.6 CFU/瓶时, 仪器法对 40
份样品的检出率为 57.5% (23/40), 符合预期范围。据此计

算 LOD50为 0.49 CFU (95%置信区间 0.32~0.80 CFU), 检出

阳性时间为0~2 d; 染菌水平为6.0 CFU/瓶时, 仪器法对40份

样品的检出率为 100% (40/40), 检出阳性时间为 0~1 d。 
染菌水平为 0.6 CFU/包装时, 国标法对 40 份样品的

检出率为 50.0% (20/40), 符合预期范围。据此计算 LOD50

为 0.60 CFU (95%置信区间 0.39~1.00 CFU); 染菌水平为

6.0 CFU/包装时, 仪器法对 40 份样品的检出率为 100% 

(40/40), 结果见表 8。2 个染菌水平样品在(36±1) ℃保温 10 d

均未见膨胀现象。 
 

表 3  仪器法对地衣芽孢杆菌人工污染 UHT 纯牛奶灵敏度检测结果 
Table 3  Sensitivity results of UHT pure milk artificially contaminated with Bacillus licheniformis by the instrument method 

污染水平/(CFU/瓶) 
报阳数量/d 

阳性率/% 
0~1 1~2 2~3 3~4 4~5 

0.6 (n=30) 10 8 0 1 0 63.3 
6.0 (n=20) 20 0 0 0 0 100.0 

60.0 (n=20) 20 0 0 0 0 100.0 
 

表 4  国标法对地衣芽孢杆菌人工污染 UHT 纯牛奶灵敏度检测结果 
Table 4  Sensitivity results of UHT pure milk artificially contaminated with Bacillus licheniformis by the national standard method 

污染水平/(CFU/包装) 开始膨胀时间/d 阳性数量 样品总数 阳性率/% pH 重量/g 

0.6 (n=30) 未见膨胀 15 30 50 6.61~6.67 217.28~217.54 
6.0 (n=20) 未见膨胀 20 20 100 6.42~6.60 217.44~217.54 

60.0 (n=20) 未见膨胀 20 20 100 6.25~6.66 217.63~218.01 
0(阴性对照) 未见膨胀 / / / 6.70 216.75 

注: /为未出现, 下同。 
 

表 5  仪器法对白色念珠菌人工污染常温酸奶灵敏度检测结果 
Table 5  Sensitivity results of room-temperature yogurt artificially contaminated with Candida albicans by the instrument method 

污染水平/(CFU/瓶) 
报阳数量/d 

阳性率/% 
0~1 1~2 2~3 3~4 4~5 

0.6 (n=30) 0 15 0 0 0 50 
6.0 (n=20) 0 20 0 0 0 100 

60.0 (n=20) 18 2 0 0 0 100 
 

表 6  国标法检测白色念珠菌人工污染常温酸奶灵敏度结果 
Table 6  Sensitivity results of room-temperature yogurt artificially contaminated with Candida albicans by the national standard method 

污染水平/(CFU/包装) 开始膨胀时间/d 阳性数量 样品总数 阳性率/% pH 重量/g 

0.6 (n=30) 4 18 30 60 4.31~4.36 211.07~214.29 
6.0 (n=20) 3 20 20 100 4.31~4.34 212.28~213.73 

60.0 (n=20) 3 20 20 100 4.31~4.33 213.16~213.85 
阴性对照 未见膨胀 / / / 4.36 213.86 

 

表 7  5 家实验室用仪器法检测地衣芽孢杆菌人工污染 UHT 纯牛

奶的灵敏度结果 
Table 7  Sensitivity results of UHT pure milk artificially 

contaminated with Bacillus licheniformis by the instrument 
method across 5 laboratories 

人工污染水平 
/(CFU/瓶) 

测定结果/(阳性数量/总数) 
LOD50

A B C D E 

0.6 5/8 5/8 4/8 4/8 5/8 0.49 

6.0 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 / 

2.3.2  5 家实验室对白色念珠菌人工污染的常温酸奶测试

结果 
5 家实验室用白色念珠菌人工污染常温酸奶的检测结果

见表 9。染菌水平为 0.6 CFU/瓶时, 仪器法对 40 份样品的检

出率为 45.0% (18/40), 符合预期范围。据此计算LOD50为 0.70 
CFU (95%置信区间 0.44~1.22 CFU), 检出阳性时间为 0~3 d; 
染菌水平为 6.0 CFU/培养瓶时, 仪器法对 40 份样品的检出率

为 100% (40/40), 检出阳性时间均为 0~2 d。 
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表 8  5 家实验室用国标法检测地衣芽孢杆菌人工污染 UHT 纯牛

奶的灵敏度结果 
Table 8  Sensitivity results of UHT pure milk artificially 

contaminated with Bacillus licheniformis by the national standard 
method across 5 laboratories 

人工污染水平 
/(CFU/包装) 

测定结果/(阳性数量/总数) 
LOD50

A B C D E 

0.6 4/8 4/8 4/8 4/8 4/8 0.60 

6.0 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 / 

 
染菌水平为 0.6 CFU/包装时, 国标法对 40 份样品的

检出率为 52.5% (24/40), 符合预期范围。据此计算 LOD50

为 0.46 CFU (95%置信区间 0.30~0.74 CFU), 在(36±1) ℃保

温第 3 d 开始出现膨胀现象; 染菌水平为 6.0 CFU/包装时, 
国标法对 40 份样品的检出率为 100% (40/40), 在(36±1) ℃
保温第 2 d 开始出现膨胀现象, 结果见表 10。 

 
表 9  5 家实验室用仪器法检测白色念珠菌人工污染常温酸奶的

灵敏度结果 
Table 9  Sensitivity results of room-temperature yogurt 

artificially contaminated with Candida albicans by the instrument 
method across 5 laboratories 

人工污染水

平/(CFU/瓶) 
测定结果/(阳性数量/总数) 

LOD50
A B C D E 

0.6 4/8 4/8 3/8 4/8 3/8 0.70 

6.0 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 / 
 

表 10  5 家实验室用国标法检测白色念珠菌人工污染常温酸奶的

灵敏度结果 
Table 10  Sensitivity results of room-temperature yogurt 

artificially contaminated with Candida albicans by the national 
standard method across 5 laboratories 

人工污染水平

/(CFU/包装) 
测定结果/(阳性数量/总数) 

LOD50
A B C D E 

0.6 5/8 5/8 4/8 5/8 5/8 0.46 

6.0 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 / 
 

3  讨论与结论 

本研究系统评价了仪器法在 UHT 纯牛奶和常温酸奶

商业无菌检测中的适用性, 并与国标法进行了对比。结果

表明, 仪器法对 36 种代表性微生物的包容性为 100%, 表
现出广泛的适用性。在灵敏度方面, 仪器法对地衣芽孢杆

菌污染 UHT 纯牛奶的 LOD50 略低于国标法，即稍优于国

标法; 而对白色念珠菌污染常温酸奶的 LOD50 略高，即稍

逊于国标法。时效性方面, 仪器法所有阳性样品的报阳时

间均短于国标法。多实验室验证结果显示, 仪器法具有良

好的重复性与稳定性, 进一步证实了其在实际应用中的可

行性。 
仪器法在 UHT 纯牛奶中灵敏度优于国标法, 可能与

检测原理差异有关。仪器法通过监测微生物代谢产生的

CO2 捕捉生长信号, 尤其在低浓度污染时表现出较高的检

出能力。而国标法主要依赖保温后样品是否出现产气、产

酸等肉眼可见变化, 对于不产气或产气量较少的菌株(如
地衣芽孢杆菌)可能存在漏检风险。本研究也观察到, 国标

法检测地衣芽孢杆菌污染样品时未见膨胀现象, 仅能通过镜

检和 pH 变化间接判定, 且镜检对操作人员经验要求较高。 
仪器法在常温酸奶基质中对白色念珠菌的灵敏度略

低于国标法, 这可能与取样量和样品基质有关。仪器法每

瓶取样 10 mL, 而国标法采用全包装保温而检出概率可能

更高。常温酸奶黏度较高, 可能影响菌体的均匀分布, 进
而对仪器法小体积取样的一致性造成一定干扰。上述结果

表明, 仪器法的检测性能受样品基质和取样量的影响, 在
实际应用中应根据产品特点优化检测方案。 

仪器法在检出时效性方面的优势对乳制品生产企业

具有重要实际意义。传统国标法需 10 d 保温观察, 而仪器

法在 5 d 内即可完成检测, 缩短了产品放行周期, 有助于

降低库存压力, 提升生产效率。此外, 仪器法结果自动判

读 , 避免了人工镜检的主观误差 , 符合现代实验室自动

化、标准化的发展方向。 
本研究也存在一定局限性。首先, 研究所用人工污染

样品均为冻干菌株, 与自然污染样品的复杂性仍有差异[21]; 
其次, 仅选取了两种代表性基质和两种典型污染菌[22], 即
地衣芽孢杆菌和白色念珠菌作为代表性污染菌, 虽覆盖了

乳制品商业无菌检验中两类最重要的污染类型(芽孢菌与

真菌)及两类主流长保质期产品(UHT 纯牛奶和常温酸奶), 
但未能包含所有乳制品类型及潜在污染微生物[23]; 再次, 
多实验室验证中各家实验室使用的仪器、培养瓶及操作人

员可能存在一定差异, 虽未影响整体结论, 但仍需在实际

应用中持续关注方法的稳健性。在后续研究中需进一步拓

展至更多乳制品类型及多种潜在污染菌的适用性验证, 以
及规范操作流程, 降低人员误差。 

综上所述, Bact/Alert 3D 微生物检测系统在 UHT 纯牛

奶和常温酸奶的商业无菌检测中表现出良好的包容性、灵

敏度和时效性。然而, 仪器法的检测成本和设备要求高于

国标法, 对于寻求时效性的大型企业, 可作为国标法的潜

在补充方案。在后续研究中应进一步拓展, 在自然污染样

品验证方面, 收集实际生产中出现商业无菌不合格的留样

产品, 对比两种方法的检测一致性, 以补充人工污染实验的

不足; 在复杂污染场景模拟方面, 开展多种乳制品基质中混

合菌污染和低水平持续污染的适用性[24]; 同时探索优化取

样量、培养瓶类型及检测流程[25], 以及横向比较不同技术在

复杂基质[26]中的检测性能[27], 如免疫学[28]、流式细胞术[29]、

纳米技术[30]等, 为乳制品行业提供更加高效、可靠的商业

无菌检测解决方案。 
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