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生活饮用水中粪肠球菌检验方法验证结果分析 

孙景昱, 赵  薇*, 王艳秋, 杨修军, 刘思洁, 张立夫, 石  奔, 李可维, 齐  鹏 

(吉林省疾病预防控制中心 (吉林省公共卫生研究院), 长春  130062) 

摘   要: 目的   验证最近似值测定法、滤膜法检测生活饮用水中粪肠球菌的适用性。方法   参照 SN/T 

1933.1-2007《食品和水中肠球菌检验方法 第 1 部分: 平板计数法和最近似值测定法》、SN/T 1933.2-2007《食

品和水中肠球菌检验方法 第 2 部分: 滤膜法》方法检测样品中粪肠球菌浓度, 对比不同培养基的检测效果。

结果  最近似值测定法所用的肠球菌肉汤与叠氮化钠葡萄糖肉汤在结果计数上无明显差异 P=0.331(P>0.05), 

但肠球菌肉汤 24 h 就会产生明显变化, 而叠氮化钠葡萄糖肉汤 48 h 才产生混浊; 滤膜法中肠球菌琼脂和

Pfizer 琼脂不宜于计数, KF 琼脂菌落生长缓慢, mEI 琼脂与 CATC 琼脂表现优异, 在结果计数上 5 种培养基无

明显差异 P=0.957(P>0.05)。2 种方法的检测结果均在接受范围之内。结论  2 种方法均适用于生活饮用水(井

水、末梢水)中粪肠球菌的检测, MPN 法更推荐选择肠球菌肉汤培养, 滤膜法推荐使用 CATC 琼脂或 mEI 培养

基作为选择性培养基。 
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Analysis of verification results by detection for Enterococci in 
drinking water 

SUN Jing-Yu, ZHAO Wei*, WANG Yan-Qiu, YANG Xiu-Jun, LIU Si-Jie, ZHANG Li-Fu, 
SHI Ben, LI Kei-Wei, QI Peng 

(Jilin Provincial Center for Disease Control and Prevention (Jilin Public Health Research Institute),  
Changchun 130062, China) 

ABSTRACT: Objective  To verify the applicability of the maximum probable number method and filter membrane 

detection method in the detection of Enterococcus faecalis in drinking water. Methods  According to the method of 

SN/T 1933.1-2007 Detection of Enterococci in food and water. Part 1: Method for plate count and maximum 

probable number method, SN/T 1933.2‒2007 Detection of Enterococci in food and water—Part 2: Method for 

membrane filtration, the concentration of Enterococcus faecalis in the sample was detected, and the detection effect 

of different media was compared. Results  There was no significant difference in colony count between 

Enterococcus broth and sodium azide glucose broth used in the recent likelihood determination method P=0.331 

(P>0.05), but Enterococcus broth had a significant change in 24 h, while sodium azide glucose broth did not produce 

turbidity until 48 h. Enterococcus agar and Pfizer agar were not suitable for colony count in the filter method, 

colonies grew slowly on KF agar, but mEI agar and CATC agar performed well. There was no significant difference 
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between the 5 media in the result of colony count P=0.957 (P>0.05). The test results of both methods were within the 

acceptable range. Conclusion  Both methods are suitable for detecting the Enterococcus faecalis in drinking water 

(well water and peripheral water), Enterococcus broth culture is recommended for maximum probable number 

method, and CATC agar or mEI medium are chosen as the selective medium in the filter method. 

KEY WORDS: drinking water; Enterococcus faecalis; filter membrane method; maximum probable number method 
 
 

1  引  言 

粪肠球菌又称粪链球菌, 为革兰氏阳性球菌, 是肠球

菌属中最常见的菌种。既往认为粪肠球菌是对人类和动物

肠道无害的共栖性细菌[1], 近年来, 全国多起食物中毒事

件皆是由粪肠球菌污染引起的[24]。它是重要院内感染致病

菌, 感染率仅次于葡萄球菌, 可引起尿路感染、腹腔和盆

腔的伤口感染以及院内菌血症等。肠球菌通常从食品、植

物、水和土壤中分离, 是粪便污染的重要指示菌[5]。与大

肠杆菌相比, 粪肠球菌对冷冻、高酸和中等热处理的抵抗

力更强, 因此, 将粪肠球菌作为卫生质量的污染指标更具

有卫生学意义[6]。不安全饮用水是发展中国家 80%疾病和

30%死亡的起因[7], 欧洲早在 1985 年就已设立了水质中肠

球菌检验的标准方法[8]。随着科技的进步, 检验标准方法

也在不断完善[9]。我国至今还局限于将大肠菌群作为评价

水环境病原微生物污染的唯一指标[10,11], 尚无生活饮用水

中肠球菌的国家标准检验方法和限量标准。现行检验肠球

菌的方法是出入境检验检疫行业标准 SN/T 1933.1-2007

《食品和水中肠球菌检验方法 第 1 部分: 平板计数法和

最近似值测定法》[12]、SN/T 1933.2-2007《食品和水中肠

球菌检验方法 第 2 部分: 滤膜法》[13]。 

为了更好地规范生活饮用水中肠球菌的检验工作 , 

完善我国水质检验的国家标准体系, 本研究对滤膜法检验

生活饮用水中粪肠球菌使用的培养基进行补充, 分析最近

似值(maximum probable number, MPN)测定法中的增菌肉

汤的优缺点。该方法适用于生活饮用水中(末梢水、井水)

粪肠球菌的检测, 且操作具有普遍性, 可适用于基层检验

单位, 同时对促进国家检验标准的制定具有重要意义。 

2  材料与方法 

2.1  试剂、菌株及仪器设备 

叠氮化钠葡萄糖肉汤培养基、KF 链球菌琼脂培养基

基础、肠球菌肉汤培养基、肠球菌琼脂培养基、BEA 培养

基、CATC 培养基基础、Pfizer 培养基、mEI 培养基基础、

脑心浸液肉汤培养基、脑心浸萃琼脂培养基(北京陆桥有限

公司); 肠球菌标准菌株 ATCC 29212、大肠埃希氏菌标准

菌株 ATCC 25922(广东环凯生物有限公司); 0.45 μm 孔径

滤膜(美国默克密理博公司)。 

SLI-700 恒温培养箱(EYELA 东京理化公司); JY1002

电子天平(上海恒平公司); 生物显微镜(日本 OLYMPUS 公

司); 2～8 ℃医用冰箱(澳柯玛股份有限公司); 水中微生物

过滤器, 配真空泵(中国 Milliflex plus 公司)。 

2.2  方  法 

2.2.1  MPN 测定法 

(1)2 种选择性增菌肉汤比较实验 

使用血平板复苏标准菌株粪肠球菌 ATCC 29212, 用

无菌生理盐水制备成 0.5 麦氏浊度标准菌悬液, 并用无菌

生理盐水将标准菌悬液稀释成 101、102、103、104 稀

释液。选择 102、103、104 3 个浓度(高、中、低)分别

对 3 份生活饮用水 (末梢水、井水)标本进行人工染菌  

(200 mL 水样中加入 200 μL 菌液)。将加标样品用无菌生

理盐水 10 倍稀释到合适稀释度, 制备成高、中、低 3 种

浓度的染菌样品。 

检测方法参照 SN/T 1933.1-2007《食品和水中肠球菌

检验方法  第 1 部分 : 平板计数法和最近似值测定     

法》[12](以下简称 SN/T 1933.1-2007)8.2.2、8.2.3 部分。叠

氮化钠葡萄糖肉汤 36 ℃培养 48 h。肠球菌肉汤培养温度

为 35 ℃培养 24 h。对叠氮化钠葡萄糖肉汤出现浑浊或肠

球菌肉汤有颜色变化的肉汤管, 参照 SN/T 1933.1-2007 中

8.1.5 部分进行确证实验。根据阳性管数, 查找 MPN 表, 计

算肠球菌 MPN 值(MPN/100 mL)。 

(2)实际样品加标测定 

根据 2.2.1(1)的标准菌液稀释方法, 对 20 份生活饮用

水(末梢水)进行人工染菌(低浓度)加标试验, 按照 1、0.1、

0.01、0.001 mL 接种量进行检测, 同时对未加标的样本按

照 10、1、0.1 mL 接种量进行检测, 结果作为本底值。对

出现浑浊或有颜色变化的肉汤管, 进行确证实验, 计算肠

球菌 MPN 值(MPN/100 mL)。 

2.2.2  滤膜法 

(1)5 种选择性培养基比较实验 

复苏标准菌株粪肠球菌 ATCC 29212, 用无菌生理盐

水制备成 0.5 麦氏浊度标准菌悬液, 用无菌生理盐水将标

准菌悬液稀释成 101~108 稀释液。选择 105、106、107、

108进行菌落计数, 每个浓度各吸取 1 mL加入到无菌平板

中, 每个浓度做 2 个平行。平板中分别倒入冷却到 45 ℃左

右的 5 种选择性培养基: KF 链球菌琼脂、肠球菌琼脂、

CATC 琼脂、Pfizer 琼脂、mEI 琼脂充分混匀。KF 平板 36 ℃, 
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培养 48 h; 肠球菌琼脂平板 35 ℃, 培养 24 h; CATC 平板

35 ℃, 培养 48 h; Pfizer 平板 36 ℃, 培养 24 h; mEI 平板

41 ℃, 培养 24 h。每种培养基同时做一个空白对照。培养

结束后, 计数滤膜上生长典型菌落的数量。重复以上实验

5 次。若滤膜上出现典型菌落, 参照 SN/T 1933.2-2007 《食

品和水中肠球菌检验方法 第 2 部分: 滤膜法》(以下简称

SN/T 1933.2-2007)中 9.6 部分进行确证实验。计算 5 种选

择性培养基滤膜上生长的肠球菌数量(CFU/100 mL)。 

(2)实际样品加标测定 

根据 2.2.1(1)方法, 对采集的 20份生活饮用水(末梢水)

进行人工染菌 (低浓度 )加标。滤器灭菌后 , 按照 SN/T 

1933.2-2007 中 9.2、9.3 进行检测。同时检测未加标样品作

为本底对照。将完成样本过滤的滤膜分别紧贴在 2.2.2(1)

筛选出的培养基表面上进行培养。若滤膜上出现典型菌落, 

参照 SN/T 1933.2-2007 中 9.6 部分进行确证实验, 并计算

滤膜上生长的肠球菌数量(CFU/100 mL)。 

3  结果与分析 

3.1  2 种选择性增菌肉汤比较结果 

将加标后的肠球菌肉汤和叠氮化钠葡萄糖肉汤检测结

果取平均值后 , 进行样本配对 T 检验 , t=1.000, P ＝

0.331(P>0.05), 2 种增菌肉汤在结果计数上无显著性差别, 本

底数据均<3.00 (MPN/100 mL), 低于检出限。确证实验中, 阳

性管接种在肠球菌培养上的菌落呈棕黑色 , 符合 SN/T 

1933.2-2007中8.4.2部分对典型菌落的描述。具体结果见表1。  

 
表 1  2 种选择性增菌肉汤检测粪肠球菌结果比较 

Table 1  Comparison of detection results of Enterococcus faecalis between 2 kinds of selective enrichment broth 

名称 
肠球菌肉汤(MPN/100 mL) 叠氮化钠葡萄糖肉汤(MPN/100 mL) 

高浓度 中浓度 低浓度 高浓度 中浓度 低浓度 

末梢水 1 4.60×104 4.30×103 3.60×102 4.60×104 4.30×103 3.60×102 

末梢水 2 1.10×105 9.30×103 9.10×102 1.10×105 9.30×103 9.10×102 

末梢水 3 4.60×104 7.50×103 7.30×102 4.60×104 7.50×103 7.30×102 

井水 1 1.10×105 1.50×104 2.00×103 1.10×105 1.50×104 1.50×103 

井水 2 2.40×105 2.40×104 2.30×103 2.40×105 2.40×104 2.30×103 

井水 3 1.10×105 1.50×104 1.50×103 1.10×105 1.50×104 1.50×103 

 

3.2  MPN 法实际样本加标实验检测结果 

20 份生活饮用水(末梢水)检测粪肠球菌结果: 叠氮

化钠葡萄糖肉汤平均值为 1.95×103 (MPN/100 mL), 肠球

菌肉汤平均值为 2.34×103 (MPN/100 mL), 对样本进行配

对 T 检验, 得 t=0.296, P=0.770 (P>0.05), 2 种增菌液在计

数结果上没有显著性差别 , 本底数据均<3.00 (MPN/  

100 mL), 低于检出限。确证实验中, 肠球菌培养基上的

菌落符合 SN/T 1933.2-2007 中 8.4.2 部分对典型菌落的描

述。具体结果见表 2。 

 
表 2  20 份实际样品加标后 MPN 法检测结果 

Table 2  Results of MPN method for 20 actual samples with 
standard strains added 

样品名称 
叠氮化钠葡萄糖肉汤

(MPN/100 mL) 
肠球菌肉汤

(MPN/100 mL) 

末梢水 4 2.40×103 2.40×103 

末梢水 5 2.10×103 2.40×103 

末梢水 6 2.40×103 2.40×103 

末梢水 7 2.40×103 2.40×103 

末梢水 8 1.50×103 2.40×103 

续表 2  

样品名称 
叠氮化钠葡萄糖肉汤

(MPN/100 mL) 
肠球菌肉汤

(MPN/100 mL) 

末梢水 9 2.10×103 2.10×103 

末梢水 10 2.40×103 2.10×103 

末梢水 11 2.10×103 2.10×103 

末梢水 12 2.40×103 2.40×103 

末梢水 13 2.40×103 1.50×103 

末梢水 14 1.50×103 1.50×103 

末梢水 15 2.10×103 2.10×103 

末梢水 16 1.50×103 2.10×103 

末梢水 17 1.50×103 1.50×103 

末梢水 18 2.10×103 2.10×103 

末梢水 19 1.50×103 1.50×103 

末梢水 20 1.50×103 1.50×103 

末梢水 21 1.50×103 1.50×103 

末梢水 22 2.10×103 9.30×102 

末梢水 23 1.50×103 1.50×103 
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3.3  滤膜法 5 种培养基比较实验结果 

5 次实验后 , KF 琼脂出现淡红色菌落 , 计数结果

X=10.85, 相 对 标 准 偏 差 (relative standard deviation, 

RSD)=56.11%; 肠球菌琼脂出现褐色菌落, 并带有黑色晕

环, 计数结果X=8.98, RSD=62.71%; CATC 琼脂出现深红

色菌落, 计数结果X=11.05, RSD=55.57%; Pfizer 琼脂出现

棕黑色菌落 , 并带有棕黑色晕环 , 计数结果 X=8.42, 

RSD=64.48%; mEI 琼脂出现蓝色菌落, 计数结果X=9.3, 

RSD=63.11%, 结果经方差齐性检验得=0.0785, P=0.9992 

(P>0.05), 认为该资料方差齐。方差分析后, 得 F＝0.16, 

P=0.9566 (P>0.05), 可认为 5 组培养基检测结果总体均数

没有显著性差别, 其中 CATC 琼脂与 mEI 琼脂更方便计数, 

按照 SN/T 1933.2-2007 中 9.6 部分, 确证滤膜上典型菌落

为粪肠球菌。 

3.4  滤膜法实际样品加标检测结果 

20 份生活饮用水(末梢水)检测肠球菌结果: CATC 琼

脂平均值为 1.815×103 CFU/100 mL, mEI 琼脂为 1.784×103 

CFU/100 mL。样本配对 T 检验比较, 得 t=1.722, P=0.106 

(P>0.05), 2 种培养基在滤膜计数上并无显著性差别, 且本

底均<1.00 CFU/100 mL, 按照SN/T 1933.2-2007中 9.6部分, 

确证滤膜上典型菌落为粪肠球菌, 详见表 3。 
 

表 3  20 份实际样品加标后滤膜法检测结果 
Table 3  Results of filter method for 20 actual samples with 

standard strains added 

样品名称 CATC 琼脂/(CFU/100 mL)
mEI 琼脂 

/(CFU/100 mL) 

末梢水 4 1.63×103 1.67×103 

末梢水 5 1.70×103 1.70×103 

末梢水 6 1.87×103 1.82×103 

末梢水 7 1.83×103 1.74×103 

末梢水 8 1.77×103 1.78×103 

末梢水 9 1.80×103 1.67×103 

末梢水 10 1.73×103 1.60×103 

末梢水 11 1.80×103 1.77×103 

末梢水 12 2.00×103 2.03×103 

末梢水 13 1.93×103 1.90×103 

末梢水 14 1.87×103 1.93×103 

末梢水 15 1.68×103 1.67×103 

末梢水 16 1.63×103 1.60×103 

末梢水 17 1.83×103 1.77×103 

末梢水 18 1.90×103 1.83×103 

末梢水 19 1.73×103 1.80×103 

末梢水 20 1.97×103 2.00×103 

末梢水 21 1.92×103 1.80×103 

末梢水 22 1.88×103 1.90×103 

末梢水 23 1.83×103 1.70×103 

4  讨  论 

生活饮用水的水质安全直接关系到居民的身体健康, 

一旦受到污染, 将会对人类的生命安全构成极大威胁[14]。

卫生学家认为, 肠球菌对恶劣的外环境和冷冻条件具有较

强的抵抗力, 因此将其作为生活饮用水水质监测的污染指

标更具有卫生学意义[15]。本研究可以看出 26 份生活饮用

水中肠球菌污染程度均低于检出限, 相对安全。经过多次

实验可以看出, 2 种方法均适用于饮用水中肠球菌的检测, 

所得结果均在接受范围之内, 操作方法简单、灵敏度高、

成本低、适用于基层实验室, 可作为饮用水中肠球菌检测

方法进行推广。 

研究中发现: 叠氮化钠葡萄糖肉汤很难在 24 h 产生

混浊, 通常需要培养 48 h。相比之下, 肠球菌肉汤 24 h 就

会产生明显变化, 更节省时间、节约能源。叠氮化钠葡萄

糖肉汤阳性管呈混浊状, 不易观察, 而肠球菌肉汤阳性管

颜色明显变黑, 更加清晰明确。因此, 粪肠球菌检测中更

推荐使用肠球菌肉汤作为 MPN 法的培养基。 

SN/T 1933.2-2007 中使用 mEI 琼脂作为滤膜法的选择

性培养基, 本研究购买了市场上功能相似的 5 种培养基, 

在相同条件下进行测评。5 种培养基的培养结果显示, 肠

球菌琼脂和 Pfizer 培养基的菌落表面带有黑色晕环, 当菌

落较多时, 不利于计数, 不建议使用。KF 琼脂与 CATC 琼

脂配方接近, 典型菌落特征相同, 培养时间均为 48 h±2 h, 

但 KF 培养基选择性较强, 肠球菌生长容易受到抑制, 菌

落较小且生长缓慢。mEI 琼脂作为行业标准中使用的滤膜

法选择性培养基, 适合滤膜法使用, 但价格较高。CATC 琼

脂在本次研究中呈现优异效果, 因此推荐 CATC 琼脂或

mEI 培养基作为滤膜法选择性培养基。 

实验过程中在过滤 30、10、3 mL 3 个梯度样品时, 由

于样本量较少, 同等过滤压力下, 过滤速度很快, 样本还

未平铺于滤纸之上就已滤干, 很难使样本均匀分布在滤膜

上。培养后菌落聚集成片, 特别是带有晕环典型菌落, 不

易观察, 难以计数, 后续会对此问题进行改进。 

本研究明确实验中所用的增菌肉汤、培养基, 为提高

检验结果的准确性和实验室的检验检测能力奠定坚实基

础。后续实验会扩大采样范围及种类、增加样本量, 为完

善饮用水中肠球菌的检测提供更多科学依据。 
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