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2种新方法与国标法检测蜡样芽胞杆菌计数结果的
比较研究 

杨纯佳, 黄宝莹, 金佳佳, 佘之蕴, 张  娟* 

(广东产品质量监督检验研究院, 佛山  528300) 

摘  要: 目的  探寻一种操作简便、结果精确的蜡样芽胞杆菌计数方法。方法  选用 3 种不同方法[分别为国

标法、蜡样芽胞杆菌显色培养基法和 BACARA(蜡样芽胞杆菌选择性培养基)法]对乳粉中蜡样芽胞杆菌质控样

品及标准菌株菌悬液进行定量检验。运用配对 t 检验法分别比较显色培养基法、BACARA 法与国标法检测蜡

样芽胞杆菌计数结果一致性。结果  2 种新方法与国标法计算检验结果在统计学上并无明显差异(P>0.05), 一

致性较好。结论  BACARA 法具有快速、简便等优点。 
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Comparative study on counting results of Bacillus cereus by 2 new methods 
and national standard method 

YANG Chun-Jia, HUANG Bao-Ying, JIN Jia-Jia, SHE Zhi-Yun, ZHANG Juan* 

(Guangdong Testing Institute of Product Quality Supervision, Foshan 528300, China) 

ABSTRACT: Objective  To explore a simple and accurate method for counting Bacillus cereus. Methods  Three 

different methods, national standard method, Bacillus cereus chromogenic medium method and BACARA (Bacillus 

cereus culture media) method, were used to quantitatively detect the quality control samples of Bacillus cereus in the 

milk powder and the bacterial suspension of the standard strain. The paired t test was used to compare the consistency 

of counting results of chromotropic medium method, BACARA method and national standard method for detecting 

Bacillus cereus. Results  There was no significant statistical difference between 2 new methods and the national 

standard method (P>0.05). Conclusion  BACARA method has the advantages of rapidity and simplicity. 
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0  引  言 

蜡样芽胞杆菌(Bacillus cereus)是革兰氏阳性菌, 经

常在土壤、水和食品中被发现[12], 容易污染食物而引起

呕吐和腹泻型食物中毒 [35]。蜡样芽胞杆菌引起的食物

中毒在我国也时常发生[68]。有研究[912]发现, 婴幼儿配

方奶粉、较大婴儿食品及生产加工环节中蜡样芽胞杆菌

均有检出。近年来, 国家及各地政府已加强对婴幼儿配

方食品的重点监督, 婴幼儿配方食品质量安全水平不断

提高。GB 10765—2010《食品安全国家标准 婴儿配方
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食品》[13]对婴儿配方食品中金黄色葡萄球菌、沙门氏菌

和阪崎肠杆菌限量均有要求, 而蜡样芽胞杆菌并没有限

量要求, 由于蜡样芽胞杆菌的芽孢具有很强的抵抗能力

和繁殖能力, 建议国家安全标准中关于婴幼儿配方食品

的微生物限量指标中增加蜡样芽胞杆菌指标, 更好的确

保婴幼儿食品的安全。 

本研究通过配对 t 检验法比较 3 种蜡样芽胞杆菌定量

检测方法, 分别为 GB 4789.14—2014《食品安全国家标准 

食品微生物学检验  蜡样芽胞杆菌检验》 [14] 第一法

MYP(mannitol yolk poly)琼脂平板计数法、环凯的蜡样芽胞

杆菌显色培养基法和梅里埃的蜡样芽胞杆菌选择性培养基

(Bacillus cereus culture media, BACARA), 比较蜡样芽胞杆

菌显色培养基法、BACARA 法分别与国标法中蜡样芽胞杆

菌含量是否存在显著性差异, 以期为婴幼儿配方食品中蜡

样芽胞杆菌污染情况提供参考和依据。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

乳粉中蜡样芽胞杆菌定量分析质控样品(QC-FD-021, 

中国检验检疫科学研究院测试评价中心)。15 ℃以下冷冻

保存, 特性值为 2700 (CFU/mL)/(MPN/mL), 特性值区间为

570~13000 (CFU/mL)/(MPN/mL)。 

标准菌株: 蜡样芽胞杆菌[CMCC(B)63303, 广东省食

品微生物安全工程技术研究开发中心 ]; 蕈状芽胞杆菌

(CICC 21473)、苏云金芽胞杆菌(CICC 22945)(中国工业微

生物菌种保藏管理中心)。 

1.2  试剂与仪器 

甘露醇卵黄多黏菌素琼脂培养基(mannitol yolk poly, 

MYP)及配套试剂、蜡样芽胞杆菌显色培养基(广东环凯微

生物科技有限公司); BACARA 选择性显色培养基及配套

试剂(生物梅里埃中国有限公司)。 

Premix Taq DNA 聚合酶(TaKaRa)、食品基因组提取试

剂盒(Omega)、细菌基因组提取试剂盒(Omega)、RAA 荧光

检测试剂盒(杭州众测生物科技有限公司)、引物和探针(上

海生工生物工程有限公司)。 

AC2-6S1 生物安全柜(美国 ESCO 公司); Easymix 拍击

式均质器(法国 INTERSCIENCE公司); GHP-9270隔水式恒

温培养箱(上海一恒科学仪器有限公司); XSZ-H 生物显微

镜(重庆光电公司); 3-30K 高速冷冻离心机(美国 Sigma 公

司); Nanodrop 2000 微量紫外分光光度计、QuantStudio 7 

Flex 荧光 PCR 仪(美国 Thermo 公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  菌种活化 

取一环标准菌株接种于营养琼脂斜面, 30 ℃±1 ℃培

养 24 h±2 h 进行活化, 作为后续检验用。 

1.3.2  样品前处理 

质控样品的前处理方法为: 按质控样品证书样品使

用说明操作, 该样品为样品 I。菌悬液的制备: 将 1.3.1 活

化后的标准菌株接种于营养肉汤, 30 ℃±1 ℃培养 24 h±  

2 h 。用麦氏比浊仪调节菌悬液浓度 , 制备为 103~       

104 CFU/mL 菌悬液, 为样品 II。 

1.3.3  国标法 

参照 GB 4789.14—2014[14]中第一法蜡样芽胞杆菌

平板计数法对 2 份样品分别进行 10 次平行检测。将样

品 I 和样品 II 分别制成 1:10(V:V)的样品匀液, 制备 10

倍稀释系列的样品匀液, 选择 102、103 和 104 3 个稀

释度。每个稀释度以 0.3、0.3、0.4 mL 接种量分别涂布

于 MYP 琼脂平板, 30 ℃±1 ℃培养 48 h, 对典型菌落进

行鉴定。 

1.3.4  蜡样芽胞杆菌显色培养基法 

对 2 个样品分别进行 10 次平行检测, 样品 I 和样品 II

分别制成 1:10 的样品匀液, 制备 10 倍稀释系列的样品匀

液, 选择 102、103 和 104 3 个稀释度, 每个稀释度以 0.3、

0.3、0.4 mL 接种量分别涂布于蜡样芽胞杆菌显色平板, 

30 ℃±1 ℃培养 48 h, 对典型菌落进行鉴定。 

1.3.5  BACARA 选择性显色培养基倾注法 

将底物培养瓶(R1)在 95 ℃水浴中融化, 然后冷却至

47 ℃, 向 R1 培养瓶中无菌添加 4 mL R2 添加剂和 0.5 mL 

R3 添加剂(选择性显色混合物), 小心将底物试剂与添加试

剂混匀, 避免引入气泡。对 2 个样品分别进行 10 次平行检

测, BACARA 法稀释同 1.3.3, 选择 102、103 和 104 3 个

稀释度, 吸取 1 mL 加入培养皿中, 加入 15~20 mL 上述

BACARA 琼脂, 30 ℃±1 ℃培养 24 h±2 h, 蜡样芽胞杆菌菌

落的所有菌株都生长为粉红色/橙色的大菌落, 周围包裹

着不透明的光圈。对菌落数少于 150 的平板进行计数, 并

对典型菌落进行鉴定。 

1.3.6  2 种鉴定蜡样芽胞杆菌方法 

(1)国家标准方法鉴定蜡样芽胞杆菌 

挑取典型菌落 , 接种于营养琼脂平板 , 30 ℃±1 ℃

培养 24 h±2 h, 进行过氧化氢酶试验、动力试验、硝酸

盐还原试验、酪蛋白分解试验、溶菌酶耐性试验、卵

黄反应、V-P 试验、葡萄糖利用(厌氧)试验、甘露醇产

酸、根状生长试验、溶血试验和蛋白质毒素结晶试验。

蜡样芽胞杆菌生化特征为甘露醇不产酸、根状生长试

验阴性、蛋白质毒素结晶试验阴性 , 其他生化试验全部

阳性 [14]。同时用蕈状芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌作为

阴性对照。  

(2)重组酶介导等温核酸扩增法鉴定蜡样芽胞杆菌 

按照重组酶介导等温核酸扩增法(recombinase aided 

amplification, RAA)检测试剂盒说明书进行操作。反应体系

为 50 µL, 向反应管中加入 45.5 µL A 缓冲液和 2.5 µL 的 B

缓冲液, 再分别加入 2.0 µL 待测核酸、阳性对照和阴性对
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照, 盖上管盖, 充分混匀 5~6 次, 低速离心 10 s。 

扩增反应参数: 预热, 39 ℃/40 s, 一个循环; 扩增, 

39 ℃/30 s, 30 个循环。 

1.3.7  计算方法 

配对 t 检验法比较 3 种方法检测奶粉中蜡样芽胞杆菌

计数结果: 按上述方法进行检测, 每个样品重复 10 次检测, 

运用 SPSS 软件对配对 t 检验结果对比分析, 比较其均值是

否存在差异[15]。 

2  结果与分析 

2.1  蜡样芽胞杆菌 2 种鉴定方法比较分析 

本次鉴定主要运用 RAA 方法, 并用传统国标培养法

加以验证检测结果。检测发现, 2 种鉴定方法的鉴定结果

一致。如表 1 所示, 在鉴定结果一致的前提下, 比对 2 种

鉴定方法可见, RAA 方法检测时间短, 较大的提高了检

测效率, 虽然其原理为核酸扩增, 会出现假阳性的现象, 

但对于样品初筛可以提供很大的便利性有较大的便利性

和可行性。 

2.2  国标法与 2 种新方法对样品 I 检测结果的比较

分析 

国标法、显色培养法和 BACARA 法检测样品 I 中蜡

样芽胞杆菌计数结果如表 2 所示。对检验结果进行配对 t

检验, 检测结果均为 2 次平行实验结果的平均值。显色培

养法和 BACARA 法检测结果分别与国标法数据进行配对, 

运用 SPSS 软件根据配对 t 检验进行分析, 设临界水平

α=0.05, 数据分析结果如表 3 和表 4 所示。 

 
表 1  2 种鉴定方法的比较 

Table 1  Comparison of 2 identification methods 

 传统培养法 重组酶介导等温核酸扩增技术 

检测原理 生化鉴定 核酸扩增 

检测时间 6 d 6~8 h 

操作性 操作复杂; 需专业人员 操作简便; 只需两步检测; 无需专业人员 

准确性 高; 人工判定易出错 高; 易出现假阳性 

适用范围 实验室检测 实验室检测; 现场检测 

综合评价 
国标方法, 检测时间长、操作复杂、需专业人员操作,  

不适于大量初筛检测。 

检测速度快, 操作简单, 灵敏度高, 特异性强,  

设备便携, 适用于现场初筛检测。 

 
表 2  3 种方法检测样品 I 中蜡样芽胞杆菌计数结果 

Table 2  Count results of Bacillus cereus in sample I were 
detected by 3 methods 

编号 国标法 显色培养法 BACARA 法

1 2300 2200 2000 

2 2500 2000 2400 

3 2100 2200 2200 

4 2200 2100 2100 

5 2200 2500 2300 

6 2400 2400 2200 

7 2000 2100 2100 

8 2500 2000 2400 

9 2400 2200 2100 

10 2100 2600 2300 

 
由表 3 可以看出, 国标法、蜡样芽胞杆菌显色培养基

法和 BACARA 法对样品 I 检测结果的均值分别为 2270、

2 2 3 0 和 2 2 1 0 ;  质 控 样 特 性 值 区 间 为 5 7 0 ~            

13000 (CFU/mL)/(MPN/mL), 结果符合, 标准差分别是

176.69811、205.75066 和 137.03203。标准差大小为:  

表 3  样品 I 检测结果基本描述统计量 
Table 3  Basic descriptive statistics of sample I test results 

方法 均值 N 标准差 
均值的

标准误

国标法 2270.0000 10 176.69811 55.87685

蜡样芽胞杆菌显

色培养基法 
2230.0000 10 205.75066 65.06407

BACARA 法 2210.0000 10 137.03203 43.33333

 
BACARA 法<国标法<蜡样芽胞杆菌显色培养基法, 说明

BACARA 法检测结果波动性相对较小, 精密度以及重复性

较好, 有利于结果的重现性以及适用于实验室能力验证的

比对。 

由表 4 可以看出, 国标法与蜡样芽胞杆菌显色培养基法

均值之间的差值为 40, 差值的标准差为 316.92972, t 值为

‒0.399, 自由度为 9, 显著性 P 为 0.699(>0.05), 说明国标法与

蜡样芽胞杆菌显色培养基法检测结果差异不显著。国标法与

BACARA 法均值之间的差值为 60, 差值的标准差为

177.63883, t值为1.068, 自由度为9, 显著性P为0.313(>0.05), 

说明国标法与 BACARA 法检测结果差异不显著。 
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2.3  国标法与 2 种新方法对样品 II 检测结果的比较

分析 

国标法、蜡样芽胞杆菌显色培养基法和 BACARA 法

检测样品 II 中蜡样芽胞杆菌计数结果如表 5 所示。对检验

结果进行配对 t 检验, 检测结果均为 2 次平行实验结果的

平均值。国标法检测结果分别与 BACARA 法 2 组数据进

行配对, 运用 SPSS 软件根据配对 t 检验进行分析, 设临界

水平 α=0.05, 数据分析结果如表 6 和表 7 所示。 

由表 6 可以看出, 国标法、蜡样芽胞杆菌显色培养基

法和 BACARA 法对样品 II 检测结果的均值分别为 20000、

21000 和 20700; 标准差分别是 2538.59104、2828.42712 和

2311.80545。标准差 BACARA 法<国标法<蜡样芽胞杆菌显

色培养基法, 说明在 2 种不同浓度情况下, BACARA 法检

测结果波动性相对较小。 

由表 7 可以看出, 国标法与蜡样芽胞杆菌显色培养基

法均值之间的差值为1000, 差值的标准差为 2943.92029, t

值为1.074, 自由度为 9, 显著性P为 0.311(>0.05), 说明国

标法与蜡样芽胞杆菌显色培养基法检测结果之间的差异不

明显。国标法与 BACARA 法均值之间的差值为700, 差值

的标准差为 3465.70499, t 值为0.639, 自由度为 9, 显著性

P 为 0.539(>0.05), 说明国标法与 BACARA 法检测结果之

间的差异不明显。与国标法和蜡样芽胞杆菌显色培养基法

相比, BACARA 法选择性更好, 培养时间较短, 确证更简

单, 能更好的预防杂菌的干扰, 故其结果偏差较小。 

 
表 4  样品 I 两两方法比较统计分析结果 

Table 4  Comparison of statistical analysis results of sample I by pairwise method  

名称 
差分的 95%置信区间 

均值 标准差 均值的标准误 下限 上限 t df(自由度) Sig(显著性双侧)

国标法-显色培养法 40.0000 316.92972 100.22198 186.7179 266.71786 0.399 9 0.699 

国标法-BACARA 法 60.0000 177.63883 56.17433 67.07517 187.07517 1.068 9 0.313 

 

 
表 5  3 种方法检测样品 II 中蜡样芽胞杆菌计数结果 

Table 5  The count results of Bacillus cereus in sample II were detected by 3 methods  

编号 国标法 蜡样芽胞杆菌显色培养基法 BACARA 法 

1 19000 22000 22000 

2 21000 25000 20000 

3 18000 23000 18000 

4 17000 18000 21000 

5 20000 19000 19000 

6 21000 21000 17000 

7 23000 18000 24000 

8 16000 17000 23000 

9 24000 23000 20000 

10 21000 24000 23000 

 
 

表 6  样品 II 检测结果基本描述统计量 
Table 6  Basic descriptive statistics of sample II test results 

方法 均值 N 标准差 均值的标准误 

国标法 20000.0000 10 2538.59104 802.77297 

蜡样芽胞杆菌显色培养基法 21000.0000 10 2828.42712 894.42719 

BACARA 法 20700.0000 10 2311.80545 731.05707 
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表 7  样品 II 两两方法比较统计分析结果 
Table 7  Comparison of statistical analysis results of sample II by pairwise method 

名称 

差分的 95%置信区间 

均值 标准差 均值的标准误 下限 上限 t df(自由度) Sig(显著性双侧)

国标法-蜡样芽胞杆菌

显色培养基法 
1000.0000 2943.92029 930.94934 3105.95371 1105.95371 1.074 9 0.311 

国标法- BACARA 法 700.0000 3465.70499 1095.95215 3179.2160 1779.2160 0.639 9 0.539 

 

 
3  结论与讨论 

研究结果发现, 在 2 种不同浓度下, 国标法、蜡样芽

胞杆菌显色培养基法和 BACARA 法检测奶粉中蜡样芽胞

杆菌计数结果, 基于统计学方法, 蜡样芽胞杆菌显色培养

基法和 BACARA 法分别与国标法试验结果无显著差异, 

检测结果一致性较好。国标法和蜡样芽胞杆菌显色培养基

法优点: 培养基表面菌落易于观察, 可疑菌落方便挑取做

鉴定试验; 缺点: 平板表面水分过多或涂布不均匀会造成

菌落成片状生长或蔓延, 影响计数结果。BACARA 法优点: 

检测时间短, 直接采用倾注法, 操作简便, 提高检测效率; 

缺点: 部分菌落生长在培养基下面, 不易挑取做鉴定试验, 

而且检测成本较高。在实验室进行盲样考核、能力验证以

及实验室间比对时, 可作为国标法比对试验进行辅助验证, 

提高试验结果的准确性。同时确定了 RAA 方法鉴定蜡样

芽胞杆菌的可行性及准确性, 与国标鉴定结果一致。与国

标法相比较, RAA 法检测效率高, 适用于样品大量初筛和

现场快速检测。 
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