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食品检测用大肠埃希氏菌标准物质的研制 

瞿洪仁#, 骆海朋#, 李景云, 崔生辉* 

(中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

摘   要: 目的   研制食品检测用大肠埃希氏菌标准物质。方法  采用冷冻干燥技术制备含量为 4×104~5×     

104 CFU/样品的标准物质, 参照 CNAS—GL29:2010《标准物质/标准样品定值的一般原则和统计方法》, 随机抽

取 20 件样品进行均匀性检验, 采用单因素方差分析对结果进行统计分析; 将样品分别于‒20、4、25 ℃条件下保

藏, 对其储藏稳定性和运输稳定性进行评价; 并组织3家实验室进行协同标定; 并使用20件食品作为基质, 按照

GB 4789.3—2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 大肠菌群计数》检验大肠埃希氏菌标准物质的适用性。

结果  均匀性检测单因素方差分析结果为F=1.933 (P=0.076), 符合标准物质的要求。标准物质在‒20 ℃保藏 28 d, 

复苏率为96.2%; 在4 ℃保藏14 d, 复苏率为77.0%; 25 ℃保藏7 d, 样品中菌含量仍保持在104 CFU/样品的水平。

综上所述, 标准物质的短期储藏稳定性、长期储藏稳定性和运输稳定性均符合要求。经 3 家实验室协同标定, 样

品中活菌含量均在 104 CFU/样品水平, 生化鉴定结果为大肠埃希氏菌; 标准物质在 20 种食品基质的回收率为

54.9%~96.6%。结论  本研究所制备的大肠埃希氏菌标准物质的均匀性、储藏稳定性和运输稳定性均符合要求, 

适用性良好, 可用于食品检测实验室的质量控制和食品中大肠埃希氏菌检测结果的评价。 
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Preparation of Escherichia coli reference materials for food detection 

QU Hong-Ren#, LUO Hai-Peng#, LI Jing-Yun, CUI Sheng-Hui* 

(National Institute for Food and Drug Control, Beijing 100050, China) 

ABSTRACT: Objective  To prepare Escherichia coli (E. coli) reference materials for food detection. Methods  

The reference materials with a content of 4×104‒5×104 CFU/sample were prepared by freeze-drying method, 20 

samples were selected randomly for homogeneity determination and the results were analyzed by one-way analysis of 

variance according to CNAS—GL29:2010 Reference materials-General and statistical priciples for certification; The 

samples were stored at ‒20, 4, and 25 ℃ to evaluate the storage stability and transport stability, respectively. Then 3 

laboratories were organized for collaborative calibration; Additionally, 20 kinds of food samples were selected as the 

matrices to test the applicability of the reference materials according to the GB 4789.3—2016 National food safety 

standard-Food microbiological testing-E. coli population counts. Results  The one-way analysis of variance result 

of homogeneity determination was F=1.933 (P=0.076), which met the homogeneity requirement for reference 
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materials. The recoveries of reference materials reached 96.2% after storaged at ‒20 ℃ for 28 d, and 77.0% after 

storaged at 4 ℃ for 14 d; And the content of E. coli remained the level of 104 CFU/sample after storaged at 25 ℃ for 

7 d. In conclusion, the short-term storage stability, long-term storage stability and transportation stability of the 

reference materials all met the requirements. The live bacteria content in the samples was all at the level of 104 

CFU/sample, and the biochemical identification results were confirmed as E. coli by the collaborative calibration 

with 3 laboratories; Additionally, the recoveries of reference materials in 20 kinds of food substrates were 

54.9%‒96.6%. Conclusion  The homogeneity, storage stability and transportation stability of E. coli reference 

materials prepared in this study can meet the requirements for reference materials and has good applicability, which 

can be used for quality control of food testing laboratory and evaluation of detection results of E. coli in food. 

KEY WORDS: Escherichia coli; reference materials; homogeneity; stability 
 
 

0  引  言 

随着世界工业化水平的提高 , 食品流通更加便捷 , 

人类对食品安全的关注度也迅速提升。在危害食品安全

的多个风险因子中, 微生物因其种类多、繁殖快、传播迅

速而备受关注[1‒3]。我国卫计委曾通报, 在 2015 年全国食

物中毒事件中, 由于微生物感染引起的食物中毒人数最

多, 占全年食物中毒总人数的 53.7%[4]。在微生物感染引

起的食物中毒事件中, 由肠道致病菌引起的食物中毒事

件时有发生, 因此监测食品是否被肠道致病菌污染一直

是食品监管部门的核心工作内容之一。但是由于肠道致

病菌种类繁多, 直接检测肠道致病菌的时间成本和人力

成本较高, 而大肠菌群是食品是否受肠道致病菌污染的

重要指示菌[5‒6], 在 GB 4789.3—2016《食品安全国家标准 

食品微生物学检验 大肠菌群计数》中被列为卫生指标。

大肠菌群是指在一定的培养条件下能发酵乳糖、产酸产

气的需氧或兼性厌氧革兰氏阴性无芽孢杆菌, 包括埃希

氏菌属、柠檬酸菌属、肠杆菌属及部分克雷伯菌属和沙

门氏菌属的第 III 亚属[7‒8]。在国家食品安全监督抽检实

施细则(2018 年版)中, 33 个食品大类中有 29 类抽检食品

都需检测是否有大肠菌群污染[9]。 

鉴于我国丰富的饮食文化, 食品种类繁多、成分复

杂, 多样化的食品基质和背景微生物对食源性微生物的

检测结果干扰较大, 所以在检测中需要稳定性和均一性

良好的微生物标准物质对整个检验过程进行质量控制 , 

即从样品处理开始就把标准物质和待测样品进行同步检

测, 从而评判检测数据是否有效[10]。食品检测用标准物质

还可应用于实验人员的考核, 实验室间比对和实验室内

部质量控制, 从而提高我国食品安全质量检测数据的科学

性和有效性。我国在微生物标准物质的研制方面起步较晚, 

能应用于检验检测机构的相关标准物质非常匮乏[11]。目前

文献报道的食品检测用标准物质分为含有基质的标准物

质[12‒13]和不含基质的标准物质[14‒15], 其中仅有的 3 个获

得证书的大肠埃希氏菌标准物质 GBW(E)091094 、

GBW(E)091095 和 GBW(E)091096 均含有乳粉基质[16]。

含有基质的标准物质的适应性受到限制, 因此急需研制

不含基质的大肠菌群标准物质, 从而规范我国检验机构

对食品中大肠菌群的检验。 

本研究选择大肠菌群中最具代表性的大肠埃希氏菌

进行不含基质的标准物质的研制, 对样品的稳定性、均一

性、食品样品的适用性进行系统分析, 并对所生产的样品

进行实验室间协作标定, 拟制备一批稳定的不含基质的大

肠埃希氏菌标准物质, 以期提供给食品中大肠菌群检验实

验室, 用于日常检测的质量控制。 

1  材料与方法 

1.1  菌  株 

大肠埃希氏菌 CMCC44102, 来源于中国医学细菌保

藏管理中心(China Medical Bacterial Species Conservation 

and Management Center, CMCC)。 

1.2  仪器与试剂 

FreeZone 12L 冷冻干燥机(德国 LABCONCO 公司); 

PL2002电子天平(瑞士梅特勒-托利多公司); 1389生物安全

柜、205050GC 恒温培养箱、FORMA 恒温摇床(美国 Thermo 

Fisher Scientific公司); HYC-940螺旋涂布仪(西班牙 IUL公

司); VITEK 2 Compact 自动微生物分析系统(法国梅里埃公

司); Autoflex 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪(德国

Bruker 公司)。 

煌绿乳糖胆盐(brilliant green lactose bile, BGLB)肉

汤、结晶紫中性红胆盐琼脂(violet red bile agar, VRBA)(北

京陆桥公司); 胰蛋白胨大豆琼脂(tryptic soy agar, TSA)(美

国 BD 公司); 0.85%生理盐水(国药集团容生制药公司); 冻

干保护剂(中国食品药品检定研究院)。 

1.3  大肠埃希氏菌的鉴定 

将大肠埃希氏菌(CMCC44102)划线接种于 TSA 平板, 

36 ℃培养 12~18 h 后, 挑取一代平板上单颗菌落划线于

TSA 平板, 36 ℃培养过夜。革兰氏染色后, 使用基质辅助
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激 光 解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱 法 (matrix-assisted laser 

desorption/ionization time of flight mass spectrometry, 

MALDI-TOF MS)对菌株进行鉴定, 并利用全自动微生物

鉴定系统进行生化鉴定。 

1.4  大肠埃希氏菌标准物质的生产制备 

将大肠埃希氏菌(CMCC44102)一代新鲜培养物 , 划

线接种于 TSA 平板, 36 ℃培养 24 h。用无菌棉签从平板上

刮取菌苔重悬于由海藻糖和胎牛血清组成的冻干保护剂中, 

以 20 μL/球进行冷冻干燥, 冻干后菌球的活菌浓度约为

5×104 CFU/球。将冻干后的菌球置于西林瓶中, 真空压盖

密封, ‒20 ℃保存。 

1.5  大肠埃希氏菌标准物质的均匀性验证实验 

随机抽取冻干标准物质 20 瓶, 参考 GB 4789.3—2016

中的大肠菌群平板计数法进行大肠菌群计数。取 225 mL

的 0.85%生理盐水加入到无菌均质袋中, 并将标准物质冻

干菌球加入到生理盐水中, 充分溶解。取 0.5 mL 上一步样

品稀释液与 VRBA 琼脂混匀倾注平皿计数, 每件样品做 2

个平行。根据 CNAS—GL003:2018《能力验证样品均匀性

和稳定性评价指南》对结果进行单因子方差分析, 评价样

品的均匀性。 

1.6  标准物质稳定性的验证实验 

1.6.1  运输稳定性检验 

将大肠埃希氏菌标准物质存放于 25 ℃温箱, 模拟实

验周期为 1 周, 分别于 1、3、5、7 d 对标准物质的菌含量

进行测定, 测定方法参照 GB 4789.3—2016(第二法)。 

1.6.2  储藏稳定性检验 

将制备的大肠埃希氏菌标准物质分别于‒20、4 ℃保

存。分别于 4 ℃保存的 1、3、5、7 和 14 d 以及‒20 ℃

保存的 7、14 和 28 d, 定期对大肠埃希氏菌的标准物质

进行检验, 对不同温度下的储藏稳定性进行评价。在本

研究中, 5×104 CFU 浓度用于阳性对照样品的检出实验, 

当天的计数结果与 0 d 的计数结果的比值即为复苏率, 

观察复苏率的变化, 分别验证长期储藏稳定性和短期储

藏稳定性。 

1.7  标准物质的协作标定 

使用大肠埃希氏菌标准物质的制备技术, 生产样品, 

按照中国食品药品检定研究院食品和化妆品用标准物质

(样品)协作标定操作规程, 发给 3 家实验室, 包括 A: 河北

省食品检验研究院、B: 北京三药生物技术有限公司、C: 北

京市食品安全监控和风险评估中心。每家实验室收到 10

件样品, 参照协作标定作业指导书对样品中大肠埃希氏菌

进行菌落计数及生化鉴定。 

1.8  标准物质使用效果的验证 

选择 20 件即食食品样品, 包含婴幼儿配方食品、蜂

产品、水果制品、特殊膳食食品、特殊医学用途配方食

品和冷冻食品 6 大类, 参照 GB 4789.3—2016(第二法)对

大肠埃希氏菌标准物质的回收效果进行验证, 检测步骤

为: 每件食品基质称取 2 份, 25 g/份, 将 2 份食品基质分

别加入到 225 mL 生理盐水中, 1 份为本底对照, 另 1 份加

入标准物质菌球 1 个, 均质器拍打 1 min, 再各取 1 mL 与

15 mL 的 VRBA 混匀倾注平板, 判定是否能检出大肠埃

希氏菌。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的鉴定 

挑取大肠埃希氏菌二代平板上菌落进行质谱鉴定及

生化鉴定, 质谱鉴定的分值为 2.146。生化鉴定的结果为大

肠埃希氏菌(E. coli), 可信度为 99.5%。综上, 目标菌株确

定为大肠埃希氏菌(E. coli)。 

2.2  标准物质的均匀性检验 

随机抽取 20 瓶标准物质, 参照 GB 4789.3—2016(第

二法)在 VRBA 平板上进行菌落计数, 每个标准物质进行 2

个平行, 计数结果如表 1 所示。 

 
表 1  标准物质的均匀性计数结果 

Table 1  Homogeneity counting results of the reference materials 

样品编号
菌含量 

/(CFU/样品)
对数值 

菌含量 

/(CFU/样品)
对数值

1 3.6×104 4.559 4.9×104 4.686 

2 4.6×104 4.660 3.5×104 4.548 

3 6.5×104 4.810 5.4×104 4.731 

4 5.2×104 4.713 4.2×104 4.625 

5 4.0×104 4.602 3.3×104 4.519 

6 5.5×104 4.741 6.6×104 4.821 

7 3.8×104 4.581 5.2×104 4.716 

8 4.5×104 4.657 3.6×104 4.555 

9 4.1×104 4.616 3.4×104 4.528 

10 4.4×104 4.644 3.4×104 4.532 

11 4.5×104 4.654 5.4×104 4.729 

12 3.0×104 4.481 4.3×104 4.632 

13 4.7×104 4.674 5.4×104 4.729 

14 3.8×104 4.577 4.9×104 4.686 

15 4.6×104 4.663 5.4×104 4.729 

16 4.8×104 4.680 4.1×104 4.612 

17 5.5×104 4.741 4.9×104 4.689 

18 5.3×104 4.724 4.4×104 4.641 

19 3.3×104 4.519 4.3×104 4.629 

20 4.7×104 4.669 5.4×104 4.734 

F 值 1.933 

结果 均匀 
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SPSS 软件分析结果 F=1.933, 查表 FINV(0.05,19,20), 

F 临界值=2.137, F<FINV(0.05,19,20)临界值, 表明在显著水

平为 0.05 时, 本研究制备的大肠埃希氏菌标准物质的均

匀性无显著性差异(P=0.076), 满足 CNAS—GL003:2018

中对均匀性的要求。 

2.3  标准物质的稳定性检测结果 

2.3.1  运输稳定性结果 

将所制备的大肠埃希氏菌标准物质存放于 25 ℃温箱, 

分别于 1、3、5、7 d 对标准物质的菌含量进行测定, 测定

结果如表 2 所示。 

结果表明, 在 25 ℃条件下, 7 d 内样品中菌含量仍能保

持在 104 CFU/球的水平, 所以大肠埃希氏菌标准物质在非

高温季节, 可以常温运输; 根据实验室之前的经验, 在 4 cm

泡沫箱内放置 2 kg 干冰和 1.5 kg 冰袋于 37 ℃放置 4 d, 泡

沫箱内温度处于 4 ℃以下, 因此高温季节可以采用泡沫箱

加冰袋的方式进行低温运输。 

2.3.2  储藏稳定性结果 

将制备的大肠埃希氏菌标准物质分别存放于‒20、

4 ℃, 定期对标准物质的活菌含量进行检验, 通过与 0 d 时

的数据比较计算复苏率, 结果如表 3 所示. 

由表 3 的数据可以看出, ‒20 ℃保藏 28 d 复苏率为

96.2%, 表明‒20 ℃可以作为标准物质的长期储藏条件 ; 

4 ℃条件下, 保藏 7 d 复苏率为 107.2%, 保藏 14 d 复苏率

为 77.0%, 说明 4 ℃可以作为短期储存条件。 

2.4  标准物质的实验室协作标定结果 

3家协作标定单位根据协作标定作业指导书, 对 10件

样品进行计数, 并进行生化鉴定, 结果见表 4。本次制备的

大肠埃希氏菌标准物质, 设计目标菌的含量为 5×104 CFU/

样品, 使用的菌株为 CMCC44102 大肠埃希氏菌。通过协

作标定实验室的标定, 3 家实验室测定的结果中活菌含量

均在 104 CFU/样品水平, 生化鉴定结果均同时符合大肠埃

希氏菌的特征, 表明本研究制备的大肠埃希氏菌标准物质

经多家实验室协作定值与预期结果一致。 

2.5  标准物质在样品中检验的使用效果验证 

选择 20 件即食食品样品, 对大肠埃希氏菌标准物质的

使用效果进行验证, 每件样品设置一份样品本底和一份实

验组, 实验组加入标准物质溶液, 按照 GB 4789.3—2016(第

二法)进行大肠埃希氏菌检验, 检验结果如表 5。 

表 5 的结果表明, 在婴幼儿配方食品、特殊医学用途

配方食品、特殊膳食食品、蜂产品、水果制品和冷冻饮品

6 类共 20 件常见食品样品中, 加了标准物质的实验组均能

够检出大肠埃希氏菌, 说明本研究制备的标准物质在食品

样品中适应性良好。与均匀性检验平均值(4.6×104 CFU/样

品)相比, 大肠埃希氏菌标准物质在食品基质中的平均回

收率能达到 76.1%。上述数据证明该标准物质可以满足食

品中大肠埃希氏菌检验的质控要求。 

 
表 2  标准物质的运输稳定性结果(n=3, 平均值±标准偏差) 

Table 2  Results of transport stability of reference materials 
 (n=3, mean±sd) 

时间/d 菌含量/(CFU/样品) 对数值 

0 (4.6±0.5)×104 4.651±0.084 

1 (4.3±0.9)×104 4.629±0.105 

3 (3.7±0.7)×104 4.570±0.091 

5 (3.4±0.7)×104 4.529±0.095 

7 (3.4±0.1)×104 4.529±0.017 

 

 
表 3  标准物质的储藏稳定性结果(n=3, 平均值±标准偏差) 

Table 3  Results of storage stability of reference materials (n=3, mean±sd) 

时间/d ‒20 ℃活菌含量/(×104 CFU/样品) ‒20 ℃复苏率/% 4 ℃活菌含量/(×104 CFU/样品) 4 ℃复苏率/% 

0 4.6±0.5 100±10.8 4.6±0.5   100±10.8 

1 / / 3.7±0.3  81.6±8.1 

3 / / 3.9±0.4   84.8±10.3 

5 / / 3.4±0.3  74.0±8.8 

7 5.9±0.4 91.7±6.8 4.9±0.4 107.2±8.2 

14 4.1±0.4 90.4±9.8 3.5±0.2  77.0±5.7 

28 4.4±0.3 96.2±6.8 / / 

注: “/”表示未检测。 
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表 4  标准物质的协作标定结果(n=10) 
Table 4  Results of collaborative calibration for reference materials (n=10) 

样品序号 
A B C 

活菌含量/(CFU/样品) 鉴定结果 活菌含量/(CFU/样品) 鉴定结果 活菌含量/(CFU/样品) 鉴定结果 

CODE: 1 2.5×104 是 3.6×104 是 3.9×104 是 

CODE: 2 6.1×104 是 4.2×104 是 3.5×104 是 

CODE: 3 2.5×104 是 4.4×104 是 2.4×104 是 

CODE: 4 1.6×104 是 5.0×104 是 1.0×104 是 

CODE: 5 5.0×104 是 4.8×104 是 1.2×104 是 

CODE: 6 1.1×104 是 3.8×104 是 4.5×104 是 

CODE: 7 1.6×104 是 3.4×104 是 2.0×104 是 

CODE: 8 2.6×104 是 3.7×104 是 1.3×104 是 

CODE: 9 2.0×104 是 3.3×104 是 1.4×104 是 

CODE: 10 2.3×104 是 3.2×104 是 1.8×104 是 

平均值 2.7×104 / 3.9×104 / 2.3×104 / 

总平均值 3.0×104 

注: “是”表示鉴定结果为大肠埃希氏菌。 

 
 

表 5  大肠埃希氏菌标准物质的应用 
Table 5  Application of E. coli reference materials 

样品名称 样品本底检测结果 实验组检测结果 
实验组菌含量 

/(CFU/样品) 
回收率/%

惠氏铂臻较大婴儿配方奶粉(6~12 月龄, 2 段) - + 3.8×104 83.5 

宝素力幼儿配方奶粉(12~36 月龄, 3 段) - + 3.2×104 70.3 

贝因美绿爱较大婴儿配方奶粉(6~12 月龄, 2 段) - + 3.4×104 74.7 

美赞臣铂睿婴儿配方奶粉(0~6 月龄, 1 段) - + 4.0×104 87.9 

中农航天油菜花粉 - + 3.5×104 76.9 

中农航天玫瑰花粉 - + 3.9×104 85.7 

五台山蜜蜂园荞麦蜂花粉 - + 3.8×104 83.5 

老山油菜花粉 - + 2.8×104 61.5 

怡江黄金耳荔枝干 - + 3.9×104 85.7 

遥记桂圆干 - + 3.5×104 76.9 

禾煜臻粹荔枝干 - + 2.8×104 61.5 

禾煜小禾说桂圆干 - + 3.0×104 65.9 

优博启能特殊医学用途婴儿配方食品母乳营养补充剂 - + 4.2×104 92.3 

亨利元婴幼儿营养米乳 - + 2.5×104 54.9 

婴之素婴幼儿益生菌营养米粉 - + 3.0×104 65.9 

奥雪芥末抹茶巧克力口味雪糕 - + 3.3×104 72.5 

蒙牛绿色心情雪糕 - + 4.4×104 96.6 

伊利苦咖啡雪糕 - + 3.8×104 83.5 

德式黑啤酒酿黑麦冰淇淋 - + 2.6×104 57.1 

伊利来只椰子冰淇淋 - + 3.9×104 85.7 

平均值   3.5×104 76.1 

注: -表示未检出大肠埃希氏菌, +表示检出大肠埃希氏菌。 
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3  结论与讨论 

自《中华人民共和国食品安全法》颁布以来, 我国

民众对食品安全的重视程度日益提高, 有关部门也逐步

健全完善我国食品监督抽检工作 , 因此 , 我国食品检测

机构对食源性微生物标准物质的需求更加迫切。国内最

早获得批号的食品微生物标准物质是关于菌落总数的 , 

分别是食品微生物冻干菌落总数标准物质(GBW100044)

和鱼粉菌落总数标准物质(GBW100045), 随后研制的含

基质的标准物质有鸡肉中单核细胞增生李斯特氏菌标准

物质[12]、乳粉中阪岐肠杆菌标准物质[17]、以鸡肉为基质

的志贺氏菌标准物质和肠炎沙门氏菌标准物质 [18‒19], 关

于不含基质的标准物质也有报告, 如金黄色葡萄球菌、单

核细胞增生李斯特氏菌、阪崎克罗诺杆菌和阴沟肠杆菌

等[13‒15,20]。含基质的标准物质的制备工艺相对要求更高, 

而且由于冻干样品中除了冻干保护剂外 , 还含有基质 , 

菌株不是被冻干保护剂全方位包裹, 冻干保护效果仅为

50%左右 , 而且冻干标准物质在室温条件下的短期稳定

性(12 d 内)显著下降, 所以上述标准物质必须要求低温运

输[12,17,20]。 

与前期报道的含基质标准物质相比, 本研究制备的

不含基质的标准物质有 3 大优点。首先, 本研究的标准物

质在室温条件下 7 d 内的稳定性良好, 表明可进行常温运

输, 经济环保。其次, 前期研究中报道的标准物质均以粉

末形式冻干, 本研究的标准物质是以菌球的形式进行冻

干。相比于粉末样品, 菌球样品更便于操作, 易于溶解, 节

省了操作人员的时间成本。再次, 本研究的标准物质稳定

性良好, 可用于食品中大肠埃希氏菌及大肠菌群的定性和

定量检测, 也可用于实验室间比对、实验室内部人员考核

等质量控制环节, 可在一定程度上提升我国食品安全监测

数据的准确性。 
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