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大肠菌群测量审核结果与分析 

杨俊业*, 黄玲玲 

(广东产品质量监督检验研究院, 佛山  528300) 

摘  要: 目的  通过测量审核提升食品中大肠菌群检测能力和实验室质量管理水平。方法  以测量审核作业

指导书、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》第二法平板计数法为依据, 采

用平板计数法、PetrifilmTM 大肠菌群测试片法同时检测样品。运用配对 t 检验法评价 2 种不同方法对乳粉中

大肠菌群计数结果一致性的影响。结果  平板计数法与 PetrifilmTM 大肠菌群测试片法检测结果无明显差异, 

样品|Z|＜2, 结果满意。结论  可根据实际情况来选择相应方法检测食品中大肠菌群以提高检测效率和质量。 
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Results and analysis of coliform bacteria measurement audit 

YANG Jun-Ye*, HUANG Ling-Ling 

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

ABSTRACT: Objective   To improve coliform detection ability and laboratory quality management level in 

food through measurement review. Methods  Based on the measurement and verification work instructions 

and the second plate counting method of GB 4789.3-2016 National food safety standard-Food microbiology 

test-Coliform group count, the samples were simultaneously detected by plate counting and PetrifilmTM 

coliform test strips. The effects of 2 different methods on the consistency of coliform count results in milk 

powder were evaluated by paired t test. Results  There was no significant difference between the plate count 

method and PetrifilmTM coliform group test tablet method, |Z|< 2, and the result was satisfactory. Conclusion   

The coliform bacteria in food can be detected according to the actual situation to improve the detection 

efficiency and quality. 
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1  引  言 

测量审核作为能力验证计划之一, 是指参加者对被

测物品(材料或制品)进行实际测试, 其测试结果与参考值

进行比较的活动, 相对于实验室间比对等其他能力验证, 

测量审核能够对参加者进行“一对一”能力评价[1]。因其没

有实验室数量的限制 , 实施周期短 , 样品及测试项目类

型选择范围广, 故更具广泛性、常态性和实时性等优势, 

测量审核数据也是中国合格评定国家认可委员会(China 

National Accreditation Service for Conformity Assessment, 

CNAS)判断实验室能力的重要技术依据[2]。通过对测量结

果的满意度判定来验证或者是校准的能力[2]。 

大肠菌群属于需氧和兼性厌氧革兰氏阴性无芽胞杆

菌, 在一定培养条件下能发酵乳糖、产酸产气。作为世界

大多数国家和组织评价食品卫生质量的重要安全性指标之

一, 食品中大肠菌群的数量, 表明该食品被粪便污染的程

度 , 也反映对人体健康危害性风险的大小 [3-5] 。 GB 
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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》[6]第一法最可能数(most probable number, MPN)计

数法适用于大肠菌群含量较低的食品中大肠菌群的计数, 

但 MPN 法是微生物学和统计学结合的一种定量检测法, 

其操作繁琐, 且精密度低, 因此有关大肠菌群限量的食品

安全国家标准大都推荐采用平板计数法[5]。第二法平板计

数法适用于大肠菌群含量较高的食品中大肠菌群的计数。

平板计数法是以结晶紫中性红胆盐琼脂作为培养基, 其中

含有的乳糖能够被大肠菌群利用发酵, 产酸产气, 3 号胆盐

和结晶紫能抑制革兰氏阳性菌, 并且在中性红指示剂的作

用下大肠菌群形成可计数的红色或紫色, 带有或不带有沉

淀环[6]。 

PetrifilmTM 大肠菌群测试片为即时可用产品, 此方法

以可溶性冷水凝胶为载体 , 加入改良的结晶紫中性红

(violet red bile, VRB)培养基和显色剂, 大肠菌群经过培养

后会产酸产气 [7], 大肠菌群分解乳糖所产生的气体会被

PetrifilmTM 大肠菌群测试片顶膜封住, 因此可以直接确认

并计数测试片上带有气泡的红色菌落为大肠菌群[8], 无需

再做进一步验证。 

本次测量审核实验以 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》第二法平板计数

法为依据, PetrifilmTM 大肠菌群测试片法作为对比方法, 同

时检测样品, 运用配对 t 检验法评价 2 种不同方法对乳粉

中大肠菌群计数结果一致性的影响, 为食品中大肠菌群的

计数检验以及日后实验室检测食品大肠菌群工作的优化提

供参考和依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂与仪器 

样品序号为 MA-FD-004, 中国检验检疫科学研究院测

试评价中心提供, 白色冻干块状, 包装于真空西林瓶内。 

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

煌绿乳糖胆盐(brilliant green gactose bile, BGLB)肉汤(广东

环凯微生物科技有限公司); PetrifilmTM 菌落总数测试片

(3M 中国有限公司). 

CL-40M 高压灭菌锅(日本 ALP 公司); dilumat S 电子

稀释器、Easymix 拍击式均质器(法国 AES Chemunex 公司); 

STERI250 玻璃热珠灭菌器 (瑞士 Simon Keller 公司 ); 

AC2-6S1 生物安全柜(新加坡 ESCO 公司); GHP-9160 隔水

式恒温培养箱(上海一恒科技有限公司)。 

2.2  检验依据   

以中国检验检疫科学研究院测试评价中心提供的

ACAS-TR710-06-03/00《测量审核作业指导书》[9]对样品进

行前处理并以 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》第二法平板计数为依据, PetrifilmTM

大肠菌群测试片法作为对比方法同时检测样品。 

2.3  实验方法 

2.3.1  检测样品制备 

样品的处理方法: 根据中国检验检疫科学研究院测

试评价中心提供的《测量审核作业指导书》, 总计需要用

40 mL 灭菌稀释液再水化, 本次选择的稀释液为无菌生理

盐水。无菌开启西林瓶后立即加入 4 mL 无菌生理盐水进

行再水化。待溶解后, 吸出放入无菌瓶中, 再反复用余下

的 36 mL 生理盐水清洗西林瓶内壁, 回收清洗液放入上述

无菌瓶中, 此溶液即是待测样品原液(本次冻干的样品等

同于 40 mL 的乳品样品)。 

2.3.2  国标法(平板计数法) 

依据 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》第二法平板计数法对 2.3.1 中的

样品原液进行检测。 

2.3.3  PetrifilmTM 大肠菌群测试片法 

PetrifilmTM 大肠菌群测试片法的稀释步骤与 2.3.2 中

的平板计数法相同。选择 100~107 的稀释度, 每个梯度吸取

2 mL, 各加 1 mL 至 2 张测试片中, 加完样液后轻轻盖好测

试片的上层膜, 注意避免产生气泡, 必要时可以使用专用

压板将样品压匀。置于培养箱(36+1) ℃培养 18~24 h, 计数

在测试片上出现的菌落数在 15~150 之间的带气泡的红色

菌落。 

2.3.4  配对 t 检验法比较 2 种方法检测乳粉中大肠菌群计

数结果 

采用上述 2 种方法同时检测, 重复 10 次, 运用 SPSS 软

件采用配对 t 检验对比分析, 比较其结果是否存在差异[10]。 

3  结果与分析 

平板计数法和 PetrifilmTM 大肠菌群测试片检测样品

中大肠菌群计数结果见于表 1。对计数结果进行配对 t 检

验, 检测结果均为 2 次平行实验结果的平均值。平板计数

法和 PetrifilmTM 大肠菌群测试片法两两配对 , 运用

SPSS(SPSS Statistics17.0 版本)软件按照配对 t 检验进行分

析, 设临界水平 α=0.05, 数据分析结果见表 2, 2 种方法对

比分析见表 3。 

由表 2 可以看出, 平板计数法、PetrifilmTM 大肠菌群测

试片法对样品检测结果的均值分别为 447 和 472 CFU/mL。

根据 GB 4789.2-2016 《食品安全国家标准 食品微生物

学检验菌落总数测定》[11]规定, 平板计数方法中平行平板

的平均值是允许带有小数点的, 但是乘以稀释倍数后, 必

须修约, 以整数表示, 结果保留 2 位有效数字[12]。因此平

板计数法和 PetrifilmTM 大肠菌群测试片法检测结果应修

约后报告为 450 和 470 CFU/mL。标准差分别是 61.5 和

64.8。标准差平板计数法标准差<PetrifilmTM 大肠菌群测 
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表 1  2 种方法对样品的检测结果 
Table 1  Test results of samples by 2 methods 

检测编号 
国标法(平板计数法) 

/(CFU/mL) 

PetrifilmTM 大肠菌群测试

片法/(CFU/mL) 

1 300 560 

2 400 570 

3 460 430 

4 520 560 

5 450 400 

6 450 450 

7 510 420 

8 470 440 

9 450 450 

10 460 440 

平均值 450 470 

 
 

试片法标准差, 但由于平板计数法和 PetrifilmTM 大肠菌群

测试片法的标准差相差不大, 说明这两者的检测结果没有

出现较大的波动性, 不影响结果的复现。平板计数法和

PetrifilmTM 大肠菌群测试片法检测结果的显著性值 P 为

0.482, 大于 0.05, 说明 2 种方法检测出来的结果差异不显

著, 一致性较好。 

4  结  论 

本研究结果表明, 国标法(平板计数法)、PetrifilmTM

大肠菌群测试片法用于检测乳粉中大肠菌群效果总体

差异不大, 但 PetrifilmTM 大肠菌群测试片法检测结果略

高于国标法(平板计数法), 可能缘于 PetrifilmTM 大肠菌

群测试片采用冷接种方式, 避免热损伤对大肠菌群计数

的影响[13]。姜勇等 [5]经过试验证明, 与平板计数法相比, 

PetrifilmTM 大肠菌群测试片能显著促进受损大肠菌群的

复苏。 

表 2  样品检测结果的基本描述统计量及 t 检验结果(n=10) 
Table 2  Statistics and t test analysis of detection results(n=10) 

检测方法 均值/(CFU/mL) 标准差/(CFU/mL) 均值的标准误差/(CFU/mL) P 

国标法(平板计数法) 447.0000 61.47267 19.43936 

0.482 PetrifilmTM 大肠菌群测

试片法 
472.0000 64.77311 20.48306 

 
表 3  两种方法对比分析 

Table 3  Comparative analysis of 2 methods 

 国标法（平板计数法） PetrifilmTM 大肠菌群测试片法 

计数原理 CFU 计数 CFU 计数 

操作步骤 平板; 加样; 分析不同的典型菌落; 发酵再验证; 计算; 报告 加样; 计数典型菌落并分析; 报告 

培养时间 72 h 24 h 

报告单位 CFU/g 或 CFU/mL CFU/g 或 CFU/mL 

 

平板计数法中, 初次加入培养基后, 需放置一段时间

再覆盖一层培养基来抑制菌落蔓延; 做进一步验证试验时, 

需区分不同典型菌落。PetrifilmTM 大肠菌群测试片法可以

直接确认并计数测试片上带有气泡的红色菌落。省去了制

备培养基/琼脂的繁琐步骤, 操作更简便; 检测时间从平板

计数法的 72 h 缩短至 24 h, 在更短的时间内获得样品的

测试结果 , 且检测结果的波动性较小 , 有利于提高实验

室检测效率及实验质量。不过, PetrifilmTM 大肠菌群测试

片法检测成本相对较高, 因此实际操作时可根据具体情

况来选择相应方法 , 这样既可确保检测的准确性 , 又可

提高检测速度。 

中国检验检疫科学研究院测试评价中心反馈本实验

室此次上报结果 Z=-1.1。按照|Z|≤2.0 为满意结果, 2.0＜|Z|

＜3.0为可疑结果, |Z|≥3.0为离群结果的原则[14,15], 此次测

量审核结果为满意。这说明本实验室和主导实验室对被测

样品的折算质量修正值的差值比样品所规定的允差值小[3], 

出具的检验报告具有高度的可靠性[16]。检测机构可利用此

手段监控实验室的持续检测水平, 评估检测人员的技能, 

从而提高实验室的竞争力。 
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