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自动菌落计数仪在乳品检测中的应用研究 

梁春梅, 常建军, 喻东威*, 宋晓东, 李  照, 张利俊, 刘萍萍, 吴玉秋, 解  鑫 

(内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司中心实验室, 呼和浩特  011500) 

摘  要: 目的  对自动菌落计数仪的技术参数、准确度、精密度、重现性等进行试验, 研究其是否满足乳品

中菌落总数的计数要求。方法  选用一次性平皿的倾注法和 3M 测试片法的菌落结果进行计数, 检测项目包

括菌落总数、大肠菌群、霉菌酵母、嗜冷菌、乳酸菌等。检测结果分别用仪器法和目测法进行计数, 并对结

果进行比较。结果  目测法和仪器法计数结果进行配对 T 检验分析可知在 95% 置信区间 P 值大于 0.05, 在统

计学上无显著性差异, 但检测结果偏差 10%的符合率达不到 100%。重复性偏差为 0.43%~5.52%, 重现性试验

相对标准偏差为 3.60%, 国标方法的标准偏差为 3.05%。结论  样品的背景颜色和颗粒度对仪器的计数结果有

影响, 可根据实际情况选择使用。 
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Research on the application of automatic colony counting instrument in 
dairy products detection 

LIANG Chun-Mei, CHANG Jian-Jun, YU Dong-Wei*, SONG Xiao-Dong, LI Zhao, ZHANG Li-Jun,  
LIU Ping-Ping, WU Yu-Qiu, XIE Xin 

(Inner Mongolia MengNiu Dairy Products Co., Ltd, Hohhot 011500, China) 

ABSTRACT: Objective  To test the technical parameters, accuracy, precision, reproducibility, and so on of the 

automatic colony counter, and study whether it meets the counting requirements of the total number of colonies in the 

dairy. Methods  The colony results of the disposable plate and the 3M test piece method were used for counting, and 

the detection items included the total number of colonies, Coliform bacteria, mold yeast, psychrophilic bacteria, 

Lactobacillu, etcs. The test results were counted by instrumental method and visual method, and the results were 

compared. Results  The paired T test analysis of the visual and instrumental results showed that the P value was greater 

than 0.05 in the 95% confidence interval, and there was no statistically significant difference in statistics, but the 

coincidence rate of the test result deviation of 10% was less than 100%. The repeatability deviation was 0.43%5.52%, 

the relative standard deviation of the reproducibility test was 3.60%, and the standard deviation of the national standard 

method was 3.05%. Conclusion  The background color and particle size of the sample have an effect on the counting 

result of the instrument. The automatic colony counter can be selected according to the actual situation. 
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1  引  言 

在食品微生物的检测过程中常常会有菌落计数问题, 

如果检测过程中菌落数少时可肉眼直接观察计数, 但在高

污染样品的检测或者添加微生物进行研究性试验过程中, 

每个皿上会有几十个或者几百个的菌落的情况 [16]。这种情

况下肉眼观察菌落数数目耗时长、眼睛易疲劳, 若期间受到

干扰或打断时, 常面临返工风险, 效率低。随着人们对检测

结果的要求越来越严, 对检测效率的要求的提高, 市场上推

行各种各样的菌落计数仪, 来满足微生物的检测需求[710]。 

本试验选择某自动菌落计数仪, 对平板上的菌落进

行计数, 与肉眼计数结果进行比较, 以期验证自动菌落计

数仪的计数准确性、精密度和稳定性, 从而确定该自动菌

落计数仪是否符合菌落计数要求, 能否应用于乳制品产品

微生物的检测计数。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与材料 

3M 菌落总数、大肠菌群、霉菌酵母测试片(德国 3M 公司)。 

PCA 营养琼脂、孟加拉红培养基、VRBA 培养基(北

京陆桥技术股份有限公司)。 

实验样品来源于市售。 

2.2  仪器与设备 

自动菌落计数仪; tape A2 生物安全柜(美国赛默飞公

司); Friocell222 微生物培养箱(德国 3M 公司); Tuttnauer 

2540EL 高压灭菌锅(以色列 Tuttnauer 公司); XS204 电子天

平(瑞士梅特勒托利多公司)。 

2.3  标准菌株 

黑曲霉(CICC 2487)、假丝酵母(CICC 1965)、枯草芽

孢杆菌(CICC 10275)、肠炎沙门氏菌(CICC 21482)、粪肠

球菌(CICC 23658)(中国工业微生物菌种保藏管理中心)。实

验前需要按照说明书对所涉及标准菌株进行活化。 

2.4  实验方法 

2.4.1  样  品 

生乳由蒙牛六期原奶化验室提供, 其他产品均由蒙

牛四期化验室提供。涉及 8 个品种样品共制备并筛选出 147

个具有代表性的长菌的平皿, 涉及类型为生乳样品、奶粉

样品、奶酪样品、真果粒样品、核桃奶样品、谷物牛奶、

原料(椰果、蜂蜜、蓝莓、单甘酯)等。 

2.4.2  准确性试验 

试验选用一次性平皿倾注法和 3M 测试片进行验证, 检测

项目包括菌落总数、大肠菌群、霉菌酵母、嗜冷菌(用生乳样品)、

乳酸菌(用酸奶样品)等。用不同的样品或灭菌生理盐水作为稀释

液对标准菌株或含有目标菌的样品进行 10 倍梯度稀释, 选择适

宜的稀释度进行试验, 检测结果分别用仪器法和目测法进行计

数, 分析 2 种方法计数结果是否存在显著性差异。 

2.4.3  精密度试验 

随机选取 5个不同品种的样品(生牛乳、奶粉样品), 添

加适宜浓度的标准菌株, 采用仪器法进行检测, 每个样品

做 7 组平行试验, 计算相对标准偏差。 

3M测试片法测定结果, 选择 1个一定菌浓度的 3M测

试片采用 2 种方法进行计数, 计算相对标准偏差。 

2.4.4  重现性验证 

同一个平皿采用 2 种方法, 不同人员进行计数, 以相

对标准偏差(relative standard deviation, RSD)来评价 2 种方

法的重现性差异, 计算相对标准偏差。 

2.4.5  数据分析 

结果准确性采用 minitab 软件进行配对 T 检测分析, 

和不同方法计数结果偏差小于 10%进行分析; 重复性相对

标准偏差应小于 10%。 

3  结果与分析 

3.1  准确性试验 

3.1.1  菌落总数测定结果 

试验采用一次性皿倾注方法对生乳样品(采用 10 倍稀

释的样品)、奶粉样品(采用 10 倍稀释的样品)、核桃奶(采

用原液)、真果粒样品(采用原液)、奶酪(采用 10 倍稀释的

样品)、雪糕(原倍)、原料样品(采用 10 倍稀释的样品)进行

菌落总数测定 , 选取代表性的菌落总数平皿 58 个, 试验

平皿的选择均涉及到培养基背景干扰, 观察样品及培养基

的颜色是否对计数造成影响; 研究分别用仪器法和目测法

对结果进行计数, 分析计数结果是否存在显著性差异。 

研究结果(表 1)可知生乳样品检测得到平板菌落总数结果

用 2 种方法进行数数偏差小于 10%的符合率 80%, 偏差小于

20%的符合率 100%。奶粉样品检测得到平板菌落总数结果用 2

种方法进行数数偏差小于 10%的符合率 67%, 偏差小于 20%的

符合率 87%。真果粒样品、核桃奶样品、谷物牛奶样品、奶酪

样品的平板菌落数用目测法和仪器方法检测偏差不是很大, 但

是用 2 种方法计算雪糕、原料(白色颗粒)的平板菌落数的结果的

偏差比较大, 主要原因雪糕样品比较稠倒入培养基后会变得浑

浊, 导致有些菌落不是很清楚, 影响计数; 部分原料产品如单甘

脂, 在水中不容, 且是白色细小颗粒, 加入到平皿中不容易分清

是白色颗粒还是白色菌落, 数数过程中会有干扰。再对两种数数

结果进行配对 T 检测分析可知, 在 95%置信区间, P 值为 0.387, 

在统计学上无显著性差异。 

3.1.2  大肠菌群测定结果 

选择奶酪、真果粒、核桃奶、谷物牛奶样品添加适宜浓

度的大肠菌群标准菌株进行大肠菌群测定(VRBG 培养基), 

检测结果采用仪器法和国标(目测法)进行计数, 结果如表 2。 

试验结果可知自动菌落计数仪器大肠菌群菌落计数

结果与国标方法(目测法)相比样品计数结果偏差均小于

10%, 符合率达到 100%。再对两种数数结果进行配对 T 检
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测分析可知, 在 95% 置信区间 P 值为 0.914, 在统计学上

无显著性差异。因大肠菌群检测培养基上菌落是带有颜色

的, 因此该项目的计数不受背景干扰的影响, 计数相对菌

落计数简单, 速度快。 

3.1.3  霉菌酵母测定结果 

选择生乳(包括霉菌、酵母和其他杂菌)、真果粒样品

添加(或不添加)适宜浓度的霉菌、酵母标准菌株进行霉菌

酵母(孟加拉红培养基)检测, 检测结果采用仪器法和国标

(目测法)进行计数, 结果如表 3。 

因孟加拉红培养基是带有颜色的, 所以样品不会对平皿

背景造成影响, 从试验结果可知自动菌落计数仪器霉菌酵母

菌落计数结果与国标方法(目测法)相比样品计数结果偏差小

于10%的符合率达到80%, 偏差小于20%的符合率达到93%。

再对 2 种方法的结果进行配对 T 检测分析可知, 在 95% 置信

区间 P 值为 0.057, 在统计学上无显著性差异。 

3.1.4  嗜冷菌测定结果 

选择生乳进行嗜冷菌检测, 检测结果采用仪器法和

国标(目测法)进行计数, 结果如表 4。 

试验结果可知自动菌落计数仪器嗜冷菌计数结果与

国标方法(目测法)相比计数结果偏差小于 10%的符合率达

到 78%, 偏差小于 20%的符合率达到 100%。再对 2 种结果

进行配对 T 检测分析可知, 在 95%置信区间 P 值为 0.102, 

在统计学上无显著性差异。自动菌落计数仪的计数结果符

合要求。因选择生乳作为样品进行嗜冷检测, 杂菌较多, 

有背景干扰, 再加培养温度低, 菌落长的慢且小, 计数较

困难, 有些细小的菌落肉眼无法识别, 自动菌落计数仪器

可以识别, 因此大多数计数结果偏高于目测法计数结果,  

3.1.5  乳酸菌测定结果 

选择奶粉样品进行乳酸菌检测, 检测结果采用仪器

法和国标(目测法)进行计数, 结果如表 5。 

结果可知自动菌落计数仪器乳酸菌计数结果与国标方

法(目测法)相比计数结果偏差小于 10%的符合率达到 100%。

再对两种数数结果进行配对T检测分析可知, 在95% 置信区

间 P 值为 0.437, 在统计学上无显著性 差异。 

3.1.6  3M 测试片测定结果 

选择生乳样品、核桃奶样品进行菌落总数、霉菌酵母、

大肠菌群检测, 检测结果采用仪器法和国标(目测法)进行

计数, 结果如表 6。 

结果可知 3M 测试片法检测菌落计数时仪器法计数结

果与国标方法相比较偏差小于 10%的符合率达到有 79%, 

偏差小于 20%的符合率达到 97%。再对两种结果进行配对

T 检测分析可知, 在 95%置信区间 P 值为 0.059, 在统计学

上无显著性差异。 

3.2  精密度验证 

随机选取 6 个不同品种的样品(生乳样品、奶粉样品、奶酪

样品、真果粒样品、核桃奶样品、谷物牛奶), 添加适宜浓度的

标准菌株, 采用仪器法进行检测, 每个样品做 7 组平行试验, 计

算相对标准偏差。3M 测试片法测定结果, 选择 1 个一定菌浓度

的 3M 测试品片采用仪器法进行计数, 计算相对标准偏差。 

从结果(表 7)可知仪器方法计数精密度分别为 1.26%、

0.43%、0.83%、5.52%、1.71%, 目测法计数精密度分别为 1.10%、

1.38%、0.79%、2.06%、0.63%。相对标准偏差均小于 10%, 且

从试验数据可知部分样品仪器方法计数结果比国标方法高, 是

因为生乳和奶粉检测过程中平皿上会长出特别小的菌落, 肉眼

看不清而未计数, 自动菌落计数仪可放大计数而导致。 

仪器方法计数 3M 测试片的菌落计数, 精密度达到

0.53%, 也小于相对标准偏差 10%的要求。因此自动菌落计

数仪的精密度符合要求。 

3.3  重现性验证 

同一个平皿采用 2 种方法, 不同人员进行计数, 以相

对标准偏差(relative standard deviation, RSD)来评价 2 种方

法的重现性差异。 

试验结果（表 8）可知不同人员采用国标方法(目测法)和

仪器方法计数菌落总数, 相对标准偏差分别 3.05%和 3.60%, 2

种方法相对标准偏差均小于 10%, 符合重现性要求。 

3.4  操作适用性 

通过不同人员对菌落计数仪进行操作可知, 仪器操作相

对简便, 在拍照过程中需要调节光度使其照出最佳的效果, 根

据计数培养基和菌落特征直接选择适宜的程序即可进行读数。

通过人为添加或删除菌落参数可自动换算, 有培养皿直径的计

算、样本稀释度输入, 实现自动换算文字、图形标注等功能。

计数过程中自动记录人为删减或增加的菌落数, 搬动不会对仪

器使用造成影响[11,12]。 

4  结论与讨论 

本研究主要考虑不同计数范围的菌落计数, 菌落颜色

和培养基背景颜色相似(主要包括乳白色和粉红色)时的计

数, 不透明培养基中的菌落计数, 带颗粒的样品(与菌落颜

色相似)的计数, 霉菌和芽孢等蔓延菌的计数, 平皿边缘菌

落的计数, 测试片法检测不同项目的菌落计数等方面进行

验证。从试验结果可知选择不同样品检测不同项目, 包括菌

落总数、大肠菌群、霉菌酵母、嗜冷菌、乳酸菌, 3M 测试

片的菌落、大肠菌群和霉菌酵母, 通过对两种方法计数结果

进行分析可知在 95% 置信区间 P 值为均大于 0.05, 在统计

学上无显著性差异。但通过偏差分析可知有些产品的偏差达

不到 10%, 精密度试验和重现性试验结果均在 5%左右。 

自动菌落计数仪在操作过程中, 对大多数菌落自动计

数外, 部分菌落需要人为的进行识别并增加、删除或切割, 

从而完善计数效果, 因此延长了计数时间。3M 测试片的验

证因为菌落颜色较明显从而更快的计出菌落数(菌落总数测

试片和霉菌酵母测试片)。但是仪器无法自动识别大肠菌群

测试片上产气的紫色菌落和不产气的紫色菌落, 只能人为 
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表 1  准确性验证数据 
Table 1  Accuracy verification data 

样品 
目测法

/(CFU/皿) 

仪器法

/(CFU/皿) 
样品 

目测法

/(CFU/皿)

仪器法

/(CFU/皿)
样品

目测法

/(CFU/皿)

仪器法

/(CFU/皿) 
样品 

目测法

/(CFU/皿)

仪器法

/(CFU/皿)

生乳 

样品 

6 6 

奶粉 

样品 

300 305 

核桃奶

32 32 

谷物 

牛奶 

23 23 

147 145 278 249 238 224 51 50 

281 267 44 43 240 217 144 135 

101 115 50 40 

原料

84 93 148 130 

18 19 259 264 55 79 雪糕 16 20 

126 131 275 270 90 127 

雪糕 

13 26 

22 22 71 70 10 10 17 30 

137 136 38 38 0 0 60 83 

314 315 41 40 0 0 43 64 

110 113 41 42 0 0 40 66 

142 124 191 195 78 88 

真果粒 

11 11 

279 274 258 211 

奶酪

3 3 168 156 

177 179 53 41 22 21 240 232 

128 140 72 67 214 185 / / / 

228 184 49 41 127 114 / / / 

 
表 2  大肠菌群准确性验证数据 

Table 2  Coliform accuracy verification data 

样品 
目测法 

/(CFU/皿) 

仪器法 

/(CFU/皿) 
样品 

目测法 

/(CFU/皿) 

仪器法 

/(CFU/皿) 
样品 

目测法 

/(CFU/皿) 

仪器法 

/(CFU/皿) 

奶酪-1 3 3 真果粒-7 374 374 谷物奶-10 15 15 

奶酪-2 35 35 真果粒-5 3 3 谷物奶-11 22 21 

奶酪-3 262 263 真果粒-6 40 40 谷物奶-12 167 161 

奶酪-4 154 154 核桃奶-9 300 306 核桃奶-8 41 40 

注: 超出 300 CFU/皿的计数结果可不进行统计计算。 

 
表 3  霉菌酵母准确性验证数据 

Table 3  Mold yeast accuracy verification data 

样品 
目测法 

/(CFU/皿) 

仪器法 

/(CFU/皿) 
样品 

目测法 

/(CFU/皿) 

仪器法 

/(CFU/皿) 
样品 

目测法 

/(CFU/皿) 

仪器法 

/(CFU/皿) 

生乳-1 7 7 生乳-9 147 124 真果粒-11 27 25 

生乳-2 55 50 生乳-10 8 8 真果粒-12 90 91 

生乳-3 98 87 生乳-7 141 112 真果粒-13 14 13 

生乳-4 41 37 生乳-8 104 106 真果粒-14 44 42 

生乳-5 5 5 生乳-6 46 48 真果粒-15 48 46 

 
表 4  嗜冷菌准确性验证数据 

Table 4  Psychrophilic accuracy verification data 

样品 
目测法 

/(CFU/皿) 

仪器法 

/(CFU/皿) 
样品 

目测法 

/(CFU/皿) 

仪器法 

/(CFU/皿) 
样品 

目测法 

/(CFU/皿) 

仪器法 

/(CFU/皿) 

生乳-1 364 380 生乳-6 389 405 生乳-4 65 76 

生乳-2 129 147 生乳-7 35 36 生乳-5 100 102 

生乳-3 194 183 生乳-8 203 204 生乳-9 354 377 
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表 8  重现性验证数据 
Table 8  Reproducibility verification data 

人员 
菌落数/(CFU/皿) 

国标法 迅数仪器法 

1 245 236 

2 230 235 

3 248 225 

4 235 248 

5 240 231 

相对标准偏差 3.05% 3.60% 

 
识别并进行计数。通过对原料样品或奶粉样品计数试验可知, 

仪器对与培养基颜色特别接近的菌落(特别是乳白色), 或与

菌落颜色相近的颗粒不能很好的进行区分, 也只能通过人

为进行辨别并计数。因培养基加入样品(如核桃奶)后因培养

基背景颜色较深, 且培养基倾注稍厚时, 仪器无法对平皿上

层的菌落进行清楚识别, 会影响计数结果。 

通过上述结果分析可知, 采用自动菌落计数仪进行菌落

计数时, 如果样品对培养基背景有干扰时, 需要人为识别和

仪器计数相结合效果会更好, 但是计数速度上不会有优势; 

对于正常的无背景干扰的样品的菌落计数和 3M 测试片上的

菌落计数, 仪器计数法的计数准确度和精密度均比较好, 且

计数速度较快; 因该仪器操作相对简便, 功能比较齐全实用, 

也可直接保存计数结果和皿的图片方便后期查看。所以实验

室可以根据具体情况而选择使用, 可减少研究人员的工作负

担, 且确保试验数据的可追溯性。今后还需要不断完善仪器

的功能, 为实验研究提供更加高端和高质量的服务。 
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