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食品加工用水中微生物的检测能力验证关键 
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3. 中国检验认证集团山东有限公司, 青岛  266000) 

摘  要: 目的  建立适用于食品加工用水微生物检测能力验证方案, 并进行评价。方法  对 1 mL 菌种水悬液

快速冻干制备能力验证样品, 按照 CNAS-GL03:2006《能力验证样品均匀性和稳定性评价指南》对样品进行

均匀性和稳定性检验, 并按照预设方案组织一次能力验证。结果  按照方案制备的样品均匀性和稳定性符合

能力验证要求, 参试实验室反馈的测试结果统计符合能力验证结论分布要求。结论  建立的能力验证方案可

以作为一种方法来测试被监管实验室检测能力或者集团企业验证下属实验室检测能力。 
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detection in food processing water 
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ABSTRACT: Objective  To establish and evaluate the microbial detection capability verification scheme suitable 

for food processing water. Methods  The test sample was prepared by rapid freeze-drying of 1 mL strain aqueous 

suspension. According to CNAS-GL03: 2006 Guidelines for evaluation of uniformity and stability of samples for 

capability verification, the uniformity and stability of samples were tested, and a capability verification was 

organized according to the preset scheme. Results  The uniformity and stability of the samples prepared according 

to the scheme met the requirements of capability verification. The test results from the experimental laboratory were 

statistically consistent with the requirement of ability verification conclusion distribution. Conclusion  The 

established proficiency testing scheme can be used as a method to test the testing capabilities of supervised 

laboratories or group companies to verify the testing capabilities of subordinate laboratories. 
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1  引  言 

食品安全问题已成为全球性问题, 受到广大消费者的

高度重视。整个食品加工过程的各个环节都应得到良好的

监控, 以保证产品最终的质量和品质, 对食品加工用水进

行安全卫生控制是生产过程控制的重要环节[1]。水在食品

加工过程中无论是清洗作用、传送作用、还是直接作为产

品的一部分, 都具有相当重要的作用, 用量大、用处多[2]。

食品加工用水一旦出现微生物污染的情况, 轻则引起最终

食品产品的污染, 给食品加工企业带来经济上的损失; 重

则会导致食品安全事件, 造成不可挽回的局面。国内外不

乏有对因食品加工生产用水污染导致的食品品质下降、食

品安全事件的报道, 我国国内食品加工企业用水质量不容

乐观, 特别是水中微生物安全风险很高[3‒6]。对此类风险的

管理通常是要求食品加工企业实验室对生产用水进行自检

自控, 但因企业实验室自检的能力良莠不齐, 一次合格的

能力验证尤为重要, 可以对实验室检测能力进行有效的评

价, 做到让检测和品控心中有数。但水质微生物检测能力

验证在实际组织条件比较苛刻, 样品制备比普通食品困难, 

参试实验室反馈的数据分布状态差(尤其是大肠菌群), 组

织成本较高。 

本文根据水的特性和水中微生物的生理特性, 结合能

力验证要求和实际工作经验, 进行食品加工用水微生物检

测能力验证标准样品的制备研究, 并对制备好的样品进行

均匀性检验及评价, 以期为食品加工用水的安全控制提供

参考。  

2  材料与方法  

通过对国内外标准的查阅整理, 对食品加工企业的需

求调查[7‒10], 本次水质微生物能力验证样品制备研究选择

总大肠菌群定量检测为研究对象。 

2.1  检测方法 

本研究中均匀性检验和稳定性检验样品检测方法采用

GB/T 5750.12-2006《生活饮用水标准检验方法 微生物指

标》[11]检测, 能力验证阶段参试实验室的检测方法不做制

定, 可按照参试实验室日常方法进行检测, 但检测结果反

馈时需同时反馈采用的检测方法。 

2.2  能力验证样品设计 

2.2.1  能力验证样品准备 

选择大肠杆菌(菌种编号: ATCC8739)和表皮葡萄球菌

(菌种编号: CMCC26069)作为能力验证添加菌种[12], 按照

预计目标浓度(预计浓度在 104 CFU/mL 数量级)刮取适量

经过纯培养的 2 种菌落放入经过灭菌处理的地下水(考虑

大多数食品加工企业都适用地下水)中, 达到目标浊度后

均质 30 min, 37 ℃震摇放置 24 h, 待温度降至室温后用无

菌纱布过滤备用。 

将上述均匀菌液震摇同时, 每次取 1 mL 放入 5 mL 冻

干瓶中快速冻干, 无菌密封封盖后常温保存备用, 制作足

够数量的冻干样品[13]。 

同样的方法制作 2 个浓度梯度样品(预计浓度分别在

103 CFU/mL 和 105 CFU/mL 数量级以内, 实际浓度以冻干

后均匀性实验数据为准)。 

制作好的样品可放置在 20~25 ℃室温下储存, 此温度

下的稳定性检验会一直持续到能力验证结束。 

2.3  能力验证样品分配 

定量检测项目设置高浓度和低浓度 2 个梯度, 每个定

量项目参试实验室会获得 1 个随机梯度能力验证样品。 

2.3.1  能力验证样品编号 

没有特殊软件的情况下可以简单地使用 Excel 随机函

数和排位函数为所有样品随机分配一个编号, 并按照该编

号加贴标签。这些随机的没有规律的编号分别对应高浓度

和低浓度样品。 

2.3.2  随机分配样品和标识 

同样可以用 Excel 随机函数为每个参试实验室随机分

配检测样品。每个定量检测项目参试实验室会随机获得 1

个样品(但要确保高、低浓度随机分配比例大约在 1:1); 参

试实验室获得的样品只标记为测试项目加 2.3.1 中随机生

成的样品编号。 

2.3.3  能力验证结果反馈和统计 

根据标准要求最长检测时间的 2 倍制定结果反馈时间, 

参试实验室在指定时间前以正式报告的方式反馈检测结果, 

定量检测项目需要报告检测具体数值和单位。 

反 馈 结 果 统 计 采 用 国 际 标 准 ISO/TS 22117: 

2010(E)Microbiology of food and animal feeding 
stuffs-Specific requirements and guidance for proficiency 

testing by interlaboratory comparison 对不同浓度样品分别

进行统计分析[14], 将反馈结果转化为对数值后统计 Z 值进

行结果评价:  

0.32

x X
Z


  

x—实验室反馈结果对数值; 

X—反馈的有效结果的平均值; 

0.32—根据 ISO/TS 22117: 2010(E)标准采用 0.32 为计

算系数。 

∣Z∣≤3 为满意结果;  

3<∣Z∣<5 为有问题结果;  

∣Z∣≥5 为不满意结果。 

参试实验室报告结果不是确切数字 , 如果报告

“<3”“0”“多不可计”或 “>***” 可作为“无效结果”, 直接判

为“不满意”。 
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3  结果与分析 

3.1  能力验证样品符合性检验 

3.1.1  均匀性检验 

大肠菌群定量样品均匀性检验按照 CNAS-GL 003:2018

《能力验证样品均匀性和稳定性评价指南》中的均匀性检验

单因子方差方法进行分析[15]。每种项目从制备好的高浓度

和低浓度样品中分别随机挑选 24 个样品, 两两一组。按照

GB/T 5750.12-2006[14]方法检测总大肠菌群, 在重复条件下

测试 2×12 个样品。结果数据(对数值)采用单因素方差分析

对检验结果进行统计处理, 评价样品的均匀性。 

(1) 大肠菌群(低浓度)能力验证样品均匀性检验 

大肠菌群(低浓度)样品均匀性检验结果数据见表 1, 

对均匀性检验检测结果的方差分析结果见表 2。 

 
表 1  大肠菌群(低浓度)样品均匀性检验检测结果 

Table 1  Sample uniformity test results of total coliforms (low 
level) 

样品

编号 
结果 1 

(MPN/mL) 
结果 2 

(MPN/mL) 

取对数值[lg(MPN/mL)] 

结果 1 结果 2 

1 23 460 1.3617 2.6628 

2 9.2 15 0.9638 1.1761 

3 23 9.2 1.3617 0.9638 

4 3.6 3.6 0.5563 0.5563 

5 9.2 3.6 0.9638 0.5563 

6 93 210 1.9685 2.3222 

7 240 93 2.3802 1.9685 

8 9.2 93 0.9638 1.9685 

9 9.2 93 0.9638 1.9685 

10 3.6 23 0.5563 1.3617 

11 240 43 2.3802 1.6335 

12 23 150 1.3617 2.1761 

 
 

表 2  大肠菌群(低浓度)样品的均匀性检验方差分析结果 
Table 2  One-Way ANOVA of sample uniformity test of total 

coliforms (low level) 

差异源 SS df MS F F crit

组间 6.9551  11.0000  0.6323  2.43 2.72

组内 3.1226  12.0000  0.2602    

总计 10.0776  23.0000     

 
实验结果按照 P=0.95, α=0.05, f1=11, f2=12 查表获得 F 

crit=2.72, 大肠菌群(低浓度)样品 F=2.4298<F crit=2.72, 

表明样品内和样品间无显著差异, 样品是均匀的, 满足本

次能力验证要求(计算公式请查阅 CNAS-GL003:2018, 以

下相同)。 

(2) 大肠菌群(高浓度)能力验证样品均匀性检验 

大肠菌群(高浓度)样品均匀性检验结果数据见表 3, 

对均匀性检验检测结果的方差分析结果见表 4。 

 
表 3  大肠菌群(高浓度)样品均匀性检验检测结果 

Table 3  Sample uniformity test results of total coliforms (high 
level) 

样品

编号
结果 1 

(MPN/mL)
结果 2 

(MPN/mL)

取对数值[lg(MPN/mL)] 

结果 1 结果 2 

1 2400 4600 3.3802 3.6628 

2 24000 2900 4.3802 3.4624 

3 1500 2800 3.1761 3.4472 

4 2100 2900 3.3222 3.4624 

5 4600 4600 3.6628 3.6628 

6 4600 12000 3.6628 4.0792 

7 9300 2100 3.9685 3.3222 

8 11000 4600 4.0414 3.6628 

9 4600 4600 3.6628 3.6628 

10 2400 1200 3.3802 3.0792 

11 24000 24000 4.3802 4.3802 

12 2400 4600 3.3802 3.6628 

 
 

表 4  大肠菌群(高浓度)样品的均匀性检验方差分析结果 
Table 4  One-way ANOVA of sample uniformity test of total 

coliforms (high level) 

差异源 SS df MS F F crit

组间 2.1699 11.0000 0.1973  2.47  2.72

组内 0.9601 12.0000 0.0800    

总计 3.1300 23.0000    

 
实验结果按照 P=0.95, α=0.05, f1=11, f2=12 查表, F 

crit=2.72, 大肠菌群(高浓度)样品 F=2.47<F crit=2.72, 表

明样品内和样品间无显著差异, 样品是均匀的, 满足本次

能力验证要求。 

3.1.2  稳定性检验 

使用速递运送样品, 正常情况下, 3 d 左右到达省内各

参试实验室。从均匀性检验完成算起, 稳定性检验设计进

行 45 d。每个项目分别从已制备并包装好的低浓度和高浓

度或者阳性和阴性样品中各随机抽取 72 个样品, 分成 3 份, 

分别放置在 2~6 ℃、室温(25~30 ℃)、42 ℃环境下, 在均

匀性检验完成后的第 5 d、第 10 d、第 20 d、第 45 d 测试

样品稳定性, 每次测试 6 个样品。总的检测结果用来评价
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样品的稳定性。 

大肠菌群定量检测的稳定性检验的统计方法采用

CNAS-GL003:2018《能力验证样品均匀性和稳定性评价指

南》中平均值一致性检验法进行分析和评价[15]。 

2 1

2 2

1 1 2 2 1 2

1 2 1 2

( 1) ( 1)

2

x x
t

n s n s n n

n n n n




     


  

 

式中: x1—第 1 次检验数据的平均值;  

x2—第 2 次检验数据的平均值;  

s1—第 1 次检验数据的标准偏差;  

s2—第 2 次检验数据的标准偏差;  

n1—第 1 次检验数据的测量次数;  

n2—第 2 次检验数据的测量次数。 

若每组 t<显著性水平(通常=0.05)自由度为 n1+n2-2

的临界值 t(n1+n2-2), 则表明样品内及样品间无显著性差

异, 样品是稳定的。 

(1)大肠菌群(低浓度)能力验证样品稳定性检验 

以低浓度均匀性检验数据作为第 1 次检测数据, 平均

对数值为 1.31, 结合稳定性检验检测数据见表 5, 进行低

浓度样品的稳定性检验评价。 

第 1 次检测取样 n1=24, 稳定性检验每次取样 n2=6, 取

显著水平=0.05时, 临界值 t0.05(28)=1.70, 从表 5中可以看

出, 稳定性检验检测中每次检测结果的 t<t0.05(28), 表示大

肠菌群(低浓度)样品在能力验证过程中是稳定的。 

(2)大肠菌群(高浓度)能力验证样品稳定性检验 

以高浓度均匀性检验数据作为第 1 次检测数据, 平均

对数值为 3.63, 结合稳定性检验检测数据见表 6, 进行低

浓度样品的稳定性检验评价。 

 
表 5  大肠菌群(低浓度)样品的稳定性检验结果 

Table 5  Sample stability test results of total coliforms (low level) 

检测时间 
2~6 ℃ 室温(25~30 ℃) 42 ℃ 

结果对数值 平均值 t 值 结果对数值 平均值 t 值 结果对数值 平均值 t 值 

第 5 d 

1.36 

1.63 1.18 

0.56 

1.46 0.52 

1.36 

1.40 0.31 

0.87 0.96 0.56 

1.97 1.88 2.38 

1.56 1.36 0.96 

1.63 2.38 1.97 

2.38 1.63 1.18 

第 10 d 

1.97 

1.63 1.11 

1.88 

1.63 1.11 

0.96 

1.46 0.52 

0.56 2.38 0.56 

1.36 1.36 1.36 

1.63 0.56 1.88 

2.38 1.97 2.38 

1.88 1.63 1.63 

第 20 d 

1.18 

1.39 0.27 

1.32 

1．44 0.47 

2.04 

1.69 1.33 

0.56 0.96 1.63 

1.88 2.38 1.63 

2.38 1.63 2.38 

1.36 0.96 1.88 

0.96 1.36 0.56 

第 45 d 

0.56 

1.35 0.14 

1.63 

1.40 0.31 

1.36 

1.42 0.38 

0.96 0.96 0.56 

1.63 2.38 1.88 

2.38 1.88 2.38 

1.18 0.96 0.96 

1.36 0.56 1.36 
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表 6  大肠菌群(高浓度)样品的稳定性检验结果 
Table 6  Sample stability test results of total coliforms (high level) 

检测时间 
2~6 ℃ 室温(25~30 ℃) 42 ℃ 

结果对数值 平均值 t 值 结果对数值 平均值 t 值 结果对数值 平均值 t 值 

第 5 d 

3.38 

3.77 0.82 

3.66 

3.80 1.04 

4.38 

3.77 0.82 

4.04 4.04 3.66 

3.18 3.38 3.38 

4.38 4.38 3.97 

3.97 3.38 4.04 

3.66 3.97 3.18 

第 10 d 

3.32 

3.52 0.64 

4.04 

3.63 0.00 

4.38 

3.74 
 

0.68 
 

3.18 3.38 3.66 

3.38 3.97 3.97 

4.38 3.38 3.38 

3.66 3.32 3.38 

3.18 3.66 3.66 

第 20 d 

3.38 

3.63 0.00 

4.38 

3.58 0.30 

3.38 

3.76 0.76 

3.32 3.38 3.63 

4.38 3.66 3.97 

3.66 3.32 4.38 

3.18 3.38 4.04 

3.88 3.38 3.18 

第 45 d 

3.63 

3.77 0.86 

4.38 

3.66 0.18 

4.04 

3.83 1.39 

3.38 3.66 4.04 

3.88 3.18 3.38 

3.97 3.38 3.88 

4.38 3.38 3.97 

3.38 3.97 3.66 

 
第 1 次检测取样 n1=24, 稳定性检验每次取样 n2=6, 显

著水平=0.05 时, 临界值 t0.05(28)=1.70, 从表 3-6 中可以看

出, 12 次稳定性检验检测中每次检测结果的 t<t0.05(28), 表

示大肠菌群(高浓度)样品在能力验证过程中是稳定的。 

3.2  组织能力验证 

本文后期以上述研究成果和能力验证样品实际组织了

一次能力验证。大肠菌群项目共发放 275 个样品, 其中包

括 140 个高浓度样品, 135 个低浓度样品。有 4 家实验室没

有报告检测结果, 271 家实验室报告检测结果, 其中有 56

家实验室报告结果无具体数值, 其余 215 家实验室的检测

结果的对数值用于计算赋值, 高浓度和低浓度分开独立统

计, 单位为“lg(MPN/mL)”。 

3.2.1  大肠菌群(低浓度)反馈结果统计分析 

获得大肠菌群低浓度样品的 135 个参试实验室中有 82

个报告了检测结果具体数值, 用于统计计算, 其中 2 家实

验室检测结果为不满意, 4 家实验室检测结果为可疑, 另有

53 个参试实验室未报告具体结果数值。报告结果对数值频

数分布见图 1, 可以看出, 结果呈近似的正态分布。计算得

到的赋值为 1.24, ISO/TS 22117:2010 指定能力评定标准差

为 0.32。 

3.2.2  大肠菌群(高浓度)反馈结果统计分析 

获得大肠菌群高浓度样品的 140 个参试实验室中有

133个报告了检测结果具体数值, 用于统计计算, 其中 7家

实验室检测结果为不满意, 17 家实验室检测结果为可疑, 

另有 4 个参试实验室未报告结果, 3 个参试实验室未报告具

体结果数值。报告结果对数值频数分布见图 2, 从图中可

以看出, 结果呈近似的正态分布。计算得到的赋值为 2.85, 

ISO/TS 22117:2010 指定能力评定标准差为 0.32。 
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图 1  大肠菌群(低浓度)结果频率分布直方图 
Fig.1  Histogram of frequency distribution of total coliforms (low 

level) test results 
 
 

 
 

图 2  大肠菌群(高浓度)结果频率分布直方图 
Fig.2  Histogram of frequency distribution of total coliforms (high 

level) test results 

 

4  讨论与结论 

本文通过对组织水质微生物检测能力验证存在的难点

和关键点的研究, 针对水质微生物能力验证样品制作中的

一些问题创新了做法, 提出了针对性的解决方案, 以确保

此类能力验证的科学性、有效性。 

(1)水质微生物检测能力验证样品制备不能直接保留

样品介质的液体形态, 而是制定了菌种纯培养-菌落在水

介质中均质成悬浊液并稳定 24 h-过滤分装-快速真空冻干

密封的特殊样品制备方案, 使用不易破碎的厚质冻干瓶, 

密封包装, 测试时使用 10 mL 无菌生理盐水融洗后作为样

品原液使用。 

(2)选择 5 代以内, 生化特征明显稳定的菌种作为添加

目标菌种, 确保参试实验室能得到稳定的生化数据。 

(3)定量检测能力验证建议使用 102~106 数量级之间的

浓度, 易于统计, 稳定性也较高, 一般情况下, 浓度越高

稳定性越好, 但两个浓度梯度之间数量级相差不宜超过

2~3 个数量级, 否则起不到防止实验室间互相串通的作用。 

 (4)样品原液不宜直接使用培养液, 培养液杂质过多, 

里面含有大量的培养基和微生物代谢产物, 与生产用水介

质差别太大, 复原后作为样品原液可能会影响检测数据, 

特别是经过大量增菌培养后可能存在大量的代谢物, 经过

冻干的微生物会有些损伤, 这些代谢物会影响到其复原程

度。因此, 可以使用纯培养的菌落, 在经过无菌处理的地

下水中均质 30 min, 37 ℃放置 24 h, 使微生物适应介质环

境, 并经过 24 h 的自然筛选, 剔除不适应的微生物, 使用

无菌纱布滤去沉淀后备用。菌液要在 6 h 内完成分装并进

入冻干程序。 

(5)定量检测能力验证需要足够多的实验室, 才能够使

反馈的结果呈正态分布, 少量实验室参加的能力验证建议

组织方同时选择足够量的样品模拟整个流程进行同步检测, 

检测数据进入数据统计, 用以减小过多低水平参试实验室

和部分相互串通带来的数据偏离, 避免对高水平实验室带

来的不利影响。 
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