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测试片法在食品菌落总数检测中的应用研究 

徐蕾蕊 1, 付溥博 1, 汪  琦 1, 李  丹 1, 马  丹 1, 陶文靖 2, 曲连海 2, 贾  晨 2, 曾  静 1* 
(1. 中国海关科学技术研究中心, 北京  100026; 2. 北京美正生物科技有限公司, 北京  102100) 

摘  要: 目的  探究菌落总数测试片法检测食品中菌落总数的可行性。方法  用菌落总数测试片法和国家标

准方法同时对制备的菌悬液、自然污染食品样品和人工污染食品样品的菌落总数进行检测, 采用 t-检验分析 2

种方法检测结果的差异, 采用 Pearson 相关分析确定 2 种检测方法之间的相关性。结果  菌悬液和自然污染

食品样品菌落总数测试片法的变异系数为 0.16%~3.76%, 人工污染食品样品的变异系数为 0.78%~8.61%; 菌

落总数测试片与国家标准方法在不同类型食品样品检测结果之间没有显著性差异(P＜0.05), 2 种方法的检测

结果呈正相关(r2＞0.976, P＜0.001)。结论  菌落总数测试片法的检测效果与国家标准方法相当, 可作为替代

方法, 用于检测食品中的菌落总数。 
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Application of the test tablet method in the detection of total number  
of food colonies 
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ABSTRACT: Objective  To analyze the feasibility in detection of aerobic plate count in food by applying paper 

plate method. Methods  The total number of colonies of the prepared bacterial suspensions, natural contaminated 

food samples and artificial contaminated food samples were tested by paper plate method and national standard 

method at the same time. The difference between two detection methods were analyzed by t-test. A Pearson 

correlation analysis method were also applied to evaluate the correlation of the two methods. Results  The 

coefficient of variation of bacterial suspension and total bacterial colony of naturally contaminated food samples were 

0.16%‒3.76%, the coefficient of variation of artificially contaminated food samples were 0.78%‒8.61%. Difference 

in aerobic plate count between two detection methods was not significant (P＜0.05). There was a positively 

correlation in results of two detection methods (r2＞0.976, P＜0.001). Conclusions  The detection effect of the 

paper plate method is equivalent to the national standard method, which can be applied as an alternative method to 

detect aerobic plate count in food. 
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0  引  言 

菌落总数指食品经过处理、稀释、倾注平板在一定

条件下(如需氧情况、营养条件、pH 值、培养温度和时间

等), 1 g(mL)被检样品所生长出来的细菌菌落总数[1]。食

品中的菌落总数是判定食品被细菌污染程度及卫生质量

的重要指标, 反应食品生产、运输过程中是否符合卫生要

求, 并对被检样品做出适当的卫生评价[2]。因此, 食品的

菌落总数严重超标时, 说明其卫生状况达不到基本的要

求 , 食品的营养成分会遭到破坏 , 食品的腐败变质会加

速, 造成食品失去食用价值。而且, 消费者食用了微生物

超标严重的食品, 很容易罹患细菌性肠胃炎等消化道疾

病, 出现呕吐、腹泻、体温升高等症状, 造成严重的公共

卫生事件。 
目前, 食品中菌落总数测定的常规方法是国家标准

GB 4789.2—2016《国家标准食品安全国家标准食品微生

物学检验菌落总数测定》[3]中的平板计数法, 该方法一般

将被检样品制成几个不同的 10 倍递增稀释液, 后从每个

稀释液中分别取出 1 mL 置于无菌平皿中与营养琼脂培养

基混合, 在一定温度下, 培养一定时间后(一般为 48 h), 
记录每个平皿中形成的菌落数量 , 依据稀释倍数 , 计算

出 1 g(mL)原始样品中所含细菌菌落总数[3]。常规菌落总

数检测方法操作比较复杂, 前期准备和后期清洗消毒工

作量大 , 在检测任务大和检测批次较多时 , 容易出现交

叉污染、检测结果准确性降低、检测效率不高等问题。

随着生物技术不断发展, 多种即用型菌落总数测试培养

基不断被开发出来, 在简化菌落总数计数的前期准备和

后期清洗消毒工作方面具有明显优势, 且观察结果方便, 
作为常规方法 GB 4789.2—2016 替代, 在食品检测领域得

具有广泛的研究和应用前景[4‒6]。一些商品化的细菌菌落

总数测试片也通过了通过国际组织，如法国标准化协会

(Association Francaise de Normalisation, AFNOR)、美国食

品和药物管理局(Food And Drug Administration,  FDA)
和美 国公 职 分析 化学 师 协会 (Association of Official 
Analytical Chemists,  AOAC)等，的认可[7‒9]。卢行安等[10]

在 20 个政府机构和食品企业实验室比较了菌落总数测试

片法与 GB 4789. 2 对生肉、熟肉、水产品、调味品、冰

激凌、原奶、奶粉和豆制品等 8 大类 845 份食品样品的

菌落总数检测结果, 得出菌落总数测试片法检测食品中

的菌落总数等效于国家标准方法 GB 4789.2 的结论。唐漪

灵等 [11]的研究也表明, 细菌菌落总数测试片法与对奶制

品的检测结果与 GB 4789.2 检测结果之间无显著差异。孟

庆贺等[12]比较了菌落总数测试片法与传统平皿法对托幼

机构环境菌落总数检测的效果差异, 得出测试菌落总数

测试片法在检测环境菌落总数方面与平皿法相关性、准

确性较高的结论。BENJAMIN 等[13]的研究表明, 菌落总

数快速测试片法与 AOAC 参考方法等效, 且可将检测时

限缩短至 24 h。 
目前国内常用的商品化菌落计数测试片多为进口产

品, 成本均比较高。本研究拟采用国产化的菌落总数测试

片, 检测 10 类共 18 种有代表性的食品基质中的菌落总数

并与国家标准方法 GB 4789.2—2016[3]进行比较, 探讨国

产化的菌落总数测试片是否具有与进口产品对等的性能, 
以评价测试片法在食品菌落总数检测中的应用价值与实际

效果。 

1  材料与方法 

1.1  样  品 

市售畜肉制品(冷冻猪肉、新鲜牛肉、火腿肠)、禽肉(冷
冻鸭肉)、水产品(冷冻虾仁、新鲜鱼类)、果蔬和果蔬制品

(鲜榨果汁、水果切块、鲜生蔬菜)、乳制品(生牛乳、冰淇

淋、奶粉)、宠物食品(狗粮)、烘焙食品(面包)、面食(生面

条、面粉)、蛋制品(熟鸡蛋)和其他(调味料)在内的 10 类共

18 种有代表性的食品基质。根据不同样品基质自然状态下

被细菌污染水平不同, 将 18 种样品基质分为自然污染食

品样品和人工污染食品样品。 
1.1.1  自然污染食品样品 

冷冻猪肉、新鲜牛肉、冷冻鸭肉、冷冻虾仁、新鲜鱼

类、鲜榨果汁、水果切块、鲜生蔬菜、生牛乳、狗粮、面

包、生面条、面粉、调味料共计 14 种基质, 所有样品内均

购自超市或市场。 
1.1.2  人工污染食品样品 

火腿肠、冰激凌、熟鸡蛋、奶粉 4 种基质, 所有样品

均购自超市或市场。向每种基质添加大肠埃希氏菌(ATCC 
25922)和金黄色葡萄球菌(ATCC 25923)制备的混合菌悬液, 
添加水平为: 未添加(0 CFU/g)、低浓度(10~100 CFU/g)、
中浓度(102~104 CFU/g)和高浓度(＞104 CFU/g), 分别制备

4 种菌浓度人工污染食品样品。 

1.2  标准菌株 

大肠埃希氏菌(Escherichia coli, ATCC 25922); 金黄

色葡萄球菌(Staphylococcus aureus, ATCC 25923); 奇异变

形杆菌(Proteus mirabilis, CMCC 49106); 枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis, IQCC 22710); 阿拉伯糖醇汉逊酵母

(Hansenulaarabitolgenes , CGMCC 2.887)。 

1.3  设备与试剂 

Stomacher 3500 蠕动式拍击器(英国 SEWARD 公司); 
MS 3 basic 涡旋振荡器(德国 IKA 公司); DensiCHEK plus
比浊仪(生物梅里埃中国有限公司); BE 700 低温培养箱、

WB 22 水浴(德国 MEMMERT 公司); THZ-C-1 恒温摇床(太
仓市实验设备厂); centrifuge 5810R 离心机(德国 Eppendorf
公司); GM 200 刀式研磨仪(德国 Retsch 公司); FDU—1110
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冻干机(日本EYELA东京理化器械株式会社); 平板计数琼

脂培养基(批号: 9281540, 美国 BD 公司); 氯化钠(分析纯, 
国药集团化学试剂有限公司, 批号: 10019318), 脑心浸液

肉汤(brain heart infusion broth, BHI)(英国Oxiod公司, 批号: 
2849646); MicroFast®AC 菌落总数测试片(北京美正生物科

技有限公司, 批号: 20190614、20190723、20190822)。 

1.4  实验方法 
1.4.1  国家标准方法 

参照 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》[3]。 
1.4.2  菌落总数测试片法 

打开测试片覆盖膜, 将 1 mL 样液滴入培养基中央, 
慢慢盖上盖膜, 待样液完全渗入培养基内, 置于恒温培养

箱内, 36 ℃±1 ℃培养 48 h, 计数测试片培养基上显现的红

色菌落。 
1.4.3  菌落总数测试片法的包容性实验 

选择大肠埃希氏菌(ATCC 25922)、金黄色葡萄球菌

(ATCC 25923)、奇异变形杆菌(CMCC 49106)、枯草芽孢杆

菌(IQCC 22710)、阿拉伯糖醇汉逊酵母(CGMCC 2.887)作为

测试菌株。按照 BHI 试剂说明书配制 BHI, 用 BHI 复苏上

述测试菌株(37 ℃, 160 r/min, 振摇培养 18 h), 每种标准菌

株的菌悬液充分振荡后, 分别吸取1 mL菌液加入9 mL无菌

生理盐水中制备成菌悬液, 用无菌生理盐水梯度稀释至适

宜浓度, 用菌落总数测试片法进行检测, 观察其菌落形态。 
1.4.4  菌落总数测试片法的耐变性实验 

按照 BHI 试剂说明书配制 BHI, 用 BHI 复苏大肠埃希

氏菌(ATCC 25922)和金黄色葡萄球菌(ATCC 25923)(37 ℃, 
160 r/min, 振摇培养 18 h), 分别从 2 种充分振匀的复苏菌

液中吸取 1 mL 加入到 18 mL 无菌生理盐水中, 制备混合

菌液, 用无菌生理盐水按 10 倍梯度稀释至 10‒6, 作为测试

菌液, 平板计数得到的菌浓度为 1.1×102 CFU/mL。另将无

菌生理盐水作为“无添加”细菌培养液。用菌落总数测试片

法进行检测, 重复检测 5 次。 
1.4.5  菌落总数测试片法的重复性实验 

按照 BHI 试剂说明书配制 BHI, 分别将标准菌株大肠

埃希氏菌(ATCC 25922)和枯草芽孢杆菌(IQCC 22710)接种

于 BHI 液体培养基, 36 ℃, 160 r/min, 振摇培养 18 h, 调节

OD 值至 1.0, 平板计数大肠埃希氏菌浓度为 3.1×108 
CFU/mL, 枯草芽孢杆菌浓度为 2.3×108 CFU/mL。用灭菌

生理盐水将 2 种菌液按 10 倍梯度稀释至 10‒3、10‒5 和 10‒7, 
分别制备高浓度、中浓度和低浓度菌悬液。用国家标准方

法和菌落总数测试片法分别对制备的菌悬液、自然污染食

品样品和人工污染食品样品进行检测, 重复检测 5 次。 
1.4.6  菌落总数测试片法与国家标准方法的对比实验 

分别采用菌落总数测试片法和国家标准方法对制备

的菌悬液、自然污染食品样品和人工污染食品样品进行检

测, 每份样品重复检测 5 次, 比较 2 种检测方法获得结果

的一致性。 
1.4.7  统计分析方法 

采用 SPSS 17.0 软件进行统计分析。先将菌落总数结

果转换为 10 的对数值, 再进行统计分析。采用标准偏差和

变异系数考察测试片法的重复性, 采用 t 检验确定菌落总

数测试片法和国家标准方法菌落总数检测结果的差异是否

有统计学意义, 采用 Pearson 相关分析确定菌落总数测试

片法与国家标准方法对不同食品基质菌落总数检验结果之

间的相关性。P＜0.05 时表示有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  菌落总数测试片法的包容性实验结果 

各实验菌株结果见表 1, 除阿拉伯糖醇汉逊酵母

(CGMCC 2.887)外, 其他菌株均长出了红色的特征性菌落。

原因是阿拉伯糖醇汉逊酵母(CGMCC 2.887)为真菌, 不是

MicroFast®AC 菌 落 总 数 测 试 片 的 目 标 菌 , 因 此 在

MicroFast®AC 菌落总数测试片上无法生长。包容性实验结

果说明, 菌落总数测试片法的包容性良好。 
 

表 1  包容性实验结果 
Table 1  Test results of inclusive expriment 

序号 菌种名称 标准菌株号 
测试片上 
菌落形态 

1 大肠埃希氏菌 ATCC 25922 有菌落(红色)

2 金黄色葡萄球菌 ATCC25923 有菌落(红色)

3 奇异变形杆菌 CMCC 49106 有菌落(红色)

4 枯草芽孢杆菌 IQCC 22710 有菌落(红色)

5 阿拉伯糖醇汉逊酵母 CGMCC 2.887 无菌落 

 

2.2  菌落总数测试片法的耐变性实验结果 

检测结果转换为 10 的对数值后, 不同实验温度下, 
MicroFast®AC 菌落总数测试片变异系数 (coefficient of 
variation, CV)分别为 2.64%和 2.62%, 可见菌落总数测试片

法在不同实验温度下的检测结果均有良好的重复性, 说明

MicroFast®AC 菌落总数测试片耐变性良好(表 2)。 
 

表 2  耐变性实验结果(n=5) 
Table 2  Test results of stability (n=5) 

实验条件 菌株添加 �̅�±s*(log10 CFU/mL) CV/%

36 ℃ 
添加 2.13±0.06 2.64 

未添加 NA NA 

34 ℃ 
添加 2.10±0.06 2.62 

未添加 NA NA 

*: s:标准偏差。 
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2.3  菌落总数测试片法的重复性 

检测结果转换为 10 的对数值后, 菌落总数测试片

法对不同浓度菌悬液和不同基质的自然污染食品样品

检测结果的变异系数均在 0.16%~3.76%, 结果见表 3 和

表 4。 
对人工污染食品样品, 菌落总数测试片法的变异系

数在 0.78%~8.61%, 其中火腿肠低浓度、中浓度添加样品，

冰激凌低浓度添加样品和奶粉高浓度添加样品的变异系数

大于 5%, 分别为 6.67%、5.85%、5.01%和 8.61%。除火腿

肠终浓度添加样品外，国家标准方法对其他 3 种样品样品

也存在变异系数较大的现象, 变异系数 CV 分别为 7.93%、

9.73%和 6.77%, 结果见表 5。可能的原因有: 火腿肠内含

有抑菌剂, 以及乳制品中的乳蛋白对两种方法菌落总数计

数结果的影响。 

 
表 3  国家标准方法和菌落总数测试片法对不同浓度菌悬液检测结果(n=5) 

Table 3  Test results of national standard method and paper plate method in bacterial suspensions (n=5)  

样品 菌浓度 
GB 4789.2—2016 菌落总数测试片法 

T 值 P 值 �̅�±s*(log10 CFU/mL) CV/% �̅�±s(log10 CFU/mL) CV/% 

大肠埃希氏菌
(ATCC 25922) 

高 5.56±0.07 1.17 5.62±0.04 0.67 ‒1.783 0.112 

中 3.59±0.07 1.84 3.61±0.07 1.86 ‒0.427 0.680 

低 1.60±0.08 4.76 1.61±0.04 2.38 ‒0.472 0.649 

枯草芽孢杆菌
(IQCC 22710) 

高 5.41±0.08 1.52 5.40±0.01 0.24 0.214 0.840 

中 3.36±0.03 0.88 3.39±0.03 0.92 ‒1.248 0.247 

低 1.40±0.03 2.44 1.40±0.01 0.88 0.123 0.905 

*: s:标准偏差 

 
表 4  国家标准方法和菌落总数测试片法对自然污染食品样品检测结果(n=5) 

Table 4  Test results of national standard method and paper plate method in naturally contaminated food samples (n=5)  

样品 
GB 4789.2—2016 菌落总数测试片法 

T 值 P 值 �̅�±s*(log10 CFU/g) CV/% �̅�±s(log10 CFU/g) CV/% 

冷冻猪肉 5.05±0.07 1.43 5.08±0.11 2.16 0.509 0.624 

新鲜牛肉 3.97±0.02 0.42 4.05±0.15 3.76 1.182 0.271 

冷冻鸭肉 5.14±0.20 3.84 5.03±0.11 2.16 1.118 0.296 

冷冻虾仁 4.35±0.11 2.50 4.46±0.05 1.02 2.162 0.063 

新鲜鱼 4.25±0.05 1.19 4.28±0.02 0.51 1.506 0.171 

鲜榨果汁 7.60±0.13 1.76 7.63±0.10 1.37 0.354 0.732 

水果切块 5.58±0.05 0.86 5.46±0.13 2.30 1.961 0.086 

鲜生蔬菜 5.68±0.10 1.79 5.78±0.01 0.16 2.168 0.062 

生牛乳 5.81±0.15 2.55 5.87±0.03 0.46 0.975 0.358 

狗粮 2.96±0.03 0.97 2.93±0.02 0.77 2.252 0.054 

面包 4.91±0.04 0.74 4.91±0.05 0.95 0.182 0.860 

生面条 7.69±0.02 0.30 7.54±0.18 2.37 1.803 0.109 

面粉 4.97±0.21 4.13 5.15±0.10 1.93 1.708 0.126 

调味料 6.99±0.08 1.15 6.99±0.02 0.24 0.219 0.833 
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表 5  国家标准方法和菌落总数测试片法对人工污染食品样品检测结果(n=5) 
Table 5  Test results of national standard method and paper plate method in artificial contaminated food samples (n=5)  

样品 菌浓度 
GB 4789.2‒2016 菌落总数测试片法 

T 值 P 值 �̅�±s*(log10 CFU/g) CV/% �̅�±s(log10 CFU/g) CV/% 

火腿肠 

未添加 / / / / / / 

低 1.79±0.14 7.93 1.65±0.11 6.67 1.757 0.117 

中 2.69±0.10 3.78 2.66±0.16 5.85 0.413 0.691 

高 4.92±0.03 0.67 4.98±0.08 1.59 1.452 0.185 

熟鸡蛋 

未添加 / / / / / / 

低 2.59±0.06 2.26 2.57±0.02 0.78 0.604 0.563 

中 3.20±0.12 3.75 3.19±0.07 2.11 0.288 0.781 

高 4.88±0.07 1.49 4.87±0.04 0.82 0.304 0.769 

冰激凌 

未添加 / / / / / / 

低 1.79±0.17 9.73 1.91±0.10 5.01 1.379 0.205 

中 3.47±0.03 0.89 3.31±0.16 4.69 2.291 0.051 

高 4.77±0.06 1.26 4.78±0.09 1.88 0.253 0.807 

奶粉 

未添加 / / / / / / 

低 2.02±0.09 4.63 2.11±0.02 0.83 1.905 0.093 

中 2.41±0.12 4.93 2.34±0.08 3.54 1.081 0.311 

高 2.55±0.17 6.77 2.59±0.22 8.61 0.290 0.779 

 
2.4  菌落总数测试片法与国家标准方法检测结果的

比较 

菌落总数测试片法和国家标准方法对制备的菌悬

液、自然污染食品样品和人工污染食品样品的菌落总

数计数结果之间的差异没有统计学意义(P＞0.05)(见表

3、4、5), 说明在不同样品中 , 2 种菌落总数检测方法的

结果一致。将所有检测数据进行对数转换后 , 以国家标

准方法检测结果的对数值为横坐标 , 菌落总数测试片

法检测结果的对数值为纵坐标绘制散点图和回归直线。

各 种 样 品 的 直 线 回 归 方 程 和 决 定 系 数 分 别 为 : 
Y=1.004X+0.005, r2=0.999, P＜0.001(菌悬液 , 图 1A)); 
Y=0.976X+0.145, r2=0.989, P＜0.001(自然污染食品样

品 , 图 1B)和 Y=0.969X+0.076, r2=0.976, P＜0.001(人工

污染食品样品 , 图 1C)。上述结果说明 , 菌落总数测试

片法对不同样品菌落总数检测结果与国家标准方法检

测结果呈正相关。 

 
 

 
 

注: A: 菌悬液; B: 自然污染样品; C: 人工污染样品 
图 1  菌落总数测试片法对不同类型样品菌落总数检测结果与国家标准方法线性关系 

Fig.1  Linear relationship between results of paper plate method and national standard method in different types of samples 
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3  结论与讨论 

本 研 究 通 过 比 较 菌 落 总 数 测 试 片 法 与 GB 
4789.2—2016对 8大类共计 18种食品基质中菌落总数的检

测结果, 探索测试片法在检测食品中菌落总数方面的应用

价值。研究采用的 MicroFast®AC 菌落总数测试片由防水

薄片、含有细菌生长所需的培养基和环绕培养基的疏水树

脂环, 以及覆盖于培养基的聚丙烯膜组成。使用时, 掀起

上层聚丙烯膜, 将 1 mL 样液滴入培养基中央, 慢慢盖上盖

膜, 待样液完全渗入培养基后, 在 36 ℃培养 48 h 后, 培养

基中含有的显色底物 2,3,5-氯化三苯四唑可被细菌代谢产

物氧化激活, 在培养基上显现红色菌落[14]。 
结果表明, MicroFast®AC 菌落总数测试片具有良好的

包容性和耐变性。通过菌落总数测试片法的重复性实验及

菌落总数测试片法与国家标准方法对不同食品基质检测结

果的比较研究, 可以得到测试片法对菌悬液和自然污染食

品样品检测结果的变异系数为: 0.16%~3.76%, 说明测试片

法在菌悬液和自然污染食品样品检测结果间的一致性较好, 
(变异系数小于 5%); 但是测试片法对人工污染食品样品的

变异系数为: 0.78%~8.61%, 其中火腿肠低、中浓度添加样

品、冰激凌低浓度添加样品和奶粉高浓度添加样品变异系

数分别为 6.67%、5.58%、5.01%和 8.61%, 而除火腿肠终

浓度添加样品外，国家标准方法 GB 4789.2-2016 对其他 3
种添加样品检测结果变异系数也存在类似情况, 分别为: 
7.93%、9.73%和 6.77%, 可能的原因有火腿肠内含有抑菌

剂, 以及乳制品中的乳蛋白对 2 种方法菌落总数计数结果

的影响 , 因此出现了测试片法和国家标准方法 GB 
4789.2—2016 均出现了变异系数大于 5%的情况。通过 t
检验分析, 得到测试片法对菌悬液、自然污染食品样品和

人工污染食品样品的检测结果与国家标准方法 GB 
4789.2—2016 检测结果之间没有显著性差异(P＜0.05)。经

过相关分析, 2 种检测方法的检测结果之间呈正相关(r2＞

0.976, P＜0.001), 可见菌落总数测试片法和国家标准方法

GB 4789.2—2016 检测结果之间密切相关。 
测试片法的原理是将显色培养基固定在防水纸片上, 

培养基内含有细菌生长所需的营养成分和特异性的显色物

质, 当样品中有细菌存在时, 在适宜的培养环境下, 可在

纸片上的显色培养基中生长并发生显色反应[15]。与国家标

准方法相比, 测试片法不需要预先配制培养基, 测试片上

具有网格线和菌落呈现红色, 便于判断和计数, 而且菌落

总数测试片法操作简便, 可有效提高检测效率和检测质量, 
降低人力成本[16]。 

综上所述, MicroFast®AC 菌落总数测试片法检测结果

与国家标准方法 GB 4789.2—2016 一致, 具有正相关性, 
且操作和结果判定比较简便, 对检测环境要求不高, 适合

现场检测工作。因此, 测试片法可用于食品中细菌污染监

测、食品污染事故处置及食品生产、运输过程卫生监管工

作中菌落总数快速检测方法以及应急卫生保障工作现场的

检测工作。 
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