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摘  要: 随着国民经济的快速发展和人民生活水平的不断提高, 对食品和药品质量安全的要求也随之提

高。在食品和药品生产中, 微生物污染引起的食源性疾病和药物安全问题频出。在质量安全要求方面, 对微

生物污染的防控越来越严格, 微生物检测结果的准确性起到至关重要的作用。标准菌株是具有稳定的生物

学特性并具有溯源性的, 在微生物检验中可为确保检测结果的准确性提供参考依据。本文综述了标准菌株

在检验方法的确认、作为实验对照、培养基和试剂性能验证、仪器设备验证、能力验证等方面的应用, 探

讨了商业派生菌株作为标准菌株在微生物检测中的发展应用, 为提高微生物检测技术, 确保检测结果的准

确性提供参考依据。 
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Function of standard strain in microbial detection 
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ABSTRACT: With the rapid development of the national economy and the continuous improvement of people's 

living standards, the requirements for food safety and drug quality safety have also been raised. Food-borne diseases 

and drug safety problems caused by microbial contamination occur frequently in food and drug production. In terms 

of safety and quality requirements, the prevention and control of microbial contamination has become more and more 

strict, and the accuracy of microbial test results has attracted more and more attention. The standard strains have 

stable biological characteristics and traceability, it can provide reference for ensuring the accuracy of detection results 

in the microbiological testing. This paper expounded the application of standard strains in the verification of testing 

methods, as experimental control, performance verification of medium and reagent, equipment verification, ability 

verification, etc, and explored the development and application of commercially derived strains as standard strains in 

microbiological testing, in order  to provide reference for improving microbial detection technology and ensuring 

the accuracy of test results. 
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0  引  言 

近年来, 随着社会经济的发展和人们生活水平的提

高, 食品药品行业也相应地进入快速发展阶段, 人们对食

品和药品质量安全的要求也随之提高, 虽然随着食品监控

力度的不断加大, 食品添加剂、农药残留等污染问题发生

率不断下降, 但随着环境污染、饮食方式、生产模式变化, 

新的病原体不断出现, 抗生素滥用导致细菌耐药性产生, 

使食品被病原体及其毒素污染的可能性增大[12]。据统计由

沙门氏菌引起的食物中毒事件已位列世界之首, 引起各国

的高度重视[34]。副溶血性弧菌是引起腹泻的主要食源性致

病菌[5], 2017 年韩国爆发大规模的弧菌性胃肠炎是由于鱿

鱼制备过程中与紫菜包饭交叉污染后, 由副溶血性弧菌引

起[6]。创伤弧菌在 2006 年被美国列为最危险的细菌, 可引

起严重的败血症[7]。虽然在现代的药品生产质量管理规范

(good manufacturing practice, GMP)生产条件下, 药品微生

物污染属于小概率事件, 但服用药品的人本身处于健康欠

佳的状态, 一旦发生药品被微生物污染, 其引发的后果也

更加严重。食品药品安全质量的要求方面, 目前对微生物

污染的防控要求较严格, 例如在食品工业中常利用欧姆加

热[8]、紫外线杀菌[9], 而且食品和药品生产方面均有相应

的国家标准对微生物污染防控做了强制性要求, 而识别

对微生物的防控是否符合要求, 主要通过对食品药品的

微生物含量进行检测。有研究在啤酒生产的灌装区域检测

到微生物, 这可能导致二次污染[10], 一些发酵食品[11]、腌

制食品[12]本身就混杂着多种微生物, 餐饮行业微生物污染

频现[1314], 在运输过程中也有可能造成微生物污染[15]。因

此必须进行食品药品微生物检测。在微生物的检测中, 标

准菌株作为检测工作的关键因素, 是其内部质量控制的一

部分, 可贯穿于检测工作的各个环节。标准菌株具有稳定

的生物学特性并具有溯源性, 其在检测方法确认、培养基

和试剂、仪器设备、能力验证等方面可起到内部质量控制

作用, 对确保检测结果的准确性和提高微生物检测技术具

有不可替代的重要作用。本文综述了标准菌株在微生物检

测中的作用, 以期提高微生物检测技术。 

1  标准菌株在食品药品微生物检测中的应用 

1.1  标准菌株可用于检测方法的确认和证实 

CL01 A001-2018《检测和校准实验室能力认可准则在

微生物检测领域的应用说明》[16]规定, 在引入标准方法检

测前, 实验室应证实能够正确地运用这些标准的方法, 在

进行方法证实时, 样品的选择最好采用自然污染样品或人

为添加目标微生物的样品进行方法证实实验。GB/T 

27405—2008《实验室质量控制规范 食品微生物检测》规

定检测方法的确认应反映出实际检测状况, 可以通过使用

自然污染产品或人工污染预定微生物的样品实现。 

利用核酸试纸条法检测食品中小肠结肠炎耶尔森

菌实验[17]中, 其建立的新方法用 26 株小肠结肠炎耶尔

森氏菌标准菌株及 26 株其他菌属标准菌株进行特异性实

验, 利用纯菌稀释法和样品添加法进行灵敏度实验; 近几

年陆续出现副溶血性弧菌的快速检测方法, 如纸片法、

PCR 法[1821]、环介导等温扩增法[2223]、基因芯片法[2425]、

高效液相色谱法[24]等, 在对这些方法进行确认主要指标时

均规定了使用特定目标标准菌株进行指标判定, 均用到标

准菌株特定的反应结果对检测方法的适用性进行评估。中

国药典在无菌检查[26]和微生物限度检查[27]前也要求先进

行方法适用性实验。在药品的无菌检查中, 有的品种具有

抑菌性, 有的需要加入表面活性剂、灭活剂、中和剂等试

剂, 如注射用头孢孟多酯钠需加 β-内酰胺酶、注射用甲磺

酸左氧氟沙星需加锰离子、黄体酮注射液需加 1%的吐温

‒80 等, 这些试剂的加入, 需证明其有效性, 且对微生物无

毒性; 在微生物限度检查中, 牛黄解毒片、维生素 B2 等具

有抑菌作用, 其结果的准确性, 主要取决于供试品本身在

实验条件下是否抑制微生物的生长繁殖, 在检测前或过程

中, 应排除其抑菌性, 使之不干扰微生物限度检查, 所得

结果才有效。在对这些因素是否干扰实验方法的验证中, 

利用标准菌株的特征性反应可起到确认和证实。 

1.2  标准菌株用于实验过程质量控制 

在食品微生物检验中, 主要的参考 GB 4789 系列, 使

用标准菌株作为实验的阴、阳性对照。其菌落特征与生化

鉴定等应与检验人员预期结果一致, 表明结果具有可控性, 

若不一致, 则应及时调整改进, 才能保证结果的可靠性。

如蜡样芽孢杆菌检验[28]的溶血实验和根状生长实验中, 除

用蜡样芽孢杆菌的标准菌株作为对照, 还以苏云金芽孢杆

菌、蕈状芽孢杆菌、炭疽芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌作为阴

性对照; 在李斯特氏菌[29]的检验中, 以单増李斯特氏菌、

伊氏李斯特氏菌、斯氏李斯特氏菌作为阳性对照菌, 以英

诺克李斯特氏菌作为阴性对照菌, 对比观察溶血反应, 而

在协同溶血实验中, 还需增加马红球菌和金黄色葡萄球菌

的标准菌株对照观察溶血增强现象 ; 在大肠埃希氏菌

O157: H7/NM 的初步生化实验中, 规定用大肠埃希氏菌株

做阳性对照和大肠埃希氏菌 O157: H7/NM 做阴性对照, 用

于观察比较不同的生化实验现象。 

药品种类繁多, 成分复杂, 有些还含有抑菌成分或

抗药性, 对药品微生物的检查中更着重强调标准菌株的

使用。中国药典对药品的无菌检查、微生物限度检查均

规定使用对照菌株, 这些菌株对保证检验结果准确性具

有重要参考作用。标准菌株遗传生物学特征的典型与否

直接影响到检验结果的准确性, 如果使用发生形态变异、

菌落变异、耐药性变异等变异的细菌将会使检验结果出

现偏差[28]。 
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1.3  标准菌株对培养基的性能验证 

培养基是以液体、半固体或固体形式的、含天然或合

成成分, 用于保证微生物繁殖(含或不含某类微生物的抑

菌剂)、鉴定或保持其活力的物质。在 GB 4789.28—2013

《食品微生物检验 培养基和试剂的质量要求》附录 D 中

依据不同培养基的功能用途以及质控指标, 指定相对应标

准菌株作为质控菌株, 通过判定测试菌株在培养基上的特

征性反应、生长情况等指标是否达到标准, 评估培养基的

性能。目前常用于检测培养基性能的标准菌株有鼠伤寒沙

门菌、金黄色葡萄球菌、化脓性链球菌、大肠埃希氏菌、

副溶血性弧菌等。正是标准菌株的应用, 才能发现单靠一

种培养基不能完全地检测出单増李斯特氏菌, 至少需要使

用 2 种培养基才可增强单増李斯特氏菌检测的效率[29]。中

国药典的无菌检查法中也要求对用于无菌检查的硫乙醇酸

盐流体培养基和胰酪大豆胨液体培养基进行无菌性检查及

灵敏度检查, 在进行灵敏度检查时, 要求使用生物学特性

稳定的标准菌株; 而在微生物计数用的培养基适用性检查

中, 还要求被检固体培养基上的菌落平均数与对照培养基

上的菌落平均数的比值应在 0.5~2 范围内, 且菌落形态大

小应与对照培养基上的菌落一致。虽然食品药品对培养基

的性能验证略有不同, 但都强调标准菌株在培养基性能验

证方面的重要性。 

1.4  标准菌株对相关试剂的性能验证 

目前由于工业化的快速发展, 用于微生物检测的试

剂呈现种类繁多、性质复杂且因在运输、保存方面易受到

多种因素影响而出现不稳定的特点, 这会导致检测结果的

不准确性, 出现假阳性或假阴性。为保证结果的准确性, 

必须使用标准菌株作为质控菌株评价试剂的质量。例如, 

利用大肠埃希氏菌和金黄色葡萄球菌对革兰氏染色剂的有

效成分进行验证[30], 利用沙门氏菌和大肠埃希氏菌 O157: 

H7/NM 的标准菌株对血清诊断试剂进行验证后再进行实

验, 以及利用弧菌对氧化酶试剂的有效性进行验证, 弧菌

作为阳性对照用于测试试纸, 若 30 s 内出现紫色或蓝色, 

说明该氧化酶试剂的有效性得到保证, 可用于氧化酶实验

中[31]。在周扬等[32]的包装饮用水中铜绿假单胞菌快速检测

试剂盒研制实验中, 用铜绿假单胞菌标准菌株和非铜绿假

单胞菌标准菌株, 对试剂盒的特异性、灵敏度及准确度进

行了验证, 证明该试剂盒与传统方法相比具有较高的一致

性, 检测结果稳定、可靠。随着分子检测相关技术的不断

发展, 研制高效、简便的快速检测产品是未来的发展趋势, 

标准菌株是促进试剂创新发展的关键因素。 

1.5  标准菌株对相关仪器设备的性能验证 

在微生物检测工作中, 常用到高压灭菌器、干热灭菌

器对玻璃器皿、培养基等进行灭菌或使用紫外灯管对环境

进行灭菌, 而灭菌效果可靠性是检测结果数据准确性的重

要保证。因此, 检验人员应定期对这些可影响检测结果准

确性的仪器设备的性能进行验证, 而标准菌株就是仪器设

备性能验证的关键因素。此外, 根据乔宁等[3336]的研究, 

标准菌株还可用于 VITEK2 Compact 全自动微生物分析系

统的正确度和重复性评价。目前常利用商品化的生物指示

剂代替标准菌株对仪器设备性能进行验证, 生物指示剂一

般是由标准菌株和载体组成。CL01 A001-2018《检测和校

准实验室能力认可准则在微生物检测领域的应用说明》[16]

中规定应定期使用生物指示剂检查灭菌设备的效果并记录, 

根据 GB 15981—1995《消毒与灭菌效果的评价方法与标

准》, 嗜热脂肪芽孢杆菌作为压力蒸汽灭菌效果指示剂; 

大肠杆菌、枯草杆菌黑色变种芽胞作为评价紫外线表面消

毒效果的指示剂; 枯草芽孢杆菌作为检测干热灭菌器灭菌

效果的生物指示剂[37]。在中国药典[38]规定中, 无菌检查用

隔离系统表面灭菌效果确认, 要求用于隔离系统、试验物

品的表面灭菌方法应能达到使生物指示剂下降 3~6 个对数

值的效果。 

1.6  标准菌株可用于内部质量控制和外部质量评估 

在食品药品微生物检测中, 常利用可溯源的标准菌

株加标样品验证检验人员的检测能力。在微生物定量检测

项目, 应定期使用有证标准物质/标准样品如菌落总数标

准物质、大肠菌群标准物质等进行监控或使用质控样品开

展内部质量控制活动; 在微生物定性检测项目中, 应定期

使用标准物质/标准样品、质控样品或用标准菌种人工污染

的样品开展内部质量控制[37]。 

在参与各实验室间能力比对的外部质量评估中, 标准

菌株在实验开展过程对质量控制起到很重要的作用。常用的

质控方式, 比如常利用标准菌株作为独立对照样品, 或添加

到待测样品的平行实验中, 利用标准菌株的再现性结果, 验

证和评价实验每一流程步骤的准确性, 从而为外部质量评

估结果的定论提供参考依据。根据高晗等[3941]研究, 在能力

验证中使用标准菌株, 可以保证样品的均匀性和稳定性, 尤

其是沙门氏菌要进行血清分型鉴定[4244], 标准菌株的使用

能更有效地进行质量控制, 保证结果的准确性。 

2  使用标准菌株的注意事项 

2.1  注重期间核查, 确保质量可控和溯源性 

标准菌株是一种易发生变异、退化或失活可能性的有

生命的标准参照物。为保证标准菌株的质量、确保其可溯

源性, 应定期对标准菌株进行期间核查。期间核查主要包

括标准菌株的活性、纯度、稳定性及关键生化特性等关键

指标。在进行期间核查时, 实验室可直接参照相关国家标

准进行确认和核查, 但也存在某些标准菌株的检测没有相

应的国家标准。例如食品检测中, 作为血浆凝固酶实验阴

性对照的表皮葡萄球菌, 作为单核细胞增生李斯特氏菌检
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测中参与协同溶血实验的马红球菌等。对这些国家标准中

无鉴定方法的菌株, 实验室应根据其纯度检查、关键生化

特征等关键指标制定作业指导书。根据许金榜[45]的研究所

述, 标准菌株核查采用关键生化特性确认的方法能满足质

量要求、易于操作、节约核查时间及成本。因此, 实验室

应根据自身实际情况对不同标准菌株建立完整的菌种确认

和制定合适的核查方法。 

2.2  严格执行管理和实验操作, 注重生物安全 

标准菌株在使用过程中应注重生物安全操作, 避免

泄露和交叉污染, 对标准菌株的操作, 应严格执行《中华

人民共和国传染病防治法实施办法》[46]和 GB 19489—2004

《实验室生物安全通用要求》管理和实验操作。标准菌株

的销毁处理, 应参照 GB 19489—2008《实验室生物安全通

用要求》中对废弃物处置相关要求, 对标准菌株进行销毁

处理, 并形成销毁记录, 避免发生类似甘肃兰州 2019 年底

因使用过期消毒剂而导致布鲁氏菌泄露事件。 

2.3  注重标准菌株的来源和管理 

标准菌株应来源于具有可溯源性的专业菌种保藏机

构或专业的权威机构, 应收集标准菌。需按照规定的复苏

和培养方法对标准菌株进行培养, 按照规定的时间转种, 

所有标准菌株的传代培养次数原则上不得超过 5 次, 但标

准方法另有明确要求, 或实验室能够证明相关的关键生化

特征指标未发生改变, 并对菌株的名称、编号、来源及保

存日期等信息进行详细记录。 

在目前检验工作中, 很多实验室考虑到成本、时间、

人员的因素, 会使用商业派生菌株, 其也是由标准菌株派

生出来的, 具有可溯源性。商业派生菌株一般是 3~5 代的

菌种, 不需要复活化、保藏和传代, 即得即用。由于商业

派生菌株一般会选取处于对数生长期的活菌作为原料, 含

菌数相对稳定。如在做药品微生物方法适用性实验时, 含

菌数稳定的菌悬液可以避免因接种量的差别而对回收率产

生影响, 提高方法的可靠性, 更能体现各类样品检验方法

的差异, 在药品微生物限度控制菌检查方法适用性实验中

还可以减少因接种量不同而导致的结果差异。刘婷婷等[47]

的研究中, 采用金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假

单胞菌、白色念珠菌、黑曲霉 5 种商业定量标准菌株与常

规标准菌株进行对比, 比较回收结果, 结果显示 2 种菌液

回收结果差异无统计学意义, 可用于药品微生物限度方法

适用性实验。但商业派生菌株也存在一些缺点, 例如有效

期较短, 多数为 6~18 个月, 以及同样规格但不同的生产厂

家, 甚至不同生产批次之间的商业派生菌株可能会有差异

等。因此应当根据需求进行采购, 避免过量采购造成浪费, 

采购时应尽量选择同一厂家同一批次的产品, 减少实验误

差。另外, 根据李趣嫦等[48]的研究, 商业定量菌株用于含

有抑菌成分的药品微生物计数法方法的建立时, 应对其进

行质量考察和风险评估。与标准菌株相同的是, 商品派生

菌株使用完毕后, 废弃的菌液及菌种的包装瓶和瓶盖等也

须按适当的方法灭活后方可丢弃[49]。 

3  结束语 

由于微生物具有体积小、繁殖快、易变异的特殊性, 

在微生物检测中具有较高的挑战性, 因此具有稳定遗传学

特性并具有溯源性的标准菌株在微生物检测领域的应用显

得更加重要。标准菌株的应用贯穿整个实验过程, 起到内

部质量和外部质量控制的作用, 可以保证检测结果的准确

性。实验室应充分了解、掌握标准菌株在微生物检测领域

中的应用并严格遵守标准的操作规程, 熟练掌握标准菌株

的使用、保存、销毁等各环节, 充分发挥标准菌株的作用, 

确保检验结果的准确性。 
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