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粪肠球菌核酸检测试剂国家参考品的研制 

王春娥, 石继春, 徐  潇, 刘茹凤, 杜宗利, 龙新星, 徐颖华*, 叶  强* 

(中国食品药品检定研究院,中国医学细菌保藏管理中心, 卫生部生物技术产品检定方法及其标准化 

重点实验室, 北京  102629) 

摘  要: 目的  研制粪肠球菌核酸检测试剂的国家参考品。方法  将 9 株粪肠球菌和 8 株非粪肠球菌参考品

候选菌株分别在各自适宜的培养条件下培养, 收集新鲜培养物进行计数、灭活、稀释和分装, 并对参考品进行

均匀性和稳定性评估。组织 3 家实验室对研制的参考品进行了协作标定。结果  研制了由 9 份阳性候选参考

品、8 份阴性候选参考品、重复性参考品和最低检出限参考品组成的粪肠球菌参考品。阳性参考品、最低检出

限参考品和重复性参考品循环阈值(cycle threshold, Ct)的变异系数(coefficient of variation, CV)均在 5.0%以内, 分

装均匀性良好; 参考品各成分的稳定性良好(P 值均小于 0.05); 协作标定结果显示阳性参考品符合率及阴性参考

品符合率均为 100%, 重复性参考品检测 Ct 值的 CV 均在 5.0%以内, 参考品最低检出限为 1.0×103 个/mL。结论  

研制的参考品可用于粪肠球菌核酸检测试剂的质量评价。 
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Development of national reference materials for Enterococcus faecallis 
nucleic acid detection kit 

WANG Chun-E, SHI Ji-Chun, XU Xiao, LIU Ru-Feng, DU Zong-Li,  
LONG Xin-Xing, XU Ying-Hua*, YE Qiang* 

(Key Laboratory of the Ministry of Health for Research on Quality and Standardization of Biotech Products, National 
Institute for Food and Drug Control, Beijing 102629, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop national reference materials for Enterococcus faecalis nucleic acid detection 

kit. Methods  Nine strains of Enterococcus faecalis and 8 candidate strains of non-Enterococcus faecalis reference 

samples were cultured under their respective suitable culture conditions. Fresh cultures were collected for counting, 

inactivation, dilution and packing, and the reference samples were evaluated for homogeneity and stability. Three 

laboratories were organized to calibrate the developed reference. Results  The coefficient of variation (CV) of cycle 

threshold (Ct) of positive reference, minimum detection limit reference and repeatable reference were all less than 

5.0%, and the distribution uniformity was good. The stability of the reference components was good (P<0.05); the 

cooperative calibration results showed that the coincidence rate of positive reference and negative reference were 
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100%, the Ct value of repeatable reference was less than 5.0%, and the minimum limit of detection reference was 

1×103/mL. An Enterococcus faecalis reference product was prepared, which consisted of 9 positive candidate 

reference products, 8 negative candidate reference products, repeatable reference products and minimum detection 

limit reference products. Conclusion  The developed reference material can be used for the quality evaluation of 

nucleic acid detection reagent for Enterococcus faecalis. 

KEY WORDS: Enterococcus faecalis; nucleic acid; national reference materials; uniformity; stability; collaborative 

study 
 
 

0  引  言 

粪肠球菌(Enterococcus faecalis, E. faecallis)属于肠球菌

属, 是人和动物肠道中正常菌群的一部分。但近年来, 涉及致

病肠球菌的院内感染和食品污染中毒事件不断增多[1‒3]。研

究发现粪肠球菌已成为医院内感染最常见的病原菌之一[4‒6], 

主要引起尿路感染、腹腔、盆腔感染和心内膜炎等。且随着

大量抗生素的广泛使用, 多重耐药粪肠球菌的不断出现, 已

成为重要公共卫生问题[7‒8]。此外, 由于粪肠球菌对冷冻和

热抵抗力较强, 易在食品及食品加工设备上繁殖, 导致熟肉

类和奶制品等腐败引起食物中毒[9‒10]。因此, 对该菌准确、

快速鉴定可以有效提高其临床救治的针对性和有效性。细菌

培养和基于生化反应鉴定细菌的传统方法是诊断细菌感染

的最公认的方法, 但传统方法培养细菌时间较长、且灵敏度

较低, 较难达到对感染早期诊断的目的。而核酸诊断技术速

度快, 灵敏性和特异性好, 能够更早地发现突发感染, 包括

荧光定量 PCR 方法、生物芯片法、PCR 毛细电泳片段分析

法和测序法等核酸检测技术和方法迅速发展[11‒13], 促进了

核酸检测试剂盒的研发, 其中以荧光定量 PCR 方法为主, 

因不同的试剂盒检测时取用的样本量及检测的目的基因的

不同, 其检测结果的一致性及灵敏度存在差异。 

目前, 我国尚无用于粪肠球菌分子检测的核酸检测

试剂评价用国家参考品[14], 因此本研究研制了粪肠球菌核

酸检测试剂评价用参考品, 以期用于后续粪肠球菌核酸检

测试剂的注册管理和质量控制。 

1  材料与方法 

1.1  菌  株 

粪肠球菌[CMCC(B)32222、32226、32217、32218、

32479、32480、32481、32482、32248 和 32249]、阴性参

考品制备菌株［鼠伤寒沙门氏菌 CMCC(B) 50994、单增李

斯特菌 CMCC(B) 54023、变形杆菌 CMCC(B) 49266、肠炎

沙门氏菌 CMCC(B) 50990、福氏志贺氏菌 CMCC(B) 

51572、地衣芽孢杆菌 CMCC(B) 63517、金黄色葡萄球菌

CMCC(B) 26001、屎肠球菌 CMCC(B) 32477]均来源于中

国食品药品检定研究院(简称中检院)中国医学细菌保藏管

理中心。 

1.2  试剂与仪器 

2%含糖牛肉琼脂培养基、血琼脂培养基、普通营养

琼脂培养基(北京三药科技开发公司); 注射用生理盐水(石

家庄四药有限公司); 中国细菌浊度标准国家标准品(批号: 

230021-201960，中国食品药品检定研究院 ); 粪肠球菌

RT-PCR 实时荧光检测试剂盒(批号: 2020002, 湖南圣湘生

物科技有限公司生产); 金黄色葡萄球菌、粪肠球菌、屎肠

球菌核酸三重联检试剂盒 (PCR 荧光探针法 )( 批号 : 

20200909，北京卓诚惠生生物科技股份有限公司); 250A 细

菌培养箱[中仪国科(北京)科技有限公司]。 

1.3  候选参考品灭活菌液的制备 

1.3.1  阳性候选参考品灭活菌液 

将 9 株粪肠球菌复苏后分别接种至 2%含糖牛肉琼脂

培养基中, 于 37 ℃培养箱中培养 18~24 h 后, 用一次性接

种环刮取新鲜培养物至灭菌生理盐水中, 制备菌悬液, 使

用细菌浊度国家标准品进行计数确定菌悬液浓度。菌悬液

经加热灭活处理, 并经验证灭活合格后稀释至适宜浓度, 

于‒70 ℃保存备用。 

1.3.2  阴性候选参考品灭活菌液 

将 8 株阴性参考品菌株复苏后接种于各自适宜生长

的培养基上, 并于最适温度下进行培养, 采用 1.3.1 项下方

法制备菌悬液, 经加热灭活处理, 并经验证灭活合格后稀

释至适宜浓度, 于‒70 ℃保存备用(表 1)。 
 

表 1  8 株阴性参考品菌株培养基列表 
Table 1  List of medium for 8 strains of non-E. faecallis 

菌株名称 菌株编号 培养基名称 

鼠伤寒沙门氏菌 CMCC(B) 50994 血琼脂培养基 

单增李斯特菌 CMCC(B) 54023 血琼脂培养基 

变形杆菌 CMCC(B) 49266 血琼脂培养基 

肠炎沙门氏菌 CMCC(B) 50990 血琼脂培养基 

福氏志贺氏菌 CMCC(B) 51572 血琼脂培养基 

地衣芽孢杆菌 CMCC(B) 63517 普通营养琼脂培养基

金黄色葡萄球菌 CMCC(B) 26001 普通营养琼脂培养基

屎肠球菌 CMCC(B) 32477 
2%含糖牛肉琼脂 

培养基 
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1.4  候选参考品的制备 

1.4.1  阳性候选参考品的制备 

将 9 株粪肠球菌的阳性候选参考品灭活菌液, 采用灭

菌生理盐水稀释至 1.0×106 个/mL, 定量分装(0.5 mL/管), 

分别记为 P1~P9, ‒20 ℃以下保存。 

1.4.2  阴性候选参考品的制备 

将 8 株阴性菌株的候选参考品灭活菌液, 采用灭菌生

理盐水稀释至 1.0×106 个菌/mL, 定量分装(0.5 mL/管), 分

别记为 N1~N8, ‒20 ℃以下保存。 

1.4.3  重复性参考品和最低检出限参考品的制备 

选取粪肠球菌 CMCC(B)32217 灭活菌悬液制备重复性

参考品和最低检出限参考品, 使用灭菌生理盐水分别将菌

液稀释为 1.0×106个/mL和 1.0×105个/mL进行分装 (0.8 mL/

支), 分别标记为重复性参考品和最低检出限参考品。 

1.5  候选参考品的均匀性分析 

分别随机抽取阳性参考品(P1~P9)、重复性参考品和

最低检出限参考品各 10 支 , 使用粪肠球菌实时荧光

RT-PCR 检测试剂盒进行检测 , 计算循环阈值 (cycle 

threshold, Ct 值)的变异系数(coefficient of variation, CV)。 

1.6  候选参考品的稳定性分析 

1.6.1  冻融稳定性 

将阳性参考品(P1~P9)、最低检出限参考品分别于‒20 ℃

冰箱取出, 于室温放置 4 h 后, 再放于‒20 ℃冰箱; 重复此步

骤 3 次和 5 次。检测时将阳性参考品(P1~P9)使用灭菌生理盐

水分别稀释 10 倍, 最低检出限参考品用灭菌生理盐水 10 倍

系列稀释 2 个稀释度, 选取浓度 1.0×104、1.0×103 个/mL, 用

粪肠球菌实时荧光(real time PCR, RT-PCR)检测试剂盒进行

检测, 同时以-20 ℃保存的候选参考品进行平行测定。 

1.6.2  加速稳定性 

将候选阳性参考品(P1~P9)、最低检出限参考品分别放

置于 2~8 ℃、25 ℃、37 ℃条件 3 d 和 7 d, 检测时将候选阳

性参考品(P1~P9)使用灭菌生理盐水分别稀释 10 倍, 最低检

出限参考品用灭菌生理盐水 10 倍系列稀释 2 个稀释度, 选

取浓度 1.0×104、1.0×103 个/mL, 用粪肠球菌 RT-PCR 检测试

剂盒进行检测, 以‒20 ℃保存的候选参考品进行平行测定。 

1.7  候选参考品的协作标定 

组织包括中检院在内的 3 家实验室进行协作标定, 所

有参考品均进行编盲检测。2 家生产企业分别使用各自生产

的试剂进行检测, 中国食品药品检定研究院检测人员(未参

与编盲人员)使用粪肠球菌 RT-PCR 检测试剂盒进行检测, 3

个实验室编号分别为 1、2 和 3。参与单位均进行两次独立

实验, 所有原始结果返还协作标定组织单位统一分析。 

1.8  统计学分析 

采用 SPSS 22.0 统计软件, 将稳定性评估结果进行统

计分析, 统计学方法为 Kruskal-Wallis 非参数检验, 结果以

P<0.05 表示差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  候选参考品的灭活效果及浓度确定 

全部候选参考品菌液经灭活验证, 血琼脂平板培养

基上均无细菌生长, 表明候选参考品菌液灭活合格。根据

比浊结果, 采用灭菌生理盐水将阳性参考品、阴性参考品

及重复性参考品稀释至浓度为 1.0×106 个/mL, 最低检出限

参考品浓度为 1.0×105 个/mL, 并进行分装。 

2.2  候选参考品的均匀性分析 

均匀性结果显示, 阳性参考品、最低检出限参考品和

重复性参考品 Ct 值的 CV 均在 5.0%以内, 表明参考品的分

装均匀度良好, 见表 2。 

2.3  候选参考品的稳定性分析 

2.3.1  冻融稳定性 

经反复冻融 3 次和 5 次处理后, 与-20 ℃保存的各参

考品检测结果相比, Ct 值差异无统计学意义(冻融 3 次

P=0.078、冻融 5 次 P=0.319, P>0.05), 表明参考品的冻融

稳定性良好。 

2.3.2  加速稳定性 

将各参考品分别于 2~8 ℃、25 ℃、37 ℃放置 3、7 d

后, 与‒20 ℃保存的参考品检测结果相比, Ct 值差异无统

计学意义(2~8 ℃放置后 P 值分别为 0.160、0.443, P>0.05; 

25 ℃放置后 P 值分别为 0.143、0.410, P>0.05; 37 ℃放置后

P 值分别为 0.219、0.514, P>0.05), 表明本参考品在加速破

坏条件下, 具有较好的稳定性, 见表 3。 

2.4  候选参考品的协作标定 

3 家实验室的阳性参考品符合率和阴性参考品符合率

均符合要求, 各实验室重复性参考品各稀释度样品检测 Ct

值的 CV 值均在 5.0%以内, 最低检出限参考品的结果中, 2

个实验室最低检出限实验结果为 1.0×103 个/mL, 而另外一

个实验室最低检测限为 1.0×102 个/mL, 见表 4。建议参考

品的最低检出限定为 1.0×103 个/mL。 

3  结论与讨论 

本研究从中国医学细菌保藏管理中心选取了 9 株粪

肠球菌和 8 株非粪肠球菌作为粪肠球菌核酸检测试剂参考

品的候选菌株。阴性参考品菌株的选择充分考虑与粪肠球

菌感染部位相同或感染症状相似且常见的其他病原体, 以

及感染源相同的如食源性病原体[15‒16], 并设置同属不同种

的菌株, 包括鼠伤寒沙门氏菌、单增李斯特菌、变形杆菌、

肠炎沙门氏菌、福氏志贺氏菌、地衣芽孢杆菌、金黄色葡

萄球菌和屎肠球菌。 
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表 2  候选参考品的均匀性分析 
Table 2  Uniformity of the candidate reference 

检测项目 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 最低检出限 重复性

Ct 值 

27.35 24.24 28.41 24.73 26.62 32.24 28.66 28.74 28.22 25.28 26.54 

27.27 24.08 28.04 27.18 25.97 32.20 27.24 28.87 28.55 26.02 26.56 

26.95 23.78 28.25 25.93 24.25 31.45 25.32 28.16 27.85 26.58 27.33 

27.13 24.51 27.11 26.91 26.08 31.47 25.68 29.03 27.81 25.43 27.09 

27.68 24.50 28.44 26.05 26.06 32.29 26.62 29.38 27.06 25.69 27.02 

27.44 24.37 28.04 26.13 26.04 31.79 27.10 28.43 28.13 25.79 27.80 

28.02 24.27 28.37 26.22 25.91 32.34 26.55 28.57 28.04 26.36 27.35 

26.70 24.56 29.01 26.52 27.03 32.02 26.08 29.11 27.65 25.80 26.93 

28.25 24.42 28.73 27.13 25.21 31.70 26.89 28.32 28.31 26.18 27.27 

26.18 24.43 28.25 28.16 27.29 32.11 28.42 28.42 28.26 26.51 26.87 

均值 27.30 24.32 28.27 26.50 26.05 31.96 26.86 28.70 27.99 25.96 27.08 

SD 0.61 0.24 0.50 0.92 0.87 0.34 1.08 0.39 0.42 0.44 0.39 

CV/% 2.2 1.0 1.8 3.5 3.3 1.1 4.0 1.4 1.5 1.7 1.4 

 
表 3  候选参考品的冻融稳定性及加速稳定性结果 

Table 3  Stability results of freeze-thaw test and accelerated test for candidate reference 

编号 

Ct 值 

‒20 ℃ 
冻融 

‒20℃ 
2~8 ℃ 25 ℃ 37 ℃ 

3 次 5 次 3 d 7 d 3 d 7 d 3 d 7 d 

P1 26.41 29.42 26.54 26.41 29.35 27.85 31.08 27.3 28.99 27.60 

P2 23.43 25.61 24.47 23.43 26.19 24.31 26.66 23.87 25.98 24.17 

P3 26.14 31.36 30.24 26.14 29.70 27.50 29.30 25.1 28.76 25.82 

P4 28.14 33.89 29.24 28.14 28.36 30.37 33.09 30.00 33.03 29.57 

P5 29.09 33.81 31.50 29.09 29.94 31.60 31.17 32.01 31.37 31.01 

P6 33.45 35.30 33.73 33.45 34.10 33.08 33.06 34.02 34.22 33.69 

P7 29.63 31.62 32.00 29.63 32.60 31.93 32.27 32.83 34.53 33.21 

P8 30.23 29.39 30.15 30.23 29.79 29.93 29.09 30.12 30.41 29.82 

P9 26.59 27.60 29.15 26.59 28.78 28.52 28.01 28.34 28.15 28.06 

R 27.74 27.66 27.34 27.74 27.57 27.42 26.73 28.15 27.46 26.89 

S1 28.60 32.10 30.41 30.55 30.28 30.48 30.43 30.47 30.12 31.25 

S2 32.32 34.69 33.70 33.39 32.96 32.43 34.07 34.24 33.05 34.89 

注: R 为重复性参考品; S1、S2 分别为最低检出限参考品经稀释处理后浓度为 1.0×104 个/mL、1.0×103 个/mL 的样品。 

 
表 4  候选参考品协作标定结果 

Table 4  Collaborative calibration results of candidate reference 

编号 P1~P9 N1~N8 
重复性(CV/%) 

S1 S2 S3 
R1 R2 R3 

1 +/+ (9/9) -/- (8/8) 0.39 0.68 1.22 + + - 

2 +/+ (9/9) -/- (8/8) 0.96 0.92 1.73 + + - 

3 +/+ (9/9) -/- (8/8) 0.43 0.54 0.86 + + + 

注: +分别表示检出; -表示未检出。R1, R2, R3 和 S1, S2, S3 分别为重复性参考品和最低检出限参考品的 10 倍, 100 倍, 1000 倍稀释样品。 
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标准物质均匀性和稳定性是评价参考品质量的重要

指标 [17‒19], 按照标准物质研制的相关要求 [20‒21]进行了评

估, 结果显示参考品均匀性良好, 满足研制要求。考虑到

参考品在运输、分发、使用过程中, 存在反复冻融、保存

温度变化等风险, 对参考品进行了稳定性分析, 结果显示

参考品在反复冻融及加速破坏条件下稳定性良好, 能够满

足运输及正常的使用。重复性参考品用于评价检测试剂及

参考品的重复性, 对于核酸检测试剂, 批内精密度应采用

至少高、低 2 个浓度水平的样本各重复检测 10 次, Ct 值的

变异系数应在 5%以内, 协作标定结果显示 3家实验室采用

2 种试剂盒对重复性参考品的 10 倍、100 倍、1000 倍稀释

样品检测 Ct 值的 CV 均在 5%以内, 说明检测试剂和参考

品的重复性良好。3 家实验室的最低检测限结果显示 2 种

检测试剂具有较好的灵敏度 , 一家试剂盒的检测限为

1×103 个/mL, 另外一家检测限可达 1×102 个/mL。 

本研究研制的粪肠球菌检测试剂国家参考品各项检

测指标均符合规定, 具有良好的均匀性和稳定性。本参考

品可用于评价不同企业粪肠球菌核酸检测试剂的阳性参

考品符合率、阴性参考品符合率、重复性和最低检出限

等关键指标, 可用于粪肠球菌核酸检测试剂盒的质量控

制和评价。 
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