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摘  要: 目的  研制鱼肉中金黄色葡萄球菌标准样品。方法  将一定浓度的金黄色葡萄球菌的菌悬液与 10%

的海藻糖溶液混合均匀, 和经辐照灭菌的鱼肉按照 1:2 (V:m)的比例分别分装到西林瓶中, 采用真空冷冻干燥

技术制备鱼肉中金黄色葡萄球菌的标准样品, 采用单因素方差分析法, 通过 F 检验和 t 检验对样品的均匀性和

稳定性进行评估。结果   经分析 , Sbb(均匀性)=0.023<0.3σ, Sbb(短期稳定性)=0.019<0.3σ, Sbb(长期稳定

性)=0.021<0.3σ (σ 采用国际通用的标准差 0.25), 同时, |β1|均小于 t 检验值, 不确定度为 0.186 log10CFU/mL 

(k=2)。结论  实验数据表明, 此次采用 10%的海藻糖浓度以及真空冷冻干燥的方式研制出的鱼肉中金黄色葡

萄球菌标准样品的均匀性和稳定性良好, 满足预期用途, 能够进行下一步研制。 
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Development of reference material of Staphylococcus aureus in fish 
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ABSTRACT: Objective  To develop reference material of Staphylococcus aureus in fish. Methods  A certain 

concentration of Staphylococcus aureus bacterial suspension was mixed with 10% trehalose solution, and the 

irradiated fish meat was divided into vials at a ratio of 1:2, and the reference material of Staphylococcus aureus in 

fish meat were prepared by vacuum freeze-drying technology, the one-way analysis of variance method was used to 

evaluate the homogeneity and stability of the samples by F-test and t-test. Results  After analysis, Sbb 

(uniformity)=0.023<0.3σ and Sbb (short-term stability)=0.016<0.3σ, Sbb (long-term stability)=0.021<0.3σ (σ using 

the international standard deviation of 0.25), and |β1| is less than t-test, and the uncertainty is 0.186 log10CFU/mL 

(k=2). Conclusion  The experimental data show that the reference material of Staphylococcus aureus in fish meat 

developed by 10% trehalose concentration and vacuum freeze-drying has good uniformity and stability, which meets 

the intended use and can be developed in the next step. 
KEY WORDS: fish; Staphylococcus aureus; reference material 
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0  引  言 

近几年与食品相关的安全事件频出, 其中食源性疾

病常引起突发性公共卫生事件, 受到社会广泛关注[1]。由

于食品企业的诚信问题以及社会责任意识的淡漠, 导致食

品安全问题较多, 所以加大监管部门的监管力度以及提高

检测机构的质量控制至关重要, 而微生物标准样品的使用

是检测准确的重要保证措施。 
食品微生物检测是食品安全管理的一个主要手段 , 

而金黄色葡萄球菌检验是其中一项重要指标[2]。金黄色葡

萄球菌是引起细菌性食物中毒的主要病原菌之一, 其产生

的肠毒素具有极强的耐热性, 在 100 ℃加热条件下仍能存

活 30 min, 且其活性不减。因此, 被金黄色葡萄球菌污染

的食物即使经过烹煮也依然存在致病风险, 故其检测数据

的准确性是食品生产原料和成品安全的保障[3]。 

研究发现, 肉制品中金黄色葡萄球菌的检出率较高, 
且在鱼、虾类制品, 污染尤其严重[4–9], 由于当前国内外食

品检测领域关于微生物肉类标准样品的种类不全, 所以

加强肉类微生物标准样品的研发与制备, 对于解决检测

过程中质量控制的难题, 提升检测机构的检测能力, 规范

标准样品管理, 减少漏检和误判, 确保检测结果的准确性

和有效实施, 具有十分重要的意义[10–13]。鉴于此, 本研究

拟研制一款用西林瓶包装的、以鱼肉为基质的金黄色葡萄

球菌的标准样品, 以期在一定程度上解决该领域标准样品

不足的问题, 并为其他食品微生物标准样品的开发研制奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

金黄色葡萄球菌 ATCC 25923(美国菌种保藏中心); 

冻干保护剂: 海藻糖、基质: 巴沙鱼(长江渔业股份公司); 
PeterifilmTM 金 黄 色 葡 萄 球 菌 测 试 片 ( 美 国 Minnesota 

Mining and Manufacturing 公司); VITEK 2 革兰氏阳性鉴定

卡(GP 卡, 法国梅里埃公司)。 

1.2  仪器与设备 

2-10D plus 冷 冻 干 燥 机 ( 德 国 CHRIST 公 司 ); 

NAURE~NU437-600E 生物安全柜(美国 NUAURE 公司); 
DHP-9032 恒温培养箱(上海一恒科学仪器有限公司); Vitek 

2 compact 全自动微生物鉴定及药敏分析系统(法国梅里埃

公司); GR 85 DF 自立式高压灭菌器[致微(厦门)仪器有限

公司]; MS-H-S 磁力搅拌器(美国赛洛捷克公司); R3 自动判

读仪 (美国 Minnesota Mining and Manufacturing 公司 ); 

DH43L 电热恒温培养箱(天津泰斯特公司)。 

1.3  金黄色葡萄球菌标准菌株的鉴定 

将金黄色葡萄球菌 ATCC 25923 划线接种于 TSA 平板

和血平板, 36 ℃培养 18 h, 使用革兰氏染色镜检, 同时使

用全自动微生物鉴定及药敏分析系统进行生化鉴定。 

1.4  标准样品的制备 

1.4.1  巴沙鱼前处理 
为了方便样品的分装, 并与实际样品保持一致, 以消

除基体效应, 故本次标准样品研制选用巴沙鱼作为样品基质, 

从而保证检测的准确有效。首先将所用到的工具都用 75%酒

精擦拭干净, 然后把鱼肉切成小块, 用搅拌器搅拌 5 min 成肉

糜状态, 将肉糜按 50 g 分装置铝箔袋中抽真空, 为了保证所

用的基质不会影响后续的检测, 将分装好的鱼肉按照 25 kGy

辐 照 剂 量 的 电 子 束 进 行 辐 照 灭 菌 , 灭 菌 后 按 照 GB 

4789.2—2022《食品安全国家标准 食品微生物学检验 菌

落总数测定方法测定其菌落总数》进行检测。 

1.4.2  样品制备过程 
首先把标准菌株复苏增菌后, 将配制好的菌液与冻

干保护剂 10%的海藻糖充分混匀制备成菌悬液; 为了此次

标准样品能够均匀, 先将灭完菌的鱼肉进行稀释搅拌, 依

次定量分装 2 mL 肉糜到每个西林瓶中, 再将混合均匀的

菌悬液和鱼肉按照 1:2 (V:m)的比例分装到每个西林瓶中; 
盖好橡胶塞进行冷冻干燥; 冻干结束加铝箔盖, 并贴签冷

冻保存于–18 ℃。  

由于微生物自身的特性不同, 冷冻干燥的条件可能

会对微生物的冻干存活率造成一定的影响[14–15], 经过不断

的实验摸索, 最终确定此次研制的样品中微生物冻干存活

率及稳定性较好的技术参数。具体工艺参数如表 1。 

 
表 1  工艺参数 

Table 1  Technological parameter 

干燥程序 最终温度/℃ 所需时间/h 

冷冻阶段 –56 15  

主干燥 0 40  

终末干燥 25 15  

 
1.5  样品的均匀性检验 

采用 GB 4789.10—2016《食品安全国家标准 食品微

生物学检验 金黄色葡萄球菌检验》和 SN/T 4546—2017
《商品化试剂盒检测方法 金黄色葡萄球菌 方法一》两种

方法进行检测对比。采用单因素方差分析法, 通过 F 检验

对样品的均匀性进行评估。在 95%置信概率下, 与其他因

素对测试结果的影响相比, 样品的不均匀性是可以接受

的。若 F<自由度为(f1, f2)及给定显著性水平 α (σ 采用国
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际通用的标准差 0.25)的临界值 Fα(f1, f2), 则表明样品内

和样品间无显著性差异, 样品是均匀的[12–14]。此外, 还可

采用 Sbb<0.3σ 进行均匀性检验, 若 Sbb<0.3σ (σ 采用国际

通用的标准差 0.25), 则表明样品间无显著性差异, 样品是

均匀的[16–18]。 

1.6  样品的稳定性检验 

按照 GB/T 15000.3—2023《标准样品工作导则  第

3 部分 : 标准样品  定值和均匀性与稳定性评估》的要  

求 , 对所制备的样品进行了短期稳定性 (包括运输稳定

性和短期贮存稳定性 )检验和长期稳定性 (储存稳定性 )
检验。结果通过 F 检验和 t 检验法对样品的稳定性进行

评估 [19]。 

1.7  数据处理 

按照 GB/T 15000.3—2023, 通过单因素方差分析(F 检

验法)和 t 检验法对样品的均匀性和稳定进行统计分析, 见

表 2~3。 
 

表 2  单因素方差分析表 
Table 2  One-way ANOVA table 

变异来源 SS ν MS F Sbb 

组间 2
i i

1
( )

m

i
n x x

=
−  m-1 SS 组间/ν组间 

MS 组间/MS 组内 MS MS
2
−

组间 组内
（ ）

 
内 

i
2

ij
1 1

( )
nm

i j
x x

= =
−  N-m SS 组内/ν组内 

注: 随机抽取 i 个样品(i=1,2,...,m), 每个样品重复条件下测试 j 次(j=1,2,...,n), xi 为每个样品的平均值, x 为总样品的平均值, xij 为单次测

量结果, N 为测量总次数。SS 为离均差平方和, v 为自由度, MS 为均方, Sbb 为样品间标准差。 

 
表 3  t 检验法分析表 

Table 3  t-test analysis table 

斜率|β1| 截距 β0 斜率标准差 S|β1| 截距标准差 Sβ0 t 检验 
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注: yi 和 xi 分别为第 i 个时间点的特性值和观测值, y 和 x 分别为特性值和时间观测值的均值。 

 
2  结果与分析 

2.1  标准菌株的鉴定及冻干存活率 

将制备好的样品活化, 随机挑取在 Baird-Park 培养基

上的典型菌落, 进行鉴定, 结果表明标准样品目标菌株为

金黄色葡萄球菌, 纯度为 99%。同时检测标准样品冻干前

后的活菌数, 冷冻干燥前菌悬液中金黄色葡萄球菌菌含量

为 10400 CFU/mL, 冷冻干燥后, 样品复原检测含有的金

黄色葡萄球菌菌含量为 5428 CFU/mL, 样品冻干后金黄色

葡萄球菌存活率为 52.2%。 

2.2  标准样品的失水率 

采用称重法对冷冻干燥前后标准样品进行称重, 测

定结果表明冻干后金黄色葡萄球菌标准样品的失水率平均

值为 86.78%, 标准偏差为 2.3%。结果如表 4 所示。 

2.3  标准样品均匀性和稳定性结果 

2.3.1  标准样品的均匀性检验 
此次实验共制备 500 份样品, 样品为西林瓶真空包装, 

每个西林瓶是一个样品单元, 是不可分割的整体。样品均匀 

表 4  金黄色葡萄球菌冻干前后重量变化 
Table 4  Weight changes of Staphylococcus aureus before and 

after lyophilization 

序号 
冻干前空

瓶重量/g 
冻干前

总重量/g 
冻干后总

重量/g 
失水率/%

1 19.0 23.9 19.8 83.67 

2 19.3 24.2 19.8 89.80 

3 19.5 24.2 20.1 87.23 

4 19.2 24.1 20.0 83.67 

5 19.4 24.3 19.9 89.80 

6 19.1 23.9 19.7 87.50 

7 19.3 24.2 20.1 83.67 

8 19.2 23.9 19.8 87.23 

9 19.4 24.3 20.0 87.76 

10 19.2 24 19.8 87.50 

平均值  19.26 24.1 19.9 86.78 
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性按照 GB/T 15000.3—2023 的要求进行。随机抽取 10 个样

品, 样品在检测前需进行再水化处理, 需要总计 60 mL 无菌

水再水化, 首先无菌开启西林瓶, 样品开启后, 立即加入

10 mL 无菌水进行再水化, 待溶解后, 吸出放入无菌瓶中, 
再反复用余下的无菌水清洗西林瓶内壁, 回收清洗液放入

上 述 无 菌 瓶 中 , 依 据 GB 4789.10—2016 和 SN/T 
4546—2017, 取样量为 25 mL, 由固定一人实验, 一人协

助监督完成, 在重复条件测试 2×10 份样品的金黄色葡萄

球菌计数, 测试结果分析如下表 5~8。 
通过均匀性结果方差分析表可看出, Sbb=0.022<0.3σ

和 Sbb=0.023<0.3σ(通常 σ=0.25), 证明标准样品是均匀的, 
样品间没有显著性差异, 说明该样品的均匀性满足标准样

品的要求。同时通过两种检测方法结果对比, 检测数据无

明显差异, 3M PeterifilmTM 金黄色葡萄球菌测试片产品性

能稳定, 检测结果准确, 能够满足绝大多数食品样品对金

黄色葡萄球菌的卫生检测要求[20]。故为了后续减少工作量, 
都用 SN/T 4546—2017 进行测试[20–21]。 
2.3.2  标准样品的稳定性检验 

由于所制备的样品为微生物样品, 是含有活的微生

物, 而活的微生物极易发生变化(繁殖和死亡等), 样品基 
 

表 5  金黄色葡萄球菌测定标准样品均匀性检验结果表 
(GB 4789.10—2016) 

Table 5  Homogeneity test results of reference material for the 
determination of Staphylococcus aureus (GB 4789.10—2016) 

样品序号 结果 1 
/(CFU/mL) 

结果 2 
/(CFU/mL) 

结果对数变换/(log10CFU/mL)

结果 1 结果 2 

1 5500 6200 3.740  3.792  

2 5600 5200 3.748  3.716  

3 5400 4400 3.732  3.643  

4 5500 5200 3.740  3.716  

5 6300 5700 3.799  3.756  

6 5200 5600 3.716  3.748  

7 6300 5800 3.799  3.763  

8 5800 5000 3.763  3.699  

9 5500 4800 3.740  3.681  

10 4900 4900 3.690  3.690  

 
表 6  金黄色葡萄球菌测定标准样品均匀性检验方差分析结果

(GB 4789.10—2016) 
Table 6  Analysis of variance results for homogeneity test of 
reference material for the determination of Staphylococcus  

aureus assay (GB 4789.10—2016) 

  SS 自由度 MS F 值
F 临 
界值 

置信 
概率 

Sbb 

组间 0.019647 9 0.002183 
1.81 3.02 0.95 0.022

组内 0.012056 10 0.001206 

表 7  金黄色葡萄球菌测定标准样品均匀性检验结果表 
(SN/T 4546—2017) 

Table 7  Homogeneity test results of reference material for the 
determination of Staphylococcus aureus (SN/T 4546—2017) 

样品序号
结果 1 

/(CFU/mL)
结果 2 

/(CFU/mL)

结果对数变换/(log10CFU/mL)

结果 1 结果 2 

1 5600 6000 3.748  3.778  

2 5500 5060 3.740  3.704  

3 5400 4200 3.732  3.623  

4 5600 5000 3.748  3.699  

5 6200 5500 3.792  3.740  

6 5500 6200 3.740  3.792  

7 6400 5900 3.806  3.771  

8 5800 4700 3.763  3.672  

9 5400 4900 3.732  3.690  

10 4800 4900 3.681  3.690  

 
表 8  金黄色葡萄球菌测定标准样品均匀性检验方差分析结果

(GB 4789.10—2016) 
Table 8  Analysis of variance results for homogeneity test of 
reference material for the determination of Staphylococcus  

aureus assay (GB 4789.10—2016) 

 SS 自由度 MS F 值 
F 临 
界值 

置信

概率
Sbb

组间 0.024806 9 0.002756
1.65 3.02 0.95 0.023

组内 0.016704 10 0.001670

 
体中的水分、营养物质、包装形式及温度对其都有十分重

要的影响。冷冻干燥方式制备的样品中水分含量较低; 且

样品采用西林瓶真空包装, 水分和营养物质没有太大变化, 
故本标准样品稳定性检验主要评估随着时间的推移以及不

同 温 度 条 件 下 对 标 准 样 品 的 影 响 。 按 照 GB/T 
15000.3—2023 的要求, 对所制备的样品进行了短期稳定

性(包括运输稳定性和短期贮存稳定性)检验和长期稳定性

(储存稳定性)检验。稳定性检验的样品前处理及检测方法

与均匀性检验方法相同。 
(1)短期稳定性检验 
此次实验对标准样品进行两种类型的短期稳定性检

验: 一种是置于在 4 ℃条件下, 随机取样品 9 份, 分别在第

1、30、60 d 时每天检测 3 份; 运输的稳定性是置于室温和

较高温度(模拟样品的运输条件)下的稳定性检验, 选用 3
个温度, 分别为 20、36 和 45 ℃。在 20 ℃条件下随机取样

品 9 份, 分别在第 1、7、15 d 时每天检测 3 份, 36 ℃条件

下随机取样品 9 份, 分别在第 1、5、7 d 时每天检测 3 份, 
45 ℃条件下随机取样品 9 份, 分别在第 1、3、5 d 时每天

检测 3 份。稳定性检测结果分析见下表 9~11。  
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表 9  金黄色葡萄球菌测定标准样品短期稳定性检验结果汇总表 
Table 9  Summary of short-term stability test results of reference material for the determination of Staphylococcus aureus 

日期 温度/℃ 时间/d 测试结果 1 
/(CFU/mL) 

测试结果 2 
/(CFU/mL) 

测试结果 1 对数 
/(log10CFU/mL) 

测试结果 2 对数 
/(log10CFU/mL) 

2023.3.7 4 1 

6400 5100 3.806  3.708  

6700 5400 3.826  3.732  

5600 4900 3.748  3.690  

2023.4.6 4 30 

4600 5600 3.663  3.748  

5900 6000 3.771  3.778  

6800 5500 3.833  3.740  

2023.5.6 4 60 

4500 5300 3.653  3.724  

5000 6100 3.699  3.785  

5200 4600 3.716  3.663  

2023.3.7 20 1 

5800 6200 3.763  3.792  

6200 4800 3.792  3.681  

6200 5200 3.792  3.716  

2023.3.14 20 7 

5800 6300 3.763  3.799  

5600 5700 3.748  3.756  

5800 5200 3.763  3.716  

2023.3.22 20 15 

5400 6300 3.732  3.799  

5900 5800 3.771  3.763  

6000 5400 3.778  3.732  

2023.3.7 36 1  

4900 5200 3.690  3.716  

5300 5000 3.724  3.699  

4600 5500 3.663  3.740  

2023.3.12 36 5 

4800 5400 3.681  3.732  

4700 5100 3.672  3.708  

4900 5300 3.690  3.724  

2023.3.14 36 7 

4600 5900 3.663  3.771  

5300 4800 3.724  3.681  

5000 4400 3.699  3.643  

2023.3.7 45 1  

5100 5300 3.708  3.724  

4900 5100 3.690  3.708  

4800 5200 3.681  3.716  

2023.3.10 45 3 

4900 5300 3.690  3.724  

5700 4900 3.756  3.690  

4500 4800 3.653  3.681  

2023.3.12 45 5 

4600 5000 3.663  3.699  

4800 4900 3.681  3.690  

5000 4800 3.699  3.681  

 
表 10  金黄色葡萄球菌测定标准样品短期稳定性检验方差分析结果 

Table 10  Analysis of variance results for short-term stability test of reference material for Staphylococcus aureus assay 

      SS 自由度 MS F 值 F 临界值 置信概率 Sbb 

组间 0.084120  35 0.002403  
1.43 1.75  0.95 0.019  

组内 0.060523  36 0.001681  
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表 11  金黄色葡萄球菌测定标准样品短期稳定性 t 检验分析结果 
Table 11  Staphylococcus aureus assay reference material short-term stability t-test analysis results 

温度/℃ 时间平均值 结果平均值 斜率|β1| 斜距 β0 标准差 
斜率估计值标准

偏差 
t 检验 

4 30.33 3.738 0.000767 3.715 0.0674 0.0011 0.00485 

20 7.67 3.759 0.000470 3.755 0.0011 0.0001 0.00048 

36 4.33 3.701 0.001362 3.695 0.0118 0.0118 0.00679 

45 3.00 3.696 0.004728 3.682 0.0269 0.0053 0.02277 

 
通过上述检测结果分析表可看出, F 值<F 临界值, 

Sbb=0.019<0.3σ, 同时, |β1|均小于 t 检验, 证明标准样品是

稳定的[22]。 
在短期贮存条件即 4 ℃条件下 60 d, 在模拟运输

20 ℃条件下 15 d, 36 ℃条件下 7 d 和 45 ℃条件下 5 d, 样

品中的金黄色葡萄球菌计数的结果无明显变化, 样品可以

在常温条件下运输。样品的短期稳定性符合要求。 
(2)长期稳定性检验 
此次实验制备的标准样品的保存条件为–18 ℃以下

冷冻保存。在预先设定的时间点从冷冻保存的样品中随机

抽取 3 份样品进行检测, 抽样的时间点按照先密后疏的原

则, 依次在 1、2、4、7、12 个月共 5 个时间点取样, 对样

品进行金黄色葡萄球菌的定量检测, 检测方法与均匀性检

测方法相同。金黄色葡萄球菌样品长期稳定性的检测结果

分析如下表 12~13。 

通过 t 检验法计算得 x 为 5.20, y 为 3.724, |β1|为
0.00542, β0 为 3.696, S│β0│为 0.0431, Sβ1 为 0.00358, t 检验

值为 0.00921, |β1|<t 检验值; 通过 F 检验法得, F 值<F 临界

值, Sbb=0.021<0.3σ, 证明标准样品是稳定的。该标准样品

在–18 ℃条件下保存经过 1 年的稳定性检验数据证明标准

样品的稳定较好, 故该样品有效期暂定为 1 年, 后续将继

续监测。 
 

表 12  金黄色葡萄球菌测定标准样品长期稳定性检验结果汇总表 
Table 12  Summary of long-term stability test results of reference material for Staphylococcus aureus determination 

日期 温度/℃ 时间/月 测试结果 1 
/(CFU/mL) 

测试结果 2 
/(CFU/mL) 

测试结果 1 对数 
/(log10CFU/mL) 

测试结果 2 对数 
/(log10CFU/mL) 

2023.4.6 –18 1 

5200 5000 3.716  3.699  

5800 4800 3.763  3.681  

5500 4900 3.740  3.690  

2023.5.6 –18 2 

5300 5800 3.724  3.763  

5900 6100 3.771  3.785  

5500 5700 3.740  3.756  

2023.8.6 –18 4 

6100 5500 3.785  3.740  

5700 5800 3.756  3.763  

6200 5100 3.792  3.708  

2023.11.6 –18 7 

5100 5500 3.708  3.740  

4700 5000 3.672  3.699  

4900 5300 3.690  3.724  

2024.4.6 –18 12 

4600 5000 3.663  3.699  

5300 4800 3.724  3.681  

5000 4900 3.699  3.690  

 
表 13  金黄色葡萄球菌测定标准样品长期稳定性方差分析表 

Table 13  Analysis of variance for long-term stability of reference material for Staphylococcus aureus determination 

 SS 自由度 MS F 值 F 临界值 置信概率 Sbb 

组间 0.025224  14 0.001802  
2.00 2.42  0.95 0.021  

组内 0.013509  15 0.000901  
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2.4  标准样品定值 

2.4.1  定  值 
参照 GB/T 15000.3—2023 导则的要求, 选择在单个

实验室中采用单一参考测量值程序定值。 
2.4.2  测试方法 

此 次 标 准 样 品 定 值 的 测 试 方 法 均 采 用 SN/T 
4546—2017, 即稀释、培养、计数等过程。该样品是采用

鱼肉作为基质, 能够较好地模拟实际样品基质效应对检测

过程的影响; 样品采用人工添加细菌混合冷冻干燥而成, 
溶解性特别好, 前处理过程无需使用特殊的仪器和设备, 
易于操作。 
2.4.3  定值数据统计 

此次标准样品定值结果选用 12 支样品, 分成 3 组, 每

组 4 支样品, 由 3 个不同人员完成, 每支样品重复检测 3
次, 计算结果平均值作为标准样品的定值结果。 

(1)特性值及不确定度 
按照 GB/T 15000.3—2023 的要求对数据进行统计计

算, 得到样品的特性值及其不确定度[23]。 
(2)特性值计算 
采用上述的方式计算中位值作为标准样品的定值结果, 

金黄色葡萄球菌的定值结果的特性值为 3.728 log10CFU/mL, 
相对标准偏差为 7.84%, 定值结果如下表 14。 

 
表 14  金黄色葡萄球菌标准样品定值结果 

Table 14  Determination results of reference material of 
Staphylococcus aureus  

序号 
活菌数/(CFU/mL) 

重复 1 重复 2 重复 3 平均值 

1 4500 5000 4800 4800 

2 5200 5300 5100 5200 

3 5600 5500 5500 5500 

4 6100 5900 5800 5900 

5 4900 5200 5000 5000 

6 5300 5000 5100 5100 

7 5300 5500 5200 5300 

8 6300 6200 6000 6200 

9 5800 5500 5800 5700 

10 5100 5300 5000 5100 

11 5900 5700 6000 5900 

12 5500 5300 5400 5400 

特性值
/(log10CFU/mL) 

3.728 

相对标准偏差
/% 

7.84 

(3)不确定度评估 
按照 RB/T 151—2016《食品微生物定量检测的测量

不确定度评估指南》, 通过整体法评估测量不确定度。本

方法计算扩展不确定度、合成标准不确定度、再现性标准

偏差。 
此次研制的鱼肉中金黄色葡萄球菌标准样品不确定

度包括 A 类不确定度, B 类不确定度, 标准样品间的不确

定度以及不稳定性带来的不确定度, 由这些合成标准样

品的合成不确定度(u)为 0.093 log10CFU/mL, 故扩展不确

定 度 U=ku (k=2, 置 信 概 率 为 95%), 扩展不确定度为

0.186 log10CFU/mL。 

3  讨论与结论 

针对金黄色葡萄球菌的准确测量一直备受有关专家

和学者的关注, 有关金黄色葡萄球菌的定量标准样品的研

究还不多, 参考标准样品在有效测量系统中的地位和作用

日益被人们认识和肯定, 目前标准样品作为控制分析测试

质量最有力的工具[24], 尤其现在水质受到的污染越来越严

重, 水产品的品质也更加被关注, 故研制一款以鱼肉为基

质的金黄色葡萄球菌标准样品是很有必要的[25]。 
此次研制的金黄色葡萄球菌标准样品保护剂采用的

是 10%的海藻糖浓度, 在冻干过程中起到很好的保护效果, 
同时也能更好的维持微生物的稳定性[26–31]; 基质采用的是

鱼肉, 相较于猪肉牛肉来说流动性好, 易于分装。通过多

次实验证明本次研制的鱼肉中的金黄色葡萄球菌标准样品

具有良好的均匀性和稳定性, 多次测试结果无明显差异。

后期将持续对该样品进行稳定性监测, 并进行多批制样确

定样品符合标准样品的要求, 保证检测数据的可靠有效, 
提高菌株的冻干存活率, 能够满足预期用途。 

本次研制的标准样品用新的包装方式使样品状态更

稳定, 样品检测更均匀, 减少之前一起冻干再分装造成的

污染和其他不确定因素[32]。以鱼肉为基质, 拓宽肉类产品

在标准样品上的市场, 提高检测的质量控制, 为我国的国

民经济建设和社会发展发挥了重要作用。 
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