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实验室菌落计数精密度控制的研究
———Ⅰ影响精密度的因素

程苏云 　任锦玉 　童 　哲 　汪 　炜

(浙江省疾病预防控制中心 ,浙江 　杭州 　310009)

摘 　要 :为提高食品中菌落总数测定的准确性 ,采用 7 组实验人员对含菌量在一定范围内的标本同

时检测 ;不同实验人员对同一批平皿菌落数进行计数比对 ,实验者对同一份标本进行重复加样检

验 ,以统计学方法对实验数据进行分析。通过多个实验表明 ,试样的均衡性、读数误差控制范围的

正确确定以及样本菌量的正确估计 ,都是影响实验室菌落计数精密度控制的因素。提示今后应针

对这些影响因素 ,研究有效的控制方法。
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　　在食品卫生微生物检验中 ,菌落总数测定是一

项常规的微生物检验项目。从我国的食品卫生标准

看 ,绝大多数食品都制定了菌落总数的限量要求 ,而

菌落总数测定这一实验的准确性 ,受多个因素的影

响 ,只有通过对影响因素的分析控制 ,才能保证食品

中菌落总数检测的准确性和客观性。

1 　方法与材料

111 　方法

检验人员对相同含菌量的标本进行菌落总数测

定 ,标本前处理方法 　取含菌圆片滤纸一张 ,置 10

mL 灭菌生理盐水中 ,充分溶解 ,使纤维呈均匀絮状 ,

吸取该溶液 1 mL 到 9 mL 灭菌生理盐水中 ,制成

1∶10稀释液 ,依次类推 ,直至 10 - 5 、10 - 6 稀释。分别

取 10
- 5 、10

- 6稀释液进行菌落总数测定 ,方法按 GB

478912 —94 方法[1 ]进行。

对同一平皿菌落数计数比对方法 　取菌落数

30～300 个平皿 7 块 ,分别计数 ,第一次计数后 ,去掉

计数标记 ,将平皿置冰箱保存。第二天对平皿重新

计数 ,分别计算两次计数的平均值。

同标本菌落计数及重复性检验方法 　大肠杆菌

肉汤培养物 (37 ℃24 h 培养物) ,乳酸菌制品 (乳酸

菌的含量为 1 ×108 CFUΠg) ,保健食品 (胶囊剂型) ,

副溶血性弧菌培养物 (37 ℃24 h 培养物) 。以上 4

类标本 ,根据不同标本含菌量的估计 ,选择不同的稀

释度作为计数用稀释度。大肠菌为 10
- 9

;乳酸菌为

10
- 7

;保健食品为 10
- 1

;副溶血性弧菌 10
- 8 。菌落计

数选用的培养基 ,除了乳酸菌用特定的培养基 (改良

TJA 培养基) [2 ] 外 ,其它均用普通营养琼脂培养基。

每一类标本同一稀释度分别吸 1 mL ,注入灭菌平皿

中 ,各类标本重复 14 次 ,然后倾注相应的培养基 ,经

培养后做菌落计数。

112 　材料

含菌滤纸圆片由本中心消杀实验室提供。

实验用的培养基按 GB 4789 及 GBΠT 16347 标准

配方进行配制。

测试标本来源 　大肠杆菌为 ATCC25922 菌株 ;

乳酸菌制品及保健食品为送检胶囊产品 ;副溶血性

弧菌为本实验室保存的菌株。

2 　结果

211 　7 组实验人员对相同含量的菌片检测结果见

表 1。

表 1 　7 组人员菌落计数结果 CFU

实验者编号 计数结果 Xn 与均数误差 与均数误差率 %

A 11885 ×106 2116 ×105 12194

B 11890 ×106 2121 ×105 13124

C 11540 ×106 1129 ×105 7170

D 11465 ×106 1104 ×105 6123

E 11622 ×106 2104 ×105 12122

F 11570 ×106 9190 ×104 5193

G 11770 ×106 1101 ×105 6105

注 :7 组检测数据的平均数为 :每张 �x = 11677 ×106CFU ,误差率 =

xn - �x
�x ×100 % ;均数的标准差为 : s = 11754 ×105 。
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依据统计学原理 ,正态分布下 95 %的可信区间为每

张 2101 ×10
6～1133 ×10

6
CFU ( �x ±1196 s) ,所检测

的 7 组数据全在这一范围 ;如果按 �x ±1 s ,可信区间

为每张 11844 ×10
6～114936 ×10

6
CFU ,所检测的数

据中有 3 组不在这一范围。如果按实验者间误差不

大于 10 %的要求 ,实验结果中也有 3 组数据大于

10 %。

212 　实验人员对相同平皿菌落数的二次读数结果

分别计算平均数和标准偏差 ,见表 2。A、B、C 三位

实验人员在重复两次菌落计数后 ,按北欧标准[3 ] 标

准偏差小于 717 %控制要求 ,从表 2 可以看出 ,实验

者 A、B、C各有两组数据 s 值大于 717 %。

表 2 　不同实验人员的菌落读数偏差比较

编号
A B C

a1 b1 x1 s1 a2 b2 x2 s2 a3 b3 x3 s3

1 173 198 18515 1314 186 204 19510 912 183 172 17715 612

2 172 206 18910 1719 218 181 19910 1815 177 192 18415 811

3 150 158 15410 512 162 166 16410 214 160 168 16410 418

4 161 152 15615 518 164 152 15810 716 167 150 15815 1017

5 162 163 16215 016 173 174 17315 016 166 169 16710 118

6 152 162 15710 614 157 163 16010 318 157 162 15915 219

7 172 181 17615 511 177 179 17810 111 173 181 17715 415

表中 a、b 分别表示两次计数结果 ; x 表示两次

计数的平均数 ; s 表示两次计数的标准偏差 ,其计算

方法为 : �x =
a + b

2
; s =

a - b
x

×100 %。

213 　不同实验人员对相同平皿菌落计数 ,其数据的

离散度、误差范围见表 3

表 3 　A、B、C三位实验人员计数误差范围估算

平皿编号 �x s
s
�x ×100 % �x ±1812 %

1 186100 11184 6136 152152～219148

2 191100 16139 8158 156162～225138

3 160167 5185 3164 131175～189159

4 157160 6160 4181 129137～187173

5 167183 4160 2174 137128～198138

6 158183 3189 2145 129193～187173

7 177117 3153 2101 144193～209141

注 :表示 �x 表示 A、B、C三位实验人员对统一编号的平皿菌落数 ,计

数数据的平均数 ; s 为计数数据的标准差 ; �x ±1812 %为误差范

围。

不同实验人员对同号平皿菌落计数 ,按 �x ±

18 %的范围估算 ,所有实验数据均在这一范围 ,7 组

数据的离散程度均小于 10 %。

214 　4 种不同标本各取一稀释度的一定量 ,分别 14

次加入 14 个平皿 ,观察各不同标本的离散度 ,结果

见表 4。

表 4 中的数据表明 ,除了副溶血性弧菌的计数

数据皿间误差及离散度较大外 ,其它 3 种标本的菌

落计数离散度分别为 8195 %、11121 %、8195 %。

表 4 　4 种不同标本均数离散度比较

标本名称 次数 �x s
s
�x ×100 %

大肠菌培养物(液体) 14 50135 4151 8195

乳酸菌制品 (粉剂) 14 82164 9162 11121

保健食品 (胶囊) 14 125114 11121 8195

副溶血性弧菌培养
物 (液体) 14 4164 1161 34169

3 　讨论

311 　食品微生物检验中的菌落总数测定 ,是一个定

量指标 ,这一指标的准确测定 ,受多种因素的影响。

要使检测值控制在 �x ±1196 s 这一范围 ,需要对影响

实验室菌落计数精密度的因素进行分析。首先标本

前处理是否均匀 ,本次质控选用经细菌定量的滤纸

片进行检测 ,由于滤纸纤维在稀释液中 ,难以呈悬液

分布 ,每个实验人员在加样时差别就比较大。按常

规的细菌计数要求 ,
[5 ] 实验者之间的计数误差不超

过±10 %的范围 ,在本次研究中 ,7 组数据中有 3 组

超过 10 %以上 ,可见被检试样是否制成均匀的稀释

悬液将直接影响菌落计数的精密度。采用何种标本

作为控制实验室菌落计数的标准品 ,是一个值得探

讨的问题。设想采用明胶圆片[6 ]法。可以改善菌悬

液的均匀性 ,这有待于进一步实验。从另一角度来

看 ,菌落计数的精密度控制不超过 10 %的要求 ,在

实际工作中还是有一定的难度。从检验试样的复杂

性及受影响因素的多样性考虑 ,菌落计数精密度控

制在 �x ±1196 s 的范围比较合适。在理化检验精密

度控制[4 ]中 ,通过绘制质量控制图获得较好的精密

度控制。我们认为菌落总数测定的实验室质量控制

可以参照这一方法。

312 　菌落计数的读数误差是影响实验室菌落计数

精密度的另一因素。读数误差有实验者自身读数的

误差和实验者之间的读数误差。按西欧的标准相对

误差率不超过 717 % ,而 A、B、C 三位实验人员均有

两组数据相对误差率超过 , 其合格率偏低 , 有

28157 %数据误差率偏高。在表 3 可以看出 ,实验者

之间的读数误差均控制在 �x ±18 %的范围。这一标

准是否真正适用我们的实验 ,需要更多的数据来证
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实。

313 　从不同类的标本菌落计数看 ,选择合适的稀释

度进行菌落计数 ,也是影响菌落计数精密度的因素

之一。从表 4 结果可以看出 ,由于对副溶血性弧菌

培养液菌液浓度估计不准确 ,选择计数所用的稀释

度偏高 ,造成计数时平皿菌落数偏少 ,这样所得菌落

计数结果均数离散率明显大于大肠菌培养液均数离

散率。目前在我国的某些食品的卫生标准中 ,细菌

或霉菌指标较低。如保健食品[7 ]霉菌和酵母菌指标

为 25 CFUΠmL (g) ,这一指标对于固体试样来说 ,在

试样经 10 倍稀释的计数平皿上 ,平均菌落数不能超

过 215 个 ,而实际上较少的菌落数可能造成菌落计

数的精密度下降 ,使检验数据的客观性受到影响。

综上所述 ,对于实验室菌落计数精密度的控制

是多方面的 ,有主观因素和客观因素 ,如何对这些因

素进行有效控制 ,有待进一步研究。
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卫生部关于食品添加剂使用问题的复函
卫法监函[2001 ]109 号

海南省卫生厅 :

你厅《关于食品添加剂使用情况问题的请示》收悉。经研究 ,函复如下 :

一、根据《食品添加剂使用卫生标准》( GB 2760 —1996) ,亚硫酸盐的使用范围不包括面条、面饼等产品以

及生产该类产品所使用的主要原料面粉。

对检出亚硫酸盐的面条、面饼等产品应当禁止生产经营 ,同时依据《食品卫生法》第四十二条的规定予

以处罚。

二、《食品添加剂使用卫生标准》( GB 2760 —1996)中 ,其备注栏中的“其他品种”系指使用范围内的品种。

此复。

中华人民共和国卫生部

二 ○○一年七月二十日
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