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2110 　试样分析和加标回收率

随机采样抽取超市中的各类食品进行分析 ,同

时试样加标做回收率试验 ,结果见表 4。每种试样

重复测定 4 次 ,相对标准偏差 ( RSD ) 为 015 %～

312 %。

表 4 　试样分析和回收率 mgΠkg

样品 加标量 A 值 B 值 A - B 值
回收率

%

啤酒 0 718 011 717

510 ,2010 1310 ,2918 011 1219 ,2917 10210 ,11010

绵白糖 0 710 012 618

510 ,1010 1212 ,1713 011 1211 ,1712 10610 ,10410

淀粉 0 10017 010 10017

2010 ,8010 12118 ,18210 010 12118 ,18210 10515 ,10116

辣椒粉 0 1610 1518 012

810 ,2010 2510 ,3811 1611 819 ,2210 10818 ,11010

粉丝 0 30310 010 30310

20010 ,80010 50115 ,109010 010 50115 ,109010 9913 ,9813

腐竹 0 015 015 0

410 ,1010 413 ,1010 016 317 ,914 9215 ,9410

黄花菜 0 1414 1416 0

510 ,2010 1916 ,3310 1510 416 ,1810 9210 ,9010

竹笋罐头 0 117 010 117

210 ,810 318 ,1013 010 318 ,1013 10510 ,10715

甜杏脯 0 102715 010 102715

10010 ,40010 112313 ,142610 010 112313 ,142610 9518 ,9916

鱿鱼片 0 112 010 112

210 ,810 311 ,910 010 311 ,910 9510 ,9715

2111 　与国标法比较

本法与国标法 ( GBΠT 5009134)比较结果见表 5。

由表 5 可见 ,对于颜色较浅的食品 (银耳、粉丝、淀

粉、白糖等) ,本法测定值与国标法相一致。枸杞虽

然颜色较深 ,但由于 SO2 含量很高 ,测定时经过若干

　　　　　　

倍的稀释 ,背景的干扰很小 ,因此 ,测定值与国标法

也较一致。相反 ,其它样品因颜色较深或 SO2 含量

较低 ,干扰相应较大 ,与本法比较 ,国标法测定值明

显偏高 ,甚至有些样品 (啤酒、酸梅、黄花菜、枸杞、糖

果等)本来不含 SO2 也测出较高的值。而本法由于

采用了 A - B 值 ,测定结果较为可靠。

表 5 　与国标法比较结果 mgΠkg

样品 本法 国标法

枸杞 294010 298010

银耳 69013 69011

粉丝 30310 30416

淀粉 10017 10016

绵白糖 618 711

红葡萄酒 5317 5611

干红葡萄酒 910 1114

啤酒 1 016 018

啤酒 2 < 012 013

酸梅 < 012 312

黄花菜 < 012 312

枸杞 < 012 910

糖果 (红) 3010 3118

糖果 (绿) < 012 117
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实验室菌落计数精密度控制研究 - Ⅱ方法研究

程苏云 　梅玲玲 　任锦玉

(浙江省疾病预防控制中心 ,浙江 　杭州 　310009)

摘　要 :为使室间及室内检测数据的准确度及精密度控制控制在一定的范围 ,保证相关的卫生微

生物实验室出具准确的检测数据 ,选用明胶菌片作为菌落计数室间及室内质控比对品。随机抽取

明胶菌片和滤纸菌片各 10 片进行计数检测 ;取同一批号的明胶菌片发放给不同实验室进行室间比

对 ;明胶菌片分别经 1 个月、3 个月及 6 个月保存后进行稳定性计数测定。结果显示同一批次明胶

菌片和滤纸菌片的相对标准偏差 ( RSD) 分别为 11 %和 2213 % ,表明明胶菌片的精密度高于滤纸菌

片 ;75 个实验室室间明胶菌片计数结果 95 %的可信区间为 5151 ×107 ～8103 ×107 CFUΠ片 ,有

96183 %的单位在此范围中 ;明胶菌片 4 ℃冰箱保存 1、3、6 个月的检测结果的均数误差差异无显著
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性。采用明胶菌片作为菌落计数质控比对品 ,在精密度、准确度及可操作性方面都能达到相应的

要求。

关键词 :集落计数 ,微生物 ;质量控制 ;实验室

Study of accuracy of aerobic colony counting in laboratory - Ⅱmethodology
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Abstract : To control the accuracy of examination data in certain scope and ensure the related hygienic micro2
biological laboratory issues the accurate data , gelatin piece of bacteria was adopted as the contrast for quality

control . The colony count of such gelatin pieces and filter paper pieces selected randomly were tested and their

mean values of relative standard deviation ( RSD) indicated that gelatin piece of bacteria provided more accu2
rate result than the latter. Meanwhile , such wafers in one room and in different rooms and kept for different

days were counted respectively , the results revealed that there were no remarkable difference among them. The

results show that the gelatin piece of bacteria is appropriate for colony counting as contrast .
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　　菌落计数是微生物检验的一个重要的定量常规

检测项目 ,对该项目进行质量控制 ,可有效地保证检

验结果准确、可靠。而采用相对稳定、均衡性好的比

对品 ,又是菌落计数精密度控制的一个重要内容。

为选择适合菌落总数室内室间质量控制的比对品 ,

进行了以下工作。

1 　材料与方法

111 　材料　ZXZ - 015 型旋片式真空泵 浙江黄岩医

疗器械厂 ,10 %明胶等试剂 本实验室配制 ,滤纸菌

片由本中心消杀实验室提供。

枯草芽孢杆菌 (ATCC 9372) 芽孢液[1 ] 　由本实

验室自制 , 芽孢浓度为 710 ×10
9

CFUΠml。

明胶菌片的制备[2 ] 　将含 10 %明胶的生理盐

水分装于小试管内 ,每管 2 ml ,经高压灭菌冷却至

40 ℃～50 ℃, 充分混匀接种枯草芽孢杆菌芽孢液

(012 ml)后 , 滴加于置平皿中的石蜡滤纸片上 ,每滴

100μl。将平皿移至干燥皿中 ,室温下抽真空 ,经干

燥后取出 ,置无菌试管内密封 4 ℃冰箱保存。

112 　方法

菌落计数 　取明胶菌片 1 片 ,置 10 ml 灭菌生

理盐水中 ,37 ℃10 min ,充分溶解后 ,作为 10 - 1稀释

液。然后依次按 1∶100 稀释 ,直至 10
- 7 。分别取

10
- 5 、10

- 6 、10
- 7 稀释液进行菌落总数测定 ,方法按

GB 478912 —1994
[3 ] 进行。滤纸菌片菌落计数方法

同明胶菌片。

室间质控方法 　由本室组织统一发放明胶菌

片 ,按规定的保存方法及操作方法进行菌片计数。

2 　结果

211 　2 种菌片相对标准偏差比较 　由同一人分别

随机抽取 10 片明胶菌片、10 片滤纸菌片进行菌落

计数 ,结果如表 1、2 所示。

表 1 　10 片明胶菌片菌落计数结果 CFUΠ片

编号 计数结果 均数偏差值 RSD %

1 513 ×107 1130 ×107 19100

2 514 ×107 1120 ×107 18100

3 612 ×107 0142 ×107 6100

4 616 ×107 0100 0100

5 616 ×107 0100 0100

6 617 ×107 0108 ×107 1100

7 617 ×107 0108 ×107 1100

8 711 ×107 0148 ×107 7100

9 713 ×107 0168 ×107 9100

10 718 ×107 1120 ×107 18100

表 2 　10 片滤纸菌片菌落计数结果 CFUΠ片

编号 计数结果 均数偏差值 RSD %

1 119 ×106 0130 ×106 18125

2 119 ×106 0130 ×106 18112

3 115 ×106 0110 ×106 6100

4 115 ×106 0110 ×106 6100

5 116 ×106 0100 0100

6 111 ×106 0150 ×106 31100

7 116 ×106 0100 0100

8 915 ×105 0165 ×106 40100

9 118 ×106 0120 ×106 12100

10 212 ×106 0160 ×106 37100

　　由表 1 可见 ,10 片明胶菌片菌落总数最少为

513 ×10
7

CFUΠ片 ,最多为 718 ×10
7

CFUΠ片 , RSD 最

大为 19100 %。从表 2 显示 10 片滤纸菌片菌落总数
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最少为 915 ×10
5

CFU Π片 ,最多为 212 ×10
6

CFUΠ片。

RSD 最大为 40100 %。

滤纸菌片与明胶菌片两者比较 　从表 3 可以看

出 ,明胶菌片平均 6162 ×10
7

CFUΠ片 ,95 %可信区间

为 5190 ×10
7 ～7134 ×10

7
CFUΠ片 , RSD = 11182 %。

滤纸菌片平均为 116 ×10
6

CFU 片 ,95 %可信区间为

1124 ×10
6～1196 ×10

6
CFUΠ片 , RSD = 2213 %。

表 3 　明胶菌片与滤纸菌片菌落计数比较

统计指数 明胶菌片 滤纸菌片

平均值 �x 6162 ×107 1160 ×106

平均偏差 �d 0155 ×107 0127 ×106

标准差 s 0172 ×107 0136 ×106

相对标准偏差 RSD 11182 % 2213 %

95 %可信区间
5190 ×107～
7134 ×107 CFUΠ片

1124 ×106～
1196 ×106 CFUΠ片

212 　明胶菌片的稳定性 　分别于 1、3、6 三个月份

随机抽取 5 片明胶菌片进行菌落总数计算 ,3 次检

测结果差异无显著性 ( P > 0105) ,所有明胶菌片的

菌落总数均在 95 %可信区内 (表 4)

表 4 　明胶菌片保存时间观察结果 CFUΠ片

保存时间 计数最高值 计数最低值 平均

1 个月 715 ×107 519 ×107 615 ×107

3 个月 712 ×107 419 ×107 519 ×107

6 个月 617 ×107 610 ×107 612 ×107

213 　现场考核验证结果

为观察明胶菌片是否适用于卫生微生物检验质

控 ,结合年度全省卫生检验质量考核工作 ,将明胶菌

片分发至 75 家疾病预防控制中心和卫生防疫站进

行现场考核验证。从返回的 75 份检测报告结果可

见 (图 1) ,菌落计数平均为 6192 ×10
7

CFUΠ片 ;标准

差为 712 ×10
6

CFUΠ片。69 家单位检测结果在 95 %

可信区间内 ,合格率达 96183 %。一单位的检验结

果偏离均数较远。

图 1 　75 个实验室明胶菌片计数结果

3 　讨论与分析

　　为保证菌落计数结果准确性 ,在实验室常用一

定菌含量的标本进行比对试验 ,以控制检验质量。

由于微生物含量测定不同于常规的理化含量测定 ,

标本中细菌在一定环境下呈动态变化 ,且具有聚集

　　　

性。在制作微生物定量检测质控标本时 ,如何在一

定的标本量中保证菌含量的相对均匀及稳定 ,目前

各实验室采用的方法各不相同。一般多采用菌培养

液、滤纸或无纺布制备质控标本。采用菌培养液肉

汤 ,虽然其菌含量的均匀性较好 ,但是每次质控必须

事先接种肉汤 (一般为 18～24 h) ,经培养后用于质

控检测 ,但在操作的时间上必须保证同时性。滤纸

存在对细菌吸附效果不均匀 ,[4 ]菌不易洗下 ,滤纸纤

维在液体中难以均匀吸取等缺点 ,造成批内差异大 ,

难以客观评价检测结果。本文以明胶作为基质 ,制

备时 ,由于在 40 ℃～50 ℃条件下 ,明胶溶液呈液体

状 ,细菌易混合均匀 , 抽干的菌片在 37 ℃水浴中 ,可

在 10 min 内完全溶解 ,便于实验人员操作 ,同时由

于操作时间的缩短 ,可相对控制菌含量的变化。与

滤纸菌片相比有比较明显的可操作性。

随机抽取的 10 片明胶菌片的检测结果也证明

了同一批号不同菌片间的 RSD 较小 (11 %) ,而滤

纸菌片批内差异明显高于明胶菌片 , RSD 值为

2213 %。按菌片间误差不大于 10 %计算 ,本次质控

明胶菌片有 7 组符合要求 ,滤纸菌片只有 4 组 RSD

在 10 %以内。从明胶菌片的实际应用来看 ,在统一

检测方法的基础上 ,75 家单位的室间比对检测结果

96183 %在 95 %可信范围内。表明该方法可避免由

于细菌在不同载体上分布不均 ,[5 ] 导致误差较大及

影响实际应用的问题。

另外 ,从实验结果看 ,明胶菌片 4 ℃冰箱保存 6

个月 ,菌片的含菌量变化差异无显著性。表明明胶

菌片的稳定性也较好 ,用明胶菌片保存及操作都简

便 ,易于控制。

明胶菌片是一种卫生微生物定量检测、室间及

室内菌落计数质量控制的良好载体 ,利用明胶菌片

可绘制实验室卫生微生物定量检测质量控制图。
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