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实验技术与方法
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摘(要!目的(比较 7:<=HKH/-_M快速霉菌酵母测试片#8$M%法和 ZF2L4,A)%.&*)+(食品安全国家标准 食品微生
物学检验 霉菌和酵母计数)测定质控样品$标准菌株及野生菌株$酸奶样品和人工污染酸奶样品中霉菌和酵母计
数的一致性!研究 7:<=HKH/-_M8$M法的特异性" 方法(选取 & 份霉菌和酵母计数质控样品$L4 株霉菌和酵母标准
菌株及野生菌株$%* 份酸奶样品和 %* 份人工污染酸奶样品!利用两种方法进行霉菌和酵母计数的测定!检测结果
通过配对资料 *检验以及对数值差值绝对值#x1/.Px%汇总分析进行统计&同时利用 7:<=HKH/-_M8$M法检测 )% 株非
霉菌和酵母菌株!考察 7:<=HKH/-_M8$M的特异性" 结果(两种方法对质控样品$标准菌株及野生菌株$酸奶样品和人
工污染酸奶样品检测结果的配对 *检验均 !G*A*%!差异无统计学意义&x1/.Px%*A%* 占比均为 )**A*c!表明两种方
法的检测结果一致性较好" 7:<=HKH/-_M 8$M法检测非霉菌和酵母菌株!结果显示没有菌落出现!表明 7:<=HKH/-_M8$M

具有良好的特异性" 结论(7:<=HKH/-_M 8$M法和 ZF2L4,A)%.&*)+ 对质控样品$标准菌株及野生菌株$酸奶样品和
人工污染酸奶样品中霉菌和酵母计数的检测结果一致性较好!且 7:<=HKH/-_M8$M具有良好的特异性"
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((在自然界中"霉菌和酵母普遍具有较强的腐
生竞争力"导致它们无所不在 ’)#’( ) 食品中霉菌和
酵母的存在会引起食品的腐败变质"使食品表面
失去色*香*味"有些霉菌能够合成霉菌毒素"引起
急*慢性中毒及致癌作用 ’2#+( "因此以霉菌和酵母
计数来估计食品被污染的程度"并作为评价食品
卫生质量的指示菌) 目前已有若干个国家制定了
某些食品中霉菌和酵母的限量标准"我国也制定
了食 品 中 霉 菌 和 酵 母 的 限 量 标 准" 且 ZF
2L4,A)%!&*)+-食品安全国家标准 食品微生物学
检验 霉菌和酵母计数. ’L(已于 &*)L 年 2 月 ), 日
正式实施)

本试验主要对 7:<=HKH/-_M快速霉菌酵母测试片
#8$M$法和 ZF2L4,A)%!&*)+ 测定酸奶中霉菌和
酵母计数进行一致性分析"并研究 7:<=HKH/-_M 8$M

的特异性)

)(材料与方法
)A)(材料
)A)A)(样品来源与质控样品

酸奶样品选取了 %* 份不同品牌或口味的酸奶
样品"均购自超市&并选取了 & 份霉菌和酵母计数质
控样品"样品标识分别为 M*%+ 和 M*%&"其满意值
范围对数值#/.P)* 5TU0-/$均为 &A++, m’A++,)
)A)A&(标准菌株及野生菌株

选取 ,’ 株标准菌株及野生菌株"其中 &, 株霉
菌包括 &L 株标准菌株*& 株野生菌株&2, 株酵母包
括 ’’ 株野生菌株*)+ 株标准菌株&)% 株非霉菌和酵
母菌株包括 )2 株标准菌株*) 株野生菌株) 具体信
息见表 ) m’)

表 )(霉菌菌株信息
_O?/:)(FO;HBH>K.=-O<H.> .K-./S ;<=OH>;

菌株编号 菌株名称 来源 菌株编号 菌株名称 来源
E555’*)+L 康宁木霉 E555O 5W552*&, 鲜绿青霉 5W55?

E555’*%L, 棒曲霉 E555 5W552*%’+ 黄曲霉 5W55
E555’+,’L 黄色镰刀菌 E555 5W552*’%+ 扩展青霉 5W55
E555’*2+, 构巢曲霉 E555 5W552*’2 岛青霉 5W55
E555’&2*, 荨麻青霉 E555 5W552*&,’ 灰黄青霉 5W55
E555’*%4% 溜曲霉 E555 5W55&2L2 杂色曲霉 5W55
E555’*2)% 米曲霉 E555 5ZM55’A2+** 雪腐镰刀菌 5ZM55B

E555’&2*, 圆弧青霉 E555 5ZM55’A2L%, 串珠镰刀菌 5ZM55
E555’*%44 哈茨木霉 E555 5ZM55’A2%,4 禾谷镰刀菌 5ZM55
E555’*2L) 赭曲霉 E555 5ZM55’A%4’% 烟曲霉 5ZM55
E555’+)*& 尖孢镰刀菌 E555 E_55,+2’ 黄曲霉 E_55S

E555’4**L 木贼镰刀菌 E555 E_55)+444 黑曲霉 E_55
E555’L)), 茄病镰刀菌 E555 _) 未鉴定 酸奶样品
E555’*%’+ 棘孢木霉 E555 _& 未鉴定 酸奶样品
E555’L2*& 拟枝孢镰刀菌 E555

注%O表示中国农业微生物菌种保藏管理中心&? 表示中国工业微生物菌种保藏管理中心&B表示中国普通微生物菌种保藏管理中心&S 表示美
国菌种保藏中心

)A)A’(主要仪器与试剂
混匀仪*电子分析天平*恒温生化培养箱)

7:<=HKH/-_M 8$M#’ M中国有限公司$*孟加拉红培
养基#北京陆桥技术有限公司$)
)A&(方法
)A&A)(样品的制备

质控样品%按照质控样品使用说明进行"准备
2* -/无菌稀释液"无菌操作开启西林瓶"样品开启
后"立即加入 2 -/稀释液进行再水化"待溶解后"吸
出放入无菌瓶中"再用余下的无菌稀释液清洗西林瓶
内壁"此 2* -/溶液即是特性量值范围的质控样品)

质控样品的检测在四个时间点分别由两名检测人员
单独完成"时间点间隔 ) 周"每次检测做 % 次重复)

标准菌株及野生菌株%用接种针挑取一定量的
标准菌株及野生菌株于稀释液中"充分混匀"配制

成一定浓度的菌悬液"此菌悬液即是待测标准菌株
及野生菌株原液)

酸奶样品%称取 &% P酸奶样品放入盛有 &% -/

稀释液的无菌三角烧瓶内"涡旋混匀 & -H>"制成
)l&的样品匀液&称取 &* P酸奶样品放入盛有 4* -/

稀释液的无菌三角烧瓶内"涡旋混匀 & -H>"制成
)l%的样品匀液&称取 &% P酸奶样品放入盛有
&&% -/稀释液的无菌三角烧瓶内"涡旋混匀 & -H>"

制成 )l)* 的样品匀液) 以此来考察酸奶样品经不
同浓度稀释后的检测结果)

人工污染酸奶样品%在 )l)* 稀释梯度的样品匀
液中添加 2* -/质控样品菌悬液"涡旋混匀 & -H>"

制成人工污染样品)
)A&A&(霉菌和酵母计数

按照 7:<=HKH/-_M8$M法的操作步骤"&4 f培
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((( 表 &(酵母菌株信息
_O?/:&(FO;HBH>K.=-O<H.> .KC:O;<;<=OH>;

菌株编号 菌株名称 来源 菌株编号 菌株名称 来源
7J6)4 库德毕赤酵母 葡萄酒酿造环境 !T&2 扣囊复膜酵母 白酒酒曲
7J6, 库德毕赤酵母 葡萄酒酿造环境 !T2) 扣囊复膜酵母 白酒酒曲
7J6)+ 库德毕赤酵母 葡萄酒酿造环境 !T’4 扣囊复膜酵母 白酒酒曲
7J64 库德毕赤酵母 葡萄酒酿造环境 !T&, 扣囊复膜酵母 白酒酒曲
7J6)2 库德毕赤酵母 葡萄酒酿造环境 T5)’&42 啤酒酵母 样品
7JE+ 异常毕赤酵母 白酒酒曲 T5)’’4% 布拉氏酵母 样品
7JE4 异常毕赤酵母 白酒酒曲 M) 浅白隐球酵母 样品
$TL 浅白隐球酵母 环境 M& 粘质红酵母 样品
$T)& 库德毕赤酵母 葡萄酒 E_55)**) 酿酒酵母 E_55
$T)4 浅黄隐球酵母 环境 E_55)*&’) 白色念珠菌 E_55
$T), 克鲁维毕赤酵母 葡萄酒酿造环境 E_55)&%L 近平滑假丝酵母 E_55
$T&4 季也蒙毕赤酵母 葡萄酒酿造环境 E_55)’)+ 热带假丝酵母 E_55
$T22 拜耳接合酵母 葡萄酒酿造环境 E_55)2%L 解脂假丝酵母 E_55
$F) 隐球酵母 环境 E_55)L’+ 杰丁毕赤酵母 E_55
$F+ 马克斯克鲁维酵母 白酒酒曲 E_55)L+L 产朊假丝酵母 E_55
$FL 美极梅奇酵母 葡萄酒酿造环境 E_55)L42 中间假丝酵母 E_55
$F, 海洋嗜杀酵母 白酒酒曲 E_55),*2 涎沫假丝酵母 E_55
$F)+ 粟酒裂殖酵母 葡萄酒酿造环境 E_55),%* 博伊丁假丝酵母 E_55
$!, 酿酒酵母 葡萄酒酿造环境 E_55),+& 麦芽糖假丝酵母 E_55
$!’, 酿酒酵母 葡萄酒酿造环境 E_55,*4* 酿酒酵母 E_55
$!’& 酿酒酵母 葡萄酒酿造环境 E_55,L+’ 酿酒酵母 E_55
$!)L 酿酒酵母 葡萄酒酿造环境 5W55),2+ 酿酒酵母 5W55
$!’) 酿酒酵母 葡萄酒酿造环境 5M55,4**) 白色念珠菌 5M55:

!5 酿酒酵母 葡萄酒酿造环境 5M55,4**L 啤酒酵母 5M55
!T&) 扣囊复膜酵母 白酒酒曲

注%:表示中国医学细菌保藏管理中心

表 ’(非霉菌和酵母菌菌株信息
_O?/:’(FO;HBH>K.=-O<H.> .K>.>#-./S#C:O;<;<=OH>;

标准菌株号 标准菌株名称 来源 标准菌株号 标准菌株名称 来源
E_55)’*2L 阴沟肠杆菌 E_55 E_55+,’, 马红球菌 E_55
E_55)’*L+ 肠炎沙门菌 E_55 E_554*,* 弗氏柠檬酸杆菌 E_55
E_55)’44’ 肺炎克雷伯菌 E_55 E_554L’, 大肠埃希菌 E_55
E_55)L4*& 副溶血性弧菌 E_55 E_55,*&L 铜绿假单胞菌 E_55
E_55),))2 单核细胞增生李斯特菌 E_55 E_55,&,* 宋内志贺菌 E_55
E_55&,&)& 粪肠球菌 E_55 5M55&’**4 产气肠杆菌 5M55
E_55%)’&, 阪崎克罗诺杆菌 E_55 bM2&’ 蜡样芽胞杆菌 大连医科大学
E_55+%’4 金黄色葡萄球菌 E_55

养 24 3’4( ) 按照 ZF2L4,A)%!&*)+ 中的平板计数
法操作步骤"&4 f培养 % S)
)A&A’(特异性试验

将稀释后的非霉菌和酵母菌株样品滴种到
7:<=HKH/-_M 8$M 上"观察菌株的生长情况"进行
7:<=HKH/-_M 8$M的特异性试验)
)A’(统计学分析

采用 & 种统计方式%配对资料 *检验以及x1/.Px
汇总分析) 统计分析之前"检测结果进行对数值转
换) 通过配对资料 *检验来评价两种方法检测结果
之间差异是否有统计学意义&通过对x1/.Px的分析"
采用国际通用的经验值 *A&%"分别计数 x1/.Px%
*A&%**A&% @x1/.Px@*A%**x1/.Px"*A%* 的结果个
数占所有结果个数的百分比"评价两种方法检测结
果的一致性)

&(结果
&A)(质控样品检测结果

两种方法对质控样品的检测在四个时间点分
别由甲*乙两名检测人员单独完成"时间点间隔
) 周"每次检测做 % 次重复) 质控样品的霉菌和酵
母计数检测结果均在质控样品满意值范围之内&配
对 *检验 *h)AL%* ’"!h*A*4L ,&x1/.Px值均 @
*A&%"x1/.Px%*A%* 占比为 )**A*c#2*02*$)
&A&(标准菌株及野生菌株检测结果

两种方法检测 L4 株霉菌和酵母标准菌株及野
生菌株"霉菌和酵母计数检测结果的配对 *检验 *h
)A%2) ,"!h*A)&L &&x1/.Px%*A&% 占比为 ,’A+c
# L’0L4 $" *A&% @x1/.Px@*A%* 占 比 为 +A2c
#%0L4$"x1/.Px%*A%* 占比为 )**A*c#L40L4$)
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&A’(非霉菌和酵母菌株检测结果
7:<=HKH/-_M 8$M法检测 )% 株非霉菌和酵母菌

株"结果显示没有菌落出现)
&A2(酸奶样品检测结果

两种方法检测 %* 份酸奶样品")l&*)l%*)l)*
稀释梯度酸奶样品的霉菌和酵母计数检测结果分
别小于 &*%*)* 5TU0P"x1/.Px值均 @*A&%"x1/.Px%
*A%* 占比均为 )**A*c#%*0%*$)
&A%(人工污染酸奶样品检测结果

两种方法检测 %* 份人工污染酸奶样品"检测结
果的配对 *检验 *h*A4)% 2"!h*A2)4 4&x1/.Px值
均 @*A&%"x1/.Px%*A%* 占比为 )**A*c#%*0%*$)

’(讨论
配对资料 *检验适用于同一样本接受不同处

理后的比较"可以尽可能消除其他干扰因素的影
响"仅体现处理因素的作用"用来观测样本在处理
前后的平均值差异是否有统计学意义 ’,( "但进行
配对 *检验时"需要考虑接受不同处理后的两个总
体是否正态分布"这两个总体方差是否已知及相
关系数是否已知) x1/.Px汇总分析可以发现每个
样本用两种方法检测的差异大小"同时要求对同
一个样本多次检测取平均值进行判断 ’)*( ) 本次结
果统计采用了两种统计方式"可以判断两种方法
检测结果的差异是否有统计学意义以及两种方法
的一致性)

7:<=HKH/-_M 8$M 法 与 ZF 2L4,A)%!&*)+ 对
& 份质控样品进行检测"检测结果均在质控样品满
意值范围内&检测结果的配对 *检验 !G*A*%"差异
无统计学意义&x1/.Px的汇总分析"说明两种方法对
质控样品的检测结果一致性较好) 质控样品的检
测在不同时间点由不同检测人员单独完成"表明
7:<=HKH/-_M8$M法对质控样品的检测具有良好的重
复性和再现性)

两种方法对 L4 株霉菌和酵母标准菌株及野生
菌株*%* 份酸奶样品*%* 份人工污染酸奶样品检测
结果的配对 *检验均 !G*A*%"差异无统计学意义&
x1/.Px的汇总分析均表明两种方法对霉菌和酵母标
准菌株及野生菌株*酸奶样品*人工污染酸奶样品
的检测结果一致性较好)

7:<=HKH/-_M8$M法检测 )% 株非霉菌和酵母菌
株"结果显示没有菌落出现"说明 7:<=HKH/-_M 8$M法

具有良好的特异性)
综上"在检测质控样品*标准菌株及野生菌株*

酸奶样品和人工污染酸奶样品时"7:<=HKH/-_M 8$M
法与 ZF2L4,A)%!&*)+ 检测结果的一致性较好"并
且 7:<=HKH/-_M 8$M 具有良 好 的特异 性) 与 ZF
2L4,A)%!&*)+ 比较"7:<=HKH/-_M 8$M法培养时间为
24 3"检测周期缩短"提高了检测效率"霉菌和酵母
菌落在 7:<=HKH/-_M 8$M上呈不同形态"容易判断观
察和直接计数"也易与检验液中不溶杂质颗粒区
分"计数清晰) 7:<=HKH/-_M 8$M法可满足质控样品*
标准菌株及野生菌株*酸奶样品和人工污染酸奶样
品中霉菌和酵母计数的快速检测需求)
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