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摘 要：目的　研制一种模拟消毒餐具采样涂抹过程的含菌棉拭子，应用于消毒餐饮具中大肠菌群检测能力验证。

方法　阳性样品中含有目标菌和干扰菌，阴性样品仅含有干扰菌。随机抽取阴性、阳性样本各 10 瓶，按照 GB 14934—
2016 附录 B（发酵法）进行均匀性检验，将样品分别置于-20 ℃、4 ℃下贮藏 120 d，在 25 ℃、36 ℃和 42 ℃下贮藏 20~
60 d 监测其稳定性，检测结果应与指定值一致。发放 3 份样品，实验室最少收到 1 份阳性样品，其余随机发放。为

防止数据串通，样本随机编号并缩短结果上报时间。结果　样品在均匀性、贮存稳定性和运输稳定性均能满足能

力验证要求。通过考核，50 家实验室评价满意，占 91%；5 家实验室评价不满意，占 9%。结论　消毒餐饮具中大肠

菌群检测能力验证样品可以满足能力验证要求，本次能力验证可真实反映参试单位的检测环境及检测水平。
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Development and application of coliform detection sample for proficiency 
testing on sterilized tableware

SHI Song， MA Shiliang， LYU Yusha， ZHANG Huiyuan， LI Qiuyang， YAO Yao 
（Science and Technology Research Center of China Customs, Beijing 100026, China）

Abstract： Objective　 To develop a bacteria-containing cotton swab which is applied to the proficiency testing for 
coliform detection on sterilized tableware. Methods　 The positive sample contained both target bacteria and interfering 
bacteria， and the negative sample only contained interference bacteria.  10 bottles of negative and positive samples were 
selected randomly.  The homogeneity tests were carried out in accordance with GB 14934—2016 Appendix B 
（Fermentation methed）.  The samples were also stored for 120 d at -20 ℃ and 4 ℃， and 20-60 d at 25 ℃， 36 ℃ and 42 ℃
respectively to monitor samples’ storage and transportation stability.  Uniformity and stability testing results should be 
consistent with specific values.  Three samples were delivered to each laboratory， and minimum of 1 positive sample was 
issued， the rest were randomly issued.  In order to prevent data fabrication， sample numbers were randomly generated， 
and proficiency tests periods were shortened. Results　 The samples can meet the requirements of proficiency testing in 
terms of uniformity， storage stability and transportation stability.  Fifty （91%） laboratories were qualified.  Five （9%） 
laboratories were unqualified. Conclusion　The proficiency test samples for the coliform detection on sterilized tableware 
can meet the requirements of proficiency testing.  This proficiency test can truly reflect the testing environment and testing 
capability of the participating labortory.
Key words： Coliforms； proficiency testing； sterilized tableware

随着生活水平的提高和消费模式的改变，越来

越多的人选择在外就餐或外卖餐饮。同时，我国大

型活动的举办也愈发频繁，在活动中都会使用大量

的消毒餐（饮）具。对餐（饮）具进行消毒是预防肠

道传染病传播、切断食源性疾病传播途径、保障饮

食安全的重要措施［1-2］。因此，消毒餐（饮）具的安全

性越来越受到人们的重视。大肠菌群是一类能够

发酵乳糖、产酸产气的需氧或兼性厌氧革兰氏阴性

无芽孢杆菌，是判断食物或餐（饮）具是否被粪便污

染的重要指标［3］。通常将大肠菌群作为餐（饮）具卫

生状况的重要评价指标［4］。当前我国对消毒餐（饮）

具中大肠菌群检验的标准方法为 GB 14934—2016
《食品安全国家标准消毒餐（饮）具》［5］。利用此标

准，在日常监督过程中发现消毒餐（饮）具中大肠菌

实验技术与方法
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群的检出率为 5%~10%［6］，而一些地区的检出率高达

35%［7］。可见消毒餐（饮）具存在大肠菌群污染的风

险，对消毒餐（饮）具进行大肠菌群检测是必要的。

而检测机构的检测能力是保障结果准确性的重要因

素。因此有必要对检测机构使用有效的质控手段，

对其检测能力进行评估。

能力验证是一种重要的外部质量控制措施，是

按照预先制定的准则评价参加者的能力［8-9］，能够进

一步提高检测水平［10］。目前国内外微生物领域能力

验证主要集中在食品、饲料和化妆品等领域，发放的

样品也以冻干粉为主。针对食品接触材料相关实物

样品如餐（饮）具的能力验证活动，尚无人开展。

本研究基于 GB 14934—2016 附录 B 中常用的

发酵法，针对现场采样以外的全部实验室检测过

程，设计能力验证实验。涂抹棉拭子是发酵法中现

场采样后获得的检测样品，是实验室检测活动的开

端，通过对带菌涂抹棉拭子的制备及其贮存条件摸

索，研制出满足该能力验证要求的实物样品，并应

用研究成果组织相关能力验证活动，通过反馈的结

果及记录，对参试实验室进行评价，从而了解国内

实验室对餐（饮）具大肠菌群项目的检测水平，寻找

实验室间存在的差距，帮助实验室发现问题。通过

该研究和相应的能力验证活动，不仅填补了国内相

关领域的空白，而且对提高国内实验室消毒餐（饮）

具检测能力具有促进作用，同时为消毒餐（饮）具的

安全监管提供了有利的技术支撑。

1　材料与方法

1. 1　菌株

大肠埃希氏菌（Escherichia coli ATCC25922）、蕈

状芽胞杆菌（Bacillus mycoides ATCC10206）、粪肠球

菌（Enterococcus faecalis ATCC29212）、头状葡萄球菌

（Staphylococcus capitissubsp ATCC 35661）均购于美

国菌种保藏中心。

1. 2　主要仪器与试剂

PiloFD8 冷冻干燥机（金西盟），生物安全柜

（LABCONCO），恒温培养箱 ICP600（Memmert），VITEK 
compact 2 微生物鉴定系统（梅里埃）。

胰蛋白胨大豆琼脂、脱脂乳粉，月桂基硫酸盐

胰蛋白胨（Lauryl sulfate trytpose Broth，LST）肉汤、煌

绿乳糖胆盐肉汤培养基（Brilliant green lactose bile 
broth，BGLB）、氯化钠（北京陆桥），蔗糖（国药）。

1. 3　样品设计与制备

1. 3. 1　能力验证样品设计

1. 3. 1. 1　样品性状

西林瓶内装含菌棉拭子 1 支。该棉拭子可直接

用于检测，无需再次水化。

1. 3. 1. 2　菌株设置

目标菌为大肠埃希氏菌；干扰菌为粪肠球菌、

蕈状芽孢杆菌及头状葡萄球菌。

1. 3. 1. 3　样品设置

阳性样本中包含目标菌和干扰菌；阴性样本中

仅有干扰菌。

1. 3. 2　能力验证样品制备

1. 3. 2. 1　菌株的准备

将目标菌与干扰菌分别接种至 TSA 培养基过

夜培养，使用 VITEK compact 2 微生物鉴定系统对菌

株进行鉴定，确保所用菌株鉴定准确，未发生生化

变异现象，随后用无菌生理盐水洗脱，菌悬液调节

至 0. 5 个麦氏浊度值，并逐级稀释后备用。

1. 3. 2. 2　冻干保护剂准备

取脱脂乳粉（3%）及蔗糖（2%）等在无菌水中溶

解后备用。

1. 3. 2. 3　样品制备

分别取上述菌株悬液进行混合，将混合好的菌

悬液与保护剂充分混合制成预冻菌液。吸取定量的

预冻菌液滴加在每支无菌棉拭子中，待棉拭子将液

体完全吸收后，转移至冻干机内，冷冻干燥 24 h，冻
干后每支棉拭子所含的活菌浓度约为 500 CFU/支。

1. 4　样品的检验

根据 GB 14934—2016 附录 B（发酵法）检验方

法，制定此次能力验证参试指导书，并用于后续的

样品均匀性与稳定性检验。

1. 4. 1　均匀性检验

依据 CNAS-CL03-A001《能力验证提供者认可准

则在微生物领域的应用说明》［11］，随机抽取阴性、阳

性样本各 10 瓶，按照 GB 14934—2016 附录 B（发酵

法）的方法进行检测，检测结果应与指定值一致，即

阳性样品为应检出大肠菌群，阴性样品则不应检出

大肠菌群。

1. 4. 2　稳定性检验

此次能力验证样品是以棉拭子为载体的实物

样品，其稳定性主要受保存条件、运输条件等因素

影响。

1. 4. 2. 1　贮存稳定性检验

将阳性样品分别置于 -20 ℃、4 ℃下存放，于

30、60、90 及 120 d 时进行检测，每次分别随机选

取 2 瓶，依据均匀性检验进行检测，评估其样品在

贮存过程中的稳定性。

1. 4. 2. 2　运输稳定性检验

由于样品在运输过程中可能出现高温情况，将

阳性样品分别置于 25 ℃、36 ℃和 42 ℃三个温度下，
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其中 25 ℃和 36 ℃模拟试验周期为 60 d，分别在 20、
40 及 60 d 对样品进行检测；42 ℃温度下模拟试验周

期为 20 d，分别在 10、15 及 20 d 对样品根据均匀性

检验进行检测。以上测试，每次随机选取 2 瓶，评

估样品在运输过程中的稳定性。

1. 5　能力验证实施方案

1. 5. 1　考核样品组成

考核样品包括 3 份样品，阴、阳性样品随机发

放，但保证每个参试实验室至少收到 1 份指定值为

阳性的样品。

1. 5. 2　样品发放

样品发放采用 4 层包装，第 1 层为无菌西林瓶，

内盛含菌棉拭子；第 2 层为塑料泡沫垫，每个泡沫垫

最多包裹 3 瓶样品；第 3 层为塑料泡沫箱；第 4 层

为快递专用硬质牛皮纸盒，以透明胶带黏贴并封口。

包装后当日寄出。

1. 5. 3　测定方法

推荐参试实验室使用 GB 14934—2016 附录 B
（发酵法）进行检测。但本次能力验证不接受使用涉

及或包含分子生物学检测的方法。

1. 5. 4　防止串通措施

样品发放采用随机抽取的方式，阴阳性样本随

机编号，编号之间无规律。缩短能力验证结果上报

时间，实验室接收样品后，应在 5 个工作日内提交检

测结果，并要求提交相应的检测照片作为证据，防

止实验室间串通结果。

1. 5. 5　指定值来源与结果评价原则

1. 5. 5. 1　指定值来源

本次能力验证活动中，在样品制备时使用可溯

源的标准菌株作为指定值来源。指定值为阳性的

样品中含有目标菌和干扰菌；指定值为阴性的样品

中仅含有干扰菌。

1. 5. 5. 2　评价准则

实验室应对每份样品给出检测结果，使用“阴

性”“阳性”或“检出”“未检出”上报检测结果。实验

室测试结果与已知指定值进行比较，所有样品检测

结果与指定值一致时为满意结果；任意一份样品，定

性错误判定为不满意结果。

2　结果

2. 1　菌株鉴定结果

考核所用菌株制备前经过 VITEK compact 2 鉴

定后，未发生菌株变异现象，鉴定结果准确，可用于

能力验证样品的制备。

2. 2　样品的均匀性检验结果

样品制备完成后，立即抽取阴性、阳性样本各

10 瓶，按照“参试指导书”要求和 GB 14934—2016
《食品安全国家标准消毒餐（饮）具》附录 B（发酵法）

的方法进行检测，所有样品的检测值与预期指定值

均一致，表明本次能力验证样品是均匀的，指定值

可用于能力验证结果的评价。

2. 3　样品的稳定性检验结果

2. 3. 1　样品的贮存稳定性

阳性样品分别在-20 ℃、4 ℃下贮存 120 d，于
30、60、90 及 120 d 分别随机抽取 2 瓶样品进行检

测。结果显示，16 瓶阳性样品在-20 ℃和 4 ℃条件

下贮存均能检出。表明该样品在实施周期内稳定性

良好满足本次能力验证要求。

2. 3. 2　样品的运输稳定性评价

在 25 ℃条件下，60 d 内阳性样品均能检出目标

菌，在 36 ℃条件下 40 d 时阳性样品全部能够检出目

标菌，在 42 ℃条件下 15 d 时阳性样品全部能够检出

目标菌（表 1）。根据以上实验结果，本次能力验证样

品发放时应选择航空运输的快递方式，在冬季发放

样品，可保证样品在短时间内保持低于 42 ℃的温度

下送达实验室。本次能力验证计划平均运输时长为

2 个自然日，最长 3 个自然日均到达参试单位，并要

求实验室在收到样品后 10 日内完成检测并上报

结果。

从稳定性试验的测试结果中可以看出，样品贮

存和运输过程中稳定性较好。所有样品在能力验

证计划实施周期内其指定值不会发生变化。

2. 4　考核结果

2. 4. 1　参试实验室能力验证

参加考核的实验室分布于全国 15 个省（市）、自

治区，本次能力验证计划参试单位涉及市场局、海

关、疾病预防控制中心、第三方检测机构及生产企

业等 5 种类型。

本次能力验证共有 55 家实验室参加，结果见

表 2。按照 1. 5. 5 的评价原则，共有 50 家实验室获

得满意结果，满意率为 91%；5 家实验室结果为不满

意，不满意率为 9%。在方法选择上，52 家实验室使

用 GB 14934—2016，3 家实验室使用 GB 4789. 3—
2016。

表 1　样品稳定性测定结论

Table 1　Conclusion of sample stability determination
稳定性

贮存

运输

贮存温度/℃
-20

4
25
36
42

测试时长/d
120
120

60
40
15

阳性样品检测结果

目标菌（+）
目标菌（+）
目标菌（+）
目标菌（+）
目标菌（+）

注：+代表阳性
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2. 4. 2　参试实验室培养基使用情况

本项目要求各个实验室在上报结果的同时，需

提供包含检测关键环节及步骤的原始记录。通过

对原始记录进行分析可见，在本次能力验证活动中

所有实验室均使用了商业化培养基，未使用自制培

养基。有 50 家实验室使用了干粉培养基，5 家实验

室使用了预制培养基（5/55，9%）。而预制培养基对

比商业化干粉培养基，并未获得更高的结果满意率。

对于初发酵试验中使用的培养基均为国内品牌；对

于复发酵试验中使用的培养基，仅有 1 家实验室使

用了国外品牌（1/55，2%），进口培养基的使用率明

显低于国产品牌，检测结果满意率并无差异。

2. 4. 3　参试实验室质控菌株使用情况

试验过程中的质控菌株使用情况，有 38 家实

验室在试验过程中仅使用了阳性或阴性中的一种

标准菌株进行质控，15 家实验室同时带有阴、阳性

菌株质控，2 家实验室未使用任何质控菌株。在获

得假阴性结果者均是未使用阳性对照菌株的实验

室，获得假阳性结果的 3 家实验室中有 2 家使用了

阴性对照菌株、1 家（33. 3%）实验室未使用任何对

照菌株。

3　结论与讨论

本研究针对消毒餐（饮）具除现场采样以外的

全部实验室检测环节设计能力验证活动，以模拟实

物样品的方式，考核实验室的检测能力，国内外未

见相关报道或能力验证项目，填补了该领域能力验

证活动的空白，该项目已申请国家发明专利。由于

微生物检测样品的特殊性，微生物能力验证样品通

常以菌种冻干粉或菌球的样品形式存在［12-13］。这类

样品的制备方式较为成熟，而且样品稳定性较好［14］，

使用时水化后直接用于检测，或与单独的样品混合

后进行检测。而对于带基质的微生物能力验证样

品的研制对制备工艺提出了更高的要求，不仅要保

证添加到基质中的微生物具有活性，而且需要有良

好的稳定性。

本研究制备的能力验证样品，通过均匀性、贮

藏稳定性及运输稳定性分析发现，该样品均匀、稳

定，实际运输中不受环境等条件的限制，可用于全

国各地区的能力验证使用。

为准确查找有些实验室检验结果不满意的原

因，对参加本项目的所有实验室提供的相关原始记

录进行分析，发现以下问题：（1）实验室应在培养基

到货后，按照 GB 4789. 28—2013 附录［15］的要求进行

有效的技术性验收，同时针对预制培养基应完善相

应的验收规程，定期对培养基质量进行检查［16］。

（2）有些实验室在进行检测时，并未设置质控菌株对

照或空白对照，是否存在环境污染或交叉污染等情

况不能明确判断，同时带有阴、阳性对照的实验室

满意率 100%，这表明检测过程中设立质量控制是

实验室检测质量的保证［17-18］。（3）个别实验室并未按

照标准要求培养或直接使用复发酵培养基就报送

了结果，导致不满意结果的出现，建议实验室应按

照标准要求对样品进行检测。

通过本研究制备的能力验证样品，不仅考察了

相关实验室的检测能力，真实反映出实验室检测环

境和检测技术水平，同时还发现了实验室存在的问

题，为实验室水平的提高和改进检测技术奠定了良

好了基础。
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