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水中耐热大肠菌群滤膜检测法优化
逯南南!5石近淼!5褚福敏!5刘5轲!5赵清华!5孙韶华!5贾瑞宝

"山东省城市供排水水质监测中心! 山东 济南 4)%%4$#

55摘5要!5耐热大肠菌群是$生活饮用水卫生标准%"67)82'&4%%3#中的常规检测项目!推荐

的滤膜检测法过程简单'费用低廉!被广泛应用!但存在检测结果准确性欠佳的问题( 对检测试剂'

耗材及培养条件等检测条件进行了优化研究!并深入探讨了湿度对耐热大肠菌群生长的影响!结果

表明检测用培养基'滤膜和培养温度'湿度是影响滤膜法检测耐热大肠菌群结果的关键要素( 优化

方法采用商品化培养基'一次性无菌滤膜'人工气候箱培养!湿度控制在 2%9左右!能够有效提高

检测结果的准确度(
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55耐热大肠菌群又称粪大肠菌群&是一类在 22&)

c培养条件下正常生长且发酵乳糖产酸产气$需氧

和兼性厌氧的革兰氏阴性无芽孢杆菌( 人和温血动

物粪便是水环境中耐热大肠菌群的主要来源&该项

指标作为指示水体粪便污染的关键指标在水质监测

与评价中发挥重要作用( 与总大肠菌群相比&耐热

大肠菌群能够更准确地反映水质受粪便污染的情

况( )生活饮用水卫生标准*"67)82'+4%%3#将耐

热大肠菌群列入微生物常规控制项目(

耐热大肠菌群的检测方法有多管发酵法$滤膜

法$酶底物法等( 多管发酵法操作步骤繁琐$阳性水

样检测时间 * d) [&不适用于水中耐热大肠菌群的

快速评价( 酶底物法虽操作简便&但设备耗材成本

高&制约了方法的普及推广( 与以上两者相比较&滤

膜法操作相对方便$检测时间较短"$ d4 [#$费用

低&是目前应用最为广泛的耐热大肠菌群检测方

法,$ <*-

(

耐热大肠菌群滤膜检测法的主要标准依据为

)生活饮用水标准检验方法 微生物指标* "67+:

)8)%&$4+4%%3#和)水质 粪大肠菌群的测定 滤膜

法*"QR*28&$+4%$(#&现有标准中方法描述不够

详尽&如培养条件$试剂耗材性能参数要求等&影响

了方法的可操作性及检测结果的准确性( 本研究从

培养基$培养条件$滤膜的优选等影响检测结果的关

键环节展开&确定滤膜法检测耐热大肠菌群的最优

化条件&为检测结果的准确性和可靠性提供基础性

保障(

!"

材料与方法

!#!"试验材料

试剂!eSA培养基$BA培养基$无菌 f7P 缓冲

液$科立得试剂(

材料!有证大肠埃希氏菌质控标样$醋酸纤维素

滤膜"孔径 %&2)

!

C$直径 )% CC#$过滤器$镊子$一

次性无菌培养皿$'8 孔定量盘等(

!#$"试验设备

隔水式恒温培养箱"上海博迅+6Pf<'%(%e7B

型#&人工气候箱 "7EO[UG+T7̀ S42% 型#&封口机

"WHDO?E<:GD̂ eJ[UF4>型#(

!#%"试验方法

!#%#!"滤膜法

按照)生活饮用水标准检验方法 微生物指标*

"67+:)8)%&$4+4%%3#中的滤膜法进行( 将无菌

滤膜贴在已灭菌的滤床上&固定滤器&量取 $%% CM

样品注入滤器中&抽滤&取下滤膜&截留面向上贴于

eSA培养基上&将平皿 22&) c培养"42 g4# X&取

出读数( 耐热大肠菌群在 eSA培养基上菌落为蓝

色&非耐热大肠菌群菌落为灰色至奶油色( 对可疑

菌落接种BA培养基&22&) c培养"42 g4# X&如产

气则证实为耐热大肠菌群( 前期研究发现&培养基$

滤膜$培养温度等是影响检测结果的重要因素&另外

培养湿度也会对菌落形态造成影响( 因此&本研究

重点探讨了培养基$滤膜$培养温度$培养湿度四个

因素对耐热大肠杆菌检测结果的影响(

!#%#$"酶底物法

鉴于)水质 总大肠菌群$粪大肠菌群和大肠埃

希氏菌的测定 酶底物法* "QR$%%$+4%$(#标准的

发布实施&将改进后的滤膜法和酶底物进行了比对(

将 $%% CM样品倒入无菌样品瓶&加入科立得试剂混

匀&倒入 '8 孔定量盘压平后封口&22&) c培养

"42 g4# X&取出定量盘读数( 显黄色的培养孔认定

为耐热大肠菌群阳性&计数阳性培养孔数&查 efN

表得检测值(

!#&"数据分析

数据采用 PfPP $'&% 软件进行显著性分析(

$"

结果与分析

$#!"培养基优选

按照)生活饮用水标准检验方法 微生物指标*

"67+:)8)%&$4+4%%3#eSA培养基成分表&配制培

养基V并制成平板%购买北京某公司eSA成品培养

基7$青岛某公司 eSA成品培养基 A&分别按照使

用说明配制并制成平板( 按照滤膜法标准检测步

骤&取 $%% CM样品过滤&抽滤后分别贴在三种 eSA

培养基平板上&22&) c培养"42 g4# X&检测结果见

表 $$4(

表 !"三种'()培养基检测质控标样耐热大肠菌群值

:DI&$5!U?UL?EJO JZXUD?1GU/E/?DO?LJFEZJGCEO hHDFE?̂LJO?GJF

/?DO[DG[ /DC0FU/I ?̂XGUUeSALHF?HGUCU[ED

AS;'$%% CM

<$

项目 培养基V 培养基7 培养基A

质控标样一 44 ** 42

质控标样二 $8 43 4$

5注!5质控标样一&真值范围"*2 g8# AS;+$%% CM&允差

范围"3 d$(2# AS;+$%% CM%质控标样二&真值范

围"4( g)# AS;+$%% CM&允差范围 "( d$34#

AS;+$%% CM(

')3$'
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表 $"三种'()培养基检测实际样品耐热大肠菌群值

:DI&45!U?UL?EJO JZXUD?1GU/E/?DO?LJFEZJGCEO DL?HDF

/DC0FU/I ?̂XGUUeSALHF?HGUCU[ED

AS;'$%% CM

<$

项目 水样类型 培养基V 培养基7 培养基A

样品 $ 水源水 443 4)2 4$4

样品 4 水源水 *') )2% 2()

样品 * 水源水 43' *)% 48'

样品 2 水源水 $$( $3) $2)

样品 ) 水源水 $)$ $() $8%

样品 3 水源水 3( (% ()

样品 8 水源水 4) *$ 48

样品 ( 出厂水 % % %

55可见&质控样品的耐热大肠菌群检测值!培养基

7检测值在真值范围内&培养基 V和 A检测值在允

许范围内%大多数实际样品的耐热大肠菌群检测值!

培养基7i培养基Ai培养基V( PfPP软件配对样

品<检验分析结果显示&使用培养基V和培养基7$

培养基 7和培养基 A检测结果均差异显著"3j

%&%)#&使用培养基 V和培养基 A检测结果无显著

差异( 研究者发现&选择合适的成品eSA培养基更

适于耐热大肠菌群的生长繁殖&自制eSA培养基需

调节 0Q值&造成批次间培养基属性存在差异"平行

双样相对偏差易超过 *%9#( 钟宁,2-的研究也证实

培养基质量将影响耐热大肠菌群检测结果的可靠

性( 后续试验中均采用培养基7进行检测(

$#$"培养湿度优化

研究者发现&培养环境的湿度影响耐热大肠菌

群的生长( 现行标准 67+:)8)%&$4+4%%3 中耐热

大肠菌群使用培养设备为培养箱&目前市售培养箱

主要为电热培养箱和隔水式恒温培养箱两种类型&

多数设备无法实现湿度按需设定( 因此研究中选用

了可设定湿度的人工气候箱与常用的隔水式恒温培

养箱进行比对试验(

在人工气候箱预试验中&设定 4%9$2%9$3%9

三个培养湿度&结果显示培养湿度为 4%9时&培养

基易干裂&耐热大肠菌群菌落微小&为黑灰色非典型

菌落&计数困难"见图 $#%培养湿度为 2%9时&蓝色

菌落&大小正常&便于计数%培养湿度为 3%9时&培

养皿内易形成水汽且菌群聚集生长$难以形成单一

菌落( 因此&人工气候箱设置湿度条件为 2%9时最

适合耐热大肠菌群的生长&后续根据此湿度条件开

展试验(

!"

!"#$%

!

&'

#$%

"

&'

!()$%

!

&'

($%

"

图 !"不同湿度下耐热大肠菌群菌落形态

SE.&$5AJFJO ĈJG0XJFJ.̂JZXUD?1GU/E/?DO?LJFEZJGCHO[UG

[EZZUGUO?XHCE[E?̂

55按照 67+:)8)%&$4+4%%3 中的滤膜法操作步

骤&取质控样品或待测水样 $%% CM&抽滤后贴在

eSA培养基上&将平板分别倒置在隔水式恒温培养

箱"设定温度 22&) c$检测湿度 (9 d$%9#和人工

气候箱"设定温度 22&) c$设定湿度 2%9#内培养

"42 g4# X( 结果显示&适宜的湿度有利于耐热大肠

菌群的生长&人工气候箱生长的菌落呈蓝色$形态大

而饱满$易计数&使用隔水式恒温培养箱培养得到的

菌落呈黑灰色$较小$易漏检( 使用隔水式恒温培养

箱质控样检测结果为 4)$4% AS;+$%% CM&在质控样

允差范围内%使用人工气候箱质控样检测结果为

*3$4' AS;+$%% CM&在质控样真值范围内"所用质

控样真值和允差范围与 4&$ 节中均相同#( 两种培

养设备实际水样耐热大肠菌群检测结果无显著差异

"3i%&%)&见表 *#(

表 %"不同培养设备对实际水样耐热大肠菌群的检测结果

:DI&*5!U?UL?EJO GU/HF?/JZXUD?1GU/E/?DO?LJFEZJGCEO DL?HDF

/DC0FU/I ?̂]J_EO[/JZLHF?HGUUhHE0CUO?

AS;'$%% CM

<$

项目 水样类型 人工气候箱 隔水式恒温培养箱

样品 $ 水源水 2*3 *$3

样品 4 水源水 88 3)

样品 * 水源水 *) 4'

样品 2 水源水 $*) $4%

样品 ) 水源水 *42 4$(

样品 3 水源水 *'8 443

样品 8 出厂水 % %

$#%"滤膜优选

采用一次性无菌滤膜"滤膜 $#和煮沸灭菌普通

滤膜"滤膜 4#两种类型滤膜进行了质控样品测试&

滤膜均为孔径 %&2)

!

C$直径 )% CC的醋酸纤维素

材质&22&) c$湿度 2%9条件下&采用培养基7培养

'33$'
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"42 g4# X( 结果见表 2&可见使用滤膜 $ 检测结果

在质控标样的真值范围内&使用滤膜 4 检测结果虽

在质控标样允许范围内&但检测值偏离真值&相对误

差分别为 2)9和 ))9&可见一次性无菌滤膜更适用

于耐热大肠菌群的检测( 刘玉娥等,)-的研究也证

实了滤膜性质和品牌对菌落总数测定结果的影响(

表 &"两种滤膜检测质控标样耐热大肠菌群值

:DI&25!U?UL?EJO JZXUD?1GU/E/?DO?LJFEZJGCEO hHDFE?̂LJO?GJF

/?DO[DG[ /DC0FU/I ?̂]J_EO[/JZZEF?UGCUCIGDOU/

AS;'$%% CM

<$

项5目
一次性无菌滤膜

"滤膜 $#

普通滤膜

"滤膜 4#

质控标样平行 $ *3 $*

质控标样平行 4 2% '

5注!5质控标样&真值范围"*2 g8# AS;+$%% CM&允差范

围"3 d$(2# AS;+$%% CM(

$#&"培养温度影响

培养箱温控效果是影响耐热大肠菌群生长的重

要因素之一&67+:)8)%&$4+4%%3 中的滤膜法培养

温度为"22&) g%&)# c&结合隔水式恒温培养箱实

际温控能力&设置 2*&)$22&%$22&)$2)&%$2)&) c五

个培养温度进行比对试验( 采用一次性无菌滤膜$

培养基7&按照67+:)8)%&$4+4%%3 中的滤膜法操

作步骤&依次取 $%% CM质控样品和水样&抽滤后贴

在eSA培养基上&将平板分别倒置在温度设定为

2*&)$22&%$22&)$2)&%$2)&) c的人工气候箱内"设

置湿度 2%9#培养"42 g4# X( 结果见表 )$3(

表 *"五种温度下检测质控标样耐热大肠菌群值

:DI&)5!U?UL?EJO JZXUD?1GU/E/?DO?LJFEZJGCEO hHDFE?̂LJO?GJF

/?DO[DG[ /DC0FU/D?ZE\U?UC0UGD?HGU/

AS;'$%% CM

<$

项目 2*&) c 22&% c22&) c2)&% c2)&) c

质控标样平行 $ 4$ 4* 42 ( 4

质控标样平行 4 4% 44 4* 8 4

质控标样平行 * 4$ 44 42 ' $

质控标样平均值 4$ 44 42 ( 4

5注!5质控标样&真值范围"43 g2# AS;+$%% CM&允差范

围") d$2$# AS;+$%% CM(

55可见&22&%$22&) c两个温度点检测值在质控

样真值范围内&而 2*&)$2)&% c两个温度点检测值

仅在质控样允许范围内& 2)&) c培养值明显低于

允许范围( 实际水样检测结果与质控样品类似&

2*&)$22&%$22&) c三个温度点的检测结果无显著

性差异&而 2)&%$2)&) c条件下的测试结果显著低

于其他三个温度点( 可见&耐热大肠菌群的生长有

严格的温度要求&过高的培养温度会抑制耐热大肠

菌内代谢酶系统的活性&影响其菌落的繁殖(

表 +"五种温度下检测实际样品耐热大肠菌群值

:DI&35!U?UL?EJO JZXUD?1GU/E/?DO?LJFEZJGCEO DL?HDF/DC0FU/

D?ZE\U?UC0UGD?HGU/ AS;'$%% CM

<$

样品

编号

水样

类型
2*&) c 22&% c22&) c2)&% c2)&) c

样品 $ 水源水 4 4 4 $ %

样品 4 水源水 $* $2 $) 3 4

样品 * 水源水 $' $( 4% ' 3

样品 2 水源水 )* )% )$ ** 4(

样品 ) 水源水 44$ 4$' 443 $4) '8

样品 3 水源水 $28 $2) $)$ 3) 2*

样品 8 出厂水 % % % % %

$#*"方法优化效果

使用优化前$后方法对耐热大肠菌群质控样品

和实际水样进行了测试( 优化前方法!使用自制培

养基V$煮沸灭菌普通滤膜$隔水式恒温培养箱"温

度 22&) c$湿度 (9 d$%9#培养%优化后方法!使

用成品培养基7$一次性无菌滤膜$人工气候箱"温

度 22&) c$湿度 2%9#培养(

测试结果见表 8$((

表 ,"滤膜法和酶底物法检测质控标样耐热大肠菌群值

:DI&85!U?UL?EJO JZXUD?1GU/E/?DO?LJFEZJGCEO hHDFE?̂LJO?GJF

/?DO[DG[ /DC0FU/I ẐEF?GD?EJO CUCIGDOUCU?XJ[ DO[ UO-̂CU

/HI/?GD?UCU?XJ[

项5目

优化前滤膜

法+"AS;'

$%% CM

<$

#

优化后滤膜

法+"AS;'

$%% CM

<$

#

酶底物法+

"efN'

$%% CM

<$

#

质控标样一平行 $ $% *3 )'&$

质控标样一平行 4 ( 2% 3)&'

5注!5质控标样&滤膜法真值范围"*2 g8# AS;+$%% CM&

允差范围"3 d$(2# AS;+$%% CM%酶底物法真值范

围"*3 g8# efN+$%% CM&允差范围 "$$ d4%(#

efN+$%% CM(

55可见&优化后滤膜法检测结果在质控样品真值

范围内&优化前滤膜法接近质控样允许范围下限值&

检测结果明显偏低( 酶底物法检测结果高于真值&

在质控样允许范围内( 实际水样的比对显示检测

值!酶底物法i优化后滤膜法i优化前滤膜法&优化

后滤膜法检测值明显提高( 多项研究也证实了滤膜

法和酶底物法在耐热大肠检测中的等效性,3 <8-

&但

也有研究显示滤膜法检测中应激和损伤的菌群无法

在选择性培养基上形成菌落&存在漏检可能,(-

(

'83$'
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表 -"滤膜法和酶底物法检测实际水样耐热大肠菌群值

:DI&(5!U?UL?EJO JZXUD?1GU/E/?DO?LJFEZJGCEO DL?HDF/DC0FU/

I ẐEF?GD?EJO CUCIGDOUCU?XJ[ DO[ UO-̂CU/HI/?GD?UCU?XJ[

项目
水样

类型

优化前滤膜

法+"AS;'

$%% CM

<$

#

优化后滤膜

法+"AS;'

$%% CM

<$

#

酶底物法+

"efN'

$%% CM

<$

#

样品 $ 水源水 % 4 *&$

样品 4 水源水 * 8 (&3

样品 * 水源水 $' *% **&4

样品 2 水源水 4) *( )*&$

样品 ) 水源水 $%2 $38 4%*&)

样品 3 水源水 $)8 4$3 48*&*

样品 8 出厂水 % % %

%"

结论

"

5耐热大肠菌群生长对温度有严格要求&应

选用计量部门校准合格的培养设备&以确保检测结

果的准确性(

#

5适宜的湿度有利于耐热大肠菌群的生长&

宜使用湿度可控的培养箱进行检测(

$

5培养基质量影响耐热大肠菌群检测结果的

可靠性&购买或自制 eSA培养基需进行质量验证&

满足试验要求方可使用(

%

5滤膜质量是影响耐热大肠菌群检测结果准

确性的重要因素&可通过质控标样对滤膜进行质量

验证&筛选符合试验要求的滤膜用于检测(

&

5采用通过验证的商品化培养基$一次性无

菌滤膜$人工气候箱培养&在实控温度 22&) c$培养

湿度 2%9的优化条件下&滤膜法质控样检测结果在

真值范围内(
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