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食品中肠杆菌科计数能力验证结果的 
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摘要: 目的：分析肠杆菌科计数（ACAS-PT 1083 (2021)）能力验证的结果，并评定检测结果的不确定度。方法：

根据能力验证指导书并参照 GB 4789.41-2016《食品安全国家标准食品微生物学检验肠杆菌科检验》对待测样品

进行定量检测，按照 JJF1059.1-2012《测量不确定度的评定与表示》、GB/T 27418-2017《测量不确定度评定和标

示》对检测结果进行不确定度的评定，同时结合使用 VITEK 2 Compact 全自动微生物鉴定系统对可疑菌落进行

辅助鉴定。结果：样品 21-Q997 检测结果为 4.2×10
3
 CFU/mL。经评价，本次能力验证 Z 值-0.8（小于 2.0），结果

评价为―满意‖。在 95%的置信区间下，肠杆菌科检测结果的扩展不确定度为 0.0288。VITEK 2 Compact 全自动微

生物鉴定系统对可疑菌落鉴定结果为大肠杆菌，99%置信度。结论：本实验室具备肠杆菌科检验的能力，VITEK 

2 Compact 全自动微生物鉴定系统对可疑菌落进行辅助鉴定的准确性也得到了验证。本研究中建立的评定方法可

以应用于食品中肠杆菌科定量检测的不确定度评定。 
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Abstract: Objective: To analyze and evaluate the uncertainty the results of the proficiency testing (ACAS-PT 1083 

(2021)) of enterobacteriaceae count. Methods: According to the operational instructions of capability verification and GB 

4789.41-2016 National food safety standard-Food microbiology test- Enterobacteriaceae count, the enterobacteriaceae of 

the capability verification sample were tested quantitatively. The suspected colonies were identified by VITEK2. The 

uncertainty of test results was assessed in accordance with JJF 1059.1-2012 and GB/T 27418-2017 Evaluation and 

expression of measurement uncertainty. Results: The test result of sample 21-Q997 was 4.2 ×10
3
 CFU/mL. The test 

results were satisfactory as the Z values of the proficiency test was -0.8 (|Z| was less than 2.0). The extended uncertainty 

of enterobacteriaceae test results was 0.0288 at 95% confidence interval. The VITEK 2 identification system identified 

suspicious colonies as E. coli with 99% confidence. Conclusion: The evaluation results demonstrated that the laboratory 
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had the ability to detect the count of enterobacteriaceae in food and the accuracy of VITEK2's auxiliary identification of 

suspicious colonies has been verified. The evaluation method established in this study can evaluate the uncertainty of the 

quantitative detection of enterobacteriaceae count with ability verification, and is suitable for the evaluation of the 

relevant uncertainty in laboratories with similar testing conditions. 

Keywords: Proficiency Testing; Enterobacteriaceae; Uncertainty Evaluation 

 

1 前言 

肠杆菌科细菌（Enterobacteriaceae）是广泛存在于自

然界中，无芽孢、周身有鞭毛或无鞭毛的革兰氏染色阴

性杆菌[1]，包含沙门氏菌、志贺氏菌和致病性大肠埃希

氏菌等食源性致病菌，也包含欧文氏菌和果胶杆菌等食

品腐败菌[2-4]。肠杆菌科细菌大多是食源性致病菌或食

品腐败菌，它会引起食品的腐败变质并引发感染，对人

体健康具有潜在危害[5]，其作为食品卫生指标菌在欧洲

已有多年历史，在（EC）NO. 2073/2005 食品微生物标准

中正式采用在分类学上准确描述命名的肠杆菌科来代替

分类学不明确的大肠菌群、粪大肠菌群作为食品卫生指

示菌常用来评价加工过程和终产品的卫生状况[6, 7]。 

肠杆菌科的定量指标不仅为严格监控食品生产加

工的各环节中的肠杆菌污染情况提供了直观依据，同时

也便于加工企业确认自身卫生控制措施是否可控有效

[8]。2009 年由国际食品法典委员会（CODEX）修订颁

布的《婴幼儿配方粉卫生操作规范（Code of Hygienic 

Practice for Powdered Formulae for Infants and Young 

Children）》（CAC/RCP 66）[9]明确规定了婴儿配方粉的

生产操作过程中肠杆菌科指标限量。而中国 2010 年发

布实施的 GB 23790-2010《食品安全国家标准粉状婴幼

儿配方食品良好生产规范》也明确提出肠杆菌可作为粉

状婴幼儿配方食品生产过程及环境卫生状况的指标菌

[10]，但未对具体限量进行规定。近年来，随着对外贸

易的发展，欧洲一些国家已对中国出口的部分食物提出

了检测和限量要求，且将其作为国际间食品微生物学实

验质量控制、水平测试的必测项目之一。为应对外贸发

展的需要，中国也出台了肠杆菌科检验的相关标准，即

2017 年 3 月 1 日实施了 GB 4789.41-2016《食品安全国

家标准食品微生物学检验肠杆菌科检验》，表明肠杆菌

科的地位越来越受到重视。但由于中国的食品安全标准

限量缺少对肠杆菌科的限值要求，食品中肠杆菌科的检

验实际上也较少开展，检验检测能力也相对较为薄弱。 

为评价对食品中肠杆菌科的定量检测能力，本实

验室通过参加此次能力验证，检验本实验室肠杆菌科

定量检测的技术能力。同时对检测数据的不确定度评

定验证检测量结果的准确、可靠性，分析检验过程中

各因素对检验结果不确定度的影响程度[11-13]。因此，

本文对肠杆菌科计数结果进行不确定度评定，以期为

开展肠杆菌科计数的实验室提供参考。 

2 材料与方法 

2.1 材料与仪器 

2.1.1 材料与试剂 

实验样品由中国检验检疫科学研究院测试评价中

心提供的食品中肠杆菌科计数能力验证检测样品，编

号为 21-Q997。 

缓冲蛋白胨水（Buffered Peptone Water, BPW）、结

晶紫中性红胆盐葡萄糖琼脂（Violet Red Bile Glucose 

Agar, VRBGA）、葡萄糖琼脂:广东环凯微生物科技有限

公司。 

2.1.2 主要仪器设备 

BSC-1600ⅡA2 生物安全柜:苏净安泰；VITEK 2 

Compact 全自动微生物鉴定系统:法国梅里埃公司；

LRH-250F 生化培养箱:上海一横科学仪器有限公司；

BX53 光学显微镜:日本 OLYMPUS 公司；HVA-85 高压

灭菌器:日本 HIRAYAMA 公司。 

2.2 方法 

2.2.1 样品处理 

依据 ACAS-PT 1083 (2021)的参试指导书处理样

品，恢复室温后加入 5mL 稀释液 BPW 进行水化，待

溶解后转移至无菌瓶中，反复用余下的 BPW 清洗西林
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瓶内壁回收，60mL 稀释液水化复原后等同于 60mL 的

食品样品即为待测样品原液[14]。 

2.2.2 样品稀释 

参照 GB 4789.41-2016《食品安全国家标准食品微生

物学检验 肠杆菌科检验》对样品进行相应稀释[15]：以

无菌吸管吸取 25mL 样品放入 225 mL BPW 中，充分混

匀后制成 1:10 的样品匀液。吸取 1:10 样品的匀液 1mL

加入到 9mL BPW 的无菌试管中，旋涡混匀后制成 1:100

的样品匀液。同法操作，制备 10 倍递增系列稀释样品匀

液至 10
-4。每个稀释度做 2 个平行，从制备样品匀液至样

品接种完毕操作时间不得超过 15min。VRBGA 倾注平皿

冷却后再覆盖一层，36°C±1°C 培养 18h~24h，观察并记

录培养的结果，记录稀释倍数并计数。[15] 

在同一相对恒定实验条件下即同一时间和检测环

境、同一人、同一培养基、试剂和设备，对能力比对

样品 21-Q997 制成的 1:10 的样品匀液重复测 20 次，重

复检测的结果用于后续的不确定度评定。 

2.2.3 典型菌落计数与生化鉴定 

肠杆菌科典型菌落为有或无沉淀环的粉红色至红

色或紫色菌落，选取典型菌落数在 15CFU~150CFU 之

间的平板计数。[12]对可疑菌落进行生化鉴定，同时借

助 VITEK 2 Compact 全自动微生物鉴定系统对可疑菌

落进行进一步的确认。 

2.2.4 数学模型的建立 

依据 GB 4789.41-2016《食品安全国家标准食品微

生物学检验 肠杆菌科》第一法，单次检测肠杆菌科菌

落数 N 值为式(1)。 

𝑥 =
∑𝑎

(𝑛1+0.1𝑛2)𝑑
                (1) 

式中，N 表示样品中肠杆菌科菌落数； 

∑a 表示确证的肠杆菌科菌落数之和； 

n1 表示第一稀释度（低稀释倍数）平板个数； 

n2 表示第二稀释度（高稀释倍数）平板个数； 

d 表示稀释因子（第一稀释度）。 

3 结果与分析 

3.1 典型菌落计数 

样 品 21-Q997 在 10
-2 稀 释 度 时 菌 落 数 在

15CFU~150CFU 之间，重复检测数据及计算见表 1. 

表 1 样品检测数据 

Table 1 Detection results of sample 

序号 
检测结果

（Xi/CFU/mL） 
lgXi 

残根平方 

(lg Xi- i
lgX )² 

1 3.8×103 3.5798 0.000799 

2 4.5×103 3.6532 0.002039 

3 5.3×103 3.7243 0.013508 

4 3.1×103 3.4914 0.013617 

5 4.9×103 3.6902 0.006748 

6 3.0×103 3.4771 0.017143 

7 4.6×103 3.6628 0.002993 

8 3.8×103 3.5798 0.000799 

9 6.0×103 3.7782 0.028934 

10 4.1×103 3.6128 0.000022 

11 3.5×103 3.5441 0.004094 

12 3.1×103 3.4914 0.013617 

13 4.0×103 3.6021 0.000036 

14 5.1×103 3.7076 0.009904 

15 3.9×103 3.5911 0.000289 

16 4.6×103 3.6628 0.002993 

17 2.7×103 3.4314 0.031219 

18 3.2×103 3.5052 0.010589 

19 4.1×103 3.6128 0.000022 

20 5.8×103 3.7634 0.024142 

 
i

lgX  3.6080 ∑=0.183505 

3.2 可疑菌落的确证性试验 

从 10
-2 稀释度的两个平板上挑取 5 个典型菌落通

过革兰氏染色镜检、氧化酶试验以及葡萄糖发酵试验

进行鉴定。同时 VITEK 2 Compact 全自动微生物鉴定

系统进行辅助鉴定，鉴定结果为 10 个菌落均为符合生

化特征，VITEK 2 鉴定结果为大肠杆菌，99%置信度，

生化结果见表 2. 

表 2 可疑菌落鉴定结果 

Table 2 Suspect colony routine biochemical results 

可疑菌落形态 革兰氏染色镜检 氧化酶试验 葡萄糖发酵试验 VITEK2 鉴定结果 

红色 阴性，无芽孢，杆菌 阴性 阳性 99% Probability Escherichia coli 
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3.3 不确定度评定 

因本实验过程采用了同一时间和检测环境、同一

人、同一培养基、试剂和设备，因此不考虑人员、环

境、培养基和试剂设备带来的不确定度，主要考虑了

样品的制备过程、样品的稀释过程、加样过程和重复

检测引入的不确定度[16, 17]。本试验测定不确定度来

源主要有：样液制备过程中引入的不确定度 uBrel(V)，

稀释操作引入的不确定度 uBrel(C)，加样体积引入的不

确定度 uBrel(X)；而重复检测引入的不确定度 uArel(R) 

[18]； 

(1) 样液制备过程中引起的相对不确定度 uB(V) 

样液制备过程中量取 60 mL BPW 使用了 100 mL

量筒，根据 JJG-196-2006《常用玻璃量器检定规程》[19]，

100 mL 量筒的容量允许误差为±1.0 mL，属于 B 类评

定[20]，由于玻璃容器允许误差属于矩形分布[21]，标

准不确定度为 

uB（制备）=1.0/ 3  =0.57737； 

相对标准不确定度为： 

uBrel(V)=uB（V）/60=0.009623； 

(2) 样品 10 倍系列稀释引起的相对不确定度 

uB(C) 

样品的稀释过程使用的是 1ml 刻度吸管吸取不同

稀释级样液至 9ml 的 BPW 中，此过程使用到 1mL 和

10mL 的刻度吸管，根据 JJG 196-2006《常用玻璃量器

检定规程》，1mL 和 10 mL 刻度吸管的允许误差分别为

±0.008mL、±0.05 mL，属于 B 类评定[22]。同时，本

实验最终检测结果计数取第2个稀释度（10
–2）的平板，

即过程中进行了 2 次稀释，所以稀释倍数的标准不确

定度为: 

u B(C)= 2 20.008 0.05
2 (( ) ( ) )

3 3
  =0.041344； 

相对标准不确定度为 

uBrel(C)= 1 ( )
(1 9) B

u C


=0.004134； 

(3) 加样体积引起的不确定度 uB(X) 

实验检测的结果以 10
–2 的平板上的菌落数进行计

数，而每个平板使用了 1mL 刻度吸管 2 次做平行，属

于 B 类评定，因此加样体积引起的不确定度为： 

u B（X）=
2 20.008 0.008

( ) ( )
3 3

 =0.006532； 

相对标准不确定度为 

uBrel(X)=
2 20.008 0.008

( ) ( )
1 3 1 3


 

=0.006532； 

(4) 重复性检测引起的不确定度 uA(R) 

因肠杆菌科的生长繁殖是以几何级数递增的，所

得检测结果的发散性较大，所以按 A 类评定，对计算

结果取对数后根据贝塞尔公式进行不确定度的评价

[23]: 

检测结果对数值的样本标准偏差: 

 

2

1

(lg lg )
(lg )

1

n

i

Xi X
s X

n




 


0.098276； 

标准不确定度： 

uA(R)=
(lg )s X

n
=0.02198； 

相对标准不确定度： 

uArel(R)= A
u (R)

lg X
= 0.006090； 

(5) 合成标准不确定度、扩展不确定度 

1) 合成相对标准不确定度为 

uCrel=
2 2 2 2

Brel Brel Brel Arel
(V) u (C) u (X) u (R)  u   

=0.01376； 

2) 取置信概率 p=95%，自由度 v=20-1=19，由 t

分布表得 t95(19)=2.093，即 k=2.093。 

扩展不确定度：
95

2.093 0.01376
Crel

U k u    

0.0288； 

lg X 的取值范围：lg X =3.6080 ±0.0288；即 3.5792 

≤ lg X ≤ 3.6368。再取反对数，可得检验结果X 的取值

范围为 3795≤ X ≤4333，最终能力验证样品肠杆菌科菌

落总数应报告（3.8 ~ 4.3）×10
3 

CFU/mL，包含因子

k=2.093。 
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3.4 实验结果 

本实验室肠杆菌科定量检测能力验证样品

21-Q997 检测结果为 4.2×10
3
 CFU/mL，Z 值为–0.8，结

果―满意‖（|Z|均小于 2）。说明本实验室具备肠杆菌科

定量检测的能力。 

4 结论 

肠杆菌科细菌作为食品卫生指标菌，相比大肠菌

群在分类学上更为准确，大多数菌株在正常情况下作

为肠道的正常菌群定植于人和动物体内，其主要的危

害在于当宿主免疫力降低或细菌移位至肠外部位时可

成为条件致病菌而引起人类和动物体疾病，如沙门氏

菌、致泻大肠埃希氏菌、志贺氏菌、克雷伯菌、柠檬

酸杆菌、沙雷氏菌以及耶尔森菌等，少数菌种还可以

导致严重感染[24]。对外贸易的发展中，肠杆菌科的检

测和限量要求不断的在发展，但在中国食品安全国家

标准中仍常使用大肠菌群作为指标菌，对肠杆菌科作

为卫生指标菌的重视和实践还不够。因此本文对实验

室参加能力验证的肠杆菌科计数结果进行分析及不确

定度评定，以期为开展肠杆菌科定量检测的实验室提

供参考。 

由于微生物检测过程中受到的影响因素较多，

检测结果发散性较大。造成微生物检测结果发散性

大的原因除微生物在样品中分布不均匀外，还应根

据不同微生物的生长特征分析检验方法中影响检测

结果的关键环节[25]。因此在进行肠杆菌科计数测

量不确定评价过程中，合理分辨不确定度分量的来

源是进行不确定度评价的重点[26-28]。从本次肠杆

菌科定量检测不确定度分量结果来看，样液制备过

程引入的不确定度贡献最大，其次是加样体积和重

复检测引入的不确定度。因此，样液的制备过程中

使用量筒是造成该过程引入不确定度贡献最大的主

要原因。在之后的检测过程要从量筒的选择上等检

测操作建立相应的作业指导书[22, 24]，最大限度的

减小不确定度引入的分量值，从而确保定量检测结

果的可靠性和准确性。 

本实验通过对肠杆菌科定量检测不确定度的评

定，有效的掌握了其不确定度的主要来源，规范在检

测过程中的操作，以确保检测方法的准确性[11]。本

研究对肠杆菌科定量检测不确定度来源分析可为之

后相同类型的食品微生物检测结果不确定度评价提

供参考。 
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