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[摘  要] 随着我国社会的不断发展,人们的生活水平有了很大的提升,也越来越意识到环境的维护对于人们生活品质提升的

重要性。水中菌落的总数会直接影响到水质的实际情况,现阶段,国际上应用最为广泛的水中菌落计算方法有平皿计数法以及

复合酶底物法,这两种方式所适用的地区会有一定的不同,平皿计数法是国家标准规定的方法,而复合酶底物法是地方标准应

用的方法。采用两种方式进行数据计算,其结果均接近样品的真实值。本文对水中微生物能力验证菌落总数的方法进行了探

索分析。 
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水中菌落总数是判断水被细菌污染程度的重要标志,并

且长期被作为常规指标观察水体中细菌性质以及发展动态

的关键依据,对水质达标情况有较为精准的判断。通常情况

下,不同的环境或者不同的操作人员使用不同的器皿水中的

菌落总数都会受到一定的影响,这是很难避免的,因此,在进

行能力验证的时候,应该尽量挖掘检验中所存在的不足之处,

然后对其进行有针对性的优化。现阶段,国际上通用的微生

物能力验证技术方法已经非常成熟,在实际应用的过程中取

得了较为理想的效果,有着十几年的实践探索经验。 近几

年,我国在此项技术方面也有了很大的进步,开始引进了此

系列的能力验证方式,其主要包括菌落总数、粪大肠菌群以

及总大肠菌群、埃希式菌群、甲第鞭毛虫、隐孢子虫等六项

微生物实验间能力验证,并且受到了国际上的认可。 

1 需要准备的实验材料以及实验方法 

1.1 实验材料与器械 

1.1.1 培养基和试剂 

在进行培养基准备的时候,应该严格按照《生活饮用水

标准检测方法》来进行选择,要选择广东环凯微生物科技有

限公司所生产的营养琼脂培养基。在进行试剂选择的时候,

应该严格按照《水中菌落总数复合酶底物检测方法》中的相

关规定来进行选择,并且要包含 100 毫升的瓶装无菌培养基

以及 84 孔穴样品盘[1]。 

1.1.2 实验仪器的应用 

实验过程中主要应用到的仪器包括高压灭菌锅、生化培

养箱以及便携式紫外灯等。 

1.2 实验方法以及实验原理 

1.2.1 样品处理 

首先,要将装有样品的冻存管从冰箱中取出,将其放置

在常温下平衡到10摄氏度左右,然后将100毫升的无菌水导

入到无菌取样瓶当中,将其充分震荡之后,静止放置 10到 15

分钟左右,一直到圆形胶盘已经完全溶解,这时也就得到了

待检测的样品原液。然后再从盲样当中随机选取 90 毫升无

菌水倒入无菌取样瓶当中,将其进行充分混合, 终得到稀

释之后的样品。通常情况下,从样品一开始接触到无菌水一

直到完成检测的一系列操作,应该将其控制在 45 分钟之内。 

1.2.2 平皿计数法 

在上文当中我们已经提到,平皿计数法是我国国家标准

规定应用的一种计数水中菌落的方法,此种方法的应用具有

较高的普遍性,在实际应用的过程中效果较为理想。首先要

用灭菌之后的移液管吸取 1 毫升样品,将其注入到灭菌平皿

中,然后再将其倾入 15 毫升已经融化的营养琼脂培养基中,

并且要立即旋摇平皿,从而使样品与培养基可以充分的混合,

然后再将混合之后的样品与培养基放置在培养箱当中,培养

48 小时[2]。 

此外,要注意对样品原液进行质量控制,这是非常重要

的,还应该做好盲样样品原液的平行接种操作,设立营养琼

脂以及 1毫升无菌水各当做一个空白对照。在对平皿计数法

进行应用的时候,应该注意对细节进行精准确定,在具体操

作的过程中经常会受到一些外界因素的影响,这就要求相关

操作人员自身要具有较强的专业素质,并且要保证各个环节

之间的衔接准确性。 

1.2.3 复合酶底物法 

复合酶底物法是我国地方标准中应用较为广泛的方式,

在实际操作的过程中,首先应该用灭菌的移液管吸取 1 毫升

的样品以及 9 毫升的培养基,将其加入到样品盘的中心,然

后盖上样品盘盖子,将样品盘平拖在手中轻轻晃动,使样品

盘中的液体可以平均分配到每个小孔当中,当液体分布均匀

之后,将样品盘慢慢竖起到 90º至 120º,将多余的液体导入

样品盘中,然后将样品盘缓慢倒置,放入培养箱当中,培养 48

小时。 

现阶段,已知的盲样样品原液浓度在该方法上的限值为

738MPN/mL 范围之内,因此,只需要使用原液做 5 个平行接种

就可以实现对样品的对比分析,将其合为一组样品。再用 10

毫升的培养基做1个空白的培养基,然后用1毫升的无菌水来

代替样品做一个纯水的空白对照[3]。复合酶底物法也有非常广

泛的应用,并且取得了理想的应用效果,不用地区的应用可能
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会存在着一定的不同,但是在整体应用效果上大同小异。 

2 水中微生物能力验证菌落总数的方法研究结果讨论 

2.1 两种方法菌落总数的生长情况分析 

我们将每 5 个平行样作为一组样品,然后将样品转移到

平皿或者样品盘当中,按照时间的顺序对其进行排序,通常

情况下,要将整套操作控制在 45 分钟之内完成,对四组样品

变化的规律进行查看,然后做出总结评价。当检验操作完成

之后,数据的可信度也就得到了很大的提升,通过对质控样

结果的判断之后,我们会发现在此次实验操纵的过程中,很

多数据都是具有较高准确性的。 

在进行效果值选取的时候,因为每组样品的样品量相对

较小,并且微生物的培养菌结果往往会受到多种因素的影

响。在进行微生物检验的时候,取偏差的合理范围应该以本

次实验的实际情况作为依据,这样才能够保证各组样品的检

验结果都在合理的范围之内,这也会使 终所得到的平均值

具有较高的准确性[4]。 

当选用平皿计数法对稀释的样品进行 终结果总结的

时候,要严格按照我国现阶段所执行的标准要求来选择“平

均菌落数在 30～300 控制键的进行计算”,这样可以保证

终计算结果的真实性以及科学性,但是从实验展开的实际情

况来看,对平皿进行观察比较之后,发现盲样中的菌落形状

较为多样化,并且菌落体积相对较小,轮廓分明、分布均匀、

数量可记录[5]。由于考虑到二次稀释的需求,需要将外来的

菌种带到样品当中,这样也会对 终的结果造成一定的影响,

因此,在进行培养皿计数操作的时候,要注意选取不同稀释

结果的培养皿进行计算,然后将计算结果上报。 

2.2质量控制样品与考核样品菌种大小以及形状的对比 

在应用 200 倍的显微镜对水中的菌落进行放大之后,会

发现考核样品中菌落的大小以及形状是存在一定区别的,质

控样品 长的直径较大,并且其整体呈现出椭圆形,两头较

为圆润,菌落具有较强的通透性,在密度较高的时候,容易出

现多个菌落连成一片的情况[6]。而对于盲样来说,其 长的

直径是质控样的 25%,大概是质控样的四分之一左右,其整

体形状呈现锥形,两头相对较窄,并且菌落的整体透明度较

低,当菌落浓度较高的时候,培养液中的菌落分布情况会变

得清晰可见,并且不容易出现结块团结的情况。经过对质控

样品与考核样品菌种的形状以及大小对比之后,我们会发

现质控样与考核样菌种的外观表现还是存在很大区别的,

质控样菌种的体积要比考核样大出很多,并且其形状也有

很大的区别。 

3 结束语 

随着人们生活水平的提升,自身环保意识也有了很大的

提升,充分意识到了环境对于人们生存的重要意义。水资源

是人们赖以生存的自然资源,并且水资源的提供是有限的,

因此在对水资源进行利用的时候,一定要有节制。水中的微

生物含量会直接影响到水的品质,因此,对水中微生物的含

量情况进行探索分析是非常有必要的。无论选择何种方式,

都应该保证实验过程中各个环节步骤的精准衔接,这样才能

够有效的提升结果的准确性。 
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