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摘要:粪大肠菌群是海水浴场水质状况的重要检测指标,传统检测方法以多管发酵法为主,其方法

较为成熟,但耗时较长、操作繁琐;高灵敏度大肠菌群测试片法获国际官方认证,我国也已将其纳

入标准方法。文章以厦门海水浴场的水质检测为例,开展2种方法的对比实验,结果表明:2种方

法对粪大肠菌群的检测结果基本一致;高灵敏度大肠菌群测试片法具有简便、快速和省力的优点,

更加适用于日常检测工作。
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Abstract:Fecalcoliformisanimportantdetectionindexforthequalityofseawaterbaths,thetra-

ditionalmethodismatureandbasedonthemulti-tubefermentation,butittakesalongtimeand

theoperationistedious.Highsensitivitycoliformtestmethodhasbeenacceptedbytheinterna-

tionalauthorities,andthismethodhasbeenincorporatedintothestandardmethodinChina.This

papertookthewaterqualitytestofXiamenseawaterbathingasanexample,tocarryoutthecom-

parisonexperimentoftwomethods.Thestudyshowedthatthetwomethodsoffecalcoliformtest

resultsareconsistentwell.Highsensitivitycoliformtestmethodhastheadvantagesofeasyopera-

tion,highefficiencyandlabor-saving,andmoresuitablefordailytestingaswell.
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粪大肠菌群主要来源于人类和其他动物排泄 的粪便,随着雨水和污水等的排放进入海水中,对
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沿海的海水浴场造成污染,进而对人体产生危害。

粪大肠菌群是海水浴场水质检测的指标之一,是评

价海水浴场质量的重要依据。

目前在我国海水浴场中检测粪大肠菌群含量

的方法主要是依据《海洋监测规范》(GB17378.7—

2007)[1]的多管发酵法。国内于20世纪80年代初

即开始运用多管发酵法对海水中的粪大肠菌群进

行初步研究和检测,该方法具有较为成熟、原理简

单、利于推广和费用低等优点[2],但也存在一些缺

点:实验操作步骤繁琐,需进行初发酵和复发酵2个

过程;培养周期长,1个培养过程需要48h;前期的

培养液配置和培养后的样品处理等都需耗费大量

人力。因此,很难适应现代化快速检测海水浴场水

质的需求。

PetrifilmTM高灵敏度大肠菌群测试片法经过长

期的研究、改进和使用,目前已趋于成熟,是国际上

获得官方认证的方法[3-4];其具有操作简便、培养时

间短和节省人力等优点[5],但也存在对环境要求较

高和测试片价格较高等缺点。测试片法目前主要

运用于食品、生活饮用水、疾病防控等领域的粪大

肠菌群检测,我国也出台了相应的方法和标准[6],很

多学者都对其进行了相关研究,然而在海洋环境检

测中将测试片法运用于粪大肠菌群检测的研究相

对较少。在2013年发布的《海洋监测技术规程》

(HY/T147.5-2013)[7]中首次将测试片法作为标

准方法用于检测海洋环境中的粪大肠菌群,同时测

试片直接计数法也被作为仲裁法。本研究比较高

灵敏度大肠菌群测试片法和多管发酵法的检测结

果,为今后快速检测海洋环境中的粪大肠菌群提供

参考依据。

1 实验操作

1.1 药品试剂和实验仪器

本研究采用的药品试剂主要包括:高灵敏度大

肠菌群测试片(厦门泰京生物技术有限公司)、乳糖

蛋白胨培养基(北京奥博星生物技术有限公司)、

E-TEC琼脂培养基(北京奥博星生物技术有限公

司)和碳酸钠溶液(称取10.6g碳酸钠溶于蒸馏水,

并定容到100mL自制)。

采 用 的 实 验 仪 器 主 要 包 括:高 压 灭 菌 锅

(HIRAYAMA,型号 HV-50)和电热恒温培养箱

(上海荣丰科学仪器有限公司,型号LRH-250)。

1.2 操作方法

分别 按 照 《海 洋 监 测 规 范》(GB17378.7—

2007)[1]中的多管发酵法和《海洋监测技术规程》

(HY/T147.5—2013)[7]中的测试片法,对3个站

位、7个航次和21个样品的粪大肠菌群进行测定。

1.2.1 多管发酵法

多管发酵法的原理是大肠菌群在37℃或44℃
条件下繁殖时能使乳糖发酵,并能使乳糖蛋白胨培

养液在变黄的同时产生气泡[8];海水检验采用44℃
培养法。

(1)初发酵实验。采用无菌操作的方法,等量

吸取10mL经充分摇匀的水样,分别加入5支各盛

有5mL已灭菌的3倍浓缩乳糖蛋白胨培养液的试

管中;等量吸取1mL经充分摇匀的水样,分别加入

5支各盛有10mL已灭菌的单倍浓缩乳糖蛋白胨培

养液的试管中;吸取1mL水样注入盛有9mL已灭

菌的清洁海水的试管中并摇匀。另换吸量管等量

吸取此种稀释水样1mL,分别加入5支各盛有

10mL已灭菌的单倍浓缩乳糖蛋白胨培养液的试管

中;充分混匀后,将试管置于44℃恒温箱中培养

24h。

(2)复发酵实验。经培养24h后,将产酸产气

和只产酸的发酵管用无菌环转接入EC培养液中,

摇匀后置于44℃±0.5℃恒温培养箱中培养24h±

2h。

(3)结果判读。在此期间所得产气的阳性管即

证实有粪大肠菌群存在;依据阳性管数,查最近似

值(MPN)表可得每100mL水样中粪大肠菌群的

最近似值,将此数值乘以10,即求得每升水样中粪

大肠菌群数。

1.2.2 测试片法

测试片法的原理是,大肠菌群测试片是预先制

备好的培养基系统,含有标准的平板计数培养基、

冷水可溶性凝胶和特异性指示剂[9];其在44.5℃条

件下可繁殖发酵乳糖而产生气泡,同时产酸使指示

剂变红色,以检验粪大肠菌群。

(1)接种和培养。将测试片置于超净工作台
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上,揭开上层膜,用移液器吸取样品5mL垂直滴加

在测试片中央处,每个样品做2个平行,将上层膜缓

慢盖下以避免气泡产生;将压板放置在上层膜中央

处轻轻压下,使样液均匀覆盖于圆形培养面上,静

置2~5min使其凝固;置于44.5℃±0.5℃恒温培

养箱中培养24h±2h。

(2)菌落计数和判读。用目视和放大镜来计

数,将计数结果乘以200即求得每升水样中粪大肠

菌群数。在测试片上,红色有气泡的菌落可确认为

粪大肠菌群,圆形培养面边缘上和边缘外的菌落不

作计数;出现大量气泡、大量不明显小菌落或培养

区呈暗红色,表明浓度过高需要稀释。

1.3 站位布设

采样地点选取厦门环岛东路黄厝海水浴场。

该浴场由于沙滩长度较长、地势较平坦,游泳爱好

者和人员流动较多,适合作为采样点。在黄厝海水

浴场均匀布设3个采样站位,从北到南分别为D29、

D30和D31。

2 结果分析

按照上述实验操作方法,采用多管发酵法和高

灵敏度大肠菌群测试片法,分别对3个站位、7个航

次和21个样品进行检测(表1)。

表1 样品检测结果

日期

站位D29 站位D30 站位D31

多管发酵法/

(个·L-1)

测试片法/

(CFU·L-1)

多管发酵法/

(个·L-1)

测试片法/

(CFU·L-1)

多管发酵法/

(个·L-1)

测试片法/

(CFU·L-1)

2016-04-21 460 460 230 340 1100 600

2016-05-06 230 340 220 540 270 600

2016-05-12 460 200 330 200 490 260

2016-05-19 330 200 330 340 330 200

2016-05-23 9200 6800 9200 7600 16000 7600

2016-05-30 3500 2400 2200 1200 3500 2600

2016-06-06 5400 3000 3500 3400 5400 3300

由表1可以看出,同一个样品通过高灵敏度大

肠菌群测试片法和多管发酵法检测粪大肠菌群的

结果数据存在差异,主要是2种方法的结果表示存

在差异:高灵敏度大肠菌群测试片法的结果表示是

CFU/L,即每升样品中含有的细菌菌落总数,1个菌

落可能由1个细菌形成,也可能由1簇细菌形成;多

管发酵法的结果表示是个/L,即用概率论推算出样

品中菌数最近似的数值;因此高灵敏度大肠菌群测

试片法测得的结果可能偏低,检测结果也显示如

此。但2种方法的检测结果基本在1个数量级上,

且测试片法测得的结果都落在大肠菌群检数表的

95%可信限值内,因此采用2种方法检测粪大肠菌

群的结果基本一致。同时可以看出,2种方法在不

同时段和不同站位的检测结果相关性不高,无显著

差异。

3 结论

通过对2种方法的实验对比,高灵敏度大肠菌

群测试片法和多管发酵法的检测结果基本一致。

高灵敏度大肠菌群测试片法的优点为:易于操作,

只需简单培训就能掌握操作方法;培养时间短,较

多管发酵法可从48h缩短至24h;节省人力,不需

试剂配制和培养液处理等工作,可大幅度减少实验

人员的工作量。

海水浴场的水质直接影响游客的身心健康,以

粪大肠菌群为指示物的微生物污染情况是国内外

浴场水质评价的重要指标之一[10]。从长远看,海水

浴场的水质检测工作需要更加快速、简便、有效的

检测手段[11],高灵敏度大肠菌群测试片法能满足这

一需求。
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保护渤海海洋环境 构建平衡生态系统
———《渤海山东海域海洋保护区生物多样性图集》书评

为全面、系统地了解渤海山东海域海洋保护区

海洋环境和保护物种的现状,由山东省海洋环境监

测中心牵头组织,滨州、东营、潍坊和烟台等市级海

洋环境监测和预报中心积极配合,历时4年对渤海

山东海域内的国家级海洋保护区的生物多样性开

展本底调查,首次系统编写了《渤海山东海域海洋

保护区生物多样性图集》。该系列图集包括《陆生

植被》《常见鸟类》《常见底栖生物》《浮游生物》和
《常见游泳动物》共5册,其中前4册已由海洋出版

社出版发行,第5册《常见游泳动物》即将出版。

第1册《陆生植被》图集共调查渤海山东海域海

洋保护区内常见的陆生植被323种。每个物种按照

全株、茎(枝)、叶(叶序)、花(花序)、果(果序)等典

型特征进行图像拍摄,并对典型植物全株进行视频

拍摄,读者可扫描书中二维码进行查阅。

第2册《常见鸟类》图集共调查渤海山东海域海

洋保护区内常见的鸟类119种。重点介绍常见鸟类

的分类学地位、主要识别特征、分布区域和保护等

级,每个物种均以多张图片展示,丰富了该区域鸟

类生物的多样性研究。

第3册《常见底栖生物》图集共调查渤海山东海

域海洋保护区内常见的底栖生物174种。重点介绍

常见底栖生物的分类学地位、主要识别特征、分布

区域和习性,每个物种均以多张图片展示,对部分

易混淆物种进行典型局部特征的放大拍摄,并对典

型物种进行视频拍摄,读者可扫描书中二维码进行

查阅。

第4册《浮游生物》图集共调查渤海山东海域海

洋保护区内常见的浮游生物150种。重点介绍常见

浮游生物的分类学地位、主要识别特征、分布区域

和习性,每个物种均以多张图片展示,对部分典型

浮游植物物种进行电镜拍照,对浮游动物和鱼卵、

仔稚鱼样品进行视频拍摄,读者可扫描书中二维码

进行查阅。

本套图集的编写和出版得到山东省渤海海洋

生态修复及能力建设、山东省科技发展计划和山

东省海洋生态修复重点实验室等项目的资助,不

仅为海洋保护区的能力建设提供基本资料,而且

可作为科研工作者开展物种鉴定的重要参考,对

于渤海山东海域的生态文明建设具有开创性意

义。(赵娟 海洋出版社)


