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水中菌落总数 3 种检测方法的比较　

曹新垲,张　 琦,尹宝国,张宝华,张雨晨
(北京市自来水集团有限责任公司水质监测中心,北京　 100012)

摘　 要　 文章采用酶底物法(SimPlate 法)、EasyDisc 法及平皿计数法对水中菌落总数进行检测。 通过检测高浓度质控样品与

低浓度指控样品发现,SimPlate 法与 EasyDisc 法检测结果的相对误差更小,更接近于真值,结果更为准确;这两种检测结果的

相对标准偏差低于平皿计数法,表明 SimPlate 法和 EasyDisc 法连续检测的稳定性优于平皿计数法。 通过检测实际样品,并对

3 种方法检测结果进行统计学分析发现,3 种方法在统计学上均具有相关性,无显著差异。 采用 SimPlate 法和 EasyDisc 法测定

水中菌落总数具有操作更简便、人为误差较少、稳定性更好等优势,满足了实验室水中菌落总数的检测要求。
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Abstract　 In
 

this
 

paper,
 

enzyme
 

substrate
 

method
 

( SimPlate
 

method),
 

EasyDisc
 

method
 

and
 

plate
 

counting
 

method
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

total
 

number
 

of
 

bacterial
 

colonies
 

in
 

water.
 

Results
 

showed
 

that
 

the
 

relative
 

error
 

of
 

SimPlate
 

method
 

and
 

EasyDisc
 

method
 

was
 

smaller
 

and
 

closer
 

to
 

the
 

true
 

value,
 

and
 

the
 

results
 

were
 

more
 

accurate.
 

The
 

relative
 

standard
 

deviation
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

plate
 

counting
 

method,
 

indicating
 

that
 

the
 

stability
 

of
 

SimPlate
 

method
 

and
 

EasyDisc
 

method
 

were
 

better
 

than
 

that
 

of
 

plate
 

counting
 

method.
 

The
 

actual
 

samples
 

were
 

tested
 

and
 

the
 

results
 

of
 

the
 

three
 

methods
 

were
 

statistically
 

analyzed.
 

It
 

was
 

found
 

that
 

the
 

three
 

methods
 

were
 

statistically
 

correlated
 

with
 

each
 

other
 

without
 

significant
 

difference.
 

Using
 

SimPlate
 

method
 

and
 

EasyDisc
 

method
 

to
 

determine
 

the
 

total
 

number
 

of
 

bacteria
 

in
 

water
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

simple
 

and
 

convenient
 

of
 

operation,
 

less
 

human
 

error
 

and
 

better
 

stability,
 

which
 

meets
 

the
 

requirements
 

of
 

the
 

total
 

number
 

of
 

bacteria
 

in
 

laboratory.
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菌落总数作为评价水质优劣的卫生指示标准指

标,是微生物检测的重要参数之一。 现阶段国内常

用的水中菌落总数检测方法为传统平皿计数法,该
方法所使用的营养琼脂平板不能满足厌氧菌等特殊

细菌的生理需求,导致部分细菌难以繁殖生长[1] 。
且在整体试验过程中不仅前处理操作繁琐,易引入

外来污染与人为误差,同时对实验室无菌环境及试

验人员技术能力要求较高,部分实验室检测能力难

以达到要求,不适用于实验室的日常检测。
酶底物法(SimPlate 法)培养基底物可与微生物

特异性酶反应生成蓝色荧光的物质,培养后统计分

析得到最终菌落总数[2-3] 。 美国环保署( EPA) 于

2002 年将 SimPlate 法纳入 EPA
 

9215E 中,表明饮用

水及地表水可以使用其检测菌落总数[4] ;广东省地

方标准《水中菌落总数复合酶底物检测方法》 ( DB
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1163—2013) [5] 于 2013 年将 SimPlate 法引入

国内;国家城市供水水质监测网武汉监测站于 2019
年采用定量盘法检测水中菌落总数,该方法的试验

原理与 SimPlate 法基本一致,其检测结果与平皿计

数法相比也没有显著的统计学差异[6] ;《生活饮用

水标准检验方法
 

微生物指标》 ( GB / T
 

5750. 12—
XXXX)(2022 年征求意见稿) [7] 中也表明,可以使

用 SimPlate 法检测生活饮用水及水源水的菌落总

数。 与平皿计数法相比,SimPlate 法无需配制培养

基,采用 SimPlate 法,不稀释的情况下 1
 

mL 水样可

以检测 738
 

MPN / mL 的菌落总数,减少了培养基配

制及样品稀释的误差,且不需要严格的无菌环境,更
适用于检测水中菌落总数较高的样品。

EasyDisc 法是对平皿计数法的革新,于 2021 年

研发成功,目前还处于试用阶段。 2022 年,孙杰[8]

采用 EasyDisc 法检测水中菌落总数,其检测结果与

平皿计数法相比没有显著的统计学差异。 EasyDisc
法的 PCA 培养基脱水固定于 47

 

mm 的平皿底部,无
需配制,微生物生长的代谢产物与 PCA 培养基中的

显色物质反应生成蓝色菌落,便于人工计数。 与平

皿计数法相比,EasyDisc 法减少了配制培养基等试

验步骤,试验操作简便,生成的蓝色菌落便于计数,
显著降低了外来污染和人为误差。

本文采用酶底物法、EasyDisc 法和平皿计数法

3 种方法检测 NSI 菌落总数定量质控样品和实际样

品,并将检测结果进行统计学分析[9-10] 。

1　 试验部分
1. 1　 试验设备

SimPlate 法培养基、84 孔分配盘、EasyDisc 法培

养基、NSI 菌落总数定量质控样品、无菌缓冲液、无
菌取样瓶等耗材购自爱德士公司;平皿计数法使用

的营养琼脂购自青岛海博生物技术有限公司;试验

使用经计量部门校准合格的国产隔水式恒温生物培

养箱,温控精度为±0. 5
 

℃ 。
1. 2　 试验步骤
1. 2. 1　 高浓度 NSI 菌落总数定量质控样品制备

从-10
 

℃
 

以下的冰柜中取出 NSI 菌落总数定

量质控样品,常温状态下平衡 15
 

min 后,转移至 100
 

mL 无菌缓冲液中,水平摇匀,制备成高浓度 NSI 菌

落总数定量质控样品。 待样品完全溶解后,需在 30
 

min 内完成检测。

1. 2. 2　 低浓度 NSI 菌落总数定量质控样品制备

将 1. 2. 1 小节的高浓度 NSI 菌落总数定量质控

样品充分混匀后,吸取 10
 

mL 转移至 100
 

mL 无菌取

样瓶中,用无菌水稀释至刻度线,制备成低浓度 NSI
菌落总数定量质控样品。
1. 2. 3　 实际样品采集

采集北京地区出厂水、滤池出水及水源水各 10
组实际水样,采集过程参照《生活饮用水标准检验

方法
 

水样的采集与保存》(GB / T
 

5750. 2—2006) [11]

中样品采集及保存要求,并在 4
 

h 内完成检测。
1. 2. 4　 SimPlate 法测定水中菌落总数

量取 1
 

mL 待测样品及 9
 

mL 无 菌 水 加 入

SimPlate 法培养基中,充分混匀,转移至 84 孔分配盘

中,水平旋转分配盘使待测样品均匀分配于每个样品

孔中,多余液体由盘内海绵吸收,倒置放入 36
 

℃
 

培

养箱中培养 48
 

h 后,在 366
 

nm 紫外灯下统计蓝色荧

光孔数,对照 MPN 表查询菌落总数检测结果。
1. 2. 5　 EasyDisc 法测定水中菌落总数

量取 1
 

mL 待测样品加入 EasyDisc 法平皿中,水平

混匀,使样品均匀分布于 EasyDisc 法平皿中,常温下静

置 20
 

min,使样品与培养基充分接触,正置放入 36
 

℃
 

培养箱中培养 48
 

h 后,统计菌落总数检测结果。
1. 2. 6　 平皿计数法测定水中菌落总数

平皿计数法试验过程参照《生活饮用水标准检

验方法
 

微生物指标》 ( GB / T
 

5750. 12—2006) [12] 中

1. 1 小节平皿计数法进行检测。

2　 试验结果分析
2. 1　 高浓度 NSI 菌落总数定量质控样品检
测结果分析

将同一高浓度 NSI 菌落总数定量质控样品以 3
种方法平行检测 10 次。 其检测结果表明,3 种方法

检测结果的合格率均为 100%。 为进一步评价 3 种

方法的准确性和稳定性,计算 10 组检测结果与真值

的相对误差及检测结果的相对标准偏差,可得 RSD
(平皿 计 数 法 ) = 9. 63%, RSD ( SimPlate 法 ) =
5. 69%,RSD(EasyDisc 法) = 6. 07%,如表 1、图 1 所

示。 结果表明,SimPlate 法与 EasyDisc 法检测结果

与真值的相对误差及相对标准偏差均小于平皿计数

法。 由此可知,SimPlate 法与 EasyDisc 法检测高浓

度 NSI 菌落总数定量质控样品时的准确性及稳定性

优于平皿计数法。
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表 1　 3 种方法检测高浓度 NSI 菌落总数定量质控样品的检测结果
Tab. 1　 Detection

 

Results
 

of
 

High
 

Concentration
 

NSI
 

Total
 

Number
 

of
 

Colonies
 

QC
 

Samples
 

by
 

Three
 

Methods

检测次数
平皿计数法 SimPlate 法 EasyDisc 法

结果 / (CFU·mL-1 ) 相对误差 结果 / (MPN·mL-1 ) 相对误差 结果 / (CFU·mL-1 ) 相对误差

1 216 -2% 183 -4% 217 -2%

2 204 -8% 177 -7% 227 3%

3 190 -14% 189 -1% 209 -5%

4 236 7% 183 -4% 199 -10%

5 188 -15% 202 6% 208 -6%

6 197 -11% 202 6% 219 -1%

7 199 -10% 189 -1% 214 -3%

8 244 10% 183 -4% 202 -9%

9 217 -2% 202 6% 198 -10%

10 237 7% 209 10% 239 8%

　 注:NSI
 

HPC
 

QC
 

Lot
 

Number(批号)为 200317;平皿法真值为( 221± 9)
 

CFU / mL,可接受值为 179 ~ 263
 

CFU / mL;SimPlate 法真值( 190± 16)
 

MPN / mL,可接受值为 103 ~ 277
 

MPN / mL;MPN 为最可能数,基于泊松分布的一种间接计数方法,是 SimPlate 法的计量单位;CFU 为菌落形成单
位,一种直接的计数方法,是 EasyDisc 法与平皿计数法的计量单位;同一支 200317 的菌落总数质控具有两种检测方法的真值及可接受范围

图 1　 3 种方法检测高浓度 NSI 菌落总数定量

质控样品检测结果的相对标准偏差

Fig. 1　 Relative
 

Standard
 

Deviation
 

of
 

High
 

Concentration
 

NSI
 

Total
 

Number
 

of
 

Colonies
 

QC
 

Samples
 

by
 

Three
 

Methods

2. 2　 低浓度 NSI 菌落总数定量质控样品检
测结果分析

为验证 3 种方法检测低浓度样品的准确性及

稳定性,分别以 3 种方法平行检测同一低浓度 NSI
菌落总数定量质控样品 10 次,最终检测结果为检

测结果×稀释倍数。 其最终检测结果表明,3 种方

法检测结果的合格率均为 100%。 为进一步评价 3
种方法检测低浓度样品的准确性及稳定性,计算

10 组检测结果与真值的相对误差及检测结果的相

对标准偏差,可得 RSD(平皿计数法) = 12. 37%,
RSD( SimPlate 法) = 8. 13%,RSD ( EasyDisc 法) =
8. 72%,如表 2、图 2 所示。 结果表明,检测低浓度

NSI 菌 落 总 数 定 量 质 控 样 品 时, SimPlate 法 与

EasyDisc 法检测结果与真值的相对误差及相对标

准偏差均小于平皿计数法,其准确性及稳定性仍

优于平皿计数法。
2. 3　 实际样品检测结果分析

选取北京地区出厂水、滤池出水及水源水各 10
组,分别以 3 种方法检测选取的 30 组实际样品。 其

中样品序号 21 ~ 30 为水源水样品,稀释 10 倍后进

行检测,最终检测结果 = 检测结果×稀释倍数,3 种

方法的检测结果如表 3 所示。 为进一步探究 3 种方

法在检测实际样品时是否存在差异性,将 3 种方法

检测结果做对数处理满足正态分布后,运用软件

SPSS
 

软件进行 t 检验分析,结果如表 4 所示。 平皿

计数法与 SimPlate 法、EasyDisc 法的泊松相关系数

分别为 0. 945、0. 981,属极强相关性;t 检验结果分

别为 P= 0. 366( >0. 05)、P = 0. 798( >0. 05),表明平

皿计数法与 SimPlate 法、EasyDisc 法的检测结果高

度一致,无统计学差异。 可认为 3 种方法均可有效

检测水中菌落总数。
2. 4　 阴性样品检测结果分析

各选取 3 组灭菌生理盐水、无菌纯水和无菌缓
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　 　 表 2　 3 种方法检测低浓度 NSI 菌落总数定量质控样品的检测结果
Tab. 2　 Detection

 

Results
 

of
 

Low
 

Concentration
 

NSI
 

Total
 

Number
 

of
 

Colonies
 

QC
 

Samples
 

by
 

Three
 

Methods

检测次数

平皿计数法 SimPlate 法 EasyDisc 法

结果 /
(CFU·mL-1 )

最终结果 /
(CFU·mL-1 )

相对误差
结果 /

(MPN·mL-1 )
最终结果 /

(MPN·mL-1 )
相对误差

结果 /
(CFU·mL-1 )

最终结果 /
(CFU·mL-1 )

相对误差

1 22 220 0 19 190 0 20 200 -10%

2 19 190 -14% 21 210 11% 21 210 -5%

3 20 200 -10% 17 170 -11% 18 180 -19%

4 18 180 -19% 19 190 0 20 200 -10%

5 20 200 -10% 21 210 11% 23 230 4%

6 24 240 9% 19 190 0 24 240 9%

7 21 210 -5% 17 170 -11% 22 220 0

8 26 260 18% 23 210 11% 19 190 -14%

9 18 180 -19% 19 190 0 21 210 -5%

10 20 200 -10% 21 210 11% 20 200 -10%

　 注:最终结果为结果×稀释倍数

图 2　 3 种方法检测低浓度 NSI 菌落总数定量质控样品

检测结果的相对标准偏差

Fig. 2　 Relative
 

Standard
 

Deviation
 

of
 

Low
 

Concentration
 

NSI
 

Total
 

Number
 

of
 

Colonies
 

QC
 

Samples
 

by
 

Three
 

Methods

冲液,在非无菌环境下分别以 3 种方法进行检测,其
检测结果如表 5 所示。 在非无菌环境下,平皿计数

法检测阴性样品时部分阴性样品有菌落检出;
SimPlate 法和 EasyDisc 法检测阴性样品时所有阴性

样品均未检出。 由此表明,SimPlate 法和 EasyDisc
法可以在非无菌条件下进行试验,降低了水中菌落

总数检测项目对实验室无菌环境的要求。

3　 讨论
3. 1　 NSI 菌落总数定量质控样品检测结果
分析

检测 20 组高浓度和低浓度质控样品时,平皿计

数法共有 12 组检测结果相对误差不低于 10%,大于

SimPlate 法及 EasyDisc 法。 造成此类结果的原因是

平皿计数法配制培养基的操作步骤(称量、溶解、调
节 pH、高压灭菌、保存及复溶等)过于繁琐,易引入

外来污染,且营养琼脂生成的菌落颜色较浅,不易观

察,易造成人为计数误差;而 SimPlate 法及 EasyDisc
法无需配制培养基,特制的培养基与细菌代谢产物

发生反应,生成易观察的反应产物,减少了外来污

染,降低了试验及人为误差。
平皿计数法、SimPlate 法及 EasyDisc 法在检测

高浓度和低浓度质控样品时其检测结果与真值相对

误差的标准偏差分别为 9. 27%、5. 75%及 5. 86%和

11. 64%、8. 30% 及 8. 21%。 由上述计算结果可知

SimPlate 法和 EasyDisc 法检测结果的真值相对误差

相较于平皿计数法的真值相对误差更小, 表明

SimPlate 酶底物法和 EasyDisc 法的检测结果更接近

真值,准确度更高,性能更加稳定,更适用于水中菌

落总数的检测。

3. 2　 实际样品及阴性样品检测

对于出厂水、滤池出水及水源水等实际样品,
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　 　 表 3　 北京地区实际样品的 3 种方法检测结果
Tab. 3　 Detection

 

Results
 

of
 

Actual
 

Samples
 

in
 

Beijing
 

by
 

Three
 

Methods

样品
序号

样品名称
平皿计数法 /
(CFU·mL-1 )

SimPlate 法 /
(MPN·mL-1 )

EasyDisc 法 /
(CFU·mL-1 )

1 出厂水 1 0 0 0

2 出厂水 2 0 0 0

3 出厂水 3 1 2 3

4 出厂水 4 2 4 4

5 出厂水 5 0 0 2

6 出厂水 6 0 0 0

7 出厂水 7 1 0 1

8 出厂水 8 0 2 0

9 出厂水 9 2 0 1

10 出厂水 10 0 2 0

11 滤池出水 1 13 15 15

12 滤池出水 2 28 38 32

13 滤池出水 3 78 71 80

14 滤池出水 4 28 33 25

15 滤池出水 5 74 80 77

16 滤池出水 6 28 30 31

17 滤池出水 7 118 132 132

18 滤池出水 8 24 28 29

19 滤池出水 9 55 65 60

20 滤池出水 10 69 83 74

21 水源水 1 350 350 380

22 水源水 2 330 330 340

23 水源水 3 320 330 310

24 水源水 4 460 480 460

25 水源水 5 390 380 410

26 水源水 6 620 620 630

27 水源水 7 1
 

840 2
 

020 1
 

960

28 水源水 8 410 380 440

29 水源水 9 1
 

040 930 990

30 水源水 10 520 620 560

SimPlate 法及 EasyDisc 法与平皿计数法的泊松相关

系数分别为 0. 945 和 0. 981,表明两种检测方法皆

与平皿计数法具有极强相关性;同时 t 检验结果分

　 　 表 4　 3 种方法实际样品检测结果的 t 检验
Tab. 4　 t-Test

 

of
 

Results
 

of
 

Actual
 

Sample
 

by
 

Three
 

Methods

检测方法
平皿计数法与

SimPlate 法
平皿计数法与

EasyDisc 法

均值 -0. 050
 

55 -0. 008
 

43

标准偏差 0. 301
 

18 0. 178
 

51

样品数据 30 30

泊松相关系数 0. 945 0. 981

自由度 29 29

t -0. 919 -0. 259

P 值 0. 366 0. 798

表 5　 阴性样品的 3 种方法检测结果
Tab. 5　 Detection

 

Results
 

of
 

Negative
 

Samples
 

by
 

Three
 

Methods

样品名称
平皿计数法 /
(CFU·mL-1 )

SimPlate 法 /
(MPN·mL-1 )

EasyDisc 法 /
(CFU·mL-1 )

灭菌生理盐水 1 0 0 0

灭菌生理盐水 2 2 0 0

灭菌生理盐水 3 0 0 0

无菌纯水 1 0 0 0

无菌纯水 2 4 0 0

无菌纯水 3 0 0 0

无菌缓冲液 1 2 0 0

无菌缓冲液 2 0 0 0

无菌缓冲液 3 1 0 0

别为 P= 0. 366( >0. 05)、P = 0. 798( >0. 05),也表明

SimPlate 法及 EasyDisc 法与平皿计数法的检测结果

无统计学差异,均可有效检测水中菌落总数。 在非

无菌环境下 SimPlate 法和 EasyDisc 法检测阴性样品

时阴性样品均未检出,表明 SimPlate 法和 EasyDisc
法无需在专业无菌室环境操作,既满足实验室对水

中菌落总数的检测需求,也降低了实验室维护无菌

环境的成本。
3. 3　 SimPlate法和 EasyDisc 法优缺点

SimPlate 法和 EasyDisc 法特异性培养基可与细

菌发生相关反应,使 SimPlate 法和 EasyDisc 法假阴

性概率大幅下降。 相较于平皿计数法,SimPlate 法

结果判读方式更简单,不受菌落蔓延等意外因素的

影响,适用于水源水的菌落总数检测;而 EasyDisc
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法的 47
 

mm 平皿减少占用培养箱空间,适用于大批

量样品及应急样品的菌落总数检测。 但 EasyDisc
法计数值是 0 ~ 300

 

CFU / mL,不太适宜用于原水检

测,当菌落数较大时,容易发生菌落蔓延的情况,
SimPlate 法的操作步骤相对复杂,不利于大批量使

用,且两种方法价格相比平皿法价格较贵。

4　 结论
(1)常用检测水中菌落总数的传统平皿计数法

具有一定的局限性,如配制培养基操作繁琐、对整体

实验室的无菌环境及人员能力要求较高等。 而

SimPlate 法和 EasyDisc 法无需配制培养基,试验操

作过程简便,更适合实验室日常检测。
(2)实验室使用 SimPlate 法和 EasyDisc 法检测

水中菌落总数,其高浓度与低浓度定量质控样品的

检测结果准确性及稳定性均优于传统的平皿计数

法,实际样品的检测结果与平皿计数法具有极强相

关性,无统计学差异,检测结果准确可靠。
(3)阴性样品的检测结果表明,SimPlate 法和

EasyDisc 法无需在专业的无菌环境下操作,降低了

实验室维护无菌室的成本,适用范围更广,满足实验

室对水中菌落总数的检测需求。
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