
61

总第 536 期 2023 年 7 期 ( 上 ) 生 物 科 学

样本稀释度对粪大肠菌群
数量检测结果影响的分析

陈　思

（辽宁万益职业卫生技术咨询有限公司，辽宁 沈阳 110000）

摘　要　在采用多管发酵法进行水质粪大肠菌群检测时，如遇样品中菌群数偏高，需要进行稀释处理，在未知菌

群大致数量的情况下，并不能确定稀释度是否合适，而过低或过高的稀释度都可能造成检测结果偏差，因此有必

要分析研究稀释度对检测结果的影响，以便于更准确地进行检测实验，矫正检测结果。本文通过对比不同稀释度

的样本检测，分析稀释倍数对粪大肠菌群检测结果的影响，旨在为相关研究者提供参考。
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粪大肠菌群是大肠菌群中的一种，是生长于人和

其他温血动物肠道中的一种肠道细菌，可随粪便排出

体外，故称为粪大肠菌群。多管发酵法是目前应用最

广泛且能有效检测粪大肠菌群的常用方法，但在进行

实际检测时经常遇到样品中粪大肠菌群数偏高的情况，

需要对样品进行稀释处理，由于检测前无法判断水样

中粪大肠菌群的大致数量，若出现稀释不到位或稀释

过头情况，都无法准确检测出样品中粪大肠菌群的数

量。因此，本文采取对比法，对粪大肠菌群含量高的

水样进行不同倍数的稀释处理，通过对比检测结果，

分析不同稀释度对检测结果产生的影响。[1]

1 检测标准

HJ347.2-2018《水质 粪大肠菌群的测定 多管发酵

法》，本文涉及的检测实验是采用标准中规定的 15管

法进行，检出限为 20MPN/L。

2 样品制备

1.自制样本：由实验室自行配置阳性（大肠埃希氏

菌）样本，分别为 30~3.0×102MPN/L、3.0×102~3.0×103 

MPN/L、3.0×103~3.0×104MPN/L 和 3.0×104~3.0×105 

MPN/L浓度的菌悬液，编号依次为 A1~A4。

2.采集样本：采集 3个不同地点的地表水样品，

分别为某中医院总医院废水、某中医院东院区废水以

及某发动机研究所废水，编号依次为 B1~B3。

3 检测实验（15管法）

3.1 样品稀释与接种

当样品接种量小于 1mL时，应将样品制成稀释样

品后使用。吸取 10mL充分混匀的样品，注入盛有 90mL

无菌水的三角烧瓶中，混匀成 1：10稀释样品；吸取 1：

10稀释样品 10mL充分混匀的样品，注入盛有 90mL无

菌水的三角烧瓶中，混匀成 1：100稀释样品。其他接种

量的稀释样品以此类推，直到适宜稀释倍数。[2]

3.2 发酵实验

稀释接种后的试管进行初发酵，在 37℃±0.5℃下

培养 24h±2h。将产酸产气的阳性管进行复发酵实验，

用经火焰灼烧灭菌并冷却后的接种环将培养物分别转

接到装有 EC培养基的试管中，在 44.5±0.5℃下培养

24h±2h。培养后观察导管中产气证实为粪大肠菌群阳

性。记录产气阳性管数，查询标准中 15管法最大可能

数 （MPN）表进行计算。

3.3 空白实验

每次实验都要用无菌水代替样品按步骤 3.1~3.2进

行空白测定。

3.4 阳性及阴性对照实验

将粪大肠菌群的阳性菌株（大肠埃希氏菌）和阴

性菌株（产气肠杆菌）制成浓度 30~300MPN/L的菌悬液，

分别取相应体积的菌悬液接种于试管中，然后按初发

酵实验和复发酵实验要求培养，记录实验结果。

4 检测结果

4.1 自制样本检测结果

对实验室自制的四个浓度的样本进行多个稀释度

的实验，同时进行空白对照和阴阳性对照实验，具体

检测结果见表 1。

4.2 采集样本检测结果

本实验对来自 3个不同地点的样品（B1~B3）分别
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进行多个不同稀释度的试验，同时进行空白对照和阴

性阳性对照实验，具体检测结果见表 2。

5 结果分析

通过比对自制样本和采集样本粪大肠菌群检测结

果，可以得出以下结论：

1.对照实验检测结果分析：空白对照实验检测结

果为 <20MPN/L，说明样品在采集和运输过程中没有受

到污染，检测结果真实有效；阴性对照实验检测结果

为 <20MPN/L未检出情况，阳性检测结果为检出情况，

说明实验室制备的培养基可以有效对粪大肠菌群进行

检测，检测结果真实有效。

2.自制样本检测结果分析：样本 A1为实验室自行

配置的 30~3.0×102MPN/L浓度的菌悬液，观察检测结

果不稀释的检测结果为 1.7×102MPN/L，在所配置的菌

悬液浓度可能范围之内，当进行 10倍和 100倍稀释时，

检测结果为 7.0×102MPN/L和 2.0×103MPN/L，已经远

远超出所配置的菌悬液浓度可能范围，并且可以看出，

随着稀释倍数的增加，检测结果偏离真实菌悬液粪大

肠菌群浓度越大；样本 A2和 A3同样具备和样本 A1的

检测结果特点；样本 A4为实验室自行配置的 3.0×104~ 

3.0×105MPN/L浓度的菌悬液，不进行稀释的检测结果

为≥ 2.4×104MPN/L，仅能代表该样本粪大肠菌群浓度

超过 2.4×104MPN/L，当进一步进行 10倍稀释时检测

结果为 1.6×105MPN/L，满足所配置的菌悬液浓度可能

范围，说明当 15管全部检出时，检测结果同样不是准

确的，仅能代表该样本的浓度范围，仍需要进一步稀

释。同样的进行 100倍和 1000倍和 10000倍稀释的样

本检测结果远远超出所配置菌悬液可能浓度范围，结

果不具备真实性。因此可以看出，当样本粪大肠菌群

浓度不高不用进行稀释时，该检测结果最准确，当稀

释倍数逐渐增加时，检测结果也逐渐增加并偏离真实

数据，当样本粪大肠菌群数含量偏高，不进行稀释时，

表 1 A1~A3号样本粪大肠菌群检测结果

样品编号 稀释倍数
初发酵阳性管数 复发酵阳性管数

检测结果（MPN/L）
10mL 1mL 0.1mL 10mL 1mL 0.1mL

空白对照 - 0 0 0 - - - <20

阴性对照 - 0 0 0 - - - <20

阳性对照 - 3 1 1 3 1 1 1.4×102

A1-0 - 3 2 1 3 2 1 1.7×102

A1-1 10 2 1 0 2 1 0 7.0×102

A1-2 102 1 0 0 1 0 0 2.0×103

A2-0 - 4 4 2 4 4 2 4.7×102

A2-1 10 4 2 2 4 2 2 3.2×103

A2-2 102 2 0 0 2 0 0 5.0×103

A3-0 - 5 5 4 5 5 4 1.6×104

A3-1 10 5 4 4 5 4 4 3.5×104

A3-2 102 4 4 0 1 0 0 2.0×104

A3-3 103 4 0 0 4 0 0 1.3×105

A4-0 - 5 5 5 5 5 5 ≥ 2.4×104

A4-1 10 5 5 4 5 5 4 1.6×105

A4-2 102 5 4 4 5 4 4 3.5×105

A4-3 103 4 4 1 4 4 1 4.0×105

A4-4 104 4 1 0 4 1 0 1.7×106

A4-5 105 1 0 0 1 0 0 2.0×106
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15管全部检出时，该稀释度检测结果不具备真实性，

仅能代表一个浓度范围，当进一步稀释时，检测结果

与 A1~A3具备相同的规律，即稀释倍数越小越接近真

实数据。[3]

3.采集样本结果分析：样本 B1~B3为未知粪大肠

菌群浓度的废水样本，从检测结果来看，当样本粪大

肠菌群数偏高时，检测结果同样仅能代表一个范围，

当进一步稀释时，检测结果随着稀释倍数的增加而增

加，说明根据自制样本得出的结论同样有效，因此应

用自制样本所得出的结论，稀释倍数越小越接近真实数

据，那么样本B1~B3的粪大肠菌群浓度应分别为：9.2×104 

MPN/L、1.6×104MPN/L和 5.4×104MPN/L。[4-5]

6 结论

本文通过自制样本和采集样本的对比实验，分析

了不同稀释倍数对粪大肠菌群检测结果的影响，结果

表明当样本粪大肠菌群含量偏高时 15管全部检出，

该检测结果偏低，不能够反映样品真实粪大肠菌群含

量，仅能代表该样本粪大肠菌群数含量的一个大致范

围。进一步对样品进行稀释时，稀释倍数越小，检测

结果越准确。期望通过本文的分析研究，可以为方法

（HJ347.2-2018）的实际操作过程提供一定的参考，以

便于更好地进行检测实验，矫正检测结果，提高样品

分析的准确性和真实性。
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表 2 B1～ B3号样本粪大肠菌群检测结果

样品编号 稀释倍数
初发酵阳性管数 复发酵阳性管数

检测结果（MPN/L）
10mL 1mL 0.1mL 10mL 1mL 0.1mL

空白对照 - 0 0 0 - - - <20

阴性对照 - 0 0 0 - - - <20

阳性对照 - 4 1 1 4 1 1 2.1×102

B1-0 - 5 5 5 5 5 5 ≥ 2.4×104

B1-1 10 5 5 3 5 5 3 9.2×104

B1-2 102 5 3 1 5 3 1 1.1×105

B1-3 103 3 1 0 3 1 0 1.1×105

B1-4 104 1 0 0 1 0 0 2.0×105

B2-0 - 5 5 4 5 5 4 1.6×104

B2-1 10 5 4 1 5 4 1 1.7×104

B2-2 102 4 1 0 4 1 0 1.7×104

B2-3 103 1 0 0 1 0 0 2.0×104

B3-0 - 5 5 5 5 5 5 ≥ 2.4×104

B3-1 10 5 5 2 5 5 2 5.4×104

B3-2 102 5 2 1 5 2 1 7.0×104

B3-3 103 2 1 0 2 1 0 7.0×104

B3-4 104 1 1 0 2 1 0 2.0×105


