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大肠埃希氏菌 O157和 O111能力验证样品的研制 
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摘  要: 目的  研制植物源性成分绿豆基质中 O157 和 O111 检测能力验证样品, 建立有效的样品制备流程来

考核实验室检测致泻大肠埃希氏菌 O157 和 O111 的能力, 根据参加实验室检测结果是否准确及可靠来评价实

验室检测水平, 并促进实验室检测体系进一步完善。方法  选用 O157和 O111的 ATCC标准菌株制备样品, 以

绿豆粉为基质, 真空冷冻干燥技术制备样品。采用显色培养基、荧光定量 PCR、全自动细菌生化鉴定仪、VIDAS

全自动免疫荧光分析仪和血清型鉴定进行定性检测, 并进行菌落计数。结果  随机选取每一批阳性样品中的

30个样品, 每个样品中目标菌数在 21~60 CFU之间, 并且 A组与 B组阳性样品中均检测出目标菌, 而阴性样

品中均没有出现目标菌。结论  表明采用本方法制备的能力验证样品均一稳定, 能较好地评价实验室致泻大肠

埃希氏菌 O157和 O111的检测能力。 
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Preparation of Escherichia coli O157 and O111 samples for proficiency pest 
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ABSTRACT: Objective  To develop O157 and O111 proficiency testing samples of plant-derived 

ingredients of mung matrix, and an effective sample preparation process was established to assess the ability of 

the laboratories to detect diarrheogenic Escherichia coli O157 and O111. According to the accuracy and 

reliability of test results of laboratories participate in the test to evaluate the detectable levels of laboratories, 

and to promote the laboratory testing system to get a further improvement. Methods  The O157 and O111 

ATCC standard strain were used for sample preparation, with mung bean powder as matrix, the samples were 

made by using vacuum freeze drying technology. The chromogenic medium, fluorescence quantitative PCR, 

full automatic bacterial biochemical identification instrument, VIDAS automatic immune fluorescence analyzer 

and serotype identification were used for qualitative detection, and the number of colonies were counted. 

Results  Totally 30 samples were selected randomly in each batch of positive samples, the target bacteria 

number of each sample should be between the 21~60 CFU. Target bacteria was detected in the positive samples 
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of both group A and group B, while no target bacteria were detected in the negative samples. Conclusion  

Proficiency testing samples were uniform and stable, and the ability of laboratories to detect diarrheogenic 

Escherichia coli O157 and O111 got a better evaluation. 

KEY WORDS: Escherichia coliO157, O111; proficiency test; sample preparation 

 
 

1  引  言 

产志贺毒素大肠杆菌 (Shiga toxin-producing 

Escherichia coli, STEC)是一类危害严重的食源性病

原菌，能引起人类严重疾病, 如出血性结肠炎(HC)、

溶血性尿毒症(HUS)等, 甚至引起死亡,已成为威胁

人类健康的重要公共卫生问题[1-2]。根据血清型的不

同可将 STEC分为 O157STEC和非 O157STEC。除了

致病型O157型 STEC外, 非O157型 STEC中如O26、

O45、O103、O111、O121 和 O145 一些高致病力菌

株对人类的健康也存在严重威胁。人类往往通过食用

被污染的食物和饮水而感染此类病原[3-4]。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

2.1.1  菌  种 

大肠埃希氏菌 O157(Escherichia coli, CICC 

21530)购自中国工业微生物菌种保藏管理中心; 大

肠埃希氏菌 O111(Escherichia coli, ATCC 43887)购自

美国标准生物品收藏中心, 干扰菌: 弗氏枸橼酸杆菌

(Citrobacter freundii, ATCC 43864)、奇异变形杆菌

(Proteus mirabilis, CMCC(B) 49005)、蜡样芽胞杆菌

(Bacillus cereus , ATCC 63301), 其他菌株为本实验室

分离鉴定获得的分离株。 

2.1.2  试剂和培养基 

试剂: 绿豆粉; TSB 胰蛋白胨大豆肉汤; 营养肉

汤; 普通营养琼脂; TSI三糖铁琼脂; EMB培养基; 科玛

嘉O157显色培养基; 麦康凯培养基; 特异诊断血清等。 

2.2  仪器设备 

YRH-150F 恒温培养箱(上海姚氏仪器有限公司); 

DYYB-18 压盖型真空冷冻干燥机(上海德洋意邦仪

器有限公司); TH-86-500-LA超低温冰箱(北京天地精

仪科技有限公司); 7500荧光定量 PCR(美国ABI仪器

公司); 全自动细菌鉴定系统 PHOENIX-100 生化鉴

定仪(美国 BD仪器公司); VIDAS全自动免疫荧光分

析仪(法国生物梅里埃公司); VITEK2-30 全自动微生

物鉴定仪(法国生物梅里埃公司); 3M Petrifilm菌落总

数纸片(美国 3M公司)等。 

2.3  实验方法 

2.3.1  标准菌株的复苏与鉴定 

2.3.1.1  标准菌株的复苏 

利用 TSB胰蛋白胨大豆肉汤复苏标准菌株O157

和 O111冻干粉, 接种于营养肉汤内, (36 1) ℃下过

夜培养。  

2.3.1.2  标准菌的鉴定 

将过夜培养营养肉汤中的菌液分别接种于

EMB、麦康凯、科玛嘉 O157显色培养基 37 ℃下过

夜培养, 后取可疑菌落接种于 TSI三糖铁琼脂, 37 ℃

过夜培养 [5-6]。取特征性菌落接种于营养琼脂斜面, 

进行血清以及 VIDAS 全自动免疫荧光分析仪鉴定, 

取营养琼脂斜面的细菌进行 PHOENIX-100生化仪进

行生化鉴定同时利用特异性引物、探针(Stx1、Stx2b、

rfbE O157、wbdI O111)进行荧光定量 PCR[7-9]。 

2.3.2  能力验证样品制备 

本次实验以绿豆粉为能力样品的基质。具体配制

过程: 用适量去离子水进行溶解, 用去离子水定容至

所需的量。将标准菌液进行梯度稀释, 通过菌落计数

选用适合的菌液浓度。将调整好浓度的细菌/基质混合

液分装至安瓶, 每瓶 l mL; 安瓶放于零下 80 ℃超低温

冰箱预冻干 12 h左右; 在干燥设备中真空冷冻干燥, 9 

h后抽真空封管、压盖、贴签, 并于 4 ℃冰箱贮存[10]。 

2.3.3  能力验证样品的分析 

2.3.3.1  均匀性检验 

样品均匀性检验方法: 针对定性项目样品, 分

别随机选取每一批样品中的至少 30 个样品(取样量

占该批样品数 10%), 在重复条件下, 即在同一实验

室中由相同的人员采用相同的测试方法和仪器进行

测试, 结果与指定值相比较[11-12]。 

2.3.3.2  稳定性检验 

模拟样品保存条件和运输状况, 设计了两种类

型的稳定性试验: 一种是在贮存温度(4℃)下的稳定

性试验, 随机取每组阳性和阴性样品各 10份, 每 6 d
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检测 1份, 共计 60 d; 另一种是在模拟样品运输条件

下的稳定性试验, 每组阳性和阴性样品中, 分别选取

三组样品, 一组 12个样品先后放置在 25 ℃, 6 d; 4 ℃, 

6 d。一组 12个样品先后放置在 37 ℃, 6 d; 4 ℃, 6 d。

一组 12个样品先后放置在 45 ℃, 6 d; 4 ℃, 6 d。从稳

定性检测开始计算, 分别在第 3, 6, 9 和 12 d, 每天选

取 3个样品检测[13-15]。 

3  结  果 

3.1  标准菌株鉴定结果 

EMB 培养基上菌落具有金属光泽; 麦康凯培养

基上特征为圆形、光滑、较小无色菌落; 科玛嘉 O157

显色培养基特征为圆形、较小、中心淡紫色的菌落; 

TSI三糖铁琼脂的斜面和底层出现黄色、有气泡、不

产硫化氢的现象; 荧光定量 PCR 均出现扩增曲线; 

血 清 发 生 凝 集 现 象 ; VIDAS 结 果 为 阳 性 ; 

PHOENIX-100鉴定结果为大肠埃希氏菌。 

3.2  样品均匀性测试结果 

本文能力验证样品制备过程中, 采用在基体中添

加目标菌和干扰菌形成大样, 然后充分混匀并分装成

测试样品的方法制备 500份阳性样品。根据以往的研

究结果, 在充分混匀的大样中目标菌服从泊松分布, 

大样中目标菌添加量为 2.0×104 CFU, 平均每份样品

中含有 40 CFU目标菌。按照泊松分布计算, 每个样品

中含有 21~60 CFU目标菌的概率为 99.81 %。即在 500

瓶样品中只有少于 1瓶样品会出现含有 21 CFU以下

或 60 CFU以上目标菌的情况。每瓶样品中的目标菌

量被控制在 21~60 CFU之间, 样品的均匀性得以保证。 

3.3  样品稳定性测试结果 

在所有A组阴性样品中没有检测到大肠杆菌O111; 

在 A组的阳性样品中全部检出大肠杆菌 O111。在所有

B组阴性样品中没有检测到大肠杆菌O157; 在B组的

阳性样品中全部检出大肠杆菌 O157。结果见表 1, 结

果表明, 本文所制备的能力验证样品是足够稳定的。 

表 1  稳定性试验结果 
Table 1  Stability experiment results 

检测项目 样品 温度/天数 试验结果 试验方法 

大肠杆菌 O111 

阳性样品 

4 /60 d℃  检出 

GB/T4789.6-2003; 
ISO/TS 13136-2012 

25 /6 d℃  
4 /6 d℃  

检出 

37 /6 d℃  
4 /6 d℃  

检出 

45 /6 d℃  
4 /6 d℃  

检出 

阴性样品 

4 /60 d℃  未检出 

GB/T4789.6-2003; 
ISO/TS 13136-2012 

25 /6 d℃  
4 /6 d℃  

未检出 

37 /6 d℃  
4 /6 d℃  

未检出 

45 /6 d℃  
4 /6 d℃  

未检出 

大肠杆菌 O157 

阳性样品 

4 /60 d℃  检出 

GB/T4789.6-2003; 
GB/T 4789.36-2008 
ISO/TS 13136-2012 

25 /6 d℃  
4 /6 d℃  

检出 

37 /6 d℃  
4 /6 d℃  

检出 

45 /6 d℃  
4 /6 d℃  

检出 

阴性样品 

4 /60 d℃  未检出 

GB/T4789.6-2003; 
GB/T 4789.36-2008 
ISO/TS 13136-2012 

25 /6 d℃  
4 /6 d℃  

未检出 

37 /6 d℃  
4 /6 d℃  

未检出 

45 ℃/6 d 
4 /6 d℃  

未检出 
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4  讨  论 

食品安全检测实验室在监测食品安全方面起着

重要作用, 能力验证是中国实验室国家认可委员会

评价实验室技术能力的重要依据之一, 是判断和监

控实验室能力的有效手段。2011 年德国绿豆及豆芽

污染大肠杆菌疫情造成了严重的人体健康以及经济

损失, 已成为全世界关注的重大公共卫生医疗问题。

组织实验室间检测微生物方面的能力验证计划, 随

机抽取次级样品, 同时分发给参加检测的实验室共

同进行检测。完成检测后, 将结果返回协调机构与指

定值比对, 以表明各个实验室和整体组的性能; 必须

保证样品有良好的均匀性和稳定性[16-17]。以往食品微

生物能力验证采用基质多为肉制品或乳制品, 很少

有采用植物源性产品作为基质。本次能力验证的样品

制备 , 以绿豆粉为基质 , 进行肠出血性大肠杆菌

O157、肠致病性大肠杆菌的定性检测。此次能力验

证所选用被测物品或材料在性质上与参加者的日常

检测物品或材料更为类似, 保证活动结果能更好体

验各实验室真实检测水平。是实验室对绿豆中肠出血

性大肠杆菌 O157、肠致病性大肠杆菌检测能力的一

种客观反映。 

本文在制备能力验证样品时, 首先考虑菌种来源

的均匀性和稳定性, 选择了标准菌株作为样品来源。

应用全自动微生物检测鉴定系统, 一般样品中含有

300 CFU/mL 的细菌即可检出, 能力验证样品中高浓

度的细菌含量显然不能达到考核实验室检测能力的目

的。为了考核参试实验室检测致病菌的能力, 本文对

标准菌株培养液进行了不同浓度的稀释和检测, 拟在

良好的检出率和最佳的菌液浓度间寻找一个平衡点。

最终经确定发放的样品中含有的细菌浓度, 要求在稀

释度确认试验中能 100％检测出, 但又是相对较低的

浓度。由于对其他实验室发放样品, 考虑路途环境的

变化及时间的问题, 对能力验证样品的发放形式进行

了探讨, 最终确定发放冻干样品, 稳定性好, 不易受

运输环境的影响。冻干条件的选择, 经过多次尝试最

终选择零下 80 ℃预冻干 12 h左右, 在干燥设备中真

空冷冻干燥, 9 h后抽真空封管, 更有利于样品保存。 
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