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前 言

本标准是按照ＧＢ燉Ｔ１．１—１９９３《标准化工作导则 第 １单元：标准的起草与表述规则 第 １部分：
标准编写的基本规定》进行编写的。其中大肠菌群、大肠杆菌计数 滤膜燉ＭＵＧ法的培养基、培养温度
和滤膜法等内容，是参考美国公职分析化学家协会（ＡＯＡＣ）《公定分析方法》（１９９５年第 １６版

１７３０９），结合 ＳＮ０１６９—１９９２《出口食品中大肠菌群、粪大肠菌群和大肠杆菌检验方法》中样品制备并
在实验的基础上编写的。
本标准的附录 Ａ是标准的附录。
本标准由国家认证认可监督管理委员会提出并归口。
本标准由中华人民共和国天津出入境检验检疫局负责起草。
本标准起草人：陈子红、侯丽萍、唐丹舟、张思传、孙俐。
本标准首次发布。
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中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局┐┐批准 ┐┐实施

 范围

本标准规定了进出口食品中大肠菌群、大肠杆菌计数滤膜燉ＭＵＧ法。
本标准仅适用于进出口方便面、膨化食品、矿泉水、单晶糖、饮料、椒粒、牛奶（需用蛋白酶处理）中大

肠菌群、大肠杆菌的计数滤膜燉ＭＵＧ法检验。

 引用标准

下列标准所包含的条文，通过在本标准中引用而构成为本标准的条文。本标准出版时，所示版本均
为有效。所有标准都会被修订，使用本标准的各方应探讨使用下列标准最新版本的可能性。

ＳＮ０３３０—１９９４ 出口食品中微生物学检验通则

 抽样

按 ＳＮ０３３０规定执行。

 检验方法

 方法原理
将滤膜放入滤器，过滤样品，由于滤膜的作用，大肠菌群、大肠杆菌保留在膜表面。大肠菌群在乳糖

莫能霉素葡萄糖醛酸（ＬＭＧ）琼脂平板上经培养后产生蓝色菌落。大肠杆菌经培养后产生的葡萄糖苷能
降解荧光底物 ４甲基伞形酮βＤ葡萄糖苷酸（ＭＵＧ）并释放 ４甲基伞形酮荧光物质，在波长 ３６６ｎｍ长
波紫外光（ＵＶ）灯下 ＭＵＧ阳性菌落呈蓝白色荧光。
 设备和材料

 滤器：一套，备有预滤器。
 真空泵。
 长波紫外光（ＵＶ）灯：波长 ３６６ｎｍ。
 滤膜：有机或水相，孔径 ０４５μｍ。
 培养箱：３６℃±１℃。
 水浴箱：４５℃±１℃。
 吸管：１ｍＬ、１０ｍＬ，具刻度。
 玻璃三角瓶和广口瓶：５００ｍＬ。
 试管：１７ｍｍ×１７０ｍｍ，玻璃制。
 玻璃珠：直径 ５ｍｍ。
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 平皿：直径 ９０ｍｍ。
 天平：感量 ０．１ｇ。
 均质器。
 乳钵和研棒。
 培养基和试剂

 蛋白胨吐温 ８０（ＰＴ）稀释液（见附录 ＡＡ１）。
 乳糖莫能霉素葡萄糖酸琼脂（ＬＭＧ）（见附录 ＡＡ２）。
 缓冲 ＭＵＧ琼脂（ＢＭＡ）（见附录 ＡＡ３）。
 三（羟甲基）胺甲烷（Ｔｒｉｓ）缓冲剂（见附录 ＡＡ４）。
 胰蛋白酶贮存液（见附录 ＡＡ５）。
 样品制备

 以无菌操作取有代表性的样品。如有包装则用 ７５％乙醇在开口处擦拭后取样。若不能及时检
验，应将冷冻样品置于－１５℃保存；非冷冻而易腐的食品，应置于 ４℃冰箱保存。检验前冷冻样品可于

２℃～５℃１８ｈ内解冻，或在 ４５℃以下 １５ｍｉｎ内解冻。
 样品匀液的制备

 液体食品
以灭菌吸管吸取 ２５ｍＬ样品，放入装有 ２２５ｍＬＰＴ稀释液的 ５００ｍＬ灭菌广口瓶（瓶内预置适当

数量的玻璃珠），以 ８０ｃｍ幅度、于 ７ｓ内振摇 ２５次（或以机械振荡器振摇），制成 １∶１０的样品匀液。
 固体和半固体食品
以无菌操作取 ２５ｇ样品，放入装有 ２２５ｍＬＰＴ稀释液的灭菌均质杯内，于 ８０００ｒ燉ｍｉｎ均质

１ｍｉｎ～２ｍｉｎ，制成 １∶１０样品匀液（也可用灭菌乳钵研磨的方法代替）。
 稀释样品匀液
根据对样品污染情况的估计，用 ＰＴ稀释液将样品匀液制成一系列十倍递增的样品稀释液，如

１０－２、１０－３、１０－４……。从制备样品匀液至稀释完毕，全过程不得超过 １５ｍｉｎ。
 需要酶处理的食品
取 １∶１０ＰＴ稀释液 １０ｍＬ加酶原液 １ｍＬ，在灭菌试管中混合放入 ３６℃±１℃水浴中处理

２０ｍｉｎ～３０ｍｉｎ，取出过滤。
 过滤
对每一份试样，选用适宜的三个连续稀释度的样液，每个稀释度的样液分别过滤两次，将灭菌的过

滤装置连接于真空抽滤瓶上，以无菌操作将无菌滤膜放在抽滤底座上，用不锈钢夹子固定。以无菌操作
加 １０ｍＬ～２０ｍＬ无菌蒸馏水于滤器中，加入 ＰＴ样品匀液 １０ｍＬ，打开真空泵，抽吸过滤，再加入

１０ｍＬ～１５ｍＬ无菌蒸馏水，抽吸过滤，关闭真空泵。用无菌镊子将滤膜取出。
 计数

 大肠菌群计数
以无菌操作将滤膜取出放于预先干燥的 ＬＭＧ琼脂平板表面上，滤膜与琼脂表面之间应无气泡。放

入 ３６℃±１℃培养箱培养２４ｈ±２ｈ。选用２５～２５０个菌落的平板，计数所有蓝色（包括深或浅蓝色）的菌
落。滤膜上的菌落数乘以稀释倍数即为每克（毫升）〔ｇ（ｍＬ）〕食品中大肠菌群数。
 大肠杆菌计数
将有大肠菌群的滤膜放入预先干燥好的 ＢＭＡ琼脂平板表面上，滤膜与琼脂表面之间应无气泡。放

入 ３６℃±１℃培养箱培养 ２ｈ，在暗室或紫外操作室内用波长 ３６６ｎｍＵＶ灯观察滤膜上的菌落是否有
蓝白色荧光。选用 ２５～２５０个菌落数的平板，计算所有带蓝白色荧光的菌落数，乘以稀释倍数即为每克

（毫升）〔ｇ（ｍＬ）〕食品中大肠杆菌数。
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附 录 ﹢
（标准的附录）
培养基和试剂

﹢ 蛋白胨吐温 ８０（ＰＴ）稀释液

ａ）蛋白胨 １．０ｇ
ｂ）吐温 ８０ １０．０ｇ
ｃ）蒸馏水 １０００ｍＬ
将上述成分加热溶解分装 ９０ｍＬ于三角瓶中，１２１℃，１５ｍｉｎ高压灭菌。

﹢ 乳糖莫能霉素葡萄糖醛酸琼脂（ＬＭＧ）
ａ）胰蛋白胨 １０．０ｇ
ｂ）蛋白胨 ５．０ｇ
ｃ）酵母膏 ３．０ｇ
ｄ）乳糖 １２．５ｇ
ｅ）莫能霉素 ０．０３８ｇ（溶解在 １０ｍＬ９５％酒精里）
ｆ）苯胺蓝 ０．１ｇ
ｇ）葡萄糖醛酸钠盐 ０．５ｇ
ｈ）硫酸十七烷基钠盐 ０．２５ｍＬ
ｉ）琼脂 １５ｇ
ｊ）蒸馏水 １０００ｍＬ
加热煮沸，不能高压消毒，温度冷至 ４５℃～５０℃无菌操作，调整 ｐＨ最终为 ７．２±０．１。倾注平板，打

开皿盖在 ３５℃温箱，１５ｍｉｎ～２０ｍｉｎ烘干备用。
﹢ 缓冲 ＭＵＧ琼脂（ＢＭＡ）

ａ）磷酸氢二钠 ８．２３ｇ
ｂ）磷酸二氢钠 １．２０ｇ
ｃ）氯化钠 ５．０ｇ
ｄ）４甲基伞形酮βＤ葡萄糖苷酸（ＭＵＧ） ０．１ｇ
ｅ）琼脂 １５．０ｇ
ｆ）蒸馏水 １０００ｍＬ
溶解加热煮沸，调整 ｐＨ７．２～７．６，１２１℃，１５ｍｉｎ高压灭菌。温度冷至 ４５℃～５０℃，倾注平板。

﹢ Ｔｒｉｓ缓冲剂（１０ｍｏｌ燉Ｌ）。溶解 １２１１ｇ三（羟甲基）胺甲烷于 ５００ｍＬ水中，用浓盐酸调节溶液至
所需 ｐＨ值。用水稀释至 １Ｌ。室温 ４℃～６℃保存。
﹢ 胰蛋白酶贮存液：用 Ｔｒｉｓ缓冲剂稀释 １０ｇ胰蛋白酶（ＤｏｉｆｃｏＮｏ．０１５３或等效品）至 １００ｍＬ，
ｐＨ７．６。如需要加热至 ３５℃以助溶，通过 ＷｈａｔｍａｎＮｏ．１滤纸（或等效品）过滤以除去不溶物质，再用

０．４５μｍ滤膜过滤除菌。于 ４℃～６℃保存一周或－１８℃保存 ３个月。
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