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食品检测用产肠毒素大肠埃希氏菌标准物质的制备及评价

刘娜，王亚萍，赵琳娜，王学硕，崔生辉

（中国食品药品检定研究院，北京 100050）
摘 要：目的 制备并评价产肠毒素大肠埃希氏菌（ETEC）标准物质。方法 分别用基质辅助激光解吸电离

（MALDI-TOF MS）、生化、16 s RNA 基因序列测定三种方法确认菌株种属。采用冷冻干燥技术制备 600 个 ETEC 标

准样品（103 CFU/样品）；从中随机抽取 20 个进行均匀性检验；模拟 25 ℃和 37 ℃的运输温度测试样品的运输稳定

性，同时在 4 ℃和-20 ℃的条件下进行保藏稳定性检验。组织 3 家实验室对样品进行协同验证。最后选择 20 件食

品基质来验证样品的使用效果。结果 生化、MALDI-TOF MS、16 s RNA 基因序列鉴定 CMCC（B）43208 为大肠埃

希氏菌，lt、stp、sth 基因确认其为 ETEC。均匀性检验中，单因素方差分析得 F=1. 48，小于 FINV（0. 05，19，20）。稳定性

检验中，在 25 ℃和 37 ℃保藏 7 d 后结果为 103 CFU/样品，在-20 ℃保藏 60 d 和 4 ℃保存 28 d 后结果为 103 CFU/样品。

协同标定实验中，3 家实验室检测样品中菌株均为 ETEC（103 CFU/标准样品）。使用效果评价中，ETEC 标准样品加

入 20 种食品基质后均可检出，而本底对照均未检出。结论 本实验制备的 ETEC 标准样品均匀且稳定，协同验

证、食品基质验证实验结果均与预期设置的 103 CFU/样品一致，可以作为标准物质使用。
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Preparation and evaluation of enterotoxigenic Escherichia coli reference for food testing
LIU Na，WANG Yaping，ZHAO Linna，WANG Xueshuo，CUI Shenghui
（National Institutes for Food and Drug Control，Beijng 100050, China）

Abstract：Objective To prepare and evaluate Enterotoxigenic Escherichia coli（ETEC） reference. Methods The
standard strain CMCC（B）43208 was identified by biochemical reaction，matrix-assisted laser desorption ionization time of
flight mass spectrometry（MALDI-TOF MS）and gene sequencing. 600 ETEC reference samples with 103 CFU/sample were
prepared by freeze-drying. 20 samples were selected randomly for uniformity test，and samples were tested transportation
stability by simulating 25 and 37 ℃，and storage stability by stroing samples at -20 and 4 ℃ . Three laboratories were
organized for collaborative calibration. 20 kinds food were chosen as the substrates to evaluate the applicability. The strain
CMCC（B）43208 was identified as Escherichia coli by all of biochemical reaction，MALDI-TOF MS and 16 s RNA gene
sequencing，and was identified as ETEC by lt，stp and sth gene. The uniformity result was F=1. 48 <FINV（0. 05，19，20）by
one-way anova. The samples were still 103 CFU/sample after storing 7 d at 25 and 37 ℃，28 d at 4 ℃ and 60 d at -20 ℃.
All the results of three laboratories were ETEC（103CFU/sample）. Results All 20 food substrates presented ETEC
positively when adding the ETEC samples，while substrates presened ETEC negtively with no samples adding，the
standard strain CMCC（B）43208 was ETEC. Conclusion The prepared samples were uniformit and stable，and the
results of the collaborative calibration and applicability evaluation achieved expected requirements as 103 CFU/sample，so
the samples can be used as ETEC reference.
Key words：Microbial reference；Enterotoxigenic Escherichia coli；uniformity；stability；application

产 肠 毒 素 大 肠 埃 希 氏 菌（Enterotoxigenic Escherichia coli，ETEC）是一种人畜共患病的致泻大

肠埃希氏菌［1-2］，能够分泌热稳定性肠毒素或/和热

不稳定性肠毒素［3-4］，患者一般表现为腹泻，严重时

呈 现 霍 乱 样 症 状［5］ ，多 发 生 在 婴 幼 儿 和 旅 游 者

中［1，4，6-10］。由于 ETEC 引起危害健康的事件频发，

国内外不少研究机构对 ETEC 的致病机理进行了研

究［11-14］，先后研究出多种疫苗［14-16］，期望将 ETEC 风

险降至最低［3，14，17］。我国预包装和散装即食食品致

实验技术与方法
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病菌限量标准也将本菌列为必检致病菌指标之一。

《食品安全国家标准微生物学检验 致泻大肠埃

希氏菌检验》GB4789.6—2016 规定了 5 种致泻大

肠埃希氏菌检验方法。方法中明确要求使用阳性

对照和阴性对照，针对 ETEC 检测阳性对照一般为

提前培养的 ETEC 标准菌株（菌株培养至少 18 h）。

在日常食品检验中，增加阳性对照会导致增加步骤

和检验时间，如果实验室保存的阳性菌株污染或死

亡，还可能导致结果错误。而使用即用型 ETEC 标

准物质则可以简化检测步骤，提高检验的时效性和

准确性。我国目前还没有关于 ETEC 标准物质的相

关报道，本研究对 ETEC 标准菌株 CMCC（B）43208
展开研究，制备了均匀、稳定的 ETEC 标准物质，期

望优化 ETEC 检测方法，为检测机构提高 ETEC 检

测水平提供帮助。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌种

菌株 CMCC（B）43208来源于中国医学细菌保藏管

理中心（National Center for Medical Culture Collection，
CMCC）。
1. 1. 2 主要仪器与试剂

VITEK COMPACT 2 全自动微生物分析系统

（法国梅里埃公司）；基质辅助激光解吸电离飞行时

间 质 谱（Matrix-assisted laser desorption/ ionization
time of flight mass spectrometry，MALDI-TOF MS，德

国 Bruker 公司产品）；LABCONCO FreeZone12 L 冷

冻 干 燥 机（ 德 国 LABCONCO 公 司 产 品 ）；

Thermo1389 生物安全柜（美国 Thermo 公司产品）；

Thermo205050GC 恒温培养箱（美国 Thermo 公司产

品）；FORMA 恒温摇床、HYC-940 螺旋涂布仪（西班

牙 IUL 公司产品）。

营养肉汤培养基、脑心浸液肉汤（Brain Heart
Infusion，BHI）培养基，麦康凯琼脂（MacConkey Agar，
MAC）培养基、伊红美蓝琼脂（Eosin-Methylene Blue
Agar，EMB）培养基、胰酪大豆胨琼脂（Tryptic Soy
Agar，TSA）培养基（美国 BD 公司产品）；肠道菌增菌

肉汤（北京奥博星生物技术有限责任公司）；生理盐

水、氯化钠、L 型细胞涂布棒（L 棒）（国药集团）；西林

瓶（2 mL）（肖特药品包装（浙江）有限公司）。所有试

剂均在有效期内使用。

1. 2 方法

1. 2. 1 菌株鉴定

用 10 μm 接种环取冻存于-80 ℃冻存液（50%
甘油配制的 BHI 液体培养基）的 CMCC（B）43208 菌

株一环，分区划线于 TSA 平板，置（36±1）℃培养

18-24 h。挑取单菌落分区划线于 TSA 平板，置

（36±1）℃培养 18-24 h。使用 VITEK COMPACT 2
全自动微生物分析系统、MALDI-TOF MS、16 s RNA
基因序列测定初步鉴定菌株种属。然后提取菌株

基因组 DNA，依据 GB4789.6—2016《食品安全国家

标准 食品微生物学检验 致泻大肠埃希氏菌检验》

扩增 lt、stp、sth 基因，进一步确认基因特征进行菌株

分型。

1. 2. 2 ETEC样品的制备

用灭菌后的棉签收集 CMCC（B）43208 新鲜培

养物于冻干保护剂中，涡旋震荡确保菌液均匀，以

20 μL/样品进行速冻，于冷冻干燥机中进行冷冻干

燥，制备样品。

取 20 μL 冻干前菌液加入到 1 mL 生理盐水中

混匀，通过螺旋涂布仪的 E50 模式涂布于 TSA 平

板，置（36±1）℃培养 18-24 h 后，统计 CFU 数作为

冻干前数据。用 1 mL 生理盐水溶解冻干后的样品，

并依照上述方法涂布、培养，统计 CFU 数作为冻干后

数据，冻干存活率 =（冻干前数据/冻干后数据）×
100%。依照冻干存活率调制菌液，最终制备成

103 CFU/样品的 ETEC 标准样品 600 个，将每个样

品放入 2 mL 的西林瓶中，并用冷冻干燥机真空干

燥、压盖，待用。

1. 2. 3 均匀性检验

依据 CNAS—GL003：2018《能力验证样品均匀

性和稳定性评价指南》进行均匀性检验。随机抽取

ETEC 标准样品 20 个，依照检测冻干后样品 CFU
数目的方法，设置 2 个平行，统计标准样品 CFU 数

目。通过 SPSS 软件的单因素方差分析程序分析本

次研制的 ETEC 标准样品的均匀性。

1. 2. 4 稳定性检验

依据 CNAS—GL003：2018《能力验证样品均匀

性和稳定性评价指南》进行稳定性检验。将 ETEC
标准样品分别放置于 25 ℃和 37 ℃环境中，分别于

第 1、3、5 和 7 天抽取 3 个，依照均匀性检验方法统

计标准样品 CFU 数目，存活率=（CFU 数/均匀性检

验均数）×100%，对运输稳定性进行评价。

将 ETEC样品放置于-20℃和 4℃冰箱中，其中 4 ℃
保存的样品分别于第 7、14和 28天各抽取 3个，-20 ℃
保存的标准样品分别于第 28 和 60 天各抽取 3 个，

依照运输稳定性的方法对保藏稳定性进行评价。

1. 2. 5 协作标定

向 3 家实验室分别发放随机抽取的 10 个标准

样品，并提供作业指导书。作业指导书提供方法如

下：将每个标准样品溶解于 1 mL 生理盐水中，使用
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涡旋振荡器充分混匀作为原液，然后用生理盐水制

成 1∶10 稀释液，分别取上述两种浓度的稀释液

100 μL，用 L 棒或全自动螺旋涂布仪涂布于 TSA 平

板，设置 2 个平行，将平板置（36±1）℃培养 18-24 h
后 ，统 计 标 准 样 品 CFU 数 目 ，并 对 菌 落 依 照

GB4789.6—2016《食品安全国家标准 食品微生物学

检验 致泻大肠埃希氏菌检验》进行鉴定。

1. 2. 6 食品基质验证

为保证研制的 ETEC 标准样品具有广泛的应用

范围，本研究根据 GB 29921—2013《食品安全国家标

准食品中致病菌限量》选择 20种食品基质（详见表 5）
做验证试验，包括高盐类（腐乳、肉干）和高油脂类

食品（薯片、饼干）。称取每种基质 2 份（25 g/份），

1 份作为验证基质，1份作为本底对照。用 3 ml生理

盐水溶解 3 个标准样品作为待验证菌液，取 100 μL
至各个验证基质作为试验组，另取 100 μL 生理盐

水至本底对照组，随后依照 GB4789.6—2016《食品

安全国家标准 食品微生物学检验 致泻大肠埃希氏

菌检验》进行检验。

2 结果

2. 1 菌株种属确认

菌株 CMCC（B）43208 经生化、MALDI-TOF MS、
16 s RNA 基因序列测定均鉴定为 Escherichia coli，

进 一 步 扩 增 lt、stp、sth 基 因 ，均 为 阳 性 ，确 认 为

ETEC，见图 1。

2. 2 样品制备

本研究制备 ETEC 标准样品 600 个。在冻干研

究中发现，不同种属菌株的存活率差距较大，从不

足 1‰ 到 80%均有可能出现。即使同一种属菌株，存

活率也存在差异。如本研究中的 ETEC的冻干存活率

为 60%左右，而同为致泻大肠杆菌的肠道出血性大肠

埃希氏菌（Enterohemorrhagic Escherichia coli，EHEC）
和 肠 道 致 病 性 大 肠 埃 希 氏 菌（Enteropathogenic
Escherichia coli，EPEC）的冻干存活率则分别为 80%
和 40% 左右，推测可能与菌体内不同抗压机制有

关。本研究通过优化冻干条件，如选择液氮快速塑

形（样品为白色球状）、真空冻干以及真空压盖，已

经形成了稳定的研制方法：制备适宜浓度 ETEC 母

液浓度，在液氮中快速塑形成球（20 μL /球）、真空

冻干 16 h、真空压盖、-20 ℃保存样品。

2. 3 均匀性检验结果

20 个 ETEC 标准样品计数结果见表 2。经分

析，数值符合正态分布，最大值为 2 520 CFU/样品，

最小值为 1 920 CFU/样品，均值为 2 356 CFU/样品

（稳定性检验以此数据为基数计算存活率）。经单

因素方差分析，样品满足均匀性检验要求（F = 1.48，
P>0.05）。

2. 4 稳定性检验结果

ETEC 标准样品运输稳定性检验结果见表 3。
从结果可以看出，在 25 ℃和 37 ℃存放 7 d 后仍满

足研制前设定的 103 CFU /样品要求。但是随着时

图 1 lt、stp、sth基因琼脂糖凝胶电泳分离图

Figure 1 Agarose gel electrophoresis separation diagram of gene lt、stp、sth
表 1 ETEC标准样品均匀性计数结果（103 CFU/样品）

Table 1 Results of uniform count of ETEC samples（103 CFU/
sample）

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

平行 1
2.18
2.52
2.04
1.92
2.24
2.52
2.52
2.38
2.46
2.18
2.52
2.36
2.28
2.40
2.36
2.38
2.42
2.22
2.52
2.58

平行 2
2.30
2.46
2.48
2.28
2.46
2.38
2.32
2.24
2.46
2.38
2.48
2.24
2.16
2.20
2.18
2.52
2.46
2.38
2.48
2.38
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间的延长，ETEC 标准样品存活率下降速率在加快，

在 37 ℃存放 7 d 时存活率仅为 57.6%；但是依据

GB4789.6—2016，ETEC 为定性检测，且使用的是高

灵 敏 度 的 聚 合 酶 链 式 反 应（Polymerase chain
reaction，PCR）方法，一般当样品中有存活的 ETEC
时，均可检出。考虑我国发达快捷的运输系统，即

使较偏远地区一般 3~5 d 也能送达，若在邮寄时添

加冰袋或干冰等降温物品 ，则稳定性会进一步

加强。

ETEC 标准样品保藏稳定性检验结果见表 4。
从结果可以看出，-20 ℃保藏 60 d 或 4 ℃保藏 28 d
后仍满足研制前设定的 103 CFU /样品要求。-20 ℃
可以作为长期存放条件，而 4 ℃可以作为短期储存

条件。实验室在收到样品后，如若需要存放一段时

间，建议低温条件下保藏。

2. 5 协同验证

为保证 ETEC 样品数据准确可靠，本实验室组

织了 3 家有资质实验室开展协作验证。验证结果

显示，3 家实验室鉴定结果标准样品均为 ETEC，具
体 CFU 数目见表 5。从结果可以看出，3 家实验室

标准样品验证结果均满足 103 CFU/样品要求，与研

制前设计含量一致。

2. 6 使用效果验证

表 5 食品基质验证结果显示，20 种食品基质通

过加入 ETEC 标准样品均能检出目标菌，而基质本

底均未检出。证明本研究研制的 ETEC 标准物质可

以直接作为阳性对照适用于各类食品的检验，可以

简化检验程序，提高结果准确性。

3 结论

本研究研制的 ETEC 标准样品已被纳入国家药

品标准物质（编号为 800025）。ETEC 标准物质样品

不仅可以用于食品中致泻大肠埃希氏菌检验的质

量控制，还可以用于实验室培养基质量控制、方法

确认和人员考核等各个环节的内部质量控制。此

外，本研究制备的 ETEC 标准物质样品不含任何基

质，实验室可以单独使用或依据不同目的加入不同

基质中使用，因此可以在多个方面缓解由于菌株培

养造成的时间压力，为提高食品中 ETEC 检验时效

性奠定了基础，同时也弥补了我国在 ETEC 标准物

质方面的不足。

表 2 ETEC标准样品运输稳定性计数结果（103 CFU/样品）

Table 2 Counting results of transport stability of ETEC samples
（103 CFU/sample）

时间/d
1
3
5
7

37 ℃（103 CFU/
样品）

2.35
2.30
1.92
1.36

存活率/%
99.9
97.7
81.5
57.6

25 ℃（103 CFU/
样品）

2.17
2.37
2.15
2.01

存活率/%
92.1
100.6
91.1
85.3

表 3 ETEC样品标准储藏稳定性试验结果（103 CFU/样品）

Table 3 Counting results of preservation stability of ETEC
samples（103 CFU/sample）

时间/d
7
14
28
60

-20 ℃（103 CFU/
样品）

—

—

2.36
2.33

存活率/%
—

—

100
98.9

4 ℃（103 CFU/
样品）

2.28
2.08
1.75
—

存活率/%
94.2
88.1
74.4
—

表 4 3家实验室ETEC标准样品协作标定结果（103 CFU/样品）

Table 4 Collaborative calibration results of 3 laboratories on
ETEC samples（103 CFU/sample）

样品编号

实验室代码

CODE1
CODE2
CODE3
CODE4
CODE5
CODE6
CODE7
CODE8
CODE9
CODE10

A

1.6
2.0
2.5
2.3
1.8
2.1
1.9
2.0
2.2
2.0

B

2.2
2.6
2.3
2.6
2.2
2.3
2.1
2.6
2.4
2.4

C

1.8
2.4
2.4
2.4
2.1
2.3
1.2
2.3
2.1
2.1

表 5 食品基质信息表

Table 5 Food matrices information
编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

名称及验证结果

呀土豆蜂蜜黄油薯片（+）
呀土豆番茄薯片（+）
呀土豆烤鸡薯片（+）
九日蜂蜜薯片（+）

香老太五香腐乳（+）
香老太秘制白腐乳（+）
香老太秘制辣腐乳（+）
香老太桂林腐乳（+）

乐之饼干（+）
太平饼干（+）

编号

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

名称

老布特麦麸饼干（+）
老布特南瓜饼干（+）

爱优诺优益力特殊婴儿配方奶粉（+）
萌臻婴儿配方羊奶粉（+）
宝素力幼儿配方奶粉（+）

贝因美特殊医学用途婴儿配方奶粉（+）
老绥远手撕风干牛肉（+）

内蒙古保牛乳业风干牛肉（+）
大牧场手撕风干牛肉（+）
草原心意手撕牛肉（+）

注：“+”代表食品基质通过添加 ETEC标准样品溶液检出 ETEC；“-”代表食品基质通过添加 ETEC标准样品溶液未检出 ETEC
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确保检验结果有效性是食品微生物检验的关

键因素。CNAS CL01—A001《检测和校准实验室能

力认可准则在微生物检测领域的应用说明》中要求

针对微生物定性检测项目，应定期使用标准物质/

标准样品、质控样品或用标准菌种人工污染的样品

开展内部质量控制 。 新近颁布实施的食品和环境

领域微生物检验方法标准都增加了使用阴阳性对

照菌株的质量控制要求。建议检测机构在日常食

品检验中增加标准物质使用频次，保证结果科学准

确。为保障食品安全提供有效技术支撑。
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