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［摘　 要］ 　 活菌计数是细菌类活疫苗质量标准中重要的检验参数，与疫苗的保护效果显著相关。
现行兽用细菌类生物制品检验中的活菌计数方法部分步骤易产生误差，试验成立标准表述笼统，最
终影响到细菌活疫苗质量评判。 因此，从检验实际需求出发，参照国内外活菌计数相关规程，通过

比对试验研究，对“活菌计数法”中平板干湿程度、菌液滴加方法、菌液分散方法进行改进，提出及验

证以标准差（ｓ）衡量结果的有效性并提供参考值。 改进后的方法要求更明确，普适性更高，从而减

少了操作误差，提升了“活菌计数法”的规范性、可操作性及检验结果可靠性。
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　 　 活菌计数是细菌类活疫苗质量标准中重要的

检验参数，与疫苗的保护效果关系紧密［１］。 现行兽

用细菌类生物制品检验中的活菌计数方法依照《中
国兽药典》 （２０１５ 年版三部）附录 ３４０５“活菌计数

法”执行［２］，但其中有部分内容过于笼统，试验成立

条件缺乏科学标准，以至于全国各疫苗生产企业检

验人员对方法的要求有理解上的差别，造成企业间

乃至同企业人员间检验结果经常出现差异，最终影

响细菌活疫苗质量的评判。 因此，本研究拟参照国

内外活菌计数相关规程，通过试验比对研究，对“活
菌计数法”进行修订，使该方法要求更明确，普适性

更高，从而减少操作误差，提升“活菌计数法”的规

范性、可操作性及检验结果可靠性。
目前美国农业部兽医生物制品检验所依照的

美国联邦法规第九卷（９ ＣＦＲ）中，对于活菌计数

方法有着明确要求［３］ ，并于 ２０１５ 年完善修订了标

准操作规程（ＢＢＳＯＰ００１９． ０４） ［４］ 。 相对于我国所

用的活菌计数方法，主要有两点不同：①在将稀释

液滴加于平板这一操作中，所使用的仪器量程不

同，我国采用 １ ｍＬ 量程的吸管滴加 ０． １ ｍＬ 菌液，
而美国采用 １００ ～ ２００ μＬ 量程的移液器滴加 ０． １
ｍＬ 菌液；②在滴加菌液后，我们目前所用方法是

靠倾斜和转动将菌液分散，而美国使用无菌涂布

器将菌液涂布开。 本研究针对当前活菌计数法三

个方面关键点，参考美国农业部兽药生物制品中

心公开的 ＳＯＰ（ＢＢＳＯＰ００１９． ０４）和多位检验员的

操作建议，对于平板干湿程度、滴加平板仪器、菌
液分散方法进行单变量比对试验，提出操作更方

便、更精准、容错率更高的“活菌计数法”的修订

方案，并进一步提出以标准差（ ｓ）衡量结果的有效

性及提供参考值。
１　 材料与方法

１． １　 实验材料 　 待检样品、吸管（１ ｍＬ、５ ｍＬ、１０

ｍＬ）、试管（１８ ｍｍ × １８ ｃｍ）、１５ ｍＬ 离心管、５０ ｍＬ
离心管、培养皿（直径 ９ ｃｍ）、无菌涂布器、２００ μＬ
移液器和配套吸头；待检样品所需稀释液及固体培

养基（本实验所用稀释液及固体培养基均购自北京

中海生物科技有限公司）参照表 １。

表 １　 不同细菌产品活菌计数用稀释液及适宜培养基对应表

Ｔａｂ １　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｄｉｌｕｅｎｔ ａｎｄ ｓｕｉｔａｂｌｅ

ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ
产品种类 稀释液及适宜培养基

多杀性巴氏杆菌
类制品

马丁肉汤、含 ０． １％ 裂解血细胞全血及
４％健康动物血清（或含 １０％ 鲜血）的马
丁琼脂

沙门氏菌类制品
马丁肉汤、马丁琼脂，或普通肉汤、普通
琼脂

大肠杆菌类制品 普通肉汤、普通琼脂

丹毒杆菌类制品
马丁肉汤、含 １０％ 健康动物血清（或鲜
血）的马丁琼脂

链球菌类制品
马丁肉汤、含 １０％ 健康动物血清（或鲜
血）的马丁琼脂

布氏菌类制品 胰蛋白胨肉汤、胰蛋白 琼脂

１． ２　 仪器设备 　 微波炉、恒温水浴箱、生物安全

柜、３７ ℃恒温培养箱、涡旋振荡仪、电动移液器、废
弃液体及吸管存放用容器。
１． ３　 试验方法

１． ３． １　 培养平板制备　 根据待检样品种类选取相

应琼脂培养基加热融化，冷却至 ５０ ～ ６０ ℃后于生

物安全柜中加入相应营养成分（３７ ℃预热）后制备

平板，每付培养皿加入琼脂 １５ ～ ２０ ｍＬ。 待平板凝

固后进行预培养或装入塑封袋 ４ ℃保存。
１． ３． ２　 稀释菌液　 按待检产品质量标准所规定的

每头（羽）份样品应至少含有的活菌数或科研实验

要求确定样品的稀释倍数。 先进行放大稀释，再进

行 １０ 倍系列稀释，稀释过程中通过使用涡旋振荡
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器或上下颠倒混匀保证菌液稀释液充分混匀，最终

稀释度选择每付培养皿上生长的菌落数 ４０ ～ ２００
ＣＦＵ 为宜。
１． ３． ３　 滴平板 　 用 １ ｍＬ 吸管或 ２００ μＬ 移液器

分别从最终稀释管中吸取菌液，滴于 ３ 个平板上，
１００ μＬ ／平板。 之后转动平板或用无菌涂布器将菌

液涂均匀（３ 个平板用同一个涂布器的同一边进行

涂布，涂布时注意不要将菌液涂布到平板边缘）。
之后盖上平板盖正置于培养箱中，３０ ｍｉｎ 后将平板

倒置，培养至适宜时间。
１． ３． ４　 计算菌数 　 肉眼观察并计数平板中的菌

落，算出 ３ 个平板的平均菌落数，再乘以总体稀释

度（包括放大稀释和连续稀释）倍数，再乘以 １０（每
付平板滴加菌液 ０． ｌ ｍＬ），即为每 １． ０ ｍＬ 原样品中

所含的菌数，再除以疫苗的头（羽）份数，即为每头

（羽）份疫苗中所含有的活菌数。
１． ３． ５ 　 数 据 统 计 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６． ０
（ＧｒａｐｈＰａｄ， Ｌａ Ｊｏｌｌａ， ＣＡ， ＵＳＡ） 软件以及 ＳＰＳＳ
１６． ０软件对于实验结果进行统计学分析，其中以

平均值 ±标准平均误差 （ ｓｘ） 表示。 数据分析采用

ｔ 检验法来比较各组间差异。 其中 ｎｓ （Ｐ ＞ ０． ０５），
即 ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ，表示无显著差异，∗ （Ｐ ＜ ０． ０５）
表示有显著差异，∗∗ （Ｐ ＜ ０． ０１） 表示差异十分

显著。
２　 结果与分析

２． １　 活菌计数法相关步骤的优化

２． １． １　 平板干湿程度　 《中国兽药典》（２０１５ 年版

三部）附录 ３４０５ 收录的“活菌计数法”对于平板干

湿程度没有提出明确要求。 检验员们的多年操作

经验均认为平板干湿程度对于活菌计数试验至关

重要。 为确定平板干湿程度，考虑到操作方法的普

适性和易操作性，本研究采取将制备平板完成后

（平板凝固）进行预培养，以预培养时间量化平板干

湿程度。 本次试验使用仔猪副伤寒沙门氏菌活疫

苗参考品进行活菌计数，马丁琼脂平板在制备完成

凝固后（倒板后 ３０ ｍｉｎ），转移至培养箱进行预培养

０． ５ ～ ４８ ｈ 不等（图 １）。 分别取出预培养不同时间

的马丁琼脂平板进行活菌计数，将适宜浓度的菌液

滴加至平板上，转动倾斜引导菌液在平板上均匀分

散之后放入培养箱中，在不开盖的情况下正置

３０ ｍｉｎ后倒置培养 ２４ ｈ，观察各个平板中菌落是否

出现堆叠、是否在边缘生长并记录计数结果。

图 １　 不同预培养时间平板进行活菌计数结果（０． ５ ～ ４８ ｈ）

Ｆｉｇ １　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｎ ｐｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅ － ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ （０． ５ ～ ４８ ｈ）

结果显示平板预培养 １２ ～ ２４ ｈ 后进行活菌计

数试验能够顺利计数，菌落分布无异常情况。 而预

培养小于 １２ ｈ 的平板会因过湿而导致菌落堆叠、
菌落贴边生长，最终无法计数。 预培养 ４８ ｈ 由于平

板过干，菌液无法充分分散，部分菌落出现重叠情

况，从而影响计数结果。 因此平板最好预培养

１２ ～ ２４ ｈ后再进行活菌计数试验。
２． １． ２　 滴加菌液　 将稀释液滴加于平板这一操作

步骤，目前采用 １ ｍＬ 量程的吸管滴加 ０． １ ｍＬ 菌液

的方法，而美国与欧洲使用 １００ ～ ２００ μＬ 量程的移

液器滴加 ０． １ ｍＬ 菌液。 在正确合规的操作下，引
用误差越小，准确度越高，而引用误差是绝对误差

的最大值与仪表量程的比值，即与仪器量程负相

·４２·
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关［５］。 从仪器规格来看，选用量程更符合使用体积

的仪器更为精确。
为验证两种滴加菌液方法对于活菌计数试验

的影响，本研究分别使用两种方法进行多次活菌计

数试验，所用样品及其他步骤完全相同，将所得结

果进行统计学分析。 结果说明使用移液器滴加菌

液方法与传统方法无显著性差异，可以互相替代，
而且移液器滴加菌液方法的标准差和标准误均小

于传统方法，说明移液器方法的离散程度更低，随
机误差更小（表 ２ 和图 ２）。

表 ２　 不同仪器滴加菌液活菌计数结果统计表

Ｔａｂ ２　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ
试验分组 计数结果 标准差 平均值 标准误

传统方法

９５ ８５ ７４ ７２ ５９

７０ ８９ ８４ ９２ ７３

９３ ８８ ９６ ７１ ６５

１１． ８７３１４ ８０． ４ ３． ０６６

移液器滴板

８０ ９０ ６７ ９１ ７１

９２ ８１ ７８ ８９ ９２

９１ ８２ ８８ ７６ ７９

８． ０３４４５ ８３． １３ ２． ０７４

ｎｓ，即 ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ，表示无显著差异，Ｐ ＞ ０． ０５

图 ２　 不同仪器滴加菌液活菌计数结果

Ｆｉｇ ２　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ

２． １． ３　 菌液分散　 将稀释液滴加于平板这一操作

步骤，我国目前采用倾斜和转动平板将菌液分散，
而美国与欧洲使用无菌涂布器将菌液涂布开。 为

验证两种菌液分散方法对于活菌计数试验的影响，
本研究分别按照传统旋转倾斜法和涂布法进行菌

液分散，进行多次活菌计数试验，所用样品及其他

步骤完全相同，将所得结果进行统计学分析。 结果

显示使用涂布器分散菌液方法与传统方法无显著

性差异，可以互相替代，而且涂布器分散菌液方法

的标准差和标准误均小于传统方法，说明涂布法的

离散程度更低，随机误差更小（表 ３ 和图 ３）。

表 ３　 不同菌液分布方式活菌计数结果统计表

Ｔａｂ ３　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
试验分组 计数结果 标准差 平均值 标准误

传统方法

９５ ８５ ７４ ７２ ５９

７０ ８９ ８４ ９２ ７３

９３ ８８ ９６ ７１ ６５

１１． ８７３１４ ８０． ４ ３． ０６６

涂布器分散

７６ ９０ ８６ ９４ ７１

８７ ８８ ８２ ７７ ８８

９６ ７９ ８６ ７３ ９０

７． ５４２２６２ ８４． ２ １． ９４７

ｎｓ，即 ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ，表示无显著差异，Ｐ ＞ ０． ０５

图 ３　 不同菌液分布方式活菌计数结果

Ｆｉｇ ３　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

２． ２　 修订方法与传统方法比对　 本研究第一部分

通过单变量试验确定了平板适宜预培养的时间，之
后验证使用移液器滴加菌液和用涂布器分散菌液

可以替代原方法，且结果的离散程度小于原方法。
在原方法的基础上，使用移液器滴加菌液和用涂布

器分散菌液，在此我们称之为“修订方法”。 第二部

分我们使用修订方法与目前的传统方法进行比对。
将同一样品分别使用传统方法和修订方法进行比

对试验，结果显示两种方法没有显著性差异，可以

互相替代，而且修订方法的标准差和标准误均小于

传统方法，说明修订方法的离散程度更低，随机误

差更小（表 ４ 和图 ４）。
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表 ４　 活菌计数传统方法与修订方法比对结果统计表

Ｔａｂ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ

ｒｅｖｉｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ
试验分组 计数结果 标准差 平均值 标准误

传统方法

１３３ １２２ １１３

１１３ ８３ １０７

１４４ １３１ １４０

１９． ０５ １２０． ７ ６． ３４９

修订方法

１１６ １０８ １０８

１３２ １１６ １１１

１１５ １０５ １２６

８． ８４ １１５． ２ ３． ８１９

ｎｓ，即 ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ，表示无显著差异，Ｐ ＞ ０． ０５

图 ４　 活菌计数传统方法与修订方法比对结果

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ

ｒｅｖｉｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ

２． ３ 　 结果平行性条件优化 　 在 《中国兽药典》

（２０１５ 年版三部）附录 ３４０５ 收录的“活菌计数法”

中，在重检要求中对于结果平行性方面做出了规

定：“如果有片状菌落生长，或同一稀释度平板间菌

落相差 ５０％ 以上时，应重检。”其中对于活菌计数

结果平行性的要求表述过于笼统，（最大值 － 最小

值） ／ Ｎ≥５０％则该次检验不成立，而其中 Ｎ 并没有

明确指出是什么值，是否是平均值或其他具体某一

个样本数值，以至于该评判标准在实际应用中会产

生标准不一的问题。 “最大值 － 最小值”在统计学

中称为极差，是用来反映刻画一组数据的离散程度

和变异范围，但由于极差只指明了测定值的最大离

散范围而不包括全部测量值的信息，并且极差易受

极端值影响，因此不能反映其间样本的分部情况。

此外，从公式（最大值 －最小值） ／ Ｎ 值可以看出，数

值大小与 Ｎ 的关系成反比。 在活菌计数结果在规

定范围（４０ ～ ２００）内的情况下，Ｎ（一般取平均值）
越低，（最大值 －最小值） ／ Ｎ 值越大，即此种方法对

于数据离散性的衡量会因 Ｎ 值大小不同产生差异。
本研究提出使用标准差作为衡量活菌计数结

果平行性的指标［６］。 为确定既符合现行平行性要

求，又符合活菌计数结果实际情况的标准差值，我
们将本研究中进行活菌计数的数据（表 ５）以及多

位检验员验证活菌计数修订方法的数据（均符合当

前数据平行性规定）（表 ６、表 ７）进行整理，计算每

组结果（３ 个平板为一组）的标准差和传统方法中

提出的“（最大值 －最小值） ／平均值”。
表 ５　 本研究活菌计数结果平行性指标分析 －１

Ｔａｂ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ

ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ －１
数据
来源

１ ２ ３ 标准差
极差 ／
平均值

平均值 标准误

传统
方法

８４ ９９ １１５ １５． ５ ３１． ２ ／ ％ ９９． ３ ８． ９５

６９ ８４ ９９ １５． ０ ３５． ７ ／ ％ ８４． ０ ８． ６６

７５ ８８ ９１ ８． ５ １８． ９ ／ ％ ８４． ７ ４． ９１

７５ ８４ １０１ １３． ２ ３０． ０ ／ ％ ８６． ７ ７． ６２

９５ ７０ ９３ １３． ９ ２９． １ ／ ％ ８６． ０ ８． ０２

８５ ８９ ８８ ２． １ ４． ６ ／ ％ ８７． ３ １． ２０

７４ ８４ ９６ １１． ０ ２６． ０ ／ ％ ８４． ７ ６． ３６

７２ ９２ ７１ １１． ８ ２６． ８ ／ ％ ７８． ３ ６． ８４

５９ ７３ ６５ ７． ０ ２１． ３ ／ ％ ６５． ７ ４． ０６

移液器
单变量
试验

８０ ９２ ９１ ６． ７ １３． ７ ／ ％ ８７． ７ ３． ８４

９０ ８１ ８２ ４． ９ １０． ７ ／ ％ ８４． ３ ２． ８５

６７ ７８ ８８ １０． ５ ２７． ０ ／ ％ ７７． ７ ６． ０６

９１ ８９ ７６ ８． １ １７． ６ ／ ％ ８５． ３ ４． ７０

７１ ９２ ７９ １０． ６ ２６． ０ ／ ％ ８０． ７ ６． １２

涂布器
单变量
试验

７６ ８７ ９６ １０． ０ ２３． ２ ／ ％ ８６． ３ ５． ７８

９０ ８８ ７９ ５． ９ １２． ８ ／ ％ ８５． ７ ３． ３８

８６ ８２ ８６ ２． ３ ４． ７ ／ ％ ８４． ７ １． ３３

９４ ７７ ７３ １１． ２ ２５． ８ ／ ％ ８１． ３ ６． ４４

７１ ８８ ９０ １０． ４ ２２． ９ ／ ％ ８３． ０ ６． ０３

传统
方法

１３３ １２２ １１３ １０． ０ １６． ３ ／ ％ １２２． ７ ５． ７８

１１３ ８３ １０７ １５． ９ ２９． ７ ／ ％ １０１． ０ ９． １７

１４４ １３１ １４０ ６． ７ ９． ４ ／ ％ １３８． ３ ３． ８４

修订
方法

１１６ １０８ １０８ ４． ６ ７． ２ ／ ％ １１０． ７ ２． ６７

１３２ １１６ １１１ １１． ０ １７． ５ ／ ％ １１９． ７ ６． ３３

１１５ １０５ １２６ １０． ５ １８． ２ ／ ％ １１５． ３ ６． ０６

·６２·
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表 ６　 本研究活菌计数结果平行性指标分析 －２

Ｔａｂ ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ －２
数据
来源

１ ２ ３ 标准差
极差 ／
平均值

平均值 标准误

不同
检验员
传统
方法

１０３ １１８ １２６ １１． ７ １９． ９ ／ ％ １１５． ７ ６． ７４

１３８ １２１ １４２ １１． ２ １５． ７ ／ ％ １３３． ７ ６． ４４

１１４ １４６ １１５ １８． ２ ２５． ６ ／ ％ １２５． ０ １０． ５０

１０９ ８３ １１１ １５． ６ ２７． ７ ／ ％ １０１． ０ ９． ０２

１２７ ９３ ９８ １８． ４ ３２． １ ／ ％ １０６． ０ １０． ６０

１０３ １０３ １０７ ２． ３ ３． ８ ／ ％ １０４． ３ １． ３３

９９ １０８ １０３ ４． ５ ８． ７ ／ ％ １０３． ３ ２． ６０

１１０ ９３ ９６ ９． １ １７． １ ／ ％ ９９． ７ ５． ２４

６６ ７０ ５６ ７． ２ ２１． ９ ／ ％ ６４． ０ ４． １６

４２ ５４ ４４ ６． ４ ２５． ７ ／ ％ ４６． ７ ３． ７１

７０ ４６ ６２ １２． ２ ４０． ４ ／ ％ ５９． ３ ７． ０６

４６ ６４ ５６ ９． ０ ３２． ５ ／ ％ ５５． ３ ５． ２１

６４ ４２ ５７ １１． ２ ４０． ５ ／ ％ ５４． ３ ６． ４９

５６ ６０ ４３ ８． ９ ３２． １ ／ ％ ５３． ０ ５． １３

５５ ４６ ４０ ７． ５ ３１． ９ ／ ％ ４７． ０ ４． ３６

６１ ５１ ４８ ６． ８ ２４． ４ ／ ％ ５３． ３ ３． ９３

１１２ １３５ １０２ １６． ９ ２８． ４ ／ ％ １１６． ３ ９． ７７

１３３ １０８ １１５ １２． ９ ２１． １ ／ ％ １１８． ７ ７． ４５

１０８ １２５ １１６ ８． ５ １４． ６ ／ ％ １１６． ３ ４． ９１

９８ １０５ １２８ １５． ７ ２７． ２ ／ ％ １１０． ３ ９． ０６

１８０ １６６ １７９ ７． ９ ８． ０ ／ ％ １７５． ０ ４． ５５

１９６ １７５ １８２ １０． ７ １１． ４ ／ ％ １８４． ３ ６． １７

１８８ １７６ １９７ １０． ２ １０． ９ ／ ％ １８６． ９ ５． ８７

１６５ １８１ １８８ １１． ８ １３． ０ ／ ％ １７８． ０ ６． ７９

表 ７　 本研究活菌计数结果平行性指标分析 －３

Ｔａｂ ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｐｌａｔｅ ｃｏｕｎｔ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ －３
数据
来源

１ ２ ３ 标准差
极差 ／
平均值

平均值 标准误

不同
检验员
修订
方法

１３１ １２８ １１１ １０． ８ １６． ２ ／ ％ １２３． ３ ６． ２３

１４８ １２０ １３４ １４． ０ ２０． ９ ／ ％ １３４． ０ ８． ０８

１２０ １４０ １２３ １０． ８ １５． ７ ／ ％ １２７． ７ ６． ２３

１２６ １１０ １１７ ８． ０ １３． ６ ／ ％ １１７． ７ ４． ６３

８５ ８９ ９０ ２． ６ ５． ７ ／ ％ ８８． ０ １． ５３

６５ ７８ ７１ ６． ５ １８． ２ ／ ％ ７１． ３ ３． ７６

９４ ７９ ９２ ８． １ １７． ０ ／ ％ ８８． ３ ４． ７０

６７ ５６ ８４ １４． １ ４０． ６ ／ ％ ６９． ０ ８． １４

５１ ６８ ５８ ８． ５ ２８． ８ ／ ％ ５９． ０ ４． ９３

７０ ５８ ５２ ９． ２ ３０． ０ ／ ％ ６０． ０ ５． ２９

８４ ５８ ５８ １５． ０ ３９． ０ ／ ％ ６６． ７ ８． ６７

４６ ６０ ６６ １０． ３ ３４． ９ ／ ％ ５７． ３ ５． ９３

５２ ５５ ５４ １． ５ ５． ６ ／ ％ ５３． ７ ０． ８８

４３ ５６ ６２ ９． ７ ３５． ４ ／ ％ ５３． ７ ５． ６１

４８ ５６ ４９ ４． ４ １５． ７ ／ ％ ５１． ０ ２． ５２

６６ ４５ ５０ １１． ０ ３９． １ ／ ％ ５３． ７ ６． ３３

１２１ １１８ １０２ １０． ２ １６． ７ ／ ％ １１３． ７ ５． ９０

１００ １１８ １１０ ９． ０ １６． ５ ／ ％ １０９． ３ ５． ２１

１０４ １１９ １１３ ７． ５ １３． ４ ／ ％ １１２． ０ ４． ３６

１１８ １１６ １０７ ５． ９ ９． ７ ／ ％ １１３． ７ ３． ３８

１８６ １９５ １９３ ４． ５ ４． ６ ／ ％ １９１． ２ ２． ６２

１８９ １８０ １８１ ５． １ ５． ０ ／ ％ １８３． ２ ２． ９２

１９４ １７７ １８３ ８． ６ ９． １ ／ ％ １８４． ６ ４． ９４

１８８ １９７ １９０ ４． ８ ４． ８ ／ ％ １９１． ３ ２． ７５

　 　 如表 ５ －表 ７ 所示，各组结果的极差 ／平均值均

在 ５０％以内，符合现行结果平行性要求。 而各组标

准差值均小于 ２０，且浮动范围较为集中于 １５ ～ ５ 之

间，占整个样本量的 ７４％ 。 这说明即使在操作符合

规定的情况下，每次检验的 ３ 个结果之间还是会出

现差距，这是由试验当中的随机误差所引起的，而
标准差正是衡量此随机误差的一把尺子，应当符合

随机 误 差 的 基 本 规 律———呈 正 态 分 布。 使 用

ＳＰＳＳ１６． ０ 软件对于标准差数据进行两种正态分布

检验（ Ｓｈａｐｉｒｏ － Ｗｉｌｋ 检验及 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ － Ｓｍｉｒｎｏｖ

检验），结果均为显著 （ Ｓｉｇ ＞ ０． ０５ 即正态分布）
（图 ５ －图 ７），这证实了前文中的观点，说明标准差

可以作为衡量活菌计数结果平行性的标准，并能够

有效地描述随机误差。
３　 讨论与结论

国内外目前对活细菌的计数有许多方法，其中

滴板计数是一种比较常用且简便的计数方法。 该

方法根据估算对于液体菌液进行 ２ ～ １０ 倍梯度稀

释，之后将终稀释液滴加到计数板上，在显微镜下

计数，之后乘以相应的稀释倍数，能够快速即时测

·７２·
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图 ５　 标准差数据正态分布检验结果 －１

Ｆｉｇ ５　 Ｎｏｒｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｄａｔａ －１

图 ６　 标准差数据正态分布检验结果 －２

Ｆｉｇ ６　 Ｎｏｒｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｄａｔａ －２

图 ７　 标准差数据正态分布检验结果 －３

Ｆｉｇ ７　 Ｎｏｒｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｄａｔａ －３

得菌液中的活菌数量［７］。 Ｓｅｏ ＥＹ 等利用荧光显微

技术对于大量细菌进行快速计数［８］。 Ｂｏｇｏｍｏｌｎｙ Ｅ

等建立了利用固体激光器使用光学方法实时测

定活细菌数量的方法，结果稳定、高效、精确［９］。

Ｌｏｎｄｏｎ Ｒ 等开发了自动化生长微生物直接检测技

术，通过微生物荧光标记和激发荧光，能够快速自

动区分不同的原核、真核微生物并即时完成计

数［１０］。 这些先进方法或需要使用昂贵的仪器试

剂，或需要对不同细菌的估算值进行更多的数据

积累。

本研究针对当前活菌计数法的三个方面关键

点，参考美国农业部兽药生物制品中心公开的 ＳＯＰ

（ＢＢＳＯＰ００１９． ０４）和多位检验员的操作建议，通过

单变量比对试验改进了活菌计数平板的干湿度要

求，使得检验用平板干湿程度能够实现均匀分散且

·８２·
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不易流边，同时排除了之前方法当中的生物安全隐

患；确定了滴平板仪器，使用量程更适合、精确度更

高、操作更方便的仪器进行菌液的滴加，减少了系

统误差并且使得操作更为简单；选择涂布器进行菌

液分散，也使得整个方法更易操作，菌落分散均匀

且不易流边。
原方法中对于各平板结果平行性的要求较为

模糊，缺少统计学支撑。 本研究提出使用标准差衡

量活菌计数结果的平行性，标准差是离均差平方的

算数平均数的平方根，即方差的算术平方根，是反

映一组数据离散程度最常用的一种量化形式，是表

示精确度的重要指标。 当使用活菌计数方法进行

检测时，由于检测方法总是有误差的，所以检测值

并不是其真实值。 设定一个只取决于检测值与真

实值之间的差距，而与真实值大小无关的稳定性指

标，才是评价检测方法最有决定性的指标，从而保

证每批检验结果的准确可靠［１１］。 进一步通过实验

统计数据证实，活菌计数实验中随机误差所引起的

结果标准差变化，是符合随机误差的基本规律———
呈正态分布的。

本研究以试验数据为基础，比对分析后对于相

关规程制修订提出了意见，希望能够对细菌类兽用

生物制品相关从业者在生产研究、制定规程等方面

提供帮助和启发。
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