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一、多管发酵法的培养基与试剂 1

多管发酵法作为测定总大肠菌群数的经典方法，在

保障饮用水安全中发挥着重要作用。此法通过一系列步

骤，如初发酵、平板分离和复发酵，利用大肠菌群特性

来检验水样。其结果以“最可能数”即 MPN 来表示，这

是一种基于统计学原理的评估方法，能够科学反映水质

状况。多管发酵法操作简便，准确度高，广泛应用于水

质监测与评估领域。它不仅能够有效揭示水体中的大肠

菌群污染程度，还是保障饮用水安全的关键环节。通过

多管发酵法的应用，我们能够及时发现并解决水质问题，

确保公众健康。

1.乳糖蛋白胨培养液

（1）成分

表1　乳糖蛋白胨培养液成分表展示

成分 数量（g/ml）

A 蛋白胨 10

B 牛肉膏 3

C 乳糖 5

D 斜化钠 5

E 淚甲的紫乙醇溶液（16g/L） 1

F 蒸馏水 1000

（2）制法

乳糖蛋白胨培养液的制法讲究精确与细致，以确
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保最佳培养效果。首先，将蛋白胨、牛肉膏、乳糖及氯

化钠精确称量，充分溶解于蒸馏水中，这一步关系到培

养液成分的精确配比。接着，调整溶液的 pH 值至 7.2 至

7.4，为微生物生长营造适宜的酸碱环境。

随后，加入适量的溴甲酚紫乙醇溶液，并搅拌均匀，

使指示剂充分分布于培养液中。再将制备好的培养液分

装至带有倒管的试管中，方便后续接种与观察。

最后，将分装好的培养液置于高压灭菌器中，以适

当的压力和温度进行灭菌处理，彻底消除杂菌，确保培

养液的纯净度。灭菌后，将培养液贮存于冷暗处，以保

持其稳定性。

整个制备过程严谨而有序，每一步操作都紧密相连，

确保了培养液的质量和实验结果的可靠性。通过这样的

精心制备，我们能够得到高质量的培养液，为后续的微

生物培养和检测工作奠定坚实的基础。

2.二倍浓缩乳糖蛋自胨培养液

制备二倍浓缩乳糖蛋白胨培养液时，关键在于成分

量的加倍调整。蛋白胨、牛肉膏、乳糖、氣化钠以及溴

甲酚紫乙醇溶液等均需按原配方双倍添加，而蒸馏水用

量维持不变。这样既能确保浓缩效果，又避免了溶液过

稀。混匀后，通过高压灭菌彻底消除杂菌，确保培养液

的纯净度。最后，将制备好的浓缩培养液贮存于冷暗处，

防止变质。整个制备过程简单而高效，为后续实验提供

了高质量的浓缩培养液。

（1）成分
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摘　要：总大肠菌群作为饮用水卫生质量的关键指标，其存在直接反映水体受粪便污染程度，对监控饮用水安全具

有不可替代的作用。在生活饮用水卫生标准检验中，多管发酵法作为一种常用的检测方法，对于严格控制总大肠菌

群数至关重要。该方法能够有效揭示水中肠道致病菌的污染状况，为饮用水安全提供重要保障。因此，我们必须高

度重视总大肠菌群的检测与控制工作，严格执行相关标准与规范，结合科学方法和先进技术，如多管发酵法，确保

饮用水中总大肠菌群数得到有效控制，从而保障广大人民群众的饮用水安全与健康。这项工作对于维护公共卫生、

预防水源性疾病传播具有重要意义。根据《生活饮用水卫生标/准》（GB5749-2006）规定，饮用水中总大肠菌群数

每100mL水样中不得超过3个。因此，使用多管发酵法来测定生活饮用水中的总大肠菌群数，是评估饮用水卫生质

量的重要手段之一。
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表2　伊红美蓝培养基成分表展示

成分 数量（g/ml）

A 蛋白胨 10

B 乳糖 10

C 磷酸氢二钾 2

D 琼脂 20-30

E 蒸馏水 1000

F 伊红水溶液（20 g/L） 20

G 美蓝水溶液（5 g/L） 13

成分 D 琼脂的量是一个范围，具体数量可以根据实

际需要选择。成分 F 和 G 是以溶液的形式加入，所以给

出的数量是溶液的体积。这个图表可以帮助清晰地看到

每个成分所需的数量。

（2）制法

伊红美蓝培养基的制法需精细操作以确保其质量。

首先，将蛋白胨、磷酸盐和琼脂逐一溶解于蒸馏水中，

确保成分充分溶解并混合均匀。随后，校正溶液的 pH 值

为 7.2，以营造适合微生物生长的环境。接着，加入乳糖

并再次混匀，然后将培养基分装至适当的容器中。

将分装好的培养基进行高压灭菌处理，以 68.95kPa

的压力在 115℃下灭菌 20 分钟，确保无菌状态。临用前，

将琼脂加热融化，待冷却至 50℃ ~55℃时，加入伊红和

美蓝溶液，并迅速混匀。最后，将培养基倾注于平皿中，

使其均匀分布，待其凝固后即可使用。此培养基可用于

微生物的培养和鉴别实验。

3.革兰氏染色液

（1）成分

表3　结晶紫染色波成分表展示

成分 数量（g/ml）

a 结晶紫 1

b 乙醇（95%，体积分数） 20

c 草酸铵水溶液（10 g/L） 80

在这个图表中，乙醇和草酸铵水溶液的数量是用体

积来表示的，单位为毫升（ml）。结晶紫的数量则是用质

量来表示的，单位为克（g）。这样的表示方式有助于清

晰地了解每个成分的量和单位。

（2）制法

结晶紫染色液的制法需要确保使用纯品结晶紫。首

先将结晶紫溶于乙醇中，然后与草酸铵溶液混合，确保

充分混合均匀。请注意，龙胆紫不能作为替代品，因为

其成分不单一，可能导致假阳性结果。此外，结晶紫溶

液若放置过久产生沉淀，则不宜再使用，以免影响染色

效果。

4.革兰氏碘液

（1）成分

表4　革兰氏碘液成分表展示

成分 数量（g/ml）

a 碘 1

b 碘化钾 2

c 蒸馏水 300

在这个图表中，我们列出了成分 a（碘）、成分 b

（碘化钾）以及成分 c（蒸馏水）的数量。碘和碘化钾的

数量是以克（g）为单位表示的，而蒸馏水的数量则以毫

升（ml）为单位表示。这个图表能够清晰地展示每个成

分所需的量，方便进行配比和实验操作。

（2）制法

首先混合碘与碘化钾，再加入少量蒸馏水并充分振

摇，确保完全溶解。随后，继续加入蒸馏水至所需量。

此碘液可用于生物中贮存蛋白质的鉴定及革兰氏染色。

5.脱色剂沙黄复染液

（1）成分

表5　脱色剂沙黄复染液成分表展示

成分 数量（g/ml）

a 沙黄 0.25

b 乙醇（95%，体积分数） 10

蒸馏水 90

这个图表中，我们列出了三种成分：沙黄、乙醇

（95% 体积分数）和蒸馏水，以及它们各自的数量。沙黄

和乙醇的数量是以克（g）或毫升（ml）为单位表示的，

而蒸馏水的数量也是以毫升（ml）为单位。通过这个图

表，我们可以清晰地看到每个成分所需的量和单位，便

于在实验中进行准确的配比和操作。

（2）制法

首先，将沙黄充分溶解于乙醇中，确保完全溶解；

然后，再加入适量的蒸馏水，混合均匀，即可得到所需

的沙黄复染液。该溶液在染色过程中起着重要的作用。

6.革兰氏染色法

革兰氏染色法是一种常用的细菌染色技术，步骤如

下：首先，取培养 18 至 24 小时的培养物均匀涂片，固

定于玻片上。接着，滴加结晶紫染色液，染色 1 分钟后

水洗，使细菌初步着色。然后，滴加革兰氏碘液，作用

1 分钟再水洗，以增强染色效果。随后，用脱色剂脱色，

摇动玻片至无紫色脱落，大约 30 秒，水洗，这是区分革

兰氏阴阳性的关键步骤。最后，滴加复染剂复染 1 分钟，

水洗后待干，镜检观察结果。整个过程逻辑清晰，操作
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连贯，能有效鉴别细菌的种类。

二、多管发酵法仪器

在进行多管发酵法检测时，所需的仪器设备是确保

实验顺利进行的关键。首先，我们需要一个培养箱，温

度控制在 36℃ ±1℃，以维持稳定的培养环境。其次，

冰箱用于储存试剂和样品，温度保持在 0℃ ~4℃。此外，

天平用于准确称量，显微镜用于观察微生物形态。同时，

直 径 为 9cm 的 平 皿、 试 管、 分 度 吸 管（1mL 和 10mL）、

锥形瓶和小倒管也是不可或缺的。最后，载玻片用于制

备显微观察样本。这些仪器的合理组合和正确使用，将

有助于提高多管发酵法的准确性和可靠性。

三、多管发酵法检验步骤

1.乳糖发酵试验

在进行总大肠菌群检测时，我们需要针对不同水样

采取相应的处理方法。对于常规的出厂自来水检验，我

们可以直接取 10ml 水样接种到双料乳糖蛋白胨培养液

中。然而，当面临污染较严重的水源水时，我们需要加

大稀释度并多次接种。具体而言，我们先取1ml水样接种

到单料培养液中，接着将另1ml水样进行稀释后再接种。

每个稀释度都需接种5管。对于污染尤为严重的水源水，

我们甚至需要进一步稀释至0.001ml，并同样在每个稀释

度接种5管，共计15管。在接种1ml以下水样时，我们需

进行递增稀释，并使用灭菌刻度吸管确保取样的准确性。

完成接种后，我们将所有接种管置于 36℃ ±1℃的

培养箱内，培养 24h±2h。这是为了观察乳糖蛋白胨培养

管的反应情况。如果所有培养管都不产气产酸，那么我

们可以报告为总大肠菌群阴性，表明水样中没有检测到

总大肠菌群。然而，如果有培养管出现产酸产气的现象，

那么就需要按照后续的步骤进行进一步的处理和分析。

通过这样的精确操作和连续观察，我们能够有效地控制

水样稀释度，准确揭示肠道致病菌的污染情况，从而确

保饮用水的安全性。在整个过程中，我们必须严格遵守

相关标准与规范，以确保检测结果的准确性和可靠性。

2.分离培养

将产酸产气的发酵管转种至伊红美蓝琼脂平板，置

36℃ ±1℃培养箱中培养 18h~24h。观察菌落形态，挑选

特定菌落进行后续分析。深紫黑色、具金属光泽的菌落

及紫黑色、不带或略带金属光泽的菌落，以及淡紫红色、

中心较深的菌落，均为可能的目标菌落。随后对这些菌

落进行革兰氏染色、镜检和证实试验，以进一步确定其

属性。通过这一系列步骤，我们能够精确鉴别并筛选出

目标菌落，为后续的分析和研究提供可靠的依据。

3.证实试验

经革兰氏染色镜检确认为阴性无芽孢杆菌后，接

种至乳糖蛋白胨培养液中，于 36℃ ±1℃培养箱培养

24h±2h。若观察到产酸产气现象，即可证实总大肠菌群

的存在。此步骤对于确保饮用水安全至关重要，有助于

及时应对潜在污染风险。

4.多管发酵法检验结果报告

根据证实为总大肠菌群阳性的管数，查 MPN（most 

probable number，最可能数）检索表，报告每 100 ml，水

样中的总大肠菌群最可能数（MPN）值。稀释样品查表

后所得结果应乘稀释倍数。如所有乳糖发酵管均阴性时，

可报告总大肠菌群未检出。

表6　阳性和阴性结果组合时的最可能数（MPN）

阳性管数 最可能数（MPN）

0 <2.2

1 2.2

2 5.1

3 9.2

4 16.0

5 >16

结语

多管发酵法是一种重要的微生物学检测方法，广泛

应用于生活饮用水总大肠菌群的标准检验中。它采用特

定培养基与试剂，通过精确操作与仪器设备，有效确保

检验结果的准确性和可靠性。此方法简便易行，成本相

对较低，适用于大规模检测。通过定期监测饮用水，可

及时发现健康风险，保障饮水安全。
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