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以无纺布为载体的菌落总数测试片的研究 
 

刘爽，刘桐，苑帅，司南，任大勇，毕云枫，陈萍 

（吉林农业大学食品科学与工程学院，吉林长春 130118） 

摘要：本文通过研究菌落总数测试片中无纺布的种类，加工工艺，冷水可溶性凝胶与培养基配比及质构特性，应用于需氧菌计

数测试片，对其检测性能进行评价。对菌落总数测试片中冷水可溶性凝胶与培养基在不同比例配比情况下质构特性进行测定，当凝胶

与培养基比例为 3:7 时，硬度、脆性、粘着性、弹性、内聚性、胶着性、回弹性与 1%琼脂培养基无显著性差异，并选取 60 g/m2的水

刺无纺布为载体，采用浸入培养基加入方式，菌落生长情况良好，清晰可见，菌落计数方便。基于本研究以无纺布为载体测定 5 种试

验菌株的菌落总数并与国标需氧菌平板计数法比较，可达到相同水平的检测限 2 CFU/mL 和灵敏度（100%）；准确度较高，线性相关

系数 R2达到 0.996。水刺无纺布可作为菌落总数测试片的良好载体。 
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Study on the Petrifilm Aerobic Count Plates with Non-woven Fabric as 

Carrier 
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(Food Science and Engineering, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China) 
Abstract: The performance of non-woven fabric in Petrifilm Aerobic Count Plates was evaluated by investigating the types of non-woven 

fabric, processing technology, theratio of cold water soluble gel and medium and texture characteristics. When the ratio of gel to medium was 

3:7, the hardness, fracturability, adhesiveness, cohesiveness, springiness and gumminess were similar with those of 1% agar medium, and the 60 

g/m2 of spunlace non-woven fabric was selected as the carrier . The petrifilm plate method based on prepared cold water soluble gel could 

achieve the same limit of detection (2 CFU/mL) and sensitivity (100%) in colony counting of five testing strains compared with national 

standard aerobic bacteria plate counting method. The petrifilm plate method based on cold water soluble gel had high accuracy and linearly 

dependent coefficient (R2=0.996). These two methods have no significant difference (p>0.05). The spunlaced non-woven fabric can be used as a 

good carrier of petrifilm aerobic count plate. 

Key words: non-woven fabric; petrifilm aerobic count plates; texture characteristics; cold water soluble gel 

 

菌落总数是衡量食品卫生质量的重要指标之一，

为食品样品的卫生学评价提供科学依据[1]。微生物菌

落计数测试片检测法是一种新型检测方法，它是以凝

胶、无纺布和滤纸 3 种主流载体代替琼脂作为培养基

载体培养微生物的一种检测新技术[2]。测试片作为在

传统琼脂平板计数法基础上，经过简化和改进而形成

的一种新型检测方法，它以凝胶，无纺布，滤纸代替

琼脂作为培养基载体将冷水可溶性凝胶与无纺布复合

使用称为未来微生物测试片发展的趋势[3]。 
无纺布是以纺织纤维为原料经过粘合、熔合和化 
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学、机械方法加工而成的纺织品。这种纺织品不经传

统的纺纱、机织或针织的工艺过程加工。分薄型和厚

型两大类，可用于制成透气和加速扩散等特殊用途的

材料[4]。德国拜发公司的微生物菌落计数板选用的载

体为硝酸纤维素型无纺布[5]。孔林开展了对无纺布为

载体菌落总数测试片的研究，研究表明整个培养区菌

落扩散呈大片红色，菌落显色不清晰或连成片，有的

需要借助压板固定菌落生长区域等缺点[6]。陈春田等[9]

将市售国产生产的快速检测纸片与国标需氧菌平板计

数法比较，在规定时间内有菌落生长，但菌落计数显

著低于传统方法。为此，无纺布应用于细菌培养基测

试片需进一步改善，研发适合用作微生物测试片的无

纺布，具有良好的应用价值。 
本实验研究以无纺布为载体菌落总数测试片的研

究，以 5 种常见需氧菌为实验菌株，对无纺布的种类，
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加工工艺，培养基凝胶配比及质构特性进行研究，并

调节冷水可溶性凝胶与培养基的配比，解决无纺布生

长的晕圈和连成片的现象。 

1  材料和方法 

1.1  试验材料 

TTC、营养琼脂、酵母浸粉、蛋白胨等分别购自

阿拉丁试剂（上海）有限公司；聚丙烯酸钠、瓜尔胶、

卡拉胶、结冷胶分别购于西亚生化试剂发展有限公司

和拉丁试剂（上海）有限公司；无纺布购自佛山市嘉

达无纺布有限公司；上述材料均灭菌后使用，原泰奇

气式粉碎机。 

1.2  试验菌株 

大肠埃希氏菌(Escherichia coli)CICC23657、金黄

色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus aureus subsp.aureus) 
CICC21600、铜绿假单胞菌 (Enterococcus faecalis) 
CICC21636等从中国工业微生物菌种保藏管理中心购

买 、 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 (Salmonella typhimurium) 
ATCC10376 、蜡样芽孢杆菌（ Bacillus cereus ）
ATCC11778 等标准菌株从美国典型培养物保藏中心

购买。 

1.3  菌悬液制备 

菌悬液的制备：分别挑取大肠杆菌、沙门氏菌、

蜡样芽胞杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌培养

的单菌落接种于 100 mL LB 液体培养基中，放入恒温

培养箱中 36±1 ℃培养。取 25 mL 菌液加入 225 mL 无

菌生理盐水混匀，制成 1:10 的稀释液。取 1:10 的稀

释液 1 mL 加入到 9 mL 生理盐水中，充分混匀，重复

以上操作将菌液稀释至 10-7备用。 

1.4  测试片制备 

1.4.1  测试片制备 
测试片上层膜为透明度高、无毒、无刺激性气味、

防水透气的 PET 透明硅胶膜；中层支撑材料，为透明

度高，硬度较好，带有镂空区域的聚丙烯（PP）透明

塑料板[7]，厚度为 0.18 mm；底板为防水防渗透的白

色铜版纸。 
将上、中、下三种材质剪裁成长度 10.5 cm，宽度

9 cm，采用无毒无味的聚丙烯酸树脂压敏胶进行粘合，

粘合宽度为 5 mm；中层支撑材料 PET 透明胶片与底

板构成半径为 3.0 cm 的培养区域。将培养基均匀的加

入到中间镂空区域。菌落总数测试片的培养基每 1000 

mL 成分为胰蛋白胨 20 g、酵母浸粉 15 g、氯化钠 15 g、
TTC 0.3 g。灭菌方法采用环氧乙烷灭菌法[8]。 
1.4.2  凝胶配制 

通过使用原泰奇气式粉碎机粉碎成粉末，过 120
目标准筛[9]，分别称取粒径为 0.125 mm 凝胶剂瓜尔

胶、聚丙烯酸钠、卡拉胶、结冷胶按照 6:2:1:1 比例混

合后加适量去离子水，将其置于 25 ℃恒温磁力搅拌水

浴锅中 150 r/min，搅拌混匀，配制胶体溶液，4 ℃保

存备用。 

1.5  无纺布测试片工艺优化 

1.5.1  无纺布种类 

针刺无纺布，是利用刺针的穿刺作用，将蓬松的

纤网加固成布；水刺无纺布，是将高压微细水流喷射

到一层或多层纤维网上，使纤维相互缠结在一起增强

纤网牢固的工艺；湿法无纺布，是将置于水介质中的

纤维原料开松成单纤维，然后将不同纤维原料混合制

成纤维悬浮浆输送到成网机构，纤维在湿态下成网再

加固成布；缝编无纺布，是利用经编线圈结构对塑料

薄片、塑料薄金属箔、纱线层、纤网等材料进行组合

加固制成的无纺布；热合无纺布，是指在纤网中加入

粉状或纤维状热熔粘合经过加热熔、冷却最终加固材

料成布；熔喷无纺布，是将聚合物喂入，然后熔融挤

出直到纤维形成、冷却、成网、加固成布；纺粘无纺

布，是将聚合物在被挤出、拉伸而形成的连续长丝铺

设成纤网，再经过自身粘合、热粘合、化学粘合或机

械加固使纤网变成无纺布；浆粕气流成网无纺布，是

采用气流成网技术将木浆纤维板开松成单纤维状态，

然后用气流方法使纤维凝集在成网帘上成布[10]。无纺

布的种类，厚度培养基与凝胶配比进行实验，是改善

无纺布型测试片缺点的重要影响因素，对于其他的指

标对无纺布型测试片的研究影响较小。 
1.5.2  培养基加入方式 

将培养基添加到测试片中采用两种方式：（1）浸

入培养基式[11]：将无纺布浸入灭菌后的液体培养基

中，35 ℃烘干待用；（2）直接加入到无纺布：将配制

好的培养基粉末 0.3 g 直接涂布于无纺布上，待用。 
1.5.3  质构特性对培养基凝胶的影响 

配制 1.0%不同比例的凝胶与培养基混合溶液，复

配比例分别为凝胶与培养基 1:9、2:8、3:7、4:6、5:5。
参考 D Ren[12]的方法测定硬度、脆性、粘度、弹性、

内聚性、黏性、回弹性，将培养基与凝胶混合物装入

2 cm 为半径的铝盒中，使用质构仪（BROOKFIELD 
LFRA-4500）测定，同时测定 1.0%琼脂作为对照。质

构仪的参数设置如下：采用 P/0.5 探头，测试速度：
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5.0 mm/s，触发力：5 g，压缩比：50%。 
1.5.4  无纺布厚度筛选 

将直径为 6 cm 的 40 g/m2、50 g/m2、60 g/m2、70 
g/m2、80 g/m2、100 g/m2、120 g/m2的无纺布加入测试

片培养基中，加入适当稀释度的混合菌液 1 mL 于

37 ℃进行培养和菌落计数，筛选出适合菌落生长的无

纺布厚度。 

1.6  无纺布测试片检测性能评价 

1.6.1  灵敏度检测 

将制备好的 5 种试验菌株的混合菌悬液，以生理

盐水进行 10 倍梯度稀释到 10-2~10-6，使用测试片法和

国标平板计数琼脂法进行菌落计数，培养后计数红色

菌落。 
试验重复三次，结果取平均值，以最低稀释度的

检测结果作为最低检测限，以最低检测限作为测试片

灵敏度的检测标准。检测结果大于最低检测限的为阳

性，检测结果小于最低检测限的为阴性，灵敏度=阳
性/(阳性+阴性)[13,14]。 
1.6.2  准确度检测 

将制备好的 5 种试验菌株的混合菌悬液，以无菌

生理盐水稀释至 102 CFU/mL，菌悬液接种于菌落总数

测试片上. 
以国标平板计数琼脂法作为对照，培养后进行菌

落计数，将试验结果转换为 log10的值，以垂直 y 轴作

为菌落总数测试片法的检测结果，水平 x 轴作为国标

平板计数琼脂法的检测结果，绘制曲线，根据相关系

数判断准确度使用测试片法和国标需氧菌平板计数法

进行菌落计数，建立菌落总数测试片法和国标法检测

结果的标准曲线，以确定测试片的准确度。 

1.7  数据统计和分析 

试验数据使用 Origin 19.0 和 IBS SPSS 20.0 软件

进行统计分析，各组数据均采用单因素 ANOVA 方差

分析，显著水平被设定为 p<0.05，各组试验重复三次，

取平均值。结果用平均值±标准差(SD)表示。 

2  结果与分析 

2.1  无纺布种类筛选 

对针刺无纺布、水刺无纺布、湿法无纺布、缝编

无纺布、热合无纺布、熔喷无纺布、纺粘无纺布、气

流成网无纺布 8 种 60 g/m2无纺布进行试验，通过培

养后的混合菌的菌落总数和直径大小进行筛选得到如

图 1。 

 

  

   

  

   

 
图1 8种无纺布与国标菌落生长情况比较 

Fig.1 Comparison of growth of eight non-woven fabrics with 

national standard 

实验结果表明：纺粘无纺布生长的菌落不清楚且

连成片；针刺无纺布，可以生长出单一的菌落，但是

菌落生长的小且不适合计数；热合无纺布生长的菌落

较大且清晰，但是菌落会在多面生长，影响计数；气

流成网无纺布生长出来的菌落颜色较深，有较好的辨

识度，但菌落有连成片的现象；缝编无纺布由于无纺

布有一定的空隙，对菌落生长提供了氧气，菌落呈现

单一且清晰，但有一定的晕圈，计数较困难；湿法无

纺布由于加样，吸收菌液较比其他几种差，所以生长

菌落小；熔喷无纺布由于有一定的空隙，生长的菌落

部分出现连成片的现象，因此均不适合作为测试片。
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水刺无纺布，菌落呈单一，颜色深，计数清晰，因此

水刺无纺布是菌落总数测试片的良好载体。 

2.2  制备无纺布型测试片工艺优化 

2.2.1  培养基加入方式 

   

212 

  
图2 两种加入方式菌落生长情况对比 

Fig.2 Comparison of colony growth of two ways 

将培养基加入到测试片上，主要采用两种方式，

浸入式和直接加入。将 1 mL 的菌液加到含有培养基

的 60 g/m2 水刺无纺布测试片上，对比菌落数和直径

大小。通过菌落生长情况，菌落数，直径大小的综合

对比，浸入式生长的菌落颜色较深，可以清晰的看到

单一的菌落，菌落直径较大，所以采用浸入式与国标

需氧菌平板计数相比，无明显差异。 
表1 两种加入方式菌落数和直径大小对比 

Table 1 Compared with two ways of colony count and colony 

diameter  

 菌落数/CFU 直径/cm 

a 直接加入 75±12 0.19~0.27 

b 浸入式 136±9 0.29~0.41 
C 国标需氧菌平板计数 135±12 0.30~0.45 

2.2.2  冷水可溶性凝胶与培养基混合比例及质

构特性 
由于无纺布的扩散速度过快，未能快速吸收样液，

加样后盖上上层膜容易使样液溢出片外，所以在培养

基中加入一定比例的冷水可溶性凝胶可以解决这一问

题，不同比例的凝胶和培养基混合，当比例为 3:7 时，

样液的扩散度为 1.9 s。 
表2 凝胶与培养基不同配比的质构分析 

Table 2 The comparison of texture in different ratios of gel to medium 

质构特性 
混合比例 

1:9 2:8 3:7 

硬度/g 369.529±16.941* 507.508±6.977* 1265.406±105.721 

脆性/g 633.132±13.517* 1311.443±78.236* 0 

粘着性/(g·s) -48.106±6.06* -96.498±6.67 -86.549±5.78 

弹性 0.996±0.003 3.473±0.463* 1.013±0.026 

内聚性 0.263±0.050 0.449±0.081* 0.363±0.063 

胶着性 96.759±5.132* 238.275±34.748* 460.528±50.834 

回弹性 0.053±0.012* 0.083±0.012* 0.066±0.008 
扩散速度/s 0.6±0.03 1.0±0.05 1.9±0.13 

质构特性 
混合比例 

1%琼脂 
4:6 5:5 

硬度/g 1738.754±104.493* 929.171±30.582* 1301.632±48.273 

脆性/g 0 824.027±36.305* 0 

粘着性/(g·s) -92.912±4.59 -120.494±10.136* -93.515±10.013 

弹性 3.459±0.284* 0.995±0.006 0.997±0.016 

内聚性 0.437±0.072* 0.285±0.051 0.301±0.068 

胶着性 725.512±36.799* 944.465±64.008* 468.690±34.728 

回弹性 0.075±0.007* 0.092±0.007* 0.074±0.009 
扩散速度/s 2.5±0.21 3.7±0.32 2.7±0.17 

注：*与 1.0%琼脂相比较差异显著。 

由表 2 显示，当冷水可溶性凝胶与培养基配比为

3:7 时，扩散速度为 1.9 s。通过测定硬度，脆性，粘

着性，弹性，内聚性，胶着性，回弹性与 1.0%的琼脂

对比，无明显差异(p>0.05)，在一定的凝胶质构特性的
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条件下，可达到适合菌落生长及培养的凝胶环境，所

以当凝胶与培养基的配比为 3:7 时，是以无纺布为载

体的菌落测试片的最佳培养基配比。 
2.2.3  无纺布厚度筛选 
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图3 不同厚度无纺布菌落生长情况 

Fig.3 Different thickness of non-woven colony growth 

选取 40 g/m2、50 g/m2、60 g/m2、80 g/m2、100 g/m2

和 120 g/m2的无纺布以浸入式进行实验，通过对比菌

落生长情况。由于 40 g/m2、50 g/m2的无纺布较薄，

所吸收的培养基较少，菌落生长需要的营养物质供应

不足，使得菌落生长较小；80 g/m2、100 g/m2、120 g/m2

的无纺布过厚，且扩散速度较慢，不能两面数菌，部

分菌落夹到无纺布中间，颜色过浅，易遗漏，影响计

数。因此，60 g/m2生长的菌落清晰，呈单一菌落，计

数方便。 

2.3  无纺布测试片性能检测 

2.3.1  灵敏度检测 
采用菌落总数测试片和国标琼脂平板培养法作对

比试验，检测限为 2 CFU/mL，以最低检测限作为测

试片灵敏度的检测标准。两种方法可以达到相同水平

的检测限。对30~300之间的菌落数进行分析，t=0.095，
p=0.5>0.05，表明测试片和国标琼脂培养法生长的菌

落总数结果无差异显著性，结果如表 3。 
2.3.2  准确度检测 

 
图4 两种方法的线性相关曲线 

Fig.4 Linear correlation curve between two methods 

采用菌落总数测试片和国标琼脂法进行对比，各

试验菌株菌落总数结果如表 4，对结果进行样本独立

样本 t 检验，t=-0.025，p=0.8>0.05，由图 4 两种检测

方法的线性相关曲线可知，R2 达到 0.996，具有非常

好的线性关系，表明两种方法对 5 种菌的菌落计数无

差异显著性。线性曲线如图 4。 
表3 测试片灵敏度测定 

Table 3 Sensitivity of petrifilm plate 

检测方法 菌落数 CFU/mL  灵敏度 

稀释度 空白 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6   

国标法 0 多不可计 多不可计 327±6.73 39±7.49 2±1.74  100% 

测试片法 0 多不可计 多不可计 302±9.72 37±8.52 2±1.18  100% 

表4 两种方法检测结果 

Table 4 Testing results by two methods 

菌株 
国标法检测结果平均值

M(CFU/mL)±标准差 

测试片法检测结果平均值

N(CFU/mL)±标准差 
lgM lgN 

大肠埃希氏菌 146±12.46 153±10.73 2.16435 2.18469 

蜡样芽孢杆菌 81±6.18 80±7.38 1.90848 1.90309 

铜绿假单胞菌 135±10.05 140±12.98 2.13033 2.14613 

鼠伤寒沙门氏菌 228±11.53 236±9.95 2.35793 2.37291 
金黄色葡萄球菌 111±14.12 120±9.34 2.04532 2.07188 
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3  结论 

3.1  本文利用无纺布型测试片对5种食品中常见食源

性致病菌为实验菌株进行检测与分析，通过筛选不同

类型的无纺布对菌落生长情况和直径大小，选取水刺

无纺布，菌落呈单一，颜色深，计数清晰，因此水刺

无纺布是菌落总数测试片的良好载体。 
3.2  在筛选无纺布类型的分析过程中发现，培养基的

加入方式对菌落生长情况有明显的的影响，其中浸入

式，生长的菌落颜色较深，可以清晰的看到单一的菌

落，菌落直径较大。由于无纺布的扩散速度过快，未

能快速吸收样液，加样后盖上上层膜容易使样液溢出

片外，凝胶与培养基的配比的质构可以改善无纺布型

测试片的缺点，当冷水可溶性凝胶与培养基配比为 3:7
时，扩散速度为 1.9 s，通过测定硬度，脆性，粘着性，

弹性，内聚性，胶着性，回弹性与 1.0%的琼脂对比，

无明显差异，所以当凝胶与培养基比例为 3:7 是采用

浸入式与国标需氧菌平板计数相比，无明显差异。 
3.3  结合无纺布类型及加工工艺的分析，发现无纺布

的厚度对菌落生长也有显著性的影响，但厚度的不同

与菌落生长结果不同，分析原因为无纺布较薄，所吸

收的培养基较少，菌落生长需要的营养物质供应不足，

使得菌落生长较小，无纺布过厚，且扩散速度较慢，

不能两面数菌，部分菌落夹到无纺布中间，颜色过浅，

易遗漏，影响计数。因此，60 g/m2的无纺布生长的菌

落清晰，呈单一菌落，计数方便。 
3.4  无纺布型菌落总数测试片的检出限为 2 
CFU/mL，对结果进行样本独立样本 t 检验，

t=-0.025，p=0.8>0.05，两种检测方法的线性相关曲

线可知，R2 达到 0.996，测试片和国标琼脂培养法生

长的菌落总数结果无差异显著性。 
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