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《水质  灭菌指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）

的鉴定  生物学检测法》编制说明 

1 项目背景 

1.1 任务来源 

2012年 4月，原国家环境保护部办公厅发布了《关于开展 2012年度国家环境保护标准

制修订项目工作的通知》（环办函〔2012〕503号），由上海市环境监测中心承担《水质  指

示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）的测定  生物学检测法》项目的制订工作。项目统一编

号为 2012-54。 

1.2 工作过程 

1.2.1 成立标准编制组 

任务下达后，上海市环境监测中心作为承担单位成立了标准编制组，成员以多年从事微

生物监测工作的人员为主。 

1.2.2 相关标准和文献资料调研 

2012 年，通过国内外相关分析方法比较研究，分析总结枯草芽孢杆菌黑色变种测定的

技术特点和问题、技术发展趋势、新技术的可行性；结合相关法律、法规和政策的研究和分

析，提出标准制修订的必要性，完成标准开题论证报告和标准草案的编写。 

1.2.3 召开研讨会，研究建立标准方法，开展方法研究 

按照标准制定要求，参考相关标准和资料，召开研讨会，就标准编制的重难点进行讨论，

最终确立实验方案。于 2012年～2014年开展了标准方法研究试验和适用性试验。 

1.2.4 开题论证，确定标准制定的技术路线和原则 

2014 年 4 月 7 日，标准开题论证报告和标准草案通过了环保部科技标准司组织的开题

论证会，并提出了修改建议：将标准适用范围确定为“含活性微生物废水经灭菌处置后，枯

草芽孢杆菌黑色变种的测定”；调整检测方法程序，先筛查后鉴定；根据相关排放标准要求，

确定合理的样品取样量。 

1.2.5 落实专家意见，深入开展方法试验研究 

2014年 5月～2015年 6月，根据开题论证意见，标准编制组按照《国家环境保护标准

制修订工作管理办法》（国家环境保护总局 2006年第 41号）、《环境监测  分析方法标准制

修订技术导则》（HJ 168-2010）等文件的要求开展和增加相关试验；并准备实验室方法验证

工作，着手编写《水质  指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）的测定  生物学检测法》标
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准征求意见稿及方法验证方案。 

1.2.6 方法验证工作 

2016年 03月～2016年 6月，组织 6家有资质的实验室进行方法验证，于 2016年 6月

收回所有的验证报告，随后进行了数据的汇总和整理分析工作，编制《水质  指示微生物（枯

草芽孢杆菌黑色变种）的测定  生物学检测法》验证报告。 

1.2.7 标准征求意见稿和编制说明 

2016年 6月～2016年 12月，完善《水质  指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）的测

定 生物学检测法》征求意见稿并编写标准编制说明。 

1.2.8 标准研讨会 

2017年 1月 13日，于北京召开了《水质  指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）的测

定 生物学检测法》标准编制工作的研讨会，经质询和讨论，形成意见：将适用范围修改为

“本标准适用于含活性微生物废水经灭菌处置后的灭菌指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变

种）的生物学检测”；标准文本中 3方法原理内容建议进一步详述；标准文本中 4试剂和材

料内容进行部分修改；标准文本的部分注解、引用等文字进行适当更正。 

1.2.9 标准征求意见稿编制 

2017年 1月～2018年 6月，修改完善《水质  指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）

的测定 生物学检测法》标准征求意见稿及编制说明，并进行了专家函审。 

1.2.10 召开标准征求意见稿技术审查会并根据审查意见修改 

根据生态环境保护部环境监测司要求，于 2018年 7月 6日召开了《水质  指示微生物

（枯草芽孢杆菌黑色变种）的测定 生物学检测法》标准征求意见稿技术审查会，审查专家

提出了将标准名称改为《水质  灭菌指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）的鉴定  生物学

检测法》，明确方法适用范围，完善方法原理、干扰和消除的表述，在样品采集中增加干扰

和消除的步骤，补充芽孢染色镜检的描述和图例，质量保证和质量控制中细化试剂和培养基

质量控制要求等审查意见，编制组根据专家审查意见，修改标准名称，对文本相应内容进行

修改和补充。 

2 标准制修订的必要性分析 

2.1 监测意义 

2.1.1 枯草芽孢杆菌黑色变种基本情况 

“枯草芽孢杆菌黑色变种 Bacillus subtilis var. niger”，由美国的 Elizabeth最先

分离得到，因其在含酪氨酸的培养基上产棕黑色素而得名。1989 年，Nakamura 依据 DNA

相似性研究，提议将包括“枯草芽孢杆菌黑色变种”在内的菌株划分为新的一个种，2001
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年该种被学术界承认和接受，命名为“萎缩芽孢杆菌”。 

Nakamura 将萎缩芽孢杆菌的形态特性归纳为：营养细胞杆状，单个或短链状排列，革

兰染色为阳性；细胞宽 0.5μm～1.0 μm，长 2.0μm～4.0 μm，可运动；芽孢椭圆形、中生、

不膨大。生化特性包括：好氧生长，V-P反应阳性（V-P培养基中培养，pH范围为 5.3～5.7，

DNA浮力密度为 1.6946 g/cm3～1.6966 g/cm3，G+C含量为 41 mol%～43 mol%。产过氧化氢

酶，不产氧化酶、硫化氢、吲哚、二羟基丙酮；利用阿拉伯糖、果糖、葡萄糖、甘露糖醇、

水杨苷、蔗糖、海藻糖和木糖发酵后产酸不产气，利用纤维二塘、半乳糖、麦芽糖、甘露糖、

核糖、甲基戊糖和山梨糖醇产酸的过程不稳定。可将硝酸盐还原成亚硝酸盐，水解淀粉和酪

蛋白，利用柠檬酸盐，消化吸收酪蛋白；不能利用丙酸盐，不能发酵乳糖和蜜二糖，不能分

解蛋黄卵磷脂、吐温-80、尿素、精氨酸、赖氨酸、鸟氨酸、苯基丙氨酸和酪氨酸；在石蕊

牛乳中 pH 呈碱性。最适宜生长温度为 28～30℃，最高生长温度为 50℃～55℃，最低生长

温度为 5～10℃，在 pH为 5.6或 5.7，含 7%NaC1条件下生长，在含有 0.001%的溶解酵素

情况下，生长被抑制。 

而本标准为了便于国内应用与识别，仍称“枯草芽孢杆菌黑色变种”， 其分类地位见下

图 1，代表菌株编号 ATCC 9372。 

 

图1 枯草芽孢杆菌黑色变种分类地位 

2.1.2 检测意义 

枯草芽孢杆菌黑色变种作为枯草芽孢杆菌亚种，本身不具有危害性，因能产生对热、紫

外线、电离辐射和某些化学物质很强抗性的芽孢，可以作为消毒剂检测及灭菌质量控制方面

的质量控制标准菌株进行应用。 

《美国药典》将枯草芽孢杆菌黑色变种作为干热消毒、环氧乙烷控制的生物指示剂及用

于医药物品消毒与无菌保证；《欧洲药典》将其作为杀菌法的生物指示剂；我国在《中国药

典》、《消毒与灭菌效果的评价方法与标准》(GB 15981-1995)、《消毒技术规范》均将枯草芽

孢杆菌黑色变种作为消毒灭菌指示微生物；英国、瑞士等国标准协会在健康产品相关的标准

或与医疗器械相关的标准中已将该菌株作为环氧乙烷灭菌、干热灭菌和其它液体化学消毒剂

的指示剂。 

此外，枯草芽孢杆菌黑色变种也可作为炭疽杆菌的非致病性替代物，用于军事等方面研

究；用于生产生物表面活性剂，在环境保护、有机物质处理和油回收等领域[8]具有广阔的应

用；用于芽孢形成、萌发、耐热机理等研究领域；在分布媒介、净化模拟及大范围过程开发

>细菌 
>厚壁菌门 
>杆菌 
>芽孢杆菌目 
>芽胞杆菌科 
>芽孢杆菌属 
>枯草芽孢杆菌群 
>枯草芽孢杆菌黑色变种 
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等领域也有着重要的研究意义。美国模式培养物保藏所将枯草芽孢杆菌黑色变种菌株的作用

总结为：抗性测试、效力试验、环氧乙烷消毒、蒸汽消毒、介质测试、无菌测试及消毒控制。 

综上所述，枯草芽孢杆菌黑色变种在消毒剂检测及灭菌质量控制方面具有广泛的应用，

而本标准的制定，对水环境卫生安全的监测和评价十分关键。  

2.2 相关环保标准和环境工作的需要 

医疗废物监控的需要。为加强医疗废水排放的管理，有效截断各种传染病的传播途径，

国务院颁布了《医疗废物管理条例》，明确规定医疗卫生机构产生的污水、传染病病人或者

疑似传染病病人的排泄物，应当按照国家规定严格消毒，达到国家规定的排放标准，主要污

染物应严格执行《污水综合排放标准》（GB 8978-1996）才可排放。《全国危险废物和医疗

废物处置设施建设规划》第二章技术要求中指出，“小于 10 吨/日的医疗废物处置设施，必

须做到杀菌、灭活、毁形和无害化，防止二次污染”。 

病原废水监控的需要。2000年 6月由原建设部、国家环保总局、科技部联合发布的“关

于印发《城市污水处理及污染防止技术政策》的通知”中规定：“为保证公共卫生安全，防

止传染性疾病传播，城市污水处理设施应设置消毒设施”。此外，《城镇污水处理厂污染的

排放标准》(GB l8918-2002)中首次将微生物指标列为基本控制指标，规定污水处理厂出水必

须进行消毒处理，从而使我国污水处理标准的病理指标与国际接轨。目前，国内所有的污水

处理厂必须设置消毒设施，常见的废水消毒处理方法见表 1。 

表1 废水消毒方法比较 

消毒方法 优点 缺点 费用 应用 

加热消毒 杀菌彻底 耗能 贵 易 

紫外线消毒 杀死营养细胞 
悬浮物浓度、色度低，

水层浅；不能提供剩余

消毒能力 
便宜 易 

活性炭吸附消毒 去除细菌、病毒 去除率低 昂贵 易 

氯化消毒 杀菌能力强，有持续灭菌的

作用 
杀菌效果受 pH影响较

大 成本低廉 主要用于饮用

水消毒 

二氧化氯消毒 杀菌能力强、消毒快而耐久 消毒成本较高 较贵 易 

臭氧消毒 杀菌效果显著,作用迅速受
水质影响小 

消毒 
系统设备比较复杂 贵 易 

 

病原微生物消毒监控的需要。《病原微生物实验室生物安全管理条例》、《实验室生物

安全通用要求》（GB 19489）等有关规定，对涉及生物安全的废水、废液、废气等进行灭

活灭菌后才能排放，灭活灭菌方法应符合《消毒技术规范》的规定。《中华人民共和国传染

病防治法》、《病原微生物实验室生物安全管理条例》（国务院令第 424号）、《医院感染

管理规范》等法律规范规定：污染物必须进行消毒、灭菌效果定期检测。常见病原菌灭菌条

件见表 2。 
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表2 污水中各病原微生物的灭菌条件 

病原体 在污水中存活时间/d 
致死条件 

温度/℃ 时间/min 

伤寒杆菌 24～27 60 10 

痢疾杆菌 30～40 60 10～20 

霍乱弧菌 5～12 60 10～20 

肝炎病毒 70 — — 

结核杆菌 150 60 30 

炭疽杆菌 80 50～55 60 

口蹄疫病毒 — 60 30 

埃可病毒-7 114 — — 

脊髓灰质炎病毒 90～120 — — 

钩端螺旋体 30 — — 

猪瘟病毒 — 50～60 15 

绿脓杆菌 — 55 420 

 

针对以上应用需求及枯草芽孢杆菌黑色变种的特点，其芽孢在 160℃±2℃干热条件下，

存活时间≥3.9 min，杀灭时间≤19 min，D 值为 1.3 min～1.9 min，；在环氧乙烷量为 600 

mg/L±30 mg/L，温度为 54℃±2℃，相对湿度为 60%±10%条件下，菌片上芽孢存活时间

应≥7.8 min，杀灭时间≤58 min，D值为 2.6 min～5.8 min（参考《消毒技术规范》）。相关

标准明确提出了枯草芽孢杆菌黑色变种的应用（见表 3）。2002年版《消毒技术规范》规定：

在医疗器械和日用品、紫外线消毒箱、微波灭菌柜、环氧乙烷灭菌器（灭菌与高水平灭菌）

上，以枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢为生物指示剂，进行微生物杀灭试验检测；《消毒与灭菌

效果的评价方法与标准》（GB 15981-1995）规定紫外线表面消毒和液体消毒剂消毒效果评

价以枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢为生物指示剂。《高致病性病原微生物实验室污染物排放标

准》和《病原微生物实验室污染物排放标准》中规定排放污染物中不得检出枯草芽孢杆菌黑

色变种。 

综上所述，正式由于枯草芽孢杆菌黑色变种在食品生产、医院消毒、病原废水控制等行

业具有广泛应用，而相关环保制度标准却未对枯草芽孢杆菌黑色变种的检测做出详细说明和

规范，使得本标准的制定更为迫切。 
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表3 各排放及评价标准中规定的枯草芽孢杆菌黑色变种限值 

标准名称 规定 

《消毒与灭菌效果的评价方法与标准》 
(GB 15981-1995) 

杀灭率≥99.9%（紫外线表面消毒） 

芽孢全部杀灭（液体消毒剂消毒） 

《消毒技术规范》（2002版） 阴性对照应无菌生长 

《高致病性病原微生物实验室污染物排放标准》（二次征求

意见稿） 不得检出 

《病原微生物实验室污染物排放标准》（征求意见稿） 不得检出 

 

3 国内外相关分析方法研究 

3.1 主要国家、地区及国际组织相关分析方法研究 

经调研，国内外缺乏枯草芽孢杆菌黑色变种的检测标准，本标准方法参考相关研究进行

制定。1946年，Smithet等通过显然的、可靠的颜色特征发现枯草芽孢杆菌黑色变种；1988

年，Priest等通过大量的表现型分类调查研究，包括革兰氏染色和芽孢染色，对细胞和芽孢

形态进行观察，同时结合菌落颜色，分离到枯草芽孢杆菌黑色变种；1989年，Nakamura等

人采用 DNA杂交技术、电泳技术和色素生成方法，分离出枯草芽孢杆菌黑色变种，并率先

提出将其命名为萎缩芽孢杆菌；2001年，Fritze和 Pukall率先采用 Ribotyping DNA-DNA杂

交技术和全自动微生物基因指纹鉴定系统来鉴定对枯草芽孢杆菌黑色变种；2004年，Burke

等用 16S rDNA 序列分析和 AFLP 技术对“枯草芽孢杆菌黑色变种”进行鉴定；Stacey M. 

Broomall等用光学映像技术结合全基因测序全面分析“枯草芽孢杆菌黑色变种”。 

随着分子生物学、遗传基因等技术的发展和应用，枯草芽孢杆菌黑色变种检测技术不断

被开发，方法也愈加快捷和准确。从发展趋势分析，目前 Ribotyping DNA-DNA杂交技术、

全自动微生物基因指纹鉴定系统、16S rDNA序列分析和 AFLP技术等检测技术正逐渐取代

复杂的传统方法。表 4简单介绍几种核酸检测技术的原理。 

表4 几种核酸检测技术介绍 

方法 原理 方法 应用范围 

PCR技术 DNA聚合酶的酶促合反
应 DNA片段扩增 微生物测定 

DNA G+ C含量测定 细菌 DNA中 G+C含量的
特异性 

熔解温度（Tm）法或
浮力密度法 细菌分类鉴定 

16S rRNA 鉴定 细菌核糖体 RNA基因高
度保守且进化速度缓慢 

PCR、rRNA指纹图、
BLAST分析 菌种定型和近缘菌株的鉴定 

16S rDNA 16SrDNA中有多个区段具
有保守性 PCR、DNA测序 鉴定属以上相互关系 
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方法 原理 方法 应用范围 

扩增片段长度多态性

（AFLP）分析 
测定基因组限制性片段的

DNA指纹 
PCR和聚丙烯酰氨凝

胶电泳 
研究细菌属乃至株间的亲缘

关系 
限制性片段长度多态

性（RFLP）分析 
不同种群基因组 DNA限
制性片段长度多态性 

PCR和琼脂糖凝胶电
泳 

细菌种间及种内株间的分型

鉴定 

 

3.2 国内相关分析方法研究 

3.2.1 方法研究 

我国现有的环境标准分析体系中，枯草芽孢杆菌黑色变种的鉴定尚没有一种快速、简便

的检测手段。 

参考国内标准菌株鉴定方法，主要为形态观察及生化鉴定结合，或者再做进一步的分子

鉴定。如《食品卫生微生物学检验  蜡样芽孢杆菌检验》（GB/T 4789.14-2003）中蜡样芽孢

杆菌的检测首先用选择培养基初步筛选菌落，然后通过形态观察和生化试验进行进一步确

认；《饲料中嗜酸乳杆菌的微生物学检测》（GB/T 20191-2006）中运用改良培养基选择培养

嗜酸乳杆菌，而后以部分生化试验进行确诊；《饲用微生物制剂中枯草芽孢杆菌的检测》

（GB/T 26428-2010）中对枯草芽孢杆菌的检测采用形态观察和生化鉴定方法；《枯草芽孢杆

菌检测鉴定方法》（SN/T 2728-2010）中鉴定枯草芽孢杆菌的方法是：形态和生化鉴定，再

结合普通 PCR 或荧光 PCR 进行综合鉴定；《饲料微生物添加剂  地衣芽孢杆菌》（NY/T 

1461-2007）中用菌体、菌落观察及生理化特性检验进行地衣芽孢杆菌的鉴定。 

借鉴相关文献中芽孢杆菌鉴定方法，主要从分子基因角度进行鉴定。如杨霞等研究发现，

16S rRNA基因序列具有保守性、普遍性，以及稳定性，使得 16S rRNA基因序列分析的重

现性极高，基于当今分析技术的改进，应用 16S rRNA作为分子指标，可以实现对微生物进

行快速、微量、准确简便地分类鉴定和检测。马凯等也运用 16S rRNA基因系统对中国工业

微生物菌种保藏中心（CICC）保藏的 30株“地衣芽孢杆菌”系统发育分析，表明：16S rRNA 

基因 5′端 500 bp可以很好的代表全基因序列进行系统发育研究，可用于区分地衣芽孢杆菌、

枯草芽孢杆菌以及蜡状芽孢杆菌分支。王力庭等研究发现，gyrB 基因的直接测序可以作为

枯草芽孢杆菌群内种的鉴定和分类。中国工业微生物菌种保存中心（CICC）采用 gyrA基因

序列分析技术，对中心保存的 36株枯草芽孢杆菌群菌种进行系统发育分析，发现 gyrA基因

序列分析对枯草芽孢杆菌群菌种的分辨率高于 16S rRNA基因，能更有效的应用于枯草芽孢

杆菌群种间的鉴定区分，有望成为工业用枯草芽孢杆菌群菌种鉴定的一个有力工具。 

综合以上各类菌株鉴定方法，国内学者在菌株鉴定的研究上倾向于 16S rRNA 或 DNA

亚基因进行基因检测与分析，而国标对菌株的鉴定倾向于选择形态和生化鉴定方法。 

本标准的方法制定，以细菌分类学知识为基础，参考《伯杰氏系统细菌学手册》及《饲

料微生物制剂中枯草芽孢杆菌的检测》（GB/T 26428-2010）、《枯草芽孢杆菌检测鉴定方法》

（SN 2728-2010）等标准，具有一定的可行性和科学性。 

3.2.2 分析仪器、设备及新进展 

传统的细菌分类鉴定，主要根据形态学特征、生理生化反应特征、生态学特征以及血清



 

8 
 

学反应、对噬菌体的敏感性等确定鉴定项目，进行一系列的观察和鉴定工作，但是传统的鉴

定方法由于试验指标较多，操作复杂，费时费力，逐渐显现其不足，因此探索针对性的细菌

生化鉴定项目和研发快速的检测产品成为现今微生物鉴定的两个重要方向。 

20世纪 60年代后，微生物领域开始出现自动化仪器。在生理生化方面，根据细菌不同

的生物学性状和代谢产物的差异，逐步发展了微量快速培养基和微量生化反应系统，使原来

缓慢、烦琐的手工操作变得快速、简单，并实现了自动化和机械化。80到 90年代发展尤为

迅速，80 年代美国雅培公司 MS-2 进入中国，Biolog 随后跟进，1985 年第一台自动化细菌

分析化仪器 Vitek-AMS进入中国，1999年底法国生物梅里埃公司推出 VITEK2系统，从接

种物稀释、密度计比较及卡冲填和封卡等步骤均实现了全自动化。目前，科研、检测领域使

用的有 VITEK全自动鉴定药敏分析仪（VITEK automated ID/AST system）、Phoenix–100全

自动细菌鉴定药敏检测系统、MicroScan自动微生物鉴定及药敏测试系统、先德（Sensititre）

微生物鉴定和药敏分析系统等。这些自动化系统具有先进和微机系统，只需极少的手工操作，

具有从接种到检测的全自动最佳工作流程，符合实验室生物安全及提高工作效率的需要。 

此外，微生物鉴定中许多分子实验同样可以借助高效鉴定系统来快速、准确地进行实验，

如全自动微生物基因指纹鉴定系统，可通过全自动产生 rRNA 基因指纹来鉴定和鉴别微生

物，将细菌从基因指纹水平上进行分型、同源性分析，以追溯细菌污染的源头；全自动

DNA/RNA 分析系统，系统采用毛细管电泳，每次可自动分析多达 96 个样本，实现高灵敏

度，高分辨率的分析；此外，还有基因分析仪、高通量基因分析系统等。这些系统虽然使用

便捷，但价钱昂贵，部分存在假阳性反应，还需要不断的发展和完善。 

4 标准制修订的基本原则和技术路线 

4.1 标准制订的基本原则 

本标准依据《国家环境保护标准制修订工作管理办法》和《环境监测  分析方法标准制

修订技术导则》（HJ 168-2010）、《环境保护标准编制出版技术指南》（HJ 565-2010）、《标准

化工作导则  第一部分：标准的结构和编写》（GB/T 1.1-2009）等文件的要求，以国内外标

准及文献为基础而编制。本标准制定的主要原则是： 

（1）方法准确可靠，满足各项方法特性指标的要求； 

本标准制定的枯草芽孢杆菌黑色变种鉴定方法，需具有较好的特异性和稳定性。 

（2）方法的检出限和测定范围满足相关环保标准和环保工作的要求； 

新制定的方法最好能适应不同水体中枯草芽孢杆菌黑色变种的测定，且方法检出限最好

能低于或等同于现行标准方法，以更好地满足相关环保标准和环保工作的要求。 

（3）方法具有普遍适用性，易于推广使用。 

新制定的方法需操作简便，在推广性和应用性上有相当的基础和前景，以便今后的推广

使用。 

4.2 标准制定的技术内容 

枯草芽孢杆菌黑色变种在我国主要作为消毒灭菌指示菌来应用，但是缺乏标准化的检测
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方法，本标准的制定以《伯杰细菌鉴定手册》（第八版）、《常见细菌系统鉴定手册》等著作

和《食品卫生微生物学检验  蜡样芽孢杆菌检验》（GB/T 4789.14-2003）、《饲料中嗜酸乳杆

菌的微生物学检测》（GB/T 20191-2006）、《饲用微生物制剂中枯草芽孢杆菌的检测》（GB/T 

26428-2010）、《枯草芽孢杆菌检测鉴定方法》（SN/T 2728-2010）、《饲料微生物添加剂  地衣

芽孢杆菌》（NY/T 1461-2007）等规范标准及本国实际情况，最终完成《水质  灭菌指示微

生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）的鉴定 生物学检测法》标准。 

结合本国实际情况，引用、参考国内外现有相关标准以及相关实验研究来完成本标准方

法的制定。方法技术上，参考《饲料中嗜酸乳杆菌的微生物学检测》（GB/T 20191-2006）中

运用改良培养基选择培养嗜酸乳杆菌的思路，研究酪氨酸培养基作为枯草芽孢杆菌黑色变种

的显色培养基。参考《饲用微生物制剂中枯草芽孢杆菌的检测》（GB/T 26428-2010）、《枯草

芽孢杆菌检测鉴定方法》（SN/T 2728-2010）确定枯草芽孢杆菌黑色变种的生理化检测方法。

最后采用市面上广泛使用的枯草芽孢杆菌黑色变种菌片进行方法适用性和准确性的研究。 

《水质  灭菌指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）的鉴定  生物学检测法》标准制定

的技术路线，见图 2。 
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图2 标准编制的技术路线图 

5 方法研究报告 

5.1 方法研究目标 

本标准规定了鉴定水中灭菌指示微生物的生物学检测方法。 

本标准适用于经灭菌处置后废水中指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）的鉴定。 

前期调研 

国内外枯草芽孢杆

菌黑色变种检测标

准调研 

查阅文献及资

料调研 
枯草芽孢杆菌黑色

变种检测方法应用

情况调研方法 

初步试验 

方法要素研究 

方法验证（6家实验室） 

方法确立 

方法建立 

稳定性 灵敏度 

生理化特征 培养基 

灭菌效果评价研究 检测方法研究 检测方法特异性研究 

结果判读 
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通过方法研究和方法验证，确定枯草芽孢杆菌黑色变种生物学鉴定方法的可行性和适用

性，建立简便、快速、准确的检测方法，并将方法标准化以期应用。 

警告：操作时应按要求佩戴防护器具，做好无菌防护；实验室操作需在无菌操作设备内

进行，避免吸入呼吸道或接触皮肤和衣物。 

5.1.1 选择培养基的研究 

根据《伯杰细菌鉴定手册》，枯草芽孢杆菌黑色变种可在含有酪氨酸的培养基中形成黑

色色素，但色素形成不十分稳定。黑色素（melanin）是不溶于水和一般有机溶剂的多聚化

合物，它的基础结构是一些共价交联的吲哚环。酪氨酸是合成黑色素的前体物，酪氨酸在酪

氨酸氧化酶的催化作用下氧化生成二羟苯丙氨酸（多巴），继续氧化生成多巴醌，再进一步

氧化闭环生成 5,6-二羟吲哚，再转化成 5,6-吲哚二醌，在酶的作用下，最后氧化聚合而形成

黑色素。在此过程中起决定性作用的酶是酪氨酸酶。酪氨酸酶，又叫多酚氧化酶，是一种铜

离子与酶蛋白相结合的金属酶，主要参与微生物中黑色素、多酚类物质形成的过程。酪氨酸

酶同时具有加氧酶、氧化酶的功能，是生命体中合成黑色素的关键酶。 

根据枯草芽孢杆菌黑色变种含有酪氨酸酶，能分解酪氨酸产生黑色素，故筛选出一种合

适的选择培养基，使枯草芽孢杆菌黑色变种可以形成稳定的黑色色素，对枯草芽孢杆菌黑色

变种的选择培养具有重要意义。 

 

 

图3 黑色素的形成 

参考 HIMEDIA中 ISP medium No.7（Tyrosine Agar）培养基配方，结合枯草芽孢杆菌黑

色变种生长所需营养物质，比较以下 1、2、3 号三种含酪氨酸的培养基（见表 5），筛选出

能使枯草芽孢杆菌黑色变种产生稳定黑色素的培养基。 

将枯草芽孢杆菌黑色变种（ATCC 9372-1）和枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢（ATCC 

9372-2），分别划线接种于三种培养基，37℃培养观察。发现：3 号培养基上枯草芽孢杆菌

黑色变种于 48小时后最先产生黑色素，72小时后，黑色素积聚，菌落呈黑色，整体逐渐变

黑（见图 4～图 6）；2 号培养基上枯草芽孢杆菌黑色变种于 72 小时后开始产生黑色素，92

小时后菌落整体渐变黑；1号培养基上 7天后开始形成黑色菌落。 

究其原因，因为 1号培养基中微生物必须的营养物质碳源和氮源来源少，菌株生长缓慢，

故分解利用酪氨酸能力弱；3号培养基成分上比 2号培养基上增加了干酪素（又称酪蛋白，

富含氨基酸），在保证适量碳源、氮源情况下，氨基酸的增加有利于枯草芽孢杆菌黑色变种
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的生长，强化分解利用酪氨酸的能力。 

综上所述，选用 3号培养基作为枯草芽孢杆菌黑色变种的选择培养基，命名为酪氨酸培

养基。 

表5 含酪氨酸培养基配方 

培养基 1号 2号 3号 

L-天冬酰胺（g） 0.5 0.5 0.5 

L-酪氨酸（g） 0.5 0.5 0.5 

胰蛋白胨（g） 0 0.5 0.5 

干酪素（g） 0 0 0.5 

葡萄糖（g） 0 0.5 0.5 

磷酸氢二钾（g） 0.5 0.5 0.5 

七水硫酸镁（g） 0.5 0.5 0.5 

氯化钠（g） 0.5 0.5 0.5 

琼脂（g） 20 20 20 

微量盐溶液（ml） 1 1 1 

蒸馏水（ml） 1000 1000 1000 

 

 

左 ATCC 9372-1；右 ATCC 9372-2 

图4 枯草芽孢杆菌黑色变种 ATCC 9372 48小时产黑色素特征（3号培养基） 
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左 ATCC 9372-1；右 ATCC 9372-2 

图5 草芽孢杆菌黑色变种 ATCC 9372 72小时产黑色素特征（3号培养基） 

 

 
左 ATCC 9372-1；右 ATCC 9372-2 

图6 枯草芽孢杆菌黑色变种 ATCC 9372 96小时产黑色素特征（3号培养基） 

5.1.2 生理化鉴定方法研究 

5.1.2.1 生理特征研究 

枯草芽孢杆菌黑色变种作为枯草芽孢杆菌的一个亚种，属于芽孢杆菌科，为革兰氏阳性

芽孢杆菌。故通过革兰氏染色和芽孢染色，可以区分产黑色素的非革兰氏阳性杆菌。 

挑取黑色、灰色或灰黑色的特征菌落进行革兰氏染色和芽孢染色，进行菌体和芽孢形态

观察。如果菌落颜色无法判断时，可进一步划线接种至酪氨酸琼脂培养基，在36℃±1℃下

培养72 h～96 h后观察。枯草芽孢杆菌黑色变种为革兰氏阳性菌，营养细胞杆状，单个或呈

短链状排列；有芽孢，椭圆形，中生，不膨大。（见图7） 
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左革兰氏染色；右芽孢染色 

图7 枯草芽孢杆菌黑色变种染色镜检结果 

5.1.2.2 生化特征研究 

为了便于生化检测项目的筛选，挑选应用较为广泛，环境中普遍存在，且与枯草芽孢杆

菌黑色变种形态学较为相似的几种芽孢杆菌进行研究（见表6）。研究菌株和枯草芽孢杆菌黑

色变种芽孢悬液均购自中国工业微生物菌种保藏管理中心。 

表6 供试芽孢菌株 

中文名称 拉丁名称 来源 编号 

枯草芽孢杆菌黑色变种 Bacillus atrophaeus（9372） CICC 21608 9372-1 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtils CICC 10275 A 

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus CICC 10041 B 

地衣芽孢杆菌 Bacillus licheniformis CICC 21740 C 

巨大芽孢杆菌 Bacillus megaterium CICC 21080 D 

嗜热脂肪芽孢杆菌 Geobacillus stearothermophilus CICC 10142 E 

短小芽孢杆菌 Bacillus pumilus CICC 21088 F 

环状芽孢杆菌 Bacillus circulans CICC 10353 G 

凝结芽孢杆菌 Bacillus coagulans CICC 20138 H 

枯草芽孢杆菌黑色变种的芽孢悬液 Bacillus atrophaeus CICC    9372-2 

 

本研究采用市售成品生化试剂（见表9）及自制生化试液对供试菌株进行数十项生化试

验，旨在确定枯草芽孢杆菌黑色变种 ATCC 9372的生化谱。 

（1）细菌微量生化试验 
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对供试菌株分别进行试验。微量生化鉴定管使用方法参照商品说明书，每种菌每个项目

5个平行，重复做3次。 

（2）接触酶试验 

具有过氧化氢酶的细菌，能催化过氧化氢生成水和新生态氧，可用来鉴别细菌的类型。 

对供试菌株按照接触酶试剂使用说明书进行接触酶试验，记录试验结果。 

（3）淀粉水解试验 

某些细菌可以产生分解淀粉的酶，淀粉水解后遇碘不再变蓝色。 

挑取少量供试菌株纯菌落在淀粉培养基平板上接菌，37℃培养2天。结果观察时，将碘

试剂滴于培养基表面，若菌落周围出现无色透明环，为阳性；菌落周围无透明环且培养基呈

蓝色则为阴性。 

表7 主要试剂一览表 

名称 厂家 

硫化氢生化鉴定管 

北京陆桥技术有限责任公司 

马尿酸盐生化管 

甘油生化鉴定管 

苦杏仁苷生化鉴定管 

阿拉伯糖生化鉴定管 

7%NaCl 生化鉴定管 

硝酸盐还原生化管 

水杨素生化鉴定管 

肌醇生化鉴定管 

侧金盏花醇生化鉴定管 

明胶生化鉴定管 

精氨酸双水解酶生化鉴定管 

鸟氨酸脱羧酶生化鉴定管 

赖氨酸脱羧酶生化鉴定管 

0.5% 美蓝牛乳生化鉴定管 

API 50CHB 上海梅里埃生物工程有限公司 

 

通过10种生化试验，枯草芽孢杆菌黑色变种 ATCC 9372可与蜡样芽孢杆菌、地衣芽孢杆



 

16 
 

菌、巨大芽孢杆菌、嗜热脂肪芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、环状芽孢杆菌和凝结芽孢杆菌区别

开来。枯草芽孢杆菌黑色变种 ATCC 9372和枯草芽孢杆菌在接触酶、硝酸盐还原、甘油利用、

明胶液化、淀粉水解、阿拉伯糖利用、苦杏仁苷利用、7%NaCl生长实验结果一致，但是，

9372-1和9372-2能利用甘露糖，枯草芽孢杆菌不能利用甘露糖，9372-1和9372-2不能利用甘

露醇，枯草芽孢杆菌能利用甘露醇，通过甘露糖和甘露醇利用试验结果成功区别枯草芽孢杆

菌黑色变种和枯草芽孢杆菌。有效鉴定出枯草芽孢杆菌黑色变种 ATCC 9372。总体来看实

验结果，10种菌都能通过1个或者多个生化实验结果差异以区分彼此，例如，枯草芽孢杆菌

（A）通过甘油利用、淀粉水解、甘露醇利用实验结果可以和蜡样芽孢杆菌区别开来。 

表8 供试菌株微量生化反应结果 

项目 9372-1 9372-2 A B C D E F G H 

接触酶 + + + + + + + + + + 

硝酸盐还原 + + + + + - - - + - 

甘油 + + - - + + + ± ∓ + 

明胶 + + + + + ± + + - - 

淀粉水解 + + + - + - - - - - 

甘露糖 + + - - + + + + - ± 

阿拉伯糖 - - - - + - - - - - 

苦杏仁苷 - - - - + - - - - - 

甘露醇 - - + - + + ± + - - 

7%NaCl + + + + + + + + + + 

注：+ 90%～100%的实验结果为阳性；- 90%～100%的实验结果为阴性；±大多数实验结果阳性；∓大多数

实验结果阴性。 

 

（4）API 50 CHB试验 

法国梅里埃 API是一系列微生物鉴定系统，始创于1970年。由于其简单、可靠和快速

而广泛应用。国际上，API 系列产品已成为公认的鉴定细菌参考标准。API 50 CHB试剂条

含有50个生化试验微量孔，通过研究微生物对碳水化合物和其衍生物的发酵，对芽孢杆菌进

行鉴定，它是一个快速、简便、标准化的鉴定系统。因此，本文选取用于鉴定芽孢杆菌 API 

50 CHB 试剂条对供试菌株进行试验，意在研究枯草芽孢杆菌黑色变种对碳水化合物和其衍

生物发酵特性。 

（5）API 50CHB试剂条 

选用 API 50CHB试剂条进行生化检测，API 50CHB结果见表11。 

API 50 CHB，利用49种糖酵解反应来鉴定芽孢杆菌，是芽孢杆菌分类的常用快速鉴定
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工具。从实验结果中看出，枯草芽孢杆菌黑色变种 ATCC 9372被鉴定为枯草芽孢杆菌，从此

结果看出，枯草芽孢杆菌黑色变种和枯草芽孢在糖发酵生化特征上极为相似，无法通过 API 

50 CHB进行快速鉴定。但在 API 50 CHB鉴定软件中芽孢杆菌数据库能准确鉴定枯草芽孢

杆菌、蜡样芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、嗜热芽孢杆菌、短小芽孢杆菌。此外，巨大芽孢杆菌、

环状芽孢杆菌和凝结芽孢杆菌利用 API 50 CHB芽孢杆菌鉴定系统鉴定时结果不能接受。 

表9 供试菌株 API 50CHB实验结果 

项目 9372-1 9372-2 A B C D E F G H 

5酮基葡萄糖酸钾 - - - - - - - - - - 

2酮基葡萄糖酸钾 - - - - - - - - - - 

葡萄糖酸钾 - - - - ? - - - - - 

L-阿拉伯醇 - - - - - - - - - - 

D-阿拉伯醇 - - - - - - - - - - 

L-岩藻糖 - - - - - - - - - - 

D-岩藻糖 - - - - - - - - - - 

D-塔格糖 - - - - + + + + + + 

D-来苏糖 - - - - - - - - - - 

D-土伦糖 - - ? + + ? - + + ? 

D-龙胆二糖 - - + - - ? + + - + 

木糖醇 - - - - - - - - - - 

糖原 + + + - + - - - - - 

淀粉 + + - - + - - - - - 

D-棉子糖 - - - - - ? - - - - 

D-松三糖 - - - - - - - - - - 

菊粉 - - + - - - - - - - 

D-海藻糖 + + + + + + + + + + 

D-蔗糖 + + + - + + + + + + 

D-密二糖 - - - - - - - - - - 

D-乳糖 - - - - - - - - - - 

D-麦芽糖 + + + + + ? - - + - 

D-纤维二糖 + + + + + + + + - + 

水杨苷 + + + + + + + + - + 

七叶灵柠檬酸铁 + + + + + + + + + + 

ARBULIN + + + + + + + + ? + 

苦杏仁苷 - - - - + ? - + ? - 

N-乙酰葡萄糖胺 + + - + + + ? - - + 
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项目 9372-1 9372-2 A B C D E F G H 

甲基-αD-吡喃葡

萄糖苷（MDG） 
+ + + - + ? - - - - 

甲基-αD-吡喃葡

萄糖苷（MDM） 
- - - - - - ? - - ? 

山梨醇 + + + - - - - - - - 

甘露醇 + + + - + + + + - + 

肌醇 - + + - - - ? - - ? 

卫茅醇 - - - - - - - - - - 

L-鼠李糖 - - - - - - - - - - 

L-山梨糖 - - - - - - - - - - 

D-甘露糖 + + - - + - + + - + 

D-果糖 + + + + + + + + + + 

D-葡萄糖 + + + + + + + + + + 

D-半乳糖 - - - - - - - - + - 

甲基-βD吡喃木糖

苷 
- - - - - - - - - - 

D-侧金盏花醇-1 - - - - - - - - - - 

L-木糖 - - - - - - - - - - 

D-木糖 - - + - ? - ? - - ? 

D-核糖 + + + + + + + + - + 

L-阿拉伯糖 - - + - + ? ? - - + 

D-阿拉伯糖 - - - - - - - - - - 

赤藻糖醇 - - - - - - - - - - 

甘露醇 + + + ? ? + ? + - + 

结果 

枯草

芽孢

杆菌 

枯草

芽孢

杆菌 

枯草

芽孢

杆菌 

蜡样

芽孢

杆菌 

地衣

芽孢

杆菌 

不能

接受 

不能

接受 

短小

芽孢

杆菌 

不能

接受 

不能

接受 

id% 65.2% 82.4% 99.4% 99.7% 97.7% 无 无 99.9% 无 无 



 

19 
 

 

（6）生化试验总结 

确定甘油、硝酸盐、淀粉、甘露糖、甘露醇、苦杏仁苷作为枯草芽孢杆菌黑色变种的生

化鉴定项目。 

5.1.2.3 适用性讨论 

实验菌株：市场上常用的4种枯草芽孢杆菌黑色变种生物指示剂，如表10。 

表10 4种市场品牌枯草芽孢杆菌黑色变种生物指示剂 

品牌 厂家 编号 

富捷牌环氧乙烷灭菌ATCC 9372生物指示剂 杭州富捷生物技术有限公司 HF 

鑫四环牌生物指示剂 ATCC 9372菌片 北京鑫四环消毒技术开发有限公司 BX 

鸿雍牌 ATCC 9372生物指示剂 上海鸿雍生物科技有限公司 SH 

3M牌环氧乙烷灭菌生物培养指示剂 明尼达矿业制造（上海）国际贸易有限公司 3M 

 

取各品牌枯草芽孢杆菌黑色变种生物指示剂于营养肉汤上37℃培养18 h～24 h，取菌液

在酪氨酸培养基上划线37℃培养72 h，4种品牌枯草芽孢杆菌黑色变种均能在酪氨酸培养基

上产生黑色素，见图8。 
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左上 BX（鑫四环牌枯草芽孢杆菌黑色变种）；右上 HF（富捷牌枯草芽孢杆菌黑色变种） 

左下 3M（3M牌枯草芽孢杆菌黑色变种）；   右下 SH（鸿雍牌枯草芽孢杆菌黑色变种） 

图8 枯草芽孢杆菌黑色变种菌落特征 

挑取纯化枯草芽孢杆菌黑色变种进行生化实验，4种品牌枯草芽孢杆菌黑色变种生化实

验结果如表11。 

表11 4种市场品牌枯草芽孢杆菌黑色变种生物指示剂生化实验结果 

项目 BX HF 3M SH 

革兰氏阳性菌 + + + + 

芽孢 + + + + 

硝酸盐还原 + + + + 

甘油 + + + + 

淀粉水解 + + + + 

甘露糖 + + + + 
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项目 BX HF 3M SH 

苦杏仁苷 - - - - 

甘露醇 - - - - 

 

将实验结果与枯草芽孢杆菌黑色变种 ATCC 9372生化谱进行比对，BX、HF、SH、3M

生化实验结果表明4种品牌内含菌均为枯草芽孢杆菌黑色变种。结合4种品牌枯草芽孢杆菌黑

色变种均能在酪氨酸培养基上产生黑色素这一生理特征，将4种品牌内含菌鉴定为枯草芽孢

杆菌黑色变种。可见，该方法具有很好的适用性。 

5.1.2.4 结果分析 

根据《伯杰细菌鉴定手册》，对菌株的形态学进行仔细检查是鉴定的第一步，而细菌详

细分类的典型做法是以生理学和生物化学实验结果为基础的。通过研究，枯草芽孢杆菌黑色

变种的生化特点为：在酪氨酸培养基上产生黑色菌落，革兰氏染色阳性，产芽孢，能甘油利

用、硝酸盐还原、淀粉水解、甘露糖利用，苦杏仁苷不利用、甘露醇不利用。 

5.2 术语和定义 

参考标准中有关芽孢杆菌的定义，结合枯草芽孢杆菌黑色变种的生理、生化特性，进行

本标准枯草芽孢杆菌黑色变种的定义规定。 

表12 芽孢杆菌定义比较汇总 

来源 指标 定义 

《伯杰氏细菌手册》 
枯草芽孢杆菌黑色变

种 

在含有酪氨酸的培养基中形成黑色色素，色素形成不稳

定。 

SN 2728-2010 枯草芽孢杆菌 

革兰氏阳性杆菌，芽孢杆菌科，芽孢杆菌属，内生孢子，

接触酶阳性，发酵葡萄糖产酸，水解淀粉，不水解马尿酸

盐，可还原硝酸盐，水解酪素，在55℃可生长的一群芽孢

菌。 

NY 1461-2007 地衣芽孢杆菌 

属于芽孢杆菌科、芽孢杆菌属，菌体杆状，革兰氏阳性，

有芽孢，中生。可抵抗不良环境条件，在饲料工业被制成

微生物添加剂使用。 

枯草芽孢杆菌黑色变

种 ATCC 9372的特性

及其应用 

枯草芽孢杆菌黑色变

种 

属于芽孢杆菌属，营养细胞杆状，单个或呈短链状排列，

细胞宽0.5～1.0 μm，长2.0～4.0 μm，革兰染色阳性；芽

孢椭圆形，中生，不膨大，在胰胨大豆琼脂培养基上菌落

表面光滑，不透明，圆形，该菌株最显著的标志就是在含

有机氮培养基上菌落呈褐色或棕红色。 

本标准 
枯草芽孢杆菌黑色变

种 

可在含酪氨酸的培养基上形成黑色色素的革兰氏阳性芽

孢杆菌，其营养细胞呈杆状，单个或呈短链状排列，芽孢

椭圆形，中生，不膨大，能利用甘油、甘露糖，还原硝酸

盐，水解淀粉，不能利用苦杏仁苷、甘露醇。 
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5.3 方法原理 

灭菌处置后的废水通过孔径为 0.45 μm的滤膜过滤，细菌和芽孢被截留在滤膜上，然后

将滤膜置于酪氨酸选择性培养基上，37℃培养 72 h～96 h，枯草芽孢杆菌黑色变种产生的酪

氨酸酶可分解利用酪氨酸形成黑色素，产生黑色的特征菌落。对特征菌落进行染色镜检和生

化试验做进一步鉴定，枯草芽孢杆菌黑色变种为革兰氏阳性芽孢杆菌，营养细胞呈杆状，单

个或呈短链状排列，芽孢椭圆形，中生，不膨大，能利用甘油、甘露糖，还原硝酸盐，水解

淀粉，不能利用苦杏仁苷、甘露醇。根据结果报告检出或未检出枯草芽孢杆菌黑色变种。 

5.4 干扰和消除 

活性氯具有氧化性，能破坏微生物细胞内的酶活性，导致细胞死亡，可在样品采集时加

入硫代硫酸钠溶液排除干扰。 

重金属离子具有细胞毒性，能破坏微生物细胞内的酶活性，导致细胞死亡，可在样品采

集时加入乙二胺四乙酸二钠溶液排除干扰。 

5.5 试剂和材料 

除非另有说明，分析时均使用符合国家标准的分析纯试剂，实验用水为新制备的蒸馏水

或去离子水。 

5.5.1 酪氨酸琼脂培养基（选择培养基） 

参考 HIMEDIA中 ISP medium No.7（Tyrosine Agar）培养基配方及 5.1.1选择培养基研

究结果，确定本标准培养基配方如下： 

A  成分 

A.1 组分 A 

L-天冬酰胺                        0.5 g 

L-酪氨酸                          0.5 g 

A. 2  组分 B 

氯化钠                            0.5 g 

胰蛋白胨                          0.5 g 

干酪素                            0.5 g 

葡萄糖                            0.5 g 

磷酸氢二钾                        0.5 g 

七水硫酸镁                        0.5 g 

微量盐溶液                        1 ml 

琼脂                              20 g 

蒸馏水                            1000 ml 

其中微量盐溶液配方： 

七水合硫酸亚铁                    1.360 g 

二水合氯化铜                      0.027 g 
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六水合氯化钴                      0.040 g 

二水合钼酸钠                      0.025 g 

氯化锌                            0.020 g 

硼酸                              2.850 g 

四水合二氯化锰                    1.800 g 

酒石酸钠                          1.770 g 

蒸馏水                            1000 ml 

B  制法 

加热溶解 B组分后，再加入 A组分，搅拌溶解，121℃灭菌 15min。调节 pH至 7.0左

右。倒入无菌培养皿后待用，每皿 25 ml～30 ml。 

5.5.2 营养琼脂培养基 

A  成分 

蛋白胨                           10.0 g 

牛肉膏                           3.0 g 

氯化钠                           5.0 g 

琼脂                             15.0 g～20.0 g 

蒸馏水                           1000 ml 

B  制法 

将除琼脂以外的各成分溶解于蒸馏水内，调节 pH至 7.2～7.4。加入琼脂，加热煮沸，

使琼脂溶化，121℃高压灭菌 15 min。 

5.5.3 淀粉培养基 

A  淀粉培养基 

A.1 成分 

蛋白胨                            5 g～10 g 

酵母浸膏                          1 g 

牛肉膏                            3 g 

淀粉                              2 g 

琼脂                              15 g～20 g 

蒸馏水                            1000ml 

A.2  制法 

将除琼脂以外的各成分溶解于蒸馏水内，调节 pH至 7.2～7.4。加入琼脂，加热煮沸，

使琼脂溶化，121℃高压灭菌 20 min。倒平板备用。 

B  试剂-碘液 

B.1 成分 

碘                               1.0 g 

碘化钾                           2.0 g 

蒸馏水                           300 ml 
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B.2  制法 

将碘与碘化钾先行混合，加入蒸馏水少许充分振摇，待完全溶解后，再加蒸馏水至

300 ml。 

C  接种  

取待检菌株，接种于上述平板，适温培养。 

D  观察 

培养一定时间，形成明显菌落后，在平板上滴加碘液平板呈蓝黑色，菌落周围如有不

变色透明圈，表示淀粉水解阳性；仍是蓝黑色为阴性。 

5.5.4 硝酸盐培养基 

A  培养基 

肉汁胨培养基                      1000 ml 

KNO3                                1.0 g 

pH                              7.0～7.6 

每管分装 4 ml～5 ml，121℃蒸汽灭菌 15 min～20 min。 

B  试剂 

B.1  格里斯氏（Griess）试剂 

A液：对氨基苯磺酸                         0.5 g 

      稀醋酸（10%左右）                  150 ml 

B液：α-萘胺                                0.1 g 

       蒸馏水                              20 ml 

       稀醋酸（10%左右）                  150 ml 

B.2  二苯胺试剂 

将 0.5 g二苯胺溶于 100 ml浓硫酸中，用 20 ml蒸馏水稀释。 

C  接种 

将测定菌接种于硝酸盐液体培养基中，置于适温培养 1 d～5 d。每株菌作 2个重复，另

留两管不接种作为对照。 

D  操作 

取两支干净的空试管或在比色瓷盘小窝中倒入少许培养 1 d～5 d的培养液，再各滴加一

滴 A液及 B液。 

E  结果观察 

当培养液中滴加 A 液、B 液后，溶液如变为粉红色、玫瑰红色、橙色、棕色等表示亚

硝酸盐存在，为硝酸盐还原阳性。如无红色出现，可滴加一、二滴二苯胺试剂，此时如呈蓝

色反应，则表示培养液中仍有硝酸盐，又无亚硝酸盐反应，表示无硝酸盐还原作用；如不呈

蓝色反应，表示硝酸盐和形成的亚硝酸盐都已还原成其他物质，故仍按硝酸盐还原阳性处理。 

5.5.5 甘油复红肉汤培养基 

A  成分 

蛋白胨                               20 g 

甘油                                 10 ml 
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无水氯化镁                           1.4 g 

无水硫酸钾                           10 g 

碱性品红                             1.0 g 

蒸馏水                               1000 ml 

B  制法 

取蛋白胨、氯化镁和硫酸钾加入水中，微温溶解，调节 pH至 7.3±0.1，加入甘油，加热

溶化，混匀，分装于试管，121℃高压灭菌 20 min。 

C 操作 

取被检菌接种于甘油复红肉汤培养基中，于 35℃培养，观察 2 d～8 d。 

D  结果观察 

培养液颜色变为紫红色为阳性，表示甘油被细菌分解生成丙酮酸，丙酮酸脱去羧基为乙

醛，乙醛与无色的复红生成深紫红色的醌式化合物；否则为阴性。 

5.5.6 甘露糖/甘露醇生化培养基 

A  成分 

(NH4)2HPO4                     1.0 g 

KCl                             0.2 g 

MgSO4                          0.2 g 

酵母膏                          0.2 g 

琼脂                            5 g～6.0 g 

甘露糖/甘露醇                    10.0 g 

蒸馏水                          1000 ml 

溴甲酚紫(0.04%)                  15 ml  

B  制法 

将以上成分加热溶解，调节 pH 至 7.0～7.2，分装试管，培养基高度约 4 cm～5 cm，

112℃蒸汽灭菌 30min。 

C  操作 

用菌株穿刺接种于上述培养基，适温培养，1 d～5 d后观察。 

D  结果观察 

若培养后培养物变黄，表示产酸，为阳性；不变或变蓝（紫）则为阴性。 

5.5.7 苦杏仁苷生化培养基 

A  成分 

蛋白胨                             5 g  

溴甲酚紫（1.6%）                  0.625 ml 

牛肉膏                            5 g 

 D-葡萄糖                          0.5 g 

琼脂                              3 g～6 g 

苦杏仁苷                           5 mg 

 蒸馏水                            1000 ml 
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PH                               6.0～6.3 

B  制法 

将以上成分加热溶解，调节 pH至 6.0～6.3，分装小试管，每管 3 ml～4 ml，121℃灭菌

10 min。 

C  操作 

用菌株穿刺接种于上述培养基，适温培养，接种后封油。 

D  结果观察 

指示剂呈黄色者为阳性，呈紫色为阴性。 

5.5.8 革兰氏染色液 

A 试剂 

A. 1  结晶紫染色液 

A.1.1  成分 

结晶紫                                1.0 g 

95％乙醇                              20 ml 

1％草酸铵水溶液                       80ml 

A.1.2  制法 

将结晶紫完全溶解于乙醇中，然后与草酸铵溶液混合。 

A.2  革兰氏碘液 

A.2.1  成分 

碘                                   1.0 g 

碘化钾                               2.0 g 

蒸馏水                               300 ml 

A.2.2  制法 

将碘与碘化钾先行混合，加入蒸馏水少许充分振摇，待完全溶解后，再加蒸馏水至

300 ml。 

A.3  沙黄复染液 

A.3.1  成分 

沙黄                                 0.25 g 

95％乙醇                             10 ml 

蒸馏水                               90 ml 

A.3.2  制法 

将沙黄溶解于乙醇中，然后用蒸馏水稀释。 

B  操作 

a) 涂片在火焰上固定，滴加结晶紫染液，染1 min，水洗。 

b) 滴加革兰氏碘液，作用1 min，水洗。 

c) 滴加95％乙醇脱色约15 s～30 s，直至染色液被洗掉，不要过分脱色，水洗。 

d) 滴加沙黄复染液，复染1 min，水洗、待干、镜检。 
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C 结果观察 

革兰氏阳性菌呈蓝紫色，革兰氏阴性菌呈红色。 

5.5.9 芽孢染色液 

A  试剂 

A.1  饱和孔雀绿水溶液 

A.1.1  成分 

孔雀绿                              7.6 g 

蒸馏水                              100 ml 

A.1.2  制法 

将孔雀绿加入蒸馏水充分振摇，待完全溶解后，再加蒸馏水定容至 100 ml。 

A.2  0.5%番红溶液 

A.2.1  成分 

番红                               0.5g 

蒸馏水                             100 ml 

A.1.2  制法 

将番红加入蒸馏水充分振摇，待完全溶解后，再加蒸馏水定容至 100 ml。 

B  操作 

a) 将生有芽孢的菌涂片，火焰上固定，用饱和孔雀绿水溶液染色10 min，水洗。 

b) 滴加0.5%番红溶液复染30 s，水洗，吸干。 

c) 镜检。 

C  结果观察 

芽孢呈绿色，菌体呈红色。 

5.4.2～5.4.9可采用市售合格的商品化培养基或试剂。 

5.5.10 硫代硫酸钠（Na2S2O3·5H2O）。 

5.5.11 乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）。 

5.5.12 硫代硫酸钠溶液：ρ(Na2S2O3)=0.10g/ml。 

硫代硫酸钠溶液（0.10 g/ml）：称取硫代硫酸钠15.7g，溶于适量实验用水，定容至100 

ml，临用现配。参考《水质 总大肠菌群和粪大肠菌群的测定 纸片法》HJ 755-2015。考虑

到硫代硫酸钠（CAS：7772-98-7）具有还原性，可被空气氧化，故硫代硫酸钠溶液是临用

时配制。 

5.5.13 乙二胺四乙酸二钠溶液：ρ(C10H14N2O8Na2·2H2O)=0.15 g/ml。 

称取EDTA-Na2 15 g，溶于适量实验用水，定容至100 ml，此溶液保质期为30 d。参考《水

质 总大肠菌群和粪大肠菌群的测定 纸片法》（HJ 755-2015）。 

5.5.14 无菌水。 

实验用水应满足《分析实验用水规格和实验方法》（GB/T 6682-2008）中三级水的要求，

经121 ℃高压蒸汽灭菌20 min，备用。 

5.5.15 无菌滤膜：直径 50mm，孔径 0.45 μm的醋酸纤维滤膜。 

参考《水质 粪大肠菌群的测定 滤膜法》（HJ 347.1-2018）中规定：按无菌操作要求包
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扎，经 121℃高压蒸汽灭菌 20min，晾干备用；或将滤膜放入烧杯中，加入实验用水，煮沸

灭菌 3次， 15 min/次，前 2次煮沸后需更换水洗涤 2～3次。 

5.5.16 封口膜。 

5.6 仪器和设备 

5.6.1 采样瓶：具螺旋帽或磨口塞的 500 ml广口玻璃瓶。 

5.6.2 恒温培养箱：允许温度偏差 36 ±℃ 1℃。 

5.6.3 高压蒸汽灭菌器：121℃可调。 

5.6.4 pH计：准确到 0.1pH单位。也可采用 pH比色管或 pH精密试纸。 

5.6.5 显微镜：物镜 10×、20×、40×倍，油镜 100×倍，目镜 10×或 15×倍。 

5.6.6 分析天平：感量 0.0001g。 

5.6.7 培养皿：直径 90mm。 

5.6.8 过滤装置：配有砂芯滤器和真空泵，抽滤压力勿超过-50kPa。 

5.6.9 接种环。 

5.6.10 镊子。 

5.6.11 移液管：1 ml±0.01 ml、10 ml±0.1 ml。也可采用量筒或计量合格的可调式移液

器。 

5.6.12 量筒：100 ml。 

5.6.13 三角瓶：100 ml。 

5.6.14 酒精灯。 

5.6.15 无菌操作设备：无菌室、超净工作台、生物安全柜。 

5.7 样品 

5.7.1 样品采集 

点位布设及采样频次按照 HJ/T 91和 HJ/T 494的相关规定执行。 

本标准规定：使用灭菌过的采样装置采集经灭菌处置后的含活性微生物废水样品，放

入已经灭菌的采样瓶中，采样瓶不得用样品洗涤。 

根据美国《Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater》（22版）微生

物检验部分的相关规定，①100 ml水样加入硫代硫酸钠溶液[ρ（Na2S2O3）=0.10 g/ml] 0.1 ml

去除水样中余氯，以排除干扰；②100 ml水样加入乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）溶液[ρ

（C10H14N2O8Na2·2H2O）=0.15 g/ml]0.3 ml去除水样中重金属离子的干扰。 

故本标准规定：如果采集的是含有活性氯的样品，需在采样瓶灭菌前加入硫代硫酸钠溶

液，以除去活性氯对细菌的抑制作用（每 125 ml容积加入 0.1 ml的硫代硫酸钠溶液）；如果

采集的是重金属离子含量较高的样品，则在采样瓶灭菌前加入乙二胺四乙酸二钠溶液，以消

除干扰（每 125 ml容积加入 0.3 ml的乙二胺四乙酸二钠溶液）。 

注：15.7 mg硫代硫酸钠证去除样品中 1.5 mg活性氯，硫代硫酸钠用量可根据样品实际活性氯量调整。 
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5.7.2 样品保存 

各种水体，特别是地表水、废水水样，易受物理、化学或生物的作用，从采水到检验

的时间间隔内会很快发生变化。因此，当水样不能及时运到实验室，或运到实验室不能立

即进行分析时，必须采取相关措施。 

根据《水和废水监测分析方法》（第四版）和 HJ 493细菌类样品保存要求，采集好的

水样应尽快运往实验室进行检验，采样后应 2 h内检测。否则，应 10 ℃以下冷藏但不得超

过 6 h。实验室接样后，不能立即开展检测的，将样品放入 0℃～4 ℃冷藏，在 2 h内检测。 

5.7.3 干扰和消除 

根据美国《Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater》（22版）微

生物检验部分的相关规定， 100 ml① 水样加入硫代硫酸钠溶液[ρ（Na2S2O3）=0.10 g/ml] 0.1 

ml去除水样中余氯，以排除干扰；②100 ml水样加入乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）溶液

[ρ（C10H14N2O8Na2·2H2O）=0.15 g/ml]0.3 ml去除水样中重金属离子的干扰。其中，15.7 mg

硫代硫酸钠可保证去除水样中 1.5 mg余氯，硫代硫酸钠溶液用量可根据样品实际余氯量调

整。 

本标准规定：如果是经加氯处理的废水样品，需在采样瓶灭菌前加入 0.4 ml硫代硫酸钠

溶液（4.13）；如果是重金属离子含量较高的废水样品，则在采样瓶灭菌前加入 1.2 ml乙二

胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）溶液，以消除干扰。酸性样品，需调节样品的 pH 值至 7.0～

8.0。 

5.8 分析步骤 

5.8.1 方法程序 

样品中枯草芽孢杆菌黑色变种的鉴定程序见下图 9。 
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图9 枯草芽孢杆菌黑色变种检测流程 

 

5.8.2 样品抽滤 

参考《水质  粪大肠菌群的测定  滤膜法》（HJ 347.1-2018）中“9.1样品过滤”内容：

用灭菌镊子以无菌操作夹取无菌滤膜贴放在已灭菌的过滤装置上，固定好过滤装置。将样品

充分混匀后抽滤，以无菌水冲洗器壁 2～3 次。样品过滤完成后，再抽气约 5 s，关上开关。 

本标准规定：用灭菌镊子以无菌操作夹取无菌滤膜贴放在已灭菌的过滤装置上，固定好

过滤装置。将样品充分混匀后取 100 ml（高浓度样品可减少过滤样品量或将样品稀释）抽滤，

以无菌水冲洗器壁 2～3次。样品过滤完成后，再抽气约 5 s，关上开关。 

36℃±1℃，72 h～96 h 

过滤 

酪氨酸琼脂培养基培养 

有菌落生长 无菌落生长 

未检出枯草芽孢杆菌黑色变种 

可疑菌落 

枯草芽孢杆菌黑色变种 

样品 

革

兰

氏

染

色 

＋ 

 

反应结

果与左

侧不同 

非枯草芽孢杆菌黑色变种 

芽
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染

色 

＋ 

甘

油

利
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＋ 

甘

露

糖 

＋ 

甘

露

醇 
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杏

仁

苷

- 

 

淀
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＋ 
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5.8.3 样品培养 

参考《水质  粪大肠菌群的测定  滤膜法》（HJ 347.1-2018）中“9.2培养”内容：用

灭菌镊子夹取滤膜移放在 MFC 培养基上，滤膜截留细菌面向上，滤膜应与培养基完全贴

紧，两者间不得留有气泡，然后将培养皿倒置，放入恒温培养箱内，44.5℃±0.5℃培养

24 h±2 h。 

本标准规定：用灭菌镊子夹取滤膜移放在酪氨酸琼脂培养基上，滤膜截留细菌面向上，

滤膜应与培养基完全贴紧，两者间不得留有气泡，然后用石蜡质封口膜封好培养皿，倒置培

养皿，放入恒温培养箱内，36℃±1℃培养 72 h～96 h。 

培养 96h后，如培养基上未有菌落生长，则试验终止；如培养基上有菌落生长，则挑取

黑色的特征菌落于营养琼脂培养基上，36℃±1℃培养 24 h，待鉴定。同时将已挑菌落的酪

氨酸琼脂培养基培养皿储存于 2℃～5℃，以备必要时复查。 

若菌落颜色无法判断时，可再次划线接种至酪氨酸琼脂培养基培养后观察；若菌落为灰

色或灰黑色，可适当延长培养时间后观察，培养时间不超过 7 d。 

（1）培养温度研究 

分析参考现有标准中（表 14）枯草芽孢杆菌黑色变种的培养温度和培养时间，探讨枯

草芽孢杆菌黑色变种在 34℃～38℃培养 1d～7 d的生长状况，见表 15。 

表13 枯草芽孢杆菌黑色变种参考培养温度和培养时间 

 

表14 枯草芽孢杆菌黑色变种在不同温度、不同培养时间下的生长情况表 

培养时间 
温度 

34℃ 35℃ 36℃ 37℃ 38℃ 

1 d ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

2 d ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

3 d ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

4 d ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

5 d ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

来源 温度（℃） 时间（h） 备注 

《医院消毒供应中心  第三部分：清洗

消毒及灭菌效果监测标准》（WS 

310.3-2016） 

36±1 48 无菌生长时培养至第 7日 

《高致病性病原微生物实验室污染物排

放标准》（征求意见稿） 
35±0.5 24±2 枯草芽胞杆菌黑色变种（Bacillus 

Subtilis ATCC.9372）培养时：肉汤培

养基，37℃震荡培养24 h。 
《病原微生物实验室污染物排放标准》

（征求意见稿） 
35±0.5 24±2 
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培养时间 
温度 

34℃ 35℃ 36℃ 37℃ 38℃ 

6 d ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

7 d ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

注：“＋”代表菌落生长 

 

根据表 15可以发现，枯草芽孢杆菌黑色变种在 34℃～38℃下都能良好生长。此外，根

据实验结果发现在培养第三天菌落都呈现了较为明显的黑色，故参考《医院消毒供应中心  

第三部分：清洗消毒及灭菌效果监测标准》（WS 310.3-2016），选择 36 ±℃ 1℃作为枯草芽

孢杆菌黑色变种的培养温度。 

（3）培养时间研究 

枯草芽孢杆菌黑色变种从培养第二天菌落就开始呈现灰黑色，到第三天出现了较为明显

的黑色，直至第四天已经出现了稳定的黑色菌落。故确定枯草芽孢杆菌黑色变种的培养时间

为72 h～96 h。 

5.8.4 样品鉴定 

5.8.4.1 染色镜检 

根据《伯杰细菌鉴定手册》：对菌株的形态学进行仔细检查时鉴定中的第一步。枯草芽

孢杆菌黑色变种作为枯草芽孢杆菌的一个亚种，属于芽孢杆菌科，为革兰氏阳性芽孢杆菌。

故通过革兰氏染色和芽孢染色，可以区分其它产黑色素的非革兰氏阳性芽孢杆菌。 

因此，挑取黑色特征菌落进行革兰氏染色和芽孢染色，进行菌体和芽孢形态观察。如果

菌落颜色无法判断时，可进一步划线接种至酪氨酸琼脂培养基，在36℃±1℃下培养72 h～

96 h后观察。枯草芽孢杆菌黑色变种为革兰氏阳性菌，营养细胞杆状，单个或呈短链状排列；

有芽孢，椭圆形，中生，不膨大。（见图10） 

  

图10 枯草芽孢杆菌黑色变种染色镜检图（左：革兰氏染色；右：芽孢染色） 

 

本标准规定：挑取可疑菌落（菌落颜色无法判断时，可再次划线接种至酪氨酸琼脂培养

100× 100× 
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基后观察），分别使用革兰氏染色液和芽孢染色液染色，具体操作及结果观察详见标准文本

附录 B，若使用市售商品化试剂，则按说明书操作，然后镜检。 

5.8.4.2 生化试验 

根据《伯杰细菌鉴定手册》：细菌详细分类的典型做法是以生理学和生物化学实验结果

为基础。根据5.1.2生理化方法研究，确定甘油利用、硝酸盐还原、淀粉水解、甘露糖利用，

苦杏仁苷不利用、甘露醇不利用为枯草芽孢杆菌黑色变种的生化特点。 

挑取可疑菌落，分别接种到淀粉培养基、硝酸盐培养基、甘油复红肉汤培养基、甘露

糖生化培养基、甘露醇生化培养基和苦杏仁苷生化培养基上，具体操作及结果观察详见附

录 B，若使用市售商品化培养基，则按说明书操作。 

5.8.5 对照试验 

5.8.5.1 空白对照 

用无菌水做实验室空白测定，培养后平皿应无菌生长，否则，该次样品测定结果无

效，应查明原因后重新测定。 

5.8.5.2 阴性及阳性对照 

阴性、阳性菌株参考表 16。 

将标准菌株制成浓度为 40CFU/L～600 CFU/L 的菌悬液，将菌悬液按标准文本中样品

抽滤（9.2）和样品培养（9.3）要求操作，阳性菌株应呈现阳性反应；阴性菌株呈现阴性反

应，否则，该次样品测定结果无效，应重新测定。 

表15 阴性、阳性菌株生化反应结果 

特征指标 
阳性菌株 阴性菌株 

枯草芽孢杆菌黑色变种 地衣芽孢杆菌 

酪氨酸培养基 黑色菌落 乳白色菌落 

革兰氏染色 + + 

芽孢染色 + + 

甘油 + + 

硝酸盐还原 + + 

淀粉水解 + + 

甘露糖 + + 

苦杏仁苷 - + 

甘露醇 - + 
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5.9 结果与报告 

结果判定：符合 5.8.4、5.8.5，可鉴定为枯草芽孢杆菌黑色变种。 

结果报告：样品中检出或未检出枯草芽孢杆菌黑色变种。 

5.10 稳定性与特异性 

5.10.1 稳定性 

6 家实验室分别对自制的枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢悬液（按芽孢计）高浓度（106个

/100ml）、中浓度（104个/100ml）、低浓度（102个/100ml）进行菌种检测，检出率均为 100%，

稳定性高。 

参考《化学分析方法确认和验证指南》（GBT 27417-2017）中定性方法临界值的确定方

法，同时考虑到微生物的特殊性，实验室内进行方法稳定性做了进一步研究。 

取枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢悬液（108/ml），依次十倍梯度稀释（芽孢均匀分布），配

置成浓度为 102/ ml芽孢悬液（经平板计数，102/ ml芽孢悬液中枯草芽孢杆菌黑色变种数量

平均值为 550cfu/ml），再取 10ml芽孢悬液（102/ ml）至 1000ml，即为浓度 550/100 ml芽孢

溶液，同样方法配置浓度为 5.5/100 ml芽孢溶液， 再将浓度为 5.5/100 ml芽孢溶液的分别

稀释 5倍、3倍得到 1/100ml、2/100ml的浓度水样作为检测样品，按样品处理和生理化检测

方法进行枯草芽孢杆菌黑色变种的检测和鉴定。结果如下： 

表16 枯草芽孢杆菌黑色变种检出限试验研究 

浓度 平行 检出 检出率（%） 

102/100 ml 

1 ＋ 

100 

2 ＋ 

3 ＋ 

4 ＋ 

5 ＋ 

6 ＋ 

7 ＋ 

8 ＋ 

9 ＋ 

10 ＋ 

10/100 ml 

1 ＋ 

100 

2 ＋ 

3 ＋ 

4 ＋ 

5 ＋ 

6 ＋ 
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浓度 平行 检出 检出率（%） 

7 ＋ 

8 ＋ 

9 ＋ 

10 ＋ 

2/100 ml 

1 ＋ 

100 

2 ＋ 

3 ＋ 

4 ＋ 

5 ＋ 

6 ＋ 

7 ＋ 

8 ＋ 

9 ＋ 

10 ＋ 

1/100 ml 

1 ＋ 

90 

2 ＋ 

3 ＋ 

4 ＋ 

5 ＋ 

6 ＋ 

7 ＋ 

8 ＋ 

9 ＋ 

10 - 

0/100 ml 

1 - 

0 

2 - 

3 - 

4 - 

5 - 

6 - 

7 - 

8 - 

9 - 

10 - 
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由试验数据可知，当水样中枯草芽孢杆菌黑色变种的浓度为1/100 ml，其有效检出率也

高达90%，具有非常好的稳定性和灵敏度。参考废水灭菌处理要求，废水中灭菌效果监测要

求枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢的浓度达（2～8）×104/ml，本方法完全满足检测要求。 

5.10.2 特异性 

6家实验室分别对枯草芽孢杆菌黑色变种和地衣芽孢杆菌进行方法特异性检测，结果显

示枯草芽孢杆菌黑色变种的检出率为 100%，方法特异性强。 

5.11 质量保证和质量控制 

（1） 每批样品按“9.5对照试验”进行全程序空白测定，定期使用有证标准菌株进行

阳性、阴性对照试验。 

（2） 每20个样品或每批次样品（≤20个/批）测定一个平行双样。 

（3） 对每批次培养基须使用有证标准菌株进行培养基质量检验。 

（4） 定期使用有证标准菌株/标准样品进行质量控制。 

5.12 废物处理 

实验产生的废弃物经121℃高压蒸汽灭菌20 min后处理。 

6 方法验证 

6.1 方法验证方案 

6.1.1 参与方法验证的实验室、验证人员的基本情况 

共有6家单位参加了方法验证工作，分别为江苏省环境监测中心、浙江省环境监测中心、

江苏省常州环境监测中心（原常州市环境监测站）、上海市松江区环境监测站、上海市长宁

区环境监测站和上海市青浦区环境监测站。参与验证人员相关信息见表17。 

表17 方法验证单位及验证人员相关信息 

姓名 职称 从事分析工作年限（年） 单位名称 

张翔 工程师 10 常州市环境监测中心 

张小琼 工程师 6 常州市环境监测中心 

吴旦 工程师 12 常州市环境监测中心 

于海燕 研究员 22 浙江省环境监测中心 

顾卿 工程师 9 浙江省环境监测中心 

张明 副教授 30 华东师范大学 

徐佳丽 助理工程师 2 华东师范大学 
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姓名 职称 从事分析工作年限（年） 单位名称 

李萍 工程师 22 上海市松江区环境监测站 

夏秀芳 工程师 27 上海市松江区环境监测站 

赵丹 助理工程师 4 上海市松江区环境监测站 

俞晓蓓 工程师 11 上海市长宁区环境监测站 

林杰 助理工程师 6 上海市长宁区环境监测站 

潘枫燕 工程师 16 上海市青浦区环境监测站 

钱晓霞 助理工程师 7 上海市青浦区环境监测站 

陆晓怡 助理工程师 7 上海市青浦区环境监测站 

康琦 助理工程师 4 上海市青浦区环境监测站 

 

6.1.2 方法验证方案 

参照《环境监测 分析方法标准制修订技术导则》（HJ 168-2010）的要求，选择经灭菌

处理和未经灭菌的添加枯草芽孢杆菌黑色变种废水、枯草芽孢杆菌黑色变种标准菌株、地衣

芽孢杆菌标准菌株、模拟阳性样品（高、中、低三种浓度），于6家实验室进行方法验证。 

验证所用的模拟样品均是采集某污水，人为添加枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢进行配置。

如经灭菌处理和未经灭菌的添加枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢废水是通过采集某污水，按106

个/100ml的浓度添加枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢，一份经过高压蒸汽灭菌处理，一份未作

灭菌处理。 

稳定性验证：6家实验室分别对自制的枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢悬液（按芽孢计）高

浓度（106个/100ml）、中浓度（104个/100ml）、低浓度（102个/100ml）进行菌种检测，检出

率均为 100%，方法稳定性高。 

特异性验证：6家实验室分别对枯草芽孢杆菌黑色变种标准菌株（ATCC9372）、地衣

芽孢杆菌标准菌株（CICC21740）进行检测，枯草芽孢杆菌黑色变种准确率100%，方法特

异性强。 

6.2 方法验证过程 

参照《环境监测 分析方法标准制修订技术导则》（HJ 168-2010）的规定，于2015年06

月～2016年04月，组织验证试验，分别在浙江省环境监测站、常州市环境监测站、华东师范

大学以及上海长宁区环境监测站、上海青浦区环境监测站和上海松江区环境监测站6家实验

室进行验证。验证工作主要内容是灭菌效果评价验证和生理化检测方法验证两部分内容。 

（1）首先，通过筛选确定有资质和相关能力的方法验证单位，准备验证样品等，确定

验证时间。在方法验证前，要通过各种交流形式让参加验证的操作人员都熟悉方法原理、操
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作步骤及流程。验证过程中使用的仪器、设备、试剂等应符合方法的要求。 

（2）数据处理和分析。 

（3）《方法验证报告》见附一。 

6.3 方法验证结论 

本研究所建立的水中枯草芽孢杆菌黑色变种的生物监测方法包括消毒灭菌评价研究、

和枯草芽孢杆菌黑色变种生理化检测两部分内容，整个检测步骤简洁，方法特异性强，稳

定性高，具有很强的操作性和可可推广性。 

验证试验数据表明：方法分析结果准确，再现性良好，是一个行之有效的检测方法，

适合于评价含活性微生物废水的灭菌是否合格。 

7 与开题报告的差异说明 

优化了酪氨酸培养基配方，使枯草芽孢杆菌黑色变种能产生稳定黑色菌落；进行了用

枯草芽孢杆菌黑色变种对活性废水经灭菌后的效果评价研究；进行了技术内容额外增加探

讨了荧光 PCR方法检测枯草芽孢杆菌黑色变种的分子方法。 
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1  原始数据 

1.1  实验室基本情况 

按照《环境监测  分析方法标准制修订技术导则》（HJ 168-2010）的规定，组织了6家

有资质的验证实验室对《水质  指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）的测定  生物学检测

法》进行了方法验证。其中实验室1为常州市环境监测站，实验室2为浙江省环境监测中心，

实验室3为华东师范大学，实验室4为上海市松江区环境监测站，实验室5为上海市长宁区环

境监测站，实验室6为上海市青浦区环境监测站。 

表 1-1  参加验证的人员情况登记表 

编

号 
验证实验室 姓名 性别 年龄 职务或职称 所学专业 

从事相关分

析工作年限 

1 
常州市环境

监测中心 

张翔 男 31 工程师 生物技术 10 

张小琼 女 40 工程师 微生物 6 

吴旦 女 40 工程师 环境工程 12 

2 
浙江省环境

监测中心 

于海燕 女 48 研究员 环境学 22 

顾卿 男 36 工程师 微生物学 9 

3 
华东师范大

学 

张明 男 48 副教授 环境科学 30 

徐佳丽 女 27 助理工程师 环境科学 2 

4 

上海市松江

区环境监测

站 

李萍 女 43 工程师 生物 22 

夏秀芳 女 50 工程师 环境工程 27 

赵丹 女 31 助理工程师 生物技术 4 

5 

上海市长宁

区环境监测

站 

俞晓蓓 女 34 工程师 环境工程 11 

林杰 男 29 助理工程师 环境科学 6 

6 

上海市青浦

区环境监测

站 

潘枫燕 女 38 工程师 应用化学 16 

钱晓霞 女 35 助理工程师 测控技术与仪器 7 

陆晓怡 女 31 助理工程师 环境工程 7 

康琦 女 28 助理工程师 生物技术 4 

 

表 1-2  使用仪器情况登记表 

编

号 
验证实验室 仪器名称 规格型号 仪器出厂编号 性能情况 备注 

1 
常州市环境

监测中心 

恒温培养箱 HERA THERM 20122030261002 正常  

隔水式恒温培养箱 GSP-230 150309411005 正常  

立式灭菌器 LMQ.C 20146794 正常  

显微镜 Nikon 80i / 正常  
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编

号 
验证实验室 仪器名称 规格型号 仪器出厂编号 性能情况 备注 

2 
浙江省环境

监测中心 

高压蒸汽灭菌锅 GI 54DW AA08N001 正常  

电热恒温培养箱 DHP 9162 0810251041HH 正常  

显微镜 LEICA S8APO 10446377 正常  

3 
华东师范大

学 

立式压力蒸汽灭菌器 YXQ-LS-50SII / 正常  

培养箱 SP3000L / 正常  

电子显微镜 BH-2 / 正常  

4 

上海市松江

区环境监测

站 

隔水式电热恒温培养箱 GNP-9270BS 1009348026 正常  

生化培养箱 BSP-100 12033 正常  

显微镜 Primo star 3116021133 正常  

5 

上海市长宁

区环境监测

站 

压力蒸汽灭菌器 YXQ-LS-II 7934 正常  

显微镜 CX41RF 9B03591 正常  

培养箱 BINDER115 08-54290 正常  

6 

上海市青浦

区环境监测

站 

培养箱 Thermo 310 2076100559336 正常  

培养箱 Thermo 310 2076100559337 正常  

灭菌锅 GR-60 
21703101182014

060044 
正常  

显微镜 BX43F 3E45044 正常  

 

表 1-3  使用试剂及溶剂登记表 

编号 验证实验室 名称 生产厂家、规格 纯化处理方法 备注 

1 
常州市环境

监测中心 

硝酸盐还原生化管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

苦杏仁苷生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露醇生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露糖生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘油利用生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

2 
浙江省环境

监测中心 

硝酸盐还原生化管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

苦杏仁苷生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露醇生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露糖生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘油利用生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

3 
江苏省环境

监测中心 

硝酸盐还原生化管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

苦杏仁苷生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露醇生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露糖生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  
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编号 验证实验室 名称 生产厂家、规格 纯化处理方法 备注 

甘油利用生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

4 

上海市松江

区环境监测

站 

硝酸盐还原生化管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

苦杏仁苷生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露醇生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露糖生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘油利用生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

5 

上海市长宁

区环境监测

站 

硝酸盐还原生化管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

苦杏仁苷生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露醇生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露糖生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘油利用生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

6 

上海市青浦

区环境监测

站 

硝酸盐还原生化管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

苦杏仁苷生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露醇生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘露糖生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

甘油利用生化鉴定管 北京陆桥技术有限责任公司 /  

 

1.2  灭菌效果验证 

1.2.1  灭菌效果评价验证 

表 1-4  废水中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：      常州市环境监测中心         

测试日期：          2016.4.11～18         

平行号 未经消毒灭菌处理废水 经消毒灭菌处理废水 备注 

测定结果 

1 + -  

2 + -  

3 + -  

4 + -  

5 + -  

6 + -  

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 
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表 1-5  废水中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：      浙江省环境监测中心         

测试日期：          2016.4.11～18         

平行号 未经消毒灭菌处理废水 经消毒灭菌处理废水 备注 

测定结果 

1 + -  

2 + -  

3 + -  

4 + -  

5 + -  

6 + -  

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 

 

表 1-6  废水中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：      华东师范大学         

测试日期：      2015.7.6～13          

平行号 未经消毒灭菌处理废水 经消毒灭菌处理废水 备注 

测定结果 

1 + -  

2 + -  

3 + -  

4 + -  

5 + -  

6 + -  

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 

 

表 1-7  废水中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：   上海市松江区环境监测站         

测试日期：          2015.11.2～9           

平行号 未经消毒灭菌处理废水 经消毒灭菌处理废水 备注 

测定结果 

1 + -  

2 + -  

3 + -  

4 + -  

5 + -  

6 + -  
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平行号 未经消毒灭菌处理废水 经消毒灭菌处理废水 备注 

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 

 

表 1-8  废水中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：   上海市长宁区环境监测站          

测试日期：          2015.11.2～9           

平行号 未经消毒灭菌处理废水 经消毒灭菌处理废水 备注 

测定结果 

1 + -  

2 + -  

3 + -  

4 + -  

5 + -  

6 + -  

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 

 

表 1-9  废水中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：   上海市青浦区环境监测站          

测试日期：          2015.11.2～9           

平行号 未经消毒灭菌处理废水 经消毒灭菌处理废水 备注 

测定结果 

1 + -  

2 + -  

3 + -  

4 + -  

5 + -  

6 + -  

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 
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1.2.2  灵敏度验证 

表 1-10  模拟样品中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：     常州市环境监测中心         

测试日期：          2016.4.11～18         

平行号 
高浓度模拟样品

（106/100 ml） 

中浓度模拟样品

（104/100 ml） 

低浓度模拟样品

（102/100 ml） 
备注 

测定结果 

1 + + +  

2 + + +  

3 + + +  

4 + + +  

5 + + +  

6 + + +  

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 

 

表 1-11  模拟样品中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：      浙江省环境监测中心         

测试日期：          2016.4.11～18         

平行号 
高浓度模拟样品

（106/100 ml） 

中浓度模拟样品

（104/100 ml） 

低浓度模拟样品

（102/100 ml） 
备注 

测定结果 

1 + + +  

2 + + +  

3 + + +  

4 + + +  

5 + + +  

6 + + +  

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 

 

表 1-12  模拟样品中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：      华东师范大学            

测试日期：         2015.7.6～13        

平行号 
高浓度模拟样品

（106/100 ml） 

中浓度模拟样品

（104/100 ml） 

低浓度模拟样品

（102/100 ml） 
备注 

测定结果 

1 + + +  

2 + + +  

3 + + +  
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平行号 
高浓度模拟样品

（106/100 ml） 

中浓度模拟样品

（104/100 ml） 

低浓度模拟样品

（102/100 ml） 
备注 

4 + + +  

5 + + +  

6 + + +  

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 

 

表 1-13  模拟样品中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：   上海市松江区环境监测站          

测试日期：          2015.11.2～9           

平行号 
高浓度模拟样品

（106/100 ml） 

中浓度模拟样品

（104/100 ml） 

低浓度模拟样品

（102/100 ml） 
备注 

测定结果 

1 + + +  

2 + + +  

3 + + +  

4 + + +  

5 + + +  

6 + + +  

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 

 

表 1-14  模拟样品中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：   上海市长宁区环境监测站         

测试日期：          2015.11.2～9           

平行号 
高浓度模拟样品

（106/100 ml） 

中浓度模拟样品

（104/100 ml） 

低浓度模拟样品

（102/100 ml） 
备注 

测定结果 

1 + + +  

2 + + +  

3 + + +  

4 + + +  

5 + + +  

6 + + +  

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 
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表 1-15  模拟样品中枯草芽孢杆菌黑色变种的测试数据 

验证单位：    上海市青浦区环境监测站         

测试日期：          2015.11.2～9           

平行号 
高浓度模拟样品

（106/100 ml） 

中浓度模拟样品

（104/100 ml） 

低浓度模拟样品

（102/100 ml） 
备注 

测定结果 

1 + + +  

2 + + +  

3 + + +  

4 + + +  

5 + + +  

6 + + +  

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 

 

1.3  检测方法验证 

1.3.1  方法特异性的测试结果 

表 1-16  方法特异性测试数据 

验证单位：      常州市环境监测中心         

测试日期：          2016.4.11～18         

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

枯草

芽孢

杆菌

黑色

变种 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

地衣

芽孢

杆菌 

1 + 乳白 / / / / / / / / 

2 + 乳白 / / / / / / / / 

3 + 乳白 / / / / / / / / 

4 + 乳白 / / / / / / / / 

5 + 乳白 / / / / / / / / 

6 + 乳白 / / / / / / / / 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应，“/”代表未进行试验 
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表 1-17  方法特异性测试数据 

验证单位：      浙江省环境监测中心         

测试日期：          2016.4.11～18         

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

枯草

芽孢

杆菌

黑色

变种 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

地衣

芽孢

杆菌 

1 + 乳白 / / / / / / / / 

2 + 乳白 / / / / / / / / 

3 + 乳白 / / / / / / / / 

4 + 乳白 / / / / / / / / 

5 + 乳白 / / / / / / / / 

6 + 乳白 / / / / / / / / 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应，“/”代表未进行试验 

 

表 1-18  方法特异性测试数据 

验证单位：       华东师范大学          

测试日期：       2015.7.6～13           

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

枯草

芽孢

杆菌

黑色

变种 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

地衣

芽孢

杆菌 

1 + 乳白 / / / / / / / / 

2 + 乳白 / / / / / / / / 

3 + 乳白 / / / / / / / / 

4 + 乳白 / / / / / / / / 

5 + 乳白 / / / / / / / / 

6 + 乳白 / / / / / / / / 
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平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应，“/”代表未进行试验 

 

表 1-19  方法特异性测试数据 

验证单位：   上海市松江区环境监测站         

测试日期：          2015.11.2～9           

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

枯草

芽孢

杆菌

黑色

变种 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

地衣

芽孢

杆菌 

1 + 乳白 / / / / / / / / 

2 + 乳白 / / / / / / / / 

3 + 乳白 / / / / / / / / 

4 + 乳白 / / / / / / / / 

5 + 乳白 / / / / / / / / 

6 + 乳白 / / / / / / / / 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应，“/”代表未进行试验 

 

表 1-20  方法特异性测试数据 

验证单位：   上海市长宁区环境监测站         

测试日期：           2015.11.2～9            

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

枯草

芽孢

杆菌

黑色

变种 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

地衣 1 + 乳白 / / / / / / / / 
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平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

芽孢

杆菌 
2 + 乳白 / / / / / / / / 

3 + 乳白 / / / / / / / / 

4 + 乳白 / / / / / / / / 

5 + 乳白 / / / / / / / / 

6 + 乳白 / / / / / / / / 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应，“/”代表未进行试验 

 

表 1-21  方法特异性测试数据 

验证单位：   上海市青浦区环境监测站         

测试日期：            2015.11.2～9            

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

枯草

芽孢

杆菌

黑色

变种 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

地衣

芽孢

杆菌 

1 + 乳白 / / / / / / / / 

2 + 乳白 / / / / / / / / 

3 + 乳白 / / / / / / / / 

4 + 乳白 / / / / / / / / 

5 + 乳白 / / / / / / / / 

6 + 乳白 / / / / / / / / 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应，“/”代表未进行试验 

 

1.3.2  方法稳定性的测试结果 

表 1-22  方法稳定性测试数据 

验证单位：      常州市环境监测中心         

测试日期：          2016.4.11～18         

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

高浓度模 1 + 黑色 + + + + + - - + 
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平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

拟样品

（106/100 

ml） 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

中浓度模

拟样品

（104/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

低浓度模

拟样品

（102/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应 

 

表 1-23  方法稳定性测试数据 

验证单位：      浙江省环境监测中心         

测试日期：          2016.4.11～18         

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

高浓度模

拟样品

（106/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

中浓度模

拟样品

（104/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 
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平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

低浓度模

拟样品

（102/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应 

 

表 1-24  方法稳定性测试数据 

验证单位：       华东师范大学          

测试日期：       2015.7.6～13           

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

高浓度模

拟样品

（106/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

中浓度模

拟样品

（104/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

低浓度模

拟样品

（102/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 
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平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应 

 

表 1-25  方法稳定性测试数据 

验证单位：    上海市松江区环境监测站         

测试日期：           2015.11.2～9            

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

高浓度模

拟样品

（106/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

中浓度模

拟样品

（104/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

低浓度模

拟样品

（102/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应 

 

表 1-26  方法稳定性测试数据 

验证单位：    上海市长宁区环境监测站         

测试日期：            2015.11.2～9             

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

高浓度模 1 + 黑色 + + + + + - - + 
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平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

拟样品

（106/100 

ml） 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

中浓度模

拟样品

（104/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

低浓度模

拟样品

（102/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应 

 

表 1-27  方法稳定性测试数据 

验证单位：   上海市青浦区环境监测站         

测试日期：            2015.11.2～9            

平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

高浓度模

拟样品

（106/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

中浓度模

拟样品

（104/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 
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平行号 
有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

低浓度模

拟样品

（102/100 

ml） 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应 

 

2  方法验证数据汇总 

2.1  灭菌效果验证汇总 

表 2-1  灭菌效果评价结果汇总 

实验室号 
未经消毒灭菌废水 经消毒灭菌废水 

结果 评价 结果 评价 

1 + 不合格 - 合格 

2 + 不合格 - 合格 

3 + 不合格 - 合格 

4 + 不合格 - 合格 

5 + 不合格 - 合格 

6 + 不合格 - 合格 

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 

 

结论：  对经过消毒灭菌和未经过消毒灭菌的废水进行枯草芽孢杆菌黑色变种黑色变种

检测发现，消毒灭菌效果可以得到有效验证。  

 

表 2-2  不同浓度的模拟样品检测结果汇总 

实验室号 
高浓度模拟样品 

（106/100 ml） 

中浓度模拟样品 

（104/100 ml） 

低浓度模拟样品 

（102/100 ml） 

1 + + + 
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实验室号 
高浓度模拟样品 

（106/100 ml） 

中浓度模拟样品 

（104/100 ml） 

低浓度模拟样品 

（102/100 ml） 

2 + + + 

3 + + + 

4 + + + 

5 + + + 

6 + + + 

注：“+”代表有黑色菌落生长，“-”代表无菌落生长 

 

结论：  对不同浓度的模拟样品进行消毒灭菌效果检测评价，发现有效检出率为 100%。  

2.2  检测方法验证汇总 

表 2-3  枯草芽孢杆菌黑色变种生理化检测方法特异性结果汇总 

 
实验

室号 

有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

阳性

标准

菌株 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

阴性

标准

菌株 

1 + 乳白 / / / / / / / / 

2 + 乳白 / / / / / / / / 

3 + 乳白 / / / / / / / / 

4 + 乳白 / / / / / / / / 

5 + 乳白 / / / / / / / / 

6 + 乳白 / / / / / / / / 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应，“/”代表未进行试验 

 

结论：  对枯草芽孢杆菌黑色变种和地衣芽孢杆菌进行检测，枯草芽孢杆菌黑色变种检

测方法具有很强的特异性，检出率为 100%。  
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表 2-4  枯草芽孢杆菌黑色变种生理化检测方法灵敏度结果汇总 

浓度 
实验

室号 

有无

菌落 

菌落

颜色 

革兰氏 

染色 

芽孢

染色 

硝酸盐 

还原 
甘油 

甘露

糖 

甘露

醇 

苦杏

仁苷 

淀粉

水解 

高浓度

106/100 

ml 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

中浓度

104/100 

ml 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

低浓度

102/100 

ml 

1 + 黑色 + + + + + - - + 

2 + 黑色 + + + + + - - + 

3 + 黑色 + + + + + - - + 

4 + 黑色 + + + + + - - + 

5 + 黑色 + + + + + - - + 

6 + 黑色 + + + + + - - + 

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应 

 

结论：  对枯草芽孢杆菌黑色变种模拟浓度样品（高浓度 106/100 ml、中浓度 104/100 ml、

低浓度 102/100 ml）进行检测，枯草芽孢杆菌黑色变种检测方法具有很强的灵敏

度，检出率为 100%。  

3  方法验证结论 

6 家实验室分别对自制的枯草芽孢杆菌黑色变种芽孢悬液（按芽孢计）高浓度（106个

/100ml）、中浓度（104个/100ml）、低浓度（102个/100ml）进行菌种检测，检出率均为 100%，

方法特异性强，稳定性高。 

本研究所建立的鉴定经灭菌处置的废水中灭菌指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）的

生物学检测方法，检测步骤简洁，方法特异性强，稳定性高，具有很强的操作性和可推广

性。 

验证试验数据表明：方法分析结果准确，再现性良好，是鉴定经灭菌处置的废水中灭
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菌指示微生物（枯草芽孢杆菌黑色变种）的一个行之有效的检测方法。 

 


