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前        言 

     

为规划《地表水环境质量标准》（GB3838-2002）的实施工作，制定本试行标准。 

本标准规定了地表水、地下水及废水中粪大肠菌群的多管发酵法和滤膜法。 

本标准适用于地表水、地下水及废水中粪大肠菌群的测定。 

本标准为首次制订。 

    本标准由国家环境保护总局科技标准司提出。 

本标准由国家环境保护总局水和废水监测分析方法编委会组织中国环境监测总站等单位起草。 

    本标准国家环境保护总局 2007年 3 月 10 日批准。 

    本标准自 2007 年 5月 1 日起实施。 

    本标准由国家环境保护总局解释。 
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水质  粪大肠菌群的测定   
 

 

粪大肠菌群是总大肠菌群中的一部分，主要来自粪便。在 44.5℃温度下能生长并发酵乳糖产酸产

气的大肠菌群称为粪大肠菌群。用提高培养温度的方法，造成不利于来自自然环境的大肠菌群生长的

条件，使培养出来的菌主要为来自粪便中的大肠菌群，从而更准确地反映出水质受粪便污染的情况。

粪大肠菌群的测定可以用多管发酵法和滤膜法。 
 

 

第一篇  多管发酵法 

1  适用范围 

     

    本标准适用于地表水、地下水及废水中粪大肠菌群的测定。 

 

2 原理 

 

多管发酵法是以最可能数（most probable number）简称 MPN 来表示试验结果的。实际上它是根

据统计学理论，估计水体中的大肠杆菌密度和卫生质量的一种方法。如果从理论上考虑，并且进行大

量的重复检定，可以发现这种估计有大于实际数字的倾向。不过只要每一稀释度试管重复数目增加，

这种差异便会减少，对于细菌含量的估计值，大部分取决于那些既显示阳性又显示阴性的稀释度。因

此在实验设计上，水样检验所要求重复的数目，要根据所要求数据的准确度而定。 
 

3  培养基和试剂 

 

本标准所用试剂除另有注明外，均为符合国家标准的分析纯化学试剂；实验用水为新制备的去离

子水。 

3.1 单倍乳糖蛋白胨培养液： 
成分：      蛋白胨                      10g 

牛肉浸膏                    3g 
乳糖                        5g 
氯化钠                      5g 

1.6%溴甲酚紫乙醇溶液            1mL 
蒸馏水                      1000mL 

制法：将蛋白胨、牛肉浸膏、乳糖、氯化钠加热溶解于 1000mL 蒸馏水中，调节 pH 为 7.2～7.4，再加

入 1.6%溴甲酚紫乙醇溶液 1mL，充分混匀，分装于含有倒置的小玻璃管的试管中，于高压蒸汽灭菌器

中，在 115℃灭菌 20min，贮存于暗处备用。 
3.2 三倍乳糖蛋白胨培养液：按上述配方比例三倍（除蒸馏水外），配成三倍浓缩的乳糖蛋白胨培养液，

制法同上。 
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3.3 EC 培养液：   
成分：      胰胨                        20g 

乳糖                         5g 
胆盐三号                      1.5g 

磷酸氢二钾（K2HPO4）             4g 
磷酸二氢钾（KH2PO4）            1.5g 
氯化钠                          5g 
蒸馏水                      1000mL 

制法：将上述成分加热溶解，然后分装于含有玻璃倒管的试管中。置高压蒸汽灭菌器中，115℃灭

菌 20min。灭菌后 pH 应为 6.9。 
3.4 培养基的存放 

在密封瓶中的脱水培养基成品要存放在大气湿度低、温度低于 30℃的暗处，存放时应避免阳光直

接照射，并且要避免杂菌侵入和液体蒸发。当培养液颜色变化，或体积变化明显时废弃不用。 
 
4  步骤 

 
4.1 水样接种量 

将水样充分混匀后，根据水样污染的程度确定水样接种量。每个样品至少用三个不同的水样量接

种。同一接种水样量要有五管。 
相对未受污染的水样接种量为 10mL、1mL、0.1mL。受污染水样接种量根据污染程度接种 1mL、

0.1mL、0.01mL 或 0.1mL、0.01mL、0.001mL 等。使用的水样量可参考下表 1。 
表 1  接种用水量参考表 

接种量(mL） 
水样种类 检测方法 

100 50 10 1 0.1 10-2 10-3 10-4 10-5 
井水 多管发酵法   × × ×     
河水、塘水 多管发酵法    × × ×    
湖水、塘水 多管发酵法      × × ×  
城市原污水 多管发酵法       × × × 

  如接种体积为 10mL，则试管内应装有三倍浓度乳糖蛋白胨培养液 5mL；如接种量为 1mL 或少于

1mL，则可接种于普通浓度的乳糖蛋白胨培养液 10mL 中。 
4.2 初发酵试验 
  将水样分别接种到盛有乳糖蛋白胨培养液的发酵管中。在 37℃±0.5℃下培养 24h±2h。产酸和产

气的发酵管表明试验阳性。如在倒管内产气不明显，可轻拍试管，有小气泡升起的为阳性。 
4.3 复发酵试验 
  轻微振荡初发酵试验阳性结果的发酵管，用 3mm 接种环或灭菌棒将培养物转接到 EC 培养液中。

在 44.5℃±0.5℃温度下培养 24h±2h（水浴箱的水面应高于试管中培养基液面）。接种后所有发酵管必

须在 30min 内放进水浴中。培养后立即观察，发酵管产气则证实为粪大肠菌群阳性。 
 

5  结果的计算 

 

根据不同接种量的发酵管所出现阳性结果的数目，从表 2 或表 3 中查得每升水样中的粪大肠菌群。

接种水样为 100mL2 份、10mL10 份、总量 300mL 时，查表 2 可得每升水样中的粪大肠菌群；接种 5
份 10mL 水样、5 份 1mL 水样、5 份 0.1mL 水样时，查表 3 求得 MPN 指数，MPN 值再乘 10，即为 1L
水样中的粪大肠菌群。 
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如果接种的水样不是 10mL、1mL 和 0.1mL，而是较低的或较高的三个浓度的水样量，也可查表

3 求得 MPN 值，再经下式计算成每 100mL 的 MPN 值。 
 

( )
( )mL

mL10MPNMPN
接种量最大的一管

指数值 ×=  

表 2  粪大肠菌群检数表 
（接种水样 100mL2 份、10mL10 份、总量 300m） 

100mL 水量的阳性瓶数 
0 1 2 10mL 水量的阳性管数

1L 水样中粪大肠菌群数 1L 水样中粪大肠菌群数 1L 水样中粪大肠菌群数

0 <3 4 11 
1 3 8 18 
2 7 13 27 
3 11 18 38 
4 14 24 52 
5 18 30 70 
6 22 36 92 
7 27 43 120 
8 31 51 161 
9 36 60 230 

10 40 69 >230 
 

表 3  最可能数（MPN）表 
（接种 5 份 10mL 水样、5 份 1mL 水样、5 份 0.1mL 水样时，不同阳性及阴性 

情况下 100mL 水样中细菌数的最可能数和 95％可信限值） 
 

出现阳性份数 95%置信区间 出现阳性份数 95%置信区间 
10mL 
管 

1mL 
管 

0.1mL 
管 

每 100mL 水

样中细菌数

的最可能数 
下限 上限 

10mL
管 

1mL 
管 

0.1mL
管 

每 100mL 水

样中细菌数

的最可能数 
下限 上限 

0 0 0 <2   4 2 1 26 9 78 
0 0 1 2 <0.5 7 4 3 0 27 9 80 
0 1 0 2 <0.5 7 4 3 1 33 11 93 
0 2 0 4 <0.5 11 4 4 0 34 12 93 
1 0 0 2 <0.5 7 5 0 0 23 7 70 
1 0 1 4 <0.5 11 5 0 1 34 11 89 
1 1 0 4 <0.5 11 5 0 2 43 15 110 
1 1 1 6 <0.5 15 5 1 0 33 11 93 
1 2 0 6 <0.5 15 5 1 1 46 16 120 
2 0 0 5 <0.5 13 5 1 2 63 21 150 
2 0 1 7 1 17 5 2 0 49 17 130 
2 1 0 7 1 17 5 2 1 70 23 170 
2 1 1 9 2 21 5 2 2 94 28 220 
2 2 0 9 2 21 5 3 0 79 25 190 
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2 3 0 12 3 28 5 3 1 110 31 250 
3 0 0 8 1 19 5 3 2 140 37 310 
3 0 1 11 2 25 5 3 3 180 44 500 
3 1 0 11 2 25 5 4 0 130 35 300 
3 1 1 14 4 34 5 4 1 170 43 190 
3 2 0 14 4 34 5 4 2 220 57 700 
3 2 1 17 5 46 5 4 3 280 90 850 
3 3 0 17 5 46 5 4 4 350 120 1000 
4 0 0 13 3 31 5 5 0 240 68 750 
4 0 1 17 5 46 5 5 1 350 120 1000 
4 1 0 17 5 46 5 5 2 540 180 1400 
4 1 1 21 7 63 5 5 3 920 300 3200 
4 1 2 26 9 78 5 5 4 1600 640 5800 
4 2 0 22 7 67 5 5 5 ≥2400   

 
 

  第二篇  滤膜法 
1  适用范围 

     

本标准适用于一般地表水、地下水及废水中粪大肠菌群的测定。用于检验加氯消毒后的水样时，

在滤膜法之前，应先做实验，证实它所得的数据资料与多管发酵试验所得的数据资料具有可比性。 
 

2  原理 

 

滤膜是一种微孔性薄膜。将水样注入已灭菌的放有滤膜（孔径 0.45μm）的滤器中，经过抽滤，细

菌即被截留在膜上，然后将滤膜贴于 M−FC 培养基上，44.5℃温度下进行培养，计数滤膜上生长的此

特性的菌落数，计算出每 1L 水样中含有粪大肠菌群数。 
 

3  培养基和试剂 

 

本标准所用试剂除另有注明外，均为符合国家标准的分析纯化学试剂；实验用水为新制备的去离

子水。 

3.1 M−FC 培养基： 
成分：           胰胨                                   10g 

蛋白胨                                   5g 
酵母浸膏                                  3.0g 
氯化钠                                  5.0g 
乳糖                                 12.5g 

胆盐三号                                1.5g 
1%苯胺蓝水溶液                             10mL 

1%玫瑰色酸溶液（溶于 0.2mol/L 氢氧化钠液中）           10mL 
蒸馏水                               1000mL 

制法：将上述培养基中的成分（除苯胺蓝和玫瑰色酸外），置于蒸馏水中加热溶解，调节 pH 为 7.4，
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分装于小烧瓶内，每瓶 100mL，于 115℃灭菌 20min。贮于冰箱中备用。临用前，按上述配方比例，

用灭菌吸管分别加入已煮沸灭菌的 1%苯胺蓝溶液 1mL 及新配制的 1%玫瑰色酸溶液（溶于 0.2mol/L
氢氧化钠液中）1mL，混合均匀。加热溶解前，加入 1.2%～1.5%琼脂可制成固体培养基。如培养物中

杂菌不多，则培养基中不加玫瑰色酸亦可。 
3.2 培养基的存放 

在密封瓶中的脱水培养基成品要存放在大气湿度低、温度低于 30℃的暗处，存放时应避免阳光直

接照射，并且要避免杂菌侵入和液体蒸发。当培养液颜色变化，或体积变化明显时废弃不用。 
 
4  步骤 

 
4.1 水样量的选择：水样量的选择根据细菌受检验的特征和水样中预测的细菌密度而定。如未知水样

中粪大肠菌的密度，就应按下表所列体积过滤水样，以得知水样的粪大肠杆菌密度。先估计出适合在

滤膜上计数所应使用的体积，然后再取这个体积的 1/10 和 10 倍，分别过滤。理想的水样体积是一片

滤膜上生长 20～60 个粪大肠菌群菌落，总菌落数不得超过 200 个。使用的水样量可参考下表。 
接种量(mL） 

水样种类 检测方法 
100 50 10 1 0.1 10-2 10-3 10-4 10-5 

较清洁的湖水 滤膜法 × × ×       
一般的江水 滤膜法  × × ×      
城市内的河水 滤膜法    × × ×    
城市原污水 滤膜法     × × ×   

4.2 滤膜及滤器的灭菌：将滤膜放入烧杯中，加入蒸馏水，置于沸水浴中煮沸灭菌三次，每次 15min。
前两次煮沸后需更换水洗涤 2～3 次，以除去残留溶剂。也可用 121℃灭菌 10min，10min 一到，迅速

将蒸汽放出，这样可以尽量减少滤膜上凝集的水分。滤器、接液瓶和垫圈分别用纸包好，在使用前先

经 121℃高压蒸汽灭菌 30min。滤器灭菌也可用点燃的酒精棉球火焰灭菌。 
4.3 过滤装置安装：以无菌操作把滤器装置依照下图装好。 

 
 

4.4 过滤：用无菌镊子夹取灭菌滤膜边缘，将粗糙面向上，贴放在已灭菌的滤床上，稳妥地固定好滤器。

将适量的水样注入滤器中，加盖，开动真空泵即可抽滤除菌。 
3.5 培养：使用 M−FC 培养基。培养基含或不含琼脂，不含琼脂的培养基使用已用 M-FC 培养基饱和

的无菌吸收垫。将滤过水样的滤膜置于琼脂或吸收垫表面。将培养皿紧密盖好后，置于能准确恒温于

44.5℃±0.5℃的恒温培养箱或恒温水浴中，经 24h±2h 培养。若用恒温水浴培养，则需用防水胶带贴

封每个平皿，将培养皿成叠封入防水塑料袋或容器内，浸没在 44.5℃±0.5℃恒温水浴中。在培养时间

内，装培养皿的塑料袋必须用重物坠于水面之下，以保持所需的严格温度。所有已制备的培养物都应

在过滤后 30min 内浸入水浴内。 
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5  结果的计算 

 

粪大肠菌群菌落在 M−FC 培养基上呈蓝色或蓝绿色，其他非粪大肠菌群菌落呈灰色、淡黄色或无

色。正常情况下，由于温度和玫瑰酸盐试剂的选择性作用，在 M−FC 培养基上很少见到非粪大肠菌菌

落。必要时可将可疑菌落接种于 EC 培养液，44.5℃±0.5℃培养 24h±2h，如产气则证实为粪大肠菌

群。 
计数呈蓝或蓝绿色的菌落，计算出每 1L 水样中的粪大肠菌群数。 

)ml(
1000L/

过滤水样量

群菌落数滤膜上生长的粪大肠菌
）粪大肠菌群菌落数（个

×
=  


