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研习内容：培养基和试剂的质量要求 



培养基的实验室技术验收

●CNAS-CL01-A001:2022《检测和校准实验室能力认
可准则在微生物领域的应用说明》（6.6.2c）对检测
结果有影响的关键培养基和试剂应进行技术验收。

●对培养基进行技术验收是确保实验准确性和可靠性
的必要步骤。通过严格按照规定的质量标准和验收程
序进行操作，可以有效地评估和保证培养基的质量，
从而为实验结果提供坚实的支撑。
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培养基和试剂的质量保证



培养基和试剂的的质量保证
对每批培养基或试剂,应记录接收日期,并检查：
1.培养基或试剂的各种成分（核对）、添加成分名称
（查找是否有配套试剂）及产品编号。
2.批号。
3.pH(适用于培养基)。
4.贮存信息和有效期。
5.标准要求及质控报告（打印）。
6.必要的安全和(或)危害数据。
7.产品合格证明材料。
8.包装的完整性。
9.其他必要的文件材料。



（一）贮存的一般要求

      应严格按照供应商提供的贮存条

件、有效期和使用方法进行培养基和

试剂的保存和使用。



（二）商品化脱水合成培养基
            及其添加成分的验收和贮存

验收应包括以下内容：

1.容器密闭性检查。

2.内容物的感官检查（观察粉末或颗粒的流动性、均匀

性、结块情况和和色泽变化等,判断脱水培养基的质量变

化。若发现培养基受潮或物理性状发生明显改变,则不应

   再使用）

3.开封后的脱水合成培养基,其质量取决于贮存条件。



（三）配制培养基用水
1.试验用水的电导率在25 ℃时不应超过25μS/cm(相当于
电阻率≥0.04 ΜΩ/cm),除非另有规定要求。
2.试验用水的微生物污染不应超过103CFU/mL。应按 GB 
4789.2定期检验微生物污染水平。
3.《中国药典》二部714页 纯化水 微生物限度 要求 1ml供
试品中需氧菌总数不得过100cfu。

（四）称重和溶解
      准确称量所需量的脱水合成培养基(佩戴口罩操作,以防
吸入培养基粉末等有害物质),先加入适量的水,充分混合(注
意避免培养基结块),然后加水至所需的量后适当加热,并重复
或连续搅拌使其快速分散,含琼脂的培养基在加热溶解前应
浸泡3min~5min。



（五）pH 的测定和调节

      除特殊说明外,灭菌后pH 应在标准pH±0.2范围内。

一般使用浓度约为1mol/L的氢氧化钠溶液或盐酸溶液调

节培养基的pH。

（六）分装

      将配好的培养基分装至适当容器中,培养基体积不应

超过容器容积的2/3。



1.湿热灭菌
      加热后采用适当的方式冷却,以防加热过度。这对于

大容量和敏感培养基十分重要,例如含有煌绿的培养基。

（七）灭菌/除菌
●一般要求
      培养基应采用湿热灭菌法或过滤除菌法，某些培养
基如不适用湿热灭菌或过滤除菌的方式,则可使用煮沸杀
菌方式处理。

2.过滤除菌
           过滤除菌可使用孔径为0.22μm 的无菌设备和滤膜过滤

去除微生物。



（八）培养基的使用

1.琼脂培养基的熔化

      将培养基放入沸水浴中或采用有相同效果的方法(如
高压锅中的层流蒸汽)使之熔化。经过高压的培养基应尽
量减少重新加热时间。熔化后的培养基放入47 ℃~50 ℃
的恒温装置中冷却保温(可根据实际培养基凝固温度适当
提高恒温装置温度),直至使用,培养基达到47 ℃~50 ℃的
时间与培养基的品种、体积和数量有关。熔化后的培养
基应尽快使用,放置时间不应超过4h。琼脂培养基只能复
溶一次。



   2.培养基的脱氧

      将培养基在使用前放到沸水浴或蒸汽浴中加热15min;
加热时松开容器的盖子,加热后盖紧,并迅速冷却至使用温
度(如液体硫乙醇酸盐培养基)。

3.添加成分的加入
      待培养基冷却至47 ℃~50 ℃时,加入平衡至室温的热
不稳定添加成分,避免造成琼脂凝结或形成片状物。将加
入添加成分的培养基缓慢充分混匀,尽快分装至待用的容
器中。



4.平板的制备和贮存
      倾注熔化的培养基至平皿中(直径90mm 的平皿,通常
要加入15mL ~20mL 琼脂培养基),使之在平皿中的厚度
至少为3mm。将平皿盖好皿盖后放在水平平面,使琼脂冷
却凝固。如果平板需贮存,或者培养时间超过48h或培养
温度高于40 ℃,则需要倾注更多的培养基。

      凝 固 后 的 培 养 基 应 立 即 使 用 或 存 放 于 暗 处 和 ( 或 ) 2 
℃~8 ℃冰箱的密封袋/平皿桶中,以防止培养基成分的改
变。在平板底部或侧边做好标记,标记的内容包括名称、
制备日期和(或)有效期。也可使用适宜的培养基编码系
统进行标记。



5.培养基的弃置

●      所有污染和未使用的培养基弃置应采用安
全的方式,并且要符合相关法律法规的规定。



测试菌株的保藏及使用



（一）一般要求

      为成功保藏及使用菌株,不同菌株应采用不同的保藏

方法,可选择使用冻干保藏、超低温(不高于-70 ℃)冷冻

保藏、液氮保藏或其他有效的保藏方法。

（二）商业来源的测试菌株

          对于从标准菌种保藏中心或其他有效认证的商业机

构获得的原包装测试菌株,复苏和使用应按照制造商提

供的使用说明进行。



（三）实验室制备的标准储备菌株

1.用于性能测试的标准储备菌株, 在保存和使用时应注意

避免交叉污染,减少菌株突变或发生典型的特性变化;标

准储备菌株应制备多份,并采用超低温(不高于-70 ℃)或

冻干的形式保存。在较高温度下贮存时间应缩短。

2.标准储备菌株用作培养基的测试菌株时应在记录中充

分描述其生长特性。

3.标准储备菌株不能用于制备标准菌株。



（四）制作标准储备菌株的流程图

a. 通常悬浮于营养肉汤中,培养适宜时
间进行复苏。
 
b. 验证菌落形态和革兰氏染色,或用生
化试验进行鉴定。
 
c .例如,BHI添加40%~60%甘油作为
冷冻保护培养基。
 
d .冻存管可含有多孔小珠子。
 
e .在不高于-70 ℃低温下冷冻保存可
延长保存的时间,在较高温度下保存时
间将缩短。



（五）工作菌株

●工作菌株由标准

储备菌株制备。

●工作菌株不能用

于制作标准菌株、

标准储备菌株或

储备菌株。



培养基和试剂的质量要求



（一）微生物学要求

1.生长特性的一般要求

选择：

●定量方法

●半定量方法

●定性方法

对每批成品培养基或试剂进行评价；

      采用定量方法时,应使用参比培养基作为对照;采用半定量

和定性方法时,使用能得到“阳性”结果的培养基作为对照。
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（二）生长特性
1.生长率：按规定用适当方法将适量测试菌株的工作菌

悬液接种至固体、半固体和液体培养基中。每种培养基

上菌株的生长率应达到所规定的最低限值。

2.选择性：为定量评估培养基的选择性,应按照规定以适

当方法将适量测试菌株的工作培养物接种至选择性培养

基和参比培养基中,培养基的选择性应达到规定值。

3.生理生化特性(特异性)：确定培养基的菌落形态特征、

鉴别特性,以获得培养基或试剂的基本特性。 



四. 培养基和试剂的
      性能测试方法



（一）非选择性分离和计数培养基目标菌 生长率定量测试方法

（二）选择性分离和计数培养基测试方法

（三）非选择性增菌培养基半定量测试方法

（四）选择性增菌培养基半定量测试方法

（五）选择性液体计数培养基半定量测试方法

（六）悬浮培养基和运输培养基定量测试方法



（一）非选择性分离和计数固体培养基

目标菌生长率定量测试方法 

1.工作菌悬液的制备：

      将标准储备菌株、储备菌株或工作菌株接种到非选

择性肉汤培养过夜或采用其他方法,制备10倍系列稀释的

菌悬液。进行生长率测试时,细菌和酵母菌每平板的接种

水平50CFU~250CFU,霉菌每平板的接种水平为

30CFU~150CFU。



2.接种:  选择适宜稀释度的工作菌悬液0.1mL,均匀涂布接种于待测

平板和参比平板。每一稀释度接种两个平板。也可使用螺旋涂布

法或倾注法进行接种,并按标准规定的条件培养。

3.计算:  参考 GB4789.2的要求,选择菌落数适中的平板进行计数,生

长率按式(1)计算。

      PR = NS / NO…………………………(1)

式中:

      PR———生长率;

      NS———待测培养基平板上的菌落总数平均值;

      NO———参比培养基平板上的菌落总数平均值。

4.结果解释:  非选择性分离和计数固体培养基上目标菌的生长率应

不小于0.7。



 
n 非选择性分离和计数固体培养基质量控制标准



（二）选择性分离和计数固体培养基测试方法

1.目标菌生长率定量测试方法:

（1）目标菌在培养基上应呈现典型的生长。

（2）选择性分离固体培养基上目标菌的生长率一般应

不小于0.5,最低应为0.1。   

（3）选择性计数固体培养基上目标菌的生长率一般应

不小于0.7。



2.非目标菌(选择性)半定量测试方法

（1）工作菌悬液的制备:

      将标准储备菌株、储备菌株或工作菌株接种到非选择性肉汤,培

养过夜作为工作菌悬液。

（2）接种:

       用1μL接种环取选择性测试工作菌悬液1环,在待测培养基表面划

六条平行直线,同时接种两个平板,按标准规定的条件培养。

  划线要求：取一满环接种物,将接种环接触容器边缘3次可去除多余

的液体。划线时,接种环与琼脂平面的角度应为20°~30°。接种环

压在琼脂表面的压力和划线速度前后一致,整个划线应快速连续,移取

液体培养物时应将接种环伸入培养液下部分以防止环上产生气泡或

泡沫。



非目标菌半定量划线法接种模式图



（3）计算:

      培养后计算生长指数 G。每条有比较稠密菌落连续
生长的划线计为1分,每个培养皿上最多为6分。如果仅一
半的线有稠密菌落生长,则计为0.5分。如果划线上没有
菌落生长、生长量少于划线的一半或菌落生长微弱,则计
为0分。记录每个平板的得分总和便得到 G。

（4）结果解释:

      非目标菌的生长指数 G 一般小于或等于1,至少应小
于5。



3.非目标菌(特异性)定性测试方法:

1.  工作菌悬液的制备(接种非选择性肉汤培养过夜）

2. 接种：用1μL接种环取测试菌培养物在测试培养基表

面进行分区划线。并按标准规定的培养条件培养平板。

3. 结果解释：非目标菌不生长或微弱生长。



  选择性分离和计数固体培养基质量控制标准



（1）培养基的制备：将培养基分装试管,每管10mL。

（2） 工作菌悬液的制备：将标准储备菌株、储备菌株或工作菌株接种到

非选择性肉汤培养过夜或采用其他制备方法,制备10倍系列稀释的菌悬液。

（3） 接种：在装有待测培养基的试管中接种10CFU~100CFU 的目标菌,接

种体积不超过1mL,接种两个平行管。同时将1mL 菌悬液(与试管接种同一

稀释度)倾注平板(或适宜稀释度0.1mL 涂布平板),接种两个平板,作接种量计

数用。按标准方法中规定的培养时间和温度进行培养。

（4）结果解释：目标菌的浊度值应为2。

用目测的浊度值(如0~2)评估培养基:

       0表示无浑浊;

       1表示轻微的浑浊;

       2表示明显的浑浊。

（三）非选择性增菌培养基半定量测试方法



  非选择性增菌培养基质量控制标准



1. 培养基的制备：将培养基分装试管,每管10mL。

2.工作菌悬液的制备：细菌和酵母菌每平板的接种水平50CFU~250CFU,
霉菌每平板的接种水平为30CFU~150CFU。

3. 接种

（1）目标菌的接种

      在装有待测培养基的试管中接种10CFU~100CFU 的目标菌,接种体
积不超过1mL,同时接种两个平行管,混匀。将相同体积的目标菌菌悬液
(与试管接种同一稀释度)倾注平板(或适宜稀释度0.1mL涂布平板),接种两
个平板,作接种量计数用。按标准方法中规定的培养时间和温度进行培养。

 （2）非目标菌的接种

      在装有待测培养基的试管中接种1000CFU~5000CFU 的非目标菌,接
种体积不超过1mL,同时接种两个平行管,混匀。同时将1mL 菌悬液(比试
管接种小10倍~100倍稀释度)倾注平板(或适宜稀释度0.1mL 涂布平板),
接种两个平板,作接种量计数用。按标准方法中规定的培养时间和温度进
行培养。

（四）选择性增菌培养基半定量测试方法



   4. 培养液的接种

（1）目标菌培养液的接种：

      吸取10μL经培养后的目标菌培养液,均匀涂布或螺旋涂布接种

到特定的选择性平板上。按标准方法中规定的培养时间和温度进

行培养。

（2）非目标菌培养液的接种：

      吸取10μL经培养后的非目标菌培养液,均匀涂布或螺旋涂布接

种到非选择性平板(如 TSA)上。并按标准规定的培养条件培养。

5.计算和结果解释

      目标菌在选择性平板上的菌落应>10CFU,则表示待测液体培养

基的生长率良好;非目标菌在非选择性平板上的菌落数<100CFU,则

表示待测液体培养基的选择性为良好。



选择性增菌培养基质量控制标准



（五）选择性液体计数培养基半定量测试方法

1.培养基的制备：将培养基分装试管,每管10mL。

2.工作菌悬液的制备：制备成10 CFU~100 CFU/ml。

3.接种

（1）目标菌的接种

在装有待测培养基的试管中接种10 CFU~100 CFU 的目
标菌,接种体积不超过1mL,同时接种两个平行管,混匀。
将相同体积的目标菌菌悬液(与试管接种同一稀释度)倾
注平板,接种两个平板,作接种量计数用。按标准方法中
规定的培养时间和温度进行培养。



（2）非目标菌的接种

      在装有待测培养基的试管中接种1000 CFU~5000 CFU 
的非目标菌,接种体积不超过1mL,同时接种两个平行管,混
匀。同时将1mL 菌悬液(比试管接种小10倍~100倍稀释度)
倾注平板(或适宜稀释度0.1mL 涂布平板),接种两个平板,作
接种量计数用。按标准方法中规定的培养时间和温度进行
培养。

4.结果解释

用目测的浊度值(如0~2)评估培养基:

0表示无浑浊;

1表示轻微的浑浊;

2表示明显的浑浊。

并记录小导管收集气体的体积比。



 选择性液体计数培养基质量控制标准



（六） 悬浮培养基和运输培养基定量测试方法
1.培养基的制备

将培养基分装试管,每管10mL。

2.目标菌工作菌悬液的制备：制备成100 CFU~1000 CFU/ml。

3.接种

      在装有待测培养基的试管中接种100 CFU~1000 CFU 的目
标菌,同时接种两个平行管,混匀后,立即吸取1mL 待测培养基混
合液用相应的培养基倾注平板,每管待测培养基接种一个平板。
按标准方法中规定的培养时间和温度培养后,进行菌落计数。

      剩余已接种菌液的待测培养基20℃~25℃下放置45min后,再
吸取1mL 倾注平板,每管培养基接种一个平板,按标准方法中规
定的培养时间和温度培养后,进行菌落计数。

4.结果观察与解释

待测培养基中的菌落数变化应在±50%内。



悬浮培养基
悬浮培养基是指细胞在培养液中呈悬浮状态生长与增殖
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