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《水质 粪大肠菌群的测定 酶底物法》

（送审稿）编制说明
1项目背景

1.1任务来源

根据陕西省质量技术监督局陕质监标[2016]第7号文件《关于下达2016年第一批地方标准制修订项目计划的通知》精神，陕西省环境监测中心站成立编制组，开展《水质粪大肠菌群的测定酶底物法》标准制定工作，该项目编号为：SDBXM65-2016。

1.2工作过程

陕西省环境监测中心站在收到编制任务后，立即组织标准起草编制小组，制定标准编制计划。依据编制计划合理分工，深入开展论证工作，综合查阅国内外相关标准、文献，确定标准制定技术路线，制定实验方案，在此基础上开展标准编制工作。期间将酶底物法与粪大肠菌群经典检测方法进行了比对实验，选择不同来源，不同类型的多种水样进行实际样品比对测试，完成了实验室内验证工作。在此基础上，联合省内多家有资质的实验室开展方法的实验室间验证工作。通过对上述实验数据的合理分析，最终完成本标准文本（送审稿）的编制。

2标准制订的必要性

2.1粪大肠菌群的环境危害
大肠菌群在细菌分类学中，属于细菌当中变形菌门，γ-变形菌纲，肠杆菌目，肠杆菌科中埃希氏菌属、柠檬酸菌属、克雷伯氏菌属、肠杆菌属等一类细菌。它们不是某一种或者某一属细菌，而是与粪便污染密切相关的一组细菌。在卫生学用语中常用总大肠菌群和粪大肠菌群统称，总大肠菌群是指一类在37℃下24小时内发酵乳糖产酸产气、需氧及兼性厌氧的革兰氏阴性无芽胞杆菌。粪大肠菌群又称为耐热大肠菌群，是总大肠菌群的一部分，在44.5℃下能生长并发酵乳糖产酸产气，主要包括埃希氏菌属和耐热的克雷伯氏菌属细菌。
粪大肠菌群在自然界中分布广泛，主要来源于人和动物的粪便，因此在卫生学中可以指示粪便污染。由于在自然界中易死亡，粪大肠菌群的存在可以反映比较近期的粪便污染。水中粪大肠菌群含量的高低就可以直接反映水体粪便污染程度，进而指示肠道致病菌污染危害人体健康的风险。肠道致病菌主要包括沙门氏菌、志贺氏菌和致病性大肠埃希氏菌等，能够引起各种急慢性肠道感染、食物中毒、腹泻发烧等症状，还可引起泌尿道、呼吸道、伤口和中枢系统疾病。其中肠出血性大肠埃希氏菌O157:H7能引起人出血性腹泻和肠炎且并发溶血性尿毒综合症等。
2.2相关环保标准和环保工作的需要

酶底物法在2006年已经列入《生活饮用水标准检验方法》（GB5750.12-2006）中，仅限于测定总大肠菌群和大肠埃希氏菌，没有列入测定粪大肠菌群的标准检验方法。目前我国也没有酶底物法测定粪大肠菌群的国标检验方法，粪大肠菌群的标准检验方法仍旧是传统的多管发酵法和滤膜法。
多管发酵法自1989年列入《水和废水监测分析方法》（第三版）到2007年环保行业标准方法（HJ/T347-2007），已经应用了二十几年，但该方法存在着诸多缺点，例如：
检验周期长：初发酵和复发酵时间均需24 h，分析完一批样品最少需要2～3天时间；
操作较繁琐：每个样品均需要进行15管发酵，需要配制大量初发酵和复发酵培养基，同时对培养基进行分装和灭菌，以及使用大量玻璃器皿，如试管和玻璃小倒管的清洗等；
培养基差异性大：多管发酵法需要配制乳糖蛋白胨培养基，由于我国培养基原材料生产厂家缺乏准确的质控方法［1-2］，选择不同类别和来源的蛋白胨对不同大肠菌群的生长支持能力存在差异［3］。

对人员素质要求较高：需要具有微生物学或临床医学等专业背景；熟悉微生物接种、培养、染色、鉴定、计数、灭菌和消毒等无菌操作技能；
假阳性和假阴性：多管发酵法是通过大肠杆菌在培养过程中产酸改变培养液pH值，而使溶液中指示剂由“紫色”变“黄色”；同时产气使小倒管中产生“气泡”，从而进行定性分析。有研究表明初发酵24 h产气不明显，需延长到48 h才有利于观察，因此产生假阴性结果［4-5］。或者有些样品本身具有很好的酸碱缓冲能力而导致的“假阴性”。
易染菌，数据重现性差：在进行多管发酵法实验过程中，培养基的灭菌，接种，复发酵转接等任何一个关键环节都可能出现染菌风险，因此整个实验过程需要严格的无菌操作技能。
滤膜法具有高度的再现性，不过在检验混浊度高、非大肠杆菌类细菌密度大的水样时，准确性差；且需要与多管发酵法进行可比性证实试验；但我省属黄河流域，水质含泥沙量大，在实践中通过滤膜过滤水质存在较大困难，影响工作效率及最终数据的准确性。
表1 粪大肠菌群相关的质量排放标准和监测方法
	标准类型
	标准名称（编号）
	监测方法（编号）

	质量标准
	地表水环境质量标准（GB3838-2002）
	水质粪大肠菌群的测定多管发酵法和滤膜法（试行）（HJ/T347-2007）

	
	城市污水再生利用景观环境用水水质（GB/T18921-2002）
	多管发酵法和滤膜法《水和废水监测分析方法》第四版

	
	海水水质标准（GB3097-1997）
	多管发酵法和滤膜法海洋监测规范第7部分：近海污染生态调查和生物监测（GB17378.7-2007）

	
	生活饮用水卫生标准（GB5749-2006）
	生活饮用水标准检验方法微生物指标（GB/T5750.12-2006）3.1多管发酵法和3.2滤膜法

	
	城市供水水质标准（CJ/T206-2005）
	

	
	渔业水质标准（GB11607-89）
	

	
	农田灌溉水质标准（5084-2005）
	

	排放标准
	污水综合排放标准（GB8978-1996）
	多管发酵法和滤膜法《水和废水监测分析方法》第四版

	
	城镇污水处理厂污染物排放标准（GB18918-2002）
	

	
	医疗机构水污染物排放标准（GB18466-2005）
	该标准附录A医疗机构污水和污泥中粪大肠菌群的检验方法/多管发酵法

	
	畜禽养殖业污染物排放标准（GB18596-2001）
	生活饮用水标准检验方法微生物指标（GB/T5750.12-2006）3.1多管发酵法和3.2滤膜法


随着我国环保监督工作力度的加大，应用多管发酵法及滤膜法已不能满足大量粪大肠菌群样品的分析，而酶底物法具有操作简便，假阳性低，结果可靠，检验周期短等优点而成为粪大肠菌群检验的最佳分析方法［6-9］，而且文献报道，酶底物法测定水中粪大肠菌群与多管发酵法无显著性差异［10,11］。因此为了提高工作效率及确保数据准确，现阶段急需制定酶底物法测定水中粪大肠菌群的标准检验方法。
粪大肠菌群是我国环境卫生管理中最具有代表性的卫生学指标。在许多环境质量标准和污染物排放标准中均有标准限值的规定（见表1）。这些标准采用监测方法均为多管发酵法和滤膜法，周期长，效率低。本标准制订的酶底物法测定水中粪大肠菌群满足了环境管理时效性的迫切要求，符合环保工作发展的需要。
因此，为切实贯彻《中华人民共和国环境保护法》和《中华人民共和国水污染防治法》，保护环境，保障人体健康，拟制定本标准。

3国内外相关分析方法研究现状

3.1 主要国家及国际组织相关分析方法研究
粪大肠菌群又称为耐热大肠菌群，主要是因该项目是将培养温度由总大肠菌群的37℃提高为44.5℃，从而将自然环境中的大肠菌群与粪便中的大肠菌群区分开来。多管发酵法是大肠菌群检测的经典方法，采用最大可能数法（Most probable number method），以下均简称MPN法）进行计数。而滤膜法也是应用比较广泛的分析方法，适用于较为清洁的水样，采用直接计数法。多管发酵法和滤膜法是我国现行标准中采用最多的方法，酶底物法测定水中粪（耐热）大肠菌群还未有现行有效的国标、行标及地标。
国际上，美国APHA（American Public Health Association，美国公共卫生协会）出版的《Standard methods for the Examination of water and wastewater》20版中9223介绍了酶底物法的测试原理，主要是大肠菌群在培养的过程中产生的酶水解色源底物释放显色基团。当检测大肠菌群时，大肠菌群产生的β-D-半乳糖苷酶会水解ONPG（邻硝基苯β-D-半乳吡喃糖苷）或者CPRG（氯酚红-β-D-吡喃半乳糖苷）释放黄色的邻-硝基苯酚或者红色的氯酚红；当检测大肠埃希氏菌时，大肠埃希氏菌产生的β-D-葡萄糖醛酸酶分解4-甲基伞形酮-β-D-葡萄糖醛酸苷（MUG）释放出荧光产物。但是该方法仅限于检测总大肠菌群和大肠埃希氏菌［12］。
欧盟各国主要采用ISO（International Organization for Standardization，国际标准组织）方法标准“Water quality―Enumeration of Escherichia coli and coliform bacteria―Part 2: Most probable number method（ISO 9380-2:2012）介绍了酶底物法的技术方法。该方法基于培养基中目标微生物生长并通过MPN表计算“最大可能数”。该方法中的MPN表包括51孔定量盘（孔板）或者97孔定量盘（孔板）。两种规格的定量盘（孔板）可以检出最多200.5个或者2419.6个目标细菌。该方法直接适用于除海水外所有类型水样的检测，当用于海水检测时，需要用无菌水对水样进行10倍的稀释。当用于检测大肠埃希氏菌时，有一部分不表达β-D-葡萄糖醛酸酶的出血性大肠埃希氏菌会产生“无荧光”的假阴性结果，但是在大肠菌群检测中表达β-D-半乳糖苷酶可呈现黄色阳性结果[13]。
4标准制订的基本原则和技术路线

4.1标准制订的基本原则

（1）方法检出限和测定范围满足环保工作的要求；
（2）方法准确可靠、满足各项方法特性指标的要求；
（3）方法具有普遍适用性，易于推广使用。

（4）按照《环境监测分析方法标准制修订技术导则》HJ/T168-2010)、《标准化工作导则第1部分：标准的结构和编写》(GB/T 1.1-2009)的要求制定。

4.2标准的适用范围和主要技术内容

（1）本标准适用于地表水、水源水、生活污水和废水中粪大肠菌群的测定。

（2）本标准采用酶底物法，重点做好多管发酵法和酶底物法的比对研究，完善质量控制和质量保证手段。

4.3标准制订的技术路线

（1）本标准采用酶底物法测定水中粪大肠菌群，选择多种类型的水样与多管发酵法进行比对研究。
（2）购买有证定性和定量质控菌株，进行阴、阳性质量检验和准确性实验。
（3）进行6家实验室间定量质控和低、中、高浓度加标水样比对验证。

（4）编制标准文本征求意见稿和编制说明。

（5）对征求的意见进行汇总，编制标准文本的送审稿和编制说明。

（6）送审稿经审查合格后，提交标准文本的报批稿和编制说明。

（7）报批稿经审查后，标准发布。

技术路线见图1。


















图1 标准制定技术路线图
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5.1主题内容与适用范围

本标准利用酶底物法定性水中粪大肠菌群的阳性结果，利用MPN法定量检测水中粪大肠菌群的浓度。当接种体积为300 ml水样时，方法的检出限为3 个/L；当接种体积≤100 ml水样时，方法的检出限为10 个/L；
本标准适用于地表水、水源水、生活污水和废水中粪大肠菌群的实验室常规及快速测定。
5.2方法原理
大肠杆菌在44.5℃下培养24 h，一部分耐热的大肠菌群被选择性的生长出来，这被统称为粪大肠菌群。该类细菌能培养产生β-半乳糖苷酶(β-D-galactosidase) 水解邻硝基苯基β-D-半乳糖苷（ONPG，Ortho-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside）为半乳糖和邻-硝基苯酚（ONP），黄色的邻-硝基苯酚使培养液显色，从而判断水样中粪大肠菌群阳性。利用51孔或97孔MPN定量检测盘，可准确定量100 ml水样中大肠菌群的数量。
5.3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化学试剂。
（1）市售酶底物法培养基
（2）51孔定量孔板和97孔定量孔板
（3）100 ml无菌定量瓶内含0.5 g硫代硫酸钠
（4）无菌生理盐水：称取0.9 g氯化钠加入100 ml纯水中，于121℃高压蒸汽灭菌20 min，备用。
5.4仪器和设备
（1）GNP9270型恒温培养箱,经过计量部门校准，校准温度点为37℃±1℃。
（2）GHP9160型水式恒温培养箱,经过计量部门校准，校准温度点为44.5℃。
（3）LK-2010A型程控定量封口机（带51孔和97孔定量盘橡胶托垫）。
（4）LZDX-50KBS型自动电热压力灭菌锅

（5）YJ-875超净工作台

（6）101-1ASB型鼓风干燥箱
（7）冰箱：0℃～4℃
（8）采样瓶：500 ml广口棕色玻璃瓶
（9）移液枪、枪头、牛皮纸、小试管、锥形瓶等使用前均按照无菌要求包扎，121℃高压蒸汽灭菌20 min，备用。
5.5样品
（1）采样瓶灭菌
微生物采样采用广口棕色玻璃瓶，依次用洗涤剂洗一次、自来水三次、蒸馏水清洗一次。用牛皮纸将瓶塞、瓶顶和瓶颈处包裹好，置于160～170℃干热灭菌2 h，或用高压蒸汽灭菌器，121℃湿热灭菌15 min。干热灭菌的采样瓶应在两周内使用，否则应重新灭菌；湿热灭菌的采样瓶如不能立即使用，应于60℃将瓶内冷凝水烘干，两周内使用。
（2）样品采集
与其他项目一同采样时，先单独采集微生物样品，采样瓶不得用水样洗涤，按照无菌操作的要求采集水样。
采集江河湖库等地表水时，可握住瓶子下部直接将带塞采样瓶插入水中，距水面约10～15 cm处，瓶口朝水流方向，把玻璃瓶塞，使水样灌入瓶内然后盖上瓶塞，将采样瓶从水中取出。如果没有水流，可握住瓶子水平前推。采好水样后，迅速扎上无菌包装纸。
从龙头装置采集样品时，不要选用漏水的龙头，采水前将龙头打开至最大，放水3～5 min；然后将龙头关闭，用火焰灼烧约3 min灭菌，开足龙头，再放水1 min，以充分除去水管中的滞留杂质。采样时控制水流速度，小心接入瓶内。
采集地表水、废水样品及一定深度的水样时，可使用灭菌过的专用采样装置采样。在同一采样点进行分层采样时，应自上而下进行，以免不同层次的搅扰。
（3）样品保存
采样后2 h内检测，若不能及时分析，需10℃以下冷藏并不超过6 h。实验室接样后不能立即展开检测的，应将样品放入4℃冰箱并2 h内测定。
5.6分析步骤
5.6.1接种量
将水样充分混匀后，根据水样污染的程度确定水样的接种量。51定量盘的定量范围为1～200.5个/100 ml；97孔板的定量范围：1～2419.6个/100 ml。一般来说分为以下五个等级（见表2）：
表2 水样接种量参考表
	水样类型
	接种量（ml）

	
	300*
	100
	10
	1.0
	0.1
	10-2
	10-3
	10-4
	10-5
	10-6
	10-7

	水源水、水库及饮用水
	▲
	▲
	▲
	
	
	
	
	
	
	
	

	河水、景观水
	
	
	
	▲
	▲
	
	
	
	
	
	

	医疗机构排放污水
	
	
	
	
	▲
	▲
	
	
	
	
	

	污水处理厂排放废水
	
	
	
	
	
	
	▲
	▲
	
	
	

	生活污水
	
	
	
	
	
	
	
	▲
	▲
	
	

	畜禽养殖业排放废水
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	▲
	▲

	备注*
	300ml接种量按照表3方法进行，其余均接种于100 ml定量瓶中。


5.6.2操作步骤
（1）水样充分混匀，按无菌操作制作接种水样和稀释水样。
（2）清洁水样，如水源水、饮用水，接种水样总量为300 ml，接种水样为100 ml 2份、10 ml 10份。操作如下：
①取100 ml无菌定量瓶2个，分别加入100 ml水样至刻度线，加入酶底物法试剂粉末，缓慢翻转振摇混匀溶解。
②取100 ml无菌定量瓶1个，加入2包酶底物法试剂粉末，缓慢翻转振摇混匀溶解，分装于10个无菌试管中，每管10 ml培养基溶液。
③分别取10份10 ml水样接种于含10 ml培养基溶液的10个试管中，总量100 ml水样，加塞。
④将上述2个含100 ml水样定量瓶和10份10 ml水样的试管放入温度恒定在44.5℃的隔水式恒温培养箱内培养24 h±2 h。观察阳性结果。
⑤查表3，直接得出每升水样中含多少个粪大肠菌群数（个/L）。（3）受污染水样，按以下步骤进行接种：
①将水样充分振摇混匀，用移液枪移取一定体积（≤100 ml）的水样于100 ml无菌定量瓶中，用无菌生理盐水定容到100 ml刻度线。
②加入1包酶底物法试剂粉末，缓慢翻转振摇混匀溶解，注意操作过程中尽量不产生气泡，取51或97定量孔板一个，将充分混匀溶解的溶液灌入定量孔板中，轻敲孔板底部，使产生的气泡全部弹出来。
③与孔板胶托吻合后放入程控定量封口机进行封口，在孔板的纸面记录样品信息和开始培养时间。
④放入温度恒定在44.5℃的隔水式恒温培养箱内培养24 h±2 h，观察阳性结果。
⑤查对应的51或97孔MPN表，按照每升水样中含多少个粪大肠菌群数计算样品浓度（个/L）。
5.6.3空白试验
用100 ml无菌定量瓶移取100 ml无菌生理盐水，按照5.5.2操作进行测试。
5.6.4结果判读和计数
（1）黄色孔格为阳性结果，无色为阴性结果（如果水样有颜色干扰结果判断，应取原水样进行参照试验）。
（2）如果接种量为300 ml，即2个100 ml和10个10 ml水样，按照表3直接查出每升水样中粪大肠菌群数。
表3 粪大肠菌群检数表[14]
（接种水样100 ml 2份、10 ml 10份、总量300 ml）
	10 ml水样的

阳性管数
	100ml水样的阳性瓶数

	
	0
	1
	2

	
	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


（3）如果使用51孔定量盘，直接读取孔格显黄色的阳性个数，查附录A中51孔MPN表得到MPN值，如果使用97孔定量盘，直接读取大、小孔格显黄色的阳性个数，查附录B中97孔MPN表得到MPN值，结果代入如下公式：

[image: image1.png]NN A~ 4
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51孔MPN表见附件A，97孔MPN表见附件B，
5.6.5检出限
当接种量为300 ml时，方法的检出限为3个/L；当接种量≤100 ml时，方法检出限为10个/L。

5.6.6精密度和准确度
（1）精密度的测定
选取有证的质控菌株进行精密度实验，购买北京三药科技开发公司研制的定量质控菌株，产品号为36053（菌种编号CMCC(B)44102）产品批号170328，定量值106cfu/颗。然后按照菌株说明书进行复苏和活化，方法如下：
使用前将未开启的西林瓶平衡至室温。
②打开瓶塞，将1.0 mL无菌生理盐水加入西林瓶中，盖上瓶盖，静置约30 s，涡旋震荡5~10 s。
③将1.0 ml菌液全部转移到100 ml无菌定量瓶中，用已灭菌的自来水定容到100 ml刻度线。作为107 个/L的高浓度加标水样
④取107 个/L的实际水样1 ml转移到100 ml无菌定量瓶中，用已灭菌的自来水定容到100 ml刻度线。作为105 个/L的中浓度加标水样
⑤取105 个/L的实际水样1 ml转移到100 ml无菌定量瓶中，用已经灭菌的自来水定容到100 ml刻度线。作为103 个/L的低浓度加标水样
⑥其余操作按照5.6.2步骤（3）进行，低、中、高浓度加标平行测定7次。
（2）准确度的测定
选取有证的质控菌株进行准确度实验，购买北京三药科技开发公司研制的定量质控菌株，产品号为33053（菌种编号CMCC(B)44102）产品批号170301，定量值范围1000 cfu/L，测定方法按照菌株说明书进行复苏和活化，方法如下：
用前将未开启的西林瓶平衡至室温。
②打开瓶塞，将1.0 mL无菌生理盐水加入西林瓶中，盖上瓶盖，静置约30 s，涡旋震荡5~10 s。
③吸取100μL菌液转移到100 ml无菌定量瓶中，其余操作按照5.5.2步骤（3）进行，平行测定7次。
（3）测定结果
6家验证单位对酶底物法的精密度和准确度进行验证，6家实验室对标准样品（1000 cfu/L）和3种浓度（103 cfu/L，105 cfu/L，107 cfu/L）的加标水样进行测定，每个样品平行测定7次，结果见表4～11。微生物检测数据为偏态分布，按照其统计分析要求，其检测所得MPN值应经对数（以10为底）转换后，再进行精密度和准确度的统计分析。
表4 宝鸡市环境监测中心站检测结果
	样品编号
	检测结果（个/L）
	样品编号
	检测结果（个/L）
	样品编号
	检测结果（个/L）
	样品编号
	检测结果（个/L）

	质控样-1
	9.4×102
	低浓度-1
	1.3×103
	中浓度-1
	1.4×105
	高浓度-1
	1.2×107

	质控样-2
	8.3×102
	低浓度-2
	1.2×103
	中浓度-2
	1.0×105
	高浓度-2
	1.1×107

	质控样-3
	9.4×102
	低浓度-3
	1.2×103
	中浓度-3
	1.2×105
	高浓度-3
	1.2×107

	质控样-4
	8.3×102
	低浓度-4
	1.7×103
	中浓度-4
	9.2×104
	高浓度-4
	1.4×107

	质控样-5
	1.0×103
	低浓度-5
	1.4×103
	中浓度-5
	1.1×105
	高浓度-5
	1.0×107

	质控样-6
	1.2×103
	低浓度-6
	1.0×103
	中浓度-6
	1.2×105
	高浓度-6
	1.0×107

	质控样-7
	1.2×103
	低浓度-7
	1.3×103
	中浓度-7
	9.8×104
	高浓度-7
	1.2×107

	(xi
	9.9×102
	(xi
	1.3×103
	(xi
	1.1×105
	(xi
	1.2×107

	Si
	0.07
	Si
	0.07
	Si
	0.06
	Si
	0.05

	RSDi(%)
	2.2
	RSDi(%)
	2.3
	RSDi(%)
	1.3
	RSDi(%)
	0.7


表5 杨凌示范区环境监测站检测结果
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）

	质控样-1
	9.4×102
	低浓度-1
	1.7×103
	中浓度-1
	1.2×105
	高浓度-1
	1.3×107

	质控样-2
	8.8×102
	低浓度-2
	1.6×103
	中浓度-2
	1.7×105
	高浓度-2
	1.1×107

	质控样-3
	7.8×102
	低浓度-3
	1.4×103
	中浓度-3
	1.4×105
	高浓度-3
	1.6×107

	质控样-4
	7.8×102
	低浓度-4
	1.3×103
	中浓度-4
	1.3×105
	高浓度-4
	1.1×107

	质控样-5
	1.2×103
	低浓度-5
	1.3×103
	中浓度-5
	1.4×105
	高浓度-5
	1.1×107

	质控样-6
	1.0×103
	低浓度-6
	9.8×102
	中浓度-6
	1.2×105
	高浓度-6
	1.2×107

	质控样-7
	1.1×103
	低浓度-7
	1.6×103
	中浓度-7
	9.8×104
	高浓度-7
	9.8×106

	(xi
	9.5×102
	(xi
	1.4×103
	(xi
	1.3×105
	(xi
	1.2×107

	Si
	0.07
	Si
	0.08
	Si
	0.07
	Si
	0.07

	RSDi(%)
	2.4
	RSDi(%)
	2.6
	RSDi(%)
	1.5
	RSDi(%)
	1.0


表6 西安市环境监测站检测结果
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）

	质控样-1
	9.4×102
	低浓度-1
	9.8×102
	中浓度-1
	1.2×105
	高浓度-1
	1.1×107

	质控样-2
	1.1×103
	低浓度-2
	1.1×103
	中浓度-2
	1.0×105
	高浓度-2
	1.1×107

	质控样-3
	1.0×103
	低浓度-3
	1.2×103
	中浓度-3
	1.0×105
	高浓度-3
	1.4×107

	质控样-4
	8.8×102
	低浓度-4
	1.1×103
	中浓度-4
	1.4×105
	高浓度-4
	9.8×106

	质控样-5
	1.1×103
	低浓度-5
	1.0×103
	中浓度-5
	1.3×105
	高浓度-5
	1.1×107

	质控样-6
	9.4×102
	低浓度-6
	1.3×103
	中浓度-6
	9.2×104
	高浓度-6
	9.2×106

	质控样-7
	1.1×103
	低浓度-7
	1.0×103
	中浓度-7
	1.3×105
	高浓度-7
	1.2×107

	(xi
	1.0×103
	(xi
	1.1×103
	(xi
	1.2×105
	(xi
	1.1×107

	Si
	0.04
	Si
	0.05
	Si
	0.07
	Si
	0.06

	RSDi(%)
	1.3
	RSDi(%)
	1.5
	RSDi(%)
	1.4
	RSDi(%)
	0.8


表7 铜川市环境监测中心检测结果
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）

	质控样-1
	9.4×102
	低浓度-1
	1.0×103
	中浓度-1
	9.8×104
	高浓度-1
	1.3×107

	质控样-2
	1.0×103
	低浓度-2
	9.8×102
	中浓度-2
	1.2×105
	高浓度-2
	1.0×107

	质控样-3
	8.8×102
	低浓度-3
	1.1×103
	中浓度-3
	8.2×104
	高浓度-3
	1.1×107

	质控样-4
	1.1×103
	低浓度-4
	1．1×103
	中浓度-4
	1.2×105
	高浓度-4
	8.2×106

	质控样-5
	9.4×102
	低浓度-5
	1.0×103
	中浓度-5
	1.2×105
	高浓度-5
	1.3×107

	质控样-6
	1.1×103
	低浓度-6
	1.1×103
	中浓度-6
	1.4×105
	高浓度-6
	9.8×106

	质控样-7
	1.1×103
	低浓度-7
	1.1×103
	中浓度-7
	9.2×104
	高浓度-7
	1.2×107

	(xi
	1.0×103
	(xi
	1.0×103
	(xi
	1.1×105
	(xi
	1.1×107

	Si
	0.04
	Si
	0.02
	Si
	0.08
	Si
	0.07

	RSDi(%)
	1.3
	RSDi(%)
	0.8
	RSDi(%)
	1.6
	RSDi(%)
	1.0


表8 安康市环保监测站检测结果
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）

	质控样-1
	9.4×102
	低浓度-1
	1.6×103
	中浓度-1
	1.3×105
	高浓度-1
	9.8×106

	质控样-2
	8.8×102
	低浓度-2
	1.6×103
	中浓度-2
	1.6×105
	高浓度-2
	1.3×107

	质控样-3
	1.0×103
	低浓度-3
	1.4×103
	中浓度-3
	1.4×105
	高浓度-3
	8.7×106

	质控样-4
	1.1×103
	低浓度-4
	1.7×103
	中浓度-4
	1.6×105
	高浓度-4
	9.2×106

	质控样-5
	7.8×102
	低浓度-5
	1.7×103
	中浓度-5
	1.1×105
	高浓度-5
	9.2×106

	质控样-6
	1.2×103
	低浓度-6
	1.6×103
	中浓度-6
	8.2×104
	高浓度-6
	8.2×106

	质控样-7
	1.0×103
	低浓度-7
	1.6×103
	中浓度-7
	1.1×105
	高浓度-7
	1.0×107

	(xi
	9.8×102
	(xi
	1.6×103
	(xi
	1.3×105
	(xi
	9.7×106

	Si
	0.06
	Si
	0.03
	Si
	0.10
	Si
	0.06

	RSDi(%)
	2.1
	RSDi(%)
	0.9
	RSDi(%)
	2.0
	RSDi(%)
	0.9


表9 陕西省环境监测中心站检测结果
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）
	样品编号
	检测结果
（个/L）

	质控样-1
	9.4×102
	低浓度-1
	8.7×102
	中浓度-1
	1.0×105
	高浓度-1
	9.2×106

	质控样-2
	1.0×103
	低浓度-2
	9.8×102
	中浓度-2
	1.3×105
	高浓度-2
	8.7×106

	质控样-3
	8.8×102
	低浓度-3
	1.3×103
	中浓度-3
	1.0×105
	高浓度-3
	1.0×107

	质控样-4
	1.1×103
	低浓度-4
	8.7×102
	中浓度-4
	9.8×104
	高浓度-4
	1.1×107

	质控样-5
	9.4×102
	低浓度-5
	7.7×102
	中浓度-5
	8.7×104
	高浓度-5
	7.7×106

	质控样-6
	1.1×103
	低浓度-6
	8.7×102
	中浓度-6
	9.8×104
	高浓度-6
	1.0×107

	质控样-7
	1.1×103
	低浓度-7
	1.1×103
	中浓度-7
	9.8×104
	高浓度-7
	8.2×106

	(xi
	1.0×103
	(xi
	9.7×102
	(xi
	1.0×105
	(xi
	9.3×106

	Si
	0.04
	Si
	0.08
	Si
	0.05
	Si
	0.05

	RSDi(%)
	1.3
	RSDi(%)
	2.6
	RSDi(%)
	1.1
	RSDi(%)
	0.8


表10 六家实验室间精密度测定统计结果
	实验
室号
	标准样品（1000 cfu/L）
	低浓度（103 cfu/L）
	中浓度（105 cfu/L）
	高浓度（107 cfu/L）

	
	(xi
	Si
	RSDi

(%)
	(xi
	Si
	RSDi

(%)
	(xi
	Si
	RSDi

(%)
	(xi
	Si
	RSDi

(%)

	1
	9.9×102
	0.07
	2.2
	1.3×103
	0.07
	2.3
	1.1×105
	0.06
	1.3
	1.2×107
	0.05
	0.7

	2
	9.5×102
	0.07
	2.4
	1.4×103
	0.08
	2.6
	1.3×105
	0.07
	1.5
	1.2×107
	0.07
	1.0

	3
	1.0×103
	0.04
	1.3
	1.1×103
	0.05
	1.5
	1.2×105
	0.07
	1.4
	1.1×107
	0.06
	0.8

	4
	1.0×103
	0.04
	1.3
	1.0×103
	0.02
	0.8
	1.1×105
	0.08
	1.6
	1.1×107
	0.07
	1.0

	5
	9.8×102
	0.06
	2.1
	1.6×103
	0.03
	0.9
	1.3×105
	0.10
	2.0
	9.7×106
	0.06
	0.9

	6
	1.0×103
	0.04
	1.3
	9.7×102
	0.08
	2.6
	1.0×105
	0.05
	1.1
	9.3×106
	0.05
	0.8

	(X
	9.7×102
	1.2×103
	1.2×105
	1.1×106

	S’
	0.01
	0.08
	0.04
	0.04

	RSD’ (%)
	0.3
	2.6
	0.8
	0.6

	r
	0.15
	0.17
	0.20
	0.17

	R
	2.7
	2.4
	2.6
	2.5


表11 六家实验室准确度测定统计结果
	实验室号
	标准样品（1000个/L）

	
	X平均值
	相对误差

	1
	9.9×102
	-0.15

	2
	9.5×102
	-0.74

	3
	1.0×103
	0.00

	4
	1.0×103
	0.00

	5
	9.8×102
	-0.29

	6
	1.0×103
	0.00


5.6.7与现有标准方法的比对
采用与HJ347-2007中的多管发酵法和HJ 755-2015中的纸片快速法比对来说明方法的可靠性。
（1）标准质控菌株测试
粪大肠菌群为无芽孢的革兰氏阴性菌。因此选用代表粪大肠菌群阳性的质控菌株测试酶底物法阳性，采用代表革兰氏阳性菌的质控菌株测试酶底物法为阴性，采用代表革兰氏阴性菌的非粪大肠菌群质控菌株测试酶底物法阴性，具体选择的有证质控菌株见表12。
表12粪大肠菌群质控菌株
	序号
	菌株名称
	来源编号
	拉丁名
	所属类别
	质量检验

	1
	大肠埃希氏菌
	ATCC 11775或CICC 21524
	Escherichia coli
	粪大肠菌群
	“+”阳性

	2
	大肠埃希氏菌
	CICC 24176
	Escherichia coli
	粪大肠菌群
	“+”阳性

	3
	大肠埃希氏菌
	ATCC 25922
	Escherichia coli
	粪大肠菌群
	“+”阳性

	4
	弗氏柠檬杆菌
	ATCC 8090
	Citrobacterfreundii
	粪大肠菌群
	“+”阳性

	5
	肺炎克雷白氏菌
	ATCC 13883或CICC 24165
	Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
	粪大肠菌群
	“+”阳性

	6
	阴沟肠杆菌
	ATCC 13047或CICC 21539
	Enterobacter cloacae
	粪大肠菌群
	“+”阳性

	7
	金黄色葡萄球菌
	ATCC 25923或CICC 23656
	Staphylococcus aureus
	代表革兰氏阳性菌
	“-”阴性

	8
	铜绿假单胞菌
	ATCC 27853或CICC 21636
	Pseudomonas aeruginosa
	代表革兰氏阴性菌非大肠菌群属
	“-”阴性

	9
	产气肠杆菌
	CICC10293或ATCC 13048
	Enterobacter aerogenes
	代表革兰氏阴性菌非大肠菌群属
	“-”阴性


将表12中的质控菌株制成300～3000个/ml的菌悬液，分别接种在酶底物法培养基和多管发酵法培养基中，培养24 h后观察结果。按照5.6.2进行标准菌株的酶底物法测试，同时接种在乳糖蛋白胨培养基进行多管发酵法的测试。将两组检验结果进行配对卡方检验。表13～15结果显示：酶底物法和多管发酵法检测粪大肠菌群的检出结果无显著性差异。（P=0.250＞0.05）
表13 粪大肠菌群配对卡方检验
	配对卡方检验
	多管发酵法
	合计

	
	阳性
	阴性
	

	酶底物法
	阳性
	64
	0
	64

	
	阴性
	3
	18
	21

	合计
	67
	18
	


表14 酶底物法与多管发酵法的交叉制表
	数据
	多管发酵法
	合计

	
	阴性
	阳性
	

	酶底物法
	阴性
	计数
	18
	3
	21

	
	
	酶底物法中的 %
	85.7%
	14.3%
	100.0%

	
	
	多管发酵法中的 %
	100.0%
	4.5%
	24.7%

	
	阳性
	计数
	0
	64
	64

	
	
	酶底物法中的 %
	0.0%
	100.0%
	100.0%

	
	
	多管发酵法中的 %
	0.0%
	95.5%
	75.3%

	合计
	计数
	18
	67
	85

	
	酶底物法中的 %
	21.2%
	78.8%
	100.0%

	
	多管发酵法中的 %
	100.0%
	100.0%
	100.0%


表15 卡方检验结果
	
	值
	精确sig（双侧）

	McNemar检验
有效案例中的 N
	85
	0.250


（2）与多管发酵法实际水样的比对
根据本标准的适用范围，用酶底物法测定了水库、河流、城市景观水、污水处理厂外排口、医疗机构废水、畜禽养殖污水、企业排放废水等多类型的水样中粪大肠菌群，并与多管发酵法进行同步对比，方法依据HJ/T 347-2007中的多管发酵法。
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图1 酶底物法与多管发酵法测定粪大肠菌群的比对结果
对两种方法对73个水样中粪大肠菌群的检测结果进行配对t检验，为了使两组数据呈正态分布，对数据进行对数处理后采用SPSS17.0软件进行配对t检验，结果见表16
表16多管发酵法与酶底物法测定粪大肠菌群配对t检验结果
	
	成对差分
	t
	df
	Sig.(双侧)

	
	均值
	标准差
	均值的标准误
	差分的 95% 置信区间
	
	
	

	
	
	
	
	下限
	上限
	
	
	

	多管发酵法 - 酶底物法
	-.00397
	.71025
	.08313
	-.16969
	.16174
	-.048
	72
	0.962


由表16可见，酶底物法与多管发酵法对粪大肠菌群的检测结果没有统计学意义上的差别（P=0.962＞0.05）.
（3）与快速纸片法实际水样的比对
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图2酶底物法与纸片快速法测定粪大肠菌群的比对结果
对两种方法对66个水样中粪大肠菌群的检测结果进行配对t检验，为了使两组数据呈正态分布，对数据进行对数处理后采用SPSS17.0软件进行配对t检验，结果见表17
表17 酶底物法与纸片快速法测定粪大肠菌群配对t检验结果
	
	
	成对差分
	t
	df
	Sig.(双侧)

	
	
	均值
	标准差
	均值的标准误
	差分的 95% 

置信区间
	
	
	

	
	
	
	
	
	下限
	上限
	
	
	

	对 1
	酶底物法–

纸片快速法
	.02091
	.85513
	.10526
	-.18931
	.23113
	.199
	65
	.843


由表17可见，酶底物法与纸片快速法对粪大肠菌群的检测结果没有统计学意义上的差别（P=0.843＞0.05）。
5.7结果计算与表示
5.7.1结果计算
5.7.1.1接种量为300 ml
根据8.5中定量瓶和试管阳性个数，查MPN表（附表A）可得每升水样中粪大肠菌群。
5.7.1.2接种量≤100 ml
根据8.5中51孔定量孔板阳性数，查51孔MPN表（附表B）；根据8.5中97孔定量孔板大孔和小孔的阳性数，查97孔MPN表（附表C和D）；再根据样品的稀释度，按公式（1）换算为每1L水样中粪大肠菌群的浓度。

[image: image4.wmf]f

MPN

C

10

值

´

=

 …………………....（1）
式中：C—每升水样中粪大肠菌群数，个/L；
MPN值—查51孔或97孔MPN表所得数，MPN/100 ml；
10—将MPN/100 ml转换为个/L；
f—接种样品的稀释度。
5.7.2结果表示
测定结果保留二位有效数字，大于等于100时以科学计数法表示，单位为个/L。
5.8质量保证和质量控制
（1）每批样品按5.6.3进行空白试验，并使用有证标准菌株进行阳性、阴性对照试验。
（2）每批样品须取10%进行平行样分析，检测结果以算术平均值计。
（3）尽量选用市售商品化培养基，以减少配制中产生的误差。
（4）按照质控要求，定期使用有证标准样品/标准样品进行质量控制。
5.9废物处理
使用后的器皿及废弃物须经121℃高压蒸汽灭菌20 min，器皿方可清洗，废弃物作为一般废物处置。
6参与方法验证单位及人员
6.1参加方法验证的实验室、验证人员的基本情况
表18参与验证实验室硬件情况
	验证实验室
	仪器名称
	规格型号
	性能状况
	仪器编号

	陕西省环境监测中心站
	隔水式恒温培养箱
	GNP9270
	正常
	3-JB-024-3-01

	西安市环境监测站
	生化培养箱
	LRH-250A
	正常
	SY0118

	宝鸡市环境监测站
	生化培养箱
	LRH-250A
	正常
	2501311226900130

	安康市环保监测站
	生化培养箱
	SHP-150
	正常
	Ak-075

	铜川市环境监测站
	电热恒温培养箱
	DH-5000BⅡ
	正常
	ZY2017000202

	杨凌区环境监测站
	低温生化培养箱
	LT-BIX200L
	正常
	YLYQ-2010-030


6.2参加方法验证人员的基本情况
表19 参与验证实验室人员情况
	姓名
	职称
	从事工作年限
	单位名称

	许锋
	正高工
	30
	陕西省环境监测中心站

	吴卫东
	正高工
	26
	陕西省环境监测中心站

	张会强
	工程师
	8
	陕西省环境监测中心站

	刘敏
	助工
	6
	陕西省环境监测中心站

	周弛
	工程师
	9
	陕西省环境监测中心站

	马文鹏
	工程师
	12
	陕西省环境监测中心站

	张秦铭
	工程师
	9
	陕西省环境监测中心站

	冉小静
	工程师
	12
	西安市环境监测站

	李静
	工程师
	16
	宝鸡市环境监测站

	马旭东
	助工
	5
	安康市环保监测站

	张巍
	助工
	5
	铜川市环境监测站

	杜伟
	工程师
	10
	铜川市环境监测站

	张亮亮
	工程师
	4
	杨凌区环境监测站


7对实施本标准的建议
本标准是采用酶底物法测定水中粪大肠菌群，具有检验周期短，操作简便，假阳性低，数据准确等优点。该方法可在短时间内进行大量样品的快速测定。
目前，酶底物法是全球测试粪大肠菌群的首先方法，已经列入50多个国家的标准，通过测定水中大肠菌群的数量可以判断水体受大肠杆菌的污染状况，从而间接反映水质的粪便污染状况和环境卫生质量。本标准制定后，建议列为粪大肠菌群的重点推荐检验方法。
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（规范性附录）
51孔定量孔板MPN表（每100 ml水样）
	阳性孔数
	MPN值
	95%可信范围下限
	95%可信范围上限

	0
	＜1
	0.0
	3.7

	1
	1.0
	0.3
	5.6

	2
	2.0
	0.6
	7.3

	3
	3.1
	1.1
	9.0

	4
	4.2
	1.7
	10.7

	5
	5.3
	2.3
	12.3

	6
	6.4
	3.0
	13.9

	7
	7.5
	3.7
	15.5

	8
	8.7
	4.5
	17.1

	9
	9.9
	5.3
	18.8

	10
	11.1
	6.1
	20.5

	11
	12.4
	7.0
	22.1

	12
	13.7
	7.9
	23.9

	13
	15.0
	8.8
	25.7

	14
	16.4
	9.8
	27.5

	15
	17.8
	10.8
	29.4

	16
	19.2
	11.9
	31.3

	17
	20.7
	13.0
	33.3

	18
	22.2
	14.1
	35.2

	19
	23.8
	15.3
	37.3

	20
	25.4
	16.5
	39.4

	21
	27.1
	17.7
	41.6

	22
	28.8
	19.0
	43.9

	23
	30.6
	20.4
	46.3

	24
	32.4
	21.8
	48.7

	25
	34.4
	23.3
	51.2

	26
	36.4
	24.7
	53.9

	27
	38.4
	26.4
	56.6

	28
	40.6
	28.0
	59.5

	29
	42.9
	29.7
	62.5

	30
	45.3
	31.5
	65.6

	31
	47.8
	33.4
	69.0

	32
	50.4
	35.4
	72.5

	33
	53.1
	37.5
	76.2

	34
	56.0
	39.7
	80.1

	35
	59.1
	42.0
	84.4

	36
	62.4
	44.6
	88.8

	37
	65.9
	47.2
	93.7

	38
	69.7
	50.0
	99.0

	39
	73.8
	53.1
	104.8

	40
	78.2
	56.4
	111.2

	41
	83.1
	59.9
	118.3

	42
	88.5
	63.9
	126.2

	43
	94.5
	68.2
	135.4

	44
	101.3
	73.1
	146.0

	45
	109.1
	78.6
	158.7

	46
	118.4
	85.0
	174.5

	47
	129.8
	92.7
	195.0

	48
	144.5
	102.3
	224.1

	49
	165.2
	115.2
	272.2

	50
	200.5
	135.8
	387.6

	51
	＞200.5
	146.1
	—


（规范性附录）
97孔定量孔板MPN表（每100 ml水样）
	大孔ａ
	小孔ａ

	
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16

	0
	＜1
	1.0
	2.0
	3.0
	4.0
	5.0
	6.0
	7.0
	8.0
	9.0
	10.0
	11.0
	12.0
	13.0
	14.1
	15.1
	16.1

	1
	1.0
	2.0
	3.0
	4.0
	5.0
	6.0
	7.1
	8.1
	9.1
	10.1
	11.1
	12.1
	13.2
	14.2
	15.2
	16.2
	17.3

	2
	2.0
	3.0
	4.1
	5.1
	6.1
	7.1
	8.1
	9.2
	10.2
	11.2
	12.2
	13.3
	14.3
	15.4
	16.4
	17.4
	18.5

	3
	3.1
	4.1
	5.1
	6.1
	7.2
	8.2
	9.2
	10.3
	11.3
	12.4
	13.4
	14.5
	15.5
	16.5
	17.6
	18.6
	19.7

	4
	4.1
	5.2
	6.2
	7.2
	8.3
	9.3
	10.4
	11.4
	12.5
	13.5
	14.6
	15.6
	16.7
	17.8
	18.8
	19.9
	21.0

	5
	5.2
	6.3
	7.3
	8.4
	9.4
	10.5
	11.5
	12.6
	13.7
	14.7
	15.8
	16.9
	17.9
	19.0
	20.1
	21.2
	22.2

	6
	6.3
	7.4
	8.4
	9.5
	10.6
	11.6
	12.7
	13.8
	14.9
	16.0
	17.0
	18.1
	19.2
	20.3
	21.4
	22.5
	23.6

	7
	7.5
	8.5
	9.6
	10.7
	11.8
	12.8
	13.9
	15.0
	16.1
	17.2
	18.3
	19.4
	20.5
	21.6
	22.7
	23.8
	24.9

	8
	8.6
	9.7
	10.8
	11.9
	13.0
	14.1
	15.2
	16.3
	17.4
	18.5
	19.6
	20.7
	21.8
	22.9
	24.1
	25.2
	26.3

	9
	9.8
	10.9
	12.0
	13.1
	14.2
	15.3
	16.4
	17.6
	18.7
	19.8
	20.9
	22.0
	23.2
	24.3
	25.4
	26.6
	27.7

	10
	11.0
	12.1
	13.2
	14.4
	15.5
	16.6
	17.7
	18.9
	20.0
	21.1
	22.3
	23.4
	24.6
	25.7
	26.9
	28.0
	29.2

	11
	12.2
	13.4
	14.5
	15.6
	16.8
	17.9
	19.1
	20.2
	21.4
	22.5
	23.7
	24.8
	26.0
	27.2
	28.3
	29.5
	30.7

	12
	13.5
	14.6
	15.8
	16.9
	18.1
	19.3
	20.4
	21.6
	22.8
	23.9
	25.1
	26.3
	27.5
	28.6
	29.8
	31.0
	32.2

	13
	14.8
	16.0
	17.1
	18.3
	19.5
	20.6
	21.8
	23.0
	24.2
	25.4
	26.6
	27.8
	29.0
	30.2
	31.4
	32.6
	33.8

	14
	16.1
	17.3
	18.5
	19.7
	20.9
	22.1
	23.3
	24.5
	25.7
	26.9
	28.1
	29.3
	30.5
	31.7
	33.0
	34.2
	35.4

	15
	17.5
	18.7
	19.9
	21.1
	22.3
	23.5
	24.7
	25.9
	27.2
	28.4
	29.6
	30.9
	32.1
	33.3
	34.6
	35.8
	37.1

	16
	18.9
	20.1
	21.3
	22.6
	23.8
	25.0
	26.2
	27.5
	28.7
	30.0
	31.2
	32.5
	33.7
	35.0
	36.3
	37.5
	38.8

	17
	20.3
	21.6
	22.8
	24.1
	25.3
	26.6
	27.8
	29.1
	30.3
	31.6
	32.9
	34.1
	35.4
	36.7
	38.0
	39.3
	40.6

	18
	21.8
	23.1
	24.3
	25.6
	26.9
	28.1
	29.4
	30.7
	32.0
	33.3
	34.6
	35.9
	37.2
	38.5
	39.8
	41.1
	42.4

	19
	23.3
	24.6
	25.9
	27.2
	28.5
	29.8
	31.1
	32.4
	33.7
	35.0
	36.3
	37.6
	39.0
	40.3
	41.6
	43.0
	44.3

	20
	24.9
	26.2
	27.5
	28.8
	30.1
	31.5
	32.8
	34.1
	35.4
	36.8
	38.1
	39.5
	40.8
	42.2
	43.6
	44.9
	46.3

	21
	26.5
	27.9
	29.2
	30.5
	31.8
	33.2
	34.5
	35.9
	37.3
	38.6
	40.0
	41.4
	42.8
	44.1
	45.5
	46.9
	48.4

	22
	28.2
	29.5
	30.9
	32.3
	33.6
	35.0
	36.4
	37.7
	39.1
	40.5
	41.9
	43.3
	44.8
	46.2
	47.6
	49.0
	50.5

	23
	29.9
	31.3
	32.7
	34.1
	35.5
	36.8
	38.3
	39.7
	41.1
	42.5
	43.9
	45.4
	46.8
	48.3
	49.7
	51.2
	52.7

	24
	31.7
	33.1
	34.5
	35.9
	37.3
	38.8
	40.2
	41.7
	43.1
	44.6
	46.0
	47.5
	49.0
	50.5
	52.0
	53.5
	55.0

	25
	33.6
	35.0
	36.4
	37.9
	39.3
	40.8
	42.2
	43.7
	45.2
	46.7
	48.2
	49.7
	51.2
	52.7
	54.3
	55.8
	57.3

	26
	35.5
	36.9
	38.4
	39.9
	41.4
	42.8
	44.3
	45.9
	47.4
	48.9
	50.4
	52.0
	53.5
	55.1
	56.7
	58.2
	59.8

	27
	37.4
	38.9
	40.4
	42.0
	43.5
	45.0
	46.5
	48.1
	49.6
	51.2
	52.8
	54.4
	56.0
	57.6
	59.2
	60.8
	62.4

	28
	39.5
	41.0
	42.6
	44.1
	45.7
	47.3
	48.8
	50.4
	52.0
	53.6
	55.2
	56.9
	58.5
	60.2
	61.8
	63.5
	65.2

	29
	41.7
	43.2
	44.8
	46.4
	48.0
	49.6
	51.2
	52.8
	54.5
	56.1
	57.8
	59.5
	61.2
	62.9
	64.6
	66.3
	68.0

	30
	43.9
	45.5
	47.1
	48.7
	50.4
	52.0
	53.7
	55.4
	57.1
	58.8
	60.5
	62.2
	64.0
	65.7
	67.5
	69.3
	71.0

	31
	46.2
	47.9
	49.5
	51.2
	52.9
	54.6
	56.3
	58.1
	59.8
	61.6
	63.3
	65.1
	66.9
	68.7
	70.5
	72.4
	74.2

	32
	48.7
	50.4
	52.1
	53.8
	55.6
	57.3
	59.1
	60.9
	62.7
	64.5
	66.3
	68.2
	70.0
	71.9
	73.8
	75.7
	77.6

	33
	51.2
	53.0
	54.8
	56.5
	58.3
	60.2
	62.0
	63.8
	65.7
	67.6
	69.5
	71.4
	73.3
	75.2
	77.2
	79.2
	81.2

	34
	53.9
	55.7
	57.6
	59.4
	61.3
	63.1
	65.0
	67.0
	68.9
	70.8
	72.8
	74.8
	76.8
	78.8
	80.8
	82.9
	85.0

	35
	56.8
	58.6
	60.5
	62.4
	64.4
	66.3
	68.3
	70.3
	72.3
	74.3
	76.3
	78.4
	80.5
	82.6
	84.7
	86.9
	89.1

	36
	59.8
	61.7
	63.7
	65.7
	67.7
	69.7
	71.7
	73.8
	75.9
	78.0
	80.1
	82.3
	84.5
	86.7
	88.9
	91.2
	93.5

	37
	62.9
	65.0
	67.0
	69.1
	71.2
	73.3
	75.4
	77.6
	79.8
	82.0
	84.2
	86.5
	88.8
	91.1
	93.4
	95.8
	98.2

	38
	66.3
	68.4
	70.6
	72.7
	74.9
	77.1
	79.4
	81.6
	83.9
	86.2
	88.6
	91.0
	93.4
	95.8
	98.3
	100.8
	103.4

	39
	70.0
	72.2
	74.4
	76.7
	78.9
	81.3
	83.6
	86.0
	88.4
	90.9
	93.4
	95.9
	98.4
	101.0
	103.6
	106.3
	109.0

	40
	73.8
	76.2
	78.5
	80.9
	83.3
	85.7
	88.2
	90.8
	93.3
	95.9
	98.5
	101.2
	103.9
	106.7
	109.5
	112.4
	115.3

	41
	78.0
	80.5
	83.0
	85.5
	88.0
	90.6
	93.3
	95.9
	98.7
	101.4
	104.3
	107.1
	110.0
	113.0
	116.0
	119.1
	122.2

	42
	82.6
	85.2
	87.8
	90.5
	93.2
	96.0
	98.8
	101.7
	104.6
	107.6
	110.6
	113.7
	116.9
	120.1
	123.4
	126.7
	130.1

	43
	87.6
	90.4
	93.2
	96.0
	99.0
	101.9
	105.0
	108.1
	111.2
	114.5
	117.8
	121.1
	124.6
	128.1
	131.7
	135.4
	139.1

	44
	93.1
	96.1
	99.1
	102.2
	105.4
	108.6
	111.9
	115.3
	118.7
	122.3
	125.9
	129.6
	133.4
	137.4
	141.4
	145.5
	149.7

	45
	99.3
	102.5
	105.8
	109.2
	112.6
	116.2
	119.8
	123.6
	127.4
	131.4
	135.4
	139.6
	143.9
	148.3
	152.9
	157.6
	162.4

	46
	106.3
	109.8
	113.4
	117.2
	121.0
	125.0
	129.1
	133.3
	137.6
	142.1
	146.7
	151.5
	156.5
	161.6
	167.0
	172.5
	178.2

	47
	114.3
	118.3
	122.4
	126.6
	130.9
	135.4
	140.1
	145.0
	150.0
	155.3
	160.7
	166.4
	172.3
	178.5
	185.0
	191.8
	198.9

	48
	123.9
	128.4
	133.1
	137.9
	143.0
	148.3
	153.9
	159.7
	165.8
	172.2
	178.9
	186.0
	193.5
	201.4
	209.8
	218.7
	228.2

	49
	135.5
	140.8
	146.4
	152.3
	158.5
	165.0
	172.0
	179.3
	187.2
	195.6
	204.6
	214.3
	224.7
	235.9
	248.1
	261.3
	275.5


续表1
	大孔ａ
	小孔ａ

	
	17
	18
	19
	20
	21
	22
	23
	24
	25
	26
	27
	28
	29
	30
	31
	32
	33

	0
	17.1
	18.1
	19.1
	20.2
	21.2
	22.2
	23.3
	24.3
	25.3
	26.4
	27.4
	28.4
	29.5
	30.5
	31.5
	32.6
	33.6

	1
	18.3
	19.3
	20.4
	21.4
	22.4
	23.5
	24.5
	25.6
	26.6
	27.7
	28.7
	29.8
	30.8
	31.9
	32.9
	34.0
	35.0

	2
	19.5
	20.6
	21.6
	22.7
	23.7
	24.8
	25.8
	26.9
	27.9
	29.0
	30.0
	31.1
	32.2
	33.2
	34.3
	35.4
	36.5

	3
	20.8
	21.8
	22.9
	23.9
	25.0
	26.1
	27.1
	28.2
	29.3
	30.4
	31.4
	32.5
	33.6
	34.7
	35.8
	36.8
	37.9

	4
	22.0
	23.1
	24.2
	25.3
	26.3
	27.4
	28.5
	29.6
	30.7
	31.8
	32.8
	33.9
	35.0
	36.1
	37.2
	38.3
	39.4

	5
	23.3
	24.4
	25.5
	26.6
	27.7
	28.8
	29.9
	31.0
	32.1
	33.2
	34.3
	35.4
	36.5
	37.6
	38.7
	39.9
	41.0

	6
	24.7
	25.8
	26.9
	28.0
	29.1
	30.2
	31.3
	32.4
	33.5
	34.7
	35.8
	36.9
	38.0
	39.2
	40.3
	41.4
	42.6

	7
	26.0
	27.1
	28.3
	29.4
	30.5
	31.6
	32.8
	33.9
	35.0
	36.2
	37.3
	38.4
	39.6
	40.7
	41.9
	43.0
	44.2

	8
	27.4
	28.6
	29.7
	30.8
	32.0
	33.1
	34.3
	35.4
	36.6
	37.7
	38.9
	40.0
	41.2
	42.3
	43.5
	44.7
	45.9

	9
	28.9
	30.0
	31.2
	32.3
	33.5
	34.6
	35.8
	37.0
	38.1
	39.3
	40.5
	41.6
	42.8
	44.0
	45.2
	46.4
	47.6

	10
	30.3
	31.5
	32.7
	33.8
	35.0
	36.2
	37.4
	38.6
	39.7
	40.9
	42.1
	43.3
	44.5
	45.7
	46.9
	48.1
	49.3

	11
	31.9
	33.0
	34.2
	35.4
	36.6
	37.8
	39.0
	40.2
	41.4
	42.6
	43.8
	45.0
	46.3
	47.5
	48.7
	49.9
	51.2

	12
	33.4
	34.6
	35.8
	37.0
	38.2
	39.5
	40.7
	41.9
	43.1
	44.3
	45.6
	46.8
	48.1
	49.3
	50.6
	51.8
	53.1

	13
	35.0
	36.2
	37.5
	38.7
	39.9
	41.2
	42.4
	43.6
	44.9
	46.1
	47.4
	48.6
	49.9
	51.2
	52.5
	53.7
	55.0

	14
	36.7
	37.9
	39.1
	40.4
	41.6
	42.9
	44.2
	45.4
	46.7
	48.0
	49.3
	50.5
	51.8
	53.1
	54.4
	55.7
	57.0

	15
	38.4
	39.6
	40.9
	42.2
	43.4
	44.7
	46.0
	47.3
	48.6
	49.9
	51.2
	52.5
	53.8
	55.1
	56.4
	57.8
	59.1

	16
	40.1
	41.4
	42.7
	44.0
	45.3
	46.6
	47.9
	49.2
	50.5
	51.8
	53.2
	54.5
	55.8
	57.2
	58.5
	59.9
	61.2

	17
	41.9
	43.2
	44.5
	45.9
	47.2
	48.5
	49.8
	51.2
	52.5
	53.9
	55.2
	56.6
	58.0
	59.3
	60.7
	62.1
	63.5

	18
	43.8
	45.1
	46.5
	47.8
	49.2
	50.5
	51.9
	53.2
	54.6
	56.0
	57.4
	58.8
	60.2
	61.6
	63.0
	64.4
	65.8

	19
	45.7
	47.1
	48.4
	49.8
	51.2
	52.6
	54.0
	55.4
	56.8
	58.2
	59.6
	61.0
	62.4
	63.9
	65.3
	66.8
	68.2

	20
	47.7
	49.1
	50.5
	51.9
	53.3
	54.7
	56.1
	57.6
	59.0
	60.4
	61.9
	63.3
	64.8
	66.3
	67.7
	69.2
	70.7

	21
	49.8
	51.2
	52.6
	54.1
	55.5
	56.9
	58.4
	59.9
	61.3
	62.8
	64.3
	65.8
	67.3
	68.8
	70.3
	71.8
	73.3

	22
	51.9
	53.4
	54.8
	56.3
	57.8
	59.3
	60.8
	62.3
	63.8
	65.3
	66.8
	68.3
	69.8
	71.4
	72.9
	74.5
	76.1

	23
	54.2
	55.6
	57.1
	58.6
	60.2
	61.7
	63.2
	64.7
	66.3
	67.8
	69.4
	71.0
	72.5
	74.1
	75.7
	77.3
	78.9

	24
	56.5
	58.0
	59.5
	61.1
	62.6
	64.2
	65.8
	67.3
	68.9
	70.5
	72.1
	73.7
	75.3
	77.0
	78.6
	80.3
	81.9

	25
	58.9
	60.5
	62.0
	63.6
	65.2
	66.8
	68.4
	70.0
	71.7
	73.3
	75.0
	76.6
	78.3
	80.0
	81.7
	83.3
	85.1

	26
	61.4
	63.0
	64.7
	66.3
	67.9
	69.6
	71.2
	72.9
	74.6
	76.3
	78.0
	79.7
	81.4
	83.1
	84.8
	86.6
	88.4

	27
	64.1
	65.7
	67.4
	69.1
	70.8
	72.5
	74.2
	75.9
	77.6
	79.4
	81.1
	82.9
	84.6
	86.4
	88.2
	90.0
	91.9

	28
	66.9
	68.6
	70.3
	72.0
	73.7
	75.5
	77.3
	79.0
	80.8
	82.6
	84.4
	86.3
	88.1
	89.9
	91.8
	93.7
	95.6

	29
	69.8
	71.5
	73.3
	75.1
	76.9
	78.7
	80.5
	82.4
	84.2
	86.1
	87.9
	89.8
	91.7
	93.7
	95.6
	97.5
	99.5

	30
	72.9
	74.7
	76.5
	78.3
	80.2
	82.1
	84.0
	85.9
	87.8
	89.7
	91.7
	93.6
	95.6
	97.6
	99.6
	101.6
	103.7

	31
	76.1
	78.0
	79.9
	81.8
	83.7
	85.7
	87.6
	89.6
	91.6
	93.6
	95.6
	97.7
	99.7
	101.8
	103.9
	106.0
	108.2

	32
	79.5
	81.5
	83.5
	85.4
	87.5
	89.5
	91.5
	93.6
	95.7
	97.8
	99.9
	102.0
	104.2
	106.3
	108.5
	110.7
	113.0

	33
	83.2
	85.2
	87.3
	89.3
	91.4
	93.6
	95.7
	97.8
	100.0
	102.2
	104.4
	106.6
	108.9
	111.2
	113.5
	115.8
	118.2

	34
	87.1
	89.2
	91.4
	93.5
	95.7
	97.9
	100.2
	102.4
	104.7
	107.0
	109.3
	111.7
	114.0
	116.4
	118.9
	121.3
	123.8

	35
	91.3
	93.5
	95.7
	98.0
	100.3
	102.6
	105.0
	107.3
	109.7
	112.2
	114.6
	117.1
	119.6
	122.2
	124.7
	127.3
	129.9

	36
	95.8
	98.1
	100.5
	102.9
	105.3
	107.7
	110.2
	112.7
	115.2
	117.8
	120.4
	123.0
	125.7
	128.4
	131.1
	133.9
	136.7

	37
	100.6
	103.1
	105.6
	108.1
	110.7
	113.3
	115.9
	118.6
	121.3
	124.0
	126.8
	129.6
	132.4
	135.3
	138.2
	141.2
	144.2

	38
	105.9
	108.6
	111.2
	113.9
	116.6
	119.4
	122.2
	125.0
	127.9
	130.8
	133.8
	136.8
	139.9
	143.0
	146.2
	149.4
	152.6

	39
	111.8
	114.6
	117.4
	120.3
	123.2
	126.1
	129.2
	132.2
	135.3
	138.5
	141.7
	145.0
	148.3
	151.7
	155.1
	158.6
	162.1

	40
	118.2
	121.2
	124.3
	127.4
	130.5
	133.7
	137.0
	140.3
	143.7
	147.1
	150.6
	154.2
	157.8
	161.5
	165.3
	169.1
	173.0

	41
	125.4
	128.7
	132.0
	135.4
	138.8
	142.3
	145.9
	149.5
	153.2
	157.0
	160.9
	164.8
	168.9
	173.0
	177.2
	181.5
	185.8

	42
	133.6
	137.2
	140.8
	144.5
	148.3
	152.2
	156.1
	160.2
	164.3
	168.6
	172.9
	177.3
	181.9
	186.5
	191.3
	196.1
	201.1

	43
	143.0
	147.0
	151.0
	155.2
	159.4
	163.8
	168.2
	172.8
	177.5
	182.3
	187.3
	192.4
	197.6
	202.9
	208.4
	214.0
	219.8

	44
	154.1
	158.5
	163.1
	167.9
	172.7
	177.7
	182.9
	188.2
	193.6
	199.3
	205.1
	211.0
	217.2
	223.5
	230.0
	236.7
	243.6

	45
	167.4
	172.6
	178.0
	183.5
	189.2
	195.1
	201.2
	207.5
	214.1
	220.9
	227.9
	235.2
	242.7
	250.4
	258.4
	266.7
	275.3

	46
	184.2
	190.4
	196.8
	203.5
	210.5
	217.8
	225.4
	233.3
	241.5
	250.0
	258.9
	268.2
	277.8
	287.8
	298.1
	308.8
	319.9

	47
	206.4
	214.2
	222.4
	231.0
	240.0
	249.5
	259.5
	270.0
	280.9
	292.4
	304.4
	316.9
	330.0
	343.6
	357.8
	372.5
	387.7

	48
	238.2
	248.9
	260.3
	272.3
	285.1
	298.7
	313.0
	328.2
	344.1
	360.9
	378.4
	396.8
	416.0
	436.0
	456.9
	478.6
	501.2

	49
	290.9
	307.6
	325.5
	344.8
	365.4
	387.3
	410.6
	435.2
	461.1
	488.4
	517.2
	547.5
	579.4
	613.1
	648.8
	686.7
	727.0


续表2
	大孔ａ
	小孔ａ

	
	34
	35
	36
	37
	38
	39
	40
	41
	42
	43
	44
	45
	46
	47
	48

	0
	34.7
	35.7
	36.8
	37.8
	38.9
	40.0
	41.0
	42.1
	43.1
	44.2
	45.3
	46.3
	47.4
	48.5
	49.5

	1
	36.1
	37.2
	38.2
	39.3
	40.4
	41.4
	42.5
	43.6
	44.7
	45.7
	46.8
	47.9
	49.0
	50.1
	51.2

	2
	37.5
	38.6
	39.7
	40.8
	41.9
	43.0
	44.0
	45.1
	46.2
	47.3
	48.4
	49.5
	50.6
	51.7
	52.8

	3
	39.0
	40.1
	41.2
	42.3
	43.4
	44.5
	45.6
	46.7
	47.8
	48.9
	50.0
	51.2
	52.3
	53.4
	54.5

	4
	40.5
	41.6
	42.8
	43.9
	45.0
	46.1
	47.2
	48.3
	49.5
	50.6
	51.7
	52.9
	54.0
	55.1
	56.3

	5
	42.1
	43.2
	44.4
	45.5
	46.6
	47.7
	48.9
	50.0
	51.2
	52.3
	53.5
	54.6
	55.8
	56.9
	58.1

	6
	43.7
	44.8
	46.0
	47.1
	48.3
	49.4
	50.6
	51.7
	52.9
	54.1
	55.2
	56.4
	57.6
	58.7
	59.9

	7
	45.3
	46.5
	47.7
	48.8
	50.0
	51.2
	52.3
	53.5
	54.7
	55.9
	57.1
	58.3
	59.4
	60.6
	61.8

	8
	47.0
	48.2
	49.4
	50.6
	51.8
	53.0
	54.1
	55.3
	56.5
	57.7
	59.0
	60.2
	61.4
	62.6
	63.8

	9
	48.8
	50.0
	51.2
	52.4
	53.6
	54.8
	56.0
	57.2
	58.4
	59.7
	60.9
	62.1
	63.4
	64.6
	65.8

	10
	50.6
	51.8
	53.0
	54.2
	55.5
	56.7
	57.9
	59.2
	60.4
	61.7
	62.9
	64.2
	65.4
	66.7
	67.9

	11
	52.4
	53.7
	54.9
	56.1
	57.4
	58.6
	59.9
	61.2
	62.4
	63.7
	65.0
	66.3
	67.5
	68.8
	70.1

	12
	54.3
	55.6
	56.8
	58.1
	59.4
	60.7
	62.0
	63.2
	64.5
	65.8
	67.1
	68.4
	69.7
	71.0
	72.4

	13
	56.3
	57.6
	58.9
	60.2
	61.5
	62.8
	64.1
	65.4
	66.7
	68.0
	69.3
	70.7
	72.0
	73.3
	74.7

	14
	58.3
	59.6
	60.9
	62.3
	63.6
	64.9
	66.3
	67.6
	68.9
	70.3
	71.6
	73.0
	74.4
	75.7
	77.1

	15
	60.4
	61.8
	63.1
	64.5
	65.8
	67.2
	68.5
	69.9
	71.3
	72.6
	74.0
	75.4
	76.8
	78.2
	79.6

	16
	62.6
	64.0
	65.3
	66.7
	68.1
	69.5
	70.9
	72.3
	73.7
	75.1
	76.5
	77.9
	79.3
	80.8
	82.2

	17
	64.9
	66.3
	67.7
	69.1
	70.5
	71.9
	73.3
	74.8
	76.2
	77.6
	79.1
	80.5
	82.0
	83.5
	84.9

	18
	67.2
	68.6
	70.1
	71.5
	73.0
	74.4
	75.9
	77.3
	78.8
	80.3
	81.8
	83.3
	84.8
	86.3
	87.8

	19
	69.7
	71.1
	72.6
	74.1
	75.5
	77.0
	78.5
	80.0
	81.5
	83.1
	84.6
	86.1
	87.6
	89.2
	90.7

	20
	72.2
	73.7
	75.2
	76.7
	78.2
	79.8
	81.3
	82.8
	84.4
	85.9
	87.5
	89.1
	90.7
	92.2
	93.8

	21
	74.9
	76.4
	77.9
	79.5
	81.1
	82.6
	84.2
	85.8
	87.4
	89.0
	90.6
	92.2
	93.8
	95.4
	97.1

	22
	77.6
	79.2
	80.8
	82.4
	84.0
	85.6
	87.2
	88.9
	90.5
	92.1
	93.8
	95.5
	97.1
	98.8
	100.5

	23
	80.5
	82.2
	83.8
	85.4
	87.1
	88.7
	90.4
	92.1
	93.8
	95.5
	97.2
	98.9
	100.6
	102.4
	104.1

	24
	83.6
	85.2
	86.9
	88.6
	90.3
	92.0
	93.8
	95.5
	97.2
	99.0
	100.7
	102.5
	104.3
	106.1
	107.9

	25
	86.8
	88.5
	90.2
	92.0
	93.7
	95.5
	97.3
	99.1
	100.9
	102.7
	104.5
	106.3
	108.2
	110.0
	111.9

	26
	90.1
	91.9
	93.7
	95.5
	97.3
	99.2
	101.0
	102.9
	104.7
	106.6
	108.5
	110.4
	112.3
	114.2
	116.2

	27
	93.7
	95.5
	97.4
	99.3
	101.2
	103.1
	105.0
	106.9
	108.8
	110.8
	112.7
	114.7
	116.7
	118.7
	120.7

	28
	97.5
	99.4
	101.3
	103.3
	105.2
	107.2
	109.2
	111.2
	113.2
	115.2
	117.3
	119.3
	121.4
	123.5
	125.6

	29
	101.5
	103.5
	105.5
	107.5
	109.5
	111.6
	113.7
	115.7
	117.8
	120.0
	122.1
	124.2
	126.4
	128.6
	130.8

	30
	105.7
	107.8
	109.9
	112.0
	114.2
	116.3
	118.5
	120.6
	122.8
	125.1
	127.3
	129.5
	131.8
	134.1
	136.4

	31
	110.3
	112.5
	114.7
	116.9
	119.1
	121.4
	123.6
	125.9
	128.2
	130.5
	132.9
	135.3
	137.7
	140.1
	142.5

	32
	115.2
	117.5
	119.8
	122.1
	124.5
	126.8
	129.2
	131.6
	134.0
	136.5
	139.0
	141.5
	144.0
	146.6
	149.1

	33
	120.5
	122.9
	125.4
	127.8
	130.3
	132.8
	135.3
	137.8
	140.4
	143.0
	145.6
	148.3
	150.9
	153.7
	156.4

	34
	126.3
	128.8
	131.4
	134.0
	136.6
	139.2
	141.9
	144.6
	147.4
	150.1
	152.9
	155.7
	158.6
	161.5
	164.4

	35
	132.6
	135.3
	138.0
	140.8
	143.6
	146.4
	149.2
	152.1
	155.0
	158.0
	161.0
	164.0
	167.1
	170.2
	173.3

	36
	139.5
	142.4
	145.3
	148.3
	151.3
	154.3
	157.3
	160.5
	163.6
	166.8
	170.0
	173.3
	176.6
	179.9
	183.3

	37
	147.3
	150.3
	153.5
	156.7
	159.9
	163.1
	166.5
	169.8
	173.2
	176.7
	180.2
	183.7
	187.3
	191.0
	194.7

	38
	155.9
	159.2
	162.6
	166.1
	169.6
	173.2
	176.8
	180.4
	184.2
	188.0
	191.8
	195.7
	199.7
	203.7
	207.7

	39
	165.7
	169.4
	173.1
	176.9
	180.7
	184.7
	188.7
	192.7
	196.8
	201.0
	205.3
	209.6
	214.0
	218.5
	223.0

	40
	177.0
	181.1
	185.2
	189.4
	193.7
	198.1
	202.5
	207.1
	211.7
	216.4
	221.1
	226.0
	231.0
	236.0
	241.1

	41
	190.3
	194.8
	199.5
	204.2
	209.1
	214.0
	219.1
	224.2
	229.4
	234.8
	240.2
	245.8
	251.5
	257.2
	263.1

	42
	206.2
	211.4
	216.7
	222.2
	227.7
	233.4
	239.2
	245.2
	251.3
	257.5
	263.8
	270.3
	276.9
	283.6
	290.5

	43
	225.8
	231.8
	238.1
	244.5
	251.0
	257.7
	264.6
	271.7
	278.9
	286.3
	293.8
	301.5
	309.4
	317.4
	325.7

	44
	250.8
	258.1
	265.5
	273.3
	281.2
	289.4
	297.8
	306.3
	315.1
	324.1
	333.3
	342.8
	352.4
	362.3
	372.4

	45
	284.1
	293.3
	302.6
	312.3
	322.3
	332.5
	343.0
	353.8
	364.9
	376.2
	387.9
	399.8
	412.0
	424.5
	437.4

	46
	331.4
	343.3
	355.5
	368.1
	381.1
	394.5
	408.3
	422.5
	437.1
	452.0
	467.4
	483.3
	499.6
	516.3
	533.5

	47
	403.4
	419.8
	436.6
	454.1
	472.1
	490.7
	509.9
	529.8
	550.4
	571.7
	593.8
	616.7
	640.5
	665.3
	691.0

	48
	524.7
	549.3
	574.8
	601.5
	629.4
	658.6
	689.3
	721.5
	755.6
	791.5
	829.7
	870.4
	913.9
	960.6
	1011.2

	49
	770.1
	816.4
	866.4
	920.8
	980.4
	1046.2
	1119.9
	1203.3
	1299.7
	1413.6
	1553.1
	1732.9
	1986.3
	2419.6
	＞2419.6


注：大孔和小孔分别表示大孔阳性孔数和小孔阳性孔数。
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标准管理部门下达制订计划








成立标准编制组








查阅文献及资料调研











开题论证，确定方法验证方案，编制标准草案











参照专家意见，确定标准制定工作的方法和内容





进行实验室内验证，包括方法的精密度、准确度，与多管发酵法的应用比对





确定方法的质量控制








标准编制单位按要求选择验证实验室，开展实验室间验证工作











标准编制组对征求的意见进行汇总，形成送审稿及编制说明











送审稿经审查合格后，提交报批稿及编制说明











报批稿经审查合格后标准管理部门进行批准、编号、发布
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