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摘要: 通过研究培养温度、培养基 pH 值对大肠杆菌生长和培养液荧光强度的影响, 确定 44e , 培养液 pH 值

71 0~ 71 5为大肠杆菌 MUG酶荧光检测的最佳条件。通过研究培养时间和接种菌浓度与培养液荧光强度的关系,

建立起基于荧光方法检测大肠杆菌的单管定量检测技术。通过与平板菌落计数法和最大可能数法比较发现单管

定量检测法的相对标准偏差小于这两种常用的方法, 而且更为快速、经济, 适合用于大肠杆菌的定量检测。
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Abstract: In fluence of incubat ion temperatu res and pH values of cu lture l iqu id on grow th ofE scherichia coli and the fluorescen t intens ity of

cu lture l iquid had been invest igated1E1 coli incubated at 44e in the culture liqu idw ith a pH value in the range of710~ 715was found to be

the best cond ition for f luorescent assay1S ingle tube technology to detectE1 col iwas estab lished through the stud ies on the relationsh ip betw een

incubat ion tim e, inocu lat ion quant ity ofE1 col i and the fluorescen t in ten sity of cu ltu re liqu id1Relat ively s tandard d ivers ity of sing le tube de-

tection techno logy was low er than those of colony-coun ting m ethod and the most p robab ly numberm ethod1The resu lts ind icated that the s ingle

tube quant itative detect ionm ethodwas f it forE1 coli quant itat ive detection because of the severa ladvan tages such as less t im e-consum ing and

more econom ica l compared w ith tradit ionalm ethods1

K ey words: E scherich ia coli, MUG, F luorescen t detection, S ingle tube quant itat ive detect ion

  大肠菌群及大肠杆菌 ( E1coli) 是国际公认

的检测各种水质、医药及食品在流行病学上安全

性的指示菌
[ 1, 2]
, 尤其大肠杆菌作为检测环境及食

品是否被肠道病原菌污染是更可靠的指标
[ 1]
。用

传统方法检测大肠杆菌, 耗时长、步骤繁琐、工

作量大, 因此以显色底物为基础的新方法越来越

受到重视
[ 3]
。 1981年, Jam es等提出 MUG可作为

检测大肠杆菌的底物
[ 4]
。后来, Peter等建立了以

MUG为底物的分析方法
[ 5]
, 目前, 国外已将其作

为检测大肠杆菌的主要方法之一
[ 6, 7]
。

我国现在仍以传统方法检测大肠杆菌, 不能

适应快速检测的需要。以 MUG为底物检测大肠杆

菌的 MPN法在我国尚处于应用的初步阶段。本文

以 MUG为底物, 研究培养条件、大肠杆菌接种量

等与培养液荧光强度的关系, 力求在较短的时间

内实现大肠杆菌的定量检测。

1 材料与方法

111 试验菌株

大肠杆菌 ( AS11190; AS111129; AS111355 )
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购自中国科学院微生物研究所, 除 117试验外均

用 AS11190菌株进行试验。

112 试剂及培养基

MUG和 MU购自 S igm a公司。

MUG培养基: 胰蛋白胨 10g, MUG 75mg, 硫

酸铵 510g, 硫酸锰 015mg, 硫酸锌 015mg, 硫酸

镁 011g, 氯化钙 50mg, 亚硫酸钠 40mg, 磷酸二

氢钾 019g, 磷酸氢二钠 612g, 氯化钠 10g, 蒸馏

水定容至 1000mL, pH712。

营养琼脂培养基和乳糖发酵培养基: 按 《微

生物学实验》
[ 8]
配制。

113 菌悬液制备

将大肠杆菌接种于营养琼脂斜面上培养 18h

后, 用 0185%生理盐水洗脱制成菌悬液, 然后调

整到适当浓度待用。

114 大肠杆菌分解MUG产物的荧光光谱分析

将大肠杆菌菌液接入 MUG培养液中, 同时将

不接菌的培养液作为空白对照。然后置 37e 恒温

培养, 每隔 1h用荧光分光光度计 ( JASCO FP-

6200型 ) 扫描荧光光谱 1次, 观察培养液的荧光

光谱的变化情况。若样品的荧光强度超仪器检测

范围, 稀释 10倍后检测。为避免培养液的荧光强

度在室温中发生变化, 将待测培养液置于冰浴下

保存并在 30m in内完成检测 (下同 )。

115 培养温度对大肠杆菌生长及培养液荧光强度

的影响

将大肠杆菌接入到 MUG培养液中, 分别于

30e 、 35e 、 37e 、40e 、44e 、 46e 、 48e 下恒

温培养, 用平板计数法
[ 9]
测定不同培养时间 ( 0h、

2h、 4h、 6h、 8h、 10h、 12h、 24h、 36h、 48h、

60h、72h) 的菌浓度, 同时从温育 6h开始每隔 1h

测定培养液的荧光强度。

116 pH值对大肠杆菌生长及培养液荧光强度的

影响

将大肠杆菌接入不同 pH值 ( 515、 610、615、

710、 715、 810、 815、 9 ) 的 MUG 培 养液中,

44e 培养, 8h后测定培养液的菌浓度和荧光强度。

在另一组试验中, 将大肠杆菌接种于 MUG培

养液中, 44e 培养 8h后, 将培养液的 pH值调至

415、510、515、610、 615、 710、 715、 810、 815、

910、915、1010、1015、1110后测定荧光强度。

117 大肠杆菌接种量与荧光强度的关系

将不同浓度 ( 10
0
~ 10

6
cfu /mL ) 的大肠杆菌

接种于 MUG培养液中 44e 培养, 分别于 7h、 7h

15m in、 7h 30m in、7h 45m in、 8h测定荧光强度。

118 单管定量检测法的相对标准偏差

在 10支装有 10mL MUG培养液的试管中, 分

别接入 1mL大肠杆菌悬液, 44e 培养 7h30m in后

测定荧光强度, 然后根据 117中得到的接种量与荧

光强度的关系求出菌浓度, 计算单管检测法的相

对标准偏差, 并与平板计数法、多管发酵法测定

结果的相对标准偏差进行比较。

2 结果

211 大肠杆菌分解MUG产物的荧光特性

大肠杆菌的培养液荧光强度在 7h左右开始增

大, 经荧光分光光度计扫描发现此时的激发波长

和发射波长分别在 366nm及 450nm左右; 而随着

培养时间的延长, 培养液的荧光强度迅速升高,

9h时超过仪器检测范围 ( > 10000), 经稀释后激

发 波长 由 366nm 变 到 327nm, 发 射波 长 仍

在 450nm。

212 培养条件对大肠杆菌生长及培养液荧光强度

的影响

21211 培养温度的影响: 培养液荧光强度开始增

加的时间在 30e ~ 44e 范围内随培养温度的上升

而逐渐提早, 44e 下荧光强度最早增加, 培养 7h

就开始有变化, 培养 8h荧光值就超过仪器检测范

围; 46e 时培养液荧光强度的开始增加的时间明

显滞后, 而在 48e 时培养液始终无荧光 (图 1)。

图 2所示, 大肠杆菌在 30e ~ 46e 都能够生

长, 而在 30e 条件下生长比其它温度下缓慢,

44e 时在培养初期有较好的生长, 但到培养后期

数量有下降趋势, 46e 条件下最大生长量比其它

温度低, 培养后期数量也有所下降。 48e 培养条

件下各培养时间均都无菌落生长 (图中未显示 )。
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图 1 培养温度对大肠杆菌培养液荧光强度的影响 图 2 培养温度对大肠杆菌生长的影响
30e , 35e , 40e , 44e , 46e , 48e

21212 pH值的影响: 大肠杆菌接种到 MUG培养

液中培养 8h后再调整到不同 pH 值, 培养液的荧

光强度发生明显变化, 当 pH值在 5~ 915范围时,

培养液的荧光强度随着 pH值的上升而增加, 在

pH值 915左右达到最大值 (图 3)。

图 3 pH 值对 MU荧光强度的影响 图 4 培养液的 pH值对培养液荧光强度的影响

图 5 大肠杆菌接种量与荧光强度的关系  ( a) AS111 90 ( b) AS111 129

7h, 15h15m in, 7h30m in, 7h45m in, 8h

  如果用不同 pH值的 MUG培养液培养大肠杆

菌, 培养液的 pH 值在 7~ 8之间荧光强度最高,

pH值 > 8时, 培养液荧光强度急剧降低, 而 pH值

< 7时, 培养液荧光强度降低得相对较为缓慢 (图

4)。这是由于大肠杆菌在 pH值 5 ~ 8范围内生长

较好, 而 pH值 > 8时, 大肠杆菌生长受到抑制,

影响到 B-葡糖苷酸酶的产生。

213 大肠杆菌接种量与荧光强度的关系

如图 5a、5b所示, 随着时间的推移, 菌浓度

与荧光强度的线性关系也发生变化, 随着培养时

间的增加, 较低菌浓度的样品也逐渐开始分解

MUG产生荧光, 其中 As11190菌株在培养时间为
715h时菌浓度与荧光强度的线性关系较好 ( R

2
=

019914), 此时 AS111129菌株和 AS111355菌株也
存在比较好的线性关系 (分别为 R

2
= 018936; R 2

= 019450)。
214 不同检测方法的相对标准偏差

MUG法测定 10个平行样的相对标准偏差为
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1419%, 平板计数法的相对标准偏差为 5711% ,
多管发酵法的相对标准偏差为 6415%。由此可见
MUG法的相对标准偏差大大低于平板计数法和多

管发酵法。

3 讨论

在以 MUG为底物检测大肠杆菌的 MPN法中,

用 366nm的紫外光进行阳性判定
[ 6, 7]
, 而本文结果

表明大肠杆菌分解 MUG产生的荧光物质激发波长

为 327nm, 用分析纯的 MU检测结果也证实了其激

发波长为 327nm, 发射波长为 450nm。由于培养液

的颜色、细菌细胞以及其他的物质的干扰, 使培

养液激发波长偏移到 366nm, 经稀释后干扰减少,

激发波长恢复到 327nm。由于在 366nm处的检测

结果的线性关系优于在 327nm处的检测结果, 因

此本文其它试验中也均用 366nm 激发波长进行

检测, 。

大肠杆菌的生长温度为 10e ~ 46e , 最适温

度 37e [ 9]
。温度影响大肠杆菌的生长情况, 也影

响酶促反应
[ 10]
。虽然大肠杆菌在温度 35e ~ 44e

时都有较好的生长情况, 但由于温度对酶反应的

影响, MUG在 44e 培养条件下分解得最快, 而不

是在其最适生长温度的 37e ; 46e 时由于大肠杆

菌的生长速率及生长最大量都有一定下降, 因此

MUG分解速度减慢; 48e 时大肠杆菌不生长, 培

养液也就检测不到荧光。 44e 的培养温度可用于

区分自然环境中大肠菌群与粪大肠菌群
[ 11 ]
, 因此

采用 44e 培养不但能缩短检测时间, 而且还能减

少其它杂菌的干扰。

M addocks等
[ 12 ]
认为可以通过提高培养产物的

pH值来增强 MUG分解产物的荧光强度, 进而提

高检测灵敏度, 本文结果也表明随着培养产物 pH

值的提升, 荧光强度会有明显的升高。但是当 pH

值 > 8时, 大肠杆菌生长受到明显抑制。因此在配

制培养液时要将 pH值调到 710 ~ 715之间, 并在
培养液中加入适量的缓冲液以缓冲 pH值的变化。

Peter等
[ 5]
发现接种样品中大肠杆菌浓度与荧

光出现时间有一定的对应关系。本文对 3株大肠

杆菌接种量与荧光强度关系的试验法现它们都存

在一定的线性关系, 虽然三者间拟合的线性关系

公式有一定差异, 但是三者的线性关系有较好的

重现性, 因此可以通过检测培养液的荧光强度来

对大肠杆菌进行定量分析。结果中拟合的线性关

系的菌浓度范围限定在 10
11 6
~ 10

41 6
cfu /mL, 若样

品中菌浓度大于上限时可作适当稀释再进行测定;

如果样品浓度较低, 在 8h内无荧光现象时, 可适

当延长培养时间, 延长培养时间后若仍无荧光则

说明此样品中不含大肠杆菌, 若是阳性则可说明

样品中大肠杆菌的量小于 10
11 6
cfu /mL, 可通过绘

制培养 9h~ 10h的荧光标准曲线来定量。

国内外有关对样品中大肠杆菌浓度的测定,

不管是多管发酵法还是以 MUG为基础发展起来的

方法主要是通过 MPN来确定的。本文结果表明单

管定量检测法的相对标准偏差最小, 多管发酵法

及平板计数法都存在较大的相对标准偏差, 所以

单管定量检测法的结果有较好的重现性。

对比多管发酵法、滤膜法等传统的大肠杆菌

检测方法, MUG单管定量检测法的优点主要有:

检测时间短; 相对标准偏差小; 节约试剂; 方法

较为简单、方便, 因此有较好的应用前景。
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