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分 析 监 测

固定底物技术酶底物法检测上海地表水中肠球菌
陆志惠， 韩敏奇， 蒋增辉， 曹霞霓
( 上海市供水调度监测中心，上海 200002)

摘 要: 将固定底物技术酶底物法应用于检测地表水中肠球菌的含量，并对上海 7 个样点的

地表水进行检测。结果表明，黄浦江水从上游至下游 5 个样点肠球菌平均含量分别为 66． 4，

166． 2，302． 6，1 436． 5 和 3 899． 0 MPN /100 mL，长江水 2 个样点为 12． 0 和 4． 1 MPN /100 mL，黄浦

江水肠球菌含量远高于长江水，所得结果均符合要求，能够用于地表水的检测。
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在细菌学分类上，肠球菌( Enterococcus) 属原归属

于链球菌属。1989 年，依据 Facklam 和 Collins 的分

类，划分出肠球菌，该属共有 12 个种和 1 个变异株，

包括寄生于人类、牛及其他动物的粪肠球菌以及寄生

于人类、牛及其他动物、家禽和猪中的屎肠球菌等。
肠球菌通常寄生于各种温血和冷血动物的腔

肠，也是健康人体的上呼吸道、口腔或肠道的常居

菌，其在宿主组织寄生，导致宿主非特异及免疫防御

机制紊乱，并引起病理改变，能导致感染，可以引起

宿主心内膜炎、胆囊炎、脑膜炎、尿路感染及伤口感

染等多种疾病［1］。此属细菌极易污染食品以及生

活和加工用水，易传播疾病。此外，肠球菌具有天然

耐药和获得性耐药的特征，故会使所致感染治疗困

难［2 － 5］。因此，肠球菌成为食品、水质、加工设备卫

生和生产环境卫生状况的评估指标。
肠球菌可用作粪便污染的指示。多数菌种不能

在水中繁殖，而人粪便中的肠球菌数量比大肠菌群

低一个数量级。该菌群的重要特点是在水中存活的

时间比大肠杆菌( 或耐热大肠杆菌) 长，对干燥和氯

的抵抗力更强。肠球菌已被用于检测原水中存活时

间比大肠杆菌长的粪源致病菌以及饮用水中对大肠

杆菌的增强检测。此外，它们还用于输配水系统维

修后或新管线铺设后的水质检测［6］。现已将其列

入《生活饮用水卫生标准》( GB 5749—2006) 附录 A
中，作为补充指标。在附录 A 中也给定了肠球菌的

生活饮用水水质参考指标及限值要求。
卫生学家认为，肠球菌对恶劣的外环境和冷冻

条件具有较强的抵抗力，因此将其作为监测水质、环
境卫生质量的污染指标更具有卫生学意义。鉴于肠

球菌对人体的危害程度，加强原水中肠球菌的检测

有一定的意义，甚至在今后条件允许的情况下，在水

厂出厂水以及管网水的检测中增加对肠球菌的监

测，能进一步保障城市居民用水的安全性。

1 材料和方法
1. 1 材料

1. 1. 1 仪器

封口机; 恒温培养箱: ( 41 ± 0． 5) ℃ ; 紫外光灯:

6 W，365 nm; 无菌取样瓶: 100 mL。
1. 1. 2 培养基及耗材

培养基 EnterolertTM 测试包; 检测耗材 97 孔定

量盘套装。
1. 2 方法

1. 2. 1 方法原理

肠 球 菌 固 定 底 物 技 术 酶 底 物 法 ( Defined
Substrate Technology，DST) 是指在选择性培养基上

能产生β － 葡萄糖苷酶 ( β － glucosidase) 的革兰氏
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阳性菌，该菌群能分解荧光底物 β － D － 配糖物( β
－ D － glucoside) ，释放出荧光产物 4 － 甲基 － 伞形

酮( 4 － methyl － unbelliferone) ，使菌落能够在紫外光

条件下产生特征性荧光。
1. 2. 2 样品的采集及处理

检测水样来自黄浦江的 5 个地表水水样( 从上

游至下游分别编号为 H1、H2、H3、H4 和 H5 ) ，以及

长江的 2 个地表水水样( 分别编号为 C1 和 C2) 。采

样频率为每月 1 次，连续 3 个月。
1. 2. 3 试验步骤

① 将 100 mL 水样倒入无菌取样瓶中。
② 将一份 EnterolertTM 测试包试剂倒入装有

100 mL 水样的无菌取样瓶中。盖上盖子，摇匀，至

完全溶解。
③ 将瓶内的水样全部倒入 97 孔定量盘中，使

用定量封口机进行封口。
④ 将封口完毕的定量盘放在( 41 ± 0． 5) ℃培

养箱中，培养 24 h。
⑤ 培养 24 h 后，取出定量盘，在暗室中使用

6 W、365 nm的紫外灯在距样品15 cm的位置处观

测其是否显示蓝色荧光。结果显示为蓝色萤光的为

肠球菌阳性，无萤光的则为肠球菌阴性。根据计数

的阳性格子数对照 MPN 表得到定量检测结果。
2 结果和分析
2. 1 准确度计算及检测方法质量控制

通过购买肠球菌质控标样，采用上述方法进行

检测，结果如表 1 所示。
表 1 质控标样检测结果

MPN·10 －2mL －1

项目
肠球菌

( 阳性标样)
大肠杆菌

( 阴性标样)
牛链球菌

( 阴性标样)
平行 1 59． 4 0 0
平行 2 45． 5 0 0
平均值 52． 5 0 0

质控标样证书给出的真值为 56 MPN /100 mL，

置信区间为 23 ～ 85 MPN /100 mL。所得检测结果的

平均值在置信区间范围内，符合要求，并且与真值的

相对偏差为 6． 67%，在可接受范围内。
2. 2 精密度和不确定度计算

抽选 H1 水样，对其进行 10 组平行样检测，结

果如表 2 所示。

表 2 H1 水样平行样检测结果

项目
肠球菌 / ( MPN·10 －2 mL －1 )

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10
平均值

结果 39． 3 39． 9 65． 0 63． 1 46． 5 51． 2 34． 1 49． 6 61． 3 62． 4 51． 2
LgX 1． 594 1． 601 1． 813 1． 800 1． 667 1． 709 1． 533 1． 695 1． 787 1． 795 1． 700

标 准 偏 差: S ( Xk ) = ( lgX － lgX) 2

n槡 － 1 =

0． 099 755 ; 相 对 标 准 偏 差 ＲSD ( % ) =
S( Xk )

X
=

0． 059 =5． 9% ; 单次测量不确定度: U( Xk ) = S( Xk ) =

0 ． 0 9 9 7 5 5 ; 平 均 值 的 标 准 不 确 定 度 : U ( X ) =

S( Xk )

槡n
= 0． 099 755

槡10
= 0． 032。由于标准差以及标准

不确定度都相对较小，故表明该方法相对稳定。
2. 3 黄浦江水和长江水结果对比

对黄浦江水和长江水的肠球菌含量进行比较，

结果如表 3 所示。可以看出，长江水的肠球菌含量

远小于黄浦江水的肠球菌含量。

表 3 不同地表水结果对比

Tab． 3 Comparison of different raw water MPN·10 －2 mL －1

项目 水样编号 第一次结果 第二次结果 第三次结果 平均值

黄浦江水

H1 73． 3 60． 9 65． 0 66． 4
H2 204． 6 160． 7 133． 3 166． 2
H3 261． 3 410． 6 235． 9 302． 6
H4 1 203． 3 1 119． 9 1 986． 3 1 436． 5
H5 1 553． 1 1 299． 7 1 046． 2 3 899． 0

长江水
C1 13． 4 11． 9 10． 8 12． 0
C2 3． 0 5． 2 4． 1 4． 1
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3 结论
对 7 个点的地表水水样进行了肠球菌的检测，

共计采集 35 次水样。其中包含 5 个黄浦江水样点

和 2 个长江水样点。通过多次试验，分别对该方法

的准确度、精密度、不确定度进行计算，得出以下

结论。
① 质控样的检测结果与真值之间的相对偏差

为 6． 67%，在可接受范围内。
② 随机抽取 H1 点水样，进行 10 组平行样测

定，得出相对标准偏差为 5． 9%，标准不确定度为

0． 032，两者都相对较小。
③ 黄浦江水比长江水中所含的肠球菌数量要

高，主要是由于黄浦江上游农业、畜牧业相对较多，

水体受污染较严重。
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