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分析与监测

酶底物法与多管发酵法检测总大肠菌群差异分析
王晋宇１，　赵旭坤２，　郭志宇１，　陈玲瑚１

（１．苏州市自来水公司水质检测中心，江苏 苏州 ２１５００２；２．爱德士缅因生物制品贸易
＜上海＞有限公司，上海 ２００３３６）

　　摘　要：　采用酶底物法和多管发酵法同时检测长江中下游地区地表水中的总大肠菌群，结果
表明，参照《生活饮用水标准检验方法 微生物指标》（ＧＢ／Ｔ５７５０．１２—２００６），酶底物法在肠杆菌属
的检出灵敏度上显著高于多管发酵法，而在埃希氏菌属的检出灵敏度上基本一致，酶底物法可以作

为评价水质微生物污染的快速准确检测方法用于水厂日常的检测工作。

　　关键词：　总大肠菌群；　多管发酵法；　酶底物法
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　　总大肠菌群作为国内对地表水进行卫生学评价
的主要指标之一，主要用来评价水体被粪便污染的

程度，并间接地表明水体中存在肠道致病菌的可能

性［１］，也有文献报道［２］总大肠菌群可以在营养丰富

的水体中检出。

国内目前检测地表水中的总大肠菌群主要是多

管发酵法，其检测时间较长，并且需验证实验，步骤

繁琐，不能对水的卫生学状况做出快速评价。也有

文献报道［３，４］，可以采用ＰＣＲ技术、免疫学等方法检
测大肠菌群，这些方法虽然灵敏度高、特异性强，但

由于检测仪器成本相对较高，很难在水厂内得以广

泛应用。而酶底物法可以采用成品的培养基及试

剂，操作方便，无需确认实验，检测时间较短，１８～２４
ｈ即可得出结果，易于在水厂推广。

笔者在实际工作中发现当采用酶底物法和多管

发酵法同步检测长江中下游地区太湖水域和长江水
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域多个样品时，二者的检测结果有一定差异，于是对

两种方法的检测结果进行了比较和分析。

１　试验部分
１１　材料与试剂

酶底物法采用的科利得试剂以及５１孔定量盘
均由爱德士公司提供；

多管发酵法采用的乳糖－蛋白胨培养基购自上
海盛思生化科技有限公司；

标准菌株购自中国工业微生物菌种保藏管理中

心。

１２　试验方法
多管发酵法和酶底物法检测均参照《生活饮用

水标准检验方法 微生物指标》（ＧＢ／Ｔ５７５０．１２—
２００６）。

细菌鉴定：将多管发酵法和酶底物法阳性结果

接种于分离培养基，挑取典型菌落接种于 ＬＢ肉汤
培养基培养后，抽提菌株的总 ＤＮＡ作为模板，使用
１６ＳｒＲＮＡ基因的通用引物２７Ｆ（５＇－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ
ＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３＇）和 １４９２Ｒ（５＇－ＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴ
ＴＡＣＧＡＣＴＴ－３＇）进行ＰＣＲ扩增［５］，阳性片段大小约

１．５ｋｂ。做 ５０μＬ的反应体系：１０～５０ｎｇ的模板
ＤＮＡ、各引物终浓度为１ｎｇ／μＬ，各 ｄＮＴＰ终浓度为
２００μｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２终浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，５μＬ１０
×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，２．５Ｕ的ＴａｑＤＮＡ聚合酶，补充ｄｄＨ２Ｏ
到总体积５０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃起始变性５
ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１．
５ｍｉｎ，做３０个循环；７２℃最后延伸５ｍｉｎ。扩增后
序列送上海英俊生物技术公司测序。

２　结果与讨论
２１　实际水样检测结果

分别采用多管发酵法和酶底物法检测长江中下

游地区太湖水域、长江水域的地表水水样中的总大

肠菌群，检测结果见图１。从图１可以看出，对于长
江水域地表水水样，两种方法检测的总大肠菌群结

果基本一致，对两种方法检测的大肠菌群结果进行

配对 ｔ检验，检验结果表明多管发酵法与酶底物法
具有显著的相关性（Ｐ＜０．０５），检测结果没有统计
学意义上的差异。而对于太湖水域水样，采用多管

发酵法的样品基本未检出，无法与酶底物法检测结

果相比较。因此，有必要对长江水域和太湖水域地

表水样品中的微生物分布情况进行确认。
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图１　水样检测结果
Ｆｉｇ．１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＲｅｓｕｌｔｓｏｆＳｕｒｆａｃｅＷａｔｅｒ

２２　确认试验
分别选取３０个长江水域和太湖水域酶底物法

和多管发酵法阳性管进行鉴定，结果表明，长江水域

３０个阳性管中的２８个为埃希氏菌属，另外２个为
肠杆菌属；太湖水域所有阳性管均鉴定为肠杆菌属。

通过确认试验可以看出，采用乳糖 －蛋白胨培
养基可以较灵敏地对埃希氏菌属进行鉴定，但是对

肠杆菌属的鉴定相对较弱，可能原因是肠杆菌属会

发生延迟发酵现象［６］。而酶底物法采用邻硝基苯β
－Ｄ－半乳吡喃糖苷（ＯＮＰＧ）作为底物，可以诱导细
菌产生 β－半乳糖苷酶，而具有 β－半乳糖苷酶是
埃希氏菌属和肠杆菌属的重要特征之一［７］，因此，

检测结果会高于多管发酵法。

２３　大肠埃希氏菌和阴沟肠杆菌标准菌株试验
为了对上述结果进行进一步验证，采用标准菌

株分别再次进行总大肠菌群酶底物法与多管发酵法

检测，并且将乳糖发酵时间延长至４８ｈ。为保证试
验结果的精确和方便统计，采用生理盐水对埃希氏

菌属代表菌大肠埃希氏菌（ＣＩＣＣ１０３０５）和肠杆菌
属代表菌阴沟肠杆菌（ＣＩＣＣ２２９２７）培养液进行稀
释，使得最终水样的 ＭＰＮ值在２００ＭＰＮ／１００ｍＬ以
下。检测结果如表１所示。由表１可以看出，采用
多管发酵法和酶底物法检测对大肠埃希氏菌进行检

测，检出结果基本一致。而采用多管发酵法检测阴

沟肠杆菌，培养２４ｈ，所有乳糖发酵管均阴性，培养
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４８ｈ后的结果与酶底物法的检测结果基本吻合，在
一定程度上验证了肠杆菌属乳糖发酵延迟的结论。

表１　标准菌株检测结果
Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ＭＰＮ·１００ｍＬ－１

项目
样品

编号

多管发酵

法２４ｈ
多管发酵

法４８ｈ 酶底物法

大肠埃希氏菌

ＣＩＣＣ１０３０５

１ ４６ ７０ ２３．８
２ ７０ ７０ ７３．８
３ １２０ １２０ ９４．５
４ ７９ ７９ ７８．２
５ ７９ １１０ ６９．７

阴沟肠杆菌

ＣＩＣＣ２２９２７

１ ＜２ ４７ １０９．１
２ ＜２ ５４ ８８．５
３ ＜２ ６２ ９４．５
４ ＜２ １７ ５３．１
５ ＜２ ９４ １６５．２

３　结论
酶底物法在肠杆菌属的检出灵敏度上显著高于

多管发酵法，而在埃希氏菌属的检出灵敏度上两种

方法基本一致。从总大肠菌群检测的灵敏度、操作

简便程度以及快捷性上考虑，酶底物法可作为评价

水质微生物污染的快速准确检测方法在水厂中得以

推广。然而，考虑到多管发酵法成本较低，在国内部

分欠发达地区还有一定市场，建议相关部门参照

《食品微生物学检验 大肠菌群计数》（ＧＢ４７８９．３—

２０１０），将 ＧＢ／Ｔ５７５０．１２—２００６中多管发酵法测定
总大肠菌群的乳糖发酵时间延长到４８ｈ，这样检测
结果会更准确。
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