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实验技术与方法
2V1荧光检测法快速筛查冷荤间加工现场凉拌菜的细菌污染状况
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摘$要!目的$探讨 2V1$JZQGSYIGQUTIWDSYWDJUQ!三磷酸腺苷%荧光检测法检测冷荤间加工食品细菌总数的可行

性!为食品细菌污染现场快速检测提供科学依据" 方法$从本市餐饮单位中随机抽取 &" 家各类餐饮单位!采集
’ 大类7" 份菜品作为冷荤间加工食品检测样品!分别应用 2V1荧光检测法与实验室平板计数法检测细菌总数" 结

果$2V1荧光检测法所得菌落数与实验室平板计数法检测菌落总数对比!假阳性率 %7:7<!假阴性率 &":’<" 结

论$2V1荧光检测法适用于冷荤间加工食品微生物的快速检测"
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$$食品加工过程中受到致病微生物污染是造成
食品安全事故的一个重要原因* 针对菌落总数的
检测"国内外普遍采用的方法是平板计数法"需要
在 !# k下培养 ’7 D 后计数才能得到结果"不适用
于预防性现场处置 (%) * 2V1荧光检测法是近年兴
起的一种即时’快速的现场检测方法"可在 &" ]IG
内得到结果* 本研究通过对 2V1荧光检测法与实
验室平板计数法之间的相关性研究"探讨 2V1荧光
检测法在冷荤间加工食品现场快速检测评价微生
物污染的可行性*

%$材料与方法
%:%$主要仪器与试剂

生化培养箱’便携式 2V1荧光检测仪$精密度&

%" e%7 ]SO2V1"BCIl!< 2V1"美国 NISUQBD%* 普通
营养琼脂培养基 $北京陆桥技术有限责任公司%’
&??,%%& 微生物检测试剂盒$美国 NISUQBD%’营养琼
脂$%&% k高温高压灭菌%’灭菌蒸馏水*
%:&$方法
%:&:%$样品采集

随机抽取某市 &" 家餐饮单位"从其冷荤间用无
菌采样袋$不含 2V1%采集蔬菜类’熟肉制品类’海
产品类’豆制品类样品共 7" 份$&" 份.类%*
%:&:&$样品处理

使用洁净无菌袋现场采集样品"无菌条件下
%" ]IG内称取样品 &) /"加入 &&) ]O无菌蒸馏水稀
释"边加边摇匀"反复剧烈振荡 %" 次"静置%" ]IG*
冷藏条件下运送至微生物实验室检测*
%:&:!$样品测定

实验室平板计数法&按照 +N’#7*&!&"%" -食
品安全国家标准 食品微生物学检验 菌落总数测
定. (&)要求"固体检样在加入稀释液后"置均质器中
以 7 """ i%" """ T.]IG 处理 % ]IG"制成 %h%" 的均
匀稀释液* 每份样品重复测量 & 次*
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2V1荧光检测法检测&用无菌注射器取 %" ]O
样液$静置后液体%"依次把孔径为 ) 和 ":’) !]的
无菌滤器连接在注射器上过滤"取 )" !O调配好的
体细胞消去剂于 ":’) !]滤膜上"静置 %" ]IG#取
)" !O微生物细胞裂解剂于 ":’) !]滤膜上#取
’"" !O调配好的荧光素试剂打入 ":’) !]滤器"震
荡混匀"测得 X%#取出滤器加入 %" !O标准品"振荡
混匀" 测 得 X&" 仪 器 自 动 计 算 样 品 菌 落 总 数
$BCF./%"每份样品重复测量 & 次*
%:&:’$结果判定

+N&#%%!&""! -非发酵豆制品及面筋卫生标
准.(!)微生物指标规定"散装菌落总数(%"" """ BCF./*
+N&#&?!&"")-熟肉制品卫生标准.(’)微生物指标规
定"菌落总数&烧烤肉’肴肉’肉灌肠()" """ BCF./#酱
卤(7" """ BCF./#熏煮火腿’其他熟肉制品(!" """
BCF./#肉松’油酥肉松’肉松粉(!" """ BCF./#肉干’肉
脯’肉糜脯’其他肉干制品(%" """ BCF./* 符合标准要
求为阴性"超过标准要求为阳性*
%:!$统计学分析

对两种检测方法的结果进行分析* 以平板计数法
为标准"评价2V1荧光检测不同菜品菌落总数准确度*

&$结果
根据回归方程计算 2V1荧光检测结果对应的菌

落总数"以平板计数法的结果作为参考"2V1荧光检
测法的准确性分析结果见表 %* 超标数据计为阳性"
合格结果计为阴性"相对于平板计数法"荧光法的灵
敏度为 7%:&<"特异度为 #*:?<"约登指数为 ":?"7*
可见"2V1荧光检测法的准确性较好*

表 %$2V1荧光检测法检测灵敏度及特异度结果分析

VJROQ%$=QYQJTBD SCYQGYIUI_IUKJGZ YWQBICIBIUKRK

2V1RISOF]IGQYBQGBQJYYJK

样品类别
样品数
.份

2V1
荧光法

平板计数法

阳性.份
$灵敏度.<%

阴性.份
$特异度.<%

合计

蔬菜类 &"

熟肉制品类 &"

豆制品类 &"

海产品类 &"

合计 7"

阳性 &$%""% ’ ?

阴性 " %’$##:#% %’

阳性 ’$7"% ’ 7

阴性 % %%$#!:!% %&

阳性 !$#)% & )

阴性 % %’$7#:)% %)

阳性 ’$7"% ! #

阴性 % %&$7"% %!

阳性 %!$7%:&% %! &?

阴性 ! )%$#*:?% )’

!$讨论
2V1生物荧光检测法测定的原理是利用荧光

素酶在镁离子’2V1’氧参与下"催化荧光素氧化脱

羧"产生激活态的氧化荧光素"在 )?" G]处产生荧
光* 在裂解液的作用下"细菌裂解后释放的 2V1参
与上述酶促反应"用荧光检测仪可定量测定发光
值"此发光值与 2V1含量成线性关系 () e?) "进而反
映活体细菌的量* 2V1作为代谢作用的能量载体"
存在于所有的动物’植物和微生物的活体细胞
中 (#) "当微生物死亡后"其体内的 2V1会很快降解"
不会对活体微生物的测量产生影响 (7) * 对于一定
生理时期内的活体微生物"其体内的 2V1浓度基本
稳定"使得 2V1浓度与活体微生物的数量之间有较
好的线性关系 (* e%!) * 本方法所用试剂带有 2V1标
准品"可以通过内标法消除干扰"且仪器通过计算可
以直接以菌落总数作为检测结果* 对比两种检测方
法"对于单个样品"平板计数法需要经过稀释’匀质’
培养’计数等环节"至少需要 ’7 小时以上才能得出结
果"并且平板计数法环节过多"容易造成样品的污染*
而 2V1荧光检测法在 &" ]IG 内即可得出结果"具有
简便’快捷和避免二次污染的优点"目前该方法已广
泛应用于食品’工业’医药’生物学等领域(%’) *

本研究结果显示"通过回归方程计算 2V1荧光
检测法对应的菌落总数"判断样品的合格率"此方
法的灵敏度为 7%:&<"特异度为 #*:?<"假阳性率
%7:7<"假阴性率 &":’<"约登指数为 ":?"7* 说明
2V1荧光检测法与平板计数法相比"准确度较好"
适用于冷荤间菜品细菌污染的快速检测*

食品自身组织中的细胞释放的 2V1是对检测
结果的重要干扰项"因此样品前处理 $包括过滤和
消解%过程就显得十分重要* 一旦食品中动植物细
胞的 2V1消解不彻底"就会造成检测结果偏高* 同
时"荧光法仅能反映食品中的细菌总数"但不能进
行细菌菌属的确定"故这种方法只能为食品细菌污
染的预防性处置工作提供数据支持"或作为一种筛
查的手段"而不能作为致病菌污染的确证依据*

2V1生物发光技术以测量萤火虫荧光素酶和
荧光素反应产生的光的数量为基础"为广泛范围内
的物质提供简单’快速’高灵敏度的分析方法* 对
于冷荤间菜品细菌污染的预防性检测"2V1荧光检
测法与实验室平板计数法之间存在较强的对数相
关关系"并且在判断菜品是否存在细菌污染方面具
有较高的准确性"可用于冷荤间食品细菌污染的现
场快速检测*
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