
! &’""" !
中国食品卫生杂志

SEd7G>G@_?374J_DD__2EH8dG7G #%!, 年第 #’ 卷第 ! 期

实验技术与方法
饮用水中大肠埃希菌富集和 274提取方法优化
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摘"要!目的"建立一种灵敏’可靠’快速对水中大肠埃希菌富集和 274提取的最佳方法组合!以便应用 XC;1C:

探针实时荧光 OS3技术进行定量检测" 方法"膜过滤洗脱环节!采用 & 种不同的方法进行富集洗脱!通过平板计

数法比较各方法富集洗脱效果%274提取环节!采用 , 种方法进行 274提取" 所得 274进行实时荧光 OS3扩增!

定量检测 274拷贝数!比较各方法的 274提取效率%并采用最优的方法组合!对模拟水样进行膜过滤和 274提

取!考察全过程的回收率和灵敏度" 结果"采用加表皮葡萄球菌过滤 l漩涡混合器 l玻璃棒刮擦洗脱方法
#S法$!洗脱效率能达到 +(. )*&.%XR<TN:a5!%% 法和磁珠法的线性范围达到 ’ 个数量级稀释度 #!%% )!% c( $!

## 分别为 %-**0 和 %-***!然而!XR<TN:a5!%% 法更省时!更简便!经济性更好" 采用该最优的方法组合!其全过程的

回收率为 +*-+. )!%,-%.且灵敏度达到 ! [LB/\V" 结论"S法 lXR<TN:5!%% 法组合可以快速’准确’经济地对饮用

水中大肠埃希菌进行富集和 274提取"
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""应用 XC;1C: 探针实时荧光 OS3定量方法检测
水中大肠埃希菌时"需要对饮用水中的细菌进行富

集和 274提取"以便提高方法检测限’ 由于定量检
测方法的特殊要求"选择的方法组合必须满足富集
效率高(274提取回收率高等条件’ 膜过滤具有富
集效率高(快速(成本低的特点"是饮用水中进行微
生物富集的首选方法 )! c&* "但是由于滤膜的微孔分
子筛吸附效应"从滤膜上洗脱富集的细菌却成了棘
手的问题"特别是在对低浓度细菌的水样进行富集
时"洗脱效果严重影响回收率’ 本研究在膜过滤洗
脱环节采用了漩涡混合器洗脱$4法%(4法加玻璃
棒辅助洗脱 $i法%(i法加表皮葡萄球菌过滤 $S
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法%#在 274提取环节采用如下四种方法&水煮法(
XR<TN:a5!%% 法(柱过滤式试剂盒法(磁珠试剂盒法’

通过比较各方法的细菌富集 274提取效果"寻找出
一种较为理想的能够满足后续定量检测的方法组
合&S法 lXR<TN:a5!%% 法’

!"材料与方法
!-!"材料
!-!-!"试验菌株

大肠埃希菌$4XSS#(*##%购自广东环凯"表皮
葡萄球菌为本实验室保藏’
!-!-#"仪器与试剂

+(%% 荧光定量 OS3仪(a5##3多功能台式高速
离心机(膜过滤装置$1<VV<LV9‘%"全自动核酸提取仪
$1C=1C‘5*’"4id%’ 2R9C\XC; OS31CUT9R1<‘$#a"
XA9R\N5D9R\9:TCU%(细菌基因组 274提取试剂盒
$过滤柱式%(细菌基因组 274磁珠提取试剂盒$均
购自北京天根%’
!-#"方法
!-#-!"膜过滤

模拟水样配制&过夜大肠埃希菌肉汤培养液"

经梯度稀释后"取不同数量级的稀释液 ! \V接种
#%% )! %%% \V的本市自来水中"配成不同浓度的大
肠埃希菌污染的模拟水样"加标浓度采用 g3i4平
板 &’ h培养 !0 A"计数’

滤膜的选择&分别采用孔径 %-##(%-,( !\滤
膜过滤模拟水样后"取下滤膜"紧贴在 g3i4平板
上"&’ h培养 !0 A"计数’ 将各组滤膜所得结果与
平板计数结果进行成组 8检验"比较各滤膜的过滤
富集效果’
!-#-#"膜洗脱

混合器洗脱$4法%&将滤膜置于预先加 !% \V

洗脱液$生理盐水%的直径为 #% \\的玻璃管中"漩
涡混合器"& %%% R/\<: 剧烈震荡 # \<:’ 洗脱液细
菌浓度用 g3i4琼脂平板培养计数’

4法加玻璃棒辅助洗脱$i法%&在 4法基础上配
合玻璃棒刮擦滤膜表面"后续步骤同上接种平板计数’

i法加表皮葡萄球菌过滤$S法%&水样加表皮
葡萄球菌$过夜肉汤培养物 ( \V%进行膜过滤后"采
用 i法洗脱"步骤同上’
!-#-&"274提取

简化水煮法&参照文献 ) , *"略有改动’ 取
!-% \V菌液至 !-( \V离心管中"!# %%% R/\离心
!% \<:’ 吸去 *%% !V上清液"重悬沉淀"!%% h孵育
!% \<:"即为 274模板"使用前重悬’

XR<TN:a5!%%&取 !-% \V菌液至 !-( \V离心管"

!# %%% R/\离心 !% \<:"吸去 *!% !V上清液"于沉淀
中加入 !% !V!%.XR<TN:a5!%%"!%% h孵育 !% \<:"
即为 274模板"使用前重悬’

柱过滤式试剂盒法(磁珠试剂盒法按照天根公
司产品说明书操作’
!-#-,"274拷贝数定量检测

选取单拷贝 ;.,!基因作为扩增目的片段"参照
文 献 ) ( * 的 引 物 探 针 序 列" 上 游 引 物 D&
S44S844SX8 44SX88S484" 下 游 引 物 3&
S4XX4S8SX8 S84X884X" 探 针 O& D415SSS8S
S88844X88X84XX4S5iEM!$上海生工合成%"目
的片段长度为 !#! YZ"OS3反应体系&OS3预混液
!#-( !V"引物各 ,%% :\NV/J"探针 #%% :\NV/J"模板
# !V"总体积为 #( !V’ OS3扩增程序&*, h预变性
& \<:#*( h &% U"’% h ’% U",% 个循环’ 采用实时
荧光 OS3)’* "利用 SX值与原始模板拷贝数的对数
成比例的函数关系"通过梯度稀释大肠埃希菌标准
品构建标准曲线"定量检测 274拷贝数"比较各方
法 274提取效率’

#"结果
#-!"滤膜的选择

分别用三种不同滤膜"过滤加有$#+-! s&-#%[LB
$g3i4平板计数%大肠埃希菌的模拟水样"重复
!% 次"表 ! 结果显示"%-,( !\滤膜$国产某品牌%
的细菌截留率明显偏低"%-## !\滤膜 $国产某品
牌%和 %-,( !\$1<VV<ZNR9%滤膜结果相当"但后者过
滤体积更大"以下试验均采用 %-,( !\$1<VV<ZNR9%
滤膜过滤’

表 !"三种不同滤膜过滤效果比较
XCYV9!"SN\ZCR<UN: TA99LL9[TNLTAR99P<LL9R9:T\9\YRC:9

L<VTRCT<N: \9TANPU

滤膜/!\
最大过滤
体积C/\V

截留细菌
数/[LB

截留率 Y

/.
2值

%-##$国产某品牌% *%% #,-% s(-! 00-( 2e%-%!
%-,($国产某品牌% ! +%% !+-0 s&-! ’’-0 2k%-%!!

%-,($1<VV<ZNR9% # #%% #&-* s,-( 00-# 2e%-%!

注&C表示 !% \<: 最大过滤体积#Y 表示加标量为 #+-! [LB#!表示该
组截留结果与平板计数法结果间比较差异有统计学意义

#-#"三种膜洗脱方法的回收率比较
S法明显优于 4法和 i法"在加标量为 !-% o

!%, )!-% o!%* [LB 的模拟水样中"S法膜洗脱效率
能达到 +(. )*&."而 4法膜洗脱效率最低"不足
!%."见图 !’
#-&"274提取方法比较

取 !%% )!% c(’ 个数量级的大肠埃希菌梯度稀
释液"分别采用四种方法进行 274提取"表 # 结果
显示"简化水煮法提取效率偏低"扩增效率只有
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图 !"三种膜洗脱方法处理不同加标量模拟水样的回收率
D<=BR9!"XA9R9[NW9RKNYTC<:9P YKTAR99P<LL9R9:T\9\YRC:9

9VBT<N: \9TANPULRN\U<\BVCT9QCT9R

"""

’!-!.#过滤柱试剂盒法不适用于低浓度目标菌的
提取"线性范围为 !%% )!% c&#XR<TN: 法与磁珠试剂
盒法在定量检测技术指标上相当"线性范围均达到
’ 个数量级"均能满足后续荧光 OS3定量检测"但
前者更简便"更快"经济性更好"故评为最优方法’
#-,"274拷贝数定量检测结果

含大肠埃希菌浓度分别为 !-% o!%& )!-% o!%*

[LB/\V标准系列"采用 XR<TN: 法提取 274"重复
# 次"3X5;OS3测定拷贝数"建立的标准曲线"## j
%-**0"GLL. j*(-0"见图 #’

表 #"四种 274提取方法效果比较
XCYV9#"SN\ZCR<UN: NLLNBR2749‘TRC[T<N: \9TANPU

方法 标准曲线 ## 扩增效率/. 线性范围C/$[NZK/!V% 综合评定 Y

简化水煮法 Kjc,-0&!=‘l&(-( %-**# ’!-! +-% o!%( )+-% o!%! 不适用
XR<TN: 法 Kjc&-0#!=‘l&#-! %-**’ )%-**0 0#-’ )*(-0 +-% o!%’ )+-% o!%! 最优方法
过滤柱试剂盒法 Kjc#-+0!=‘l&!-! %-**, !#0-% +-% o!%’ )+-% o!%& 不适用
磁珠试剂盒法 Kjc&-,0!V=‘l&#-’ %-*** *#-+ +-% o!%’ )+-% o!%! 备用方法

注&C表示原液浓度&+-% o!%0 [LB/\V"梯度稀释液采用表皮葡萄球菌液稀释"上样体积为 # !V#Y 表示考虑的因素主要为方法学指标"以及提取
时间$手工时间/总耗时%费用等

图 #"采用 XR<TN:a5!%% 法提 274建立的标准曲线及扩增图
D<=BR9#">TC:PCRP [BRW9C:P C\ZV<L<[CT<N: ZVNTNYTC<:9P YKMOS3LRN\!%5LNVP U9R<CV

P<VBT<N:UNL9U[A9R<[A<C[NV<"QA<[A 2749‘TRC[T9P YKXR<TN:a5!%% \9TANP

#-("回收率
采用最优方法组合$S法 lXR<TN:a5!%% 法%"对

总体积为 ! %%% \V不同浓度的模拟水样"进行富集

和 274提取"全过程的回收率为 +*-+. )!%,-%."
检测限达到 !-% [LB/\V"见表 &’

表 &"最优方法组合处理模拟水样的总回收率
XCYV9&"XA9TNTCVR9[NW9RKLNRQCT9RZR95ZRN[9UU<:=YKBU<:=TA9NZT<\CV\9TANPU

加标量/[LB 模拟水样浓度C

/$[LB/\V%
I8值 Y

/$"<s("& j&%
实测值

/$[NZK/!V%
换算原水样浓度
/$[LB/\V%

总回收率
/.

!-% o!%0 !-% o!%( !,-*% s%-#% $*-#( s!-#%% o!%( *-# o!%, *#-(

!-% o!%+ !-% o!%, !0-#, s%-,, $*-0( s&-!%% o!%, *-0 o!%& *0-(

!-% o!%’ !-% o!%& #!-’% s%-&* $!-%, s%-#+% o!%, !-% o!%& !%,-%

!-% o!%( !-% o!%# #(-!% s%-+# $0-%# s!-!0% o!%# 0%-# 0%-#

!-% o!%, !%-% #0-0% s%-%* +*-+% s,-( 0-% +*-+

!-% o!%& !-% &!-!% s%-&’ !0-,% s,-& !-0 !0,-%!

空白对照[ %-% ! %-%% %-% !

注&C表示水样体积为 ! %%% \V#Y 表示前处理浓缩 !%, 倍#[表示不加大肠埃希菌的自来水"其他操作均相同#!表示 I8值 e,%#!表示回收率
偏高"是由于扩增曲线 > 型欠佳"导致 I8值计算时误差偏大"故不能准确定量"只作为检测下限判断依据
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&"讨论
微孔滤膜过滤具有过滤体积大(速度快(细菌

截留率高等优点"非常适合用于处理后的饮用水中
细菌富集’ 表 ! 中"国产某品牌滤膜价格上有优势"
但孔径 %-,( !\滤膜在细菌截留率上偏低"%-##
!\滤膜和 %-,( !\1<VV<ZNR9滤膜的细菌截留数"
与平板计数法结果比较差异无统计学意义"均可以
满足定量检测的要求"但 1<VV<ZNR9滤膜过滤体积更
大"相比检测限更低’

本试验采用过玻璃珠击打)+* (超声波振荡)0* (肉
汤洗脱)** (滤膜反向抽滤(滤膜反向悬空离心等方法"
低浓度目标菌的洗脱效果均不理想#棉签几乎可以完
全擦拭滤膜上细菌"但是棉签擦拭后的细菌大部分会
包裹在棉花内"即使将擦拭的棉花高速离心"其离心
力还是不足以使其摆脱棉花束缚’ 试验最终选择在
水样中加入高浓度的杂菌过滤"有效地提高了低浓度
目标菌的洗脱率"使洗脱效率稳定在 +,. )*(.的水
平 $见 图 ! %’ 试 验 中 出 现 总 回 收 率 e!%%.
$!%,-%.%的情况$见表 &%"是因为试验的重复次数
偏少"主要由吸样误差和仪器测量误差造成’

由于滤膜的微孔分子筛吸附效应在低浓度细
菌过滤时"对洗脱效率的影响更明显$见图 !%"所以
如果在膜过滤时加入高浓度的杂菌"可提高低浓度
目标菌洗脱效率’ 表皮葡萄球菌为革兰氏阳性球
菌"在肉汤中易培养"在 g3i4平板上不生长"不影
响大肠埃希菌计数"也不影响后续 OS3反应的特异
性和灵敏度$见表 &%’

274提取方法必须满足 OS3定量检测时线性
范围宽(扩增效率高的要求’ 提取的 274不一定要
求纯"但要求无 OS3反应抑制物"且回收率要高’
XR<TN:a5!%% 法和磁珠法能满足后续荧光 OS3定量
检测"但 XR<TN: 法处理时间仅需 #% \<:"操作便捷性
和费用与水煮法相当"故综合评定 XR<TN:a5!%% 法为

最优提取方法’
采用 S法 lXR<TN:a5!%% 法方法组合"膜过滤浓

缩 !%% 倍 o洗脱液离心浓缩 !% 倍 o274提取浓缩
!% 倍"前处理浓缩倍数达到 !%, 倍"使得 OS3定量
检测水中大肠埃希菌的检测限降到 ! [LB/\V$见表
&%"前处理时间 k%-( A"且操作简便(费用低"是一
种较为理想的能够满足后续 OS3定量检测的前处
理方法组合’
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国家卫生计生委办公厅关于中链甘油三酯有关问题的复函
中国食品工业协会&

你协会)关于请批准中链甘油三酯作为普通食品原料管理的请示*#中国食协+#%!&,#& 号$收悉" 经研
究!现函复如下&

中链甘油三酯即中链脂肪!天然存在于棕榈仁油’椰子油等食品和母乳中!是膳食脂肪的来源之一!主要成
分是-辛!癸酸甘油酯." 根据食品安全国家标准)特殊医学用途婴儿配方食品通则*#8i#((*’(#%!%$和食品
安全国家标准)食品添加剂使用标准*#8i#+’%(#%!!$的规定!中链甘油三酯可作为食品原料或乳化剂使用"
中链甘油三酯作为食品原料使用时!应当按照)食用植物油卫生标准*#8i#+!’(#%%($执行%作为乳化剂使用
时!应当符合食品安全国家标准)食品添加剂 辛!癸酸甘油酯*#8i#0&%#(#%!#$的规定"

专此函复"
国家卫生计生委办公厅
二〇一三年十二月二十日


