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荧光观察方法检测水中大肠埃希氏菌的应用 

鲍晓凤, 刘胜桃*, 秦思文, 刘丽云, 张淑丽, 关蕴杰, 王秀艳, 廉  杰 

(蒙牛乳业(沈阳)有限责任公司, 沈阳  110122) 

摘  要: 目的  比对 2 种荧光观察方法检测生活饮用水中大肠埃希氏菌的适用性、灵敏度及稳定性。方法  使

用全自动菌落计数器与传统多管发酵法 2 种方法对大肠埃希氏菌 EC-MUG 肉汤管进行荧光观察测试、分析。

结果  仪器法较传统法灵敏, EC-MUG 肉汤管培养 4 h 后使用仪器即可观察到蓝色荧光, 6 h 后呈现深蓝色荧

光, 而传统法在 6 h 时荧光现象微弱呈淡蓝色, 10 h 后荧光现象逐渐明显呈现蓝色。分别使用传统法与仪器法

观察 10 组水样结果无差异。结论  观察水中大肠埃希氏菌荧光现象时可使用仪器法和传统法, 但仪器法更有

优势, 灵敏度高, 操作简单, 值得推广。 
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Application of fluorescence observation methods in the detection of 
 Escherichia coli in water 

BAO Xiao-Feng, LIU Sheng-Tao*, QIN Si-Wen, LIU Li-Yun, ZHANG Shu-Li,  
GUAN Yun-Jie, WANG Xiu-Yan, LIAN Jie 
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ABSTRACT: Objective  To compare the applicability, sensitivity and stability of the 2 kinds of fluorescence 

observation methods for the detection of Escherichia coli in drinking water. Methods  Automatic instrumental 

method and traditional multi-tube fermentation method were used to observe and analyze the fluorescence of 

Escherichia coli EC-MUG broth tube. Results  The instrumental method was more sensitive than traditional 

method. The instrumental method showed that blue fluorescence could be observed after 4 h, while it was more 

obvious after 6 h. Traditional method showed that blue fluorescence gradually became light blue after 6 h, while it 

was gradually obvious after 10 h. There was no difference between traditional method and instrumental method in 

stability test. Conclusion  Instrumental method and traditional method can be used to observe the fluorescence of 

Escherichia coli in water, but the instrumental method has more advantages, higher sensitivity and simpler operation, 

which is worth popularizing. 
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1  引  言 

大肠埃希氏菌(Escherichia coli)又称大肠杆菌或普通

大肠杆菌, 存在于人和温血动物的肠道中[1], 是一种条件

致病菌, 当其数量超过一定限度时, 容易在人体肠道内繁

殖, 导致肠道的正常菌群紊乱, 从而引起腹泻等疾病[2,3]。

在粪便污染、卫生处理等方面常选用大肠埃希氏菌为指

标[4]。截至 2003 年, 美国已有 19 个洲采用大肠埃希菌作

为评价水质好坏的指标[5]。2006 年, 欧盟强制将大肠埃希

菌作为水质微生物的检测指标[6], 我国实行 GB 5749《生活
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饮用水卫生标准》, 其中微生物指标有: 菌落总数、总大

肠菌群、大肠埃希氏菌和耐热大肠菌群[7]。实验室依据《生

活饮用水标准检验方法 微生物指标》[8]中多管发酵法检测

生活饮用水大肠埃希氏菌 , 其检测原理为 4-甲基伞形   

酮-β-D-葡萄糖醛酸苷可作为检测大肠埃希氏菌的底物微

生物体内特有的酶能分解特定的显色或荧光底物, 产生有

颜色的产物或发出荧光, 可通过测定该有色产物或荧光从

而测定微生物的数量[9]。此方法中荧光反应实验结果直接

影响样品中大肠埃希氏菌的含量, 传统方法要求在暗处对

EC-MUG 肉汤管进行荧光现象观察, 此步骤易受可见光影

响, 导致试验管荧光现象不明显, 为了简化实验流程, 提

高实验效果的辨识度, 采用全自动菌落计数仪观察荧光现

象, 其优势为拥有 1000 万像素的超高分辨率真彩摄像头, 

366 nm 紫外灯光源, 可超清晰展现试管内培养物的荧光现

象, 本文对传统荧光现象观察方法及仪器观察法 2 种方法

展开对比分析, 以便了解仪器法观察大肠埃希氏菌荧光现

象的应用效果。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

2.1.1  菌种与样品来源 

大肠埃希氏菌(Escherichia coli ATCC 25922)、金黄色葡萄

球菌(Staphylococcus aureus ATCC 6538)来自于美国标准菌种保

藏中心 ; 鼠伤寒沙门氏菌 (Salmonella typhimurium CICC 

22956)、产气肠杆菌(Enterobacter aerogenes CICC 10293)来自

于中国工业微生物菌种保藏管理中心。 

2.1.2  主要仪器与试剂 

HR40-ⅡA2 生物安全柜(青岛海尔特种电器有限公司); 

SSW-600-2S 恒温水箱(上海一恒科技有限公司); CzoneG6T

全自动菌落计数仪(杭州迅数科技有限公司)。 

乳糖蛋白胨培养液(CM122, 北京陆桥技术股份有限公

司); EC-MUG 培养基(CM1516, 北京陆桥技术股份有限公司)。 

2.2  方  法 

2.2.1  工作菌株培养 

将大肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌、鼠伤寒沙门氏菌、

产气肠杆菌标准储存菌株, 分别加入 10 mL 胰蛋白胨大豆

肉汤中, 于(36±1) ℃培养 18~24 h 后划线哥伦比亚血平板, 

于(36±1) ℃培养 18~24 h 使用 API 20E 对大肠埃希氏菌、

鼠伤寒沙门氏菌、产气肠杆菌进行生化鉴定 [10], API 

STAPH 对金黄色葡萄球菌进行生化鉴定[11]。将确认的典型

菌落作为测试菌株使用。 

2.2.2  含菌 EC-MUG 肉汤的制备 

将检查无自发荧光的EC-MUG肉汤, 分装每管 10 mL

于 115 ℃高压灭菌 20 min, 分别接种菌含量为 108 CFU/mL

大肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌、鼠伤寒沙门氏菌、产气

肠杆菌工作菌悬液, 每管接种 10 μL。 

2.2.3  CzoneG6T 抑菌圈测量及全自动菌落计数仪参数设置 

仪器光源系统包含 366 nm 紫外光, 为菌落荧光激发测试

和研究提供平台[12], 可用于大肠埃希氏菌等的荧光激发和统

计分析, 及可调节的曝光时间, 曝光时间参数设置范围在

0.203~60000 ms 之间, 需注意曝光时间设置过低易导致拍摄图

片过暗从而在图片上观察不到荧光, 通常将仪器曝光时间范围

设定为 4800~10000 ms, 本研究曝光时间设定为 8000 ms。 

2.2.4  操作步骤 

将接种以上 4 种测试菌株的 EC-MUG 肉汤管于

(44.5±0.5) ℃培养(24±2) h 后分别使用传统方法(在暗处使

用 366 nm 波长紫外光照射观察肉汤管的荧光反应)及仪器

法(将肉汤管置于仪器内拍摄暗箱使用 366 nm 波长紫外光照

射, 观察结果并做空白对照[13], 调节软件曝光时间 8000 ms, 

使用拍摄功能, 使样品管清晰呈像观察其荧光现象。 

3  结果与分析 

3.1  适用性实验 

使用传统方法及仪器法对大肠埃希氏菌进行荧光反

应观察, 同时选择不产荧光的金黄色葡萄球菌、鼠伤寒沙

门氏菌、产气肠杆菌作为阴性对照, 如表 1 所示。 

 
表 1  适用性实验结果 

Table 1  Results of applicable experiment  

序号 测试菌 培养时间/h 传统方法 仪器法

1 大肠埃希氏菌 24±2 灰蓝色荧光 蓝色荧光

2 金黄色葡萄球菌 24±2 无荧光 无荧光

3 鼠伤寒沙门氏菌 24±2 无荧光 无荧光

4 产气肠杆菌 24±2 无荧光 无荧光

 
2 种方法在 366 nm 波长紫外光下均可使大肠埃希氏

菌产生荧光, 因仪器法观察可减少可见光的影响, 观察背

景处于完全黑暗的状态, 使样品管的荧光现象更加明显, 

故样品管产生深蓝色荧光(图 1), 而传统方法观察由于观

察环境不能完全隔绝可见光的干扰, 故观察试验管的荧光

为灰蓝色(图 2), 非目标菌金黄色葡萄球菌[14]、鼠伤寒沙门

氏菌[15]、产气肠杆菌在 2 种条件下观察均不产生荧光现象。 

 

 
 

 
注: 试验管(右)产荧光, 对照管(左)无荧光。 

图 1  仪器法观察大肠埃希氏菌 

Fig.1  Observation of Escherichia coli by instrumental method 
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图 2  传统方法观察大肠埃希氏菌 

Fig.2  Observation of Escherichia coli by traditional method 
 

3.2  灵敏度实验 

在相同条件下培养 EC-MUG 肉汤管, 每隔 2 h 分别用传

统方法及仪器法进行观察, 同时进行菌落计数, 确定其菌含量, 

追踪 24 h 结果, 观察 EC-MUG 肉汤管荧光现象, 如表 2 所示。 
 
 

表 2  灵敏度实验结果 
Table 2  Result of sensitivity test 

序号 培养时间/h 
菌含量

/(CFU/mL) 
传统方法 仪器法

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

0 
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4 

6 

8 

10 

12 

14 

16 

18 

20 

22 

24 

1300 

9800 

55000 

680000 

1800000 

20000000 

120000000 

330000000 

550000000 

580000000 

700000000 

750000000 

820000000 
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注: “+++”产深蓝色荧光; “++”产蓝色荧光; “+”产淡蓝色荧光; “”

无荧光可见。 

 
传统方法在培养 6 h 后可略微观察到浅蓝色荧光现象

(图 3), 12 h 时荧光现象逐渐明显, 使用仪器法进行观察在

培养 4 h 后即可观察到蓝色荧光(图 4), 培养至 6 h 即可观

察到深蓝色的荧光现象(图 5)。 

3.3  对比实验 

取10组生活饮用水, 其中9组分别添加不同浓度的大肠

埃希氏菌菌悬液, 1 组为空白样品, 依据 GB/T 5750.12-2006

《生活饮用水标准检验方法 微生物指标》[8]大肠埃希氏菌多

管发酵法进行检测, 荧光反应实验分别使用传统方法及全自

动菌落计数仪进行观察, 如表 3 所示。2 种方法观察 EC-MUG

肉汤管得出结论一致, 检测结果无差异。 

 
 
 

注: 试验管(右)产荧光, 对照管(左)无荧光。 

图 3  培养 6 h 传统方法观察效果 

Fig.3  Observation effect of 6 h cultured by traditional method 
 

 
 

 
注: 试验管(左)产荧光, 对照管(右)无荧光。 

图 4  培养 4 h 仪器法观察效果 

Fig.4  Observation effect of 4 h by instrumental method 
 

 
 

注: 试验管(右)产荧光, 对照管(左)无荧光。 

图 5  培养 6 h 仪器法观察效果 

Fig.5  Observation effect of 6 h cultured by instrumental method 
 
 

表 3  对比实验结果 
Table 3  Contrast experimental results 

序号 样品名称 
传统方法检测结果

/(MPN/100 mL) 
仪器法检测结果
/(MPN/100 mL) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

加标水样 1

加标水样 2

加标水样 3

加标水样 4

加标水样 5

加标水样 6

加标水样 7

加标水样 8

加标水样 9

空白水样 10

1100000 

79000 

11000 

35000 

5400 

790 

2300 

430 

33 

＜2 

1100000 

79000 

11000 

35000 

5400 

790 

2300 

430 

33 

＜2 
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4  结  论 

通过适用性、灵敏度、稳定性实验得出以下结论 :    

(1) 传统方法和仪器法均可用于水样中大肠埃希氏菌荧光

反应实验, 2 种荧光观察方法只针对目标菌大肠埃希氏菌

能够观察到特征性荧光, 仪器专为荧光观察设计了拍摄暗

箱, 隔绝了外界可见光的干扰, 故仪器法观察到的荧光现

象更为清晰明显; (2) 灵敏度方面仪器法也较传统方法存

在优势, 可提前观察到荧光现象; (3) 通过检测 10 组样品

中大肠埃希氏菌进行对比, 2 种方法得出检测结果无差异; 

(4) 仪器法在操作方面较传统方法更有优势 , 操作简单 , 

相对传统方法可提前 2 h 观察到荧光现象, 对于初学者更

易于实验结果的辨别, 且仪器法图像可长期保存, 使实验

记录完整可追溯, 值得推广。 
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