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摘　要：粪大肠菌群作为水体粪便污染的指示菌，对地表水的水质监测评价具有重要作用。采取较为精确、快速的粪大肠

菌群检测方法，对控制流行疾病的发生和传播有重要的科学意义。从粪大肠菌群的检测意义、监测方法、标准化应用情况

等方面进行归纳分析，提出推广和标准化酶底物法监测粪大肠菌群的迫切性。
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　　粪大肠菌群，一群能在 ４４．５±０．５℃温度下生
长，发酵乳糖、产酸产气、需氧和兼性厌氧的革兰氏

阴性无芽孢杆菌，国外又称耐热大肠菌群。主要来

源于人畜粪便，可导致肠道传染病传播，如伤寒、霍

乱、细菌性痢疾、脊髓灰质炎和传染性肝炎等，是水

质污染的重要监测指标之一
［１－２］

。因此，不断优化

粪大肠杆菌的检测方法具有广泛的卫生学意义。

酶底物法作为一种新兴的粪大肠菌群检测方法，具

有准确、快速、可靠的检测特点，对及时反映监测水

域粪便污染状况，有效预报和控制流行疾病的发生

与传播具有重要意义。

１　研究背景
水体微生物污染状况日趋严重，作为水体污染

重要组成内容，微生物污染集中体现在粪便污染，

粪便是病原微生物、病毒、原生动物和蠕虫的主要

来源，可导致人类肠道传染病传播（ＷＨＯ的饮用
水水质准则）。１９９２年，生活饮用水卫生标准修订
会议上首次提出将粪大肠菌群作为粪便污染的重

要卫生学指标，与菌落总数、总大肠菌群和大肠埃

希氏菌共同作为粪便污染的微生物监测指标。

然而，实际工作中，尤其是在应急监测中，监测

部门无法对水体中各种致病微生物进行检测。故

绝大多数时候，通过粪大肠菌群的检测来评价水体

污染情况，从而反映对人体健康的危害大小。正是

粪大肠菌群在监测中的代表性，使其在国内各类标

准中应用广泛。不同标准的应用情况和限值具体

见表１。
由表可见，从检测意义上来说，推广快速、简便

的粪大肠菌群酶底物检测法对不同行业的水质监

测具有重要意义。
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２　酶底物法解析
表 １　各类质量标准中规定的粪大肠菌群限值

质量标准 粪大肠菌群限值

《地表水环境质量标准》（ＧＢ３８３８－２００２） Ⅰ类：≤２００个／Ｌ；Ⅱ类：≤２０００个／Ｌ；Ⅲ类：≤１００００个／Ｌ；
Ⅳ类：≤２００００个／Ｌ；Ⅴ类：≤４００００个／Ｌ；

《畜禽养殖业污染物排放标准》（ＧＢ１８５９６） 最高日均排放浓度：１０００ＭＰＮ／１００ｍＬ
《海水水质标准》（ＧＢ３０９７－１９９７） Ⅰ类 ～Ⅲ类：≤２０００ＭＰＮ／Ｌ

《农业灌溉水质标准》 ≤１００００个／Ｌ

《生活饮用水标准》（ＧＢ５７４９－２００６） 不得检出／１００ｍＬ
传染病、结核病医疗机构水排放限值：１００ＭＰＮ／Ｌ

《医疗机构水污染物排放标准》（ＧＢ１８４６６） 综合医疗机构和其他医疗机构水排放限值：５００ＭＰＮ／Ｌ；预处理标
准：５０００ＭＰＮ／Ｌ
医疗机构污泥控制标准：传染病、结核病、综合医疗机构和其他医

疗机构：≤１００ＭＰＮ／ｇ

《高致病性病原微生物实验室污染物排放标准》（意见稿） １００ＭＰＮ／Ｌ

《城镇污水排放标准》（ＧＢ１８９１８）
　

一级标准：１０００ＭＰＮ／Ｌ或１００００ＭＰＮ／Ｌ；
二级标准：１００００ＭＰＮ／Ｌ

《生物制药行业污染物排放标准》（ＤＢ３１／３７３）
　

直接排放：１００ＭＰＮ／Ｌ或５００ＭＰＮ／Ｌ；
间接排放：５００ＭＰＮ／Ｌ

２．１　酶底物法介绍
酶底物法

［７］
，利用粪大肠菌群在 ４４．５℃生长

过程中产生的 β－半乳糖苷酶和 β－葡萄糖醛酸
酶，分解培养液中的邻硝基苯 －β－Ｄ－吡喃半乳
糖苷（ＯＮＰＧ）和 β－葡萄糖醛酸，使培养液呈现黄
色和荧光反应（阳性）这一原理进行检测，最后根

据阳性的组合，查 ＭＰＮ表得出数量。
实际操作中，首先需要根据水样的污染程度对

待测水样作适当稀释，然后用无菌瓶取混匀水样

１００ｍＬ，加入 Ｃｏｌｉｌｅｒｔ（科立得）试剂 １份，溶解混
匀，倒入 ９７孔定量盘，封口，于 ４４．５±０．２℃培养
箱中培养２４ｈ，最后根据阳性孔数，查 ＭＰＮ表并计
算。

酶底物法在美国最早得到推广和应用，用酶底

物法检测粪大肠菌群、总大肠菌群和大肠埃希氏菌

已获得美国 ＥＰＡ认证，在美国、欧洲、日本等地得
到广泛的应用。在中国，２００６年颁布的《生活饮用
水国家卫生标准》（ＧＢ／Ｔ５７５０．１２－２００６）中将酶
底物法列为总大肠菌群的国标方法，但尚未作为粪

大肠菌群监测的标准方法。

２．２　酶底物法与其他方法比较
国内检测粪大肠菌群一直沿用国外早期的实

验方法，以 ＭＰＮ法和滤膜法传统方法为主［４］
。随

着生物监测技术发展，纸片法、固定酶底物法、分子

生物学鉴定法等方法相继出现并得到了一定范围

的应用。各检测方法比较见表２。

表 ２　粪大肠菌群各检测方法比较

检测方法 操作步骤 场所和人员要求 确认实验 检测时间 准确度 检测费用 推广度

发酵法 繁琐 专业场所和人员 需要 ４８～７２ｈ 较准确 较便宜 易

滤膜法 繁琐 专业场所和人员 需要 ４８～７２ｈ 较准确 较便宜 易

酶底物法 简易 要求不高 不需要 ２４ｈ 准确 较贵 易

纸片法 简易 要求不高 需要 １６～１８ｈ 较准确 较便宜 易

聚合酶链式技术 繁琐 专业场所和人员 不需要 ６～８ｈ 准确 昂贵 不易

荧光原位杂交技术 繁琐 专业场所和人员 不需要 ６～８ｈ 准确 昂贵 不易

　　从实验操作上，酶底物法取样加药后封口培
养，过程简单，较少受人为污染，虽然纸片法操作也

较简便，但操作过程易受污染，且需要确证试验；从

结果反映上，酶底物法 ９７孔定量盘的最大可能数
表却有２３５２组，比其他方法的最大可能数表（多

管发酵法 ５６组）查表时更为准确。此外，酶底物
法应用酶技术进行粪大肠菌群检测，出现假阴性、

假阳性现象较少；综上可见，酶底物法相对于其他

检测方法更为准确。
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３　酶底物法的应用和研究状况
３．１　酶底物法的应用

粪大肠菌群作为卫生学指标，在不同行业都有

监控要求，酶底物法作为粪大肠菌群的新兴检测方

法，在标准中的应用见表３。

表 ３　检测粪大肠菌群的标准方法调研

标 准 名／标 准 号 引用方法

美国《水和废水标准监测分析方法》（２１ｔｈ９２２１Ｅ） 多管发酵法

《水质 大肠菌群、耐热性大肠菌群和假定埃希氏大肠杆菌的检测和计数》（ＩＳＯ９３０８－２－１９９０） 多管发酵法、滤膜法

《食品中的大肠菌群和大肠杆菌的检测》（ＡＯＡＣ９９１．１４（１９９４）） ｐｅｔｒｉｆｌｉｍ测试片法、发酵法
《大肠菌群、粪大肠菌群和大肠杆菌检验方法 》（ＦＤＡ／ＢＡＭＣｈａｐｔｅｒ４（２００２）） 多管发酵法

ＥＰＡ认可 粪大肠菌群测定（Ｃｏｌｉｌｅｒｔ－１８） 酶底物

《污泥中粪大肠菌群测定》（ＥＰＡ１６８０８２１／Ｒ－９８－００３） 多管发酵法

《水中粪便性大肠杆菌群检测方法 －滤膜法》（ＮＩＥＡＥ２１４．００Ｃ）（台湾） 滤膜法

《生活饮用水标准检验方法》（ＧＢ／Ｔ５７５０．１２－２００６） 多管发酵法、滤膜法

《水质 粪大肠菌群的测定 多管发酵法和滤膜法》（ＨＪ／Ｔ３４７－２００７） 多管发酵法、滤膜法

《出口食品中大肠菌群、粪大肠菌群和大肠杆菌检验方法》（ＳＮ０１６９－９２） 多管发酵法

《食品卫生微生物学检验 粪大肠菌群计数》（ＧＢ／Ｔ４７８９．３９－２００８） 多管发酵法

《化妆品微生物标准检验方法 －粪大肠菌群》（ＧＢ７９１８．３－１９８７） 发酵法（定性）

　　由表３可见，目前国内标准对粪大肠菌群的检测
以多管发酵法为主，没有酶底物法的规定应用。由此

可见，不断强化酶底物法检测粪大肠菌群的检测，推

广酶底物法的应用，可以填补国家在粪大肠菌群快速

检测方法标准上的空白，也为满足当前和今后一定时

期内国家环境保护工作的需要做好铺垫。

３．２　酶底物法的研究现状
酶底物法在美国最早得到推广和应用，用酶底

物法检测粪大肠菌群已获得美国 ＥＰＡ认证，在美
国、欧洲、日本等地得到广泛的应用。虽然该法并

未成为中国检测粪大肠菌群的标准方法，但并未阻

止许多学者对其的研究。高瑞坤等
［１４］
比较了固定

底物酶底物法与多管发酵法来检测水中粪大肠菌

群，结果表明，两种方法用于水中粪大肠菌群检测

结果具有一致性；崔松阳等
［１５］
结合 ３家单位数据

对比，说明了 ＤＳＴ－酶底物法和多管发酵法检测粪
大肠菌群的一致性；遇晓杰等

［４］
认为固定底物酶底物

法与传统多管发酵法没有区别；段玉林等
［１６］
用酶底

物法对地表水水样进行不同倍数的稀释后进行培养

检测，结果发现准确掌握水样稀释倍数对测定结果就

越准确。此外，在四川５．１２抗震救灾［８］
中，酶底物法

被用来检测生活饮用水中的耐热大肠菌群，成功保障

了广大灾区人民群众生活饮用水的供水安全，在应急

监测中发挥了重要的作用。

所有以上相关研究表明，酶底物法可以作为评

价水质微生物污染的快速标准检测方法。

３．３　酶底物法应用前景

酶底物法操作简便，结果快速准确，在环境监

测中具有广泛的应用前景，主要表现为以下几点：

（１）粪大肠菌群作为环境卫生学指标，具有实际监
测意义，故酶底物法作为粪大肠菌群的快速检测方

法，满足应用需求；（２）传统粪大肠菌群监测方法
操作繁琐，需要 ４８～７２ｈ才能获取结果，需要专业
人员和专业检测条件，水样保存时间苛刻，在中西

部地区执行率不高，分子技术仪器要求高，且需要

专业人员操作，明显不适用环境污染事故监测的要

求；（３）酶底物法测定水样中的粪大肠菌群具有快
速、简便、准确的特点，无需清洗玻璃器皿，无需无

菌室，无需配置培养基，２４ｈ内定量检测，极大地
减少了工作量，同时可以避免使用多管法时逐级稀

释带来的操作误差，也避免了使用滤膜法时肉眼读

数的人为误差，能够较为准确地判断水样的污染状

况；（４）现有粪大肠菌群监测标准中未有酶底物法
的规定，而酶底物法已经被世界各国及地方实验室

和世界各组织机构认可
［１７］
，中国急需将检测标准

与国际接轨，探索和完善适用本国环境监测的粪大

肠菌群酶底物法。

４　总结
酶底物法根据粪大肠菌群的特异性酶，与特异

性底物反应，通过颜色变化和荧光作为检测结果的

判断依据，操作简便，结果直观、清晰、可靠，客观性

强，缺点是使用的培养基只有国外生产商供应，检

测成本较高。相信今后在科学研究上的不断强化，
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使酶底物法的培养基逐渐实现国产化，从而降低使

用成本，使其具有更广阔的应用范围和前景，作为

评价水质微生物污染的快速标准检测方法在日常

监测和应急监测中发挥重要作用。
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（上接第３１页）
　　（１）从单次事件的噪声与振动同步测量结果
发现，无论室内结构噪声还是结构振动，其极大峰

值均出现在 ５０～８０Ｈｚ区间。如果采用 １／１ＯＣＴ，
即倍频程数据统计，则峰值均在６３Ｈｚ中心频率覆
盖频带范围内。

（２）数据结果或噪声图像还可以发现，结构噪
声声能量分布绝大部分为５００Ｈｚ以下低频部分。

通过数据分析，作者提出了针对地铁所产生结

构噪声的合理测量方法。即，采用 １／３倍频程或
１／１倍频程的时间历程测量、记录整个时段的全过
程。再通过频率分析，选取特征频率（选择结果为

６３Ｈｚ），结合声暴露级的事件截取方式，对列车通
过所造成的结构传声事件进行截取，将截取事件的

时间内低频部分（５００Ｈｚ以下）噪声各频率平均。
对于上述方法测量结果的评价还需要做进一

步研究，但就结构传声而言，则采用低频倍频程各

中心频率单独评价已在相关标准中得到体现。究

竟如何评价能够更加准确地反映人体实际感受性

还未能定论，并且在使用该方法对地下轨道交通结

构噪声进行监测时，测量时段、仪器要求具体实施

细节要求与控制措施还有待进一步验证和研究。

单论方法，使用该数据采集时的测量方法，对地下

轨道交通结构传声排放更加具有针对性，也更能够

反映在建筑物室内的实际排放情况。此外，采用声

暴露级方法本身对环境本底噪声做出了修正，从而

避免了使用现行标准中监测方法测量时其他环境

的影响，从测量结果评价上将较 Ａ声级更为有益。
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