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微生物 A TP 提取方法及其在微波灭菌效果
快速评价中的应用研究

叶菁 , 　王周平 3 , 　乐国伟 , 　施用晖
(江南大学 食品学院 ,江苏 无锡 214122)

摘 　要 : 本文对 A TP 发光技术中微生物 A TP 提取方法进行了优化研究 ,通过对不同提取剂提取

效率的比较 ,发现苯扎溴铵提取效果好 ,并且无需稀释 ,能真实体现微生物细胞内的 A TP 水平。

通过对苯扎溴铵提取时间和提取浓度的优化 ,结果显示采用体积分数为 0105 %苯扎溴铵溶液与

菌液混合 3～4 min ,即可将细胞内的 A TP 最大限度地释放出来。将该提取方法与 A TP 生物发光

反应体系偶联 ,实现了对微波灭菌效果的快速评价 ,在短时间内即可得到可靠结果。试验比较了

不同微波功率和微波时间的灭菌效果 ,实验结果表明 ,大肠杆菌 A TCC25922 在用 2450 M Hz 650

w 微波照射 60 s 时可被完全杀灭 ,而金黄色葡萄球菌 A TCC25923 则需 70 s 才能被杀灭。当用

2450 M Hz 微波同样处理 60 s 时 , 650 w 即可杀灭大肠杆菌 A TCC25922 ,而金黄色葡萄球菌

A TCC25923 则需 700 w 才可被完全杀灭。
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Optimization and appl ication of ATP Bioluminescence System in

the Rapid Evaluation of Microwave Steril ization

YE Jing , 　WAN G Zhou2ping 3 , 　L E Guo2wei , 　SH I Yong2hui
(School of Food Science and Engineering , J iangnan University , Wuxi 214122 , China)

Abstract :In this manuscript , the extraction method of microorganism ATP used in bioluminescence

techniques were studied. According to compare t he ext ract result s of different ext ractant s ,it was

found t hat t hat benzalkonium bromide ( BAB ) is t he best ext ractant to ext ract all of A TP

microorganism cells. The ext raction conditions including t he ext ractant concent ration and t he

extaction time were determined and listed as follows : 0. 05 % BAB mixing with bacteria cells for

3 - 4 min. The finding was applied to rapidly evaluate t he effect of microwave sterilization

coupling wit h bioluminescent technology and the reliable result s can be obtained within a short

time. According to t he sterilization effect of different microwave power and sterilization time ,we

found t hat E. Coli A TCC25922 can be completely exterminated irrediated by 2 450 M Hz 650 w

microwave for 60 s but 70 s for Stap hylococcus aureus A TCC25923. When t reated wit h 2450

M Hz microwave all for 60 s , t he power for compelte extermination of E. Coli A TCC25922 is 650



w but 700 s for Stap hylococcus aureus A TC25923.

Key words : bioluminescence , benzalkonium bromide ( BAB ) , microwave sterilization , rapid

detection

　　A TP 生物发光技术是一种用于检测样品中有

无微生物及其数量的方法。这种方法具有简便、灵

敏等特点。A TP 生物发光技术的机理是利用虫荧

光素酶催化荧光素、三磷酸腺苷 (A TP) 、和氧气反

应 ,将生物能转化为光能。在荧光素酶催化的发光

反应中 ,A TP 在一定浓度范围内 ,其浓度与发光强

度呈线性关系。由于细菌有细胞膜和细胞壁包裹 ,

必须要将其裂解 ,才能将细胞内的 A TP 释放出来 ,

因此未经处理的细菌是无法检测其 A TP 的。目前

萃取微生物中 A TP 的方法很多 ,主要有 :加热、超

声、酸、有机溶剂等。选择一种合适的萃取剂和萃

取方法 ,对于测定结果的准确性极其重要。

微波是一种波长为 1 mm～1 m (不含 1 m)之间

的电磁波 ,其频率较高 ,介于 300～300 000 M Hz。

由于其频率较高 ,又称为超高电磁波。消毒与杀菌

中常用的是 915 M Hz 与 2 450 M Hz 微波 ,微波最

早用于加热与干燥 ,后发现具有杀菌效能。微波基

于其热效应和非热效应 ,逐渐用于消毒和灭菌方

面[1 ] 。

Webster 等国外学者利用生物发光快速、灵敏、

重复性好等优点 ,建立 A TP 生物发光法快速评定

高压灭菌效果的方法[2 ] ,克服了传统平板培养耗时

长 ,不能立即判定结果的缺点。本文将生物发光技

术扩大到快速检测微波灭菌效果上 ,分别用大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌制备成生物指示剂测试管 ,进

行微波灭菌测试 ,再用生物发光法测定指示菌短期

增菌培养物中 A TP 的释放量来判定灭菌效果。结

果与传统平板培养法试验结果一致。

1 　材料与方法

1. 1 　实验材料与试剂

大肠杆菌 A TCC25922、金黄色葡萄球菌菌株

A TCC25923 ,为本实验室保存。将受试菌用营养肉

汤培养至 OD600为 013～014 ,4 ℃保存备用。

重组虫荧光素 ,重组虫荧光素酶均为 Promega

公司产品。A TP 标准品购于 Amresco。苯扎溴铵

(新洁尔灭)购于上海运佳黄浦制药有限公司 ,三氯

乙酸 (以下简称 TCA) 购于国药集团化学试剂有限

公司。缓冲体系采用 Tris - HCl (p H = 714) 。其他

试剂均为国产分析纯。

112 　仪器

电子天平 (M ET TL ER TOL EPQ AB204 - N) ;

P H 计 (M ET TL ER TOL EPQ) ;不锈钢自动手提式

压力蒸汽灭菌锅 :上海申安医疗器械厂产品 ;隔水

式恒温培养箱 :宁波机电工业研究设计院 ;标准型

净化工作台 :苏净集团苏州安泰空气技术有限公

司 ;迴转式恒温调速摇瓶柜 :上海新蕊自动化设备

有限公司 ;电脑型变频微波炉 :松下 ;MPI2B 型多参

数化学发光分析测试系统 :西安瑞迈分析仪器有限

公司。

113 　实验方法

11311 　提取剂及提取方法的选择

1) 微生物 A TP 提取方法的选择

(1) TCA 法 :将 015 mL 菌液与等体积预冷的

0103 g/ mL 的 TCA 混合 ,振摇 3 min 后加入 20 倍

体积的缓冲液加以稀释 ,以终止其反应。

(2) 氯仿提取法 :按参照文献[3 ]对样品进行提

取。

(3) 苯扎溴铵提取法 :取 100μL 5 ×10 - 4 g/ mL

的苯扎溴铵溶液与等体积的菌液混合 3 min。(为

了使结果有可比性 ,将用氯仿和苯扎溴铵提取得到

的 A TP 同样稀释 20 倍) 。

取 100μL 上述提取剂与菌液的混合液 ,加入

到 400μl 酶反应液 (1 ×1026 mol/ L 虫荧光素酶 ,5 ×

1026 mol/ L 荧光素 ,25 mmol/ L t ris2HCl 缓冲液 ,1

mmol/ L Mg2 + )中 ,立即放入 MPI2B 型多参数化学

发光分析测试系统中测定 BL 发光值。

2) 提取剂浓度的优化 　配制不同浓度的苯扎

溴铵溶液 (5 ×10 - 5 、1 ×10 - 4 、5 ×10 - 4 、1 ×10 - 3 、2 ×

10 - 3 、4 ×10 - 3 g/ mL) ,取 100μL 提取剂与等体积

的受试菌液混合 3min 后 ,以同样的方法测定 BL 发

光值。

3) 提取时间的选择

取 100μL 5 ×10 - 4 g/ mL 的苯扎溴铵溶液 ,与

等体积的受试菌液混合不同的时间 ( 1、2、3、4、

5min)后 ,用同样的方法测定 BL 发光值。

11312 　微波灭菌测试

1) 灭菌时间对灭菌效果的影响

用 2 450 M Hz650W 微波对受试菌液进行不同

时间的照射 (40、50、60、70、80、90、100、110 s) ,处理
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后的菌液在无菌条件下分为 3 组 :第一组制成纯细

胞悬液 (4 ℃存放) 作本底测定用 ;第二组菌液接种

到平板上 37 ℃培养 24 h 作为对照 ;剩余菌液进行

摇床培养 7h 后以同样的方法制成纯细胞悬液进行

生物发光检测。

2) 灭菌功率对灭菌效果的影响

固定灭菌时间为 60s ,用 2 450 M Hz 微波变换

不同功率 (1 000、820、700、650、500 w)处理菌液 ,处

理后的菌液以同样的方法制成纯细胞悬液以及进

行平板培养。

11313 　生物发光测定 　由于荧光素酶对反应体系

条件要求严格 ,作者做了一些前期工作 ,对荧光素

酶的最适反应体系进行了研究 ,包括缓冲液的种

类、离子强度、p H、金属离子的种类以及浓度 ,最适

的反应温度等。由于荧光素、荧光素酶价格昂贵 ,

为节约成本 ,故对两者的最低反应浓度也做了摸

索 ,在试验中所用的酶反应体系为 25 mmol/ L t ris2
HCl 作为缓冲体系 ,p H 714 ,Mg2 + 浓度为 1 mmol/

L ,虫荧光素酶浓度为 1 ×1024 mol/ L ,虫荧光素浓度

为 5 ×1024 mol/ L ,最适反应温度为 25 ℃。

取 100μL0105 %的苯扎溴铵溶液与等体积的

菌液混合 3～4 min (大肠杆菌菌液混合 3min ,金黄

色葡萄球菌混合 4 min) 后 ,取 100μL 上述混合液

置于石英发光小管中 ,加入 400 μL 酶反应液在

MPI2B 型多参数化学发光分析测试系统中测定 BL

发光值。

2 　结果与讨论

211 　提取剂及提取方法的选择

目前常用的提取细菌中 A TP 的方法主要是加

热、加热超声、酸、有机溶剂等。有文献[4 ] 报道超声

加热提取 A TP 的效果最佳 ,加热次之 ,它们对于

A TP 分析的抑制较小 ,萃取率高 ,但需要附加设备 ,

操作繁琐 ,难于推广。超声方法的淬取效果尚可 ,

但不能使 apyrase 变性 ,故会水解微生物 A TP ,从

而使检测得到细菌 A TP 水平较实际水平大为降

低。国外文献[ 528 ] 报道采用阳离子表面活性剂 ,特

别是季胺盐类阳离子表面活性剂如苯扎氯铵

(BAC) ,苯扎溴铵 (BAB) 作为细菌细胞 A TP 提取

剂的主要成分 ,并且证明在提取 A TP 效果上上述

两种消毒剂与常用的 TCA 法同样有效 ,并且无需

稀释 ,因此这种提取方法最能真实反应细胞中的

A TP 水平 ,测定结果更为准确。

本文对 TCA 提取法、苯扎溴铵提取法以及常

用的氯仿提取法提取细菌 A TP 的效果进行了比

较 ,结果如图 1。

图 1 　不同提取方法提取细菌 ATP的效果

Fig. 1 　ATP extracted effects with different extraction

methods

试验结果表明氯仿的淬取效率最低 ,可能是由

于氯仿无法使 apyrase 变性而水解细菌 A TP ,使检

测到的 A TP 水平较实际值低。TCA 提取法与苯

扎溴铵提取法效果相近 ,但是由于 TCA 对荧光素

酶体系有很强的抑制作用 ,故需要大量稀释才可检

测发光值 ,无法真实反应细胞的 A TP 水平 ,故本试

验采用苯扎溴铵作为细菌 A TP 的提取剂。

提取剂的浓度除了对发光反应的稳定性有影

响外 ,还对细菌 A TP 的提取效果有很大的影响 ,图

2 表明 BAB 提取两种细菌细胞内 A TP 的适宜浓度

范围 ,其中两种细菌的 OD600 值分别为 :大肠杆菌

01421 ,金黄色葡萄球菌 01386。

图 2 　BAB浓度对提取两种细菌 ATP效果的影响

Fig. 2 　Effect of BAB concentration on the ATP extrac2
tion from two kind of bacteria

实验结果表明 ,BAB 提取大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌细胞内 A TP 的最适浓度均为 5 ×10 - 4 g/

mL ,故在后续实验中 ,采用 5 ×10 - 4 g/ mL 苯扎溴

铵溶液作为 A TP 提取剂。

BAB 需要一定的时间才能达到杀菌的目的 ,其

与细菌混合的时间和提取细菌内 A TP 的效率有

关 ,同时与被提取的细胞内 A TP 的降解过程也有
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关系 ,因此 ,每次生物发光反应中加入 A TP 提取剂

与加入虫萤光素一萤光素酶之间的时间间隔必须

保持一致 ,否则将影响实验结果的重复性。5 ×

10 - 4 g/ mL BAB 与细菌的作用时间对生物发光反

应强度的影响见图 3 ,其中两种细菌的 OD600值分别

为 :大肠杆菌 01443 ,金黄色葡萄球菌 01408。

图 3 　BAB作用时间对提取细菌 ATP的影响

Fig. 3 　Effect of BAB treatment time on the ATP extrac2
tion from bacteria

试验结果表明 ,对不同种类的细菌提取 A TP ,

所需的最适时间不同 ,对于大肠杆菌 ,提取时间为

3min ,而提取金黄色葡萄球菌 A TP 的最适时间为

4min。

212 　微波灭菌测试

根据 Webester 等报道 ,细菌经灭菌处理后 ,如

灭菌不彻底 (只要达到 100 cf u/ L 活菌存在) ,残余

活菌在适宜的条件下 ,经过迟缓期后进入对数生长

期 ,释放 A TP 的细菌数将以几何级数增大。因此 ,

孵育 5h 即可观察到生物发光值的大幅度提高。但

作者通过试验发现 ,孵育 5 h 并不能观察到 A TP 的

明显增加 ,故延长孵育时间至 7 h。

21211 　灭菌时间对灭菌效果的影响

2 450 M Hz ,650 w 的微波处理两种供试菌株

时 (结果如图 4 ,图 5) ,不耐热的大肠杆菌在 60 s 时

已全部被杀灭 ;而金黄色葡萄球菌在 70 s 之后才完

全被杀灭。实验结果表明 ,用微波灭菌的效率高 ,

操作简便。并且随灭菌时间的延长 ,细菌的死亡率

明显增加 ,在较短的时间内即能完全杀灭细菌。以

24h 平板培养试验作为对照 ,结果一致。

21212 　灭菌功率对灭菌效果的影响 　固定杀菌时

间为 60s ,用 2 450 M Hz 不同功率 (1 000、820、700、

650、500 W)的微波照射菌液 (结果如图 6 ,图 7) ,在

500 W 的微波功率下处理 60 s ,大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌均未完全杀灭 ,当用 650 W 功率微波照射

60 s ,大肠杆菌完全被杀灭 ,而金黄色葡萄球菌在用

700 W 功率微波照射同样的时间后完全被杀灭 ,杀

菌效果明显 ,并且所需时间短。对照平板培养试

验 ,结果一致。

图 4 　微波效果评价(大肠杆菌)

Fig. 4 　Evaluation on the effect of microwave steriliza2
tion ( E1 coli)

图 5 　微波效果评价(金黄色葡萄球菌)

Fig. 5 　Evaluation on the effect of microwave steriliza2
tion ( S1 aureus)

图 6 　微波灭菌效果评价(大肠杆菌)

Fig. 6 　Evaluation on the effect of microwave steriliza2
tion ( E1 coli)
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图 7 　微波灭菌效果评价(金黄色葡萄球菌)

Fig. 7 　Evaluation on the effect of microwave steriliza2
tion ( S1 aureus)

在微生物细胞 A TP 生物发光法快速检测中 ,微生

物细胞中的 A TP 从胞内释放出来是关键的第一

步 ,因此选择一种合适的提取剂和提取方法是至关

重要的。常用的提取方法有超声 ,加热 ,氯仿 , TCA

法等 ,由于前两种操作繁琐 ,需附加设备 ,因此难于

广泛应用 ,而氯仿法提取效率低 ,无法真实反应细

胞内的 A TP 水平。TCA 法虽然提取效果较好 ,但

其对发光反应体系中荧光素酶活性抑制较大 ,测定

时必须进行大量稀释 ,这就必然降低检测灵敏度。

在国外已渐渐开始使用季胺阳离子表面活性剂作

为 A TP 提取剂 ,既保持了较高的提取效率 ,又克服

了 TCA 需大量稀释的缺点 ,但这一方法在国内未

见报道。本试验对苯扎溴铵作为 A TP 提取剂的提

取条件进行了优化 ,并将其成功应用到生物发光技

术中 ,用以评价微波灭菌效果。

3 　结 语

微波灭菌以其快速 ,简便的优点已广泛用于食

品、中药、医疗器械等物品的灭菌 ,在灭菌效果的质

量检测方法中 ,最可靠的就是生物指示剂法 ,通常

被作为灭菌效果的最终鉴别 ,用以评价灭菌设备、

灭菌工艺、灭菌效果的。而传统的平板培养法虽然

结果可靠 ,但是需要的时间长 (超过 24 h) ,不能立

即判断结果 ,对于立即使用的物品作为灭菌效果的

评价缺乏实际意义。本实验建立 s 用生物发光法评

价微波灭菌效果的方法 ,通过测定灭菌后孵育 7 h

后 A TP 的释放量是否增加来判定灭菌效果。此方

法结果可靠 ,又可在短时间内获得正确的结论 ,使

生物指示剂法在评价灭菌效果的质量监测上更具

实际意义。
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