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酶底物法检测地表水粪便污染的适用性探讨
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摘要：为探讨酶底物法检测地表水粪便污染的适用性，采用酶底物法与多管发酵法同步检测了长江南京段、秦淮河、玄武湖
等水中大肠菌群。结果显示：在多数情况下，酶底物法检测结果略低于多管发酵法，两种方法没有统计学差异（Ｐ ＞ ０． ０５）；
与多管发酵法相比，酶底物法检测粪便污染特异性强、时间周期短、二次污染小、简便快速，适于推广应用。
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　 　 判断水体是否受到粪便污染，目前主要以粪大
肠菌群、大肠埃希氏菌和总大肠菌群作为指标，采
用的检测方法主要为多管发酵法、滤膜法、快速纸
片法、酶底物法等［１ － ４］。多管发酵法已经采用多
年，检测周期长、操作烦琐，难以适应当前环境监测
工作需要。滤膜法不适用于浊度大的水样，而且对
过滤体积的判断也直接影响最终结果。快速纸片
法简单、快速，是一种不错的新方法，已经在许多实
验室中应用，但是，开放式培养使其二次污染增加，
给操作者带来一定的潜在危险［２，３］。

酶底物法是近年来出现的一种新型酶技术检
测方法，具有快速、特异、无污染等优点，美国ＥＰＡ
已经将它列为饮用水生物安全指标总大肠菌群和
大肠埃希氏菌的推荐方法，并于１９９８年将水体受
粪便污染的评价指标改为粪大肠菌群与大肠埃希
氏菌并行，鼓励逐步用大肠埃希氏菌指标代替粪大
肠菌群指标［５］。我国卫生部在２００６年也将酶底物

法列入瓶装水、饮用水、水源水中总大肠菌群和大
肠埃希氏菌检测方法［６］。但在环境监测领域，尚
未见酶底物法的相关规定，笔者通过对比酶底物法
与多管发酵法同步检测南京市长江南京段、秦淮
河、玄武湖、花神湖等水体的结果，探讨用酶底物法
代替多管发酵法检测地表水粪便污染的可行性。

１　 材料与方法
１． １　 材料

多管发酵法所用培养基购自杭州天和微生物
试剂有限公司，酶底物法所用培养基等材料购自爱
德士公司。

样品于２００７年１０月至２００８年１２月分别采
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集自长江南京段、秦淮河、玄武湖、花神湖等水体。
１． ２　 试验方法
１． ２． １　 多管发酵法

按《水和废水分析监测方法（第四版）》操作，
每个样品接种３个稀释度，每个稀释度接种５管，
共１５管，置３７ ℃下培养２４ ｈ，观察结果［３］。如所
有乳糖蛋白胨培养管都不产气产酸，则为初发酵阴
性。如有产酸产气者，则转种ＥＣ 培养基，在
４４． ５ ℃ 下培养２４ ｈ，有产酸产气者，证实有粪大
肠菌群阳性。查粪大肠菌群ＭＰＮ检索表，为每
１００ ｍＬ稀释水样的ＭＰＮ值，换算每升水样的ＭＰＮ
值，以ＭＰＮ ／ Ｌ表示最终结果。
１． ２． ２　 酶底物法

按《生活饮用水标准检验方法》（ＧＢ ５７４９—
２００６）和文献［７］操作。根据水样含菌量多少及稀
释倍数，采用９７孔定量盘法，用无菌培养瓶量取稀
释后水样１００ ｍＬ，加入培养基粉，混匀，然后将
１００ ｍＬ水样全部倒入９７孔定量盘内，用程控定量
封口机封口，在４４． ５ ± ０． ５ ℃下培养２４ ｈ，若孔内
水样变黄则为阳性，计数呈阳性反应的孔数，查酶

底物法最可能数（ＭＰＮ）表，该结果为ＭＰＮ ／
１００ ｍＬ，最终结果以ＭＰＮ ／ Ｌ表示。
１． ３　 数据统计分析

按《地表水环境质量标准》（ＧＢ ３８３８—２００２）
将所测样品分为３档：Ⅰ、Ⅱ类水为清洁水；Ⅲ类水
为轻污染水；Ⅳ、Ⅴ类水为重污染水。用Ｅｘｃｅｌ软
件进行数据统计处理，用ｔ检验分别比较两种方法
检测结果的显著性差异。

２　 结果与分析
２． １　 清洁水组

对１９例Ⅰ、Ⅱ类水样进行了多管发酵法与酶
底物法同步检测，结果（表１）显示：酶底物法检测
结果均值为９０５ ＭＰＮ ／ Ｌ，从统计学角度略低于多管
发酵法，酶底物法检测结果低于多管发酵法的有
１２例，占６３％。用Ｅｘｃｅｌ对数据作成对双样本均
值ｔ检验，多管发酵法、酶底物法的平均值分别为
１ ０９１． ６７和９０４． ７２，ｔ ＝ １ ． ５５，Ｐ ＞ ０ ． ０５，表明两种方
法对清洁水样的粪大肠菌群检测，结果无显著性
差异。

表１　 清洁水组粪大肠菌群检测结果 ＭＰＮ ／ Ｌ

样品编号多管发酵法酶底物法 样品编号多管发酵法酶底物法 样品编号多管发酵法酶底物法
１ １ １００ ８５０ ８ １ ３００ １ ３９６ １５ ７００ ５９１

２ ５００ １ ４１０ ９ １ ７００ １ ４５０ １６ １ ３００ ４７８

３ １ １００ ８５０ １０ １ ３００ １ １１９ １７ １ ３００ ４７８

４ ７００ ７５０ １１ １ ３００ １ ３７４ １８ ４００ ４２９

５ １ ３００ ９８０ １２ １ ３００ １ １４５ １９ ２ ２００ ８２０

６ １ １００ ４１０ １３ ５００ ５６０ 均值 １ ０９１． ６７ ９０４． ７２

７ １ １５０ １ ６１６ １４ ５００ ４２９

２． ２　 轻污染水组
对１２例Ⅲ类水进行了两种方法的同步分析，

结果见表２。结果显示：酶底物法检测结果均值为
３ ７９９． ３３ ＭＰＮ ／ Ｌ，从统计学角度低于多管发酵法，
酶底物法检测结果低于多管发酵法的有８例，占

６７％。用Ｅｘｃｅｌ对数据作成对双样本均值ｔ检验，
多管发酵法、酶底物法的平均值分别为４ ７４１． ６７
和３ ７９９． ３３，ｔ ＝ １ ． ５１，Ｐ ＞ ０ ． ０５，表明两种方法对轻
污染水样的粪大肠菌群检测，结果无显著性差异。

表２　 轻污染水组粪大肠菌群的检测结果 ＭＰＮ ／ Ｌ

样品编号多管发酵法酶底物法 样品编号多管发酵法酶底物法 样品编号多管发酵法酶底物法
１ ７ ９００ ３ ５５０ ５ ７ ９００ ４ ２００ ９ ３ ３００ ２ １８７

２ ７ ９００ ５ ０４０ ６ ３ ３００ ３ ４８２ １０ ２ ２００ ８２０

３ ４ ９００ ３ ９７０ ７ ３ ４００ ２ ５５３ １１ ３ ３００ ６ ２００

４ ３ ３００ ３ ９９０ ８ ４ ９００ ３ ０１４ １２ ４ ６００ ６ ５８６

均值 ４ ７４１． ６７ ３ ７９９． ３３
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２． ３　 重污染水组
对２２例Ⅳ、Ⅴ类水进行了两种方法的同步分

析，结果见表３。结果显示：酶底物法检测结果均
值为５． ４２ × １０６ ＭＰＮ ／ Ｌ，从统计学角度略低于多
管发酵法；从样品数看，酶底物法检测结果低于多

管发酵法的有１８例，占８１ ８％。用Ｅｘｃｅｌ对数据
作成对双样本均值ｔ检验，多管发酵法、酶底物法
的平均值分别为１． ３１ × １０７ 和５． ４２ × １０６，ｔ ＝
１ ． ０６，Ｐ ＞ ０． ０５，表明两种方法对污水样的粪大肠
菌群检测，结果无显著性差异。

表３　 重污染水组粪大肠菌群的检测结果 ＭＰＮ ／ Ｌ

样本编号多管发酵法 酶底物法 样本编号多管发酵法 酶底物法 样本编号多管发酵法 酶底物法
１ ２． ４０ × １０５ １． ７０ × １０５ ９ １． ７０ × １０５ １． １０ × １０５ １７ ２． ４０ × １０５ ７． ８０ × １０３

２ １． ６０ × １０８ １． ２０ × １０７ １０ ４． ９０ × １０４ ２． ７０ × １０４ １８ ３． ５０ × １０４ ６． ２０ × １０３

３ ４． ９０ × １０６ １． ２０ × １０６ １１ ４． ９０ × １０４ ７． １０ × １０４ １９ ２． ４０ × １０４ ３． ６０ × １０３

４ ２． ４０ × １０５ ５． ２０ × １０４ １２ １． ３０ × １０６ ７． ９０ × １０５ ２０ １． １０ × １０５ ８． ７０ × １０４

５ ３． ５０ × １０４ ９． ６０ × １０３ １３ ５． ００ × １０４ ８． ４０ × １０４ ２１ ７． ９０ × １０４ ３． ２０ × １０４

６ ２． ２０ × １０４ １． ３０ × １０４ １４ ２． ００ × １０５ １． ００ × １０５ ２２ ２． ４０ × １０５ ８． ９０ × １０４

７ ２． ４０ × １０４ １． ７０ × １０４ １５ ２． ００ × １０５ ２． ００ × １０５ 均值 １． ３１ × １０７ ５． ４２ × １０６

８ ５． ４０ × １０７ ７． ７０ × １０７ １６ ５． ４０ × １０７ ２． ２０ × １０７

３　 讨论
与现行国家环保部认可的多管发酵法相比，在

检测地表水中的粪大肠菌群时，酶底物法检测结果
多数情况下略低，但在统计学上无显著性差异（Ｐ
＞ ０． ０５）。分析原因主要有：（１）从检测指标定义
看，多管发酵法检测的是在４４． ５ ℃下培养２４ ｈ能
使ＥＣ培养基发酵产酸产气的革兰氏阴性菌，酶底
物法检测的是在４４． ５ ℃下培养２４ ｈ能产生β －半
乳糖苷酶分解色原底物使培养基呈现颜色变化的
大肠杆菌。（２）从检测试验的机理看，酶底物法采
用特异的酶技术，具有特异性，可以减少杂菌的干
扰，因此假阴性、假阳性低；而多管发酵法难于排除
１５％的假阳性（自然界天然存在的非粪便来源的
克雷伯氏菌）和１０％的假阴性（１０％左右的不产气
大肠埃希氏菌）［８］。（３）比较两种方法的最可能数
（ＭＰＮ）表，从试验结果中阳性管（孔）组合所表征
的数据量看，多管发酵法仅有５６组，而酶底物法
９７孔定量盘为２ ３５２组，酶底物法比多管发酵法更
准确。因此，从指示粪便污染的角度看，酶底物法
检测结果能更真实地反映水体受污染的程度，可以
替代现行的多管发酵法。同时，由于酶底物法具有
操作简便、检测周期短、操作简便、二次污染小等优

点，尤其是采用密封培养技术，在检测医院污水时
可以减少人员接触而降低检测人员的致病风险，因
此具有更强的实用价值和应用价值。
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