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摘  要：采取精确、快速、可靠的粪大肠菌群检测方法，对确保海水浴场和水产养殖的健康发展、控制流行疾病的发生传播，从而

保障公众健康安全及生态平衡有重要的预报价值和科学意义。在参阅国内外大量文献的基础上，详细归纳了检测粪大肠菌群发酵法、

滤膜法、酶底物法、聚合酶链式反应技术、荧光原位杂交技术、自动化检测方法等的各自的优缺点及研究进展，并认为今后一段时

间内粪大肠菌群检测新技术将与传统方法并存，在新技术支持下的精确、快速、可靠、环保、低廉的检测仪器将会被研发和得到应

用与普及。 
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粪大肠菌群是一类能使乳糖发酵、产酸产气的需氧及兼性厌氧的革兰氏阴性无芽孢杆菌。该菌群一般

主要有以下 4 个菌属细菌组成：埃希氏菌属、产气杆菌属、枸橼酸菌属和副大肠菌属。这些菌属可以在

人、畜粪便中检出，有的也可以在营养丰富的水体中检出，即在非粪便污染的情况下，也有检出这些细菌

的可能性。我国《海洋监测规范》规定，海水中大肠菌群检测采用 44  ℃ 培养法检测“粪大肠菌群”，并

把 37  ℃ 培养检测出的大肠菌群称之为“总大肠菌群”。粪大肠菌群组成与总大肠菌群组成相同，但主要组

成是埃希菌属，在此菌属中与人类生活密切相关的仅有一个种，即大肠埃希氏菌；大肠埃希氏菌又称大肠

杆菌或普通大肠杆菌，它是人和混血动物肠道中的正常寄生细菌。作为粪便污染的最佳指示菌，大肠埃希

氏菌检出的意义最大，其次是粪大肠菌群，总大肠菌群的检测意义略差一些 [1]。 
粪大肠菌群是水质污染的重要指标之一 [2]，对于评价海水被生活污水和工业废水污染的程度和正确

认识海洋生态系统的特征有重要的参考价值。从而为合理评价海水水质类别和海水浴场的游泳适宜度[3]，

进而有效管理利用沿岸水体的休闲及娱乐功能具有重要现实意义；同时也为海域的环境保护和海洋资源的

可持续利用提供技术支持。 
沿海城市近岸海域特别是海水浴场和各种养殖水域若遭受到粪大肠菌群的严重污染可能会引起流行

疾病发生 [4]。因此精确、快速、可靠的粪大肠菌群检测方法对于准确及时地监测海域粪大肠菌群的污染状

况和检测海产品卫生质量，从而有效预报和控制流行疾病的发生与传播有重要意义。 
 
1  粪大肠菌群检测方法 
 
1.1  发酵法 [5] ( multiple-tube fermentation, MTF ) 

1.1.1  原理    利用大肠菌群繁殖时使乳糖发酵并能使乳糖蛋白胨培养液变黄同时产生气泡的原理。 
1.1.2  检测方法    ( 1 ) 初发酵实验：以无菌操作等量吸取 10 mL 经充分摇匀的水样，分别加入 5 支各

盛有 5 mL 已灭菌的三倍浓缩乳糖蛋白胨培养液的试管中；等量吸取 1 mL 水样，分别加入 5 支各盛有 
10 mL 已灭菌普通浓度的乳糖蛋白胨培养液的试管中；吸取 1 mL 水样注入盛有 9 mL 已灭菌清洁的陈

海水的试管中，摇匀。然后等量吸取 1 mL 此种稀释液于 5 支盛有 10 mL 已灭菌普通浓度的乳糖蛋白胨

培养液的试管中，于 44 ℃ 培养 ( 24 ± 2 ) h，产酸产气者视为可疑菌群。 ( 2 ) 复发酵实验：将可疑菌群
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管接种于 EC 培养液中，于 44  ℃ 培养 ( 24 ± 2 ) h，在此期间内所得的产气阳性管即证实有粪大肠菌群

存在。依据阳性管数查表 [6]，计算每升水样中粪大肠菌群数的最近似值 ( most probable number, MPN )。 

1.2  滤膜法 [5] ( membrane filter, MF ) 

1.2.1  原理    将水样注入已灭菌的放有微孔滤膜的滤器中，经过抽滤。细菌即被截留在滤膜上，然后将

滤膜贴于合适的培养基上进行培养。 
1.2.2  检测方法    ( 1 ) 水样抽滤：于滤器内先加入约 10 mL 已灭菌的清洁海水，然后再用已灭菌吸量

管吸取一定量的充分混匀的待检水样，加入滤器中。在负压 50 kPa 下进行抽滤，快滤完前加入灭菌海水

少许以冲洗滤器内壁，使水样内的细菌全部集中于滤膜上。 ( 2 ) 细菌培养：用灭菌镊子夹取滤膜边缘部

分，移放在 M-TEC 培养基上，滤膜截留细菌面向上，滤膜与培养基完全紧贴不能有气泡，然后将平板倒

置，放入 37  ℃ 恒温箱内培养 0.5 h，再移至 44  ℃ 恒温箱内培养 18 ～ 24 h，粪大肠菌群落呈黄色，计

数此类菌落数目。对于疑难的菌落，可取一部分进行涂片、染色、镜检。另一部分接种于 EC 培养液内，

经 44  ℃ 培养 24 h 后观察是否产气，以决定此类可疑菌落是否为粪大肠菌群细菌。然后计算每升水样中

粪大肠菌群数的最近似值 ( MPN )。 

1.3  酶底物法 [7] ( enzyme substrate t EC hnique, EST ) 

1.3.1  原理     酶底物法采用大肠菌群细菌能产生  ß-半乳糖苷酶  ( ß-D-galaetosidase ) 分解 PG 
( Orthonitropheny1-ß-Dgalactopyranoside ) 使培养液呈黄色，以及大肠埃希氏菌产生葡萄糖醛酸酶 
( 13-glueuronidase ) 分解 MUG ( 4-methY1-umbellIfery-ß-D-glucuronide ) 使培养液在波长 366 nm 紫外光

下产生荧光的原理，来定量分析水样中粪大肠菌群数。 
1.3.2  检测方法    酶底物法采用 51 孔定量盘法，此方法是一种基于 MPN 的方法。检测所需水样为 
100 mL。用 100 mL 的无菌稀释瓶量取 100 mL 水样，加入 ( 2.7 ± 0.5 ) g MMO-MUG 培养基粉末，混摇

均匀使之完全溶解，将水样全部倒入 5l 孔无菌定量盘内，以手抚平定量盘背面以赶除孔穴内气泡，然后

用封口机封口。放入 44  ℃ 培养箱中培养 24 h 后进行结果判读，将培养 24 h 之后的定量盘取出观察，

如果孔穴内的水样变成黄色则表示该孔穴中含有大肠菌群。将定量盘在暗处用波跃为 366 nm 的紫外光灯

照射，有黄色反应的孔穴如果有蓝色的荧光产生则表示该定量盘孔穴中含有大肠埃希氏菌。计算有黄色反

应及有荧光的孔穴数，对照 MPN 表查出其代表的粪大肠菌群最可能数。 

1.4  聚合酶链式技术 ( polymerase chain reaction，PCR )  

1.4.1  原理    大肠菌群中普遍存在 LacZ 基因 ( ß-半乳糖苷酶基因 ) [8] 和大肠杆菌的 UdiA 基因 
( ß-D-半乳糖苷酶基因 )，利用 PCR 技术扩增编码约 260 bp LacZ 基因和约 150 bp UidA 基因的 DNA 
片段，可以分别检测大肠菌群数和大肠杆菌 [9]。 
1.4.2  检测方法    ( 1 ) DNA 的提取：根据 Yuli Tsai 的建立的提取细菌 DNA 方法 [10], 10 mL 和 1 mL 
水样样本 ( 简称大样本和小样本 ) DNA 的提取分别用 Degrange [11] 等人的方法和蛋白酶 K 法。 ( 2 ) 
DNA 的定量测定：用紫外分光光度计测定 OD260 和 OD280 的吸收值，并以此判断 DNA 的纯度和浓度。 
( 3 ) PCR 扩增反应：预变性、变性、复性、延伸、扩增、延伸。( 4 ) PCR 扩增产物的检测：使用 1.5 % 琼
脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察电泳结果并拍照，产物分析参照 DNA 分子量标准。( 5 ) 结果比较：纯培养

大肠杆菌 DNA 与水样菌体 DNA 的 PCR 扩增产物的电泳结果进行比较，如果两对引物在大肠杆菌和水

样标本 DNA 为模板的扩增中，出现了位置相同的扩增条带。根据 DNA 分子量标准推算，两个条带的大

小分别约为 260 bp 和 150 bp，这说明设计的引物对大肠杆菌是特异的，也说明在采集的水样中有大肠杆

菌和大肠菌群的存在，反之不存在。进而确定水样中粪大肠菌群数的最近似值 ( MPN )。 

1.5  荧光原位杂交技术 ( fluorescent in situ hybridization, FISH )  

1.5.1  原理    核酸杂交以碱基配对原理为基础，利用寡核苷酸探针与靶细胞专一性结合进行生物分析。

核酸分子杂交的高度特异性和检测方法的高度灵敏性，使核酸杂交技术在环境微生物的检测得到广泛应
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用，并对它们的存在、分布、丰度和适应性可以进行定性和定量分析。 
1.5.2  检测方法    选择专门针对 E.coli 的 rRNA 的荧光标记探针序列，可以从一些文献中查到如 EC 
1531 [12]、COLINSINTU [13]、PNA [14] 等。利用寡核苷酸探针与靶细胞专一性结合进行生物分析。核酸杂交

的基本实验步骤为：细胞固定、杂交(其专一性和严格性依赖于杂交温度和时间、盐浓度、探针长度及其浓

度 )、洗脱 ( 去除与靶细胞没有结合的和非专一性结合的物质 )。杂交细胞通常用落射荧光显微镜检测，

利用 DAPI 等进行负染色后可以测定细胞总数。利用流式细胞仪 ( flow cytometry ) 可以对于每一个靶细

胞一探针杂交物的荧光强度进行定量测定，然后确定菌群数 [15]。 
1.6  自动化检测方法 ( Automatization )  

目前世界上检测粪大肠菌群最快的设备当属法国专利产品水质细菌自动在线分析仪，可在 6 h 自动出

一次测量，有数据库存储等功能，是一种功能强、经济实用的全自动菌落分析仪 [16]。该分析仪拍摄的微

生物菌落图像非常清晰，可观察菌落最小为 0.08 mm，并获得菌落直径，可以利用该功能进行简单的抑菌

圈测量，也可根据统计的日期、编号或备注等对以往统计进行搜索查询，免除了繁琐的人工记录和人为差

错。另外一种相对较快的大肠杆菌检测设备是军事医学科学院研制的水质细菌检验箱，其基本原理也是使

用发酵法 [16]，6 ～ 15 h 后可得到粪大肠菌群数的监测结果。 
1.7  其它方法 
    利用抗体与抗原特异性结合免疫荧光法、利用有色溶液对单色光的吸收程度与溶液及液层厚度间的定

量关系的快速比色法及上述方法的改进方法 [17]。 
 
2  各检测方法的优缺点比较 

 
在粪大肠菌群检测方法中发酵法和滤膜法是传统的检测方法，操作步骤繁杂、干扰因素多，专一性差，

需要确认实验，因此检测周期较长，需 48 ～ 72 h，不适于大量样品的分析。但传统方法具有原理简单、

费用较低、利于推广的优点，因此仍是常规监测中的主要检测方法。各检测方法的优缺点比较见表 1。 
 

表 1  粪大肠菌群各检测方法优缺点比较 
Tab. 1  Comparison of merits and demerits among the test methods on fecal coliforms 

检测方法 技术难易 步骤繁杂 确认实验 检测时间 准确度 检测费用 

发酵法 易 繁锁 需要 48 — 72 h 较准确 较便宜 

滤膜法 易 繁锁 需要 48 — 72 h 较准确 较便宜 

酶底物法 难 简易 不需要 18 — 24 h 精确 昂贵 

聚合酶链式反应 难 繁锁 不需要 6 — 8 h 较准确 昂贵 

荧光原位杂交 难 繁锁 不需要 6 — 8 h 精确 十分昂贵 

自动化检测方法 难 简易 不需要 6 — 15 h 较准确 十分昂贵 

 
酶底物法可以较好地弥补传统方法的不足，该法操作简便，检测时间 18 ～ 24 h 或更短，结果可靠，

无需确认试验，且可以同时检测水中大肠菌群和大肠埃希氏菌的污染状况，能够较精确地判断水样的微生

物污染状况。并且此种方法已经被世界各国国家及地方实验室和世界各组织机构认可 [18]。 
PCR 技术用于大肠菌群的检测仍然处于研究阶段，技术的复杂性和检测费用较高等原因使此方法目前

还不能广泛用于粪大肠菌群的日常检测。将 PCR 技术用于用水样品中粪大肠菌群的检测，还有许多技术

上的限制需要突破。虽然这种方法已经成功地应用于大肠菌群和大肠杆菌的检测，需要指出的是，大多数

研究者是将其用于加入人工培养的微生物菌株水样的实验分析，而用于实际环境样品的分析较少。PCR 是
一种具有高度专一性的检测和鉴定方法，但应用于实际环境样品分析，尤其是对不可培养的、活的或具有
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代谢活性的微生物进行检测时，存在一些限制 [19]。PCR 技术最初主要用于微生物的定性分析，而不是定

量分析，尽管发展了定量 PCR 技术，但 PCR 诊断技术的假阴性和假阳性的比例较高，尚缺乏精度，有

待于进一步改进。 
FISH 技术是细胞水平上的一种高度专一性检测方法。它可以在 8 h 内给出定量检测的结果。目前，

FISH技术用于粪大肠菌群计数分析受水样中菌群浓度、缺乏营养物导致细菌处于饥饿状态和胁迫环境等因

素的影响，因此 FISH 技术没有广泛用于粪大肠菌群的常规监测。FISH 技术应用于水样品中微生物学分

析尚需进一步研究，以优化对高浓度、饥饿细胞和胁迫环境中细菌的计数条件 [15]。FISH 目前的灵敏度已

经接近或达到 PCR 的水平，FISH 技术有极低的假阳性、假阴性的比例，可以很好地弥补 PCR 技术的

局限。但其操作步骤较烦琐，技术复杂，目前仅可以对水样中低浓度菌群进行计数，不利于大规模推广。 
自动化检测方法操作简单、检测快速、准确，但购买仪器一次投入过大，也不利于推广普及。 

 
3  前景与展望 
 
    本文通过对粪大肠菌群检测方法的综合分析比较，认为酶底物法、聚合酶链式反应技术、荧光原位杂

交技术、自动化检测方法等检测技术将在未来取代发酵法、滤膜法等传统方法，并且酶底物法极有可能在

近期成为评价水质微生物污染的快速标准检测方法之一。随着分子生物学的发展及原理的利用，微生物的

检测方法发生了质的更新，使微生物的检测技术向更快速、更精确、更简便的方向发展。但虽然有些新的

检测技术在理论上是可靠的，而实际操作中可能会受诸如检测环境条件、微生物的状态以及人为因素等的

限制，因此要实现实际操作应用与普及还需要经历一个长期的反复验证完善过程，需要在验证的过程中不

断改进操作细节，使新技术的精确度得到认可。 
新检测技术的应用普及，不仅与操作技术的简易程度和精确度有关，也与检测设备和试剂的费用高低、

对环境的影响等方面有关。随着科技进步，一些对环境副作用小、廉价的试剂将会在新技术中应用，虽然

在今后一段时间内，传统方法与新技术将并存的局面还难于改变，但自动化检测方法将是监测工作的发展

方向，在新技术支持下，精确、快速、可靠、环保、低廉的检测仪器将会被研发和得到应用与普及。 
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Abstract:  Adopting the exactitude, celerity, credibility test methods of fecal coliforms has important value for 
forecast and the scientific meaning to ensure the development of bathing beach and aquiculture, and control the 
occurrence and spread of prevalent diseases, and to ensure the healthiness and safety of the public and zoology 
balance. Based on abroad reading literatures in and aboard, this article concludes the process and recent advances 
of testing fecal coliforms, including multiple-tube fermentation, membrane filter, enzyme substrate technique, 
polymerase chain reaction, fluorescent in situ hybridization and automation, and comparing their advantages and 
disadvantages. On this basis, we maintain that traditional methods and new technologies will coexist. Supported 
by new technology, the accurate, celerity, reliable, environmental and low detection equipment will be researched, 
applied and popularized. 
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