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环境样品中粪大肠菌群的酶底物法检测技术改进与应用   

梁嘉滢

广州普诺环境检测技术服务有限公司，中国·广东 广州 510000

摘要：酶底物法作为检测粪大肠菌群的重要技术，以其快速、简便的特性在环境监测中得到应用。然而，面对复杂

多样的环境样品，该技术在实际应用中仍面临前处理要求高、抗干扰能力弱及操作标准化不足等挑战。本文系统阐

述了酶底物法的现行标准流程及其在不同环境样品检测中遇到的干扰问题。在此基础上，提出了针对样品前处理、

检测准确性以及操作流程三个核心环节的综合性改进策略。进一步探讨了改进后技术在复杂样品中的应用路径，并

围绕质量控制与人员培训阐述了确保技术可靠性与推广性的关键措施，旨在为提升环境微生物监测的效能与准确性

提供参考。
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Improvement and Application of Enzyme Substrate Method for Detecting Fecal Coliforms in 
Environmental Samples
Liang Jiaying
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Abstract：As an important technology for detecting fecal coliforms, the enzyme substrate method has been applied 
in environmental monitoring due to its rapid and simple characteristics. However, in the face of complex and diverse 
environmental samples, this technology still faces challenges such as high requirements for sample pretreatment, weak anti-
interference ability and insufficient operational standardization in practical application. This paper systematically expounds 
the current standard procedure of the enzyme substrate method and the interference problems encountered in the detection 
of different environmental samples. On this basis, a comprehensive improvement strategy is proposed for three core links 
including sample pretreatment, detection accuracy and operation procedure. Furthermore, the application path of the 
improved technology in complex samples is discussed, and the key measures to ensure the reliability and popularization of 
the technology are elaborated around quality control and personnel training, aiming to provide a reference for improving the 
efficiency and accuracy of environmental microbial monitoring.
Keywords: Environmental samples; Fecal coliforms; Enzyme substrate method; Technology improvement

0 引言
粪大肠菌群是评价水质卫生与环境污染状况的关键指

示微生物。其检测结果的准确性与时效性直接关系到环境

质量评估与公共卫生风险研判。相较于传统的多管发酵法

和滤膜法，酶底物法凭借其检测周期短、操作步骤简化、

结果判读客观等优点，正逐步成为环境监测领域的重要选

择。该技术通过检测菌群特异性酶反应实现定性与定量结

合，但环境样品的复杂性对检测稳健性提出更高要求。不

同样品基质中悬浮物、重金属等可能干扰酶反应，影响结

果可靠性。需优化技术环节以提升抗干扰能力和普适性，

建立质量控制体系，推动技术更广泛应用。

1 酶底物法检测技术的现状与应用挑战
1.1 酶底物法检测技术的现行标准与流程  

目前，酶底物法的实际操作主要遵循国家及行业颁布

的相关技术规范与标准方法。其核心流程可系统划分为四

个基本阶段，包括样品采集与运输、样品前处理、接种与

培养以及最终的结果判读。标准方法中对培养温度、培养

时间等关键参数作出了明确规定，同时明确了阳性结果的

判定依据，即通过观察专用培养容器内是否出现特异性荧

光信号，来判断样品中粪大肠菌群的存在与否并进行定量

估计。该标准化流程统一了关键操作环节，为不同实验室

之间检测结果的可比性与一致性提供了重要基础。然而，
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现行标准在样品前处理环节上的规定仍相对简略，尤其针

对成分复杂、基质干扰较大的实际样本——如高浊度水样、

含有大量有机或无机杂质的固体环境样品等，缺乏系统、

详尽且具有针对性的前处理指导方案。尽管现有流程的刚

性设计保障了操作的基础规范性，但也因其灵活性不足，

难以全面适应不同类型环境样品在实际检测过程中的特殊

需求。

1.2 不同环境样品对检测过程的干扰分析  

环境样品基质复杂性是影响酶底物法检测准确性与可

靠性的主要干扰来源。例如，在地表水与生活污水样品中，

常存在大量悬浮颗粒物和有机碎屑，这些物质不仅可能吸

附粪大肠菌群细胞，阻碍其与酶底物间的充分接触，导致

菌体未被有效检测、结果低估；同时也可能因自身携带类

荧光物质或具有类似荧光特性的成分，产生非特异性荧光

信号，造成假阳性判读。工业废水样品中可能含有的重金

属离子、毒性有机污染物或极端 pH 条件，会对目标菌群

的酶活性产生抑制，甚至直接导致细菌失活或死亡，从而

引起假阴性结果。此外，如管网水或经过消毒处理的废水

样品中若存在较高浓度余氯，且中和不彻底时，会持续抑

制或杀灭目标微生物，严重影响检出率。另一样品基质中

的常见干扰来源于非目标微生物，某些菌种也可能产生类

似的酶类活性，引发交叉反应，干扰特异性检测结果。这

些多样化的干扰因素常常共同存在、相互叠加，致使统一

的标准前处理程序难以全面应对所有实际样品的特殊性[1]。

1.3 现行技术在应用中存在的主要问题  

基于当前技术标准与实际样品干扰因素的综合分析，

酶底物法在现实环境监测应用中主要暴露出以下几类问题。

首要问题是检测结果准确性受样品基质影响显著。在面对

高浊度、深色度或含高毒性物质的复杂环境样品时，该方

法的检测结果往往与国标参考方法相比存在较大偏差，严

重影响数据的可靠性与公信力。其次，方法灵敏度在复杂

基质背景下可能出现明显下降。各类干扰物质的共存抬高

了本底噪声水平，使得低浓度粪大肠菌群的检出限提高，

削弱了其在环境监测与早期污染预警方面的应用价值。第

三，标准操作流程在实际应用中适应性仍显不足。由于未

能系统涵盖不同特性样品的个性化前处理需求，实际操作

人员往往需依赖个人经验进行额外步骤，这不仅增加了操

作的主观随意性，也引入了结果的不确定性。最后，全面

质量控制环节仍有待完善。从样品采集、保存、运输，到

前处理、培养和结果读数的全过程中，缺乏统一、系统且

便于执行的内部质量控制与结果核查机制，难以实现对检

测系统稳定性和数据一致性的持续监控与评估[2]。

2 酶底物法检测技术的改进策略
2.1 针对样品前处理的系统化优化策略  

样品前处理是环境微生物检测流程中至关重要的一

步，其质量直接决定了最终检测结果的可靠性与准确性，

因此必须针对不同类型的样品建立精细化、标准化的操作

方案。对于浊度较高的水体样本，应系统研究并规范均质

化处理程序及静置沉降条件，深入探索在较低离心力条件

下进行温和离心或采用梯度过滤技术，在最大限度保留菌

体完整性和活性的同时有效去除悬浮颗粒物干扰。针对成

分复杂、可能含有重金属、有毒有机物等抑制成分的工业

废水样品，需发展并标准化系列稀释与化学中和方法，同

时研究在预处理阶段添加金属螯合剂（如 EDTA）或有机

保护剂（如吐温 80）等物质，以有效缓解毒性物质对目标

微生物的抑制作用，提高菌群回收率。对于可能存在余氯

的样品（如自来水或经氯化消毒的废水），应通过系统实

验验证硫代硫酸钠等中和剂的最佳投加量与反应时间，确

保氯被完全中和且不引入二次干扰。最终，应建立一套基

于样品来源、浊度、pH、电导率等性状指标进行快速判别

并匹配相应前处理方法的决策流程图，推动前处理操作的

标准化与规范化。

2.2 提高检测准确性与灵敏度的关键技术途径  

在核心检测环节，技术优化的核心目标是增强信号响

应的特异性并有效提高信噪比，从而显著提升方法的准确

度与灵敏性。一方面，可针对酶底物反应体系开展深入研

究，通过引入选择性代谢抑制剂或对现有底物分子结构进

行修饰，进一步提高其对粪大肠菌群特征酶（如 β- 半乳

糖苷酶）的催化特异性，抑制非目标菌群的交叉反应，降

低假阳性概率。另一方面，可探索结合荧光信号放大技术，

例如使用高量子产率的荧光染料或引入核酸扩增策略，同

时研究有效的背景荧光淬灭方法，从而提高阳性信号的强

度和辨识度，增强对低生物量样品的检出能力。此外，还

应系统研究不同环境基质（如污水、河水、海水等）对荧

光读数的影响机制，建立适用于不同介质类型的阳性判定

阈值或数量校正模型，使荧光结果能够更真实、准确地反

映实际菌群数量，显著降低由基质效应引起的系统性偏差[3]。

2.3 操作流程简化与检测时效提升的可行性路径  

在实际应用场景中，在保证检测准确度的前提下，如

何简化操作步骤、缩短检测周期具有重要的现实意义。应

积极推动检测设备与配套耗材的集成化、微型化和自动化

发展，例如开发一体式、预制有培养基和显色剂的一次性

检测单元，用户仅需注入样品即可直接进行培养与读数，

省去繁琐的试剂配制、分装、灭菌等中间环节，大幅降低
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操作复杂度及外来污染风险。同时，应深入研究缩短培养

时间的可行性，在保证灵敏度不降低的前提下，探索通过

调节培养温度、优化反应 pH、或添加微生物生长促进因

子等方式加速目标菌群的代谢活性和酶反应速率。还应编

制配套的标准化操作图示、简明手册及视频演示材料，使

关键操作步骤可视化、标准化，有助于实验人员快速掌握

关键技术要点，减少人为操作误差，全面提升检测效率与

实验再现性。

3 改进后技术的应用推广与质量控制
3.1 改进技术在复杂环境样品中的应用策略

为有效推广改进技术，必须制定分层级、差异化的详

细应用指南。针对常规较清洁的水体样品，可直接采用已

经优化后的标准检测流程，简化操作、提高效率。而对于

组成复杂、干扰物质较多的典型复杂环境样品，例如城镇

污水处理厂的进出水、重点工业行业排放的特定废水等，

则应另行发布专门的应用技术说明文件。这些文件需明确

推荐适用的样品前处理方法、详细指出在实际检测过程中

可能遇到的各种干扰类型，并提供具体的应对建议与解决

方案。此外，应积极鼓励各实验室在正式应用该技术前，

开展系统的方法验证工作。通过加标回收实验评估准确度，

利用平行比对实验考察重复性与稳定性，从而确认该改进

技术对本实验室所测特定类型环境样品的适用性，并获取

关键性能指标。同时，建议逐步建立典型复杂环境样品检

测的实际案例库，系统整理不同场景下的操作要点与问题

处理经验，为同行提供可参考、可复用的实践依据[4]。

3.2 检测过程中的质量保证与控制措施

质量控制是确保环境检测数据准确可靠的基石，必须

贯穿于检测活动的全过程。在实验室内，应定期使用标准

菌株或标准质控样品进行阳性对照和阴性对照实验，以持

续监控培养基的有效性、仪器设备的稳定性及整体检测条

件的可靠性。每一批环境样品的检测均需设置平行样、空

白对照，并对所有初筛阳性结果进行必要的确证试验，以

排除假阳性，保证结果判断的准确性。在实验室层面之外，

鼓励通过积极参加能力验证计划或机构间比对测试，客观

评估和提升自身检测水平的一致性与稳定性。此外，应着

力构建覆盖样品接收、保存运输、前处理、仪器检测直至

最终报告发放的全流程记录与追溯体系。确保每个环节均

有清晰、完整的记录，使得潜在问题可被快速定位、及时

纠正，从而实现质量管理闭环，保障数据真实可靠。

3.3 操作人员的规范化培训与技术普及

任何技术方法的有效执行和落地应用，根本上依赖于

操作人员的专业能力和技术素养。应组织编制内容统一、

要点突出的改进技术培训教材与实操手册，并据此开展系

统化、多层次的培训工作。培训内容不应仅局限于改进后

的操作步骤，还应深入讲解技术方法的原理机制、本次改

进的核心要点、常见干扰因子的表现形式及其背后的应对

原理，从而全面提升操作人员的理论认知水平和实际问题

解决能力。建立并实施操作人员上岗资格考核与周期性的

再评估制度，确保其能力持续符合岗位要求。在更大范围

内，应通过学术会议、专题技术研讨会、典型应用现场示

范等多种形式，积极向整个环境监测网络宣传和普及该改

进技术的先进性、适用性与标准化操作规范，促进该技术

获得更广泛的接受度和应用面，最终形成推动全行业检测

能力整体提升的强大合力[5]。

4 结语
酶底物法为环境样品中粪大肠菌群的监测提供了高效

便捷的工具，但其实际应用效能深受复杂样品基质的制约。

通过剖析该技术在当前应用中面临的前处理瓶颈、干扰难

题以及标准化不足等问题，论证了对其进行系统性改进的

必要性。所提出的改进策略，从前处理的精准优化、检测

环节的灵敏度与特异性提升，到操作流程的合理简化，构

成了一个环环相扣的技术增强体系。这些改进旨在使方法

更具韧性与适应性，能够更准确地应对多样化的环境监测

场景。然而，技术的改进并非终点，其价值的真正实现有

赖于严谨的质量控制与规范化的推广应用。建立覆盖全流

程的质量保证措施，并加强对技术人员的系统培训与普及，

是确保改进后技术产出可靠数据、赢得广泛信任的根本保

障。持续推进酶底物法的优化与实践，对于提升环境微生

物监测工作的效率、准确性与标准化水平，从而更科学地

评估环境风险、保障公众健康，具有积极而重要的意义。
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