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低能超声波技术检测牛奶中的金黄色葡萄球菌
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　　摘要：将接种不同浓度金黄色葡萄球菌的牛奶样品在３７℃下培养，每隔２ｈ进行低能超声波检测声速、衰减系
数、声阻抗的变化情况。结果表明，在牛奶ｐＨ值和黏度发生明显变化前，声参数已经发生较大变化；金黄色葡萄球菌
初始浓度为１．６１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ的样品在 ３７℃下培养 １０ｈ后，声速、声阻抗、衰减系数的变化率分别为 ０．７４％、
０７３％、３３．８％，其中衰减系数对菌体浓度变化最敏感，衰减系数与菌体浓度的相关系数为０．９１２６，因此衰减系数不
仅可以用于快速、灵敏地检测牛奶是否存在金黄色葡萄球菌，还能用于检测金黄色葡萄球菌浓度。
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　　金黄色葡萄球菌是原料乳中最主要的致病菌，检测牛奶
中金黄色葡萄球菌对于预防和控制金黄色葡萄球菌引起的食

物中毒具有重要意义。传统检测方法耗时长、操作复杂［１－２］，

低能超声波无损检测技术具有无损、快速、准确的特点，可对

微生物进行在线检测［３－４］。早在１９８９年，Ａｈｖｅｎａｉｎｅｎ等就利
用超声波检测瞬时高温灭菌的牛奶质量［５］。随着低能超声

波技术和计算机技术的进步，该技术在细菌检测上应用越来

越广泛。本研究用低能超声波检测仪对接种金黄色葡萄球菌

的牛奶进行检测，基于超声波参数对细菌繁殖过程中牛奶理

化性质改变的响应，实现对金黄色葡萄球菌的检测［６－７］，监测

牛奶是否受到细菌污染，并实现微生物的生长控制［８－９］。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ６５３８（广东省微生物菌种保藏中

心）、光明纯牛奶（１Ｌ装，光明乳业股份有限公司，高温瞬时
灭菌，保质期６个月）、Ｂａｉｒｄ－Ｐａｒｋｅｒ琼脂培养基、卵黄亚磷酸
钾增菌剂、无菌生理盐水（８．５ｇ氯化钠溶于１Ｌ蒸馏水）
１．２　仪器与设备

乌氏黏度计（上海前锋橡塑玻璃制品厂，毛细管内径

０．５～０．６ｍｍ）、温度传感器（厦门宇电自动化科技有限公司，
Ａ１系列）、密度计（上海长城仪表厂，１．０００～１．１００ｇ／ｃｍ３）、
恒温循环器（宁波天恒仪器厂，ＴＨＧＤ－０５）、ｐＨ计（上海仪电
科学仪器股份有限公司，ＰＨＳ－２５型）、超声波检测仪。
１．３　方法
１．３．１　样品制备　将纯牛奶在６２．８℃下处理３０ｍｉｎ，经检
测无菌。将金黄色葡萄球菌接种于该无菌奶中，３７℃培养
１８ｈ进行活化，取适量活化后的细菌悬浮液加入到无菌奶

中，配制３个浓度的污染样品（浓度是由平板计数法所得，分
别为１．５９×１０３、１．４８×１０４、１．６１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ），振荡处理
使细菌分散均匀，分装到试管中于３７℃下培养，每隔２ｈ从
培养箱中取出样品进行超声波检测，并用未接种、巴氏消毒处

理的无菌牛奶作对照，在３７℃下培养，每隔 ２ｈ取出检测。
对初始浓度为１．６１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ样品每隔２ｈ进行平板计
数和物理化学性质检测。

１．３．２　细菌计数及物理化学性质检测　平板计数按照
ＧＢ４７８９．１０—２０１０《国家标准食品微生物学检验金黄色葡萄
球菌检验》规定的方法进行检测。对待测样品平板计数，所

有操作均在无菌环境中进行，物理化学性质检测包括 ｐＨ值、
黏度［１０］、密度检测，检测时保证样品温度为３７℃。
１．３．３　超声波检测　由图１可见，检测装置中采用的发射接
收换能器直径为８．３ｍｍ，焦距为２４ｍｍ，发射波的中心频率
为９．５ＭＨｚ，带宽为６ＭＨｚ；样品盒置于水槽中，水槽内为双
蒸水，盒上端高于水面。５８００ＰＲ超声脉冲／接受仪将系统采
集到的回波信号经由内置滤波器和放大器后输出，再传至数

据采集。ＬａｂＶＩＥＷ８．０和 ＮＩＰＣＩ－５１２４分别作为软件、硬件
平台，采集并储存数据。用恒温循环器控制样品温度为

３７℃，每组样品记录３次数据。
１．３．３．１　声速测量　通过Ｍａｔｌａｂ软件分析超声波在通过样
品池时的超声波波形，利用距离与时间的比值计算声速。图

２中横坐标是采样点数（单位为个），纵坐标为脉冲回波的幅
度，代表回波强度，Ｘ１、Ｘ２为样品池前后内界面的波形，通过
对波形的信号分析，找出脉冲时间差Δｔ，计算声速：

Δｔ＝（Ｘ２－Ｘ１）／采样频率 （１）
Ｖ＝２Ｄ／Δｔ （２）

式中：采样频率为 ６０ＭＨｚ；Ｖ为声速；Ｄ为样品盒厚度，
００１ｍ。
１．３．３．２　衰减系数测量　采用双界面回波法测量声衰
减［１１］，该方法提出的理论依据如图３所示。假设一束超声波
垂直入射到容器壁，设入射声波到达前界面时的声压幅度谱

为Ｐｉｎ（ｆ），前界面、后界面回波的幅度谱分别用 Ｐｒａ（ｆ）和
Ｐｒｐ（ｆ）表示，通过比较超声在液体和容器壁构成的前后两个界
面上产生的回波幅度谱比值来估计容器内液体的衰减系数。
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α（ｆ）＝１２Ｌｌｎ
Ｐｒａ（ｆ）
Ｐｒｐ（ｆ）

＋１２Ｌｌｎ｜Ｂｗｔ｜ （３）

式中：α（ｆ）为待测液体的衰减系数；Ｌ为两界面之间的距离；
Ｂｗｔ为系统矫正系数，由声压反射系数 Ｒ、透射系数 Ｔ、声束衍
射误差ＥＤ共同决定。
１．３．３．３　声阻抗测量　声阻抗是表征媒质固有特性的一个
重要物理量，称为媒质的特性阻抗，采用下式计算。

Ｚ＝ρｃ （４）
式中：Ｚ为声阻抗；ρ为物质密度；ｃ为在介质中传播速度。
１．３．４　统计分析　本研究中物理化学性质及超声检测中测
定结果是３次平行测定的平均值。利用各参数的变化率来分
析敏感度。

变化率＝ （无菌牛乳参数 －接种金葡菌牛乳参数）／无

菌牛乳参数 ×１００％ （５）

２　结果与分析

２．１　金黄色葡萄球菌培养时间和声参数、物理化学性质的
关系

图４、图５、图６是声参数随金黄色葡萄球菌培养时间的

变化情况。无菌对照牛乳和接种金黄色葡萄球菌牛乳的声

速、衰减系数、声阻抗都存在明显差别，最初２ｈ声速和声阻
抗变化不大，但是衰减系数变化非常明显。比较不同初始菌

体浓度牛乳的处理发现，在０～４ｈ声参数差别较小，在６～
１０ｈ声参数差别较明显。

　　如图７所示，１．６１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ菌体浓度处理的样品黏
度随着培养时间增加先减小后增大，在６ｈ时最小。金黄色
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葡萄球菌分解乳糖，使得样品 ｐＨ值不断减小（图８）。样品
密度几乎不变（图９）。由图１０可见，１．６１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ菌
体浓度处理的样品声参数和物理化学参数随着细菌培养时间

增加，衰减系数的变化率比其他声参数大，衰减系数最大变化

率为３３．８％，声速、声阻抗的变化比ｐＨ值、密度明显，但是不
如黏度变化明显。

　　随着培养时间的增加，菌体浓度不断变大，声速、衰减系
数、声阻抗都发生变化，３种声参数都可以作为鉴别金黄色葡
萄球菌存在的参数，相对来说衰减系数更好，因为在菌体浓度

有相同变化时，衰减系数变化最显著，说明衰减系数对金黄色

葡萄球菌的生长即浓度变化最敏感，可作为检测金黄色葡萄

球菌的敏感参数，可快速鉴别牛奶中是否存在金黄色葡萄球

菌，符合快速检测的要求，可以在黏度和ｐＨ值发生较小变化
时就能检测到金黄色葡萄球菌。如果要定量检测金黄色葡萄

球菌浓度，在６ｈ以后检测效果更好，在生长初期不同浓度样
品参数间差别不大，不利于分辨。

声速、声阻抗在０～２ｈ变化不大，但是０ｈ时衰减系数却
明显减小，变化率为２０．９９％。如图７所示，样品黏度高于对
照，并且在最初２ｈ变化很大，说明黏度和接种菌体本身对声
速影响较小，对衰减系数影响很大。因为超声波在牛奶中的

衰减主要是由牛奶吸收和散射引起，牛奶黏度是引起超声波

吸收的主要原因之一，散射主要来自于牛奶中能发生明显散

射的粒子—脂肪和蛋白质。金黄色葡萄球菌粒径为０．８μｍ
左右，粒径较大，其本身也可能对超声波存在散射作用，使得

在０ｈ就检测到衰减系数的变化，金黄色葡萄球菌分解蛋白
质，黏度变小，但是随着乳糖的分解，产酸引起蛋白质变性，出

现了网状结构的凝胶状态，使牛奶发生了轻微凝固，黏度又变

大，以及蛋白质粒子本身的变化都影响衰减系数。如图９所
示，随着时间变化牛奶密度几乎没有发生变化，而声阻抗是声

速和密度的函数，因此声阻抗的变化主要来自于声速的变化，

声阻抗适用于检测引起介质密度发生较大变化的细菌，如大

肠杆菌等产气型细菌。

２．２　金黄色葡萄球菌菌体浓度和衰减系数的关系
将金黄色葡萄球菌初始浓度为１．６１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ的样

品于３７℃下培养，每隔２ｈ进行平板计数，得到菌体浓度和
衰减系数的关系（图１１）。衰减系数和金黄色葡萄球菌浓度
呈线性相关，相关系数为０．９１２６。因此衰减系数不仅可以用
来检测金黄色葡萄球菌是否存在，也可以用于检测其浓度，但

对金黄色葡萄球菌的定量检验还须大量试验研究。

—９６２—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第６期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄

３　结论

低能超声波可以快速检测金黄色葡萄球菌是否存在，声

速、声阻抗的灵敏度低于衰减系数，刚接种金黄色葡萄球菌的

样品中衰减系数就出现变化，衰减系数可用于快速、灵敏地检

测金黄色葡萄球菌。衰减系数和菌体浓度的相关系数为

０９１２６。　
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高效氯氟氰菊酯对泥鳅的急性毒性及生理毒性

夏晓华，张林霞，司松波，赵炫超，常重杰
（河南师范大学生命科学学院，河南新乡４５３００７）

　　摘要：为了估测农药高效氯氟氰菊酯对水生生物的毒性，以泥鳅为受试生物，研究高效氯氟氰菊酯对泥鳅的急性
毒性和生理毒性影响。结果表明，高效氯氟氰菊酯对泥鳅的 ２４、４８、９６ｈ的半数致死浓度分别为 ３２．４１、２４．４０、
１８．３７μｇ／Ｌ，安全质量浓度为４．１５μｇ／Ｌ；低浓度高效氯氟氰菊酯处理对泥鳅肝脏谷丙转氨酶和谷草转氨酶活性起诱
导作用，而这２个酶的活性在长时间的高浓度处理下则受到抑制。说明高效氯氟氰菊酯对泥鳅具有较强的毒性作用。
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　　高效氯氟氰菊酯（ｌａｍｂｄａ－ｃｙｈａｌｏｔｈｒｉｎ）别称三氟氯氰菊
酯、功夫菊酯，属拟除虫菊酯类广谱型杀虫剂。拟除虫菊酯类

杀虫剂目前的使用量仅次于有机磷类、氨基甲酸酯类，是第三

大类杀虫剂，这类杀虫剂在农业生产中使用广泛，但随着雨水

冲刷、地表径流以及在农业生产中的不合理使用等，使大量农

药进入河流、湖泊、海洋等水生生态系统，对水生生物的生存

造成危害。由于拟除虫菊酯的亲酯性使其很容易被鱼鳃吸收

富集而导致鱼类对该类药物敏感，加之鱼体内缺乏水解菊酯

的酶，导致拟除虫菊酯对鱼类的毒性作用远大于哺乳动物和

鸟类［１］。鱼类是水体中的主要生物，也是水生生物链的重要

环节，对水质变化尤其敏感，是水质污染的高危种群。该研究

所选用的试验材料是泥鳅（Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ），属鱼
纲鲤形目鳅科泥鳅属，是一种对化学诱变剂、致癌剂较敏感的

水生生物。泥鳅肉质鲜美，营养丰富，富含蛋白质和多种维生

素，而且分布极为广泛，一年四季皆易捕到，在室内又极易饲

养，因此是理想的水生生物试验材料［２］。高效氯氟氰菊酯杀

虫剂作为一种环境毒物对鱼类等水生生物具有潜在的“三

致”效应，而目前国内外研究者对这方面的研究较少。笔者

以泥鳅为试验材料，探究高效氯氟氰菊酯对泥鳅的急性毒性

以及对其肝脏谷丙转氨酶（ＧＰＴ）和谷草转氨酶（ＧＯＴ）活性的
影响，旨在为拟除虫菊酯类杀虫剂的合理使用、保障渔业生产

和生物安全性提供一定的科学依据。

—０７２— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第６期


