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　　摘要：介绍一种以发光细菌（青海弧菌Ｑ６７）作为检测活体检测水发产品中甲醛毒性的方法。检测发现随着甲醛
浓度的升高和作用时间延长，青海弧菌Ｑ６７的相对发光强度逐渐降低，作用时间在５ｍｉｎ左右时，甲醛对青海弧菌的
效应拟合曲线线性最好，甲醛对青海弧菌Ｑ６７的ＥＣ５０为０．０４４ｍｇ／ｍＬ，甲醛对青海弧菌的最低检测限为０．０１ｍｇ／ｍＬ。
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　　甲醛是一种无色、有强烈刺激性气味的气体，易溶于水。
水发产品中所含甲醛的浓度不高，一般不会急性中毒，但长期

食用这些含甲醛的产品，会产生慢性中毒，造成肝、肾损害，诱

发肝炎、肾炎和酸中毒，甚至癌变。因为甲醛具有较好的杀菌

和防腐作用，一些不法商贩在水发产品中违规使用甲醛对该

类产品进行防腐，来保持产品的光鲜度和延长产品的保质期。

从相关文献来看，还有不少商家无视国家相关法律法规，继续

把甲醛添加到水发产品中［１－２］。近年来，随着水发产品用甲

醛浸泡事件的不断发生，食品的甲醛问题成为公共卫生关注

的焦点，并被列入国家食品安全战略研究的重点。

甲醛的常用检测方法主要有变色酸法、乙酰丙酮法、品红

亚硫酸光度法、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ法）、气相色谱法（ＧＣ
法）、气－质联用法（ＧＣ－ＭＳ法）等［３］。目前，甲醛测定多采

用比色法，比色法具有仪器价格低廉、操作简单、易于推广等

优点，但是由于基于化学反应的原理，专属性不够，容易受到

性质相似物质的干扰；ＨＰＬＣ法、ＧＣ法、ＧＣ－ＭＳ法等仪器分
析方法虽具有更强的选择性和更高的灵敏度，但检测所用仪

器设备和检测成本投入要求较高，故无法很好地推广。本研

究尝试使用一种以发光细菌———青海弧菌 Ｑ６７作为检测活
体检测水发产品中甲醛毒性的方法，为相关的项目检测和行

业监管提供新的技术支持。

１　试验部分

１．１　发光细菌法的测定原理
发光细菌体内的荧光素酶催化荧光素的氧化作用产生生

物发光，生物发光直接与细胞的活性及代谢状况相关。毒性

物质会改变细胞的状态，包括细胞壁、细胞膜、电子的转移系

统、酶及细胞质的结构，这些变化最终导致生物发光的减弱。

通过生物发光强度的测定即可计算得到水发产品甲醛毒性的

强弱。

１．２　试验仪器及耗材
主要检测仪器：ＳｙｎｅｒｇｙＨ１全功能微孔板检测仪（检测仪

序列号２６９９００）；隔水式恒温培养箱；移液器。
试验用菌剂：发光细菌———青海弧菌Ｑ６７（试验用菌为青

海弧菌Ｑ６７冻干粉，由华东师范大学提供）。根据比较，青海
弧菌 Ｑ６７生长的最适条件是：温度 １０～３０℃，ｐＨ值
６．０～９．０，盐度０．８５％（质量分数）。因为青海弧菌与其他发
光细菌如明亮发光杆菌、费氏弧菌等相比较有较宽的温度和

ｐＨ值适应范围及较低的盐度要求，使青海弧菌 Ｑ６７在样品
预处理、排除干扰因子等方面具有明显的优势，所以本研究选

用Ｑ６７为测试细菌。
试验用水发产品：随机购自扬州市区的３个菜场和１个

批发市场。

１．３　试验方法
１．３．１　菌剂复苏与培养　（１）取 －２０℃保存的青海弧菌
Ｑ６７冻干粉，加入５ｍＬ０．８５％（质量分数，下同）的 ＮａＣｌ溶
液，充分混合后于２０℃放置１５ｍｉｎ，使青海弧菌Ｑ６７恢复稳
定发光，所得菌液待用。（２）发光细菌的培养：青海弧菌培
养。培养基配方：Ⅰ号，混合盐１２．４９ｇ，酵母膏５ｇ，胰胨５ｇ，
甘油３ｍＬ，加水至 １０００ｍＬ，ｐＨ值９．０；Ⅱ号，混合盐 １０ｇ，
硫酸铵 ４．２ｇ，葡萄糖 １０ｇ，甘油 ３ｍＬ，胰胨 １ｇ，加水至
１０００ｍＬ，ｐＨ值 ８５。混合盐成分：ＭｇＳＯ４５．０７ｇ，ＭｇＣＯ３
２．２５ｇ，ＭｇＣｌ２０．１９ｇ，ＣａＣＯ３０．０６ｇ，ＫＣｌ０．４４ｇ，ＮａＣｌ１６．５９ｇ，
ＫＢｒ０．２４ｇ。塞上棉球，用牛皮纸包扎好，经１２１℃高压灭菌
２０～３０ｍｉｎ后备用［４］。固体培养基：以上配方加２％琼脂即
为固体培养基。电炉加热使溶解至透明，趁热用漏斗分装于

试管中，每支试管装至１／３，塞上棉球，用牛皮纸包扎好，经
１２１℃高压灭菌２０～３０ｍｉｎ后，取出制成斜面。培养：将青海
弧菌冻干粉用０．５ｍＬ０８５％ ＮａＣｌ溶解，迅速转入５０ｍＬ培
养液中，２２℃恒温培养，每２４ｈ后转接１次斜面，将培养好的
第３代斜面置于４℃ 冰箱中备用。将培养好的菌种接入固
体培养基平板中，２２℃ 恒温培养１２～１８ｈ后备用［５］。（３）
检测用菌液制备：将培养好的菌种接入固体培养基平板中，

２２℃ 恒温培养１２～１８ｈ后加５ｍＬ０．８５％生理盐水至青海
弧菌平板中，适当振荡将菌体冲下，漩涡振荡器将菌液摇匀，

并用０．８５％生理盐水把细菌浓度调节至合适范围后备用。
１．３．２　标样及样品处理　甲醛：用蒸馏水将甲醛配制成一定
质量分数的标准液，进行青海弧菌毒性检测。用实验室自制

超纯水将甲醛分别稀释至６个浓度梯度系列，每个浓度系列
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根据先前的试验结果，使得浓度系列产生的发光强度抑制率

在０～１００％均匀分布。然后再对各样品进行青海弧菌毒性
检测。样品处理：准确称取１．０ｇ预先打匀的样品于１０ｍＬ
磨口具塞比色管中，加０．８５％生理盐水至１０ｍＬ，轻摇至样品
充分溶解，用０．４５μｍ滤膜过滤，在不同时间间隔用生物毒
性测试仪测量相对发光强度。

１．３．３　甲醛的毒性检测　ＳｙｎｅｒｇｙＨ１（检测仪序列号
２６９９００）检测方法：向９６孔板中的 Ａ１孔加入２００μＬ的超纯
水（作为本底），Ａ２孔加入２００μＬ的超纯水（作为空白），Ａ３
至Ａ７孔分别依次加入上述配制的浓度梯度的标准液，再于
Ａ２至 Ａ７孔中分别加入“１．３．１”节所得菌液 ５０μＬ（或
１００μＬ），在Ｂ、Ｃ排做平行样，然后放入 ＳｙｎｅｒｇｙＨ１检测仪
中，分别检测５、１０、１５、３０、６０ｍｉｎ时青海弧菌的发光强度。
１．３．４　数据处理　通常用相对发光强度反映毒性大小。毒
性越大则对发光抑制越强烈，相对发光强度就越小，反之则发

光强度越大。

相对发光强度及发光抑制率的计算：

相对发光强度 ＝（样品发光强度／对照发光强度）×
１００％。 （１）

根据拟合模拟计算甲醛与青海弧菌 Ｑ６７作用不同时间
的半效应浓度（ＥＣ５０），拟合剂量 －效应曲线，并以此判断甲
醛对青海弧菌Ｑ６７毒性的大小。

２　结果与分析

用实验室自制超纯水将甲醛分别稀释至６个质量浓度梯
度系列（０、０．０１、０．０２、０．０３、０．０４、０．０５ｍｇ／ｍＬ），然后用
ＳｙｎｅｒｇｙＨ１检测，具体参见“１．３．１”节及“１．３．２”节，计算公
式参见“１．３．４”节的公式（１）。

作用时间为５、１０、１５、３０、６０ｍｉｎ时，不同浓度的甲醛对
青海弧菌Ｑ６７的剂量－效应拟合曲线见图１。由图１分析可
见：（１）随着甲醛浓度的升高，青海弧菌Ｑ６７的相对发光强度
逐渐降低，两者呈线性负相关；（２）随着作用时间的延长，青
海弧菌的相对发光强度逐渐降低，在５ｍｉｎ时，线性方程为
ｙ＝－１１．０５８ｘ＋１０９．６８，ｒ２＝０．９９４７，甲醛对青海弧菌的效应
拟合曲线线性最好，甲醛对青海弧菌 Ｑ６７的 ＥＣ５０为
０．０４４ｍｇ／ｍＬ；（３）甲醛对青海弧菌的最低检测限为
０．０１ｍｇ／ｍＬ。　
　　笔者使用发光细菌法检测了８个水发产品（编号１～８）
的甲醛毒性情况，结果（表１）表明，所购水发产品均无急性毒
性生物效应，毒理学评价安全。

　　通过表１可以看出：用发光细菌检测的８个水发产品，在
５～６０ｍｉｎ内，发光强度均未明显下降。根据标准曲线计算，８
个样品的甲醛浓度均低于０．０１ｍｇ／ｍＬ。对６号样品进行加
标处理，加标浓度为０．０２ｍｇ／ｍＬ，其１５ｍｉｎ时相对发光强度
为 ７１．３９％，根 据 标 准 曲 线 计 算 得 出 其 甲 醛 浓 度
０．０１７ｍｇ／ｍＬ，加标回收率约为８５％。

由于水发样品成分复杂，干扰因素较多，各种成分都会影

响甲醛毒性检测的结果，所以在以后的试验过程中，应结合其

他甲醛标准检测方法，进一步研究甲醛对发光细菌的毒性影

响，同时根据不同的样品探索样品前处理方法，使得甲醛毒性

检测尽量避免其他基质的影响［６－７］。

表１　水发产品中甲醛对青海弧菌的毒性检测结果

水发产

品样号

相对发光强度（％）
５ｍｉｎ １０ｍｉｎ １５ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ

１ ９６．３３ ９５．４８ ９４．３６ ９４．２７ ９２．５５
２ ９８．８４ ９６．２９ ９３．４６ ９２．７８ ９２．３２
３ ９７．５５ ９７．８６ ９６．３７ ９５．７１ ９３．６４
４ ９８．２７ ９７．３６ ９６．２２ ９５．４９ ９６．３９
５ ９５．３６ ９６．４８ ９６．１１ ９５．６８ ９５．７４
６ ９６．５５ ９６．７４ ９５．３９ ９４．２８ ９３．１６
７ ９７．５６ ９７．３３ ９６．５８ ９６．４３ ９５．８９
８ ９８．３７ ９８．２１ ９７．６７ ９６．３７ ９５．４１

６（加标） ７２．８６ ７２．５４ ７１．３９ ７０．６４ ７０．２

　　注：６（加标）为６号水发产品中加标０．０２ｍｇ／ｍＬ。

　　发光细菌法进行甲醛毒性的检测，能直接、客观地反映出
甲醛对生物的急性毒性。对于因为人为故意添加原因造成的

甲醛残留，毒性测试可以在５ｍｉｎ内快速展现甲醛的毒性。
发光细菌法非常适合检测甲醛毒性，便于监督机构对水发产

品的甲醛超标问题作出快速反应，为全面保障广大消费者的

健康与生命安全提供一种快速、有效的检测方法。

３　注意事项

在分析前，大部分样品不需要做特殊准备，但对一些特别

的样品需要进行测试前的准备，几种情况列出如下：

（１）浑浊样品：浑浊或含有不沉淀颗粒物的样品，需要用
一些通常的处理办法去除浊度。例如可以用适当的转速离心

一定时间，达到去除浊度或颗粒物的目的。应当注意的是，样

品的浑浊可能引起不明确的发光增强或减弱，只有当不考虑

浑浊带来的毒性时，才使用以上的去浊度的过程。

（２）ｐＨ值：样品的 ｐＨ值可能以一种不可预测的方式影
响测试结果。当ｐＨ值在６．０～９．０之间时，测试试剂表现出
良好的发光性，当样品的ｐＨ值超出这个范围时，会影响毒性
检测，因而，样品的ｐＨ值应该按照规定调节到６～９之间。

（３）有色样品：如果有明显的颜色（特别是红、棕或黑色），
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可能会吸收光而影响测试精度。这样的样品应该在测试前用

蒸馏水或去离子水稀释（２５％或５０％）。
（４）含氯样品：由于氯消毒过程导致样品中含有氯，这些

氯会影响细菌试剂的活性，从而影响测试结果，这种样品首先

要用硫代硫酸钠溶液去氯。

４　结论

根据试验结果分析，使用发光细菌法快速检测水发产品

中的甲醛含量并判断是否超标是可行的。综合上述结果，分

析可得以下结论：（１）甲醛对青海弧菌 Ｑ６７的毒性存在显著
的剂量－效应关系，且效应能够在短时间（５ｍｉｎ左右）内显
现并达到最佳效果，甲醛对青海弧菌 Ｑ６７的 ＥＣ５０为
０．０４４ｍｇ／ｍＬ。（２）根据多次试验分析，待测液与发光细菌青
海弧菌菌液的体积比为２∶１或４∶１时更利于检测，且能得
到较准确的结果。（３）甲醛对青海弧菌的最低检测限为
０．０１ｍｇ／ｍＬ，所以发光细菌法可以用于快速检测并判定其是
否超标。综上所述，应用青海弧菌 Ｑ６７快速检测水发产品中
的甲醛含量将有很好的应用前景，发光细菌法检测快速、简

便、精确度较高，但是目前来说尚存在诸多不足，有很多需要

克服的问题。如青海弧菌是一种极其脆弱敏感的细菌，极微

量的重金属或其他有毒物质就能使青海弧菌致死，从而影响

其发光强度；食品中的成分较复杂，前处理又存在诸多限制，

故试验结果有很多的不确定性。这些问题有待今后探索解

决，以完善甲醛的发光细菌检测方法。
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黄桃可溶性固形物的近红外漫反射光谱检测

唐长波１，方立刚２
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　　摘要：利用傅里叶变换近红外漫反射光谱（ＮＩＲＳ）技术，采用偏最小二乘法（ＰＬＳ），以６０个黄桃为标准样品，２５个
黄桃为验证样品，研究近红外光谱漫反射技术预测黄桃内部可溶性固形物含量的方法。试验结果表明：对原始光谱选

取９４００～５４５０、４６００～４２５０ｃｍ－１波数范围，进行减去一条直线处理，采用改进偏最小二乘法建立黄桃可溶性固形物
的预测模型，ｒｃ、ＲＭＳＥＣＶ分别为０．８６３２、０．５８２，外部验证ｒｐ、ＲＭＳＥＰ分别为０．９４１３、０．２７５，说明近红外漫反射光谱无

损伤检测黄桃的可溶性固形物含量是可行的。
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　　黄桃属于蔷薇科桃属，富含胡萝卜素、膳食纤维、铁钙及
多种微量元素，肉质紧致香甜，深受广大消费者的喜爱。但黄

桃由于产地、栽培条件及品种的不同，其食用品质也会有较大

差异。水果中的可溶性固形物主要是糖类，是衡量水果品质

的主要指标之一［１－２］，但以往的检测方法需要破坏样品进行

分析，无法快速准确地进行水果分级。

近红外无损检测技术近年来因其具有检测快速简便、无

污染、不破坏样品等特点，在果蔬等农产品的内部品质检测方

面应用广泛［３－６］。本研究使用近红外光谱结合偏最小二乘法

对黄桃中可溶性固形物含量进行快速无损检测，推动黄桃品

质的自动在线检测与分级技术在生产中的应用，有助于实现

水果分级，提高水果产业的经济效益。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
黄桃：采摘于江苏省苏州市吴中区某果园；ＭＰＡ型傅里叶

变换近红外光谱仪（德国Ｂｒｕｋｅｒ公司）；ＰＲ－１０１α型折射式数
字糖度计（０．０～４５．０°Ｂｒｉｘ，精度０．１％，日本Ａｔａｇｏ公司）。
１．２　近红外光谱采集

应用傅里叶变换近红外光谱仪采集黄桃的近红外漫反射
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