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三磷酸腺苷生物发光法在冷鲜肉微生物 
检测中的应用研究 

张艳珍 1,2, 刘  宁 3, 倪来学 3, 王  伟 3, 姚现琦 3, 刘云国 1* 
(1. 临沂大学生命科学学院, 临沂  276005; 2. 水原大学工程学院, 水原  18323;  

3. 临沂新程金锣肉制品集团有限公司, 临沂  276036) 

摘  要: 目的  探究三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)生物发光法检测冷鲜肉中菌落总数的可行性, 比

较其与国家标准平板计数法的检测效果。方法  通过实验确定不同浓度的曲拉通 X-100 (Triton X-100)和三磷

酸腺苷双磷酸酶(adenosine triphosphate double, Apyrase)对冷鲜肉体细胞 ATP 的清除效果, 并分别使用 ATP 生

物发光法和国家标准平板计数法检测冷鲜肉中的菌落总数, 并评估 ATP 生物发光法的重现性。结果  Triton 

X-100 和 Apyrase 清除冷鲜肉体细胞 ATP 的最佳浓度分别是 0.2%和 0.10 U/mL, 此浓度下, 冷鲜肉体细胞 ATP

清除效果最好。ATP 生物发光法与国家标准平板计数法的检测结果显示出良好的线性关系, 其相关系数(r2)为

0.9871, 且 ATP 生物发光法重现性良好, 检测结果稳定可靠。结论  本研究通过与国家标准平板计数法的比

较, 进一步验证了 ATP 生物发光法可用于冷鲜肉中菌落总数的快速检测。 
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Application of adenosine triphosphate bioluminescence method in the 
microbial detection of chilled meat 

ZHANG Yan-Zhen1,2, LIU Ning3, NI Lai-Xue3, WANG Wei3, YAO Xian-Qi3, LIU Yun-Guo1* 
(1. College of Life Sciences, Linyi University, Linyi 276005, China; 2. College of Engineering, The University of Suwon, 

Suwon 18323, South Korea; 3. Linyi Xincheng Jinluo Meat Products Group Co., Ltd., Linyi 276036, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the feasibility of using the adenosine triphosphate (ATP) bioluminescence 

method for detecting the colonies number in chilled meat, and compare its performance with the national standard 

plate count method. Methods  Effects of different concentrations of Triton X-100 and adenosine triphosphate double 

(Apyrase) on the remove of ATP from the somatic cells of chilled meat were determined. The colonies number in the 

chilled meat was measured using both the ATP bioluminescence method and the national standard plate count method, 
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and the reproducibility of the ATP bioluminescence method was evaluated. Results  The optimal concentrations of 

Triton X-100 and Apyrase for ATP removal from the somatic cells of chilled meat were found to be 0.2% and 0.10 

U/mL, respectively, with the best ATP removal effect observed at these concentrations. The results of the ATP 

bioluminescence method and the national standard plate count method demonstrated a strong linear relationship, with 

a correlation coefficient (r²) of 0.9871. The ATP bioluminescence method indicated good reproducibility, and the 

results were stable and reliable. Conclusion  This study further validates the applicability of ATP bioluminescence 

method for the quick detection of colonies number in chilled meat, demonstrating its advantages over the national 

standard plate count method. 
KEY WORDS: chilled meat; colonies number; plate count method; adenosine triphosphate bioluminescence method 
 
 

0  引  言 

随着生活水平的不断提升, 食品安全已成为备受关

注的问题, 特别是在肉类产品的消费方面。冷鲜肉作为一

种通过严格控制屠宰后温度和冷链运输条件, 保持肉类新

鲜、营养和风味的低温肉制品, 其肉质鲜嫩、味道鲜美, 富
含人体必需的蛋白质、脂肪、碳水化合物及多种微量元素, 
深受消费者青睐, 已成为我国肉类市场的主要销售形式之

一[1]。然而, 尽管低温保存有助于减缓微生物的生长, 但冷

鲜肉在屠宰、加工和贮运过程中仍容易受到微生物的污染, 
这不仅影响其品质, 还可能对消费者健康构成潜在威胁[2]。

微生物污染是影响冷鲜肉质量的关键因素之一, 菌落总数

的检测是评估微生物污染程度和卫生状况的重要指标[3], 
能直观地反映冷鲜肉的卫生质量。目前, 食品中菌落总数

测定通常采用平板计数法, 依据 GB 4789.2—2022《食品安

全国家标准 食品微生物学检验菌落总数测定》进行, 该方

法通过培养样品中的微生物, 计数可培养的菌落数量, 并
根据稀释倍数计算出样品中的菌落总数。然而, 平板计数

法只能检测在特定条件下生长的细菌, 且检测周期较长, 
在实际生产中难以实现快速响应[4]。因此, 建立一种及时、

快速且准确的冷鲜肉菌落总数检测方法显得尤为重要。 
腺嘌呤核苷三磷酸(adenosine triphosphate, ATP)是细

胞内的重要能量载体, 几乎在所有活细胞中都有分布[5]。

ATP 生物发光法是一种快速的微生物检测技术, 通过测量

样品中存在的 ATP 荧光信号来评估微生物的数量。这一方

法利用 ATP 与荧光素酶反应生成光子, 通过光度计或荧光

计检测反应所产生的光子数量, 从而推断样品中微生物的

数量。ATP 发光法因其具有高灵敏度、快速性和简便性, 且
检测结果与传统平板计数法呈较好的一致性, 现已广泛应

用于食品安全[6–9]、环境监测[10–12]、医疗消毒[13–16]及废水

生物处理工艺[17–18]等领域, 用以快速评估样品的微生物污

染程度, 及时提供质量反馈。研究表明, 食品中存在的背

景 ATP 会干扰微生物含量的准确测定, 尤其在细菌浓度达

到 1×105 CFU/mL 或更高时更为明显[19]。因此, 采用 ATP
生物发光法对冷鲜肉进行菌落计数时, 必须去除背景 ATP, 

以避免高估微生物数量。近年来, 广泛应用于非微生物

ATP 去除的方法是将非离子表面活性剂曲拉通 X-100 
(Triton X-100) 与 三 磷 酸 腺 苷 双 磷 酸 酶 (adenosine 
triphosphate double, Apyrase)结合使用。Triton X-100 是一

种非离子表面活性剂, 能够有效裂解细胞膜, 释放 ATP 并

保持其稳定性。Apyrase 作为一种水解酶, 能够催化 ATP
的水解反应, 有效降低非细菌来源 ATP 的浓度[20–21]。这一

方法能够有效减少非细菌 ATP 的干扰, 同时保持微生物的

活性, 使 ATP 生物发光法更准确地反映冷鲜肉中的实际微

生物负荷。 
本研究确定了适宜的 Triton X-100 和 Apyrase 浓度, 

以确保在去除非细菌 ATP 干扰的同时不影响微生物活性, 
从而优化 ATP 生物发光法的检测准确性。此外, 比较国家

标准平板计数法与 ATP 生物发光法在冷鲜肉微生物检测

中的应用效果, 并评估 ATP 生物发光法的重现性, 以期为

冷鲜肉中菌落总数的快速检测提供一种可行的方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

按照 GB 4789.17—2024《食品安全国家标准 食品微

生物学检验 肉与肉制品采样和检验处理》从山东临沂新

程金锣肉制品集团有限公司选取屠宰后冷却 24 h的不同批

次金锣冷鲜肉 36 份, 1 h 内运回实验室, 于(0±0.5) ℃条件

下贮存 0、1、3、5、7 d。处理当天开始, 在每个测量时间

点, 随机取出 6 份样品进行实验。 
Apyrase(分析纯, 上海源叶生物科技有限公司); ATP

标准品、Trixon-100(分析纯, 北京索莱宝科技有限公司); 
平板计数琼脂(北京陆桥技术股份有限公司); 3MTM Clean 
TraceTM ATP 采样棒 UXL100 (3M 中国有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

BSA224S 电子分析天平(精度 0.1 mg, 北京赛多利斯

仪器有限公司); BL-250 拍打式均质器(上海比朗仪器制造

有限公司); YXQ-LS 立式高压蒸汽灭菌器(上海仪天科学仪

器有限公司); SW-CJ 型超净工作台(苏州安泰空气技术有
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限公司); DHG-9140A 电热恒温培养箱(上海一恒科学仪器

有限公司); 3M LM1 手持式荧光检测仪(3M 中国有限公

司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  溶液配制 
样液的配制: 称取 25 g 样品, 放入含 225 mL 生理盐

水的无菌均质袋中, 拍打均质 1~2 min, 制成 1:10 的样品

悬匀液。使用 1 mL 无菌吸管吸取 1 mL 样品匀液, 缓慢注

入盛有 9 mL 稀释液的无菌试管中, 振荡试管至混合均匀, 
制成 10–2 样品匀液。重复上述操作, 制备 10 倍系列稀释样

品匀液, 每次更换 1 mL 无菌吸管进行操作。 
ATP 标准溶液的配制: 准确称取 0.051 g ATP 标准品, 

用超纯水溶解配制成 10–5 mol/L 标准溶液。 
1.3.2  平板计数法测定菌落总数 

按照 GB 4789.2—2022, 选取稀释倍数为 10–1、10–2、

10–3 的样品悬液, 于超净工作台上, 吸取 1 mL 样品悬液转

移至无菌培养皿中, 每个稀释度做 2 个培养皿, 及时将

15~20 mL 冷却至 46~50 ℃的平板计数琼脂培养基倾注培

养皿, 随后转动培养皿使其混合均匀。同时, 吸取 1 mL 空

白稀释液加入另外 2 个无菌培养皿内作对照。水平放置待

琼脂凝固后, 翻转平板放置于(36±1) ℃的恒温培养箱中, 
培养(48±2) h 后进行菌落计数。记录稀释倍数和相应的菌落

数量, 并以菌落形成单位(colony forming unit, CFU)表示。 
1.3.3  ATP 生物发光法测定菌落总数 

(1)建立标准曲线   
将 10–5 mol/L 的 ATP 标准溶液 , 依次稀释成

10–15~10–6 mol/L 的 ATP 溶液, 测量其相对光单位(relative 
light units, RLU)数值, 根据 ATP 浓度的对数值和相应的

RLU 对数值绘制标准曲线。 
(2)体细胞 ATP 清除 
Triton X-100 浓度研究: 取 1 mL 待测冷鲜肉的样品悬

液, 分别加入 1 mL 0.1%~0.8%浓度范围的 Triton X-100, 
轻轻振荡混匀 2 min 后测定体细胞发光强度, 探究 Triton 
X-100 的浓度对发光反应的影响。 

Apyrase 浓度研究 : 将 0~0.10 U/mL 浓度范围的

Apyrase作用于经 Triton X-100提取后的冷鲜肉体细胞 ATP
溶液, 反应 10 min后立即 100 ℃水浴 1 min, 测定发光强度, 
并通过剩余发光强度来评估 Apyrase 对 ATP 的水解效果。 

(3)微生物 ATP 检测 
取测定菌落总数稀释倍数为 10–1、10–2、10–3 的样品

匀液 1 mL, 分别加入最佳浓度的 Triton X-100 和 Apyrase, 
在室温条件下孵育 10 min 后, 将样品置于沸水浴中 1 min
以灭活 Apyrase。分别将 ATP 采样棒插入上述各待测样品

悬液中进行充分浸湿, 随后将拭子插回采样管, 按压使棉

签与内部试剂接触, 摇晃采样棒, 确保棉签与试剂充分混

合。激活后的采样棒迅速插入 3M LM1 手持荧光检测仪, 

进行实时检测并记录 RLU 数值。使用无菌生理盐水作空白

对照, 根据建立的标准曲线计算 ATP 含量。   

1.4  数据处理 

所有实验重复 3 次, 结果以平均值±标准偏差表示, 使
用 Excel 2016 和 GraphPad Prism 10 对数据进行统计分析并

绘图。 

2  结果与分析 

2.1  ATP 标准曲线 

以 ATP 浓度的对数值为横坐标(X, lgmol/L), 相应发

光强度的对数值为纵坐标(Y), 建立了 ATP 标准品不同浓

度与发光强度之间的数学关系模型。通过回归分析得到的

线性方程为 Y=0.1768X+5.1532, r2=0.9942, 表明在 ATP 浓

度范围为 10–15~10–6 mol/L 之间, ATP 浓度与发光强度之间

存在显著的线性相关性。因此, ATP 生物发光法用于 ATP
含量测定具有较好的可行性。 

2.2  体细胞 ATP 清除 

2.2.1  TritonX-100 浓度的选择 
使用不同浓度(0.1%、0.2%、0.4%、0.6%、0.8%)的

Triton X-100 对冷鲜肉样品悬液进行体细胞 ATP 的提取, 
提取结果见图 1。从体细胞发光值可以看出, 不同浓度的

Triton X-100 对 ATP 的提取效果不同。随着浓度增加, 体
细胞发光值呈现先上升后下降的趋势, 最大发光值出现在

Triton X-l00 浓度为 0.2%时, 这一浓度下 ATP 提取率最有

效, 因此, 0.2%的 Triton X-100被确定为体细胞 ATP最佳提

取浓度。其原因是作为非离子表面活性剂, Triton X-l00 通

过改变细胞膜的通透性, 促进体细胞内的 ATP 释放, 浓度

较低时 Triton X-l00 可能无法完全破环细胞结构, 随浓度

的升高, 提取效率增强, 但过量的 Triton X-100 可能会抑

制荧光素酶的活性, 导致发光强度下降。 
 

 
 

注: 不同字母代表差异显著(P<0.05), 图 2 同。 
图 1  Triton X-l00 浓度对提取冷鲜肉体细胞 ATP 的影响 

Fig.1  Effects of Triton X-100 concentration on the extraction of 
intracellular ATP from chilled meat 
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2.2.2  Apyrase 浓度的选择 
将不同单位的 Apyrase 作用于待测冷鲜肉样品悬液, 

利用 ATP 生物发光法测定剩余 ATP 的含量。Apyrase 浓度

对 ATP 水解效果的变化如图 2 所示。Apyrase 作为体细胞

和游离 ATP 的水解酶, 其作用效果与酶浓度密切相关。若

酶浓度过低, 无法有效水解样品中的 ATP, 导致细菌 ATP
的发光值较高。图 2 显示, 随着 Apyrase 浓度的增加, 剩余

ATP 的发光强度不断下降。当酶浓度为 0.10 U/mL 时, 剩
余发光强度接近零, 表明该浓度的 Apyrase 能够完全水解

非细菌来源的 ATP, 达到清除非细菌 ATP 的目的。因此, 选
择 0.10 U/mL 的 Apyrase 作为非细菌 ATP 清除剂。 

 

 
 

图 2  Apyrase 浓度对体细胞 ATP 清除的影响 
Fig.2  Effects of Apyrase concentration on the  

deleting of somatic ATP 
 

2.3  ATP 生物发光法与平板计数法检测菌落总数的

相关性分析 

分别采用 ATP 生物发光法和国家标准平板计数法测

定不同存放天数后发光强度和菌落总数, 以国家标准平板

计数法测定的菌落总数对数值为横坐标, 相应冷鲜肉样品

的 ATP 发光值的对数作为纵坐标, 结果如图 3 所示, 随着

存放天数的延长, 冷鲜肉样品中的菌落总数显著增加, ATP
发光值也呈现出相似的上升趋势, 两者之间具有良好的线

性关系(r2=0.9871), 这表明 ATP 生物发光法可有效用于冷

鲜肉样品中菌落总数的快速检测。 
 

 
 

图 3  菌落总数与 ATP 发光强度的关系 
Fig.3  Correlation analysis between colonies number and  

intensity of ATP bioluminescence 

2.4  ATP 生物发光法重现性 

为了评估 ATP 生物发光法在检测冷鲜肉样品菌落总

数时是否具有良好的重现性, 对相同冷鲜肉样品中的菌落

总数进行多次检测(图 4)。结果显示, ATP 生物发光法在冷

鲜肉菌落总数检测中表现出良好的重现性, 各测量值围绕

平均值上下波动, 标准偏差(standard deviation, SD)为 5.08, 
相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 3.1%, 表
明 ATP 生物发光法在冷鲜肉菌落总数检测中具有一定的

可靠性。 

 

 
 

图 4  ATP 生物发光法的重现性 
Fig.4  Reproducibility of ATP bioluminescence method 

 

3  讨论与结论 

传统的平板计数法检测菌落总数通常需要培养 48 h
才能获得结果, 在此期间, 冷鲜肉可能已经进入进一步的

加工、包装, 甚至流入市场销售, 这给产品质量和安全带

来了潜在风险, 例如腐败微生物增殖引起的产品变质或致

病菌积累导致的食源性疾病。因此, 平板计数法作为食品

质量和安全标准的应用需要进行重新评估, 以更好地适应

快速检测的需求。 
ATP 生物发光法的主要优势在于其检测速度快, 这在

原材料的微生物分析中尤为重要。相比传统平板计数法, 
它能够快速识别低质量的原料, 从而确保进入加工环节的

原材料质量, 保证成品的最佳质量与保质期[22–23]。由于其

高效性, 许多行业将 ATP 生物发光法纳入其质量控制体系

中, 以满足现代生产过程中对实时检测的需求[24–27]。本研

究中测定的冷鲜肉微生物 ATP 的对数值与已有研究有所

差异, 可能与样品种类及来源不同有关[6,21], 为更全面地

评估冷鲜肉中的微生物质量, 可考虑扩大样品的种类、数

量和来源。需要注意的是, ATP 生物发光法主要检测总的微

生物 ATP 含量, 对于冷鲜肉中特定食源性致病菌的定量分

析, 还需结合其他方法, 以进一步提升冷鲜肉的安全性。

此外, 在低水平微生物污染情况下, ATP 生物发光法的灵

敏度可能不够理想, 难以准确检测代谢活性较低的微生物, 
可能导致对污染程度的误判[28–30]。 

本研究确定了在使用 ATP 生物发光法测定冷鲜肉菌
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落总数时, Triton X-100 和 Apyrase 清除冷鲜肉体细胞 ATP
的最佳浓度分别为 0.2%和 0.10 U/mL。在该浓度下, 冷鲜

肉体细胞 ATP 清除效果最好。通过比较冷鲜肉在不同保存

天数下的微生物变化, 使用国家标准平板计数法和 ATP 生

物发光法分别测定菌落总数, 结果表明这两种方法具有良

好的线性相关性, 相关系数超过 0.98, 且重现性良好。这

表明 ATP 生物发光法在冷鲜肉菌落总数检测方面具有可

行性, 能够快速准确地评估冷鲜肉品质, 相较于传统平板

计数法具有更好的应用前景。 
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