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三磷酸腺苷荧光法在乳制品商业无菌快速检测中

的适用性评价 

余  文 1, 安  琳 1, 姜英辉 2, 崔生辉 1, 李景云 1*, 郑海云 3* 
(1. 中国食品药品检定研究院, 北京  100050; 2. 青岛海关技术中心, 青岛  266112;  

3. 中国中医科学院中医药科技合作中心, 北京  100700) 

摘  要: 目的  系统评估三磷酸腺苷荧光法在乳制品商业无菌快速检测中的适用性。方法  采用三磷酸腺苷

荧光法, 通过包容性实验测试其对 35 种代表性微生物的检出能力; 通过排他性实验评价三磷酸腺苷荧光法在

7 类共 70 份乳制品基质中的抗干扰性能; 通过人工污染实验, 以平板划线法和 GB 4789.26—2023《食品安全

国家标准 食品微生物学检验 商业无菌检验》为参比方法, 系统比较其在 7 类乳制品中对 7 种代表性污染菌

的检测灵敏度; 并组织两家实验室进行比对, 评估方法的重现性。结果  三磷酸腺苷荧光法的包容性和排他

性结果均为 100%。在灵敏度测试中 , 对植物乳杆菌检测灵敏度 (50%检出限 , limit of detection 50%, 

LOD50)=0.32 CFU/样品)略优于平板划线法(0.37 CFU/样品)和 GB 4789.26—2023 (0.37 CFU/样品), 对其他 6 种

菌的 50%检出限(LOD50)与参比方法基本一致(相对检出限, relative limit of detection, RLOD 约等于 1)。实验室

间比对结果显示该方法具有良好的重现性(多数 RLOD 约等于 1)。该方法对黑曲霉、粪肠球菌等可在培养 3 d 时实

现早期检出, 相较 GB 4789.26—2023(检测周期 7~10 d), 检测周期缩短 4~7 d。结论  三磷酸腺苷荧光法检测速度

快、操作简便、包容性和特异性良好, 灵敏度与传统方法相当, 适用于乳制品商业无菌的快速筛查与过程监控。本

研究为缩短乳制品商业无菌检测周期、推动快速检测技术应用提供了实验依据, 同时构建了可复用的方法学验证

框架, 为其他快速检测技术在食品基质中的验证提供参考, 并为实践中“初筛—复核”流程提供了实验证据。 
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ABSTRACT: Objective  To systematically evaluate the applicability of adenosine triphosphate fluorescence method 
in the commercial aseptic rapid detection of dairy products. Methods  The detection ability of 35 kinds of 
representative microorganisms was tested by the inclusion experiment using the adenosine triphosphate fluorescence 
method. The anti-interference performance of adenosine triphosphate fluorescence method in 70 dairy product matrices 
of 7 types was evaluated through exclusive experiments. Through artificial contamination experiments, using the plate 
streptography method and GB 4789.26 — 2023 National food safety standard-Microbiological testing of 
food-Commercial sterility testing as reference methods, the detection sensitivity of 7 kinds of representative 
contamination bacteria in 7 types of dairy products was systematically compared. The 2 laboratories were arranged to 
perform inter-laboratory comparison tests for evaluating the reproducibility of the established method. Results  The 
inclusive experiment and exclusive experiment results of the adenosine triphosphate fluorescence method were both 
100%. In the sensitivity test, the limit of detection at 50% positive rate (LOD50) of the developed method for 
Lactobacillus plantarum was 0.32 CFU/ sample, slightly superior to the streak plate method (0.37 CFU per sample) and 
the national standard GB 4789.26—2023 (0.37 CFU per sample). The LOD50 values for the other 6 kinds of target 
bacterial strains were basically consistent with those of the reference methods, with the relative limit of detection 
(RLOD) approaching 1. Interlaboratory comparison results verified favorable reproducibility of this method, as the 
RLOD for most strains were close to 1. This method could achieve early detection of Aspergillus niger, Enterococcus 
faecalis and other microorganisms following 3 days of incubation. In comparison with GB 4789.26—2023, which 
required a detection period of 7–10 days, the assay duration was reduced by 4–7 days. Conclusion  The adenosine 
triphosphate fluorescence method features rapid detection speed, simple operation, as well as good inclusivity and 
specificity. Its sensitivity is comparable to that of traditional methods, making it suitable for the rapid screening and 
process monitoring of commercial sterility in dairy products. This study provides experimental evidence for shortening 
the detection cycle of commercial sterility in dairy products and promoting the application of rapid detection 
technologies. Meanwhile, it constructs a reusable methodological validation framework, providing a reference for the 
validation of other rapid detection technologies in food matrices, and offers experimental evidence for the “primary 
screening-rechecking” process in practice. 
KEY WORDS: dairy products; commercial sterility; adenosine triphosphate fluorescence method 
 
 

0  引  言 

乳制品富含蛋白质、脂肪、碳水化合物、维生素和矿

物质, 是重要的营养来源[1–4], 在人类饮食中占据着核心地

位。但是乳制品也容易受微生物污染而腐败变质, 因此商

业无菌检验成为保障乳制品安全的关键环节[5–7]。当前我国

主要依赖终产品检测进行风险管控。根据 GB 25190—2010
《食品安全国家标准 灭菌乳》与 GB 25191—2010《食品

安全国家标准 调制乳》的规定, 灭菌乳、调制乳的微生物

指标必须符合商业无菌要求, 即产品经适度热杀菌后不含

致病菌及在通常温度下可繁殖的非致病微生物[8–10]。然而, 
现行 GB 4789.26—2023《食品安全国家标准 食品微生物

学检验 商业无菌检验》所规定的传统方法检测周期长达

7~10 d, 时效性差[11]。这既延长了产品上市周期, 也增加了

企业库存压力, 难以适应现代市场对快速、准确检测的需求。 
随着超高温瞬时灭菌等加工技术的广泛应用 ,  

可在常温下储存的灭菌乳与调制乳日益普及, 乳制品行业

持续发展, 消费者对食品安全与公共卫生的关注也显著提

高[12–14]。在此背景下, 推动商业无菌检验方法的快速化与

精准化, 已成为行业高质量发展的迫切需求。因此, 微生

物快速检测技术应运而生, 凭借其高效、便捷、灵敏等优

势受到广泛关注。为突破传统方法在时效性上的局限, 研
究人员正积极探索新的技术方向, 包括免疫分析、纳米技

术以及三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)生物发光

检测等, 致力于实现微生物的准确、快速检测[15]。其中, 
ATP 生物发光法是一种重要的快速微生物检测技术[16–21]。

ATP 作为细胞内普遍存在的能量载体, 其含量与活细胞数

量直接相关。该方法基于 ATP 与荧光素酶反应产生光信号

的原理, 通过检测样品中 ATP 的荧光信号来间接评估微生

物数量[22–24]。目前, 该项技术已在医疗器械、化妆品及食

品等行业的微生物安全控制中得到实际应用, 为乳制品等

商品的商业化无菌快速检测提供了可行的技术路径[25–30]。
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然而, 当前 ATP 生物发光法在研究与实际应用中仍面临若

干挑战。首先, 样品基质的干扰机制尚不明确, 对低浓度

微生物的检测灵敏度仍有待提升。其次, 现有研究大多集

中于少数单一菌株或简单基质, 缺乏针对复杂乳制品基

质及多样化菌种的系统验证, 难以满足实际生产场景下

的检测需求。此外, ATP 生物发光法目前尚未形成统一且

可复用的快速检测方法学验证框架, 其在食品基质中的

验证缺乏标准化流程, 导致各类技术的适用性评估缺少

可比性与统一参考依据, 限制了该方法的规范化应用与

广泛推广。针对上述挑战, 本研究围绕 ATP 荧光法在乳制

品商业无菌检测中的适用性开展了系统验证与创新探索, 
选取 7 类乳制品基质及 35 种代表性微生物, 从包容性、

排他性、灵敏度及实验室间重现性 4 个维度综合评估该方

法在实际场景中的检测性能, 构建了一套可复用的快速

检测方法学验证框架, 将包容性、排他性、50%检出限/
相 对 检 出 限 (limit of detection 50%/relative limit of 
detection, LOD50/RLOD)测定与实验室间可转移性验证整

合为统一体系, 不仅为 ATP 荧光法的规范化应用提供支

撑, 也可为流式细胞术、qPCR 等其他快速检测技术在食

品基质中的验证提供方法学参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与培养基试剂 

本研究采用的菌株来源主要为中国医学细菌保藏管

理中心 CMCC 注册菌株、美国典型培养物保藏中心 ATCC
菌株、中国工业微生物菌种保藏管理中心 CICC 菌株和本

实验室分离获得 FC 菌株。所有菌株前期均已经使用基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱法 (matrix-assisted laser 
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry, 
MALDI-TOF MS)进行确认, 菌株信息见表 1。 

胰酪大豆胨液体培养基(tryptic soy broth, TSB)、MRS
液体培养基 (美国 BD 公司 ); 胰酪大豆胨琼脂培养基

(tryptic soy agar, TSA)、MRS 琼脂培养基、平板计数琼脂

(plate count agar, PCA)、沙氏葡萄糖琼脂 (Sabouraud's 
dextrose agar, SDA)(北京三药公司); 冻干保护剂(中国食品

药品检定研究院); 生理盐水(国药集团化学试剂公司); α-
氰基-4-羟基肉桂酸基质液(德国 Bruker 公司); 甲酸(分析

纯, 上海百灵威化学技术有限公司)。 

1.2  样品信息 

本研究用于灵敏度测定的样品是 7 种类型的乳品样

品, 具体信息见表 2。 

1.3  主要仪器 

PL2002 电子天平(精密度 0.01 g, 瑞士梅特勒-托利多

公司); MLS-3780高压灭菌器(日本三洋公司); Thermo 1389

生物安全柜(美国 Thermo 公司); PR 205050 GCN 生化培养

箱(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); AutoflexⅡ基质辅助

激光解吸电离飞行时间质谱仪(德国 Bruker 公司); ATP 荧

光检测系统(美国 Charm 公司)。 
 

表 1  菌株信息 
Table 1  Strain informations 

序号 菌种编号 菌株信息 

1 CMCC (B) 44102 大肠埃希氏菌 

2 CMCC (B) 45107 产气肠杆菌 

3 CMCC (B) 26003 金黄色葡萄球菌 

4 CMCC (B) 50094 沙门氏菌 

5 CMCC (B) 28001 藤黄微球菌 

6 CMCC (B) 32480 粪肠球菌 

7 CMCC (B) 26029 表皮葡萄球菌 

8 CMCC (B) 54012 单核细胞增生李斯特氏菌 

9 CMCC (B) 51572 福氏志贺氏菌 

10 CMCC (B) 54103 英诺克李斯特氏菌 

11 CMCC (B) 45416 阪崎肠杆菌 

12 CMCC (B) 23005 洋葱伯克霍尔德菌 

13 CMCC (B) 23006 新洋葱伯克霍尔德菌 

14 CMCC (B) 23010 神秘伯克霍尔德菌 

15 CMCC (B) 20033 副溶血弧菌 

16 CMCC (B) 10104 铜绿假单胞菌 

17 CMCC (B) 63501 枯草芽孢杆菌 

18 CMCC (B) 63612 人参土芽孢杆菌 

19 CMCC (B) 34134 植物乳杆菌 

20 CMCC (B) 34131 德氏乳杆菌保加利亚亚种 

21 CMCC (B) 93905 长双歧杆菌婴儿亚种 

22 CMCC (B) 34135 干酪乳杆菌 

23 CMCC (F) 98028 桔青霉 

24 CMCC (F) 98801 产黄青霉 

25 CMCC (F) 98003 黑曲霉 

26 CMCC (F) 98018 酿酒酵母 

27 CMCC (F) 98010 近平滑假丝酵母 

28 CMCC (F) 98025 解脂耶氏酵母菌 

29 CMCC (F) 98001 白色念珠菌 

30 ATCC 13124 产气荚膜梭菌 

31 ATCC 10149 嗜热脂肪地芽孢杆菌 

32 ATCC 10223 酸土脂环酸芽孢杆菌 

33 CICC 23972 地衣芽孢杆菌 

34 FC 25138 蜡样芽孢杆菌 

35 FC 13290 副干酪乳杆菌 
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表 2  方法验证用样品信息 
Table 2  Sample informations for method validation  

序号 品类 名称 

1 灭菌乳 全脂牛奶 

2 淡炼乳 三花植脂淡奶 

3 植物蛋白饮料 冰凉感厚椰饮品 

4 稀奶油 淡奶油 

5 调制乳 全脂牛奶 

6 含乳饮料 牛乳乳饮料 

7 风味饮料 咖啡伴侣风味饮料 
 

1.4  实验方法 

1.4.1  菌株确认 
使用 MALDI-TOF MS方法对表 1中的菌株进行确认。

参照仪器手册, 用 1 μL 无菌接种环蘸取少量菌落直接涂抹

于飞行质谱靶板样本孔位上, 取 1 μL 体积分数为 70%甲酸

涂敷于样本孔位上, 彻底干燥后再滴加 1 μL α-氰基-4-羟
基肉桂酸基质液 , 室温干燥后上机检测。应用 MALDI 
Biotyper OC 4.0 软件将样品的质谱图与 Bruker 菌种鉴定数

据库进行比对, 鉴定分值≥2.000 为鉴定到种水平可信; 
1.700≤分值<2.000 为鉴定到属水平可信; 分值<1.700, 认
为其无法提供可信鉴定结果。 
1.4.2  菌株冻干 

用无菌棉签蘸取表 1 中的菌株, 其中细菌接种在 TSA
平板, 乳酸菌接种在 MRS 平板, 酵母及霉菌接种在 SDA
平板, 在平板上取新鲜二代培养物加入无菌生理盐水中, 
制备成 1.5~2.0 麦氏浊度的菌悬液, 将上述菌悬液用无菌生理

盐水进行稀释, 菌液浓度约 107 CFU/mL, 取菌液 200 µL 加

入 1800 µL 冻干保护剂中混匀, 将上述冻干菌悬液以 20 μL/球
的量进行速冻, 然后置于冷冻干燥机中进行冻干, 制备成冻

干菌球, 浓度约为 103 CFU/瓶。 
1.4.3  ATP 荧光法包容性验证 

将 1.4.2 冻干菌球接种于 5 mL TSB 肉汤中培养, 细菌

培养 18~48 h, 酵母和霉菌培养 2~5 d, 将培养液稀释到浓

度约为 105 CFU/mL, 用无菌移液器吸取 50 µL 菌液, 根据

仪器操作说明进行 ATP 上机检测。 
1.4.4  ATP 荧光法排他性验证 

灭菌乳、淡炼乳、植物蛋白饮料、调制乳、含乳饮料、

稀奶油、风味饮料 7 种类型样品各选取 10 个样品进行 ATP
上机检测。  
1.4.5  ATP 荧光法灵敏度验证 

国家标准方法(以下简称国标法): 依据 GB 4789.26—2023
《食品安全国家标准 食品微生物学检验 商业无菌检验》

进行检验。 
ATP 荧光检测方法(以下简称 ATP 荧光法): 取待检样

品, 在特定温度下经一定时间培养后, 吸取 50 μL 样品, 依

据仪器说明书进行上机检验。 
平板划线法(以下简称平板法): 用 10 μL 接种环取培

养后混匀的样品 1 环, 之字划线于不同平板, 重复两次, 
其中细菌划线于 PCA 平板, 霉菌和酵母菌划线于 SDA 平

板, 乳酸菌划线于 MRS 平板。将平板置于(30±1) ℃培养

24~72 h[嗜热脂肪地芽孢杆菌培养条件为(55±1) ℃, 22~24 h]
后进行观察, 如平板划线有菌生长, 且经过 MALDI-TOF MS
鉴定为接种菌株, 则判定为阳性检出。 

用表 1 所列冻干微生物对灭菌乳、淡炼乳、植物蛋白

饮料、调制乳、含乳饮料、稀奶油及风味饮料进行人工污

染实验。用大肠埃希氏菌污染灭菌乳; 用植物乳杆菌污染

淡炼乳; 用地衣芽孢杆菌污染植物蛋白饮料; 用酿酒酵母

污染调制乳; 用粪肠球菌污染含乳饮料; 用黑曲霉污染稀

奶油; 用嗜热脂肪地芽孢杆菌污染风味饮料。具体操作方

法如下: 首先用生理盐水溶解冻干菌, 并梯度稀释至适宜

浓度备用; 用 75%酒精对样品表面进行消毒, 使用无菌注

射器在产品适宜位置扎一个小孔, 接种 1 mL 适宜稀释度

的菌悬液, 使产品中分别污染高、中、低 3 个浓度水平, 分
别为 101、100、10–1 CFU/独立包装, 每个污染浓度接种 20
个样品, 接种完毕后消毒密封接种孔, 颠倒混匀。人工污

染大肠埃希氏菌、植物乳杆菌、地衣芽孢杆菌、粪肠球菌、

酿酒酵母和黑曲霉的样品于(30±1) ℃培养至 3、5、7 d 进

行测试; 人工污染嗜热脂肪地芽孢杆菌的样品于(55±1) ℃
培养 5 d 进行测试。测试当天从培养箱中取出样品, 颠倒

混匀后, 使用无菌注射器吸取出部分样品, 同时用 ATP 荧

光法、国标法和平板法进行检测, 取样后及时将取样口重

新用热熔胶进行密封, 并用无菌胶带覆盖, 置于培养箱中

继续培养、检测。 
1.4.6  实验室间比对 

选择 2 家有资质的机构, 对 ATP 荧光检测系统进行验

证。分别使用表 1 中大肠埃希氏菌人工污染灭菌乳、嗜热

嗜脂肪地芽孢杆菌人工污染风味饮料、酿酒酵母人工污染

调制乳、粪肠球菌人工污染含乳饮料、黑曲霉污染稀奶油, 
使产品中分别污染高、中、低 3 个浓度水平, 分别为 101、

100、10–1 CFU/独立包装, 每个污染浓度接种 8 个样品, 具
体污染方式和检测方式同 1.4.5。 

1.5  数据处理及结果判定 

1.5.1  ATP 荧光法检测结果 
参考 T/CAFFCI 46—2021《化妆品微生物检验方法(定

性)ATP 生物荧光增幅法》, 相对光单位(relative light unit, 
RLU)≤30, 判定为阴性; RLU>30, 判定为阳性。 
1.5.2  方法灵敏度 

LOD50 是定性方法检出概率为 50%时, 样品中目标微

生物的浓度。依据 GB 4789.45—2023《食品安全国家标准 微
生物检验方法验证通则》中 B.1 的公式计算, 如公式(1)所示。 
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式中: d 为样品的染菌浓度, CFU/g(mL); m 为试样量, 
g(mL); n 为测试总数; y 为阳性结果数。 
1.5.3  相对检出限 

待验证方法与参考方法两者 50%检出限的比值。

RLOD 的计算参考 GB 4789.45—2023 B.2 的公式计算, 如
公式(2)所示。 
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[ ]
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val val val

ln /
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n n y
n n y

−
−

           (2) 

式中: nref为参考方法的测试总数; yref为参考方法的阳

性结果数; nval 为待验证方法的测试总数; yval 为待验证方法

的阳性结果数。 
1.5.4  95%置信区间 

为明确LOD50与 RLOD的统计可靠性, 采用正态分布

法计算其 95%置信区间(95% confidence interval, 95% CI), 
反映在 95% CI 下, 真实检出限的波动范围, 计算如公式

(3)、(4)所示。  
95% CI(LOD50)=LOD50±1.96×SE(LOD50)     (3) 
95% CI(RLOD)=RLOD±1.96×SE(RLOD)     (4) 

式中: 1.96 为 95%置信水平下的正态分布临界值; 
SE(LOD50)为 50%检出限的标准误差; SE(RLOD)为相对检

出限的标准误差, 标准误差均由概率单位回归分析计算

获得。 
1.5.5  拟合方法 

本研究中 LOD50 的计算均采用概率单位回归拟合

(probit regression), 以微生物染菌浓度的对数值为自变量

(X), 阳性结果数转换后的概率单位为因变量(Y), 通过最

小二乘法进行线性拟合, 拟合模型需满足拟合优度检验(χ²
检验)要求(P>0.05), 确保回归模型的显著性与可靠性, 所有

拟合分析均采用 SPSS 26.0 或 GraphPad Prism 9.0 软件完成。 
1.5.6  判定规则 

LOD50 判定: 待验证方法的 LOD50 需小于等于参考方

法的 LOD50, 且两者的 95%置信区间无显著重叠, 表明待

验证方法的检出能力不劣于参考方法;  
RLOD 判定: RLOD 需在 0.8~1.2 范围内, 且其 95%置

信区间包含 1, 表明待验证方法与参考方法的检出能力无

统计学差异, 方法检出性能符合验证要求;  
拟合模型判定: 概率单位回归拟合的决定系数(r2)≥

0.90, 且 χ²检验P>0.05, 表明回归模型拟合度良好, 计算所

得 LOD50 与 RLOD 具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  菌种冻干浓度 

为模拟真实样品中菌株可能存在的损失状态, 并便

于后续系列实验开展, 本研究将所有测试菌株的浓度统一

控制在 103 CFU/球水平。包容性测试菌株冻干浓度为

1.3×103~6.5×103 CFU/球, 灵敏度测试各菌株冻干浓度为

1.31×103~6.50×103 CFU/球(表 3), 均处于 103 CFU 数量级, 
与预设浓度要求高度契合。 

上述浓度设置既贴近实际样品中微生物含量偏低的

真实情况, 又可保证不同菌株间试验条件的一致性, 为后

续方法灵敏度及包容性评价提供了稳定、可控、可比性强

的菌量基础。 
 

表 3  灵敏度测试菌株的冻干浓度 
Table 3  Lyophilized concentrations of bacterial strains for 

sensitivity testing 

序号 菌种编号 菌株名称 
冻干菌球

浓度

/(CFU/球)

1 CMCC (B) 44102 大肠埃希氏菌 1.77×103 

2 CMCC (B) 32480 粪肠球菌 1.88×103 

3 CICC 23972 地衣芽孢杆菌 6.50×103 

4 ATCC 10149 嗜热脂肪地芽孢杆菌 1.31×103 

5 CMCC (B) 34134 植物乳杆菌 2.34×103 

6 CMCC (F) 98003 黑曲霉 2.80×103 

7 CMCC (F) 98018 酿酒酵母 1.54×103 
 

2.2  ATP 荧光法包容性及排他性结果 

ATP 荧光法包容性测试实验结果表明: 35 种微生物在

1.0×105~9.9×105 CFU/mL 的浓度, 检测结果均为阳性, 包
容性测试结果为 100% (35/35), 其中嗜热脂肪地芽孢杆菌

使用了牛奶伴侣样品基质培养基。嗜热脂肪地芽孢杆菌使

用TSB 培养基时, ATP 荧光法的检出浓度为 1.34×106 CFU/mL。
对灭菌乳、淡炼乳、植物蛋白饮料、调制乳、含乳饮料、

稀奶油、风味饮料 7 种类型样品, 各选取 10 个空白样品用

仪器检测, RLU 结果均为阴性(RLU<30), 排他性结果为

100%(表 4)。 

2.3  ATP 荧光法灵敏度结果 

污染嗜热脂肪地芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、大肠埃希

氏菌、酿酒酵母、粪肠球菌、黑曲霉这 6 种菌的样品, ATP
荧光法、平板法、国标法在高、中、低 3 个污染浓度下的

灵敏度一致。植物乳杆菌低浓度污染水平, ATP 荧光法的检

出率为 40%, 其余两种方法的检出率为 35%, ATP 荧光法

的 LOD50 低于平板划线法和国标法, 3 种方法中 ATP 荧光

法灵敏度最高; 在中、高 2 个污染浓度, 3 种方法的灵敏度

一致。粪肠球菌污染的样品, 平板法的最适检测时间为 5 d, 
其余 2 种方法的最适检测时间为 7 d。国标法检测黑曲霉

污染样品, 3 个污染浓度在 3 d、5 d 时检出率为 0。灵敏度

结果具体见表 5、6。 
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表 4  包容性测试结果(n=3) 
Table 4  Results of inclusivity test (n=3) 

菌株编号 菌株名称 培养基 培养时间/h 检测浓度/(CFU/mL) RLU 值 

1 大肠埃希氏菌 TSB 24 6.2×105 82±8 

2 产气肠杆菌 TSB 24 1.0×105 33±1 

3 金黄色葡萄球菌 TSB 24 4.1×105 32±2 

4 沙门氏菌 TSB 24 6.0×105 585±18 

5 藤黄微球菌 TSB 48 1.0×105 308±27 

6 粪肠球菌 TSB 24 3.6×105 101±3 

7 表皮葡萄球菌 TSB 24 1.0×105 32±1 

8 单核细胞增生李斯特氏菌 TSB 24 3.0×105 75±3 

9 福氏志贺氏菌 TSB 24 6.0×105 536±22 

10 英诺克李斯特氏菌 TSB 24 2.6×105 53±6 

11 阪崎肠杆菌 TSB 24 4.4×105 698±41 

12 洋葱伯克霍尔德菌 TSB 48 6.4×105 114±7 

13 新洋葱伯克霍尔德菌 TSB 48 6.8×105 33±3 

14 神秘伯克霍尔德菌 TSB 48 3.1×105 30±2 

15 副溶血弧菌 TSB 24 6.0×105 62±3 

16 铜绿假单胞菌 TSB 24 9.0×105 285±9 

17 蜡样芽孢杆菌 TSB 24 1.0×105 48±3 

18 枯草芽孢杆菌 TSB 24 1.2×105 225±7 

19 地衣芽孢杆菌 TSB 24 1.8×105 405±46 

20 人参土芽孢杆菌 TSB 72 1.0×105 281±23 

21 嗜热脂肪地芽孢杆菌 
TSB 24 1.3×106 40±3 

牛奶伴侣 24 9.7×105 676±23 

22 酸土脂环酸芽孢杆菌 TSB 24 9.6×105 50±1 

23 植物乳杆菌 MRSB 48 7.6×105 406±24 

24 副干酪乳杆菌 MRSB 48 9.9×105 428±25 

25 德氏乳杆菌保加利亚亚种 MRSB 48 3.5×105 134±4 

26 长双歧杆菌婴儿亚种 MRSB 72 5.9×105 381±25 

27 干酪乳杆菌 MRSB 48 4.3×105 253±15 

28 桔青霉 SDA 120 5.6×105 84±8 

29 产黄青霉 SDA 120 1.0×105 111±15 

30 黑曲霉 SDA 120 6.6×105 123±12 

31 酿酒酵母 SDB 48 2.1×105 4514±1302 

32 近平滑假丝酵母 SDB 48 1.2×105 9076±187 

33 解脂耶氏酵母菌 SDB 48 1.0×105 838±20 

34 白色念珠菌 TSB 48 3.0×105 8696±609 

35 产气荚膜梭菌 TSB 24 2.4×105 141±6 
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表 5  3 种方法的阳性率(%) 
Table 5  Positive rates of the 3 kinds of methods (%) 

污染菌株 
污染浓度/ 

(CFU/样品) 
ATP 荧光法阳性率 平板法阳性率 国标法阳性率 

3 d/2 d* 5 d 7 d 3 d/2 d* 5 d 7 d 3 d/2 d* 5 d 7 d 

植物乳杆菌 

0.22 (n=20) 35 40 40 35 35 35 0 35 35 

2.20 (n=20) 100 100 100 100 100 100 0 100 100

22.00 (n=20) 100 100 100 100 100 100 0 100 100

嗜热脂肪地芽孢杆菌 

0.1 (n=20) / 0 / / 0 / / 0 / 

1.0 (n=20) / 45 / / 45 / / 45 / 

10.0 (n=20) / 100 / / 100  / 100 / 

地衣芽孢杆菌 

0.45 (n=20) 35 35 35 35 35 35 35 35 35 

4.50 (n=20) 80 80 80 80 80 80 80 80 80 

45.00 (n=20) 100 100 100 100 100 100 100 100 100

大肠埃希氏菌 

0.12 (n=20) 35 35 35 35 35 35 35 35 35 

1.20 (n=20) 85 85 85 85 85 85 85 85 85 

12.00 (n=20) 100 100 100 100 100 100 100 100 100

酿酒酵母 

0.22 (n=20) 35 40 40 35 40 40 35 40 40 

2.20 (n=20) 60 95 95 85 95 95 65 95 95 

22.00 (n=20) 100 100 100 100 100 100 100 100 100

粪肠球菌 

0.19 (n=20) 0 5 10 0 10 10 0 0 10 

1.90 (n=20) 0 75 75 0 75 75 0 75 75 

19.00 (n=20) 90 100 100 90 100 100 90 95 100

黑曲霉 

0.15 (n=20) 0 20 25 0 20 25 0 0 25 

1.50 (n=20) 20 100 100 45 100 100 0 0 100

15.00 (n=20) 85 100 100 95 100 100 0 0 100

注: *大肠埃希氏菌产气明显, 检测时间为 2 d; /表示该时间点无需检测。 
 

表 6  3 个方法灵敏度结果比对(CFU/样品) 
Table 6  Comparison of the sensitivity results of the 3 methods (CFU/ sample) 

污染菌株 
LOD50 RLOD 

ATP 荧光法 平板法 国标法 ATP 荧光法与平板法 ATP 荧光法与国标法

植物乳杆菌 0.32 0.37 0.37 0.84 0.84 

嗜热嗜脂肪地芽孢 1.17 1.17 1.17 1 1 

地衣芽孢杆菌 0.73 0.73 0.73 1 1 

大肠埃希氏菌 0.19 0.19 0.19 1 1 

酿酒酵母 0.30 0.30 0.30 1 1 

粪肠球菌 0.96 0.96 0.96 1 1 

黑曲霉 0.36 0.36 0.36 1 1 
 

2.4  实验室间比对结果 

人工污染大肠埃希氏菌的灭菌乳测试结果: A 实验室

ATP 荧光法对低浓度染菌样品检出率为 62.5% (5/8), 对中

浓度染菌的 8 份样品检出率为 100% (8/8), 对高浓度染菌

的 8 份样品检出率为 100% (8/8)。B 实验室 ATP 荧光法对

低浓度染菌的 8 份样品检出率为 12.5% (1/8), 对中浓度染

菌的 8 份样品检出率为 100% (8/8), 对高浓度染菌的 8 份

样品检出率为 100% (8/8)。 
嗜热脂肪地芽孢杆菌人工污染的风味饮料测试结果: 

A 实验室 ATP 荧光法对低浓度染菌的 8 份样品检出率为

12.5% (1/8), 对中浓度染菌的 8份样品检出率为 100% (8/8), 
对高浓度染菌的 8 份样品检出率为 100% (8/8)。B 实验室

ATP荧光法对低浓度染菌的 8 份样品检出率为 87.5% (7/8), 
对中浓度染菌的 8 份样品检出率为 100% (8/8), 对高浓度

染菌的 8 份样品检出率为 100% (8/8)。 
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酿酒酵母人工污染的调制乳测试结果: A 实验室 ATP
荧光法对低浓度染菌的 8 份样品检出率为 25% (2/8), 对
中浓度染菌的 8 份样品检出率为 100% (8/8), 对高浓度染

菌的 8 份样品检出率为 100% (8/8)。B 实验室 ATP 荧光法

对低浓度染菌的 8 份样品检出率为 50% (4/8), 对中浓度

染菌的 8 份样品检出率为 100% (8/8), 对高浓度染菌的 8
份样品检出率为 100% (8/8)。 

粪肠球菌人工污染的含乳饮料测试结果: A 实验室

ATP 荧光法对低浓度染菌的 8 份样品检出率为 25% (2/8), 
对中浓度染菌的 8 份样品检出率为 100% (8/8), 对高浓度

染菌的 8 份样品检出率为 100% (8/8)。B 实验室 ATP 荧光

法对低浓度染菌的 8 份样品检出率为 12.5% (1/8), 对中浓

度染菌的 8 份样品检出率为 87.5% (7/8), 对高浓度染菌的

8 份样品检出率为 100% (8/8)。 
黑曲霉污染的稀奶油测试结果: A 实验室 ATP 荧光法

对低浓度染菌的 8 份样品检出率为 62.5% (5/8), 对中浓度

染菌的8份样品检出率为100% (8/8), 对高浓度染菌的8份样

品检出率为 100% (8/8)。B 实验室 ATP 荧光法对低浓度染

菌的 8 份样品检出率为 25% (2/8), 对中浓度染菌的 8 份样

品检出率为 87.5% (7/8), 对高浓度染菌的 8 份样品检出率

为 100% (8/8)。 
两个实验室采用 ATP 荧光法、平板法、国标方法对

不同菌株进行灵敏度比对, 结果见表 7。对于地衣芽孢杆

菌、大肠埃希氏菌、酿酒酵母, 两种实验室中 3 种方法的

LOD50 完全一致, 相对灵敏度 RLOD 均为 1, 表明 3 种方法

对上述菌株的检出灵敏度高度一致, 实验室间与方法间无

明显差异。对于粪肠球菌和黑曲霉, 实验室 A 中 3 种方法

LOD50 相同, RLOD 均为 1; 实验室 B 中 ATP 荧光法与平板

法、国标法的 LOD50 略有差异, RLOD 分别为 1.12 和 1.13, 
均接近 1, 整体仍处于高度吻合水平。 

综合来看, 在本研究条件下, ATP 荧光法的检出灵敏

度与传统平板法、国标法基本等效, 不同实验室间结果重

复性良好, 说明 ATP 荧光法可作为一种灵敏、稳定、实验

室间可比性强的快速检测方法使用。 

 
表 7  实验室间灵敏度比对结果(CFU/样品) 

Table 7  Results of sensitivity comparison between laboratories (CFU/ sample) 

污染菌株 检测单位 
LOD50 RLOD 

ATP 荧光法 平板法 国标法 ATP 荧光法与平板法 ATP 方法与国标法 

地衣芽孢杆菌 A 0.88 0.88 0.88 1 1 

 B 0.33 0.33 0.33 1 1 

大肠埃希氏菌 A 0.44 0.44 0.44 1 1 

 B 1.83 1.83 1.83 1 1 

酿酒酵母 A 0.45 0.45 0.45 1 1 

 B 0.27 0.27 0.27 1 1 

粪肠球菌 A 1.26 1.26 1.26 1 1 

 B 1.94 1.94 1.94 1.12 1.12 

黑曲霉 A 0.57 0.57 0.57 1 1 

 B 0.66 0.66 0.66 1.13 1.13 

 

3  讨论与结论 

ATP 荧光检测系统具备广泛的菌种检出能力和良好

的特异性。采用 ATP 荧光法对涵盖细菌(需氧芽孢杆菌、

嗜热芽孢杆菌、乳酸菌等)、酵母及霉菌在内的 35 种代表

性微生物进行测试, 在 105 CFU/mL 浓度水平均可稳定检

出(RLU>30), 包容性测试结果为 100%。该方法能有效检

出乳制品中可能污染的代表性细菌(包括革兰氏阳性菌、革

兰氏阴性菌、需氧芽孢杆菌、厌氧梭菌、乳酸菌)、酵母和

霉菌, 满足商业无菌检测对方法广谱性的核心要求。同时, 
对 7 大类共 70 份未污染空白样品的检测结果均为阴性

(RLU≤30), 排他性结果亦为 100%, 表明该方法具有显著的

特异性, 包容性与排他性检测结果均符合 GB 4789.45—2023

的要求。 
包容性结果显示, 酵母菌信号值较高, 酿酒酵母、近

平滑假丝酵母和白色念珠菌的 RLU 为 4514~9076, 显著高

于其他细菌(通常在 30~700 之间)。ATP 荧光法基于检测微

生物代谢活动产生的 ATP, 其信号强度(RLU)与活菌数量

及代谢活跃度直接相关。酵母菌作为真核细胞, 个体通常

大于细菌, 单个细胞内 ATP 总量可能更高。在相近浓度下, 
不同细菌间信号值也存在明显差异。其中, 阪崎肠杆菌、

地衣芽孢杆菌、福氏志贺氏菌和沙门氏菌属于高信号组, 
可能与这些菌株代谢活性较强或 ATP 更易释放有关。而产

气肠杆菌、金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌及神秘伯克霍

尔德菌则处于低信号组, 其 RLU 接近阳性阈值, 原因可能

包括细胞壁较厚(如葡萄球菌)导致 ATP 提取效率低、测试
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浓度下代谢活性较弱或处于生长平台期, 或菌体本身 ATP
含量较低。培养基质也会影响微生物 ATP 产量, 例如嗜热

脂肪地芽孢杆菌在通用培养基 TSB 中培养时 RLU 值较低, 
接近临界值; 而在“牛奶伴侣”样品基质中培养后, 其 RLU
值显著升高。这说明某些芽孢杆菌在普通培养基中的代谢

状态不能完全反映其在特定食品基质中的实际情况。因此, 
在方法建立与验证阶段, 使用目标产品或类似基质进行培

养和检测, 对准确评估方法性能十分必要。 
ATP 荧光法灵敏度与平板计数法及现行国标法相当

或更优。在 7 种代表性乳制品基质中, 针对大肠埃希氏菌、

嗜热脂肪地芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、酿酒酵母、粪肠球

菌、黑曲霉和植物乳杆菌的人工污染测试表明, ATP 方法与

平板计数法及现行国标法相比, 总体灵敏度一致。具体而

言, 针对 6 种受试菌, 3 种方法的 LOD50 及 RLOD 均无显著

差异。在植物乳杆菌污染的淡炼乳样品中, ATP 荧光法在低

污染水平显示出略高的检出率, 其 LOD50 低于其他两种方

法, 表现出一定优势。对于黑曲霉、粪肠球菌和植物乳杆

菌, 培养 3 d 时 ATP 方法的检出率明显高于参比方法, 说
明 ATP 法具有速度优势, 能够更快响应微生物的早期生长

与代谢, 实现更早预警。 
ATP 荧光法具备良好的实验室间转移性。两家外部实

验室的比对结果显示, 针对不同菌株在不同乳制品基质中

的污染, ATP 荧光法与参考方法(平板法、国标法)在绝大多

数测试条件下的 LOD50 和 RLOD 高度一致(RLOD≈1)。尽

管在个别菌株(如粪肠球菌、黑曲霉)的低浓度污染水平上, 
不同实验室间的阳性检出率存在一定波动, 但均处于微生

物学方法预期的变异范围内(RLOD≤1.5), 证实 ATP 荧光

检测系统在不同操作环境与人员下仍具备可靠且可转移的

检测性能。在绝大多数条件下, 该方法与平板计数法及国

标培养法的灵敏度基本一致, 证明其可作为可靠的替代或

补充方法。尤为突出的是, ATP 法在检测速度上具有显著优

势, 能更早提示特定微生物污染。 
综上所述, ATP 荧光检测系统能有效检出乳制品中多

种潜在微生物污染, 其灵敏度与传统培养方法相当, 并具

备快速、操作简便的优势, 这对需要快速决策的生产过程

控制与产品放行筛查至关重要。本研究结果为将该系统作

为乳制品商业无菌快速筛查的有效工具提供了科学依据, 
表明其在生产过程监控、产品放行初筛等领域具有实际应

用潜力。建议在实际应用中, 对 ATP 初筛阳性的样品仍应

通过标准培养法进行确认, 以符合现行法规对终产品判定

的要求。本研究数据对提升企业质量监督与产品质量具有

参考价值, 并为商业无菌标准的制修订提供了有益参考。 
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