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［摘　要］　目的　测试三磷酸腺苷（ＡＴＰ）生物荧光检测技术与菌落数和血液含量的关系。方法　将大肠埃希菌

ＡＴＣＣ８０９９菌液和健康人的血液分别稀释为１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７，加入裂解液、酶、ＡＴＰ标准

品，用荧光光度计测定２次相对发光值（ＲＬＵ），按照公式（ＡＴＰ含量＝
犃１

犃２－犃１×１０
６）换算成ＡＴＰ含量（ａｍｏｌ）；用血

细胞分析仪测定血红蛋白值，以反映蛋白残留量。将各稀释度菌液、血红蛋白含量与ＡＴＰ含量之间的关系进行曲

线标定，判定其相关性。结果　菌数对数值与ＡＴＰ含量对数值（狔＝１．０７狓－０．５５，犚２＝０．９９）；菌数对数值和ＡＴＰ

ＲＬＵ对数值（狔＝１．１４狓＋０．３３，犚２＝０．９９），都呈线性关系。不同ＲＬＵ值推算的菌数理论值与实际值相比，差异无

统计学意义。稀释后血红蛋白对数值与ＡＴＰＲＬＵ对数值（狔＝１．０３狓－８．４２，犚２＝０．９９）亦呈线性关系。结论　

ＡＴＰ生物荧光检测技术可通过ＡＴＰ值和ＲＬＵ来判断细菌和蛋白含量，从而判断医疗器械和物体表面的污染程

度以及清洁、清洗效果，是一种较好、较敏感的快速检测新方法。

［关　键　词］　ＡＴＰ；生物荧光；ＡＴＰ生物荧光检测；清洗；感染控制
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１２，１１（２）：８１－８５］

　　世界卫生组织（ＷＨＯ）于２００５年将医院感染

控制的主题定为“Ｃｌｅａｎｃａｒｅｉｓｓａｆｅｃａｒｅ”，在全球控

制医院感染的行动中，特别强调了医疗机构中清洁、

清洗工作质量的重要作用。２００７年，我国卫生部也
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加入此项行动，在近年下发的一系列医院感染管理

法规中，对清洁和清洗工作的流程、标准及监测都提

出了明确的要求［１］，使这项工作越来越引起医疗机

构的领导和医务人员的重视，并不断得到加强。清

洁、清洗工作在医疗机构中是最大量、最基础、最广

泛、最经常的工作，但对其质量与效果的较好评价手

段比较少。为了加强清洁、清洗工作质量的快速检

测，我们对国家卫生部推荐的三磷酸腺苷（ＡＴＰ）生

物荧光检测技术进行了系统的基础和实用检测实

验。本文将ＡＴＰ生物荧光检测技术与菌落数和血

液中血红蛋白含量的相关基础实验情况报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试剂　ＢｉｏＴｈｅｍａ生物荧光检测试剂盒（型

号：２６６－１１２；检测精度：１０－１７ｍｏｌＡＴＰ）；ＡＴＰ提

取剂、酶和裂解液；ＡＴＰ标准品（液态１００ｎｍｏｌ／

Ｌ），均为瑞典ＢｉｏＴｈｅｍａ公司产品。另外，还有生理

盐水、营养琼脂等。

１．１．２　主要仪器　ＢｉｏＴｅｃｈ生物荧光快速检测系

统（型号：ＢＴ１１２Ｄ），北京创新世纪生化科技发展有

限公司产品；移液枪、移液枪头及吸管；血细胞分析

仪（日本希森美康生物科技有限公司生产的全自动

血液分析仪ＸＳ８００ｉ）。

１．１．３　菌株　大肠埃希菌ＡＴＣＣ８０９９，由国家微

生物菌种保存中心提供。

１．１．４　血标本　健康志愿者血液标本３份。

１．２　方法

１．２．１　细菌菌落计数　取３７℃培养１８～２４ｈ的大

肠埃希菌ＡＴＣＣ８０９９，以生理盐水洗菌，制成菌悬

液，将菌悬液作系列梯度稀释：原液、１０－１、１０－２、

１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７；选择适宜稀释度试管

（以预计生长菌落数每平皿３０～３００ＣＦＵ者为宜），

吸取混合均匀的悬液０．５ｍＬ涂抹接种于已做好的

营养琼脂平皿上。每一稀释度接种２个平皿，置

３７℃培养４８ｈ，计数菌落数（平均值）。

１．２．２　ＡＴＰ生物荧光法相对发光值（ＲＬＵ）测定及

ＡＴＰ含量的换算　取１．２．１中制备的菌悬液各５０

μＬ，加入无菌离心管中，再加入５０μＬ裂解液，混匀

后室温下放置５ｍｉｎ；加入４００μＬ酶，迅速混匀后

立即用荧光光度计测定第１次ＲＬＵ值（犃１）；再加

入１０μＬＡＴＰ标准品测定第２次ＲＬＵ值（犃２）；按

照公式（ＡＴＰ含量＝
犃１

犃２－犃１×１０
６）最后换算成ＡＴＰ

含量（ａｍｏｌ）。将各稀释度菌落计数值与ＡＴＰ含量

之间的关系进行曲线标定。

１．２．３　ＡＴＰ含量的稳定性试验　抽取３名健康志

愿者血液标本各５ｍＬ，加入到含抗凝剂的试管中，

用生理盐水作１０－５稀释，用血液细胞检测仪进行血

红蛋白检测，所测结果分别是１１８、１１５、８８ｇ／Ｌ。依

照１．２．２法进行ＡＴＰ含量（ａｍｏｌ）测算，每份样本

重复做１０次平行检测并计算平均值；将１０次测得

的ＡＴＰ含量之间的关系进行曲线标定。

１．２．４　血红蛋白与ＲＬＵ测定及ＡＴＰ含量换算　

抽取健康志愿者血液（血红蛋白１１８ｇ／Ｌ）５ｍＬ加

入含抗凝剂的试管中，按下列倍数用生理盐水进行

稀释：１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７、

１０－８；按照１．２．２法进行ＲＬＵ测定及ＡＴＰ含量

（ａｍｏｌ）换算，同时用血液细胞分析仪分别测定各稀

释度血红蛋白含量，以反映蛋白的残留量。将各稀

释度血红蛋白含量与ＡＴＰ含量之间的关系进行曲

线标定。

１．２．５　统计分析　采用线性、相关性计算进行统计

分析。

２　结果

２．１　大肠埃希菌菌数对数值与ＡＴＰ含量对数值以

及ＡＴＰＲＬＵ对数值的关系　见表１、图１～２以及表

２、图３。ＡＴＰ含量的稳定性试验结果见表３、图４。

表１　大肠埃希菌菌落计数值与ＡＴＰ含量的对应关系

犜犪犫犾犲１　Ｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ犈．犮狅犾犻ＣＦＵｖａｌｕｅｓａｎｄＡＴＰｃｏｎｔｅｎｔｓ

ＳａｍｐｌｅＮｏ．
Ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ＣＦＵ／ｍＬ）
Ｌｏｇ

（ＣＦＵ／５０μＬ）
犃１ 犃２

ＡＴＰ

（ａｍｏｌ）
Ｌｏｇ
（ａｍｏｌ）

１ ２．９４×１０８ ７．１７ ９５０１７７ ＯＵＴＯＦＬＩＮＥ ＯＵＴＯＦＬＩＮＥ ＯＵＴＯＦＬＩＮＥ

２ ２．４３×１０７ ６．０９ １７２３８８ ２２７７２３ ３１１５３５１．９５ ６．４９

３ ３．２２×１０６ ５．２１ １６２０１ １０９３６５ １７３８９７．６４ ５．２４

４ ２．９２×１０５ ４．１６ １４４２ １０３１９２ １４１７１．９９ ４．１５

５ ２．４８×１０４ ３．０９ ２２９ ９８２５２ ２３３６．１９ ３．３７

６ ２．３２×１０３ ２．０６ ４７ １３６６２０ ３４４．１４ ２．５４

７ ２．５２×１０２ １．１０ ５ １０１１１０ ４９．４５ １．６９
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图１　大肠埃希菌菌数对数值与ＡＴＰ含量的线性关系
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图２　大肠埃希菌菌数对数值与ＲＬＵ的线性关系

犉犻犵狌狉犲２　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｌｇｏｆ犈．犮狅犾犻ＣＦＵａｎｄＲＬＵ

表２　实测发光值推算理论菌落数与实际菌落数的对应关系

犜犪犫犾犲２　Ｌｏｇｉｃａｌｖａｌｕｅｓｏｆ犈．犮狅犾犻ＣＦＵｆｉｇｕｒｅｄｏｕｔｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔＲＬＵｖａｌｕｅｓａｎｄａｃｔｕａｌｖａｌｕｅｓ

Ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ＣＦＵ／ｍＬ）
Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔ

（ＣＦＵ／５０μＬ）
Ｌｏｇ

（ＣＦＵ／５０μＬ）
犃１ ＣＦＵｌｇ ＬｏｇｉｃａｌｖａｌｕｅｏｆＣＦＵ

２．９４×１０８ １．４７×１０７ ７．１７ ８４２２６２ ７．０８ １．２０×１０７

２．９４×１０７ １．４７×１０６ ６．１７ １２９６１７ ６．１５ １．４３×１０６

２．９４×１０６ １．４７×１０５ ５．１７ １４０９４ ５．０６ １．１４×１０５

２．９４×１０５ １．４７×１０４ ４．１７ １１６５ ３．８３ ６．６９×１０３

２．９４×１０４ １．４７×１０３ ３．１７ １１０ ２．６６ ４．５６×１０２

２．９４×１０３ １．４７×１０２ ２．１７ ２１ １．８４ ６．９２×１０１

２．９４×１０２ １．４７×１０１ １．１７ ３ ０．８８ ７．５５×１００

２．２　各稀释度血液血红蛋白与ＡＴＰ含量及ＲＬＵ

之间的关系　见表４、图５～６（由于ＡＴＰ检测灵敏

度很高，原血以及１稀释度的血液中ＡＴＰ含量过

大，超出反应体系，因此制图时未采用以上两点的数

据）。
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图３　通过ＡＴＰ推算理论菌落数与实际菌落数的线性关系

犉犻犵狌狉犲３　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｌｏｇｉｃａｌｖａｌｕｅｓｏｆ犈．犮狅犾犻ＣＦＵｆｉｇｕｒｅｄｏｕｔｂｙＡＴＰａｎｄａｃｔｕａｌｖａｌｕｅｓ

表３　血液ＡＴＰ稳定性试验结果

犜犪犫犾犲３　ＢｌｏｏｄＡＴＰｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔ

ＳａｍｐｌｅＮｏ． １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ Ａｖｅｒａｇｅ

Ｓｐｌ１（１１８ｇ／Ｌ） ３８９０７ ３６５８５ ３７４１６ ４３６０５ ４１１９０ ４５６６２ ４２２２１ ４４３９９ ４２５８９ ４４３６０ ４１６９３．４

Ｓｐｌ２（１１５ｇ／Ｌ） ２９４７８ ３０５８４ ２６６４０ ２７５９３ ２７３７７ ３０２２１ ２７５２８ ２７１０５ ２９２５３ ２９７２０ ２８５４９．９

Ｓｐｌ３（８８ｇ／Ｌ） １７５７０ １８６６５ １７７４７ １６０３７ １７９１９ １８０５０ １６６００ １７６４５ １７６８１ １５８０６ １７３７２

　　Ｄｉｌｕｔｅｔｈｅｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ’ｂｌｏｏｄｔｏ１０－５，ｒｅｐｅａｔｔｅｓｔ１０ｔｉｍｅｓ．
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图４　血液ＡＴＰ检测稳定性试验

犉犻犵狌狉犲４　ＢｌｏｏｄＡＴＰｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔ

表４　不同血液稀释度血红蛋白与ＲＬＵ之间的对应关系

犜犪犫犾犲４　ＲｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎａｎｄＲＬＵ

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆ

Ｓａｍｐｌｅ

Ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｉｄｕｅｏｆ

ｓａｍｐｌｅ６３

（ｍｇ／５０μＬ）

Ｌｇｖａｌｕｅｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｉｄｕｅ

ｏｆｓａｍｐｌｅ６３

（ｍｇ／５０μＬ）

Ｌｇｖａｌｕｅ

ｏｆＲＬＵ

Ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｉｄｕｅ

ｏｆｓａｍｐｔｅ６４

（ｍｇ／５０μＬ）

Ｌｇｖａｌｕｅｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｉｄｕｅ

ｏｆｓａｍｐｌｅ６４

（ｍｇ／５０μＬ）

Ｌｇｖａｌｕｅ

ｏｆＲＬＵ

Ｎｏｎｄｉｌｕｔｅｄ ６．１ ０．７９ ７．２５ ６．６ ０．８２ ７．２５

－１ ６．１×１０－１ －０．２１ ７．２５ ６．６×１０－１ －０．１８ ７．２５

－２ ６．１×１０－２ －１．２１ ６．８２ ６．６×１０－２ －１．１８ ７．０１

－３ ６．１×１０－３ －２．２１ ６．０６ ６．６×１０－３ －２．１８ ６．１９

－４ ６．１×１０－４ －３．２１ ５．１４ ６．６×１０－４ －３．１８ ５．３７

－５ ６．１×１０－５ －４．２１ ４．１３ ６．６×１０－５ －４．１８ ４．４９

－６ ６．１×１０－６ －５．２１ ３．１８ ６．６×１０－６ －５．１８ ３．４７

－７ ６．１×１０－７ －６．２１ ２．１６ ６．６×１０－７ －６．１８ ２．１１

－８ ６．１×１０－８ －７．２１ １．０４ ６．６×１０－８ －７．１８ １．６１
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图５　６３号样品血红蛋白残留量与ＡＴＰ相对发光值对数关系 　图６　６４号样品血红蛋白残留量与ＡＴＰ相对发光值对数关系

犉犻犵狌狉犲５　Ｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｓａｍｐｌｅ６３ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｒｅｓｉｄｕｅｌｅｖ

ｅｌｓａｎｄＡＴＰＲＬＵｌｇｖａｌｕｅｓ

　犉犻犵狌狉犲６　Ｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｓａｍｐｌｅ６４ｏｆｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｒｅｓｉ

ｄｕｅｌｅｖｅｌｓａｎｄＡＴＰＲＬＵｌｇｖａｌｕｅｓ

　　（ＴｈｅＡＴＰｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｓｈｉｇｈｌｙｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡＴＰｉｎｔｈｅｂｌｏｏｄｗｉｔｈｏｕｔｄｉｌｕｔｉｏｎａｎｄｗｉｔｈ１０－１ｄｉｌｕｔｉｏｎｗｅｒｅｔｏｏｈｉｇｈ，ａｎｄ

ｏｕｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｒａｎｇｅ，ｓｏｔｈｅｓｅｔｗｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｎ’ｔｓｈｏｗｎｉｎｆｉｇｕｒｅ５ａｎｄｆｉｇｕｒｅ６．）

３　讨论

ＡＴＰ存在于所有有机体中，包括微生物。它的

存在可以认定有微生物污染以及有食物饮料或体液

等可供微生物滋生条件的存在［２］。ＡＴＰ生物荧光

检测技术是通过细胞内ＡＴＰ与荧光素酶反应发光

原理，通过光照值的测量，从而达到监控被测物微生

物污染和有机物（如血液、体液、分泌物、引流物等）

残留的程度。本研究通过采用大肠埃希菌ＡＴＣＣ

８０９９标准菌株，由１０－１依次稀释至１０－７，大肠埃希

菌菌数对数值与 ＡＴＰ含量对数值（狔＝１．０７狓－

０．５５，犚２＝０．９９）；菌数对数值和ＡＴＰＲＬＵ对数值

（狔＝１．１４狓＋０．３３，犚２＝０．９９）；实测发光值推算理

论菌落数与实际菌落数的对应关系（狔＝０．９４狓＋

０．４７，犚２＝０．９９），都呈线性关系。血液ＡＴＰ检测

稳定性试验中，１０次测得的ＡＴＰ含量之间的关系，

经统计分析表明，差异无统计学意义。血红蛋白检

测试验中，将血液稀释至１０－２～１０－８范围时，取５０

μＬ样品，血红蛋白的范围为６．１×１０
－２
～６．１×

１０－８ｍｇ。血红蛋白对数值与Ｂｉｏｔｅｃｈ生物荧光快速

检测系统测得的ＡＴＰＲＬＵ对数值（狔＝１．０３狓－

８．４２，犚２＝０．９９）也呈线性关系。通过３个基础实

验表明，ＡＴＰ生物荧光检测技术检测微生物和血液

有机物，有很好的灵敏度、稳定性和相关性，比肉眼

直观法、棉拭子采样细菌培养法、潜血实验等要全

面、简单、快速、直观、准确。可用于医疗机构医疗器

械、内镜和呼吸机管路等清洗后微生物含量和蛋白

残留的检测［３］。是近年来发展的物体表面及医疗器

械清洁、清洗效果快速检测的一种好方法［４］。下一

步，我们将用于对医疗器械的实用清洗效果的检测

实验。
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