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生物发光法快速检测电子烟雾化液菌落总数
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摘要!利用三磷酸腺苷&

UMZ

'生物发光法建立快速检测电子

烟雾化液微生物菌落总数的方法并进行优化!与国家标准微

生物检测方法进行对比分析#结果表明%

#

UMZ

荧光检测

仪的最优检测温度为
%>f

!反应时间为
?&6

!

UMZ

检出限为

%:?(i'&

S'%

.;1

(

\

!

#$R

为
?:>P

"

,:%P

!加标回收率为

*+P

"

'&,P

$

$

滤膜过滤富集检测可实现低活菌数样品的

检测!混合纤维素酯滤膜的富集检测效果优于聚碳酸酯滤膜

和醋酸纤维滤膜!富集后检测
UMZ

生物荧光的相对光度值

与富集前活菌总数具有良好的对数线性相关关系&

?

%

(

&:*(

'$

%

采用
UMZ

检测方法估算的活菌总数结果与平板计

数检测结果没有显著性差异&

Z

(

&:&>

'!对电子烟雾化液的

卫生情况评价结果一致#

UMZ

生物发光检测方法可快速计

算电子烟雾化液菌落总数!对于电子烟安全卫生风险评估具

有建设意义#

关键词!电子烟$菌落总数$三磷酸腺苷$生物发光
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近年来电子烟市场份额不断增长(越来越多的消费者尝

试使用电子烟产品,

'S%

-

)随着电子烟技术的发展(各种品牌

的电子烟雾化液和消费者根据个人需求制作的
R"g

雾化液

也愈加丰富)与传统烟草相比电子烟被认为具有较小危

害,

%

-

)但是(其生产过程缺乏相关的规范化标准)电子烟雾

化液作为人体摄入产品(其菌落总数必须符合相关的法规限

量要求,

?S@

-

(其卫生安全逐渐成为不可忽视的问题)目前(

A052458L/<148

等,

>

-报道了平板计数法对电子烟雾化液的部

分微生物指标的检测结果)然而(平板计数法,

(

-通常需要

%@3

以上的细菌培养过程(耗费大量人力(且检测结果滞后(

难以开展快速检测(无法实时监控电子雾化液的卫生情况)

三磷酸腺苷!

UMZ

#生物发光法是一种简单+快速+灵活

的活菌计数方法(检测微生物数量可在
'.05

内完成(操作

简单方便(有着传统平板计数法无法比拟的优势)近年来由

于便携设备的相继出现以及虫荧光素酶的量产(

UMZ

生物

@+



发光法越来越广泛地应用于食品+医疗+环境等行业的卫生

评估和检测,

+S'&

-

(但该方法用于检测电子烟雾化液菌落数还

未见报道)基于此(本研究拟建立电子烟雾化液菌落总数的

UMZ

生物发光法快速检测体系(并将检测结果与
Ŷ @+,*:

%

'

%&'&

法测得的菌落总数进行比对分析(对检测结果进行

验证)以期为电子烟产品的安全卫生风险评价提供实时监

测的手段(对传统检测方法进行有效的补充)

'

!

材料与方法
':'

!

材料与仪器

UMZ

荧光检测仪"

!b)?&''̂

型(上海美凯纯生物科技

有限公司$

超净工作台"

_$),@&

型(苏州晖途洁净科技有限公司$

高压灭菌锅"

$""U

型(上海博讯实业有限公司$

混合纤维素酯滤膜!

6a'?..

(孔径
a&:%%

'

.

#+聚碳

酸酯滤膜!

6a'?..

(孔径
a&:%&

'

.

#+醋酸纤维滤膜!

6a

'?..

(孔径
a&:%%

'

.

#+过滤器"广东环凯微生物科技有限

公司$

生物荧光检测试剂套装"上海美凯纯生物科技有限

公司$

电子烟雾化液样品"尼古丁含量
':%.

=

*

=

(主要组成为

甘油+丙二醇和水!三者体积比为
@

#

@

#

%

#(河南中烟工业有

限责任公司$

细菌琼脂粉+氯化钠等试剂"分析纯(国药集团化学试剂

有限公司)

':%

!

方法

':%:'

!

菌落总数标准曲线的绘制
!

菌悬液为自制枯草芽孢

杆菌菌悬液(自冷藏的斜面培养基中取枯草芽孢杆菌(画线

接种于培养皿中(

?+f

培养
%@3

)将
'&.\

无菌生理盐水

注入已划线培养
%@3

的平皿培养基表面(打散其上的菌落

并收集到无菌玻璃试管中(振荡摇匀(作为菌悬液原液)

'&

倍梯度稀释菌悬液原液(配置成
'&

S'

"

'&

S,稀释菌液)将不

同浓度菌液加入电子烟雾化液中制备系列样品(参照
Ŷ

@+,*:%

'

%&'&

(利用平板计数检测菌落总数)并对样品进行

富集操作"将
&:%%

'

.

滤膜装进洁净的塑料滤器中旋紧压

平(高压灭菌!

'%&f

(

&:' Z̀/

(

%&.05

#后待用)用无菌注射

器取
'&.\

待检测样品(连接过滤器(保持压力恒定(缓缓将

样品压入无菌试管中)取出滤膜用
%&&

'

\

的
UMZ

提取试

剂(反复冲洗提取
?&6

(移取
>&

'

\

提取液加入
>&

'

\

荧光反

应试剂(振荡
>6

(后置于荧光检测仪中检测(读取
UMZ

荧光

值!

#\W

#(绘制预测菌落总数的标准曲线)

':%:%

!

UMZ

标准曲线的绘制
!

称取
&:'&&*

=

UMZ

粉末溶

解在
%&&.\

灭菌蒸馏水中(配制成
'..;1

*

\UMZ

母液(

用无菌水逐级稀释成浓度为
'&

S,

(

>i'&

S*

(

'&

S*

(

>i'&

S'&

(

'&

S'&

(

>i'&

S''

(

'&

S''

(

>i'&

S'%

.;1

*

\

的标准溶液(移取

>&

'

\

标准溶液加入
>&

'

\

荧光反应试剂(振荡
>6

后(置于

荧光检测仪中检测(读取
UMZ

荧光值!

#\W

#(每组
?

个样

品(每个样品测定
%

次取均数(并绘制
UMZ

标准曲线)

':%:?

!

电子烟雾化液样品菌落总数测定
!

通常情况下(电子

烟雾化液中微生物含量较低,

>

-

(将不同浓度菌液加入电子烟

雾制备
>

组人工菌群样品中(用平板计数法检测菌落数(并

按照
':%:'

所述富集及
UMZ

测定步骤进行测定)

':%:@

!

荧光检测温度对检测值的影响
!

在无菌恒温恒湿间(

利用新风空调控制系统调节房间温度(分别设置为
'&

(

'>

(

%&

(

%>

(

?&

(

?>f

(每个温度下仪器平衡
%@3

(移取
>&

'

\

浓度

为
'i'&

S*

.;1

*

\

的
UMZ

标准溶液加入
>&

'

\

荧光反应试

剂(振荡
>6

后置于荧光检测仪中检测(读取
UMZ

荧光值

!

#\W

#)

':%:>

!

荧光反应时间对检测值的影响
!

吸取
>&

'

\

浓度为

'i'&

S*

.;1

*

\

的
UMZ

标准溶液加入
>&

'

\

荧光反应试剂(

振荡
>6

后(置于荧光检测仪中分别在
'&

(

?&

(

>&

(

+&

(

'%&6

时

读取
UMZ

荧光值!

#\W

#)

':%:(

!

卫生评价
!

依据相关标准,

?S@

-

(以菌落总数不超过

'&&!TW

*

.\

判定为卫生合格(反之判定不合格)

':%:+

!

数据分析
!

采用
0̀508/7'(

软件进行数据统计分析(

UMZ

和平板计数检测的定量结果采用配对
>

检验(卫生状况

评价定性结果采用
.

%检验)

%

!

结果与讨论
%:'

!

UMZ

荧光检测

%:':'

!

检测温度的影响
!

从图
'

可以看出(温度对于检测结

果具有较大影响(在
%>f

时检测的相对光度值最高(因此检

测温度以
%>f

为宜)

%:':%

!

反应时间的影响
!

采用相同标样考察了反应时间对

检测结果的影响(如图
%

所示(随着反应时间的延长(样品的

相对光度值呈下降趋势(

'.05

内相对光度值降低超过
%&P

(

图
'

!

温度对荧光检测值的影响

T0

=

D<4'

!

-HH428;H84.

F

4</8D<4;5H1D;<46245249484280;5

图
%

!

反应时间对荧光检测值的影响

T0

=

D<4%

!

-HH428;H<4/280;580.4;5H1D;<46245249484280;5

>+

安全与检测
!

%&',

年第
+

期



因此应尽快测试)考虑到实际操作和检测流程时间(测试最

佳反应时间在
?&6

为宜)

%:':?

!

UMZ

检测标准曲线
!

分别配置不同浓度的
UMZ

标准

溶液(采用荧光光度仪检测
#\W

值)以
1

=

,

UMZ

!

F

.;1

*

\

#-

为
/

值(

1

=

!

#\W

#为
I

值(绘制标准检测曲线见图
?

)由

图
?

可见(二者具有良好的线性关系(线性方程为
/a

&:*,?%Ik&:&'%

(

?

%

(

&:**

)重复测定空白样品
'%

次(

#\W

标准偏差为
&:+*,

)根据检出限定义为信噪比
?

#

'

时的检出

浓度(结合前述回归方程计算检出限为
%:?(i'&

S'%

.;1

*

\

)

分别稀释设置高中低
?

个样品梯度重复测定
(

次(计算精密

度和回收率见表
'

)从表
'

可以看出(

#$R

为
?:>P

"

,:%P

(

回收率为
*+P

"

'&,P

)

图
?

!

UMZ

浓度与相对光度值的关系

T0

=

D<4?

!

#41/80;56748G445UMZ2;52458</80;5/59#\W

表
'

!

UMZ

检测方法的精密度和加标回收率

M/714'

!

#$R/59<42;L4<

I

</84;H6/.

F

146

#

2a(

$

样品
UMZ

加标量*!

.;1

2

\

S'

#

#$R

*

P

回收率*
P

' >i'&

S'%

,:% '&%

% >i'&

S''

?:> *+

? >i'&

S'&

@:? '&,

%:%

!

菌落总数检测

%:%:'

!

滤膜材质的影响
!

通常情况下电子烟雾化液中微生

物含量较低,

>

-

)而根据文献,

+

-报道每个细菌的
UMZ

含量

约为
'

"

%H

=

(由此估算本方法中
UMZ

荧光检测仪的菌落总

数检出限约为
'&

?

!TW

*

.\

)因此(检测电子烟雾化液中的

菌落总数时(需要对检测样品进行浓缩富集处理才能有效检

测)滤膜过滤是微生物检测常见的富集方法,

''S'%

-

)试验在

电子烟雾化液样品中添加不同浓度的菌悬液(制备了
%

组不

同活菌含量的检测样品)由于细菌的直径一般为
&:>

"

>:&

'

.

,

+

-

(故分别采用
&:%%

'

.

不同材质的混合纤维素酯滤

膜+聚碳酸酯滤膜和醋酸纤维滤膜对样品进行过滤富集(并

用平板计数法对过滤后的电子雾化液中细菌数进行测定(发

现只有极少数细菌能被培养出来(说明
?

种滤膜均能将电子

雾化液中的细菌全部截留(过滤后
UMZ

荧光检测结果见

表
%

)从表
%

可以看出(采用混合纤维素酯滤膜过滤富集后(

UMZ

荧光检测的
#\W

较高(且检测结果的
#$R

较低(说明

表
%

!

不同材质滤膜过滤后检测结果
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M46805

=

<46D186/H84<H018</80;57
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样品菌落总数*
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混合纤维素酯滤膜

#\W #$R
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聚碳酸酯滤膜

#\W #$R
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P

醋酸纤维滤膜

#\W #$R

*
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@& >:( ?, (:+ ?@ '?:%

采用混合纤维素酯滤膜的过滤活菌数多)且检测稳定性更

好)因此(优选滤膜为混合纤维素酯滤膜)

%:%:%

!

菌落总数与相对荧光检测值的关系
!

在电子烟雾化

液中添加不同浓度的菌悬液配置成活菌数不同的待测样品(

进行
UMZ

荧光检测)以过滤后的
1

=

!

#\W

#为
I

值(样品

的
1

=

!

!TW

*

.\

#为
/

值(绘制标准曲线(见图
@

)从图
@

可

以看到(二者具有较好的线性相关关系(线性方程为
/a

&:,(%*Ik':&?,%

(决定系数
N

%

(

&:*(

)

%:?

!

电子烟雾化液样品检测

为了验证
UMZ

检测方法的有效性(制备了不同活菌含

量的电子烟雾化液样品(并分别采用
UMZ

检测方法和平板

计数检测方法检测活菌总数(结果见表
?

)从表
?

可以看出(

%

种方法的检测结果较为一致)将二者检测结果进行配对

:

检验统计比较(

>

值为
':>,

(

Z

值为
&:%'%

(说明
%

种检测结

果没有显著差异)根据检测结果评估(

'

"

?

号样品检测合

格(

@

+

>

号样品检测不合格(二者检测判定结果一致)从%统

计'表格'交叉分组表和卡方&入口(将卫生状况判定和检

测方法作为%行&及%列&将菌落数做为频数输入(进行卡方检

图
@

!

菌落总数与滤膜检测相对光度值的关系
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验(结果显示
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卡方值为
%:&(@

(

Z

值为
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#(结果表明
%

种检测方法对卫生状况的判定无显著性

差异)

?

!

结论
本研究构建了基于

UMZ

荧光的电子烟雾化液菌落总

数快速检测方法(该方法的检测温度为
%>f

(反应时间为

(+

第
?@

卷第
+

期 张婷婷等"

UMZ

生物发光法快速检测电子烟雾化液菌落总数
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表
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电子烟液样品检测结果
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样品

UMZ

检测
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预测活菌总数*
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结果

判定

平板检测

菌落总数*

!

!TW
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S'

#

结果

判定

' ' ''

合格
! '
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合格
!

% > @@

合格
!
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合格
!
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合格
!
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合格
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不合格
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不合格
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UMZ

检出限为
%:?(i'&

S'%

.;1

*

\

(

#$R

为
?:>P

"

,:%P

(加标回收率为
*+P

"

'&,P

)为保证雾化液中活菌数

在
UMZ

检测限内(采用混合纤维素酯滤膜对样品进行富集)

本方法估算的活菌总数结果与平板计数检测结果没有显著

性差异!

Z

(

&:&>

#(对电子烟雾化液评价结果一致)

本方法与传统的平板计数检测法相比(准确度相差不

大(而检测时间大大缩短(是对电子烟相关卫生检测方法的

有效补充)方法使用的
UMZ

荧光检测仪+检测试剂以及混

合纤维素酯滤膜价格低廉(使用方便(适宜在相关检测

中推广)
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