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摘要!阐述了发光细菌及其检测有毒有害物质的机理"综述

了近年来发光细菌在毒性评估及食品安全检测中的应用研

究进展"指出了发光细菌应用于食品安全检测过程中的影响

因素"并指明了该技术领域应用研究方向(

关键词!发光细菌)检测机理)毒性评估)食品安全检测
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随着食品行业的发展'食品分析技术的作用日趋重要(

应用化学分析方法'如原子吸收光谱法#
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$以及各种联用方法如气质联用#
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$等'检测食品中有毒有害物质'

但前处理过程繁杂+需要专业操作人员+分析步骤繁琐+设备

昂贵!

#Z!

%

'并且受限于实验室使用'无法在食品生产与流通

过程中实现有毒有害物质的实时检测(最主要的是这些技

术虽然能检测化合物浓度'但不能反映有关样品的毒性!

1

%

(

生物学检测方法不仅可以估计样本毒性'还可以估计毒物对

整个生态系统的综合影响!

5

%

(经典生物测定通常使用小鼠+

鱼类+藻类+甲壳类动物+植物或其他生物体!

$

%

'但也存在缺

点"需要特殊设备和专业操作人员'测定时间长+重现性低以

及存在生物标准化争议!
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(因此寻找一种简单+快速且便

宜的生物检测方法成为迫切的需求(

发光细菌是一类在正常代谢过程会发光的生物(自

#%&%

年
b4JJ-:.

阐述了基于生物发光细菌的生物测定法

后!
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%

'发光细菌逐渐被用于各种环境污染物监测和食品单一

及综合毒性评价(同时构建了以发光细菌发光强度变化为

指标的有害物质检测标准'相关的检测试剂盒也陆续研制成

功!

%

%

(相较于化学检测'发光细菌检测具有前处理简单'反

应快+灵敏度高+可实时监测'成本低+样品需求量少+实验室

及耗材需求低等优点!
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'将成为食品安全检测新的发展

方向'目前中国关于发光细菌检测的研究相对较少'缺乏对

发光细菌在毒性评估和食品有毒有害物质检测方面的系统

性分析和总结(

基于此'本文综述发光细菌在毒性评估及食品安全检测

中的应用'对发光细菌检测存在的问题及未来的发展方向进

行分析和总结'以期对发光细菌在食品有毒有害物质检测中

的应用和新型检测仪器的开发提供理论依据(
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发光细菌检测有毒有害物质的机理
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发光细菌简介

生物发光是一种常见的现象'绝大多数生物发光有机体

生活在海洋中'只有少数生活在陆地或淡水环境中(发光细

菌是一类能够在正常代谢过程中发出蓝绿色光的生物'全部

是革兰氏阴性菌'其大多为直杆菌'也有少数呈弧状或球杆

状'有鞭毛(发光细菌个体微小'长度约为
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'释放的蓝绿色荧光波长范围为
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(单个发光细菌发出的光极其微弱'肉眼几乎不
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可见'但当大量发光细菌聚集在一起时'发出的光则肉眼

可见(

发光细菌属于变形菌门+

$

变形菌纲(发光细菌可分为

5

个属"光杆菌属#
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光杆菌属的典型菌有陆地发光杆菌#
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$+温和

光杆菌#
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$等'发光杆菌属的典型菌有明亮发光

杆菌#
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$等'希瓦氏菌属的典型菌有羽田

希瓦氏菌#
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$等'弧菌属的典型菌有哈维氏弧菌#
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[6

9

/5=C1>/

$+青 海 弧 菌 #

[6

Q

/)

*

C%/1)5/5

$+霍乱弧菌#

[6=C(81>%1

$等(
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发光细菌检测机理

发光细菌中分子氧以还原态的黄素单核苷酸#

LO8\

!

$

及长链脂肪醛#

?>\]

$为底物'经胞内细菌荧光酶催化作

用'将二者分别氧化为黄素核苷酸#

LO8

$和长链脂肪酸'同

时伴随着波长为
5$"

$
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蓝绿光的释放'可以通过生物

发光计检测(

在发光细菌中广泛存在表达荧光素基因#
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基
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编码荧光素酶!
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'该酶是一种分子量为
6"[F+

的异二聚体蛋白'包括
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'在其发光过程对
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具有高度的特异性(
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分别编码酰基蛋白还原酶#
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基转移酶#
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$和依赖
NA=

的合成酶#
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$'这
1

种酶能够组成脂肪酸还原酶复合体催化醛类#该反应中参与

发光的醛可能是十四醛$生成'使细菌持续发光!
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(海洋发

光细菌'如明亮发光杆菌#
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$等'在
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之后还有一个额外的基因
8@NH

'有研究
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%推测
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基因产物是为萤光素酶反应提供
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底物的黄素还原酶(发光细菌生物发光机理见图
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发光细菌生物发光机理
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发光细菌检测机理分为特异性检测和非特异性检测'特

异性发光细菌检测是根据受体
)

报告基因的原理#-
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V
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模式$

!
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'在
8@N

上游导入特殊应激启动子'当宿主细胞的

生长环境中有毒物存在时'毒物进入到宿主细胞'诱导特异

性调控元件'进而调控下游基因表达'发出光源(非特异性

检测利用的原理是发光细菌-

-,

V

DQJ4UU

.模式!
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'即外来

毒物通过直接抑制发光细菌酶的活性以及抑制细胞内有关

发光反应的生理代谢对发光细菌形成发光抑制作用'见

图
!

!

#%

%

(在-

-,

V

DQJ4K

.测定中'可定量的报道分子与已知的

被测目标毒物活化的特定基因启动子融合'改变发光强度(

在-

-,

V

DQJ4UU

.测定中'样品毒性根据正常细胞活性的抑制程

度估算'这种抑制可以发生在反应的任何阶段或影响细胞生

长发育的任何位点(生物发光广泛依赖于细胞代谢'需要高

能辅因子'因此'当接触到外界有毒有害物质时'发光细菌新

陈代谢受到影响'进而使发光强度减小!
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图
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发光细菌检测有害物质原理
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发光细菌在毒性评估中的研究现状
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利用发光细菌检测与传统急性毒性检测方法对比

生物毒性是指外源性物质与机体接触或进入机体后对

机体产生的损伤'有急性毒性和慢性毒性
!

种(在应用发光

细菌对毒物进行生物毒性评价时'发光细菌因在毒物中暴露

时间较短'通常被认为是一种急性毒性评估(急性毒性的测

试是毒理学安全性评价的基础性试验'是制订卫生管理标准

不可或缺的依据!
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(随着急性毒性评价方法的不断发展'

当前中国的急性毒性试验主要采用传统方法#
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(但由于使用动物数量较大且
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的测试受动物

及实验室环境的影响'在-
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.原则'即减少#
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$+优

化#
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$+替代#
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%下'衍生出了固定剂

量法#

U,X://4J:
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.43:/W.:
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$+急性毒性分类法#
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$+上下法#
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$等方法'旨在采取其他措施来减少试验中动物的痛苦'

这
1

种方法是目前常用的方法(其与利用发光细菌检测相

比优缺点见表
#

!

#"

'

!#

'

!&Z!'

%

(

"6#

研究进展
!

!"#6

年第
%

期



表
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急性毒性评估中传统方法和发光细菌检测方法的优缺点

A+S-:#
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N/T+KQ+
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:J+K//,J+/T+KQ+

V

:J4UQ.+/,Q,4K+-*:QD4/J+K/-W*,K:J3:KQS+3Q:.,+/:Q:3Q,4K

*:QD4/J,K+3WQ:Q4X,3,Q

0

+JJ:JJ*:KQ

检测方法 优点 缺点

固定剂量法
使用动物数量少*毒性分级一致率达到

6'2!P

*能

为危险度评价提供较为足够的急性毒性试验资料

在以死亡作为试验终点的国家中推广受制约'不同实验室对试

验终点的判断差异可能导致严重的偏差

急性毒性分类法 减少动物使用量约
'"P

*重复性好
以动物死亡作为试验终点*无法精确地提出毒物毒性剂量'不适

用于痕量毒物分析

上下法

使用动物数量少'仅为
$

$

#"

只*能够得到
2$

$"

的

估计值及相应的置信区间*能够观察毒性表现*所

需受试物少*实用性好'能够应用计算机程序进行

数据分析

以动物死亡作为观察终点*耗时长*无法提供剂量
)

效应数据*无

法估计
56D

以外才出现毒性症状的受试物毒性

发光细菌检测

不需要使用动物进行试验*前处理简单*反应时间

短*灵敏度高*可实时监测*成本低*样品需求量少*

实验室及耗材需求低

活细胞是复杂的系统'具有不确定性*通过减少或增加发光强度

来对有毒物质作出反应'得到的结果是模糊的

!2!

!

发光细菌在毒性评估中的应用

细菌发光在毒理学中的应用从发光细菌应用于生态监

测开始'目前仍被广泛地应用'关于发光菌在毒性评估中的

研究与应用主要集中在环境科学的各个领域!

!6Z!%

%

(在食品

行业'可见报道主要集中在发光细菌用于食品添加剂+农药

和兽药的毒性评价(

>+,

等!

1"

%研究了
$

种典型的农药#乐

果+马拉硫磷+阿特拉津+灭草灵+乙草胺$对发光细菌的毒性

作用及其作用机制(石颖等!

1#

%分别用
6

种兽药作用于青海

弧菌
m&'

'发现
m&'

的相对发光率与兽药浓度呈反比'并总

结了
6

种兽药的抑制效率(

这些研究多集中在对单一物质的毒性评价'但在实际的

检测应用中'食品成分具有复杂性'化学混合物的毒性具有

联合作用'如拮抗作用+协同作用或加和效应等'发光细菌会

受多种有毒物质的影响(因此'研究混合毒物对发光细菌的

毒性作用具有重要的意义(基于此'吴淑杭!

1!

%以青海弧菌+

费氏弧菌和明亮发光杆菌
A

1

为受试对象'研究重金属+农药

和兽药等农产品污染物的单一毒性和联合毒性'揭示多种污

染物共存时产生的毒性联合作用与综合生物毒性'并建立专

用数学模型(

在联合毒性的研究中'选择合适的联合毒性评价模型进

行毒性评价非常重要'常用的联合毒性评价方法有指数法+

浓度加和与独立作用模型#

>N

)

BN

$法以及定量结构
)

活性关

系模型#

m9N?

模型$预测法!

11Z15

%

(

1

种毒性评价方法各有

优劣'在应用过程中应根据实际情况进行选择(目前关于这

些模型在发光细菌中的应用也有诸多报道'张瑾等!

1$

%以青

海弧菌
m&'

为受试微生物'测定
&

种吡啶类离子溶液组成的

5

组二元混合物和
!

组三元混合物的联合毒性'用浓度加和

模型进行分析'结果表明"除了有一组主要是拮抗作用外'其

他组都是加和作用(董玉瑛等!

1&

%测定了
1

种医药成分"阿

奇霉素+盐酸环丙沙星和阿司匹林组成的混合体系对发光细

菌的联合毒性'应用多种方法进行评价'得出的结果具有一

致性'说明这些评价方法在联合毒性中具有可行性(

1

!

发光细菌在食品安全检测中的应用
12#

!

发光细菌应用现状

表
!

显示了国内外学者利用发光细菌在部分食品安全

检测中的应用(由表
!

可知'目前国内外的研究重点主要集

中在以天然发光细菌为代表的非特异性发光细菌的应用上(

在食品原料选择上'以农畜产品居多'比如蔬菜+肉类+奶类'

很少涉及其他食品种类(而且在农畜产品中以畜产品为原

料的研究最多'在检测毒物种类上'主要集中在对农兽药'尤

其是对兽药进行检测'而对食品添加剂+食品中的生物毒素

以及其他有毒有害物质的检测较少'并且在兽药检测中'很

少涉及一些激素类兽药如糖皮质激素等的检测研究(

!!

在发光细菌的选择方面'以青海弧菌为代表的淡水发光

细菌逐渐成为研究的热门(因为与海洋发光细菌相比'青海

弧菌在检测时不需要保证
!P

$

1P

的氯化钠浓度'避免了

8+>-

对样品特性的干扰(

在特异性发光细菌研究应用方面'目前在食品科学领域

的研究报道较少'大多集中在四环素类抗生素以及少量关于

"

)

内酰胺类药物的研究上(尽管特异性工程细菌在食品科

学领域的研究应用刚刚起步'但其在环境科学中已有深入研

究'已经建立了对多种重金属能够特异性检测的工程菌!

5&

%

(

这些研究可以为发光细菌在食品安全检测中的应用提供

借鉴(

12!

!

检测效果的影响因素

发光细菌是一种生物检测技术'发光细菌本身具有不确

定性'且样品的组成具有复杂性(因此在实际检测过程中'

检测效果会受到多种因素的影响'如原料前处理+毒物兴奋

效应+样品刺激作用等(

12!2#

!

原料前处理
!

在食品安全检测中'样品前处理占据整

个样品分析的大部分时间'并且检测结果的重复性+准确性

以及方法的灵敏度都与样品前处理过程密切相关(理想的

原料预处理方法'不仅能获得待检测物质'还能够减少对发

光细菌检测的干扰(目前'在样品前处理中常用的方法有溶

#6#
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表
!

!

国内外学者在食品安全检测中应用发光细菌的部分研究

A+S-:!

!

AD:+

;;

-,3+Q,4K4U-W*,K:J3:KQS+3Q:.,+,KU44/J+U:Q

0

/:Q:3Q,4K

食物种类 毒物 发光细菌 参考文献

热带水果 真菌毒素+霉菌毒素 青海弧菌
J

;

2m&'

!

%

%

蔬菜 甲胺磷 未具体说明 !

1'

%

褐牙鲆 氯霉素 鳆发光杆菌 !

16

%

液体奶 三聚氰胺 费氏弧菌 !

1%

%

鱼肉 土霉素 工程菌
"6=(8/b#!

!

5"

%

禽肉 多西环素 工程菌
"6=(8/b#!

!

5#

%

猪肉 恩诺沙星+磺胺间甲氧嘧啶 青海弧菌+明亮发光杆菌
A1

!

5!

%

鱼肌肉+牛+鸡+猪的肌肉+

肝脏和肾脏

二氟沙星+恩氟沙星+环丙沙星+沙拉沙星+诺氟

沙星+丹诺沙星+氧氟沙星+氟沙星+洛美沙星+

马氟沙星和托吡沙星

含有质粒
;

?:3N-WX1

的大肠杆菌
;

b#!

!

51

%

大米 重金属"铅+镉+汞 明亮发光杆菌 !

55

%

水产品 抗生素+重金属+甲醛+生物毒素 弧菌属+发光杆菌属+希瓦氏菌属+光杆菌属 !

5$

%

剂萃取法和离心法(在国内外的一些研究中'都是将原料绞

碎+离心'然后取上清液备用!

5#

'

5'Z56

%

'但这些方法均存在提

取不彻底的缺点'这使发光细菌检测技术不能准确地反映被

检样品的毒性(并且在用有机溶剂萃取时'有机溶剂也可能

会对发光细菌发光强度造成影响(因此'

=:--,K:K

等!

5"

%在检

测鱼肉中四环素时'对处理鱼肉样品的方法进行了优化'在

均质之后不进行离心'也不使用有机溶剂'优化后的方案可

使四环素的检出限更低(

在利用发光细菌进行快速检测时'无色或颜色较浅的液

体样品比较容易测试'而固体样品则必须经过前期处理才能

进行检测(在固体样品的预处理方面'一些适用于其他生物

检测的预处理方法如固相萃取!

5%

%等'也适用于发光细菌

检测(

12!2!

!

毒物兴奋效应
!

毒物兴奋效应#

\4.*:J,J

$是一种生

物体的适应性反应'它是指在致毒因素不同的剂量强度范

围'生物体具有不同的剂量&反应关系!

$"

%

(

\4.*:J,J

通常

被认为是毒物对生物体在高剂量时表现负面影响#如生长发

育受到抑制$'但在低剂量时却表现为有益作用#如刺激生长

发育$

!

$#

%

'其主要应用于遗传毒性致癌物健康风险评估与毒

物生态风险评估上(大多数农+兽药都显示出毒物兴奋效

应'

>+-+S.:J:

等!

$#

%指出青霉素+链霉素+土霉素+氯霉素+硫

藤黄菌素+抗金葡美苏+磺胺+杆菌肽+吡啶硫胺素等药物在

低剂量下能够刺激生物体生长*

O4.J:

!

$!

%认为需要考虑农药

的
\4.*:J,J

'从而完整了解农药的潜在影响(

在发光细菌毒性评估中'也会出现毒物兴奋效应(汤淼

等!

$1

%以费氏弧菌作为受试生物'盐酸四环素作为研究对象'

证明了在细菌生长的延滞期和平台期'盐酸四环素对费氏弧

菌的发光强度存在时间依赖型毒物兴奋效应(

9D:K

等!

$5

%通

过建立剂量&效应曲线和时间&效应曲线研究了
>W

+

gK

+

>/

+

>.

对青海弧菌的影响'并发现
5

种金属对青海弧菌具有

明显的毒物兴奋效应(

12!21

!

样品刺激作用
!

在利用发光细菌进行毒性评估和食

品安全检测时'样品中的某些非研究对象也会引起发光细菌

发光强度的变化(已有的研究表明'低剂量的
b

l

+

>+

!l

+

8+

l等无机离子均对天然发光细菌产生刺激作用!

$1

%

'并且

这种刺激作用在淡水重组菌中并未出现减弱现象!

$$

%

(

样品的刺激作用具有两面性'在海洋发光细菌利用过程

中'需要
!P

$

1P

的
8+>-

溶液来模仿海洋环境'并用其处

理样品'溶液中的
b>-

+

8+>-

等无机物会对发光细菌产生刺

激作用'在毒性测试中使发光细菌保持最大发光强度(但是

这种盐溶液有可能会改变样品性质'如降低金属的生物利用

率和有机物的溶解性!

$&

%

'这都会使检测误差偏大(

5

!

结论与展望
发光细菌繁殖速度快'易于培养和观察'这为其在检测

中的应用提供了一个广阔的发展空间(发光细菌检测方便

快捷且成本低'虽然在环境科学领域已经取得长足的发展'

但在食品科学领域'尤其是在食品安全检测中的研究与应用

起步较晚'其前期研究主要停留在整体水平以及细胞水平'

目前正向基因水平和分子水平的方向纵深发展(因此'在食

品领域'对发光细菌展望如下"

#

#

$发光细菌在食品安全检测中的应用研究范围需要

扩大'不应仅仅停留在农畜产品检测方面'应拓宽至其他深

加工食品中*并且被检测物质应包含农药残留+兽药残留+食

品添加剂以及生物毒素等有毒有害物质'全方位地确保食品

安全(

#

!

$在诸多限制发光细菌检测发展的因素中'原料前处

理方式+毒物兴奋效应以及样品自身的刺激作用是制约该方

法发展的主要因素'应寻求合理的解决方式减少这些影响(

#

1

$在特异性发光细菌研究方面'应积极借鉴其他领域

的成功经验'构建出在食品有毒有害物质检测中能实现特异

性检测的发光细菌(

#

5

$在热门发光细菌青海弧菌的研究方面'应对发光机

理及毒物兴奋效应进行系统研究'从而为其在食品安全检测

中的应用提供理论依据(

#

$

$制定关于发光细菌在食品行业使用的统一标准'现

在可作为参考的只有
HE

)

A#$55#

&

#%%$
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取得了很大进展'如发光细菌冻干粉+发光细菌固体培养试

剂盒以及发光细菌毒性检测仪的商业化(因此'急需完善相

关的标准政策'以推动该产业的健康快速发展(

参考文献

!

#

%

H]O(9@]

'

E]?H(98 I

'

ON>\NF]N(

'

:Q+-2]

;

Q,*,)

Y+Q,4K4UU,

;

.4K,-/:

V

.+/+Q,4KS

0

D:Q:.4

V

:K:4WJ

;

D4Q43+Q+-

0

J,J

"

B)

/:KQ,U,3+Q,4K4UQ.+KJU4.*+Q,4K

;

.4/W3QJ+K/Q4X,3,Q

0

+JJ:JJ*:KQ

!

@

%

2

I+Q:.?:J:+.3D

'

!"#'

'

##"

"

#11)#5"2

!

!

%

<(AC\

'

8Hd̂ (8A7

'

N̂>]dENgN

'

:Q+-2>4..:-+Q,4K

S:QR::K/:

V

.+/+Q,4K

;

+QDR+

0

+K/Q4X,3,Q

0

4U+3:Q+*,K4

;

D:K+K/

,QJS

0

)

;

.4/W3QJS

0

WJ,K

V

QD::-:3Q.4)L:KQ4K

;

.43:JJ,K+

c

W:4WJ

*:/,+

!

@

%

2>D:*4J

;

D:.:

'

!"#'

'

#'!

"

#)%2

!

1

%

@BN b

'

B]8(9>d ?(2O:+JW.:*:KQ4US+3Q:.,+-S,4-W*,K:J)

3:K3:,KQ:KJ,Q

0

+K/J

;

:3Q.W*

"

3W..:KQ

;

D

0

J,3+-Q:3DK,

c

W:J+K/

;

.,K3,

;

-:J

!

@

%

2N/T+K3:J,KE,43D:*,3+-(K

V

,K::.,K

V

)

E,4Q:3DK4-4)

V0

'

!"#&

'

#$5

"

#%)5$2

!

5

%

>\(8 9:+J4K 9

'

9d8 Ŵ)
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>NB Ŵ)D+K

V

'

<B@W+K

'

g\N] I:K)

e

,K

'

:Q+-29,K

V

-:Q4X,3,Q

0

+K/ m9N?)+JJ,JQ+KQ Q4X,3 *:3D+K,J*J 4U

;

:JQ,3,/:J

#

/,*:QD4+Q:

'

*+-+QD,4K

'

+Q.+Y,K:

'

;

.4*:Q.

0

K+K/+3:Q43D-4.

$

Q4

;

D4Q4S+3Q:.,W*

;

D4J

;

D4.:W*,KQD:J:/,*:KQ-,X,T,W*

!

@

%

2

NJ,+K@4W.K+-4U>D:*,JQ.

0

'

!"#$

'

!'

#

!

$"

$&%)$'52

!

1#

%石颖'丁武'张志超'等
2

应用青海弧菌评价常见
6

种兽药的急

性毒性!

@

%

2

西北农业学报'

!"#!

'

!#

#

&

$"

#')!#2

!

1!

%吴淑杭
2

发光细菌法快速检测农产品中主要污染物联合毒性技

术研究!

F

%

2

上海"华东师范大学'

!""'

"

6)#"2

!

11

%

8(N<(=N

'

<(d9>\LF

'

(9>\(?EB2N

;;

-

0

,K

V

*,XQW.:

Q4X,3,Q

0

*4/:--,K

V

Q4

;

.:/,3Q S+3Q:.,+- S,4-W*,K:J3:K3:

,KD,S,Q,4KS

0

K4K)J

;

:3,U,3+--

0

+3Q,K

V;

D+.*+3:WQ,3+-J+K/J

;

:3,U)

,3+--

0

+3Q,K

V

+KQ,S,4Q,3J

!

@

%

2>D:*4J

;

D:.:

'

!"#'

'

#'1

"

16')1%52

!

15

%孔令云'田大勇'石恬恬'等
2

混合化合物联合毒性研究进

展!

@

%

2

中国科技论文'

!"#5

'

%

#

&

$"

&&1)&&62

!

1$

%张瑾'刘树深'邓慧萍'等
2

吡啶类离子液体对青海弧菌
m&'

的混合毒性评估!

@

%

2

生态毒理学报'

!"#1

'

6

#

&

$"

%$$)%&!2

!

1&

%董玉瑛'邹学军'陈峥'等
2

三种药品联合毒性作用及其环境风

险分析!

@

%

2

环境化学'

!"#1

'

1!

#

'

$"

#!$')#!&!2

!

1'

%袁东星'邓永智'林玉晖
2

蔬菜中有机磷农药残留的发光菌快

速检测!

@

%

2

环境化学'

#%%'

'

#&

#

#

$"

'')6#2

!

16

%朱兰兰'林洪'王静雪'等
2

利用发光细菌进行褐牙鲆中氯霉素

残留快速检测的研究!

@

%

2

食品与发酵工业'

!""'

'

11

#

#"

$"

#$$)#$%2

!

1%

%张国辉'赵吉'邵玉琴'等
2

发光弧菌快速检测液态奶中的三聚

氰胺!

@

%

2

食品科学'

!"#"

'

1#

#

&

$"

#5$)#5'2

!

5"

%

=(<<B8(8A

'
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