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摘   要：微生物数量的快速检测一直是工业生产与食品行业需要解决的问题，腺嘌呤核苷三磷酸

(adenosine triphosphate，ATP)生物发光法具有操作简便、检测周期短等优点，可满足一般微生物检

测的需求。然而，ATP 生物发光法的准确性也受到不同因素的影响，如微生物的 ATP 检测限值较

高、微生物自身及其他因素(如非微生物 ATP、提取剂种类、荧光素酶活性等)均对微生物数量的检

测产生影响。本文简述了不同微生物数量检测方法的优缺点，介绍了 ATP 生物发光法的发展历程

及原理，综述了非微生物 ATP 与游离 ATP、微生物量、ATP 提取剂、荧光素酶等因素对 ATP 生物

发光法灵敏度与稳定性的影响，归纳总结了 ATP 生物发光法及检测设备在食品、医疗、污水处理

等领域的应用现状，并就 ATP 生物发光法体系的优化及 ATP 在线检测的应用等方面进行了展望，

以期为 ATP 生物发光法的高效应用提供新的思路。 

关键词：ATP 生物发光法；微生物数量检测；提取剂；荧光素酶；ATP 检测设备  

 



 
3452 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Research progress in rapid detection of microbial count based 
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Abstract: The rapid detection of microbial count has always been an issue to be solved in industrial 
production and food industry. Adenosine triphosphate (ATP) bioluminescence method with simple 
operation and short detection period can meet the needs of general microbial detection. However, this 
method still has some limitations, such as the high limit of detection, the influence of microorganisms 
and other factors (non-microbial ATP, extractants, luciferase activity, etc.), all of which impact the 
detection results. This paper first introduced the common methods for detecting the microbial count and 
reviewed the development history and principle of ATP bioluminescence; expounded the effects of 
non-microbial ATP, free ATP, microbial biomass, ATP extractants, and luciferase on the sensitivity and 
stability of ATP bioluminescence method. Furthermore, summarized the application status of this 
method in food industry, medical services, and sewage treatment. Finally, we discussed the optimization 
of the detection system and the application of ATP online detection. Through this review, we aim to 
provide a new idea for the efficient application of ATP bioluminescence method. 
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随着人们生活质量的提高，食品安全、卫

生消毒监测与环境治理等行业越来越受到人们

的重视[1-2]。在食品与卫生行业，细菌数量通常

是其质量评价的重要标准；而在环境领域，活

性污泥中微生物的活性是反映污水处理系统性

能优劣的重要依据。传统的微生物数量检测方

法一般采用平板计数法，具有检测准确度高、

化学试剂用量较少等优点，但存在测定周期长、

耗时耗力的缺点，难以满足当前快速、高效检

测的分析要求。近年来，以腺嘌呤核苷三磷酸

(adenosine triphosphate，ATP)为媒介的检测方法

正以快速、灵敏、操作简便等优势在食品、医

疗、废水处理等领域获得广泛应用。如食品行

业中的灭菌评价及乳制品的细菌数测量；医疗

行业中的器械消毒、药品成品检测及医疗室内

空气污染评价等；而在废水处理领域中，ATP
可表征微生物的活性、代谢水平及污水处理系

统的运行状态；Chen 等研究结果也表明，微生

物降解污染物的过程中，微生物细胞内 ATP 的

含量与污染物的去除效果间存在线性关系[3-5]。 
ATP 广泛存在于一切活的生命体中, 为机

体组织细胞提供所需能量[6]。据报道，每个活

的微生物细胞中的 ATP 含量基本相同，一般为

5×10−16−5×10−15 g[7]，因此，在实际应用过程中

可通过检测 ATP 的含量来判断微生物数量[8-9]。

目前，ATP 的检测方法包括层析法、电泳法与

光学分析法。其中，光学分析法中的 ATP 生物

发光法因其对微生物检测具有快速、简便、高
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灵敏度的优点[10]，逐渐在各行业的微生物检测

中受到重视。然而，ATP 生物发光法的检测结

果准确性易受到一些因素的影响，如溶液 pH
对反应体系的影响、荧光素酶的稳定性不高、

提取剂对反应体系具有抑制作用、ATP 生物发

光法的检测灵敏度低或检测限值较高等，进而

影响反应体系中 ATP 发光值的测量。本文简要

介绍常见微生物量的检测方法、ATP 生物发光

法的发展历程、原理及检测步骤，重点论述 ATP
检测技术的影响因素及应用现状，并对 ATP 生

物发光法的发展趋势进行展望。 

1  微生物数量的检测方法 
目前，国内外检测微生物数量的方法多种

多样(表 1)，以传统平板菌落计数法为例，该法

通常需在 37 °C 恒温培养 24−48 h 获得结果，而

检测酵母及霉菌等需要 4−7 d。由此可知，传统

微生物检测法操作烦琐且用时长，已难以适应

不同行业微生物数量快速检测需求；其他方法

如血细胞计数板计数法、膜过滤计数法等具有

操作简便、结果较准确的优点，但上述方法并

不适用于复杂体系(如污泥、沉积物等)中微生物

数量的检测；荧光原位杂交-流式细胞术、高光

谱成像技术等能快速、准确测定，但操作烦琐、

易受测量条件影响。如今，微生物数量的检测

方法逐渐朝着高科技智能化方向发展，这些方

法共有的特征就是快速、简便和准确。与传统

检测方法相比较，ATP 生物发光法具有无需培

养、操作简便快速等优点，而且检测结果与平

板菌落计数有较好的相关性[23]，更适用于微生

物量的快速检测，在不同行业或领域(食品卫

生、医学、生态环境科学等)中获得广泛应用。 

2  ATP 生物发光法的发展历程 
生物发光的研究始于 1885 年 Dubois 的实

验，他首次证实荧光素酶与荧光素之间产生的

化学反应能引起生物发光现象[24]；ATP 生物发

光法的反应机理最早由 McEIroy 和 Strehler[25]

于 1949 年提出，他们证实 ATP 含量与荧光发光

强度成正相关。ATP 生物发光技术起源于 20 世

纪 70 年代，是以 ATP 为检测对象的一种生物

检测方法。1983 年，Moyer 等提出所有微生物细

胞内都存在 ATP 且含量一定，可通过细胞内源性

ATP 的含量来表征细胞活性及活细胞的数量[26]，

ATP 生物发光技术可用于细胞活性的检测[27]。 
20 世纪 80 年代，ATP 检测仪由英国人首先研

制并逐步发展到欧洲、美国和日本[28]。20 世纪

末 ATP 生物发光技术引入中国。此后，ATP 生

物发光技术不断建立和完善，并开始研制定量

测定的检测仪，目前已广泛用于食品卫生、医

学、生态环境科学等重要领域。 

3  ATP 生物发光法原理及检测步骤 
ATP 生物发光法的主要原理为[29]：在有氧

环境中，荧光素在荧光素酶、Mg2+的催化作用

下与 ATP 发生反应生成荧光素-AMP 复合体并

释放出焦磷酸(pyrophosphoric acid，PPI)；荧光

素-AMP 复合体在 O2 的作用下，进一步生成氧

化荧光素并释放出 CO2、H2O 和 AMP；最终，激

发态的氧化荧光素回归基态，发出光子(图 1)，
光子数量可换算成 ATP 的含量[30]。ATP 生物发

光法检测步骤主要包括样品中 ATP 的提取、荧

光素-荧光素酶溶液的添加与反应、生物发光值

检测 3 个部分[31]，通过 ATP 生物发光法标准曲

线计算，进而反映样品中微生物的量。 

4  ATP 生物发光法影响因素 
ATP 生物发光的主要反应物质包括荧光

素、荧光素酶和 ATP 提取剂。尽管 ATP 生物发

光法具有操作简便、反应迅速和灵敏度高的优 
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表 1  不同微生物量检测方法的优缺点 
Table 1  Advantages and disadvantages of different microbial biomass detection methods 
序号 
Serial 
No. 

方法 
Methods  

优点 
Advantages 

缺点 
Disadvantages 

参考文献 
References 

1 ATP 生物发光法 
ATP bioluminescence 

可自动化操作；测定范围广； 
快速简便，重复性较好 
Can be automated; Wide 
measurement range; Fast and 
easy, with good repeatability 

受盐、pH、温度、离子等干扰；有时灵敏度达
不到要求 
Affected by salt, pH, temperature, ions, etc; 
Sometimes the sensitivity does not meet the 
requirements 

[11] 

2 平板菌落计数法 
Coliform plate count 
method 

适用范围广、准确度高 
Wide application range and 
high accuracy 

微生物选择特异性高，烦琐耗时、效率低、 
成本较高，测定值比实际值偏低 
Microorganism selection has high specificity, tedious 
and time-consuming, low efficiency, high cost, and 
the measured value is lower than the actual value 

[12] 

3 高光谱成像技术 
Hyperpectral imaging 
technology 

快速无损检测  
Fast nondestructive testing 

需建立模型，易受周围环境及测量条件影响 
Need to build a model, easily affected by the 
surrounding environment and measurement 
conditions 

[13] 

4 荧光原位杂交-流式细胞术 
Fluorescence in situ 
hybridization and flow 
cytometry 

快速准确、灵敏度高 
Fast and accurate, high 
sensitivity 

探针不稳定、操作烦琐 
The probe is unstable and the operation is 
cumbersome 

[14] 

5 核酸含量测定法 
Nucleic acid assay 

相对准确 
Relatively accurate 

DNA 提取烦琐，耗时长 
DNA extraction is cumbersome and 
time-consuming 

[15] 

6 荧光分光光度法 
Fluorescence 
spectrophotometry 

灵敏度较高，快速简便， 
适于大批量测定 
High sensitivity, fast and 
simple, suitable for 
high-volume determination 

光强不高，线性不理想；荧光发散方向不集中；
易受某些离子干扰，试验速度需快 
The light intensity is not high, and the linearity is 
not ideal; The fluorescence divergence direction is 
not concentrated; It is easily interfered by some 
ions, and the test speed needs to be fast 

[16] 

7 血细胞计数板计数法 
Blood cell count 

快速准确 
Fast and accurate 

局限性、浓度高时误差大 
Limitation, large error when the concentration is 
high 

[17]  

8 细菌计数板计数法 
Bacterial count plate 

快速准确 
Fast and accurate 

局限性、浓度高时误差大 
Limitation, large error when the concentration is 
high 

[18] 

9 膜过滤计数法 
Membrane filtration 
counting 

简便快捷 
Simple and fast 

测定值比实际值偏低 
The measured value is lower than the actual value 

[19] 

10 比浊法 
Turbidimetry 

适用范围广、快速准确简捷 
Wide range of applications, 
fast, accurate and simple 

需作标准曲线，不适于颜色深的样品 
A standard curve is required, not suitable for dark 
samples 

[20] 

11 霉菌计数法 
Mold count 

专用于丝状微生物 
Dedicated to filamentous 
microorganisms 

操作烦琐 
Cumbersome operation 

[21] 

12 凯氏定氮计数法 
Kjeldahl method 

可测定菌丝类 
Mycelium can be measured 

操作烦琐，误差较大 
The operation is complicated and the error is large 

[22] 
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图 1  萤火虫的生物发光反应原理图 
Figure 1  Schematic diagram of bioluminescence reaction of fireflies.  
 
点，但其检测灵敏度易受到诸多因素的影响。ATP
生物发光技术要求细菌浓度不低于 103 CFU/mL，
因此部分细菌检测需进行过滤或预培养以满足

卫生学要求[32]。国内外就如何提高 ATP 生物发

光技术的检测灵敏度开展了大量工作，目前已

报道的影响生物发光体系的因素主要包括样品

处理时间、荧光素酶活性、提取剂种类、反应

体系的温度、反应时间与缓冲液 pH 等。 

4.1  非微生物 ATP 的影响 
ATP 生物发光法主要应用于测定微生物的

量，而待测样品中的非微生物 ATP，如游离 ATP
及动物体细胞中的 ATP 是影响测量结果准确性

的主要因素。目前，降低游离 ATP 的方法主要

包括过滤法(采用滤膜器对样品进行过滤，然后

清洗滤膜以去除游离 ATP)和酶解法(利用酶裂

解去除游离 ATP)，但这两类方法均不能完全去

除游离 ATP[33]。李利霞等[33]提出了使游离 ATP
沉淀及利用多种 ATP 水解酶水解 ATP，并确定

了最适合游离 ATP 的去除方法，为之后的精准

测量提供了较好的思路。近年来，应用较广的非

微生物 ATP 去除的方法是利用非离子表面活性

剂 Triton X-100与三磷酸腺苷双磷酸酶(adenosine 
triphosphate double，Apyrase)结合的方法，作用

原理是：Triton X-100 不破坏细菌细胞壁，主要

破坏哺乳动物细胞(体细胞)膜，促进胞内 ATP
的释放，然后释放的胞内 ATP 被 Apyrase 耗尽而

去除；随后，Apyrase 被灭活，细菌细胞同时被表

面活性剂提取，释放胞内 ATP 进行定量检测[34]。

尽管每个细菌细胞中的胞内 ATP 约为 2 amol 
(10−18 mol)，但哺乳动物细胞的胞内 ATP 含量

要比细菌胞内 ATP 高出 104−105 倍[35]。因此，

在大量哺乳动物细胞或大量胞外 ATP 存在的样

品中检测相对较少的细菌细胞 ATP 含量十分困

难[36-37]。鉴于此，Pavankumar 等开发了一种重

组 Shigella flexneri Apyrase (RSFA)，并与 5 种

商业化酶(马铃薯脱酪酶、酸性磷酸酶、碱性磷

酸酶、己糖激酶和甘油激酶)的 ATP 消耗潜力进

行了对比，结果显示，RSFA 可完全消除细胞外

ATP 和 ATP 的复合物，甚至在尿液和血清等生

物样本中也显示出优越的活性[38]。 

4.2  微生物量的影响 
样品中的细菌数量是影响 ATP 生物发光法
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测量准确性的重要因素之一。传统的 ATP 生物

发光法要求 ATP 的含量不低于 10−16 mol，其检

测限值须达到 103−104 CFU/mL[39]，在医疗器械

清洁水平检测、食品安全等领域该方法难以直

接应用。常规的解决方法包括过滤浓缩法、前

培养法及利用 PCR 或荧光原位杂交技术[40]，虽

具有准确性高的优点，但存在耗时长、难以实

现快速检测等缺点，不易于推广使用。 
研究证实，ATP 扩增技术具有灵敏度高与

快速检测的优点，可有效克服样品中微生物

ATP 含量低而导致检测结果不准确的难题。ATP
扩增技术有两条扩增路线[41]，即焦磷酸(PPi)扩
增与 AMP 扩增(图 2)。针对 AMP 扩增技术，

Satoh 等 [42]通过利用腺苷酸激酶 (ADK)催化

ATP 与 AMP 反应生成 2 分子的 ADP，再利用

聚磷酸激酶(PPK)催化 2 分子 ADP 与 2 分子磷

酸烯醇丙酮酸(PEP)生成 2 分子 ATP，以此类推，

最终可实现对细菌的 CFU 进行测量。Sakakibara
等[43]通过扩增技术并利用磷酸腺苷脱氨酶消除

内源性干扰，无需培养就可检测出啤酒中的大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、短乳

杆菌，检测限达到了 1 CFU/mL。对于 PPi 扩增，

常超等[39]利用基于 PPi 扩增途径的 ATP 生物发光

法检测了乳制品中微生物的含量，当腺苷酰硫酸

(adenosine-5′-phosphosulfate，APS)浓度为 10 µmol/L、

ATP 硫酸化酶(ATP sulfurylase，ATPS)活力为  
0.15 U/mL、反应 pH 7.8 时，ATP 生物发光法的

灵敏度提高了 10 倍。Lee 等[41]将 ATP 与荧光素

反应生成的产物 PPi 与 AMP 同时进行扩增，形

成指数型扩增，可检测至 10 CFU/mL 细菌。由

此可知，在要求较高的医疗环境微生物检测应

用领域，ATP 扩增技术具有良好应用前景。 

4.3  ATP 提取剂的影响 
ATP 生物发光法中的 ATP 提取剂主要有以

下特点：(1) 可快速杀死活细胞并破碎细胞膜以

获得最大 ATP 的量；(2) 使 ATP 水解酶(Apyrase)
失活并且不影响 ATP 的性质；(3) 不影响或轻

微影响荧光素酶的活性。 
目前，提取微生物 ATP 的方法有很多，主

要包括缓冲液煮沸法[44]、超声[45]、微波[7]、各

种酸碱、表面活性剂及一些有机溶剂[46]等(表 2)。
现阶段针对液体样品应用较多的提取剂主要包

括三氯乙酸(trichloroacetic acid，TCA)及表面活

性剂这两类，而针对土壤中 ATP 的提取，则是

二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)[57]的应

用较多，并且通过 DMSO 与磷酸、尿素、乙

二胺四乙酸(ethylenediamine tetraacetic acid，
EDTA)等的联合应用，可增强土壤 ATP 的提取

效果。为了消除 TCA 对荧光素酶的抑制作用，

一般使用的试剂有环糊精(β-CD)、二乙氨乙基 

 

 
 
图 2  ATP 扩增路线   ADK：腺苷酸激酶；PEP：磷酸烯醇丙酮酸；PK：丙酮酸激酶；ATPS：ATP
硫酸化酶；APS：腺苷酰硫酸 
Figure 2  ATP amplification route. ADK: Acetatekinase; PEP: Phosphoenolpyruvate; PK: Pyruvatekinase; 
ATPS: ATP sulfurylase; APS: Adenosine-5′-phosphosulfate. 
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表 2  不同微生物细胞 ATP 的提取 
Table 2  Extraction of ATP from different microorganisms 
序号

No. 
提取方法 
Extraction methods 

提取剂名称 
Name of extractant 

提取样品 
Extract samples 

提取最佳条件 
Extract the best conditions 

参考文献 
References 

1 缓冲液煮沸法 
Buffer boiling method 

Tris 缓冲液 
Tris buffer 

活性污泥 ATP 
ATP of activated sludge 

pH 7.8 Tris 缓冲液 
Tris buffer with pH 7.8 

[47] 

2 缓冲液煮沸法 
Buffer boiling method 

McIlvaine 缓冲液 
McIlvaine buffer 

微型生物细胞内 ATP 
Intracellular ATP of 
microbes 

pH 7.70 McIlvaine 缓冲液 
McIlvaine buffer with pH 7.70 

[48] 

3 超声法 
Ultrasonic method 

超声波能量 
Ultrasonic energy 

嗜酸乳杆菌 ATP 
ATP of Lactobacillus 
acidophilus 

40 kHz，13.5 W/cm2 标称频率 
Nominal frequency with 40 kHz 
and 13.5 W/cm2 

[49] 

4 微波法 
Microwave method 

微波能量 
Microwave energy 

活性污泥 ATP 
ATP of activated sludge 

微波功率 800 W，微波辐射时间

15 s 
The microwave power is 800 W 
and the microwave radiation time 
is 15 s 

[7] 

5 酸、碱提取法 
Acid and alkali 
extraction method 

硫酸、磷酸 
Sulfuric, phosphoric 

微型生物细胞内的 ATP 
Intracellular ATP of 
microorganisms 

 [50] 

6 酸、碱提取法 
Acid and alkali 
extraction method 

三氯乙酸 
Tricarboxylic acid (TCA) 

土壤微生物 ATP 
ATP of soil 
microorganisms 

1.10 mol/L TCA，0.25 mol/L P，
0.6 mol/L 咪唑 
1.10 mol/L TCA，0.25 mol/L P,  
0.6 mol/L imidazole 

[51] 

7 酸、碱提取法 
Acid and alkali 
extraction method 

三氯乙酸 
Tricarboxylic acid (TCA) 

活性污泥 ATP 
ATP of activated sludge 

2.5% TCA，冰浴时间 10 min，
Tris-EDTA 缓冲液 pH 值为 7.5 
2.5% TCA, ice bath time 10 min, 
Tris-EDTA buffer with pH 7.5 

[7] 

8 有机溶剂提取法

Organic solvent 
extraction method 

十六烷基三甲基溴化铵 
Cetyltrimethylammonium 
bromide (CTAB) 

细菌总数 
Total number of bacteria 

150 μL 5 mmol/L CTAB, 150 μL 
7.5 mmol/L β-CD 

[52] 

9 有机溶剂提取法

Organic solvent 
extraction method 

十六烷基三甲基溴化铵 
Cetyltrimethylammonium 
bromide (CTAB) 

布拉氏酵母菌总数 
Total number of 
Saccharomyces boulardii 

0.015% CTAB，作用 4 min 
Acting for 4 min with 0.015% 
CTAB 

[53] 

10 有机溶剂提取剂

Organic solvent 
extraction method 

十六烷基三甲基溴化铵 
Cetyltrimethylammonium 
bromide (CTAB) 

面粉细菌总数 
Total bacteria in flour 

0.015% CTAB，提取时间 3 min，
0.25% β-CD 
Acting for 3 min with 0.015% 
CTAB and 0.25% β-CD 

[31] 

11 有机溶剂提取法

Organic solvent 
extraction method 

十二烷基三甲基溴化铵 
Dodecyltrimethylammonium 
bromide (DTAB) 

分枝杆菌 ATP 
ATP of Mycobacteria 

2% Tris-EDTA, 热水浴 100 °C 
2% Tris-EDTA, and hot water bath 
at 100 °C 

[54] 

12 表面活性剂法

Surfactant active 
solvent method 

苯扎氯铵 
Benzalkonium chlorides 
(BAC) 

霉菌孢子 ATP 
ATP of mold spores 

0.1% BAC，反应时间 3 min 
Acting for 3 min with 0.1% BAC 

[55-56] 

13 表面活性剂法

Surfactant active 
solvent method 

苯扎溴铵 
Benzalkonium bromide 
(BAB) 

天然水体细菌总数 
Total bacteria in natural 
water 

0.05% BAB [34] 
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胆固醇、磷脂酰胆碱[48]及二乙氨基乙基葡聚糖

(diethylaminoethyl-dextran，DEAE-DX)[45]。现

阶段的研究结果表明，阳离子表面活性剂苯扎

溴铵(benzalkonium bromide，BAB)和苯扎氯铵

(benzalkonium chlorides，BAC)对菌类的提取效

果较好，并可通过添加相应的解抑制剂来减少其

对 ATP 生物发光系统的抑制作用，因此可将 BAB
和 BAC 作为菌类 ATP 提取的主要试剂[58-60]。值

得注意的是，BAB 与 BAC 在污水厂活性污泥

ATP 提取中的应用较少，此类表面活性剂对活性

污泥 ATP 提取效果的影响有待系统深入研究。 

4.4  荧光素酶活性的影响 
当前，无论基于何种荧光素的发光体系，

其催化反应都是由 ATP、荧光素酶、荧光素、

二价金属离子等共同完成，荧光素酶的催化起

主要作用。因此，优化荧光素酶的反应条件是

必要的。目前已知的荧光素酶活性影响因素包

括离子浓度、pH、温度及制备方法等。 
Gilles 等[61]研究了盐和缓冲液中的离子对

荧光素-荧光素酶系统测定三磷酸腺苷的影响，

对于荧光素-荧光素酶的反应体系来说，阴离子

比阳离子抑制作用更强且 Ac−<Cl−<I−<ClO4
−。

阳离子在 ATP 生物发光法反应体系中一般起催

化作用，如 Mg2+主要与 ATP 结合提高 ATP 与

酶分子的结合能力[62]。此外，其他二价金属离

子如 Mn2+、Ca2+与 Mg2+有相同作用，并且具有

较大的浓度范围，但某些金属离子如 Hg2+、Sn2+

和 Cd2+对荧光素酶活性有明显抑制作用[63]。 
荧光素酶的制备方法显著影响荧光素酶的

活性，主要体现在荧光素酶活性改变与荧光素酶

活性保护两方面。改变荧光素酶活性一般采用遗

传突变或定点突变的方法[64-66]。如 Dale 等[67]利

用虫荧光素酶突变分析证明缓慢向酶供应荧光

素腺苷酸增加底物荧光素腺苷酸发射的光子总

数，突变型萤火虫荧光素酶发射的光子总量平

均比野生型萤火虫荧光素酶发射的光子总量高

50 倍。利用 PLG2 新型荧光素酶，Branchini 等[68]

研究了嵌入酶 PpyLit 的增强催化性能，发现嵌

入酶具有比原 P. pyralis 酶高 2.9 倍的催化效率

和高 1.4 倍的生物发光量子产率，并不是简单

的加法。 
荧光素酶的保护主要是针对荧光素酶对温

度及 pH 的敏感性所选的保护剂与适配离子浓

度进行酶活性的保护[69]。如刘艳杰[70]在 37 °C、

pH 7.8 时，通过单因素试验获得几种荧光酶保护

剂的最佳用量：BSA、DTT、蔗糖、甘油与海藻

糖的最佳浓度分别为 30 μg/mL、0.6 mmol/L、

10%、30%和 0.10 mol/L。将上述最佳浓度的各

种保护剂混合，以此提高荧光素酶的储运稳定

性。罗展浩[71]对北美萤火虫荧光素酶的纯化与

特性进行了研究，并考察了荧光素酶一系列的

保护剂与发光增强剂的配比，为今后的规模化

生产奠定了基础。  
目前，荧光素酶活性的长效保持(尤其是常

温条件下酶活性的维持)仍是一大挑战，解决酶

活性长效保持这一关键技术问题将有效推动该

方法在不同行业的大规模应用。 

4.5  其他因素的影响 
消毒剂残留、样品性质、提取剂颜色及检

测设备的差异均会对 ATP 生物发光法检测结果

造成不同程度的影响。在医疗消毒和其他环境

表面清洁度的研究中，ATP 生物发光法易受到

表面消毒剂残留的影响，从而出现假阳性或假

阴性的结果[72]。在评价医院清洁度时，发现材

料表面的物理性质也会影响 ATP 的积累[73]；而

通过对重症监护室消毒后的环境表面监测，发

现不同的检测仪所测的 ATP 值差异也较大[74]。

此外，提取剂的颜色对 ATP 检测也具有干扰作

用。如冯敏等[75]研究表明，添加柠檬黄溶液的

对照组与实验组(未添加柠檬黄)结果出现偏差，



 
王丽芸等: 基于 ATP 生物发光法的微生物数量快速检测技术的研究进展 3459 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

而且色素的含量越高偏差越大，颜色对光子的

淬灭作用越强。 
综上所述，ATP 生物发光法检测微生物

ATP 含量过程中受到众多因素的影响，现有研

究成果为提高微生物 ATP 含量的准确检测提供

了一定的理论依据与方法参考，实际应用过程

中，应结合行业特征与检测要求分别制定不同

检测策略，从而实现不同行业中微生物 ATP 的

有效检测。 

5  ATP 生物发光法的应用 
近年来，ATP 生物发光法应用广泛，前景

广阔。在食品方面，ATP 十分适合食品行业的

危害分析和关键点控制(hazard analysis critical 
control point，HACCP)体系中的细菌学检测，

广泛应用于食品生产线、食品器件的清洁度评

价，以及奶制品、蔬菜与调味品的灭菌效果；

在医疗方面，主要用于医疗器件的消毒效果评

价、医疗室的空气洁净度评价，以及药敏性实

验的结果评价；在废水生物处理工艺中，ATP
生物发光法主要通过测定微生物量来判断废水

的可生化性与评价工艺运行性能。此外，在土

壤、文件资料的真菌污染等方面也有相关应用

案例见诸报道(表 3)。 

6  ATP 检测设备的应用 
ATP 荧光检测仪基于萤火虫发光原理，利

用“荧光素-荧光素酶体系”快速检测 ATP。国内

ATP 荧光检测仪的研制较晚，但随着技术的提

高及需求的日益上升，ATP 检测技术已经成熟，

相应的 ATP 检测仪产品正在逐渐成熟，并开发

了便携式 ATP 检测仪。目前，市场上已有了较

多的手持式 ATP 荧光检测仪，具有检测快速(通
常只需要 5−20 s)、操作方便等优点。其已经在

食品、医药卫生、医药、日化、造纸、工业水

处理、国防以及环保、水政、海关出入境检疫 
 
表 3  ATP 生物发光法的部分应用  
Table 3  Partial application of ATP bioluminescence method 
应用领域 
Application areas 

检测内容 
Test content 

检测目的 
Testing purpose 

参考文献 
References 

食品 
Food 

乳制品中 ATP 含量检测 
ATP in milk product 

乳制品变质监测 
Milk product deterioration monitoring 

[50] 

橄榄比目鱼肌肉中 ATP 含量检测 
ATP detection in olive flounder 
muscle 

生鱼片死亡间隔判断 
The death interval of sashimi 

[76] 

UHT 牛奶中的微生物检测 
Microbial detection in UHT milk 

UHT 牛奶中的微生物质量 
Rapid monitoring of microbial quality in UHT milk 

[77] 

啤酒中的乳酸菌检测 
Lactic acid bacteria detection in beer 

啤酒质量控制 
Beer quality control 

[78] 

浓缩肉汤中的霉菌检测 
Mold detection in concentrated broth 

探究生物发光法快速检测霉菌的适用性 
Explore the applicability of bioluminescence method for 
rapid detection of mold 

[79] 

医疗与消毒 
Medical treatment 
and disinfection 

纤维支气管镜中的铜绿假单胞菌、

核杆菌 
Pseudomonas aeruginosa and Bacilli 
tuberculosis in fiberoptic 
bronchoscopy 

纤维支气管镜清洗消毒效果现场评价 
Field evaluation of cleaning and disinfection effect of 
fiberoptic bronchoscope 

[80] 

   (待续) 
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   (续表 3) 
 医院病房室空气中的细菌数 

Detect the number of bacteria in the 
air in hospital wards 

医院病房室内空气复杂性评价 
Evaluation of indoor air complexity in hospital wards 

[81] 

医院频繁接触面的微生物

Microorganisms at frequent hospital 
contacts 

医院频繁接触面的清洁度评价 
Cleanliness evaluation of hospital frequent contact 
surfaces 

[82] 

尿液中的 ATP 
ATP in urine 

判断前列腺肥大严重程度 
Determine the severity of prostatic hypertrophy 

[83] 

不同多环己酮(PHMB)浓度下的体

外生物活性检测 
In vitro biological activity detection 
at different PHMB concentrations 

不同 PHMB 浓度下体外微生物抗厌氧活性 
Anti-anaerobic activity of microbes in vitro at different 
PHMB concentrations 

[84] 

检测药物保存系统中的微生物

Detection of microorganisms in drug 
storage systems 

非无菌药品中的微生物污染情况评价 
Evaluate microbial contamination in non-sterile drugs 

[85] 

外科器械表面的 ATP 检测 
ATP detection on the surface of 
surgical instruments 

医疗器械清洗效果评估 
Evaluation the cleaning effect of medical devices 

[86] 

生物气溶胶检测 ATP 
ATP detection in bioaerosols 

空气环境中的气溶胶监测 
Aerosol monitoring in the air environment 

[87] 

活化的血小板释放的 ATP 检测  
ATP detection released by activated 
platelets 

血小板抑制剂的高通量筛选 
High throughput screening of platelet inhibitors 

[88] 

废水生物处理工艺 
Biological treatment 
process 

印染废水生物处理工艺中ATP检测 
ATP detection in the printing and 
dyeing wastewater treatment process 

反映活性污泥的代谢状态 
Reflect the metabolic state of activated sludge 

[89] 

污泥细胞中的 ATP 检测 
ATP detection in sludge 

能量不足对污泥性能的影响 
The effect of energy deficiency on sludge performance 

[90] 

废水和污泥中的 ATP 浓度检测  
ATP detection in wastewater and sludge 

活性污泥中纳米颗粒毒性评价 
To evaluate the toxicity of nanoparticles in activated sludge 

[91] 

造纸废水处理工艺中的 ATP 
ATP in papermaking wastewater 
treatment process 

判断工艺中是否含有有害物质与缺乏营养素 
Determine whether the process contains harmful 
substances and lacks nutrients 

[92] 

活性污泥中的 ATP 检测 
ATP detection in activated sludge 

评价二氧化硅纳米粒子的生物毒性 
Determine the toxicity of silica nanoparticles on 
microorganisms in wastewater treatment facilities 

[93] 

其他 
Others 

哺乳动物细胞中的 ATP 检测 
ATP detection in mammalian cells 

生物分析 
Biological analysis 

[94] 

细菌悬浮液中 ATP 的检测 
Detection of ATP in bacterial 
suspension 

抗菌药物敏感性实验 
Antimicrobial susceptibility test 

[95] 

壁画上的微生物量 
Microbial biomass on the mural 

壁画的污染程度评价 
Evaluation mural pollution degree 

[96] 

抗碳青霉烯耐药革兰氏阴性菌中的

ATP 检测 
ATP detection in Gram-negative 
bacteria resistant to carbapenem 

指导选择抗碳青霉烯耐药革兰氏阴性菌(CR-GNB)的抗

生素组合 
Guide the selection of carbapenem resistant Gram-negative 
bacteria (CR-GNB) antibiotic combinations 

[97] 
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及其他执法部门等领域。2007 年，龚大江等[98]

设计并开发出用于现场微生物快速检测的手持式

ATP 荧光检测系统，ATP 检测极限达 1×10−13 mol，
单次检测不超过 20 s，可记录 1 000 条检测结

果。周爱玉等[99]设计的手持式 ATP 生物荧光检

测仪检测限能达到 1×10−14 mol，检测时间为 10 s，
仪器响应值与标准 ATP 样品浓度在对数坐标下

呈线性相关，相关系数达到了 0.990 2。董曼曼  
等[100]对目前市场上常见的 10 家公司的手持式

ATP 荧光检测仪的主要性能指标，包括线性、

重复性、检出限及衰减率等进行检测，结果显

示各项性能指标均达到要求的产品只有 3 家公

司。ATP 快速检测仪还存在检测灵敏度不高、

精密度差等缺点，而且不同公司生产的仪器的

线性范围不同，因此测定值不能进行相互比较。

在今后的研究中，除了提高仪器灵敏度、精准度

等，还需要有制定相关标准，便于相互参考分析。 
虽然 ATP 快速检测仪能提供快速便捷的

ATP 检测，但污水处理系统中 ATP 的检测要求

能及时、连续监测微生物的活性变化以指导污

水处理系统的稳定运行，便携式 ATP 快速检测仪

器难以满足需求。最近，LuminUltra Technologies
公司推出了 BugCount®在线 ATP 检测仪，在工

业循环水、冷却塔、膜法回用水、反渗透除盐

等水处理过程中实现了微量 /痕量微生物的在

线检测。然而，活性污泥工艺中的样品十分复

杂，如何排除活性污泥样品检测过程中各种干

扰物质的影响，强化活性污泥微生物细胞 ATP
的提取效果与 ATP 检测效率，实现活性污泥中

ATP 的实时、精准检测，目前国内外几乎未见

报道。本实验室针对活性污泥等复杂样品，研

制出了活性污泥 ATP 在线检测设备，优化了

ATP 提取剂组成，减小了活性污泥样品检测过

程中各种干扰物质的影响，强化活性污泥微生

物细胞 ATP 的提取效果与 ATP 检测效率，实现

活性污泥中 ATP 的实时、精准检测，也可实现

水质和活性污泥中微生物数量的在线检测[101]。 
综上可知，尽管 ATP 快速检测仪的研制使

得 ATP 的检测更为便捷，但该方法仍不能满足

活性污泥工艺等复杂体系中微生物 ATP 含量的

实时、动态检测需求。此外，使用 ATP 生物发

光法通常需要具有高素质人员和昂贵设备的专

业实验室，检测设备仍然是限制其广泛应用的

关键因素。随着 ATP 检测系统的自动化性能不

断改进和提高，适用于现场 ATP 检测的仪器研

制是必然趋势，基于 ATP 生物发光法的在线检

测仪器设备的研发与应用是一个十分有潜力的

发展方向。 

7  结论与展望 
目前，ATP 生物发光法已在食品、医疗、

卫生消毒及生态环境科学等领域中微生物的检

测方面获得了广泛发展与应用，在食品安全、

医疗消毒与废水处理效果评价方面发挥了重要

作用。尽管该方法对于微生物的检测具有快速、

灵敏、广谱等优点，但其易受到各种因素(样品

性质、荧光素酶活性与稳定性、提取剂与解抑

制剂等)的影响，检测结果的准确性仍存在挑

战。为提升 ATP 生物发光法检测结果的准确性

与适用性，以下几方面的问题值得关注： 
(1) 整个 ATP 生物发光法检测体系中，荧

光素酶各试剂间的相互作用对检测结果影响较

大，然而目前的研究主要集中在对单一提取剂

或荧光素酶的优化与调整方面。因此，在今后

的研究中，应根据样品的性质与特征，更加注

重整个 ATP 发光反应体系中提取剂、解抑制剂、

荧光素酶活性等的有机组合与优化，以进一步

提高检测的准确性与灵敏度。 
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(2) 对于微生物含量较少的样品，现有的

ATP 扩增技术基本能满足检测要求，但 ATP 扩

增技术本身存在内源性污染从而产生背景干

扰，今后需根据内源性污染产生的来源采取相

关措施解决背景干扰的问题。 
(3) 目前各行业针对微生物数量检测缺乏

明确的计量体系，同时不同检测设备的检测限

度存在差异，而且实际应用中均需要与平板计

数法等标准计数法进行比对，效率较低。因此，

未来各行业可根据实际情况推行单独的行业计

量体系。 
(4) 在环境治理方面，ATP 生物发光法的

应用主要用于反映活性污泥工艺中微生物的活

性，进而判断活性污泥系统的运行状态。然而

现阶段的 ATP 检测仪器主要以实验室与便携式

为主，缺乏实时在线的监测手段，难以对活性

污泥系统运行状态起到实时监测与预警作用。

因此，在当前微生物量快速、简捷和准确检测

的要求下，基于 ATP 生物发光法的原位在线监

测仪器设备的研发与应用是一个十分有潜力的

发展方向。 
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