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1.一种鉴定巴氏杀菌乳的方法，其特征在于，包括通过定量检测碱性磷酸酶的活性来

判断微生物被杀灭的程度，所述碱性磷酸酶与底物化合物反应产生荧光，碱性磷酸酶活性

与荧光强度的关系以函数F(x)表示， 与A、B、C、D、E五个参数相关，

其中A为100份阳性质控样品所获得的荧光强度的中位数，阳性质控的碱性磷酸酶活性为

350mU/L，变异度为30％；B为校准因子；C为100份经过72℃15s热处理的、微生物含量低于

20000CFU/ml的巴氏杀菌乳所获得的荧光强度中位数；D为100份阴性巴氏杀菌乳样品所获

得的荧光强度的中位数；E为100份经过85℃1s热处理的牛乳所获得的荧光强度的中位数；

通过标准品的碱性磷酸酶的活性与反应的荧光强度来确定B值；

当巴氏杀菌乳中微生物含量低于20,000cfu/ml时，荧光强度与碱性磷酸酶的活性符合

函数F(x)，且微生物含量与碱性磷酸酶活性呈正相关；荧光强度越高表明碱性磷酸酶活性

越高，相应的，微生物含量也越高；

所述底物化合物的结构如式Ⅰ所示：

2.如权利要求1所述的方法，其特征在于，当碱性磷酸酶活性＜50mU/L时，表明可能存

在过度加热的情况，初步判断为非巴氏灭菌乳。

3.如权利要求1或2所述的方法，其特征在于，所述方法还包括检测乳铁蛋白、α‑乳白蛋

白和/或β‑乳球蛋白的含量。

4.如权利要求3所述的方法，其特征在于，当所述乳铁蛋白的含量大于等于25mg/L，所

述α‑乳白蛋白的含量大于500mg/L,和/或所述β‑乳球蛋白的含量大于等于2200mg/L时，初

步判断为巴氏杀菌乳。
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一种鉴定巴氏杀菌乳的方法及检测系统

技术领域

[0001] 本申请涉及一种鉴定巴氏杀菌乳的方法及检测系统，属于生化检测领域。

背景技术

[0002] 牛奶，被誉为“白色血液”，其主要成分有水、脂肪、蛋白质、乳糖及丰富的矿物质

等，可以为人体提供大量营养物质，但其中也存在很多致病微生物，只有经过热加工处理使

这些微生物失去其致病性，牛奶才能成为人类的食物及饮用来源。牛奶的杀菌方式主要包

括巴氏杀菌和超高温灭菌，巴氏杀菌通常为72℃加热15秒，在杀灭致病菌的同时可尽可能

保留牛奶中的活性物质，因此巴氏杀菌乳得到越来越多消费者的青睐。巴氏杀菌乳国家标

准明确规定了微生物限量，因此需要检测巴氏杀菌乳中的微生物含量。传统的微生物检测

方法为平板培养法，操作复杂，对操作人员技术水平要求高，检测速度慢，需48小时出结果，

而巴氏杀菌奶的保质期通常为7天，对于短保质期产品来说，检测时间长意味着大大缩短了

产品的保质期；目前市场上的微生物检测片大大减少了操作难度，但检测时间仍然很长，通

常为24小时‑48小时，检测速度仍然很慢，不适用于短保质期产品。鉴于上述情况，开发能够

快速检测巴氏杀菌乳微生物杀灭程度的方法非常必要。

[0003] 碱性磷酸酶(alkaline  phosphatase,ALP)是牛奶中天然存在的一种酶，也是牛奶

中热稳定性较强的酶，它对温度的稳定性比乳中存在的致病菌略高，当巴氏杀菌乳中微生

物的含量低于20000CFU/ml时，碱性磷酸酶的活性与微生物含量成正相关，因此可通过碱性

磷酸酶的活性判断对微生物的杀灭程度。

[0004] 目前，检测碱性磷酸酶活性的方法主要采用使荧光底物化合物与碱性磷酸酶反应

产生荧光，通过荧光检测仪检测出碱性磷酸酶的活性。然而，这种方法受到至少两方面的限

制：一是荧光底物化合物的灵敏性；二是碱性磷酸酶活性测算方法的准确性。

发明内容

[0005] 为了能够快速检测巴氏杀菌乳中微生物的杀灭程度，本申请提供一种鉴定巴氏杀

菌乳的方法及检测系统。

[0006] 本申请的目的之一在于提供一种碱性磷酸酶与荧光强度的换算方法。

[0007] 碱性磷酸酶活性与荧光强度的关系以函数F(x)表示， 与

A、B、C、D、E五个参数相关，其中A为100份阳性质控样品所获得的荧光强度的中位数，阳性质

控的碱性磷酸酶活性为350mU/L，变异度为30％；B为校准因子；C为100份经过72℃15s热处

理的微生物含量低于20000CFU/ml的巴氏杀菌乳所获得的荧光强度中位数；D为100份阴性

巴氏杀菌乳样品所获得的荧光强度的中位数；E为100份经过85℃1s热处理的牛乳所获得的

荧光强度的中位数。

[0008] 通过标准品的碱性磷酸酶的活性(mU/L)与反应的荧光强度(RLU)来确定B值。

[0009] 当巴氏杀菌乳中微生物含量低于20,000cfu/ml时，荧光强度(RLU)与碱性磷酸酶
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的活性符合函数F(x)，且微生物含量与碱性磷酸酶活性呈正相关。

[0010] 本申请的另一目的在于提供一种高灵敏度的碱性磷酸酶的底物化合物(如式Ⅰ)。

所述化合物相对于常规的碱性磷酸酶底物化合物(式Ⅱ)灵敏度更高。

[0011]

[0012] 为了实现上述目的，本申请采用一种检测系统，所述系统由试剂盒和检测仪组成；

所述试剂盒由检测管和校准片组成；所述检测仪主要包括高灵敏的光电倍增管、内置温度

探针稳定器、信号收集器、和计算软件。

[0013] 检测仪根据测算方法直接将读取的荧光强度(RLU)，转换为碱性磷酸酶的活性

(mU/L)。

[0014] 当碱性磷酸酶活性＜350mU/L时，微生物的量＜20,000CFU/mL。

[0015] 当碱性磷酸酶活性为50‑150mU/L时，微生物的量约为1000～10000CFU/mL。

[0016] 当碱性磷酸酶活性＜50mU/L时，表明可能存在过度加热的情况，初步判断为非巴

氏杀菌乳。

[0017] 初步判断为巴氏杀菌乳的标准还可以包括：乳铁蛋白的含量大于等于25mg/L；α‑

乳白蛋白的含量大于500mg/L,和/或β‑乳球蛋白的含量大于等于2200mg/L。

[0018] 本申请的检测系统还采用高灵敏的光电倍增管，其与普通光电倍增管相比，灵敏

度更高；同时采用了内置温度探针稳定器，其可确保反应液的温度符合要求，从而保证检测

结果的准确性和稳定性。

附图说明

[0019] 图1碱性磷酸酶活性与微生物含量的关系。

[0020] 图2荧光强度与碱性磷酸酶活性的关系。

[0021] 图3巴氏灭菌乳中乳铁蛋白的含量范围。
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[0022] 图4巴氏灭菌乳中α‑乳白蛋白和β‑乳球蛋白的含量范围。

具体实施方式

[0023] 下面参考附图来说明本申请的实施例。在本申请的一个附图或一种实施方式中描

述的元素和特征可以与一个或更多个其他附图或实施方式中示出的元素和特征相结合。应

当注意，为了清楚的目的，附图和说明中省略了与本申请无关的、本领域普通技术人员已知

的部件或处理的表示和描述。下面结合附图对本申请做进一步描述。

[0024] 第一方面，本申请提供一种鉴定巴氏杀菌乳的方法，包括通过定量检测碱性磷酸

酶的活性来判断微生物被杀灭的程度，所述碱性磷酸酶与底物化合物反应产生的荧光，碱

性磷酸酶活性与荧光强度的关系以函数F(x)表示， 与A、B、C、D、E

五个参数相关，其中A为100份阳性质控样品所获得的荧光强度的中位数，阳性质控碱性磷

酸酶活性为350mU/L，变异度为30％；B为校准因子；C为100份经过72℃15s热处理的微生物

含量低于20000CFU/ml的巴氏杀菌乳所获得的荧光强度中位数；D为100份阴性巴氏杀菌乳

样品所获得的荧光强度的中位数；E为100份经过85℃1s热处理的牛乳所获得的荧光强度的

中位数；通过标准品的碱性磷酸酶的活性(mU/L)与反应的荧光强度(RLU)来确定B值；

[0025] 当巴氏杀菌乳中微生物含量低于20,000cfu/ml时，荧光强度与碱性磷酸酶的活性

符合函数F(x)，且微生物含量与碱性磷酸酶活性呈正相关；荧光强度越高表明碱性磷酸酶

活性越高，相应的，微生物含量也越高。

[0026] 在一些实施例中，底物化合物的结构如式Ⅰ所示：

[0027]

[0028] 在一些实施方式中，当碱性磷酸酶活性＜50mU/L时，表明可能存在过度加热的情

况，初步判断为非巴氏灭菌乳。

[0029] 在一些实施方式中，上述方法还包括检测乳铁蛋白、α‑乳白蛋白和/或β‑乳球蛋白

的含量。

[0030] 在一些实施方式中，初步判断为巴氏杀菌乳的标准为：乳铁蛋白的含量大于等于

25mg/L；α‑乳白蛋白的含量大于500mg/L,和/或β‑乳球蛋白的含量大于等于2200mg/L。

[0031] 第二方面，本申请提供一种实施前述方法的检测系统，所述系统由试剂盒和检测

仪组成；所述试剂盒由检测管和校准片组成；所述检测仪主要包括高灵敏的光电倍增管、内

置温度探针稳定器、信号收集器、和计算软件。

[0032] 在一些实施方式中，校准片的制备方法包括将已知碱性磷酸酶活性的生乳制成片

剂，使碱性磷酸酶活性为875μU±26μU。

[0033] 在一些实施方式中，检测管的制备方法包括:
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[0034] 1)称量69.1125g荧光底物化合物，23.438g二乙氨基乙醇、

[0035] 10g  2’‑氟‑2’‑脱氧肌苷，加入约400ml去离子水中，搅拌溶解；

[0036] 2)称量20.33g  MgCl2·6H2O，加入100ml去离子水中，搅拌溶解，获得1mol/L的氯化

镁溶液；

[0037] 3)移取0.5ml  1mol/L的氯化镁溶液至1)溶液中；

[0038] 4)用去离子水定容至1L，用HCl溶液将pH调至9.7‑10.3；

[0039] 5)以0.5ml为单位分装至塑料检测管中，并用铝箔密封。

[0040] 在一些实施方式中，检测仪的波长为540nm。

[0041] 第三方面，本申请提供一种应用前述系统定量检测碱性磷酸酶的方法，包括如下

步骤：

[0042] 1)将待测乳品加入检测管中；

[0043] 2)混合检测管中的内容物，然后连接适配器；

[0044] 3)将检测管竖直插入检测仪，读取结果。

[0045] 实施例1研究碱性磷酸酶与微生物的关系

[0046] 1.碱性磷酸酶检测试剂(检测管)的制备

[0047] 1)称量69.1125g荧光底物化合物(式Ⅰ)，23.438g二乙氨基乙醇、10g  2’‑氟‑2’‑脱

氧肌苷，加入约400ml去离子水中，搅拌溶解。

[0048] 2)称量20.33g  MgCl2·6H2O，加入100ml去离子水中，搅拌溶解，获得1mol/L的氯化

镁溶液。

[0049] 3)移取0.5ml  1mol/L的氯化镁溶液至1)溶液中。

[0050] 4)用去离子水定容至1L，用HCl溶液将pH调至9.7‑10.3。

[0051] 以0.5ml为单位分装至塑料检测管中，并用铝箔密封。

[0052] 2.巴氏杀菌乳中碱性磷酸酶检测

[0053] 选取100份巴氏杀菌乳样品，采用本申请所述方法检测其碱性磷酸酶活性，同时采

用国标方法检测其微生物含量。以碱性磷酸酶活性为横坐标，微生物含量为纵坐标绘制曲

线。检测结果见图1。

[0054] 由图1可见，巴氏杀菌乳中碱性磷酸酶的活性与微生物含量成正相关，相关系数R2

＝0.877。因此，可以通过检测碱性磷酸酶活性来判断巴氏杀菌乳的微生物杀灭程度。

[0055] 实施例2碱性磷酸酶的活性与反应的荧光强度之间函数关系的换算方法

[0056] 碱性磷酸酶的活性(mU/L)与反应的荧光强度(RLU)虽然具有相关性，但并不是简

单的y＝ax+b关系，导致实际检测中难以将二者的测定结果合成科学的拟合曲线。为解决该

技术问题，发明人提出如下公式，能根据荧光强度更准确地换算出碱性磷酸酶的活性：

[0057]

[0058] 上述公式中，A、B、C、D、E的数值可以参照本实施例的方法进行确定。

[0059] 分别采用本申请所述方法检测100份阳性质控样品(碱性磷酸酶活性为350mU/L)、

100份经过72℃15s热处理的微生物含量低于20000CFU/ml的巴氏杀菌乳、100份阴性巴氏杀

菌乳样品和100份经过85℃1s热处理的牛乳，检测结果见表1‑5。

[0060] 表1阳性质控检测结果(RLU)
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[0061] 10261 9476 10507 9657 8495 10471 10451 9027 8613 10711

9969 8162 9959 9556 8837 10346 8762 10491 8711 10971

9699 8861 8408 10914 8788 8033 8237 10489 8478 10677

9040 9547 8261 9770 8899 10207 10185 8838 10851 9473

8409 10021 10566 9667 8620 8957 10429 10665 10096 9035

9408 10193 9548 10079 10122 9484 9304 9299 8190 10258

10839 9646 9911 10995 9011 9768 10807 10838 9586 8550

8334 9706 9063 9100 8636 8318 10416 8712 10915 8553

9219 10756 9126 10835 10899 9145 9136 8111 8344 9090

10199 10366 9982 9472 8714 8220 10937 8099 9770 10718

[0062] 由表1可见，100份阳性质控检测结果为8033‑10995，平均值为9563，所有检测结果

均在平均值的±30％范围内，中位数为9552。因此，A值为9552。

[0063] 表2  72℃15s热处理巴氏杀菌乳检测结果(RLU)

[0064] 2204 4352 5872 4490 5529 4676 1980 5748 3874 2624

2813 3532 3204 2983 4583 5525 2044 3419 5177 4020

3052 3879 1069 1953 458 5667 5842 2982 587 487

4067 968 3855 4917 1979 1414 4311 1408 2623 1603

1164 2879 433 5994 4502 4969 4697 1092 4222 266

1639 5115 4626 4927 4224 4691 5710 5328 4452 1165

5561 4432 349 1388 5668 3445 661 5449 4565 3856

757 4970 978 4270 3511 4388 5375 5154 5742 5791

2926 5934 735 1024 1268 2512 3834 3184 2575 210

3530 2504 4210 4707 419 1216 583 4380 960 5701

[0065] 由表2可见，100份经过72℃15s热处理的微生物含量低于20000CFU/ml的巴氏杀菌

乳，检测结果的中位数为3683。因此，C值为3683。

[0066] 表3阴性巴氏杀菌乳样品的检测结果(RLU)

[0067] 138 87 91 121 156 91 103 110 148 121

141 109 148 139 144 152 93 144 110 146

144 91 109 100 84 152 151 105 128 135

146 137 121 114 138 148 128 116 116 147

122 98 98 111 140 127 106 126 133 120

142 105 143 126 150 104 98 90 119 120

110 85 155 149 109 106 146 151 133 140

90 154 102 138 111 115 121 117 155 134

89 134 120 156 97 156 124 104 132 104

92 155 90 116 153 128 153 115 111 114

[0068] 由表3可见，100份阴性巴氏杀菌乳样品检测结果的中位数为121，因此，D值为121。

[0069] 表4  85℃1s热处理的牛乳的检测结果(RLU)
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[0070] 2641 3459 2950 1569 5382 2112 4693 2282 236 5246

5092 3818 5530 5715 2756 1510 1908 998 5763 1924

1899 5861 2460 2398 3725 1057 390 4203 4374 4073

5388 5340 319 2601 2556 5903 3888 3287 4154 713

784 4527 1988 2012 3129 3390 849 2524 2677 4083

3570 2482 5891 5587 1542 3101 4429 1900 4444 2424

753 4768 3454 3349 1599 737 5053 309 4449 2479

5214 2196 2429 3428 2513 1880 546 2354 3843 541

839 5353 5712 3180 5522 5218 5103 279 2286 4818

4216 4737 226 1744 2643 4981 5005 751 5697 1814

[0071] 由表4可见，100份经过85℃1s热处理的牛乳检测结果的中位数为3025.5，因此，E

值为3025.5。

[0072] 通过标准品的碱性磷酸酶的活性(mU/L)与反应的荧光强度(RLU)来确定B值。每次

检测前，首先检测阴性巴氏杀菌乳、阴性巴氏杀菌乳的加标样品，加标样品的碱性磷酸酶活

力分别为175mU/L和350mU/L，每一浓度检测3个平行，结果取平均值。分别根据0mU/L、

175mU/L和350mU/L的检测结果，在公式 中代入前述各参数的数值，

计算出校准因子B，B值应在平均值的±20％范围内，取3个浓度B值的平均值作为校准因子。

检测结果见表5。

[0073] 表5B值计算表

[0074]

[0075]

[0076] 由表5可见，根据0mU/L、175mU/L和350mU/L所获得B值的平均值为0.747。因此，B值

为0.747。

[0077] 实施例3发光强度(RLU)与碱性磷酸酶活性的关系

[0078] 采用本申请所述方法检测微生物含量低于20000cfu/ml的阴性牛奶的碱性磷酸酶

加标样品，加标浓度分别为0、22、44、66、88、100、125、150、175、200、225、250、275、300、325、

350、375mU/L,每个浓度检测3个平行，以碱性磷酸酶活性为横坐标，荧光强度为纵坐标绘制

曲线，结果见图2。
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[0079] 由图2可见，当样品中微生物含量低于20000CFU/ml时，荧光强度与碱性磷酸酶活

性呈一定的正相关。

[0080] 实施例4高灵敏荧光底物化合物与常见荧光底物对灵敏度的影响

[0081] 分别采用本申请所述高灵敏荧光底物化合物(式Ⅰ)和碱性磷酸酶常规荧光底物

(式Ⅱ)检测20份阴性样品，计算平均值(AVG)和标准偏差(SD)，再按照AVG加上3倍SD计算检

测限(LOD)，结果见表6。

[0082] 表6本申请荧光底物化合物与常规荧光底物灵敏度

[0083]

[0084] 由表6可见，本方法的检测限为20.2mU/L，采用常规荧光底物的检测限为35.0mU/

L，因此采用本申请所述荧光底物化合物的灵敏度明显高于常规荧光底物。

[0085] 实施例5高灵敏光电倍增管与光电二极管对灵敏度的影响

[0086] 分别采用本申请所述检测仪和含有光电二极管的检测仪检测20份阴性样品，计算

平均值(AVG)和标准偏差(SD)，再按照AVG加上3倍SD计算检测限(LOD)，检测结果见表7。

[0087] 表7光电倍增管与二极管灵敏度对比

[0088]

[0089] 由表7可见，本方法的检测限为20 .0mU/L，采用二极管的检测仪的检测限为

50.1mU/L，因此采用光电倍增管的检测仪的灵敏度明显高于采用二极管的检测仪。

[0090] 实施例6研究本申请的方法测定碱性磷酸酶的准确度

[0091] 采用本申请所述方法检测巴氏杀菌乳的加标样品，使样品中碱性磷酸酶活性为

20mU/L、60mU/L、100mU/L、350mU/L和500mU/L五个浓度水平，每个浓度水平进行6次重复试

验，检测结果见表8。

[0092] 表8碱性磷酸酶检测准确度
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[0093]

[0094] 由表8可见，碱性磷酸酶检测的准确率为96.50％～103.43％，变异系数为3.57％

～8.54％。

[0095] 实施例7研究本申请的方法测定碱性磷酸酶的精密度

[0096] 采用本申请制备的3批次试剂盒检测巴氏杀菌乳的加标样品，使碱性磷酸酶的浓

度分别为60mU/L、100mU/L和350mU/L，每个浓度水平进行6次重复试验，结果取平均值，检测

结果见表9。

[0097] 表9不同批次碱性磷酸酶检测结果

[0098]

[0099]

[0100] 由表9可见，3批次本申请制备的试剂盒测定3个浓度碱性磷酸酶的变异系数为

3.03‑5.21％，均低于10％，表明精密度高。

[0101] 实施例8研究内置温度探针稳定器对结果稳定性的影响

[0102] 采用本申请所述试剂盒，分别采用本申请所述检测仪和去掉内置温度探针稳定器

的检测仪检测5份巴氏杀菌乳样品，每个样品做5个平行，检测结果见表10。

[0103] 表10本申请检测仪及去掉温度控制器的检测仪的检测结果
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[0104]

[0105] 由表10可见，本申请所述检测仪的变异系数为2.96‑6 .32％，平均变异系数为

4.67％；去掉内置温度探针稳定器的检测仪的变异系数为17.76‑28.15％，平均变异系数为

24.52％。因此，本申请所述包含内置温度探针稳定器的检测仪所获得结果的稳定性明显高

于去掉温度控制器的检测仪。

[0106] 实施例9研究巴氏杀菌乳中活性蛋白的含量

[0107] 选择严格采用巴氏杀菌工艺生产的80份巴氏杀菌乳样品，采用ELISA方法检测其

中的乳铁蛋白、α‑乳白蛋白和β‑乳球蛋白的含量，每个样品做3个平行，结果取平均值。检测

结果见图3和图4。

[0108] 由图3可见，巴氏杀菌乳中乳铁蛋白的含量均大于等于25mg/L；由图4可见，巴氏杀

菌乳中α‑乳白蛋白的含量均大于500mg/L,β‑乳球蛋白的含量均大于等于2200mg/L。

[0109] 本申请的方法和系统采用高灵敏的荧光底物化合物，其与碱性磷酸酶反应发出荧

光，检测仪的软件利用准确的算法将荧光强度[以相对发光单位(RLU)表示]转换为碱性磷

酸酶的活性(mU/L)，结合检测仪中高灵敏的光电倍增管，提高了检测灵敏度和准确性；而

且，整个检测过程无需样品制备，操作非常简单，45秒可完成检测；标准品(校准片)以生乳

为基质，增加检测结果的准确性，并且校准片为固体，易于保存，使酶活保持稳定；检测仪中

内置的温度探针稳定器可确保反应液的温度符合要求，从而保证检测结果的准确性和稳定

性。

[0110] 虽然已经详细说明了本申请及其优点，但是应当理解在不超出由所附的权利要求

所限定的本申请的精神和范围的情况下可以进行各种改变、替代和变换。而且，本申请的范

围不仅限于说明书所描述的过程、设备、手段、方法和步骤的具体实施例。本领域内的普通

技术人员从本申请的公开内容将容易理解，根据本申请可以使用执行与在此所述的相应实

施例基本相同的功能或者获得与其基本相同的结果的、现有和将来要被开发的过程、设备、

手段、方法或者步骤。因此，所附的权利要求旨在在它们的范围内包括这样的过程、设备、手

段、方法或者步骤。
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