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紫外诱变筛选磺胺敏感性菌株及 
在牛奶磺胺抗生素检测中的应用 
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摘要：本研究利用紫外诱变方法筛选到两株具有磺胺敏感性的菌株 H1、H2。DNA 鉴定为芽孢杆菌属嗜热脂肪地芽孢杆菌种。

将 H1、H2 作为指示菌，进行牛奶磺胺残留总量检测，发现这两株菌对不同种类的磺胺药物具有不同的灵敏度。当 H1、H2 处理后芽

孢悬液菌落总数比为 3:4 时，检测试剂盒有较好的灵敏度，分别为磺胺：30 μg/L、磺胺嘧啶：30 μg/L、磺胺甲嘧啶：30 μg/L、磺胺

二甲嘧啶：30 μg/L、氨苯磺胺：60 μg/L、磺胺噻唑：45 μg/L、磺胺氯哒嗪：80 μg/L 噁、磺胺甲 唑：75 μg/L、磺胺胍：75 μg/L。在此

比例下对两株菌同时传代，探究菌株传代对检测试剂盒灵敏度的影响，结果表明以第四代菌为指示菌时，该检测试剂盒丧失对氨苯磺

噁胺和磺胺胍的敏感性；第六代丧失对磺胺氯哒嗪、磺胺甲 唑的敏感性；对于磺胺、磺胺嘧啶、磺胺甲嘧啶、磺胺噻唑的敏感性可稳

定到第七代。通过与国内外商业试剂盒对比，本试剂盒灵敏度高于国内试剂盒，检测时间优于国外试剂盒。 
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Abstract: In this study, two strains with sulfonamide-sensitive strains H1 and H2 were screened by UV mutagenesis. After DNA 

identification, the two strains were of the genus Bacillus, a species of Geobacillus stearothermophilus. Using H1 and H2 as the indicator bacteria, 

the total amount of sulfonamide residues in milk was detected, and the obtained results showed that these two strains exhibited different 

sensitivities to different kinds of sulfa drugs. When the total colony ratio of spore suspension for H1 and H2 was 3:4, the test kit had good 

sensitivity: sulfonamide, 30 μg/L; sulfadiazine, 30 μg/L; sulfamethazine, 30 μg/L; sulfamethazine, 30 μg/L; sulfonamide, 60 μg/L; sulfathiazole, 

45 μg/L; sulfachloropyridazine, 80 μg/L; sulfamethoxazole, 75 μg/L; sulfazone, 75 μg/L. Under these conditions, the two strains were 

simultaneously passaged, and the effect of strain passage on the sensitivity of the test kit was investigated. The results showed that the test kit lost 

sensitivities to sulfonamide and sulfaguanidine when the fourth generation bacteria was used as the indicator. The sensitivity to 

sulfachloropurazine or sulfamethoxazole also lost when the sixth generation was used. Whereas, the sensitivity to sulfonamides, sulfadiazine, 

sulfamethazine or sulfathiazole remained constant till the seventh generation. Compared with domestic and overseas commercial kits, this kit 

had a higher sensitivity than the domestic kits, and showed advantage in detection time over the overeas kits. 
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磺胺类药物(Sulfonamides，SAs)是指具有对氨基

苯磺酰胺结构的一类药物的总称，是一类用于预防和

治疗细菌感染性疾病的化学治疗药物，在畜牧行业主 
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要用于治疗动物全身性感染，寄生虫病等[1,2]。SAs 种
类可达数千种，因其疗效好、毒副作用小、价格低的

特点，被广泛应用于畜牧业预防和治疗细菌感染性疾

病[3]。但 SAs 在动物体内易残留，主要残留部位为血

液、肝、肾、乳汁，人食用后可在体内积累，最终导

致耐药性，甚至引起再生障碍性贫血、粒细胞缺乏症

等疾病。目前磺胺药物残留问题已严重威胁到我国的

奶源安全，成为威胁乳制品安全的主要问题之一[4,5]。
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这些磺胺药物一般包括磺胺（SA）、磺胺嘧啶（SD）、

磺胺二甲嘧啶（SM2）、磺胺甲嘧啶（SM1）、磺胺噻

唑（STZ）、氨苯磺胺（SN）、磺胺胍（SG）、磺胺氯

哒嗪（SCP）、磺胺甲噁唑（SMZ）等。 
目前，牛奶中磺胺残留的检测方法主要有微生物

法、免疫分析法和理化分析法[6]，虽然微生物法灵敏

度及准确度较免疫分析法和理化分析法低，但因其简

单、快速、成本低等特点而被广泛应用于不合格牛奶

的大范围筛选[7,8]。农业部 781 号公告[9]和 GB/T 
22966-2008[10]中规定了用于检测牛奶中磺胺残留的高

效液相色谱法和酶联免疫法，未提及微生物法，说明

微生物法检测磺胺类药物残留的技术还不成熟[11~13]。

目前限制微生物法应用的技术难题为缺乏具有磺胺敏

感性的菌株、低的灵敏度和底物广谱性等。此外，微

生物法分为纸片法，TTC（2,3,5-三苯基氯化四氮唑）

法，牛乳活性检测法，嗜热脂肪芽孢杆菌抑制法[14,15]。

纸片法、TTC 法、牛乳活性检测法操作过程相对繁琐，

耗时长，不利于实际生产。嗜热脂肪芽孢杆菌抑制法

耗时时间短，操作步骤简单，应用其原理可制作成检

测检测试剂盒，长期保存使用。 
由于不同菌种具有不同的抗生素敏感度，国内外

对于指示菌种进行了一定研究。Orlando[7]等利用蜡样

芽孢杆菌、嗜热脂肪芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌成功检

测出牛奶中 β-内酰胺类、四环素类、磺胺类、喹诺酮

类残留。Melisa[8]等利用地衣芽孢杆菌检测牛奶中喹诺

酮类抗生素残留获得成功。刘雪杰[16]利用一株嗜热脂

肪芽孢杆菌检测出 β-内酰胺类、大环内酯类、氨基糖

苷类、四环素类抗生素残留。 
本研究通过紫外诱变的方法，筛选出具有磺胺敏

感性的突变菌株，并将应用于检测检测试剂盒中，通

过检测检测试剂盒对九种不同种类磺胺药物的灵敏度

进行检测，寻找合适的芽孢液配比，以期制作出灵敏

度较高的牛奶磺胺残留检测试剂盒。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

嗜热脂肪地芽孢杆菌 YB1-1：从即墨温泉水中筛

选分离得到；27F引物，1492R引物，Taq聚合酶，dNTP，
蛋白酶 K，溶菌酶，平衡酚均购于上海生工生物科技

有限公司；磺胺、磺胺嘧啶、磺胺二甲嘧啶、磺胺甲

嘧啶、磺胺噻唑、氨苯磺胺、磺胺胍、磺胺氯哒嗪、

磺胺甲噁唑均购于上海源叶生物科技有限公司；国产

检测试剂盒 A：北京智云达科技股份有限公司；国外

检测试剂盒 B：Delvotest SP NT 5 PACK。 

其他试剂均为国产分析纯。 
筛选培养基：将营养琼脂培养基灭菌后，待其温

度降至 50 ℃时，加入适量磺胺嘧啶钠溶液，制成磺

胺嘧啶钠浓度为 100 μg/L 的筛选培养基；溴甲酚紫培

养基：葡萄糖 1%，蛋白胨 0.5%，1M Tris 700 μL/100 
mL，溴甲酚紫 1.6%，琼脂 2%。 

1.2  实验设备 

电热恒温培养箱：购于龙口市先科仪器公司；奥

林巴斯 CX31-12C03 显微镜：杭州汇尔实验设备有限

公司；PCR 仪：伯乐生命医学产品有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌株的紫外诱变 

1.3.1.1  基础诱变方法 
在无菌超净工作台中，取活化后菌种移入无菌水

中，制成终浓度为 107 cfu/mL 的菌悬液。取 1 mL 一

定稀释梯度的菌液于灭菌培养皿中，将培养皿开盖置

于一定诱变距离，打开紫外诱变灯（15 W）照射一定

时间（此操作需全程避光）。取 100 μL 诱变后的菌液

涂布于筛选培养基，计算致死率。 
1.3.1.2  稀释梯度对致死率的影响 

将菌悬液进行梯度稀释，稀释梯度为 10-2、10-4、

10-6和 10-8，将 1 mL 稀释后的菌悬液移入无菌空平皿

中，按照 1.3.1.1 的方法，每组三个平行，设置空白对

照，以致死率为指标确定最佳稀释梯度，当致死率为

70%~80%时为最佳诱变条件[17~19]。 
1.3.1.3  照射时间对致死率的影响 

照射时长设置为 15 s、30 s、45 s、60 s、75 s、90 
s。采用最佳稀释梯度进行后续实验，每个平皿 1 mL
菌液，按照 1.3.1.1 的方法，每组三个平行，同时设置

空白对照，以致死率为指标确定最佳照射时间，当致

死率为 70%~80%时为最佳诱变条件[17~19]。 
1.3.1.4  照射距离对致死率的影响 

照射距离设置为距紫外灯 20、25、30、35、40、
45 cm。采用最佳稀释梯度和最佳照射时长进行后续实

验，每个平皿 1 mL 菌液，按照 1.3.1.1 的方法，每组

三个平行，同时设置空白对照，以致死率为指标确定

最佳照射距离，设定致死率为 70%~80%时为最佳诱变

条件[17~19]。 
1.3.1.5  菌落总数与致死率的计算 

菌落总数的计算参照 GB 4789.2-2010[20]。 
采用平板菌落计数法计算致死率，计算公式如下： 

%100×=
a

b-a
致死率  
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式中：a：对照组平板上所长出的菌落数；b：紫外诱变后

平板上所长出的菌落数。 

1.3.2  菌种筛选 

将 100 μL 最适诱变条件下诱变后的菌液涂布于

营养琼脂培养基上，置于 65 ℃下避光培养 24 h（正

置培养 1 h 后，再进行倒置培养）。将与出发菌株形态

不同的菌落分别纯化后接种到营养琼脂培养基上，

65 ℃培养 24 h，在显微镜下观察产孢情况，选择具有

产孢能力的菌株进行复筛。将初筛得到的菌株转接至

筛选培养基，在筛选培养基生长良好的菌株对磺胺敏

感性较低；生长受抑制的菌株对磺胺敏感性较高。 
1.3.3  菌株的生理生化鉴定 

参照《伯杰细菌鉴定手册》[21]，进行芽孢染色试

验、革兰氏染色试验、糖发酵试验、厌氧与好氧型试

验，甲基红试验，硫化氢试验，尿素酶试验，过氧化

氢酶试验，淀粉试验，V-P 实验，硝酸盐还原实验，

明胶液化实验进行菌体形态特征观察及菌株生理生化

鉴定。 
1.3.4  菌株 DNA 鉴定 
1.3.4.1  细菌基因组 DNA 的提取 

取诱变后菌株单菌落，参照 WILSON K[22]进行

DNA 提取。 
1.3.4.2  细菌基因组 PCR 扩增 

表1 引物设计 

Table 1 Primer design 

引物名称 序列 

27F 5＇-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3＇ 
1492R 5＇-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3＇ 

表2 PCR扩增反应体系 

Table 2 PCR amplification reaction system 

试剂 体积 

基因组 DNA（20 ng/μL） 1.0 μL 

10×Buffer（含 2.5 mM Mg2+） 5.0 μL 

Taq 聚合酶（5 u/μL） 1.0 μL 

dNTP（10 mM） 1.0 μL 

27F 引物（10 μM） 1.5 μL 

1492R 引物（10 μM） 1.5 μL 

ddH2O 39.0 μL 

总体积 50.0 μL 

将菌种纯化后的 PCR 产物送于上海生工测序。获

得序列利用 BLAST 比对分析，运用 MEGA5.0 软件生

成 N-J 进化树，分析同源性关系较近的菌株。 
表3 PCR扩增反应程序 

Table 3 PCR amplification reaction procedure 

预变性 变性 退火 延伸 终延伸 循环数 
95 ℃，5 min 95 ℃，30 s 58 ℃，30 s 72 ℃，1 min 30 s 72 ℃，7 min 35 

1.3.5  牛奶磺胺残留总量检测检测试剂盒的制

作 

 

 
图1 磺胺残留总量检测效果 

Fig.1 Total sulfonamide residue detection effect 

将筛选的菌株转接至营养琼脂培养基，置于

65 ℃培养 24 h，用无菌生理盐水将平板上的菌苔洗

下，离心（5000 r/min，10 min），弃上清，按菌体重

量的 5 倍复溶，置于 100 ℃保温 30 min，制成芽孢悬

液。灭菌后的溴甲酚紫培养基与 40 μL/mL 芽孢悬液

（2.01×103 cfu/mL）混匀，分装于300 μL的小管中（110 
μL/管），常温放置 20 min，待其凝固后，用膜封板封

口。 
牛奶磺胺残留总量检测效果如图 1 所示，检测时

向图 1A 小管加入 100 μL 待测奶样，置于 65 ℃培养

2.5 h 后，结果呈现如图 1B 所示，阳性管结果表明芽

孢萌发受磺胺抑制，未产生酸性物质降低培养基 pH，

培养基颜色保持为紫色，磺胺含量超标；阴性管结果

表明芽孢萌发未受磺胺抑制，产生酸性物质降低培养

基 pH，培养基颜色变为黄色，说明磺胺的含量没有超

标。 
1.3.6  磺胺药物检测及检测试剂盒磺胺灵敏度

研究 
1.3.6.1  基础检测方法 

取 100 μL 奶样加入检测试剂盒中，置于 65 ℃培

养 180 min 后观察颜色变化，若溴甲酚紫培养基变为

黄色，结果为阴性，说明检测试剂盒可以检测出此浓

度下磺胺残留，若溴甲酚紫培养基保持紫色，结果为

阳性，则说明检测试剂盒无法检测出此浓度下磺胺残

留。 
1.3.6.2  不同菌株对检测试剂盒磺胺灵敏度的影响 

分别以磺胺敏感性菌株 H1、H2 为指示菌，制作
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成牛奶磺胺残留总量检测检测试剂盒，对 SA、SD、

SM2、SM1、STZ、SN、SG、SCP、SMZ 九种磺胺类

药物进行检测检测试剂盒灵敏度检测，以确定最佳灵

敏度的芽孢液配比。 
1.3.6.3  芽孢液配比对检测试剂盒磺胺灵敏度的影响 

单一菌株由于对抗生素敏感性单一，制作出产品

保质期短等缺点，不利于生产应用，因此我们考虑采

用复合菌，以到达提高检测检测试剂盒检测灵敏度的

作用。选择 H1、H2 每 mL 菌落总数（cfu/mL）的比

例分别为 1:1、3:4、1:3、4:3、3:1 的进行磺胺残留总

量检测检测试剂盒的制作。对 SA、SD、SM2、SM1、
STZ、SN、SG、SCP、SMZ 九种磺胺类药物进行检测

检测试剂盒灵敏度检测，以确定最佳灵敏度的芽孢液

配比。 
1.3.6.4  菌株传代对检测试剂盒磺胺灵敏度的影响 

将磺胺敏感性菌株进行同时传代，采用最佳芽孢

液配比，按照 1.3.5 的方法制作成检测检测试剂盒，加

入含有不同磺胺残留量的牛奶后，置于 65 ℃培养 2.5 
h 后观察结果，若结果为阳性，则该代菌株丧失检测

该浓度抗生素残留的能力，不具有传代稳定性；若为

阴性则说明该代菌株具有检测该浓度残留的能力，具

有传代稳定性。 
1.3.7  国内外检测试剂盒检测效果的对比研究 

选择国产某品牌检测试剂盒 A、国外某品牌检测

试剂盒 B、与本文检测试剂盒 C 在同样培养条件下进

行对不同磺胺类药物灵敏度、检测时间进行比较。培

养温度选择 65 ℃，加样量为 100 μL，每种检测试剂

盒设置三组平行，和一个阴性对照。以阴性对照变黄

作为检测结束指标。 
1.3.8  统计分析 

试验数据以平均值±标准差（M±S.D.）表示，采

用 SPSS 19.0 软件进行统计学分析。分析方法为单因

素方差分析和邓肯（Duncan）多重比较，显著性水平

选择 0.05。 

2  结果与讨论 

2.1  菌株紫外诱变 

2.1.1  稀释梯度对致死率的影响 

图 2 结果显示，当稀释度为 10-2、10-4、10-6时致

死率过低，最大致死率为 20.3%±1.7%。当稀释度为

10-10、10-12时致死率过高（均达到 90%以上），不适于

进行后续的实验操作。当稀释度为 10-8时，致死率为

75.26%±2.19%，处于 70%~80%最佳致死率范围[17~19]，

故确定紫外诱变最佳稀释度为 10-8。 

 
图2 不同稀释梯度对致死率的影响 

Fig.2 Effect of different dilution gradients on lethality 

注：肩标小写字母不同表示差异显著（p<0.05）。 

2.1.2  照射时间对致死率的影响 

 
图3 不同照射时间对致死率的影响 

Fig.3 Effect of different irradiation time on lethality 

注：肩标小写字母不同表示差异显著（p<0.05）。 

取最佳稀释度 10-8进行后续实验。图 3 结果表明，

当照射时间为 15 s、30 s、45 s 时，由于照射时间过短，

致死率较低，最大致死率为 16.04%±1.88%；当照射时

长为 75 s 和 90 s 时致死率过高，分别为 87.66%± 
2.13%、91.36%±2.13%。当照射时长为 60 s 时，致死

率为 76.52%±2.18%，处于 70%~80%最佳致死率范围
[17~19]。故确定紫外诱变最佳照射时长为 60 s。 
2.1.3  照射距离对致死率的影响 

 
图4 不同照射距离对致死率的影响 

Fig.4 Effect of different irradiation distances on lethality 

注：肩标小写字母不同表示差异显著（p<0.05）。 
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取最佳稀释度 10-8与最佳照射时间 60 s进行后续

实验。图 4 结果表明，当照射距离为 10 cm、20 cm、

30 cm 时，由于距离过近，导致致死率过高；当照射

距离为 50 cm 和 60 cm 时，由于距离过远，致死率过

低；当照射距离为 40 cm 时，致死率为 75.31%±2.14%，

处于 70%~80%最佳致死率范围[17~19]，，故确定紫外诱

变最佳照射距离为 40 cm。 

2.2  菌株筛选 

在最佳诱变条件下对 YB1-1 进行诱变后，获得 14
株与初始菌株形态具有差异的突变菌株。将这 14 株菌

纯化后转接与营养琼脂培养基，置于 65 ℃培养 24 h
后进行镜检观察。结果表明有 5 株菌丧失产孢能力，

不适于后续研究应用，其余菌株具有产孢能力。将具

有产孢能力的 9 株菌分别接种至筛选培养基上，置于

65 ℃培养 24 h 后，在筛选培养基上共有两株菌株生

长受到抑制，分别命名为 H1 和 H2，表明这两株菌具

有磺胺敏感性。其余菌株生长未受抑制，说明其不具

有磺胺敏感性。 

2.3  菌株生理生化鉴定 

表4 菌株H1、H2生理生化鉴定 

Table 4 Physiological and biochemical identification of strains 

H1 and H2 

菌类 YB1-1 H1 H2 

革兰氏染色 阴性 阴性 阴性 

糖发酵试验 阳性 阳性 阴性 

厌氧与好氧型 兼性厌氧 兼性厌氧 兼性厌氧 

甲基红试验 阳性 阳性 弱阳性 

硫化氢试验 阴性 阴性 阴性 

尿素酶试验 阳性 阴性 阳性 

过氧化氢酶试验 阴性 阴性 阴性 

淀粉试验 阳性 阳性 阳性 

V-P 实验 阴性 阴性 阴性 

硝酸盐还原实验 阴性 阴性 阴性 

明胶液化实验 阳性 阳性 阳性 

2.4  菌株DNA鉴定结果 

菌株 H1、H2 经 PCR 扩增的 16S rDNA 基因片段

大小为 1200 bp，用 NCBI Blast 程序将拼接后的序列

文件与 NCBI 16S 数据库中的数据进行比对，选择相

似度最大的序列作为物种鉴定结果，H1 与 Geobacillus 
stearothermophilus 相似度为 100%、H2 与 Geobacillus 
stearothermophilus 相似度为 99%。 

 
图5 菌株H1、H2的系统发育树 

Fig.5 Phylogenetic tree of bacterial strain H1 andH2 

2.5  牛奶磺胺残留总量检测试剂盒灵敏度研

究 

2.5.1  不同菌株对检测试剂盒磺胺灵敏度的影

响 

图6 分别添加H1、H2对检测试剂盒磺胺灵敏度的影响 

Fig.6 Effect of adding H1 and H2 on the sensitivity of 

sulfonamide in kit 

注：同系列进行多重比较，肩标小写字母不同表示具有显

著性差异（p<0.05）。 

由图 6 可知菌株 H1、H2 对磺胺类药物中不同种

类的抗生素灵敏度不同。菌株 H1、H2 对于 SM2、SM1
和 SN 具有相同的灵敏度，H1 对 STZ 较敏感，H2 对

SA、SD、SG、SCP、SMZ 较敏感。通过 2.4 结果可

知 H1 与 H2 同属于嗜热脂肪地芽孢杆菌属，但属不同

株。表 4 结果显示 H1、H2 在糖发酵试验，甲基红试

验，尿素酶试验中均有差异，说明两株菌在糖分解代

谢途径、合成酶途径上具有一定差异。这可能是导致

H1、H2 对磺胺类药物具有不同敏感度的原因。 
2.5.2  不同芽孢液配比对检测试剂盒磺胺灵敏

度的影响 

由图 7 可知，对于 SA、SD、SM1、SM2、SN，

不同芽孢液比例对其灵敏度没有影响。对于 STZ、SCP
和 SMZ，当 H1、H2 芽孢液菌落总数比为 3:4 时灵敏

度最好，分别为 45 μg/L、80 μg/L、75 μg/L，均不高 
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于 H1、H2 单独使用；对于 SG，当 H1、H2 芽孢液菌

落总数比 1:1 时，检测试剂盒灵敏度为 90 μg/L，高于

H2 单独使用，与 H1 相当；当 H1:H2 芽孢液菌落总数

比为 1:3、3:4、4:3、3:1 时，检测检测试剂盒灵敏度

为 75 μg/L，高于 H2 单独使用，低于 H1 单独使用。

但是鉴于H1与H2搭配使用增加了检测试剂盒对其他

三种磺胺药物的灵敏度，因此我们选择 H1:H2=3:4 作

为检测检测试剂盒芽孢液添加量。在此添加量下，牛

奶磺胺残检测检测试剂盒灵敏度为 SA：30 μg/L、SD：

30 μg/L、SM1：30 μg/L、SM2：30 μg/L、SN：60 μg/L、
STZ：45 μg/L、SCP：80 μg/L、SMZ：75 μg/L、SG：

75 μg/L。 

 
图7 复合菌不同菌落总数比对检测试剂盒磺胺灵敏度的影响 

Fig.7 Effect of different total colony ratio of compound bacteria 

on sulfa sensitivity of kit 

注：同系列进行多重比较，肩标小写字母不同表示具有显

著性差异（p<0.05）。 

Zhang[23]等研究表明一个拥有多种微生物的组合

较单一微生物来说可以适应更高 pH 的碱性环境。关

颖[24]等利用多种微生物检测环境污染物急性毒性，证

明复合菌株比单一菌株拥有更强的灵敏度。Lv[25]等利

用九种菌株降解木质素与单一菌株相比也取得了良好

的成效。本研究通过将两株对磺胺具有敏感性的菌株

复合使用，成功提高了检测检测试剂盒的灵敏度，说

明菌与菌之间的协同作用存在且微妙，寻找到合适的

种类与复合比例可以大大提高检测效率。 
2.5.3  菌株传代对检测试剂盒磺胺灵敏度的影

响 

在 H1:H2=3:4 条件下进行菌株传代稳定性实验，

结果如表 5 所示，第四代丧失对 SN 和 SG 的敏感性；

第六代丧失对 SCP、SMZ 的敏感性。对于 SA、SD、

SM1、STZ 的敏感性可稳定七代。刘雪杰[16]利用一株

嗜热脂肪芽孢杆菌制作牛奶抗生素检测检测试剂盒，

但该检测检测试剂盒并不具有磺胺敏感性且并未对该

菌株传单稳定性做出检测。朱强[26]利用嗜热脂肪芽孢

杆菌开发出一款检测试剂盒，该检测试剂盒具有磺胺

敏感性，但仅对五种磺胺类药物出具了具体的检测限，

未对菌株的传代稳定性做出检测。范维[27]等利用嗜热

脂肪芽孢杆菌开发出一款肉类抗生素检测检测试剂

盒，但该检测试剂盒不能检测磺胺残留，且其菌株对

其他抗生素的敏感性仅能保持五代。本研究利用复合

菌开发出的检测试剂盒对于九种磺胺药物敏感，对于

四种磺胺药物的敏感性可以保持七代，具有一定优势。 
表5 菌株传代对检测试剂盒磺胺灵敏度的影响 

Table 5 Effect of strain passage on kit 

项目 SA SD SM1 SM2 STZ SN SG SCP SMZ 

一代 - - - - - - - - - 

二代 - - - - - - - - - 

三代 - - - - - - - - - 

四代 - - - - - + + - - 

五代 - - - - - + + - - 

六代 - - - - - + + + + 

七代 - - - - - + + + + 

2.6  国内外检测试剂盒检测效果的对比研究 

图 8 结果为对国产检测试剂盒 A、国外检测试剂

盒 B、本检测试剂盒 C 的灵敏度对比。由图中可以看

出国产检测试剂盒 A 对 SN、SG、SCP 三种磺胺类药

物无敏感性。本检测试剂盒 C 除 SMZ 外对其他八种

磺胺药物的灵敏度都优于国产检测试剂盒 A；除对

STZ 的灵敏度与国外检测试剂盒 B 相当，其他八种磺

胺药物的灵敏度均差于国外检测试剂盒 B。另外国产

检测试剂盒 A 与本检测试剂盒 C 的检测时间为 180 
min，国外检测试剂盒 B 的检测时间为 195 min。因此

本检测试剂盒的优势在于比国产检测试剂盒灵敏度

高，比国外检测试剂盒检测时间短，具有一定的商业

应用价值。
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图8 国内外检测试剂盒灵敏度比较 

Fig.8 The sensitivity comparison of domestic and overseas kits 

注：同系列进行多重比较，肩标小写字母不同表示具有显

著性差异（p<0.05）。 

3  结论 

本研究选用嗜热脂肪芽孢杆菌 YB1-1，对其进行

紫外诱变后使其代谢、合成酶方式发生变异，使其获

得了对磺胺类药物的敏感性。目前微生物法的指示菌

大多仅限于单一菌株，单一菌株对抗生素的敏感度、

以及能够保持灵敏度的时间非常局限，本研究采用复

合菌，利用微生物之间的协同作用可以大大弥补这一

缺陷。另外利用紫外诱变筛选得到的结果重现性差且

不易成功，因此寻找到一种即方便快捷，重现性好，

能准确得到具有对某种抗生素敏感的菌株是今后研究

的方向。本研究开发出的牛奶磺胺残留总量检测检测

试剂盒可检测九种磺胺药物，灵敏度高于国产试剂盒；

检测时间为 2.5 h，优于国外试剂盒，可一次检测多个

样品，具有方便快捷高通量的优势，拥有良好的市场

价值和应用前景。 
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