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常见细菌培养物光密度与浓度的关系研究

胡　甜　汪方奎　张少然　陈雯莉

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　为建立准确评估细菌培养物浓度和生长状态的方法,分别采用流式细胞仪和分光光度计对实验室常

见３种培养物包括大肠杆菌EscherichiacoliS１７Ｇ１、集胞蓝细菌Synechocysitissp．PCC６８０３和枯草芽胞杆菌

Bacilliussubtilis１６８在不同浓度下的细胞数目和光密度进行了测定.随后将每个培养物在系列浓度下的光密

度和细胞浓度进行比较,建立了光密度Ｇ细胞浓度的函数关系.结果表明,在一定浓度下,３种实验室常见培养物

的光密度和细胞浓度呈显著线性正相关.最后,采用拟合函数验证在培养过程中细菌培养物的光密度与细胞浓

度的关系.本研究建立了EscherichiacoliS１７Ｇ１、Synechocysitissp．PCC６８０３和Bacilliussubtilis１６８菌株光

密度与细胞浓度的关系,可为相关菌株采用分光光度法判断培养物细胞浓度及下游分子生物学实验的开展奠定

基础.
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　　确定细菌培养物的浓度是监控细菌生长状态、
测试菌株生理生化指标的基础.同时,开展菌液

PCR、RNA/DNA分离、蛋白纯化、细菌原位杂交等

实验研究,也需要确定培养物的细胞浓度[１].目前

实验室常规的测定细菌数量的方法主要包括细菌计

数板直接计数、稀释平板计数、分光光度法.其中,
细菌计数板计数不能区分死菌和活菌,而且计数结

果容易受观察者熟练程度的影响.稀释平板计数是

将稀释的细菌悬液涂抹在适当的琼脂营养平板上,
经过一段时间的培养后计数平板上出现的菌落形成

单位的数目.稀释平板计数法误差较大,耗时长,难
以标准化[２].分光光度法是利用细菌培养物对特定

波长的光吸收强度来对细菌培养物浓度进行定量分

析,分光光度法评估细菌培养物浓度操作简单、快
速,但是光密度不能与细菌浓度产生直接关联.

流式细胞仪是一种高通量、高灵敏度、多参数颗

粒分析系统,能够利用颗粒(如细胞、细菌、纳米颗粒

等)自身在多个特定波长条件下的光学特征,以及外

源标记的荧光特征对颗粒进行系统性多参数定量分

析[３Ｇ５].虽然流式细胞仪主要用于临床诊断和哺乳

动物细胞的细胞因子分析,但是基于流式细胞术的

细菌计数和快速鉴定也已经有了广泛的研究.结合

流式分析技术和免疫荧光标记技术已建立了牛奶中

大肠杆菌 O１５７:H７的快速定量检测方法[６].与传

统的平板计数法相比,结果基本一致,但检测时间只

需要３５min,在食源性致病菌快速筛选和检测中有

重要的应用价值[５Ｇ７].

林怡雯等[８]建立了结合 CTC染色和流式细胞

仪检测水环境中具有代谢活性的细菌总数的方法,
可以检测到平板培养法很难检测到的厌氧菌、兼性

菌和 VBNC状态的细菌,检测时间缩短２０~４０h.
总体而言,流式细胞仪能够快速准确地统计细菌(细
胞)数量,给出具体的培养物浓度.但是,流式细胞

仪价格较贵,一般实验室由于条件限制使用并不

方便.
本研究建立了 ３ 种实验室常用菌株(EscheＧ

richiacoli S１７Ｇ１、Synechocysitissp．PCC６８０３、

Bacilliussubtilis１６８)在不同浓度下细胞浓度和光

密度的相关性,并构建了光密度和菌悬液浓度之间

的函数关系,旨在为今后利用分光光度计快速确定

菌悬液浓度,开展下游分子生物学研究如 RNA 提

取、蛋白纯化、感受态制备等相关实验提供理论依据.
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1　材料与方法

1.1　材　料

所使用菌株包括EscherichiacoliS１７Ｇ１、SyneＧ
chocysitissp．PCC６８０３、Bacilliussubtilis１６８,均
由华中农业大学农业微生物学国家重点实验室

保存.

LB液体培养基:酵母提取物 ５g、胰蛋白胨

１０g、氯化钠１０g,定容至１L.

BG１１培养基:Na２EDTA２H２O０．００１g、柠檬酸

０．００６g、NaNO３１．５g、K２HPO４０．０４g、Na２CO３０．０２g、

MgSO４７H２O０．０７５g、CaCl２７H２O０．０３６g、柠檬酸

铁铵(FAC)０．００６g、微量元素金属盐溶液A５１mL,定
容至１L.

胰蛋白胨和酵母提取物购于安琪酵母股份有限

公司,其他各种试剂购于国药集团,均为分析纯.
主要仪器:L６紫外可见分光光度计(上海精密

科学仪器有限公司)、流式细胞仪 CytoFlexS(美国

贝克曼库尔特公司)、全温震荡培养箱 HZQＧF２８０
(天津市泰斯特仪器有限公司)、QHZＧ９８B全温光照

震荡培养箱(天津市泰斯特仪器有限公司)、GZLＧ
P５００B光照培养箱(合肥华德利科学器材有限公

司)、DWＧ８６L６２６立式超低温保存箱(青岛海尔特种

电器有限公司).
1.2　样品预处理

EscherichiacoliS１７Ｇ１:菌株活化后以１％接种

到LB 液体培养基,置于恒温震荡培养 箱 中,于

３７℃、１８０r/min培养约１０h;然后以４０００r/min
离心５min收集菌体,弃上清,加入等量无菌LB液

体培养基重悬.

Synechocysitissp．PCC６８０３:菌株活化后接种

到BG１１液体培养基中,初始D７３０约０．１,置于光照

震荡培养箱中,在３０℃、１５０r/min、光强５０~１００

μmol/(m２s)的条件下培养 ４d,然后以 ４０００
r/min离心５min收集菌体,弃上清,加入等量无菌

BG１１液体培养基重悬.

Bacilliussubtilis１６８:菌株活化后以１％接种

到LB 液体培养基,置于恒温震荡培养 箱 中,于

３７℃、１８０r/min培养约１０h,然后以４０００r/min
离心５min收集菌体,弃上清,加入等量无菌LB液

体培养基重悬.
1.3　分光光度法标准曲线测定

首先使用 L６紫外可见分光光度计,分别以各

个培养物的无菌培养基为空白,选择４００~８００nm
波长范围对样品进行吸收光谱扫描.获得各个培养

物的吸收光谱后,选取 ６００nm 作为 Escherichia
coliS１７Ｇ１和Bacilliussubtilis１６８的参考波长;选
取７３０nm 为Synechocysitissp．PCC６８０３测试波

长进行光密度测试[９Ｇ１２].将重悬的培养物和无菌生

理盐水按１∶０、１∶１、１∶２、１∶３、１∶４、１∶５的

体积比分别稀释成６个浓度的菌液.充分混匀后以

各个培养物的无菌培养基为空白,测定溶液的光密

度.每个样品进行３次独立测试.
1.4　流式细胞仪测定菌液浓度

按照本文“１．３”的方法配置系列稀释度的菌液,
采用CytoFlexS进行细菌计数,流速为１０μL/min.

Synechocysitissp．PCC６８０３数据采用 Excel进行

分析,其余２个培养物采用FCSＧSSC进行评估.
1.5　基于分光光度法的细胞浓度测试

将培 养 至 对 数 生 长 期 的 Synechocysitissp．
PCC６８０３接种于 BG１１液体培养基,初始 D７３０约

０．１,置于光照震荡培养箱中,在３０℃、１５０r/min、
光强５０~１００μmol/(ms)的条件下培养.按照本

文“１．３”和“１．４”的方法,分别采用分光光度计和流

式细胞仪测定培养物在培养０、１２、２４、４８、６０、７２h
的D７３０和细胞数目.每个样品进行３次独立测试.

2　结果与分析

2.1　3 种细菌培养物系列稀释度的浓度分析

为了建立细菌培养物浓度与特定波长下的光密

度之间的函数关联,首先采用流式细胞仪对不同稀

释度的细菌培养物的浓度进行准确分析.如图１所

示,以培养物浓度(cells/mL)为纵坐标,以稀释倍数

图１　基于流式细胞术的细菌培养物浓度标准曲线

Fig．１　Standardcurveofbacterialcultureconcentration
basedonflowcytometry

１４
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作为横坐标作图,各个培养物经过系列稀释后细

胞浓度与稀释度呈现良好的线性关系.经过线

性拟合后,各个培养物的拟合直线的 R２值超过

０．９９.
2.2　不同浓度的细菌培养物的可见光吸收光谱

扫描

　　为了确定不同培养物的特征吸收波长,建立细

胞浓度与光密度之间的关联,利用分光光度计将上

述系列稀释培养物在４００~８００nm 范围内进行吸

收光谱扫描.结果如图２所示,在不同稀释度下,

EscherichiacoliS１７Ｇ１和Bacilliussubtilis１６８在

６００nm 附近,其吸收值与稀释度呈现正相关.结合

文献[９Ｇ１２],本研究选择D６００对上述２个菌株的浓

度进行评估.同样,测试系列稀释的SynechocysiＧ
tissp．PCC６８０３培养物在４００~８００nm 的吸收光

谱,结果显示该培养物在４５０nm 和５５０nm 附近有

特征吸收峰.但是在不同稀释度条件下,７００~７５０
nm 区间的光密度与培养物浓度呈现正相关.因

此,我们选择 D７３０ 值作为 Synechocysitissp．PCC
６８０３浓度的评估指标.

图２　不同细菌培养物在４００~８００nm的吸收光谱

Fig．２　Absorptionspectraofdifferentbacterialculturesat４００~８００nm

2.3　标准曲线绘制

采用分光光度计测定３种细菌培养物系列稀释

液的光密度,并以光密度为纵坐标,以稀释倍数作为

横坐标作图(图３),结果显示,当光密度在０ ~１．０
范围内,菌株EscherichiacoliS１７Ｇ１,SynechocysiＧ
tissp．PCC６８０３和B．subtilis１６８的光密度与稀释

度之间呈现良好的线性相关性.各个培养物经过系

列稀释后其细胞浓度也与稀释度呈现良好的线性关

系.经过线性拟合后,各个培养物的拟合直线的R２

值超过０．９９.
为了分析光密度与细胞浓度的关系,以各个菌

株的系列稀释度的浓度(cells/mL)为纵坐标,以光

密度为横坐标作图,如图４所示,各个菌株的浓度与

光密度呈现良好的线性相关性.线性拟合后的R２

都大于０．９９.
2.4　基于分光光度法的微生物浓度的评估

以集胞蓝细菌Synechocysitissp．PCC６８０３为

例,对上述光密度Ｇ培养物浓度关联函数进行验证.
将集胞蓝细菌Synechocysitissp．PCC６８０３接种到

新鲜BG１１培养基后,取培养 ０、１２、２４、４８、６０ 和

７２h的培养物,采用分光光度法测定其D７３０值,并换

算为细胞浓度.同时采用流式细胞仪直接测定其细

２４
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胞浓度.对测定结果进行比较,如图６所示,实际测

量值和基于分光光度法换算的细胞浓度曲线几乎完

全重合.这表明,本研究建立的３种微生物的光密

度Ｇ细胞浓度关联函数能够很好地用于微生物浓度

的真实评估.

图３　基于分光光度法的微生物培养物浓度标准曲线

Fig．３　Standardcurveofmicrobialculture
concentrationbasedonspectrophotometry

图４　细菌培养物浓度与光密度的关系

Fig．４　Relationshipbetweenconcentration
ofmicroorganismsandabsorbance

图５　Synechocysitissp．PCC６８０３生长曲线

Fig．５　GrowthcurveofSynechocysitissp．PCC６８０３

3　讨　论

准确评估微生物培养物的细胞浓度是进行生物

学实验操作的前提.采用分光光度法能够快速、准
确地完成细菌培养物浓度测试,适用于绝大多数实

验室.但值得注意的是,有些微生物自身具有色素

分子,存在不同的光吸收特征,因此,需要选择合适

的检测波长用于评估微生物的浓度.此外,分光光

度法的吸收值与待测物浓度的线性关系需要满足

LambertＧBeer定律,这就要求待测物的浓度必需在

一定的线性范围以内.如果菌悬液浓度太高,则细

胞数量与光密度之间就不再是线性关系[１３].分光

光度法的准确度受两方面因素的影响,一是仪器的

测量误差,为了使测量结果获得较高的准确度,一般

应控制标准溶液和被测试液的光密度在０．２~０．８
范围,选用适当厚度的吸收池.二是其他化学或物

理因素的影响,包括显色反应的再现性与稳定性、共
存元素的影响、非单色光和吸光质点的相互作用所

引起的对LambertＧBeer定律的偏离等因素.同时,
细胞的生长状况也会影响光密度的准确性,细胞生

长进入稳定期后期,细胞死亡量逐渐大于繁殖量,加
上细胞凋亡都会影响光密度的测定结果,此时的光

密度值不能真实反映菌悬液的浓度[１４Ｇ１５].
总之,利用分光光度法可以对大多数细菌培养

物进行细胞浓度的大致评估,但是无法获取准确的

细胞浓度信息,这主要是由于不同细菌培养物的细

胞浓度与光密度之间的数量关系并未确立,此前也

基本没有相关报道.本研究建立了３种细菌培养物

的光密度和细胞浓度的线性关联函数,发现在光密

度０~１．０范围内,细菌细胞浓度在３×１０７cells/mL
以内,光密度与细胞浓度具有良好的线性相关性,这
一结果可为今后利用分光光度计快速确定菌悬液浓

度,开展DNA/RNA提取、蛋白纯化、感受态细胞制

备等相关操作提供理论依据.
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Relationshipbetweenabsorbanceandbacterialdensity

HUTian　WANGFangkui　ZHANGShaoran　CHEN Wenli

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　FlowcytometryandspectrophotometrywereusedtomeasurethecellnumbersandabＧ
sorbancesofthreecommonculturesincludingEscherichiacoliS１７Ｇ１,Synechocystissp．PCC６８０３and
Bacilliussubtilis１６８atdifferentconcentrationsinthelaboratory．Thentheabsorbancevaluesandcell
numbersofeachculturewerecompared．Thefunctionrelationshipbetweenabsorbanceandcellnumbers
wasestablished．Theresultsshowedthattheabsorbancevalueandcellnumbersofthethreecommon
culturesinthelaboratoryweresignificantlypositivelycorrelatedwiththeconcentrationatthecertain
concentration．ItwasverifiedthattheabsorbancevalueoftheculturecanreflectthenumberofcellsdurＧ
ingthecultureprocessusingthefittingfunction．TherelationshipbetweentheabsorbanceandcellnumＧ
berofthreestrainsincludingEscherichiacoliS１７Ｇ１,Synechocystissp．PCC６８０３andBacilliussubtilis
１６８wasestablished．Itwillprovidethefoundationfordevelopingbiologicalexperimentstodeterminethe
cellnumberanddownstream moleculesinthecultureusingaspectrophotometer．

Keywords　cellconcentration;flowcytometry;spectrophotometry;absorbance;cellnumber
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