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生物发光检测法和国标法
检测样品中活菌总数的比较研究

（广东省微生物研究所广东省菌种保藏与应用重点实验室，广州 !"##$#） 吴慧清 吴清平 $
张菊梅 马 永

摘 要：采用生物发光法和传统的国标法检测了一个复杂的微生

物系统（菌剂）中的活菌总数，通过 %&’ 标准曲线换算成
活体菌数的生物发光法，在小于 (#)*+ 的时间内得出菌
剂样品中的活菌总数在 ",#-"#./",#-"#"#012 3 )4 之间；而
传统的国标法在合适条件下培养 !5 后得出样品中的活
菌总数为 6,#-"#.012 3 )4，两者结果相吻合，而生物发光
法更简单，快速。
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目前，通用的国标法 .)/检测细菌总数需要 #0，酵
母和霉菌需 ’120，孢子经萌发后再培养需更长时间，
在时间上难以满足在线检测的要求。对于难培养或

不可培养的微生物，很难应用国标法来计算活菌总

数，而生物发光法用于在线检测微生物含量有广泛

的应用前景。本文采用生物发光法和国标法检测一

个比较复杂的微生物系统的活菌总数，以便对这两

种方法进行比较，从而探索生物发光法在活菌总数

中应用的可行性。

% 材料与方法
%&% 实验材料
样品为待检液体菌剂，可用于改善鱼塘的水质，

用 34试纸测量 34为 ’&5，酸度较大。

%&! 培养基及培养温度’!(

细菌培养 营养琼脂6789:’+;)<:,5;#=；乳酸菌
培养 >? 培养基（用于乳酸菌培养）:分别在 ’$;)<
好氧和厌氧条件下培养 20；酵母菌培养 麦芽汁琼
脂培养基，#21#5<，好氧培养 20。

%&) 生物发光的材料与检测设备
萤光素酶 虫光素酶（@7:#$AB C A7）（自产），用

#2AADE C 7 34%&5!FG?GHI 缓冲液（!8）配制；生物发
光底物 J*荧光素（7K:$&2AB C A7）（自合成），用
2$AADE C 7 34%&5 甘氨酰甘氨酸缓冲液（L8）配制；标
准 (!M "NBAO 产品，无菌超纯水配成一系列不同的
浓度；(!M提取试剂 I*?，是以表面活性剂为基础
的专利配方；生物发光仪 上海上立检测仪器厂。

%&# 生物发光检测程序
)&,&) 细胞内 (!M的提取 取 )A7 菌剂，于 5$$$P C ANK
于室温下离心 2ANK，吸去上清液，向菌泥中加 (!M
提取剂 I*? )$$!7，于室温下振荡作用 #ANK 后，加
无菌超纯水至 )A7刻度；保留菌剂，离心上清液做一
些对照检测。

)&,&# 发光检测 )$$!7标准 (!M溶液或上述 (!M
提取液加入发光体系中，将发光管立即置于生物发光

仪中，记录 )ANK 内发出的光子数，发光体系为 $&#A7
@7Q$&)A7 (!M6或样品液9Q+$!7 7KQ$&+,A7 L8。

! 结果与分析
!&% 平板检测桔果
取 #2A7 菌剂，用 ##2A7 生理盐水进行一系列

稀释，将不同稀释度的 )A7菌剂吸到不同的培养基
中，于相应的温度和培养条件下培养合适的时间，计

算平板上的菌落数，结果见表 )。
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乳酸菌在好氧和厌氧培养情况下均能生长，但

在好氧培养条件下长得较好，只计好氧培养的菌数；

酵母菌在 !"培养基和麦芽汁培养基上均能生长，且
在好氧和厌氧条件下均能生长，但在 !"琼脂平板上
好氧条件下长得最多，因此只计在 !"琼脂平板上好
氧条件下的菌数，合计活菌总数为 #$%&’%()*+ , -.。

!$! 生物发光法检测结果
#$#$’ 生物发光的 /01标准曲线 往检测系统中加
入不同浓度的 /01溶液，立即放入生物发光仪中检
测发光值，结果见表 #。

#$#$# 细化的 /01标准曲线 由于预备实验的发光
值 "123值约为 4%%%，为了详细计算提取液中的 /01
浓度，必须做一个范围较小的 /01曲线。从上述 /01
曲线中可知，大概范围在 ’%567’%52-89 , .，因此，在此
范围做一系列稀释，再进行发光测试，其结果见表 :。

#$#$: 菌剂检测结果 如材料与方法中提取菌剂中

的 /01，取菌剂 /01 样品液和上清液各 ’%%!. 加入
发光体系中，在发光仪中检测发光值，结果见表 4。
菌剂提取液中的;/01<平均为 2$%&’%56-89 , .，而

菌剂离心上清液加入发光系统中检测结果比对照还

小，说明离心上清液对发光系统有抑制，这与所测

=>为 :$(左右是一致的。
#$#$4 生物发光法中活菌总数的计算 根据文献资
料记载，每个细菌的 /01含量范围为 %$#(&’%5’%7($?&
’%5’%!@，平均为 :&’%5’%!@;:<。菌剂提取液中的;/01<平
均为 2$%&’%56-89 , .，若全部以细菌计，经换算后菌剂
中含细菌量为 ’$’A:&’%’%7:$2:&’%?)*+ , -.，平均为
’$%62&’%’%)*+ , -.。由于菌剂中不仅含有细菌，而且含
有酵母菌和其它菌，酵母菌中 /01的含量通常是细
菌中 /01 含量的 ’%% 倍左右 ;4<，因此，若全换算为酵

母菌，则菌剂中活菌数为 ’$’A:&’%(7:$2:&’%6)*+ , -.，
平均为 ’$%62&’%()*+ , -.。实际上菌剂中既有细菌，也
有酵母，还有其它微生物，因此，菌剂中活菌总数应

在 ’$%62&’%(7’$%62&’%’%)*+ , -.之间。

% 结果与讨论
传统的平板计数法经 AB 培养后得出菌剂中活

菌总数为 #$%&’%()*+ , -.（其中细菌为 ’$A&’%()*+ , -.，
酵母等真菌总数为 %$A&’%()*+ , -.）。生物发光法在不
到 :%-CD 的时间内可以得出菌剂中活菌总数在
’$%62&’%(7’$%62&’%’%)*+ , -. 之间的结论，生物发光
法的结果与传统的国标法吻合，说明两者有较好的

对应性。生物发光法给出一个结果范围，这与生物发

光法所固有的特点有关，因其原理是检测 /01，以此
来换算，而 /01的含量与菌的种类、大小和细胞所处
的生长周期有关E要克服这一固有缺点，还需进行进
一步的分级分离工作，但不管怎么样，生物发光法能

在很短的时间内给出一个较为确切的活菌数范围，

这是传统的平板计数法所无法比拟的。另外，对于不

可培养的微生物，生物发光法更具优越性。对于生物

表 ’ 平板培养结果

细菌种类
稀释度 平 均 活 菌 数

（)*+ , -.）
备注

’%5’ ’%5: ’%5A ’%52 ’%56

细菌 不可计 不可计 不可计 2’E A# 4E % A$6&’%2 .FE4(G
乳酸菌5’ 不可计 不可计 不可计 ’42 , ’$A&’%( !"E好氧EAB
乳酸菌5# 不可计 不可计 不可计 2( , 2$(&’%6 !"E厌氧EAB
酵母菌5’ 不可计 不可计 :E: %E% , :&’%A 麦芽汁EAB
酵母菌5# 不可计 不可计 不可计 A% , A&’%6 !"E好氧EAB
酵母菌5: 不可计 不可计 不可计 :4 , :$4&’%6 !"E厌氧EAB

所用;/01<-89 , . 系统中;/01<-89 , . "123 "1!
"H "H :’ :’A
’%5? ’%5’% 44 4?2
’%5( ’%5? #’A ’??(
’%56 ’%5( ’4’% ’:A66
’%52 ’%56 ’’6’? ’’?’’6
’%5A ’%52 ’6#A:A ’26%6?2

表 # 不同浓度的标准 /01发光值结果

注I系统中所用荧光素为 6号。

所用;/01<-89 , . 系统中;/01<-89 , . "123 "1!
"H "H :’# #?6:

#&’%56 #&’%5( ’A?’ ’2%#(
A&’%56 A&’%5( :442 :2A%%
2&’%56 2&’%5( 4#6% 44?:(
’&’%52 ’&’%56 (’’( (4%%A

注：系统中所用荧光素为 4号，酶另配，因此 "H值有所变化。

表 : 细化的标准 /01曲线的发光值结果

样品名 "123 "1! 折算为系统中的;/01<（-89 , .） 折算为菌剂提取液中的;/01<J-89 , .K
菌剂 /01样品液 ’ 4#4( 442:6 2$A&’%5( 2$A&’%56

菌剂 /01样品液 # :2?A :(:4( A$A&’%5( A$A&’%56

菌剂离心上清液 #A #:(
"H :’# #?6:

注：所用萤光素酶和做细化曲线时一致。

表 4 样品用生物发光法检出的发光值结果
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高复原率无明显效果。可能是浓度低，溶液的渗透压

也低，不足以把糊精分子扩散到番茄内部，仅在其表

面堆积一层糊精。因此，当干燥后复水时，脱水番茄

表面的糊精由于吸水而胀润，反而阻止了水向其内

部的浸透，所以复原性并无改善；而麦芽糊精浓度达

到 !"#时，复水番茄口感开始出现粘感，见表 $。麦芽
糊精浓度以 %&#为宜，不仅 ’( 值明显提高，而且口

感鲜嫩。

!$! 麦芽糊精混合液对新疆脱水番茄复原性的影响
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!$# 麦芽糊精及其混合液处理后对新疆脱水番茄组
织结构的影响
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糊精浓度（#） 口感

" 口感坚韧，有纤维感，无味

& 口感坚韧，有纤维感，无味

%" 口感轻韧，有轻微纤维感，略有鲜味

%& 口感柔嫩，无纤维感，有鲜味

!" 口感柔嫩，略有粘感，有鲜味

表 $ 不同浓度的麦芽糊精液对新疆脱水番茄复水后口
感的影响

处理方案 ’(（#） 5 *@（#） *+（#） 23
% $&/!4 )/06 4)/%" !%/1& "/1%
! $0/%& )/1) 4)/$" !&/!1 "/6"
$ $4/41 )/0& 4)/!& $$/%" "/66
) !4/"& )/10 4)/6" %)/6" "/0"

表 ) 新疆脱水番茄的预处理数据及对应的复水结果

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

发光法，一方面因受检测灵敏度的限

制，另一方面对酶的抑制剂敏感，因此当样品复杂或其

中活菌数含量太低时需过滤或离心，一方面除去抑制

剂，另一方面也将菌浓缩至可以检测的灵敏度范围。
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