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摘  要: 基于细菌胞内 NADH 的荧光特性及其在胞内含量稳定的特性, 建立一种快速检测细菌总 
数的新方法。该荧光法的 NADH 检测限为 1 nmol/L, NADH 含量在 10 nmol/L~0.2 mmol/L 间与荧 
光强度呈良好线性关系(R2

 =0.9905)。经离心获得菌体细胞, 热 Tris-HCl 法提取胞内 NADH, 以 
342 nm 为激发波长, 461 nm 为发射波长测定提取液荧光强度, 1 h 内可检测到样品 1×104 CFU/mL 
菌数。结果表明该方法快速、灵敏、简便、重复性好, 可适用于食品卫生与安全、环境检测等领 
域活细菌数量的定量检测。 
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Rapid Detection of Total Bacterial Number Using 
NADH Fluorescence Method 
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Abstract: To set up a new method of detecting bacterial number in situ, NADH fluorescence method based 
on the fluorescent characteristic of NADH was used. When the concentration of NADH ranged from     
10 nmol/L to 0.2 mmol/L, its concentration had a good line relationship to the fluorescence intensity(R2= 
0.9905). Separating bacterial cells by centrifugation and extracting NADH with hot Tris-HCl buffer, the re-
sult of bacterial count detected with NADH standard plot was 1×104 CFU/mL in an hour. In summary, 
NADH fluorescence method is rapid, sensitive, simple and reliable to detect total bacterial number. There-
fore, the method can be widely applied in the field of food sanitation and safety, environment detection and 
so on. 
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作为国际上公认的饮用水、食品等粪源性污染

卫生细菌学指标, 细菌总数(Total bacterial number)
在食品卫生安全及疾病防治中扮演着非常重要的角

色, 建立快速灵敏实用的细菌总数检测方法对环境
卫生和人民日常生活质量的提高均具重大的积极  
意义。 

目前普遍采用的方法主要为传统的平板菌落计

数法和比浊法[1], 平板菌落计数法需要菌落培养时
间, 因此测定时间在 1 d以上, 且步骤繁琐, 易引起
污染 , 人工计数会由于主观误差而降低测定准确
度。比浊法方法简便, 耗时少, 但该方法无法分辨死
活细胞, 而使其应用受到了限制。近年来, 国内外在
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缩短检测时间、简化检测程序方面研究了新的方   
法 [2], 主要有聚合酶链反应 (PCR)法 [3]、原位杂交 
(ISH)法、酶联免疫吸附试验(ELISA)法[4]、免疫荧光

(IFA)法、基因芯片法[5]以及生物传感器[6]等。以上

方法各具特点, 且与平板计数法和比浊法相比, 在
精确度、敏感性、检测速度等方面都有较大的提高, 
但许多检测方法或因设备和试剂昂贵、或因操作过

程复杂、或因实验条件严格, 并非适用于所有的机
构和单位。 

还原型辅酶烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)广
泛存在于动、植物和微生物的活细胞中, 是许多生
物氧化还原电子传递链中的重要物质, 在活细胞生
长增殖、信号传递、基因调控、线粒体保护等方面

起着重要的作用, 可作为具有代谢活性的细胞指示 
物[7]。NADH是种强荧光物质, 早在 60年代, Chano 
B 等首先提出了通过显微荧光术观察细胞内辅酶 I 
氧化态和还原态的变化来测量细胞新陈代谢的变 
化。80年代, Renault G [8]等用激光感生 NADH荧光 
的方法对离体生物器官的新陈代谢进行了研究。荧 
光强度信号与存在的 NADH 的量成正比。Piston 
等[9]在研究葡萄糖代谢中发现, 在细胞质和线粒体 
中 NADH水平与荧光强度有很好的定量关系。此外, 
单位菌体胞内 NADH 含量恒定[10,11], 细菌菌数与 
NADH 含量应呈正相关关系, 则细菌菌数与荧光强
度呈良好的线性相关。因此, 通过测定 NADH 来监
测诸如发酵过程细胞浓度及其生长代谢状态状况的

各种参数[12], 将细菌菌数与荧光强度相关联是荧光
法测定活细菌数量的理论基础。本实验即以 NADH
含量为媒介, 确立并验证细菌菌数与荧光强度的线
性关系。在实际应用中, 测定提取液的荧光强度, 通
过荧光强度信号直接反映活菌数量。 

荧光法在整个提取检测过程操作步骤少, 只需
用荧光分光光度计 , 不需进样器 , 易操作 , 从而适
应快速准确检测的需求。目前尚未有利用 NADH荧
光法直接测定细菌总数的报道。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
实验用大肠杆菌 E. coli由中国海洋大学食品安 

全性实验室提供。E. coli 单菌落培养于营养肉汤培 
养基, 37°C、150 r/min下恒温振荡培养 12 h至对数 
生长期做种子液。取种子液 1 mL, 按 1:100 比例接 

种到 100 mL 营养肉汤培养基中培养 12 h, 待用。 
E. coli菌悬液配制, 细菌平板菌落计数均参照 GB/T 
4789[1]。 

1.2  主要试剂和仪器 
NADH-Na2、EDTA、DTT、Triton X-100、PMSF、

Tween 20和 imidazole购自美国 Sigma公司, Tris和
SDS 购自上海优拓医药有限公司。实验试剂均为分
析纯, 实验用水均为双重蒸馏水。F-2500 荧光分光
仪(日本日立公司), TU-1810 紫外可见分光光度计
(北京普析通用仪器有限责任公司)。 

1.3  NADH 荧光法的建立 
1.3.1  NADH 荧光特性的研究: 对 0.1 mmol/L 的

NADH 进行扫描 , 确定其激发与发射波长。选择  

310 nm~390 nm为激发波长, 在 220 nm~800 nm范

围扫描确定其发射波长; 用获得的一个或若干个发

射波长重新扫描获激发波长, 据此激发波长测得实

际发射波长。扫描条件参数设定 :  扫描速度 :  

3000 nm/min; 延迟: 0; EX狭缝: 10.0 nm; EM狭缝: 

10.0 nm; 光电倍增管电压: 400 V; 响应: 0.08 s。 

1.3.2  NADH 标准曲线与 NADH 荧光法建立 :  
F-2500荧光分光光度计下检测 NADH的荧光, 检测

中固定其激发和发射波长, 用 1 cm石英比色皿检测

NADH标准溶液和样品, 测 3个平行。无菌 Tris-HCl

溶 液 (20 mmol/L, pH 7.75) 配 制 0.1 nmol/L~       

10 mmol/L NADH 溶液, 以 NADH 浓度为横坐标, 

荧光强度为纵坐标, 绘制 NADH的标准曲线。 

1.4  菌体细胞的收集 
培养 12 h的菌悬液 3 mL, 4°C下经 10000 r/min

离心 10 min处理, 收集湿菌体, 作初始菌体细胞。 

1.5  胞内 NADH 的提取方法的选择和优化[13−16] 
采用裂解液法、裂解结合超声法、反复冻融法

和热 Tris-HCl 法 4 种方法。获得的提取液进行 4°C
下 10000 r/min离心 10 min处理, 转移上清至无菌试
管, 取 1 mL提取液立即进行荧光法NADH检测, 测
定 3个平行。 
1.5.1  裂解液法提取: 选取 6种裂解液 A~F对菌体
细胞破碎。各裂解液组分如表 1所示。分别用 3 mL
裂解液A~F复溶收集的菌体细胞, 磁力振荡器混匀, 
4°C放置 30 min裂解。同时与 4°C过夜裂解提取效
果比较。 
1.5.2  裂解液结合超声法提取: 用 3 mL 无菌裂解
液 A~F 复溶收集的菌体细胞, 磁力振荡器混匀, 冰 
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表 1  裂解液组分 
Table 1  Lysis buffer components 

No. Components pH 
A 10 mmol/L EDTA, 0.1 mmol/L DTT 8.0 
B 100 mmol/L Tris-HCl, 5 mmol/L EDTA 8.0 
C 100 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA 8.0 
D 100 mmol/L Tris-HCl, 2% SDS 8.0 

E 100 mmol/L Tris-HCl, 10 mmol/L EDTA,
0.05% Triton X-100 8.0 

F 

100 mmol/L Tris-HCl, 0.5 mmol/L NaCl,
10% Glycerol, 60 mmol/L imidazole, 
0 .1% Tween 20 ,  1  mmol / L  PMSF, 
10 mmol/L β-mercaptoethanol 

8.0 

 
上超声破碎, 每个样本超声时间 10 s, 间隔 10 s, 超
声 30 min, 功率 400 W。 
1.5.3  反复冻融法提取: 3 mL无菌 PBS (10 mmol/L, 

pH 8.0) 复溶收集的菌体细胞 , 轻轻吹打混匀 , 

−20°C 冷冻 30 min, 室温放置解冻 10 min, 反复 3 次。 

1.5.4  热 Tris-HCl 法提取: 3 mL 无菌 Tris-HCl  

(20 mmol/L, pH 7.75)复溶收集的菌体细胞, 80°C下

处理 30 min, 样品冷却至室温充分振荡。 

1.5.5  四种提取方法的 NADH 稳定性:  4 种提取

方法提取液立即测定(0 h), 4°C冰箱保存 24 h、48 h

测定。对 4 种方法各自随时间变化的稳定性进行单

因素方差分析。 

1.6  NADH 荧光法检测细菌总数的应用 
取培养 12 h 大肠杆菌菌体细胞, 用无菌 PBS 

(10 mmol/L, pH 8.0)复溶。 

1.6.1  NADH荧光法检测不同 OD 值下的大肠杆菌: 
稀释为不同 OD值菌悬液, 按 1.5选择的最佳提取方

法提取菌体胞内 NADH, 按 1.3进行荧光检测。建立

不同 OD值菌悬液与荧光强度的关系曲线。 

1.6.2  NADH 荧光法检测不同菌量的细菌总数: 稀

释为 107 CFU/mL、106 CFU/mL、5×105 CFU/mL、  

105 CFU/mL、5×104 CFU/mL、104 CFU/mL菌悬液(平

板计数法获得), 按 1.5 选择的最佳提取方法提取菌

体胞内 NADH, 按 1.3 进行荧光检测。建立不同菌

量菌悬液与荧光强度的关系曲线, 确定荧光法检测

细菌总数的检测限。 

2  结果与讨论 

2.1  NADH 荧光特性 
3 1 0  n m ~ 3 9 0  n m 激发波长范围内 ,  扫描 

220 nm~800 nm范围有单一发射峰出现。随着激发
波长改变, 发射图谱中的峰位置几乎无位移, 波长
范围在 460 nm~462 nm, 仅是峰高与峰面积随着激
发波长改变发生明显变化。其中当激发波长 340 nm, 
发射波长为 461 nm 时, 此时达到最大峰高值 2279 
荧光强度单位 ,  见图 1。据此 ,  设定发射波长为  
460 nm~462 nm, 扫描 220 nm~550 nm范围内的激
发波长, 分别在 232 nm、273 nm和 342 nm处出现
荧光峰, 分析 3个荧光峰, 见图 2。以 232 nm作激发
波长, 在 460 nm~462 nm处无荧光峰。其中 273 nm 

 

 

图 1  NADH 发射波长荧光谱图 
Fig. 1  The emission fluorescence spectrum of NADH 

 

 

图 2  NADH 的激发波长荧光谱图 
Fig. 2  The excitation fluorescence spectrum of NADH 
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和 342 nm为我们得到的NADH激发波长, 而 342 nm
为 NADH 区别于 NAD+独有的荧光峰[17]。最终确定

了激发波长为 342 nm, 发射波长为 461 nm。 
Grossie 等曾有报道[18], 342 nm为 NADH激发 

波长, 459 nm 为发射波长。Liang J 等 [19]研究的 
NADH 激发波长为 382 nm, 发射波长为 460 nm。 
Perlin MH 等[20]用荧光法测得 NADH 激发波长为 
340 nm, 发射波长为 450 nm。Klemm等[21]的研究表 
明 NADH在 348 nm处有激发峰, 453 nm处有发射
峰。刘昆元[12]的研究中指出激发或发射波长不同可

能与 NADH产品厂家、纯度、合成物等不同有关, 另
外荧光分光光度计不同型号也可能带来少许的差异, 
有待进一步验证。 

2.2  NADH 的标准曲线 
固定激发波长 342 nm, 发射波长 461 nm, 据

1.3得 NADH与荧光强度的标准曲线(图 3)。NADH
含量在 20 nmol/L~6 μmol/L 间呈良好线性关系
(R2=0.9966), 其回归方程为: y=14.223x+1.9681。进
一步扩大检测范围, 在 10 nmol/L~0.2 mmol/L 间, 
NADH 的浓度与荧光强度仍呈良好线性关系(R2= 
0.9905), NADH检测限为 1 nmol/L。 

2.3  胞内 NADH 提取方法的选择和优化 
NADH 为胞内物质, 测定其含量必需先破碎细

胞并避免破碎过程中 NADH 含量损失, 因此测定前
最大程度提取 NADH非常重要。 
2.3.1  裂解液法与裂解液结合超声法提取 NADH
的效果: 表面活性剂作为细胞裂解液可通过改变细
胞膜通透性使细胞溶解, 此法作用温和, 是常见提
取胞内物质的方法之一。超声是利用空化方式破碎 
 

 

图 3  NADH 的标准曲线 
Fig. 3  Standard curve of NADH 

细胞壁[13,14], 将胞内 NADH 释放出来, 裂解液与超
声结合可能会使更多 NADH释放。Gunsalus-Miguel 
A[15]等曾用细胞裂解液 F 提取发光细菌胞内的荧光
素酶。通常裂解液处理时间为 16 h~24 h, 为满足快
速检测要求, 比较了短时间(30 min)裂解处理和 16 h~ 
24 h裂解处理的效果。通过 6 种裂解液裂解效果对
比(图 4)发现: 4°C 30 min与过夜裂解提取效果相差
不大 ,  综合考虑裂解效果和快速检测要求 ,  确定 
30 min为裂解时间。从荧光强度增长量和增长率两
方面比较, 成分为 100 mmol/L Tris-HCl、10 mmol/L 
EDTA、0.05% Triton X-100、pH 8.0的 E裂解液获得
最佳提取效果。利用裂解液作超声介质时, 除 D裂解
液, 荧光强度明显增大, 说明应用此法提取的 NADH
量高于单独使用裂解液法提取得率(图 4)。如图 4所示, 
裂解液 E结合超声可取得最好的提取 NADH效果。 
2 .3 .2   四种方法的提取效果比较 :  冻融法提取
NADH量最少。获得 NADH过程复杂以及需要一个
预冻过程可能是冻融法不总能裂解细菌细胞的原因, 
同时所费时间久, 操作不简便, 不选作提取方法。热
Tris-HCl提取(20 mmol/L, pH 7.75, 80°C)是提取活性
污泥中 ATP最理想的方法[16]。此法的优势还体现在

可从一个样品同时提取多个代谢产物, 如 ATP 和
NADH。因此, 将其引用到 NADH 的提取中。从荧
光强度增长量角度比较 , 裂解液 E 结合超声提取 
 

 

图 4  裂解液法与裂解液结合超声波法的提取效果 
Fig. 4  Effects of NADH extraction by lysis and lysis com-
bined with ultrasonic method 
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NADH获得的结果最佳, 分别是冻融法提取的 3 倍, 
裂解液法的 2 倍, 热 Tris-HCl 法处理的 1.5 倍(图
5)。而从荧光强度增长率比较 4 种方法, 热 Tris-HCl
法最优。综合考虑提取方法简易性原则和实际检测, 
热 Tris-HCl 法适合大量样品同时处理, 重复性好, 
NADH 提取量高, 且不需其他昂贵仪器辅助, 简便
易操作, 确定热 Tris-HCl法作为提取方法。 
2.3.3  不同提取方法的 NADH 稳定性:４种方法获
得提取液 0 h、24 h、48 h测定结果(图 6, 表 2)。 

 

 

图 5  不同方法提取效果 
Fig. 5  Effects of different extraction methods 
注: 1: 裂解液法; 2: 裂解超声结合法; 3: 冻融法; 4: 热 Tris-HCl法. 
Note: 1: Lysis method; 2: Lysis combined with ultrasonic method; 
3: Freeze-thaw method; 4: Hot Tris-HCl method. 

 

 

图 6  不同方法提取 NADH 稳定性 
Fig. 6  Stability of NADH by different method 
注: 1: 裂解液法; 2: 裂解超声结合法; 3: 冻融法; 4: 热 Tris-HCl法. 
Note: 1: Lysis method; 2: Lysis combined with ultrasonic method;    
3: Freeze-thaw method; 4: Hot Tris-HCl method. 

表 2  NADH 稳定性的单因素方差分析结果 
Table 2  ANOVA results for the stability of NADH 

Method n P 

Lysis method 3 0.078003 

Lysis with ultrasonic method 3 0.068772 

Freeze-thaw method 3 0.965379 

Hot Tris-HCl method 3 0.872504 

Note: n is the number of sample; P<0.05 indicate a significant 
difference. 

 
4 种方法提取的 NADH在 0 h、24 h、48 h三次

测定无显著的差异, 其中冻融法和热 Tris-HCl 法的
P 值均大于 0.1, 稳定性比裂解液法和结合超声法  
更佳。 

2.4  样品的荧光检测 
2.4.1  NADH荧光法检测不同 OD 值大肠杆菌结果: 
OD 值分别为 0.1、0.2、0.4 和 0.8 的 4 个梯度菌悬
液。图７为以热 Tris-HCl为空白, OD值与荧光强度
的关系曲线图。荧光强度与菌悬液 OD 值呈良好线
性关系, 两者的相关系数 R2达到了 0.9975。由于 OD
值与细菌菌数也呈线性关系, 据此可以推断荧光强
度与细菌菌数呈良好线性关系, 且和比浊法有很好
的相关性。 
2.4.2  NADH 荧光法检测不同菌数结果: 活菌菌体
胞内 NADH 的理论含量是恒定的, 菌数越多, 对体
系的荧光影响越大。选择 103 CFU/mL~107 CFU/mL
菌浓度验证此方法的最低检测限。通过梯度稀释 , 
得到菌浓度分别为 107 CFU/mL、5×106 CFU/mL、 
106  CFU/mL、5×105  CFU/mL、105  CFU/mL、 
5×104 CFU/mL、104 CFU/mL、103 CFU/mL菌悬液, 即 
 

 
图 7  OD 值-荧光强度曲线图 
Fig. 7  Effects of OD value on fluorescence intensity  
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7 log CFU/mL、6.699 log CFU/mL、6 log CFU/mL、

5.699 log CFU/mL、5 log CFU/mL、4.699 log CFU/mL、

4 log CFU/mL、3 log CFU/mL (平板计数得菌数)。

以 Tris-HCl 为空白, 细菌总数与荧光强度的关系曲

线图如图 8所示: 荧光法可以识别≥104 CFU/mL的

细菌。菌浓度在 104 CFU/mL~107 CFU/mL的范围内

与荧光强度呈一定的线性相关。 

 

 

图 8  菌数-荧光强度曲线图 
Fig. 8  Effects of bacterial number on fluorescence intensity 

 

3  讨论 

利用 NADH 作为体现活菌体数量指标, 应用

NADH 荧光法检测细菌总数在国内尚属首次。本文

基于细菌胞内NADH荧光特性及其在胞内含量稳定

的特性 , 建立了一种快速检测细菌总数的新方法

—NADH荧光法。该法原理新颖, 操作简便快速, 稳

定性和重复性好 , 在检测过程中不需要增菌过程 , 

大大缩短了检测时间, 且不需要复杂的设备, 检测

成本低。本方法细菌总数检测限为 104 CFU/mL, 可

满足我国国家标准中对不同食品细菌总数最大不得

超过 106 CFU/mL(g)的数量化规定。 

选择去除食品大分子、非细菌细胞等食品样品

前处理方法(如过滤法、差速离心法、非细菌细胞萃

取剂等), 可将 NADH 荧光法应用于食品细菌总数

快速检测中。 

单位菌体胞内NADH得率的确定可验证NADH

荧光法检测细菌总数的准确性。根据 NADH与荧光

强度的关系曲线(图 3)和细菌菌数与荧光强度的关

系曲线(图 8)换算出单位细菌菌体胞内 NADH 提取 

得率。菌量在 104 CFU/mL~5×109 CFU/mL单位菌体

胞内 NADH 提取得率为 2.82×10− 1 2  mol/ce l l~ 

1.07×10−14 mol/cell。由于 NADH是胞内物质, 其含 

量测定与其提取量有很大关系 ,  本实验对胞内 

NADH 提取方法和条件进行了探讨和优化, 因此单 

位菌体胞内 NADH 得率高于文献报道[22]中报道的单 

位菌体胞内 NADH 的得率 1.66×10−18 mol/cell~  

1.66×10−16 mol/cell。除此之外, 本实验与文献使用

的菌株不同以及培养条件的不同均可能引起 NADH

得率的差异。London J等[23]测定了相同培养条件下

Bacillus megaterium、E. coli、Pseudomonas fluores- 

cens 3种细菌胞内NADH含量, 分别为 1.14 nmol/mg、 

2.44 nmol/mg、0.27 nmol/mg细菌干重; Setlow B等[24]

的研究结果中同一条件测得B. subtilis、 B. megaterium

休眠孢子 NADH 含量分别为 0.108 nmol/mg、 

0.072 nmol/mg 细菌干重 ,  说明不同菌种间胞内

NADH 含量有不显著差异, 今后将对不同菌种胞内

NADH含量作系统研究。近年来 ATP生物发光法[25]

作为一种简便、快速的微生物检验方法和食品生产

环境清洁度的检测方法, 在国内外倍受瞩目, 并得

以广泛应用。NADH与 ATP具有相似的利用荧光素

酶的生物发光反应机理。NADH 是荧光素酶和

FMN:NADH 氧化还原酶双酶体系的重要底物 [26], 

在一定条件下发射光强度与 NADH浓度成正比, 可

将单位细菌胞内NADH含量的结果应用到双酶体系

快速检测致病菌的研究中, 随着荧光素酶提取和纯

化技术的成熟, 分子生化技术的不断发展, NADH

的生物发光法的必然会得到深入的发展和广泛的 

应用。 

总的来说 NADH荧光法是一种简单、易操作、
灵敏度高、动态范围好的检测细菌总数的方法。 
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论文中统计学符号书写规则 

 
统计学符号一般用斜体。本刊常用统计学符号介绍如下, 希望作者参照执行。 
样本的算术平均数用英文小写 x, 不用大写 X, 也不用 Mean。标准差用英文小写 s, 不用 SD。标准误用

英文小写 xs , 不用 S E。t 检验用英文小写 t。F检验用英文大写 F。卡方检验用希文小写χ2。相关系数用英

文小写 r。样本数用英文小写 n。概率用英文大写 P。 
 


