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摘  要：【背景】Calcein UltraGreen™ AM 是一种新型荧光染料，用于标记和监测活细胞。【目的】

基于该荧光染料的荧光特性及其在活细胞内的稳定特性，建立一种荧光定量快速检测活细菌总数的

方法，并在实际样品中应用校正。【方法】通过应用荧光染料对细菌进行染色，再进行荧光强度检测，

同时以平板计数法作平行对照，建立荧光强度值-活菌数标准曲线。【结果】确定了染色细菌的最佳

pH 值为 8.0。该检测方法仅需固定染色温度，染色时间在 20−30 min 范围即可快速检测。建立了革

兰氏阴性菌铜绿假单胞菌 NY3、大肠杆菌和革兰氏阳性菌芽孢杆菌、红平红球菌 FF、金黄色葡萄

球菌和枯草芽孢杆菌的细菌总数与相对荧光强度值标准曲线。当菌悬液 OD600 值在 0.01−0.30 范围内

时，上述 6 种细菌与荧光信号强度呈良好的线性关系(R2>0.99)。【结论】当样品菌悬液浓度范围控制

在 105−109 CFU/mL 时，建立的荧光检测方法快速便捷，精密度、重复性、稳定性、回收率和准确

度均较好，可应用于微生物实验、固体菌剂发酵、食品卫生与安全、环境检测等领域的活细菌总数

现场快速检测。 
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Abstract: [Background] Calcein UltraGreen™ AM is a novel fluorescent dye used to label and monitor 
living cells. [Objective] A rapid detection method of viable bacteria was developed based on the 
characteristics of the Calcein UltraGreen™ AM. This fluorogenic probe gives strong and stable 
fluorescence signal in living cells, its fluorescence intensity is proportional to the number of living cells. 
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[Methods] The cells of bacteria, especially the viable cells, were stained with Calcein UltraGreen™ AM, 
and then, its fluorescence intensity was measured. The standard curves of the fluorescence intensity 
value-viable bacteria number were established by simultaneously number counting of viable bacteria 
using the plate method. [Results] The optimum pH for staining viable cells of bacterial was 8.0. Under a 
specific staining temperature, the total number of viable bacteria can be readily detected within 20−30 
min. The standard curves of the total number of both Gram-negative and Gram-positive bacteria, 
including Pseudomonas aeruginosa NY3, E. coli, Bacillus, Rhodococcus erythropolis FF, Staphylococcus 
aureus, and Bacillus subtilis, vs relative fluorescence intensity was established. A good linear relationship 
(R2>0.99) for the six bacteria were obtained when the OD600 of the bacterial suspensions were in the 
range of 0.01−0.30. [Conclusion] When the concentration of the sample suspension was ajusted to 
105−109 CFU/mL, a rapid, convenient, accurate, reproducible and stable detection method was developed 
with good recovery and accuracy. This established method can be reaily used to measure the living 
bacteria in the fields of microbial experiments, solid bacteria fermentation, food hygiene and safety, and 
environmental mornitoring.  

Keywords: Fluorescence detection method, Total number of bacteria, Calcein UltraGreen™ AM, Rapid 
detection 

细菌总数是国内外公认的饮用水、食品、医

院及其科学研究过程中所涉及样品的卫生细菌学

指标，其测定技术在食品卫生安全及疾病防治、

环境监测中广泛应用。随着微生物资源开发与利

用，所需检测微生物指标的样品范围和数量不断

扩大。目前细菌总数检测方法主要有传统的平板

菌落计数法[1]和比浊法，其操作步骤复杂，而且需

培养 24−48 h 方能出结果，且因培养基中营养物质

有限和好氧培养条件的特点，仅有一些细菌能生长

而被检测到，其结果不能代表真正的细菌总数。近

年来开发的新型检测技术以缩短检测时间、简化操

作、降低检测成本、提高检测效率等优势而被广泛

关注[2]，如高光谱技术[3-5]、荧光定量 PCR 技术[6-7]、

ATP 生物发光技术[8-10]、流式细胞计数法[11-12]、3M
测试片快速分析技术 [13]、MTT 法快速检测技术
[14-15]、TTC 显色法[16]、集合酶联反应技术[17-18]、介

电谱技术[19-20]等。然而这些新型方法大多是通过实

验室大型设备实现的，设备价格高，检测条件严格，

不易实现现场快速检测。开发快速、便捷、灵敏的

细菌总数检测方法具有重大的现实意义。 
Calcein UltraGreen™ AM 是一种疏水性化合

物，可轻松通过活细胞膜，荧光染料的 AM 基团被

活细胞中存在的细胞酯酶水解切断，在细胞内产生

强荧光特性，该反应为不可逆反应，结合成功后，

即使细胞死亡该荧光特性也会一直存在。然而酯酶

活性与活细胞数成正比，因此，活细胞与由 Calcein 
UltraGreen™ AM 催化酯酶水解产生的荧光强度

直接相关。该荧光染料的光谱特性为激发波长

496 nm、发射波长 524 nm，染色活动物细胞的条件

为染料浓度在 1−10 μmol/L、37 °C 下反应 5−10 min，

可以将浓度为 106−108 cells/mL 的活动物细胞准确

染色。由于该染色条件是用于染色动物细胞，目前

尚未有文献报道过应用该染料检测活菌数，因此需

要建立其针对微生物细胞的探针检测条件。 
本研究基于新型荧光染料 Calcein UltraGreen™ 

AM 的荧光特性及其在活细菌细胞内稳定的反应特

性，并结合小型便捷式荧光仪，以开发兼有现场快

速、便捷、灵敏的细菌总数检测方法为目的，研究

并建立一种活细菌总数快速荧光检测法，且将方法

应用于实际样品细菌总数的测定。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌株 

由 本 实 验 室 分 离 并 鉴 定 的 铜 绿 假 单 胞 菌

NY3[21] (假单胞菌属，革兰氏阴性菌)、大肠杆菌(革
兰氏阴性菌)、红平红球菌 FF (革兰氏阳性菌)、芽
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孢杆菌(革兰氏阳性菌)、金黄色葡萄球菌(革兰氏阳

性菌)、枯草芽孢杆菌(革兰氏阳性菌)。 
1.1.2  培养基和试剂 

种子液培养基(g/L)[22]：NaCl 5.0，牛肉膏 3.0，

蛋白胨 10.0，用蒸馏水定容至 1 L，pH 调节为 7.8
左右，1×105 Pa 高压蒸汽灭菌 30 min，备用。 

固体培养基：1 L 液体培养基中加入 20 g 琼脂。 
无机盐培养基 [23]：NH4NO3 1.0 g，1 mol/L 

MgSO4·7H2O 0.1 mL，1 mol/L CaCl2·2H2O 0.05 mL，

磷 酸 盐 缓 冲 溶 液 25 mL ， 微 量 元 素 1.0 mL 
(FeSO4·7H2O 4.5 g，ZnSO4·7H2O 0.148 g，MnSO4·H2O 
0.258 g，CoCl2·6H2O 0.024 g，NiSO4·6H2O 0.022 g，

CuCl2·2H2O 0.013 g，Na2MoO4·2H2O 0.1 g，H3BO3 
0.062 g，溶于 1 L 蒸馏水)，溶于 1 L 蒸馏水中，调

节 pH 8.0。 
Tris-HCl 缓冲溶液：1 mmol/L EDTA (pH 8.0)溶

液与 100 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)溶液制备缓冲液。 
染料制备：将 1 mg Calcein UltraGreen™ AM 

(AAT Bioquest®公司)溶解在 330 μL 二甲基亚砜

(DMSO)中，制备 5 mmol/L Calcein UltraGreen™ 
AM 储备溶液。 
1.1.3  主要仪器 

Qubit 3.0 荧光定量仪，Thermo Fisher Scientific
公司；流式细胞仪，碧迪医疗器械有限公司；精密

pH 计，上海仪电科学仪器股份有限公司；可见分

光光度计，上海欣茂仪器有限公司。 

1.2  荧光检测方法的建立 
1.2.1  种子液的制备 

将铜绿假单胞菌 NY3、大肠杆菌、红平红球

菌 FF、芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌 6 种菌株分别接种于 LB 培养基中，于 31 °C、

150 r/min 摇床好氧振荡 12−24 h，OD600 值为 1.80
左右，备用。 
1.2.2  菌悬液的制备 

取培养好的菌液 10 mL，4 °C、8 000 r/min 离心

15 min，弃上清液，收集细胞，用与上清液等体积的

Tris-HCl 溶液重悬洗涤 3 次，并测定 OD600 值。 

1.2.3  细胞稀释梯度 
取处理后的菌悬液进行梯度稀释，稀释倍数分别

为 10−1、5×10−2、2.5×10−2、2×10−2、1.25×10−2、10−2、

5×10−3、2.5×10−3、2×10−3、1.25×10−3、10−4、5×10−4、

2.5×10−4、2×10−4、1.25×10−4、10−5、10−6、10−7、10−8。 
1.2.4  染色反应的体系 

取重悬处理后菌悬液 100 μL 加到 900 μL 
Tris-HCl 溶液，再加入 2 μL Calcein UltraGreen™ AM
荧光染料混合均匀进行染色(染料浓度为 10 μmol/L)。 
1.2.5  平板计数 

取细菌浓度梯度为 10−7、10−8、10−9 倍数的菌

悬液进行平板涂布。 

1.3  染色条件的确定 
由于新型荧光染料 Calcein UltraGreen™ AM 用

于染色活的动物细胞，尚未应用于染色活细菌的细

胞，而动物细胞个体要远远大于细菌细胞个体，且

两者的细胞结构也有所不同，动物细胞没有细胞壁

而细菌细胞有细胞壁，所以两者的染色条件会有所

不同。为更准确测定活菌数量，以 FF 菌为研究对

象，选择对染色时间、染色温度、细胞浓度及染色

pH 等进行条件优化，确定 Calcein UltraGreen™ AM
荧光染料测定活细菌总数的反应条件。 
1.3.1  染色温度、染色时间的优化 

取重悬处理后菌悬液(按 1.2.2 菌悬液的制备) 
200 μL 加到 1 800 μL Tris-HCl 溶液混合均匀制备成

10−1 菌悬液，再按上述稀释方法制备成 10−2 菌悬液，

设置 3 组平行样，分别加入 4 μL 荧光染料混合均匀，

染色温度为 15、25、30、37 °C，分别测定染色时

间为 5、10、15、20、30、45、60、75、85 min 这

9 个时间的相对荧光强度值，讨论染色温度、染色

时间对 Calcein UltraGreen™ AM 染色活细胞荧光强

度的影响作用。 
1.3.2  染色 pH 的优化 

向重悬处理后的菌沉淀中分别加入 pH 6.5、

7.0、7.5、8.0、8.5、9.0 的 Tris-HCl 溶液，用移液

枪吹打均匀，测其混合均匀的菌悬液 pH，菌悬液

的制备方法同 1.2.2，稀释和染色方法同 1.3.1，按

照 1.3.1 确定的染色时间和染色温度，设置 3 组平
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行样，测定不同 pH 菌悬液的相对荧光强度值，讨

论 Tris-HCl 溶液 pH 值对 Calcein UltraGreen™ AM
染色活细胞荧光强度的影响作用。 
1.3.3  菌悬液 OD600值与荧光值、活菌数的关系以

及标准曲线的建立 
用 Tris-HCl 溶液调节重悬处理后菌悬液 OD600

值为 0.01、0.02、0.04、0.05、0.06、0.08、0.10、

0.20、0.40、0.50、0.60、0.80、1.00，菌悬液的制

备方法同 1.2.2，稀释和染色方法同 1.3.1，平板计

数同 1.2.5，染色时间、染色温度和染色 pH 按照 1.3.1
和 1.3.2 确定的，设置 3 组平行样，测定不同 OD600

值菌悬液对应的相对荧光强度值并平板计数，确定

菌悬液 OD600 值与相对荧光强度值、活菌数的关系

曲线。对重悬处理后的菌悬液进行梯度稀释(按照

1.2.2 菌悬液的制备方法，按照 1.2.3 的细胞梯度稀

释方法)，对各浓度梯度菌悬液进行染色(染色反

应体系同 1.2.4，按照 1.3 确定的染色条件)，设置

3 组平行样，测定不同稀释梯度菌悬液的相对荧光

强度值和不同稀释梯度对应的活细菌数(按照 1.2.5
平板计数法)，建立活细菌总数与相对荧光强度值的

标准曲线。 
1.3.4  荧光染料浓度的优化 

用 Tris-HCl 溶液调节重悬处理后菌悬液 OD600

值为 0.052、0.101、0.202、0.477、0.806、1.191，

菌悬液的制备方法同 1.2.2，取处理后不同 OD600 值

的菌悬液各 500 μL，分别加入 2.0、1.5、1.0、0.5、

0.3、0.1 μL 荧光染料混合均匀(即荧光染料浓度为

20、15、10、5、3、1 μmol/L)，各设置 3 组平行样，

染色时间、染色温度和染色 pH 按照 1.3.1 和 1.3.2
确定的，测定不同浓度菌悬液加入不同荧光染料浓

度的相对荧光强度值，讨论荧光染料浓度对 Calcein 
UltraGreen™ AM 染色活细胞荧光强度的影响作用。 

1.4  细菌总数检测方法适用性评估 
对重悬处理后的菌悬液进行梯度稀释(按照

1.2.2 菌悬液制备方法，按照 1.2.3 的细胞梯度稀

释方法)，分别取各浓度梯度菌悬液 100 μL 加到

900 μL Tris-HCl 溶液，设置 3 组平行样，再加入 2 μL 

Calcein UltraGreen™ AM 荧光染料混合均匀进行染

色(按照 1.3 确定的染色条件)，测定不同稀释梯度菌

悬液的相对荧光强度值和不同稀释梯度对应的活细

菌数(按照 1.2.5 平板计数法)，建立活细菌总数与相

对荧光强度值的标准曲线。应用于革兰氏阳性菌红平

红球菌 FF、芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢

杆菌和革兰氏阴性菌铜绿假单胞菌 NY3、大肠杆菌。 

1.5  应用 
为验证建立荧光法的可靠性和实用性，将上述

建立的染色方法应用于微生物降解油类污染物的

培养液和固体菌剂发酵过程中活菌数的检测。 
1.5.1  微生物降解油类污染物培养液中活菌数的

检测 
于 50 mL 锥形瓶中加入 16 mL 无机盐培养基、

2 g/L 石油(从受试油污染土壤中提出)以及接种量为

20%的 FF 菌种子液，组成石油降解体系，再加入

0.5 g/L 的丁二酸作为共存碳源，设置 3 组平行样。

将降解体系置于 31.5 °C、150 r/min 的恒温摇床上

振荡，向生长 4、6、8、10、12、24、36、48、72、

96 h 的降解液中加入 15−20 mL 石油醚将石油充分

溶解，于 4 °C、10 000 r/min 离心 10 min，倒掉上

层溶液，按照 1.2.2 的方法制备菌悬液，取处理好

的菌悬液进行染色(染色方法同 1.2.3，应用 1.3 确

定的染色条件)，测定染色后不同生长时间的菌悬

液相对荧光强度值，根据 1.4 建立的 FF 菌活细菌

总数与相对荧光强度值线性曲线，得出相对应的活

菌数。 
1.5.2  固体菌剂发酵过程中活菌数的检测 

称取 5 g 固体菌剂加到 45 mL 无菌水中，放

入适量玻璃珠，在 200 r/min 振荡 30 min 后，静

置 15 min，取上清液，采用 10 倍稀释法将其用无

菌 Tris-HCl 溶液稀释至浓度为 10−3 的菌悬液，固体

菌剂中活细菌总数与相对荧光强度值的线性曲线

建立方法同 1.4。取稀释至浓度为 10−4 的菌悬液

500 μL 再加入 1 μL Calcein UltraGreen™ AM 荧光

染料混合均匀进行染色，设置 3 组平行样，测定染

色后菌悬液相对荧光强度值和平板计数(取菌悬液
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梯度为 10−8、10−9 倍数的菌悬液进行平板涂布)。 

1.6  5种检测方法对实际样品中活细菌总数的比

较测定 
以 FF 菌为研究对象，通过应用目前使用较多、

较流行的活菌数检测方法，如平板计数法、比浊法、

流式细胞法(2 种染料)与本文建立的荧光法进行精

密度、重复性、稳定性和回收率的对比，进一步验

证建立荧光法的准确性和可靠性。 
1.6.1  建立的荧光法测定 

用 Tris-HCl 溶液调节重悬处理后菌悬液 OD600

值为 0.057、0.102、0.204、0.477 (超出仪器检测范

围)，菌悬液的制备方法同 1.2.2，对上述不同浓度

菌悬液进行染色(染色方法同 1.2.4，按照 1.3 确定的

染色条件)，其中对 OD600 值为 0.477 的菌悬液稀释

10 倍后进行染色，各设置 3 组平行样，测定染色后

的相对荧光强度值，应用 1.3.3 中建立的 FF 菌标准

曲线得出相应活菌数。 
1.6.2  平板计数法测定 

取 1.6.1 中不同 OD600 值的菌悬液进行 10 倍比

稀释，各设置 3 组平行样，取稀释梯度为 10−5、10−6、

10−7 的菌悬液进行平板涂布计数。 
1.6.3  比浊法测定 

取 1.6.1 中不同 OD600 值的菌悬液各 3 份，应用

1.3.3 中建立的 OD600 值与活菌数的关系曲线得出相

应的活菌数。 
1.6.4  流式细胞法测定 

由于流式细胞仪的最佳检测范围数量级为

103−106 CFU/mL[24]，因此需要对 1.6.1 中不同 OD600

值 的 菌 悬 液 稀 释 100 倍 后 ， 分 别 使 用 Calcein 
UltraGreen™ AM 荧光染料(染色方法同 1.2.4，按照

1.3 确定的染色条件)和 SYBR® GreenⅠ荧光染料[25] 
(取各浓度菌悬液 495 μL 加入 5 μL 的 SYBR® 
GreenⅠ荧光染料混合均匀，水浴 37 °C 染色 10 min)
进行染色，各设置 3 组平行样，用流式细胞仪测定

染色后的活菌数，并换算为原始样品的活菌数。 

1.7  方法学考察 
1.7.1  精密度的测定 

准确吸取 1.6.1 中不同 OD600 值的菌悬液，分别

按照 1.6 中的 4 种方法进行处理，然后在 2 min 内对

同一样品液连续测定 5 次，计算测定结果的相对标

准偏差(relative standard deviation，RSD)值。 
1.7.2  重复性的测定 

准确吸取 1.6.1 中不同 OD600值的菌悬液各 5 份，

分别按照 1.6 中的 4 种方法进行处理并测定活菌数，

计算测定结果的 RSD 值。 
1.7.3  稳定性的测定 

准确吸取 1.6.1 中不同 OD600 值的菌悬液，分别

按照 1.6 中的 4 种方法进行处理，每隔 10 min 测定

一次，共测定 6 次，计算测定结果的 RSD 值。 
1.7.4  回收率的测定 

准确吸取 1.6.1 中不同 OD600 值的菌悬液，以平

板计数的结果作为 3 种浓度样品的实际活菌数，分

别按照 1.6 中的 4 种方法进行处理，然后测定活菌

数，并计算回收率。 

2  结果与分析 

2.1  染色温度、染色时间对染色效率的影响 
由于 Calcein UltraGreen™ AM 荧光染料染色活

动物细胞的时间是在 5−10 min，温度是在 37 °C，

因此，为了确定荧光染料染色活细菌的染色条件，

从而讨论染色温度和染色时间的变化对相对荧光

强度值的影响，结果如图 1 所示。 
由图 1 可知，染色时间越长相对荧光强度值

越大，染色时间在 5−30 min 范围内，4 种温度条

件下相对荧光强度值的增长均较平缓(斜率小)，染

色效果稳定，而且染色时间与相对荧光强度值呈线

性相关性(R2>0.999)。当染色时间超过 30 min，    
4 种温度条件下相对荧光强度值随时间增加而增

大，但“荧光强度-染色时间”曲线斜率增大，似乎

提高了测定灵敏度，但由于荧光试剂在与活细胞

染色完成后，荧光染料本身也开始释放荧光特性，

导致相对荧光强度值开始剧增(图 1B)，且染色时

间与相对荧光强度值线性相关性较差，并且温度

越高增加越明显，使被染色细胞自身所产的荧光

受干扰，影响测定结果。染色后荧光试剂自身的

荧光特性，甚至使得 37 °C、染色 85 min 样品溶液
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中相对荧光值已经超出了仪器的测定上限，染色时

间在 30 min 以内即可。 
为进一步确定该染色时间范围，另取 3 份细胞

悬液进行染色实验。由表 1 可知，染色时间越长、

染色温度越高，实测的荧光强度值与用图 1A 中曲

线回归方程式换算的相对荧光强度值的相对标准

偏差越大，说明染色时间越长，染色后荧光试剂自

身荧光特性的干扰越大。 
由于细菌的细胞小于动物细胞且有细胞壁结

构，为了保证能够最大限度地让荧光染料与细菌结

合，同时避免染色后荧光试剂自身荧光特性的影响

以及使染色效果更稳定和满足现场快速检测的需

求，确定最佳染色时间范围为 20−30 min，染色温

度固定即可。 
 

   
 

图 1  染色温度、染色时间对 Calcein UltraGreen™ AM 染色 FF 菌活细胞的相对荧光强度的影响作用 
Figure 1  Effect of dyeing temperature and dyeing time on the relative fluorescence intensity of viable cells of bacteria FF by 
Calcein UltraGreen ™ AM  
注：A：信号值与背景值的差值；B：背景值. 
Note: A: The difference between the signal value and the background value; B: The background value. 

 
表 1  染色 20 min 和 60 min 实际检测与线性曲线方程换算相对荧光强度检测结果对比 
Table 1  Comparison of relative fluorescence intensity detection results between actual detection at 20 min and 60 min of 
staining and linear curve equation conversion 
染色时间 
Dyeing time (min) 

染色温度 
Dyeing temperature (°C) 

相对荧光强度 
Relative fluorescence intensity 

相对标准偏差 
Relative standard deviation (%) 

实际检测值 
Actual detection value

线性方程换算 
Linear equation conversion 

20a 15 3 304.66 3 284.52 0.43 
25 4 795.76 4 760.93 0.52 
30 5 566.31 5 523.42 0.55 
37 6 701.07 6 622.36 0.84 

60b 15 14 626.67 15 392.60 3.61 
25 18 220.50 19 291.70 4.04 
30 21 017.40 22 442.60 4.64 
37 27 233.05 29 877.80 6.55 

注：a：图 1 中染色时间在 5−30 min 时 4 种温度对应的染色时间与相对荧光强度值线性曲线方程；b：图 1 中染色时间在 30−85 min
时 4 种温度对应的染色时间与相对荧光强度值线性曲线方程. 
Note: a: The linear curve equation of the dyeing time and relative fluorescence intensity values corresponding to the four temperatures 
when the dyeing time is 5−30 min in Figure 1; b: The linear curve equation of the dyeing time and relative fluorescence intensity values 
corresponding to the four temperatures when the dyeing time is 30−85 min in Figure 1. 
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2.2  pH 值对染色效率的影响 
为进一步建立细菌总数检测方法，改变染色 pH

值，固定染色时间为 20 min，染色温度 37 °C，实验

结果如图 2 所示。由图 2 可知，将 FF 菌细胞重悬于

pH 8.0 的 Tris-HCl 溶液时，染色后相对荧光强度值

最大，表明染色效果最佳，测定灵敏度最高，结果

也说明该染料不适于在偏酸性条件染色。 

2.3  菌悬液 OD600值与荧光值、活菌数的线性关

系以及标准曲线的建立 
活体细菌细胞可相互作用，浓度越高相互间距

离越近、相互影响越大。因此样品中细胞数量一定

影响染色效果。用 OD600 值粗略反映细菌细胞数量，

研 究 细 胞 浓 度 对 染 色 效 果 的 影 响 特 征 ， 重 悬

Tris-HCl 溶液 pH 8.0，固定染色时间为 20 min，染

色温度 37 °C，结果如图 3 所示。从图 3A 可知， 
FF 菌悬液 OD600 值>0.30 时的相对荧光强度值达到

荧光定量仪检测上限，无法检测出实际相对荧光强

度值，因此需要对菌悬液进行稀释。当 OD600 值在

0.01−0.30 范围时，OD600 值与染色后 FF 菌悬液的

相对荧光强度值之间呈良好线性关系(图 3B)。因此

本方法适合于 OD600 值在 0.01−0.30 的样品中细菌

总数的测定。 

 

 
 

图 2  重悬 FF 菌的 Tris-HCl 溶液 pH 值对 Calcein 
UltraGreen™ AM 染色活细胞荧光强度的影响作用 
Figure 2  Effect of pH value of Tris-HCl solution of FF 
strain on the fluorescence intensity of living cells stained 
with Calcein UltraGreen™ AM 

 

 
 

图 3  OD600值对 Calcein UltraGreen™ AM 染色活细胞

荧光强度的影响 
Figure 3  Effect of OD600 value on the fluorescence 
intensity of living cells stained with Calcein UltraGreen™ 
AM 
注：A：高浓度 FF 菌悬液 OD600 值对荧光强度的影响；B：低

浓度 FF 菌悬液的 OD600 值与相对荧光强度值、活菌数的线性

关系. 
Note: A: Effect of high concentration FF suspension OD600 on 
fluorescence intensity; B: Linear relationship between OD600 and 
relative fluorescence intensity and total bacterial count of low 
concentration FF suspension. 

 
据文献可知 OD600 值与细菌数成正比[26]，而且

OD600 值能在一定程度反映细菌数量，因此建立了

OD600 值与活菌数的线性曲线(图 3B)，而 OD600 值

与相对荧光强度值、活菌数均呈良好线性关系，因

此可通过建立细菌总数-相对荧光强度的标准曲线

(y=0.000 8x+475.97，R2=0.999 2)计算样品中活细菌

总数。 
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2.4  荧光染料浓度对染色效率的影响 
由于 Calcein UltraGreen™ AM 荧光染料染色活

动物细胞的染料浓度为 1−10 μmol/L，为进一步建

立细菌总数检测方法以及讨论染料浓度对染色效

率的影响，改变染料浓度和菌悬液 OD600 值，重悬

Tris-HCl 溶液 pH 8.0，固定染色时间为 20 min、染

色温度 37 °C 进行实验，结果如图 4 所示。 
由图 4 可知，随着 Calcein UltraGreen™ AM 染

料浓度的不断增大，同一菌悬液 OD600 值所对应的

相对荧光强度值不随染料浓度的增大而增大，说明

染料浓度在 1−20 μmol/L 对染色效率无显著性影 
响；染料浓度相同时，随着菌悬液 OD600 值的增大，

相对荧光强度值也随之增大，但当 OD600 值>0.30
时，相对荧光强度值不随之增大，说明染料浓度的

变化对高浓度菌悬液的相对荧光强度值影响不大，

也同时验证了图 3A 中当 OD600 值>0.30 时的相对荧

光强度值达到荧光定量仪检测上限，并非染料浓度

过大造成。因此，只要固定染料浓度、染色温度和

时间，即可快速检测样品中活细菌总数。 
 

 
 

图 4  Calcein UltraGreen™ AM 染料浓度对染色 FF 菌

活细胞的相对荧光强度的影响 
Figure 4  Effect of Calcein UltraGreen™ AM 
concentration on the relative fluorescence intensity of 
stained FF live cells 

2.5  细菌总数测定方法适用性评估 
将上述建立的荧光检测方法应用于 4 株革兰氏

阳性菌和 2 株革兰氏阴性菌活细胞检测中。按上述

优化条件，细胞重悬于 pH 8.0 的 Tris-HCl 溶液，染

色时间 20 min，染色温度 37 °C，传统法测定的 6 种

菌株的活菌数与相对荧光强度值的线性曲线如表 2
所示。由于细菌的菌体大小和种类不同，加之所使

用荧光仪具有检测上限，如图 1 和图 3 所示，所以

针对每株菌检测范围及线性回归曲线斜率有一定

差异。 
由表 2 可知，使用 Calcein UltraGreen™ AM 荧

光染料染和荧光定量仪可检测 105−109 CFU/mL 范

围内的活细菌数，而且相对荧光强度与活菌数呈良

好的线性关系，6 种菌株的线性相关曲线回归方程

R2 均大于 0.99。但当活菌细胞低于 105 CFU/mL 时，

相对荧光强度值与活细菌数无线性关系。在 6 种菌

株中，金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的细胞个体较

小，当细菌数相同时所对应的相对荧光强度值则较

小，因此，其线性回归方程斜率较小。 

2.6  应用 
2.6.1  微生物降解油类污染物培养液中活菌数的

检测 
微生物代谢有机物过程常产生有机酸，研究

表明，有机酸对微生物进一步降解石油烃有促进

作用[27]。Nie 等[28]研究发现小分子有机酸对石油烃

类的降解有促进作用，而这种促进作用与细菌生长

量是有相关性的。因此，本实验通过检测降解过程

中的活菌数变化来判断丁二酸是否对 FF 菌降解油

类污染物有促进作用。分别将 FF 菌接种于丁二酸 
与石油混合物为碳源和单独石油为碳源的培养液

中，通过测定不同生长时间染色后 FF 菌悬液相对

荧光强度值，再根据表 2 中建立的 FF 菌回归方程

换算得到相对应的活菌数，获得的 FF 菌生长曲线

如图 5 所示。 
由图 5 可知，FF 菌在以丁二酸与石油的混合物

为碳源时的活菌数高于其以石油为唯一碳源时的

活菌数，说明丁二酸的共代谢作用极大地促进了 FF 
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表 2  Calcein UltraGreen™ AM 染色 6 种细菌的相对荧光强度值与平板法测定活菌数建立的标准曲线 
Table 2  Calcein UltraGreen™ AM staining relative fluorescence intensity values of six bacteria and regression equation 
established by plate count determination of viable counts 
细菌种类 
Bacterial species 

菌体大小 
Bacterial size  
(μm) 

检测上限 
Detection limit 
(CFU/mL) 

检测下限 
Detection limit 
(CFU/mL) 

标准曲线 
Standard curve 

相关系数 R2 
Related system R2

金黄色葡萄球菌 
Staphylococcus aureus 

Diameter 0.8 8.50×109 6.80×105 y=3×10−6x+101.24 0.999 3 

大肠杆菌 
E. coli 

(1.1−1.5)×(2.0−6.0) 7.06×109 3.53×105 y=4×10−6x+423.97 0.999 1 

红平红球菌 FF 
Rhodococcus erythropolis FF 

(0.5−1.0)×23 1.00×108 1.00×105 y=8×10−4x+475.97 0.999 2 

铜绿假单胞菌 NY3 
Pseudomonas aeruginosa NY3 

(1.5−5.0)×(0.5−1.0) 1.08×109 2.70×105 y=4×10−5x+724.97 0.995 8 

枯草芽孢杆菌 
Bacillus subtilis 

(0.5−2.5)×(1.2−10.0) 5.03×108 2.01×105 y=6×10−5x+221.07 0.999 0 

芽孢杆菌 
Bacillus 

6.15×108 1.23×105 y=9×10−5x+221.29 0.998 5 

 

 
 

图 5  FF 菌在不同碳源上的生长曲线 
Figure 5  Growth of strain FF in cultures with different 
carbon source 
 
菌在石油上的生长速率(活菌数最多)，因此丁二酸

对 FF 菌降解油类污染物是有促进作用的，这与 Nie
等[28]的研究结果一致。 

微生物降解过程中对活细菌总数的检测是必

不可少的，但目前活菌数的传统检测方法(如平板计

数法)操作过程复杂，获得结果时间较长；比浊法结

果粗略无法得知准确的活菌数，而且该油类污染物

的降解液为黑色或其他有色溶液，溶液颜色对结果

影响较大，无法直接使用比浊法(OD600 值)，而利用

上述建立的荧光法，检测过程简单，检测时间缩短，

能在 30 min 内得知结果，使得实验过程更加简捷，

实用性更强。 
2.6.2  固体菌剂发酵过程中活菌数的检测 

各种固体菌剂被广泛应用于环境治理、农业堆

肥及其发酵中，在需要掌握固体菌剂发酵的成熟程

度时，可以使用本文建立的方法，通过测定发酵过

程中活菌数的变化趋势来判断。表 3 是上述 FF 菌 
 

表3  固体菌剂发酵5 d荧光法与平板计数法测定活菌数

检测结果对比 
Table 3  Comparison of detection results of live bacteria 
counts by solid-state microbial fermentation for 5 days by 
fluorescence method and plate counting method 
发酵时间 

Fermentation 
time (d) 

活细菌数 

Number of live bacteria  
(CFU/g) 

相对标准偏差 

Relative standard 
deviation (%) 

荧光法 

Fluorescence
method 

平板计数法 

Plate counting 
method 

1 4.78×109 4.47×109 4.73 
2 6.53×109 6.19×109 3.82 
3 1.07×1010 1.01×1010 4.24 
4 1.26×1010 1.24×1010 0.87 
5 1.50×1010 1.48×1010 1.19 
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和其他菌株复合发酵(以麦麸为载体)过程中，随着成

熟程度变化对固体菌剂中细菌数量的测定结果。由

于是敞开体系的复合微生物发酵，因此，需要首先

建立测定标准曲线。以 Tris-HCl 溶液为空白，得到

活菌数-相对荧光强度值的线性曲线 y=0.000 6x+ 
306.42 (R2=0.999 7)。从测定结果明显看出，发酵

时间越长，测定的相对荧光强度值则越大，说明

活细菌数越多。固体菌剂发酵 5 d 活细菌总数由

4.78×109 CFU/g 增长到 1.50×1010 CFU/g，当相对荧光

强度无明显增长时，则可以判断已发酵成熟。由表 3
可知，荧光法与平板计数法检测固体菌剂中活菌数

结果一致，相对标准偏差在 5%以内，而且荧光法测

定活细菌数高于平板计数法，是因为平板计数所用

的培养基并不适用于固体菌剂中所有细菌的生长，

比如一些厌氧菌、放线菌等，而荧光法可以染色所

有细菌，能够更加准确地反映活细菌的真实数量。 

2.7  5种方法对实际样品活细菌总数测定比较及

方法学考察结果 
活菌数的传统检测方法包括平板计数法和比

浊法，也是目前微生物实验室中应用最为广泛的检

测方法，通过应用建立的 FF 菌相对荧光强度值与

活菌数的标准曲线(图 4)、OD600 值与活菌数的线性

曲线(图 3B)、流式细胞计数法与传统法所得结果的

对比，来验证建立荧光法的准确性和可靠性，实验

结果如表 4 所示。 
由表 4 可知，5 种测定方法中建立的荧光法与

平板计数法对不同浓度、同一样品测得的活菌数没

有显著性差异，而其他 3 种测定方法均有显著性差

异(P<0.05)，说明建立的荧光法具有较高的准确

性；而流式细胞法较比浊法的准确性更好，且流式

细 胞 法 ™比 流 式 细 胞 法 ® 的 准 确 性 更 好 ， 说 明

SYBR® GreenⅠ荧 光 染 料 的 辨 识 度 比 本 文 所 用

Calcein UltraGreen™ AM 荧光染料辨识度差。 
方法学分析结果如表 4 所示，5 种测定方法中

仅有荧光法精密度的 RSD 值小于 1%，说明本文所

用荧光定量仪的精密度较好，而比浊法的仪器精密

度较差，流式细胞法的仪器精密度良好，且 Calcein 
UltraGreen™ AM 荧光染料比 SYBR® GreenⅠ荧光

染料的精密度要好；5 种测定方法中荧光法、比浊

法、流式细胞法™和平板计数法重复性的 RSD 值小

于 5%，在误差允许范围内，说明有较好的重现性，

而流式细胞法®重现性较差，说明使用 Calcein  
 

表 4  不同浓度 FF 菌悬液荧光法、比浊法、流式细胞计数法与平板计数法测定活菌数检测结果对比 
Table 4  Comparison of detection results of FF bacteria suspensions with different concentrations by fluorescence, 
turbidimetry, flow cytometry and plate counting methods (x±SD, n=3) 
方法 
Methods 

活菌数 Number of live bacteria (×107 CFU/mL) 精密度 
Precision
RSD (%)

重复性 
Repeatability 
RSD (%) 

稳定性 
Stability 
RSD (%) 

回收率 
Recovery rate
RSD (%) 

OD600=0.057 OD600=0.102 OD600=0.204 OD600=0.477

荧光法 
Fluorescence method 

1.21±0.018b 2.10±0.016c 4.21±0.018b 12.1±0.100c 0.64e 0.72e 4.73c 101.50±0.01c

比浊法 
Turbidimetric method 

1.16±0.105c 2.79±0.204a 5.59±0.167a 14.0±0.208a 6.41a 4.9 b 3.46d 121.09±0.23a

平板计数法 
Plate counting method 

1.20±0.015b 2.08±0.045c 4.19±0.060b 11.9±0.100c 4.63c 1.61d 1.42e 100.27±0.01c

流式细胞法™ 
Flow cytometry method™ 

1.10±0.017d 1.91±0.012d 4.06±0.011c 11.4±0.851d 2.46d 2.88 c 5.44b 94.17±0.05d 

流式细胞法® 
Flow cytometry method® 

1.54±0.212a 2.33±0.326b 3.97±0.518d 12.6±0.658b 5.35b 11.35a 12.57a 112.23±0.15b

注：™：用 Calcein UltraGreen™ AM 荧光染料染色；®：用 SYBR® GreenⅠ荧光染料染色；表中不同字母表示差异性显著(P<0.05)；
差异性分析为相关指标同一列数据之间的比较. 
Note: ™: Stained with Calcein UltraGreen™ AM fluorescent dye; ®: Stained with SYBR® GreenⅠ fluorescent dye; Different letters in the table 
indicate significant differences (P<0.05); The difference analysis is the comparison between related indicators in the same column of data. 
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UltraGreen™ AM 荧光染料比 SYBR® GreenⅠ荧光

染料的重复性较好；平板计数法在 1 h 内的稳定性最

好，RSD 值仅为 1.63%，流式细胞法在 1 h 内的稳定

性最差，其中使用 SYBR® GreenⅠ荧光染料的 RSD
值可达到 12.57%，而荧光法在 30 min 内的 RSD 值

为 1.33%，说明荧光法在 30 min 内基本稳定，且避

免了图 1B 中因为荧光染料自身释放荧光特性所产

生的误差，因此在使用时要固定染色时间；5 种检

测方法的回收率结果显示，荧光法与平板计数法之

间无显著性差异，说明荧光法的准确度更高。 
综合表 4 中 5 种测定方法的精密度、重复性、

稳定性和回收率的相对标准偏差(RSD)值分析可

知，在误差允许范围内，本文建立的荧光法较其他

4 种测定方法的结果更加准确、重现性更好、稳定

性更高。 

3  讨论与结论 
本研究建立了一种快速、简捷的荧光检测活细

菌总数法，为了满足现场检测需求，该检测方法当

染料浓度在 1−20 μmol/L，仅需固定染色温度，染

色时间范围 20−30 min，以 Tris-HCl (pH 8.0)溶液为

空白，建立待测样品的相对荧光强度值与活菌数的

线性曲线，即可进行活菌数快速检测。所用荧光定

量仪适用于检测活菌数浓度在 105−109 CFU/mL 的

菌悬液，建立的荧光检测方法在菌悬液 OD600 值

为 0.01−0.30 的范围内，对于 2 种革兰氏阴性菌和

4 种革兰氏阳性菌都具有很好的适用性。通过建立

的细菌总数-相对荧光强度线性曲线，可用于算出

活细菌总数，从而控制接种量，使得实验的重复性

更好。 
将建立的荧光检测方法应用于 FF 菌降解石油

过程中活菌数的检测，可以快速准确地获得降解过

程中活菌数及其变化趋势，比传统检测方法更加准

确简捷，实用性更高。将建立的荧光检测方法应用

于固体菌剂发酵，能够快速、准确地检测固体菌剂

发酵过程中活细菌总数，从而监测固体菌剂发酵过

程是否成熟。 

微生物发酵过程所接种的细菌细胞数量对于

发酵过程的重现、稳定性、产品收获时间及其产品

产量都是至关重要的[29]，其他有关微生物实验研究

中，也常需明确活细胞数量[30-31]，因此，针对某待

研究的纯种菌可如表 2 所示，首先建立回归方程，

用待测菌悬液染色后的相对荧光强度进行计算，可

获得比使用 OD600 值(或其他纳米下)更准确、更快

的活细菌数量(在 30 min 内)。 
通过应用5种测定方法对实际样品中活菌数的检

测对比，建立的荧光法检测结果更接近于平板计数法

的检测结果，而且重复性、稳定性和准确性更好。 
在世界范围内，活细菌数是食品、饮品、化妆

品、环境及其医疗过程等[32-35]所涉及到的各种样品

的一项必测指标，大多情况下需快检，且这种情况

下所遇到的样品中微生物并非纯菌株。目前对于活

菌数的荧光检测方法应用较多的是 ATP 荧光法和

流式细胞计数法(flow cytometry，FC)，但都存在

一定的局限性。ATP 荧光法的关键物质是萤火虫荧

光素酶，而该酶对温度要求极高，当温度超过 25 °C
时会影响酶活性，从而使得检测结果偏低，如若高

温时间过长会直接导致检测失败[36]。流式细胞计

数法的操作过程复杂，仪器参数设置较多，需要对

样品进行预处理，检测成本高且无法满足现场快速

检测的要求[37]。然而使用本文建立的方法时，受

温度影响较小，无需对样品培养，直接原位染色，

可实现快检。但是，该方法需要用实际样品中的

微生物制作标准曲线。如若实际样品为液体且活

菌数较低，浓缩后直接用无菌水稀释并染色，建

立与表 2 相似的标准曲线，然后进行测定和计算。

当实际样品为固体时，将其中的活细菌释放于无菌

水中，同样建立标准曲线，可实现活菌数的测定。

由于同一种样品中细菌种群类似，因此，这样的标

准曲线可提前制作，从而实现快检。 
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