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基于 ＣＴＣ￣流式细胞仪活性细菌总数的快速检测技术
研究
林怡雯ꎬ杨天ꎬ李丹∗ꎬ何苗

清华大学环境学院ꎬ环境模拟与污染控制国家重点联合实验室ꎬ北京 １０００８４
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摘要:以大肠杆菌作为研究对象ꎬ建立一种 ５￣ｃｙａｎｏ￣２ꎬ３￣ｄｉｔｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ(ＣＴＣ)染色结合流式细胞仪(ＣＴＣ￣ＦＣＭ)的方法ꎬ以选择性检测

水环境中具有代谢活性的细菌总数. 该方法的原理是细菌与具有氧化还原性的染料 ＣＴＣ 发生反应ꎬ形成红色荧光物质ꎬ被流式细胞仪特异性

识别进而可选择性检测活性菌. 研究结果表明ꎬＣＴＣ 染色的最佳反应条件为:ＣＴＣ 浓度为 ２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １、３７ ℃避光孵育 ３ ｈ. 该方法最低检测限为

１０３个􀅰ｍＬ － １ . 通过比较培养法和 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法检测热灭活后的大肠杆菌ꎬ结果表明 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法可准确区分活性菌和灭活菌ꎬ且与培养法

之间具有较好的线性关系(Ｒ２ ＝ ０. ９４６５) . 应用 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法检测实际样品ꎬ结果显示该方法与培养法之间有较好的线性关系( Ｒ２ ＝
０􀆰 ８１２１) . 本研究建立的 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法可满足饮用水水质标准需求ꎬ且检测时间比平板培养法缩短 ２０ ~ ４０ ｈꎬ可以用于环境水样中活性细菌总

数检测.
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Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＣＴＣ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ３￣ｈｏｕｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ＣＴＣ￣ＦＣＭ ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ １０３ ＣＦＵ􀅰ｍＬ － １ . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｕｌｔｕｒｅ￣ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｔ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ＣＴＣ￣ＦＣＭ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｖｉａｂｌｅ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｎｏｎ￣ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ａｎｄ ａ ｇｏｏｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ (Ｒ２ ＝ ０. ９４６５) . Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｌｓｏ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔａｐ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｒｅｃｌａｉｍｅｄ ｗａｔｅｒ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ (Ｒ２ )
ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＴＣ￣ＦＣＭ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ￣ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ０. ８１２１. Ｔｈｅ ＣＴＣ￣ＦＣＭ ｍｅｔｈｏｄ ｍｅｅｔｓ ｔｈｅ ｎｅｅｄｓ ｏｆ ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｗａｔｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ２０ ~ ４０ ｈｏｕｒｓꎬ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｉｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｗａｔｅｒｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ＣＴＣ ｓｔａｉｎｓꎻｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎻｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａꎻｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅꎻｆａｓｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

１　 引言(Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ)

细菌总数是我国 « 生活饮用水卫生标准»
(ＧＢ５７４９—２００６)规定的水质常规指标之一ꎬ其标准

检测方法是营养琼脂平板培养法ꎬ但具有很多不

足ꎬ包括:① 环境中可培养的细胞只占总细胞数量

的 ０. ００１％ 到 ６. ５％ ( Ｓｔａｌｅｙ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９８５ꎻ Ｈａｍｍｅｓ
ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００８)ꎬ很多厌氧菌和兼性菌很难利用平板

培养法检测(Ｓｔｒｏｕｓ ｅｔ ａｌ. ꎬ １９９８)ꎻ②平板中不同细

菌的生长速度不同ꎬ形成菌落大小也不同ꎬ微小菌
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落在计数过程中可能被漏掉(赵新华等ꎬ ２００３)ꎻ③
最重要的是ꎬ很多细菌在外界环境压力下ꎬ可进入

“具有活性但无法培养” (Ｖｉａｂｌｅ ｂｕｔ ｎｏｔ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅꎬ
ＶＢＮＣ) 状 态 ( Ｌｌｅｏ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２０００ꎻ Ｒｏｓｚａｋ ｅｔ ａｌ. ꎬ
１９８４ꎻ Ｌｅｍａｒｃｈａｎｄ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００４)ꎬ ＶＢＮＣ 菌无法在

平板培养基上生长ꎬ但仍然保持一定代谢能力

(Ｂｅｒｒｙ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００９) 和致病性 ( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２０１０ꎻ
Ｆｉｓｃｈｅｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００２)ꎬ能在适宜环境条件下复活并

大量繁殖(Ｆｅｒａ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００８ꎻ Ｃｏｔｒｕｖｏ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００４ꎻ
Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００２ꎻ Ｊｊｅｍｂａ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２０１０)ꎬ引发微生

物安全风险.
ＣＴＣ 染料是一种无色可渗透细胞膜的物质ꎬ在

细胞内可被细菌细胞通过电子传递链还原形成易

被检测的红色荧光沉淀物质 ＣＴＦ(ＣＴＣ￣Ｆｏｒｍａｚａｎ)
( Ｇｒｕｄｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００３ꎻ Ｓｃｈａｕｌｅ ｅｔ ａｌ. ꎬ １９９３ꎻ
Ｂｈｕｐａｔｈｉｒａｊｕ ｅｔ ａｌ. ꎬ １９９９ꎻ Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ ｅｔ ａｌ. ꎬ １９９２)ꎬ
并可在 ４５０ / ６３０ｎｍ 下被激发ꎬ从而被荧光显微镜、
流式细胞仪等检测并计数 ( Ｐｒｏｃｔｏｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００１ꎻ
Ｋａｐｒｅｌｙａｎｔｓ ｅｔ ａｌ. ꎬ １９９３ꎻ Ｙｕ ｅｔ ａｌ. ꎬ １９９４). 由于生

成 ＣＴＦ 的含量与活性菌浓度、ＣＴＣ 浓度、孵育时间

等有关(Ｂａｒｔｏｓｃｈ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００３)ꎬ因此ꎬ可以还原 ＣＴＣ
并产生红色荧光的细胞即为具有代谢活性的细胞.
ＣＴＣ 染料与好氧、厌氧及兼性细菌均可反应ꎬ因此

在检测实际环境中的活性细胞时具有更大的利用

价值 ( Ｐｒｏｃｔｏｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００１ꎻ Ｂａｒｔｏｓｃｈ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００３ꎻ
Ｂｈｕｐａｔｈｉｒａｊｕ ｅｔ ａｌ. ꎬ １９９９). 利用流式细胞仪快速计

数 ＣＴＣ 染色细胞ꎬ可实现快速准确定量检测. 目前ꎬ
将 ＣＴＣ 与流式细胞仪结合应用到检测环境水体中

细菌总数的报道较少.
鉴于此ꎬ本研究以大肠杆菌为研究对象ꎬ首先

优化了 ＣＴＣ 染色条件及流式细胞仪分析参数ꎬ建立

基于 ＣＴＣ 染色的活性细菌流式细胞仪分析方法

(ＣＴＣ￣ＦＣＭ 法)ꎻ然后ꎬ比较 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法与平板计

数法检测活性细菌的能力ꎻ最后利用优化的 ＣＴＣ￣
ＦＣＭ 方法检测实际饮用水及再生水中细菌总数ꎬ并
与平板计数法检测结果做比较.

２　 材料与方法(Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)

２. １　 主要试剂与仪器

本研究中使用的标准菌株购自中国普通微生物

菌种保藏中心(ＣＧＭＣＣ):大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ
ＣＧＭＣＣ １. ２３８５). 饮用水样取自清华大学环境节能

楼ꎬ再生水水样取自高碑店再生水厂进水和出水.
实验室培养大肠杆菌采用 ＣＧＭＣＣ 推荐的营养

肉汤培养基. 主要配方为:牛肉膏 ５ ｇꎬ蛋白胨 １０ ｇꎬ
氯化钠 ５ ｇꎬ去离子水 １０００ ｍＬ. 加热溶解后ꎬ调节

ｐＨ ７. ２ ~ ７. ４ꎬ １２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎ.
细菌总数测量采用营养琼脂培养基(生活饮用

水标准检验方法微生物指标ꎬ ＧＢ / Ｔ ５７５０. １２—
２００６):蛋白胨 １０ ｇꎬ牛肉膏 ３ ｇꎬ氯化钠 ５ ｇꎬ琼脂 ２０
ｇꎬ蒸馏水 １０００ ｍＬꎬ将上述成分混合后ꎬ加热溶解ꎬ
调整 ｐＨ 为 ７. ４ ~ ７. ６ꎬ１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎬ待其温度

降至 ５０ ℃时ꎬ倒入直径为 ９ ｃｍ 的无菌平皿中.
ＣＴＣ 染料购自 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ 公司ꎻ流式细胞

仪购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司ꎻ高速离心机购自

德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎻＴｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒ Ｃｏｍｆｏｒｔ 购自德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司.
２. ２　 实验方法

２. ２. １ 　 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法的检测原理及流程 　 ＣＴＣ￣
ＦＣＭ 方法以细胞的代谢活性作为活性细菌的评判

标准. ＣＴＣ 可渗透细菌细胞膜ꎬ与具有代谢活性大

肠杆菌内的电子传递链反应ꎬ在细胞内形成红色荧

光沉淀ꎬ可被流式细胞仪检测.
流式细胞仪可记录样品中单个颗粒的侧向散射光

(ｓｉｄｅ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒꎬ ＳＳ)、绿荧光 ( ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ
ＦＬ１ꎬ (５３０ ± １５) ｎｍ)、橙荧光(ｏｒａｎｇｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ
ＦＬ２ꎬ (５８５ ± ２１) ｎｍ)和红荧光( ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ
ＦＬ３ꎬ > ６５０ ｎｍ). 本研究以 ＦＬ３ 为检测器时ꎬ活性大

肠杆菌和 ＣＴＣ 反应产生的红色荧光物质被激发ꎬ从
而实现活性细菌计数. ＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法的检测流程如

图 １ 所示. 流式细胞仪参数设置为:ＦＬ１ 为 ４. １１ꎬ
ＦＬ２ 为 ６. ２９ꎬ ＦＬ３ 为 ５. ４７ꎬ每次测量体积为 ５０ μＬ.

图 １　 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 法检测活性菌流程

Ｆｉｇ. １　 Ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＣＴＣ￣ＦＣＭ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

２１５２
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２. ２. ２　 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法的最佳浓度及孵育时间的优

化方法　 接种 １００ μＬ 大肠杆菌菌液于 １００ ｍＬ 营养

肉汤培养基ꎬ于 ３７ ℃、１５０ ｒ􀅰ｍｉｎ － １ 下培养 １６ ｈ. 取
１００ μＬ 菌液ꎬ用无菌 ＰＢＳ 稀释至 １ ｍＬꎬ然后在

１２０００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １、４ ℃下离心 ５ ｍｉｎꎬ去除上清液并冲

悬于 １００ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ得到活菌浓度约为 １０５

ＣＦＵ􀅰ｍＬ － １的菌悬液.
用无菌水将 ＣＴＣ 染料配置成浓度为 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１

的 ＣＴＣ 储备溶液. 在 ９６ 孔酶标板中加入 １００ μＬ 悬

浮菌液和不同体积的 ＣＴＣ 储备液ꎬＣＴＣ 溶液最终浓

度分别使用 １、２、５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬ并用 ０􀆰 ８５％ 的 ＮａＣｌ
溶液补足 ２００ μＬ. 将上述方法配制出的混合体系在

３７ ℃培养箱内分别避光(黑暗)孵育 ０. １、０. ５、１、２、
３、４、６、１０、２４ ｈ 后ꎬ利用流式细胞仪计数具有呼吸代

谢活性的(发红色荧光物质)细菌总数ꎬ确定利用

ＣＴＣ 染色的最佳浓度和孵育时间.
２. ２. ３ 　 细菌热灭活处理方法 　 取 １ ｍＬ 浓度约为

１０５ ＣＦＵ􀅰ｍＬ － １的菌液(２. ２. ２ 节中制备)于 １. ５ ｍＬ
离心管中ꎬ在 Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒ Ｃｏｍｆｏｒｔ 加热仪上于 ７０
℃、３００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １下加热 １０ ｍｉｎꎬ制备热灭活细菌.

活菌和死菌混合溶液配制:灭活的大肠杆菌液

与具有活性的大肠杆菌液以不同特定比例混合(表
１). 将混合菌液 １０ μＬ 与 ２０ μＬ ＣＴＣ 储备液(终浓

度为 ２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １)、７０ μＬ (０. ８５％ )的 ＮａＣｌ 溶液混

合ꎬ在最优条件下孵育一定时间后ꎬ混合样品同时

以流式细胞仪和平板培养法进行检测ꎬ溶液组成如

表 １ 所示.

表 １　 活性与热灭活大肠杆菌液配比

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ａｎｄ ｔｈｅｒｍａｌ￣ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｅ. ｃｏｌｉ

混合菌液体系
活性细菌
液比例

活性细菌
液体积 / μＬ

热灭活细菌
液体积 / μＬ

Ａ ０％ ０ １００

Ｂ ２０％ ２０ ８０

Ｃ ５０％ ５０ ５０

Ｄ ８０％ ８０ ２０

Ｅ １００％ １００ ０

２. ２. ４　 应用 ＣＴＣ￣流式细胞仪对实际水样进行分析

　 实际水样取自清华自来水和高碑店再生水厂进

水和出水. 总菌落数测量方法:根据国家标准 ＧＢ /
Ｔ５７５０. ２—２００６«生活饮用水检验方法———微生物

指标»ꎬ菌落总数的测定采用平皿计数法ꎬ在营养琼

脂培养基上有氧条件下 ３７ ℃培养 ４８ ｈ. 自来水中细

菌浓度较低ꎬ需经过浓缩ꎬ取 １０ ｍＬ 自来水于 １５ ｍＬ

无菌离心管中ꎬ１２０００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １下离心 １０ ｍｉｎꎻ去除上

清液ꎬ用 １ ｍＬ 无菌 ＰＢＳ 将菌液重悬浮.
ＣＴＣ￣流式细胞仪总菌落数测量方法:取 ２００ μＬ

样品加入 ９６ 孔板中ꎬ加入 ４ μＬ ５０ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １的 ＣＴＣꎬ
在 ２. ２. ２ 节优化得到的条件下孵育. 采用流式细胞

仪进行计数. 取 ２００ μＬ 样品加入 ９６ 孔板中ꎬ不加

ＣＴＣ 作为阴性.

３　 结果与讨论(Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)

图 ２　 不同 ＣＴＣ 浓度及孵育时间下的计数结果

Ｆｉｇ. ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣＴＣ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ

３. １　 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法检测条件优化

本研究考察了不同 ＣＴＣ 浓度和孵育时间对 ＣＴＣ￣
ＦＣＭ 方法灵敏度的影响ꎬ结果如图 ２ 所示. 当孵育时

间相同ꎬＣＴＣ 浓度为 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１与 ５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１时检

测到的细胞数量远小于 ＣＴＣ 浓度为 ２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１时的

细菌数量. Ｂａｒｔｏｓｃｈ 等(２００３)在以荧光显微镜研究

自然石头中的微生物时也发现ꎬ并不是 ＣＴＣ 的浓度

越高可检出的活性微生物就越多. 这是由于当 ＣＴＣ
浓度过小时ꎬ不能与全部的具有活性的细菌细胞结

合ꎬ而当 ＣＴＣ 浓度过高时ꎬ其对细菌细胞产生一定

的毒性. 当 ＣＴＣ 最低浓度为 ２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ 时ꎬＣＴＣ￣
ＦＣＭ 的检测结果与培养法的检测结果一致性较好ꎬ
说明 ２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １浓度的 ＣＴＣ 能够和 １０５ＣＦＵ􀅰ｍＬ － １

浓度的细菌充分发生反应ꎬ且对细菌产生的毒性作

用最小. 由此确定 ＣＴＣ 最佳使用浓度为 ２ ｍｍｏｌ
􀅰Ｌ － １ .

当 ＣＴＣ 浓度相同时ꎬ随着孵育时间的增加ꎬ可
由流式细胞仪检测出的细胞数量先增加后减少ꎬ当
孵育时间为 ３ ｈ 时ꎬ检测到的细菌数达到最大值. 这
是由于细菌与 ＣＴＣ 进行接触时ꎬ需要一定的时间适

应环境的改变ꎬ之后进行呼吸代谢. 当细胞与 ＣＴＣ
反应时间过长时ꎬＣＴＣ 会对细菌产生一定的毒害作

用ꎬ使细菌代谢活性下降. Ｐｒｏｃｔｏｒ 等(２００１)在研究

３１５２
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深海中的细菌时也发现了这样的现象. 由此确定

ＣＴＣ 与细菌反应的最佳的孵育时间为 ３ ｈ.
从本节可以确定 ＣＴＣ 的最佳使用浓度为 ２

ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ꎬ最佳孵育条件为 ３７ ℃、３ ｈ.
３. ２　 利用 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 法选择性检测活性菌

将配制的活菌和灭活菌混合液ꎬ加入终浓度为

２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ ＣＴＣꎬ在 ３７ ℃下避光孵育 ３ ｈꎬ利用流式

细胞仪计数. 同时ꎬ利用营养肉汤培养基测定混合

菌液中活性大肠杆菌浓度ꎬ结果如图 ３ 所示.

图 ３ 　 培养法与 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 法检测热灭活大肠杆菌结果比较

(Ｍ１: ＣＴＣ￣ＦＣＭ 计数结果ꎬＭ２:平板计数结果)

Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ￣ｂａｓｅｄ ａｎｄ ＣＴＣ￣ＦＣＭ ａｓｓａｙ ｏｎ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｒｍａｌ￣ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｅ. ｃｏｌｉ

结果表明ꎬＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法与平板培养计数法的

结果具有良好的线性关系(Ｒ２ ＝ ０. ９４６５) (图 ３)ꎻ
ＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法得到的结果比培养法略高ꎬ这主要是

由于在高温条件下细菌可能进入 ＶＢＮＣ 状态ꎬ即无

法培养但具有活性ꎬ处于这种状态的细菌也可以与

ＣＴＣ 染料发生反应. 因此ꎬ该方法可以较好的表征

活性细菌. 此外ꎬＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法可以在 ３ ｈ 内得到

结果ꎬ较培养法的 ４８ ｈ 所需时间短ꎬ且操作简单、灵
敏度高、准确性好ꎬ可以用于准确快速检测样品中

的活性细菌.
３. ３ 　 利用 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 法检测实际环境样品中的活

性菌

本研究分别利用 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 法和平板计数法检

测实际水样中的细菌总数ꎬ结果如表 ２ 所示. 由表 ２
可得ꎬＣＴＣ￣ＦＣＭ 的检测结果约为平板计数法检测结

果的 ２ 倍. 将 ２ 种方法检测的结果线性拟合ꎬ其线性

方程为 ｙ ＝ １. ０３２３ｘꎬＲ２ ＝ ０. ８１２１. 本实验结果证明ꎬ
许多失去培养性的细菌仍然具有呼吸代谢活性ꎬ即
ＶＢＮＣ 状态病原菌的存在. 因此ꎬ传统的平板培养法

可能低估了水中活性细菌的数量ꎬＣＴＣ￣ＦＣＭ 方法是

检测水中活性细菌总数的快速有效方法. 没有加

ＣＴＣ 染料的样品无法检测到荧光信号ꎬ说明实际样

品中没有能够将 ＣＴＣ 染料还原的物质ꎬ样品中的底

物基质对检测结果不形成干扰ꎬ可以用于实际样品

中活性菌总数的检测. 此外ꎬＣＴＣ￣ＦＣＭ 法的检测限

为 １０３ 个􀅰ｍＬ － １ꎬ对经过浓缩后的自来水样同样适

用ꎬ可以用于饮用水中细菌总数的检测.

表 ２　 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 法和培养法检测实际水样中的活性细菌浓度

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ＣＴＣ￣ＦＣＭ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ － ｂａｓｅｄ
ａｓｓａｙ ｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

水样
ＣＴＣ￣ＦＣＭ 法

/ (个􀅰ｍＬ － １)
培养法

/ (ＣＦＵ􀅰ｍＬ － １)

高碑店再生水厂进水 １ ２３７７ １２００

高碑店再生水厂进水 ２ ７９４５ ３４５０

高碑店再生水厂出水 １ ５２６ ４１５

高碑店再生水厂出水 ２ ４０６ ３５０

清华自来水 ４９ １５

４　 结论(Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ)

１)应用 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 法检测水中具有呼吸代谢活性

的病原菌数量时ꎬＣＴＣ 的最佳使用浓度为 ２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１ꎬ
最佳孵育条件为 ３７ ℃下避光孵育 ３ ｈ.

２)ＣＴＣ￣ＦＣＭ 法可有效分辨具有活性的灭活菌ꎬ
其分析结果与平板计数法具有很好的线性关系

(Ｒ２ ＝ ０. ９４６５)ꎬ检测时间由 ４８ ｈ 缩短至 ３ ｈ.
３)应用 ＣＴＣ￣ＦＣＭ 法检测环境水样ꎬ其检测结

果约为平板计数法的 ２ 倍ꎬ主要原因是许多失去培

养性的细菌仍然具有呼吸代谢活性. 与常规基于可

培养性的方法相比ꎬ该方法检测范围广ꎬ更能有效

评价水环境中活性菌总数.
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