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摘要  寻求一种简单、快捷的大肠杆菌计数方法。采用分光光度计测定经鉴定的大肠杆菌悬液的 OD 值 ,同时通过直接涂片计数法计
算大肠杆菌数。细菌悬液经适当浓度稀释后 OD 值在0 .1～1 .0 范围内 ,细菌悬液的 OD 值与活菌数之间成直线关系。利用 OD 值测定
大肠杆菌数目是一种简单、快捷的细菌计数方法。
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Study onthe Counting Method of E .coli in Chicken
TAO Hai-jing  ( Depart ment of Biological Engineering , Zhengzhou College of Ani mal Husbandry Engineering ,Zhengzhou ,Henan 450011)
Abstract  The objective of the research was to seek a si mple and rapid counti ng method of E .coli .The OD value of E .coli suspensionthat was identi-
fied was determined by spectrophotometer and E .coli number was calculated by direct smear counting method . Whenthe OD value of bacteria suspension
dil uted by appropriate concentration was intherange of 0 .1～1 .0 , the ODvalue of bacteria suspensionand living bacteria number were inlinear relation.
Determining E. coli number by using OD value was a si mple and rapi d bacteria counting method .
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  在养鸡生产实践中,大肠杆菌病己成为威胁养禽业的主

要细菌性疾病之一[ 1 - 2] 。由于大肠杆菌的血清型较多[ 3] , 目

前预防大肠杆菌病最有效的方法是制备鸡大肠杆菌自家

苗[ 4] 。在制备大肠杆菌自家苗时 ,须进行大肠杆菌计数。用

计数器计数时, 需稀释染色且时间长。为寻求一种简单、快

捷的计数方法, 笔者尝试利用 OD 值进行细菌数目的测定。

结果表明, 利用 OD 值计数法, 只要提前将其标定便可长期

使用, 不受时间和其他因素的限制,因此不失为一种简单、快

捷的细菌计数方法。

1  材料与方法

1 .1 供试材料

1 .1 .1 鸡大肠杆菌增菌培养基制作。葡萄糖3 g ,磷酸氢二钾

2 g ,磷酸二氢钾1 g ,氯化钠5 g ,蛋白胨5 g ,酵母膏5 g ,蒸馏水

1 000 ml ,调pH值为7 .4 ,放入高压灭菌锅105 ℃灭菌30 min。

1 .1 .2 鸡大肠杆菌分离鉴别[ 5] 。无菌采集剖检大肠杆菌病

典型病变鸡肝脏, 用无菌刀片划开,触片革兰氏染色镜检, 见

阴性两端稍深染的杆菌,同时用接种环沾取切面划线接种于

麦康凯鉴别培养基上,37 ℃培养24 h , 在麦康凯培养基上形

成3 mm左右,红色,光滑湿润圆形隆起小菌落, 挑取红色单

个菌落接种于普通肉汤培养基纯化培养,37 ℃培养24 h , 肉

汤浑浊,管底有沉淀物, 将培养物涂片革兰氏染色镜检,同组

织触片 ,但菌体着色均匀, 单个或偶有2～3 个相连。

1 .1 .3 生化鉴定[ 6] 。将纯化后的细菌培养物进行乳糖、甘

露醇、麦芽糖、葡萄糖和蔗糖发酵试验。该细菌能够分解利

用乳糖、葡萄糖和麦芽糖 ,其中以乳糖产酸产气最多 ,但不能

分解利用甘露醇和蔗糖,也不分解肌醇。

1 .1 .4 动物攻毒试验。取40 只3 周龄非免疫健康小鸡平均

分成两组 ,一组为试验组, 另一组为对照组。试验组20 只接

种普通肉汤培养基纯化培养的培养物, 肌肉注射0 .5 ml/ 只 ;

对照组10 只接种普通肉汤培养基, 肌肉注射0 .5 ml/ 只。接

种5 h 后 ,试验组的小鸡出现羽毛蓬松、精神沉郁、双腿无力、 �
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缩颈闭目、挤堆等症状[ 7] ;接种9 h 后, 小鸡开始出现死亡, 至

72 h 死亡13 只。对死亡小鸡进行剖检,见其气管及支气管轻

微出血 ,肝脏、肺脏出血, 十二指肠、小肠及盲肠扁桃体出血 ,

腺胃乳头有脓性液体流出; 从死亡鸡肝、脾均回收到试验菌。

对照组5 d 后仍健活。

经鉴定确定为致病性大肠杆菌后按5 % 的量接种于鸡大

肠杆菌增菌培养基上 ,37 ℃培养16 h , 置4 ℃冰箱保存备用。

1 .2 供试仪器 显微镜、722 分光光度计。

1 .3 试验方法

1 .3 .1 细菌悬浮液的配制。取5 ml 培养16 h 的菌液 ,用45

ml 灭菌大肠杆菌液体培养基稀释, 充分振荡摇匀 , 使细菌充

分分散。然后用移液管依次取10、9、8、7、6 ml , 分别放入5 个

试管中编号为1、2、3、4、5。在这5 个试管中分别加入大肠杆

菌增菌培养基,使其悬浮液均达到10 ml ,充分摇匀,制成一组

浓度梯度的细菌悬液 ,待测。

1 .3 .2  分光光度计测量方法。用大肠杆菌增菌培养基作为

对照, 其他5 个试管细菌悬液作为待测液。移入0 .5 c m×1 .0

c m规格比色槽中 ,在722 分光光度计上进行测定。所用波长

为450 nm。每个样重复测定3 次, 记下吸光度的平均值。

1 .3 .3 直接涂片计数法。用测微器测出油镜的视野半径 γ,

然后计算视野的面积πγ2。

涂片的制作:以灭菌微量吸管吸取充分混合的被测菌液

0 .01 ml ,滴加于清洁的划有100 mm2 方格的载玻片上。将玻

片标本固定,以碱性美蓝染色5 min ,水洗, 干燥后即可镜检。

镜检和计数: 将涂片置于已测知视野面积的油镜下观

察,检查 x 个视野( 按菌数决定) , 计算每个视野中所见的细

菌数, 假设其总数为 n ,则平均每视野具有 n/ x 个细菌, 故1

ml 被检菌液中的细菌总数= 100×100 mm2πr 2×nx。

2  结果与分析

用722 分光光度计测得灭菌大肠杆菌培养液( 对照) 及5

个试管悬浮液( 待测) 的 OD 值( 吸光度) , 见表1。将表1 数

值绘图显示,细菌悬液与吸光度之间呈直线相关。笔者对此

试验做了大量的工作, 如把大肠杆菌多次培养 ,稀释一定倍

数后测 OD 值及菌数,结果
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而试验结果表明, 蚕熏安熏烟消毒的整个过程中不需要

特别补湿,就可达到消毒杀菌的目的。据此推测, 蚕熏安熏

烟消毒机制应为③途径,有效氯不依赖于次氯酸的产生而直

接作用于病原体的活性部位; 如果空气湿度较大, 环境存在

一定的水分 ,消毒过程也可能会按照①或②途径进行, 同样

达到杀灭病原体的效果 ,因此, 对于环境湿度的变化不会引

起杀菌效果的改变。

(3) 对于配制水溶液的含氯消毒剂的消毒机理, 一般认

为, 氯制剂溶于水中首先产生次氯酸, 次氯酸易浸入细胞内

与蛋白质发生氧化作用 ,或破坏其磷酸脱氢酶 ,使其代谢失

调, 而致细菌死亡 ;次氯酸还可分解形成原子态氧, 将菌体蛋

白质氧化[ 8 - 9] 。Knlik- ky 电镜观察发现, 芽孢在含氯消毒剂

作用下,壳质层与皮质层明显分离而逐层溶解 ,通透性增加 ,

核心吡�羧酸漏出[ 10] 。Jean 等认为较高浓度的次氯酸钠溶

液可使肠球菌的蛋白质合成显著减少而致其死亡[ 11] 。对于

二氧化氯的消毒作用,有人认为是作用于细菌细胞间可溶性

部分酶而快速抑制蛋白质合成的, 能迅速氧化、破坏病毒衣

壳上蛋白质的酪氨酸, 抑制病毒的特异性吸附 ,阻止其对宿

主细胞的感染[ 12 - 13] , 它主要是与微生物蛋白质中的部分氨

基酸发生氧化还原反应 ,使氨基酸分解破坏, 进而抑制微生

物蛋白质的合成, 最终导致细菌死亡。

( 4) 笔者认为, 和普通含氯消毒剂不同, 蚕熏安在发烟过

程中, 有效成分随同烟雾在密闭空间中形成了固态微粒的气

溶胶, 易均匀分散于整个密闭空间, 和空间中的致病微生物

有效接触, 在烟雾消毒的过程中不完全依赖于次氯酸的形

成, 其作用过程和二氧化氯有相似之处, 但远比二氧化氯实

用性好。烟雾中的有效成分可以直接作用于病原体活性部

位, 消毒过程对空气湿度无特殊要求, 可进行无水消毒,不会

给环境增加湿度, 这对大蚕期的饲养管理是很有利的。

对于蚕熏安烟雾消毒机理的研究 ,笔者是继蚕熏安研制

和应用研究之后, 进行的探索性试验研究和理论分析。在初

步明确其消毒机理后 ,可为开展更深层次的研究工作和蚕熏

安在其他领域的应用奠定基础。
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落在该线附近或落在该线上, 并且还得知, 其他微生物在悬

浮液中的数目与 OD 值也呈直线相关,但其大小与大肠杆菌

差别越大, 它们在坐标上对应的直线偏离大肠杆菌菌数与

OD 值在坐标上对应的直线越大。由此可以把该图保存起

来, 当测量大肠杆菌菌数时, 只要测出 OD 值, 便可在图纸上

查出对应的菌数; 制备鸡大肠杆菌自家苗时所需大肠杆菌菌

液浓度为4 .8×108 个/ ml [ 4] ,那么在坐标上查出其对应的 OD

值。只需配成该 OD 值细菌悬浮液,便可用来制苗。

  表1 大肠杆菌不同稀释度的 OD 值和细菌数的对应值

试管号 OD值 细菌数∥×108 个

1 0 .408 5.0

2 0 .340 4.4

3 0 .273 3.8

4 0 .206 2.6

5 0 .136 2.0

3  讨论

(1) OD 值计数法是运用光度计测定细菌悬浮液的 OD

值,然后与标准曲线比较后确定细菌数目。标准曲线上细菌

的数目是通过直接涂片计数法获得, 数字比较准确。该试验

发现细菌悬液经适当浓度稀释后, 其 OD 值与细菌数目之间

呈直线关系,为利用 OD 值测定细菌数目提供理论依据。

( 2) 由于细菌悬液配制、稀释过程, 特别是计数过程的染

色、计数等,都可能产生误差。因此 ,方程的系数就不可避免

地存在试验误差。通过3 次试验, 结果趋于一致, 说明利用

OD 值计数法测定大肠杆菌菌液浓度, 不失为一种快捷而有

效的计数方法。

( 3) 根据比耳定律 ,溶液的浓度过高或过低,均能影响测

量结果的准确性, 因此笔者选择 OD 值在0 .1～1 .0。结果表

明, 在此 OD 值范围内, 细菌菌液的 OD 值与细菌活菌数之间

成直线关系。
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