
［收稿日期］　２０１５－０７－２５

［基金项目］　上海市科技支撑项目（１５４３１９００２００）

［作者简介］　秦云贺（１９８８－），男（汉族），河南省新乡市人，硕士，主要从事新型抗结核药物发现和机制研究。

［通信作者］　张雪莲　　Ｅｍａｉｌ：ｘｕｅｌｉａｎｚｈａｎｇ＠ｆｕｄａｎ．ｅｄｕ．ｃｎ

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０１６．０３．００２

·论著·
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［摘　要］　目的　建立一种基于光密度值计算结核分枝杆菌菌落数的可靠方法。方法　利用低频超声和玻璃珠

研磨两种方法制备Ｈ３７Ｒａ菌悬液，菌悬液２倍梯度稀释后，分别测定各个稀释度菌悬液在６００ｎｍ处的光密度值

（ＯＤ６００值），并分析ＯＤ６００值与稀释倍数曲线，确定最佳的菌悬液制备方法，ＯＤ６００线性范围，以及ＯＤ６００值与

ＣＦＵ关联曲线。结果　ＯＤ６００值为０．１～０．６，线性范围内ＯＤ６００值与稀释倍数线性回归分析结果显示，玻璃珠

研磨法和低频超声法相关系数（犚２）分别为０．９８、１．００，均呈良好的相关性，且低频超声法比玻璃珠研磨法的相关

性好，其菌液分散更均匀。ＯＤ６００值与ＣＦＵ值线性回归分析结果显示，玻璃珠研磨法和低频超声法回归方程分别

是：ＣＦＵ＝２．３５×１０７×ＯＤ６００＋４．４２×１０５、ＣＦＵ＝３．２６×１０７×ＯＤ６００＋６．８９×１０５。结论　低频超声法是一种较

好的结核分枝杆菌菌悬液制备方法，结合ＯＤ６００值测定，可成为一种可靠、快速的结核分枝杆菌定量方法。

［关　键　词］　结核分枝杆菌；菌落形成单位；ＯＤ６００；ＣＦＵ；定量；低频超声法；玻璃珠研磨法
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　　结核病（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）是由结核分枝杆菌

（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，犕．狋犫）引起的传染性

疾病，该病已成为危害人类健康的“头号杀手”［１］。

近年来，随着卡介苗（ＢＣＧ）免疫保护力下降
［２］、人类

免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）全球流行
［３］，以及耐药结核

病［４］（ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＤＲＴＢ）的出现，

使得发现新型免疫保护性抗原、新型抗结核药物，以

及细菌与宿主细胞相互作用等结核分枝杆菌基础性

研究和相关应用愈加重要，其中药物敏感试验、细胞

侵染试验［５］及动物感染实验［６］等均需准确测定结核

分枝杆菌的菌量。目前，结核分枝杆菌定量方法主

要包括ＣＦＵ计数法、麦氏比浊法及光密度法
［７－８］，

ＣＦＵ计数方法相对准确性高，但周期长，不适用于

实际研究中菌液浓度的快速测定；麦氏比浊法是经

典的应用于普通微生物浓度测定的方法，该方法用

于结核分枝杆菌定量可操作性和重复性差；基于光

密度值的定量方法具有简单、便捷、快速的优势，是

一种相对实用的定量方法。但由于结核分枝杆菌生

长呈颗粒状，菌悬液制备方法以及实验室检测仪器、

细菌培养方法等方面的差异，导致该方法缺乏统一

的定量标准，需要探索一种简便可靠的方法，便于结

核分枝杆菌定量。本研究对比分析低频超声法及玻

璃珠研磨法两种菌悬液制备方法，对菌悬液制备方

法、菌悬液６００ｎｍ处的光密度值（ＯＤ６００值）与稀

释倍数关系、ＯＤ６００值与ＣＦＵ关系等进行分析和

探讨。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　结核分枝杆菌菌株Ｈ３７Ｒａ为本实验

室保存。

１．１．２　仪器和试剂　酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ）、水浴超声

仪（ＢｉｏｒｕｐｔｏｒＮｅｘｔＧｅｎＵＣＤ３００）、涡旋振荡器

（ＳＣＩＬＯＧＥＸＭＸＳ）、尼康正置荧光显微镜（Ｎｉ

ｋｏｎ）、４．０ｍｍ玻璃珠（复旦大学材料供应中心）、９６

孔板（上海睿安生物科技有限公司）、Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ

７Ｈ９和７Ｈ１０（Ｄｉｆｃｏ）、Ｔｗｅｅｎ８０和甘油（国药集团

化学试剂有限公司）、ＡＤＣ（０．５％牛血清白蛋白、

０．２％葡萄糖、０．８５％氯化钠），所用化学试剂均为国

产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒａ的培养　用接种环于

７Ｈ１０１０％ＡＤＣ固体板划线接种 Ｈ３７Ｒａ，３７℃培

养箱中静置培养２～３周，备用。

１．２．２　菌悬液制备

１．２．２．１　玻璃珠研磨法　接种环刮取３环于

７Ｈ１０ＡＤＣ固体板上生长２～３周的菌体，转移至

含８００μＬ 液体培养基 （７Ｈ９、０．０５％Ｔｗｅｅｎ８０、

０．５％甘油、１０％ＡＤＣ）的２．０ｍＬＥＰ管中，加入

５粒４．０ｍｍ磁珠，置于涡旋振荡器上，工作速率调

至第三档，涡旋５ｍｉｎ左右。震荡过程中，观察ＥＰ

管中液体是否充分震悬并随时调整振荡角度，肉眼

观察无可见菌块且悬液分散均匀停止振荡，转移至

含５．２ｍＬ液体培养基中，静置３０ｍｉｎ，取上层菌液，

在显微镜下观察玻璃珠处理后菌体分散状况。

１．２．２．２　低频超声法　接种环刮取３环于 Ｍｉｄ

ｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ１０固体板（Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ１０、０．５％

甘油、１０％ＡＤＣ）上生长２～３周的菌体，转移至含

６．０ｍＬ液体培养基中，将菌液分装在无菌２．０ｍＬ

ＥＰ管中，５００μＬ／管，水浴超声仪功率调至“ＬＯＷ”

状态，工作１５ｓ，停１５ｓ，共８个循环，勿过度延长超

声时间，２００ｇ１０ｍｉｎ低速离心，取上层菌悬液，在

显微镜下观察菌液超声处理前后分散情况。

１．２．３　ＣＦＵ计数　将制备的菌悬液进行梯度稀

释，分别取梯度稀释的菌悬液２００μＬ涂布 Ｍｉｄｄｌｅ

ｂｒｏｏｋ７Ｈ１０固体板，３７℃静置培养３～４周，分别

计算ＣＦＵ，每个稀释度的菌悬液接种３个平板。

１．２．４　菌悬液光密度值测定

１．２．４．１　菌悬液可见光区波长扫描　以液体培养

基为本底，含适量浓度 Ｈ３７Ｒａ的菌悬液为样品，利

用酶标仪扫描其（４００～８００）ｎｍ波长范围内的吸收

曲线，间隔为１ｎｍ，并校正光程，通过菌液吸收曲线

确定６００ｎｍ是否为其较好的吸光度测定波长。

１．２．４．２　酶标仪测定菌悬液光密度值　分别将两

种方法制备的菌悬液进行２倍梯度稀释，连续稀释

４个梯度（２、４、８、１６倍）并利用酶标仪测定每个稀释

梯度λ＝６００ｎｍ处的光密度值，每个梯度设置３个

复孔，每种菌悬液均重复两次。

１．３　数据处理　所得光密度值均采用均值±标准

偏差表示，利用Ｏｒｉｇｉｎ８．０数据处理软件分析ＯＤ６００

与稀释倍数关系，并确定ＯＤ６００线性范围；根据ＣＦＵ

计数结果，进行ＣＦＵ与ＯＤ６００回归分析。

２　结果

２．１　菌悬液制备　结核分枝杆菌生长易积聚，常规

方法不易将其均匀分散，本实验采用两种细菌分散
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方法对结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒａ株进行处理，结果显示

玻璃珠研磨结核分枝杆菌５ｍｉｎ可增加细菌的分散

度，但分散细菌团块沉降率较大，需静置３０ｍｉｎ；低

频水浴超声处理结核分枝杆菌后明显增加菌液的分

散度，且低频超声法细菌悬液较为均匀。见图１。

!

"

#

!"" !# $% !# &% !#

Ａ：未处理；Ｂ：玻璃珠研磨法处理后；Ｃ：低频超声法处理后

图１　结核分枝杆菌菌悬液经不同方法处理后显微镜下分散状况（×４０）

犉犻犵狌狉犲１　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃａｌｌｙｏｂｓｅｒｖｅｄｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｓｔａｔｕｓｏｆ犕．狋犫ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｐｒｅｐａｒｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ（×４０）

２．２　ＣＦＵ计数　将两种方法制备并稀释的结核分

枝杆菌菌悬液分别涂布 Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ１０固体培养

板，３７℃培养３～４周后计菌落数，低频超声分散法

菌落数比玻璃珠研磨法菌落数多，但两种方法制备的

菌悬液在同一稀释倍数下细菌数无数量级差异。

２．３　菌悬液可见光区波长扫描图　根据测定波长

选择原则：选择斜率较小处的波长，以保证其稳定

性；具有适当的吸收值，确保其灵敏度，菌悬液在可

见光区４００～８００ｎｍ波长范围内，无最大吸收，菌

悬液测定中５００～６５０ｎｍ内测定波长均符合要求，

本研究采用６００ｎｍ测定波长。见图２。
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图２　可见光区结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒａ的光密度值

犉犻犵狌狉犲２　ＯＤｏｆ犕．狋犫Ｈ３７Ｒａｉｎｔｈｅｖｉｓｉｂｌｅｌｉｇｈｔｒａｎｇｅ

２．４　ＯＤ６００值　酶标仪测定两种不同稀释梯度的

菌悬液ＯＤ６００值，结果显示两种方法制备的菌悬液

吸光值均具有明显的梯度依赖性，其线性相关区间

ＯＤ６００值为０．１～０．６。见表１。线性范围内ＯＤ６００

值与稀释倍数线性回归分析，结果显示玻璃珠研磨

法和低频超声法相关系数（犚２）分别为０．９８、１．００，

均呈良好的相关性。见图３。低频超声法制备的菌

悬液多次测定结果重复性及稳定性好于玻璃珠研磨

法。

表１　两种不同稀释梯度结核分枝杆菌菌悬液ＯＤ６００值

犜犪犫犾犲１　ＯＤ６００ｏｆ犕．狋犫ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎａｔｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｌｕｔｉｏｎ

ｒａｔｉｏｓ

稀释倍数 玻璃珠研磨法 低频超声法

１ １．８９±０．１５ １．９０±０．０９

２ ０．６８±０．０７ ０．７６±０．０２

４ ０．３７±０．０６ ０．３７±０．０３

８ ０．１４±０．０３ ０．１７±０．０１

１６ ０．０８±０．０１ ０．０８±０．０１

２．５　ＯＤ６００值与ＣＦＵ值回归分析　对ＯＤ６００值

与ＣＦＵ值进行线性回归分析，结果显示玻璃珠研

磨法和低频超声法回归方程分别是：ＣＦＵ＝２．３５×

１０７×ＯＤ６００＋４．４２×１０５、ＣＦＵ＝３．２６×１０７×

ＯＤ６００＋６．８９×１０５。
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Ａ：玻璃珠研磨法（犚２＝０．９８）；Ｂ：低频超声法（犚２＝１．００）

图３　两种方法制备的结核分枝杆菌悬液ＯＤ６００值与稀释倍数线性关系

犉犻犵狌狉犲３　ＬｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＯＤ６００ａｎｄｄｉｌｕｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆ犕．狋犫ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｐｒｅｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ

３　讨论

结核分枝杆菌细胞壁脂质含量较高，在液体或

固体培养基培养下，细菌均呈颗粒状，因此在进行结

核分枝杆菌基础研究和临床药物敏感性测定中，细

菌准确定量是一个影响结果稳定性的重要因素。

ＣＦＵ计数、麦氏比浊法、称重法等传统结核杆菌定

量方法时间周期长，可操作性及重复性差。分光光

度计的操作简单、灵敏度高，测定结果准确度和重复

性好，因此紫外－可见分光光度法测定细菌悬液的

光密度值成为一种细菌定量的快速、实用的方法，然

而结核杆菌呈颗粒状生长的特点使得光密度细菌定

量法的稳定性受到很大影响，制定一套标准化的结

核杆菌ＯＤ６００值与ＣＦＵ关联方法具有重要的应用

价值。ＰｅｕｅｌａｓＵｒｑｕｉｄｅｓ等
［９］曾对光密度法进行

了初步探索，对结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ（ＡＴＣＣ２７２９４）

ＣＦＵ值和菌悬液 ＯＤ６００值关联性进行分析，结果

显示ＯＤ６００值为０．３９时，其ＣＦＵ数值为１．９７×

１０６／ｍＬ。本研究立足于实验室条件，对比分析玻璃

珠研磨法和低频超声法两种方法，计算ＯＤ６００值与

细菌ＣＦＵ计数之间的函数关系，确定了不同制备

方法获得的菌悬液光密度值与细菌数量对应关系。

本研究中采用了低频超声法分散细菌，ＣＦＵ计

数结果表明低频率超声不会导致细菌破裂，对结核

分枝杆菌活力没有影响，其结果高于玻璃珠研磨法

所获得菌悬液ＣＦＵ数量。与传统的玻璃珠研磨法

相比，低频超声法制备的菌悬液分散度高、菌体多单

个存在。实验中玻璃珠研磨菌体５ｍｉｎ后采用

３０ｍｉｎ静置而非离心方法，主要由于玻璃珠研磨后，

细菌的颗粒依然比较大，低速离心会严重降低菌悬

液中细菌数量。另外，在ＯＤ６００值测定中，低频超

声法具有较高重复性，而玻璃珠研磨法所获得菌悬

液沉降较快，同一样品的不同时间测定结果偏差很

大。

本实验表明，两种方法均可用于结核分枝杆菌

的菌悬液制备，低频超声法比玻璃珠研磨法重复性

好、菌体分散良好，在进行结核分枝杆菌基因敲除

株、重组株构建等试验制备感受态细菌时，可采用低

频超声法获得较为均一的菌悬液，有利于电转外源

ＤＮＡ和后期阳性细菌克隆的筛选；对细菌数量要求

较为精确的实验，如药敏试验也可采用低频超声法

制备菌悬液。值得注意的是，在使用玻璃珠分散结

核分枝杆菌时，要避免因菌悬液沉降较快，而导致同

一样品不同时间测定结果之间的偏差。同时由于各

个实验室使用的振荡器或水浴超声仪的型号不同，

在制备菌悬液时，需要根据仪器震荡或超声频率的

不同，调整制备菌悬液的具体操作时间和频率。

结核分枝杆菌的准确定量具有重要的研究意

义，本研究中所采用的ＯＤ６００值与ＣＦＵ关联方法

具有普遍适用性，低频超声法可操作性和重复性好，

可以为各个实验室建立基于ＯＤ６００值的结核分枝

杆菌定量标准提供重要的参考。
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·书讯·

《医院感染病诊断》征订通知

　　《医院感染病诊断》将于２０１６年５月由人民卫生出版社出版。本书由南方医科大学南方医院汪能平教授为主编，孙树梅、

彭稢与张亚莉教授为副主编。

全书分五篇，共７０余万字。第一篇为总论，介绍医院感染有关的基础性的共性认识；第二篇详细介绍诊断相关理论与实

践；第三篇介绍常见的近３０种病原微生物及其医院感染的微生物学、流行病学知识，以及病原学诊断特点；第四篇介绍医疗

器械相关感染、内镜相关感染、血液与血制品相关感染、血液与腹膜透析相关感染、器官移植与各类植入物相关感染等；第五

篇扼要介绍医务人员与实验室工作人员职业性感染的现状。

全书文字流畅，表达清晰，深入浅出，尤其注重介绍国内外诊断的新经验，无论是对医院管理人员、医院感染专（兼）职人

员，还是临床与微生物实验室的医务人员，均具有一定的参考价值。欢迎大家订阅。

本书ＩＳＢＮ：９７８－７－１１７２１８８０－１

定价：１２８元／本

购书联系人：人民卫生出版社刘佳经理
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