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摘  要 

分光光度法和平板计数法对细菌培养液进行测定，确定细菌培养液的OD600和活菌数在对数生长期的函

数关系，根据不同的需要，有效地利用和控制细菌的浓度具有重要的意义。本研究对线纹海马肠道分离

出的鳗弧菌菌株H-VA，在对数增长期稀释不同浓度的细菌培养液分别通过分光光度法和活菌计数法测定

菌液的OD600值和活菌数并绘制标准曲线，为鳗弧菌生物学特性研究提供数据支撑。 
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Abstract 
Bacterial cultures were analyzed using spectrophotometry and plate counting to determine the 
functional relationship between OD600 and viable cell count during the logarithmic growth phase. 
Effectively utilizing and controlling bacterial concentrations according to specific needs is of great 
significance. In this study, the Vibrio anguillarum strain H-VA, isolated from the intestine of the striped 
seahorse, was used. Bacterial culture solutions diluted to different concentrations during the loga-
rithmic growth phase were analyzed using spectrophotometry and direct plate counting to determine 
OD600 values and viable cell counts, and standard curves were plotted to provide data support for 
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research on the biological characteristics of Vibrio anguillarum. 
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1. 引言 

鳗弧菌是海水养殖中最常见的条件致病菌之一，可感染大菱鲆[1]、虹鳟[2]、牡蛎[3]、半滑舌鳎[4]、
鳗鲡[5]等数十种经济水产动物，引发的弧菌病死亡率可达 30%~70%，每年给水产养殖行业造成数十亿的

经济损失。当前针对鳗弧菌的研究，无论是药敏试验筛选有效渔药、疫苗攻毒保护效果评价，还是抑菌

剂、益生菌的防控效果验证，都需要精准控制菌液浓度——攻毒剂量偏差一个数量级就可能导致攻毒试

验失去意义，药敏试验的菌液浓度不达标会直接导致药敏结果误判，因此快速、准确测定鳗弧菌活菌数

是所有相关研究的基础前提。 
在细菌的耐药性检测和日常保存工作中常需要对细菌菌液的浓度进行测定，目前常规的测定细菌菌

液浓度的方法主要有比浊法[6]、平板计数法[7]和显微镜计数法[8]等但该方法在日常检测工作中往往存在

一定的不便利，例如比浊法所需的麦氏比浊仪在常规实验室中并不普遍，标准比浊管在日常使用中也会

由于不同细菌的菌体大小差异，其浊度与菌液浓度的关系存在较大偏差。显微镜计数和平皿计数法虽然

准确性较比浊法要高，但此两种方法均存在费时费力、操作不便、耗时长等缺点，龚军辉等对稀释涂布

平板法计数微生物活菌数的易错问题进行了剖析，介绍了菌落计数的基本原则以及相关的计算公式[9]。
李亭玉等通过比较研究发现，显微计数法和平板计数法在计数大肠杆菌时存在各自的特点，但平板计数

法的准确性较高[10]。因此在日常检测中，尤其是在进行药敏检测、攻毒感染等对菌液浓度具有较高要求

的试验中，很难选出适合的方法，不利于工作的开展。 
分光光度法，是一种光散射测量技术，通过测量透过悬浮质点介质的光强度来确定悬浮物质浓度的

方法。具有简单、快速等优点，对无色素产生、菌液颜色较浅的细菌而言，是一个不错的选择[11]。近年

来，有研究者利用细菌的不同特点，采用分光光度测定细菌浓度的方法进行探讨，结合平板计数法得到

菌液活菌数，在一定浓度内与吸光度呈良好的线性关系，进而通过吸光度测定能够快速获得菌液活菌数。

2015 年张裕民的研究显示，分光光度法在枯草芽孢杆菌、短小芽孢杆菌和藤黄微球菌三种细菌的活菌数

测定中均表现出了良好的线性关系，相关系数 R2 均超过 0.999，证明了该方法在不同细菌种类中的适用

性[12]。2017 年王晓旭等通过分光光度法对猪链球菌的菌悬液浓度进行了测定，其建立的回归方程为 y = 
0.2749x − 0.2141 (R2 = 0.9845)，可见猪链球菌活菌数与吸光度之间的线性关系良好，为快速测定猪链球

菌活浓度提供了有效的方法[13]。2019 年李亭玉等通过比较研究发现，大肠杆菌的 OD600 值与活菌数之

间存在线性关系，其回归方程为 y = 27.067x − 4.025，相关系数较高[10]。近年来，许明清等通过研究四

种不同细菌的吸光度值与菌液浓度之间的线性关系并计算其拟合程度，结果显示，大肠杆菌、沙门氏菌、

葡萄球菌以及鸭疫里默氏杆菌菌悬液的实际细菌计数数值与曲线计算数值拟合程度均达到了 90%以上，

具有较高的可信度，进一步验证了分光光度法在多种细菌计数中的有效性[14]。由此可知，探究菌液 OD
与活菌数量关系方程在统计学上有着较强的意义，但有关弧菌菌液 OD 与活菌数量关系的相关文献未见
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报道。 
为此，本文选用紫外分光光度法测定鳗弧菌 H-VA 不同菌液浓度的吸光度结合平板计数结果，建立

标准曲线，便于日后利用菌液吸光度快速计算出鳗弧菌液活菌数浓度，为后续弧菌属生长特性及防控等

研究工作的开展奠定基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料 

菌种 H-VA 由线纹海马肠道内容物培养分离鉴定。 
2216E 固体培养基和 LB 液体培养基：胰蛋白胨 10 g/L，酵母膏 5 g/L，氯化钠 10 g/L，pH 值 7.0，

121℃灭菌 15 min；0.9%无菌生理盐水。 

2.2. 实验方法 

取 10 μl H-VA 菌种保存液接种于 5 ml LB 液体培养基，共接种 6 管，28℃恒温 200 r/min 振荡培养

16 h。 
离心机 4000 g 离心 5 min 收集菌落，用生理盐水对所有菌落进行充分吹匀打散和混合，获得初始菌

液，随后用生理盐水对初始菌液进行梯度稀释，最终获得 8 个不同浓度的菌液并通过分光光度机测定菌

液 OD600 值。 
将上述 8 个不同梯度的菌液各取出 1 mL 加入 9 mL 无菌的生理盐水中，混匀后取出 1 ml 加入下一

支 9 mL 无菌的生理盐水中，依次类推，进行逐级稀释 103~105倍，之后吸取 10 μL 稀释液涂布于 2216E
培养基进行平板计数测定菌落数(CFU)，每个稀释液设置三个平行，于 28℃培养箱培养 24 H。计数菌落

取平均值，将计数的菌落 * 100 即可换算出 CFU/ml 的数值。 
用 GraphPad Prism 10 以菌液浓度(CFU/ml)为横坐标，OD600 值为纵坐标，绘制拟合标准曲线。 

3. 结果与分析 

3.1. 鳗弧菌计数结果 

鳗弧菌不同稀释度的吸光度和活菌计数的结果如下表 1。 
 

Table 1. Count results for Vibrio anguillarum H-VA in media with different absorbance values 
表 1. 不鳗弧菌 H-VA 同吸光度平板计数结果 

OD600 活菌数(CFU/ml) 

2.271 2.95 × 109 

1.962 2.27 × 109 

1.698 1.97 × 109 

1.272 21.5 × 108 

0.662 6.45 × 108 

0.261 3.02 × 108 

0.119 1.58 × 108 

0.064 6.97 × 107 
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3.2. OD600 与活菌数的线性回归方程  

测定 8 个梯度浓度的 OD600 值，以其为 x 轴，以活菌数为 y 轴，得到一条鳗弧菌活菌数关于 OD600
值的数学曲线(如图 1)，并得出相关的回归方程：Y = 7.538e – 10 * X + 0.0479 (R2 = 0.9545; p < 0.001)，拟

合度优。 
 

 
Figure 1. Simulated curves between OD600 and CFU in H-VA strain 
图 1. H-VA 菌株 OD600 和菌落数的拟合曲线 

4. 结论 

在对病原菌进行研究时，需要对菌液浓度进行严格的测定，单纯的采用平板计数法操作复杂，不切

实际。本实验建立起了利用分光光度法快速测定鳗弧菌菌液浓度，得出相关的回归方程 Y = 7.538e – 10 * 
X + 0.0479 (R2 = 0.9545; p < 0.001)，可信性高。2017 年林静等对 5 种常见致病菌菌液 OD 值与其活菌数

相关性研究得出表皮葡萄球菌：y = 4 × 108e24.73x (R2 = 0.928)；牛链球菌：y = 8 × 109e68.21x (R2 = 0.971) 2
种可信度较高的细菌的菌液 OD600 值与菌液中活菌数量的关系方程[15]；2025 年，董晶晶的研究表明，

600 nm 是枯草芽孢杆菌的最适吸收波长，其活菌数量与 OD600 呈直线线性相关，其回归方程为：y = 
1.4935x − 0.0276，相关系数 R2 = 0.9922 [16]，综上所述，不同菌液的 OD 值与活菌数的线性方程各不同，

这是由于 OD 测量受多种参数影响，如细胞大小，然而不同生长阶段或条件下，细胞形状和大小会发生

变化，比如药物刺激、盐度变化等从而改变拟合曲线，所以此方法存在一定的局限性[17]，仅可根据所需

的菌液浓度通过公式反推出相对适合的吸光度参考，在很大程度上增加了实验操作的便利性，也为实验

结果的准确性奠定了良好的基础。 
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