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［摘　 要］ 　 为建立一种快速测定副鸡禽杆菌菌液浓度的方法，本研究选取副鸡禽杆菌血清 Ａ、Ｂ 和

Ｃ 型代表性菌株（ＣＶＣＣ２５４ 株、ＣＶＣＣ２５７ 株和 ＣＶＣＣ２５６ 株），培养制备菌液，分别在 ４５０、５４０、６００、
６５０ ｎｍ 波长测定其吸光度值（ＯＤ 值），同时测定活菌计数值。 回归分析两组数据，获取回归方程及

标准曲线，分析回归方程的测定系数（Ｒ２）和标准曲线的点线离散度，确定最适测定波长。 再选取不

同培养时间点（１０、１２、１４、１６、１８、２０ ｈ）的菌液，在最适波长下测定其 ＯＤ 值并代入回归方程获取活

菌数，同时采用活菌计数法获取活菌计数值，将两组数据使用 ＳＰＳＳ １７． ０ 软件进行统计分析，进一步

验证分光光度法与活菌计数法测定菌液浓度的相关性。 结果显示，３ 株菌液在 ６００ ｎｍ 波长测定的

ＯＤ 值与活菌计数值之间均呈最佳的线性关系，确定其菌液浓度最适测定波长均为 ６００ ｎｍ，其回归

方程分别为 ｙ ＝ １４． ３０２ｘ － ０． １４４１（Ｒ２ ＝ ０． ９９６２）、ｙ ＝ １４． ４６４ｘ － ０． ２７４６（Ｒ２ ＝ ０． ９９５）和 ｙ ＝ １４． ６８１ｘ －
０． ０１３２６（Ｒ２ ＝ ０． ９９８９），ｙ 为活菌计数值（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ），ｘ 为 ＯＤ６００值。 ３ 株培养至衰退期前的菌液

在 ６００ ｎｍ 波长测定的 ＯＤ 值代入回归方程计算获得的活菌数值与其活菌计数值无显著差异（Ｐ ＞
０ ０５）。 研究结果表明，衰退期前副鸡禽杆菌菌液的分光光度法与活菌计数法具有良好的相关性。
因此，该分光光度法可用于快速测定衰退期前副鸡禽杆菌菌液浓度。
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ｔｉｍｅ． Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｅｔｓ ｏｆ ｄａｔａ， ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ， ａｎａｌｙｓｅ
ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ （Ｒ２） ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｉｎｔ ｌｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｃｕｒｖｅ， ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ． Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
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ｏｐｔｉｍｕｍ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ，ｔｈｅ ｖｉａｂｌｅ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｌｓｏ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔ ｖａｌｕｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｅｔｓ ｏｆ ｄａｔａ ｗｅｒｅ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ａｎａｌｙｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ＳＰＳＳ １７． ０ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ ｖａｌｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃ
ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｕｉｄｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａｎ ｏｐｔｉｍａｌ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｕｎｔ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｕｉｄｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｔ ６００ ｎｍ， ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ６００ ｎｍ ｆｏｒ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅｍ． Ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｙ ＝
１４ ３０２ｘ － ０． １４４１ （Ｒ２ ＝ ０． ９９６２）， ｙ ＝ １４． ４６４ｘ － ０． ２７４６ （Ｒ２ ＝ ０． ９９５）， ａｎｄ ｙ ＝ １４． ６８１ｘ － ０． ０１３２６ （Ｒ２ ＝
０ ９９８９）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｉｔｈ ｙ ａｓ ｔｈｅ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔ ｖａｌｕｅ （ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ） ａｎｄ ｘ ｉｓ ｔｈｅ ＯＤ６００ ｖａｌｕｅ． Ｔｈｅ
ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｎｇ ｔｈｅ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｅ － ｄｅｃｌｉｎｅ
ｓｔａｇｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｔ ６００ ｎｍ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅｉｒ ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｖａｌｕｅｓ
（Ｐ ＞ ０． ０５）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｐｒｅ － ｄｅｃｌｉｎｅ Ａｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｐａｒａｇａｌｌｉｎａｒｕｍ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｕｉｄｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｅｌｌ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃ
ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐａｒａｇａｌｌｉｎａｒｕｍ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｕｉｄｓ
ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｄｅｃｌｉｎｅ ｐｅｒｉｏｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ａｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐａｒａｇａｌｌｉｎａｒｕｍ；ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ； ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 副鸡禽杆菌（Ａｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐａｒａｇａｌｌｉｎａｒｕｍ，Ａｐｇ）
是一种兼性厌氧的革兰氏阴性菌，Ｐａｇｅ 氏血清分型

为 Ａ、Ｂ 和 Ｃ 型［１］。 Ａｐｇ 是鸡传染性鼻炎（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ｃｏｒｙｚａ，ＩＣ）的致病菌，可引起鸡的急性呼吸道疾病，
造成育成鸡生长不良和产蛋鸡产蛋明显下降

（１０％ ～４０％ ） ［１］。 国内外普遍使用副鸡禽杆菌制

备的灭活疫苗预防鸡传染性鼻炎，我国已批准鸡传

染性鼻炎单价、双价和三价灭活疫苗共计 １１ 种，还
有新的疫苗在研发中。 免疫攻毒法效力检验和动

物感染模型研究均需测定感染实验动物攻毒菌液

浓度（即活菌数），其中菌液浓度的准确测定是动物

感染模型研究和疫苗效力评价的关键环节，目前普

遍采用活菌计数法测定菌液浓度［２］。 该方法是测

定菌液浓度的经典方法，早在 １９７９ 年就开始应用

于生物制品领域，且此法是细菌生物制品不可缺少

的质量检验方法之一，是细菌学研究的重要手

段［３］。 如今更是广泛应用于生物制品生产检验和

参考品的研究中，其结果直接影响疫苗产品头份数

核定的准确性，影响产品安全性和免疫保护效

力［４ － ６］。 该法计数准确性高，常作为其他计数方法

的参照，在各个领域广泛应用，同时也在不断被优

化和改良。 例如，王银环等［７］通过流式细胞技术和

活菌计数法 ２ 种方法检测地衣芽孢杆菌活菌制剂

中的活菌数和芽孢数，结果表明两方法检测结果无

显著差异，得出了流式细胞术有望代替活菌计数

法，成为微生态活菌制剂检测的现代新技术。
Ｔａｋａｎｏ 等［８］ 在强酸条件下使用琼脂平板和结冷胶

平板培养嗜酸性细菌，评估了两种平板在酸性条件
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下细菌培养时间和菌落分离平板培养方法的极限

范围。 但活菌计数法也存在一定局限性，比如对厌

氧微生物进行计数就需要将平板置于严格的厌氧

培养环境；同时需要将菌液梯度稀释后接种于固体

培养基平板，培养 ２４ ｈ ～ ４８ ｈ 形成肉眼可见菌落

后进行计数［９］，而细菌在等待计数结果期间一直在

生长和死亡，工作中只能凭经验预估接种动物的活

菌数，易导致模型研究实验或疫苗效力评价失败，
须重新进行实验或评价，浪费时间、精力和动物。

分光光度法是运用分光光度计测定某一物质

对特定波长的吸光度来对该物质进行定性或定量

分析［１０ － １１］。 因细菌其本身存在荚膜和细胞壁等结

构，不同浓度菌液的吸光度值不同，可运用分光光

度法测定菌液的吸光度值（ＯＤ 值）来间接测定其

含活菌数［１２］。 肖敏等人使用分光光度法在波长

４５０ ｎｍ、５４０ ｎｍ、６００ ｎｍ、６５０ ｎｍ 分别测定金黄色葡

萄球菌［１３］、鼠伤寒沙门氏菌［１４］、大肠埃希菌［１５］、副
溶血性弧菌［１６］菌液的 ＯＤ 值，与活菌计数值进行回

归分析后获得回归方程，建立了 ＯＤ 值与菌液浓度

的线性关系，其研究结果表明不同细菌菌液的最适

测定波长各不相同，活菌计数值与最适波长下测定

的 ＯＤ 值呈良好线性关系。 相较于活菌计数法，分
光光度法具有时效性优点，可快速测定菌液浓度。

本研究选取副鸡禽杆菌血清 Ａ、Ｂ、Ｃ 型各一

株，适宜条件下培养制备菌液，分别测定其 ＯＤ 值

和活菌计数值，比较研究两方法的相关性，并通过

适应性试验予以验证，以期探索建立一种快速测定

副鸡禽杆菌菌液浓度的方法。
１　 材料与方法

１． １　 菌种　 副鸡禽杆菌血清 Ａ 型 ＣＶＣＣ２５４ 株、副
鸡禽杆菌血清 Ｂ 型 ＣＶＣＣ２５７ 株、副鸡禽杆菌血清

Ｃ 型 ＣＶＣＣ２５６ 株，均由中国兽医药品监察所引进、
鉴定和保存。
１． ２　 培养基及试剂 　 胰蛋白胨大豆琼脂培养基

（Ｔｒｙｐｔｏｎｅ Ｓｏｙ Ａｇａｒ，ＴＳＡ）和胰蛋白胨大豆肉汤培养

基（Ｔｒｙｐｔｉｃａｓｅ Ｓｏｙ Ｂｒｏｔｈ，ＴＳＢ），购自美国 ＢＤ 公司；
氧化型辅酶Ⅰ（ＮＡＤ），购自上海生工生物工程有限

公司；新生鸡血清，购自兰州民海生物工程有限

公司

１． ３ 　 主要仪器 　 美国 ＭＤ 公司 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｐｌｕｓ
３８４ 全波长分光光度计；海尔 ＨＲ１５００ － ⅡＡ２ 生物

安全柜；ＳＡＮＹＯ 二氧化碳培养箱。
１． ４　 测试菌液制备

１． ４． １　 细菌培养　 将 － ８０ ℃保存的 ３ 株副鸡禽杆

菌（Ａ 型、Ｂ 型和 Ｃ 型各 １ 株）冻存菌液化冻，在生

物安全柜内用灭菌接种环蘸取菌液放入 １０ ｍＬ 含

５％ＮＡＤ 和 １０％鸡血清的 ＴＳＢ 传代培养两次后，再
在含 ５％ＮＡＤ 和 １０％鸡血清的 ＴＳＡ 平板表面进行

连续划线接种，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２环境下培养 ２４
ｈ，获得纯化的副鸡禽杆菌。 挑取纯化后的单菌落

接种于 ２０ ｍＬ 含 ５％ＮＡＤ 和 １０％鸡血清的 ＴＳＢ，置
３７ ℃、５％ ＣＯ２环境下静置培养 １２ ｈ，制备成副鸡禽

杆菌菌液。
１． ４． ２　 制备不同稀释梯度菌液　 取 ６ 支无菌试管

并编号 １ ～ ６，从 １ 至 ６ 号分别加入 ０、１、３、４、４． ５、
４ ７５ ｍＬ 的 ＴＳＢ，再依次添加 ５、４、２、１、０． ５、０． ２５
ｍＬ 的副鸡禽杆菌菌液，使每只试管总体积达到 ５
ｍＬ。 充分混匀后，配制成稀释梯度为 １００％ 、８０％ 、
４０％ 、２０％ 、１０％ 、５％的菌液。
１． ５　 测定 ＯＤ 值与活菌计数值　 从 １ ～ ６ 号试管分

别取 ２ ｍＬ 菌悬液，加入比色皿，用 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｐｌｕｓ
３８４ 全波长分光光度计分别在波长 ４５０、５４０、６００、
６５０ ｎｍ 条件下测定 ＯＤ 值，每个样品重复测定 ３
次，计算平均值，并设置以 ＴＳＢ 为空白对照。 同时，
以 ５０ ～ ２００ 个活菌 ／皿为标准，将 １ ～ ６ 号试管菌液

分别用 ＴＳＢ 系列稀释后，取最大稀释倍数菌液涂布

于含 ５％ＮＡＤ 和 １０％ 鸡血清的 ＴＳＡ 平板（每个梯

度 ３ 个平板），涂布均匀后放入 ３７ ℃、５％ ＣＯ２恒温

培养箱中培养 ２４ ｈ 后，点数平板上菌落，取 ３ 个平

板菌落数的平均值乘以其对应稀释倍数，获得 １ ～ ６
号试管菌液的活菌计数值。
１． ６　 回归分析与建立标准曲线 　 分别将 １ ～ ６ 号

试管不同波长测得的 ＯＤ 值与活菌计数值输入

Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ ＥＸＣＥＬ ２０１０ 进行回归分析，获得回归方

程及其测定系数（Ｒ２），并以 ＯＤ 值为 Ｘ 坐标，以活

菌计数值为 Ｙ 坐标，建立标准曲线。 比较分析回归
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方程的测定系数（Ｒ２）和标准曲线的点线离散度，确
定副鸡禽杆菌菌液的最适测定波长。
１． ７　 验证 　 挑取 １． ４． １ 项纯化的副鸡禽杆菌

ＣＶＣＣ２５４、ＣＶＣＣ２５７ 和 ＣＶＣＣ２５６ 株单菌落接种于

２５ ｍＬ 含 ５％ＮＡＤ 和 １０％鸡血清的 ＴＳＢ，置 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２环境下培养，分别取培养 １０、１２、１４、１６、１８、
２０ ｈ 的菌液，用 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｐｌｕｓ ３８４ 全波长分光光

度计在最适测定波长条件下测定 ＯＤ 值并代入回

归方程计算对应的菌液活菌数，同时系列稀释后进

行活菌计数，将不同培养时间点的两组数据使用

ＳＰＳＳ １７． ０ 软件进行统计分析，以验证分光光度法

的适用性与准确性。
２　 结果与分析

２． １　 菌液 ＯＤ 值和活菌计数结果　 副鸡禽杆菌菌

液不同稀释梯度在 ４ 个波长条件下 ＯＤ 值测定结果

及活菌计数结果见下表 １、表 ２ 和表 ３。

表 １　 ＣＶＣＣ２５４ 不同稀释梯度菌液的 ＯＤ 值和活菌计数值

Ｔａｂ １　 ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＣＣ２５４

试管号
Ｔｅｓｔ ｔｕｂｅ ｎｕｍｂｅｒ

稀释梯度 ／ ％
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ

不同波长下的 ＯＤ 值
ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

４５０ ｎｍ ５４０ ｎｍ ６００ ｎｍ ６５０ ｎｍ

活菌计数值

（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ）
ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｖａｌｕｅｓ

１ １００％ ０． ６７２ ０． ４４１ ０． ３７７ ０． ３２７ ５． ２７
２ ８０％ ０． ５８５ ０． ３８３ ０． ３０１ ０． ２８６ ４． ０１
３ ４０％ ０． ３０３ ０． １７８ ０． １６９ ０． １３５ ２． １５
４ ２０％ ０． １３３ ０． １０１ ０． ０９４ ０． ０７２ １． ０２
５ １０％ ０． ０６３ ０． ０４５ ０． ０４５ ０． ０３５ ０． ５２
６ ５％ ０． ０３４ ０． ０１８ ０． ０２２ ０． ０１９ ０． ３２

表 ２　 ＣＶＣＣ２５７ 不同稀释梯度菌液的 ＯＤ 值和活菌计数值

Ｔａｂ ２　 ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＣＣ２５７

试管号
Ｔｅｓｔ ｔｕｂｅ ｎｕｍｂｅｒ

稀释梯度 ／ ％
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ

不同波长下的 ＯＤ 值
ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

４５０ ｎｍ ５４０ ｎｍ ６００ ｎｍ ６５０ ｎｍ

活菌计数值

（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ）
ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｖａｌｕｅｓ

１ １００％ ０． ４８０ ０． ４３２ ０． ３９１ ０． ３５４ ５． ３７
２ ８０％ ０． ４６５ ０． ３７１ ０． ３０１ ０． ２５３ ４． ０４
３ ４０％ ０． ２６４ ０． ２０１ ０． １６９ ０． １６３ ２． １５
４ ２０％ ０． １４６ ０． １１３ ０． ０９９ ０． ０９０ ０． ９０
５ １０％ ０． ０６５ ０． ０６０ ０． ０５１ ０． ０４４ ０． ５３
６ ５％ ０． ０３８ ０． ０３１ ０． ０２８ ０． ０２３ ０． ３０

表 ３　 ＣＶＣＣ２５６ 不同稀释梯度菌液的 ＯＤ 值和活菌计数值

Ｔａｂ ３　 ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＣＣ２５６

试管号
Ｔｅｓｔ ｔｕｂｅ ｎｕｍｂｅｒ

稀释梯度 ／ ％
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ

不同波长下的 ＯＤ 值
ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

４５０ ｎｍ ５４０ ｎｍ ６００ ｎｍ ６５０ ｎｍ

活菌计数值

（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ）
ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｖａｌｕｅｓ

１ １００％ ０． ７７８ ０． ５８８ ０． ５２１ ０． ４３７ ７． ６０

２ ８０％ ０． ６８９ ０． ５１９ ０． ４１０ ０． ３７６ ５． ８７

３ ４０％ ０． ３９１ ０． ２６７ ０． ２２５ ０． １９４ ３． ００

４ ２０％ ０． １７７ ０． １３９ ０． １１９ ０． １０３ １． ５８

５ １０％ ０． ０８９ ０． ０６１ ０． ０５７ ０． ０３７ ０． ７６

６ ５％ ０． ０４７ ０． ０３１ ０． ０２８ ０． ０１８ ０． ３６
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２． ２　 回归分析结果与标准曲线的建立　 分别将表

１、表 ２ 和表 ３ 中波长 ４５０、５４０、６００、６５０ ｎｍ 的 ＯＤ
值与活菌计数值进行回归分析，获得回归方程（ ｙ

为活菌计数值（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ），ｘ 为 ＯＤ 值）及其测

定系数 Ｒ２ （表 ４）并建立标准曲线（图 １、图 ２ 和

图 ３）。

表 ４　 不同波长测定 ＣＶＣＣ２５４、ＣＶＣＣ２５７、ＣＶＣＣ２５６ 菌液的回归方程

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＶＣＣ２５４、ＣＶＣＣ２５７ ａｎｄ ＣＶＣＣ２５６ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

菌株号（血清型）
Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ （ｓｅｒｏｔｙｐｅ）

波长
Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ

回归方程
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ Ｅｑｕａｔｉｏｎ

测定系数（Ｒ２）
Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＣＶＣＣ２５４（Ａ 型）

４５０ ｎｍ ｙ ＝ ７． ３４５６ｘ ＋ ０． ０２１９∗ ０． ９８９６

５４０ ｎｍ ｙ ＝ １１． ２７３ｘ ＋ ０． ０２２７ ０． ９８８５

６００ ｎｍ ｙ ＝ １４． ０３２ｘ － ０． １４４１ ０． ９９６２

６５０ ｎｍ ｙ ＝ １５． ２８６ｘ － ０． ０１３３ ０． ９８８９

ＣＶＣＣ２５７（Ｂ 型）

４５０ ｎｍ ｙ ＝ １０． ３８４ｘ － ０． ３１５ ０． ９５３３

５４０ ｎｍ ｙ ＝ １２． ３４８３ｘ － ０． ２６１２ ０． ９８６９

６００ ｎｍ ｙ ＝ １４． ２９５ｘ － ０． ２６９５ ０． ９９５４

６５０ ｎｍ ｙ ＝ １５． ９９ｘ － ０． ２１６８ ０． ９８８８

ＣＶＣＣ２５６（Ｃ 型）

４５０ ｎｍ ｙ ＝ ９． ３２４３ｘ － ０． １７８７ ０． ９８４５

５４０ ｎｍ ｙ ＝ １２． ３３５ｘ － ０． １０７１ ０． ９８９８

６００ ｎｍ ｙ ＝ １４． ６８１ｘ － ０． １３２６ ０． ９９８９

６５０ ｎｍ ｙ ＝ １６． ５６２ｘ － ０． ０２２５ ０． ９９１９

Ａ：４５０ ｎｍ；Ｂ：５４０ ｎｍ；Ｃ：６００ ｎｍ；Ｄ：６５０ ｎｍ

图 １　 不同波长测定 ＣＶＣＣ２５４ 菌液的标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＶＣＣ２５４ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

·８３·
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Ｅ：４５０ ｎｍ；Ｆ：５４０ ｎｍ；Ｇ：６００ ｎｍ；Ｈ：６５０ ｎｍ

图 ２　 不同波长测定 ＣＶＣＣ２５７ 菌液的标准曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＶＣＣ２５７ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

Ｉ：４５０ ｎｍ；Ｇ：５４０ ｎｍ；Ｋ：６００ ｎｍ；Ｌ：６５０ ｎｍ

图 ３　 不同波长测定 ＣＶＣＣ２５６ 菌液的标准曲线

Ｆｉｇ ３　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＶＣＣ２５６ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

２． ３　 最适测定波长确定　 从图 １ ～ 图 ３ 可看出，３
个菌株在波长 ６００ ｎｍ 测定的 ６ 个点与标准曲线的

离散度均最小（图 １ Ｃ、图 ２ Ｇ 和图 ３Ｋ）；同时比较

不同波长测定系数（Ｒ２ ），３ 个菌株在波长 ６００ ｎｍ

·９３·
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的 Ｒ２值相较于 ４５０、５４０、６５０ ｎｍ 更接近 １． ０（表 ４）。
Ｒ２又叫拟合优度，是相关系数 Ｒ 的平方，等于回归

分析 ＳＳ ／ （回归分析 ＳＳ ＋ 残差 ＳＳ），数值在 ０ ～ １． ０
之间，数值越接近于 １ 越代表回归模型与实际数据

的拟合程度越高。 综合以上分析，确定波长 ６００ ｎｍ
是分光光度法测定副鸡禽杆菌菌液浓度的最适测

定波长。
２． ４　 验证结果 　 分别取 ３ 株副鸡禽杆菌培养至

１０、１２、１４、１６、１８、２０ ｈ 的菌液，在波长 ６００ ｎｍ 条件

下测定的 ＯＤ 值并代入回归方程 ｙ ＝ １４． ０３２ｘ －
０ １４４１、ｙ ＝ １４． ２９５ｘ － ０． ２６９５ 和 ｙ ＝ １４． ６８１ｘ －

０ １３２６ 中计算菌液中的活菌数，同时采用活菌计数

法进行计数，将不同培养时间点的两组数据使用

ＳＰＳＳ １７． ０ 软件进行统计分析，相关结果见下表 ５、
表 ６ 和表 ７。 从表 ５ 看，ＣＶＣＣ２５４（血清 Ａ 型）培养

１０ ～ １６ ｈ 内分光光度法与活菌计数法测定的菌液

浓度差异不显著（Ｐ ＞ ０． ０５）；从表 ６ 看，ＣＶＣＣ２５７
（血清 Ｂ 型）培养 １０ ～ １４ ｈ 内分光光度法与活菌计

数法测定的菌液浓度差异不显著（Ｐ ＞ ０． ０５）；从表

７ 看，ＣＶＣＣ２５６（血清 Ｃ 型）培养 １０ ｈ ～ １４ ｈ 内分光

光度法与活菌计数法测定的菌液浓度差异不显著

（Ｐ ＞ ０． ０５）。

表 ５　 分光光度法测定 ＣＶＣＣ２５４ 菌液浓度验证结果

Ｔａｂ ５　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＣＣ２５４ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｙ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ

培养时间 ／ ｈ
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ

ＯＤ６００值

ＯＤ６００ ｖａｌｕｅ
方程计数结果（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ）

Ｃｕｒｖｅ ｃｏｕｎｔ ｒｅｓｕｌｔ
活菌计数值（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ）

ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｖａｌｕｅｓ

１０ ０． ３３２ ４． ５１ａ∗ ４． ６０ａ

１２ ０． ４１１ ５． ７７ｂ ５． ８３ｂ

１４ ０． ４７８ ６． ５６ｃ ６． ６０ｃ

１６ ０． ５２１ ７． １７ｄ ７． １０ｄ

１８ ０． ５９６ ８． ２２ｅ ６． ４０Ｅ

２０ ０． ６３４ ８． ７５ ｆ ５． ６３Ｆ

　 　 “∗”：同行数据肩标字母分别为同一字母的大写和小写表示差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）；肩标字母同为同一字母的小写表示差异不显著（Ｐ ＞
０． ０５），下同。

表 ６　 分光光度法测定 ＣＶＣＣ２５７ 菌液浓度验证结果

Ｔａｂ ６　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＣＣ２５７ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｙ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ

培养时间 ／ ｈ
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ

ＯＤ６００值

ＯＤ６００ ｖａｌｕｅ
方程计数结果（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ）

Ｃｕｒｖｅ ｃｏｕｎｔ ｒｅｓｕｌｔ
活菌计数值（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ）

ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｖａｌｕｅｓ

１０ ０． ３４１ ４． ６０ａ∗ ４． ６３ａ

１２ ０． ４３２ ５． ９１ｂ ５． ９０ｂ

１４ ０． ４９２ ６． ７６ｃ ６． ８０ｃ

１６ ０． ５４６ ７． ５４ｄ ６． ０３Ｄ

１８ ０． ６１１ ８． ４６ｅ ５． ３３Ｅ

表 ７　 分光光度法测定 ＣＶＣＣ２５６ 菌液浓度验证结果

Ｔａｂ ７　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＣＣ２５４ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｙ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ

培养时间 ／ ｈ
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ

ＯＤ６００值

ＯＤ６００ ｖａｌｕｅ
方程计数结果（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ）

Ｃｕｒｖｅ ｃｏｕｎｔ ｒｅｓｕｌｔ
活菌计数值（ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ）

ｖｉａｂｌｅ ｃｏｕｎｔ ｖａｌｕｅｓ

１０ ０． ４９１ ７． ０８ａ∗ ６． ９７ａ

１２ ０． ６０４ ８． ７３ｂ ８． ５５ｂ

１４ ０． ６９１ １０． ０１ｃ ９． ７０ｃ

１６ ０． ７４１ １０． ７５ｄ ６． ８３Ｄ

１８ ０． ７７８ １１． ４４ｅ ４． １３Ｅ

·０４·
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３　 讨论与结论

分光光度法广泛应用于物质的定性或定量分

析，其运用的原理是朗伯·比尔定律（ Ｌａｍｂｅｒｔ －
Ｂｅｅｒ ｌａｗ）关于物质对某一波长具有吸光性，测定值

以吸光度值（ＯＤ 值）表示。 物质不同，其最适测定

波长不同。 不同的细菌，其大小、结构各不同，因此

其最适测定波长也应不相同。 马培培［１５］ 将在 ４５０、
５７０、６００、６５０ ｎｍ 波长条件下测定的大肠杆菌菌液

浓度与活菌计数结果进行比较分析，得出 ６００ ｎｍ
是测定大肠杆菌菌液浓度最适波长。 周谡［８］ 选择

在 ５４０、６００ ｎｍ 波长条件下测定鼠伤寒沙门氏菌菌

液浓度，发现 ５４０ ｎｍ 更适合用于测定菌液浓度。
鉴于此，在研究副鸡禽杆菌菌液吸光度值与活菌计

数值的相关性中，作者参照前人经验，选择 ４５０、
５４０、６００、６５０ ｎｍ 波长作为条件分别测定副鸡禽杆

菌菌液的 ＯＤ 值。 经对表 ４、图 １、图 ２ 和图 ３ 进行

比较分析，确定 ６００ ｎｍ 波长是测定副鸡禽杆菌菌

液浓度的最适波长（Ｒ２均 ＞ ０． ９９５）。
细菌生长需经历迟缓期、对数期、稳定期和衰

亡期［１７］。 从表 ５、表 ６ 和表 ７ 来看，副鸡禽杆菌

ＣＶＣＣ２５４ 株（血清 Ａ 型）约从 １６ ｈ 开始进入衰退

期，ＣＶＣＣ２５７ 株（血清 Ｂ 型）和 ＣＶＣＣ２５６ 株（血清

Ｃ 型）约从 １４ ｈ 开始进入衰退期。 培养基本身也是

物质，同时细菌在生长过程中会吸收培养基的营养

成分、分泌代谢产物并死亡，可以说细菌培养物是

一个多物质混合物。 唐翠明等［１８］ 认为在衰退期前

的细菌培养液中其它物质（相对于活细菌）对 ＯＤ
值测定的干扰可忽略不计。 为验证副鸡禽杆菌培

养物中其它物质对 ＯＤ 值的干扰，作者将副鸡禽杆

菌培养物离心并用无菌生理盐水重悬浮后测定 ＯＤ
值，与直接用副鸡禽杆菌培养物测定 ＯＤ 值进行比

较分析。 结果表明，无需对副鸡禽杆菌培养液进行

离心后再用无菌生理盐水悬浮菌泥后测 ＯＤ 值，可
直接用副鸡禽杆菌培养液测定 ＯＤ 值（另文发表）。
表 ５、表 ６ 和表 ７ 结果也表明，衰退期前的 ＣＶＣＣ２５４
株 （ 血 清 Ａ 型 ）、 ＣＶＣＣ２５７ 株 （ 血 清 Ｂ 型 ） 和

ＣＶＣＣ２５６ 株（血清 Ｃ 型）回归方程计算获得的菌液

浓度与活菌计数法获得的菌液浓度之间差异不

显著。
将表 １、表 ２ 和表 ３ 的 ＯＤ６００值代入表 ４ 的相应

回归方程计算获得菌液活菌数，并将其与相应的活

菌计数值进行比较分析，发现 ＯＤ６００ 值高于 ０． ３ 的

回归方程计算结果与活菌计数结果相对误差在

２ ３５％以内，但 ＯＤ６００值低于 ０． ３ 的回归方程计算

结果与活菌计算结果部分误差大于 ５％ 。 再将表

５、表 ６ 和表 ７ 差异不显著的各两组数据进行比较

分析，回归方程计算结果与活菌计数结果相对误差

均小于 ３． ２％ 。 分析结果表明，当 ＯＤ６００值低于 ０． ３
时，可能存在分光光度法测定结果与活菌计数结果

的比值超出 ９５％置信区间。
本研究通过比较研究分光光度法和活菌计数

法测定副鸡禽杆菌菌液浓度的相关性，初步建立了

分光光度法快速测定副鸡禽杆菌菌液浓度的方法，
该方法与传统的活菌计数法相比，具有操作简单、
快速、准确等特点，可作为副鸡禽杆菌菌液浓度的

测定新方法，但仅适用于衰退期前的菌液浓度测

定，且 ＯＤ 值最好不低于 ０． ３。
最后要说明的是，细菌生长受培养基、培养条件

的影响，本研究仅证明了分光光度法用于测定副鸡

禽杆菌浓度的可行性，其它实验室如运用分光光度

法测定副鸡禽杆菌浓度，应确保培养基和培养条件

相同的情况下，研究建立自己的回归方程，这样才能

保证分光光度法测定副鸡禽杆菌浓度的准确性。
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