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摘　 要:[目的]准确测定青枯雷尔氏菌的菌液浓度ꎮ [方法]选用胰蛋白胨大豆肉汤培养基和生理盐水为稀释液稀释青枯雷

尔氏菌 ＲｓＡ(烟草分离源)和 ＲｓＢ(番茄分离源)菌悬液ꎬ利用血球计数板计数法测定菌悬液浓度ꎬ并利用分光光度计法测定菌

悬液在 ６００ ｎｍ 处的吸光度值ꎬ建立青枯雷尔氏菌菌悬液浓度与吸光度值间的线性关系ꎮ [结果]线性回归方程表明:胰蛋白

胨大豆肉汤培养基和生理盐水作为稀释液测定菌悬液浓度结果差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ但 ＲｓＡ 和 ＲｓＢ 菌悬液的吸光度

值具有差异ꎬ回归方程分别为 ｙ＝ ６.５７８ ４ｘ＋０.１５８ ２８( ｒ２ ＝ ０.９９８ ９９)和 ｙ＝ ５.１６２ ７ｘ－０.１２５ ８２( ｒ２ ＝ ０.９９８ ９９)ꎬ回归方程间斜率和

截距均差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ [结论]建立的青枯雷尔氏菌的菌液浓度标准曲线可用于测定吸光度值后快速计算不同

分离源青枯雷尔氏菌菌悬液浓度ꎬ且无需将菌悬液培养基置换为生理盐水进行吸光度测定ꎬ具有一定的便捷性和实用性ꎮ
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０ 引言

由茄科雷尔氏菌(Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍꎬ简称

青枯菌)引起的植物细菌性青枯病是世界范围内传

播广泛、危害严重、防治困难的土传细菌病害之一ꎮ
该菌可侵染 ５４ 个科、４５０ 余种植物ꎬ严重制约了烟
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草、马铃薯、 番茄和花生等多种经济作物的生

产[１－２]ꎮ 植物青枯病害的发生主要是由于病菌经植

株根部侵入木质部后产生大量胞外多糖堵塞维管

束ꎬ并在纤维素酶和果胶酶的共同作用下破坏植物

导管ꎬ造成植株萎蔫并在短期内迅速枯死[３]ꎮ 由于

目前尚未建立青枯雷尔氏菌浓度鉴定的准确方法ꎬ
这使得青枯病发病程度的快速检测出现一定困难ꎮ
因此ꎬ建立一种快速而准确的青枯雷尔氏菌浓度测

定方法将为青枯雷尔氏菌定量检测提供帮助ꎮ
目前ꎬ已有多种细菌浓度测定的方法ꎬ如平板

计数法、 选择性分离鉴定法、 聚合酶链式反应

(ＰＣＲ) 法、显微镜计数法和紫外分光光度计法

等[４－５]ꎮ 其中ꎬ平板计数法主要测定菌液中的活菌

数量ꎬ操作较复杂且耗时较长[６]ꎮ 选择性分离鉴定

法可检测出活菌数量ꎬ可反映病菌致病力的信息ꎬ
但耗时长且灵敏度较低[７]ꎮ 基于 ＰＣＲ 的检测技术

应用最为广泛ꎬＲＴ－ｑＰＣＲ 成为了一种简单、快速、高
通量的细菌定量检测方法ꎬ但是该方法所使用的仪

器和试剂耗材都相对昂贵[８]ꎮ 显微镜计数法中最

常见的是血球板计数法ꎬ即用血球计数板在光学显

微镜下直接计数细菌总量[９]ꎮ 紫外分光光度计法

是运用分光光度计测定细菌悬浮液的吸光度值ꎬ然
后与相关细菌的标准曲线进行比较ꎬ根据建立的回

归方程确定细菌数量[１０]ꎮ 有研究根据朗伯－比尔定

律表明ꎬ细菌悬浮液的吸光度与菌液浓度之间呈正

相关[１１－１２]ꎮ 因此ꎬ通过测定菌液的吸光度ꎬ并结合

显微镜计数结果绘制出标准曲线ꎬ即可根据吸光度

值计算出菌液浓度[１０ꎬ１３]ꎮ
本研究结合显微镜计数法和分光光度计法ꎬ根

据青枯雷尔氏菌菌液浓度与吸光度之间的线性关

系ꎬ构建青枯雷尔氏菌菌悬液浓度标准曲线ꎬ同时

分析不同分离源青枯雷尔氏菌以及不同稀释液用

于菌液浓度测定的差异ꎬ实现快速且准确测定青枯

雷尔氏菌菌液浓度的目的ꎮ

１ 材料与方法

１.１ 材料、试剂及仪器

１.１.１ 菌种

青 枯 雷 尔 氏 菌 ( Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ )
ＢＭＺ１４７８６０ 菌株ꎬ分离自江西省抚州市南丰县烟草

烟杆(ＲｓＡ 菌株)ꎻＢ１１２７１１ 菌株ꎬ分离自福建福州番

茄植株(ＲｓＢ 菌株)ꎮ
１.１.２ 化学试剂

生理盐水(０.９％ＮａＣｌ)ꎻ胰蛋白胨大豆肉汤培养

基(ＴＳＢ):胰蛋白胨 １７ ｇ / Ｌ、大豆蛋白胨 ３ ｇ / Ｌ、ＮａＣｌ

５ ｇ / Ｌ、磷酸氢二钾 ２. ５ ｇ / Ｌ、葡萄糖 ２. ５ ｇ / Ｌ、琼

脂１５ ｇ / Ｌꎮ
１.１.３ 主要仪器

Ｎａｎｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ Ｎ６０ 超微量分光光度计(德国

Ｉｍｐｌｅｎ 公司)ꎻ ＣＸ４０Ｍ 正置显微镜 (宁波舜宇公

司)ꎻＢＳ－１Ｇ 恒温振荡器(常州市国旺公司)ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 菌悬液的制备

从平板挑取青枯雷尔氏菌单菌落接种至 ＴＳＢ
液体培养基中ꎬ在 ３７℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 条件下振荡培养

３６ ｈ 用于检测ꎮ
１.２.２ 菌悬液浓度梯度稀释

将不同分离源的菌悬液采用 ２ 种稀释液处理ꎬ
一是用 ＴＳＢ 液体培养基直接稀释菌悬液ꎬ二是将

ＴＳＢ 液体培养基置换为生理盐水进行稀释ꎮ 为将菌

液浓度控制在分光光度计检测范围内ꎬ首先将原液

初步稀释为待检测菌液ꎬ然后按照稀释倍数 １ ∶１、１ ∶
１.２５、１ ∶１.５、１ ∶２、１ ∶２.５、１ ∶４、１ ∶６将待检测 ＲｓＡ 菌液

用 ＴＳＢ 液体培养基进行浓度梯度稀释ꎻ采取同样方

法按照稀释倍数 １ ∶１、１ ∶１.５、１ ∶１.７５、１ ∶２.２５、１ ∶３、１ ∶
４、１ ∶６将待检测 ＲｓＢ 菌液稀释浓度梯度ꎮ 同理ꎬ将
培养基置换为生理盐水后按 １ ∶１、１ ∶１.２５、１ ∶１.７５、１ ∶
２、１ ∶２.５、１ ∶３、１ ∶４稀释 ＲｓＡ 菌液ꎬ按 １ ∶１、１ ∶１.１２５、１ ∶
１.２５、１ ∶１.３７５、１ ∶１.５、１ ∶２、１ ∶２.５ 稀释 ＲｓＢ 菌液ꎮ
１.２.３ 血球计数板法计数

用移液枪吸取 ２０ μＬ 菌悬液滴于血球计数板

上ꎬ将血球计数板置于显微镜下观察ꎮ 计算计数室

左上、左下、右上、右下、中央 ５ 个中号方块的细菌数

并取其平均数ꎮ 利用公式 Ｍ＝Ｎ×２５×１０×１ ０００ 计算

菌液浓度ꎬ其中 Ｎ 代表细菌个数平均数ꎬＭ 代表每

毫升菌液浓度(ｃｆｕ / ｍＬ)ꎮ
１.２.４ 吸光度值的测定

取上述浓度梯度的菌液ꎬ按照溶质类型分别对

应的生理盐水或 ＴＳＢ 液体培养基作为空白对照对

分光光度计进行调零ꎬ用超微量分光光度计 Ｎａｎｏ￣
ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ Ｎ６０ 测定在 ６００ ｎｍ 波长处菌液吸光度

值ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.２.５ 标准曲线的建立

将吸光度值作为横坐标ꎬ菌液浓度为纵坐标ꎬ
用基于 Ｒ 语言的 ＢａｓｉｃＴｒｅｎｄｌｉｎｅ 函数建立青枯雷尔

氏菌菌液浓度与吸光度值之间线性关系ꎮ

２ 结果

２.１ 青枯雷尔氏菌菌悬液浓度与吸光度值测定

为消除 ＴＳＢ 液体培养基本身的成分对吸光度
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的干扰ꎬ本研究分别使用 ＴＳＢ 液体培养基和生理盐

水稀释 ＲｓＡ 和 ＲｓＢ 青枯雷尔氏菌菌悬液ꎬ以未接菌

种的对应稀释液为对照ꎬ使用超微量分光光度计测

定 ６００ ｎｍ 处的吸光度ꎬ使用血球计数板计数法对不

同浓度梯度的菌液进行显微镜下计数ꎮ 结果表明:２
个菌株在 ２ 种稀释液稀释后吸光度值均在 ０.１ ~ １.０
范围内(表 １)ꎮ ＲｓＡ 菌株经 ＴＳＢ 液体培养基 ６ 倍稀

释后的吸光度值为 ０.１６９ ０ꎬＲｓＢ 菌株为 ０.１９６ ０(表
１)ꎮ 将稀释液更换为生理盐水后ꎬＲｓＡ 菌株经 ２.５
倍稀释 后 的 吸 光 度 值 为 ０. １６８ ０ꎬ ＲｓＢ 菌 株 为

０.１６６ ０ꎮ 该结果表明:在原检测液吸光度值相近的

情况下ꎬ采用生理盐水稀释后的菌液吸光度比用

ＴＳＢ 液体培养基稀释更低ꎬ即在分光光度计有效检

测范围内ꎬ使用生理盐水作为稀释液时的可稀释倍

数范围更窄ꎮ

表 １　 不同稀释液在 ６００ ｎｍ 波长下的吸光度值

菌株(稀释液) 稀释倍数 吸光度 计数结果(×１０７ ｃｆｕ / ｍＬ)

ＲｓＡ(ＴＳＢ)

１.０００ ０.８７９ ０ ６.０００
１.２５０ ０.６９８ ０ ４.６７４
１.５００ ０.６１０ ０ ４.２００
２.０００ ０.４８７ ０ ３.３００
２.５００ ０.３６８ ０ ２.５８５
４.０００ ０.２３６ ０ １.７７０
６.０００ ０.１６９ ０ １.１２５

ＲｓＡ(生理盐水)

１.０００ ０.８９８ ０ ６.４００
１.２５０ ０.７１７ ０ ５.１１０
１.７５０ ０.５２５ ０ ３.６２５
２.０００ ０.３７５ ０ ２.６００
２.５００ ０.１６８ ０ １.１００
３.０００ ０.１４３ ０ ０.８００
４.０００ ０.１０６ ０ ０.６２５

ＲｓＢ(ＴＳＢ)

１.０００ ０.９９０ ０ ５.０５４
１.５００ ０.７３４ ０ ３.６１０
１.７５０ ０.６３２ ０ ３.０８３
２.２５０ ０.４８３ ０ ２.３６０
３.０００ ０.３７９ ０ １.８２５
４.０００ ０.２８８ ０ １.３７５
６.０００ ０.１９６ ０ ０.９２５

ＲｓＢ(生理盐水)

１.０００ ０.９８０ ４ ５.１５０
１.２５０ ０.７３３ ０ ３.９００
１.１２５ ０.５６２ ０ ２.９００
１.３７５ ０.４６０ ０ ２.４５０
１.５００ ０.３９１ ０ ２.０５０
２.０００ ０.２２２ ０ １.１６５
２.５００ ０.１６６ ０ ０.８５０

２.２ 青枯菌菌悬液浓度与吸光度的线性关系分析

为确定青枯菌菌液浓度和吸光度间的相关线

性关系ꎬ将不同分离源的 ２ 个菌株用 ＴＳＢ 液体培养

基和生理盐水分别稀释成 ７ 个浓度梯度ꎬ并以菌液

吸光度为横坐标ꎬ菌液浓度为纵坐标拟合线性曲线

并建立相关线性回归方程(图 １、表 ２)ꎮ 结果表明ꎬ
２ 个菌株菌液浓度和吸光度间均呈现线性关系ꎮ

图 １　 青枯菌菌悬液浓度与吸光度相关性标准曲线

表 ２　 分光光度计法测定青枯菌菌悬液的方法特征

菌株
(稀释液)

线性范围 /
( ×１０７ｃｆｕ / ｍＬ)

线性方程
相关系数

ｒ２

ＲｓＡ(ＴＳＢ) １.１２５~６.０ ｙ＝ ６.５７８ ４ｘ＋０.１５８ ２８ ０.９９８ ９９

ＲｓＡ(生理盐水) ０.６２５~６.４ ｙ＝ ７.３３１ ８ｘ－０.１７６ ７ ０.９９９ ６２

ＲｓＢ(ＴＳＢ) ０.９２５~５.０５４ ｙ＝ ５.１６２ ７ｘ－０.１２５ ８２ ０.９９８ ９９

ＲｓＢ(生理盐水) ０.８５~５.１５ ｙ＝ ５.２８３ ６ｘ－０.０１４ ８１８ ０.９９９ ５４

　 　 由表 ２ 可知ꎬ使用 ＴＳＢ 液体培养基和生理盐水

作为稀释液稀释 ＲｓＡ 和 ＲｓＢ 均得到可靠的线性关

系ꎬ线性方程相关系数均达 ０.９９ 以上ꎮ 同一菌种在

２ 种稀释液稀释条件下拟合曲线的斜率比较接近ꎬ
ＲｓＡ 在不同稀释液中吸光度平均值差异为(０.０７１±
０.０７７)ꎬＲｓＢ 为(０.０２７±０.０３１)ꎮ 通过 Ｒ 语言 ｓｉｍｂａ
函数包 ｄｉｆｆｓｌｏｐｅ()对回归方程斜率比较分析表明其

差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ

　 注:括号内表示稀释液ꎮ

图 ２　 ２ 种分离源青枯菌在 ２ 种稀释液中吸光度

和浓度间线性关系比较
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分离自不同物种的 ＲｓＡ 和 ＲｓＢ 菌株间拟合曲

线斜率差异显著(图 ２)ꎮ 在 ＴＳＢ 稀释液条件下ꎬ
ＲｓＢ 菌液吸光度值高于 ＲｓＡ 菌液吸光度值ꎬ拟合曲

线斜率差异有统计学意义(Ｐ ＝ ０.００４)ꎮ 同样ꎬ在生

理盐水稀释条件下ꎬＲｓＢ 菌液吸光度值高于 ＲｓＡ 菌

液吸光度值ꎬ拟合曲线斜率差异有统计学意义(Ｐ ＝
０.０１１)ꎮ 该结果表明:不同分离源的青枯菌在相同

菌液浓度下的吸光度不同ꎬ在本研究中ꎬ番茄分离

源的青枯菌吸光度值大于烟草分离源的青枯菌ꎮ

３ 讨论

不论是田间病害检测还是实验室条件下对致

病微生物进行培养鉴定ꎬ对特定环境下目标微生物

浓度的精确测定是开展微生物研究和分子诊断的

必要条件ꎮ 本研究基于溶液对光的吸收和物质的

浓度呈线性关系的原理[１１－１２]ꎬ使用分光光度计对不

同分离源和不同稀释液条件下的菌株吸光度进行

了测定ꎬ同时利用显微镜下的血球计数板计数法计

算菌液浓度ꎬ并基于二者间的线性关系建立线性回

归方程ꎬ相关系数 ｒ２均达 ０.９９８ ９９ 以上ꎮ
本研究之所以选择胰蛋白胨大豆肉汤培养基

和生理盐水作为稀释液并进行比较实验ꎬ是因为前

人研究中曾以生理盐水替换微生物培养基以避免

培养基本身的颜色对吸光度值的干扰[１４]ꎮ 然而ꎬ替
换培养基步骤较为烦琐ꎬ不利于微生物浓度的快速

测定ꎮ 在本研究针对青枯菌菌液浓度的测定中ꎬ使
用原培养基稀释和生理盐水稀释建立的拟合曲线

斜率较接近ꎬ且斜率差异均无统计学意义 ( Ｐ >
０.０５)ꎮ 另外ꎬ虽然使用生理盐水为稀释液时回归方

程相关系数 ｒ２也能达到 ０.９９９ 以上ꎬ但是其稀释范

围较窄ꎬ当稀释倍数大于 ３ 时吸光度值<０.１ꎬ处于检

测值下限边缘ꎬ也增加了稀释过程的操作难度ꎮ 因

此ꎬ为了简化操作步骤ꎬ本研究推荐在测定青枯菌

菌悬液时直接使用原培养基作为稀释液ꎮ
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