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摘要 比较采用不同培养基的平板计数°≤∏°≤方法 以及不同荧光染色剂的显微镜直接计数方法与常规计数方法

的差别 研究认为 常规平板计数方法并不能准确反映饮用水中实际存活的细菌数量 吖啶橙直接计数  ⁄

≤∏⁄≤的结果最高 较常规平板计数方法高出  ∗ 个量级 活细菌直接计数⁄∂ ≤∏⁄∂ ≤中 ⁄∂ ≤2

 !⁄∂ ≤2≤ × ≤ 和 ⁄∂ ≤2等计数方法的结果较常规平板计数结果高出  ∗ 个量级 以地表水为水源的水厂出水中活

细菌数占总细菌数的比例在  左右 
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  在饮用水处理中 出厂水加氯消毒后进入管网 

部分存活的微生物和管网中生物膜中的微生物会利

用管网水中的微量可生物降解有机物进行再生长 

引起所谓的生物稳定性问题≈ 

长期以来 国内多采用异养菌平板计数法

°≤∏ °≤和最大或然数法

 ° ∏  °来测定饮用水中的

活菌数 但由于饮用水中的贫营养环境有别于传统

培养基提供的富营养环境 大多数在显微镜下观察

到 的 细 菌 不 能 在 传 统 培 养 基 中 生 长

∏∏ 致使活菌计数结果偏低 近些年

来 国外先后应用吖啶橙染色直接计数

 ⁄ ≤∏ ⁄≤  !活菌直接计数

⁄∂ ≤∏ ⁄∂ ≤等方法对饮用水中的

细菌总数及活菌数进行快速 !直接的镜检计数 一些

新的染色方法 如采用 2氰基2 2联甲苯四唑盐酸

盐2≤2 2∏ ≤ × ≤ !

核酸探针等对活细菌计数 都取得了很

好地效果 国内这方面的研究却未见报道 

本文应用  !≤×≤ !等试剂染色 采用

显微镜直接计数对饮用水中的细菌数量进行测定 并

与常规平板计数方法所得结果进行了比较与讨论 

1  试验材料和方法

111  水样的采集

本试验所用水样分别取自实验室自来水和北方

某市管网水 水样均采用无菌磨口玻璃瓶采集 实验

室自来水未经特殊处理直接测定 现场水样采集后

立即放入冷却箱中保存 内测定 消毒试验所用

水样为实验室自配水 

112  细菌计数

11211  总细菌计数

⁄≤ 法≈  水样采集后迅速加入甲醛固

定 甲醛最终浓度   取 固定后水样加入

11 吖啶橙 ≥公司

染色  ∗ 将染色水样经滤膜孔径 1Λ 直

径  黑色聚碳酸脂滤膜 ∏公司过

滤 过滤后将滤膜置于载玻片上 用落射荧光显微镜

日本 ∞ƒ2⁄型计数视野中发橙色或绿色荧

光的菌体 显微镜光源为  • 汞灯 激发光滤光片

第 卷第 期
年 月

环   境   科   学
∞∂  ∞× ≥≤∞≤∞

∂ 
∏ 



图 1  细菌计数结果

ƒ  ×∏∏

为  ∗  光束分离滤光片  阻挡滤光

片  

染色直接计数法  将试剂按照产

品要求配制后 取 固定后水样加入 Λ所配

染色试剂 避光培养  ∗ 然后按照

⁄≤处理方法制片 观察计数视野中发红色或绿

色荧光的菌体 所用滤光片波段同 ⁄≤ 相同 

11212  活细菌计数

⁄∂ ≤ 法  方法 ≠ ⁄∂ ≤2  向水样中

加入 1 萘啶酮酸 ¬ƒ∏

公司和 1  酵母膏均为最终浓度 避光 

 ε 培养 然后  甲醛固定 再按照 ⁄≤ 法

直接镜检计数 视野中长大或变粗的菌体被认为是

活菌 方法  ⁄∂ ≤2≤ × ≤ 将 11 的 ≤ × ≤

加入 水样中≤ × ≤ 最终浓度  避光

室温培养 然后  甲醛固定 再按照 ⁄≤ 法

直接镜检计数视野中的红色菌体 方法 ≈ ⁄∂ ≤2

 参见 11 只镜检计数视野中发绿色荧

光的菌体 

°≤ 法  采用传统营养琼脂培养基和  

培养基进行平板计数 详见相关检验手册≈  

培养基基本组成为 酵母浸膏 1蛋白胨 1酸

水解干酪素 1葡萄糖 1可溶性淀粉 1

丙酮酸钠 1° 1 ≥# 1

琼脂 溶于 水 

11213  总大肠菌群计数

消毒试验考察消毒剂的灭菌效果 配水中投加

的大肠杆菌菌液为实验室自培养 

滤膜法  常规检测方法 详见检验手册≈ 

荧光显微计数  参见 11 11 

2  试验结果与讨论

211  细菌计数方法比较

应用 ⁄≤ !⁄∂ ≤ 及 °≤ 等方法对实验室自

来水及城市管网水中细菌总数及活菌数计数的结果

见图  表 中计算了活菌数占总细菌数的比例 

表 1  活菌数占总细菌数的比例/ %

×  ° √ 

样 品

计数方法

 

⁄≤

≤ × ≤

⁄≤

2√

⁄≤

°≤⁄≤

营养琼脂  

实验室自来水 1 1 1 1 1

某水厂出水 1 1 1 未检出 1

管网水 1 1 1 1 1

管网末梢水 1 1 1 1 1

  由图 可以看出 ⁄≤ 和 种方法

得出的总细菌数无显著性差异 北方某市各点水样

中细菌总数在  个量级 活菌数在  个

量级 实验室自来水中细菌总数在  个

量级 活菌数在 个量级 以营养琼脂作为培

养基的平板计数只有几十个 ≤ƒ 以  作为

培养基的平板计数也只达到  个量级 实验

室自来水是高校自供水 水源为地下水 所调查水厂

的水源为地表水 水源水质差异可能是引起细菌数

差异的因素之一 

由表 看出 实验室自来水中活菌数所占比例

在   ∗  之间 而以地表水为水源的水厂出水

中活菌数所占比例基本在  左右 

活菌计数中计数结果大小顺序为 

≤ × ≤      营养琼脂  培养基是一种

贫营养培养基 其提供的培养条件更接近饮用水中
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的贫营养环境 因此其结果较常规营养琼脂培养基

高 但是由于自然环境中大多数微生物是不可培养

的∏∏ 所以 ⁄∂ ≤ 结果又远高于平板计

数结果 

萘啶酮酸可以抑制细菌 ⁄ 的复制 但不影

响细胞中其它合成途径的继续运转 在一定浓度营

养物存在下 菌体伸长 !变大如图 所示 但是由

于部分格兰氏阳性及格兰氏阴性菌对萘啶酮酸有抗

性 低浓度的 不能抑制它们的繁殖 致使计数结

果出现偏差≈ 是近年来由分子探针公司

研制出的新型荧光染色剂 由 ≥≠ × 和碘化丙锭

∏ 种核酸探针组成 ≥≠ × 能将

所有细菌染色 发绿色荧光 而碘化丙锭能穿透细胞

膜受损细胞 发红色荧光如图 所示≈ 由于碘化

丙锭只能穿透受损细胞 因此部分细胞膜完好但实

际不能存活的部分细菌未能被染色 这就导致了

的活菌计数结果高于 ≤ × ≤ ! 的计数结

果 应用 ≤ × ≤ 进行活菌计数时 由于细菌的呼吸作

用 ≤ × ≤ 被还原成 ≤ × ƒ≤ × ≤ ƒ 其在荧光

显微镜下发红色荧光如图 所示≈ 从理论上看 

≤ × ≤方法的基本原理是利用活细胞的呼吸作用 因

此能够比较准确地反映活细菌的数量 而且该方法

的试验费用相对较低 适合实验室研究使用 

212  消毒试验大肠杆菌计数

图 2  活菌计数法荧光染色图像(照片均为纯菌培养后所摄 ,放大倍数为近似值 ,仅供参考)

ƒ  ×∏ 

  实验室通过配水试验 考察一定浓度余氯对大

肠菌群的灭活效果 大肠菌群计数方法采用常规膜

滤法和 ⁄∂ ≤ 方法 当初始加氯量 1时 存活

细菌数与时间的关系如图 所示 

图 3  存活细菌数与时间的关系

ƒ  ×∏√

从图 中可以看出 ⁄≤ 计数结果基本不随

时间变化 始终停留在初始量级   ≤ × ≤ 

 种药剂的 ⁄∂ ≤ 计数结果基本相同 从

逐渐下降到  传统的膜滤法平板计数结果同

样都随着时间的推移而逐渐减少 但是计数结果与

⁄∂ ≤方法存在显著的差异 这说明常规计数方法并

不能准确反映水体中微生物的存活状况 

3  结论

  显微镜直接计数的结果远远高于常规平板

计数 更能准确反映饮用水中的微生物数量 

活菌计数中计数结果大小顺序为 ⁄∂ ≤2

 ⁄∂ ≤2≤ × ≤  ⁄∂ ≤2    营养琼

脂 其中 ≤ × ≤ 方法能够比较准确地反映活细菌的数

量 而且该方法的试验费用相对较低 适合实验室研

究使用 

在考察消毒剂对细菌的灭活效果时 直接计

数可以更准确地反映细菌存活的状况 
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