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摘 要：为了提高枯草芽胞杆菌 GB519发酵液菌体数量和芽胞率的统计效率，本研究采用平板涂布法和平板倾注法进行

活菌计数，利用加热除菌法、结晶紫染色法和孔雀绿染色法开展芽胞率检测效率的比较研究。结果表明：平板涂布法与倾注

法的菌体计数数量差异不大，误差率相对一致。枯草芽胞杆菌GB519利用结晶紫染色法与孔雀绿染色法检测芽胞率差异不

显著。确定了枯草芽胞杆菌GB519加热除菌法菌体致死温度为 80℃、时间为 15 min，其芽胞量为 131.9×108 CFU/mL，芽胞率

为 50.1%，与孔雀绿染色法（54.8%）差异不显著，与结晶紫染色法芽胞率（58.7%）差异显著。本研究将为类似的芽胞检测

研究提供方法和数据参考。
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Abstract：In order to improve the statistical efficiency of the sporular amount and germination rate in the fermenta⁃
tion broth of Bacillus subtilis GB519，the methods both plate coating and plate pouring were used to count the viable
bacteria. And the methods of heat sterilization，crystal violet and malachite green staining were used to compare
with the germination rate. The results showed that there was little difference in sporular amount between plate coat⁃
ing and pouring method，and the error rate was relatively consistent. It was determined that the lethal temperature
and time of heat sterilization method were at 80℃ for 15 min，and the sporular amount and germination rate of that
were 131.9×108 CFU/mL and 50.1%，respectively，which was no significantly different from malachite green stain⁃
ing (54.8%)，and was significantly different from that of crystal violet staining (58.7%). This study could provide
positive conferences from both parameters and methods for the similar research.
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枯草芽胞杆菌（Bacillus subtilis）是一种能产

芽胞的革兰氏阳性杆状细菌，其生理特征丰富多

样，极易分离培养，能产生多种抗菌素和酶。具

有抑制植物病害的作用 [1-2]，又是自然界中广泛存

在的非致病细菌，对环境友好而备受青睐 [3]。其

芽胞具有抗逆性强、利于保藏，能在极端条件下

存活，适合制成生物菌剂 [4-5]。目前，一些枯草芽

胞杆菌的生物农药已经应用于植物病害的生物防

治中。迄今为止，已报道的枯草芽胞杆菌类生物

农药产品基本为芽胞制剂 [6-7]。微生物菌剂大都

以活菌作为产品有效成分，有效活菌数是衡量其

品质的重要指标，达到相当的活菌数才能具有较

好的防治病害的效果 [8-9]。

由于菌株间的差别、样本量大小和研究方法

不同，枯草芽胞杆菌芽胞率统计结果有较大的差

异 [10]，这对生产和研究产生巨大的影响。本实验

室针对能有效抑制水稻稻瘟病菌孢子萌发和菌丝

生长，并能够促进水稻植株的生长发育作用的枯

草芽胞杆菌 GB519（未发表数据），采用加热除菌

法、结晶紫染色法和孔雀绿染色法对枯草芽胞杆

菌 GB519的芽胞率进行了比较分析。期望进一步

研究该菌株的生长规律，促进开发成一种新型的

生物农药，同时推动本领域研究发展。

1 材料与方法

1.1 供试菌种

枯草芽胞杆菌GB519，本研究室保存。

1.2 仪器与试剂

仪器：灭菌锅、恒温摇床、生化培养箱、电子天

平，移液枪。

试剂：蛋白胨、氯化钠、琼脂、酵母浸膏、结晶

紫、孔雀绿、番红，均购买于北京鼎国昌盛生物技

术有限责任公司。

1.3 试验方法

1.3.1 GB519 菌株种子液培养

从新活化的平板上，挑取单菌落至 50 mL LB
种子培养液的 250 mL三角瓶中，在 120 r/min、37℃
摇床中培养 12～16 h，达到OD600值为 0.5。
1.3.2 摇瓶扩繁

以 5%接种量接种种子液于 LB培养液的三角

瓶中，置于 120 r/min、30℃摇床中培养 48 h。
1.3.3 活菌计数方法的比较，参考周德庆方法 [11]

（1）平板涂布法

采用梯度稀释法，将 48 h的发酵液稀释至

10-5、10-6、10-7、10-8、10-9倍。每个 LB琼脂平板涂

布发酵稀释液 100μL，倒置于 30℃培养箱中培养

48 h后计数。发酵液中活菌数（CFU/mL）=每皿平

均菌体数×50×10×该发酵液的稀释倍数。

（2）平板倾注法

取 1 mL上述发酵稀释液，加入到 100 mL 50℃
左右的 LB琼脂培养基中，充分混匀，将每个稀释

度倾倒 5个平板，待琼脂凝固后倒置，30℃恒温培

养 48 h后统计每一个稀释度的菌体总数。发酵液

中活菌数(CFU/mL)=5个皿的菌量总数×50×该发酵

液的稀释倍数。

1.3.4 加热除菌法-菌体致死温度与时间的确定

菌剂在生产过程中需要在一定温度、加热一

定时间达到消灭杂菌的目的，同时还要保障对目

标菌株活力影响相对较小，为此针对 GB519发酵

环节开展此研究。

（1）加热除菌法—菌体致死温度的确定

参照杜连祥 [12]和 Huo等 [13]方法并做修订。取

10-5、10-6、10-7、10-8、10-9各稀释倍数的 GB519发酵

液，分别于 70℃、75℃、80℃、85℃、90℃、95℃、

100℃的水浴锅中恒温水浴 10 min后统计活菌

数，初步将此数目作为该条件下发酵液中的芽胞

数目，比对该发酵液中菌体总数（25℃下）即为该

处理下的芽胞率。芽胞率(%)=芽胞总数(CFU/mL)/
菌体总数(CFU/mL)×100%

（2）加热除菌法—菌体致死时间的确定

参照姚露燕等 [14]和 Quintavalla等 [15]方法并做

修订。取 10-5、10-6、10-7、10-8、10-9各稀释倍数的

GB519发酵液，于最佳选择温度条件下在水浴锅

中分别恒温水浴 5 min、10 min、15 min、20 min、25
min、30 min、45 min、60 min，分别统计活菌数，计

算芽胞率。芽胞率统计方法同上。

1.3.5 芽胞计数方法的比较

（1）结晶紫染色法

将培养 48 h的 GB519发酵液涂片、干燥及加

热固定后，滴加结晶紫染色剂，静置 0.5～1 min，
水洗、干燥后在 100倍显微镜下镜检 10个视野，统

计菌体数和芽胞数。

（2）孔雀绿染色法

根据方中达 [16]方法，将培养 48 h的 GB519发
酵液涂片、干燥及加热固定后，滴加孔雀绿染剂

在酒精灯外焰加热 1 min，勿使染液沸腾或蒸干。

冷却后水洗再用番红水溶液复染 15 min，水洗、干

燥后镜检 10个视野，统计菌体数和芽胞数。

（3）加热除菌法

参考Huo等 [13]、Quintavalla等 [15]方法，采用 1.3.4
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中确定的最佳菌体致死温度与时间处理 GB519发
酵液，统计芽胞量和芽胞率。

1.3.6 数据统计与分析

采用软件 SPSS 19.0对数据进行差异显著性

分析（P<0.05）。
2 结果与分析

2.1 活菌计数法的比较

将 GB519发酵液采用不同的菌体计数法和不

同的稀释倍数，菌体计数结果不同。采用平板涂

布法，稀释 106和 107比 105倍的菌体数量分别提高

了 7.0%和 23.7%，而平板倾注法在相同的情况下

分别提高了 5.1%和 24.2%（表 1）。随着稀释倍数

的增大，菌体计数的误差也随着增大，平板涂布

法与平板倾注法的菌体数误差率没有显著差异。

当稀释倍数 108和 109倍时，两种菌体计数方法的

计数结果均有较大的误差。

2.2 加热除菌法—菌体致死温度的确定

对菌体不同温度处理后，检测到的芽胞量和

芽胞率均有较大的差异（图 1）。处理温度低于

75℃时，芽胞率高于 91.7%。特别是 70℃时，芽胞

量和芽胞率分别为 263.9 CFU/mL和 112.8%，均高

于对照处理。处理温度高于 95℃时，芽胞量和芽

胞率分别低于 33.0 CFU/mL和 14.0%，显著地低于

对照处理。80℃、85℃和 90℃三者处理时的芽胞

量和芽胞率差异不显著，但与其他温度处理有显

著的差异。由于温度过低或过高都会影响芽胞

率，所以菌液的处理适宜温度选择 80℃。
2.3 加热除菌法-菌体致死时间的确定

当 80℃处理时，随着处理时间的增加，芽胞量

和芽胞率也随着降低（图 2）。当处理时间为 5
min时，芽胞量显著低于对照，但芽胞率与对照差异

不显著。处理时间为 10 min及以上时，芽胞量和芽

胞率与对照和处理 5 min时有显著差异。当 15 min
处理时，芽胞量和芽胞率分别为 106.3 CFU/mL和
51.0%，显著低于处理 10 min，与 20 min和 25 min
处理无显著差异，与 30 min处理以上差异显著。

30 min以上处理时，芽胞量和芽胞率无显著差异。

由于处理时间过长会影响芽胞率，所以菌液的处

理时间选择 15 min。

2.4 芽胞计数方法的比较

由于芽胞率统计方法不同，芽胞量和芽胞率

的结果有所不同（图 3）。用平板法检测芽胞率为

50.1%，显著低于结晶紫染色法（58.7%），与孔雀

表1 平板涂布法与平板倾注法菌体数量的比较

稀释

倍数

105
106
107
108
109

菌体数（×1010 CFU/mL）
平板涂布法

2.59±0.34
2.78±0.42
3.20±0.30
4.00±2.65
0.33±0.58

平板倾注法

2.04±0.09
2.14±0.21
2.53±0.25
5.83±0.29
5.00±0.00

误差率（%）
平板涂布法

0.0±0.0
7.0±4.0
23.7±4.5
47.3±89.4
-88.6±19.7

平板倾注法

0.0±0.0
5.1±7.5
24.2±9.3
186.3±11.4
145.6±10.1

图1 不同水浴温度对芽胞量与芽胞率的影响
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绿染色法的芽胞率（54.8%）差异不显著。用平板

法检测芽胞量为 131.9 CFU/mL，而其他两种染色

法均不能检测芽胞量。因此，枯草芽胞杆菌

GB519芽胞量和芽胞率的检测方法选择平板检测

法。

3 结论与讨论

细菌活体在农业生产尤其在生物农药和生物

肥料研究中具有广泛的应用 [17-18]，芽胞计数非常

重要，其测定方法多种多样。目前，应用最广泛

且最稳定的方法是平板稀释法，其又分为平板涂

布法和平板倾注法，前者相对简便、快捷、准确率

高和重复性较好，后者菌落容易黏连而降低准确

性 [19-20]。细菌在适宜条件下能够迅速完成分裂与

繁殖。水浴温度在 70℃和 75℃时，不能有效地杀

死菌体，可能随着水浴时间的增加，菌体的繁殖

和芽胞的复苏导致测得芽胞率偏高。而水浴温度

过高时，除了菌体被杀死，部分芽胞也可能被杀

死，导致测得芽胞率偏低。本研究通过对水浴温

度和时间的试验，确定了菌株 GB519最佳水浴处

理温度为 80℃，处理时间为 15 min，与近年来的相

关研究结果相近 [13，15]。

孔雀绿染色法是观察芽胞的方法之一，在加

热条件下用孔雀绿染色剂进行染色，菌体和芽胞

均被染成绿色。由于芽胞壁厚，进入芽胞的染料

难以透出，仍然为绿色。再经番红染色后菌体为

红色。由于染色困难，芽胞不易着色，且易与红

色菌体混淆，分辨度较差。洗脱时间相对较长，

不易充分洗掉染色剂而造成假阳性 [21]。结晶紫染

色法视野中杂质干扰较少，芽胞被染成淡紫色，

菌体为深紫色，相比孔雀绿染色法区分较容易。

两种染色方法只能检测芽胞率，不能统计菌体数

量和芽胞量。加热除菌法、结晶紫染色法和孔雀

绿染色法检测方法各有优缺点，应根据实际情况

选择合适的检测方法检测发酵液的芽胞率。
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