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本发明公开了一种快速定量水中大肠杆菌

的方法，通过紫外可见分光光度计分别测定不同

浓度大肠杆菌在波长220、260、280、300、350、

400、450、500、550nm处的吸光度，同时用显微计

数法对大肠杆菌细胞进行精确计数，在吸光度和

大肠杆菌浓度之间建立了良好的线性关系，根据

所得到的校正曲线或回归方程快速定量待测样

品中的大肠杆菌。本发明专利提供了一种快速定

量水中大肠杆菌的方法，测量简便，无需试剂，快

速准确，可用于较高浓度、大批量样品的测量。
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1.一种快速定量水中大肠杆菌的方法，其特征在于，将含大肠杆菌的待测样品稀释一

定倍数后，采用紫外可见分光光度计测定待测样品在特定波长处的吸光度，根据建立的吸

光度和大肠杆菌浓度之间的校正曲线或回归方程，计算得到待测样品中大肠杆菌的浓度。

2.根据权利要求1所述的快速定量水中大肠杆菌的方法，其特征在于，

(1)建立校正曲线或回归方程

配制一组不同浓度的大肠杆菌菌悬液，通过紫外可见分光光度计分别在波长220、260、

280、300、350、400、450、500、550nm处测定其吸光度A，同时，用显微计数法将对应的每个浓

度的菌悬液样品进行细胞精确计数，得到单位体积菌悬液中大肠杆菌浓度C；分别测定空白

样品在波长220、260、280、300、350、400、450、500、550nm处的吸光度AI，根据吸光度A-AI和大

肠杆菌浓度C绘制校正曲线，或线性回归得到对应波长处的回归方程；

(2)计算大肠杆菌的浓度

稀释含大肠杆菌的待测样品，使稀释后菌悬液中的大肠杆菌浓度在回归方程或校正曲

线的线性范围内，在与步骤(1)相同的条件下，采用紫外可见分光光度计测定220、260、280、

300、350、400、450、500、550nm中任一波长处稀释后菌悬液的吸光度，根据对应的校正曲线

或回归方程计算得到待测样品中的大肠杆菌浓度。

3.根据权利要求2所述的快速定量水中大肠杆菌的方法，其特征在于，步骤(1)中所述

校正曲线或回归方程的具体建立方法如下：

取一定量的大肠杆菌菌悬液，分别稀释1、1.25、2、3、10、12.5、20、33、100、125、200、

333、1000倍，空白组加入灭菌的背景溶液，将稀释后不同浓度的菌悬液和空白组加入灭菌

离心管中，每组3个平行样；通过紫外可见分光光度计分别测定每个浓度的大肠杆菌菌悬液

在220、260、280、300、350、400、450、500、550nm波长处的吸光度，取平均值得到该浓度菌悬

液的吸光度A，空白样品的吸光度AI；同时，用显微计数法对各个浓度的菌悬液进行细胞精

确计数，每个样品重复3次，取平均值得到大肠杆菌浓度C，在吸光度A-AI和大肠杆菌浓度C

之间建立校正曲线或回归方程。

4.根据权利要求3所述的快速定量水中大肠杆菌的方法，其特征在于，所述大肠杆菌菌

悬液的制备按如下方法进行：

(1)培养基的配置：

按照说明配置营养肉汤培养基，并将培养基灭菌；

(2)大肠杆菌的培养：

将大肠杆菌工作菌种接种至灭菌营养肉汤培养基中，菌液接种量1％-2％，在37恒温振

荡培养箱中培养至对数生长期，时间约为16-24h，转速150-170r/min；

(3)大肠杆菌菌悬液的制备：

在4℃条件下，以7000r/min离心10min，去除培养基，将大肠杆菌菌体沉淀振荡重悬于

生理盐水或磷酸盐缓冲溶液中，之后再次离心，再次重悬，总共洗涤3次，最后重悬于生理盐

水或磷酸盐缓冲溶液中即制成大肠杆菌菌悬液。
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一种快速定量水中大肠杆菌的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物、医学与环保领域，更具体的说，是涉及一种快速定量水中大肠杆

菌的方法。

背景技术

[0002] 大肠杆菌是水中的常见病原菌，会造成传染性的肠道疾病，危害人们的身体健康。

大肠杆菌是水质检测中的重要指标：《城镇污水处理厂污染物排放标准》(GB18918-2002)规

定，污水处理厂出水中粪大肠杆菌要求低于10000个/L(一级A标)；《生活饮用水卫生标准》

(GB5749-2006)规定，标准饮用水中总大肠杆菌群不得检出。另外，作为一种代表性的革兰

氏阴性菌，大肠杆菌是科学研究中的典型微生物。因此，对水中大肠杆菌的快速定量检测尤

为重要。

[0003] 水体中细菌微生物现有的定量方法主要包括显微计数法、平板菌落计数法、发酵

法、流式细胞仪计数法等。传统的显微计数法需要使用血球计数板或细菌计数板，检测随机

性大、效率低、准确度不高；平板菌落计数法是最经典且常用的计数方法，但其耗时较长，在

菌液浓度较大时需多次稀释(培养基菌落最佳计数范围为30-300个)，且只能对具有生长活

性的细菌进行计数，误差较大，不便于大量样品的快速测定；发酵法需多次培养，步骤繁琐；

流式细胞仪计数法虽快速准确，但需建立合适的方法才能准确测定，且价格昂贵，不便于普

遍使用。

[0004] 现有的测试方法较为繁琐，效率低，多适用于低浓度样品。本专利提供一种快速定

量水中大肠杆菌的方法，测量简便，无需试剂，可用于较高浓度、大批量样品的快速测量。

发明内容

[0005] 针对现有技术中大肠杆菌快速定量监测方法不足的技术现状，本发明提供一种更

方便、简单、有效的快速定量水中大肠杆菌的方法。

[0006] 本发明的目的是通过以下技术方案实现的。

[0007] 本发明快速定量水中大肠杆菌的方法，将含大肠杆菌的待测样品稀释一定倍数

后，采用紫外可见分光光度计测定待测样品在特定波长处的吸光度，根据建立的吸光度和

大肠杆菌浓度之间的校正曲线或回归方程，计算得到待测样品中大肠杆菌的浓度。

[0008] (1)建立校正曲线或回归方程

[0009] 配制一组不同浓度的大肠杆菌菌悬液，通过紫外可见分光光度计分别在波长220、

260、280、300、350、400、450、500、550nm处测定其吸光度A，同时，用显微计数法将对应的每

个浓度的菌悬液样品进行细胞精确计数，得到单位体积菌悬液中大肠杆菌浓度C；分别测定

空白样品在波长220、260、280、300、350、400、450、500、550nm处的吸光度AI，根据吸光度A-AI

和大肠杆菌浓度C绘制校正曲线，或线性回归得到对应波长处的回归方程；

[0010] (2)计算大肠杆菌的浓度

[0011] 稀释含大肠杆菌的待测样品，使稀释后菌悬液中的大肠杆菌浓度在回归方程或校
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正曲线的线性范围内，在与步骤(1)相同的条件下，采用紫外可见分光光度计测定220、260、

280、300、350、400、450、500、550nm中任一波长处稀释后菌悬液的吸光度，根据对应的校正

曲线或回归方程计算得到待测样品中的大肠杆菌浓度。

[0012] 步骤(1)中所述校正曲线或回归方程的具体建立方法如下：

[0013] 取一定量的大肠杆菌菌悬液，分别稀释1、1.25、2、3、10、12.5、20、33、100、125、

200、333、1000倍，空白组加入灭菌的背景溶液，将稀释后不同浓度的菌悬液和空白组加入

灭菌离心管中，每组3个平行样；通过紫外可见分光光度计分别测定每个浓度的大肠杆菌菌

悬液在220、260、280、300、350、400、450、500、550nm波长处的吸光度，取平均值得到该浓度

菌悬液的吸光度A，空白样品的吸光度AI；同时，用显微计数法对各个浓度的菌悬液进行细

胞精确计数，每个样品重复3次，取平均值得到大肠杆菌浓度C，在吸光度A-AI和大肠杆菌浓

度C之间建立校正曲线或回归方程。

[0014] 所述大肠杆菌菌悬液的制备按如下方法进行：

[0015] (1)培养基的配置：

[0016] 按照说明配置营养肉汤培养基，并将培养基灭菌；

[0017] (2)大肠杆菌的培养：

[0018] 将大肠杆菌工作菌种接种至灭菌营养肉汤培养基中，菌液接种量1％-2％，在37恒

温振荡培养箱中培养至对数生长期，时间约为16-24h，转速150-170r/min；

[0019] (3)大肠杆菌菌悬液的制备：

[0020] 在4℃条件下，以7000r/min离心10min，去除培养基，将大肠杆菌菌体沉淀振荡重

悬于生理盐水或磷酸盐缓冲溶液中，之后再次离心，再次重悬，总共洗涤3次，最后重悬于生

理盐水或磷酸盐缓冲溶液中即制成大肠杆菌菌悬液。

[0021] 与现有技术相比，本发明的技术方案所带来的有益效果是：

[0022] 本发明直接测定待测样品的吸光度，根据吸光度和大肠杆菌浓度之间的线性关系

实现对大肠杆菌的快速定量。与传统的显微计数法相比，其操作简便、测量效率显著提高，

能够实现短时间内大批量样品的测量，同时较少了人工计数的失误因素，提高了结果的准

确度；与经典的平板菌落计数方法相比，本发明无需其他试剂，无需多次稀释，无需培养，同

时，计数结果包括具有代谢活性但不具有生长活性的菌，提高计数效率，可重复性强。

附图说明

[0023] 图1是吸光度和大肠杆菌浓度的校正曲线Ⅰ。

[0024] 图2是吸光度和大肠杆菌浓度的校正曲线Ⅱ。

[0025] 图3是平板菌落计数与细胞密度的校正曲线。

[0026] 图4是平板菌落计数和分光光度计数结果对比。

[0027] 图5是大肠杆菌随时间变化的过滤穿透曲线。

具体实施方式

[0028] 下面结合附图对本发明做进一步的详细说明，以下实施例只用于对发明内容的描

述，并不限制被发明的范围。下列实施例中所使用的实验试剂耗材，如无特殊说明均属于常

规生化试剂的范畴；下列实施例中未注明具体条件的实验方法，通常为常规条件；下列实施
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例中的实际的菌株均属于现有技术，本领域的技术人员可从公开商业渠道获得。

[0029] 本发明快速定量水中大肠杆菌的方法，将含大肠杆菌的待测样品稀释一定倍数

后，采用紫外可见分光光度计测定待测样品在特定波长处的吸光度，根据建立的吸光度和

大肠杆菌浓度之间的校正曲线或回归方程，计算得到待测样品中大肠杆菌的浓度。

[0030] 一、建立校正曲线或回归方程

[0031] 配制一组不同浓度的大肠杆菌菌悬液，通过紫外可见分光光度计分别在波长220、

260、280、300、350、400、450、500、550nm处测定其吸光度A，同时，用显微计数法将对应的每

个浓度的菌悬液样品进行细胞精确计数，得到单位体积菌悬液中大肠杆菌浓度C；分别测定

空白样品在波长220、260、280、300、350、400、450、500、550nm处的吸光度AI，根据吸光度A-AI

和大肠杆菌浓度C绘制校正曲线，或线性回归得到对应波长处的回归方程。

[0032] 具体地，取一定量的大肠杆菌菌悬液，分别稀释1、1.25、2、3、10、12.5、20、33、100、

125、200、333、1000倍，空白组加入灭菌的背景溶液，将稀释后不同浓度的菌悬液和空白组

加入灭菌离心管中，每组3个平行样，加入10mm石英比色皿中；通过紫外可见分光光度计分

别测定每个浓度的大肠杆菌菌悬液在220、260、280、300、350、400、450、500、550nm任一波长

处的光度值，取平均值得到该浓度菌悬液的吸光度A，空白样品的吸光度AI；同时，用显微计

数法对各个浓度的菌悬液进行细胞精确计数，每个样品重复3次，取平均值得到大肠杆菌浓

度C，在吸光度A-AI和大肠杆菌浓度C之间建立校正曲线或回归方程。显微计数所用计数板

通常可选25格×16格或16格×25格的计数板。

[0033] 其中，大肠杆菌菌悬液的制备按如下方法进行：

[0034] (1)培养基的配置：

[0035] 按照说明配置营养肉汤培养基，并将培养基灭菌。若培养基不马上接种大肠杆菌，

则需放入4℃冰箱保存。

[0036] (2)大肠杆菌的培养：

[0037] 将大肠杆菌工作菌种接种至灭菌营养肉汤培养基中，菌液接种量1％-2％，在37恒

温振荡培养箱中培养至对数生长期，时间约为16-24h，转速150-170r/min。

[0038] (3)大肠杆菌菌悬液的制备：

[0039] 在4℃条件下，以7000r/min离心10min，去除培养基，将大肠杆菌菌体沉淀轻轻振

荡重悬于生理盐水(0.9％NaCl溶液)或磷酸盐缓冲溶液(PBS)中，之后再次离心，再次重悬，

总共洗涤3次，最后重悬于生理盐水或磷酸盐缓冲溶液中即制成大肠杆菌菌悬液。根据不同

的实验要求，上述生理盐水或磷酸盐缓冲溶液可被其他背景溶液代替。

[0040] 二、计算大肠杆菌的浓度

[0041] 稀释含大肠杆菌的待测样品，使稀释后菌悬液中的大肠杆菌浓度在回归方程或校

正曲线的线性范围内，在与步骤(1)相同的条件下，采用紫外可见分光光度计测定220、260、

280、300、350、400、450、500、550nm中任一波长处稀释后菌悬液的吸光度，根据对应的校正

曲线或回归方程计算得到待测样品中的大肠杆菌浓度。

[0042] 本发明直接测定待测样品的吸光度，根据吸光度和大肠杆菌浓度之间的线性关系

实现对大肠杆菌的快速定量。由朗伯-比尔定律可知，光被吸收的量正比于光程中产生光吸

收的分子数目。根据对大肠杆菌菌悬液在800-190nm波段范围内的波长扫描可知，500-

190nm波段内，吸光度值较高，主要是大肠杆菌细胞内部核酸和蛋白质等化学组分对光的吸
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收；800-500nm波段内，吸光度值较低，主要是由于大肠杆菌细胞内部细胞器以及大肠杆菌

整体颗粒对光散射的影响。因此，在适宜的波段范围内，测定不同稀释倍数大肠杆菌菌悬液

在不同波长处的吸光度，并与显微计数法得到的大肠杆菌浓度建立回归方程或校正曲线，

选出相关性较好的波长，保证本方法应用的广泛性、可靠性。

[0043] 实施例1

[0044] 根据本发明的快速定量水中大肠杆菌的方法，建立大肠杆菌菌悬液吸光度和大肠

杆菌浓度之间校正曲线或回归方程，具体步骤如下：

[0045] 1 .菌悬液的准备。取一定量悬于灭菌的生理盐水(0.9％NaCl溶液)中的大肠杆菌

菌悬液，分别稀释1、1.25、2、3、10、12.5、20、33、100、125、200、333、1000倍。

[0046] 2.显微计数。用显微镜对每个浓度的细胞进行精确计数，每个样品重复3次，取平

均值的到大肠杆菌浓度C。

[0047] 3.吸光度的测定。将不同浓度的大肠杆菌菌悬液和空白组加入10mm石英比色皿，

通过紫外可见分光光度计分别测定每个浓度的菌悬液在220、260、280、300、350、400、450、

500、550nm波长处的吸光度，每组3个平行样，取平均值得到该浓度菌悬液的吸光度A，空白

样品的吸光度AI。

[0048] 4.线性关系的建立。根据测得的吸光度A，大肠杆菌浓度C，得到校正曲线，选定的

各波长处校正曲线均具有良好的线性关系，如图1、图2所示。

[0049] 同时，对校正曲线进行线性回归分析，在吸光度和大肠杆菌浓度之间建立线性回

归方程，结果如表1所示。

[0050] 表1吸光度与大肠杆菌细胞密度间线性关系

[0051]

[0052] 其中，y为紫外可见分光光度计测定的对应波长处的光度值A-AI，x为大肠杆菌浓

度C，单位为个/ml，R2为线性相关系数。

[0053] 由表1可知，当大肠杆菌细胞密度在105-108个/ml范围内，波长220、260、280、300、

350、400、450、500、550nm处的吸光度和大肠杆菌浓度的线性相关系数均为0.99以上，说明
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回归方程有良好的线性关系。根据朗伯-比尔定律，当一束平行单色光垂直通过某一均匀非

散射的吸光物质时，其吸光度与吸光物质的浓度及吸光层厚度成正比。因此，本方法得到的

回归方程适宜于大肠杆菌浓度的快速定量。

[0054] 实施例2

[0055] 实施例1在260nm处建立的校正曲线或回归方程，采用本发明的快速定量水中大肠

杆菌的方法测定菌悬液中的大肠杆菌浓度，与大肠杆菌菌悬液进行平板菌落计数结果进行

对照。另外，建立大肠杆菌菌悬液平板菌落计数结果和大肠杆菌浓度之间校正曲线或回归

方程，并与实施例1在260nm处建立的校正曲线或回归方程进行比对，具体步骤如下：

[0056] 1 .菌悬液的准备。取一定量悬于灭菌的生理盐水(0.9％NaCl溶液)中的大肠杆菌

悬液，分别稀释1、1.25、2、3、10倍。

[0057] 2.平板菌落计数。为使待测样品在平板上的菌落数为30-300CFU，将各样品再次稀

释10000倍进行平板菌落计数。(1)按照说明配置营养琼脂培养基，并将培养基灭菌，待其冷

却至50℃左右倒入灭菌培养皿中，体积为15-20ml。待营养琼脂培养基凝固后，倒置于37℃

生化培养箱中培养24h，取平整且不长杂菌者待用。(2)每组设3个平行样，在制好的培养基

上各加入100μl待测菌悬液样品，倒置于37℃生化培养箱中培养24h，进行平板菌落计数。

(3)根据平板菌落计数的结果乘以稀释的倍数可得单位体积的大肠杆菌浓度C1。

[0058] 3.显微计数。用显微镜对每个浓度的细胞进行精确计数，每个样品重复3次，取平

均值的到大肠杆菌浓度C。

[0059] 4.测定吸光度并计数。将不同浓度的大肠杆菌菌悬液和空白组加入10mm石英比色

皿，通过分光光度计分别测定每个浓度的菌悬液在260nm波长处的吸光度，每组3个平行样，

取平均值得到该浓度菌悬液的吸光度A，空白样品的吸光度AI。通过吸光度和大肠杆菌浓度

之间的线性关系计算大肠杆菌浓度C2，计算公式为C2＝(A-AI)/4.5×10-9。结果如图3所示。

[0060] 5.线性关系的建立。根据平板菌落计数结果，大肠杆菌浓度C，得到平板菌落计数

结果和大肠杆菌细胞校正曲线，结果如图4所示。

[0061] 由图3可知，平板菌落计数法测定五种浓度的大肠杆菌浓度C1结果为2.0×108个/

ml、1.6×108个/ml、1.4×108个/ml、6.0×107个/ml、3.1×107个/ml；吸光光度计数法测定

五种浓度的大肠杆菌浓度C2分别为2.4×108个/ml、1.9×108个/ml、1.3×108个/ml、8.5×

107个/ml、3.8×107个/ml。两种方法测定的大肠杆菌浓度结果较为接近，表明本方法可以作

为一种可靠的快速定量水中大肠杆菌的方法。另外，分光光度计数法得到的大肠杆菌密度

略高于平板菌落计数法(除第三种浓度外)，这可能是由于部分具有代谢活性但不具有生长

活性的大肠杆菌所致。

[0062] 由图4可知，平板菌落计数结果和大肠杆菌浓度之间的线性回归方程为y＝9.38×

10-7x+17.2368，线性相关系数R2＝0.931，其中，y为平板菌落计数结果，单位为CFU/100μl，x

为大肠杆菌浓度C，单位为个/ml。与图1、图2相比，平板菌落计数回归方程不具有良好的线

性关系，表明分光光度计数具有更高的准确度。

[0063] 实施例3

[0064] 根据本发明的快速定量水中大肠杆菌的方法，研究同种滤料在不同离子强度的环

境中对大肠杆菌的过滤效果，具体步骤如下：

[0065] 1.菌悬液的准备。取一定量悬于灭菌的KCl中的大肠杆菌悬液。分别配制大肠杆菌
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浓度相同，背景溶液离子强度分别为1mM  KCl、100mM  KCl的大肠杆菌菌悬液进行过滤实验。

[0066] 2.过滤实验采用内径16mm的过滤柱进行湿法填充，滤层厚度为15.0±0.1cm，滤柱

填充完成后进行过滤实验。过滤流速1.5m/h，pH＝7.0±0.5，环境为室温，具体详细实验过

程可参看[Jin  C,Normani  S  D,Emelko  M  B.Surface  roughness  impacts  on  granular 

media  filtration  at  favorable  deposition  conditions:Experiments  and  modeling

[J].Environmental  science&technology,2015,49(13):7879-7888.]。考察同种滤料在不

同离子强度下对大肠杆菌的过滤效果。

[0067] 3.吸光度的测定。随时间取样，通过紫外可见分光光度计测定过滤后菌悬液样品

在波长280nm处的吸光度。通过吸光度和大肠杆菌浓度之间的线性关系计算大肠杆菌浓度。

结果如图5所示。

[0068] 由图5可知，采用本发明的方法测定大肠杆菌浓度可以反映同种滤料在不同离子

强度下对大肠杆菌的过滤去除效果。在需要进行大量样品测定的工作中，与传统的显微计

数、平板菌落计数相比，本方法更准确、更快速、更简单易行。

[0069] 尽管上面结合附图对本发明的功能及工作过程进行了描述，但本发明并不局限于

上述的具体功能和工作过程，上述的具体实施方式仅仅是示意性的，而不是限制性的，本领

域的普通技术人员在本发明的启示下，在不脱离本发明宗旨和权利要求所保护的范围情况

下，还可做出很多形式，这些均属于本发明的保护之内。
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图3

图4
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图5
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