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 前 言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。 

本标准由中国兽药协会提出并归口管理。 

本文件起草单位：中国兽医药品监察所、中国动物卫生与流行病学中心、山东省动物疫病预防与控

制中心、中国合格评定国家认可中心 

本文件主要起草人：姚文生、马欣、王秀丽、王甲、刘元杰、刘燕、岳怀宁、王君玮、王苗利、陶

雨风、富宏坤。 
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紫外-可见分光光度法测定活菌浓度指南 

1 范围 

本文件规定了紫外-可见分光光度法测定活菌浓度的实验操作方法以及其应用。 

本文件适用于紫外-可见分光光度法测定细菌菌悬液活菌浓度的操作。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

GB 19489  实验室  生物安全通用要求 

《中华人民共和国兽药典》（2020年版） 

3 术语与定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 3.1 

测定系数（R
2
）  R-squared 

是统计学中用来衡量回归模型拟合优度的一个指标，数值介于0～1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。 

4 缩略语 

下列缩略语适用于本文件 

OD：吸光度（Optical Density） 

CFU：菌落形成单位(Colony-forming Unit) 

PBS：磷酸盐缓冲液（Phosphate-Buffered Saline） 

5 试验材料 

无菌生理盐水、硫酸盐缓冲液（PBS）、细菌培养基、比色杯（测量精度＜±0.005 OD，测值范围

0～2.0 OD）、细菌培养皿、移液器、吸头、吸管、试管、生物安全柜、恒温培养箱、分光光度计（可

用波长范围应包括450nm～650nm，测量精度＜±0.003 OD，光度准确度±1%，测值范围0～2.0 OD）、

离心机、漩涡仪。 

6 试验操作 

安全防护 6.1 

实验应在符合GB 19489的生物安全实验室内进行。实验人员个人防护应符合GB 19489要求。实验废

物应经消毒或灭菌处理。 

建立细菌生长曲线 6.2 

6.2.1 在生物安全柜将细菌接种于适宜固体培养基平板，置于适宜温度条件下培养适宜时间。 

6.2.2 从培养基平板上选取单个菌落，接种适宜液体培养基，置于适宜温度条件下培养适宜时间。 
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6.2.3 选取不同培养时间（如：2h、4h、6h等）的新鲜菌液，分别按照《中华人民共和国兽药典》（2020

年版）三部附录 3405活菌（芽孢）计数法进行活菌计数，计算不同培养时间的菌液浓度（CFU/ml）。 

6.2.4 依据菌液浓度计数结果，建立细菌生长曲线（见附录 A），确定细菌生长迟缓期、对数期、稳

定期和衰亡期。 

最佳测定波长的确定 6.3 

6.3.1 菌悬液制备 

6.3.1.1 培养新鲜菌液，选择细菌生长对数期或稳定期前期的培养菌液，用于测定 OD 值和活菌计数。 

6.3.1.2 将新鲜菌液离心后弃去上清液，用无菌生理盐水或 PBS 恢复至原体积，在漩涡仪震荡悬浮，

制备成菌悬液原液。 

6.3.1.3 吸取菌悬液原液，用无菌生理盐水或 PBS 进行适当倍数稀释，震荡悬浮，制备成不同稀释度

的待测菌悬液，稀释梯度不少于 5个。 

6.3.2 测定 OD 值 

6.3.2.1 在可见光波长范围（450nm～650nm）内选择几个波长（如：450nm、540nm、600nm、650nm等），

作为测定波长。 

6.3.2.2 打开分光光度计，预热适当时间。吸取 1ml～2ml无菌生理盐水或 PBS，作为空白对照，置于

比色杯，使用分光光度计在所选波长条件下测定 OD 值并调零。 

6.3.2.3 吸取 1ml～2ml待测菌悬液，置于比色杯，使用分光光度计测定相同波长条件下不同稀释度的

待测菌悬液 OD 值各 3 次（重复性±2%），计算平均值。因菌体数量太少或太多可能会影响测定结果，

OD 值控制在 0.2～0.8之间为宜。 

6.3.3 活菌计数  将不同稀释度的待测菌悬液分别按照《中华人民共和国兽药典》（2020 年版）三部

附录 3405 活菌（芽孢）计数法进行活菌计数，获得活菌浓度（CFU/ml）。 

6.3.4 数据分析与判定 

6.3.4.1 选择至少 5个在 0.2～0.8范围内 OD 值和对应的活菌浓度，输入 Microsoft EXCEL 进行回归

分析。以 OD 值为横坐标（x）、活菌浓度为纵坐标（y），绘制散点图，点击任一散点，添加趋势线。

点击趋势线，设置趋势线格式，勾选“显示公式”、“显示 R 平方值”，获得不同波长测定的 OD 值

与活菌浓度的回归方程和测定系数（R
2）。Microsoft EXCEL 默认趋势线选项为“线性”，也可将趋势

线选项勾选为“指数”，比较 R
2 值大小，选择线性回归方程或曲线回归方程。 

6.3.4.2 比较分析不同波长的测定系数（R
2），确定最佳测定波长。 

6.3.4.2.1 若有 1个波长 OD 值与活菌浓度的回归方程测定系数（R
2）大于 0.95，则该波长为该细菌

活菌浓度的最佳测定波长。 

6.3.4.2.2 若有 2 个以上波长 OD 值与活菌浓度的回归方程测定系数（R
2）大于 0.95，则确定 R

2最

接近 1的波长为该细菌活菌浓度的最佳测定波长。 

6.3.4.2.3 若所有选定的波长 OD 值与活菌浓度的回归方程测定系数（R
2）均小于 0.95，则紫外-可

见分光光度法不适宜该细菌活菌浓度的测定。 

适用性验证 6.4 

6.4.1 培养新鲜菌液，在细菌生长对数期初期至稳定期前期的培养时间段中，选择至少 5 个不同培养

时间的新鲜菌液，参照 6.3.1.2制备成待测菌悬液。 

6.4.2 参照 6.3.2.2测定待测菌悬液在最佳测定波长条件下测定 OD 值。参照 6.3.3 进行活菌计数，

获得活菌浓度。 

6.4.3 参照 6.3.4.1，将 6.4.2 测定的 OD 值和获得的活菌浓度进行回归分析，获得回归方程和测定
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系数（R
2）。若 R

2值大于 0.95，则紫外-可见分光光度法适用于该细菌生理盐水或 PBS 菌悬液活菌浓度

的测定；若 R
2 值小于 0.95，则紫外-可见分光光度法不适宜该细菌生理盐水或 PBS 菌悬液活菌浓度的测

定。 

6.4.4 扩展验证 

6.4.4.1 培养新鲜菌液，在细菌生长对数期初期至稳定期前期的培养时间段中，选择至少 5 个不同培

养时间的新鲜菌液各 2 份，3ml～5ml/份。 

6.4.4.2 1 份菌液离心后吸取上清液 1ml～2ml，置于比色杯，使用分光光度计在最佳测定波长条件下

测定 OD 值并调零后，测定另 1 份未离心菌液的 OD 值，测定前应震荡混匀。将未离心菌液参照 6.3.3

进行活菌计数，获得活菌浓度。 

6.4.4.3 选取至少 5 个在 0.2～0.8 范围内 OD 值和对应的活菌浓度，参照 6.3.4.1 获得回归方程和测

定系数（R
2）。若 R

2 值大于 0.95，则紫外-可见分光光度法适用于该细菌培养液活菌浓度的直接测定；

若 R
2值小于 0.95，则紫外-可见分光光度法不适宜该细菌培养液活菌浓度的直接测定。 

注意事项 6.5 

6.5.1 装有液体的比色杯不应有气泡，否则会影响测量精度。 

6.5.2 比色杯使用前应用纯化水清洗干净并晾干。 

6.5.3 为确保测量结果准确，应参照《中华人民共和国兽药典》（2020年版）一部附录 0401紫外-可

见分光光度法，定期对分光光度计进行校正。 

6.5.4 紫外-可见分光光度法测定活菌浓度存在局限性，不适用于细菌生长稳定期后期和衰亡期活菌浓

度的测定。 
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（资料性） 

细菌生长曲线图例 
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