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发光细菌毒性测试技术是环境样品毒性检测的生物测

试 技术 . 国际标准化 组织在1998年颁布了发光细菌检测水

质急性毒性的标准（ISO11348-1~3-1998）[1~3]. 1995年，该技术

被列为国家标准《水质 急性毒性的测定 发光细菌法》(GB/
T15441-1995)，并于1995年8月实施 [4]. 发光细菌因其独特的生

理特性，能够在短时间内反映水质的综合毒性状况. 该技术

与现代光电子技术的结合能更加灵活、方便地应用于现场检

测，这正是我国科研工作者研究重点之一 [5~7]. 在线毒性监测

仪可以提供实时连续的样品信息 [8]，是目前非常有效的急性

毒性的监测报警方法，它可以对水体中有毒物质的综合毒性

进行检测并报警，及时有效地发现有毒污染物的泄露或排

放，采取相应的应急措施. 

在线水质毒性监测仪的连续运行要求发光细菌保持稳

定的生物活性. 虽然已有基于发光细菌的在线水质毒性监测

仪的报道 [9~10]，但是在线毒性检测仪运用的发光细菌保藏方

法，实践表明目前还不能很好地维持细胞处于休眠状态并保

持其活性 [11]. 在常规方法中，以发光细菌真空冷冻干燥法进

行保存. 然而，冻干粉复苏后置4 ℃冷藏，细菌的发光强度迅

速下降 [12]，造成在线检测仪器使用过程中检测结果不可靠，

维护周期过短. 
我们通过一系列实验探究一种更有效的用于在线毒性

监测仪的发光细菌生物活性稳定保持的方法，即脱脂牛奶菌

悬液冷藏法，克服了菌体活性保持的问题，改善了菌体细胞

发光的稳定性，使在线毒性监测仪的自动连续运行得以实现. 

 1  材料与方法
1.1  主要试剂和仪器

菌种：明亮发光杆菌T3小种冻干粉，购买于中国科学院

南京土壤研究所. 鳆鱼发光杆菌冻干粉，由北京金达清创提
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Abstract   ������������ ������������� ������� ��� ������� ������� ������������������������������    ����� ������� �������� ����������������� Luminescent bacteria toxicity test has attracted considerable attention in the past ten years. However, maintaining 
the stabilization of the activity of luminescent bacteria is a demanding task, which seriously limits the application of such 
diagnostics in on-line determination and analysis. In this study, a control method of maintaining the stabilization of the 
intensities of Photobacterium phosphoreum and P. leiognathi was investigated by adding various cryoprotectants. In this 
method, the bacteria in the exponential growth phase was centrifuged, re-suspended in the cold skimmed milk solution and 
stored at 5 ℃. Three cold storage methods were studied and compared, and they were the skimmed milk-bacteria suspension, 
freeze-dried bacteria suspension made by rehydrating freeze-dried bacteria powder and fresh bacteria solution being stored 
at 5 ℃. The results indicated that the storage life using skimmed milk bacteria suspension could reach 7 days, with relative 
luminosity 93%. This method could significantly improve the stabilization of the luminescent bacteria, and it could be applied 
in on-line toxicity monitor to improve continuous operation time. Fig 3, Tab 3, Ref 15
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摘  要   为维持发光细菌发光强度的稳定性，推进发光细菌毒性测试技术应用于在线监测和分析，以明亮发光杆菌

和鳆鱼发光杆菌为对象，通过添加各种保护剂，将培养至对数生长期的菌液离心，重新悬浮于脱脂牛奶溶液冷藏（5 
℃����������������������������������），比较脱脂牛奶菌悬液冷藏、冻干粉复苏后即时冷藏以及新鲜菌液直接冷藏3种方法的调控效果. 结果表明，脱脂

牛奶菌悬液冷藏7 d后复苏，相对发光率达到93%. 该方法明显提高了发光细菌生物活性的稳定性，对于提高在线毒性

监测仪连续运行时间有参考价值. 图3 表3 参15
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供. 脱脂奶粉、蔗糖为食品级. 其于试剂均为分析纯. 
明亮发光杆菌培养基 [13]：胰蛋白胨5 g，酵母浸出汁5 g，

氯化钠30 g，磷酸氢二钠5 g，磷酸二氢钾1 g，甘油3 g，去离子
水1 000 mL，pH 6.5. 

鳆鱼发光杆菌培养基：胰蛋白胨2 g，酵母膏浸出液0.5 
g，甘油1.9 g，人工海水75 mL，蒸馏水25 mL，pH 7.0. 人工海
水配方：氯化钠28 g，氯化钾0.08 g，二水合氯化钙1.6 g，六
水氯化镁4.8 g，碳酸氢钠0.02 g，七水硫酸镁3.5 g，去离子水
1 000 mL. 

立式压力蒸汽 灭菌器（LDZX-50FA，上海申安医疗器

械 厂），生化培养箱（SHP-150型，上海 精宏实验 设备有限

公司），水浴恒温振荡器（THZ-82A，荣华仪器制造有限公

司），水质毒性快速检测仪（BHP9511，北京滨松光子技术股

份有限公司），真空冷冻干燥机（FD-1-50，北京博医康实验

仪器有限公司），台式高速冷冻离心机（TCL-20M，湘仪离心

机仪器有限公司）. 
1.2  冻干粉制备

发光细菌接入液体培养基中，20 ℃振荡培养至对数生
长期，在暗室可见发射蓝绿色荧光，于4 ℃，5 000 r/min，离心
10 min，弃去上清液，收集菌体，将菌体重新悬浮于含一定浓
度NaCl和脱脂牛奶、蔗糖等保护剂的溶液中，分装于小玻璃
瓶中，每瓶0.5 mL，于�-70 ℃预冻3 h，冷冻真空干燥24 h后置
于�-20 ℃冰箱保藏. 
1.3  冻干粉菌悬液制备

取发光细菌冷冻干燥制剂瓶，加入0.5 mL的5 ℃冷藏的
一定浓度的NaCl溶液摇匀，保藏于5 ℃冰箱中. 
1.4  脱脂牛奶冷藏液制备

发光细菌接入液体培养基中，20 ℃振荡培养至对数生
长期，在暗室可见发射蓝绿色荧光，同上4 ℃离心收集菌体，
将菌体重新悬浮于含3%的NaCl和脱脂牛奶的溶液中，分装
后保藏于5 ℃冰箱待测. 
1.5  新鲜菌液冷藏

取1 mL 20 ℃振荡培养至对数生长期、发光明亮的菌液
保藏于5 ℃待测. 
1.6  测定方法

冻干粉：从�-20 ℃取出发光细菌冷冻干燥制剂，加入0.5 
mL的 5 ℃冷藏的一定浓度的NaCl溶液，20 ℃的室温自然溶
解，平衡10 min至恢复发光，用3%的NaCl溶液稀释后，取10 
µL于测试管，加入2 mL 3%的NaCl溶液，15 min后利用水质毒
性快速检测仪测发光强度（每个样品测3个平行样）. 

冻干粉菌悬液冷藏复苏：从5 ℃取出冷藏管，取100 µL于
小试管中，20 ℃平衡10 min，取10 µL于测试管，加入2 mL 3%
的NaCl溶液，15 min后测发光强度. 

新鲜菌液冷藏复苏测试方法及脱脂牛奶菌悬液冷藏复
苏测试方法同上. 每次作3个平行样，利用水质毒性快速检测
仪测发光强度. 

测定结果以相对发光率（%）表 示，即复苏后的发光强
度与初始发光强度之比. 

 2  结果与讨论
2.1  冻干粉保护剂溶液配方的确定

保护剂对微生物菌株冷冻干燥保藏的存活率有较大的

影响，选择适当的保护剂是提高微生物冷冻干燥保藏存活

率、延长菌种保藏期的关键因素. 本研究通过尝试配制不同

种类和不同浓度的保护剂，确定明亮发光杆菌和鳆鱼发光杆

菌真空冷冻干燥保护剂的配制. 
因为实验采用的是海洋发光细菌，其对NaCl浓度有一定

的要求. 在正常条件下，3%的NaCl浓度有利于发光细菌发光. 
但是在冷冻干燥过程中，随着水的升华，菌液中NaCl不断被

浓缩，冻干过程中过高浓度的NaCl会造成发光细菌生物活性

的丧失. 由表1可见，1%NaCl浓度更有利于明亮发光杆菌和鳆

鱼发光杆菌的发光. 
脱脂牛奶为一种基础保护剂，可以促 进冻干样品的升

华，形成耐热骨架阻 断 热 传导和热 辐射，并易取得均质产

品，扩大细胞相互间的距离，通过包裹形式保护菌体 [14]. 由表
2可以看出，当脱脂牛奶浓度为10%时，明亮发光杆菌和鳆鱼

发光杆菌存活率和生物活性较低. 这表明脱脂牛奶浓度偏低

时，不能包裹所有的菌体及扩大细胞间的距离，造成部分细

胞受损. 当浓度为15%时，两种菌的存活率都较高，相对发光

率分别为69%和68%，此时，脱脂牛奶浓度对细菌的包裹保

护作用达到饱和状态，进一步提高脱脂牛奶的浓度，单位体

积的细菌数减少，等体积的冻干粉菌溶液的相对发光率反而

有所下降. 因此，选择浓度为15%的脱脂牛奶为较佳浓度. 
由于以脱脂牛奶为保护剂时，细菌的相对发光率总体仍

然较低，因此，还应增加糖醇类物质来保护发光细菌. 这是

因为糖醇类物质分子中含有羟基，在冷冻或干燥过程中，可

与菌体细胞膜磷脂中的磷酸基团或菌体蛋白质极性基团形

成氢键，使细胞表面形成一层“水合层”，保持细胞膜和蛋白

质结构与功能的完整性，同时糖醇类物质也有利于细胞较

表1  NaCl浓度对发光细菌冻干粉制剂发光的影响
Table 1  Effect of NaCl concentration on light emission of freeze-

dried luminescent bacteria
脱脂牛奶 

Skimmed milk 
(w/%)

NaCl 
(w/%)

相对发光率 Relative luminosity ( r/%)
明亮发光杆菌 

P. phosphoreum
鳆鱼发光杆菌 
P. leiognathi

20
20
20

0.5 58 52
1.0 68 66
1.5 63 61

表2  脱脂牛奶对发光细菌冻干粉制剂发光的影响
Table 2   Effect of skimmed milk on light emission of freeze-

dried luminescent bacteria

NaCl 
(w/%)

脱脂牛奶
Skimmed milk 

( w/%)

相对发光率 Relative luminosity (r/%)
明亮发光杆菌 

P. phosphoreum
鳆鱼发光杆菌 
P. leiognathi

1.0
1.0
1.0

10 60 62
15 69 68
20 63 57

表3  蔗糖对发光细菌冻干粉制剂发光的影响
Table 3   Effect of sucrose on light emission of freeze-dried 

luminescent bacteria

NaCl     
(w/%)

脱脂牛奶
 Skimmed milk 

( w/%)

蔗糖 
Sucrose 
(w/%)

相对发光率 Relative luminosity (r/%)
明亮发光杆菌 

P. phosphoreum
鳆发光杆菌 
P. leiognathi

1.0
1.0
1.0
1.0

15
15
15
15

0 65 68
3 85 93
6 95 97
9 92 95
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快复水或修复受损细胞 [15]. 本研究选择蔗糖为糖醇类保护
剂，能显著提高菌体的存活率. 结果见表3，当蔗糖浓度为6%
时，明亮发光杆菌和鳆鱼发光杆菌的相对发光率较高，与没
有添加蔗糖相比发光强度分别提高30%和29%. 蔗糖浓度偏
低时，没有足够的羟基与菌体细胞膜磷脂中的磷酸基团或菌
体蛋白质极性基团形成氢键，形成足够的水合层围绕菌体；
蔗糖浓度偏高会增加溶液的稠度，影响冷冻制剂中水的升
华，使细胞的结构受损，细菌的存活数和生物活性会下降. 所
以，蔗糖保护剂浓度以6%较佳. 

长期储存试验表明以1%的氯化钠、15%的脱脂牛奶、6%
的蔗糖配制的保护剂溶液制作的明亮发光杆菌冻干粉和鳆
鱼发光杆菌冻干粉，2 mo后复苏相对发光率分别为95%和
97%，说明该保护制剂能长期稳定地保持发光细菌的生物活

性. 
2.2  不同冷藏方式的发光细菌生物活性比较
2.2.1  3种冷藏方式的发光细菌生物活性比较    在线毒性监

测应用中，需要在现场冷藏菌液，以便于连续取用、复苏并
检测. 处于不同状态的发光细菌或不同方式制作的发光细菌
冷藏液，其生物活性的保持能力是不一样的. 本研究对明亮
发光杆菌和鳆鱼发光杆菌试验了3种冷藏液：① 新鲜菌液冷
藏，② 冻干粉菌悬液冷藏，③ 脱脂牛奶菌悬液冷藏，结果见
图1和图2. 

由图1、图2可见，取对数生长期的明亮发光杆菌菌液和

鳆鱼发光杆菌菌液直接冷藏，菌液复苏后发光强度较快下

降，4 d后复苏，相对发光率分别小于60%和65%，菌活性的

保持时间也较短，不适用于在线毒性检测仪长时间运行. 明

亮发光杆菌和鳆鱼发光杆菌冻干粉菌悬液冷藏复苏，在1 d
内发光强度变化不明显，发光率在90%以上，1 d后其发光率

明显下降，冷藏4 d后复苏发光率也小于60%. 而脱脂牛奶菌

悬液冷藏10 d，7 d内发光率没有明显变化，d 8相对发光率分

别为93%和95%，d 10相对发光率分别为61%和68%，d 8相对

发光率才开始较明显下降，可见其菌体生物活性可以长时间

地保持不变. 
对第2种方法来说，在冷冻干燥过程中，微生物将经历

冷冻和干燥两个过程. 冷冻和干燥过程中会有部分菌体细胞

损伤、死亡及某些蛋白酶分子钝化. 通过添加保护剂可以改

变生物样品冷冻干燥时的物理、化学环境，减轻冷冻干燥或

复水的损害，但这并没有消除冷冻干燥和复水的损害 [15]. 本
实验采用的脱脂牛奶菌悬液冷藏复苏未经过冷冻和干燥，菌

细胞就不会受到冷冻干燥和复水操作过程的损害，从而其生

物活性比冻干粉复苏后冷藏的生物活性高. 
脱脂牛奶菌悬液长时间冷藏能够维持菌体活性稳定是

因为脱脂牛奶为一种胶体颗粒，属于动力学稳定系，沉降速

度小，包 裹菌体细胞可保持相当长的时间不 致发生沉淀；

且具有一定的粘度，扩散速度小，穿透率低而不能穿透半透

膜，对菌体细胞胞内渗透压影响小，而保护了菌体细胞结构

和功能的完整性. 
2.2.2  脱脂牛奶对发光细菌冷藏复苏的影响    以冷藏7 d的发

光细菌冷藏液复苏，比较不同浓度的脱脂牛奶对发光细菌冷

藏液的影响，结果见图3. 

由图3可见，脱脂牛奶浓度在15%~25%时，明亮发光杆菌

和鳆鱼发光杆菌的发光强度随着脱脂牛奶的浓度的升高而

明显增加，当脱脂牛奶浓度大于25%，发光强度增加不明显. 
因为随着脱脂牛奶浓度的增加，菌悬液的粘稠度也增加，造

成光散射和增加分析仪中输运阻力等问题，产生较大检测误

差. 所以选择25%的脱脂牛奶作为明亮发光杆菌和鳆鱼发光

杆菌的保护剂. 

 3  结 论
发光细菌的活性稳定性是影响发光细菌检测毒性（尤

其是在线检测应用）技术的重要环节. 对于长期保存而言，

冻干粉是一种有效菌种保藏方法. 本文结果表明，冻干过程

中应加入脱脂牛奶、蔗糖两类保护剂，才能达到较高的存活

图1  明亮发光杆菌冷藏液发光强度变化
Fig. 1   Bioluminescent tendency variation of P. phosphoreum at 5 ℃

图2  鳆鱼发光杆菌冷藏液发光强度变化
Fig. 2  Bioluminescent tendency variation of P. leiognathi at 5 ℃

图3  脱脂牛奶浓度对发光细菌冷藏液的影响
Fig. 3  Effect of skimmed milk concentration on light emission of 

luminescent bacteria at 5 ℃
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率和生物活性. 对于在线检测需实时冷藏发光细菌，菌制剂

以菌液形式存在. 但不同冷藏液制备方法会影响到复苏后发

光细菌的活性. 结果表明，新鲜菌液冷藏，4 d后复苏相对发

光率小于60%，细菌活性下降迅速；冻干粉菌悬液冷藏，发

光强度也下降迅速，4 d后复苏相对发光率小于60%；脱脂牛

奶菌悬液冷藏1 wk后，相对发光率仍能达到93%. 说明脱脂

牛奶菌悬液活性保持最好. 另外，脱脂牛奶保护剂剂量应在

25%左右，较适合于在线毒性检测仪运行. 
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