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摘  要: 【目的】建立一种快速、稳定、可靠的海洋病毒计数方法。【方法】海水水样经福尔

马林固定后，滤过孔径为 0.02 μm 的 Anodisc Al2O3 膜。滤膜经 SYBR Green I 染色后，在相应

波长的激发光下进行观察。借助荧光显微镜目镜网格尺，计数视野中的病毒颗粒，换算后获得

样品中病毒的浓度。【结果】对具体实验方法进行了优化，可快速、稳定地对海水中的病毒计

数。【结论】建立了一种适用于国内实验条件的、可靠的海洋病毒计数方法。 
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Abstract: [Objective] To establish the epifluorescence microscopic (EFM) method for rapid and 
reliable enumeration of marine viruses. [Methods] Fixed sea water samples were filtered through 
0.02 µm filter, and virus particles were collected on the membrane. After stained with SYBR Green I, 
viruses were observed and counted under epifluorescence microscope using a grid micrometer. 
[Results] The EFM method was optimized to count marine viruses rapidly and reliably. [Conclusion] 
The epifluorence enumeration method was established as well as applied to count marine viruses. 
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20世纪 70年代，荧光显微镜(Epifluorescence 

microscope，EFM)开始应用于海洋细菌的研究工 

作[1]。随着几种高灵敏度、高稳定性的荧光染料出

现，借助荧光显微镜计数病毒成为可能[2-3]。将样

品中的病毒颗粒截留在滤膜上，用高效荧光染料染

色后，在荧光显微镜下可观察到发出荧光的病毒颗

粒，并计算出样品中病毒颗粒的数量。相比于昂贵

的 透 射 电 子 显 微 镜 (Transmission electron 

microscope，TEM)[4]或流式细胞仪计数法[5-6]，荧

光显微计数法显然是一种经济、简便、快捷、可靠

的病毒计数方法。这一方法迅速取代了原有的空斑

法(Plaque forming units，PFU)[7]和最大可能数法

(Most probable number，MPN)[8-9]，使研究人员认

识到每毫升海水中有高达数百万的病毒颗粒及其

在生态环境方面的重要性[10]。现有的研究表明，

海洋病毒在调节海洋生物的种群结构、多样性、遗

传物质转移，甚至物质的生物地球化学循环以及气

候变化等方面均起着重要的作用[11-14]。 

近年来，尽管已有多篇针对病毒荧光显微计数

方法的文章发表[2-3,15-17]，但因其使用的试剂、程

序、计算方法及判断标准不同，往往对结果会造成

较大影响，主要表现在：(1) 不同的样品固定、保

存方法，导致实验结果的差异；(2) 试剂、仪器的

性能、特点不同，造成病毒计数的不稳定；(3) 不

同的计算方法，造成数据的差异。Suttle等的研究

结果表明，同一实验室基于荧光计数法得到的海洋

病毒数量是较为可信的，误差小于 10%，但不同

实验室间的数据往往存在较大差异[18]。我们在研

究中也发现，用国产试剂较难直接重复国外文献中

荧光计数的染色效果。在参阅了国际上普遍采用的

几种基于不同荧光染料的病毒计数方案后，我们经

过尝试，已初步探索出一套稳定的病毒荧光计数方

法。该方法不仅可以用于水体环境中病毒的快速计

数，也适用于其它样品中微生物的计数和观察。 

1  材料与方法  

1.1  仪器 

荧光显微镜(卡尔蔡司，Scope. A1)、金属卤化

物灯(EXPO，X-Cite® SERIES 120Q)、10×10目镜网

格尺(卡尔蔡司，12.5×12.5/5；10/ d=26 mm，Cat. 

474068-0000-000)、微量分析玻璃换膜过滤器(密理

博，Cat. XX1002500)、真空泵(密理博，220 V/ 50 Hz，

Cat. WP6122050)、纯水仪(密理博，Milli-Q Biocel)、

移液枪(艾本德，量程：1 mL，100 µL，20 µL，10 µL)。 

1.2  耗材 

Anodisc Al2O3滤膜(0.02 μm孔径，25 mm直

径；Whatman，Cat. 6809-6002)、硝酸纤维素滤膜

(0.22 μm 孔径， 25 mm 直径；密理博，Cat. 

GTTP02500)、载玻片(25 mm×75 mm)、盖玻片 

(0.17 mm，25 mm×25 mm)、无菌吸头(1 mL，    

100 µL，10 µL)、无菌离心管(1.5 mL本色、褐色，

15 mL，50 mL)、一次性培养皿、低尘纸(Kimtech，

Cat. KBC#0131-10)、0.22 μm孔径针头式过滤器(密

理博，Cat. SLGV033RB)。 

1.3  主要试剂及配制 

1.3.1  试剂：SYBR Green I 核酸染料(Solarbio，

Cat. SY1020) 、 对 苯 二 胺 盐 酸 盐 □(PDA ，

p-phenylenediamine dihydrochloride)(生工生物工

程，Cat. PB0702-25g)、甘油(生工生物工程，Cat. 

G0854-500mL)、Na2HPO4·12H2O (生工生物工程，

Cat. SB7793)、NaCl (生工生物工程，Cat. S0241)、

无菌超纯水(Milli-Q超纯水经 0.22 μm孔径针头式

过滤器过滤后，1×105 Pa 灭菌 20 min)、福尔马   

林 □(37%−40% 甲醛溶液；生工生物工程，Cat. 

                           

 

  尽量选择适合自己显微镜物镜的盖玻片厚度，通常情况下物镜镜头上会标有相关数据，如：“∞/0.17”表示适配 0.17 mm厚度的盖玻片，如

无法确定，建议向厂家咨询相关数据。 
□ 属于危险品，药品订购及实验操作时需注意。 
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F1912-500mL)、乙醇(生工生物工程，Cat. ET0737)、

Zeiss "Immersol" 518 F 无荧光镜油(卡尔蔡司，Cat. 

444960-0000-000)。 

1.3.2  10% (质量体积比)对苯二胺盐酸盐溶液：称

取 1 g 对苯二胺盐酸盐(PDA)溶解于 10 mL 无菌超

纯水中，0.22 μm 孔径针头式过滤器过滤。小份分

装，−20 °C 避光保存。该试剂颜色变深时，应舍

弃并重新配制。 

1.3.3  甘油-PBS (1:1，体积比)溶液：称取 0.85 g

氯化钠(NaCl)和 1.8 g 磷酸氢二钠(Na2HPO4·12H2O)，

溶于 100 mL 无菌超纯水中，加入 100 mL 甘油，

充分混匀。所得溶液用 0.22 μm 孔径针头式过滤器

过滤，小份分装(1 mL/份)，−20 °C 保存。 

1.4  样品前处理及准备工作  

1.4.1  采样：先将无菌 500 mL 采样瓶用待测海水

润洗 3 遍，然后加入经 0.22 μm 孔径滤膜过滤的福

尔马林溶液 10 mL，再加入海水样品至福尔马林终

浓度为 2% (体积比)。样品于 0 °C 条件下运至实验

室。保持固定时间约为 1 h。 

1.4.2  工作浓度试剂(当天配制)：(1) 1:400 SYBR 

Green I：按样品数量计算 SYBR Green I 用量(每个

样品 100 µL 工作浓度溶液)。用无菌超纯水按 1:400

稀释 SYBR Green I 核酸染料于无菌 1.5 mL 褐色离

心管中，涡旋混匀，置于冰上避光待用。(2) 防褪

色液[0.1% (体积比)对苯二胺盐酸盐溶液]：按样品

数量计算用量(每个样品 30 µL 防褪色液)。取     

1 mL/管的甘油-PBS (1:1，体积比)溶液，弃去 10 µL

后加入 10 µL 的 10% (质量体积比)对苯二胺盐酸

盐溶液，充分混匀，置于冰上避光待用。 

1.5  装片制作 

(1) 安装滤膜：如图 1 所示安装微量分析玻璃

换膜过滤器。首先用无菌超纯水润湿滤台砂芯及其

边缘部分，之后分别润湿 0.22 µm 滤膜(支持膜)及

Anodisc Al2O3 滤膜(0.02 µm 孔径)，并依次叠放于

滤台砂芯部分，确保两片滤膜紧贴，并将砂芯部分

完全覆盖。打开真空泵，俯视观察滤膜，确认没有

气泡或空隙引起的白色区域后，关闭真空泵。 

 
 
图 1  微量分析玻璃换膜过滤器(改绘自 Thurber 等[16]，

2009) 
Figure 1  Filtration setup for viral enumeration 
(Modified from Thurber et al[16]，2009) 

 
(2) 清洗并安装滤杯：滤杯内壁经乙醇淋洗

后，用低尘纸吸干残余液体。将滤杯置于滤台上，

确保其与滤台和滤膜紧密贴合，用架子夹紧。 

(3) 过滤水样：滴加 1 mL 水样于滤杯中，之

后沿滤杯边缘缓慢、旋转加入 3 mL 无菌超纯水，

冲洗可能滴溅到滤杯内壁上的痕量水样。打开真空

泵，将抽滤压力控制在 20 kPa 左右[2]。 

(4) 干燥滤膜：滤杯中液面消失后 1−2 min，

在继续保持真空泵处于工作状态的条件下，将夹子

及滤杯移去。用钝头镊子夹取 Anodisc Al2O3 滤膜

的塑料边缘，将其光面向上移放到低尘纸上(移取

Anodisc Al2O3 滤膜时，应感觉到一定吸力)，滤膜

另一面与低尘纸摩擦数下，尽可能减少残留的液

体。之后将滤膜置于新的低尘纸上，避光静置，直

至滤膜完全晾干(即在透射光下，滤膜是均一、无

水迹并具有一定的光泽)。支持膜若无破损，可反

复使用多次。 

(5) 染色：将无菌培养皿划分为 4 个区域并做

好标记。每个区域滴加 100 µL 工作浓度的 SYBR 

Green I 染液。将晾干后的 Anodisc Al2O3 滤膜光面

向上浸入染液。避光条件下浸染约 15−20 min。 

(6) 干燥滤膜：方法同(4)，至滤膜完全干燥  

为止。 
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(7) 制作装片：分别滴加 10 µL和 20 µL防褪色

液于载玻片和盖玻片上，将干燥后的滤膜光面向上浸

于载玻片防褪色液中，将盖玻片防褪色液面盖于滤膜

上，轻轻挤压使防褪色液均匀分布于整张滤膜上，并

尽快进行观察计数。 

1.6  镜检计数 

(1) 对照：于 1 000×放大倍率，蓝色/绿色、绿

色/红色、紫外/蓝色 3 种激发滤镜/阻断滤镜组合

下，对空白对照和滤膜进行观察，排除系统污染。 

(2) 装片质量：于 1 000×放大倍率，蓝色激发

滤镜/绿色阻断滤镜下(与 dsDNA 结合的 SYBR 

Green I 染料于 488 nm 波长附近呈现激发峰[2])观

察装片。先确定所有的亮点均处于同一个平面上

(即在同一个焦距可以看到所有的亮点)。之后，随

机观察多个视野判断病毒颗粒分布是否均匀。若非

如此，弃去此类装片。 

(3) 计病毒颗粒类似物数量：利用目镜网格尺

10×10的小格计数。随机选定一个视野，数 30−40

个病毒类似物颗粒(VLPs)并记录所需的小格数量。

之后随机选择 9个视野，记录每个视野相同数目小

格中病毒类似物颗粒的数量。 

(4) 使用如下公式计算样品病毒数量： 

 

 
 

2

2

(cm )
VPLs / mL =

10 10 (cm

×1

)

VPLs

× m

0

L

0




膜面
病毒 量

网格尺相 物象面

平均每 野中病毒 似物 粒 量

每 野中 用到的小网格 品体

过 积
数

对 积

个视 类 颗 数

个视 计数 数 过滤样 积

 

其中，过膜面积用载物台上的刻度卡尺实测得

出，10×10目镜网格尺相对物象面积由显微镜厂家

提供。 

1.7  荧光显微计数法的优化  

我们在建立海洋病毒荧光显微计数法的同时，

尝试对可能影响荧光计数效果、准确度的诸多实验

细节进行了探索。 

1.7.1  阳性对照：按照周德庆[19]的方法自生活污

水中分离、纯化 Escherichia coli 噬菌体。取裂解

液经 0.22 μm孔径针头式过滤器过滤，以无菌超纯

水梯度稀释 105倍后进行荧光染色。于 1 000×放大

倍率、蓝色激发滤镜/绿色阻断滤镜下观察荧光染

色效果。 

1.7.2  固定时间的优化：取 4份水样，分别在固定

后 0、10、30、60 min取样进行荧光染色。于 1 000×

放大倍率、蓝色激发滤镜/绿色阻断滤镜下观察荧

光染色效果。 

1.7.3  长期保存对计数的影响：500 mL水样 4 °C、

避光保存。分别在固定 60 min、两周后对水样进

行荧光染色观察和计数。 

1.7.4  装片保存时间对计数的影响：取同一水样制

作两张装片，当日和−20 °C 避光保存 1 周后，     

1 000×放大倍率、蓝色激发滤镜/绿色阻断滤镜下

观察荧光染色效果并计数。 

1.7.5  支持膜对荧光染色效果的影响：取同一水

样，制片时不用支持膜(0.22 μm孔径的硝酸纤维素

滤膜)，其它步骤与标准方法相同。1 000×放大倍率、

蓝色激发滤镜/绿色阻断滤镜下观察荧光染色效果。 

1.8  荧光显微计数法的应用 

分别于 2012 年 12 月、2013 年 5 月在洋山深

水港海域采样，调查海域范围  30˚38'36.96"− 

30˚35'48.54" N、121˚59'50.82"−122˚6'14.22" E。设

置调查站位 14 个，其中大洋山、小洋山沿岸各 5

个，航道 4 个。2013 年 7 月在长江口崇明岛北支

海域采样，调查范围 31˚37'46.14"−31˚37'0.48" N、

121˚46'37.98"−121˚50'43.98" E。自上游至下游设置

调查站位 3个，调查站位靠近贝类养殖场及崇明东

滩自然保护区一侧。2013 年 6 月在东海枸杞岛海

域采样，调查范围 30˚42'35.07"−30˚42'0.42" N、

122˚45'46.85"−122˚46'50.78" E。设置调查站位5个，

采样环境包括海藻场、沙地、岩礁、贻贝场、泥地。

本研究中洋山港、崇明岛北支海域属于近岸浑水区

(120.5˚−122.5˚ E)，水体透明度低[20]；枸杞岛海域

属于近岸过度区(122.5˚−123.5˚ E)，水体透明度  

较高[20]。 

2  结果与分析 

2.1  阴性对照 

2.1.1  滤膜：使用 1 000×放大倍率，分别以蓝色/
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绿色、绿色/红色、紫外/蓝色 3种激发滤镜/阻断滤

镜组合，对空白 Anodisc Al2O3滤膜进行观察。结

果显示，在 3 种激发光(图 2A−C)和显微镜明场下

(图 2D)均可见某种非特异性光斑，它们大多数近

似圆形，直径约为 5−20 μm，远大于病毒类似物颗

粒或常见的原核生物。这表明，空白的 Anodisc 

Al2O3滤膜本身带有某些可被激发的杂质。 

2.1.2  空白对照：以等体积的无菌超纯水代替海

水样品，制片后进行观察。除上述的非特异性亮斑

外，未观察到大小、形状类似于病毒颗粒或其它微

生物的亮斑或亮点。这表明，整个体系中不存在影

响准确计数的干扰物质。 

2.2  噬菌体阳性样品与实验样品中病毒类似物

的相比对照 

在 1 000×放大倍率、蓝色激发滤镜/绿色阻断

滤镜下观察噬菌体及实验组样品滤膜。结果显示，

噬菌体为亮度均等、针孔状细小、无明显形状的亮

点(图 3A)。实验样品中遍布大小、形状不一的绿

色亮点或亮斑，包括与噬菌体类似的病毒类似物颗

粒(图 3B 实线箭头所示)及较大、有明显轮廓及形

状的细菌(图 3B虚线箭头所示)。 

 
 

 
图 2  Anodisc Al2O3 滤膜表面的非特异性荧光斑点 
Figure 2  Nonspecific fluorescence of the Anodisc Al2O3 
filter 
注：A：蓝色激发滤镜/绿色阻断滤镜；B：紫外激发滤镜/蓝色

阻断滤镜；C：绿色激发滤镜/红色阻断滤镜；D：明场. 标尺

长度为 20 μm. 

Note: A: Blue excitation filter/Green blocking filter; B: 
Ultraviolet excitation filter/Blue blocking filter; C: Green 
excitation filter/Red blocking filter; D: Light field. Scale bar   
20 μm. 

 
 

 
 
 
 

图 3  噬菌体阳性样品(A)及上海近海海水中病毒(B)的荧光计数照片 
Figure 3  Epifluorescence micrographs of E. coli phages and marine viruses sampled from the coastal water of Shanghai 
注：图中实线箭头示病毒颗粒类似物，虚线箭头示细菌. 标尺长度为 20 μm. 

Note: Virus-like particles are indicated with solid arrows and bacteria are indicated with broken line arrows. Scale bar 20 μm.
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2.3  样品固定时间的优化 

4份水样分别于固定后 0 (不固定)、10、30、

60 min取 1 mL制片，于 1 000×放大倍率、蓝色激

发滤镜/绿色阻断滤镜下进行观察，结果见图 4。不

固定和固定时间为 10 min时，显微镜下无法观测

到病毒类似物颗粒。固定时间为 30 min时，绝大

部分病毒类似物颗粒可被观察到。当固定时间为

60 min 时，病毒颗粒类似物数量无显著增加，但

更为清晰明亮，满足快速计数的工作要求。 
 

 
 

图 4  固定时间对海水样品的荧光染色影响 
Figure 4  The effects of fixation time of marine water 
samples on the fluorescence staining  
注：A：不固定(0 min)；B：10 min；C：30 min；D：60 min.

标尺长度为 20 μm. 

Note: A: Unfixed sample (0 min); B: 10 min; C: 30 min; D:    
60 min. Scale bar 20 μm. 

 

2.4  样品保存时间对计数准确性的影响 

从 500 mL的采样瓶中取 1 mL水样，荧光观

察病毒计数为 8.12×106 VLPs/mL。水样于 4 °C、

避光环境保存两周后，重复上述工作，计数结果为

5.22×106 VLPs/mL。对两次所得数据进行比较分析

发现，两周内病毒类似物颗粒约有 30%的损失。 

2.5  装片保存时间对计数的影响 

取同一水样制作两张装片，分别于当日和 

−20 °C下避光保存 1周后观察，结果如图 5所示。

随着时间的延长，病毒类似物颗粒荧光暗淡，难以

计数(图 5B)。可见装片不适宜在−20 °C 避光条件

下长期保存。 

2.6  支持膜对计数的影响 

同一水样，在制片过程中不放置支持膜，其

它步骤与标准方法相同，染色观察结果如图 6 所

示。无支持膜，病毒类似物颗粒成团状聚集，分

布极为不均(图 6A)，无法计数。有支持膜的情况

下，病毒颗粒类似物均匀分布(图 6B)。显然，支

持膜决定了滤膜是否可用于病毒颗粒的观察和准

确计数。 

 

 
 
图 5  装片保存时间对计数的影响 
Figure 5  The effects of the storage time of sample slides 
on the enumeration 
注：A：制作完成后当天观察；B：−20 °C避光保存一周后观

察. 标尺长度为 20 μm. 

Note: A: Observation on the day of the preparation of sample 
slide; B: One week storage in the dark at −20 °C. Scale bar    
20 μm. 

 

 
 
图 6  支持膜对荧光染色计数效果的影响 
Figure 6  The effects of cushion filter on the enumeration  
注：A：无支持膜；B：有支持膜. 标尺长度为 20 μm. 

Note: A: Without cushion filter; B: With cushion filter. Scale bar 
20 μm. 
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2.7  上海近海病毒计数 

洋山港海域冬季 (11 月 )的海洋病毒数量为

(10.50−7.78)×106 VPLs/mL ， 平 均 (8.44±1.02)×   

106 VPLs/mL。最高值出现在大洋山 3 号站位

(30˚36'4.32"N，122˚3'4.50" E)，最低值出现在大洋

山 5号站位(30˚35'43.74" N，122˚5'22.26" E)。从总

体上看，洋山港海域冬季各个调查站位海洋病毒丰

度较为平均，没有明显的差异，数量级大致处于

106。洋山港海域夏季(5 月 )的海洋病毒数量为

(1.37−0.88)×107 VPLs/mL ， 平 均 (1.10±0.15)×    

107 VPLs/mL。最高值出现在大洋山 5 号站位

(30˚35'43.74" N，122˚5'22.26" E)，最低值出现在小

洋山 5号站位(30˚36'10.92" N，122˚5'53.82" E)。从

水平分布来看，各点差异不大，大约处于 107数量

级，海洋病毒丰度略有大洋山沿岸>航道>小洋山

沿岸的趋势。从季节分布来看，洋山港夏季海洋病

毒数量高出冬季约一个数量级。 

崇明岛北支海域夏季(7 月)的海洋病毒数量为

(1.74±0.02)×107 VPLs/mL。3个调查站位中，处于

中间的 2号站位病毒数量(1.76×107 VPLs/mL)稍高

于两侧的调查站位。总体来看，病毒丰度自上游至

下游无明显差异，各调查站位病毒数量大约处于

107数量级。 

枸杞岛海域夏季 (6 月 )的海洋病毒数量为

(1.25−1.85)×107 VPLs/mL ， 平 均 (1.60±0.22)×    

107 VPLs/mL。最高值出现在 3 号站位(泥地)，最

低值出现在 1号站位(岩礁)。从调查站位环境来看，

枸杞岛海域各调查站位海洋病毒丰度较为平均，没

有极为明显的差异，数量级大致处于 107。各点海

洋病毒数量依次略有泥地>沙地≈贻贝场>藻场>岩

礁的趋势。 

从水平分布来看，上海近海海域夏季海洋病毒

丰度高低依次为：崇明岛北支>枸杞岛>洋山港。 

3  讨论  

3.1  荧光显微计数法的优化  

(1) 阳性对照。荧光计数法的应用在一定程度

上依赖于研究人员经验的积累。不同实验室判断病

毒颗粒类似物的标准不同，对最终的计数结果可能

会造成一定干扰。对此，Suttle等曾提出通过建立

统一标准品的思路保障荧光计数的精确度[15]。本

文以 E. coli 噬菌体为阳性对照，比对分析水样中

的病毒颗粒及荧光计数方法的可靠性。据此，     

1 000×放大倍数下，针孔状细小、无明显形状的亮

点应视为病毒类似物颗粒，较大、有明显轮廓或形

状的亮斑代表着细菌等原核生物。考虑到海洋病毒

的数量往往是细菌的 10 倍[2,18]，即使将少数细菌

误计为病毒类似物颗粒，其误差也小到可被忽略。

因此，为了便于计数，我们统一将难以判断的中等

大小亮点按病毒类似物颗粒进行计数。 

(2) 固定时间。我们发现样品固定时间往往决

定荧光染色的成败。而不同品牌的试剂质量上的确

存在差异，并可能由此导致计数结果的偏差。在本

文的实验条件下，60 min而非 10 min[2]的固定时间

是获得理想染色效果的保障。 

(3) 海水样品的保存。早先许多基于荧光染色

法计数病毒的工作，往往会将样品固定数天、数周

甚至数年后再染色制片。然而 Wen 等发现，固定

后的病毒颗粒随保存时间的延长，数量会有较大损

失[17]。Patel 等提出，病毒类似物颗粒的损失速率

与容器的容积存在相关性，建议使用 50 mL 以上

的容器，4 h内完成计数工作[2]。显然，样品的保

存方法和时间关系到荧光计数的准确性。本研究参

照 Patel 等的思路，采用了 500 mL 的容器，明显

减缓了样品中病毒颗粒的损失速率。值得注意的

是，尽管液氮保藏方法在设备、成本及安全性等方

面有一定的局限性，但如果计数工作无法在 4 h内

完成，我们建议采样时将样品在液氮中冷冻后保存

于−86 °C超低温冰箱中[17]。 

(4) 显微装片的保存。实验中我们发现，显微

装片在避光的普通低温冰箱中保存一周便无法用

于计数观察，这与 Patel 等建议可将装片置于   

−20 °C下长期保存的观点不符[2]。鉴于国外文献中

多采用无霜冰箱保存装片，造成这一现象的原因与

装片在冰箱中结霜可能有较大的关系。因此，我们
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建议在制作装片后尽快观察、计数，以保证数据的

准确性。 

(5) 支持膜对染色效果的影响。病毒类似物颗

粒在膜上分布均匀与否是影响计数准确性的另一

重要因素。无支持膜的一组滤膜上病毒类似物颗粒

成团状聚集，无法计数。反之，病毒颗粒类似物均

匀分布。由此可见，支持膜不但具有保护置于其上

的 Anodisc Al2O3滤膜免于碎裂、变形的作用，而

且还是样品中病毒类似物颗粒在滤膜上均匀分布

的关键因素。 

3.2  荧光计数法中的注意事项 

为了增加不同实验室间数据的可比性，一方

面，我们在反复实验的基础上发现，只要严格控制

实验条件，基于本方法获得的数据的重现性很好；

另一方面，我们归纳出该方法的注意事项，便于读

者参考。 

(1) 人为误差。不同实验室间，工作人员的经

验积累程度、判断病毒颗粒类似物的标准以及实验

的具体步骤不同，可能是导致数据偏差的重要   

因素。 

(2) 荧光染料及其他化学试剂。目前国际上多

篇文章采用了荧光计数病毒的方法[2-3,15,21]，本文中

所用的 SYBR Green I核酸染料是目前使用较为广

泛的荧光染料之一，其绿色荧光明亮而持久。同系

列的 SYBR Gold核酸染料由于其黄色荧光与海水

中自体荧光物质的荧光波长较为接近，故未在本研

究 中 采 用 。 其 它 荧 光 染 料 ， 如 DAPI 

(4,6-Diamidino-2-phenylindole)[21]，应用于病毒染

色存在荧光较低、猝灭时间较短等缺点[22]。之后

出现的 Yo-Pro-1 染料可提供明亮而持久的荧光，

但其染色时间过长，并且需使用剧毒的化学物     

质[22]，故未被本研究所采用。 

此外，本研究中还涉及到很多试剂，但不同厂

家的化学试剂性能有所差别，从而引起计数结果的

偏差。国际上已有的文章对试剂部分虽有详细的描

述，但原装进口试剂价格昂贵、购买不便。对此，

我们以国产试剂为基础对相关条件进行了探索，对

多个条件进行了优化，获得了令人满意的结果，并

总结出相关试剂的厂家、型号、配制和保存方法等

数据及注意事项。 

(3) 仪器性能也是值得注意的因素。例如，荧

光染料受金属卤素灯激发产生的荧光信号强度往

往高于汞灯，使得在汞灯下较为模糊的颗粒可以被

清晰地观察到，提高了准确度。另外，作为本实验

核心仪器的显微镜、目镜网格尺及其它精密仪器在

出厂前均应经过校正。 

(4) 实验用水。几乎所有的试剂都是在溶液中

起反应，所以保证实验用水的质量合格至关重要，

但这一点却在具体工作中常常被忽视。我们认为，

注意纯水仪的正确操作、实验前更新实验用水等细

节往往是实验数据稳定的保证。此外，很多文章中

要求使用经 0.02 μm 孔径过滤后灭菌的海水作为

实验用水[2-3,15,21]，但此种做法在应用于河口水样等

本身理化因子变动较大的海水样本时，显然有违设

计初衷。对此我们尝试采用超纯水经 0.22 μm孔径

针头式过滤器过滤后高压灭菌，将所得无菌超水用

于实验。经检验完全符合实验要求，节省了时间并

保证了实验的稳定性。 

(5) 实验具体参数不同也可能是导致数据差

异的原因之一。例如，过膜的样品体积及方法在

不同文献中往往存在差别[2-3,15,21]。本文对具体细

节进行了探索，建立的方法不但可以减小样品的

损失，同时还能保证病毒颗粒均匀地分布于整张

滤膜上，便于计数。另外，计数工作虽然可以由

电脑自动完成，但相机、目镜的焦距往往存在微

小偏差，加之软件具体参数设置不同，可能对结

果造成偏差。 

(6) 样品的保存方法也是保证计数工作准确

性的重要因素，对此上文已有讨论，此处不再赘述。 

在对荧光显微计数法实验步骤探索的过程中，

我们积累了一定的经验，结合已发表的文献资料，

我们将常见问题及其解决方法整理如表 1所示，供

研究人员参考。 
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表 1  常见问题及解决方法 
Table 1  Frequently asked questions and solutions 

出现的问题 

Problem 

可能原因 

Possible reason 

解决方法 

Solution 

空白对照中观察到亮斑 

Fluorescence of control filter 

超纯水受污染 重新制作超纯水并配制其他相关试剂 

 滤杯未清洗干净 仔细清洗滤杯后再次做空白对照观察 

 

滤膜本身存在非特异性荧

光斑点 

在 100×物镜下观察亮斑大小，如有明显的形状、轮廓，能轻

易与病毒类似物颗粒区分，则无需理会，否则更换另一批次的

滤膜 

荧光信号很快猝灭  

Rapid fading of the fluorescence 

防褪色液已被氧化 观察工作浓度的防褪色液颜色，如颜色较深、发紫，重新配制

 
染色前滤膜未完全干燥 延长抽滤时间及染色前的干燥时间，并仔细观察，确保整张滤

膜均一、无水迹并具有一定的光泽 

 样品固定时间不当 不同厂家药品间存在一定的差异，重新探索固定时间 

在视野中观察到漂浮或流动的

病毒类似物颗粒 

Floating of virus-like particles 

染色前滤膜未完全干燥 延长染色前、后的干燥时间，并仔细观察，确保整张滤膜均一、

无水迹并具有一定的光泽 

视野中背景过亮，计数困难 

Strong background fluorescence 

荧光显微镜使用市售普通

镜油或无荧光镜油被污染

更换镜油，观察前应事先清洁物镜，并避免不同品牌镜油混用

或污染的问题 

 水体中杂质过多 尝试澄清样品或稀释样品后染色观察 

未观察到病毒类似物颗粒 

Absence of virus-like particles 

样品固定不充分 不同厂家药品间存在一定的差异，重新探索固定时间 

 
滤膜上有裂隙 在显微镜下仔细观察，如发现裂痕可断定为此类情况。操作时

尽量注意，减小抽滤压力并避免弯曲或直接触碰滤膜表面 

 

3.3  荧光计数法的应用 

基于本文的方法对上海近海海域表层海水中的

病毒进行了计数，每个样本 10个视野中计数的总和

均大于 200，计数结果可信[2]。根据相关文献报道，

海洋表层海水中的病毒数量一般约为 107 VPLs/mL，

在贫养海域可能会降低到 106 VPLs/mL[23-25]。   

本文中所涉及的夏季调查站位与多数海域的病毒

数量相一致，而从季节分布来看，洋山港冬季海洋

病毒的数量则较低，这可能是因为冬季气温下降，

病毒宿主生物的的增殖受限，从而导致病毒数量 

下降。 

属于近岸过度区的枸杞岛海域海洋病毒平均

值高于属于近岸浑水区的洋山港海域，与前人的调

查结果一致[20]。然而，从整体上来看，海洋病毒

最高值却出现在属于近岸浑水区的崇明岛北支流

域。这样的结果，一方面可能与崇明东滩湿地自然

保护区及其附近海域良好的环境有关；另一方面，

人类的影响，如附近的渔业生产，可能为该海域提

供了丰富的营养物质，进而导致水体中病毒处于较

高水平，除此之外，河口受潮汐和咸水、淡水混合

的影响，其盐度、温度和其他理化因子的迅速变化

可能利于病毒裂解释放，使得该海域病毒丰度   

较高[26-27]。 

结合以往的研究结果[20]不难看出，上海近海

海域由于海水透明度较低，不利于蓝细菌及浮游植

物繁殖，从而在整体上出现海洋病毒丰度近岸小于

远海的分布特点。然而，由于人类活动或当地环境

自身特点的影响，个别地点的海洋病毒丰度会出现

例外的情况。 

本文中的方法稍作修改，便可对如细菌、真菌

等其它材料进行计数和观察。目前，我们已将这一

方法成功应用于中华绒螯蟹肠道细菌、西藏开菲尔
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粒菌群、土壤细菌噬菌体等的计数工作中，均获得

较为理想的结果(未发表)。 

3.4  小结  

SYBR Green I荧光计数法是一种经济、简便、

快捷、可靠的病毒计数方法，并可用于其他样品中

微生物的计数和观察。在本研究中，我们尝试着将

现有的方法进行优化，建立了适用于国内实验室条

件的合理方法。反复实验表明，如果严格按照本文

的方法开展工作，可以获得重复性较强且可靠的实

验数据。 
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