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摘  要: 【目的】制备基于多种微生物的生物毒性检测 MTOXPlate 冻干板, 从而简化操

作程序, 使其能更灵敏、方便、快速地进行生物毒性测试。【方法】采用真空冷冻干燥法

将指示微生物固定在微孔板中。以存活率为指标, 利用荧光分光光度法确定冻干保护剂的

组成。通过分析毒性响应灵敏度对检测条件进行优化。【结果】MTOXPlate 的冻干保护剂

组成为 8%海藻糖、2%葡萄糖、2%甘露醇、1%谷氨酸钠。在此组成下, 11 株菌株的平均

存活率最高, 可达 89.41%。复活介质与测试样品同时加入, 在缩短了测试时间的同时也

提高了检测灵敏度。该冻干板具有良好的灵敏度和重现性, 能较好地满足污染物生物毒性

测试的需要。【结论】MTOXPlate 冻干板可作为一种新型的生物毒性测试技术, 在生态毒

理检测领域推广应用。 

关键词: 11 种微生物, MTOXPlate 微孔板, 冷冻干燥, 毒性检测 
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Abstract: [Objective] In order to simplify the procedure and improve the sensitivity of bio-
logical toxicity testing method, the lyophilised MTOXPlate based on 11 genetically diverse 
microorganisms was prepared. [Methods] The tested microbial strains were fixed on the mi-
croplate by the vacuum freeze-drying method. Fluorescence spectrophotometry was used to 
determine the effects of several cryoprotectants on the freeze dried strains with the survival 
rate as the selecting index. The test condition was optimized through the sensitivity of toxicity 
detection. [Results] When the protective agent contains 8% trehalose, 2% glucose, 2% man-
nitol and 1% sodium glutamate, the mean cell survival rate can reach 89.41% for 11 microbial 
strains used in this study. The resurrection medium and test sample were added to each well of 
the pre-prepared 96-well microplate at the same time. So that, short testing time and optimal 
detection sensitivity could be obtained. This lyophilised MTOXPlate exhibits high sensitivity 
and good reproducibility, which is suitable for the toxicity assessment. [Conclusion] MTOX-
Plate could be a new biological toxicity test technology, which can be applied to the field of 
ecological toxicity testing. 

Keywords: Eleven microorganisms, MTOXPlate, Lyophilization, Toxicity testing 

随着工业化程度的提高以及人类对化工产品

需求的不断增加, 各种化学物质的用量猛增, 从

而造成越来越多的化学物质通过生产和使用进

入水体, 对水环境造成日益严重的污染[1−3]。对水

源水毒性的传统分析方法主要是分析某几种代

表性污染物的浓度来估测样品的毒性, 其有效性

并不为毒理学界广泛认同, 且水环境中还含有许

多痕量的未知物质, 其毒性不可忽视。近年来, 

人们提出了多种生物毒性测试方法对水环境中

有毒污染物的生物毒性进行分析评价。其中, 以

微生物为受试对象的毒性检测方法, 因微生物具

有生物机体小、种群数量大、生长繁殖快、保存

简单方便、对环境变化反应快, 并且与高等动物

有着类似的物理化学特征和酶作用过程等特点

而得以迅速发展[4−6]。目前, 国内外已实现商业化

的 水 质 毒 性 检 测 仪 与 试 剂 盒 主 要 有
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Toxi-chromotestTM、MetPADTM、MetPLATETM、

BioToxTM、ToxAlertTM、MicrotoxTM、DeltatoxTM、

LUMIStox 300TM、LumiFox 8000TM 和 DXY-2 型

生物毒性测试仪等[7−8], 它们都是以一株细菌为

指示生物, Polytox 检测体系则是以混合菌剂作为

受试生物获得一个单一的试验结果 [9]。然而 , 

Gabrielson 等[10−11]利用 11 株微生物建立了一种毒

性试验方法 MARA (Microbial assay for risk as-

sessment), MARA 利用多物种进行化合物的毒性

检测, 一次试验提供多个试验结果, 相当于将成

套的几个试验集合成一次试验完成, 避免了试验

结果的片面性, 而且具有较宽的检测谱, 对于复

杂的环境样品, 能同时检测到多种物质的毒性。 

本实验室前期已筛选到能对水体中常见不同

结构类型的化学物质具有良好的响应灵敏度和

稳定性的本土微生物, 以这些微生物为受试材

料, 建立了一种基于细胞脱氢酶活性的生物毒性

检测方法 MTOXPlate, 其工作原理是: 以 96 孔板

为反应载体, 11 种不同种属的微生物为指示生物, 

采用 2,3,5-氯化三苯基四氮唑盐(TTC)为指示剂, 

当毒性污染物存在时, 微生物细胞的脱氢酶活性

因受到抑制作用表现出光密度(OD490)的变化, 根

据待测污染物对微生物细胞脱氢酶活性的抑制

程度来判断其毒性的强弱。前期研究表明, 该毒

性检测方法对无机物和有机物的毒性测试具有

良好的灵敏度和重现性[12]。然而, 在实际进行毒

性检测时, 使用新鲜培养菌液成为限制其推广应

用的一个关键因素, 因而, 如何简化操作程序, 

使其更灵敏、快速地进行生物毒性测试, 具有实

际的研究意义[10,13−14]。 

本研究选取前期筛选的 11 种微生物(10 种细

菌和 1 种酵母菌)为指示生物, 采用真空冷冻干燥

法将微生物细胞平行固定在聚苯乙烯的 96 孔板

上, 选择和优化生物毒性检测 MTOXPlate 冻干板

的保护剂配方及检测条件, 探讨其在污染物的生

物毒性检测中的响应性能, 为实现 MTOXPlate 冻

干板在生态毒理检测领域的推广应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂: LIVE/DEAD BacLight Bacterial 
Viability Kit L7007 试剂盒, 美国 Invitrogen 公司; 

2,3,5-氯化三苯基四氮唑, 葡聚糖, 葡萄糖, 海藻

糖, 甘露醇, 谷氨酸钠, 苯酚, 乙二醇等均为分

析纯。 

1.1.2  主要仪器: LS-55 荧光/磷光/发光分光光度

计, 美国 Perkin Elmer 公司; Ultrospec 6300 pro 紫

外 /可见光分光光度计 , 美国 Beckman 公 司 ; 

Labconco 真空冷冻干燥机, 美国 Labconco 公司; 

Multiskan GO 全波长酶标仪, 赛默飞世尔科技公

司; GHP-9160 恒温培养箱, 上海一恒科学仪器有

限 公 司 ; E-51703-05 恒 温 振 荡 培 养 箱 , 美 国

Coleparmer 公司; Milli-Q 超纯水系统; 酶标板选

用 96 孔 U 型底透明聚苯乙烯微孔板, 美国 Costar

公司。 

1.1.3  菌种: 11 株实验菌种来源于广东省微生物

研究所环境菌种库, 菌株信息如表 1 所示。 

1.2  复合保护剂的制备 
5 种复合保护剂的组成如表 2 所示, 各种保

护剂成分均用蒸馏水配成一定浓度储备液, 灭菌

后按照表 2 实验设计配制成复配保护剂(均为质

量分数)。其中糖类用 0.22 μm 的微孔滤器过滤除

菌, 其余溶液在 0.8 MPa 下灭菌 20 min。 

1.3  冻干粉制备 
活化后的菌株, 分别按 1%接种量接种于 LB

液体培养基(其中, 酿酒酵母采用 YPD 液体培养

基[15]), 在 30 °C 培养至对数生长期, 取菌液于

3 000 r/min 离心 10 min, 去上清液, 收集菌体, 

将菌体分别悬浮于等体积的复合保护剂中, 分装

于 10 mL 玻璃瓶中, 每瓶 1.0 mL, 于−80 °C 预冻 
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表 1  MTOXPlate 试验微生物 
Table 1  Microbial strains used in the MTOXPlate 

菌株编号 
Number 

菌株信息 
Information 

菌株名称 
Designation 

1 睾丸酮丛毛单胞菌 Comamonas testosterone N9 

2 表皮短杆菌 Brevibacterium epidermidis AN3 

3 松鼠葡萄球菌 Staphylococcus sciuri Bei2 

4 硝酸还原代尔夫特菌 Diaphorobacter nitroreducens DR391 

5 缺陷短波单胞菌 Brevundimonas diminuta DR395 

6 假单胞菌 Pseudomonas sp. Q2 

7 人苍白杆菌 Ochrobactrum anthropic AN419 

8 弗氏柠檬酸杆菌 Citrobacter freundii J13 

9 成团泛菌 Pantoea agglomerans J7 

10 铅黄肠球菌 Enterococcus casseliflavus J11 

11 酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae Y109 
 

表 2  不同保护剂的组成 
Table 2  The composition of different cryoprotectants 

成分 
Ingredient 

保护剂Ⅰ[10] 
CryoprotectantⅠ 

保护剂Ⅱ 
Cryoprotectant Ⅱ

保护剂Ⅲ 
Cryoprotectant Ⅲ

保护剂Ⅳ 
Cryoprotectant Ⅳ 

保护剂Ⅴ 
Cryoprotectant Ⅴ

葡聚糖 
Dextran 

2% 2% − − − 

海藻糖 
Trehalose 

− − 4% 6% 8% 

葡萄糖 
Glucose 

7.5% 7.5% 6% 4% 2% 

磷酸盐缓冲液 
Phosphate buffer 

0.3 mol/L, pH 7.5 − − − − 

甘露醇 
Mannitol 

− 2% 2% 2% 2% 

谷氨酸钠 
Sodium glutamate 

− 1% 1% 1% 1% 

注: −: 没有添加物质. 
Note: − : Nothing added. 
 
过夜, 真空冷冻干燥 12 h 后, 置于−20 °C 冰箱中, 

保存备用。 

1.4  MTOXPlate 冻干板制备 
将 OD600 为 1.0 的菌液稀释 10 倍, 3 000 r/min

离心 10 min, 去上清液, 将菌体分别悬浮于等体

积的复合保护剂Ⅴ。在 96 孔 U 型细胞培养板中, 

使用多道移液器往每列加入相应的菌悬液, 每孔

加入量为 50 μL。微孔板的设计如图 1 箭头所示, 

11 个菌株分别分布在第 1−11 列, 第 12 列为空白

对照。将 96 孔板置于−80 °C 冰箱中预冻过夜, 随

后放入真空冷冻干燥机中进行冷冻干燥 12 h, 

冷阱温度为−55 °C, 真空度为 4 Pa。取出, 将冻

干板放入 14 cm×20 cm 的铝袋, 抽真空密封, 

袋内放入一包 5 g 硅胶干燥剂, −20 °C 冰箱保存
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备用。 

1.5  冻干存活率的测定 
Baclight 染色法是基于细胞膜完整性检测的

荧光染色技术, 其原理是利用荧光染色剂与细胞

核酸结合, 使核酸在蓝光的激发下发射荧光, 通

过测定发射荧光的强度确定样品中活菌比例。所

用核酸染色剂为 SYTO®9 和 Propidium iodide 
(PI)。当两种染色剂共同作用下的细菌细胞, 显绿

色荧光的细胞被认为是具完整细胞膜的活菌, 而

显红色荧光的细胞被认为是细胞膜有破损的死

菌。通过这种染色方法, 可以简便清晰地分析出

活菌在菌液中的比例[16]。本实验采用 Baclight 染

色 - 荧 光 分 光 光 度 法 [17−18], 利 用 LIVE/DEAD 
BacLight Bacterial Viability Kit L7007 试剂盒, 按

照操作说明书进行冻干菌体存活率的测定。 
1.5.1  标准曲线的测定: 取 25 mL 对数生长期的

菌液于 4 °C、10 000×g 离心 10 min; 去上清, 将

菌体重悬于 2 mL 生理盐水(0.85% NaCl 溶液)中, 
混合均匀; 等分两份, 分别加入 20 mL 生理盐水

(活细胞)和 20 mL 70%异丙醇(死细胞); 在 25 °C
振荡培养 1 h; 10 000×g 离心 10 min, 去上清, 将

菌体重悬于 20 mL 生理盐水中, 重复洗涤菌体 1
次; 用生理盐水调整 OD670 为 0.03; 标准曲线的

配比如表 3 所示。 
荧光染料的配制: Component A 和 Component 

B 各 250 μL, 混匀, 备用。 
 

表 3  标准曲线中的配比 
Table 3  Proportions of live:dead cells for standard curve

存活率 
Survival rate 

(%) 

活细胞悬浮液 
Live-cell suspension 

(mL)  

死细胞悬浮液 
Dead-cell suspension 

(mL) 
0 0.0 3.0 

10 0.3 2.7 

50 1.5 1.5 

90 2.7 0.3 

100 3.0 0.0 

染色: 向 3 mL 样品液中加入 9 μL 混合染色

液, 分别混合均匀, 在暗室下孵育 15 min。 

测定: 在 470 nm 激发波长下, 扫描 490− 

700 nm 范围的荧光发射光谱, 分别对 510−540 nm 

(绿光 G)的荧光峰和 620−650 nm (红光 R)的荧光

峰进行积分, 并计算其峰面积比值(G/R), 每个样

品 3 个平行, 取平均值, 绘制标准曲线。 

1.5.2  冻干菌体存活率的测定: 将 1.3 制备的冻

干菌粉复水后, 参照 1.5.1 用生理盐水离心洗涤

2 次后, 再用生理盐水调菌液 OD670 至 0.03, 按上

述 方 法 染 色 , 荧 光 分 光 光 度 法 测 定 , 计 算

510−540 nm 和 620−650 nm 对应的峰面积比值, 

根据标准曲线计算冻干菌体存活率。每个样品做

3 个平行。 

1.6  MTOXPlate 冻干板毒性检测 
从−20 °C 冰箱中取出 MTOXPlate 冻干板, 置

于超净工作台往每孔加入 50 μL 含 0.02% TTC 的

LB 培养基, 作为复活介质。向第 H 排加入 50 μL

未经稀释的样品溶液, 由 G 往上至 B 依次加入 2、

4、8、16、32、64 倍稀释的样品液各 50 μL, A 行

加入 50 μL LB 培养基, 作为阴性对照, 使各孔总

体积均为 100 μL, 如图 1 所示。为抑制水分蒸发, 

用封口膜将微孔板边缘封住。将 MTOXPlate 板置

于 30 °C 恒温培养箱染毒培养 18 h, 用酶标仪在

490 nm 处测定吸光值。每个化合物的浓度梯度系 

 
图 1  MTOXPlate 毒性试验的微孔板设计 
Fig. 1  Microplate design of MTOXPlate toxicity assay 
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列做 3 组平行试验。为保证实验结果的准确性, 
以第 12 列的菌株是否生长检验该板是否受污染。

MTOXPlate 毒性检测结果以 11 株菌株的 EC50 平

均值表示。 

1.7  数据处理与分析 
测定结果以抑制率表示, 即:  

0

0

(%) = 

100A A
A

−
×

抑制率I 

对照吸光度 样品染毒后吸光度

对照吸光度

 

以浓度为自变量 , 抑制率为因变量 , 利用

SPSS 16.0 软件, 建立概率单位-质量浓度对数的

回 归 方 程 , 计 算 出 受试 毒 物 的半 数 抑 制浓 度

(EC50)。采用 Origin 8.5 作图, 单因素方程分析

(One-way ANOVA) 法 统 计 分 析 其 显 著 性 , 以

P<0.05 作为差异显著水平 , 相关性分析采用

Pearson 相关系数检验法。 

2  结果与分析 

2.1  保护剂的优化 
在冷冻和干燥过程中, 冻干微生物的部分细

胞会发生损伤、死亡及某些蛋白酶分子被钝化[19]。

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, 减轻或防止冷冻干燥或复水对细

胞的损害, 使其保持原有的各种生理生化特性和

生物活性[20−21]。然而, 不同保护剂对菌种的保护

效果是不同的, 单一保护剂通常不能满足菌体抵

抗外界恶劣条件的要求。因此, 以渗透型保护剂

和非渗透型保护剂相复配为原则, 根据预实验的

结果, 以 MARA 的保护剂Ⅰ为对照, 选取了保护

剂Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ对实验菌株进行冻干。以冻干

存活率为指标, 比较 5 种复合保护剂对实验菌株

的冻干保护效果, 确定冻干保护剂的组成。 
以细胞存活率(%)为横坐标, 以活、死细胞荧

光强度比例 G/R 为纵坐标绘制标准曲线, 从而获

得 11 个菌株细胞存活率的标准曲线方程及相关

系数 R2, 如表 4 所示, 从中可以看出, 标准曲线

的相关系数均大于 0.96, 具有良好的相关性。 
将冻干粉测得的 G/R 荧光强度比值, 根据标

准曲线方程计算存活率, 得到不同保护剂处理的

11 株菌株的冻干存活率, 结果见表 5。 

由表 5 可知, 5 种复合保护剂对试验菌株的保

护作用存在显著性差异。其中, 复合保护剂Ⅴ对各

试验菌株具有较好的保护作用, 11 株菌株的平均

存活率 高, 达到 89.41%。MARA 采用复合保护

剂Ⅰ作为其冻干保护剂, 然而对于 MTOXPlate 微

孔板中的试验菌株, 复合保护剂Ⅴ表现出更好的

保护作用。通常认为, 复配保护剂中各成分在冷冻

干燥中均发挥着各自的作用, 同时相互间又具有

协同作用, 且微生物细胞结构和大小存在差异, 

复合保护剂中各成分的比例及质量浓度达到协调

时, 将会提高细胞存活率, 达到 佳的保护效果。

因而, 以冻干存活率 优为指标, 确定保护剂Ⅴ

为 MTOXPlate 的冻干保护剂, 其配方为 8%海藻

糖、2%葡萄糖、2%甘露醇、1%谷氨酸钠(W/V)。 

保护剂Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ对 11 株菌株的平均存活率

没有显著性差异, 而与保护剂Ⅳ、Ⅴ存在显著性 
 

表 4  菌株细胞存活率的标准曲线 
Table 4  The standard curves of cell survival rate of 

eleven strains 
菌株
Strain

标准曲线方程 
Equation of standard curve 

相关系数 R2 
Correlation coefficient

1 y=37.658x+1.890 3 0.965 4 

2 y=18.182x+3.890 2 0.999 4 

3 y=15.596x+4.102 1 0.980 2 

4 y=25.908x+2.459 7 0.995 8 

5 y=32.257x+3.239 4 0.992 5 

6 y=13.203x+3.924 5 0.993 4 

7 y=12.192x+1.423 3 0.963 4 

8 y=14.846x+4.288 4 0.993 2 

9 y=37.767x+0.673 5 0.989 7 

10 y=21.241x+2.373 0 0.993 9 

11 y=25.233x+4.556 0 0.987 8 
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表 5  不同保护剂对 11 株菌株存活率的影响 

Table 5  Effect of cryoprotectants on the survival rate of eleven microbial strains 
存活率 Survival rate (%) 

菌株 
Strain 保护剂Ⅰ 

Cryoprotectant Ⅰ
保护剂Ⅱ 

Cryoprotectant Ⅱ
保护剂Ⅲ 

Cryoprotectant Ⅲ
保护剂Ⅳ 

Cryoprotectant Ⅳ 
保护剂Ⅴ 

Cryoprotectant Ⅴ
1 58.60±2.41 63.72±0.72 95.01±1.03 60.57±1.57 94.00±1.35 

2 88.99±2.87 89.25±1.65 80.52±0.36 87.26±3.77 99.58±1.43 

3 97.06±1.22 60.49±2.84 81.84±0.79 79.56±2.87 90.61±3.73 

4 75.68±0.34 78.68±0.33 71.25±2.15 83.46±4.27 85.21±5.72 

5 76.14±1.87 67.83±1.27 58.84±1.17 68.37±2.01 75.19±1.37 

6 51.69±3.24 74.17±2.14 43.01±2.45 67.21±2.73 92.27±0.79 

7 52.66±2.76 36.01±2.58 52.94±2.68 63.27±1.84 90.76±4.43 

8 67.91±0.82 89.16±1.44 78.18±1.25 92.24±3.02 94.11±0.71 

9 83.68±1.81 62.43±2.76 76.68±4.09 91.71±4.14 84.64±1.03 

10 59.71±2.93 67.81±3.56 80.54±3.66 85.69±0.79 88.69±3.92 

11 86.78±1.05 95.67±2.04 70.88±1.57 83.21±1.35 88.49±1.56 

均值 Mean 72.63c 71.38c 71.79c 78.41b 89.41a 

注: 表中不同小写字母表示差异达显著水平(P<0.05). 
Note: Different small letters in the table are significantly different at the 0.05 level. 

 
差异, 这几种保护剂是由不同种类或不同浓度的

成分组成, 从它们的组成成分可以发现, 保护剂

Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ均含有海藻糖, 表明海藻糖的添加对

微生物细胞有一定的保护作用。但是, 对于不同

的微生物, 各保护剂的 适浓度也是不同的。许

多研究表明利用海藻糖作为冷冻保护剂可以使

微生物的存活率大大提高, 比其他保护剂的作用

效果明显[22−23]。关于海藻糖对微生物细胞冷冻干

燥时的保护机理主要为以下两方面: 当微生物细

胞脱水时, 海藻糖以氢键与细胞膜磷脂双分子层

的极性部位相连, 防止冷冻干燥和复水时膜产生

缺陷而渗漏, 从而提高细胞的存活率[24−25]; 海藻

糖分子的羟基替代了水分子, 同酶的酰胺基形成

氢键, 并能包裹在酶分子周围, 或填充在酶蛋白

分子的空间结构内, 特别是酶的活性部位附近, 
形成玻璃态, 有效地防止蛋白质分子发生三维结

构的变化, 从而避免了酶的失活, 使细胞存活率

提高[26−27]。田洪涛等[28]研究发现, 在 4 种复合保

护剂中添加海藻糖对双歧杆菌细胞冻干存活率

的影响极为显著(P<0.01)。甘露醇作为一种渗透

型保护剂, 在溶液中易结合水分子, 通过水合作

用使溶液的粘性增加 , 弱化了水的结晶过程 , 
从而达到了保护细胞的目的[29]。谷氨酸钠的作

用可能是其与糖类物质发生联合作用, 增加了干

燥时基质的玻璃化转化温度, 降低机械损伤的发

生机率。 

2.2  样品加入时间对毒性检测灵敏度的影响 
样品加入时间对毒性测试的灵敏度会有一定

影响, 本试验选择苯酚、硫酸镉为受试毒性物质, 
研究比较了在添加 LB 培养基作为复活介质, 分

别培养 0、1、2、3、4 和 6 h 后, 加入测试样品

进行毒性测定, 化合物毒性响应 EC50 值的差异。 
由图 2 可知, 样品加入时间越迟, 即冻干菌

株复苏时间越长, EC50 值越大, 毒性效应越不明 
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图 2  样品加入时间对化合物毒性检测 EC50值的影响 

Fig. 2  Effect of time of sample addition on EC50 value of chemical toxicity testing 
注: A: Phenol; B: Cadmium sulfate. 不同小写字母表示差异达显著水平(P<0.05). 
Note: A: Phenol; B: Cadmium sulfate. Different small letters indicate significant differences at P<0.05. 
 
显。该方法是将微生物暴露于一系列浓度梯度的

样品中, 利用 2,3,5-氯化三苯基四氮唑盐作为指

示剂, 测定细胞脱氢酶的活性, 来反映微生物细

胞在毒物胁迫下的生长抑制效应, 所以, 当测试

样品在冻干菌株进入生长期以后加入, 细胞脱氢

酶的活性相应提高, 其背景吸光度值越高, 就会

造成生长抑制率下降, 降低了灵敏度。结果表明, 
冻干板在复苏时间大于 2 h 时, 添加测试样品, 
用于毒性检测的灵敏度显著下降, 在复苏时间

2 h 内, 添加测试样品, 用于毒性检测的灵敏度不

存在显著性差异。因此, 在保证灵敏度的前提下, 
为缩短评价时间, 选择将测试样品与复苏介质同

时加入, 直接进行毒性测试, 这样能够在缩短测

试时间的同时提高检测灵敏度。 

2.3  冻干板应用于化合物毒性测试 
为了考察 MTOXPlate 冻干板对无机物和有

机物毒性检测的灵敏度, 选择 MEIC (Multicentre 
evaluation of in vitro cytotoxicity)[30]中的参考化学

物乙二醇、苯酚、氟化钠、硫酸锂、硝酸钡、氯

化钾以及丙烯酰胺为受试毒性物质。以 EC50 为评

价指标, 比较了新鲜菌液和冻干板的毒性测试灵

敏度差异, 具体结果见表 6。同时, 将 MTOXPlate

方法和发光细菌法 Microtox、大型溞试验、萼花

臂尾轮虫试验、大肠杆菌抑制试验、MARA 等几

种常见的毒性测试方法进行了比较, 结果见表 7。 
从表 6 可知, 当以新鲜培养的菌悬液测试乙

二醇、苯酚、氟化钠、硫酸锂、硝酸钡、氯化钾、

丙烯酰胺的急性毒性, EC50 分别为 58.809、1.580、 
 

表 6  不同条件下 MTOXPlate 毒性测试结果 
Table 6  The results of the MTOXPlate toxicity test 

in different condition 
EC50 (g/L) 

化合物 
Compound 

新鲜菌液 
Fresh bacteria  

suspension 

冻干板 
Lyophilised  
MTOXPlate 

Ethylene glycol 58.809 52.760* 

Phenol 1.580 1.007* 

NaF 1.736 1.067** 

Lithium sulfate 5.632 5.537  

Ba(NO3)2 1.808 1.553* 

KCl 28.394 20.717* 

Acrylamide 1.752 1.370* 

注: *: 与新鲜菌液相比差异显著(P<0.05); **: 与新鲜菌液

相比差异极显著(P<0.01). 
Note: *: A markedly compared difference with the fresh bacte-
ria suspension group (P<0.05); **: A highly markedly com-
pared difference with the fresh bacteria suspension group 
(P<0.01). 
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表 7  与其他毒性测试方法的比较 
Table 7  Comparison between the MTOXPlate test and results from other toxicity tests 

MTOXPlate 
化合物 

Compound 
Microtox® 大型溞试验 

Daphnia magna 
轮虫试验 

Brachionus calycifloru
大肠杆菌试验

E. coli 
MARA 均值 

Mean 
小值 

Minimum
Ethylene glycol 167 75 ND 271 48 52.760 20.568 

Phenol  0.13  0.007 1.21 2.3 1.4  1.007  0.228 

NaF 9.8 0.64  0.401 11 14  1.067  0.215 

Lithium sulfate 26 0.03 1.51 68 19  5.537  0.309 

Ba(NO3)2 29 0.21 ND ND 2.4  1.553  0.065 

KCl 2.6 0.55 1.71 1.4 52 20.717  6.100 

Acrylamide  0.026 1.46 0.14  3.59 ND  1.370  0.020 

注: MRAR 试验结果以 MTC 表示, 大肠杆菌试验以 MIC 表示, 其它试验结果均以 EC50 表示, 单位为 g/L; Microtox, 大型溞试

验, 轮虫试验, 大肠杆菌试验数据来自 MEIC-list[30], MARA 试验数据来自 Gabrielson[10]; ND 表示无参考数据. 
Note: The results are given as EC50 values for Microtox, Daphnia, Brachionus calycifloru and MTOXPlate, as MTC values for the 
MARA test, and as MIC values for E. coli. All values are given in g/L. The results for Microtox, Daphnia, Brachionus calycifloru 
and E. coli were collected from the MEIC-list[30]. The results for MARA were collected from Gabrielson[10]. ND: No data available. 
 
1.736、5.632、1.808、28.394 和 1.752 g/L; 而采

用真空冷冻干燥法将指示微生物固定在 96 孔板

上, 测得的 EC50 分别为 52.760、1.007、1.067、

5.537、1.553、20.717 和 1.370 g/L。与新鲜菌液

相比, 除硫酸锂的毒性测试结果无显著性差异

(P>0.05), 其余化合物的毒性检测 EC50 显著性降

低(P<0.05), 表明冻干粉复苏后对毒性物质检测

灵敏度有一定程度的提高。 
通常认为, 微生物经历冷冻和干燥两个过程, 

菌体细胞膜的磷脂双分子层的流动性、透过性和

膜蛋白都会发生一定的变化[31−32], 这都可能增强

毒性物质透过细胞膜的能力以及对微生物生长

过程呼吸链脱氢酶的损害作用, 从而提高了试验

菌株对毒性物质的灵敏度。郝春慧等[33]研究发

现, 利用 EDTA 提高明亮发光杆菌的通透性, 可

以降低检测限, 提高 Microtox 毒性检测的灵敏

度, 这与本研究结果相一致。而 Robert 等[34]使用

琼脂及凝胶在 96 孔微板中固定化 12 种基因工程

发光菌, 检测 10 种对细胞有害化学物质, 检测结

果与其在液体培养基中相似, 检测灵敏度无显著

性变化。 
从表 7 可知, MTOXPlate 方法与采用同一原

理的 MARA 测试技术相比, 灵敏度更高。MARA
采用 MTC 值表示毒性的大小, Patricia 等[35]的研

究表明 MTC 值与 EC50 值具有良好的相关性, 但

是 MTC 值比 EC50 值小, 有些低于 1 个数量级以

上, 因此, 将 MTOXPlate 的实验结果与 MARA 相

比发现, MTOXPlate 的灵敏度明显高于 MARA。 
考虑到不同属的微生物具有不同的生理特征

而对不同结构化合物的敏感性存在差异[36], 因此

同时将 MTOXPlate 敏感的物种检测 EC50 与其

它方法进行比较。与大肠杆菌抑制试验相比 , 
MTOXPlate 的灵敏度高于大肠杆菌。MTOXPlate
的检测结果与 Microtox 较相近, 尽管 MTOXPlate
对 某 些 化 合 物 检 测 的 EC50 均 值 有 些 高 于

Microtox, 但是其 敏感物种普遍低于 Microtox。

将 MTOXPlate 和 Microtox 的测试结果进行相关

性分析, 结果显示它们之间存在显著的相关性

(r=0.897, P=0.006)。与大型溞试验和萼花臂尾轮

虫试验相比, 灵敏度大致低 1−2 个数量级, 这主
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要与微生物试验和动物试验灵敏度本身的差异

有关。 
以大型溞、萼花臂尾轮虫等为受试对象的动

物试验虽然灵敏度相对来说更高, 却存在测定周

期长、工作量大、指示生物保存困难等缺点, 发

光细菌法反应快速却不可避免操作繁琐的弊病。

MTOXPlate 操 作 过 程 更 为 简 单 便 捷 , 且 由 于

MTOXPlate 中的敏感物种随毒物不同而异, 因而

相比单一物种试验能够检测更多的毒物, 具有较

宽的检测谱, 同时还可以避免单个物种试验结果

的片面性, 更能真实地反映测试样品的毒性。 

2.4  重现性 
采用同批次制备的 MTOXPlate 冻干板对化

合物乙二醇、苯酚、氟化钠、硫酸锂、硝酸钡、

氯化钾、丙烯酰胺分别进行 7 次平行毒性检测, 
得到单个菌株毒性测试 EC50 和 11 个菌株 EC50 平

均值的相对标准偏差 RSD 值, 绘制散点图, 如图

3 所示, RSD 值小于 20%表示重现性较好, 反之表

明重现性差。 
从图 3 可以看出, 单个菌株对化合物毒性测

试的相对标准偏差基本均低于 20%, MTOXPlate
冻干板对 7 种受试化合物毒性测试的相对标准偏

差分别为 2.8%、2.4%、7.4%、4.9%、3.0%、7.4% 
 

 
图 3  冻干板对 7 种受试化合物毒性检测的重现性 
Fig. 3  Reproducibility of toxicity test for seven chemi-
cal compounds by MTOXPlate 

和 11.6%, 均远远低于 20%且大部分可低至 10%, 
表明该 MTOXPlate 冻干板具有良好的重现性能, 
能较好地满足污染物生物毒性测试的需要。 

3  讨论 

采用真空冷冻干燥法将微生物细胞固定在

96 孔板上, 较使用新鲜菌液方便, 在操作程序上

大大简化, 当进行生物毒性检测时, 只需添加微

生物复活介质, 并同时添加样品进行测定, 这显

然比传统生物试验的受试生物连续培养更为简

便快捷。这样不仅有利于该技术的标准化, 而且

经过冷冻干燥处理的微生物较新鲜菌液具有更

高的检测灵敏度, 具有很好的实际应用前景。目

前, 发光细菌在水质毒性检测方面的应用, 常常

使用冷冻干燥制剂[13], 冻干粉因保质期长、使用

方便、便于运输, 可以在环境监测领域加以推广

应用。然而, 在冻干板保存过程中, 菌株的存活率

会随时间而下降, 细胞活性也会相应地降低, 因

此, 冻干板的保存时间对于毒性检测的灵敏度具

有一定的影响, 今后的工作中, 还需进一步地研

究冻干板的保存时间对毒性检测灵敏度和稳定性

的影响, 从而确定 MTOXPlate 冻干板的保存期。 

与基于单一菌属为指示生物的方法相比 , 

MTOXPlate 冻干板以不同种属的 11 种微生物为

指示生物, 由于不同种群的微生物因其具有不同

的生理特征而对不同化合物的毒性敏感性存在

一定的差异, 能够对大量的化合物具有敏感性, 

具有检测毒性污染物范围广的特点, 可有效克服

如发光细菌等毒性分析方法中存在的单一指示

菌株的局限性, 更能预测某种或某些化学物质或

生活、生产废水排入环境中可能引起的环境效应, 

可为环境中污染物的监测和风险评价提供可靠

的信息。通过与其他毒性测试方法的比较, 发现

MTOXPlate 的灵敏度明显高于 MARA, 并且与

Microtox 的结果存在显著的相关性(r=0.897), 发
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光细菌法是目前国标推荐的水质毒性检测方法, 

因此, MTOXPlate 有望应用于环境监测、生态毒

理检测方面。今后, 还需对 MTOXPlate 冻干板在

不同种类化合物和环境样品中的应用性能加以

研究, 从而确定该技术的使用范围, 为该技术在

我国环境监测领域的推广应用提供试验依据。 

此外 , 与传统的生物毒性检测法相比 , 该

MTOXPlate 冻干板检测需要的样品量极少, 并且

借助于多道移液器和酶标仪等多孔道检测器, 可

对大量样品进行批量快速检测; 高度平行化、标

准化的检测条件能有效地消除样品加入和检测

时间不同带来的误差。MTOXPlate 冻干板的使用

大幅度降低了生物毒性检测的费用, 缩短了检测

时间, 为实现 MTOXPlate 方法在生态毒理检测领

域的推广应用奠定了良好的基础。 
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