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摘  要：【背景】感染副鸡禽杆菌(Avibacterium paragallinarum)会引起一种鸡的急性上呼吸道疾   
病——传染性鼻炎。一般情况下该病潜伏期短、发病急且传染性强，易给养殖场造成巨大的经济

损失。【目的】比较分光光度法(spectrophotometry, SP)与平板菌落计数法(plate colony count, PCC)
测定副鸡禽杆菌菌液浓度的准确性，探究 SP 替代 PCC 的可行性。【方法】无菌生理盐水悬浮副

鸡禽杆菌菌液沉淀物，用 SP 测定不同稀释度菌悬液吸光度值(OD 值)，用 PCC 测定活菌数。以不

同波长(450、540、600 和 650 nm)测定的 OD 值为自变量，活菌数为因变量，获得标准曲线和线性

方程，比较分析确定最适测定波长。设置胰蛋白胨大豆肉汤培养基(tryptone soy broth, TSB)组和无

菌生理盐水(sterile physiological saline solution, SPSS)组，分别以 TSB 和 SPSS 为悬浮液和稀释液，

用 SP 和 PCC 法分别测定不同稀释度的副鸡禽杆菌菌悬液，通过标准曲线和线性方程比较分析两

种悬液对 OD 值与菌液浓度相关性的影响。取不同培养阶段(10、12、14、16 和 18 h)菌液，以测

定 OD 值直接输入线性方程获得菌液浓度，同时进行平板菌落计数，采用 SPSS 17.0 软件统计分析

以验证 SP 法适用性。【结果】在波长 600 nm 下测定的 OD 值与 PCC 结果线性关系最佳(R2>0.995)。
在该波长下，TSB 组与 SPSS 组测定的 OD 值与 PCC 结果无显著差异(R2

差=0.000 5)，且 TSB 组略

优于 SPSS 组(R2
TSB=0.998 9>R2

SPSS=0.998 4)。培养 10、12、14 h 时 SP 与 PCC 法测定结果差异不

显著(P>0.05)，而培养 16 h 和 18 h 时差异显著(P<0.05)。【结论】在对数生长期及稳定期，采用分

光光度法测定 OD600 值可快速确定副鸡禽杆菌菌液浓度。 
关键词：副鸡禽杆菌；分光光度法；平板菌落计数法；菌液浓度 



 
佟仁冬 等 | 分光光度法快速测定副鸡禽杆菌菌液浓度的应用 2703 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Spectrophotometry for rapid determination of the 
concentration of Avibacterium paragallinarum 
TONG Rendong1,2, FENG Yan1, LIU Yan1, ZHANG Yizhi1, REN Xiaoxia1, HAO Lili2, 
ZHU Liangquan1, YAO Wensheng*1 

1 China Institute of Veterinary Drug Control, Beijing 100081, China 
2 College of Animal & Veterinary Sciences, Southwest Minzu University, Chengdu 610041, Sichuan, China 

Abstract: [Background] The infection with Avibacterium paragallinarum (Apg) results in an 
acute upper respiratory disease known as infectious coryza in chickens. In general, the disease 
exhibits a short incubation period, an acute onset, and a high degree of infectivity, thereby 
causing substantial economic losses of breeding farms. [Objective] To assess the feasibility of 
spectrophotometry (SP) as a potential substitution of plate colony count (PCC) in determining 
the concentration of Apg. [Methods] The Apg precipitate was suspended in tryptone soy broth 
(TSB) or sterile physiological saline solution (SPSS), as two sets of diluents respectively. The 
absorbance (OD) values of the bacterial suspensions at different dilutions were determined by 
SP and the viable cell count was determined by PCC. With OD values measured at different 
wavelengths (450, 540, 600 and 650 nm) as the independent variables and the viable cell 
counts as the dependent variables, the standard curves and linear equations were established. 
Set up a tryptone soy broth (TSB) group and a sterile physiological saline solution (SPSS) 
group, using TSB and SPSS as suspensions and dilutions. Use SP and PCC methods to 
measure the suspension of different dilutions of Streptococcus parahaemolyticus, and compare 
and analyze the effect of the two suspensions on the correlation between OD value and 
bacterial concentration through standard curves and linear equations. The OD values of the 
bacterial suspension samples collected at different culture stages (10, 12, 14, 16 and 18 h) 
were measured and substituted into the linear equation to obtain the concentration of the 
bacterial suspension. PCC was carried out at the same time. SPSS 17.0 was used for statistical 
analysis to verify the applicability of SP. [Results] The OD value measured at 600 nm (OD600) 
showed the best linear relationship with the PCC results (R2>0.995). At this wavelength, the 
OD values measured in the TSB and SPSS groups were not different from the PCC results 
(R2

difference=0.000 5), and the TSB group was superior to the SPSS group (R2
TSB=0.998 9> 

R2
SPSS=0.998 4). The results of SP and PCC showed no differences at the incubation time 

points of 10, 12, and 14 h (P>0.05) but had differences at the time points of 16 and 18 h 
(P<0.05). [Conclusion] During the logarithmic and stationary phases, SP could rapidly 
measure OD600 to determine the concentration of Apg. 
Keywords: Avibacterium paragallinarum; spectrophotometry; plate colony count; bacterial 
suspension concentration 
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副鸡禽杆菌 (Avibacterium paragallinarum, 
Apg)是鸡传染性鼻炎(infectious coryza, IC)的致

病菌，可导致感染鸡生长缓慢、产蛋量下降，国

内外普遍使用副鸡禽杆菌制备的灭活疫苗预防

鸡传染性鼻炎[1]。疫苗产品的研发需要建立动物

感染模型，疫苗效力评价则常采用免疫攻毒法。

动物感染模型研究和免疫攻毒法检验中，感染动

物用的副鸡禽杆菌攻毒菌液普遍采用平板菌落

计数法(plate colony count, PCC)测定其含活菌数

(俗称菌液浓度)，确定感染动物的活菌数量，以

评价动物感染模型的可行性和疫苗的有效性[2]。

PCC 是通过梯度稀释后接种固体培养基，一般

培养 24‒48 h，形成肉眼可见菌落，计算菌落数。

该方法是测定细菌菌液浓度的经典方法，但操作

要求较高，且存在延迟性，常导致动物感染实验

结果不够理想。 
朗伯·比尔定律(Lambert-Beer law)是描述物质

对某一波长光吸收的强弱与吸光物质的浓度及其

液层厚度间的关系。分光光度法(spectrophotometry, 
SP)是朗伯·比尔定律的实际应用，通过分光光

度计测定某一物质对一定波长的吸光度来对该

物质进行定性或定量分析[3-4]，检测单位用 OD
值表示。细菌由于其本身存在荚膜和细胞壁等

结构，且在生长繁殖过程中会产生一些悬浮物，

从而使培养至不同浓度的菌液具有不同的透光

性 [5]。可根据菌液的透光量间接测定细菌的浓

度，且细菌悬浮液的浓度在一定范围内与吸光度

成正比，用吸光度值(OD 值)可间接测定菌液浓

度[6]。肖敏等[7-13]使用 SP 在一定波长条件下测定

菌液的 OD 值，与 PCC 获得的菌液含活菌数进

行回归分析后获得标准曲线和线性方程，建立

OD 值与菌液浓度的线性关系，其研究结果表明

不同细菌的菌液浓度与 OD 值呈良好的线性关

系。相较于 PCC，SP 具有时效性优点，可快速

测定菌液浓度，以保证动物感染实验的成功率。 

本研究通过比较 PCC 测定副鸡禽杆菌菌液

含活菌数和 SP 测定副鸡禽杆菌菌液 OD 值的相

关性，探究 SP 测定副鸡禽杆菌菌液浓度的最适

条件，以期建立一种快速测定副鸡禽杆菌菌液浓

度的方法。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  试验菌种 

副鸡禽杆菌 Hpg-668，Page 氏血清分型为 C
型，由中国兽医药品监察所引进、鉴定、保存，

中国兽医菌种目录编号 CVCC256。 
1.1.2  培养基、主要试剂及仪器 

胰蛋白胨大豆琼脂培养基(tryptone soy agar, 
TSA)和胰蛋白胨大豆肉汤培养 (tryptone soy 
broth, TSB)，BD 公司；氧化型辅酶Ⅰ (NAD)，生

工生物工程(上海)股份有限公司；新生鸡血清，

兰州民海生物工程有限公司；无菌生理盐水

(sterile physiological saline solution, SPSS)，北京

中海生物科技有限公司。SpectraMax Plus 384 全

波长分光光度计，北京美谷科技有限公司；生物

安全柜，海尔(集团)有限公司；CO2 培养箱，

SANYO 公司。 
1.2  方法 
1.2.1  菌悬液的制备 

将‒80 ℃保存的副鸡禽杆菌 Hpg-668 株冻

存菌液化冻，接种至 10 mL 含 5% NAD 和 10%
鸡血清的 TSB 中，37 ℃、5% CO2 环境下培养

12‒14 h。传代培养 2 次后，再接种至含 5% NAD
和 10%鸡血清的无菌 TSA 表面，37 ℃、5% CO2

环境下培养 24 h，获得纯化的副鸡禽杆菌。将纯

化后的副鸡禽杆菌单个菌落接种于 10 mL 含 5% 
NAD 和 10%鸡血清的 TSB 中，37 ℃、5% CO2环

境下静置培养 12 h 后于 4 000 r/min 离心 15 min，
去上清液，加入 10 mL 无菌生理盐水重悬菌泥，

制备成副鸡禽杆菌 SPSS 菌悬液。 
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1.2.2  分光光度法测定不同稀释梯度菌悬液OD值 
为确定副鸡禽杆菌 SPSS 菌悬液的最适测定 

波长，参考文献[5-12]分别测定波长 450、540、
600 和 650 nm 的 OD 值。取 6 支无菌试管并编

号 1‒6，向 1‒6 号分别加入 0、1、3、4、4.5 和

4.75 mL 无菌生理盐水，再依次添加 5、4、2、
1、0.5 和 0.25 mL 的副鸡禽杆菌 SPSS 菌悬液，

使每支试管总体积达到 5 mL。充分混匀后，配

制成稀释梯度为 100%、80%、40%、20%、10%
和 5%的菌悬液，以无菌生理水为空白对照，各

取 2 mL 菌悬液加入比色皿，用 SpectraMax Plus 
384 全波长分光光度计分别测定波长 450、540、
600 和 650 nm 的 OD 值，每个样品重复测定 3 次，

计算平均值。 
1.2.3  平板菌落计数法测定不同稀释梯度菌悬

液浓度 
取上述不同稀释梯度的菌悬液，分别用无菌

生理盐水按 10 倍比例稀释成不同梯度的菌悬

液。选取菌落数在 30‒300 个的平板作为菌落总

数测定的标准，经预实验，确定稀释梯度为

100%、80%、40%的取 10‒6 稀释的菌悬液，稀释

梯度为 20%、10%、5%的取 10‒5 稀释的菌悬液，

用于平板菌落计数。取 10‒6 或 10‒5 稀释菌液各

0.1 mL 于含 5% NAD 和 10%鸡血清的 TSA 平板

上，每个稀释倍数设置 3 个重复，涂布均匀后放

入 37 ℃、5% CO2 恒温培养箱中培养 24 h。记录

各平板上的菌落数，取 3 个平板菌落数平均值乘

以其对应的稀释倍数，最终计算出不同稀释梯度

菌悬液的浓度。 
1.2.4  标准曲线的建立与最适测定波长的确定 

以不同稀释梯度副鸡禽杆菌 SPSS 菌悬液

OD 值为自变量 x，以 PCC 获得的对应稀释梯度菌

悬液菌液浓度为因变量 y，输入 Microsoft Excel 
2010 进行回归分析，获取标准曲线和线性方程。

比较分析不同稀释梯度标准曲线和测定系数(R2)，

确定副鸡禽杆菌菌液浓度的最适测定波长。 
1.2.5  不同悬浮稀释方式对比分析 

挑取 1.2.1 纯化的副鸡禽杆菌单菌落接种于

10 mL 含 5% NAD 和 10%鸡血清的 TSB，置

37 ℃、5% CO2 环境下培养 12 h 用于后续检测。

设置 SPSS 组和 TSB 组，SPSS 组按照 1.2.1 制备

SPSS 菌悬液，再参照 1.2.2 测定在最适波长条件

下的 OD 值并参照 1.2.3 进行平板菌落计数；TSB

组直接用 TSB 稀释副鸡禽杆菌培养液，分别测

定 100%、80%、40%、20%、10%和 5%稀释梯

度在最适测定波长条件下的 OD 值，测量 OD 值

时设置 TSB 为空白本底对照，同时用 TSB 进行

10 倍稀释后进行平板菌落计数。参照 1.2.4 分别获

取 SPSS 组和 TSB 组的标准曲线和线性方程，对

比 SPSS 组和 TSB 组的标准曲线和测定系数(R2)，

分析用无菌生理盐水悬浮稀释和直接用 TSB 稀释

对副鸡禽杆菌 OD 值与菌液浓度相关性的影响。 

1.2.6  分光光度法适用性的验证 
挑取 1.2.1 纯化的副鸡禽杆菌单菌落接种于

25 mL 含 5% NAD 和 10%鸡血清的 TSB，置

37 ℃、5% CO2 环境下培养，分别取培养 10、12、

14、16 和 18 h 的菌液，用 SpectraMax Plus 384

全波长分光光度计在最适测定波长条件下测定

OD 值并代入线性方程计算对应的菌液浓度，同

时 10 倍稀释后进行平板菌落计数，将不同时间

点的两组数据使用 SPSS 17.0 软件进行差异性分

析，以验证分光光度法的适用性。 

2  结果与分析 

2.1  副鸡禽杆菌 SPSS菌悬液的OD值和平

板菌落计数结果 
副鸡禽杆菌 SPSS 菌悬液不同稀释梯度在 4 个

波长条件下 OD 值测定结果以及平板菌落计数

结果见表 1。 
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表 1  不同稀释梯度菌悬液的 OD 值和平板菌落计数结果 
Table 1  OD values and plate colony counting results of bacterial suspensions with different dilution gradients 
稀释梯度 
Dilution gradient (%) 

OD450 OD540 OD600 OD650 平板菌落计数结果 
Plate count result (×108 CFU/mL) 

100 0.416 0.315 0.265 0.234 4.07 

80 0.336 0.244 0.195 0.177 2.76 

40 0.176 0.131 0.105 0.095 1.47 

20 0.087 0.066 0.054 0.049 0.75 

10 0.044 0.033 0.027 0.022 0.45 

5 0.023 0.017 0.013 0.011 0.22 

 
2.2  回归分析结果与最适测定波长 

分别将表 1 中波长 450、540、600 和 650 nm
的 OD 值与平板菌落计数结果进行回归分析，获

得标准曲线和线性方程(图 1) (表 2)。从图 1 可

以看出，波长 600 nm (图 1C) 6 个点与标准曲线

的离散度最小；同时比较不同波长线性方程的测

定系数(R2)，波长 600 nm 的 R2 值为 0.995 7 (表

2)，相较于 450、540、650 nm 更接近 1.0。R2

又叫拟合优度，是相关系数 R 的平方，等于回

归分析 SS/(回归分析 SS+残差 SS)，数值为

0‒1.0，数值越大越代表回归模型与实际数据的

拟合程度越高。综合以上分析，确定波长 600 nm
是分光光度法测定副鸡禽杆菌菌液的最适测

定波长。 

 

 
 

图 1  不同波长的标准曲线 
Figure 1  Standard curve for different wavelengths. A: 450 nm. B: 540 nm. C: 600 nm. D: 650 nm. 
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表 2  不同波长的线性方程 
Table 2  Linear equation for different wavelengths 
波长 
Wavelength (nm) 

OD 值范围 
OD value range 

线性方程 
Linear equation 

R2 

450  0.023‒0.416 y=9.226 8x‒0.043 9 0.983 7 
540  0.017‒0.315 y=12.406x‒0.046 6 0.989 9 
600  0.013‒0.265 y=14.968x‒0.024 0.995 7 
650  0.011‒0.234 y=16.721x‒0.018 6 0.992 2 

 
2.3  不同悬浮稀释组测定结果与分析 

TSB 组和 SPSS 组的不同稀释梯度在波长

600 nm 条件下测定的 OD 值和平板菌落计数结果

见表 3。将表 3 数据分别进行回归分析，获得图 2
和表 4。从图 2 和表 4 可以看出，在波长 600 nm 条

件下 TSB 组和 SPSS 组均呈良好的线性关系，TSB
组的 R2更接近于 1.0，表明 TSB 组的线性关系优

于 SPSS 组，说明分光光度法测定副鸡禽杆菌菌液

浓度时，无须离心后再用无菌生理盐水悬浮后测

定 OD 值，可直接用副鸡禽杆菌培养液进行测定。 
 
表 3  TSB 组与 SPSS 组的 600 nm 波长下 OD 值与平板菌落计数结果 
Table 3  OD value at 600 nm wavelength and plate colony count results for TSB group and SPSS group  
组别 
Group 

稀释倍数 
Dilution gradient (%) 

OD 值 
OD values 

平板菌落计数结果 
Plate colony count results (×108 CFU/mL) 

TSB 100 0.521 7.60 
80 0.410 5.87 
40 0.225 3.00 
20 0.119 1.58 
10 0.057 0.76 
5 0.028 0.36 

SPSS 100 0.611 8.13 
80 0.505 6.37 
40 0.255 3.17 
20 0.127 1.61 
10 0.061 0.78 
5 0.032 0.37 

 

 
 

图 2  TSB 组与 SPSS 组的标准曲线 
Figure 2  Standard curve for TSB group and SPSS group. A: TSB group. B: SPSS group. 
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表 4  TSB 组与 SPSS 组的线性方程 
Table 4  Linear equation for TSB group and SPSS group 
稀释组 
Dilution group 

OD600 值范围 
OD600 value range 

线性方程 
Linear equation 

R2 

 

TSB group 0.028‒0.521 y=14.681x‒0.013 26 0.998 9 

SPSS group 0.032‒0.611 y=13.131x‒0.077 0.998 4 

 
2.4  分光光度法适用性验证结果与分析 

取培养 10、12、14、16 和 18 h 菌液原液，

在波长 600 nm 条件下测定的 OD 值并代入线性

方程 y=14.681x‒0.013 26 中计算菌液浓度，同

时平板菌落计数，将不同时间点的两组数据使

用 SPSS 17.0 软件进行差异性分析，相关结果

见表 5。从表 5 可以看出，培养 14 h 内分光光度

法与平板菌落计数法测定的副鸡禽杆菌菌液浓

度差异不显著(P>0.05)，具有很好的适用性。 

3  讨论与结论 
PCC 是检测菌液浓度的直接方法，SP 是检

测菌液浓度的间接方法。前者所得结果直接反映

出细菌菌液含活菌数，而后者通过测定 OD 值来

间接反映菌液的菌体数量。由于菌液中除活菌

外，还包括死亡的菌体以及微生物的分泌物等，

也具有一定的吸光度，因此需要将两种方法结合

起来测定，可使计数结果更为可靠。细菌生长周

期包括平台期、对数生长期、稳定期和衰亡期等

4 个阶段，细菌在对数生长期内呈几何级数增

加，活菌量远大于死菌量，可忽略不计死菌量，

认为细菌的活菌浓度等于细菌浓度，因此可认为

吸光度值和细菌活菌浓度之间为正比关系。同

时，因细菌大小不同，其最佳测定波长也不同。

如肖敏等[7-8]在波长 450 nm 条件下测定金黄色

葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、无乳链球菌

(Streptococcus agalactiae)菌液的 OD 值并建立其

与菌液浓度的线性关系；周谡等[9]在波长 540 nm
条件下测定鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium)
的菌液 OD 值并建立其与菌液浓度的线性关系；

马培培等[10]、谢祯璐等[11]、王晓旭等[12]在波长

600 nm 条件下测定大肠埃希菌(Escherichia coli)、
青枯雷尔氏菌(Ralstonia solanacearum)、猪链球

菌(Streptococcus suis)的菌液OD值并建立其与菌液

浓度的线性关系，曹凯欣等[13]在波长 650 nm 条件

下测定副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)、
金黄色葡萄球菌、沙门氏菌的菌液 OD 值并建

立其与菌液浓度的线性关系。本研究借鉴前人 
 
表 5  分光光度法测定副鸡禽杆菌菌液浓度适用性验证结果 
Table 5  Validation results of the applicability of spectrophotometer for determining the concentration of Apg 
培养时间 
Culture time (h) 

OD600 值 
OD600 value 

方程计数结果 
Curve count result (×108 CFU/mL) 

平板菌落计数结果 
Plate colony count result (×108 CFU/mL) 

10 0.491 7.08a 6.97a  

12 0.604 8.73b  8.55b 

14 0.691 10.01c  9.70c 

16 0.741 10.75d  6.83D 

18 0.778 11.44e 4.13E 

同行数据字母分别为同一字母的大写表示差异显著(P<0.05)；字母同为同一字母的小写表示差异不显著(P>0.05) 
The labels of peer data indicate significant differences (P<0.05) when the letters are in the same case and lowercase; The 
lowercase letters with the same marker letter indicate no significant difference (P>0.05). 
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经验，选择 450、540、600 和 650 nm 这 4 个波

长测定副鸡禽杆菌菌液浓度，并确定波长 600 nm
为其最适测定波长。 

因培养基本身也是物质，为排除培养基吸光

干扰，在选择最适测定波长研究中，本研究先将

副鸡禽杆菌菌液离心沉淀，再用无菌生理盐水稀

释以研究不同波长测定的 OD 值与菌液浓度的

相关性。但是，采用无菌生理盐水稀释后测定菌

液浓度既人为地增加实验步骤，又易因操作不当

造成误差。从以上研究数据对比分析也可发现，

生理盐水悬浮稀释后测定的菌液浓度与用培养

基直接稀释的菌液浓度误差为 2.78%‒6.97%。为

此，本研究设置 SPSS 组和 TSB 组，分别在波长

600 nm 条件下测定 OD 值并与 PCC 测定的菌液

浓度进行回归分析，结果显示 TSB 组的线性关

系优于 SPSS 组的线性关系，说明可直接用 SP
测定菌液原液的 OD 值来快速确定菌液浓度。 

在细菌动物感染模型研究和免疫攻毒法评

价细菌类疫苗效力中，需要知道感染动物的活菌

数，以确定细菌对动物的毒力和疫苗的保护效

力。菌液浓度的准确测定是动物感染模型研究和

疫苗效力评价的关键环节，传统上常采用 PCC
测定活菌数。该方法需要培养 24‒48 h 后才能获

知结果，而细菌在此期间一直在生长和死亡，工

作中只能凭经验估计接种动物的活菌数，易导致

模型研究实验或疫苗效力评价失败，需要重新进

行实验或评价，浪费时间、精力和动物。本研究

通过比较研究 PCC 测定副鸡禽杆菌菌液浓度和

SP 测定菌液 OD 值的相关性，初步建立了一种

快速测定副鸡禽杆菌菌液浓度的方法，可在短时

间内准确测定菌液浓度，大大提高了菌液浓度测

定的时效性。 
本研究使用的血清 C 型副鸡禽杆菌，据我

们前期研究，其平台期为 0‒6 h、对数生长期为

6‒14 h。在分光光度法适用性验证过程中，其培

养特性符合该细菌的生长规律。正如前文所述，

细菌数量在稳定期之前在培养基内呈几何级数

增加，培养液中死亡的细菌对 OD 值测定的干扰

可忽略不计。但是，进入衰退期后死亡的细菌会

极大地干扰 OD 值的测定(表 5)。因此，该 SP 仅

适用于稳定期之前菌液浓度的测定。 
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