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M1vr法是一种间接测定方法，实际

()D550．。值是否符台理论预期在各种菌体浓

度下都与菌体浓度呈线性相关，即不同浓度

是否对于线性关系有显著影响?这需要对数

据作统计分析加以确认。

2．3．3结果的单因素方差分析(analvsis of

variance of single factor)

假定浓度水平对线性关系无显著影响，

由此可将测定数据乘以相应稀释倍数还原为

原菌液的()D550。值。然后以浓度水平作单

一影响因素，进行方差分析，结果见表3。

表3数据的r检验

注：ssl：为总离差平肓和；ssb：为不同浓度之间的离差平方和；ssw：为同一浓度各乎行试验的离差平方和；sh2：为不同

沫度之间的方差；s舻：为同一浓度各平行试验的方差；df为自由度；F为检验^差。

由表3可见F>Fo 05(dfl，df2)，所以假

定不成立．上述浓度水平对于线性关系影响

显著，整体上不适合MTT法的使用，应对所

有数据作Q检验(0一test)，排除影响显著

的浓度水平，以得到适宜的浓度水平区间，结

果见表4。

表4数据的Q检验

Qo* D值 被排练的有显著影响的

!!Q，垫2 1查宣堕匣壅堕)壁鏖查王f兰!Q：』±·里L：∑
5 0】 】238 0 38 0 29

因为0．38、0．29所对应的oD550。值在

参与两两比较时结果都>D值，所以首先被

排除。然后对余下数据作二次方差分析，结

果见表5。可知F<Fo 05(dfl，df2)，假定成

立，即浓度水平对于线性关系影响不显著，适

合M”法的使用。所以在本实验中浓度≥
o．46×108个／mL尾MTT法的适用菌体浓

度范围。低于该浓度，菌体浓度与其

∞，，o。值的线性关系明显减弱，方法不再
可用。

丧5数据的二次F检验

注：同表3。

2．3．4适当培养时间的确定 对于菌体浓度和OD。，，一值的线性关系有显
随着培养时间的不同，细胞的活性和琥 著影响。假设无昆著影响，对结果作单因素

珀酸脱氢酶的活力有可能变化，这将导致生 方差分析，分析步骤同2．3．3。结果见表6，

成甲堇的量变化，因而需检验培养时间是否 表7，数据分析见表8。

表6各培养时阃稀释曹液的oDj蚰皿值

壁鲞堕回丛 !! 型 堑 塑 §! !!

待测稀释菌液浓度(108十／m1) 0 065 O 18 o 65l 0 809 o 663 0 426

nf)值(三次平行) 1 0 041 0 064 0 247 0 300 0 25n 0161

2 O 038 0 069 0 241 O 310 0 244 0 152

3 0 042 0 070 0 251 0 308 O 259 0 171

f均值 0 040 0 068 0 246 o 306 0 25】 0 161

-蝴j=孙虬掩
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根据假设的线性关系，计算了各培养时

间稀释菌液0DⅧⅢn值与菌液浓度的比值，

见表7。

由平均值可见，12h的比值相对于其他

时间的比值偏差明显，所以可直接排除，而剩

余数据仍需作F检验，见表8。

表7各培养时间oD蜘一位与稀释茸液浓度的比值

可见F<Fo 05(dfl，df2)，假定成立，即

除了在延滞期(<12h)因菌体浓度太小而不

适用于本方法外，其余时间水平对线性关系

无显著影响(P<0．05)。

2．3．5 oD550砒值与菌体浓度C的回归关

系

由2．3．3可知，菌体浓度范围在

≥O．46x108个／mL时与DD550m值的线性

关系明显，二者的相关系数r=0．999。由于

试验中一般要对原菌液稀释，所以设稀释倍

数为N，得回归关系：

C=2．645×N×OD550nm(0D550衄≥

0．180)，菌种不同时关系系数及oD550mn取

值下限相应变化，所以，该关系式具有菌种特

异性。

2．4 MTT法所需时间

图2 MTT法操作时所需时间

(取样时间间隔0 5h)

是加入MTT液后的反应时间．它将根据菌

种的不同而变化，本实验中为4 h，其依据见

图2。

由图示结果可知，当反应时间超过4 h

后，oDs50Ⅲn值不再升高，反应完全。所以测

定4h的OD550。。值是可靠的。正式的测定

中，整套操作从取出待测样品到利用回归关

系得到结果可以在5h内完成。

3 讨 论

(1)MTT法作为一种间接测定方法，其

使用的前提在于建立待测菌种的直接数据与

菌体浓度之间的回归关系或标准曲线(预试

验中已经完成)；使用的关键在于待测菌液的

浓度必须调整到适用范围之内。而适用浓度

下限存在的原因在于整套方法本身的灵敏

度，当菌体数量太低时，由于系统误差造成的

数据偏差相对于测定结果已经非常显著，因

而线性关系弱化，方法不再适用。扩大M1可

法的适用菌体浓度范围的办法在于提高操作

的精确性，采用更加精密和灵敏的仪器，尽量

减小系统误差。但是，这样也会抬高MTT

法的使用条件，影响其推广。实际上，文中所

建立的MTT法，对于一般的微生物学实验

和食品、发酵工业生产已经具有良好的可靠

性和实用性．这在笔者相关的工作中得到了

验证。

(2)MTT法的优势明显，耗时少≤5 h，
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而稀释平板法一般≥24 h且工作量大；易操

作、不需特殊仪器(相对于流式细胞计数仪法

和掺入同位素释放法)；结果准确可靠，而血

球扳计数法易受主观影响，误差大”J。特别

是不受培养基中固形物的影响，且只与活菌

数有关，浊度法和菌体IF重法受此限制，而大

部分其他方法无法区分菌体死活。近年来，

其衍生方法即xlvr法和MTs法更加强化

了以上优点Mj，但所用试剂价格偏高，MTT

法相对经济。笔者认为，M’rT法不仅适用于

动物细胞学研究和医学试验，也可以推广至

食品生产、卫生检验及微生物学试验中。
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A New Method for Count of LiVing CeU Number in the Research on

Biodegradation of Chitosan

Yin Hongxiang Zhang J ie Hou Ruotong Yang Zhirong

(Facul‘y of Life science 0f Sichuan Uni啪l‘y，Che“gdu．610064)
ABSTRACT Thiazovl blue colorimetric method is wildlv used in the humn and zoic cell re．
search as well as medical research．In this article， efforts on the innovation of this method for

used in the count of“ving bacteria number in femented Iiguor containing undissoIubIe chitosan
has been made．After the work on inIlovation，the statistic analysis of results showed the innova—

tion of。^ginal method was also completely practical and features easy for operation and reliable

outc。me．It is promisi“g t。apply this meth。d in the research and industry of food ferrnentati。n

and sanitatio“qua珀mine．

1(ey words count of living bacteria number，thiazoyl blue∞lorimetric method，analysis of vari—

ance， regression relation

?。缂， 2002年世界啤酒大国产量 t、

。§；站’ 、)
崩‘ 据日本麒麟啤酒公司公布的调查结果显示，2002年世界主要国家啤酒产量比2001年增长

1 4％．为144()．7亿L。至此．世界主要国家啤酒产量连续18年增长。

产量居第l位的是中国．为235．9亿L。同比增加5．o％。其次为美国．234．6亿L，增加0．7％；德国

108 4亿L．减少0．1％；巴西84．1亿L，减少o．5％；饿罗斯70．2亿L，增加12．0％；日本69．9亿L．减少

2．8％；墨西哥63 7亿L，增加2．2％；英国56．7亿L．减少o．2％；西班牙27．9亿L．增加0．5％；波兰26．0亿

L¨增加7．7％。

日本三得利集团在上海成立生产开发中心D

居垒球500强之列的日本三得利集团宣布，在上海成立“三得利中国生产开发中心”，专门研

究上海人的口味，雌便三得利的啤酒和愤料曼加适台上海^的口味。同时，三得利宣布，已斥资戥千万元投产

纯生啤酒．这也是目前上海首条已投入生产的纯生啤酒生产线。

三得利拟通过生产适合上海人口味的清爽型啤酒，占据上海啤酒市场大部分的份额。2003年1～7月．

二一得荆啤酒的销量预计达到15．9万t．比2002年同期增长10％。
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