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摘要 :对 MTT比色法用于评价微生物细胞活性进行了探讨。本文以大肠杆菌为模式菌株 ,研究了不同浓度 MTT、

不同用量、在不同时间对试验结果 OD570值的影响 ,结果表明细菌数在 419 ×107—419 ×108个 /mL范围内测出的

OD570值与细菌浓度呈良好的正相关 , 015 mg/mL MTT用量 20μL,反应时间 20m in时效果最佳 ,其相关回归方程为

y = 011769x + 0103, R
2 = 019983。
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　　在研究外源污染物对微生物的毒性机理中常需

要表征微生物细胞的活性或活的微生物细胞数量 ,

及时反应微生物细胞的生长状况 ,常用活的细胞数

来表示。常规的方法有平板倾注法或平板涂布法、

自动菌数测定仪法、浊度法、菌体干重法、生物荧光

法等 [ 1—4 ]。平板倾注法或平板涂布法过程繁琐、耗

时长、重复性差 ,不能及时反映菌体生长情况 ,不适

合做大批量的实验。而其他几种方法不能区分细胞

死活 ,并且容易受到培养基、代谢产物等的影响。而

近年来发展起来的 TTC (氯化三苯基四氮唑 )和

MTT(四甲基偶氮唑盐 )比色法是借鉴于植物、动物

细胞活性检测的一种细菌活性检测的方法。TTC比

色法的原理是细菌能将 TTC还原成红色甲臜 ,国内

多见于食品、水卫生微生物学等方面的应用 [ 5—7 ] ,而

报道表明 MTT的敏感性高于 TTC,测定微生物细胞

活性的效果优于 TTC
[ 6, 8 ]。

MTT比色分析法是由 Mosmann在 1983年首

创 ,其原理是活细胞内的线粒体脱氢酶可以将 MTT

(一种淡黄色的四甲基偶氮唑盐 )还原成蓝紫色甲

臜 ,而且形成的物质在 560—610 nm下的光吸收值

与细胞活性成正比关系 [ 9 ]
,而多数报道表明甲臜在

570 nm下的光吸收值与细胞活性正比关系最佳 ,以

此选取 570 nm测定吸光值 [ 10, 11 ]。此方法具有简

单、快速、灵敏、稳定的特点 ,克服了常规方法的不足

之处。MTT方法目前大多用于免疫细胞及其他动

物细胞的活性检测 [ 12—14 ]
,而在微生物细胞的活性检

测中少见报道。本文以典型微生物革兰氏阴性大肠

杆菌为代表 ,探讨了 MTT比色法用于细菌细胞活性

检测的可行性及实验条件。

1　材料与方法

111　菌株　将大肠杆菌菌株 (HB101,武汉大学微

生物实验室提供 )培养于营养肉汤培养基中 , 37℃

恒温培养箱培养 18—24h, 5000 r/m in离心 10m in去

培养液 ,用 011mol/L pH 714的 PBS (磷酸缓冲液 )

洗涤两次后 ,将菌体溶于同样的 PBS中 ,测定 OD600

约为 019左右 ,稀释成 10种不同的浓度梯度备用。

112　试剂　MTT(四甲基偶氮唑盐 )溶于 011mol/L

pH 714 PBS中 ,配制成浓度 015 mg/mL和 5 mg/mL

的溶液 ,过滤除菌 , 4℃冰箱避光保存。

113　M TT比色法测定　将不同浓度的大肠杆菌稀

释液加入 96孔板中 ,每孔 200μL,各做三个平行 ,然

后在每孔中加入 20μL或 40μL 015mg/mL MTT或

5mg/mL MTT, 37℃恒温箱中培养 , 10、20、30m in后

取出 ,用酶标仪测定 570nm下的吸光值。

114　数据分析　所有实验结果至少重复三次 ,取平

均值 ,利用 origin 710对其进行线性回归相关性

分析。
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2　结　果

211　不同浓度细菌细胞悬浮液选择

根据配制的 10种不同浓度梯度的菌悬液 ,利

用传统的平板倾注法测定细菌浓度 ,随后加入不

同浓度 MTT后 ,测定其 OD570值 ,选取吸光值在

0—115左右 ,舍弃吸光值大于 2的浓度梯度。综

合选取确定细胞悬浮液的浓度为 419 ×10
7—

419 ×10
8个 /mL范围 ,进一步确定 M TT的用量及

作用时间。

212　015 m g /mL M TT不同用量不同时间对结果

的影响

图 1显示了在细菌浓度为 419 ×107—419 ×108

个 /mL范围内 , 015 mg/mL MTT不同用量不同时间

对 OD570值的影响。其中图 1A是 MTT用量为 20μL,

反应时间分别在 10、20、30m in时的 OD570值 ,其均成

明显的正相关关系 ,相关回归方程分别为 : a: y =

012239x - 010614 R
2 = 019558; b: y = 011769x +

0103 R
2

= 019983; c: y = 012588x - 010225 R
2

=

019726。图 1B是 MTT用量为 40μL,反应时间分别

在 10、20、30m in时的 OD570值 ,其均成明显的正相关

关系 ,相关回归方程分别为 : a: y = 01184x + 010408

R
2 = 019759; b: y = 012551x + 010632R

2 = 019769;

c: y = 013128x + 01072R
2

= 019804。

213　5m g /mL M TT不同用量不同时间对结果的

影响

图 2显示了在细菌浓度为 419 ×10
7—419 ×10

8

个 /mL范围内 , 5 mg/mL MTT不同用量不同时间对

OD570值的影响。其中图 2A是 MTT用量为 20μL,

反应时间分别在 10、20、30m in时的 OD570值 ,其均成

明显的正相关关系 ,相关回归方程分别为 : a: y =

012852x + 010187 R
2

= 019962; b: y = 013476x -

010623 R
2

= 019736; c: y = 014032x + 010143

R
2

= 01998。图 2B是 MTT用量为 40μL,反应时间
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分别在 10、20、30m in时的 OD570值 ,其均成明显的正

相关关系 ,相关回归方程分别为 : a: y = 013097x +

010218 R
2

= 019896; b: y = 0136x - 010666 R
2

=

019681; c: y = 014082x + 01016 R
2

= 019951。

3　讨　论

在有关微生物的工作中对其生长及活性的评价

是非常重要的 ,比如说 ,外源复合物对微生物抗菌活

性效应的评价。根据以往的报道及研究趋势表明 ,

MTT方法对评价生物细胞活性具有快速、灵敏、稳

定的特点 ,但目前为止 ,在动物学上的应用较为普

遍 ,微生物学上的应用极少 [ 8, 15 ]。基于此 ,本实验

选取了常用的和活细胞数量有良好线性关系的

MTT在 570 nm波长、37℃培养下的吸光值探讨其

对微生物细胞活性的效应 ,以期为 MTT在微生物活

性评价中提供参考依据 [ 6, 9, 15 ]。

影响 MTT评价微生物细胞活性的因素主要有 :

细胞悬浮液的浓度、MTT的用量及作用时间等。本

实验在预期的工作中表明 ,细胞悬浮液浓度在 419 ×

10
7—419 ×10

8个 /mL范围内使其在 570nm下具有

良好的吸光值 ,在此范围内可以满足一般的检测

需要。

试验选取常用的两个浓度梯度 015和 5 mg/mL

MTT在不同用量 ( 20、40μL )不同时间 ( 10、20、

30m in)对活细菌数评价效果的影响。实验表明在

选用的细胞浓度范围内 ,所有选择 MTT用量在选择

时间内其 OD570和细胞密度成良好的相关性 , R
2值均

大于 019。对于 015 mg/mL MTT浓度而言 ,用量

20μL反应时间 20m in时 OD570和细胞密度的相关性

最好 , R
2值为 019983,而其他反应时间以及 40μL用

量的选择反应时间内其 OD570和细胞密度的相关性

回归显示 R
2值均小于 0199。对于 5 mg/mL MTT浓

度而言 ,用量 20μL反应时间 10、30m in时 OD570值和

细胞密度的相关性 R
2值以及用量 40μL反应时间

30m in时 OD570值和细胞密度的相关性 R
2值均大于

0199,具有良好的线性相关性 ,但均小于 019983。

只有其中用量 20μL反应时间 30m in时 OD570值和

细胞密度的相关性 R
2值为 01998,接近 019983。这

说明相同用量情况下使用 MTT浓度增加时相应反

应时间较长为好。

综上所述 ,试验结果表明 ①细菌浓度在 419 ×

107—419 ×108个 /mL范围内时 , OD570值与活菌数

呈良好的正相关。此测定范围完全可满足一般检测

需要。②MTT浓度 015 mg/mL、用量 20μL反应时

间 20m in或 MTT浓度 5 mg/mL、用量 20μL反应时

间 30m in时其 OD570值与活菌数间的相关性最好 , R
2

值分别为 019983、01998。此法经济、简便、快速、稳

定、灵敏度高 ,且结果显示为活菌数量或微生物细胞

的活性 ,具有传统细菌计数法所无法比拟的优点。

前人的研究报道也表明 MTT在进行细胞活性评价

时优于其他比色方法 ,如 TTC、INT、XTT、刃天青

等 [ 8 ]
,故在评价微生物细胞活性或进行活菌计数时

可适当应用。
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EVAL UAT IO N O F M TT M ETHOD FO R QUANT IF ICAT IO N

O F M ICRO B IAL CELL V IAB IL ITY I N M ICRO PLATES
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and L IU Yong2D ing
1

(11 Institu te of Hydrobiology, Chinese A cadem y of Sciences, W uhan　430072;

21 Institu te of Coasta l Zone Research for Sustainable D evelopm ent, Chinese Academ y of Sciences, Yanta i　264003)

Abstract: In the study of m icrobiology, the activity and the number of m icrobial cells are often determ ined to reflect the

growth of m icrobial cells1 The conventional methods usually include p late culture method, the cell number of automatic an2
alyzer, turbidity, dry cell weight and biological fluorescence method, and so on1 Among these conventional methods, the

p late culture method is cumbersome, time2consum ing and poor rep roducibility, and most importantly, it can not truly re2
flect the growth of bacteria, furthermore, it is not suitable for bigger quantities experiment1 For the other conventional

methods, they even could not distinguish between live and dead cells, and the number and activity of cells are vulnerable

to the medium and metabolites1 In recent years, MTT colorimetric method is used to evaluate the m icrobial cell activity,

which is more simp le, rap id, sensitive and stable compared with the conventional methods1 The p rincip le is that the living

cells can reduce MTT to a blue2violet matter by m itochondrial dehydrogenase in cells, the matter has the op tical absorp tion

value from 560 nm to 610 nm, and most reports indicate that blue2violet matter have the best op tical absorp tion value at

570 nm1 MTT colorimetric method was always used to detect the activity of immune cells and other animal cells, but it was

rarely reported in the detection of the activity of the m icrobial cells1 In this paper, MTT colorimetric method for quantifica2
tion of m icrobial cell viability or cell growth in m icrop lates was discussed1 Escherichia coli was emp loyed to determ ine the

conditions of assay, which included the feasibility, reaction periods, m icrobial cell number, the concentration ofMTT and

so on1 It was found thatMTT had a high correlation between the values of OD570 and the m icrobial cell number, which was

from 419 ×10
7

cells /mL to 419 ×10
8

cells /mL1 The correlation was the best when bacteria was treated with MTT 015 mg/

mL of 20μL for 20 m in, and the correlation and regression equation was y = 011769x + 0103, R
2

= 019983; when bac2
teria was treated with MTT 5 mg/mL of 20μL for 30 m in, the correlation and regression equation was y = 014032x +

010143 R
2

= 019981 MTT colorimetric method is econom ic, simp le, fast, stable, high sensitive, and the results can show

the number of live m icro2organism s or cells activity clearly1 Previous studies also showed thatMTT colorimetric method was

superior to other color, such as the TTC, INT, XTT, blade, etc1 among evaluation methods of cell viability1

Key words: MTT colorimetry; Escherichia coli; V iability


