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LIVE/DEAD Bacterial Viability and Counting Kit, for flow cytometry

活死细菌染色试剂盒(可应用流式分析)

产品编: R41013 规格： 100T

产品内容：

100T产品组成

yuanyegreen核酸染料（3.34mM）

PI(碘化丙啶)（20mM）

标准微球

200ul

200ul

2ml

1份说明书

产品简介：

源叶活死细菌染色试剂盒（ LIVE/DEAD Bacterial Viability and Counting Kit, for flow

cytometry）可以通过流式细胞仪有效的区分活、死细菌并实现定量检测；而且对各类细菌的混

合物也可以实现定量分析检测。该试剂盒采用两种核酸染料来进行细菌活力测定：绿色荧光染料

yuanyegreen以及红色荧光染料PI（碘化丙啶），并通过标准微球精准测量样品体积。用适当比

例的yuanyegreen与PI混合物染色时，细胞膜完好的细菌发出明亮的绿色荧光，而细胞膜受损的

细菌则表现出绿色荧光明显减弱，同时发出较强的红色荧光。细胞类型和革兰氏特征会影响死细

菌产生红色荧光的强度。yuanyegreen与PI染料在大部分流式细胞仪中都是由488nm激光器实现

有效激发的，各自的核酸复合物荧光信号可分别绿色通道和红色通道中检测到在，并且几乎没有

背景荧光。
标准微球悬浮液作为样品体积的参考标准，尺寸和荧光经过仔细筛选，以确保微球在流式

细胞检测中荧光--侧向散射图中可以明显的区别于被染色的细菌。用 yuanyegreen和PI对细菌培

养液进行简单染色，在流式细胞仪上分析样本前加入固定数量的微球。活菌和死菌以及微球在

荧光--侧向散射图中很容易区分，然后通过细胞图中细菌事件数与微球事件数的比值来计算死

菌和活菌的浓度（图1）。

适用菌种范围：
本试剂盒适用菌种广泛，主要包括：蜡样芽胞杆菌、枯草杆菌、产气荚膜梭菌、大肠杆菌、

肺炎克雷伯菌、黄体微球菌、草分枝杆菌、铜绿假单胞菌、沙门氏菌、沙雷菌、宋内志贺菌、

金黄色葡萄球菌和酿脓链球菌等。

细菌活力标准：
细菌的生存能力不能用简单的生理或者形态参数来定义，因此单一的生存能力测定可能会

在实验中引入一定的偏差。某些条件下，细菌受损的细胞膜可能会修复，即使是这种细菌在实

验中也可能被标记为“死”细菌。相反，一些细胞膜完整的细菌可能无法在营养培养基中繁殖，

但却被认定为“活”细菌。结合几种不同的生存能力测定方法，如膜渗透性、酶活性和氧化还

原电位，可以更全面地评估细菌的生存能力，并消除任何单一生存能力测定方法的固有限制。
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图1：活死细菌染色试剂盒流式检测结果。乳酸杆菌的活菌（未处理）、死菌（电穿孔处理）悬液按照一

定比例混合后，采用本试剂盒的流式检测结果（图 A、图C）；大肠杆菌的活菌（未处理）、死菌（ 70%

乙醇处理）悬液按照一定比例混合后，采用本试剂盒的流式检测结果（图 B、图D）。通过绿色荧光或者

红色荧光对侧向散射结果图（图 A、图B），分别圈出细菌群与标准微球群（分别为左侧和右侧的方形

门）。通过绿色荧光对红色荧光流式结果图展示细菌群的分布。活、死菌的浓度计算可以通过绿色或者红
色荧光对侧向散射流式结果图、或者绿色荧光对红色荧光流式结果图，根据实际情况选择活死菌分群最明

显的结果图来进行计算。活、死菌群的分布位置会因细菌种类和参数设置而存在差别，一些点会分布于划

定区域以外，也应进行适当的评估（如图D）。

优化染色：

本试剂盒提供的两种染料组分经过大量实验摸索，发现按照1:1比例的混合物工作液可以很

好地分析大多数细菌。然而，有时还需调整两种染料的比例，以便更好地鉴别活菌和死菌。该

试剂盒提供了独立包装的yuanyegreen和PI染料，实验人员能够根据情况对染料混合物进行微调，

使其在各种条件下都能达到最佳染色效果。

使用说明：
以下实验方案以大肠杆菌检测为例，仅作为指导实验人员设计自己的细菌染色过程的参考。

研究人员应用以下染色步骤对革兰氏阳性、阴性菌都是有效的。

1.准备菌悬液

以下步骤描述了制备活细菌（未处理）和死细菌（乙醇处理）菌悬液的步骤，也可以用来设定
流式细胞仪参数，如有必要，还可对染料配比进行优化。因为流式细胞仪是用来检测染色细胞

的荧光信号，因此该计数方法可用于多种细菌密度的测定。
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培养细菌应使用低磷酸盐生长培养基，yuanyegreen与 PI可能会结合培养介质中的核酸和其他

成分，从而产生一些无关的染色变化。步骤 1.5的清洗步骤通常可以有效的去除菌悬液中干扰

染色的成分，在清洗步骤中不推荐使用磷酸盐，因其可能会降低染色效率。

1.1取 2份 1ml细菌悬液于微量离心管中，以 10000xg离心 1-3分钟。

1.2弃上清，一份菌沉淀用 1ml 0.85% NaCl溶液或其他适当的缓冲溶液（活菌），另一份菌沉

淀用 1ml 70%乙醇重悬（死菌）。

1.3室温下处理 30-60min，每隔 15分钟混匀一次。

1.4两种菌悬液均以 10000xg离心 1-3分钟，收集菌沉淀。

1.5用 1ml 0.85% NaCl或其他合适的缓冲溶液清洗，并再次 10000xg离心 1-3分钟，收集菌

沉淀。

1.6用 1ml 0.85% NaCl或其他合适的缓冲溶液重悬样品。

1.7选择步骤，如果未经处理的细菌需要保持最佳生长条件，只需要按照步骤 1.2准备死菌。

对于活菌，可以在使用前直接从液体培养基中分出经过 1次清洗步骤即可。

2.细菌染色

以下步骤描述了按照步骤 1.1-1.6制备细菌样品后的染色方法，样品数量增加时，染色步骤需

要相应按比例增加。

2.1取 967ul 0.85%NaCl或其他合适的缓冲溶液到流式细胞分析检测管。

注：如果不加微球，等分体积为 987ul每份。

2.2向步骤 2.1中的流式细胞检测管中加入 1.5ul yuanyegreen (3.34mM)核酸染料，1.5ul PI

(20mM)。

2.3向染料溶液中加入步骤 1.6中的 10ul菌悬液（OD=1.0，已稀释 10倍处理）。如果菌悬液

非常浑浊或 OD600检测值大于 1，可以对其进行稀释后再加样，以便得到更准确的检测结果。

2.4室温下避光孵育 15min。

2.5充分涡旋标准微球悬液，通过水浴超声 5-10min。染色后的样品中加入 20ul微球悬液，充

分混匀后上样进行流式检测。为确保准确计数，最终流式上样检测管中的总体积应为精确的

1000ul。

3.制备单染管进行设备调节

四种单染对照，需要 2管活菌悬液和 2管死菌悬液，菌悬液按照步骤 2.1-2.5进行染色，但每

管菌悬液仅加一种染料，至少有一个单染管加入标准微球。

4.流式细胞仪检测染色后的细菌

不同流式细胞仪在检测性能上存在差异，但是本试剂盒中建立的操作方法以及参数设定能够有
助于实验人员在现有的实验条件下建立类似的细菌分析方法。

4.1染色后的细菌可在配备 488nm激光发射的流式细胞仪中进行检测。活死菌计数试剂盒中的

荧光信号通过绿色和红色通道接收，可以分别用检测荧光素以及德克萨斯红（ Texas Red）的

滤光片。通过对数信号放大方式来进行前向散射、侧向散射和荧光信号的采集。

4.2在检测细菌类似的相对小颗粒的时候，流式细胞仪参数设置对检测结果尤为重要。为了将

电子噪声降到最低，请按照如下步骤设置仪器。单染管可以用来确定细菌群的位置以及调节荧
光补偿。采用对数坐标收集信号，通过侧向散射来设定阈值，调节前向散射以及侧向散射信号

使细菌群分布在数据图的中部，调节阈值来降低结果图中的电子噪声。为了检查是否排除电子

噪声，可以短暂中断样品流，如果仪器调整正确，则信号速率应该降至接近零。设置绿色荧光

通道的电压强度使被 yuanyegreen染色的活菌分布在信号轴的顶部范围。如有必要，还可以调

整补偿设置，使其位于红色荧光信号轴的较低范围内。接下来，设置红色通道的电压，使被 PI
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（碘化丙啶）染色的死菌出现在信号轴顶部。如有必要，还可以调节补偿设置，使其位于绿色

荧光信号轴的较低范围内。

4.3 按照以上步骤设定流式细胞仪后，可以开始检测对照组或者实验组的样品，包括被染色的

细菌、标准微球，通过荧光信号对侧向散射的结果图展示细菌和微球的分布。数据采集过程中，

通过荧光信号对侧向散射坐标图以及红色荧光对绿色荧光结果来展示活死菌以及微球的分布

（图 1）。

4.4 通过测定微球分布区的事件数来精准判断检测上样量。试剂盒中的标准微球浓度为 1.0x107

个/ml，经过染色步骤的 50 倍稀释，上样检测中微球的浓度为 2.0x105 个/ml，因此，一个标准

微球代表 5 x10-6ml。一个检测样品中细菌区域的事件数除以 5 x10-6ml 即为总细菌浓度，同样

的死菌以及活菌的浓度即为相应区域的事件数除以 5 x10-6ml。计算培养体系中的细菌浓度，需

要乘以稀释倍数，包括在步骤 2.3中的 100 倍稀释，以及由于菌浓度过大而进行的进一步稀释。

菌群分布区事件数×稀释倍数

菌浓度 = 微球分布区事件数×510-6 / ml

4.5流式细胞检测中，仅通过细菌的大小和着色能力对其进行鉴定，最好再通过荧光显微镜确

认检测到的颗粒确实是细菌。

4.6 需要注意，对于稀释过的细菌样品，采集时间需要相应延长，而且信号采集中细菌区域的

噪点信号也可能会变得显著，此时对照组的结果可以用来评估噪点信号。

保存条件：
染料和标准微球悬液都需 4℃避光保存。

注意事项：
1、染料管使用前需恢复至室温，并经过短暂离心后再开启。

2、不可冷冻标准微球。

3、染料有毒，须戴手套操作，做好安全防护。


