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摘要：5-氰基-2,3-二甲苯基四氮唑 (5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride，CTC) 是

一种氧化还原染料，本身不带荧光。CTC 可以通过活细菌细胞膜，被活细菌还原后，

产生红色荧光物质。碘化丙啶 (Propidium iodide，PI) 是一种核酸染料，它不能通过完

整的细胞膜，但可以进入死细胞与细胞内的核酸结合，使死细胞带上红色荧光。因此利

用流式细胞仪检测细菌 CTC和 PI的荧光染色情况可以用于判断细菌的活性和细胞膜的

完整性。 
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材料与试剂 

1. 70 μm 细胞过滤器 (Beyogold, catalog number: FSTR040) 

2. 流式管 (BD Falcon, catalog number: BD 352054) 

3. 5-氰基-2,3-二甲苯基四氮唑 (CTC) (Seebio, catalog number: 182066) 

4. 碘化丙啶 (PI) (Solarbio, catalog number: P8080) 

5. PBS (pH = 7.2~7.4, Solarbio, catalog number: P1020) 

6. CTC 溶液 (见溶液配方) 
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7. PI 溶液 (见溶液配方) 

 

仪器设备 

1. 流式细胞仪 (美国 BD 公司，model: FACS AriaIII)  

2. 低速离心机 (中科中佳科学仪器公司，model: LX-200) 

3. 小型低温高速离心机 (德国 Eppendorf 公司，model: 5424R) 

4. -80 °C 冰箱 (中国海尔集团，model: DW-86L388) 

 

实验步骤 

1. 在福建附近海域，依据采水标准层次采取 50~200 ml 水样。采水器上的采样瓶、采

样袋及实验室内样品处理过程均需无菌操作。 

2. 水样用 70 μm 滤膜过滤，去除杂质，以免堵塞流式细胞仪。 

3. 过滤后的水样于 5,000 × g 室温离心 10 min，小心去除上清，收集沉淀, 若无明显

沉淀可留取离心管底部液体用于后续实验。 

4. 沉淀用 400 μl PBS 重悬，均匀分为 2 管。一管中加入 CTC 染料，使其终浓度达到

2 mmol/L，37 °C 避光孵育 3 h (林等，2013；Zhang 等，2018)；另一管中加入 1 μl 

PI 染料，室温避光孵育 10 min (Nescerecka 等，2016)。 

5. 分别于 2 管菌液中加入 4 ml PBS 重悬，5,000 × g 室温离心 10 min，小心吸弃上

清。 

6. 预留 200 μl 溶液上机检测。 

7. 在流式细胞仪上，先用未染色的细菌悬液设置检测参数，调节检测电压和阴性，所

用激光器为 488 激光器。根据前向散射光 (Forward scatter, FSC，主要反映被测

样品的大小) 和侧向散射光 (side scatter, SSC，主要反映被测样品所含内容物的

多少) 排除大于 1 μm 的藻类和其他生物的影响，根据是否自发荧光排除微藻的影

响，上机检测至少获取 1 × 105 的阳性细胞做后续数据分析。 

8. CTC (激发波长 480 nm，发射波长 630 nm，荧光信号位于 FL3 通道) 可以与活性

菌反应，在细胞内形成红色物质，代谢活性越强的细菌，产生红色荧光越强，从而

通过流式细胞仪识别检测细菌的活性。 
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9. 随着细菌的凋亡和坏死，细菌细胞膜的通透性逐渐增大，PI染料 (激发波长 480 nm，

发射波长 620 nm，荧光信号位于 FL3 通道) 可以穿过细胞膜与细胞内 DNA 结合，

通过流式细胞仪检测PI的荧光强度，判断细菌细胞膜的完整性 (Shahryari等，2018)。 

 

结果与分析 

如图 1 所示，横坐标表示 bis-oxonol 荧光强度，bis-oxonol 表示细胞的去极化水平，在

海水中培养，细胞膜通透性变大，去极化水平升高，bis-oxonol的荧光强度越强 (图 1C)，

纵坐标表示 CTC 的荧光强度，在海水中加入营养成分，细胞呼吸活性增强，CTC 荧光

增强 (图 1D) (Lopez-Amoros 等，1997)。 

 

 
图 1. 大肠杆菌在海水中饥饿状态和加入营养成分呼吸活性和细胞膜去极化水平检

测. 大肠杆菌培养在海水中，在是否存在营养成分的条件下培养，收集菌液，CTC

和 bis-oxonol 染色。横坐标表示 bis-oxonol 荧光强度，纵坐标表示 CTC 的荧光强

度，流式图以等高线图显示，密度代表细胞数量 (Lopez-Amoros 等，1997)。 

 

如图 2 所示，横坐标为 Annexin V 的荧光强度，Annexin V 是一种检测细胞凋亡的

试剂，在正常细胞中，磷脂酰丝氨酸 (PS) 只分布在细胞膜脂质双层的内侧，细胞发生

凋亡早期，膜磷脂酰丝氨酸由脂膜内侧翻向外侧。Annexin V 作为一种磷脂结合蛋白，

与磷脂酰丝氨酸有高度亲和力，它通过细胞外侧暴露的磷脂酰丝氨酸与凋亡早期细胞的

胞膜结合。纵坐标为 PI 的荧光强度，即死细胞的含量，Q1 为 PI 阳性区域。当细胞膜

完整时，PI染料很难透过细胞膜与胞内 DNA 结合，Q1区域阳性细胞很少 (图 1在 buffer

溶液中的细胞)；当细胞膜破损，PI 可以通过细胞膜与死细胞内的核酸结合，PI 阳性的

细胞增多 (图 1 中经 Cu2+、KCTD1、KCTD1+Cu2+处理的细胞)，因此，可通过 PI 阳性
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的多少检测细胞膜的完整性 (Liu 等，2016)。 

 

 
图 2. KCTD1 在 Cu2+存在条件下发生聚集引起更多的细胞凋亡. 将 0.4 μg/μl 的

KCTD1 蛋白单独或与 20 μM CuSO4于 37 °C 共孵育 2 h 后加入 Huh7 细胞培养基

中培养 36 h 后收集细胞，于 Annexin-V 和 PI 共染色后流式检测细胞凋亡情况。横

坐标 Annexin V 代表早期凋亡的细胞 (Q3 区域)，纵坐标 PI 代表细胞膜破损后死亡

的细胞 (Q1 区域)，Q2 代表晚期凋亡的细胞 (Liu 等，2016)。 

 

溶液配方 

1. CTC 溶液 

用无菌水将 CTC 染料配制成浓度为 10 mmol/L 的储存液，避光-20 °C 保存，使用

浓度为 2 mmol/L 

2. PI 溶液 

用 1 ml 无菌水将 10 mg PI 粉末配制成浓度为 10 mg/ml 的储存液，-20 °C 冰箱避

光保存，使用浓度为 50 μg/ml 
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