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DAPI荧光染色计数法的感潮河段沉积物细菌数量测
量影响因素研究

陈琛，黄珊，吴群河
* ，李锐仪，张仁铎

(中山大学环境科学与工程学院，广州 510275)

摘要:采集珠江广州河段沉积物样品，分析沉积物质地与有机质含量，同时分析了改良 DAPI 染色操作方法并讨论各因素对
DAPI 染色剂染色效果的影响，研究 DAPI(4′，6-diamidino-2-phenylidole)荧光染色剂在具有感潮性质的沉积物样品中的染色影

响因素 .结果表明，沉积物稀释2 000倍，超声浴 10 min，DAPI 浓度为 10 μg·mL － 1，染色时间 30 min 以上时，可以得到最佳细菌

计数数量 .细菌数量与褪色比例有良好的相关性( r = 0. 587，p = 0. 004) .粒径组成与有机质含量有较强的相关性，它是通过

影响有机质含量来影响褪色比例的，因此有机质也与褪色比例有一定的相关性 . 将褪色比例与有机质含量、细菌数量及黏粒

比例做回归分析，得到与实测值相关性较好( r = 0. 694)的拟合值 . 这些结果表明，在使用 DAPI 荧光染色法研究感潮河段沉

积物细菌数量的过程中，应充分考虑上述影响因素 .
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Factors Affecting the DAPI Fluorescence Direct Count in the Tidal River
Sediment
CHEN Chen，HUANG Shan，WU Qun-he，LI Rui-yi，ZHANG Ren-duo
(School of Environmental Science and Engineering，Sun Yat-sen University，Guangzhou 510275，China)

Abstract:The factors affecting the DAPI (4′，6-diamidino-2-phenylidole) fluorescence direct count in the tidal river sediment were
examined. Sediment samples were collected from the Guangzhou section of the Pearl River. Besides sediment texture and organic
matter，an improved staining procedure and the involved parameters were analyzed. Results showed that the procedure with the
sediment with 2 000 fold dilution and ultrasonic water bath for 10 min，and with a final DAPI concentration of 10 μg·mL － 1 and staining
time for more than 30 min produced the optimum results of DAPI direct count in the sediment. The total bacterial number was
correlated to the proportion of the non-nucleoid-containing cells to the total bacterial number( r = 0. 587，p = 0. 004) . The organic
matter content also correlated to the ration. The clay content had a strong correlation with the organic matter，through which the clay
content also affected the ratio. A multiple regression analysis between the ration versus the organic matter，the total bacterial number，
and the clay content showed that the regression equation fit the measure values satisfactorily( r = 0. 694) . These results indicated that
the above factors needed to be considered in the applications of the DAPI fluorescence direct counting method to the tidal river
sediment.
Key words:DAPI (4′，6-diamidino-2-phenylidole) fluorescence direct count; bacteria abundance; sediment; tidal river; staining
factors

准确测定沉积物中细菌的数量是认识沉积物中

细菌活性及其对污染物质转化作用的重要步骤 . 直
接计数法计算细菌数量( direct count)，即通过显微
镜直接观察计数，由于不需要培养，一般能比间接计

数法如平板计数法( plate count)计算的细菌数量高
1 ～ 3 个数量级［1］. 基于此，直接计数法逐渐代替传
统的间接计数法，成为一种新的通用的细菌总数计

数法 . 吖啶橙［3，6-bis ( dimethylamino ) acridinium
chloride］和 DAPI(4′，6-diamidino-2-phenylidole) 是
2 种常用于直接计数法的荧光染料 . 相对于吖啶橙
计数法不易区分出细菌和黏土、胶体、碎石等非生命
的颗粒物，具有更好特异性的 DAPI 能与细菌 DNA

结合时发蓝光，结合到无 DNA 的物质时发出淡黄
光，因此 DAPI 荧光染色计数法更适合于沉积物环
境的计数

［2］. 然而，环境中仍有一些非生命物质能
被 DAPI 染色剂所染色而造成细菌计数的误差 . 沉
积物的复杂环境加剧这类非特定性染色所造成的细

菌计数误差
［3，4］. 首先是沉积物的质地不均一影响

计数效果，细菌容易附着在沉积物中而不易分散，因

此需要通过稀释、超声实验将沉积物均质化，并将细
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菌从沉积物中分离 . 其次，DAPI 操作步骤影响染色
效果，包括 DAPI 染色剂的浓度和染色时间 . 染色不
充分会低估细菌的数量，而过量的染色将使背景色

过高而造成计数不便
［5］. 第三是细菌和杂质的含量

也会影响计数效果，一些形态大小与细菌相似的无

机质和有机质会影响 DAPI 正确染色效果［6，7］，而
Zweifel 等［1］在传统的 DAPI 染色步骤的基础上加了
异丙醇褪色步骤，把加入褪色步骤计算出的细菌数

量(nucleoid-containing cells，NUCCs)视为有明显代
谢活性的细菌数量，在沉积物环境中由于异丙醇还

能将与细菌相似的杂质染色去除掉，因此也可以看

做是对 DAPI 荧光染色计数法的改进 .
在进一步研究各因素之间的相关性时，Karner

等
［8］
发现浮游细菌中细菌总数与 NUCCs 数量并非

总是线性相关;Fischer 等［9］和 Luna 等［10］分别指出
细菌总数量和 NUCCs 数都与有机质含量有关，但影
响机制不明确;Polymenakou 等［11］则显示只有可溶
性有机质与细菌数量有关 . 然而，影响细菌数量及
DAPI 染色效果的因素是多方面的，单纯的研究某一
影响因素不够全面，因为会忽略它们之间的共同

作用 .
具有感潮性质的河段是河流和海洋的过渡地

带，由于潮汐的涨落使物质的传输不仅存在着水平

运动，也存在着垂直混合运动，因此它对物质的分布

具有重要影响
［12］，其理化环境的复杂性也使其具有

比普通河流及海洋更复杂的生物环境
［13］. 本实验以

具有感潮特性的珠江广州河段为研究对象，该河段

长期受工业和生活的双重污染，因此它兼有河口和

城市河流的特点 .本研究将分析这一河段中有机质、
粒径组成等对 DAPI 染色计数法染色效果的影响，
以期为下一步测定分析珠江广州河段沉积物中细菌

种类和活性的垂向分布提供依据 .

1 材料与方法

1. 1 样品采集和前处理
2008 年 4 月 10 日，于珠江广州河段的 3 个位

置各采集 1 个沉积柱样品，分别 为 珠 江 大 桥
(113°13′16″E，23°7′36″N; 沉 积 柱 Ⅰ )、花 地 涌
(113°13′22″E，23°6′8″N; 沉 积 柱 Ⅱ ) 和 二 沙 岛
(113°17′2″E，23°6′50″N;沉积柱Ⅲ) . 珠江大桥处沉
积物的砂质含量高，而有机质含量低;花地涌处沉积

物受生活污染严重，曾被挖掘清淤，泥黑且有分层现

象，有机质及营养元素含量高;二沙岛处沉积物的黏

粒含量高，表层含杂质较多，受人为扰动少，在整个

剖面上性质较均一
［14］. 采样过程为无菌操作，采用

自制真空芯型采样器，采样管管长 50 cm，管内径为
8 cm.采样后立即密封沉积柱，并置于冰箱内低温
(4℃ )暗存，运回实验室进行下一步分析 .
1. 2 样品切割和前期处理
移去沉积柱的上覆水，对内核切割分层，依据珠

江每年平均沉积速率取 12 mm 为一层，取其中 7
层，从表层向下，7 层的顺序分别为:0 ～ 12 mm、24
～ 36 mm、60 ～ 72 mm、96 ～ 108 mm、144 ～ 156
mm、204 ～ 216 mm、300 ～ 312 mm. 每层取 1 g 左右
的沉积物 .另取河段表层沉积物样品用于参数调整
实验，对每项参数调整实验取 3 个重复样 .在每个沉
积物样本中，加入 10 mL 用 0. 2 μm 聚碳酸酯膜
(Whatman)过滤后的甲醛(浓度为 20% )以固定样
品，低温(4℃ )暗存至使用 . 将以上剩余样本装入聚
乙烯 袋 中，用 于 测 定 各 层 的 pH、TN、NH +

4 -N、

NO －
3 -N、有机质、粒径分布及含水率［15］.

1. 3 DAPI 染色计数法测定细菌数量
修改 Zweifel 等［1］和 Schallenberg 等［16］的方法，

调整 DAPI 染色计数法各项参数，测定沉积物中的
细菌数量，将第一次细菌计数数量对应细菌总数量，

将第二次细菌计数数量对应 NUCCs 数量 . 简要步骤
如下 .
(1) 沉积物均质化 取经过预处理并低温

(4℃ )暗存样品，以无菌水进行稀释处理:包括1 000
倍、2 000倍及3 000倍 3 种稀释处理，加入少量曲拉
通(最终浓度 0. 1% ) .将每种稀释处理样品用 280W
超声仪(AS10200BDT)分别进行 5、10、15 min 的超
声浴(共 9 种处理，见表 1 ) . 每种处理进行 3 个
重复 .
(2)DAPI 染色 对于第 1 步中取得最佳均质

化条件的样本，取 1 mL 子样品，加入少量 DAPI 使
染色剂最终浓度分别为 5、10 及 15 μg·mL － 1 3 种处
理 .室温下暗室染色 30 min. 每种处理进行 3 个
重复 .
(3)制片及第一次计数 将染色后样品过滤至

0. 2 μm 的黑色聚碳酸酯膜(Whatman)上，并用少量
无菌水洗涤 .滤膜在载玻片上干燥 5 min，在荧光显
微镜紫外光下计数(视野放大 400 倍) . 随机选择 20
个视野以上，只计算清晰可见且为蓝光的细胞 .
(4)褪色及第二次计数 取 DAPI 染色并第一

次计数后的膜，加入 1 mL 60 ～ 70℃异丙醇洗涤(1
min) .滤膜在载玻片上风干 5 min，在荧光显微镜紫
外光下计数(视野放大 400 倍) . 随机选择 20 个视
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表 1 各沉积柱理化性质

Table 1 Physico-chemistrical properties of the sediment layers

沉积柱 理化性质
分层 /mm

0 ～ 12 24 ～ 36 60 ～ 72 96 ～ 108 144 ～ 156 202 ～ 216 300 ～ 312

含水率 /% 35. 97 24. 79 57. 78 52. 13 28. 32 34. 02

Ⅰ 有机质含量 /% 2. 61 6. 24 10. 5 9. 18 4. 72 3. 49

黏粒比例 /% 11. 23 8. 89 7. 36 7. 65 6. 87 10. 97

含水率 /% 64. 50 37. 94 61. 08 37. 12 49. 67 62. 71 62. 67

Ⅱ 有机质含量 /% 6. 80 6. 87 7. 33 7. 08 8. 44 9. 23 8. 59

黏粒比例 /% 7. 74 8. 59 9. 75 8. 65 7. 53 8. 01 7. 77

含水率 /% 40. 54 48. 16 51. 81 51. 32 48. 47 47. 75 43. 15

Ⅲ 有机质含量 /% 3. 11 4. 44 5. 53 6. 38 5. 41 4. 93 4. 12

黏粒比例 /% 10. 90 10. 93 11. 18 9. 80 10. 09 11. 17 10. 85

野以上，只计算清晰可见且为蓝光的细胞 .
为了表征影响 DAPI 荧光染色的相关因素，本

研究定义褪色比例(% )为:

Y =
N d

N t

× 100% (1)

式中，N t 为第一次细菌计数数量(即褪色前细菌数

量)，N d 为褪色消失的那部分“细菌”数量(即第一
次计数数量与第二次计数数量之差) .
为了同以上方法进行比较，本实验另外以牛肉

膏蛋白胨为培养基，用平板计数法平行测定沉积物

中可培养细菌的数量 .
1. 4 数据分析
使用 One-way 显著性差别分析(ANOVA)来辨

别细菌数量和营养物质随采样地点及深度变化的差

异 .相关系数分析建立在 p < 0. 05 概率水平的基础
上 . 所有数据用 Excel 和 SPSS V13. 0 软件计算
分析 .

2 结果与讨论

2. 1 沉积物理化性质与细菌计数
沉积物质地的不均一性影响 DAPI 荧光染色计

数法的染色效果，本实验中沉积物的理化性质见表

1.为了达到计数的准确和统一，需要针对不同的沉
积物调整样品处理方法.对样品进行稀释和超声处理
有助于沉积物细菌的分散.沉积物稀释倍数太低，则
细菌容易被颗粒物所掩蔽，造成细菌数量被低估;而

稀释倍数太高，则细菌过于分散，显微镜每个视野内

偏差较大，造成计数不够稳定
［16］.超声能使沉积物均

质化，从而将细菌由附着的沉积物相中分离，但是过

度的超声会使细胞膜破裂而减少细菌数量
［5］.本研究

在调试超声分散时间的过程中出现细菌数量先上升

后下降的现象(表 2)，最终选择细菌计数达最多时的
条件作为推荐的实验操作方法，即稀释2 000倍并超声

表 2 各均质化条件下表层沉积物细菌数量

(以干重记) × 108 / cells·g － 1

Table 2 Different protocols for DAPI direct cell

counting ( dry weight) × 108 / cells·g － 1

稀释倍数
超声时间 /min

5 10 15

1 000 2. 13 ± 1. 401) aA2) 2. 29 ± 1. 57aA 1. 63 ± 1. 12bA

2 000 2. 11 ± 1. 50aA 3. 58 ± 2. 60bB 2. 99 ± 1. 89bB

3 000 1. 27 ± 0. 74aB 1. 36 ± 0. 62aC 1. 26 ± 0. 73aC

1)数值为均值 ±标准差( n = 3) ; 2)不同小写字母表示横向显著性

差异，不同大写字母表示纵向显著性差异( p < 0. 05)

10 min，这也符合前人研究的一般规律［5，16］.
2. 2 DAPI 染色与细菌计数

DAPI 染色实验包括 DAPI 浓度及染色时间. 在
DAPI 浓度为 5 μg·mL － 1

时，细菌显色不清晰，细菌数

量偏少;DAPI 浓度为 10 μg·mL － 1
时，细菌与背景色

能较好分辨;DAPI 浓度为 15 μg·mL － 1
时，大量杂质

被染色，造成细菌计数困难.染色时间对 DAPI 计数法
效果影响不大，染色 30 min 以上足以达到要求.

DAPI 染色剂的浓度决定染色细菌的清晰程度
及杂质被染色的程度 .尽管 Schallenberg 等［16］指出 5

μg·mL － 1
的 DAPI 浓度能适应含水率含量为 64% ～

99% 的沉积物的细菌染色，但由于沉积物质地和细
菌数量的不同，因此最佳 DAPI 浓度也有所改变 . 本
实验中细菌计数效果最佳时 DAPI 浓度为 10
μg·mL － 1，这与 Haglund 等［6］选择的 DAPI 计数浓度
相同 .而 DAPI 染色时间由于对染色效果影响不大，
选择比较通用的 30 min［6］.
2. 3 细菌数量垂向分布
用改进的 DAPI 荧光染色计数法测定珠江广州

河段细菌数量，褪色前 3 个沉积柱采样点表层(0 ～
12 mm)第一次计数数量(以干重记，下同)平均为
8. 09 × 108 cells·g － 1，至底层(300 mm 以下)下降至
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3. 42 × 108 cells·g － 1 (图 1)，即 300 mm 以下细菌数
量仍然有表层细菌数量的一半以上 . 加入褪色步骤
后细菌数量减少 12% ～ 57%，即第二次计数细菌数
量占第一次计数数量的 43% ～ 88% . 与第一次计数

数量的垂向规律相似，第二次计数细菌数量随沉积

物深度而下降，在表层 ( 0 ～ 12 mm) 达到最高值
4. 44 × 108 cells·g － 1，至最深处(300 mm 以下)下降
至 2. 82 × 108 cells·g － 1 .

图 1 沉积物褪色处理前后细菌数量随深度变化

Fig. 1 Total bacterial counts before and after the destaining treatment vs. the depth

而在 DAPI 计数与平板计数法的对比实验中，2

种计数法所得到的计数结果相似( r = 0. 748)，但
DAPI 计数法所得到的细菌数量比平板计数法多 1
～ 2 个数量级(见表 3) .可培养细菌比例(即平板计
数数量 /DAPI 计数数量)先呈上升趋势，在 144 ～
156 mm 区间内达到最大值 5. 66%，而在 200 mm 处
降至 3. 51%，表层以下可培养细菌比例与有机质含
量呈现出反比例关系 .

表 3 DAPI 计数细菌数量与平板计数法数量对比(以干重计)

Table 3 Bacteria abundance using DAPI direct count vs.

plate count ( dry weight)

项目
沉积物深度 /mm

0 ～ 12 24 ～ 36 96 ～ 108 144 ～ 156 202 ～ 216

DAPI 第二次细
菌计数数量 ×
107 / cell·g － 1

4. 67 1. 87 1. 54 1. 94 2. 55

平板计数法 ×
105 / cells·g － 1 11. 93 7. 46 6. 86 1. 10 8. 96

有机质含量 /% 6. 37 7. 46 7. 07 3. 97 4. 70

细菌数量随深度下降的现象具有普遍性
［4，6，9］，

这是因为在表层接近上覆水的地方，细菌能得到较

多的营养元素、氧气以及适宜的温度;随着深度加
大，细菌生长的限制因子增多，细菌数量下降很快 .

然而本实验中，300 mm 以下细菌数量仍然约为表层
细菌数量的 1 /2，即这部分细菌在地球生物化学循

环中仍然具有重要意义 .

由于采样地沉积物的均一性不同，文献报道中

第二次计数细菌数量占第一次计数细菌数量的比例

也不相同 . 如 Haglund 等［6］报道的比例为 13% ～

52%，Polymenakou 等［11］研究中其比例则为 18% ～
97% .本研究的比例(47% ～ 76% )在文献报道的范
围内 .细菌数量和杂质的减少也直接反映在显微镜
下，在褪色前背景中有较多黄绿色的非生物物质，而

褪色后这类物质明显减少，细胞的形态也更清晰 .这
充分说明了如果采用传统的 DAPI 染色法，将会高
估沉积物中细菌的数量而低估细菌的活性比例 .

以培养为手段的平板计数法作为常用的一种细

菌计数方法，在测定环境中可培养性异样细菌方面

仍占有重要地位
［17，18］. 本实验中 DAPI 计数数量与

平板计数法数量有较好相关性，这显示了 DAPI 计
数的准确性;而直接计数法能比平板计数法多出 1
～ 3 个数量级在文献报道中也比较常见［1，19］，证明
DAPI 计数优于平板计数法 .本实验中可培养细菌比
例与有机质含量变化趋势相反(见表 3) . 有机质对
细菌的种类和数量有重要的影响，但是环境中大部

分的细菌是较难进行培养的(如反硝化细菌及厌氧

氨氧化细菌)
［20，21］，因此有机物含量越高，不可培养

细菌的比例就越大，这种变化趋势随着深度的改变

会更加明显 .
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2. 4 褪色效果的影响因素
异丙醇的用量在一定程度上会影响褪色效果，

但褪色比例的多少主要是由沉积物的性质决定，因

此本研究分析了褪色效果的影响因素，建立了褪色

比例与一些沉积物性质及褪色前细菌总数的相关关

系(表 4) .

表 4 染色效果影响因子相关系数( r)矩阵1)

Table 4 Correlation coefficient ( r) matrix between

the factors affecting the destaining effect

Y OM TB Clay

Y 1. 000 0. 321 0. 614 0. 071

OM 1. 000 0. 286 0. 764

TB 1. 000 0. 237

Clay 1. 000

1) Y: 褪色比例; OM: 有机质含量; TB: 第一次细菌计数数量;

Clay: 黏粒含量;表示显著性差异水平为 p < 0. 01

2. 4. 1 褪色比例与有机质含量的相关性
采样点各深度有机质含量与褪色比例之间存在

着一定的相关性 . 在沉积柱 I 处相关性尤为明显( r
= 0. 817，p < 0. 05)，去掉表层(0 ～ 12 mm)数据后
相关性提高( r = 0. 879) . 对于沉积柱Ⅲ，有机质含
量与褪色比例并无相关性( r = 0. 071)，但在去掉
表层后，有机质含量和褪色比例有较强的相关性( r
= 0. 715) .而沉积柱Ⅱ在去表层前后褪色比例与有
机质含量之间的关系不显著(图 2) .
本实验中，去除表层样本的数据后，褪色效果与

有机质含量间的相关性变强，是因为沉积物表层易

受水动力学的干扰，营养物质在沉积物-水界面上下
输送且流动频繁，因此相对于较深层沉积物而言，表

层沉积物的理化、生物性质较不稳定［22，23］. 珠江广
州河段的河流和潮流都比较强，它们之间的互相作

用加剧了沉积物表层理化性质的不稳定性 . 另一个

A 为去表层前，B 为去表层后; Y: 褪色比例; OM: 有机质

图 2 各沉积柱去表层(0 ～ 12 mm)前后褪色比例与有机质含量关系

Fig. 2 Relationships between Y and the organic matter with and without the surface layer
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原因是此河段属于城市河流，表层含有较多的非生

物物质、原生动物等杂质(沉积柱Ⅲ尤为明显)，这
些物质容易被 DAPI 误染色，从而出现有机质含量
不高但褪色比例偏高的现象 .因此只有在表层以下，
环境比较稳定且易被误染色物质分布均匀时，褪色

比例与有机质含量间才有较好的相关关系 .
沉积柱Ⅱ中两者相关性最低，主要由于采样地

点曾进行人为沉积物疏浚，这不仅导致含水率、有机
质含量、三氮在垂向上分层现象严重，也可能是造成
有机质形态和含量、细菌数量变动的原因 .同时也说
明了沉积物受到地形、水动力和物质等各方面影响，
异质性很高

［16］.
有机质是影响褪色比例的一个因素

［6］，有机质

的存在一方面会影响细菌的分散，降低染色效果，另

一方面，有机质本身也会被 DAPI 错误染色而干扰
显微镜下直接计数 . 尽管在某些采样点中有机质含
量与褪色比例有较好的相关性，但是对于整个河段

的研究来说，两者的相关性不明显，有机质对于褪色

比例的影响不明确(表 4 及图 2) . 有机质含量与褪
色比例尽管能在某一些特定环境下表现出强相关

性，但是却并不能用统一的方式描述出来 .这些结果
表明在沉积物中，有机质含量并不是影响染色效果

的唯一因素 .在其它条件如粒径组成改变的情况下，
它对染色效果的影响也可能不一致 .
2. 4. 2 褪色比例与褪色前细菌数量的相关性
褪色前每 g 干沉积物中的细菌数量与褪色比例

有较好的相关性( r = 0. 614，p = 0. 004)，同有机
质与褪色比例关系类似，去掉表层数据后其相关性

有明显增高( r = 0. 727，p = 0. 001)(见图 3) .褪色
部分受原细菌数量直接影响，细菌数量多者，误染色

的几率就大，褪色的比例也就相对高 .这就说明在细
菌数量相对于该类型沉积物而言偏高的时候，有必

要考虑在荧光染色计数后，增加褪色步骤以获得准

确的数据 .

Y: 褪色比例; TB: 第一次细菌计数数量

图 3 沉积柱褪色比例与褪色前细菌数量关系

Fig. 3 Relationships between Y and the total count with and without the surface layer

2. 4. 3 褪色比例与粒径组成的关系
在本实验中，黏粒在粒径组成中所占的比例与

褪色比例无明显相关性(表 4，r = 0. 071)，但与有
机质含量有明显相关( r = 0. 764，p < 0. 01) .

粒径组成直接影响有机质的传送和分布 . 而有
机质是细菌生长的物质基础，它也同时影响褪色比

例 .本研究在消除粒径组成差异的条件下分析了有
机质含量和褪色比例的偏相关性，结果显示有机质

含量与褪色比例的偏相关性比相关性好 ( r =
0. 416，p = 0. 076) . 这表明粒径组成是通过影响有
机质来实现其对褪色比例的影响，也与前人的研究

推测 DAPI 会将碎石等颗粒物 染 色 的 结 果 相
似
［5，24］.

2. 4. 4 褪色比例各相关因素的回归分析

为了表征有机质含量、细菌数量和黏粒含量对
褪色比例的综合影响，本研究对这 4 个变量进行了
多元回归分析，得到回归方程如下:

Y = 2. 816X1 + 3. 187 × 10 －8X2 +

3. 604X3 － 29. 142 (2)

式中，Y 为褪色比例(% );X1 为有机质含量(% );X2

为每 g 干沉积物中的细菌数量;X3 为黏土比例(% )
( r = 0. 694，p = 0. 013) .

在褪色比例与各相关因素的回归分析中，计算

值与实测值有较好的吻合度 . 一般在褪色比例 <
30%时褪色效果不显著，而在 > 30%时将会影响细
菌数量的准确计数，它将低估了细菌的活性水平，对

营养盐循环等相关理化条件的分析造成偏差，这种

情况下，需要在荧光染色后增加褪色步骤
［6，11］. 因此
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笔者建议，在决定 DAPI 荧光染色计数法是否需要
增加褪色步骤以作修正时，可以根据当地的有机质

含量、褪色前细菌数量及粒径组成，作出回归分析，
先计算出褪色比例 . 为了保持数据的均衡性和稳定
性，选择在大部分样品褪色比例均超过 30%，或小
部分样品褪色比例特别高时，需要考虑褪色步骤 .这
样能减少重复性工作，在样品数量较多时尤为适用 .
在本实验研究的珠江广州河段中，计算值显示，

70%的样品的褪色比例都超过 30%，因此有必要进
行褪色 .由于沉积物的性质极度的不均一，本实验得
出的回归方程适用于颗粒组成以细粒子黏粒和粉砂

( < 50 μm)为主，有机物含量 5%左右的沉积物 . 这
类沉积物在国内外分布广泛，一般出现在受过人为

污染的河流和湖泊
［25，26］，这说明了本研究的适用性

较广 .在研究不同沉积物时，如富营养化程度高的湖
泊中(沉积物有机质含量约 18% )则进行褪色步骤
是必要的

［6］，而在一些有机质含量低的深海则褪色

效果不一定明显，但由于有机质与粒径的关系复杂，

因此在做褪色效果与影响因素关系的研究时，需要

先对参数系数进行调整 .

3 结论

(1)本研究对 DAPI 荧光染色计数法的感潮河
段沉积物测量影响因素进行了分析，染色因素包括

三方面内容并给出相应的处理方法:首先是沉积物

的异质性，需通过适当的稀释和超声方法将沉积物

均质化;第二是 DAPI 染色效果，需确定最佳的
DAPI 染色剂的浓度和染色时间;第三是细菌和杂质
的含量，需根据其多少在传统的 DAPI 染色步骤的
基础上决定是否加入异丙醇褪色步骤 .
(2)对感潮河段沉积物稀释2 000倍，超声 10

min，DAPI 浓度为 10 μg·mL － 1，染色时间 30 min 以
上时可以得到最佳细菌计数数量 .有机质含量、褪色
前细菌数量和粒径组成都是 DAPI 荧光染色计数的
影响因素 .褪色比例受褪色前细菌数量影响最大;有
机质含量对褪色细菌比例的影响也比较大，这是因

为有机质一方面会影响细菌的分散，降低染色效果，

另一方面，有机物本身也会被 DAPI 误染色;土壤粒
径组成通过影响有机质的传输和团聚而间接影响褪

色比例 .将褪色比例与有机质含量、细菌数量及黏粒
比例进行回归分析，这一方法可以较迅速判断褪色

步骤是否必要，但由于沉积物具有高度异质性，在研

究不同沉积物时，可能需要对影响参数的数量和参

数值进行调整 .
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