
1 
 

 

Cell-Check™ Viability/Cytotoxicity Kit for Bacteria Cells 

——细胞活性和细胞毒性检测试剂盒 

 
产品货号 包装规格 

A018 1000次（荧光显微镜分析）； 200次（流式细胞仪分析） 
 

 

储存条件：-20℃，避光保存。 

 
激发/发射波长（nm）： SYTO 9 dye: 480/500, 结合到DNA中。   
                       Propidium iodide: 528/617, 结合到DNA中。 
 
 
 

 

产品说明书 

 
 
安迪福诺生物科技（武汉）有限公司 

ABP Biosciences Inc 

武汉市东湖新技术开发区高新大道666 号 

光谷生物城生物创新园C2-4栋5楼 

电话： 400-0667-718 
邮箱： info@abpbio.com 
网址： www.abpbio.com (英文) 

 www.abpbio.com.cn（中文） 
 
 
© 2020  ABP Biosciences, Inc. 
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Cell-Check™ Viability/Cytotoxicity Kit for Bacteria Cells 
产品货号: A018 

 
组份 试剂名称 包装 储存条件 有效期 
组份A SYTO 9 dye 300 µl, 3.34 mM -20 ℃ 

1年 
组份B Propidium Iodide 300 µl, 20 mM -20 ℃ 

产品介绍 

本试剂盒采用两种荧光探针：SYTO 9 dye和Propidium iodide，分别用来识别活

细胞和死细胞。SYTO 9 dye 是一种检测活细胞和死细胞的绿色荧光染料，

Propidium iodide是一种检测死细胞的红色荧光染料。将这两种荧光染料以一定

的比例混合，用于染色细胞群体，可以看到具有完整细胞膜的细菌细胞群发出绿

色荧光信号，细胞膜受损的细菌群体发出红色荧光信号，可用于流式细胞仪、荧

光显微镜或微孔板等其他荧光检测系统。本试剂盒的检测原理简单，应用于大多

数的细菌细胞。 

实验步骤 

本实验步骤操作指南给科研工作者在研究细菌活性实验方面提供了一个实验案

例。以下操作指南适用于革兰氏阳性、革兰氏阴性细菌。 

准备实验对照组（活、死细菌悬液） 

注意：在进行细菌染色之前，小心移除细菌生长培养基，我们不推荐使用磷酸盐

缓冲液，因为这种缓冲液可能会影响到细菌的染色效果。 
1.1 收集4 ml生长到对数期的细菌培养液。 
1.2 分别取1 ml细菌培养液加到两只EP离心管中，10,000 × g离心10~15分钟。 
1.3 小心移除上清，分别使用0.3 ml 0.85% NaCl和1 ml 0.85% NaCl溶液重悬细

菌沉淀。 
1.4 加入0.7 ml异丙醇到0.3 ml 0.85% NaCl细菌悬液的离心管中，混合均匀（异

丙醇的终浓度为70%），此步骤用于制备死细菌实验对照组。 
1.5 将以上两组细菌样本置于室温环境，孵育1小时，每隔15分钟轻柔混匀一次。 
1.6 10,000 × g离心10~15分钟，弃上清，留细菌沉淀。 
1.7 分别使用1 ml 0.85% NaCl溶液重悬细菌沉淀。 
1.8 在670 nm（OD670）波长下检测细菌光吸收密度值。 
1.9 将制备的活细菌和死细菌悬液稀释到合适的浓度，用于以下染色实验中。 

一、荧光显微镜分析 

注意：本实验操作步骤提供 SYTO 9 dye 标记活细胞，Propidium iodide标记死

细胞，为了获得最佳的标记效果，建议根据不同的细胞类型，优化染色液的工作

浓度。通常在获得较好的荧光信号的情况下优先选择最低的荧光染色液浓度。以

下的实验步骤操作指南已经使用大肠杆菌活细菌、死细菌进行优化。 



3 
 

2.1 制备 100×染色混合液。在 1 只离心管中混合 1.5 μl SYTO 9 dye 储存液和

1.5 μl Propidium iodide 储存液，加入 7 μl 0.85% NaCl 溶液，混合均匀。 
2.2 分别准备 100 μl 活细菌和死细菌悬液，加入 1 μl 100×染色混合液，混合

均匀。 
2.3 室温孵育 15 分钟，注意避光。 
2.4 分别吸取 5 μl 细菌染色悬浮液到一个干净的载玻片上。 
2.5 选取合适的滤光片，在荧光显微镜下进行观察。 
 
滤光片的选取 

SYTO 9 dye 和Propidium iodide这两种荧光染料可以使用长波通滤光片同时进

行观察，也可以使用不同的滤光片分别进行观察。SYTO 9 dye可选用FITC滤光

片进行观察，PI可选用PI或者Texas Red滤光片进行观察。SYTO 9 dye 和PI 可
选用的常用滤光片见表1。 

表1 SYTO 9 dye 和Propidium iodide适用的常用滤光片 
Omega滤光器 Chroma滤光器 备注 
XF25, XF26, XF115 11001, 41012, 71010 长波通滤光片同时观察SYTO 9 dye 

和 PI 
XF22, XF23 31001, 41001 SYTO 9 dye 滤光片 
XF32, XF43, XF102, 
XF108 

31002, 31004, 41002, 
41004 

PI 滤光片 

 
二、微孔板分析 

3.1 收集大肠杆菌或金黄色葡萄球菌细菌悬液，调整大肠杆菌菌液浓度约为 2×
108 cells/ml（OD670约为 0.06），金黄色葡萄球菌菌液浓度约为 2×107 cells/ml
（OD670约为 0.30）。使用荧光微孔板进行分析时，金黄色葡萄球菌菌液浓度

应少于大肠杆菌菌液浓度的 1/10。 
3.2 按照表 2，制备 5 个大肠杆菌或金黄色葡萄球菌的活细菌、死细菌不同浓度

比例的菌液混合液，每管菌液样本为 2 ml。 
 
表 2：活、死细菌混合液配比推荐表格 

活、死细菌比例 活细菌悬液体积（ml） 死细菌悬液体积（ml） 

0:100 0 2.0 

10:90 0.2 1.8 

50:50 1.0 1.0 

90:10 1.8 0.2 

100:0 2.0 0 

 
3.3 制备细菌染色液：在 1 只离心管中混合 6 μl SYTO 9 dye 储存液（组份 A）
和 6 μl Propidium iodide 储存液（组份 B）。 
3.4 制备 2×细菌染色液：取 12 μl 上述细菌染色液（步骤 3 中），加入 2 ml
去离子水中，混合均匀。 
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3.5 分别取 100 μl各个浓度的细菌混合液，到 96 孔微孔板中。建议每个细菌样

本做三次重复。 
3.6 使用新的移液枪头分别吸取 100 μl 2×细菌染色液到每个细菌样本反应孔

中，使用移液器吹打混匀数次。 
3.7 室温孵育 15 分钟，注意避光。 
3.8 在激发波长为 480 nm，发射波长为 510 nm 的滤光片下，检测微孔板每孔

的绿色光荧光值。 
3.9 在激发波长为 480 nm，发射波长为 630 nm 的滤光片下，检测微孔板每孔

的红色光荧光值。 
3.10 通过计算绿色荧光值与红色荧光值的比值来进行数据分析。 

RatioG/R=Fcell,em1/Fcell,em2 
3.11绘制 RatioG/R与大肠杆菌悬液中活细胞的百分比。 

 
三、流式细胞仪分析 

4.1 收集大肠杆菌细菌悬液，调整细菌浓度约为 1×108 cells/ml（OD670约为

0.03），根据实验需要使用去离子水将细菌悬液进行 1：100稀释，终浓度约为

1×106 cells/ml. 
4.2 按照表 3，制备 11 个活细菌、死细菌不同浓度比例的菌液混合液，每管菌

液样本为 1 ml。 
4.3 制备细菌染色液：在 1 只离心管中混合 20 μl SYTO 9 dye 储存液（组份 A）
和 20 μl Propidium iodide 储存液（组份 B）。上述制备的菌液样本中分别加入 3 
μl 细菌染色液，使用移液器吹打混匀数次。 
注意：建议准备额外的细菌样本，用于单独 SYTO 9 dye 储存液（组份 A）和单

独 Propidium iodide 储存液（组份 B）的染色。 

4.4 室温孵育 15 分钟，注意避光。 
4.5 使用合适的激发波长，在流式细胞仪下进行分析。 
 
表 3：活、死细菌混合液配比推荐表 

活、死细菌比例 活细菌悬液体积（ml） 死细菌悬液体积（ml） 

0:100 0 1.0 

10:90 0.1 0.9 

y = 0.013x + 0.2754
R² = 0.9921
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Percent live bacteria

Analysis of relative viability of E. coli suspensions 
in a fluorescence microplate reader. Samples of E. 
coli were prepared and stained as outlined in the 
text. The integrated intensities of the green (530 ± 
12.5 nm) and red (620 ± 20 nm) emission of 
suspensions excited at 485 ± 10 nm were 
acquired, and the green/red fluorescence ratios 
(RatioG/R ) were calculated for each proportion of 
live/dead E. coli. Each point represents the mean 
of three measurements. The line is a least-squares 
fit of the relationship between % live bacteria (x) 
and RatioG/R (y). 
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20:80 0.2 0.8 

30:70 0.3 0.7 

40:60 0.4 0.6 

50:50 0.5 0.5 

60:40 0.6 0.4 

70:30 0.7 0.3 

80:20 0.8 0.2 

90:10 0.9 0.1 

100:0 1.0 0 

 
  

 


