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前 言

《船舶压载水检测技术》团体标准由以下10个部分组成：
第1部分《船舶压载水检测技术 压载水取样》；
第2部分《船舶压载水检测技术 不小于50微米活性有机物检测》；
第3部分《船舶压载水检测技术 10～50微米活性有机物检测》；
第4部分《船舶压载水检测技术 生物毒性检测》；
第5部分《船舶压载水检测技术 细菌总数检测》；
第6部分《船舶压载水检测技术 大肠埃希氏菌检测》；
第7部分《船舶压载水检测技术 肠道球菌检测》；
第8部分《船舶压载水检测技术 霍乱弧菌检测》；
第9部分《船舶压载水检测技术 总残余氯检测》；
第10部分《船舶压载水检测技术  pH值检测》。
本标准根据GB/T 1.1-2009《标准化工作导则第1部分：标准的结构和编写》进行编制。
本部分为《船舶压载水检测技术》团体标准的第5部分。
本部分由中国太平洋学会东海环境分会提出。
本部分由中国太平洋学会归口。
本部分起草部门：国家海洋局东海环境监测中心、国家海洋局东海标准计量中心。
本部分主要起草人： 

船舶压载水检测技术

第4部分：细菌总数
1  范围

本标准规定了到港船舶压载水细菌总数样品的检测流程，包括样品采集、样品保存、检测方法、记录与计算等内容。

本标准适用于到港船舶淡水、海水压载水的细菌总数的检测和计算。
2  规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的，凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB 17378.7-2007 海洋监测规范 第7部分 近海污染生态调查和生物监测

GB/T 12763.6-2007海洋调查规范 第6部分 海洋生物调查

3  术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1

细菌总数（Total amount of bacteria）
本标准中的细菌总数，是指用荧光显微镜直接计数法能检测到的每毫升水样中的细菌总数。
4  细菌总数检测——荧光显微镜直接计数法
4.1  仪器和设备
检测细菌总数的荧光显微镜直接计数法应有下列仪器：

a) 荧光显微镜：有蓝光道；

b) 抽滤装置；

c) 材料为聚碳酸酯的黑色核孔滤膜：直径25 mm，孔径0.2 μm；
d) 移液器；

e) 一次性滤器：过滤精度为0.2 μm
f) 载玻片；
g) 盖玻片；
h) 无荧光镜油。 

4.2  试剂

检测细菌总数的荧光显微镜直接计数法检测应有下列试剂：

a) 37 %~40 %甲醛溶液；
b) 无菌冲洗水； 
c) DAPI染色液市售：-20 ℃避光保存。

4.3  检测方法

4.3.1  样品采集
样品采集步骤如下：

a) 使用锡箔纸包裹的棕色玻璃瓶采集50 ml水样；

b) 加质量浓度为2%的甲醛溶液2.5 ml，固定样品；

c) 采好的水样需盖紧瓶塞，瓶内要留下不少于25 mm高的空间，在检验前应摇荡混匀。

4.3.2  样品计数
4.3.2.1滤器装配
a) 使用经高压灭菌的蒸馏水清洗滤器；

b) 将黑色核孔滤膜光滑面朝上放在衬垫上，再装配好滤筒。 
4.3.2.2加样
a) 用移液器加入1 mL水样在滤筒内；

b) 把样品抽滤至滤膜湿润，并释放至真空。
4.3.2.3染色
a) 用移液器加入1 mL浓度为10 μg/cm3 的DAPI染色液，套上0.2 μm无菌滤器，沿滤筒壁加入；

b) 水样染色5 min～10 min后进行抽滤至干。
4.3.2.4制片
a) 在载玻片上加一滴无荧光镜油；

b) 将滤膜载菌一面朝上贴在载玻片上；

c) 在盖玻片上加一滴同样镜油，有镜油的一面应朝下盖紧滤膜，滤膜上下两面均不能有气泡，用指甲油密封盖片四周，
d) 制片在-20 ℃条件下应可保存2个月。
4.3.2.5计数
在荧光显微镜蓝光道、油镜条件下，随机取10个视野，记录具有细菌形态亮色的细菌数。不同测定日期测定时，应加测不加样品的空白对照，空白制片的每个视野不得出现1个以上细菌。
4.4  记录与计算
4.4.1样品含菌数按式（1）计算：
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.................（1）
式中：

BN——样品含菌数（cells/mL）；

Na——各视野平均菌数（cells）；

S——滤膜实际过滤面积（mm2）；

Sf——显微镜视野面积（mm2）；

V1——加入40 %甲醛占固定样品总体积的比例；

V2——过滤样品量（mL）。

4.4.2压载水细菌总数记录表（荧光显微镜计数法）见附录A。
4.5  样品保存

4.5.1  样品采集后在4℃避光保存不大于一周。

4.5.2  现场检测样品应填写采样记录或标签，并粘贴在采样容器上，注明相关信息如下：
c) 水样编号；
d) 采样者；
e) 日期；
f) 时间；
g) 船号。

4.5.3  现场检测样品应记录现场检测结果并保管。

4.6  注意事项 

4.6.1  检测应在室温环境中进行；
4.6.2  条件允许，可2～3名检测人员同时检测，减少影响结果。

附录A

(规范性附录)

压载水细菌总数检测结果记录

A.1  压载水细菌总数记录表（荧光显微镜计数法）见表A.1。

表A.1   压载水细菌总数记录表（荧光显微镜计数法）
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	样品号
	船名 
	采样时间
	检测时间
	加样量mL
	稀释度
	各视野细菌数
	平均数
	细菌数cells/mL
	备注

	　
	　
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

　
	　

　

	
	
	
	
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	
	
	

	　
	　
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

　
	　

　

	
	
	
	
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	
	
	

	　
	　
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

　
	　

　

	
	
	
	
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	
	
	

	　
	　
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

　
	　

　

	
	
	
	
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	
	
	

	　
	　
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

　
	　

　

	
	
	
	
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	
	
	

	　
	　
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

　
	　

　

	
	
	
	
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	
	
	

	　
	　
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

　
	　

　

	
	
	
	
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	
	
	

	　
	　
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

　
	　

　

	
	
	
	
	
	
	　
	　
	　
	　
	　
	
	
	


                                                   检测者         校对者         审核者         
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