
 
血球计数板的使用及问题讨论 

测定细胞数目的方法有显微镜直接计数法、平板菌落计数法、光电比浊法等，教材采用的是较为简

便、快速、直观的显微镜直接计数法。因此，学会使用血球计数板进行准确计数，是该实验成功与否的

关键。 

虽然不同版本的教材推荐使用的血球计数板的规格不同，人教版建议使用 2mm×2mm×0.1mm 方格，

苏教版推荐使用 1mm×1mm×0.1mm 方格，但是血球计数板的使用原理和方法是相同的。笔者通过近年

来对该实验的摸索，对血球计数板的使用和命题方面存在的一些问题进行了分析总结。 

一、血球计数板的使用原理 

显微镜直接计数法是将小量待测样品的悬浮液置于一种特别的具有确定面积和容积的载玻片上（又

称计菌器），于显微镜下直接计数，然后推算出含菌数的一种方法。血球计数板是常用的计菌器之一。 

血球计数板是一种专门用于计算较大单细胞微生物的一种仪器，由一块比普通载玻片厚的特制玻片

制成的玻片中有四条下凹的槽，构成三个平台。中间的平台较宽，其中间又被一短横槽隔为两半，每半

边上面刻有一个方格网。方格网上刻有 9 个大方格，其中只有中间的一个大方格为计数室。这一大方格

的长和宽各为 1mm，深度为 0.1mm，其容积为 0.1mm3，即 1mm×1mm×0.1mm方格的计数板；大方格的

长和宽各 2mm，深度为 0.1mm，其容积为 0.4mm3，即 2mm×2mm×0.1mm方格的计数板。在血球计数板

上，刻有一些符号和数字(见图一)，其含义是：XB-K-25 为计数板的型号和规格，表示此计数板分 25 个

中格；0.1mm为盖上盖玻片后计数室的高；1/400mm2表示计数室面积是 1mm2
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，分 400 个小格，每小格

面积是 1/400 mm2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

计数室通常也有两种规格：一种是 16×25 型，即大方格内分为 16 中格，每一中格又分为 25 小格；

另一种是 25×16 型，即大方格内分为 25 中格，每一中格又分为 16 小格。但是不管计数室是哪一种构造，

它们都有一个共同的特点，即每一大方格都是由 16×25=25×16=400 个小方格组成。 

1．16×25 型的计数板  将计数室放大，可见它含 16 中格，一般取四角：1、4、13、16 四个中方格

（100 个小方格）计数（见图二）。将每一中格放大，可见 25 个小格。计数重复 3 次，取其平均值。计

数完毕后，依下列公式计算： 

酵母细胞个数／1mL=100 个小方格细胞总数/ 100 ×400×10000×稀释倍数 
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2．25×16 型的计数板  中央大方格以双线等分成 25 个中方格，每个中方格又分成 16 个小方格，

供细胞计数用（见图三）。一般计数四个角和中央的五个中方格（80 个小方格）的细胞数。计数重复 3

次，取其平均值。计数完毕后，依下列公式计算： 

酵母细胞个数／1mL＝80 个小方格细胞总数/ 80 ×400×10000×稀释倍数 

 

 

 

 

 

 

 

c                                 d 

血球计数板的构造（三）（25×16） 

a．顶面观  b．侧面观  c．放大后的网格  d．放大后的计数室 

 

二、血球计数板的使用方法步骤 

使用血球计数板计数时，按照如下的实验步骤进行： 

1．镜检计数室。在加样前，先对计数板的计数室进行镜检。若有污物，则需清洗，吹干后才能进

行计数； 

2．加样品。将清洁干燥的血球计数板的计数室上加盖专用的盖玻片，用吸管吸取稀释后的酵母菌

悬液，滴于盖玻片边缘，让培养液自行缓缓渗入，一次性充满计数室，防止产生气泡，充入细胞悬液的

量以不超过计数室台面与盖玻片之间的矩形边缘为宜。多余培养液可用滤纸吸去； 

3．计数。稍待片刻（约 5min），待酵母菌细胞全部沉降到计数室底部后，将计数板放在载物台的中

央，先在低倍镜下找到计数室所在位置后，再转换高倍镜观察、计数并记录。 

 

三、血球计数板的使用注意事项 

每天采用抽样检测法使用血球计数板对酵母菌进行计数，在计数时应从以下几方面注意。 

1．每天同一时间，各组取出本组的试管，用血球计数板计数酵母菌个数，并作记录，连续观察 7

天。 

2．从试管中吸出培养液进行计数之前，要将试管轻轻震荡几下，这样使酵母菌分布均匀，防止酵

母凝聚沉淀，提高计数的代表性和准确性，求得的培养液中的酵母菌数量误差小。 
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3．如果一个小方格内酵母菌过多，难以数清，应当对培养液进行稀释以便于酵母菌的计数。具体

方法是：摇匀试管，取 1mL 酵母菌培养液，加入成倍的无菌水稀释，稀释 n 倍后，再用血球计数板计

数，所得数值乘以稀释倍数。以每小方格内含有 4—5 个酵母细胞为宜。特别是在培养后期的样液需要

稀释后计数。 

4．活酵母有芽殖现象，若芽体达到母细胞大小的一半时，即可作为两个菌体计数，若芽体小于母

细胞一半时为 1 个酵母细胞。 

5．对于压在方格界线上的酵母菌应当计数同侧相邻两边上的菌体数，一般可采取“数上线不数下线，

数左线不数右线”的原则处理，另两边不计数。计数时，如果使用 16 格×25 格规格的计数室，要按对角

线位，取左上、右上、左下、右下 4 个中格(即 100 个小格)的酵母菌数；如果规格为 25 格×16 格的计数

板，除了取其 4 个对角方位外，还需再数中央的一个中格(即 80 个小方格)的酵母菌数。 

6．计数一个样品要从两个计数室中计得的平均数值来计算，对每个样品可计数三次，再取其平均值。

计数时应不时调节焦距，才能观察到不同深度的菌体。按公式计算每 1ml（或 10mL）菌液中所含的酵母

菌个数。 

7．血球计数板的清洁 

血球计数板使用后，用自来水冲洗，切勿用硬物洗刷，洗后自行晾干或用吹风机吹干，或用 95%的

乙醇、无水乙醇、丙酮等有机溶剂脱水使其干燥。通过镜检观察每小格内是否残留菌体或其他沉淀物。

若不干净，则必须重复清洗直到干净为止。 

四.细胞计数要点：  

1.进行细胞计数时，要求悬液中细胞数目不低于 104 个/ml，如果细胞数目很少要进行离心再悬浮于少量

培养液中； 

2.要求细胞悬液中的细胞分散良好，否则影响计数准确性。 

3.取样计数前，应充分混匀细胞悬液，尤其时多次取样计数时更要注意每次取样都要混匀，以求计数准

确； 

4. 数细胞的原则是只数完整的细胞，若细胞聚集成团时，只按照一个细胞计算。如果细胞压在格线上时，

则只计上线，不计下线，只计右线，不计左线。 

5. 操作时，注意盖片下不能有气泡，也不能让悬液流入旁边槽中，否则要重新计数。 

五.初学者易犯的错误：  

1. 计数前未将待测悬液吹打均匀。  

2. 滴入细胞悬液时盖玻片下出现气泡。  

3. 滴入悬液时的量太多，至使细胞悬液流入旁边的槽中。  

六.本实验特殊试剂的配制：  

4％台盼蓝母液：称取 4 克台盼蓝，加入少量蒸馏水研磨，加双蒸水至 100 毫升，用滤纸过滤，4℃保存。 

使用液：使用时，用 PBS 稀释母液至 0.4％即可。 


