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管碟法测定 +4546 效价
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（江南大学 生物工程学院，江苏 无锡 ".$%#7）

摘! 要：对管碟法测定 +4546 效价的条件进行了研究，考察了几个参数的影响，得出了 +4546 测定的

最佳条件：/% 88 培养皿中培养基加量为 .3 89，+:";<=$·.";"= 质量浓度 . > ? @9，菌悬液浓度

.%/ ABC ? 89，琼脂质量浓度 . > ? @9，培养基 D; 值 &* %，牛津杯中样品加液量 .%% !9* 在此条件下，

+4546 效价在 3 E .%% FC ? 89，其对数值与抑菌圈直径有较好的线性关系*
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! ! 乳链菌肽（+4546）是由乳酸乳球菌乳酸亚种产

生的一种多肽类细菌素，它可以抑制革兰氏阳性菌

的生长* +4546 是目前研究最多、应用较广的由乳酸

菌产生的惟一用于商业化生产的细菌素，已被世界

上 7% 多个国家和地区广泛应用于乳制品、罐头食

品、高蛋白食品的防腐保鲜，是一种高效无毒的天

然食品防腐剂［.，"］* 到目前为止，对 +4546 的检测方

法已有许多报道，概括起来，可分为液体检测法和

固体检测法* 液体检测法有生长延迟期法、比浊法、

试管稀释法等，这些方法虽能快速得到结果，但由

于其操作烦琐，条件不易控制，结果不够稳定，现在

已很少使用* 目前 +4546 活性的检测方法主要是固

体检测法，亦称琼脂扩散法* 扩散法按扩散形式不

同，可分为直线扩散法、点滴法、滤纸片法、杯碟法

和管碟法等，国内外测定 +4546 效价多采用杯碟法

或打孔法［# E &］，而管碟法是抗生素效价测定的国际

通用方法，也是各国药典规定的方法［1，/］，但该法本

身仍存在一定的局限性，如影响因素较多，试验结

果重现性较差等* 为此，作者以管碟法为基础，对影

响 +4546 效价测定的各种主要因素进行了分析，最
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终得出了 !"#"$ 测定的最佳条件%

!" 材料与方法

!# !" 实验材料

!% !% ! 指 示 菌 藤 黄 微 球 菌（ !" #$%&$’ &’((
)*+,*），由中国药品生物制品检定所提供%
!% !% $" 效价测定培养基" 组分（- . /0）：胰蛋白胨

*% 1，酵母膏 *% 2，葡萄糖 *% 2，!3(4 *% 2，!3+567, ·

)+5+7 *% +，琼脂 )% 2，吐温 +* 与水（体积比 )8 )）

的混合物 +% *% 95 :% 1，))2 ;灭菌 +* <"$%
!% !% %" 指示菌悬液" 取溶壁微球菌原菌接种于葡

萄糖肉汤琼脂斜面上，=* ;培养 +, >，用无菌生理

盐水洗下菌苔并稀释成浓度为 )*? @ )*1(AB . <0 的

菌悬液%
!% !% &" !"#"$ 标准溶液" 准确称取 2** <- !"#"$ 标

准品（)*:CB . -，美国 D"-<3 公司产品），溶于 2* <0
无菌的 *% *+ <E4 . 0 的盐酸稀溶液中，配成 )*, CB .
<0 的 !"#"$ 标准液备用% 使用时，以 无 菌 的*% *+
<E4 . 0 盐酸为稀释液，制备所需各种效价的 !"#"$ 标

准液%
!% !% ’" 实验器材" 牛津杯内径（:% * F *% )）<<，

外径（?% 1 F *% )）<<，高（)*% * F *% )）<<，抗生素

效价检 测 专 用 培 养 皿（ 内 径 G* <<，高 ): @ )?
<<），游标卡尺（量程 * @ )+2 <<，精度 *% *+ <<）%
!# $" 实验方法

!% $% !" 检测平板的制备

)）单层平板：检测培养基熔化并冷却至 2* ;
左右，加入 +H 的检测菌菌悬液，混匀，用吸管准确

量取 +* <0 该培养基，加入内径一致并预先水平放

置的培养皿内，制成 = @ , << 厚，凝固后备用%
+）双层平板：将检测培养基熔化并冷却至 22

;左右，倒入无菌平皿中约 +* <<，在碟底内均匀

摊布，放置在水平台上凝固，即为底层平板；另取检

测培养基适量，熔化后冷却至 ,1 @ 2* ;，加入制好

的菌悬液并迅速摇匀，在每个双碟中分别加入 2 <0
培养基，使其在底层上均匀摊布，作为菌层，置水平

台上冷却后待用%
!% $% $" 标准曲线的绘制" 参照文献［1，G］%
!% $% %" 测定结果的处理和评价" 以抑菌圈直径的

校正值为横坐标，!"#"$ 效价的对数为纵坐标，绘制

标准曲线% 标准曲线的斜率表示测量的偏差（ 估计

值与真实值的接近程度），其值越小，表示 !"#"$ 效

价的增加幅度一定时，抑菌圈直径的差异越大，意

味着检测时准确度较高% 标准曲线的 ( 轴截距则反

映出在最低 !"#"$ 效价下，各种情况的抑菌圈直径

的大小，即测定的灵敏度［,］%

$" 结果与讨论

$# !" 标准曲线范围的选择

准确称取 !"#"$ 标准品 2** <-，*% *+ <E4 . 0 5(4
溶解后于 2* <0 容量瓶定容，即成 )*, CB . <0 的母

液；然后再用 *% *+ <E4 . 0 5(4 依次稀释成 ) ***，

2**，+2*，)**，2*，+2，)*，2，+% 2，)% * CB . <0 的标准

溶液，结果见图 )%

图 !" 标准曲线范围的选择

()*# !" +,-)./ -0 1,/ 2.-3/ -0 21456476 .879/

I I 根据所测数据，!"#"$ 效价在 2 @ )** CB . <0 时，

抑菌圈直径变化幅度为 2% ): <<，在 )** @ ) ***
CB . <0 时，抑菌圈直径变化幅度为 +% 12 <<，结合

图 )，!"#"$ 效价在 2 @ )** CB . <0 时，其对数值与抑

菌圈直径有较好的线性关系，因此标准曲线范围可

选为 2 @ )** CB . <0%
$# $" 单双层平板的比较

$% $% !" 单层平板的比较" 取 , 套平板，均铺成单

层平板，每套平板中单个培养基的加量分别为 )*，

)2，+*，+2 <0，所得数据见图 +%

图 $" 单层平板的比较

()*# $" +-:347)2-5 -0 :-5-;4</72

I I 从图 + 可以看出，随着培养皿中检测培养基加

量的增加，检测的灵敏度逐渐降低，但其斜率变化

不大，加量为 )2 <0 时准确度较高%
$% $% $" 双层平板的比较" 变换各种不同的底层和
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菌层培养基的配比，依次制成双层 !" # $，%$ # $，%$
# %"，%" # %" &’（“ # ”号前后两个数字分别代表底

层和菌层培养基的加量）平板各一套，(" )培养 !*
+ 后测量各抑菌圈直径，所得标准曲线见图 (,

图 !" 双层平板的比较

#$%& !" ’()*+,$-(. (/ 0(123453+64,-

- - 从图 ( 中可以看出，各曲线斜率比较接近，即

对检测的准确度影响不大，但对同一菌层而言，较

小的底层培养基加量其灵敏度较高，这可能是由于

提高了指示菌的敏感性的缘故,
结合图 !，(，采用单层加量为 %$ &’ 或者双层

%$ # $ &’ 培养基都可以得到较好的结果，但考虑到

操作的方便性，采用单层加 %$ &’ 培养基,
7& !" 培养温度的影响

采用 ( 种不同的培养温度（!$，("，(. )），培养

!* + 后，在(" )和(. )培养的平板均出现较清晰的

抑菌圈，而在 !$ )培养的平板培养至 */ + 时，抑菌

圈边缘仍比较模糊，(" )和(. )的标准曲线见图*,

图 8" 温度的影响

#$%& 8" 9//4:; (/ :13;1,4 ;4)*,4;1,4

- - 由图 * 可以看出，(" ) 培养的斜率较小，! 轴

截距较大，所以选择 (" ) 作为检测的培养温度比

较合适,
7& 8" 检测培养基 *< 值的影响

用 % &01 2 ’ 的 341 和 5673 分别将检测培养基

83 值调至 $, "，$, $，9, "，9, $，., "，., $，/, "，每种

83 值均用一套检测平板，(" ) 培养 !* + 后，发现

83 值为 9, $，., "，., $ 时均出现了较为清晰的抑菌

圈，83 值 /, " 的平板培养至 (9 + 也出现了清晰的

抑菌圈，而 83 值为 $, "，$, $，9, " 的 ( 套平板培养

至 */ + 仍未观察到清晰的可测量的抑菌圈, 83 值

为9, $，., "，., $，/, " 的标准曲线见图 $,

图 =" 检测培养基 *< 值的影响

#$%& =" 9//4:; (/ )40$1) *<

- - 从图 $ 可以看出，83 值为 9, $，., " 和 ., $ 的 (
条曲线较为接近，都能得到比较满意的结果，但 83
值 ., " 的斜率最小，准确度最高，是最佳选择, 而

83 值 /, " 的曲线虽然 ! 轴截距较大，但斜率也最

大，准确度最低，需培养 (9 + 才可以测量,
7& =" 牛津杯加液量的比较

对于一般的抗生素测定来说，大多数情况下都

需要把牛津杯加满，但作者在实际测定中发现，若

加满牛津杯，培养 !* + 后牛津杯内仍有将近一半的

残留溶液, 鉴于此，作者考虑了牛津杯加液量（ 分

别为 !""，%""，$" !’）的影响，所得标准曲线见图

9,

图 >" 牛津杯加液量的影响

#$%& >" 9//4:; (/ 3(+0$.% ?1+.;$;6 $. @A/(,0 B3+;4

- - 由图 9 可见，牛津杯加液量越大，所形成的抑

菌圈直径就越大，这可能是由于加入的 5:;:< 量多

时，其在培养基中的扩散速度快，产生的抑菌圈就

大，因此，牛津杯加液量和抑菌圈大小成正比, 但从

斜率来看，%"" !’ 和 $" !’ 都比 !"" !’ 小，也就是

准确度都比 !"" !’ 要高，而加液量为 %"" !’ 灵敏

(*- 第 * 期 伊守亮等：管碟法测定 5:;:< 效价
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度较高，因此，牛津杯加液量为 !"" !# 比较合适$
!" #$ %&!’()*·+!’!) 质量浓度的影响

在实验中发现 "$ "% &’( ) # *+( 在检测培养基

上产生了较明显的抑菌圈，为了消除这种影响，根

据 ,’(- 等人的研究结果，作者采用改变检测培养

基中 ./%*012·!%*%1 的质量浓度的方法$
制备 3 套检测平板，每种含有一套不同质量浓

度的 ./%*012·!%*%1（质量浓度分别为 "，"$ %，"$
4，!，% 5 ) 6#），7" 8 培 养 %2 9 后，发 现 不 加 ./%
*012·!%*%1 的平板抑菌圈很大，也很模糊，不易

测量，而 ! 5 ) 6# 的 ./%*012·!%*%1 显示了较好的

缓冲效果，并基本消除了稀盐酸的影响$
从图 : 可以看出，! 5 ) 6# 的 ./%*012 ·!%*%1

的 标 准 曲 线 虽 然 准 确 度 比 "$ % 5 ) 6#
./%*012·!%*%1的稍低，而且灵敏度也略低，但因

为其有效地消除了稀盐酸所造成的假抑菌圈，作者

仍选择 ! 5 ) 6# ./%*012 ·!%*%1 作为检测培养基

的缓冲体系$

图 ,$ 磷酸氢二钠质量浓度的影响

-./" ,$ 011234 51 %&!’()*·+!’!) 35632647&4.568

!" ,$ 吐温 !9 质量浓度的影响

制备 2 套不同吐温质量浓度（"，"$ %4，"$ 4，!$ "
5 ) 6#）的检测平板，所得标准曲线见图 ;$

图 :$ 吐温 !9 质量浓度的影响

-./" :$ 011234 51 ;<226 !9 35632647&4.568

< < 从图 ; 可以看出，吐温 %" 质 量 浓 度 为 "$ 4

5 ) 6#和 ! 5 ) 6# 时，准确度均比不加吐温时高，但灵

敏度却比不加吐温时有所降低，这说明添加吐温 %"
可使测量的准确度有所提高，但对促进琼脂扩散并

没有太大的影响，反而会使测量的灵敏度降低$ 另

外，在预实验中发现继续增加吐温 %" 的质量浓度

对测量的准确度并没有太大的影响$
!" :$ 菌悬液浓度的影响

管碟法测定 .=>=? 效价时，控制检测平板中菌

悬液的浓度非常重要，过浓则抑菌作用不明显，过

低则菌体生长稀疏，抑菌圈不明显或者不规则，难

以准确测量$
取藤黄微球菌斜面一支，用适量无菌生理盐水

洗下全部菌苔，充分振荡后作为原液，并依次稀释

到 !" @!，!" @%，!" @7，!" @2 直至 !" @; 倍，然后利用平

板菌落计数法［!"］计数，同时以无菌生理盐水作为

空白，在 4"" ?& 波长下测定 1A 值（见表 !）$ 分别

取原液和 !" @!，!" @%，!" @7倍稀释液$ 作为菌悬液加

入到测定培养基中，培养 %2 9 后发现 !" @7 倍稀释

液平板上抑菌圈非常模糊，边缘不清晰，难以测量$
原液及 !" @!，!" @%倍稀释液的标准曲线见图 B$

表 +$ 检测菌悬液浓度的比较

;&=" + $ >5?@&7.856 51 4A2 8B8@268.56 35632647&4.568 51
!" #$%&$’

稀释倍数 菌液浓度 )（+CD ) &#） 1A4""

原液 !$ 22 E !"!" F !$ 4
!" @! !$ 22 E !"B "$ 23;
!" @% !$ 22 E !"; "$ "2%
!" @7 !$ 22 E !": "$ ""3
!" @2 !$ 22 E !"3 "

图 C$ 菌悬液浓度的影响

-./" C$ 011234 51 4A2 8B8@268.56 35632647&4.568

< < 从图 B 可以看出，原液、!" @!、!" @% 倍稀释液三

者的准确度比较接近，灵敏度依次增加，!" @! 倍稀

释度的菌悬液准确度最高，虽然其灵敏度稍低于

!" @%倍稀释度，但其产生的抑菌圈非常清晰，最容

易观察和测量$
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!" #$ 琼脂质量浓度的比较

制备 ! 套不同琼脂质量浓度（"# $$，"# %&，"#
&$，"# ’& ( ) *+）的检测平板，所得标准曲线见图 "$#

图 %&$ 琼脂质量浓度的比较

’()" %&$ *+,-./(0+1 +2 .)./ 3+13415/.5(+10

, , 从图 "$ 可以看出，不同的琼脂质量浓度的直

线斜率相近，这表明琼脂质量浓度对检测的准确度

没有大的影响# 但是，各个直线的 ! 轴截距却有很

大不同，"# $ ( ) *+ 的琼脂质量浓度灵敏度最大，这

可能是因为随着琼脂质量浓度的增加，培养基内

的

间隙减少，相对来说 -./.0 的扩散要慢些，致使最终

形成的抑菌圈较小# 另外，在预备实验中发现，过高

的琼脂质量浓度（% ( ) *+ 以上）冷却至 &$ 1以下倒

平板时，很快就会凝固，不便于制备菌层；而琼脂质

量浓度太低时（ 低于 " ( ) *+），培养基不容易凝固，

而且牛津杯由于重力的作用易陷于培养基内，增加

了 -./.0 扩散的困难，产生的抑菌圈亦不太规则#

6$ 结$ 论

管碟法测定抗生素效价是国内外通用的方法，

也是生物测定中最准确、最方便的方法，但该法本

身仍存在一定的局限性，如影响因素较多等# 作者

以管碟法为基础，对影响 -./.0 效价测定的各种主

要因素进行了分析，并最终得出了 -./.0 测定的最

佳条件：采用单层培养基加量 "& 2+，检测培养基中

-3%456!·"%4%6 质量浓度为 " ( ) *+，菌悬液浓度

"$7 89: ) 2+，不加吐温 %$，琼脂质量浓度 " ( ) *+，

培养基 ;4 ’# $，牛津杯加液量 "$$ !+ ，<$ 1 培养

%! =#
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