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管碟法测定抗生素效价方法的优化研究
!

雷! 波

（重庆师范大学 生命科学学院，重庆 C###CD）

摘! 要：以实验室发酵的抗生素、杆菌肽为测试品，通过用管碟法测定其效价，从而得到管碟法测定抗生素效价的较

优化的一般方法。研究结果表明，上层培养基 8 源的成分以骨蛋白胨、鱼蛋白胨、胰酪蛋白胨较好，培养基的厚度影

响显著；其次是指示菌的浓度和上层培养基的酸碱度对测定结果影响较大。
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! ! 测定抗生素效价的国际常用方法是管碟法，是

利用抗生素在特定实验菌的琼脂培养基内的扩散作

用，形成一定浓度的含抗生素的球型区，抑制了试验

菌的繁殖而呈现出透明的抑菌圈，将已知效价的标

准溶液和未知效价的供试样品溶液在相同条件下进

行培养，比较两者的抑菌圈的大小，利用各种不同的

计算原理，就可以准确地测定出供试样品的效价。

但是在使用标准样品比较时，由于各种因素的影响

使得抑菌圈在相同剂量下偏小，不规则，且对低剂量

的效价难于测定，使效价测定的误差更大。为此，本

实验通过对影响测定抑菌圈大小的各种因素进行比

较试验及分析，得出杆菌肽效价测定的最佳条件。

H! 材料与方法

H) H! 材料

H) H) H! 指示菌及发酵菌菌种来源! 指示菌金黄色

葡萄球菌 &’()*+,%-%--./ (.01./，发酵试验菌地衣芽

孢杆菌 $2 ,3-*1435%063/ 均由重庆师范大学应用微生

物研究所提供。

H) H) "! 培养基成分! $固体培养基。下层培养基：

牛肉膏 * 5、蛋白胨 H# 5、氯化钠 J 5、琼脂 "# 5、T"U
H ### 9K、(TD) "、H"HV灭菌 *# 97/。上层培养基：

牛肉膏 * 5、蛋白胨 H# 5、氯化钠 J 5、琼脂 I 5、T"U
H### 9K、(TD) "、H"HV灭菌 *# 97/。%蛋白胨水培

养基 。牛肉膏 * 5、蛋白胨 H# 5、氯化钠 J 5、琼脂 "#
5、T"U H ### 9K、(TD) J。

H) H) *! 杆菌肽标准品! 美国 &7590FG1A.7?4 有限公

司购得。

H) H) C ! 设备 ! 离心机（ 湘仪），电子天平 +GFLG%
（LGH##CG），多 功 能 微 生 物 自 动 测 量 仪（ WXF
*##YB），高压灭菌锅，酸度计 (T&F"3，培养皿，牛津

杯，振荡培养箱，生化培养箱 T&ZFHJ##，细菌过滤
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器，!"#$%%$ 取液器（北京青云）。

&’ () 方法

&’ (’ &) 杆菌肽的制备) 将地衣芽孢杆菌接种于装

有 &** +, 豆芽汁培养液中振荡培养，-./ 发酵 01
2［&］，离心后用细菌过滤器除菌即得杆菌肽发酵液。

&’ (’ () 指示菌的活化与菌悬液的制备) 将葡萄球

菌接种于牛肉膏蛋白胨上，活化培养 (0 2 后用 3 +,
无菌水将菌苔洗入到 43 +, 带玻璃珠的无菌水中，

把指示菌制成 &*5、&*.、&*1、&*4、&*&* 678 9 +, 不同浓

度的菌悬液。

&’ (’ -) 抑菌圈的测定［-］) 采用不同上下层培养基

的厚度，加入同一发酵液测定抑菌圈的大小；同时采

用不同 #: 的上层培养基，加入同一发酵液测定抑

菌圈的大小；再采用不同浓度的指示菌，加入同一发

酵液测定抑菌圈的大小。

() 结果与讨论

(’ &) 培养基的厚度对抑菌圈的影响

下层 (* +, 不变，上层分别取 3、.’ 3、&*、&(’ 3、

&3 +, 与下层 &* +, 不变，上层分别取 3、.’ 3 、&*、

&(’ 3、&3 +, 两种处理进行比较，其结果如图 &。

上层培养基（厚度）9 +,

图 &) 养基厚度对抑菌圈的影响

从图 & 可看出两种条件下都是上层量越少抑菌

圈越大，上层量为 3 +, 的与 &* +, 后的差异显著。

说明杆菌肽在牛津杯中的球形扩散过程中，上层培

养基越薄，越有利于杆菌肽的横向扩散，以及培养基

越薄，指示菌数相对更少一些，故而抑菌圈大。由于

上层量为 3 +, 不容易铺满上层，并且冷却快，未铺

平就凝固了，所以在添加上下层时最好将环境温度

升高一些。所以可以根据情况，在不需要低计量效

价测定时可选用上层 .’ 3 +, 到 &* +,。需要低计

量效价测定时选用上层 3 +,。同时，下层为 &* +,
的普遍比下层 (* +, 效果好。考虑到节省材料和更

好效果，下层的量 &* +, 较好，既可起到支撑作用，

又可节省药品。

(’ () 上层培养基 #: 对抑菌圈的影响

分别配制 0 种 #: 为 5’ 3，.’ *，.’ 3，1’ *0 的上层

培养基，进行抑菌圈的大小测定试验，结果如图 (。

上层培养基的 #:

图 () 上层培养基的 #: 对抑菌圈的影响

从图 ( 可知，当上层培养基 #: 为 .’ * 时，抑菌

圈的直径最大，并与 #:5’ 3，#:.’ 3，#:1’ * 差异显

著。说明上层培养基的 #: 对抑菌圈的直径有影

响。这可能与该菌最适 #: 和杆菌肽的稳定性有

关，因为该菌的生长条件中，最适生长的是 #:.’ 0。

当 #:.’ * 时，既避开了该菌的最适生长 #: 值，此时

的酸碱度又对杆菌肽的稳定性影响最小。

(’ -) 不同蛋白胨的影响

通过实验表明，下层培养基对测定结果的影响

较小，上层培养基对测定结果的影响较大，上层培养

基的蛋白胨分别用骨蛋白胨、鱼蛋白胨、胰酪蛋白

胨、大豆蛋白胨、肉蛋白胨配牛肉膏蛋白胨培养基，

结果如图 -。

图 -) 不同蛋白胨的影响

从图 - 可知，骨蛋白胨、鱼蛋白胨，胰酪蛋白

胨，抑菌圈较大，且差异不大；大豆蛋白胨、肉蛋白

胨效果较差。说明不同上层蛋白胨培养基，对管碟

法抑菌圈的大小有影响，从而影响效价的测定。

(’ 0) 实验指示菌浓度对抑菌圈的影响

本研究采用金黄色葡萄球菌作指示菌，把菌悬

液分别稀释为 &*5（ 抑菌圈不明显），&*.，&*1，&*4，

&*&* 678 9 +, 不同浓度的菌悬液，然后按照 & +, 9 ;,
分别加入到 &** +, 上层培养基中，实验结果如图 0。

从图 0 可知，指示菌浓度的影响对抑菌圈的大

小影响非常显著，浓度越高抑菌圈越小，当菌悬液稀

释到 &*<(和 &*<-时抑菌圈直径较大，都与 &*<& 的差异

显著，与原液差异极显著。但由于菌数 &*<- 太少，有

的边缘已不太明显，并且它与稀释到 &*<( 的抑菌圈
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直径差异不明显，因此稀释到 !"#$ 时（此浓度的菌悬

液用平板活菌计数法计数得 !"% &’( ) *+），所得的抑

菌圈效果最好。这可能是由于指示菌浓度过大，菌

数太多，直接影响抑菌作用；而被抑制的菌数太少，

抑菌圈边缘就不整齐，甚至显示不出来。

指标菌稀释浓度 )（&’(·*+ ,!）

图 -. 指示菌浓度的影响

/. 结论

综上所述，管碟法测定中，培养基的厚度，酸碱

度及指示菌浓度，以及不同的蛋白胨对抑菌圈的大

小都有显著影响。其最佳条件是：上层培养基的蛋

白胨以骨蛋白胨、鱼蛋白胨，胰酪蛋白胨较好，培养

基厚度为下层 !" *+，对于微量杆菌肽的测定，上层

培养 基 用 0 *+ 的 薄 层 法 最 好；上 层 培 养 基 为

1234 "；指示菌浓度为 !"% &’( ) *+。在上述条件下，

发酵液抑菌圈的平均直径最大为 $4 $5 &*。
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