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抗生素微生物检定法技术交流
王彦娥

（榆林市药品检验所 陕西榆林 719000）

摘要:目的 分析抗生素微生物检定法中相对应的影响因素及解决方法。方法 依据各类资料及文献，对于抗生素微生物检定进行数据统计分

析，并且对临床中的经验进一步进行整理总结。结果 依据不同研究文献进行数据分析，对于抗生素微生物检定方法应用管碟法的方式，也

就是琼脂扩散法，其具有灵敏度很高的特点，虽说步骤整体较繁琐，但只要严格的控制，都会较为接近正确。影响抗生素微生物检定的因

素较多，包括对于抑制圈的控制，抑菌圈边缘清晰度控制以及细茵生长情况等。 结论 检验人员一方面要熟练掌握微生物及化学知识，另

一方面需要熟悉抗生素的性质，才能将微生物检定运用充分，并且得出精确的检结果。
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抗生素微生物检定法是国际上通用的、经典的抗生素效价测定

方法。自 20 世纪 40年代建立至今，在各国药典中被普遍采用。虽

然伴随着HPLC等化学分析技术的发展，一些抗生素品种的效价测

定已被化学方法所取代，但由于以下原因，抗生素微生物检定法，

目前在全国药典中仍占有重要地位。

（1）微生物检定法可直观、特异地反映出抗生素药品的抗菌

活性。

（2）多组分抗生素由于不同活性组分生物活性的差异，化学

测定结果难以准确表征组分的组成、含量和生物活性间的关系。

（3）许多抗生素品种由于各种原因目前没有适当的化学分析

方法表征其活性，同时微生物法所需要的仪器设备简单，成本低。

所以抗生素微生物检定法目前在各国药典中仍占有重要地位，

且短期内化学分析法不可能取代微生物检定法。

抗生素微生物检定是利用抗生素在低微浓度下有选择地抑制

或杀死微生物的特点，以抗生素的抗菌活性为指标，来衡量抗生素

中的有效成分效力的方法。该方法是与临床要求相符，更能确定抗

生素的临床医疗价值。

目前《中国药典》中抗生素微生物检定法常用的方法有管碟法

和浊度法，管碟法为仲裁的方法所以在此主要阐述一下管碟法材

料、仪器及试剂的准备、基本要求注意事项及操作要点：

1.操作间：要求净化级别达到B级，安装紫外线杀菌灯，紫外

灯距离工作台面约 1.2 米，安装空调设备，能控制室温在 20-25℃

之间。

2.双碟：为硬质玻璃或塑料培养平皿，内径约 90mm，高

16-17mm，碟底厚度均匀一致。使用前应清洗干净后置 150-160℃

干热灭菌 2小时或者 121℃高压蒸汽灭菌 30 分钟。

3.陶瓦盖：内径约 103mm，外径 108mm，平坦，吸水性强，应

定期清洗、干燥。

4.牛津杯（小钢管）:内径（6.0±0.1）mm，外径（7.8±0.1）

mm,高（10.0±0.1）mm，光洁平坦,管壁应厚薄一致，重量差异不

超过±0.01g，每次使用后应置 1:1000 新洁尔灭溶液内浸泡 2 个小

时以上，进行灭菌后再进行洗涤，在 160-190℃干热灭菌 2小时备

用。

5.钢管放置器：有全自动和半自动之分，一般为四孔，要求钢

管下落时应垂直平稳、位置正确。应定期用 75%酒精擦拭。如果没

有钢管放置器，也可用干热灭菌过的镊子放置钢管。

6.恒温培养箱：有隔水式、电热式。要求温度控制在 35℃-37℃，

隔板要求水平，用于细菌培养。

7.抑菌圈测定仪：用于测定细菌所致抑菌圈直径。

8.生物安全柜：用于菌种的接种、传代和菌悬液的制备。生物

安全柜应放在洁净工作间或半无菌室内。

9.磷酸盐缓冲液：根据《中国药典》现行版标准或者各品种项

下要求的配方进行配制、分装、灭菌后备用。常用的缓冲液 pH值

有 6.0、7.0、7.8 等。缓冲液的 pH值对样品液的稳定性、细菌生长

速度和抑菌圈边缘清晰等有影响。

10.培养基：尽量购置质量稳定的干粉培养基（如：环凯、陆桥、

海博）。常用的培养基有Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ号等培养基，使用前

应按照使用说明书进行配制，注意调节培养基 pH值。

11.菌种：菌种应有中国食品药品检定研究院等国家法定的菌种

保藏中心提供，常用的菌种包括：

枯草芽孢杆菌 [CMCC（B）63 501]

短小芽孢杆菌 [CMCC（B）63 202]

藤黄微球菌 [CMCC（B）28 001]

金黄色葡萄球菌 [ATCC 29 213]等。

12.标准品:是指用于生物检定或效价测定的标准物质，一般以

效价单位表示，标准品应由国家法定的单位制备、标定和供应，一

般常用的标准品来源于中国食品药品检定研究院，标准品与供试品

溶液浓度的比值应控制在土 2%以内，以保证两者的浓度偏差在一

定的范围内。

一．试验前准备：

（1）供试品第一步一般应制成 500 或 1000 单位/毫升的溶液，

以后逐步稀释至供试浓度的溶液，每步稀释的量取量以不少于 2ml

为宜，稀释步骤应少于 3步。

（2）溶解:对于需用乙醇溶解的样品，由于溶解样品时所用乙

醇量较大，加灭菌水后溶液放热，因此需充分摇匀后加灭菌水至接

近容量瓶刻度，待冷至室温后再稀释至刻度。

（3）双碟的制备:铺双碟底层培养基时，培养基的温度不宜过

高，一般将融化后的培养基在室温冷至约 70°C 时加入双碟中为

宜，否则加双碟盖后，底层培养基上会出现冷凝水。当铺菌层培养

基时，由于冷凝水的局部冷却和稀释作用，可使菌层培养基凝固后

表面不平。菌层培养基定要铺均匀，这是决定抗生素效价测定的关

键。故要求铺菌层时一定要与铺底层时双碟的位置、方向相-致。

制备菌层时，培养基的温度不要过高，受热时间也不宜过长，特别

是对热敏感的试验菌更要注意。否则，可使试验菌部分或全部被杀

死，导致抑菌圈破裂或甚至无抑菌圈形成。因此，一定 要按规定

控制菌层培养基的温度。

（4）在制备菌层培养基时,将菌液加入菌层培养基后，立即充

分摇匀,但应避免产生气泡。 养基吸管中培养基量少极易冷却，加

在底层培养基上就不易均匀铺开，导致菌层厚度不均，影响到抑菌

圈的直径。因此可以事先把配制好的培养基分装在具塞试管内，每

管 5mL,湿热灭菌后放在 50°C 水浴锅内保温(水浴温度:细菌为

48-50°C，芽孢可至 60"C)。试验中，再分别加入菌液混匀，配制

成带菌琼脂。震荡混匀后继续保温 5min 使培养基温度回升，然后

直接倒在底层培养基上，转动双碟使培养基均匀铺开。 制备琼脂

培养基菌层时，培养基温度过高或者受热时间太长都会导致试验菌

死亡。当菌种为非芽孢杆菌的时候，现象尤为明显，甚至会出现无

菌生长。因此，培养基应放在 50°C水浴中保温。当加入试验菌种

混匀后，应尽快加注到底层培养基上。在试验的时候，如果从大瓶
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内用刻度吸管吸取带菌培养基，吸管中培养基量少极易冷却，加在

底层培养基上就不易均匀铺开，导致菌层厚度不均，影响到抑菌圈

的直径。

（5）培养：加液完毕后，用陶瓦盖覆盖，平稳地移入培养箱

中，至 35℃-37℃培养至所需的时间。

（6）高剂量抗生素溶液所形成的抑菌圈直径 20-24mm，个别

抗生素的抑菌圈可在 18-24 mm;高、低剂量所形成的抑菌圈之差最

好大于 2 mm,有些抗生素的差数可较小，高、低剂量之比一般用 2:1，

当高、低剂量所致的抑菌圈差别较小时，可用高低剂量之比为 4:1

的比率。

二．注意事项及操作要点：

（1）采用胶头滴管或者移液枪向钢管中加溶液。由于滴加先

后顺序及时间的不同，抗生素在培养基内扩散有差异，在滴加抗生

素溶液时采用 S2→T2→S1→S1(标准品高浓度、样品高浓度、标准品

低浓度、样品低浓度)的顺序滴加，以减少试验误差。滴加中若有溅

出，可用滤纸片轻轻吸去，不致造成破圈。在滴加中还有可能出现

抗生素溶液滴入小钢管后，没有与琼脂培养基菌层接触，有一段空

气被压在溶液与培养基之间，这样是不会产生抑菌圈的。此时可以

小心的用滴管吸出小钢管内的抗生素溶液，弃去。换滴管重新滴加。

抗生素溶液滴加后，液面应该与小钢管管口齐平，液面反光呈黑色。

(抗生素液体加入量不能按滴计算，即使同一滴管，每滴的量也有差

异。)如果抗生素溶液滴加过满，可以用无菌滤纸片小心吸去多余部

分。

（2）双碟在培养时，不要使双碟靠近培养箱热源较近处，以

免造成培养箱温度不均匀，使同一双碟上细菌生长速度不一致，造

成抑菌圈变小或抑菌圈不圆。

三：影响因素：

(一) 影响抑菌圈大小和清晰度的因素：

（1）抑菌圈的半径（大小）与最小抑菌浓度C，琼脂层厚度H,

抗生素在琼脂内扩散系数D，抗生素在小钢管中的量M，以及抗生

素的扩散时间 T有关：这些因素的改变，常会影响抑菌圈的大小和

清晰度。

（2）培养基的 pH值，对试验结果影响很大，使用时培养基的

pH值应调节到适合该品种试验的最佳范围。通常灭菌后的 pH值范

围为 7.8~8.0 或 6.5~6.6 对碱性抗生素而言，在偏碱性条件下它的抗

菌活力强，如氨基糖苷类的链霉素在 pH值 7.8 以上时活力强，抑

菌圈清晰，当抑菌圈偏小时，可考虑把培养基的 pH值适当调高至

8.0 或更高些。对酸性或两性抗生素，在酸性条件下它的抗菌作用

强，使用 pH值 6.5-6.6 培养基为合适。通常灭菌后 pH值会下降 0.2

左右，因此 pH值应略高 0.2-0.4。调节时要注意逐渐加碱，防止过

量，否则再加盐酸矫正，将会增加培养基的含盐量，从而降低培养

基的使用效果。

（3）抑菌圈质量的控制：抑菌圈的性状试验中，常有抑菌圈

破裂，不圆，甚至破圈的情况，其原因是多方面的:

a.在滴加抗生素溶液时，药液溅出、毛细滴管碰到钢管壁使抗

生素溶液漏出，出现不圆等;

b.双碟、钢管、钢管放置器内有残留抗生素污染:

c.试验菌菌龄过老，菌层培养基加菌液时培养基温度过高，将

检定菌烫死等;

d.稀释抗生素溶液所用缓冲液 pH值和盐浓度也可影响抑菌圈

的圆整。

（4）试验菌种:当试验菌种中含有对抗生素敏感度不同的两种

或两种以上的菌株时，由于各菌株的最低抑菌浓度不同，在形成抑

菌圈时可能出现双圈及边缘模糊不清，影响测量抑菌圈的准确度。

因此，应定期将试验菌种进行平板分离，经涂片镜检后，挑选典型

的单个菌落作为工作用菌种。陈旧的试验菌培养物也会使抑菌圈边

缘模糊，故试验时应用新鲜制备的试验菌液，传代最好不超过 5次，

以防止菌种老化变异.芽孢杆菌培养物用灭菌水洗下后，应在 65℃

加 30 分钟，使菌体的菌龄一致，用革兰氏染色，应有芽孢 85%以

上。

（二）无抑菌圈形成的原因：

大多由于抗生素污染所致。因此，在进行抗生素效价测定时，

要严防抗生素污染。防止的办法是将配置和稀释抗生素溶液所用的

容器与制备培养基所用的容器严格分开，切不可将抗生素溶液撒于

地面，以免抗生素附着在微小尘埃上随风飘落在双碟琼脂培养基

上，而造成抑菌圈破裂或无抑菌圈形成。在双碟培养基上放置小钢

管的距离要合适。当距离太小而抑菌圈又太大时，则相邻两个抑菌

圈之间的抗生素扩散区中抗生素的浓度增大，形成互相影响的卵圆

形或椭圆形抑菌圈。在滴加抗生素溶液至小钢管时，若毛细滴管口

不圆整或有小缺口，或管内有气泡，均可使抗生素溶液从管口溅出:

若加液太满，溶液会从小钢管口溢出:小钢管底部不平，溶液会从底

部漏出。以上原因均会造成抑菌圈不圆整或破裂成桃形。防止的办

法是滴管口要圆整，管口不能太细，管内不能有气泡，加液时滴管

口离钢管的距离不能太高，小钢管两端面要平。

（三）抑菌圈边缘清晰度的控制:

抑菌圈边缘清晰度是影响测定结果的重要因素之一一，导致抑

菌圈边缘不清晰的原因有多种:

a.在抑菌圈形成过程中抗生素的扩散系数紊乱、不均一一， 不

符合动力学公式中各项之间的关系或各扩散系统交叉所致。

b.如试验菌种放置时间过长，菌群中个体的生长周期不同，对

抗生素的敏感度不同，往往使抑菌圈形成双圈或多圈，使边缘模糊

不清。

c.培养基原材料的成分及质量、pH值、盐浓度及培养时间均可

影响抑菌圈边缘的清晰度。

d.多组分抗生素中，各组分抗菌活性的不同，扩散系数也不同，

其交叉作用影响抑菌圈边缘的清晰度。

总结： 抗生素微生物检定法虽然操作繁琐，需培养有经验的

操作人员，整个操作过程需时较长，影响因素多，可信限率高，误

差相对较大，但在各国药典中仍为不可缺少的部分。

通过仪器精度的提高、培养基质量达到标准化，则微生物检定

法的误差会大大降低。
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