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摘要 本文就抗生素效价测定中影响实验结果的因素, 如培养基的质量、试验用菌、培养温度及时

间、测量误差和标准品等,根据文献报道作一分析,提供同仁们参考。
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抗生素含量测定的主要方法是微生物检定

法,各国药典均有收载。中国药典 1995年版用

微生物检定法收载品种 23种、65个剂型, 其质

量的优劣直接关系到使用者的安全和有效。微

生物检定法的优点是其检定原理与临床医疗要

求基本一致, 可以直接表示抗生素对微生物的

作用并通过生物检定统计分析, 使实验结果更

趋于准确。但由于检定操作中影响实验结果的

因素较多
[ 1]

,为了减少实验误差、保证实验结果

的准确性和可靠性, 现结合几年来的实践,就培

养基的质量、试验用菌、培养温度及时间、测量

误差和标准品等主要影响因素进行分析, 报告

如下:

1 培养基的影响

1 1 培养基质量 在微生物检定法中培养基

质量占很重要的地位,它不仅影响细菌的生长,

使抗生素的最低抑菌浓度发生变化,还能影响

抗生素的扩散系数和时间,如此就会影响抑菌

圈直径的大小与边缘的清晰度和实验结果的准

确性。培养基成分中以胨和琼脂影响最大。因

此,对培养基原材料必须预先试验,挑选统一的

品牌使用。

1 2 培养基酸碱度 在抗生素微生物检定中

常用固体成品培养基。实验表明, 成品培养基

pH值往往偏低,直接影响细菌生长速度及抗生

素在琼脂培养基内的扩散。因此, 在配制成品

培养基时, pH 值最好调整到细菌最适宜的浓

度,同时, 培养基生产厂在成品培养基出厂前应

做各项试验检查。另据文献报导[ 2~ 5] , 一些抗

生素,特别是氨基糖苷类抗生素可通过增加培

养基的 pH 值来提高测定结果的准确性。如磷

霉素的微生物检定法采用 pH 值9 0的培养基,

在不改变其它检定条件下, 检定结果符合微生

物检定的要求,并优于现行标准检定的结果,且

抑菌圈边缘更清晰、圆整, 直径大小适宜,高低

剂量直径之差较大,从而提高了试验的准确性。

2 试验用菌的影响

2 1 菌种纯化 合理选择实验用菌种, 是建立

微生物生物检定法的关键, 它应具备显示临床

特点,对抗生素主要成分敏感、灵敏、稳定,抑菌

圈清晰,易于培养和保存等特性。当菌种老化、

衰退或污染其它杂菌时, 可出现抑菌圈边缘不

清晰, 此时需要挑选典型性状的单个菌落进行

分离纯化培养。为保持菌种的新鲜, 每隔 2~

3wk应传代1次。不经常用的菌种接种于半固

体培养基内或冻干保存。

2 2 菌龄 试验菌的菌龄对抑菌圈边缘清晰

度有一定影响。笔者对当天菌、15d菌、1mo 菌、

5mo菌液分别进行试验,结果: 当天菌抑菌圈最

清晰, 15d菌也清晰, 30d菌尚清淅, 5mo 菌不清

晰。菌液洗下后,贮存于灭菌注射用水中使用,

以最多不超过3mo使用最为适宜。使用中如发

现抑菌圈边缘不圆整,用 65 加热清除菌体可

得满意结果。

2 3 菌层培养基温度 培养基温度过高可使

部分试验菌被杀死, 导致抑菌圈破裂。一般菌

层培养基的温度应控制在杆菌 65~ 70 ,球菌

48~ 50 ,霉菌不超过 48 为宜。

3 缓冲液 pH的影响

缓冲液的 pH值浓度是控制抑菌圈大小和
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清晰度的重要条件之一。一般来说, 碱性抗生

素在偏碱性的缓冲液条件下抗菌活性较强, 酸

性抗生素在偏酸性条件下抗菌活性较强[ 6]。氨

基糖苷类及大环内酯类等碱性抗生素选用偏碱

性的缓冲液, pH 值 8 0~ 8 2所致抗菌活性强,

抑菌圈大而清晰。如庆大霉素的微生物检定,

高剂量的抑菌圈直径往往达不到 18~ 24mm 的

要求,同时高低剂量抑菌圈直径相差较小,且抑

菌圈边缘欠清晰,使卡尺测定引入误差,难以用

抑菌面积测定分析仪直接测量, 再加上检定中

使用的原材料、操作条件方法等因素的影响, 使

整个试验结果的统计分析总不能令人满意。实

验证明, 庆大霉素抑菌圈的直径随缓冲液 pH

的增大而增大, 在 pH7 8~ 9 8的范围内, 每增

加一个pH, 抑菌圈直径约增加 5mm,当pH大于

8 8时,溶液的高低剂量( 2 2)所致抑菌圈直径

之差大于 2mm。硫酸小诺霉素选用 pH9 0 ~

10 5缓冲液[ 5] , 在不改变其它检定条件下, 检

定结果均符合生物检定的要求, 并优于现行药

典检定结果。

4 培养温度及时间的影响

药典对抗生素的培养温度及时间均有具体

规定,培养温度过高或过低都会影响抑菌圈大

小和圆整程度。一般靠近孵箱较近处, 细菌生

长较快,造成局部生长速度不平衡,抑菌圈略小

些。因此孵箱内各部分的温度应力求均匀一

致。但某些抗生素, 如氯霉素,在规定时间内培

养也可出现抑菌圈不清晰的现象, 经延长 2~

3h或更长时间后抑菌圈边缘清晰。

5 测量对试验结果的影响

测量抑菌圈直径是获得试验结果的重要环

节。目前,国内多使用游标卡尺测量,测量时视

线必须与读数刻度垂直, 读数才能准确。同时

测定一个抑菌圈后, 必须将卡尺退回零点或移

动一下,再测量第 2个抑菌圈,以免发生主观错

觉而影响获得客观的真实数据。另外,用卡尺

测量时可采用 十 字交叉法对每个抑菌圈作两

次互为垂直的直径测量, 取其平均值, 2次测量

结果直径相差不得超过 0 1mm。

6 标准品的影响

抗生素生物检定法所选用的标准品在性质

上尽可能与供试品相一致, 所以衡量标准品的

质量, 主要应视所定效价单位的精确度和在性

质上与供试品的相对一致性的程度来作评价。

某些制剂中含较大量影响抗菌活性的添加剂,

在制备标准品溶液时,应加入相同量的添加剂

以消除对测定的影响。对光敏感和在水中溶解

度差的抗生素, 在制备溶液时,注意避光,使标

准溶液和供试品溶液中所含有机溶剂浓度相

当,从而消除对测定结果的影响。
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