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［摘　要］　为比较微生物浊度法和管碟法测定吉他霉素效价，以《中国药典》（２０１５年版）吉他霉素

抗生素微生物检定法浊度法和《中国兽药典》（２０１０年版）吉他霉素抗生素微生物检定法管碟法为

依据测定一批吉他霉素效价。结果显示：浊度法测定效价平均值为１６９１Ｕ／ｍｇ，ＲＳＤ为０．９％；管碟

法测定效价平均值为１６８７Ｕ／ｍｇ，ＲＳＤ为１．０％，两种方法测定结果无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。本实

验表明，浊度法测定吉他霉素效价与管碟法相比更加快速、便捷，而且可避免吉他霉素多组分的影

响因素。
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　　抗生素微生物效价测定法包括管碟法和浊度
法。《中国兽药典》（２０１０年版）［１］收载吉他霉素及
制剂的效价测定方法仅为管碟法。《中国药典》

（２０１０年版）［２］已收载吉他霉素效价测定的微生物
浊度法。近些年相继有利用浊度法测定吉他霉素

和吉他霉素制剂效价的报道［３－５］。本实验在对吉

他霉素原料药含量测定工作中，利用以上两种方法

测定吉他霉素含量，并对结果进行了比较。

１　材 料

１．１　药品与试剂　吉他霉素标准品，中国食品
药品检定研究院（批号 ０３５７－９９０１），含量：１４６２
Ｕ／ｍｇ；吉他霉素样品，生产企业提供（批号 ＫＢ－
ＫＴ－１５０１００３）；抗生素检定培养基Ⅱ号［加０．３％
葡萄糖（ｐＨ８．０，批号１６０３２１）］、抗生素检定培养基
Ⅲ号（ｐＨ７．０，批号１６０３２９）、灭菌０．９％氯化钠溶液
（批号１６０３２１）、灭菌磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．８，批号
１６０３２１）、营养琼脂培养基（批号１６０３２１），北京中
海动物保健科技公司；甲醛溶液（批号１３０６１９２），
国药集团。

１．２　菌种　枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＣＭＣＣ
（Ｂ）６３５０１、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）
ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３，中国食品药品检定研究院。
１．３　仪器　ＷＢＳ－１００微生物比浊法测定仪、
ＷＢＳ－１００比浊仪专用比色皿、ＺＹ－３００Ｇ钢管
自动放置器，北京先驱威峰技术开发公司；

ＣＨＢ－１抗生素效价测量仪，北京潮声技术开发
公司；ＨＴＹ－ＨＺ型培养基专用恒温箱，杭州高得
医疗器械有限公司。

２　方法与结果
２．１　菌液制备
２．１．１　浊度法　取新鲜培养的金黄色葡萄球菌营
养琼脂斜面（５０ｍＬ），用５ｍＬ灭菌０．９％氯化钠溶
液冲洗，取１ｍＬ菌液加入５ｍＬ灭菌０．９％氯化钠
溶液得到稀释后的菌液，取适量稀释后的菌液加入

抗生素检定培养基Ⅲ号，摇匀，制备成含稀释菌液
２％的培养液，置于冰箱冷藏备用。
２．１．２　管碟法　取新鲜培养的枯草芽孢杆菌营养
琼脂斜面，用５ｍＬ灭菌０．９％氯化钠溶液冲洗斜

面，在６５℃恒温３０ｍｉｎ，取适量菌液加入抗生素检
定培养基Ⅱ号（加０．３％葡萄糖），摇匀，制备成含
菌液１．０％的培养液，置于水浴中备用。
２．２　抗生素溶液配制
２．２．１　浊度法　分别取吉他霉素标准品和供试品
适量，精密称定，按吉他霉素每２ｍｇ加乙醇１ｍＬ
使溶解，用灭菌水定量制成每１ｍＬ中含１０００Ｕ的
溶液，照《中国药典》（２０１５年版）［６］抗生素微生物
检定法浊度法，用灭菌磷酸盐缓冲液进一步稀释得

标准品和供试品高低剂量分别为 ２．０Ｕ／ｍＬ和
１．０Ｕ／ｍＬ的待测溶液。
２．２．２　管碟法　分别取吉他霉素标准品和供试品
适量，精密称定，按吉他霉素每２ｍｇ加乙醇１ｍＬ
使溶解，用灭菌水定量制成每１ｍＬ中含１０００Ｕ的
溶液，照《中国兽药典》（２０１０年版）［１］抗生素微生
物检定法管碟法，用灭菌磷酸盐缓冲液进一步稀释

得标准品和供试品高低剂量分别为 ４０Ｕ／ｍＬ和
２０Ｕ／ｍＬ的待测溶液。
２．３　培养与测定
２．３．１　浊度法　取标准品溶液及供试品溶液各
１．０ｍＬ，加入对应的灭菌比色皿中，每管加入
９．０ｍＬ培养液，每个浓度的抗生素溶液做 ４份平
行。另取两支比色皿，其中一支加入１．０ｍＬ灭菌
磷酸盐缓冲液和 ９．０ｍＬ培养液，并立即加入
０．５ｍＬ甲醛溶液，混匀，作为空白对照；另一支加入
１．０ｍＬ灭菌磷酸盐缓冲液和９．０ｍＬ培养液，作为
阳性对照。将以上各比色皿置于微生物比浊法测

定仪中，于３７℃培养，仪器在线于５３０ｎｍ波长处
测定各支比色皿中金黄色葡萄球菌对数生长期内

不同培养时间点的吸光度值进行可靠性测验及效

价计算。

２．３．２　管碟法　取平底双碟 １０块，分别加入
２０ｍＬ加热融化的培养基Ⅱ号（加０．３％葡萄糖），
置水平台面，均匀摊布，待凝固，作为底层。另取水

浴中的培养液，每碟加入５ｍＬ。使在底层摊布均
匀，待凝固，作为菌层。培养基冷却后，在双碟中加

入不锈钢小管，用陶瓦盖覆盖，静置约１５ｍｉｎ；在每
碟中对角的２个钢管中，分别滴加高低剂量的标准
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品溶液，其余２个钢管分别滴加高低剂量的供试品
溶液。将双碟置３７℃温室，加盖陶瓦盖，培养１６～
１８ｈ后，测量各个抑菌圈直径，进行可靠性测验及
效价计算。

２．４　效价测定　利用浊度法与管碟法分别测定，
各得到５组数据，见表１。两种方法的测定结果无
显著性差异，ｔ＝０．３５，ｔ０．０５，８ ＝２．３０６，ｔ＜ｔ０．０５，８
（Ｐ＞０．０５）。

表１　浊度法与管碟法测定吉他霉素效价结果

测定次数

浊度法 管碟法

效价／
（Ｕ·ｍｇ－１）

可信限

率／％
平均效价／
（Ｕ·ｍｇ－１）

ＲＳＤ／％
效价／

（Ｕ·ｍｇ－１）
可信限

率／％
平均效价／
（Ｕ·ｍｇ－１）

ＲＳＤ／％

１ １６７６ ３．６ １６６６ ２．５

２ １６９９ １．４ １６９４ ３．２

３ １６９１ １．３ １６９１ ０．９ １６８４ ２．７ １６８７ １．０

４ １７１１ ３．３ １６８０ ２．０

５ １６７７ １．１ １７１２ ３．４

３　讨 论

试验结果表明，采用浊度法与管碟法测定吉他

霉素原料药含量，可信限率均在５％以内。在抗生
素生物效价测定方法中，微生物管碟法是传统测定

方法，该方法操作较为复杂，影响因素较多，且耗时

长，通常培养１６～１８ｈ后测定结果；浊度法较前者，
操作简单，影响因素少，用时短，培养时间在３～４ｈ，
并且测定结果精密度较高。因吉他霉素的多组分

性质，在管碟法测定中易出现抑菌圈边缘模糊和抑

菌圈双圈现象，从而导致测定结果的可信限率和重

现性不理想，浊度法通过抗生素在液体培养基中对

试验菌生长的抑制作用，测定细菌浊度值的大小，

通过比较标准品与供试品对试验菌生长的一致程

度，以测定效价值，从而克服管碟法测定吉他霉素

易出现的问题。本实验采用两种方法测定吉他霉

素效价并进行比较，结果无显著差异。因此认为，

兽药检验机构和生产企业应用浊度法测定吉他霉

素效价会更加快速、便捷，提高工作效率。
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