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摘&要!目的&参考联合国粮农组织‘世界卫生组织"A3]‘5B]#食品添加剂联合专家委员会推荐的方法!在对

包括纸片规格%培养基%标准菌株浓度%阳性对照物浓度等影响酶制剂抗菌活性检测主要因素优化的基础上!建立

微生物源酶制剂抗菌活性检测方法$ 方法&以浓度为 %1( 和 ’(1( !G‘片的环丙沙星纸片为阳性对照!在相同的培

养温度%培养时间等试验条件下!比较 ^ 种不同规格纸片%+ 种品牌培养基%+ 个菌液稀释度对 , 种标准菌株抗菌活

性的影响$ 结果&B?*) 号滤纸%) 张叠加的 [:C"SCE^(+ 纸片与商业化抗菌活性测定用纸片 5:C"SCE )(’.4(’+ 效

果相当&国产 ’ 号和 ) 号胰蛋白胨大豆琼脂"*O3#与进口 *O3效果相当&确定 % 种受试菌培养 )# : 后菌液的 ’( 倍

稀释液为工作浓度"化脓链球菌的工作浓度为菌液的 )( 倍稀释液#&环丙沙星纸片的工作浓度为 %1( !G‘片$ 结论
&B?*) 号滤纸%) 张叠加的 5:C"SCE^(+ 滤纸或 5:C"SCE )(’.4(’+ 滤纸%国产或进口 *O3培养基%受试微生物培

养 )# : 的 ’( 倍"化脓链球菌 )( 倍#菌液稀释液%环丙沙星浓度 %1( !G‘片为微生物源酶制剂抗菌活性测定中优化

出的最佳试验条件$
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&&食品用酶制剂是由微生物生产的高效生物活
性物质"广泛用于淀粉*乳品*果汁加工及啤酒发酵
等食品加工业) 我国 7!).,(!)(’’ 0食品安全国

家标准 食品添加剂使用标准1附录 L表 + 中列出了
%) 种食品用酶制剂"其中微生物来源的有 ## 种"占
所列酶制剂总数的 $+- ’’( ) 生产酶制剂的菌种一
般情况下是无害的"但相同菌种中的某些菌株在长
期筛选过程中会发生非产毒菌株自发性突变或基
因漂移变为产毒株 ’)( "导致菌株在产生大量目的化
合物的同时"也产生一些有毒代谢产物或有抗菌活
性的生物活性物质) 为保证微生物源酶制剂终产
品中不含抗菌活性物质"确保产品的稳定性和安全
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性"世界上许多国家规定微生物源酶制剂不得含有
抗菌活性 ’+ j#( )

虽然我国 7!)%%^#!)(’(0食品安全国家标准
食品工业用酶制剂1 ’%(中规定微生物源酶制剂中不
得检出抗菌活性物质"但我国尚未建立微生物源酶
制剂中抗菌活性物质的标准检测方法#0美国食品
药品管理局$Ab3%酶制剂通用准则1 ’)(中规定"来
源于微生物的酶制剂中不得含有抗生素*毒素 $肠
毒素*真菌毒素等%"如可能含有不确定的毒素或抗
生素"必须用适当的检测方法进行检测"并证明确
实不存在具有生物学意义水平的毒素或抗生素"但
该准则未提供合适的检测方法#国际食品添加剂联
合专家委员会$a8LA3%编著的0食品添加剂规范纲
要第 ’ 卷 附录 31 ’,(提供了较详细的抗菌活性检测
方法"包括测定用微生物*培养基*纸片*酶制剂稀
释比例*微生物培养时间等) 由于考虑到国内外的
培养基*纸片在成分*工艺等方面存在一定的差异"
因此国内常规实验材料是否能达到国外培养条件
下相同的效果有待验证) 本研究在对包括纸片规
格*培养基种类*受试微生物菌液稀释比例等影响
抗菌活性测定关键因素优化的基础上"建立一种适
合我国微生物源酶制剂抗菌活性测定的标准操作
方法)

’&材料与方法
’1’&材料
’1’1’&标准菌株

根据 a8LA3食品添加剂规范纲要第 ’ 卷中的
推荐"本试验选择金黄色葡萄球菌 $ 02+)3<-(&(&&/"
+/’%/"%3*LL,%+$"大肠埃希氏菌$>"&3%’*&3*+ &(-*%
3*LL’’))^"蜡样芽孢杆菌$?+&*--/"&%’%/"%3*LL)"
环状芽孢杆菌 $?+&*--/"&*’&/-+1"%3*LL#%’,"化脓
链球菌$02’%)2(&(&&/")<’(,%1%"%3*LL’)+##"粘质沙
雷菌 $ 0%’’+2*+ :+’&%"&%1"%3*LL’#(#’ 共 , 株标准
菌株为试验用菌) 以上菌株均购自中国食品发酵
工业研究院)
’1’1)&纸片

收集市面上销售的 ^ 种纸片和商业化抗菌活性
测定用纸片 5:C"SCE )(’.4(’+"所有纸片编号及规
格"见表 ’) ^ 种纸片人工制成直径 ’+ SS的纸片"
’)’ !L高压灭菌 )( S<E 后备用)
’1’1+&仪器与试剂

生化培养箱*生物安全柜*一次性无菌培养皿*
玻璃试管$’) VSi% VS%*移液器*比浊计)
&&胰蛋白胨大豆琼脂 $*O3%"分别为进口*国产
’ 号*国产 ) 号"胰蛋白胨大豆肉汤 $*O!"进口%)

&&& 表 ’&纸片的编号及规格
*CJFM’&*:MQM9<CFE;SJM9CE/ QWMV<N<VC"<@E @NWCWM9

滤纸编号 厚度‘SS 滤纸编号 厚度‘SS
B?K\ (1+( d(1(% B?*’ 号 (1.% d(1(%
B?KB (1.( d(1(% B?*) 号 (1.% d(1(%
O?n= (1%( d(1(% B?LA+ 号 (1%( d(1(%
O?nK (1$( d(1(% 5:C"SCE^(+ (1%( d(1(%
?aKb (1.% d(1(% 5:C"SCE )(’.4(’+ ’1(( d(1(%

环丙沙星标准品$纯度 ^$-"美国 O<GSC公司%) 酶
制剂&淀粉酶 ) 号*葡糖淀粉酶 , 号$均购自无锡杰
能科生物工程有限公司%"LC"CkPSM)%H*!9CEV:kPSM
$诺维信%"!9M[M9QVFMC9MQ*3VVMFMkPSM$bO\%)
’1)&方法
’1)1’&抗菌活性测定 ’,(

菌悬液的制备&将 , 株标准菌株从相应冻存管中
取出 ’ c) 环菌液"分别接种到含 # c% SF胰蛋白胨大
豆肉汤的试管中"置$+. d’% e恒温培养箱中培养
)# :"再取出 ’ c) 环"分别接种到含 # c% SF胰蛋白
胨大豆肉汤的试管置$+. d’% e恒温培养箱中培养
)# : 进行二次活化"菌液原液和 *O3培养基按 ’f’(
$@A@%的比例加入冷却至 #% c#. e的*O3"化脓链球
菌 3*LL’)+## 则按 ’f)($@A@%的比例添加)

纸片的制备&分别吸取 %(1( 或 ’((1( !G‘SF环
丙沙星溶液 ’(( !F"缓慢滴加于各种不同规格的无
菌纸片上"制成含环丙沙星 %1( 或 ’(1( !G‘片的纸
片"待抗生素充分吸收后备用"同时用 ’(( !F无菌
蒸馏水制备的纸片作为空白对照)

抗菌活性检测&取冷却至 #% c#. e *O3’% SF
倾入无菌培养皿"凝固后在 *O3上再次倾注 ’( SF
已制备好的含菌液的 *O3"待其凝固后将含环丙沙
星的纸片置于其上"每皿放置 # 片) 将上述平板置
冰箱中过夜"使抗菌物质更好的扩散) 过夜后转于
+. e温箱中培养 )# : 后测定抑菌圈的直径)

结果分析与判定&阳性结果在纸片周围出现透
明清晰可见的抑菌环带"若环带总直径#’, SS"说
明待测样品中存在抗菌物质) 若待测样品对 + 种或
+ 种以上受试微生物存在明显的抑菌作用"则判定
待测样品中含有抗菌物质"检测结果为阳性)
’1)1)&影响抗菌活性测定因素的优化

不同规格纸片对抗菌活性的影响&将不同种类纸
片分别制成直径为 ’+1( SS的圆形纸片"取’(( !F蒸
馏水缓慢地滴加到每张纸片上"观察其吸收效果) 同
时将 ’(( !F酶制剂原液用蒸馏水制成 ’( 倍稀释溶
液"吸取 ’(( !F缓慢地滴加到每张纸片上"观察其吸
收效果) 将能在较短时间$,( Q%内充分吸收 ’(( !F
蒸馏水的纸片认为是初筛合格的纸片) 对初筛合格
纸片按 ’1)1’ 方法进行抗菌活性测定)

分别制备 %1( 和 ’(1( !G‘片的环丙沙星纸片用
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于抗菌活性测定不同浓度环丙沙星对抗菌活性的
影响"步骤同 ’1)1’) 验证不同品牌培养基对抗菌
活性的影响"选择 + 种不同厂家生产的 *O3培养基
对抗菌活性测定"步骤同 ’1)1’) 将培养 )# : 的菌
悬液系列稀释"分别制备 ’( j’*’( j)*’( j+ + 个稀释
度并用于抗菌活性测定不同稀释度受试微生物培
养液对抗菌活性的影响"步骤同 ’1)1’)
’1)1+&方法应用

称取 ’1( G酶制剂于 ^ SF无菌生理盐水中"若
为液体样品则吸取 ’ SF酶制剂溶液至 ^ SF无菌生
理盐水中"制成 ’(-酶制剂溶液#将无菌纸片放入
无菌平皿内"在每张纸片上缓慢滴加 ’(( !F’(-的
酶制剂溶液使其浸透"每种酶制剂样品制备 ’) 张纸
片) 按照 ’1)1’ 步骤测定酶制剂抗菌活性)

同时用已知不含抗菌活性的酶制剂样品 ’( 倍
稀释液做对照"分别取上述稀释液 ^1% SF"各加入
%(( !F’ (((1( !G‘SF的环丙沙星溶液"制成终浓度
为 %(1( !G‘SF的环丙沙星酶制剂溶液"取 ’(( !F缓
慢滴加到纸片上按 ’1)1’ 方法测定抑菌活性进行加
标回收试验)

)&结果
)1’&不同规格滤纸吸水性能比较

为获得可用于抗菌活性测定的纸片"对 ^ 种品
牌滤纸的吸水性能进行分析"结果见表 )) O?nK*
B?*) 号与 5:C"SCE )(’.4(’+ 的吸水效果相同"均
能在较短时间内 $,( Q%全部吸收 ’(( !F蒸馏水)
&&&

’( 倍酶制剂稀释液测定结果与蒸馏水相同"此外 )
张叠加 5:C"SCE ^(+ 吸收效果与 5:C"SCE )(’.4(’+
相同) 因 O?nK纸片数量不足"后续试验中未用该纸
片进行试验)

表 )&不同品牌纸片吸水效果分析
*CJFM)&L@SWC9<Q@E @N":M[C"M9CJQ@9W"<@E MNN<V<MEVP

JP/<NNM9ME"J9CE/ WCWM9

编号 品牌
’(( !F
蒸馏水

’(( !F’( 倍
稀释酶制剂

’ B?K\ ll ll

) B?KB l l

+ O?n= j j

# O?nK lll lll

% ?aKb j j

, B?*’ 号 ll ll

. B?*) 号 lll lll

$ B?LA+ 号 ll ll

^ 5:C"SCE ^(+ lll lll

’( 5:C"SCE )(’.4(’+ lll lll

注& j表示不吸收# l表示少量吸收# ll表示 %(-吸收# lll表示
全部吸收

&&分别将 5:C"SCE )(’.4(’+*) 张叠加 5:C"SCE
^(+*B?*) 号制成含环丙沙星 %1( 和 ’(1( !G‘片的
纸片后进行抗菌活性测定"结果见图 ’) 用 + 种滤
纸制备含环丙沙星 %1( 和 ’(1( !G‘片纸片的抗菌活
性差异无统计学意义"均能使 % 株细菌抑菌圈直径
h’, SS"与 a8LA3规定 + 株与$或%+ 株以上标准
菌株抑菌圈直径#’, SS的判定结果相吻合)

图 ’&+ 种规格纸片对抗菌活性的影响
A<G;9M’&8NNMV"@N":9MM"PWMQ@NWCWM9@E CE"<S<V9@J<CFCV"<U<"<MQ

)1)&环丙沙星浓度的选择
分别制备含环丙沙星 %1( 和 ’(1( !G‘片的纸

片"按照 ’1)1’ 的试验步骤进行抗菌活性测定"结果
见图 )) 两种抗生素浓度下均有 + 株以上细菌的抑
菌圈直径 h’,1( SS"检测结果均为阳性) 但在实
际操作过程中"环丙沙星浓度为 ’(1( !G‘片时"形
成的抑菌圈过大"难以对其抑菌圈进行准确的测
量"因此后续研究中建议采用 %1( !G‘片环丙沙星)

)1+&不同品牌培养基对抗菌活性的影响
选择 ’ 种进口和 ) 种国产 *O3$’ 号和 ) 号%"

将含环丙沙星 %1( 和 ’(1( !G‘片的纸片置于不同厂
家生产的 *O3平板上进行抗菌活性测定"结果见图
+) % 株标准菌株在 + 种培养基上产生的抑菌圈直
径均 h’, SS"检测结果为阳性"证实本试验所采用
的 ) 种国产培养基与进口培养基相当"完全可以满
足抗菌活性测定的要求)
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图 )&不同浓度环丙沙星对抗菌活性的影响
A<G;9M)&8NNMV"@N/<NNM9ME"LIZV@EVME"9C"<@E

@E CE"<S<V9@J<CFCV"<U<"<MQ

)1#&不同受试微生物培养物稀释度对抗菌活性的影响
将金黄色葡萄球菌*大肠埃希菌*粘质沙雷菌*蜡

样芽孢杆菌*环状芽孢杆菌在胰蛋白大豆液体培养基
中培养 )# : 的菌悬液按 ’f’($@A@%稀释*化脓链球
菌按 ’f)($@A@%稀释进行抗菌活性测定"在此基础上
选择 ’f’(*’f’((*’f’ ((($@A@%三个不同稀释度对
, 株标准菌株的抗菌活性进行测定) 同一菌株同一
稀释度下测得抑菌圈取平均值并进行统计分析"结果
见图 #) , 个标准菌株培养 )# : 后的菌液稀释度对
抗菌活性试验结果的影响程度不同"但都呈现随菌悬
液稀释度增加"抑菌圈逐渐增大的现象)

图 +&不同品牌培养基对抗菌活性的影响
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图 #&不同稀释度菌液对抗菌活性的影响
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&&为了保证试验结果的稳定性"按照 7!#.$^1)!
)(’( 要求对 , 种受试微生物在胰蛋白大豆液体培养
基培养 )# : 后的菌液浓度进行计数) 结果依次为&
大肠埃希菌*金黄色葡萄球菌和粘质沙雷菌的菌液
原液浓度在 ’($ c’(^ VN;‘SF"蜡样芽孢杆菌和环状
芽孢杆菌的菌液原液浓度在 ’(, c’(. VN;‘SF"化脓
链球菌的菌液原液浓度在 ’(. c’($ VN;‘SF范围内)
考虑到菌液稀释度过大易造成假阳性现象"不能
保证试验结果的可靠性及稳定性"因此建议金黄
色葡萄球菌*大肠埃希菌*粘质沙雷菌*蜡样芽孢
杆菌杆菌*环状芽孢杆菌 )# : 培养液按’f’( $@A
@%稀释"化脓链球菌按 ’f)( $@A@%稀释后进行试

验"同时保证培养 )# : 菌液原液的计数结果在上
述范围内)
)1%&酶制剂成分对抗菌活性的影响

从几 种 酶 制 剂 中 选 择 !9CEV:kPSM* !9M[M9Q
VFMC9MQ两种酶制剂"用无菌生理盐水溶解并 ’( 倍稀
释后加入环丙沙星"制成 %1( !G‘片的环丙沙星纸
片"同时用无菌蒸馏水溶解的环丙沙星制作的纸片
做对照进行抗菌活性测定"结果见图 %) 添加环丙
沙星后酶制剂的抗菌效果与相同浓度下纯环丙沙
星溶液产生的抗菌效果相同"证明所建立的抗菌活
性检测方法可靠"可用于检测酶制剂中的抗菌活性
物质)
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图 %&酶制剂成分对抗菌活性的影响$%1( !G‘片%
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)1,&酶制剂抗菌活性的测定
选择不同厂家生产的淀粉酶 ) 号*葡糖淀粉酶

, 号* LC"CkPSM)%H* !9CEV:kPSM* !9M[M9QVFMC9MQ*
3VVMFMkPSM共 , 种商品化酶制剂"用 a8LA3推荐的
(1’ G‘SF或 (1’ SF‘SF"用所建方法对其抗菌活性进
行测定"结果 , 种酶制剂抗菌活性均为阴性)

+&讨论
+1’&纸片规格对抗菌活性的影响

厚度 m(1+ SS的薄型滤纸测定时样品中的抗生
素不可能被均匀充分地吸收"导致试验结果的不确定
性’.( ) 为保证试验结果的可靠性"需要对测定用滤纸
进行考察) 在本试验中所选择的 ^ 种 WB中性滤纸中
B?*) 号*5:C"SCE ^(+ 与 5:C"SCE )(’.4(’+ 抗菌活
性测定结果差异无统计学意义"+ 种纸片均可用作微
生物源酶制剂抗菌活性测定)
+1)&菌液浓度与抗菌活性

在微生物的药敏试验中"合适的菌液浓度是得
到正确结果的基本保证) 菌液浓度过高"会出现在
抗生素浓度固定的情况下"某些菌株不能被抑制的
假阴性现象#相反"菌液浓度过低"则会出现在抗生
素浓度固定的情况下"某些菌株被抑制的假阳性现
象) 研究证实"在抗生素浓度一定的情况下"菌液
浓度越大则抑菌圈越小) 本试验所选择的 + 个浓度
中"’(( 倍与 ’ ((( 倍稀释液与原菌液 ’( 倍稀释液
抑菌圈测定结果差异有统计学意义"最大可引起
’, SS以上的抑菌圈差异 ’," $ ĵ ( ) 因此"在进行试
验前"需对受试微生物浓度进行计数)

+1+&培养基种类与抗菌活性
培养基的配制*营养成分及杂质的种类等都可

以影响药敏试验的结果) 培养基中营养物质配比
不同*浓度过高或融化不良以及平板厚薄不均等均
可能影响药物扩散而影响药敏试验结果 ’.( ) 试验
表明"采用 + 种培养基测定的抑菌圈大小差别不大"
检测结果均为阳性"仅在形成的抑菌圈的透明度上
有微弱差别"国产 ’ 号和 ) 号 *O3以及进口 *O3均
可以满足抗菌活性测定的要求)
+1#&环丙沙星浓度与抗菌活性

抗生素浓度可明显影响抑菌圈直径"一般来说
相同菌液浓度下"抗生素浓度越大"抑菌圈越大)
本试验参考 a8LA3的抗菌活性测定方法"但该方法
未提供阳性对照物$抗生素%"本试验证实采用 %1(
和 ’(1( !G‘片环丙沙星进行试验"结果均为阳性"
可满足质量控制要求)

综上研究结果"微生物源酶制剂抗菌活性试验
中"建议选择 B?*) 号或 5:C"SCE ^(+ 或 5:C"SCE
)(’.4(’+ 纸片*%1( !G‘片环丙沙星*菌液原液 ’( 倍
稀释液$化脓链球菌为 )( 倍稀释液%*国产 ’ 号或
) 号或进口 *O3或质量相当者进行试验)
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