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摘 要：采用藤黄微球菌 CMCC 28001作为指示菌，用微生物抑制法对活体动物中大环内酯类药物红霉素、螺旋霉素残
留进行检测。对菌种的选择性和特异性、样品提取方法、平板制备条件、方法检出限等技术参数进行研究。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Using microbiological inhibition method， the macrolides residues of erythromycin and spiramycin in
living animals were tested by using the micrococcus luteus CMCC 28001 as a indicator bacteria. In addition，
several technical parameters such as selectivity and specificity of strain， the method of extracting， preparation
conditions of plate and the detection limit were also researched in this study.
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红霉素（Erythromycin）、螺旋霉素（Spiramycin）均
属于大环内酯类药物。 大环内酯类药物是一个种类庞
大和重要的抗生素类群，这类化合物的共有特征是抗
革兰氏阳性菌、支原体，并且毒性较低。 大环内酯类药
物的结构中一般均含有十二元、十四元或十六元内酯
环母核，并且通过糖苷键连接有 1-3 个中性或碱性糖
链[1-3]。 目前已发现的大环内酯类抗生素达 100 多种。
20 世纪 50 年代后期，红霉素开始应用于兽医临床，随
后其他大环内酯类抗生素也逐渐广泛应用于畜禽细
菌性和支原体感染的化学治疗。 而且，进一步的研究
表明， 低剂量的大环内酯还具有良好的促生长作用，
所以，在畜牧业生产中大环内酯类药物也是一种重要
的药物添加剂，甚至有些大环内酯类药物已成为畜禽
专用的药物，如泰乐菌素，替米考星，吉他霉素等[4]。 但
是，作为兽药，如果使用量和停药期控制不好，其在食
用活动物的组织、 奶等最终产品中就会出现残留，从

而对食用该类产品的消费者和环境造成不利的影响。
兽药残留引起的问题已引起国际社会的广泛关注和各
国政府的高度重视[5]。 因此，许多国家对动物使用大环
内酯类抗生素和食品中的药物残留进行了严格监控。
本研究可应用于进出口活动物红霉素、螺旋霉素等大
环内酯类抗生素的快速筛选检测， 同时对大环内酯类
抗生素的残留监控及强化食品安全有着重要意义。

1 材料和方法
1.1 设备

培养皿： 德国 Greiner bio-one 公司；HeraeusMul－
tifugeX3R 型离心机：美国 Thermo 公司；牛津杯、Ther－
mo Fisher 3913 型恒温培养箱： 美国 Thermo Fisher 公
司；游标卡尺、AB104-s 型电子天平：瑞士 Mettler Tole－
do公司；HVA-110 型高压灭菌器： 日本 HIRAYAMA
公司；可调移液器：德国 Eppendorf公司。
1.2 菌种

藤黄微球菌 Micrococcus luteus CMCC 28001：中国
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医学微生物菌种保藏管理中心提供。
1.3 培养基
1.3.1 细菌保存和传代培养基

称量蛋白胨 10.0 g，牛肉膏 3.0 g，氯化钠 5.0 g，琼脂
15.0 g ，加入蒸馏水定容至 1 000 mL，调节 pH7.3±0.1，将
各成分加热溶解，分装试管，121℃高压灭菌15 min。
1.3.2 增菌固体培养基

称量牛肉膏 1.5 g，酵母膏 3.0 g，胰酪蛋白 4.0 g，蛋
白胨 6.0 g，葡萄糖 1.0 g，琼脂 15.0 g，加入蒸馏水定容
至 1 000 mL，调节 pH6.55±0.05，将各成分加热溶解，分
装 300 mL于克氏瓶内，121℃高压灭菌 15 min。
1.3.3 检定培养基

称量牛肉膏 1.5 g，酵母膏 3.0 g，蛋白胨 6.0 g，琼脂
15.0 g，加入蒸馏水定容至 1 000 mL，调节 pH7.5±0.1，
将各成分加热溶解，分装每瓶 100 mL，121 ℃高压灭菌
15 min。
1.4 试剂

甲醇：天津试剂三厂；标准物质红霉素、标准物质
螺旋霉素：Sigma-Aldrich，纯度≥98 %；除另有规定外，
所用试剂均为分析纯，实验用水为蒸馏水，符合 GB/T
6682-2008《分析实验室用水国家标准》的规定。

pH8.0 磷酸盐缓冲液： 称取 0.523 g 磷酸二氢钾
（KH2PO4）及 16.73 g 磷酸氢二钾（K2HPO4），用蒸馏水
溶解并定容至 1 000 mL，121℃高压灭菌 15 min。

红霉素标准储备液：10 μg/mL，称取标准物质红霉
素 20.0 mg（精确至 0.1 mg），先用少量甲醇溶解，再用
pH8.0 磷酸盐缓冲液定容至 2 000 mL， 置 2 ℃～8 ℃冰
箱中保存，可使用 7 d。

红霉素标准工作液： 取红霉素标准储备液，用
pH8.0 磷酸盐缓冲液稀释成浓度为 0.025、0.05、0.1、
0.2、0.4、0.8 μg/mL的标准工作液，须当日配制使用。

螺旋霉素标准储备液：10 μg/mL，称取标准物质螺
旋霉素 20.0 mg（精确至 0.1 mg），先用少量甲醇溶解，
再用 pH8.0磷酸盐缓冲液定容至 2 000 mL，置 2℃～8℃
冰箱中保存，可使用 7 d。

螺旋霉素标准工作液： 取螺旋霉素标准储备液，
用 pH8.0 磷酸盐缓冲液稀释成浓度为 0.025、0.05、0.1、
0.2、0.4、0.8 μg/mL的标准工作液，须当日配制使用。
1.5 测定步骤
1.5.1 样液制备

1）血液：未加入抗凝剂的全血样品于室温（20 ℃～
22 ℃）静置 2 h~4 h（防止暴晒），待全血凝固并析出血
清，将上层血清 3 000 r/min 离心 15 min，取上清液进
行检测。

2）尿液：样液经 3 000 r/min 离心 15 min 后，取上
清液进行检测。
1.5.2 菌悬液的制备[6]

将复活的菌种接种于盛有增菌用固体培养基的
克氏瓶中，反复倾斜克氏瓶，使菌液均匀覆盖在培养
基表面，30 ℃培养（18±1） h 后，用 10 mL 灭菌生理盐
水洗下菌苔，制成菌悬液，2 ℃～8 ℃冰箱中保存，贮存
期 15 d。
1.5.3 菌悬液用量的测定

在实际测定前，把不同量的菌悬液加入到检定培
养基中，制成平板，能使 0.05 μg/mL 红霉素（螺旋霉
素）标准工作液产生大于等于 10 mm 清晰、完整的抑
菌圈为最佳菌悬液用量。
1.5.4 检定用平板的制备

将检定培养基熔化后，冷却至 45℃～50℃，加入适
量菌悬液，混匀。 立即取 15 mL，注入培养皿中，使培养
基均匀覆盖在其底面，保持水平使其凝固。 制备好的
平板置 2℃～8℃冰箱中保存，贮存期 2 d～3 d。
1.5.5 测定

取制备好的检定用平板 3个， 在平板底部做好标
记，把牛津杯适当间隔置于平板上，每个平板最多不
超过 6个， 在相间隔的 3个牛津杯中滴满标准参考浓
度工作液，另外 3个牛津杯内加满被测样液，将陶瓦盖
盖好，置 30 ℃培养（18±1） h，翻转平板，除去牛津杯，
如有抑菌圈产生，精确测量其直径。
1.5.6 结果的判定

检定平板上待测样品不产生抑菌圈或抑菌圈直
径<10 mm，报告“阴性”。 检定平板上待测样品产生抑
菌圈，抑菌圈直径≥10 mm，报告“初筛阳性”。

2 结果与讨论
2.1 菌悬液浓度的影响

取藤黄微球菌增菌克氏瓶，用适量无菌生理盐水
洗下全部菌苔，充分振荡后作为原液，并依次稀释到
10-1、10-2、10-3、10-4 直至 10-8 倍， 然后利用平板菌落计
数法计数，同时以无菌生理盐水作为空白，在 600 nm
波长下测定 OD 值， 结果表明原液的菌液浓度为 5.5×
109 CFU/mL，其 OD 值大于 1.5，10-1 倍稀释液的菌液浓
度为 5.5×108 CFU/mL，其 OD 值为 0.964，10-2 倍稀释液
的菌液浓度为 5.5×107 CFU/mL，其 OD 值为 0.878，10-3

倍稀释液的菌液浓度为 5.5×106 CFU/mL，其 OD 值为
0.629，10-4 倍稀释液的菌液浓度为 5.5×105 CFU/mL，
其 OD 值为 0.042，10-5 倍稀释液的菌液浓度为 5.5×
104 CFU/mL，其 OD 值为 0.008，10-6 倍稀释液的菌液浓
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度为 5.5×103CFU/mL，其 OD值为 0。 分别取 10-2和 10-3、
10-4、10-5 倍稀释液，作为菌悬液加入到测定培养基中，
培养 18 h 后发现 10-5 倍稀释液平板上抑菌圈非常模
糊，边缘不清晰，难以测量。 10-2 及 10-3、10-4 倍稀释液
的标准曲线见图 1。

从图 1 可以看出，10-2 及 10-3、10-4 倍稀释液三者
的准确度比较接近，灵敏度依次增加，10-3 倍稀释度的
菌悬液准确度最高。 虽然其灵敏度稍低于 10-2 倍稀释
度，但其产生的抑菌圈非常清晰，最容易观察和测量。
2.2 培养基 pH对抑菌圈大小的影响

分别配置 pH 为 6.5、7.0、7.5、8.0、8.5 的检定培养
基制备平板，每一工作 pH 重复制备 3个平板，30 ℃培
养， 测定不同 pH 培养平板上各标准品中心参照浓度
所产生的抑菌圈直径的平均值， 不同时间重复测定 3
次，比较 pH 范围 6.5～8.5 的检定培养基对抑菌圈大小
的影响，结果见表 1。

结果表明： 在 pH6.5～8.5 范围内，pH 为 6.5、7 和
7.5时虽然抑菌圈直径并不全部都是愈来愈大，但其差
异不显著，pH 为 8.0 和 8.5 随 pH 的增大，细菌的生长
受到抑制，抑菌圈边缘愈来愈不平整、不清晰。 就整体
而言，pH为 7.5时菌落生长致密，可产生最大的边缘清
晰完整的抑菌圈，所以本试验的最适 pH选定为 7.5。
2.3 单双层平板的比较
2.3.1 单层平板的比较

取 4套平板，均铺成单层平板，每套平板中单个培
养基的加量分别为 10、15、20、25 mL，所得数据见图 2。

从图 2可以看出， 随着培养皿中检测培养基加量
的增加，检测的灵敏度逐渐降低，但其斜率变化不大，
加量为 15 mL时准确度较高。
2.3.2 双层平板的比较

变换各种不同底层和菌层培养基的配比，依次制
成双层（20+5）、（15+5）、（15+10）、（10+10）mL（“+”号
前后两个数字分别代表底层和菌层培养基的加量）平
板各一套，30 ℃培养 18 h 后测量各抑菌圈直径， 所得
标准曲线见图 3。

从图 3可以看出，各曲线斜率比较接近，即对检测
的准确度影响不大，但对同一菌层而言，较小的底层
培养基加量其灵敏度较高，这可能是由于提高了指示
菌的敏感性的缘故。

结合图 2和图 3， 采用单层加量为 15 mL 或者双
层（15+5）mL 培养基都可以得到较好的结果，但考虑
到操作的方便性，采用单层加 15 mL培养基。
2.4 培养温度的影响

采用 3 种不同的培养温度（25、30、35 ℃）， 培养
18 h 后， 在 30 ℃和 35 ℃培养的平板均出现较清晰的
抑菌圈，而在 25 ℃培养的平板培养至 48 h 时，抑菌圈
边缘仍比较模糊，30℃和 35℃的标准曲线见图 4。

由图 4可以看出，30 ℃培养的斜率较大，x 轴截距
较小，所以选择 30℃作为检测的培养温度比较合适。
2.5 最低检测限的确定

取红霉素和螺旋霉素标准储备液用磷酸盐缓冲
液稀释成不同浓度，以相应的标准溶液的中心浓度为

图 1 菌悬液浓度的影响

Fig.1 Effects of the suspension concentration of micrococcus luteus
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表 1 培养基 pH对抑菌圈直径的影响

Table 1 Effect of medium pH

培养基 pH
平均抑菌圈直径/mm

红霉素 螺旋霉素

6.5 15.52±0.33 16.16±0.75

7.0 15.65±0.51 16.27±0.48

7.5 15.73±0.24 16.33±0.35

8.0 16.53±0.97 16.98±1.05

8.5 抑菌圈边缘 不清晰
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图 2 单层平板的比较

Fig.2 Comparison of monolayers

图 3 双层平板的比较

Fig.3 Comparison of double-layers
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表 4 日间差异（n=3）

Table 4 Between-day precision（n=3）

图 4 温度的影响

Fig.4 Effect of culture tempreture

参照浓度工作液，加入相间隔的 3 个牛津杯中，其余 3
个牛津杯中加入其它浓度中的一个， 重复 3 个平板。
用藤黄微球菌做抑菌试验，测定各浓度标准品稀释液
所产生的抑菌圈直径，以产生明显抑菌圈的最小浓度
为最低检测限，结果见表 2。

2.6 精密度试验
精密度：指用某种方法重复测定同一均值样品所

得测定值的彼此接近程度， 表示分析结果的重复性。
常用变异系数（CV，%）表示。 选择高、中、低 3 个浓度
在同一日和不同日分别测定 3批， 计算其日内及日间
差异，结果见表 3、表 4。 公式如下：

CV/ %=S/x×100
式中：S为标准偏差；x为各测量值的平均值。

试验结果表明：本试验的日内和日间差异其变异
系数均低于 10 %，本试验具有较高的精密度，可满足

试验的要求。

3 结论
本研究建立的活体动物中红霉素及螺旋霉素药

物残留微生物抑制检测方法准确可靠， 简便易行，样
品前处理简单，成本相对较低，可快速、准确地对进出
境动物采集的血液、尿样样品中红霉素及螺旋霉素药
物残留进行测定，具有很好的重复性和再现性，而且
不需要昂贵的检测仪器，是色谱分析、免疫分析等其
他方法的有益补充。 本方法不会产生假阴性结果，但
对可能产生的假阳性结果应进一步采用仪器分析的
方法进行确证试验。
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表 2 测定低限

Table 2 The minimal Detectable level

样品种类 大环内酯类兽药 测定低限/（mg/kg）

动物血清、尿液 红霉素 0.05

螺旋霉素 0.05

药物
浓度/

（μg/mL）

抑菌圈直径
（不同试验批次） 平均抑菌

圈直径/mm
变异系数
（CV）/%

1 2 3

红霉素 0.05 10.01 9.78 10.11 9.97±0.17 1.7

0.2 15.52 14.97 14.86 15.12±0.35 2.3

0.4 18.7 19.24 18.43 18.79±0.41 2.2

螺旋
霉素

0.05 10.96 10.2 10.7 10.62±0.39 3.6

0.2 15.71 16.18 15.94 15.94±0.24 1.5

0.4 21.48 20.53 20.87 20.96±0.48 2.3

表 3 日内差异（n=3）

Table 3 Within-day precision（n=3）

药物 浓度/
（μg/mL）

抑菌圈直径
（不同试验批次） 平均抑菌

圈直径/mm
变异系数
（CV）/%

1 2 3

红霉素 0.05 10.17 10.45 10.23 10.28±0.15 1.4

0.2 15.94 15.14 15.36 15.48±0.41 2.7

0.4 18.74 18.98 19.35 19.02±0.31 1.6

螺旋
霉素

0.05 9.86 10.04 10.21 10.04±0.18 1.8

0.2 15.57 14.73 15.36 15.22±0.44 2.9

0.4 19.01 18.81 19.31 19.04±0.25 1.3
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