
 

 

1201 抗生素微生物检定法  

本法系在适宜条件下，根据量反应平行线原理设计，通过检测抗生素对微生物的抑制作

用，计算抗生素活性（效价）的方法。 

抗生素微生物检定包括两种方法，即管碟法和浊度法。 

测定结果经计算所得的效价，如低于估计效价的 90％或高于估计效价的 110％时，应调

整其估计效价，重新试验。 

除另有规定外，本法的可信限率不得大于 5％。 

第一法  管碟法 

本法系利用抗生素在琼脂培养基内的扩散作用，比较标准品与供试品两者对接种的试验

菌产生抑菌圈的大小，以测定供试品效价的一种方法。 

菌悬液的制备 

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis）悬液  取枯草芽孢杆菌〔CMCC（B）63 501 或 CVCC717〕

的营养琼脂斜面培养物，接种于盛有营养琼脂培养基的培养瓶中，在 35～37℃培养 7 日，

用革兰染色法涂片镜检，应有芽孢 85％以上。用灭菌水将芽孢洗下，在 65℃加热 30 分钟，

备用。 

短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus）悬液  取短小芽孢杆菌〔CMCC（B）63 202 或 CVCC709〕

的营养琼脂斜面培养物，照上述方法制备。 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus）悬液  取金黄色葡萄球菌〔CMCC（B）26 003

或 CVCC1882〕的营养琼脂斜面培养物，接种于营养琼脂斜面上，在 35～37℃培养 20～22

小时。临用时，用灭菌水或 0.9％灭菌氯化钠溶液将菌苔洗下，备用。 

藤黄微球菌(Micrococcus luteus）悬液  取藤黄微球菌〔CMCC（B）28 001或CVCC1600〕

的营养琼脂斜面培养物，接种于盛有营养琼脂培养基的培养瓶中，在 26～27℃培养 24小时，

或采用适当方法制备的菌斜面，用培养基Ⅲ或 0.9％灭菌氯化钠溶液将菌苔洗下，备用。 

大肠埃希菌(Escherichia coli）悬液  取大肠埃希菌〔CMCC（B）44 103 或 CVCC2081〕

的营养琼脂斜面培养物，接种于营养琼脂斜面上，在 35～37℃培养 20～22 小时。临用时，

用灭菌水将菌苔洗下，备用。 

肺炎克雷伯菌(Klebosiella pneumoniae）悬液  取肺炎克雷伯菌〔CMCC（B）46 117〕

的营养琼脂斜面培养物，接种于营养琼脂斜面上，在 35～37℃培养 20～22 小时。临用时，

用无菌水将菌苔洗下，备用。 

标准品溶液的制备  标准品的使用和保存，应照标准品说明书的规定。临用时照表 1 的

规定进行稀释。 

标准品的品种、分子式及理论计算值见表 2。 
表 1  抗生素微生物检定管碟法试验设计表 

抗生素类别 试   验   菌 培  养  基 灭菌缓冲

液          

pH 值 

抗生素浓度 

范围      

单位/ml 

培养条件 

编号 pH 值 温度 

（℃） 

时间 

（小时） 



 

 

链霉素        枯草芽孢杆菌〔CMCC（B）63 501 
或 CVCC717〕 

Ⅰ 7.8～8.0 7.8  0.6～1.6 35～37 14～16 

卡那霉素 枯草芽孢杆菌〔CMCC（B）63 501 
或 CVCC717〕 

Ⅰ 7.8～8.0 7.8  0.9～4.5 35～37 14～16 

吉他霉素 枯草芽孢杆菌〔CMCC（B）63 501 
或 CVCC717〕 

Ⅱ
① 8.0～8.2 7.8  20～40 35～37 16～18 

安普霉素 枯草芽孢杆菌〔CMCC（B）63 501 
或 CVCC717〕 

Ⅰ 7.8～8.0 7.8  5.0～20.0 35～37 16～18 

盐霉素 短小芽孢杆菌〔CMCC（B）63 202 
或 CVCC709〕  

Ⅳ 6.5～6.6 6.0  10.0～40.0 35～37 14～16 

庆大霉素 短小芽孢杆菌〔CMCC（B）63 202 
或 CVCC709〕 

Ⅰ 7.8～8.0 7.8  2.0～12.0 35～37 14～16 

红霉素 短小芽孢杆菌〔CMCC（B）63 202 
或 CVCC709〕 

Ⅰ 7.8～8.0 7.8  5.0～20.0 35～37 14～16 

新霉素 金黄色葡萄球菌〔CMCC（B）26 003 
或 CVCC1882〕 

Ⅱ 7.8～8.0 7.8② 4.0～25.0 35～37 14～16 

土霉素 藤黄微球菌〔CMCC（B）28 001 
或 CVCC1600〕 

Ⅱ 6.5～6.6 6.0  10.0～40.0 35～37 16～18 

金霉素 藤黄微球菌〔CMCC（B）28 001 
或 CVCC1600〕 

Ⅱ 6.5～6.6 6.0 4.0～25.0 35～37 16～18 

杆菌肽 藤黄微球菌〔CMCC（B）28 001 
或 CVCC1600〕 

Ⅱ 6.5～6.6 6.0  2.0～12.0 35～37 16～18 

黏菌素 大肠埃希菌〔CMCC（B）44 103 
或 CVCC2081〕 

Ⅵ 7.2～7.4 6.0 614～2344 35～37 16～18 

泰乐菌素 藤黄微球菌〔CMCC（B）28 001 
或 CVCC1600〕 

Ⅱ 6.5～6.6 6.0  2.5～10.0 35～37 16～18 

大观霉素 肺炎克雷伯菌〔CMCC（B）46 117〕 Ⅱ 7.8～8.0  7.0 50～200 35～37 16～18 

注：①加 0.3％葡萄糖。② 含 3％氯化钠。 

 

表 2  抗生素标准品品种与理论值 

标准品品种 标准品分子式或品名 理论计算值 

(单位/mg) 

标准品品种 标准品分子式或品名 理论计算值

(单位/mg) 

链霉素 

卡那霉素        

新霉素 

庆大霉素 

土霉素 

金霉素 

安普霉素 

(C21H39N7O12)2•3H2SO4 

C18H36N4O11•H2SO4 

硫酸新霉素 

硫酸庆大霉素 

C22H24N2O9•2H2O 

C22H23ClN2O8• HCl 

C21H41N5O11•5/2H2SO4 

798.3 

831.6 

 

 

927 

 1000 

  687.6 

杆菌肽 

红霉素 

盐霉素 

泰乐菌素 

大观霉素 

吉他霉素 

黏菌素 

杆菌肽锌 

C37H67NO13 

C42H69O11Na 

C46H77NO17 

C14H24N2O7•2HCl•5H2O 

吉他霉素 

硫酸黏菌素 

 

1000 

970.3 

1000 

 670.9 

  

 

供试品溶液的制备  精密称（或量）取供试品适量，用各品种项下规定的溶剂溶解后，

再按估计效价或标示量照表 1 的规定稀释至与标准品相当的浓度。 

双碟的制备  取直径约 90mm、高 16～17mm 的平底双碟，分别注入加热融化的培养基

（表 1）20ml，使在碟底内均匀摊布，放置水平台面上使凝固，作为底层。另取培养基适量

加热融化后，放冷至 48～50℃（芽孢可至 60℃），加入规定的试验菌悬液适量（能得清晰的

抑菌圈为度。二剂量法标准品溶液的高浓度所致的抑菌圈直径在 18～22mm，三剂量法标准

品溶液的中心浓度所致的抑菌圈直径在 15～18mm），摇匀，在每 1 双碟中分别加入 5ml，使

在底层上均匀摊布，作为菌层。放置在水平台上冷却后，在每 1 双碟中以等距离均匀安置不

锈钢小管（内径为 6.0mm±0.1mm，高为 10.0mm±0.1mm，外径为 7.8mm±0.1mm）4 个（二

剂量法）或 6 个（三剂量法），用陶瓦圆盖覆盖备用。 

检定法 

二剂量法  取照上述方法制备的双碟不得少于 4 个，在每 1 双碟中对角的 2 个不锈钢



 

 

小管中分别滴装高浓度及低浓度的标准品溶液，其余 2 个小管中分别滴装相应的高低两种

浓度的供试品溶液；高、低浓度的剂距为 2∶1 或 4∶1。在规定条件下培养后，测量各个抑

菌圈的直径（或面积），照生物检定统计法（通则 1431）中的（2.2）法进行可靠性测验及效

价计算。 

三剂量法  取照上述方法制备的双碟不得少于 6 个，在每 1 双碟中间隔的 3 个不锈钢

小管中分别滴装高浓度（S3）、中浓度（S2）及低浓度（S1）的标准品溶液，其余 3 个小管分

别滴装相应的高、中、低三种浓度的供试品溶液；三种浓度的剂距为 1∶0.8。在规定条件下

培养后，测量各个抑菌圈的直径（或面积），照生物检定统计法（通则 1431）中的（3.3）法

进行可靠性测验及效价计算。 

第二法  浊度法 

本法系利用抗生素在液体培养基中对试验菌生长的抑制作用，通过测定培养后细菌浊度

值的大小，比较标准品与供试品对试验菌生长抑制的程度，以测定供试品效价的一种方法。 

菌悬液制备 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus）悬液  取金黄色葡萄球菌〔CMCC（B）26 003

或 CVCC1882〕的营养琼脂斜面培养物，接种于营养琼脂斜面上，在 35～37℃培养 20～22

小时。临用时，用灭菌水或 0.9％灭菌氯化钠溶液将菌苔洗下，备用。 

大肠埃希菌(Escherichia coli）悬液  取大肠埃希菌〔CMCC（B）44 103 或 CVCC2081〕

的营养琼脂斜面培养物，接种于营养琼脂斜面上，在 35～37℃培养 20～22 小时。临用时，

用灭菌水将菌苔洗下，备用。 

白色念珠菌(Candida albicans）悬液  取白色念珠菌〔CMCC（F）98 001〕的改良马丁

琼脂斜面的新鲜培养物，接种于 10ml 培养基Ⅶ号中，置 35～37℃培养 8 小时，再用培养基

Ⅶ号稀释至适宜浓度，备用。 

标准品溶液的制备  标准品的使用和保存，应照标准品说明书的规定。临用时照表 3 的

规定进行稀释。 

标准品的品种、分子式及理论计算值见表 2。 

供试品溶液的制备  精密称（或量）取供试品适量，照各品种项下规定进行供试品溶液

的配制。 

含试验菌液体培养基的制备  临用前，取规定的试验菌悬液适量（35～37℃培养 3～4

小时后测定的吸光度在 0.3～0.7 之间，且剂距为 2 的相邻剂量间的吸光度差值不小于 0.1），

加入到各规定的液体培养基中，混合，使在试验条件下能得到满意的剂量-反应关系和适宜

的测定浊度。 

已接种试验菌的液体培养基应立即使用。 
表 3 抗生素微生物检定浊度法试验设计表 

抗生素类别 试验菌 培养基 灭菌缓冲液 

pH 值 

抗生素浓度范围 

（单位/ml） 

培养条件 

编号 pH 值 温度（℃） 

庆大霉素 金黄色葡萄球菌

〔CMCC（B）26 003 

或 CVCC1882〕 

III 7.0～7.2 7.8 0.15～1.0 35～37 

链霉素 金黄色葡萄球菌 III 7.0～7.2 7.8 2.4～10.8 35～37 



 

 

〔CMCC（B）26 003 
或 CVCC1882〕 

红霉素 金黄色葡萄球菌

〔CMCC（B）26 003 

或 CVCC1882〕 

III 7.0～7.2 7.8 0.1～0.85 35～37 

新霉素 金黄色葡萄球菌

〔CMCC（B）26 003 

或 CVCC1882〕 

III 7.0～7.2 7.8 0.92～1.50 35～37 

吉他霉素 金黄色葡萄球菌

〔CMCC（B）26 003 

或 CVCC1882〕 

III 7.0～7.2 7.8 0.8～2.4 35～37 

杆菌肽 金黄色葡萄球菌

〔CMCC（B）26 003 

或 CVCC1882〕 

III 7.0～7.2 6.0 0.06～0.30 35～37 

大观霉素 大肠埃希菌〔CMCC
（B）44 103 
或 CVCC2081〕 

III 7.0～7.2  7.0 30～72 35～37 

安普霉素 金 黄 色 葡 萄 球 菌

〔CMCC（B）26 003 
或 CVCC1882〕 

III 7.0～7.2 7.8 2.9～7.2  35～37 

泰乐菌素 金 黄 色 葡 萄 球 菌

〔CMCC（B）26 003 
或 CVCC1882〕 

III 7.0～7.2 7.8 0.6 ～2.0 35～37 

检定法 

标准曲线法  除另有规定外，取适宜的大小厚度均匀的已灭菌试管，在各品种项下规定

的剂量-反应线性范围内，以线性浓度范围的中间值作为中间浓度，标准品溶液选择 5 个剂

量，剂量间的比例应适宜（通常为 1∶1.25 或更小），供试品根据估计效价或标示量溶液选

择中间剂量，每一剂量不少于 3 个试管。在各试验管内精密加入含试验菌的液体培养基 9.0ml，

再分别精密加入各浓度的标准品或供试品溶液各 1.0ml，立即混匀，按随机区组分配将各管

在规定条件下培养至适宜测量的浊度值（通常约为 4 小时），在线测定或取出立即加入甲醛

溶液（1→3）0.5ml 以终止微生物生长，在 530nm 或 580nm 波长处测定各管的吸光度。同时

另取 2 支试管各加入兽药稀释剂 1.0ml，再分别加入含试验菌的液体培养基 9.0ml，其中一

支试管与上述各管同法操作作为细菌生长情况的阳性对照，另一支试管立即加入甲醛溶液

0.5ml，混匀，作为吸光度测定的空白液。照标准曲线法进行可靠性检验和效价计算。 

抗生素微生物检定法标准曲线法的计算及统计学检验 

标准曲线法的计算及可靠性检验 

    1．标准曲线的计算 

将标准品的各浓度 1g 值及相对应的吸光度列成表 4。 
表 4    抗生素标准品浓度 1g 值与吸光度表 

组数 抗生素浓度 1g 值 吸光度 
1 

1x  1y  

2 
2x  2y  

3 
3x  3y  

4 
4x  4y  



 

 

… … … 

n  nx  ny  

平均值 x  y  

按公式（1）和（2）分别计算标准曲线的直线回归系数（即斜率）b 和截距 a，从而得

到相应标准曲线的直线回归方程（3）。 

回归系数：
∑ −

∑ −−
= 2)(

))((
xx

yyxxb
i

ii  =
∑ ∑−
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ii

iii

xxx
yxyx

2                              （1）  

截距： a  = y － xb                                                   （2） 

直线回归方程： Y= abX＋                                               （3） 

2．回归系数的显著性测验 

判断回归得到的方程是否成立，即 X、Y 是否存在着回归关系，可采用 t 检验。 

假设 H0： 0=b ，在假设 H0成立的条件下，按公式（4）～（6）计算 t 值。 

估计标准差： XYS ,   =
2

)(
−
−Σ

n
Yyi

2

                                         （4） 

回归系数标准误： bS ＝  
2

XY,

)( xx

S

i −Σ
                                    （5）  

t=
bS

b 0−
                                            （6） 

    式中   yi 为标准品的实际吸光度； 

     Y 为估计吸光度〔由标准曲线的直线回归方程（3）计算得到〕；  

    y 为标准品实际吸光度的均值； 

    ix 为抗生素标准品实际浓度 1g 值； 

    x  为抗生素标准品实际浓度 1g 值的均值。 

     对于相应自由度（2n-4）给定的显著性水平 α（通常 α=0.05），查表得 tα/2（n-2），若 t ＞
tα/2（n-2），则拒绝 H0，认为回归效果显著，即 X、Y 具有直线回归关系；若 t ≤tα/2（n-2），则接

受 H0，认为回归效果不显著，即 X、Y 不具有直线回归关系。 

3． 测定结果的计算及可信限率估计 

3.1 抗生素浓度 lg 值的计算  当回归系数具有显著意义时，测得供试品吸光度的均值

后，根据标准曲线的直线回归方程（3），按方程（7）计算抗生素的浓度 1g 值。 

   抗生素的浓度 1g 值：X0 ＝
b

aY −0                                          （7） 

3.2 抗生素浓度(或数学转换值）可信限的计算  按公式（4）和（8）计算得到的抗生素

浓度 1g 值在 95％置信水平（α=0.05）的可信限。 



 

 

X0 的可信限：FL=X0±tα/2（n-2）·
b

S XY , ·
∑−Σ

−
++

ii

o

xxx
x

nm 2

2)X(11
                   （8） 

式中  n 为标准品的浓度数乘以平行测定数； 

m 为供试品的平行测定数； 

X0 为根据线性方程计算得到的抗生素的浓度 1g 值； 

Y0 为抗生素供试品吸光度的均值。 

3.3 可信限率的计算  按公式（9）计算得到的抗生素浓度（或数学转换值）的可信限率。 

可信限率 FL％= ％
低限高限

100
02

00 ×
−
X

XX                                （9） 

式中  X0应以浓度为单位。 

其可信限率除另有规定外，应不大于 5％。 

3.4 供试品含量的计算  将计算得到的抗生素浓度（将 1g 值转换为浓度）再乘以供试

品的稀释度，即得供试品中抗生素的量。 

二剂量法或三剂量法  除另有规定外，取大小一致的已灭菌的试管，在各品种项下规定

的剂量反应线性范围内，选择适宜的高、（中、）低浓度，分别精密加入各浓度的标准品和供

试品溶液各 1.0ml，二剂量的剂距为 2∶1 或 4∶1，三剂量的剂距为 1∶0.8。同标准曲线法

操作，每一浓度组不少于 4 个试管，按随机区组分配将各试管在规定条件下培养。照生物检

定统计法（通则 1431）中的（2.2）法和（3.3）法进行可靠性测验及效价计算。 

培养基及其制备方法 

                                                  

培养基 I 

      胨                      5g                琼脂                   15～20g 

      牛肉浸出粉              3g                水                     1000ml 

      磷酸氢二钾              3g 

除琼脂外，混合上述成分，调节 pH 值使比最终的 pH 值略高 0.2～0.4，加入琼脂，加

热溶化后滤过，调节 pH 值使灭菌后为 7.8～8.0 或 6.5～6.6，在 115℃灭菌 30 分钟。 

培养基 II 

      胨                      6g                  葡萄糖               1g 

      牛肉浸出粉              1.5g                 琼脂                15～20g 

      酵母浸出粉              6g                  水                   1000ml 

除琼脂和葡萄糖外，混合上述成分，调节 pH 值使比最终的 pH 值略高 0.2～0.4，加入

琼脂，加热溶化后滤过，加葡萄糖溶解后，摇匀，调节 pH 值使灭菌后为 7.8～8.0 或 6.5～

6.6，在 115℃灭菌 30 分钟。 

培养基Ш 

      胨                     5g                   磷酸氢二钾              3.68g 

      牛肉浸出粉             1.5g                  磷酸二氢钾              1.32g 

      酵母浸出粉             3g                   葡萄糖                  1g 

      氯化钠                 3.5g                  水                    1000ml 



 

 

除葡萄糖外，混合上述成分，加热溶化后滤过，加葡萄糖溶解后，摇匀，调节 pH 值使

灭菌后为 7.0～7.2，在 115℃灭菌 30 分钟。 

培养基Ⅳ                                           

      胨                     3g                   酵母浸出粉              3g       

      葡萄糖                 1g                   琼脂                  15～20g 

      水                     1000ml 

除琼脂和葡萄糖外，混合上述成分，调节 pH 值使其比最终的 pH 值略高 0.2～0.4，加

入琼脂，加热溶化后滤过，加葡萄糖溶解后，摇匀，调节 pH 值使灭菌后为 6.5～6.6，在 115℃

灭菌 30 分钟。 

培养基Ⅴ                                                         

      胨                     10g                   琼脂            20～30g 

      麦芽糖                 40g                   水                1000ml 

除琼脂和麦芽糖外，混合上述成分，调节 pH 值使比最终的 pH 值略高 0.2～0.4，加入

琼脂，加热溶化后滤过，加麦芽糖溶解后，摇匀，调节 pH 值使灭菌后为 6.0～6.2，在 115℃

灭菌 30 分钟。 

培养基 VI 

      胨               8g                    牛肉浸出粉        3g           

      葡萄糖                 2.5g                   酵母浸出粉        5g             

      氯化钠                 45g                    磷酸二氢钾       1g 

      琼脂                   15~20g                 磷酸氢二钾       3.3g    

      水                     1000ml 

除琼脂和葡萄糖外，混合上述成分，调节 pH 值使比最终的 pH 值略高 0.2～0.4，加入

琼脂，加热溶化后滤过，加葡萄糖溶解后，摇匀，调节 pH 值使灭菌后为 7.2～7.4，在 115℃

灭菌 30 分钟。 

培养基Ⅶ 

      蛋白胨                  7.5g                   氯化钠          5.0g 

      酵母膏                  2.0g                   葡萄糖          10.0g 

牛肉浸出粉                 1.0g                   水              1000ml 

除葡萄糖外，混合上述成分，加热溶化后滤过，加葡萄糖溶解后，摇匀，调节 pH 值使

灭菌后为 6.5，在 115℃灭菌 30 分钟。 

营养琼脂培养基 

      胨        10g                   琼脂            15～20g 

      氯化钠       5g                    肉浸液
①          1000ml 

除琼脂外，混合上述成分，调节 pH 值使比最终的 pH 值略高 0.2～0.4，加入琼脂，加

热溶化后滤过，调节 pH 值使灭菌后为 7.2～7.4，分装，在 115℃灭菌 30 分钟，趁热斜放使

凝固成斜面。 

改良马丁培养基 

      胨       5.0g           酵母浸出粉     2.0g 



 

 

      硫酸镁       0.5g           琼脂           15～20g 

      磷酸氢二钾       1.0g           水             1000ml 

      葡萄糖        20.0g 

除葡萄糖外，混合上述成分，微温溶解，调节 pH 值约为 6.8，煮沸，加入葡萄糖溶解

后，摇匀，滤清，调节 pH 值使灭菌后为 6.4±0.2，分装，在 115℃灭菌 30 分钟，趁热斜放

使凝固成斜面。 

培养基可以采用相同成分的干燥培养基代替，临用时，照使用说明配制和灭菌，备用。 

    灭菌缓冲液      

磷酸盐缓冲液（pH6.0） 取磷酸氢二钾 2g 与磷酸二氢钾 8g，加水使成 1000ml，滤过，

在 115℃灭菌 30 分钟。 

    磷酸盐缓冲液（pH7.0） 取磷酸氢二钾 9.39g 与磷酸二氢钾 3.5g，加水使成 1000ml，滤

过，在 115℃灭菌 30 分钟。     

磷酸盐缓冲液（pH7.8） 取磷酸氢二钾 5.59g 与磷酸二氢钾 0.41 g，加水使成 1000ml，

滤过，在 115℃灭菌 30 分钟。      

磷酸盐缓冲液（pH8.0） 取磷酸氢二钾 9.8g 与磷酸二氢钾 0.2g，加水使成 1000ml，滤

过，在 115℃灭菌 30 分钟。 
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