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摘 要
:
4℃预扩散和培养温度是影响 琼脂扩散法 @.J 定 Ni

sm 效价

的两 个重要因素
。

4℃预扩散可明显改进 N si m 在琼脂 中

的扩散效 果
,

提高效价测 定的精确度
。

30 ℃培养 时
,

N sii n

效价 测定 的精确度和灵敏度最高
。

关健词
:

琼脂扩散法
,

乳链菌肤
,

预扩散
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乳链菌肤 (Ni si n) 亦称为乳酸链球菌素
,

是 由乳酸

乳球菌 (l ac ot c

oc
c
o l ac sti )产生的一种 34 个氨基酸的

多肤抗菌物质
。

目前
,

测定 Ni si n 效价的方法有琼脂

扩散法 l[]
、

浊度检测法 2[]
、

A T P 生物荧光法 3l]
、

酶联免疫

吸附法 I’]
、

流式细胞术法图等方法
,

然而
,

基于简单
、

方

便
、

经济 的原因
,

琼脂扩散法仍然是 目前较为常用 的

检测方法
。

根据扩散的形式的不同
,

琼脂扩散法可分

为直线扩散法
、

点滴法
、

滤纸片法
、

管碟法和打孔法
,

而打孔法和管碟法是测定 Ni si n
效价较 为常用 的方

法「1

问
。

在应用琼脂扩散法测定 Ni si n
效价时

,

测定结

果受较多因素影响 「州
。

培养温度是 Ni si n
效价测定 中

的一个重要影响因素
,

伊守亮门在 25
、

3 0
、

37 ℃条件下
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用管碟法测定 Ni si n 效价标准曲线
,

发现 3 0℃培养条

件下的标准曲线最佳
,

得到了较高的精确度和灵敏

度
。

本实验 以打孔法在不同温度下测定 Ni si n 效价的

标准曲线
,

试以优化打孔法测定 Ni si n 效价的最佳温

度培养条件
,

同时研究 了 4℃预扩散对打孔法测定

N is i n 效价的影响
。

, 材料与方法

1
.

1 材料与仪器

指 示 菌 藤 黄 微 球 菌 Mi
c
or

c o c c
us 阮 et us

A S I
.

2 1 5 6 ; N i s in 标准品 S igm
a

公司
; 效价检测培养

基 O1[] 胰蛋 白脉 0
.

8%
,

酵母膏 .0 5%
,

葡萄糖 .0 5 %
,

N
a C I 0

.

5 %
,

N a ZH P O 4
·

12 H ZO 0
.

2 %
,

琼 脂 0
.

7 5%
,

P H 6
.

8
,

O
.

7 x 1OS P a ,

灭菌 2 0 m in ; 牛肉膏蛋白陈培养基

牛 肉 膏 0
.

3%
,

蛋 白陈 1
.

0 %
,

N
a C I 0

.

5 %
,

p H 7
.

0
,

1
.

l x 1O
SP a ,

灭菌 2 0m in
。

Pr ot
0
C O L S R 自动菌落计数仪 / 抑菌 圈测 量仪

英 国 S y n o P t i e s
Lt d

。

,
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 N si ni 标 准液 的配 制 准确称 取 IOm g Ni si n

标准品 ( 10
6
IU / g )

,

溶于 10 m L 0
.

0 2 m o l / L 无菌 H C I 溶

液 中
,

配成 ol
3
IU / m L 的 Ni si n

标准液
,

室温放置 hl
,

4℃冰箱保存备用 (不 超过 7 d )
,

需要 时用 .o OZ m d / L

无菌 H C I 溶液稀释成 1 0 0
、

5 0
、
2 5

、
1 0

、
S I U / m L 五种效

价的标准液
。

1
.

.2 2 指示菌菌悬液的制备 2 5 Om L 三角瓶装牛 肉

膏蛋白脉无菌液体培养基 3 0 m L
,

斜面接种指示菌两

环
,

2 3 0 r/ m in
,

3 7℃ 摇 瓶 2 4 h
,

O D 、 约 为 1
.

5 5 2
,

约

1
.

7 6 x 10
7 e
uf / m L

。

1
.

.2 3 效价测定
、

结果处理及评价 冷却已灭菌的效

价检测培养基至 4 5℃左右
,

再加入 2 %指示菌菌悬

液
,

摇匀
,

用 ZO m L 移液管准确吸取 2 0 m L 该培养基
,
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曲线斜率分别为 8
.

2
、

.4 5
、

4
.

s m m
·

m L
·

IU
一 ` ,

方案 l 所

得标准曲线 的斜率最大
,

明显高于其它两个方案的

斜率
,

说明 4℃预扩散可明显提高 Ni si n 效价测定的

精确度
,

促进 Ni si n 在琼脂 中的扩散
。

但 同时也可以

看出
,

经过 4℃预扩散后
,

Ni si n
标准 曲线截距有所减

小
,

灵敏度有所降低
。

ǎ墓à侧哪圃擅冕

加人直径一致
、

水平放置 的培养皿内
,

待凝 固后用一

直径 7 m m 的 中空打孔器在每 个平 板上打出 五个孔

洞
,

依次等量加人 1 0 0
、

5 0
、
2 5

、
1 0

、
S IU / m L 的 N i s i n 标

准溶液
,

并几乎充满孔洞
,

盖上皿盖
,

静止放置 .o s h
,

然后小心移至培养箱内培养 2 4 h
,

用 P ort
o
C O L S R 测

量仪测量抑菌圈直径
。

用 P or ot C O L S R 测量仪测量抑菌 圈直径后
,

以

N sii n
标准液对数值为横坐标

,

抑菌圈直径为纵坐标
,

绘制得出标准曲线 1[]
。

标准曲线斜率大小可反映出单

位 NI
S
ni 标准液浓度抑菌圈直径变化的幅度

,

即测定

的精确性
,

斜率越大扩散性越好
,

反之越差 ;
标准曲

线与 y 轴截距则反映出在最低 Ni si n 效价时
,

各种情

况的抑菌圈直径的大小
,

即测定的灵敏度 网
。

2 结果与分析

2
.

1 培养温度对效价测定的影响

采用 2 5
、

30
、

35
、
3 7℃ 4 种不同 的培养温度

,

培养
2 4 h 后

,

3 0
、

3 5
、

3 7℃均显示 出 比较清晰的抑菌 圈
,

而

2 5℃指示菌长势较慢
,

培养至 4 8 h 时
,

抑菌圈边缘仍

比较模糊
。

3 0
、

3 5
、

37℃ 的标准 曲线见 图 1
。

30
、

3 5
、

3 7℃标准 曲线 斜率分别 为 5
.

9
、

5
.

6
、

5
.

s m m
·

m L
·

I u
一`,

3 0℃斜率最大
,

即精确度最高
。

由图 1 可看出
,

3 0℃

标准曲线的截距最大
,

即灵敏度最高
。

同时
,

在实验

过程 中观察到培养温度越高
,

Ni si n
标准液蒸发越快

,

不利 于 Ni si n 标准 液的扩散
。

因此
,

3 0℃为打 孔法
N si ni 效价测定的最佳培养温度

。

l 一方案 1

2 一方案 2

3 一方案 3

0习 1
.

1 1
.

3 1 5 1 7

N i s in 效价对数 ( IU / m L )
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图 2 4℃预扩散的影响

16

l 5

1一 3 0℃培养

2一 3 5℃培养

3一 3 7℃培养

3 结论

琼脂扩散法是测定 NI
S
认 效价较为常用 的方法

,

具有简单
、

方便
、

经济等优点
,

但是该方法也受较多

因素的影响
,

培养温度及 4℃预扩散是较为重要 的影

响 因素
。

本实验以打孔法测定 Ni si n
效价的最佳培养

温度为 3 0℃
,

在此温度下得到的标准曲线具有较高

的精确度和灵敏度
,

这与伊守亮
〔刀用管碟法测定所得

出 的结论相 同
。

4℃预扩散可 明显促进 Ni si n 在琼脂

中的扩散
,

所得标准曲线具有较高的精确度
,

但 同时

4℃预扩散使得标准曲线 的灵敏度略有降低
。
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.2 2 4℃预扩散对效价测定的影响

N si ni 效价测定 的培养方法按 以下方案进行
:

方

案 1
:

加有 Ni si n
标准液培养皿 4℃预扩散 2 4 h

,

然后

再放置于 3 0℃培养箱培养 1 8 h ;
方案 2

:

加有 Ni si n
标

准液培养皿直接置于 O3 ℃培养箱培养 24 ;h 方案 3
:

未加有 Ni si n
标准液培养皿先 4℃预扩散 2 4 h

,

然后

加人 Ni si n
标准液

,

置于 3 0℃培养箱培养 1h8
。

在三种方案的培养条件下均得到了较为清晰的

抑菌圈
,

标准曲线绘制如 图 2
。

方案 l
、
2

、

3 所得标准
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测定值
,

计算 回收率
、

标准差 ( S) 和变异系数 ( C V ) (见

表 1 )
。

结果表明
,

回收率在 95
.

83 % 一 125
.

83 %之间
,

变

异系数在 1
.

35 % 一 7
.

78 %之间
。

表 1 回收率及精密度实验

期望值

(
n g / m L )

40
少7

.

气é曰、ù气à, 10少2
`.lqù内」

……
422气é21

测定值

(
n
群m L )

13 98
.

89

12 55
.

0 0

10 80
.

0 0

10 5 1
.

67

7 7 6
.

6 7

59 8
.

3 3

50 1
.

6 7

2 5 1
.

6

回收率

(% )

C V

(% )

9 9
.

9 2

104
.

5 8

9 8
.

1 8

1 05
.

1 7

9 5
.

83

99
.

7 2

100
.

3 3

1 2 5
.

83

0
.

034

0
.

07 3

0
.

0 32

0
.

07 0

0
.

0 3 6

0
.

0 1 5

0
.

0 8 1

0
.

06 5

7 .7 8

7
.

3 2

即可出结果
,

而且可以 同时检测多项指标
,

如蛋 白质

含量
、

乳脂率
、

冰点
、

酸度等
。

但是这种仪器一台就需

三十多万
,

这是中小企业无力承担的
,

而且需要专 门

人员检测和维护
。

本实验建立了检测原料乳中
K 一酪蛋 白的酶联免

疫吸附法 (E H S A )
,

该方法具有专一
、

灵敏
、

准确 的特

点
,

不需要特殊的仪器设备
,

操作也较为简便
,

而且

能够同时对几十个甚至上百个样品进行检测
。

检测

的线性范 围是 25
一 14 0 0 ng / m L

,

相关系数为 .0 9 8 3 1
,

回收率在 95
.

83 % 一 125
.

83 %之 间
,

不仅适合于中小企

业
,

也适合于原料乳 的现场快速检测
。

参考文献
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取 10 0 份原料奶样品
,

用 E LI S A 方法检测
,

将通

过工作 曲线计算所得测定值与 F os
s 1 2 O 乳成分分析

仪所测数据作 比较
,

准确率为 92 %
。

.2 4 抗血清的特异性

原料奶中除含有
K 一酪蛋 白外

,

还含有乳清蛋 白
、

日一酪蛋 白
、

叭一酪蛋 白和乳铁蛋 白
,

分别将这几种蛋

白以 2 0 0 n
盯m L 的浓度包被

,

检测各蛋 白与所制 K 一

酪蛋 白抗血清是否有交叉反应 (见表 2 )
。

结果表明
,

所建立的 E LI S A 方法能够有效地将
K 一酪蛋 白与其

他蛋 白质区分开来
,

具有较强的特异性
。

表 2 抗血清的特异性实验

相关蛋白 0 D 4 92 n m
结果

乳清蛋白 .0 01
-

乳铁蛋 白 .0 01
_

日
一
酪蛋白 .0 02

_

。厂酪蛋白 .0 03
一

K 一
酪蛋白 .0 99 +

3 结论

常规 的 检测酪 蛋 白 的方 法是先将 酪蛋 白在 等

电点沉淀
,

用凯 氏定氮法测定
,

此 法的缺点是
:

耗

时
,

测定过程繁琐
; 测定 的是含氮化 合物 (其 中包括

一些非蛋 白氮 )
,

其结果 只能称为粗蛋 白
,

而非真蛋

白 2[]
。

而层析法和电泳法所需仪器设备 昂贵
,

而且操

作 时需要专门 的技术人员
,

不适合 中小型奶站 151
。

现

在有一些大型的乳 品企业采用 F os
s 1 2 0 乳成分分析

仪来控制原料奶质量
,

该仪器检测快速
,

平均 Z m ni
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等
.
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.
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