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发光细菌检测四环素族抗生素体系的建立

朱金国　刘红霞

(湖南出入境检验检疫局 ,湖南　长沙　410007)

摘　要 :为建立快速检测四环素族抗生素残留的方法 ,采用大量接种快速培养方法 ,制备出适宜检

测用的发光菌检测液 ,建立了发光细菌检测四环素族抗生素体系。结果表明 ,在该检测体系条件

下 ,明亮发光杆菌与金霉素、土霉素和四环素的抑制效应作用呈良好的线性关系 ,菌液与抗生素的

作用最佳体积配比为 1∶3 ,相互作用的适宜时间为 60～80 min。该体系对四环素族抗生素的检测

灵敏度可达 01006 25μgΠml ,比传统的杯碟法高 5倍 ,具有快速、简便的特点 ,可作为食品中抗生素

残留的一种快速、灵敏的筛选检测方法。
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System constructed to detect tetrayclines drug by luminescent bacteria
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Abstract : Luminescent bacteria have been widely used to monitor water quality and assess the toxicity of

substances , but hitherto no reports are available on its use in detecting the biological activity of antibiotics. A

rapid cultivating method of massive inoculation was adopted to produce a type of luminescent bacteria

suspension suitable for detecting tetracyclines in food samples and a testing system was established.

Experiments indicated that the best volume ratio of the bacteria suspension to the tetracycline solution was 1∶3

for their interactions , and the best interaction time was approximately 60～80 minutes. Under the system

conditions , the inhibiting effects of oxytetracyline , chlortetracycline and tetracycline on the Photobacterium

phosphoreum presented good linear relationship . The sensitivity of this system in detecting tetracyclines can

reach 01006 25μgΠml , which is five times higher than that of the traditional cylinder plate method. The

system can be used as a rapid and convenient screen method for detecting tetracycline residues in foods.
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　　近 20年来 ,发光细菌 (luminescent bacteria)在环

境、水质的监测、物质毒性的检测以及临床医学等多

项领域的应用日益广泛[1～4 ] ,有的达到了实用检测

的阶段 ,也确立了相关的发光细菌培养方法和检测

体系[5 ,6 ]。目前对水质和环境毒性的检测广泛采用

1979年 Bulich 建立的用 2 % NaCl 溶液复活冻干发

光细菌体系 ,美国 Bicrobics公司推出了发光细菌急

性毒性测定法和生物毒性检测仪 (Microtox) [7 ,8 ]。荷

兰利用假单胞发光菌 ( Pseudomonas fluorescens ATCC

13525)测定水质中的毒性效应 ,并建立了有关的方

法标准 (Netherlands Standard : NEN 6509) 。最近国际

标准化组织发布了利用冻干的发光费氏弧菌 ( Vibrio

fischeri)检测水质样品中抑制效应的生物测定方法

( ISO 1134823 :1998 ( E) ) [9 ]。作者通过初步的试验发

现 ,四环素族抗生素 ( Tetrayclines , TCs)对复活的冻

干发光细菌的发光没有明显的抑制效应。而其它发

光细菌的检测体系 ,大多由于培养时间过长 ,菌龄老

化 ,对 TCs的敏感性较差 ,不适合于低浓度的 TCs检

测。目前对 TCs的生物测定方法为管碟法 ,其操作

较繁杂、耗时长 ,检测灵敏度也受到一定的限制。我

们在对发光细菌生物学及其发光特性研究的基础

上 ,采用大量接种快速培养发光细菌的方法 ,使发光

细菌在短的培养时间内达到良好的生理敏感状态和

适宜的发光强度 ,同时针对食品中 TCs残留量级检

测的特点和要求 ,建立检测 TCs的发光细菌检测体

系 ,可在低于 1μgΠml 的浓度范围内 ,达到快速、灵

敏的检测 TCs的目的。

1　材料和方法

111　菌种

明亮发光杆菌 ( Photobacterium phosphoreum ) T3

变种 ,由中国科学院南京土壤研究所提供。

112　试剂和材料

TCs 标准品 　盐酸金霉素 ( Chlortetracyline

Hydrochloride CTC ) 含 量 为 9510 % , 土 霉 素

(Oxytetracycline OTC) 含量为 9214 % ,盐酸四环素

(Tetracycline Hydrochloride TTC)含量为 9817 % ,均为

化学对照品级 ,购自中国药品生物制品检定所。胰

蛋白胨、酵母浸膏粉为英国 OXOID公司产品 ,其它

试剂均为分析纯试剂。

HITACHI MPF24 型 荧 光 分 光 度 计 , 日 本

HITACHI公司生产。

磷酸盐缓冲液　KH2 PO4 110 g、Na2 HPO4 510 g、

NaCl 3010 g ,加蒸馏水 1 000 ml 溶解 ,。分装后

121℃15 min 灭菌。

发光细菌培养基 　胰蛋白胨 510 g、酵母浸膏

510 g、丙三醇 310 g、NaCl 3010 g、KH2 PO4 110 g、

Na2 HPO4 510 g、蒸馏水 1 000 ml、121℃15 min灭菌。

113　发光细菌培养方法

加 5 ml磷酸盐缓冲液至 1 支明亮发光杆菌试

管斜面中 ,将细菌冲洗下来 ,转接到 120 ml 发光细

菌培养基中 , (23±1) ℃磁力搅拌或振荡培养 5 h左

右至发光。

114　发光测定

将待测的发光测试液振荡混匀后取 3 ml置于 5

ml石英比色杯中 ,用荧光分光度计进行发光测定 ,

检测波长为 650 mm ,并根据试样发光量的大小 ,适

当调节荧光光度计的量程 ,控制测定环境温度为 20

～25℃。

2　结果与讨论

211　TCs对发光细菌发光的抑制效应

用磷酸盐缓冲液分别将盐酸金霉素、土霉素、盐

酸四环素标准品稀释成 6125、1215、2510、5010、

10010、25010、50010、1 00010 ngΠml ,用移液器准确吸

取 510 ml发光菌液加入到 1510 ml 稀释好的各 TCs

标准溶液中 , (23 ±1) ℃恒温孵育 60 min ,测定其发

光强度 ,结果见表 1。

表 1　TCs对发光细菌的抑制效应

OTC浓度Πng·ml - 1 0 6125 1215 2510 5010 100 250 500 1000

发光强度 10819 10417 10210 9719 9710 9017 8710 8116 7710

TTC浓度Πng·ml - 1 0 6125 1215 2510 5010 100 250 500 1000

发光强度 6516 5716 5511 5111 4718 4313 3913 3610 3218

CTC浓度Πng·ml - 1 0 6125 1215 2510 5010 100 250 500 1000

发光强度 10814 9710 9414 8813 8411 7912 7411 7118 6915

　　取浓度的对数 (LnC)为 x ,以发光强度为 y ,分

别求出金霉素、土霉素、四环素对发光细菌抑制效应

的相关线性方程。

土霉素的线性方程 :A = 115188　B = - 51445　

相关系数 ( r) = - 019921

y = - 51445 x + 115188

　　四环素的线性方程 : A = 67116　B = - 51017　

相关系数 ( r) = - 019989

y = - 51017 x + 67116

　　金霉素的线性方程 : A = 107113 　B = - 51711

　相关系数 ( r) = - 019926

y = - 51711 x + 107113

　　计算结果显示 ,金霉素、土霉素、四环素对发光

细菌的抑制反应的相关系数绝对值均大于 0199 ,

| r| >α0101 (α0105 = 01707 ,α0101 = 01834)表明这 3种抗

生素的浓度与发光细菌的发光抑制呈极显著相关。

在 01006 25μgΠml～1μgΠml 的范围内 ,发光抑制量

与 TCs的浓度呈良好的线性关系 ,说明可用发光细
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菌来检测 TCs的浓度。

212　发光细菌与 TCs不同配比作用试验

用磷酸盐缓冲液将盐酸金霉素标准品稀释成

6125、12150、25100、50100、100100、200100、400100、

800100 ngΠml ,共稀释 6个组 ,每份体积为 20 ml。同

时将培养的发光细菌菌液用磷酸盐缓冲液稀释成 1

∶1、1∶5 、1∶10、1∶20、1∶50和原液 6个浓度。再将各

稀释浓度的发光菌液分别按顺序加到配制好的金霉

素标准品系列浓度溶液中 ,每个浓度组每份加菌液

量为 20 ml。控制好各组的加样顺序及间隔时间 ,

(23±1) ℃放置培养 60 min后 ,再分别进行发光测

定。结果如表 2。

表 2　发光细菌与金霉素不同配比浓度对发光的影响

菌液浓度 发光测定

0 6125 12150 25100 50100 100100 200100 400100 800100

1Π100 8918 8214 7716 7314 6613 6414 7115 7115 6514

1Π40 9613 8717 8010 7813 7417 6914 6712 6715 6411

1Π20 5213 4719 4412 4019 3718 3515 3417 3318 3211

1Π10 11515 10818 10316 9212 7613 7316 7118 7011 6819

1Π4 16112 15619 14918 14115 13613 12814 12414 11919 11518

1Π2 10314 10115 9710 9114 8416 8014 7516 7310 7118

　　取浓度的对数 (LnC)为 x ,以发光强度为 y ,分

别求出金霉素对不同菌液浓度的发光菌液发光抑制

的相关线性方程 ,结果见表 3。

表 3　金霉素与菌液配比浓度的线性回归分析

菌液浓度 A B 相关系数 ( r)

1Π100 83105 - 2170 - 017319

1Π40 94136 - 4197 - 019740

1Π20 51178 - 3152 - 019690

1Π10 120152 - 8177 - 019291

1Π4 170143 - 8153 - 019925

1Π2 112117 - 6152 - 019857

| r| >α0101 (α0105 = 01707 ,α0101 = 01834)

　　从表 2和表 3的结果可以看出 :加入菌量过少

(菌液浓度 1Π100、1Π40) ,在 100～200 ngΠml 浓度范

围 ,金霉素对发光细菌的发光表现有轻微刺激发光

作用 ,其相关性也较差一些 ;从 B值来看 ,菌液浓度

以 1Π4 和 1Π10 斜率最大 ,对发光的抑制效果较好。

菌液浓度为 1Π4即菌液与抗生素液的作用体积配比

以 1∶3为最好。

213　金霉素与发光细菌不同作用时间对发光的影

响

用磷酸盐缓冲液将盐酸金霉素标准品稀释成

6125、12150、25100、50100、100100、200100、400100、

800100 ngΠml ,每份标准品稀释液体积为 15 ml ,取

培养 515 h至发光良好的发光细菌菌液 ,每 1510 ml

金霉素稀释液中加 510 ml 菌液 , (23 ±1) ℃恒温条

件下静置培养 ,分别培养 40、50、60、80、100、120

min ,到作用时间后立即按顺序取样进行发光测定

(表 4) 。

取浓度的对数 (LnC)为 x ,以测定的发光强度为

y , 分别求出不同作用时间金霉素对发光细菌抑制

效应的相关线性方程 ,结果如表 5。

表 4　金霉素与发光细菌不同作用时间对发光的影响

作用时间

(min)

金霉素标准品系列浓度 ngΠml

0 6125 12150 25 50 100 200 400 800

40 9813 9416 8813 8216 8019 8217 7810 7912 7512

50 8717 8412 8118 7616 7517 7410 6919 7014 6813

60 8319 8117 8010 7419 7313 7116 6810 6716 6514

80 8515 8219 8013 7415 7116 6715 6218 6010 5718

100 9314 8414 8013 7418 7111 6412 5714 5316 5215

120 9712 8411 8014 7510 7011 6114 5311 4914 4815

表 5　不同作用时间的相关线性方程

作用时间 (min) A B r

40 96183 - 3132 - 019130

50 89102 - 3126 - 019737

60 87133 - 3141 - 019845

80 92182 - 5143 - 019954

100 97171 - 7114 - 019919

120 100126 - 8122 - 918768

| r| >α0101 (α0105 = 01707 ,α0101 = 01834)

　　结果表明 ,随着作用时间的增加 ,斜率增大 ,说

明金霉素对发光细菌发光抑制效应随时间增长加

强 ,在 40、50 min ,由于作用时间较短 ,对发光细菌的

抑制效应还没有充分体现 ,相关性较差一些 ,在 400

ngΠml这个浓度点 ,还对细菌发光有刺激增强效应 ,

随着时间的增长 ,刺激效应消失。从 60 min 开始 ,

| r| > 0198 ,线性较好。比较来看 ,金霉素与发光细

菌作用时间以 60～80 min较为适合。

3　讨论

以上试验结果可以说明 ,金霉素、土霉素、四环

素在 01006 25～1μgΠml 范围内对所确立的发光细

菌检测体系的发光有明显的抑制效应。而且随着这

3种抗生素浓度的增加 ,对细菌发光的抑制效应也

逐渐增强。3种四环素族抗生素的浓度对数与其对

发光细菌的发光抑制效应呈良好的线性关系 ,其相

关系数| r| > 0199 ,由此可建立相关的线性方程和检
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测体系。

大量接种快速培养的明亮发光杆菌 ,菌龄短 ,细

菌生理状态较为一致 ,对 TCs有良好的敏感效应 ,适

合 TCs的检测。发光细菌与 TCs的不同浓度作用配

比和不同作用时间对发光的抑制反应有影响 ,在反

应测试体系中 ,发光菌液与抗生素的体积配比以1∶3

为好。作用时间为 60～80 min ,增加作用时间可使

TCs对明亮发光细菌的抑制效应更为显著。包括菌

液培养时间在内全部检测时间约为 6～7 h ,只有杯

碟法时间的 1Π3。

目前常规的 TCs和抗生素的生物测定方法大多

采用杯碟法或其它扩散法 ,其原理是利用抗生素在

摊布敏感菌的琼脂或纤维纸上的扩散来形成一定抗

生素浓度梯度的扩散区 ,抗生素扩散到一定的半径

距离形成的浓度成为该试验菌的最小抑制浓度时 ,

即形成有边缘效应的抑菌圈。其扩散半径 ( r)的平

方值与抗生素浓度 M 的对数呈直线关系[10 ]。在本

检测体系中 ,抗生素对发光细菌的抑制灵敏效应表

现在单个细菌处于均散的初始抗生素浓度之中 ,而

扩散法表现在抗生素浓度以扩散递减到最小抑制浓

度对靶细菌的抑制生长 ,因而发光细菌方法的检测

灵敏度要高于杯碟法和其它扩散法。另一个方面 ,

细菌以单个形式在液体中培养生长时 ,与在固体表

面形成的菌落生长时的生理状态不相同 ,这也可能

影响到对抗生素的敏感性。实验结果证实 ,发光细

菌检测体系对 TCs 的检测灵敏度可达 01006 25

μgΠml ,明显高于杯碟法 01025～015μgΠml 的水平。

扩散速率是琼脂扩散法的一个重要因素 ,抑菌圈的

直径不仅与抗生素的活性有关 ,也与其在琼脂平板

中的扩散速率有关[10 ]。采用杯碟法测定抗生素的

敏感性时 ,对所有的参数 ,即培养基的组成、营养成

分的质量、琼脂的厚度及浓度要进行严格的标准化 ,

更重要的是培养皿上的接种菌的密度必须严格标准

化[10 ]。相对而言 ,发光细菌检测体系易于控制各种

参数 ,在使用上更为简便快速。

由于近些年来人们对食品安全的日益关注 ,国

内外对食品中兽药残留的要求越来越严[11 ]
,对于食

品中抗生素的检测方法的灵敏度也提出了更进一步

的要求。本文所建立的检测体系在食品和其它物质

中残留级的四环素族抗生素的筛选检测具有重要意

义。
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