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最低抑制浓度法实验技术的改进与探析
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摘 要: 在培养基平板上, 接种同一种菌, 再置入含不同药物浓度的滤纸片, 进行最低抑制浓度实验。结果

表明, 用滤纸片法测定药物的最低抑制浓度, 比传统方法效果更好, 且更利于操作和定性研究。
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Improvement and analysis on the

m inmi um inhib itory concentration expermi ent

X IA H ong- m e,i CHEN Shan, LIU Dong- bo, L I Fan

( School of L ife Sc ience, Northeast Norm alUn iversity, Changchun 130024, Ch ina)

Abstract: The autho rs inocu late the same kind o f germ on a flat panel and p lace filter paper slices sat

urated by different concentrat ions o f drug. Then on the flat panel the experim ent o fm inimum inhibitory

concentration is carried ou.t Its result show s that compared w ith tradit iona lm ethod, the filter paper

m ethod is better for operat ion and qualitative research.
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近年来,在临床上用来治疗由细菌引起的各种

疾病主要是抗生素
[ 1]
。由于抗生素是生物在其生

命活动过程中产生的一种次生代谢产物或其人工衍

生物, 它们在很低浓度时就能抑制或影响其它生物

的生命活动,因而可用作优良的化学治疗剂
[ 2 ]
。针

对抗生素而言,最低抑制浓度就是在体外测定的能

够抑制细菌生长的最低药物浓度,英文缩写为 M IC。

不同的药物,即使对同一种微生物的抑制能力也可

能不同,所以可以通过测定 M IC来确定某种抗生素

的抑菌能力。青霉素是一种十分理想的抗生素,它

具有低毒、抗菌活力高等优点, 但也存在易过敏、不

稳定、不耐酸、易产生耐药菌株等缺点
[ 3]
, 以及对革

兰氏阳性菌抑菌效果好, 对革兰氏阴性菌抑菌效果

差的特点。下面以青霉素为例,探析青霉素最低抑

制浓度法实验技术的改进。

1 基本原理

最低抑制浓度是指药物抑制微生物生长的最低

浓度。其测定方法可在液体或固体培养基中进行。

液体稀释法是在试管中加入适用于测试菌生长

的液体培养基作为稀释液, 将不同剂量的药物加入

各试管中,形成一组不同递减浓度的药物试管,然后

加入一定量的测试菌,在合适的温度下培养一定时

间后,用肉眼观察其混浊度或用光电比色计作比浊

测定,以不长菌的药物试管剂量为该药物的最低抑

制浓度 (M IC )。此法的优点是药物剂量分散的很均

匀, 缺点是测试菌的接种量难以控制且测试菌过多

时工作量大,费时。

固体法是将不同剂量的药物于一定量融化的固

体培养基相混合, 制成含不同药物浓度的递减药物

平板。将待测菌制成适当浓度的菌液,接种于含药

物平板上,再将平板放入温箱培养判断菌的生长情

况, 以该菌不生长的平板所含药剂浓度为该药的最

低抑制浓度 (M IC ); 有的以接种点长出的菌落数少

于 5个者为最低抑制浓度 (M IC )。固体法的优点是

一个平板上可同时接 20~ 25个菌株;缺点是药物不

易分散均匀,而且测试菌的接种量难以控制。

上述两种方法的缺点都是接种量难以控制, 接

种量不定,给实验结果带来误差。而采用滤纸片法

则克服上述两种方法的不足,药物分散均匀,且更利

于操作和定性研究,取得了很好实验的效果。



2 实验器材

2. 1 菌种

金黄色葡萄球菌 ( Staphy lococcus aureus ) , 大

肠杆菌 ( Escherich ia co li) ,为本实验室保藏菌种。

2. 2 培养基

牛肉膏 3g, 蛋白胨 10g, N aC l 5g, 琼脂 20g, PH

7. 0, 1 10
5
Pa灭菌 20m in。

2. 3 器具

培养皿、移液管、试管、吸耳球、镊子、三角瓶、圆

形打孔器打下的滤纸片、注射器、恒温培养箱等。

2. 4 药物

青霉素、磷酸盐缓冲液。

3 操作步骤

3. 1 药物原液的配制

按照图 1配制青霉素原液,使其浓度为 100 g /

mL。

图 1 青霉素原液配制流程

( 1)磷酸盐缓冲液的配制:

Na2HPO4 12H 2O 1. 44g

KH 2PO4 0. 24g

KC l 0. 2g

NaC l 8. 0g

加水定溶 1000 /mL, 1 10
5
Pa灭菌 20m in。

( 2)用一次性注射器吸取 2mL磷酸盐缓冲液,

注入 20万单位的青霉素钠瓶中,将青霉素钠溶解,

稀释至 10万单位 /mL。用一支 1mL无菌移液管吸

取 1mL10万单位 /mL青霉素钠溶液,加入 9mL无菌

水试管中充分摇匀,此为 1万单位 /mL, 以此类推为

1000 g /mL、100 g /mL
[ 4 ]
。

3. 2 菌液的配制

将已活化两代的金黄色葡萄球菌 ( Staphy lococ

cus aureus )和大肠埃希氏菌 ( E scherich ia co li) , 接

种于牛肉膏蛋白胨液体培养基, 37 培养 6~ 8h, 使

菌液达 106 /mL,作测试菌液。

3. 3 配制不同浓度的含药物试管

( 1)取 10支试管, 第一支试管加入 1. 9 mL培

养液,其余 9支试管加入 1 mL培养液 (牛肉膏 3g,

蛋白胨 10g, NaC l 5g, pH 7. 0 , 1 10
5
Pa灭菌

20m in)

( 2)用 1mL无菌移液管吸 取青霉素原液 0. 1

mL加入 1. 9mL培养液试管中, 使最终药物浓度为

5 g /mL,再用另一支 1 mL无菌移液管从药物浓度

为 5. 0 g /mL的试管中吸 1 mL加入第二支培养液

表 1 不同编号试管溶液配制数据表

对照组: 培养液 1 mL + 药物 1 mL培养液 1. 8 mL + 菌液 0. 2 mL

试管中, 以此类推, 分别制成药物浓度为 5. 0 g /

mL、2. 5 g /mL、1. 25 g /mL、0. 63 g /mL、0. 31 g /

mL、0. 16 g /mL、0. 08 g /mL、0. 04 g /mL、0. 02 g /

mL、0. 01 g /mL的含药试管。也可以用自动取液器

代替移液管,它主要用于多次重复的快速取液,十分

方便
[ 5]
。 (见表 1)

3. 4 做混菌平板

将两瓶牛肉膏蛋白胨培养基溶化并冷却 50 

左右时,各加入金黄色葡萄球菌 ( Staphy lococcus au

reus )和大肠埃希氏菌 ( E scherich ia co li)悬液 1 mL

混菌后,分别倾注于无菌平皿中, 制成两个混菌平

板, 冷却后备用
[ 6]
。

3. 5 标明

在已凝固的甲、乙两个混菌平板背面,用记号笔

在培养皿底标明 1、2、3、4、5、编号,每一编号对应相

同编号试管药物浓度
[ 7]
。

3. 6 贴滤纸片

用无菌镊子取滤纸片分别放入不同药物浓度试
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管,在容器内壁沥去多余的药液,以无菌操作将滤纸

片对号贴在平板的相对应编号的药物浓度区域,再

倒置于 37 恒温培养 18~ 24h
[ 8]
。

4 观察记录

以滤纸片周围不生长菌、或以长出的菌落数少

于 5个者的滤纸片所含药剂浓度为该药物的最低抑

制浓度﹙ M IC﹚
[ 9]
。从培养皿中可以直观清晰地

看出:接金黄色葡萄球菌的平板,编号 1的滤纸片周

围透明圈最大, 编号 2的滤纸片周围透明圈较大 ,

编号 3的滤纸片周围透明圈最小,开始不长菌, 编号

4、5的滤纸片周围没有透明圈。查对照表得出, 青

霉素对金黄色葡萄球菌的最低抑制浓度﹙ M IC﹚

为编号 3的滤纸片对应的药物浓度,即 1. 25 g /m ;l

而接大肠杆菌的平板,滤纸片周围都长菌,说明青霉

素对大肠杆菌即革兰氏阴性菌抑菌效果差, 对金黄

色葡萄球菌即革兰氏阳性菌抑菌效果好。

5 采用滤纸片法测定药物的最低抑制浓度

的探究

5. 1 实验结果准确

液体稀释法和固体法要多次取菌, 很难做到接种

量相同,导致实验误差;而采用滤纸片法则克服上述缺

点,一次取菌,平板接菌量均匀,实验结果比较准确。

5. 2 操作方法简易

液体稀释法和固体法看似简单, 但在实际操作

过程中要用移液管多次取菌,很麻烦;固体法要做连

续递减的若干药物平板, 费时费力。而采用滤纸片

法则一次取菌于平板上, 再用无菌镊子取滤纸片分

别放入不同药物浓度试管, 沥去多余的药液后放入

相对应编号平板上,轻轻按压即可
[ 10]
。

5. 3 便于培养观察

同一平板上,分区内菌生长均匀,可以用肉眼数

出分区内菌的数目,不同浓度的含药滤纸片对菌的

抑制作用在平板上清晰可见。以不生长菌、或以长

出的菌落数少于 5个者滤纸片所含药剂浓度为该药

的最低抑制浓度 (M IC) , 有利于控制培养时间及对

比观察鉴定。

5. 4 减少污染率

液体稀释法和固体法要多次取菌, 污染的情况

比较严重,而采用滤纸片法一次取菌,大大降低了污

染的机会,实验成功率高。
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