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摘要　以藤黄微球菌(Micrococcusluteus)为检测菌种,样品经甲醇－０．１％甲酸水(体积比为３/７)超声提

取,旋蒸浓缩,用杯碟法建立水产品可食性组织(草鱼、鳗鲡和对虾肌肉)中杆菌肽残留的测定方法.结果显示:

杆菌肽在草鱼肌肉中最低检测限为０．２５μg/g,在对虾和鳗鲡肌肉中最低检测限为０．５０μg/g,均达到了我国农业

部和欧盟规定的杆菌肽在肌肉组织中的最高残留限量检测要求.杆菌肽在各水产品肌肉组织中１~１０μg/mL
范围内,药物质量浓度对数与抑菌圈直径的线性关系良好(R２＞０．９９００),杆菌肽不同水产品肌肉组织添加质量

浓度在０．５~２．５μg/g时,各组织的回收率均在７０．４５％~９３．４４％范围内,变异系数在２．０２％~１２．６２％.并采用

３种不同细菌制作的检定平板确定出残留物为杆菌肽,方法有效.
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　　杆菌肽最早于１９４３年由美国哥伦比亚大学的

Johnson从患者的胫骨创伤污染物中分离出的枯草

杆菌(Bacillμssabtilis)中发现的[１].它是一种多组

分的多肽类抗生素,含有至少５种单独的化学成分,
主要成分为杆菌肽 A 和杆菌肽B,对革兰氏阳性菌

的抗菌作用很强,对于螺旋体、放线菌也有同样作

用[２].目前杆菌肽(锌杆菌肽和亚甲基水杨酸杆菌

肽)在很多动物中常作为饲料添加剂使用[３Ｇ５],研究

发现饲料中添加抗菌肽对吉富罗非鱼具有明显的促

生长效果[６].抗菌肽还对水产养殖过程中常见病原

菌—嗜水气单胞菌、梅氏弧菌、迟钝爱德华氏菌及温

和气单胞菌均有较好的抑菌效果[７].但是如果使用

得不科学,将导致药物在水产品中残留情况严重,对
动物性食品安全带来隐患,因此,需要有效的检测方

法来检测其残留量.目前动物性食品或者饲料中杆

菌肽残留量的测定方法主要有微生物法[８Ｇ９]、液相色

谱法或色谱质谱联用法[１０Ｇ１３].因为杆菌肽目前没有

纯品,需检测的标示物组分多,色谱和质谱不能准确

地确定其全部残留标示物,加上需反映出不同活性

组分生物活性的差异,所以采用微生物法来测定其

残留情况.本研究拟建立一种杆菌肽在水产品可食

性组织中残留量测定的微生物方法,监测水产品可

食性组织中杆菌肽的残留量,以保证我国水产品中

杆菌肽残留达到安全限量.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)仪器与器皿.恒温培养箱(DN０Ｇ９１６２BSＧⅢ,
新苗医疗器械公司)、超净工作台(TypeA２,LAＧ
BONCO)、压力蒸汽灭菌锅(BLＧ５０A,博讯实业有限

公司)、高速冷冻离心机(CRＧ２１,himac)、旋转蒸发

仪(TRE２０００E,予华仪器有限责任公司)、旋涡混合

器(HQＧ６０ＧⅡ,北方同正)、振荡器(SHZＧ８２,科兴仪

器厂)、超声波清洗器(SK２２１０HP,上海科导)、电子

天平(MP２００２,舜宇恒平科学仪器有限公司),不锈

钢牛津杯(高(１０．０±０．１)mm,外径(８．０±０．１)

mm,内径(６．０±０．１)mm)、游标卡尺(精确度０．０２
mm)、一次性培养皿(１５mm×９０mm)等.

２)药物与试剂.杆菌肽标准品(含量７６．０％,

Dr．Ehrenstorfera)、其他药物(硫酸链霉素、盐酸土
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霉素、恩诺沙星、磺胺二甲嘧啶、氨卡青霉素、替米考

星、乙酰甲喹、甲砜霉素)均为标准品,甲醇、甲酸、正
己烷均为分析纯,蒸馏水,１％pH６．０磷酸盐缓冲液

(PBS):磷酸氢二钾２g与磷酸二氢钾８g,加水定

容至１０００mL,灭菌.

３)细 菌 与 培 养 基.藤 黄 微 球 菌 CMCC(B)

２８００１Ｇ８a３、大肠杆菌CMCC(B)４４１０９Ｇ９、枯草芽胞

杆菌CMCC６３５０１Ｇ２a１６均购自中国兽药监察所,抗
生素检定培养基Ⅱ号(低pH)、LB琼脂培养基、LB
培养基均购自海博生物技术有限公司.

４)空白水产样品.草鱼、鳗鲡和对虾购自本地

水产品市场,检测均无任何药物残留.
1.2　方　法

１)标准溶液配制.准确称取０．０１００g(精确至

０．０００１g)杆菌肽标准品,用PBS溶解并定容至１００
mL,制得１００mg/L的标准储备液,４℃避光储存,
不超过１个月.根据需要稀释成不同质量浓度的标

准工作液,即用即配.

２)菌种培养及菌液制备.选用藤黄微球菌为检

测菌种.将灭过菌的 LB培养基加入菌种安瓿瓶,
溶解后,取少量到LB培养基中,混匀,(３６±１)℃培

养２４h,之后转接至斜面培养基,培养１６~１８h,挑
取少量菌落到 LB培养基中,再培养２４h,接种于

LB琼脂平皿中,培养２４h,用生理盐水洗下,调整

至６×１０８cfu/mL(麦氏浊度２．０)备用.４℃保存不

超过１周.

３)检定平板的制备.冷却灭过菌的抗生素检定

培养基Ⅱ号至５０~５５℃,加适量检测菌液,混匀,取

５mL至培养皿内,凝固.用１μg/mL杆菌肽标准

工作液预测试该菌液浓度的平板,如果培养后所呈

现的抑菌圈直径大于１０mm,则该菌液浓度下的平

板可使用,否则需重新调整菌液浓度,再制成能有效

检定药物的平板.

４)空白组织液制备.称取１０g空白匀浆好的

水产品肌肉组织于 ５０ mL 离心管中,加 ２０ mL
PBS,置于振荡器中中速振荡３０min,超声１０min,

８０００r/min离心５min,分离的上清液用１mol/L
NaOH 调节pH 至６．０后,用０．２２μm 针头式滤器

除菌备用.

５)标准曲线的绘制.吸取一定量杆菌肽标准储

备液,用PBS稀释成１、２、４、６、８、１０μg/mL 系列质

量浓 度,准 备 制 作 标 准 曲 线.其 中 参 考 溶 液 为

４μg/mL的稀释液.同时用各水产品空白组织提取

液来稀释杆菌肽标准储备液,得到１、２、４、６、８、１０

μg/mL系列质量浓度,制作杆菌肽在各基质中的标

准曲线,参考溶液为４μg/mLPBS稀释成的稀释

液.以上稀释液均当日配制.放置６个牛津杯于检

定平板上,间隔加满参考溶液和标准溶液.４℃放

置１h后于(３６±１)℃培养１０~１２h,去掉牛津杯,
精确测量各药物所产生的抑菌圈直径(精确到０．０２
mm),最后用全部参考溶液抑菌圈直径的平均值减

去各平板参考溶液抑菌圈直径平均值的差值,作为

各自平板的校正值,校正其他标准溶液抑菌圈直径

的平均值.以上各组溶液质量浓度的对数与该组被

修正后的抑菌圈数值做标准曲线,求出回归方程.
相关系数r应不小于０．９９.重复测定５次.

６)样品前处理.准确称取匀浆好的肌肉试样

４g,加入提取液(甲醇和０．１％甲酸水溶液体积比为

３∶７)１０ mL,涡旋 ３０s,６０ ℃ 加热 ５ min,超声

５min,８０００r/min离心５min,取上清液于另一离

心管.重复提取１次,合并上清液,加入１５mL 甲

醇饱和正己烷,涡旋３０s,６０００r/min离心５min,
弃去上层,重复１次.所得样液于５０℃旋蒸至干.
加入１mLPBS复溶,过０．２２μm 滤膜,供检测.浓

缩后样液浓度为组织浓度的４倍.

７)药物最低检测限的测定.称取４g空白匀浆

好的肌肉组织(草鱼、鳗鲡、对虾),每种肌肉各４份,
分别加入杆菌肽０．５、１．０、１．５、２．０μg,得到０．１２５、

０．２５０、０．３７５、０．５００μg/g４个药物添加量的试验组,
按样品前处理方法进行样品前处理,同时作空白对

照,最后杯碟法测定.每个质量浓度重复测定３次.
结果以产生明显抑菌圈(一般抑菌圈直径大于１０
mm,并且标准液参考质量浓度抑菌圈清晰可见)的
最低质量浓度为药物在组织内的最低检测限.

８)药物回收率的测定.称取３份４g空白匀浆

好的肌肉组织,分别加入杆菌肽２、６、１０μg,使药物

在各组织样品中的添加量分别为０．５、１．５、２．５μg/g.
经样品前处理方法处理后,样液质量浓度为２、６、１０

μg/mL,同时杯碟法测定对应质量浓度的杆菌肽标

准液(２、６、１０μg/mL).每个质量浓度重复３次.
对照标准曲线,计算出各个样品在处理后的质量浓

度和相对应的标准液的质量浓度,其比值为杆菌肽

的绝对回收率.

９)杆菌肽的特异性测定.同时制备３种细菌藤

黄微球菌、大肠杆菌和枯草芽胞杆菌的检测平板,平
板制作方法同藤黄微球菌.使用制作的３种细菌检

６０１
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测平皿分别单一检测多肽类药物杆菌肽和其他类常

用水产药物的抑菌效果.重复３次.

１０)杯碟法测定.定量检测,置６个牛津杯于检

测平板内,间隔加入样液和４μg/mL 杆菌肽标准

液,(３６±１)℃培养(１０±２)h;定性检测,置４个牛

津杯于检测平板内,对角加样液,余下２个牛津杯分

别加２μg/mL和４μg/mL 杆菌肽标准液,同时参

照杆菌肽的特异性测定结果.每个样品３个平行.
培养后测定抑菌圈大小,参考标准曲线,计算药物质

量浓度.

2　结果与分析

2.1　杆菌肽的标准曲线

杆菌肽稀释液质量浓度的对数与抑菌圈直径呈

线性关系.以杆菌肽稀释液质量浓度的对数作为横

坐标,以抑菌圈直径作为纵坐标,得到杆菌肽在各基

质中的标准曲线和相关系数.其中杆菌肽在１~１０

μg/mL内,标准曲线的线性关系良好,R２均大于

０．９９００,在 PBS 中 标 准 曲 线 回 归 方 程 为 y ＝
０．１０１８x－１．３７８４;在草鱼肌肉中标准曲线回归方程

为y＝０．０８８３x－０．８６０８;在鳗鲡肌肉中标准曲线回

归方程为y＝０．０９x－０．７６４４;在对虾肌肉中标准曲

线回归方程为y＝０．１０６１x－１．２６９５.图１为标准

曲线中各标准质量浓度在一个检测平板内的抑菌圈

情况.

　图上所标数字为标准质量浓度μg/mL.Thenumbermarkedon

thedrawingwerethestandardmassconcentration．
图１　不同标准质量浓度的杆菌肽

在检测平皿中的抑菌圈结果

Fig．１　Thebacteriostaticcircleofbacitracinwithdifferent
standardmassconcentrationinthedetectionofplate

2.2　杆菌肽的最低检测限

表１为各组织添加药物量分别为０．１２５、０．２５０、

０．３７５、０．５００μg/g下的抑菌圈直径,其中草鱼肌肉

中添加量为０．２５０μg/g时可见清晰抑菌圈,直径

(１１．６９±０．６０)mm,对虾和鳗鲡肌肉中添加量为

０．５００μg/g可见清晰抑菌圈,直径分别为(１０．６０±
０．６０)mm 和(１０．１７±０．７３)mm,空白样品及添加

量为０．１２５μg/g的各样品均未见抑菌圈(直径小于

１０mm).相比于空白样品存在显著性差异.因此,
草鱼肌肉中最低检测限为２５０μg/kg,对虾和鳗鲡

肌肉中最低检测限为５００μg/kg.
表１　各组织添加药物测定低限(n＝３)１)

Table１　Thedeterminationoflowlimitin

eachorganizationsaddeddrugs

添加量/(μg/g)
Spikedlevel

草鱼肌肉/mm
Grasscarpmuscle

对虾肌肉/mm
Prawnmuscle

鳗鲡肌肉/mm
Eelmuscle

０．１２５ ND ND ND

０．２５０ １１．６９±０．６０ ND ND

０．３７５ １３．５６±２．３６ ND ND

０．５００ １４．４３±２．４２ １０．６０±０．６０ １０．１７±０．７３

　１)ND表示未检出.NDmeansnodetected．

2.3　杆菌肽的添加回收率

杆菌肽在水产品可食性组织中添加回收率及其

变异系数见表２.重复测定３次,不同水产品肌肉

组织添加量在０．５~２．５μg/g时,草鱼肌肉回收率为

８６．８２％~９２．５６％,变异系数为２．３２％~１０．７７％;对
虾肌肉回收率为８１．６１％~９２．１７％,变异系数为

２．０２％~１１．８０％;鳗 鲡 肌 肉 回 收 率 为７０．４５％~
９３．４４％,变异系数为４．４８％~１２．６２％.各组织的

回收率均在标准要求的范围(７０％~１２０％).变异

系数均小于１５％,符合该方法的检测要求.
表２　杆菌肽在各组织肌肉中的添加回收率(n＝３)

Table２　Theaveragerecoveryofbacitracin

addedineachgroupmuscle

样品名称

Sample

添加量/(μg/g)
Spiked
level

平均回收率/％
Theaverage
recovery

变异系数/％
RSD

草鱼肌肉

Grasscarp
muscle

０．５ ９２．５６±９．９６ １０．７７

１．５ ８６．８２±２．０１ ２．３２

２．５ ８８．７９±４．０３ ４．５４

对虾肌肉

Prawnmuscle

０．５ ８３．８２±９．８９ １１．８０

１．５ ８１．６１±１．６５ ２．０２

２．５ ９２．１７±３．０３ ３．２８

鳗鲡肌肉

Eelmuscle

０．５ ７０．４５±８．８９ １２．６２

１．５ ９３．４４±４．１８ ４．４８

２．５ ９１．６３±４．２８ ４．６７

2.4　杆菌肽的特异性

不同类别药物对３种细菌的抑菌效果测定结果

见 表３.在一定范围内,只对藤黄微球菌敏感的药
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表３　不同药物对３种细菌的抑菌情况(n＝３)１)

Table３　Thebacteriostaticringsizeofdifferentdrugsforthreekindsofbacteria

药物类别

Drug
药物名称

Drugnames
质量浓度/(μg/mL)

Concentration
藤黄微球菌/mm
Micrococcusluteus

大肠杆菌/mm
Escherichiacoli

枯草芽胞杆菌/mm
Bacillussubtilis

多肽类

Methylmercadone
杆菌肽

Bacitracin
１~１０ １０~２３ ND ND

氨基糖苷类

Aminoglycosides
硫酸链霉素

Streptomycinsulfate
１~１０ ND １０~２４ ND

四环素类

Tetracyclines
盐酸土霉素

Oxytetracyclinehydrochloride
１~１０ １０~２２ １０~１５ １９~２５

喹诺酮类 Quinolones 恩诺沙星 Enrofloxacin １~１０ １０~２０ ２２~２９ ２１~３４

磺胺类 Sulfonamides 磺胺二甲嘧啶 Sulfadimidine １~１０ ND ND ND

βＧ内酰胺类 Monobactams 氨卡青霉素 Ampicillin １~１０ １０~２４ ≥１０ ≥１０

大环内脂类 Macrolide 替米考星 Tilmicosin １~１０ １０~２６ ND １８~２７

噁喹啉类 Evilquinoline 乙酰甲喹 Mequindox １~１０ ND ≤１２ ≤２１

氯霉素类 Fenicols 甲砜霉素 Thiamphenicol １~１０ １０~１９ ≥１０ ND

　１)“ND”表示无抑菌圈产生.NDmeansnodetected．

物是杆菌肽,而其他药物或者对藤黄微球菌不敏感,
或者对大肠杆菌和枯草芽胞杆菌敏感.利用不同药

物在３种细菌检测平板中的抑菌效果可以排除所检

测的药物是否为杆菌肽.

3　讨　论

杆菌肽抗菌谱广,目前被广泛应用于饲料添加

剂预防和治疗疾病,但是由于使用不科学,药物在产

品中残留很多,食用后给人体健康带来严重影响.
欧盟规定了杆菌肽残留检测物为杆菌肽 A、B和 C
３种组分之和,牛奶中杆菌肽的残留限量为 １００

μg/kg.中国和美国均规定,动物性食品猪、牛和牛

奶、禽和禽蛋等可食组织中杆菌肽的最高残留限量

为５００μg/kg,残留检测的标示物为杆菌肽 A、B和

C三者之和[１４].在测定杆菌肽残留量的方法中,色
谱和液质联用技术虽然检测结果比较准确,但检测

药物必须准确知道药物的组分及其分子结构,而杆

菌肽的提取纯化目前还很难做到,各批次的药物组

分有一定的差别,所以难以应用该方法进行残留量

检测.且色谱和液质联用技术仅测定了杆菌肽 A
或者B,且前处理复杂,仪器昂贵,对另几种含量较

少的组分均未测定[９Ｇ１１,１３].相较于其他方法,微生

物法则是一种经典的抗菌药物残留检测方法[１５Ｇ１６],
操作简单,不需要昂贵的仪器,适合生产应用,且能

够有效检测到这一类药物(具有生物活性的多肽类)
残留的每种组分的活性总量.所以微生物学测定动

物性食品中杆菌肽残留的方法仍被广泛应用[８Ｇ９,１５].
根据药物对某些特异微生物的杀灭或抑制效果,来

定量或定性确定样品中残留的药物,方法科学有效.
在对检测菌种的筛选上,通过比浊法和杯碟法

研究了藤黄微球菌、枯草芽胞杆菌、大肠杆菌３种菌

对杆菌肽的敏感性,最后发现藤黄微球菌对杆菌肽

最敏感.与此同时,利用药物对不同细菌具有不同

的敏感性的特性,用其他微生物制作的多平板法检

测[１７],确定了单一组分的残留物为杆菌肽.中国兽

药典中有抗菌药物的微生物检定试验,其中试验设

计表规定藤黄微球菌 (CMCC２８００１)在 pH 值为

６．５~６．６的培养基中,对杆菌肽、金霉素、多西环素

等抗菌药物的灵敏度最高.而枯草芽胞杆菌(CMＧ
CC６３５０１)在pH 值为７．８~８．０培养基内,对盐霉素

和吉他霉素等抗菌药物的灵敏度最高[１８].本试验

在一定浓度下,杆菌肽对藤黄微球菌最敏感,其他细

菌不敏感.而其他药物也具有类似敏感细菌的情

况.通过筛选,确定了藤黄微球菌、大肠杆菌和枯草

芽胞杆菌这３种细菌的不同组合.参照不同药物对

３种细菌的抑菌情况,分析不同药物对不同细菌能

否产生有效抑菌圈(１０~２５mm),发现制作的三检

定平板可以有效鉴定出单一残留物是否为杆菌肽.
在对３种基质的标准曲线和 PBS的标准曲线

的比较中发现,每种肌肉对杆菌肽的抑菌效果都有

不同的影响,影响由大到小依次为鳗鲡、草鱼、对虾.
由３种基质的营养成分可以发现,鳗鲡的粗脂肪含

量最高,草鱼、对虾很低,这与杆菌肽的在各基质中

的回收率也相吻合,可见不同肌肉中脂肪含量的高

低会影响药物残留的检测结果,脂肪含量越高,检测

回收越困难.
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测定杆菌肽在动物性组织中的残留情况,其中

样品前处理的方法很重要.目前,常用于生物样品

中提取杆菌肽残留的提取溶剂很多,如甲醇/甲

酸[１３,１９]、乙腈/三氯乙酸[１２]、甲醇/偏磷酸[２０]等.其

中我国曾颁布的出口禽肉中杆菌肽残留量检验方法

中,采用了吡啶来提取冻鸡肌肉组织中杆菌肽的残

留[８].本研究比较上述提取溶剂的提取效果,发现

甲醇/甲酸水提取效果较好.通过对甲醇、乙腈和丙

酮３种单一提取剂在水产品各肌肉组织中杆菌肽残

留的研究,发现丙酮提取效果优于其他２种.但丙

酮在提取后溶液含水和杂质多,氮吹浓缩中需要时

间过长,最终选择甲醇/甲酸水溶液,通过旋蒸浓缩,
效果理想.提取后经正己烷脱脂,可去除大部分杂

质,药物复溶后过０．２２μm 滤膜,终试液澄清,抑菌

圈清晰.
最终结果显示,杆菌肽在各肌肉组织空白提取

液１~１０μg/mL范围内,药物质量浓度对数与抑菌

圈的直径线性关系良好(R２＞０．９９００),平均回收率

７０．４５％~９３．４４％,变异系数２．０２％~１２．６２％.测

定低限草鱼肌肉为０．２５μg/g,对虾和鳗鲡肌肉为

０．５０μg/g,总体达到或低于我国农业部颁布的残留

限量的国家标准.杆菌肽残留物还可以通过三细菌

检定平板确定.因此,本试验建立的对水产品可食

性组织中杆菌肽残留量检测的微生物方法是可行

的,能够满足我国水产品可食性组织(肌肉)中杆菌

肽残留量检测的要求.
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Microbiologicalinhibitionmethodfordeterminationofbacitracin
residuesinmusclesofaquaticproducts

WANGZhengＧbin１,２　LIUYongＧtao２　DONGJing２

XUNing２　YANGQiuＧhong２　XUChunＧjuan２　AIXiaoＧhui２

１．CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．YangtzeRiverFisheriesResearchInstitute,ChineseAcademy
ofFisherySciences,Wuhan４３０２２３,China

Abstract　 Thecylinderplatemethodfordeterminationofbacitracinresiduesinaquaticproducts
(grasscarp,eelandprawnmuscle)wasestablished．Thesampleswereextractedwith methanoland
０．１％formicacidwater(volumeratio３∶７)underultrasonication,reducedpressuredistillationandthen
usingMicrococcusluteustodetectresidualaftertheconcentrationofsamples．Theresultsshowedthat
thedetectionlimitofbacitracinwas０．２５μg/gingrasscarpmuscleand０．５０μg/gineelandprawnmusＧ
cle,whichsatisfiedthemaximumresiduestandardsofmuscletissueruledbyChineseMinistryofAgriＧ
culture,aswellastheEuropeanUnion．Whenbacitracininthemuscletissueofaquaticproductsranges
from１to１０μg/mL,itshowedagoodlinearitybetweendrugconcentrationlogarithmandthediameter
ofbacteriostatic(R２ ＞０．９９００)．Fordifferentaquaticproducts,whenadditiveamountofbacitracin
rangedfrom０．５μg/gto２．５μg/g,therecoveriesofallmuscletissueswere７０．４５％Ｇ９３．４４％,andtherelaＧ
tivestandarddeviationswere２．０２％Ｇ１２．６２％．Furthermore,threedifferentbacterialtestplateswasadapＧ
tedtoensuretheresiduesinaquaticproductsisbacirtracin．

Keywords　bacitracin;cylinderplatemethod;residual;aquaticproduct
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