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摘　要　本文主要综述了无机抗菌剂对细菌的作用及近年来国内外常用的抗菌试验方法和

抗菌效力判定基准 ,并且总结了不同加工品的适用检测方工。
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　　无机抗菌剂是一种利用无机重金属离子抗菌作

用的新型抗菌材料 ,与有机抗菌剂相比 ,具有广谱、

耐久、安全的特点。随着人们对环境质量要求的提

高 ,无机抗菌剂具有广阔的市场前景。但目前对该

类抗菌剂抗菌性能的检验尚无统一标准 ,对抗菌加

工品的抗菌性能测定仅见于行业参考 ,并且不同抗

菌剂抗菌性能间的比较缺乏规范标准 ,有较大的随

机性。本文探讨了无机抗菌剂对细菌的作用 ,综述

了国内外常用的测定方法 ,旨在为无机抗菌剂及其

加工品的性能评价提供合适的检测手段。

1　无机抗菌剂对微生物的抗菌作用及其

动力学描述

　　无机抗菌剂对细菌的作用表现在两个方面 :抑

菌与杀菌[1 ]。抑菌指在细菌的增殖期 ,无机抗菌剂

吸附于细胞壁上 ,与细胞膜蛋白 (如 S - S键)结合 ,

破坏膜中的酶 ,防止细胞生长所需能量代谢的电子

传递 ,抑制细菌个体生长的作用 ,又称为静菌作用。

杀菌是指当细菌处于非增殖期时 ,无机抗菌剂对细

胞膜酶的破坏 ,导致细菌维持个体生存所需的能量

代谢不能正常进行而死亡的作用。

111　增殖条件下抗菌剂对细菌的发育阻害[2 ]

若细菌在生长初期的菌数为 N0 ,经 t 时间细胞

分裂 ,其菌数 N与时间关系如下 :

In (N/ N0) =μt (1)

式中μ称为该菌繁殖的比增殖速度。

若有抗菌药剂存在 ,由于静菌作用 ,细菌的比增

殖速度降为μi ,可用增殖阻害度 H来表示抗菌剂的

静菌力大小 :

H = (μ-μi) /μ (2)

H与药剂浓度 C的关系 ,可用一经验式来表达 :

H = Cn/ ( In
50 + Cn) (3)

式中 I50是当细菌 50 %受阻时药剂浓度。

将 (2)式代入 (3)式得 :

μ/μi = 1 + (C/ I50) n (4)
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另外 ,在诱导期 ,添加抗菌药剂后细菌生长的诱

导时间τi较无添加时的诱导时间τ更长。同样用 H

来表示阻害度 :

H = (τi -τ) /τ (5)

可得τi/τ= 1 + (C/ I50) n (6)

由上可知 ,抗菌剂的静菌力是与 Cn 成比例的 ,

抗菌剂浓度的增加 ,将导致细菌发育强烈受阻。

112　非增殖期的杀菌[2 ]

若稳定期的细菌菌数为 N0 ,加入抗菌剂后菌数

减少到 N ,可用式 (7)来表示两者间的关系 :

In (N/ N0) = - Kdt (7)

Kd称为杀灭速度常数 ,它与抗菌剂浓度有关 :

Kd = KCn (8)

K随菌种、抗菌剂不同而不同。

由上可知 ,抗菌剂的 K越大 ,其杀菌作用越强 ;

同一抗菌剂的杀菌力随浓度增大而急剧上升。

日本的桧山圭一郎研究了不同浓度的醋酸银对

金黄色葡萄球菌生长的影响 ,得到的增殖曲线表明 :

低浓度的药剂使细菌诱导期变长 ,但对比增殖速度

的影响并不明显 ;当药剂浓度增大到一定值时 ,菌数

下降 ,说明高浓度的药剂对细菌直接起杀灭作用。

他还考察了稳定期抗菌剂对菌体的影响 ,得到的死

灭曲线是直线 ,可知抗菌剂对细菌的杀灭是完全的

一次反应[2 ]。

2　无机抗菌剂抗菌性能检测方法

如前所述 ,抗菌剂抗菌性能包括抑菌作用 (即静

菌力)与杀菌作用 (即杀菌力) 。对于抗菌剂本身抗

菌性能的检测 ,包括静菌力评价与杀菌力评价两方

面的内容。

211　静菌力的评价

静菌力一般采用电导率法或MIC法来评价。

21111　电导率法[3 ]

微生物在生长过程中 ,消耗营养液中的蛋白质

而放出有机酸和氨基酸两种电解质。微生物生长越

快 ,电解质浓度就越大 ,营养液的导电性也越好 ,电

导率也就越大。以不含抗菌剂的菌营养液作参比 ,

以加有抗菌剂的菌营养液为处理液 ,比较两种条件

下电导率的变化趋势 ,就可推断抗菌剂的静菌力。

21112　MIC法[1 ]

MIC是指使微生物发育受阻所需的最小抗菌剂

浓度。MIC值越小 ,抗菌剂的静菌活性越大。MIC

的测定有两种方法 ,其一是液体稀释法。以不含无

机抗菌剂的菌液作参比 ,以营养液作稀释液 ,把抗菌

剂液稀释不同倍数后 ,加入一定浓度的菌液 ,混合后

作处理液。测定参比液与处理液各自的浊度 ,若抗

菌剂浓度为 Cx的处理液浊度与参比液浊度相等 ,则

此 Cx即为 MIC值。其二是固体稀释法 (即培养基

法) 。在培养基中加入不同量的抗菌剂 ,混凝成平

板 ,培养菌种 ,1 周后观察菌种生长情况 ,不生长菌

的平板所含抗菌剂浓度即为该抗菌剂的 MIC值。

后法操作较简单 ,但影响因素多 ,结果较粗。

212　杀菌力的评价

杀菌力可通过测定细菌数量、浊度、MBC等值

来评价 ,相应的方法分别称为细胞数量测定法 ,比浊

法和MBC法。

21211　细胞数量测定法

通过测定比较参比样与抗菌剂处理样细菌数量

的增减来评价抗菌性能。细胞数量的测定 ,多采用

菌落计数法 (colony count) [4 ]。

对于微生物 ,在理论上可认为高度稀释时每个

活的单细胞均能繁殖成一个菌落 (colony) ,因而可以

用培养的方法使每个活细胞生长成一个单独的菌

落 ,并通过长出的菌落数去推算菌悬浮液中的活菌

数 ,由此而来的方法即为菌落计数法。以菌液作为

参比液 ,在菌液中加入抗菌剂后 ,采用平板涂抹法 ,

在 37℃培养条件下培养 24h后测定参比液与处理液

的生存菌数 ,计算增减值差 :

增减值差 = - 1g(处理液生存菌数/参比液生存

菌数)

若该值大于 2 ,则认为该抗菌剂具有杀菌作用。

21212　最大或然数法 (MPN) [4 ]

该法依然根据菌落计数测定原理 ,但适合于测

定在一个微生物群中不占优势却具有特殊生理功能

的类群 ,例如污水、牛奶及其它食品 ,或其它场合下

的特殊微生物。在测定之前 ,先采用液体稀释培养

法 ,利用待测菌特殊生理功能的选择性来摆脱其它

微生物的干扰 ,逐代优化待测菌 ,并通过该生理功能

的表现来判断该群微生物的存在丰度 ,以示杀菌力。

21213　比浊法[4 ]

在一定浓度范围内 ,菌悬浮液中的微生物细胞

浓度与浊度成正比 ,因而通过测定浊度 ,间接比较菌

液与处理液菌量 ,可检测抗菌剂杀菌性能。
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21214　MBC(最小杀菌浓度)法[5 ]

MBC为抗菌剂杀灭细菌所需最低浓度。该值

越小 ,抗菌剂的杀菌力越大。以无菌水作稀释液 ,把

细菌配成个数浓度 (以下简称为浓度) 106 个/ ml 的

悬浮液 ,把抗菌剂悬浮液稀释到不同倍数。取菌液

1ml ,不同浓度的抗菌剂悬浮液 1ml ,混合后于 30℃

水浴中振荡 1h ,然后加入到 2ml 的新鲜培养液中 ,

37℃恒温条件下培养 24h ,以不含细菌的抗菌剂悬

浮液作参比 ,测参比液与处理液各自的浊度。若抗

菌剂浓度为 Cx的处理液浊度与参比液浊度相等 ,则

此 Cx即为MBC值。

3　无机抗菌加工品抗菌性能评价

由抗菌加工品的静菌力引起的细菌生存菌数 X

的变化 ,可用下式来表示[2 ] :

- dX/ dt =μX - g(X) - f (X) - h (X)

式中 - dX/ dt 是细菌的总死灭速度 ,f ( X)是由

抗菌剂引起的细菌死灭速度 ,g (X)是由稀释液引起

的细菌死灭速度 ,h (X)是由于菌膜与试料间接触引

起的细菌死灭速度。欲判定抗菌加工品的静菌力 ,

可比较抗菌加工品与非加工品生存菌数变化 ,用菌

数增减值差来作为评价指标。

由抗菌加工品杀菌力引起的细菌菌数变化 ,可

用下式来表示 :

- dX/ dt = kdX + g(X)

式中 KdX是抗菌剂的杀菌速度 ,g (X)是由稀释

液引起的细菌死灭速度。由于杀菌是一次反应 ,可

用灭菌率作为指标来评价杀菌力 :

灭菌率 = (试验前菌数 - 试验后菌数) /试验前

菌数×100 %[2 ]

若试验材料的灭菌率与参比材料的灭菌率之差

大于 26 % ,则认为该试验材料有杀菌作用。

杀菌力的评价指标 ,有直接计数、灭菌率或增减

值差、抑菌圈三种 ,各指标的测定因检测时抗菌材料

形态与检测操作不同 ,手段也多样。

311　直接计数指标[6 ]

在显微镜下直接观察菌面积 ,通过比较处理前后

面积变化来评价抗菌性。此法多用于抗真菌试验。

312　灭菌率或增减值差指标

31211　薄膜密着法[5 ]

将抗菌加工品制成供试片 ,未加抗菌剂的加工

品制成参比片 ,滴上菌液 (磷酸缓中液 ,pH = 710) ,

使菌液在试验片上成膜 ,于菌膜上覆盖 PE薄膜 ,

37℃恒温条件下保存 18～24h。之后用磷酸缓冲液

将菌液淋洗下来 ,采用菌落计数法测生存菌数。计

算供试片与参比片的增减值差 ,评价加工品的抗菌

力。该法用于检测表面光滑的塑料、橡胶、陶瓷、金

属成品的抗菌性能。

31212　滴下法[5 ]

该法用于具有吸水性的加工品性能检测。菌液

用 1/ 500倍数的培养液稀释成浓度为 104 个/ ml 的

悬浊液 ,在试验片 (50×50mm)上滴 1滴或数滴该悬

浊液 ,使菌液以液滴形式存在。在 37℃下恒温保存

18～20h ,测生存菌数。计算增减值差。

31213　统一试验法[5 ]

把材料切成 18mm长的试验片 ,称取 014g放入

300ml广口瓶中。在高压釜中 121℃条件下灭菌

15min。菌液经培养后 ,以 1/ 20倍数的培养液稀释 ,

调成浓度为 105 个/ ml 的悬浊液。在试验片上滴菌

悬浊液 012ml ,使菌液以菌滴形式存在。恒温 35～

37℃培养 18h后 ,测定生存菌数 ,比较灭菌率。该法

主要用于疏水制品的检测。

31214　振荡接触法[7 ]

对于非溶出型抗菌材料 ,将它和菌液在 25℃下

于锥型瓶中强烈振荡 1h ,以增加菌与测试物的接

触。测定生存菌数 ,计算灭菌率。此法多用于纺织

品、纤维等表面粗糙的制品检验。由于强烈振荡 ,菌

液易起泡沫 ,对抗菌性能评价有一定影响。

31215　浸渍法[7 ]

将材料加工成 50×50×3mm的试验片 ,置于聚

乙烯容器中 ,滴上浓度为 103～106个/ ml 的菌液 (磷

酸缓冲液 ,pH = 710) ,使材料周围形成 1mm厚的菌

层 ,之后把容器口用 60mm宽的透明 PP带封住 ,用

40W灯光照射 ,25℃条件下振荡 1h ,之后采用平板

法测菌数 ,比较抗菌加工品与未加抗菌剂的加工品

的灭菌率。该法适用于表面粗糙的纤维制品、树脂

成品以及非溶出型 (如磷酸锆载带银离子抗菌剂)材

料。

31216　盖玻片法[8 ]

该法是检测半导体光催化加工制品抗菌性能的

唯一方法。将试样加工成尺寸为 40 ×40mm 的薄

片 ,把 30×30×0112mm的盖玻片置于薄片中央 ,于

紫外光下照射一定时间后测定菌数 ,计算增减值差。

313　抑菌圈指标—抑菌环法[9 ]
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菌用灭菌生理盐水调至浓度为 108 个/ ml ,与营

养液混合 ,固化成试验平板 ,把材料加工成圆盘 ,置

于平板中央 ,在此圆盘上会出现菌生长禁止圈 (即抑

菌圈) 。37℃下培养 18h后 ,比较抗菌材料与参比材

料抑菌圈的面积 ,评价抗菌材料的性能。该法较适

合于纤维制品。

现将抗菌制品对应的检测方法法归纳如表 1。
表 1　抗菌制品检测方法

抗菌制品 检测方法 评价指标
普通纤维制品 抑菌圈法 抑菌圈形成
疏水纤维制品 统一试验法 灭菌率
吸水制品 滴下法 增减值差
非溶出型制品 振荡接触法 ,浸渍法 灭菌率
金属、塑料、陶瓷制品 薄膜密着法 增减值差
合成树脂制品 薄膜密着法 增减值差
家电、家用机器设备 滴下法 ,薄膜密着法 增减值差

　　抗菌加工品的抗菌性能检测 ,应根据材料的亲

水性、抗菌剂的溶出性以及抗菌材料的外在形态等 ,

选择和使用相应的测试方法。

4　抗菌效力表示法与效果判定基准 [2 ]

抗菌加工品的抗菌效力 ,除了可用上述指标来

评价外 ,还可以量化的 Da 值作为判定基准。Da 值

为在某一条件下细菌数减少到起始菌数 10 %所需

要的时间。

若起始菌数为 N0 ,在最佳生长条件下 ,细菌繁

殖到 2N0 所需要的时间 T ,可根据生长公式 (1) In

(N/ N0) =μt来计算 :

T = In2/μmax

因为细菌处于最佳生长条件 ,所以式中取细菌

的最大比增殖速度μmax。

当有抗菌剂存在时 ,细菌菌数减少到 1/ 2 N的

时间称为半衰期D50 ,因为抗菌剂对细菌的杀灭是完

全的一次反应 ,所以 D50与 Da满足以下关系式 :

D50 = 01301 Da

对某一细菌而言 ,只有当抗菌剂存在时的半衰

期D50小于 T时 ,才会因抗菌剂的抗菌作用而引起发

育受阻、个体死亡 ,

即 :D50 < T

整理后得 :01301Da < In2/μmax = 01693/μmax

即 :Da < 21303/μmax

细菌由于抗菌剂的抗菌作用而引起的菌数减少

所需要的最大 D50、最大 Da 与细菌的μmax关系可表

示为 :

(D50) max = 01693/μmax

(Da) max = 21303/μmax

向细菌液中加入某一抗菌剂 ,只有该条件下的

D50 < (D50) max、Da < (Da) max时 ,此抗菌剂才有抗菌效

力。

不同细菌的最大比增殖速度不同 ,其所对应的

由抗菌剂引起的最大半衰期、最大 Da 值也不同 ,如

表 2所示。通过测定某一抗菌剂存在时的半衰期、

Da值 ,与细菌相应的值比较 ,以判断该抗菌剂的抗

菌效力。
表 2　常见菌及其对应的μmax、(Da) max和 (D50) max值

细　菌　名 μmax(1/ h) (D50) max(h) 和 (Da) max(h)
大肠杆菌 211 0138 111
巨大芽孢杆菌 114 015 117
萤光假单胞菌 112 0158 119
嗜酸乳杆菌 0152 113 414

　　抗菌加工品 Da值的测定 ,可采用浸渍法。只有

当加工品的 Da值 <细菌的 (Da) max时 ,该抗菌加工品

才具有抗菌性能 ,且差值越大 ,抗菌力越大。

5　结束语

合适的无机抗菌剂及其制品抗菌性能的检测方

法 ,必将为无机抗菌剂的研制开发提供评价依据。

但仍然存在以下问题。

(1)目前的检测方法只能对抗菌性能作定性评

价 ,缺乏定量测定方法和定量评价指标。

(2)抗菌性能检测多是对常规菌类而言 ,而对特

殊环境下生存的细菌的抗菌检测 ,尚没有较普遍合

适的测定方法。
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