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[摘要] 目的 建立实验动物血清中抗生素残留检测方法，保证微生物质量检测结果的准确。方法 采用微生物抑制法，用嗜热脂肪芽孢杆菌作为指示菌，对1640份实验动物血清进行抗生素残留检测。并与Premi@Test抗生素检测试剂盒进行比对。结果 在受试样品中，检测出小鼠、大鼠、豚鼠、兔和犬的血清中存在抗生素残留，阳性率分别为27.2%、16.4%、39.9%、23.7%和47.6%。抽取82份血清和18份阴阳对照品，与Premi@Test检测的结果相比较差异不显著（X2=16.680，P>0.05）。血清中抗生素的残留与DHL琼脂平皿的菌落生长有一定相关性（X2=9.939，P<0.05）。结论 本研究采用嗜热脂肪芽孢杆菌作为指示菌的微生物抑制法，能够对动物血清中的抗生素进行检测，具有良好的敏感性和重复性，成本低，操作简便。为实验动物体内抗生素残留检测和微生物学检测结果的准确性提供依据。
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Study of Antibiotics Residues Monitoring in Laboratory Animals Serum by Microbial Inhibition Method
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[Abstract] Objective To develop a detection method for antibiotic residues in laboratory animal serum, which ensure the accuracy of the results of the microbiological quality monitoring. Methods Antibiotic residues of 1640 laboratory animal sera were test by microbial inhibition assay of Bacillus stearothermophilus. And the results compared with the antibiotic detection kit Premi@Test. Results Antibiotic residues were positive in sera of mice, rats, guinea pigs, rabbits and dogs, the positive rate of 27.2%, 16.4%, 39.9%, 23.7% and 47.6%, respectively. The results were consistent with Premi@Test（X2=16.680，P>0.05). Sera antibiotic residues and DHL agar colony growth had certain correlation(X2=9.939, P <0.05). Conclusions The microbial inhibition method of Bacillus stearothermophilus used as indicator is not only capable of detecting antibiotic residues in animal sera, low cost, simple operation, but also has a good sensitivity and repeatability. This study provides a basis for detection of antibiotic residues in the laboratory animals, and makes up for the blank in the quality testing of laboratory animals.
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抗生素残留的检验是动物源性食品检验中非常重要的环节，直接影响着我们的饮食健康，特别是对肉、蛋、奶等抗生素残留的检测尤为严格，国内外食品检测机构都非常重视，并且对这些动物源性食品中抗生素的最高残留量（MRL）进行了规定[1][2]。虽然实验动物为非食用，药物残留对我们的健康不构成直接的危害，但势必会对各种动物试验造成影响，尤其是药品、生物制品的检定，间接影响我们的用药安全。近年来，随着实验动物事业的快速发展，越来越多的实验动物被用于生物学、遗传学和免疫学等各项研究中。然而在实验动物质量检测国家标准中，还没有对实验动物体内抗生素的残留进行规范和要求。因此，开展实验动物体内抗生素残留检测的研究，有助于提高实验动物微生物检测结果的准确性。
抗生素残留检测主要有传统微生物抑制法、氯化三苯四氮唑法、气相色谱法、液相色谱法等。而微生物抑制法对仪器设备的要求不高，操作比较简便，便于在国内实验动物检测机构中应用。该方法最常用的嗜热芽孢杆菌是被FDA认可的国际上公认的首选指示菌，其具有良好的培养稳定性，对更多的抗生素敏感，敏感度也较高[3]。本研究旨在通过微生物抑制法对实验动物血清中的抗生素残留进行检测，提高实验动物微生物检测结果的准确性。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 标准菌株嗜热脂肪芽孢杆菌（Bacillus stearothermophilus）CMCC 63509，由中国食品药品检定研究院食品化妆品检定所惠赠。
1.1.2 动物血清小鼠508份，大鼠91份，豚鼠386份，兔334份，地鼠40份，鸡10份，犬229份，猴42份，共1640份实验动物血清；新生牛血清（购自浙江天杭生物技术有限公司）。全部受试血清须经56℃灭活30min。
1.1.3 抗生素	头孢他啶、头孢噻肟、头孢哌酮、亚胺培南、磺胺甲基异恶唑、庆大霉素、青霉素G、环丙沙星、多粘菌素E（购自中国食品药品检定研究院）；氯霉素、庆大霉素（购自天津药业集团有限公司）；利福平（日本Wako）、红霉素、四环素、新生霉素（美国Amresco），以上抗生素配制为1000ug/mL、500ug/mL、100ug/mL、50ug/mL、10 ug/mL、5ug/mL、1ug/mL、0.5 ug/mL、0.25ug/mL、0.025 ug/mL十个稀释度。
1.1.4试剂和器材 MH琼脂培养基（美国BD）；抗生素检测试剂盒Premi®Test（德国拜发）。牛津杯（内径6±0.1mm，外径7.8±0.1mm，高10±0.1mm），90mm无菌培养皿。
1.2 方法
1.2.1 菌悬液的制备
根据文献[4]制备嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢悬液，将嗜热脂肪芽孢杆菌60℃培养18~24h后，转入36℃培养3~4d，革兰氏染色镜检芽孢产率达到85%以上时，用灭菌PBS将菌苔洗下，80℃水浴10min后加入到60℃预先制备好的MH培养基中，至芽孢含量为106个/mL[5][6]。
1.2.2 双碟的制备
取直径100mm，高20mm的平皿，参考药典中附录IX A 抗生素残留检查法[7]，将融化MH琼脂10mL在碟底内均匀摊布，放置水平台上使凝固，作为底层。将制备好的50℃预热的MH琼脂菌悬液6mL倒入预先凝固的MH底层琼脂上，冷却后备用。
1.2.3 血清中抗生素残留的检测
    根据药典[7]和相关抗生素残留微生物学检测方法国家标准[8]，参照管碟法检验该方法对不同抗生素的检测限，并对照品各种实验动物血清的抗生素残留进行检测。待嗜热脂肪芽孢杆菌平皿凝固后，将牛津杯均匀放置在培养基上，每块平皿放置6个。每个牛津杯中加入10uL的受试血清，盖好平皿，每块平皿上设置阴阳对照各一个，阴性对照加入新生牛血清10uL，阳性对照加入10ug/mL青霉素G。
1.2.4 与Premi＠Test试剂盒检测结果的比较
将本研究中所采用的嗜热脂肪芽孢杆菌抑制法与Premi＠Test抗生素检测试剂盒的检测结果进行比对[9]，比对样品为14份抗生素对照品、82份随机选择的受试血清、4份新生牛血清阴性对照，将两种方法获得的结果进行比对，并进行统计学分析。
1.2.5 与细菌学检测结果比对
在检测血清中有875份的来源动物进行了肠道细菌的检测，即用DHL琼脂平皿对回盲部进行分离培养，将血清中抗生素残留结果与肠道细菌学检测结果进行比对，并进行统计学分析，
2 结果
2.1 检测限	
从本研究所采用的嗜热脂肪芽孢杆菌管碟法对14种抗生素对照品的检测限可以看出，所用的嗜热脂肪芽孢杆菌菌株对头孢菌素类抗生素、亚胺培南、青霉素G和环丙沙星最为敏感。但对氯霉素、磺胺甲噁唑和多粘菌素E敏感性较差，与文献中的报道基本相符[10]。具体检出限结果见表1。
表1  对不同抗生素的检出限
Tab.1 The detection limit of different antibiotics
	抗生素类型
	抗生素
	检测限（ug/mL）

	头孢菌素类
	头孢他啶
	＜0.25

	头孢菌素类
	头孢噻肟
	＜0.25

	头孢菌素类
	头孢哌酮
	＜0.25

	碳青霉素烯类
	亚胺培南
	＜0.025

	β-内酰胺类
	青霉素G
	＜0.25

	β-内酰胺类
	新生霉素
	＜50

	氯霉素类
	氯霉素
	＜1000

	大环内酯类
	红霉素
	＜10

	四环素类
	四环素
	＜5

	氨基糖苷类
	庆大霉素
	＜0.5

	喹诺酮类
	环丙沙星
	＜0.25

	多肽类
	多粘菌素E
	＜500

	磺胺类
	磺胺甲噁唑
	＜1000

	利福霉素类
	利福平
	＜0.25



2.2 重复性检测
将选择的14种抗生素及无抗生素的新生牛血清进行三次重复性试验，阴性对照新生牛血清三次测试均无抑菌圈产生。14种抗生素三次测试的相对标准偏差RSD范围在0.355%~1.715%之间，表明该方法具有很好的重复性。结果见表2。
表2  对抗生素对照品的重复性检测结果
Tab.2 Repeatability results of antibiotics reference substance
	抗生素
	浓度
（ug/mL）
	抑菌圈直径（mm）
	
	r
	RSD
(%)

	
	
	1
	2
	3
	
	
	

	头孢他啶
	0.2
	18.51
	18.55
	18.54
	18.533 
	0.021 
	0.112 

	头孢噻肟
	0.2
	19.48
	19.50
	19.71
	19.563 
	0.127 
	0.651 

	头孢哌酮
	10
	12.08
	12.13
	18.24
	12.150 
	0.082 
	0.674 

	亚胺培南
	0.025
	23.95
	24.12
	24.05
	24.040 
	0.085 
	0.355 

	青霉素G
	10
	18.89
	19.25
	18.97
	19.037 
	0.189 
	0.993 

	氯霉素
	1000
	24.39
	24.51
	24.62
	24.507 
	0.115 
	0.469 

	红霉素
	10
	12.14
	12.31
	12.28
	12.243 
	0.091 
	0.741 

	四环素
	10
	17.20
	17.15
	17.33
	17.227 
	0.093 
	0.539 

	庆大霉素
	10
	12.40
	12.58
	12.75
	12.577 
	0.175 
	1.392 

	新生霉素
	1000
	23.62
	23.89
	23.82
	23.777 
	0.140 
	0.589 

	环丙沙星
	0.25
	10.00
	10.30
	10.14
	10.147
	0.150
	1.479

	多粘菌素E
	50
	11.05
	11.30
	11.43
	11.260 
	0.193 
	1.715 

	磺胺甲噁唑
	100
	21.01
	21.30
	21.16
	21.157 
	0.145 
	0.685 

	利福平
	10
	23.11
	23.50
	25.39
	23.333 
	0.201 
	0.862 


注：表示3次重复性测试的平均值；r表示标准偏差；RSD表示相对标准偏差。

2.3	对实验动物血清样品的检测
	在对1640份实验动物的血清进行检测后，小鼠、大鼠、豚鼠、兔、犬和猴的血清都发现存在对嗜热脂肪芽孢杆菌不同程度的抑菌现象。小鼠血清样品量最多，阳性率也最高。其次是？。具体结果见表3。
表3  实验动物血清抗生素检测结果
Tab.3 Antibiotic residues test results of laboratory animal serum
	抗生素残留
	动物血清数量（份）

	
	小鼠
	大鼠
	豚鼠
	地鼠
	兔
	鸡
	犬
	猴

	阳性数
	138
	24
	154
	0
	79
	0
	109
	0

	受试总数
	508
	91
	386
	40
	334
	10
	229
	42

	抑菌血清阳性率(%)
	27.2
	26.4
	39.9
	0
	23.7
	0
	47.6
	0



2.4	与Premi＠Test抗生素检测试剂盒比较
	本研究中采用的方法对头孢他啶的灵敏度优于Premi试剂盒，见表4。对动物血清的检测结果Premi试剂盒的阳性率为21/83(25.3%)，本研究的检测方法阳性率为31/83(37.5%)。如表5所示，两种方法样品结果总符合率为72/100(72.0%)，X2=16.680，P>0.05，两种方法的检测结果没有显著差异。
表4  Premi抗生素检测试剂盒对14种不同浓度抗生素的检测结果
Tab.4 Antibiotics test results of Premi＠Test kit to 14 different concentration
	抗生素
	浓度
（ug/mL）
	检测结果

	
	
	本研究方法
	Premi＠Test试剂盒

	头孢他啶
	5
	+
	-

	头孢噻肟
	5
	+
	+

	头孢哌酮
	0.1
	+
	+

	亚胺培南
	5
	+
	+

	青霉素G
	10
	+
	+

	新生霉素
	10
	-
	-

	氯霉素
	10
	-
	-

	红霉素
	10
	+
	+

	四环素
	10
	+
	+

	庆大霉素
	10
	+
	+

	环丙沙星
	5
	+
	+

	多粘菌素E
	5
	-
	-

	磺胺甲基异噁唑
	100
	-
	-

	利福平
	0.1
	+
	+



表5  两种方法检测结果
Tab.5 Test results of microbial inhibition method and Premi＠Test
	Premi＠Test
	微生物抑制法
	合计

	
	+
	-
	

	+
	22
	9
	31

	-
	19
	50
	69

	合计
	41
	59
	100



2.5	细菌培养与抗生素残留的关系
在进行血清检测的1640只实验动物中，有875只的回盲部内容物接种了DHL琼脂平皿，检测结果见表6。将菌落生长情况与抗生素检测结果进行统计分析（X2=9.939，P<0.05），说明二者有一定的相关性，但C=0.106（<0.4），相关度不高。
表6  血清中抗生素残留与DHL琼脂平皿检测结果
Tab.6 Antibiotic residues test results of animal serum and DHL plate results
	DHL平皿结果
	血清中抗生素残留
	合计

	
	+
	-
	

	有菌生长
	90
	550
	640

	无菌生长
	54
	181
	235

	合计
	144
	731
	875



3 讨论
通过嗜热脂肪芽孢杆菌抑制法对实验动物血清中的抗生素残留进行检测，发现在小鼠、大鼠、豚鼠、兔和犬中都有存在。特别是豚鼠、兔、犬的整体残留水平更高，这可能与我国现行实验动物微生物检测国家标准中[11]，这些动物的普通级只须排除沙门氏菌有关。但药物是否是经由饲料、饮水，或是其他途径进入动物体内需要进一步确证。本研究采用的方法将微生物纸片抑制法和管碟法相结合，在保证敏感型的同时，弥补了实验动物血清少的不足。与Premi＠Test抗生素检测试剂盒比较，结果基本吻合。
在检测工作中，普通级动物的回盲内容物、肛拭子或者新鲜粪便的检测在接种DHL琼脂培养基后，没有细菌生长是非常普遍的情况。这种现象的产生是否是由于饲养过程中使用抗生素所引起的，应该引起我们的重视。从结果中显示，DHL培养回盲部内容物的菌落生长情况虽然与抗生素残留情况有一定的相关性，但相关的程度很弱，这可能是因为停药后一周内，即便是之前连续使用用药，大部分抗生素在畜禽体内的水平也会降到检出限以下甚至完全消除[12]。但是之前使用抗生素的效果会持续存在，影响动物体内的微生物菌群[13]，导致肠道菌群失调，难以恢复[14]。
在检测成本方面，本研究所采用的微生物抑制法，将管碟法和纸片法相结合，非常经济，操作简便，在实验动物领域便于推广。目前，我国实验动物质量抽查检验的机制仍存在许多需要改进的方面，检验标准的完善至关重要[1415]。因此，为了保证实验动物质量检测结果的准确，保证动物实验，特别是药品检验工作的顺利进行，有必要增加对实验动物抗生素残留的检测内容，以确保实验动物行业的健康发展。
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