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Abstract 
To investigate the main factors influencing the antimicrobial activity by microplate reader method 
for high throughput screen antimicrobial substances, the inhibitory rate of staphylococcus aureus 
was determinated against four typical antibiotics (kanamycin hydrochloride, terramycin, ampicillin, 
vancomycin) under different culture conditions. The result showed that the concentration of the 
drug, culture conditions and culture time will affect the inhibitory rate of Staphylococcus aureus. 
With bacterial concentrations of 5 × 105 cfu∙mL−1, static culturing, incubation time of 6 h, the inhi-
bitory rate of kanamycin hydrochloride, terramycin, ampicillin, vancomycin was 57.4%, 52.8%, 
57.4%, 52.8% respectively with the concentration of 100 μg/mL antibiotic, while the inhibitory 
rate was 55.6%, 36.1%, 56.5%, 36.1% respectively with the concentration of 10 μg/mL antibiotic, 
and the inhibitory rate was 46.3%, 10.0%, 52.8%, 50.0% respectively with the concentration of 1 
μg/mL antibiotic. The precision and repeatability of the assay were good. There is no significant 
difference, in the inhibitory rate, between the microplate reader method and tube turbidimetry 
method from 2010 China Pharmacopoeia. The established microplate reader method could be ap-
plied to high throughput screen of antibacterial substances. 
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摘  要 

对酶标仪法测定药物抑菌活性的主要影响因素进行研究，为基于酶标仪法快速筛选抑菌活性物质提供实

验依据。以金黄色葡萄球菌标准菌株为受试菌株，测定代表性抗菌药物(盐酸卡那霉素、土霉素、氨苄青

霉素、万古霉素)，在不同培养方式(静置培养、振荡培养)、不同培养时间条件下，对金黄色葡萄球菌的

抑菌率。结果表明药物浓度、培养方式、培养时间显著的影响抑菌活性的测定，在金黄色葡萄球菌浓度

约5 × 105 cfu∙mL−1、37℃静置培养6 h的条件下，盐酸卡那霉素、土霉素、氨苄青霉素、万古霉素浓度

为100 μg/mL时，抑菌率分别为57.4%、52.8%、57.4%、61.1%；浓度为10 μg/mL时，抑菌率分别为

55.6%、36.1%、56.5%、56.0%；浓度为1 μg/mL时抑菌率分别为46.3%、10.0%、52.8%、50.0%。

方法的精密度和重现性良好。在设定的测试条件下，酶标仪法与2010版中国药典中试管浊度法没有显著

性差异，可用于抗菌活性物质的高通量筛选。 
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1. 引言 

药物单体或组分抑菌活性的评价是抗菌药物高通量筛选的关键环节，常用的抑菌活性筛选方法有平

皿法、试管浊度法[1]和琼脂扩散法。《中国药典》2010 年版二部中的试管浊度法采用的是分光光度分析，

分光光度分析在药物分析等领域发挥着重要作用[2]，但该方法工作量大，操作繁琐，测定时间长，试剂

消耗较大，对于微量物质，难以检测[3]。 
酶标仪是酶联免疫测定的常规仪器，主要应用在医药学领域[4]，其测定的原理是建立在物质吸收光

谱及可见光比色技术基础上的。由于酶标仪具有检测快速、应用样品微量的优点，适合用于大规模样品

的快速检测[5] [6]，并应用于抑菌活性的研究[7] [8]。我们在实验中发现，针对同一个样品在不同批次中

测定的抑菌活性数据常常缺乏一致性，应用于高通量筛选抑菌活性物质时存在不确定性的因素。采用代

表性的抗菌药物对酶标仪法测定抑菌活性的影响因素进行研究，从而将测定过程标准化是开展高通量筛

选过程的关键。本文重点研究在不同抗生素、不同培养条件对受试微生物抑菌活性的影响，为抗菌药物

高通量筛选实验方案的标准化提供依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 试剂 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus ATCC 25923)由广州威佳科技有限公司提供；氨苄青霉素

(AMP)、万古霉素(VAN)、土霉素(OTC)、盐酸卡那霉素(KAN(HCl))，杭州天和微生物试剂有限公司；蛋

白胨，北京奥博星生物技术有限责任公司；酵母浸出粉，浙江省富阳市杭富生物制品厂；氯化钠，广州
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化学试剂厂；磷酸二氢钾，天津市福晨化学试剂厂；氢氧化钠，天津市百世化工有限公司；96 孔板，上

海蔚宏生物科技有限公司。 

2.2. 菌种活化 

配制 LB 液体培养基，每试管分装 5 mL，于高压锅内 121℃灭菌 30 min。无菌条件下，挑取平板保

存的金黄色葡萄球菌单菌落接入试管，置于摇床 37℃、170 r/min、培养 14~16 h。 

2.3. 抗生素溶液的配制 

精密称取 100 mg 粉末状抗生素样品，加入 1 mL 灭菌纯水混匀，用 0.22 μm 滤膜过滤除菌，置于−20℃
冻存备用。利用 LB 液体培养基稀释抗生素，使氨苄青霉素终浓度依次为 100 μg/mL、10 μg/mL、1 μg/mL、
0.1 μg/mL、0.01 μg/mL。盐酸卡那霉素、土霉素、万古霉素的浓度梯度为 100 μg/mL、10 μg/mL、1 μg/mL。 

2.4. 菌液的配制 

取活化过夜的金黄色葡萄球菌菌液按 1%接种量接入含 5 mL LB 液体培养基的试管，置于摇床 37℃、

170 r/min、培养 3.5 h，10,000 r/min 离心 5 min，弃上清。加入 1 mL 磷酸缓冲液，吹打均匀，稀释至浓

度为 5 × 105 cfu∙mL−1，备用。 

2.5. 抑菌活性测定 

2.5.1. 静置和震荡培养的影响 
各取 5 μL 浓度为 5 × 105 cfu∙mL−1 的受试菌加入 5 mL 分别含 10 μg/mL、1 μg/mL 氨苄青霉素的 LB

培养基。从上述菌悬液中各取 250 μL 于两块 96 孔板上，取等体积不含氨苄青霉素的菌悬液作空白对照，

每个样品平行加 6 个复孔，两块 96 孔板用保鲜膜包好分别于 37℃静置培养、于 37℃震荡培养(转速为 170 
r/min)，培养 6 h。用酶标仪测定菌液的吸光值 OD600。 

2.5.2. 培养时间和氨苄青霉素浓度的影响 
各取 5 μL 浓度为 5 × 105 cfu∙mL−1 受试菌加至 5 mL 含 0.01~100 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 培养基。从

上述菌悬液中各取 250 μL 于 96 孔板上，取等体积不含氨苄青霉素的菌悬液作空白对照，每个样品平行

加 6 个复孔。测定后将 96 孔板用保鲜膜包好置于 37℃培养箱中培养，分别测定在培养 0 h，4 h，8 h，
12 h 后金黄色葡萄球菌的菌液 OD600 值。 

2.5.3. 不同抗生素的影响 
各取 5 μL 浓度为 5 × 105 cfu∙mL−1 的受试菌分别加入 5 mL 含盐酸卡那霉素、土霉素、氨苄青霉素、

万古霉素的 LB 培养基中，各抗生素浓度依次为 100 μg/mL、10 μg/mL、1 μg/mL。从各浓度的含抗生素

菌悬液中分别取 250 μL 于 96 孔板上，取等体积不含抗生素的菌悬液作空白对照[7]，每个样品平行加 6
个复孔。置于 37℃生化培养箱中静置培养 6 h，并测定菌悬液的 OD600 值。 

2.6. 精密度试验 

取 5 μL 浓度为 5 × 105 cfu∙mL−1 的受试菌液加至 5 mL 含 0.1 μg/mL，1 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 培养

基。取 250 μL 培养液于 96 孔板上，每个样品设 6 个复孔。计算各测量值的相对标准偏差(RSD%)。 

2.7. 重复性试验 

取 5 μL 浓度为 5 × 105 cfu∙mL−1 的受试菌液加至 5 mL 含 0.1 μg/mL，1 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 培养
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基。取 250 μL 培养液于 96 孔板上，每个样品设 6 个复孔，求其平均值，重复 6 次实验。 

2.8. 酶标仪法和试管浊度法的比较 

各取 5 μL 浓度为 5 × 105 cfu∙mL−1 的受试菌加入 5 mL 含氨苄青霉素的 LB 培养基，氨苄青霉素浓度

分别为 100 μg/mL、10 μg/mL、1 μg/mL，按 2.6.1 操作将 96 孔板置于 37℃生化培养箱静置培养，将 3 mL
试管置于 37℃，170 r/min 的摇床培养，培养 6 h 后测定其 OD600。按以下公式计算抗生素抑菌率(%)：  

( ) OD OD% 100%
OD
−

= ×
空白对照孔 值 药液孔 值

抑制率
白对照孔 值

 

3. 结果与讨论 

3.1. 静置和震荡培养对抑菌率测定的影响 

酶标板上样后，分别置于转速 170 r/min 的摇床和静置下培养 6 h，测定不同金黄色葡萄球菌的菌液

吸光值。 
由图 1 可知，金黄色葡萄球菌在 37℃经震荡培养或静置培养 6 h，抑菌率有所不同。在 1 μg/mL 的

氨苄青霉素条件下，震荡和静置条件下的抑菌率分别为 47.4%、48.5%；在 10 μg/mL 的氨苄青霉素条件

下，震荡和静置条件下的抑菌率分别为 54.4%、56.6%。震荡和静置培养的抑菌率没有明显差异。震荡条

件下培养金黄色葡萄球菌有利于促进氧的溶解与营养物质代谢产物的分散，但是在酶标板上，微孔中的

样品不是在完全密闭的环境下，在震荡过程中可能引起液滴溅出，而且由于分子运动加快，液体表面会

蒸发，造成各孔内菌液体积不同，影响测定的精密度，特别是在 170 r/min 条件下尤为明显。所以选择在

静置条件下进行抑菌活性的测定。 

3.2. 培养时间和氨苄青霉素浓度对金黄色葡萄球菌生长的影响 

酶标板上样后，置于 37℃恒温箱。分别测定在培养 0 h，4 h，8 h，12 h 后金黄色葡萄球菌的菌液吸

光值。 
由图 2 可知，金黄色葡萄球菌的生长对数期为 4~8 h，在 0~12 h 培养时间内，各剂量组和空白对照

组比较，吸光值 OD600 均呈现明显差异(p < 0.02)。分析 4 h 和 8 h 的 OD600 可以发现，0.01 μg/mL 氨苄青

霉素比 0.1 μg/mL 氨苄青霉素的相对抑菌率高。可能由于菌液在低浓度抗生素(0.01~0.1 μg/mL)中生长较

快，受试菌易团聚沉降引起吸收度测量误差。高浓度的氨苄青霉素(1.0~100 μg/mL)可以直接抑制金黄色 
 

 

Figure 1. The inhibition of Ampon Staphylococcus aureus under 
the conditions of standing or shocking 
图 1. 静置或震荡条件下氨苄青霉素对金黄色葡萄球菌的抑制 
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葡萄球菌的生长，OD600 测量值较低，容易影响试验的精密度。另外，长期暴露于高浓度的抗生素也容易

使金黄色葡萄球菌标准菌株突变产生耐药性。故可选择 0.1~1 μg/mL 氨苄青霉素作为抑菌活性测试中阳

性对照药物的浓度，测试时间约 6 h。由于本实验研究的是快速微量测定抗菌物质的抑菌活性，因此没有

设计更长的培养时间。 

3.3. 不同抗生素对金黄色葡萄球菌抑制效果 

选择盐酸卡那霉素，土霉素，氨苄青霉素和万古霉素 4 种不同样品分别在 100 μg/mL，10 μg/mL 和 1 
μg/mL 的浓度下在酶标板上样后，置于 37℃恒温箱培养 6 h。 

图 3 考察了四种代表性的抗生素盐酸卡那霉素，土霉素，氨苄青霉素和万古霉素在 1~100 μg/mL 时

对金黄色葡萄球菌生长的影响。浓度为 100 μg/mL 时盐酸卡那霉素，土霉素，氨苄青霉素和万古霉素对

金黄色葡萄球菌的抑制率分别为 57.4%、52.8%、57.4%、61.1%；浓度为 10 μg/mL 时该 4 种的抑菌率分

别为：55.6%、36.1%、56.5%、56.0%；浓度为 1 μg/mL 时它们的抑菌率分别为：46.3%、10.0%、52.8%、

50.0%。可见 1 μg/mL 的各抗生素在 37℃静置培养 6 h 条件下均能产生一定的抑菌活性，且对受试菌株的

抑制活性呈现出差异。 

3.4. 精密度试验和重复性试验 

由表 1、表 2 可知，浓度为 0.1 μg/mL 的氨苄青霉素作用下菌悬液吸光度的精密度符合仪器分析方法 
 

 

Figure 2. The effect of different concentrations of Amp on light 
absorption value of Staphylococcus aureus 
图 2. 不同浓度氨苄青霉素对金黄色葡萄球菌吸光值的影响 

 

 

Figure 3. The inhibition of different antibiotic on Staphylococcus aureus 
图 3. 不同抗生素对金黄色葡萄球菌的抑制 
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的研究。实验 RSD = 0.93 (n = 6)。采用 1 μg/mL 的氨苄青霉素可以得到相似的结论。 

3.5. 酶标仪法和试管浊度法的比较 

为了对酶标仪测定方法的准确性进行验证，我们用《中国药典》2010 年版二部中的试管浊度法[10]
测试了相同浓度下氨苄青霉素的抑菌活性。 

由图 4 可知，在浓度为 100 μg/mL、10 μg/mL、1 μg/mL 时，酶标仪法抑菌率为 95.70%、95.10%、 
 

Table 1. Test result of precision (0.1 μg/mL AMP) 
表 1. 精密度试验结果(0.1 μg/mL AMP) 

孔数 
Hole No. 

吸光值 A 
Absorbance value 

平均值 
Average SD RSD/% 

1 0.182    

2 0.181    

3 0.182 0.182 0.0017 0.93 

4 0.180    

5 0.185    

6 0.182    

 
Table 2. Result of reproducibility test (0.1 μg/mL AMP) 
表 2. 重现性试验结果(0.1 μg/mL AMP) 

实验次数 
Experiment No. 

吸光值 A 
Absorbance value 

平均值 
Average SD RSD/% 

1 0.183    

2 0.180    

3 0.182 0.182 0.0019 1.02 

4 0.182    

5 0.179    

6 0.184    

 

 

Figure 4. Comparison of bacteriostasis rate between nephelometry and 
Microplate Reader method 
图 4. 试管浊度法与酶标仪法测定的抑菌率比较 
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45.41%、12.21%；试管浊度法的抑菌率为 95.78%、95.42%、55.42%、22.77%。经 T 检验，P > 0.05，两

种方法无显著差异。 
酶标仪测定抗生素抑菌活性有许多优势，培养和测定都在酶标板上进行，不用转移液体入比色皿,检

测快速，受环境因素干扰小，不易感染杂菌。另外酶标板上可同时检测多个样品[9]，与《中国药典》[10]2010
版二部中的浊度法用分光光度计测定相比，具有快速、准确和高通量的优点。酶标仪微量法的相对标准

偏差比分光光度法测量的相对标准偏差小，这是由于酶标仪使用的是垂直光路，分光光度计使用的是水

平光路[11]。垂直光路的优点是标本吸光度受液体浓缩或稀释度的影响较小。使用酶标仪测量可减少稀释

时的误差，故酶标仪微量法比分光光度法更精密[12]。 

4. 结论 

以金黄色葡萄球菌标准菌株(Staphylococcus aureus ATCC 25923)为受试菌株，采用酶标仪法对四种代

表性抗生素：盐酸卡那霉素，土霉素，氨苄青霉素，万古霉素对金黄色葡萄球菌的抑菌活性进行了研究，

并和药典中试管浊度法进行了比较。结果表明：采用0.1 μg/mL、1 μg/mL的各抗生素作用于5 × 105 cfu∙mL−1

金黄色葡萄球菌，在 37℃静置培养 6 h 的条件下，可以获得稳定的抑菌活性。该方法与药典的试管浊度

法测试效果无显著差异，可以用于抗菌活性物质的高通量筛选，并初步评价抑菌物质的抑菌活性。 
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