
3 种剂型中成药中大肠杆菌对γ射线敏感性研究

李晓华1 ,2 , 刘梅芳1 , 龙慈凡1  (1 .中南民族大学生命科学学院 ,湖北武汉430074 ;2 .湖北省农科院辐照加工研究所 ,湖北武汉430064)

摘要  通过对3 种剂型中成药中大肠杆菌的存活数与辐照剂量关系的研究 ,建立了两者的数学模型 ,确定了3 种剂型中成药中大肠杆
菌的 D10值,并对影响辐照灭菌剂量的因素进行了讨论。结果表明:3 种剂型中成药中大肠杆菌对γ射线敏感性不同 ,小活络丸中大肠杆
菌对γ射线敏感性较高 ,松刚益肝丹中大肠杆菌对γ射线敏感性次之 ,鼻炎片中大肠杆菌对γ射线敏感性较低。
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Studies onthe Sensitivity of E . coli toγRays in Three For ms of Chinese Medicine
LI Xiao- hua et al  ( College of Life Science , South- Central University for Nationalities , Wuhan,Hubei 430074)
Abstract  Based on studies onthe relationship betweenthe survival rate of E . coli and the doses of γrays i nthree forms of Chinese medicine , the math-
ematical model of the relationshi p between their survival rate and the doses of γrays was established .The D10 values were determined , and the factors af-
fecting the radiosterlization doses were discussed . Results showed that the sensitivity of E . coli to γrays was the highest in Chinese medicine Siaohuolu-
owam,the second was i n chinese medicine Songgangyigandan ,and the lowest was in chinese medicine Biyanpian.
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  自1978 年以来, 不少科技工作者开展了中成药杀菌工

艺、中成药辐照前后药效评价和辐解产物的研究。研究表

明: 在10 kGy 辐照剂量下, 主要药效和化学成分未明显变

化[ 1 - 2] 。由于不同微生物对γ射线敏感性不同 ,即使同种微

生物处在不同介质中 ,辐照灭菌所需的剂量也不同。只有了

解不同微生物对γ射线敏感性及这些微生物在不同介质中

辐照灭菌所需的剂量, 才能提高辐照灭菌的质量和效率, 目

前关于这方面系统的研究报道较少。

大肠杆菌是松刚益肝丹、鼻炎片、小活络丸等中成药中

常见的污染菌, 笔者通过对3 种剂型中成药中大肠杆菌对γ

射线敏感性的研究 ,确定3 种剂型中成药中大肠杆菌的存活

率与γ射线剂量的关系 ,建立数学模型, 为中成药辐照灭菌

提供剂量依据, 对保证中成药辐照灭菌质量和提高钴源利用

率具有重要的实际意义。

1  材料与方法

1 .1 药品与菌株 松刚益肝丹 :散剂, 由武汉松刚乙肝专科

门诊部研制 ;鼻炎片 :片剂, 武汉中联制药厂生产的中成药 ;

小活络丸:丸剂, 由武汉中联制药厂生产, 批号为951011 , 直

径为1 .5 c m;大肠杆菌ATCC8099 :国家标准检定菌株,由湖北

省防疫站提供。

1 .2 辐照处理  湖北省农科院辐照加工所钴源辐照, 源活

度为4 .14×1013 Bq , 设7 种剂量:0 .1、0 .5、0 .8、1 .0、1 .8、2 .0、

2 .5 kGy ,剂量率为14 .28 Gy/ min ,3 个重复, 辐照温度为25

℃, 用FeSO4 剂量计标定剂量率( 总不确定率≤±5 %) 。

1 .3 试验方法 分别将5 g 中成药放入50 ml 三角瓶中, 灭

菌, 后将大肠杆菌定量加入, 摇匀, 辐照后立即进行菌检。

1 .4 微生物检测方法  按《药品微生物学及检验技术》测定

大肠杆菌数[ 3 - 4] ,均在24 h 内完成, 减少因辐照样品存放时

间不同可能造成微生物计数的误差,以保证实验的准确性。

2  结果与分析

2 .1  3 种剂型中成药中大肠杆菌的存活数与辐照剂量的关

系 由表1 可见 :3 种剂型中成药中大肠杆菌的存活率均随
�
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辐照剂量增大而逐渐减少。据报道, 微生物受γ射线辐照后

会引起其分子或原子电离、激发 ,发生一系列物理、化学及生

物学变化,从而导致微生物死亡。导致微生物死亡有2 方面

原因: 一是因为γ射线具有较高的能量 ,它直接轰击在微生

物的核酸、蛋白质和酶等与其生命有关的物质上,引起分子、

原子电离或激发, 以致化学键断裂而导致死亡。二是因为水

是微生物的重要组分 ,药品内也含有一定量水分,γ射线辐照

能使水分子电离或激发,产生大量的自由基和过氧化物,而这

些自由基和过氧化物能使微生物体内氨基酸中的氨基脱氨,使

半胱氨酸的- SH、丝氨酸和酪氨酸的 - OH、组氨酸的双键氧

化,使氢键断裂,造成蛋白质变性或沉淀,导致微生物死亡[1] 。

因此,γ射线作用的剂量越高,微生物的死亡率越高。

  表1  经不同剂量γ射线辐照后3 种剂型中

成药中大肠杆菌的存活率 %

剂量∥kGy 松刚益肝丹 鼻炎片 小活络丸

  0 100 100 100

0 .1 9 .40 1 .95 5.20

0 .5 1 .29 0 .42 0.19

0 .8 0 .49 2 .20×10 - 2 3 .22×10 - 3

1 .0 8 .93×10 - 2 3 .18×10 - 3 6 .96×10 - 4

1 .5 6 .23×10 - 4 6 .38×10 - 4 6 .96×10 - 5

1 .8 1 .23×10 - 4 6 .38×10 - 5 4 .35×10 - 6

2 .0 3 .67×10 - 5 1 .02×10 - 5

  为了进一步了解3 种剂型中成药中大肠杆菌的存活率

与辐照剂量的关系, 通过计算机对实验数据进行线性拟合 ,

结果表明:3 种剂型中成药中大肠杆菌存活数与辐照剂量的

关系符合对数方程( 图1) 。从图1 可见:3 种剂型中成药中大

肠杆菌( N) 的对数与辐照剂量( D) 呈线性相关, 相关系数都

大于0 .98 ,确定系数 R2 也都大于0 .97。经F 检验表明, 在显

著水平为0 .005 时,3 种剂型中成药中大肠杆菌的存活数( N)

的对数与辐照剂量( D) 呈极显著线性相关。

2 .2 3 种剂型中成药中大肠杆菌的 D10值的确定  通过辐

照剂量与微生物存活数的关系, 可以推导出 D10值。公式: D

= a + blog N ,式中 , D 为辐照剂量( kGy) ; N 为辐照后微生物
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养基20 d 后观察苗的生长情况, 结果发现在激素配比为2 .0

mg/ L KT + 0 .2 mg/ L NNN时 ,丛生芽生长状况最好,植株又高

又壮, 颜色为正常的绿色, 其他激素配比时植株表现出颜色

发黄或生长较弱的现象( 图1) 。

  注 :左为 MS 培养基附加2 .0 mg/ L KT+ 0 .2 mg/ L NNN时 ,

右为使用Liu 等的培养基[5]。

图1 丛生芽在不同培养基上的生长情况

2 .3 生根培养基的优化  由表2 可见 ,1/ 2MS + 1 .0 mg/ L

IBA 培养基诱导生根率最高,为( 90 .7±2 .6) %。

  表2 不同IBA 浓度对大豆胚尖再生芽生根率的影响

培养基 根诱导率∥% 生根天数∥d

1/ 2MS+0 .5 mg/ L IBA 79 .3±6 .4      9

1/ 2MS+1 .0 mg/ L IBA 90 .7±2 .6 8

1/ 2MS+1 .5 mg/ L IBA 84 .7±4 .7 9

1/ 2MS+2 .0 mg/ L IBA 75 .3±4 .2 11

3  讨论

大豆是难转化植物之一, 首例转基因大豆植株诞生于

1988 年,后来有大量学者对其再生系统作了深入的研究,然

而一直难以获得令人满意的结果[ 8] 。植物基因转化的成功 ,

有赖于建立一个良好的组培再生系统, 而在再生系统中, 外

植体的出芽率及丛生芽的生长状况是影响转化效率的主要

因素。Liu 等首次报道了利用胚尖再生系统进行农杆菌介导

的遗传转化,其再生效率高达87 .7 % , 远高于子叶节再生体

系的40 .3 %和下胚轴再生体系的56 .4 % [ 5] 。笔者对该体系

又进行了优化, 培养基中增加了 TDZ , 使再生频率提高到

92 .6 %。通过筛选,适宜大豆胚尖的芽诱导分化培养基为MS

+ 0 .08 mg/ L TDZ , 拔高培养基为 MS + 2 .0 mg/ L KT + 0 .2

mg/ L NNN, 生根培养基为1/ 2MS + 1 .0 mg/ L IBA。大豆胚尖

再生体系的优化, 可提高丛生芽的分化率, 并且苗长得又高

又壮, 能够在短期内得到大量优良植株 ,为快繁和提高遗传

转化效率奠定了坚实的基础。
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图1 3 种剂型中成药中大肠杆菌的存活数与辐照剂量的关系

存活的数目。当 D= 0 时, N= N0( 微生物的初始数目) ,可得

0 = a + blog( N0) , a = - blog( N0) ; 当 D= D10 , N= 10 %N0 , 可

得 D10 = - blog N0 + blog N= blog( N/ N0) = - b。

从以上公式可得鼻炎片、松刚益肝丹、小活络丸中大肠

杆菌的 D10值分别为0 .36、0 .32、0 .28。表明3 种剂型中成药

中大肠杆菌对γ射线的敏感性不同, 小活络丸> 松刚益肝丹

> 鼻炎片。

2 .3  影响辐照灭菌剂量的因素 根据以上关系式可推出 : D

= D10log( N0/ N) 。可以看出: 影响辐照灭菌剂量的因素为

D10值和微生物的初始含量( N0) 。物品中污染的微生物越

多,所需的辐照剂量越大。另一方面 , D10值越大, 杀灭相同

比例微生物所需的辐照剂量越大。D10值不仅与微生物的种

类有关, 而且与微生物所在的介质有关 ,特别是在不同剂型

的药品中 D10值差异较大。

3  小结

( 1) 3 种剂型中成药中大肠杆菌的存活率随辐照剂量增

大而逐渐减少;但随辐照剂量的增大,3 种剂型中成药中大肠

杆菌的存活率下降的幅度不同。

( 2) 3 种剂型中成药中大肠杆菌存活数的对数与辐照剂

量呈线性相关。

( 3) 3 种剂型中成药中大肠杆菌对γ射线的敏感性不同 ,

小活络丸> 松刚益肝丹> 鼻炎片。
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