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I 

前 言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

 

 

 

本文件由××××提出。 

本文件由××××归口。 

本文件起草单位： 

本文件主要起草人： 
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II 

引 言 

 

 

GB/T 《眼科光学 接触镜护理产品消毒效果评价》拟分成以下部分： 

——第 1 部分：对棘阿米巴包囊形成评价方法。目的在于评估化学消毒系接触镜护理产品对棘阿米

巴包囊形成的效果。 

——第 2 部分：对棘阿米巴滋养体消毒效果的评价方法。目的在于评估化学消毒系接触镜护理产品

对棘阿米巴滋养体的消毒效果。 

——第 3 部分：对棘阿米巴包囊消毒效果的评价方法。目的在于评估化学消毒系接触镜护理产品对

棘阿米巴包囊的消毒效果。  
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眼科光学 接触镜护理产品消毒效果评价 第 2 部分：对棘阿米巴滋

养体消毒效果评价方法 

1 范围 

本文件描述了一种以棘阿米巴滋养体为挑战微生物，评估化学消毒系接触镜护理产品抗微生物活

性的试验方法。 

本文件适用于具有化学消毒功能的接触镜护理产品。 

本文件不适用于需要专用镜片杯的双氧护理产品。 

2 规范性引用文件 

本文件没有规范性引用文件。 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

接触镜消毒 

采用化学或物理方法减少接触镜上存活微生物的过程。 

 

滋养体 

能运动的、摄食的棘阿米巴变形虫。 

 

成囊 

棘阿米巴生命周期中，从滋养体转变为包囊的阶段。 

 

成熟包囊 

休眠形态的棘阿米巴，含内外2层细胞壁。与滋养体相比，对热、干燥、化学品等的耐受性更强。 

 

未成熟的包囊 

仅含内层细胞壁的包囊。 

 

室温 

指范围为18℃—25℃温度。 

 

冷藏温度 

指范围为2℃—8℃的温度。 

 

传代 

将细胞从一个培养容器转移或转植到另一个培养容器中，这个过程中可能发生稀释，也可能没有发

生稀释。 

注1：任何时候细胞从一个容器转移到另一个容器时，无论是有意还是无意，都可能发生一部分细胞的丢失和因此产

生的稀释。 

注2：该术语与“继代”同义。 

 

传代次数 
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培养物中的细胞已经被继代或传代的次数。 

4 原理 

本试验用规定株棘阿米巴滋养体制备接种物，对接触镜消毒产品进行测试，评估其在预设时间间隔

点（模拟产品使用）的活性变化。 

5 试验用微生物 

5.1.1 卡氏棘阿米巴（ATCC 50370）,多噬棘阿米巴（ATCC 30461） 

5.1.2 不要使用超过 5代的棘阿米巴滋养体 

5.1.3 大肠杆菌（ATCC 8739） 
注： 大肠杆菌用于覆盖的琼脂板，用于恢复生长方法1（5.9.1）中棘阿米巴的恢复生长和恢复生长方法2（5.9.2）

中微孔的接种。 

培养基和试剂 

5.2.1 Ac#6无菌半合成的棘阿米巴生长培养基（附录 A） 

5.2.2 1:4林格氏溶液（附录 B） 

5.2.3 NNA琼脂（附录 D，恢复生长方法 1中使用） 

5.2.4 胰酪大豆胨液体培养基（TSB）（附录 E中使用） 

5.2.5 供 2种恢复生长方法使用的中和肉汤（附录 G） 

试验材料 

5.3.1 50ml无菌的聚丙烯离心管 

5.3.2 15mL无菌圆底管（聚苯乙烯、聚丙烯或玻璃，取决于要测试的接触镜护理产品的配方） 

5.3.3 12孔无菌的平底光力学处理的或等离子处理的微量滴定板 

5.3.4 96孔无菌的平底光力学处理的或等离子处理的微量滴定板 

5.3.5 一次性使用的吸头：10ml、20uL、100uL、200uL、1000uL 

5.3.6 一次性使用的 3mL 无菌移液吸头 

5.3.7 配备 10倍、20倍、40倍相位差物镜的倒置显微镜 

5.3.8 温度为 28±2℃的培养箱 

5.3.9 离心机 

5.3.10 旋涡混合器 

5.3.11 深度为 0.2mm的细胞计数板（血球计数板）；如 INCYTO C-CHIP、一次性使用 Fuchs Rosenthal

血球计数板 

5.3.12 选配：旋转叶片的细胞刮刀 

5.3.13 75cm2 和 150cm2-185 cm2的无菌扁平聚苯乙烯组织培养瓶 

5.3.14 恒温摇床 

5.3.15 2-8℃冰箱 

试验样品 

待测产品应与销售产品一致。测试前，直接将产品从终包装中取出。测试3批产品，用独立制备的

接种物对每批产品进行试验。 

培养物的管理 

5.5.1 根据 ATCC的条款，微生物代数不超过 5代。 

5.5.2 保存用的培养物和供测试用的培养物的管理见附录 C。 

滋养体的培养和收集 

5.6.1 使用附录 A 中的棘阿米巴生长培养基 Ac#6，按照附录 C 的方法培养滋养体。 

注： 依据试验的规模和所需滋养体的数量，准备足够数量的培养瓶。 
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5.6.2 培养 24h 后，取出附着的滋养体。 

注： 可以通过剧烈的摇动、用刮刀刮瓶底或用适当力度敲击培养瓶的方法取出滋养体。 

5.6.3 将滋养体倒入 50mL 聚丙烯离心管中，室温下 500 x g 离心 5min。 

5.6.4 取 1 管滋养体沉淀，用 10mL 1:4 林格氏溶液（见附录 B）重悬，如果需要更多接种物，用相同

的方法重悬其他滋养体沉淀。 

5.6.5 10mL 的 1:4 林格氏溶液洗涤 3 次，然后室温下，500xg 离心 2 分钟。 

5.6.6 在 1-2mL 1:4 林格氏溶液中涡流重悬滋养体沉淀。 

棘阿米巴标准原液的制备 

5.7.1 用细胞计数板（用 1:4 林格氏溶液，以 1:10～1:100 稀释原液）计数并记录原液中的滋养体数量

（cells/mL） 

注1：用改进的Fuchs Rosenthal INCYTO一次性使用血球计数板，取20uL进行细胞计数 

注2：由100uL加入900uL得到1:10稀释液，由2次1:10稀释得到1:100的稀释液。 

5.7.2 用 1:4 林格氏溶液将滋养体原液的浓度调至 5×106～5×107 cells/mL（基于血球计数板的计数结

果），此溶液称为棘阿米巴的标准原液。 

取0.1mL棘阿米巴的标准原液接种至10 mL 1:4林格氏溶液中，得到5×104～5×105cells/mL的溶液作

为对照。用旋涡混合器将悬液混合至旋涡形成。用血球计数板确认对照溶液的细胞浓度。对照溶液的细

胞浓度必须在4×104～6×106之间。记录测得的细胞浓度。 

接种 

5.8.1 如果产品对光敏感，则避光进行试验。 

5.8.2 为每株棘阿米巴、每批样品，准备 3 根圆底试管，每根试管中装入 10mL 待测样品溶液。应使

用与待测溶液兼容的试管。 

5.8.3 向装有样品的试管内，接种 0.1mL 棘阿米巴的标准原液，细胞浓度范围 4×104～6×105cells/mL。

确保接种的体积不超过样品体积的 1%。 

5.8.4 充分涡旋混均，以确保完全分散。 

5.8.5 接种后的样品放置于室温下保存，用经校准的设备监控并记录温度。 

恢复生长程序 

恢复生长程序中，至少设置4个平行。应在第14天观察所有的恢复生长孔。典型的阳性孔和阴性孔

的照片参考附录J。 

5.9.1 恢复生长方法 1（12 孔板方法） 

5.9.1.1 至消毒时间后，涡旋混匀接种后的样品，取 1.0 mL 用于活性计数。推荐时间点包括：最短推

荐消毒时间的 25%和 100%。如果推荐接触镜消毒过夜，则浸泡时间为 8h。 

5.9.1.2 在指定的时间间隔点，从测试样品中取 1.0mL，加入到 9.0mL 的经验证的中和肉汤中（附录

G）（10-1稀释级），涡旋混匀。静置适宜时间，中和消毒成分。 

5.9.1.3 用 1:4 林格氏溶液，再进行 5 次 10 倍系列稀释（10-2、10-3、10-4、10-5、10-6 稀释级）。 

5.9.1.4 在适合的稀释级进行活性计数。取 1mL 稀释液，置于含 NNA（附录 D）和 E.coli 的 12 孔板

的相应孔内。每个稀释级做 4 个平行。 

5.9.1.5 将 12 孔板置于 28℃±2℃培养，在显微镜下观察生长情况。在第 14 天观察所有的恢复生长的

生长情况，参考附录 J 判断是否生长。 

5.9.1.6 没有生长的孔也应该记录，如记录为“-”（没有恢复生长）。 

5.9.1.7 按照最可能数法计算 log 减少值。最可能数法见附件 H 的 Reed 和 Muench 运算或附件 I 中

的 Spearman-Karber 运算。恢复生长方法 1 中，Reed 和 Muench 数据表是按照每孔 1ml 计算的。 

5.9.2 恢复生长方法 2（96 孔板法） 

5.9.2.1 至消毒时间后，涡旋混匀接种后的样品，取 20uL 用于活性计数。推荐时间点包括：最低推荐

消毒时间的 25%和 100%。如果推荐接触镜消毒过夜，则浸泡时间为 8h。 

5.9.2.2 在指定的时间间隔点，从测试样品中取 20uL，加入到含 180uL 中和肉汤（附录 G）（10-1稀

释级）的 96 孔板外侧的至少 4 个孔内（A1-A4），静置 10min，中和消毒成分。参考图 A 为 96 孔板布

局。 
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5.9.2.3 用吸头轻轻地上下吸吹 6 次，混匀 4 个接种孔。通过微孔板进行 5 次 10 倍稀释，转移 20uL

到下一个孔内，混匀，然后再转移 20uL……（孔 B1-B4、C1-C4、D1-D4、E1-E4、F1-F4），最后一排

的孔混匀后各丢弃 20uL。在此步骤中制得下列稀释液：10-1、10-2、10-3、10-4、10-5、10-6。 

在恢复生长方法2中，Reed和Muench数据表是按照每孔0.2ml计算的。（实际只有0.18ml） 

5.9.2.4 向每个孔中加 50uL 大肠杆菌（附录 E，大肠杆菌工作菌液浓度是 1×109cfu/mL）。 

5.9.2.5 将 96 孔板密封并置于 28℃±2℃培养，在显微镜下观察生长情况。在第 14 天观察所有的恢复

生长的生长情况，参考附录 J 判断是否生长。滋养体可能经历包囊化因此孔中可能含未成熟和成熟的包

囊。 

5.9.2.6 没有生长的孔应记录，如记录为“-”（没有恢复生长）。有生长的孔应记录，如记录为“+”（恢

复生长）。 

5.9.2.7 按照 Reed 和 Muench 运算(附件 H)或 Spearman-Karber 运算(附件 I)的最可能数法计算 log 减

少值。 

 

图1 方法 2 中 96 孔板的布局图 

如图1所示划分96孔板。向外侧孔（A列）内各加180uL中和肉汤，向其他孔（B-F列）内加180uL的

1:4林格氏溶液。 

6 对照试验 

接种物对照试验（阳性对照试验） 

6.1.1 每次试验都应用相同材料和方法进行对照试验，试验中用 1:4林格氏溶液替代护理液。将 0.1mL

棘阿米巴的标准原液加入到 10mL的 1:4林格氏溶液中，制备接种物对照液。根据产品评估中使用的恢

复生长的方法，按照 5.8.4、5.8.5或 5.9.1、5.9.2操作。接种后的 1:4林格氏溶液中每毫升的细胞数

应通过血球计数板计数，并记录数值。为了确定 log减少值，接种物浓度和测试溶液中的细胞浓度应根

据 Reed和 Muench表或 Spearman-Karber表。  

恢复生长培养基对照试验（中和产物对照试验） 

6.2.1 将消毒产品以 1/10 比例（1ml 到 9ml）稀释至经验证的中和剂中混匀，将混合液静置至适宜的

时间，使中和作用完全。将 0.1 mL 棘阿米巴的标准原液加入到中和产物中。根据产品评估中使用的恢
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复生长的方法，按照 5.8.4、5.8.5 或 5.9.1、5.9.2 操作。 

6.2.2 恢复生长试验结果至少是接种物对照试验结果的 50%。 

7  试验有效性条件 

如果接种物对照板上的细胞浓度低于1×104cells/mL或大于5×105cells/mL，该实验无效，须重新试验。 
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附 录 A  

（规范性） 

棘阿米巴生长培养基（Ac＃6）的制备 

A.1 用途 

用于棘阿米巴滋养体的无菌培养。 

A.2 培养基成分 

Ac＃6培养基的组成成分见表A.1 

表A.1  Ac＃6 培养基的成分表 

原料 用量 

Biosate培养基（如款号：BD-211862） 20.0g 

葡萄糖（如Sigma G7021） 5.0g 

KH2PO4（无水，如Fluka 60219 or EMD PX1565-1） 0.3g 
a维生素B12原液（100ug/mL，如Sigma  B4051 or EMD 1.11988.0100） 100uL 

bL-蛋氨酸原液（5mg/mL，如 Fluka  64319 or Calbiochem 4500） 3mL 

去离子水或超纯水 至1000mL 
a 维生素 B12 原液（100ug/mL）的制备取 10 mg 维生素 B12，溶解于 100 mL 的去离子水或者超纯水中，分装

成 10mL 每份，于 121℃高压灭菌 15 min。标记批号，储存在-20℃，可保存 12 个月。取一份解冻，置于 2 - 

8℃，可保存 1 个月。 
b L-蛋氨酸原液（5mg/mL）的制备取 500 mg L-蛋氨酸，溶解于 100mL 的去离子水或者超纯水中，分装成

20mL 每份，于 121℃高压灭菌 15min。标记批号，储存在-20℃，可保存在 12 个月。取一份解冻，置于 2 - 

8℃，可保存 1 个月。 

A.3 制备方法 

A.3.1 将成分表中的成分溶解在一个大小合适的干净玻璃容器中，温和加热。 

A.3.2 用1N盐酸或1N氢氧化钠调节pH值至6.5-6.6。 

A.3.3 添加去离子水或超纯水，用玻璃量筒定容至1000mL。 

A.3.4 用硼硅酸盐玻璃瓶，分装成适合的体积(如250毫升)，121℃高压灭菌15min。 

A.3.5 灭菌后的培养基在室温下可保存2个月。
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附 录 B  

（规范性） 

附录 B1:4 林格氏溶液的制备 

B.1 用途 

用于清洗和稀释棘阿米巴滋养体。 

B.2 1:4 林格氏溶液的成分 

1:4林格氏溶液的成分见表B.1 

表B.1  1:4 林格氏溶液成分表 

原料 用量 

1:4林格氏片（如Oxoid BR 0052G） 1片 

去离子水/超纯水 500mL 

B.3 制备方法 

B.3.1 在合适大小的硼硅玻璃瓶中加入500mL去离子水或超纯水，加入1片1:4林格氏片。 

B.3.2 过滤除菌或高压灭菌121℃ 15min。 

B.3.3 测量溶液的pH，pH范围应为7.0±0.2。 

B.3.4 如有需要，用1N的盐酸或1N氢氧化钠将pH调到6.8-7.2。 

B.3.5 除菌或灭菌后将其置于室温下，保存6个月。 
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附 录 C  

（规范性） 

棘阿米巴原液的管理和扩培 

C.1 棘阿米巴原液的管理 

C.1.1 用棘阿米巴生长培养基Ac＃6，分别培养卡氏棘阿米巴（ATCC 50370）和多噬棘阿米巴（ATC

C 30461）。 

C.1.2 取1mL低温保存的、浓度约为1×106 cells/mL的棘阿米巴滋养体（从ATCC购买的，要求3代以内）。 

C.1.3 将低温保存管置于37℃±2℃水浴中解冻。 

C.1.4 将解冻后的棘阿米巴加入到含30 mL生长培养基的组织培养瓶中（75 cm2，中等大小)，在28℃

±2℃条件下培养3～4天。 

C.2 棘阿米巴滋养体的扩培 

C.2.1 用上述组织培养瓶中的培养物制备试验用接种物。 

C.2.2 轻轻倒出培养基，以免滋养体脱落。 

C.2.3 重新倒入约30mL新鲜的棘阿米巴生长培养基Ac#6。 

C.2.4 摇动组织培养瓶，使滋养体脱落。 

注： 如有必要，用刮刀刮烧瓶底部。 

C.2.5 将滋养体轻轻倒入一个50mL的聚丙烯离心管中（大约5×105～1×106cells/mL）。 

C.2.6 用血球计数板对离心管内的滋养体计数，并记录每毫升的细胞数。 

C.2.7 从离心管中取5×106个滋养体，接种到150/180 cm2(大的)的扁平组织培养瓶中，当添加棘阿米巴

生长培养基至50 mL时，细胞浓度为1×105 cells/mL。 

C.2.8 在组织培养瓶中加入棘阿米巴生长培养基至50毫升。 

C.2.9 轻轻混匀组织培养瓶，将组织培养瓶置于28℃±2℃下培养24h。 

C.2.10 在此培养条件下，一个组织培养瓶大约可产出1-2×107个滋养体。
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附 录 D  

（规范性） 

NNA琼脂的制备 

D.1 用途 

在恢复生长方法1中，用于制作12孔板内的滋养体恢复生长用的培养基。 

D.2 NNA琼脂的成分。 

原液1、原液2和NNA琼脂的成分见表D.1、D.2、D.3。 

表D.1  原液 1 的成分表 

原料 用量 

NaCl 12.0 g 

MgSO4.7H2O 0.40 g 

CaCl2.6H2O 0.60 g 

去离子水/超纯水 至500 mL 

 

表D.2  原液 2 的成分表 

原料 用量 

Na2HPO4 14.20 g 

KH2PO4 13.60 g 

去离子水/超纯水 至500 mL 

 

表D.3  琼脂（NNA）的成分表 

原料 用量 

原液1 5 mL 

原液2 5 mL 

去离子水/超纯水 至1000 mL 

细菌琼脂粉 15.0 g 

 

D.3 原液 1和原液 2的制备方法 

D.3.1 将原液的各成分分别溶解在大小合适的清洁玻璃容器中，并温和加热。 

D.3.2 过滤除菌。 

D.3.3 除菌后的原液在冰箱中可储存6个月。 

D.4 NNA琼脂的制备方法 

D.4.1 无菌操作，从原液1和2中各取出5mL，并用去离子水或超纯水调至1000mL。将15g琼脂分散到上

述溶液中，将其倒入大小合适的干净玻璃容器中，然后慢慢煮沸。将琼脂溶液转移到合适的容器中，1

21°C高压灭菌15分钟。 

D.4.2 在2-8℃的冰箱中储存琼脂，可储存6个月。
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附 录 E  

（规范性） 

大肠杆菌悬液的制备 

E.1 大肠杆菌悬液的制备 

E.1.1 取一次性使用的、容量为250ml的无菌锥形瓶，加入25ml TSB。接种大肠杆菌（ATCC 8739）后，

置于30-35ºC、转速为100rpm的摇床上培养过夜。 

E.1.2 从摇床上取出含有细菌的锥形瓶，将细菌悬液转移到2个50 mL的离心管中。在20-25ºC下，4000

xg离心10min。 

E.1.3 弃去上清，向各离心管内加入25mL的1:4林格氏溶液，涡旋重悬。该细菌悬液的浓度大约为1×1

010cells/mL。该大肠杆菌原液在冰箱中可储存30天。 

E.1.4 用1:4林格氏溶液，将大肠杆菌原液以1：8的比例稀释，制备工作菌悬液。在恢复生长方法2中，

每孔接种50uL工作菌悬液。
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附 录 F  

（规范性） 

大肠杆菌 NNA琼脂平板的制备 

F.1 大肠杆菌 NNA琼脂平板的制备 

F.1.1 在＞85℃的温度下，融化NNA琼脂。 

F.1.2 取恢复生长培养方法1中用到的12孔板，每孔加入2ml NNA琼脂溶液，待其凝固。每孔接种0.1m

L大肠杆菌原液。 

F.1.3 将12孔板放置在试验台上，在环境温度下放置过夜。长时间储存时，不含大肠杆菌的12孔NNA琼

脂板在2-8℃下保存1个月；含大肠杆菌的12孔NNA板在2-8℃下保存1周，如果超过1周，应在12孔板上重

新接种新鲜的大肠杆菌。12孔板不能干，如果孔板内的NNA琼脂干燥或者开裂，应丢弃。
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附 录 G  

（规范性） 

中和肉汤的制备 

G.1 用途 

用于中和多功能接触镜护理液中聚六亚甲基双胍盐酸盐(PHMB)、氯己定、阿立西定、肉豆蔻酰胺

丙基二甲胺(MAPD)和聚季铵盐-1的活性。 

注1：根据接触镜护理液中消毒成分的种类和含量的不同，相应调整中和肉汤。 

注1：该中和肉汤不适用于双氧护理系统。 

G.2 中和肉汤的成分 

中和肉汤的成分见表G.1。 

表G.1   

原料 用量 

卵磷脂 3.5g 

吐温80 1.5g 

1:4林格氏片（如Oxoid BR 0052G） 2片 

去离子水/超纯水 至1000mL 

G.3 制备方法 

G.3.1 将各成分溶解在一个大小合适的干净玻璃容器中，温和加热。 

G.3.2 用1N盐酸或1N氢氧化钠调节pH至 7.4±0.2。 

G.3.3 用量筒或量杯量取去离子水或超纯水，调节体积至1000mL。 

G.3.4 用硼硅酸盐玻璃瓶分装成适宜体积(如250ml)，121℃高压灭菌15min。 

G.3.5 灭菌后的中和肉汤在室温下可保存3个月。 
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附 录 H  

（规范性） 

用 Reed和 Muench 运算方法 

H.1 用途 

测定滋养体接种物的浓度和测试液中滋养体的浓度。 

H.2 Reed 和 Muench 运算方法的原理及实例 

H.2.1 方法原理 

该方法是Reed和Muench于1938年发表，用于计算实验生物学试验中50%终点。其目的是确定，当血

清或病毒接种到试验动物后，50%试验动物发生反应或死亡(LD50)时，对应的血清或病毒的稀释级。在

生物学定量试验中，确定终点的最佳方法是，在接近50%反应的稀释级附近，用大量动物进行试验。使

用50%终点的原因是，生物学试验中许多剂量-反应呈函数关系，当它在（最小反应，最大反应）的区间

时，函数趋于线性关系，因此容易计算出发生50%反应时被测物质的浓度。 

此方法主要适用于完整的反应，即死亡率、传染性、细胞病变效应或幸存者的反应范围从0到100%。

即使不满足上述条件，只要在稀释范围内，反应以匀速的方式发生，也可以使用该方法。如果结果不稳

定，例如在某些稀释级下，死亡或幸存者分布不规律，计算出的终点将不准确。 

H.2.2 方法的典型实例 

例1，使用具代表性病毒接种动物产生的研究数据，示范方法的使用。在该研究中，根据病毒的10

倍稀释级记录动物的死亡率，确定接种病毒的LD50。 

c列、d列中的箭头的指向是死亡或存活动物数的累计方向。累计死亡率(g列)表示死亡动物累计数(e

列)除以累计总数。如，在10-3稀释级，相当于7只试验动物中死亡5只。 

例1中，10-3稀释级的死亡率在50%以上；10-4稀释级的死亡率远远低于50%。因此，接种病毒的LD50

在的10-3和10-4稀释级之间。LD50的比例距离位于这两种稀释级之间，由下面的h列得到： 

示例： 

仅高于50%的死亡率-50%                    =比例距离     

仅高于50%的死亡率-仅低于50%的死亡率    

 

或者 71-50   =  21   =0.36（或0.4） 

             71-13       58 

任何两个稀释级之间的距离是稀释倍数的函数，例如10倍稀释，有必要用稀释系数校正(乘以)比例

距离，稀释系数是稀释倍数的对数。连续10倍稀释时，稀释系数为1 (log10=1)，因此被忽略。在接下来

的步骤中，稀释系数是负数。所以LD50的负对数值等于仅高于50%的死亡率的负对数值加上校正后的比

例距离。在本例中，计算如下： 

较低稀释级(死亡率仅大于50%的稀释级)的负对数值=-3.0 

比例距离（0.4）×稀释系数（log10-1）=-0.4 

LogLD50=(-3.0)＋(-0.4)=-3.4 

LD50=10-3.4 

表H.1   
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H.2.3 Reed和Muench改良方法测定微生物浓度 

在下面的例子中，该方法用于计算棘阿米巴接种物阳性对照、恢复生长培养基对照、各待测产品中

棘阿米巴滋养体的近似浓度。 

计算公式见表H.2。 

表H.2  计算公式 

累计值 

-log10

稀释

级 

V 

（mL/

孔） 

（a） 

+ 

有生

长的

孔 

（b） 

- 

无生长

的孔 

（c） 

有生长的孔的总数 

+ 

（d） 

无生长的孔的总数 

- 

（e） 

有生长的孔

的占比

（%） 

（f） 

1 D1 R-D1 D1+D2+D3+D4+D5+D6 (R-D1) 100×[d/(d+e)] 

2 D2 R-D2 D2+D3+D4+D5+D6 (R-D1)+(R-D2) 100×[d/(d+e)] 

3 D3 R-D3 D3+D4+D5+D6 (R-D1)+(R-D2)+(R-D3) 100×[d/(d+e)] 

4 D4 R-D4 D4+D5+D6 (R-D1)+(R-D2)+(R-D3)+(R-D4) 100×[d/(d+e)] 

5 D5 R-D5 D5+D6 (R-D1)+(R-D2)+(R-D3)+(R-D4)+(R-D5) 100×[d/(d+e)] 

6 D6 R-D6 D6 
(R-D1)+(R-D2)+(R-D3)+(R-D4)+(R-D5)+(R-

D6) 
100×[d/(d+e)] 

D1～D6=每个稀释级下有生长的孔的数量 

R=每个稀释级的重复次数 

V=mL/孔 

 

比例距离[PD] = 仅大于50%的生长数-50 

              仅大于50%生长数-仅低于50%生长数 

Log10（50%细胞浓度）=Log10仅大于50%的稀释级（a）+PD=X 

50%终点浓度/（体积.孔）=10xcells/（体积.孔）=10xcells/V 

100试管中50%终点浓度/（cells·mL）=[(10xcells/V)×(1/V)]=10X×(1/V) 

注： 100试管中50%终点是cells/（体积·孔）：如果在100孔中加入0.2mL的稀释液，50%终点计算的细胞数量是0.2 mL

所含的数量。所以，50%终点必须乘以(1/V)或1除以每孔内稀释液的体积。如果每孔加0.2ml，则乘以1/0.2或5。 

50%终点10xcells/mL=近似10xcells/mL 

log减少值=log10（cells/ml）接种物-log10（cells/ml）试验管 

如果在某稀释级下观察到50%的恢复生长率，即为终点稀释级，此时无需计算。因此，50%终点是

50%恢复生长对应的稀释级。 
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H.2.4 代入样本数据计算的例子 

用表H.3中的典型数据进行计算举例。 

表H.3  用典型数据进行计算的例子 

累计值 

-log10稀释

级 

V 

（mL/孔） 

（a） 

+ 

有生长的

孔 

（b） 

- 

无生长

的孔 

（c） 

有生长的孔的

总数 

+ 

（d） 

无生长的孔的

总数 

- 

（e） 

有生长的孔的

占比（%） 

（f） 

1 4 0 16 0 100 

2 4 0 12 0 100 

3 4 0 8 0 100 

4 3 1 4 1 80 

5 1 3 1 4 20 

6 0 4 0 8 0 

重复次数=4 

mL/孔=1  （方法1） 

mL/孔=0.2  （方法2） 

仅高于50%的生长数=80 

仅低于50%的生长数=20 

比例距离[PD]=(80-50)/(80-20)=0.5 

-log10仅高于50%的稀释级[D]=4 

Sum PD+D(log10)=4.5 

[10(Sum PD+D)]=104.5=3.16E+04cells 

[10(Sum PD+D)]×[1/(mL/孔)]=3.16E+04cells/mL （100试管中）
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附 录 I  

（规范性） 

Spearman-Karber 运算方法 

I.1 Spearman-Karber公式 

Spearman-Karber公式见I.1  
      Log Value=X0-d/2+d∑ri/ni                   （I.1） 

其中： 

X0=log10[阳性孔最高稀释级的倒数]； 

d=log10(稀释系数）； 

ni=每个稀释液对用的孔数； 

ri=阳性孔的数量（勿与ni混淆）； 

从稀释级X0开始求和。 

表I.1给出了电子表格示例，表I.2给出了计算公式。 

表I.1  电子表格示例 

 A B C D E F 

1 
Spearman-Karber 运

算 
   X0-d/2+d(Sum ri/ni)  

2 稀释级 
孔的数量

（ni） 
阳性孔（ri） P=(ri/ni) 运算 值 

3 -1 4 4 1 
低稀释（X0）

=1.00 
1 

4 -2 4 4 1 
Log10 稀释因子

（d） 
1 

5 -3 4 4 1 d/2 0.5 

6 -4 4 0 0 
从最低稀释度开始

计算 P 的总和 
3 

7 -5 4 0 0   

8 -6 4 0 0 恢复生长 Cells/ml 

9    3 3.5 3162.278 

表I.2  计算公式 

 A B C D E F 

1 
Spearman-Karber

运算 
   X0-d/2+d(Sum ri/ni)  

2 稀释度 
孔的数量

（ni） 

阳性孔

（ri） 
P=(ri/ni) 运算 值 

3 -1 4 4 =C3/B3 
低稀释（X0）

=1.00 
=abs(A3) 

4 -2 4 4 =C4/B4 
Log10 稀释因子

（d） 
=log10(A3*10) 

5 -3 4 4 =C5/B5 d/2 =F4/2 

6 -4 4 0 =C6/B6 
从最低稀释度开始

计算 P 的总和 
=D9 

7 -5 4 0 =C7/B7   

8 -6 4 0 =C8/B8 恢复生长 Cells/ml 

9    =SUM(D3:D8) =F3-F5+F4*F6 =POWER(10,E9) 

以上数据为例：X0=1 

d=1 

d/2=0.5 

ni=4 

ri=4 
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log 值=1 – ½ + 1∑(4/4)+(4/4)+(4/4)+(0/4)+(0/4)+(0/4) 

log 值=3.5
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附 录 J  

（规范性） 

96孔板法的培养物显微图 

J.1 图像 

培养 2 周时拍摄的图片； 

采用方法 2(96 孔板法)拍摄的图片； 

12 孔板底部有琼脂，会导致图像不那么清晰，除此之外，其图片与方法 1 的相似。 

图片在放大 100 倍、200 倍、400 倍下拍摄。 

 
阴性中和剂孔 阴性试验孔 

因中和剂中的吐温/卵磷脂，而显浑浊/黄色  

因单层大肠杆菌，而致外观呈颗粒状 因单层大肠杆菌，而致外观呈颗粒状 

无棘阿米巴滋养体/包囊 无棘阿米巴滋养体/包囊 

 图 J.1 和图 J.2 阴性结果（100 倍下的图片） 

 
阳性中和剂孔 阳性试验孔 

因中和剂中的吐温/卵磷脂，而显浑浊/黄色  

单层大肠杆菌被棘阿米巴消耗 单层大肠杆菌被棘阿米巴消耗 

存在棘阿米巴滋养体/包囊 存在棘阿米巴滋养体/包囊 

图 J.3 和图 J.4 阳性结果（100 倍下的图片） 
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阴性中和剂孔 阴性试验孔 

因中和剂中的吐温/卵磷脂，而显浑浊/黄色  

因单层大肠杆菌，而致外观呈颗粒状 因单层大肠杆菌，而致外观呈颗粒状 

无棘阿米巴滋养体/包囊 无棘阿米巴滋养体/包囊 

图 J.5 和图 J.6 阴性结果（200 倍下的图片） 

 
阳性中和剂孔 阳性试验孔 

因中和剂中的吐温/卵磷脂，而显浑浊/黄色  

单层大肠杆菌被棘阿米巴消耗 单层大肠杆菌被棘阿米巴消耗 

存在棘阿米巴滋养体/包囊 存在棘阿米巴滋养体/包囊 

图 J.7 和图 J.8 阳性结果（200 倍下的图片） 

 
阴性中和剂孔 阴性试验孔 

因中和剂中的吐温/卵磷脂，而显浑浊/黄色  
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因单层大肠杆菌，而致外观呈颗粒状 因单层大肠杆菌，而致外观呈颗粒状 

无棘阿米巴滋养体/包囊 无棘阿米巴滋养体/包囊 

图 J.9 和图 J.10 阴性结果（400 倍下的图片） 

 
阳性中和剂孔 阳性试验孔 

因中和剂中的吐温/卵磷脂，而显浑浊/黄色  

单层大肠杆菌被棘阿米巴消耗 单层大肠杆菌被棘阿米巴消耗 

存在棘阿米巴滋养体/包囊 存在棘阿米巴滋养体/包囊 

图 J.11 和图 J.12 阳性结果（400 倍下的图片） 
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