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蜂蜜是天然的防腐剂、黏合剂犤１－３犦，具有较高营养

价值和功效犤４－５犦。明代李时珍《本草纲目》云：“蜂蜜，其

入药之功有五：清热也，补中也，解毒也，润燥也，止痛

也”犤６犦。其作为中药辅料使用在我国历史悠久。本研究中

参照２０１５年版《中国药典（四部）》非无菌产品微生物限
度检查法犤７－８犦，用 ５种微生物代表菌株，加入不同含糖
浓度的蜂蜜中，采用平皿法试验，确定其抑菌性与含糖

浓度的关系。现报道如下。

１ 仪器与材料

１．１ 仪器
ＨＦｓａｆｅ－１２００ＬＣ型生物安全柜（上海力申科学仪

器有限公司）；ＢＳ２２０２Ｓ型电子分析天平（德国赛多利斯
公司）；ＳＨＡ－Ｃ型水浴恒温振荡器（天津鑫博得仪器有
限公司）；ＬＲＨ－２５０Ｂ型生化培养箱（上海一恒科学仪
器有限公司）；霉菌培养箱（重庆四达实验仪器厂）；

ＶＩＴＥＫ２型全自动微生物鉴定系统（法国梅里埃有限公
司）；ＣＨ型三目显微镜（日本奥林巴斯公司）。
１．２ 菌种

金黄色葡萄球菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３犦、铜绿假单胞菌
犤ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４犦、枯草芽孢杆菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１犦、白
色念珠菌犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１犦和黑曲霉犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３犦均
源于中国医学细菌保藏管理中心，工作用菌株为第２代。
１．３ 培养基

胰酪大豆胨琼脂培养基（ＴＳＡ，批号为 １７０３２５），沙
氏葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ，批号为 １７０３１６），胰酪大豆
胨液体培养基（ＴＳＢ，批号为 １７０３２９），沙氏葡萄糖液体
培养基（ＳＤＢ，批号为 １６０３１６），均购自北京陆桥技术有
限责任公司。

１．４ 供试品
槐花蜜（批号为 ２０１７１１０８，玻璃瓶装，陕西春秋食

药品辅料蜂蜜的微生物检查方法研究

周志云 １，由亚宁 １，马鹏飞 １，吴 晗 ２，赵 冉 ３

（１．陕西省食品药品监督检验研究院，陕西 西安 ７１００６１； ２．西安京西双鹤药业有限公司，陕西 西安 ７１００６１；
３．陕西中医药大学，陕西 咸阳 ７１２０４６）

摘要：目的 探讨不同含糖浓度的蜂蜜对微生物生长的影响。方法 取市售３种国产蜂蜜（槐花蜜、枣花蜜、椴树蜜），按２０１５年版《中国
药典（四部）》非无菌产品微生物限度检查法规定，将３个品种蜂蜜与胰酪大豆胨液体培养基（ＴＳＢ）混合后，分别得到１０％～６０％（大致
含糖分数）的含糖浓度的供试液，取不加蜂蜜的 ＴＳＢ作为对照，同时做 ６种含糖浓度蜂蜜与 ＴＳＢ的无菌检查。另取 ６种浓度蜂蜜与５
株标准菌株（金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉）混合，后进行方法学试验。结果 ５株标准菌株的回
收率均随着含糖浓度的升高而降低。结论 蜂蜜的含糖浓度对金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉的生

长均有不同程度的抑制作用。

关键词：蜂蜜；含糖浓度；回收率；微生物检查方法；抗菌作用

中图分类号：Ｒ９３２；Ｒ２８４．１；Ｒ２８６．０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０１９牘２１－００２９－０４

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎＭｅｔｈｏｄｏｆＨｏｎｅｙｉｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＡｃｃｅｓｓｏｒｉｅｓ
ＺＨＯＵＺｈｉｙｕｎ１，ＹＯＵＹａｎｉｎｇ１，ＭＡＰｅｎｇｆｅｉ１，ＷＵＨａｎ２，ＺＨＡＯＲａｎ３

（１．ＳｈａａｎｘｉＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｘｉ′ａｎ，Ｓｈａａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ ７１００６１； ２．Ｘｉ′ａｎＪｉｎｇｘｉＳｈｕａｎｇｈｅＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｘｉ′ａｎ，

Ｓｈａａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ ７１００６１； ３．ＳｈａａｎｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｘｉａｎｙａｎｇ，Ｓｈａａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ ７１２０４６）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｈｏｎｅｙｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｔｈｒｅｅ
ｋｉｎｄｓｏｆｄｏｍｅｓｔｉｃｈｏｎｅｙ（ｓｃｅｎｔｅｄｈｏｎｅｙ，ｊｕｊｕｂｅｈｏｎｅｙａｎｄｅｕｃａｌｙｐｔｕｓｈｏｎｅｙ）ｆｒｏｍｔｈｅｍａｒｋｅｔｗｅｒｅｔａｋｅｎ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌｌｉｍｉｔｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｎｏｎ－ｓｔｅｒｉｌｅｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ（ｖｏｌｕｍｅⅣ，２０１５ｅｄｉｔｉｏｎ），ｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆｈｏｎｅｙｗｅｒｅ
ｍｉｘｅｄｗｉｔｈｔｒｙｐｔｉｃｓｏｙｂｒｏｔｈ（ＴＳＢ）ｔｏｏｂｔａｉｎｔｈｅｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｓｕｇａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０％ － ６０％（ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙｓｕｇａｒｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎ）．ＴｈｅＴＳＢｗｉｔｈｏｕｔｈｏｎｅｙｗａｓｔａｋｅｎａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，ａｎｄｔｈｅｓｔｅｒｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆｓｉｘｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｈｏｎｅｙａｎｄＴＳＢｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔ
ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ．Ｂｅｓｉｄｅｓ，ｓｉｘｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｈｏｎｅｙｗｅｒｅｍｉｘｅｄｗｉｔｈｆｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎｓ（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉ
ｎｏｓａ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，ＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）ｆｏｒｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｔｅｓｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆｆｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄ
ｓｔｒａｉｎｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｓｕｇａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｓｕｇａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｈｏｎｅｙｈａｖｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，ＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｏｎｅｙ；ｓｕｇａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ；ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ；ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｅｆｆｅｃｔ

·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ



３０

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年１１月５日 第２８卷第２１期
Ｖｏｌ．２８牞Ｎｏ．２１牞Ｎｏｖｅｍｂｅｒ５牞２０１９

１
１．３
１．１
０．６
０．３
０．２
０．２
１．１
０．７
０．４
０．３
０．１
０．１
１．１
１．０
０．６
０．４
０．２
０．１

２
１．２
１．２
０．７
０．３
０．２
０．２
１．０
０．８
０．５
０．２
０．２
０．１
１．０
１．０
０．７
０．３
０．３
０．２

３
１．２
１．１
０．６
０．２
０．１
０．１
１．０
０．７
０．４
０．２
０．１
０．１
１．０
１．０
０．６
０．２
０．２
０．１

Ｘ
１．２
１．１
０．６
０．３
０．１
０．１
１．０
０．７
０．４
０．２
０．１
０．１
１．０
１．０
０．６
０．３
０．２
０．１

１
１．３
１．３
１．２
０．８
０．７
０．６
１．０
１．０
０．９
０．７
０．６
０．６
１．１
１．１
１．０
０．８
０．８
０．６

２
１．２
１．２
１．０
０．８
０．８
０．５
１．１
１．０
０．８
０．６
０．５
０．５
１．２
１．０
１．０
０．７
０．６
０．５

３
１．１
１．１
１．１
０．８
０．７
０．６
１．０
１．０
０．８
０．７
０．６
０．５
１．１
１．０
１．０
０．８
０．８
０．７

Ｘ
１．２
１．２
１．１
０．８
０．７
０．６
１．０
１．０
０．８
０．７
０．６
０．５
１．１
１．０
１．０
０．８
０．７
０．６

·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

品有限公司）；枣花蜜（批号为 ２０１７１２０６，玻璃瓶装，陕
西秦岭蜂业有限公司）；秦岭紫椴雪蜜（批号为

２０１８０４２８，玻璃瓶装，陕西春秋食品有限公司）。
２ 方法与结果

２．１ 试验菌种鉴定
按照ＶＩＴＥＫ２型全自动微生物鉴定系统操作规范，

将５种试验菌株分别进行增菌、分离、纯化，并进行革兰
染色、镜检。以无菌方式挑取分纯菌落置 ３ｍＬ０．４５％
ＮａＣｌ试管中，采用比浊仪调整菌液浓度至规定菌悬液
浓度。根据各个菌株革兰染色结果选定相应鉴定卡片，

按顺序放在载卡架上，输样管插入菌液管中。将载卡架

放入仪器的填充仓，关闭仓门，进行鉴定培养。结果显

示，均检出标准菌株。

２．２ 试验菌液制备
将金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌

分别接种于ＴＳＢ中，３５℃培养２４ｈ；将白色念珠菌接种
于ＳＤＢ中，２５℃培养３ｄ；将黑曲霉接种于ＳＤＡ中，２５℃
培养 ７ｄ，加入 ５ｍＬ含 ０．０５％聚山梨酯 ８０的 ０．９％氯
化钠溶液，洗脱孢子，收集孢子悬液，用含 ０．０５％聚山
梨酯 ８０的 ０．９％氯化钠溶液制成适宜浓度的孢子悬
液。采用 １０倍稀释法将金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞
菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌和黑曲霉分别稀释至含

菌量为１０４ｃｆｕ／ｍＬ的试验菌液。
２．３ 培养基适用性检查

取不大于 １００ｃｆｕ的标准菌株金黄色葡萄球菌、铜
绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌和黑曲霉，分别

接入测试与对照培养基，经规定温度、时间培养，测试结

果与对照培养基平均菌落数的比值应为 ０．５～２．０，且
菌落形态、大小应与对照培养基上的菌落一致；被检液

体培养基管与对照培养基管比较，试验菌生长良好。培

养基适用性检查符合２０１５年版《中国药典（四部）》附录
检查方法。

２．４ 平皿法验证试验
供试液制备：取 ３个品种的蜂蜜（槐花蜜、枣花蜜、

椴树蜜）各１５，２５，４０，５５，７０，８０ｍＬ，分别加ＴＳＢ至１００ｍＬ。
４５℃恒温振摇１５ｍｉｎ使其溶解均匀，制成 ６种含糖浓
度分别为１１．２５％，１８．７５％，３０．００％，４１．２５％，５２．５０％，
６０．００％的供试液。

试验组溶液制备：取３个品种蜂蜜的６种不同含糖
浓度的供试液，各分装于５个无菌试管中，每管装量为
９．９ｍＬ，再分别加入含菌量不大于 １０４ｃｆｕ／ｍＬ的金黄
色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠

菌、黑曲霉５种试验菌液各０．１ｍＬ。
菌液对照组制备：将 ＴＳＢ分装于５个无菌试管中，

每管装量为９．９ｍＬ，同试验组操作，分别加入含菌量不

大于１０４ｃｆｕ／ｍＬ的金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯
草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉试验菌液各０．１ｍＬ。

供试品对照组制备：取供试液 ９．９ｍＬ，加入 ＴＳＢ
０．１ｍＬ。

回收率试验：分别取上述试验组、菌液对照组和供

试品对照组溶液各１ｍＬ，置直径为９０ｍｍ的培养皿中，
注入ＴＳＡ或ＳＤＡ，混匀，凝固，ＴＳＡ平板在３５℃培养３ｄ，
ＳＤＡ平板在 ２５℃培养５ｄ，计数。供试品５种试验菌的
回收率均需进行３次重复试验，若供试品５种试验菌的
回收率均为０．５～２．０，供试品的需氧菌总数、霉菌和酵
母菌总数计数方法适用性试验通过。供试品回收率（％）＝
（试验组菌落数 －供试品对照组菌落数）／菌液对照组
菌落数。试验结果见表１和表２。

２．５ 回收率曲线图
需氧菌总数回收率详见图 １，霉菌、酵母菌总数回

收率详见图２。可见，３种不同蜂蜜随着含糖浓度（含糖
分数）的升高对金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽

孢杆菌、白色念珠菌和黑曲霉均有不同程度的抑制作

用，槐花蜜和椴树蜜在含糖浓度大于 ４０％时对金黄色
葡萄球菌、铜绿假单胞菌和白色念珠菌回收率试验呈显

著下降趋势。而枣花蜜在含糖浓度 ３０％以上时金黄色
葡萄球菌、铜绿假单胞菌和白色念珠菌的回收率便呈下

降趋势。３种蜂蜜对枯草芽孢杆菌和黑曲霉的抑制作用
不明显，均为 ０．５～２．０，符合 ２０１５年版《中国药典》要
求。３种不同蜂蜜对白色念珠菌有较明显的抑制作用，
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枣花蜜

椴树蜜
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表１ 霉菌和酵母菌总数回收率平皿法测定结果
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槐花蜜和椴树蜜在含糖浓度４０％以上时回收率呈下降
趋势，枣花蜜在含糖浓度３０％以上时回收率呈下降趋势。
３种蜂蜜对黑曲霉的抑制作用不明显，均为 ０．５～２．０。
与需氧菌总数回收率试验中的白色念珠菌与黑曲霉的

回收率测定结果一致。

３ 讨论

采用平皿法对 ６个不同含糖浓度的３种蜂蜜进行
需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数回收率测定，试验结果

说明，随着蜂蜜含糖浓度（含糖分数）的增加，各组试验

菌回收率均呈降低趋势。含糖浓度高的蜂蜜对金黄色

葡萄球菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌、酵母菌均有

较强抑制作用，而对枯草芽孢杆菌和黑曲霉的抑制作

用相对较弱。

本研究中的蜂蜜是一种饱和甚至过饱和糖溶液犤９－１０犦，

具有很高的渗透特性（吸水性）犤１１犦。在高渗性环境下，足

以使微生物等细菌大量脱水死亡，因此蜂蜜的高含糖浓

度直接影响微生物生长犤１２犦。蜂蜜是天然的防腐剂，在中

成药及大、小蜜丸等添加蜂蜜制剂的药品生产中，因无

表２ 需氧菌总数回收率平皿法测定结果

·研究·
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