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生孢梭菌生长所需最低水分活度研究
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摘要：目的 探讨用不同介质调节培养基的水活度，严格厌氧微生物生孢梭菌生长所需的最低水分活度。方法 用氯化钠、蔗糖及甘油调

节梭菌增菌培养基的水分活度，取制备好的新鲜菌悬液，用无菌生理盐水稀释成每 １ｍＬ含 １０４ｃｆｕ的菌悬液。将上述菌液分别加入 ３
种调节好的梭菌增菌培养基水分活度中，取１ｍＬ稀释至适宜的稀释级注平皿倾注哥伦比亚琼脂培养基，待培养基凝固后装入厌氧培
养袋，在 ３５℃培养 ７２ｈ，计数。结果 以氯化钠、蔗糖及甘油调节梭菌增菌液的水分活度，生孢梭菌生长所需最低水分活度分别为

０．９５～０．９６，０．９５～０．９６，０．９２，其中甘油的试验结果相对稳定，生孢梭菌生长所需最低水分活度最低。结论 该方法可为水分活度测定

在我国非无菌制剂微生物控制中的应用和２０２０年版《中国药典》相关内容的修订提供参考。
关键词：水分活度；非无菌制剂；微生物控制；生孢梭菌
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水分活度（Ａｗ）是评价食品和化妆品微生物风险
和产品稳定性的重要依据，在药品微生物控制中，Ａｗ
测定已有一定应用前景犤１－２犦。Ａｗ与微生物的生长密切
相关，微生物又是反映药品安全性和有效性的重要指

标，大多数细菌在 Ａｗ低于０．９１时停止生长，大多数霉
菌在 Ａｗ低于 ０．８０时停止生长犤３犦。通过测定 Ａｗ，可更
好地反映药品质量，且该测定无破坏性，省时省力，设备

简单价廉，对于制药产品研发、生产环境控制、包装材料

选择与药品成品保存等都有重要意义犤４犦。查询文献犤５－
８犦，可得到一些与制药相关的代表性微生物生长所需的
最低 Ａｗ，如铜绿假单胞菌、大肠埃希菌和沙门氏菌在
水分活度低于 ０．９１的产品中不会增殖或存活，革兰阳
性菌如金黄色葡萄球菌在 Ａｗ低于 ０．８６时不会增殖，
黑曲霉在 Ａｗ低于 ０．７７时不会增殖犤９犦。但与制药相关

的厌氧菌株由于生长条件严苛，其生长所需最低 Ａｗ研
究较少。生孢梭菌为厌氧微生物的代表，为梭状芽孢杆

菌属，噬菌体约为 １μｍ×５μｍ的革兰阳性杆菌，该菌
未收录于《美国药典》１１１２的微生物生长所需的最低
Ａｗ，查阅国内外文献未找到其生长的最低 Ａｗ，因此目
前无参考的最低 Ａｗ。本研究中参考《美国药典》１１１２收
录肉毒梭菌生长所需最低 Ａｗ（０．９５）犤１０犦及文献犤１１－
１３犦，将培养基的 Ａｗ调至 ０．９０～０．９９，进行预试验及
正式试验。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 材料
菌种：生孢梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ）〔ＣＭＣＣ（Ｂ）

６４９４１〕，购自中国医学细菌保藏管理中心，工作用菌株
为第３代。

试剂：硫乙醇酸盐流体培养基（批号为１８０８３０），梭
菌增菌培养基（批号为 １７０７０１），哥伦比亚琼脂培养基
（批号为１７０７１７），均购自北京陆桥技术股份有限公司。
丙三醇（批号为 ２０１８０７３０），氯化钠（批号为 ２０１８０５０９）

·质量研究·
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Ａ．第１次试验 Ｂ．第２次试验 Ｃ．第３次试验
图１ 氯化钠培养介质下生孢梭菌生长所需最低水分活度
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均购自国药集团化学试剂有限公司；蔗糖（天津市科密

欧化学试剂有限公司，批号为２０１７０５１０）。
仪器：Ａｑｕａｌａｂ４ＴＥ型水分活度仪（美国 Ｄｅｃａｇｏｎ公

司）；ＨＦＳＡＦＥ１２００ＬＣ型生物安全柜（上海力申科学仪器
有限公司）；ＳＸ－５００型蒸汽灭菌器（ＹＯＭＹ）；ＬＲＨ－
２５０Ｆ型生化培养箱（上海一恒科学仪器有限公司）；
ＰＬ２０２－Ｓ型电子天平（瑞士梅特勒公司，ｄ＝０．０１ｇ）；
厌氧产气包（ＭｉｔｓｕｂｉｓｈｈｉＧａｓＣｈｅｍｉｃａｌＣＯ．，ＩＮＣ．批号
为８０８９ＺＪ－１）。
１．２ 方法

梭菌增菌培养基配制：分别用氯化钠、蔗糖、丙三醇

调节梭菌增菌培养基，灭菌后测量 Ａｗ犤１４－１５犦，使其 Ａｗ
值为 ０．９０～０．９８，同时配制不调 Ａｗ的梭菌增菌培养
基，作为Ｔ０。

菌液制备：开启生孢梭菌菌种，将３代微球菌转接
至１２ｍＬ硫乙醇酸盐流体培养基，３０～３５℃培养２４ｈ，用
无菌生理盐水稀释成每１ｍＬ含１０４ｃｆｕ菌落数的菌悬液。

接种：取制备好的新鲜菌悬液０．３ｍＬ，加入上述梭
菌增菌培养基 ３０ｍＬ中，混匀，其中 Ｔ０为对照组，其余
均为试验组。

培养：将各组试验管置厌氧培养袋中，３５℃培养，
分别于 ０，４，６，１８，２４，４８，７２，９６，１２０ｈ时间点，取 １ｍＬ
稀释至适宜的稀释级接种平皿（直径９０ｍｍ），注入温度
不超过 ４５℃哥伦比亚琼脂培养基约 ２０ｍＬ，待培养基
凝固后装入厌氧培养袋，于３５℃厌氧培养７２ｈ，计数。

绘制生长速率曲线：不同介质在获得生孢梭菌生长

所需最低 Ａｗ后，选择最低 ＡｗＴ附近的３个水平，即低
于 Ａｗ限值 ０．０１单位 ＴＬ，高于 Ａｗ限值 ０．０１单位 ＴＨ
分别进行重复 ３次试验，以测得的菌落数牗ｃｆｕ牘的对数
值，对时间（ｈ）作图，绘制生长速率曲线。
２ 结果

２．１ 氯化钠培养介质下生孢梭菌所需最低 Ａｗ
以氯化钠调节梭菌增菌培养基 Ａｗ，测定在 ４种不

同 Ａｗ牗０．９４，０．９５，０．９６，０．９７牘下生孢梭菌的生长速
率。３次重复试验结果均显示，Ａｗ值为０．９４时，生孢梭
菌不生长；比较 ３次试验结果，第 ３次试验结果显示，

Ａｗ值为 ０．９５时，生孢梭菌出现缓慢生长迹象（图 １）；
Ａｗ≥０．９６时，生孢梭菌可正常生长。可见，以氯化钠调
节梭菌增菌液的 Ａｗ，生孢梭菌生长所需的最低 Ａｗ范
围为 ０．９５～０．９６。另外，由生长速率曲线可见，生孢梭
菌一般在培养２４ｈ后进入对数生长期，在培养４８ｈ后
可达到生长稳定期。

２．２ 蔗糖培养介质下生孢梭菌所需最低 Ａｗ
以蔗糖调节梭菌增菌培养基 Ａｗ，测定在４种不同

Ａｗ牗０．９４，０．９５，０．９６，０．９９牘下生孢梭菌的生长速率。３次
重复试验结果均显示，Ａｗ为 ０．９４时，生孢梭菌不生长
（图 ２）；Ａｗ为 ０．９５时，生孢梭菌出现缓慢生长迹象；
Ａｗ≥０．９６时，生孢梭菌可正常生长。可见，以蔗糖调节
梭菌增菌液的 Ａｗ，生孢梭菌生长所需的最低 Ａｗ范围
为０．９５～０．９６。
２．３ 甘油培养介质下生孢梭菌所需最低 Ａｗ

以甘油调节梭菌增菌培养基 Ａｗ，测定在３种不同
Ａｗ牗０．９１，０．９２，０．９３牘下生孢梭菌的生长速率。３次重
复试验结果均显示，Ａｗ为 ０．９１时，生孢梭菌不生长
（图３）；Ａｗ≥０．９２时，生孢梭菌可正常生长。可见，以甘
油调节梭菌增菌液的水分活度，生孢梭菌生长所需的最

低 Ａｗ为０．９２。
３ 讨论

生孢梭菌是严格厌氧菌，菌龄、培养基、培养条件对

试验结果的影响非常大，每次试验都必须制备新鲜菌

种，保证菌龄及菌的活性；梭菌增菌液培养基主要是琼

脂和半胱氨酸，起到保证培养基体系厌氧环境的作用，

随着时间的增长，体系的还原物质会被消耗，这使得０ｈ
刚加入的菌的存活率受到威胁，故每次试验都必须采用

新鲜配制的培养基；培养条件采用厌氧培养袋，每个时

间节点进行计数的同时，对厌氧环境有更高要求，也会

对试验结果的稳定性产生影响，针对该项问题，快速试

验，尽可能每个时间点重新放置厌氧产气袋，保证厌氧

培养条件；不同的介质，生孢梭菌生长所需最低 Ａｗ不
同，其中甘油的试验结果相对稳定，生孢梭菌生长所需

最低 Ａｗ最低，尤其在０ｈ时，同样的接菌量，甘油测得
的菌落数常高于蔗糖和氯化钠，有时甚至高于对照组，

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ
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甘油本身有助于厌氧条件的保存。

２０１５年版《中国药典牗四部牘》中，生孢梭菌在阴道、
尿道及固体局部给予非无菌制剂中被列为控制菌犤７犦，故本

研究对于制药产品研发、生产环境控制、包装材料选择及

药品成品贮存及日常微生物限度检查均有价值犤１６犦。与

在制药工业中广泛采用的水含量的物理意义相比，Ａｗ
更有助于理解制药产品的相关领域的科学内涵。《美国

药典》《欧洲药典》已意识到了 Ａｗ及其应用的重要性，
先后推出了 Ａｗ规定。故建议建立合理微生物相关 Ａｗ
控制策略，从而进一步推动我国微生物控制的发展。
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