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金黄色葡萄球菌与烟曲霉生长最低水分活度的研究 
    

孙晗，钱凌，陈君豪，沈泓，陶巧凤*(浙江省食品药品检验研究院，杭州 310052) 
 

摘要：目的  探讨使用葡萄糖、甘油、氯化钠 3 种介质调节不同水分活度的生长环境对金黄色葡萄球菌及烟曲霉生长的

影响。方法  分别加入 3 种不同的介质控制胰酪大豆胨液体(TSB)培养基、沙氏葡萄糖琼脂(SDA)培养基的水分活度，通

过定时对金黄色葡萄球菌进行平板计数、烟曲霉的菌落生长直径测量，判定微生物生长的最低水分活度。结果  金黄色

葡萄球菌在甘油与氯化钠调节的水分活度环境下，菌落数均呈下降趋势；在蔗糖介质调节水分活度为 0.85，0.86 时，菌

落数在初始值上下波动，基本维持不变；调节水分活度为 0.87 时，菌落数在略减后迅速增加。烟曲霉在 3 种介质调节

的所有水分活度环境下，均处于生长停滞状态。结论  环境水分活度的高低对金黄色葡萄球菌、烟曲霉的生长有一定

影响。金黄色葡萄球菌在蔗糖介质中的生长最低水分活度近似为 0.86，烟曲霉生长最低水分活度>0.83。金黄色葡萄球

菌在甘油与氯化钠基质，烟曲霉在 3 种基质中的最低水分活度与美国药典中收录的最低水分活度值并不相符。 
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Study on the Minimum Water Activity Required for Growth of Staphylococcus Aureus and Aspergillus 
Fumigatus 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effects on Staphylococcus aureus and Aspergillus fumigatus growth of  different 
water activities by adding glucose glycerol and sodium chloride. METHODS  Three different media were added to control the 
water activity of TSB medium and SDA medium respectively. The minimum water activity for microbial growth was judged by 
counting Staphylococcus aureus and measuring the colony growth diameter of Aspergillus fumigatus in successive time. 
RESULTS  The colony number of Staphylococcus aureus decreased under the water activity regulated by glycerol and sodium 
chloride. When the water activity was adjusted at 0.85 and 0.86 in sucrose medium, the colony number fluctuated up and down at 
the initial value, and basically remained unchanged. When the water activity was adjusted at 0.87, the colony number increased 
rapidly after a slight decrease. The growth of Aspergillus fumigatus was stagnant under all water activities regulated by three 
media. CONCLUSION  The level of environmental water activity has a certain impact on the growth of Staphylococcus aureus 
and Aspergillus fumigatus. The minimum water activity required for the growth of Staphylococcus aureus in sucrose medium is 
approximately 0.86 and the minimum water activity required for the growth of Aspergillus fumigatus is greater than 0.83. The 
minimum water activity of Staphylococcus aureus in glycerol and sodium chloride substrates, and Aspergillus fumigatus in the 
three substrates do not match the minimum water activity values recorded in the US Pharmacopoeia. 
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水分活度是非无菌制剂进行微生物控制的重

要参数。区别于水分含量的概念，水分活度反映

的是水的能量状态，表示水与产品成分之间结合

的紧密程度。水分活度是相同温度下产品水蒸汽

压(P)与纯水蒸汽压(P0)的比值，在数值上等于封闭

系统中产品产生相对湿度的 1%。相对湿度可通过

直接测量蒸汽压或采用露点法获得[1-2]。 

水分活度的研究与应用在食品行业中非常广

泛，对于食品中常见的腐败菌、致病菌生长所需

低水分活度有一定的研究基础[3-7]。Chordash 等[8]

发现当水分活度分别<0.98，0.98 和 0.96 时，蛋挞、

豌豆和牛肉制品中细菌生长受到抑制。当水分活度

分别<0.94 和 0.96 时，蛋挞和火腿制品中的细菌不

能生长。Ingham 等[9]通过研究发现，真空包装的
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牛肉干水分活度≤0.87 时，能有效抑制金黄色葡

萄球和单核细胞增生李斯特菌的生长。美国药典

于 2006 年在<1112>中收载了水分活度测定在非无

菌制剂的应用，用以指导水分活度在非无菌制剂微

生物控制中的应用[10]。虽然其中一些微生物生长所

需的 低水分活度值需要进行进一步研究验证，

但是在药品中引入水分活度的概念有助于优化药

品处方，对于药品微生物污染源头控制具有重要

意义。同时通过微生物风险评估，将水分活度应

用于微生物控制策略，不仅能节约成本，提升效

率，而且有助于提升产品质量。 
金黄色葡萄球菌是一种需氧或兼性厌氧革兰

氏阳性球状细菌，在培养基中菌落特征表现为圆

形，菌落表面光滑，颜色为无色或者金黄色，隶

属于葡萄球菌属；广泛存在于空气、水、灰尘及

人和动物的排泄物中。它是一种人兽共患病原菌，

可导致人和动物的多种疾病，包括伪膜性肠炎、

败血症和脓毒症等，严重威胁人类和动物的生命

安全[11]。烟曲霉是一种真菌，广泛分布于土壤、

发霉谷物、有机坏死物、饲料等。烟曲霉的孢子

可以在空气中传播，患者通过吸入寄生在环境中

的曲霉孢子而感染[12]。 
本研究中使用氯化钠、甘油、蔗糖 3 种不同介

质调节胰酪大豆胨液体培养基(TSB)和沙氏葡糖琼

脂培养基(SDA)的水分活度，降低金黄色葡萄球菌

和烟曲霉可利用的“游离水”，从而使微生物生长

停滞、不能繁殖，探讨金黄色葡萄球菌及黑曲霉所

需的 低水分活度，旨在完善非无菌制剂微生物的

应用性控制策略，为中国药典制定相应指导原则提

供研究基础，强化药品微生物污染的源头控制和过

程控制。 
1  仪器、菌种与试剂 
1.1  仪器 

Aqualab Series 4TE DUO 型水分活度仪(美国

Decagon 公司)；生物安全柜(HealForce 中国力康)；
梅特勒-托利多 ME2002 电子天平、IF450 恒温细

菌培养箱、ICP450 低温霉菌培养箱均购自德国

Memmer 公司。 
1.2  菌种 

金黄色葡萄球菌[CMCC(B)26003，中国医学

细菌保藏中心]；烟曲霉(CICC 40537，中国工业微

生物菌种保藏管理中心)。 

1.3  试剂 
胰 酪 大 豆 胨 琼 脂 培 养 基 (TSA)( 批 号 ：

1068135)、TSB(批号：1065575)、沙氏葡萄糖琼脂

培养基(SDA)(批号：1069035)均购自广东环凯生物

科技有限公司；甘油(批号：20180921)、氯化钠(批
号：20160111)、蔗糖(批号：20160105)均购自上海

沪试实验室器材股份有限公司。 
2  方法与结果 
2.1  金黄色葡萄球菌生长所需 低水分活度研究

方法 
2.1.1  培养基制备  分别使用甘油、氯化钠、蔗

糖调节 TSB 培养基，使灭菌后的培养基水分活度

分别为 0.85，0.86 和 0.87，同时配制不调节水分

活度的 TSB 培养基，灭菌。以上 4 种培养基分别

以 TL、T、TH 和 T0 表示。上述调节水分活度的培

养基各配制 2 份，其中 1 份再次测量水分活度值，

以确定其灭菌前后水分活度无变化，备用。 
2.1.2  菌液制备  按中国药典 2020 年版要求。金

黄色葡萄球菌制备成 104 cfu·mL−1 的菌悬液。 
2.1.3  接种  取制备好的菌悬液各 1 mL 分别接种

至上述制备好的 TSB 培养基 100 mL 中，混匀。

TL、T、TH 为试验组，T0 为对照组。 
2.1.4  培养  将 TL、T、TH 和 T0 置 35 ℃培养，于

0，2，4，6，24，36，48，72，96，120 h，分别

取 1 mL 接种平皿，倾注 TSA 培养基，于 35 ℃培

养 48 h。每个时间点每组平行测定 3 皿，计数。 
2.1.5  绘图   以测得的菌落数 (cfu)的常用对数

值，对时间(h)作图，绘制生长速率曲线。 
2.2  烟曲霉菌生长所需 低水分活度研究方法 
2.2.1  培养基制备  分别使用甘油、氯化钠、蔗

糖调节 SDA 培养基，使灭菌后的培养基水分活度

分别为 0.81，0.82 和 0.83，同时配制不调节水分

活度的 SDA 培养基，灭菌。以上 4 种培养基分别

以 TL’、T ’、TH’和 T0’表示。上述调节水分活度的

培养基各配制 2 份，其中 1 份再次测量水分活度

值，以确定其灭菌前后水分活度无变化，备用。 
2.2.2  菌液制备  按中国药典 2020 年版要求，烟

曲霉制备成 104 cfu·mL−1的孢子悬液。 
2.2.3  预培养  无菌操作将滤膜(同微生物限度检

查要求)正面朝上贴于未调节水分活度灭菌后的

SDA 培养基上。将制备好的菌液用接种针点植于

滤膜中心位置，25 ℃预培养 48 h。 
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2.2.4  观 察 及 转 移   待 菌 落 生 长 至 直 径 为

5~10 mm 时，分别测量滤膜垂直的 2 个直径，取

平均值(2 次测量差值≤2 mm)记为初始大小。在生

物安全柜内将菌落连同滤膜转移至制备好的不同

梯度水分活度的 SDA 平皿上。TL’、T ’、TH’为试

验组，T0’为对照组。设置 3 次平行试验。 
2.2.5  培养  将平皿置于含有对应水分活度盐溶

液的干燥器中，置于 25 ℃下培养。于 0，1，3，6，

8，12，21，32 d 时间点，分别测量菌落大小，测

量 2 次取其平均值。 
2.2.6  绘图  以菌落直径大小(mm)对时间(d)作

图，绘制生长速率曲线。 
2.3  结果 

未添加调节介质的 TSB 的水分活度约 0.99， 
SDA 的水分活度约 0.98。 
2.3.1  金黄色葡萄球菌生长所需 低水分活度研

究  金黄色葡萄球菌在无介质添加的 TSB 培养基

中的生长曲线较为典型，初始进入快速增长期，

在 48 h 达到稳定期，细菌数基本保持稳定。使用

甘油介质进行水分活度调节的 TL 组、T 组、TH 组

中，金黄色葡萄球菌生长呈现出一致的情况，细

菌数迅速减少，在 72 h 左右细菌数基本趋于 0，

说明金黄色葡萄球菌在甘油介质调节的 0.85，

0.86，0.87 水分活度下均无法存活。使用氯化钠介

质与蔗糖介质调节水分活度的 T 组，TL 组与上述

甘油组一致，金黄色葡萄球菌数在 50 h 左右几乎

全部死亡。与甘油介质组中不同的是，氯化钠与

蔗糖介质调节的 TH 组中，金黄色葡萄球菌在初期

呈现相同的细菌数骤减，但在 40 h 左右均又出现

细菌繁殖，细菌数量增长后又再次降低。说明这 2
种介质在 0.87 的水分活度下，金黄色葡萄球菌生

长受到一定抑制，但依然能维持较短时间的生长

繁殖状态。结果见图 1。 
2.3.2  烟曲霉生长所需 低水分活度研究   烟

曲霉在没有调节水分活度的 SDA 培养基中，菌落

不断生长，菌落直径持续增大，在 7~8 d 测量时

间点时已长满整个平皿。经过介质调节的所有水

分活度组别，烟曲霉菌落直径基本维持初始时的

大小，没有明显的生长迹象。因此推测烟曲霉在

3 种介质调节的水分活度环境中生长的 低水分

活度>0.83。结果见图 2。 
3  讨论 

在本次实验中，在使用氯化钠、甘油和蔗糖介

质调节的水分活度为 0.85，0.86 的生长环境中，金 
 

 
 

图 1  3 种水分活度在不同培养介质下金黄色葡萄球菌生长情况 
A–无介质培养基；B–氯化钠；C–甘油；D–蔗糖。 
Fig. 1  Growth of Staphylococcus aureus under three kinds of water activity in different culture medium 
A–medium-free medium; B–sodium chloride; C–glycerinum; D–sucrose. 
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图 2  3 种水分活度在不同培养介质下烟曲霉生长情况 
A–无介质培养基；B–氯化钠；C–甘油；D–蔗糖。 
Fig. 2  Growth of Aspergillus fumigatus under three water activities in different culture media 
A–medium-free medium; B–sodium chloride; C–glycerinum; D–sucrose. 

 

黄色葡萄球菌均不能生长，说明金黄色葡萄球菌

的生长 低水分活度>0.86。水分活度为 0.87 的 3
种培养基中，添加甘油的培养基中金黄色葡萄球

菌的生长 受抑制，说明甘油相对于氯化钠与蔗

糖对金黄色葡萄球菌的生长抑制作用 大。氯化

钠与蔗糖介质调节水分活度为 0.87 的 TH 组中，金

黄色葡萄球菌生长在初始时受到抑制，但当细菌

数降到某临界值时又重新开始生长繁殖，说明金

黄色葡萄球菌在该 2 种介质下的生长 低水分活

度近似于 0.87，需要进一步的实验进行具体确认。

烟曲霉在 3 种介质调节的所有水分活度中，均没

有明显生长迹象，说明烟曲霉生长 低水分活

度>0.83。上述 2 种微生物的实验结果与美国药典

<1112>中收载的代表性微生物生长所需的 低水

分活度表不相符。 
在使用介质调节培养基较低的水分活度时，

会使用大量的调节介质，从而影响培养基组分，

可能造成介质不能溶解、琼脂不能凝固、糖类物

质在灭菌时易焦糖化等问题，这些因素对试验的

进行和分析会造成较大困扰。微生物是活的生物，

其生长因素十分复杂。水分活度是影响微生物生

长的重要栅栏因子，同时也与其他栅栏因子如调

节水分活度的介质、pH、温度等有协同影响的关

系。因此实验设计中单一因子比较难控制，参考

美国药典<1112>与相关文献，同种微生物的 低

水分活度存在许多不一致。其中，调节介质的影

响尤其明显。因此，在验证微生物生长所需的

低水分活度时，应当考虑添加介质对微生物的生

长是否有促进或抑制作用，多设置几种添加介质

进行比对，结合文献参考分析。尽量将其他条件

设置为微生物的生长 佳条件，以水分活度作为

变量来研究该微生物生长所需的 低水分活度。 
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