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摘要： 目的　 考察枳壳水活度迁移规律与载荷微生物生长变化， 为其质量安全提供理论基础。 方法　 优化枯草芽孢杆

菌、 大肠埃希菌从沙子转移到药材的操作步骤， 分别将干法、 湿法接种枯草芽孢杆菌的药材置于不同水活度 （ａｗ）
环境下， 分析水分迁移规律和枯草芽孢杆菌浓度变化规律； 将接种大肠埃希菌的药材分别置于 ４、 ２３ 、 ３５ ℃及不同

ａｗ 环境下， 分析大肠埃希菌浓度变化规律。 考察储存温度、 ａｗ 对枳壳中的大肠埃希菌的影响。 结果　 药材 ａｗ 在 １ 周

后有明显变化， 并逐渐与环境 ａｗ 趋于一致。 干法、 湿法接种枯草芽孢杆菌的浓度分别约为 ５、 ８ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ， 接种大肠

埃希菌的浓度分别约为 ４、 ３ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ。 湿法接种使药材更易霉变。 接种后， 枯草芽孢杆菌不受接种方法、 环境 ａｗ 的

影响， 放置 １２ 周其浓度无明显变化； 大肠埃希菌浓度随时间延长不断降低， 而且受环境 ａｗ、 温度的影响。 结论　 干

法或湿法接种的枯草芽胞杆菌在枳壳上都有长期生存能力， 而且其浓度不受环境变化影响， 而大肠埃希菌无长期生存

能力。
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　 　 中药饮片质量一直是大家关注的热点， 其微生物污染

状况严重［１⁃２］ ， 检出率较高的有耐热菌、 大肠埃希菌

等［３⁃６］ 。 枳壳来源于芸香科植物酸橙 Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ Ｌ． 及

其栽培变种的干燥未成熟果实， 主要分布于我国江西、 浙

江等地［７］ ， 通过干燥、 炮制等生产加工过程可降低携带的

杂菌， 但从生产加工到储藏运输过程中产生的灰尘有可能

会导致污染［８］ ， 对该药材进行微生物限度检查后发现存在

微生 物 污 染， 经 分 离 鉴 定 为 枯 草 芽 孢 杆 菌 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）， 它是耐热菌和条件致病菌［９］ ， 服用后会有健康隐

患［１０］ 。 目前， 相关文献大多是对中药饮片微生物污染的考

察， 而对食源性病原体在中药材上的存活状态尚无报道，
李辉等［１１］研究了水活度对中药胶囊剂、 丸剂中微生物的影

响， 发现不同微生物受环境水活度的影响有所差异。
本实验模拟枳壳受污染过程， 采用干法、 湿法接种

法［１２］分别将枯草芽孢杆菌、 大肠埃希菌接种至该药材中，
得到一个菌浓度稳定的样本载体， 再将其置于不同水活度

或温度的密闭环境中， 对其水活度 （ａｗ） 变化规律和枯草

芽孢杆菌、 大肠埃希菌生长规律进行研究。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ａｑｕａｌａｂ ４Ｔ 水活度仪 （美国 Ｄｅｃａｇｏｎ 公司）；
Ｔ６０１⁃Ｌ 电子天平 （北京赛多利斯仪器系统有限公司）；
Ｈｅａｌ Ｆｏｒｃｅ⁃９００Ｃ 生物安全柜 （上海力申科学仪器有限公

司）； ＰＹＸ⁃ＤＨＳ 细菌培养箱 （上海跃进医疗器械厂）；
ＹＸＱ⁃ＬＳ⁃５０Ｓ Ⅱ高压蒸汽灭菌器 （上海博讯实业医疗器械有

限公司）。
１􀆰 ２　 试 剂 与 药 物 　 胰 酪 大 豆 胨 液 体 培 养 基 （ 批 号

２０２２１０２４， 北京三药科技有限公司）； 胰酪大豆胨琼脂培养

基 （批号 ２２０４２６， 北京陆桥技术有限责任公司）； 大肠埃

希菌显色培养基 （批号 Ｐ００２０２６， 法国 ＣＨＲＯＭａｇａｒ 公司）。
枳壳购于淘宝购物平台， 经江西省药品检验检测研究院主

任中药师万林春鉴定为芸香科植物酸橙 Ｃｉｔｒｕｓ ａｕｒａｎｔｉｕｍ Ｌ．
的干燥未成熟果实壳， 使用前在常温下储存小于 ６ 个月。
１􀆰 ３　 菌种 　 大肠埃希菌 ［ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ， 编号 ＣＭＣＣ
（Ｂ） ４４１０２］ 由中国食品药品检定研究院医学菌种保藏中

心提供， 工作使用第 ３ 代 传 代 菌 种； 枯 草 芽 孢 杆 菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ） 从枳壳中分离纯化， 经鉴定后于－８０ ℃
保存。
２　 方法及结果

２􀆰 １　 菌液制备　 分别将枯草芽孢杆菌、 大肠埃希菌接种到

胰酪大豆胨液体培养基 ＴＳＢ 中， 在 （３７±２） ℃下孵育２４ ｈ。
将培养物 （１ ｍＬ） 铺在 ＴＳＡ 斜面平板上， 并在 （３７±２） ℃
下培养 ２４ ｈ， 向每个平板中加入 ５ ｍＬ ０􀆰 １％ 蛋白胨， 冲洗

斜面上菌苔， 并将菌悬液转移到无菌试管中， ０􀆰 １％ 蛋白胨

稀释， 涡旋混合 ３０ ｓ， 菌悬液连续稀释， 并取 １ ｍＬ 至无菌
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平皿中， 倾倒 ４５ ℃胰酪大豆胨琼脂培养基， 培养 ２４ ｈ， 大

肠埃希菌、 枯草芽孢杆菌计数均为 ９～１０ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｍＬ。
２􀆰 ２　 枳壳湿法接种 　 称取枳壳 ２ 份， 每份 １００ ｇ， 装入无

菌袋中， 分别加入 ６ ｍＬ 枯草芽孢杆菌菌液、 １０ ｍＬ 大肠埃

希菌菌液， 上下左右摇动无菌袋， 并用手揉搓约 ５ ｍｉｎ， 在

２３ ℃下干燥， 直至 ａｗ 与未接种样品的相当 （接种后 ７ ｄ），
干燥后将枳壳转移到无菌呼吸袋中， 进行细菌计数 （之前

微生物检验中按照 ２０２０ 年版 《中国药典》 四部［１３］ 进行方

法学考察， 发现枳壳对药典中规定的 ５ 株菌均无抑制作用，
故可采用常规法进行检测）。 称取枳壳 １０ ｇ， 置于无菌锥形

瓶中， 加入 １００ ｍＬ ０􀆰 １％ 蛋白胨进行连续稀释， 取适当浓

度的稀释液 １ ｍＬ， 置于无菌平皿中， 倾倒 ４５ ℃ ＴＳＡ 培养

基检测枯草芽孢杆菌， 大肠埃希菌显色培养基检测大肠埃

希菌， 培养 ２４ ｈ 后计数， 结果见表 １。
表 １　 枳壳水活度、 细菌计数测定结果 （湿法接种）

接种菌
枯草芽孢杆菌 大肠埃希菌

接种后 干燥后 接种后 干燥后

计数 ／ （ＣＦＵ·ｇ－１） ８􀆰 ４ ８􀆰 ０ ７􀆰 ２ ３􀆰 ３
ａｗ ０􀆰 ７３３ ０􀆰 ５７２ ０􀆰 ８５５ ０􀆰 ５９１

２􀆰 ３　 干法接种物制备 　 石英砂在 １４０ ℃下干热灭菌 ２ ｈ，
菌液制备同 “２． １” 项， 为了抵消加热干燥导致的菌浓度

降低， 延长大肠埃希菌在 ＴＳＡ 斜面的培养时间至 ４８ ｈ。 将

２ 种菌溶液与灭菌后的石英砂分别以 １５ ｍＬ ／ １００ ｇ 比例混合

在无菌袋中， 用手轻揉搓接种沙子约 ５ ｍｉｎ， 尽量混匀， 将

接种的混合物装到麦迪康无菌自封袋中， 按 “２􀆰 ２” 项下

方法计数， 大肠埃希菌、 枯草芽孢杆菌浓度分别为 ９􀆰 ５、
８􀆰 ５ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ。 同时， 将接种混合物置于 ４２ ℃培养箱中干

燥 ４８ ｈ 后转移到无菌袋中， 用手混合揉搓以粉碎团块。 接

种前， 将干燥的接种混合物进行细菌计数、 ａｗ 测定， 结果

前者大肠埃希菌、 枯草芽孢杆菌的计数结果分别为约为

６􀆰 ７、 ７􀆰 ８ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ， 后者小于枳壳 （＜０􀆰 ４５）。
２􀆰 ４　 枳壳干法接种　 称取枳壳 １０ ｇ， 置于无菌锥形瓶中，
０􀆰 １％ 蛋白胨稀释至 １００ ｍＬ， 作为 １ ∶ １０ 供试液， 取 １ ｍＬ
至无菌平皿中， 分别倾倒 ４５ ℃大肠埃希菌显色培养基、 胰

酪大豆胨固体培养基 ＴＳＡ， 培养 ２４ ｈ， 测得平板中无大肠

埃希菌、 枯草芽孢杆菌的典型菌落， 而枳壳中大肠埃希菌、
枯草芽孢杆菌均小于 １０ ｃｆｕ ／ ｍＬ。
２􀆰 ４􀆰 １　 大肠埃希菌干法接种 　 取大肠埃希菌载体石英砂

５０ ｇ、 枳壳 １００ ｇ， 一同置于无菌袋中， 通过摩擦、 摇动、
滚动等方式手动混合约 １０ ｍｉｎ， 置于 ２０２０ 年版 《中国药

典》 四部 ０９８２ 粒度和粒度分布测定法中的 １ 目无菌筛中摇

动约 １ ｍｉｎ 后将两者分离， 采用大肠埃希菌显色培养基对

接种后的枳壳进行计数， 结果约为 ４ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ。
２􀆰 ４􀆰 ２　 枯草芽孢杆菌干法接种 　 将 １０ ｇ 接种载体石英砂

与 １００ ｇ 枳壳混合， 摇晃、 揉搓约 ５ ｍｉｎ， 经无菌筛去除石

英砂， 接种后进行细菌计数， 结果约为 ５ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ。
２􀆰 ５　 ａｗ 对枯草芽孢杆菌生长的影响 　 制备 ＭｇＣｌ２、 Ｍｇ
（ＮＯ３） ２、 ＮａＣｌ、 Ｋ２ＳＯ４ 饱和溶液各 ５００ ｍＬ， 置于密闭干燥

器中， ａｗ 分别为 ０􀆰 ３２８、 ０􀆰 ５２９、 ０􀆰 ７５３、 ０􀆰 ９７３。 将干法、
湿法接种的枳壳置于密闭饱和溶液中， 于 １、 ２、 ３、 ４、 ６、
８、 １０、 １２ 周测定 ａｗ， 并对枯草芽孢杆菌进行计数。
２􀆰 ５􀆰 １　 ａｗ 迁移规律 　 实验前， 干法、 湿法接种枯草芽孢

杆菌后 ａｗ 分别为 ０􀆰 ５５８、 ０􀆰 ５７２， 其随时间变化的曲线见图

１。 由此可知， 储存于 ４ 种 ａｗ （ ０􀆰 ３２８、 ０􀆰 ５２９、 ０􀆰 ７５３、
０􀆰 ９７３） 环境中时， 枳壳 ａｗ 在 １ 周后有明显变化， 并逐渐

与环境 ａｗ 趋于一致； 环境 ａｗ 为 ０􀆰 ３２８ 时， 储存 １ 周后干

法、 湿法接种枳壳 ａｗ 分别为 ０􀆰 ３７２、 ０􀆰 ４１２， 第 ５ 周时两者

ａｗ 几乎一致， 并且随着放置时间延长无明显变化， １２ 周时

分别为 ０􀆰 ３３４、 ０􀆰 ３４１； 环境 ａｗ 为 ０􀆰 ５２９ 时， １ 周后干法、
湿法接种枳壳 ａｗ 分别为 ０􀆰 ５１３、 ０􀆰 ５０３， 随着储存时间延长

无明显变化； 环境 ａｗ 为 ０􀆰 ９７３ 时， １ 周后干法、 湿法接种

枳壳 ａｗ 分别为 ０􀆰 ７９８、 ０􀆰 ７５２， 第 ６ 周时两者几乎一致， 随

着放置时间延长逐渐向环境 ａｗ 靠拢， 并且分别在储存 １０、
８ 周时有明显霉变。 综上所述， 接种方法会对枳壳适应环

境 ａｗ 产生一些影响， 干法接种更易适应， 随着时间延长两

者都趋于一致， 并且环境 ａｗ 越大， 达到环境所需时间

越长。

图 １　 枳壳 ａｗ ⁃时间曲线

２􀆰 ５􀆰 ２　 枯草芽孢杆菌生长规律　 图 ２ 显示， 在不同 ａｗ 环

境下储存时， 干法、 湿法接种枳壳中枯草芽孢杆菌生长曲

线呈平稳趋势， 其中湿法接种枳壳在 Ｋ２ＳＯ４ 饱和溶液中储

存 ８ 周时有明显霉变， 而干法接种则在 １０ 周时出现； 储存

１２ 周后， 载荷枯草芽孢杆菌量与初始量相当。 综上所述，
接种方法、 低环境湿度对枯草芽孢菌生长无明显影响， 但

湿度太大会导致枳壳霉变， 而且湿法接种由于改变了药材

特质， 导致霉变更易发生。
２􀆰 ５􀆰 ３　 温度　 在 ５、 ４５ ℃下枳壳 ａｗ 随时间变化的曲线见

图 ３。 由此可知， ａｗ 在第 １ 周变化明显， 并逐渐与环境 ａｗ

保持一致； 饱和盐溶液在不同温度中的 ａｗ 有差异， 温度越

高， 其解离出来的离子数量越多， 水合能力越显著， 并且

ａｗ 随着温度升高而降低［１４］ ， 故在 ５ ℃下保存 １２ ｄ 后 ａｗ 较

４５ ℃下更高； ５、 ４５ ℃下在饱和氯化钠溶液中的 ａｗ 最接

近， 而在饱和氯化镁溶液中差异最大； ４５ ℃下在饱和硫酸

镁溶液中 ２ ｄ 内 ａｗ 即达 ０􀆰 ９３２， 而 ５ ℃下在饱和硫酸镁溶

液中 ２ 周内 ａｗ 尚未达到平衡。 综上所述， 温度越高， 达到

ａｗ 平衡的时间越短， 在 ５、 ４５ ℃下 ４ 种 ａｗ 中枯草芽孢杆菌

浓度无明显变化， 即温度对其生长影响不大。
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图 ２　 接种枳壳的枯草芽孢杆菌生长情况

２􀆰 ６　 大肠埃希菌生长规律 　 将接种大肠埃希菌的枳壳置

于 “２􀆰 ５” 项下密闭饱和容器中， 于 ０、 １、 ２、 ４、 ７、 １４ ｄ
按 “２􀆰 ４􀆰 １” 项下方法进行计数， 结果见图 ４。 再将其分别

置于 ４、 ２３、 ３３ ℃环境下进行计数， 结果见图 ５。
由图 ４ 可知， 在 ａｗ ０􀆰 ５２９、 ０􀆰 ７５３、 ０􀆰 ９７３ 环境下放置

１ ｄ后， 菌浓度分别下降 １􀆰 ６、 ２􀆰 ４、 １􀆰 ８ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ， 而 １４ ｄ
后分别下降 ２􀆰 ８、 ３􀆰 １、 ２􀆰 ８ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ； 在 ａｗ ０􀆰 ３２８ 环境下

放置 １、 ２、 ４、 ７ ｄ 后， 菌浓度分别下降 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ６、 １􀆰 ２、
２􀆰 ３ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ， 而 １４ ｄ 后下降了 ２􀆰 ５ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ。 由图 ５ 可

知， 在 ３３ ℃下 ７ ｄ 后未检出大肠埃希菌 （取 １ ∶ １０ 样品 １０
ｍＬ， 加入双倍乳糖胆盐发酵管中， 在 ３５ ℃下放置 ２４ ｈ 时，
发酵管未产气， 结果为阴性， 故大肠埃希菌浓度小于 １
ＣＦＵ ／ ｇ）； 在 ４ 、 ２３ ℃下 １４ ｄ 后菌浓度分别下降 １􀆰 １、 ２􀆰 ７
ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ。 综上所述， 枳壳中大肠埃希菌在 ４ ℃下存活率

最高， ３３ ℃下最低。
３　 讨论与结论

本研究选择石英砂作为干法接种载体， 分别采用湿法

和干法进行接种， 发现湿法接种枯草芽孢杆菌的浓度 （８
ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ） 大于干法接种 （５ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ）， 但在高 ａｗ 环境

中储存时前者较后者更易发生霉变。 在干湿法接种过程中，
大肠埃希菌浓度在干燥前后分别下降 ２􀆰 ８、 ３􀆰 ９ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ，
而枯草芽孢杆菌分别仅降低了 ０􀆰 ７、 ０􀆰 ４ ｌｏｇＣＦＵ ／ ｇ， 推测可

能由于大肠埃希菌没有芽孢， 受温度影响较大。
枯草芽孢杆菌生长所需最低水活度为 ０􀆰 ９０［１５］ ， 但将干

湿法接种枯草芽孢杆菌的枳壳分别置于不同水活度

（０􀆰 ３２８、 ０􀆰 ５２９、 ０􀆰 ７５３、 ０􀆰 ９７３）、 温度 （５、 ４５ ℃） 下放

　 　 　 　

图 ３　 不同温度下 ａｗ 迁移规律

图 ４　 大肠埃希菌在不同 ａｗ 下生长情况

置 １２ 周时， 菌种没有明显增殖或死亡， 表明它与储存环境

图 ５　 大肠埃希菌在不同温度下生长情况

无明确相关性， 而与初始载荷有关。 因此， 要有效防止生

产、 加工、 运输过程中的污染。
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温度会影响大肠埃希菌的下降速度， 温度越高， 后者

下降越快， 枳壳置于 ３３ ℃下 ２ 周后其载荷大肠埃希菌已小

于 １ ＣＦＵ ／ ｇ。 前期采用相同的接种方法将大肠埃希菌接种到

穿心莲中， 发现该菌种也存在浓度不断降低的趋势， 下降

速度依次为 ３３ ℃ ＞２３ ℃ ＞４ ℃。 因此， 常温下大肠埃希菌

在中药饮片中没有长期生存能力， 规范中药饮片生产、 流

通等环节可有效减少其在中药饮片中的载荷。
ＵＳＰ １１１２ 基于水活度推荐微生物限度检查策略， 减少

了一些药物的日常微生物检查［１６⁃１７］ ， 这是基于药物有严格

的 ＧＭＰ 生产要求， 保证药物有固定的原辅料， 厂房能合理

布局， 按功能和防污染的原则进行规划。 我国中药饮片来

源复杂， 且从生产加工到运输储存都缺乏有力的管理规

范［１８⁃１９］ ， 很难保证产品质量的稳定性， 单纯依靠控制水活

度来减少微生物限度检查不能有效保证中药饮片质量。 因

此， 只有强化过程控制， 使中药饮片各环节中的微生物污

染处于可控状态， 才能降低其风险［２０］ 。
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