
2022年 4月 20日 第 31卷第 8期

Vol. 31，No. 8，April 20，2022 China Pharmaceuticals

doi:10.3969 / j.issn.1006 - 4931.2022.08.015

水分活度（aw）是相同温度下产品水蒸气压（P）与

纯水蒸气压（P0）的比值，能反映产品中水的能量状态，

体现水与产品成分之间结合的紧密程度［1］。它不仅关系

产品的物理化学稳定性［2］，而且是产品中微生物可利用

水的量度，可影响微生物的生长繁殖［3 - 4］。随着 aw的降

低，微生物的生长将逐渐受到抑制，当低于某一限值

时，微生物将停止生长［5］。第 29版《美国药典·国家处方

集》（USP29 - NF24 < 1112 >）“水分活度测定在非无菌

制剂中的应用”发布［6］，为 aw在非无菌制剂微生物控制

方面提供了指导［7］。通过控制药品处方中和储存条件下

的 aw，减少或消除非无菌制剂中微生物增殖的风险，以

及进一步将 aw应用于制药工业，对于制药产品的研发、

生产环境的控制、包装材料的选择和药品成品的保存

均有重要意义［8 - 9］。目前，2020年版《中国药典》中收录

并检查的代表性微生物生长所需的临界 aw均有报道，

如铜绿假单胞菌、大肠埃希菌和沙门氏菌、金黄色葡萄

球菌、枯草芽孢杆菌、生孢梭菌、黑曲霉的临界 aw分别

为 0. 97，0. 95，0. 86，0. 90，0. 92，0. 77；念珠菌的临界 aw
虽有报道，但白色念珠菌却未找到确切数据［1，7，10 - 16］。
基于此，开展了白色念珠菌临界 aw的相关研究，现报道

如下。

1 仪器、试药与菌株

1. 1 仪器

Aqualab4TE型水分活度仪（美国 Decagon公司）；

SX - 500型高压蒸汽灭菌锅（日本Tomy公司）；1300SE⁃
RIES A2型生物安全柜（美国 Thermo公司）；MJ - Ⅱ型
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摘要：目的 探讨白色念珠菌生长所需的临界水分活度。方法 分别用氯化钠、葡萄糖和甘油制备不同水分活度的沙氏葡萄糖液体培

养基，在白色念珠菌菌悬液中分别加入上述培养基，（25 ± 1）℃条件下培养，按 2020年版《中国药典（四部）》通则 1105倾注平皿法计

数，计算菌液浓度，并绘制白色念珠菌生长曲线，通过定性、定量试验确定临界水分活度。结果 以氯化钠、葡萄糖及甘油为水分活

度调节剂时，白色念珠菌生长临界水分活度，定性试验中分别为 0. 95，0. 88，0. 86，定量试验中分别为 0. 95，0. 88，0. 87，精确培养基水

分活度进一步验证，初步确定白色念珠菌的临界水分活度为 0. 87。结论 该研究可为水分活度在我国非无菌制剂微生物控制的应用

和《中国药典》相关内容的增订提供参考。
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AbstractAbstract：：Objective To investigate the critical water activity for the growth of Candida Albicans. Methods Candida albicans
suspension were cultured in sabouraud dextrose broth of different water activity which made with sodium chloride，glucose and
glycerol respectively under the temperature of（25 ± 1）℃. According to the pour plate method in General Rule 1105 of the Chinese
Pharmacopoeia （2020 Edition，Volume Ⅳ） to calculate the concentration of bacterial solution and draw the growth curve of
Candida albicans，then the critical water activity was determined by the qualitative and quantitative tests. Results The critical
water activity of the qualitative and quantitative tests were 0. 95，0. 88，0. 86 and 0. 95，0. 88，0. 87 respectively，when sodium
chloride，glucose and glycerol were used as regulators of water activity. The critical water activity of Candida albicans was
preliminarily determined to be 0. 87 by further verification of precising medium water activity. Conclusion This study can provide
a reference for the application of water activity in the microbiological control of non - sterile preparation in China and the update
of the relevant content in the Chinese Pharmacopoeia.
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霉菌培养箱（上海一恒科技有限公司）；SQP型电子天平

（德国Sartorius公司，d = 0. 01 g）。

1. 2 培养基和试剂

沙氏葡萄糖液体培养基（SDB，北京奥博星生物科

技有限责任公司，批号为 20151028）；沙氏葡萄糖琼脂

培养基（SDA，广东环凯微生物科技有限公司，批号为

3304005）；试剂均为分析纯，水为超纯水。

1. 3 菌株

白色念珠菌Candida albicans［CMCC（F）98001］，为

本实验室保存的工作菌株，传代次数为第3代。

2 方法与结果

2. 1 线性关系考察

分别使用不同水分活度调节剂（氯化钠、葡萄糖和

甘油）调节 SDB培养基，制成系列 aw的 SDB工作液

（25 ℃），以各水分活度调节剂质量（X，g）为横坐标、

SDB溶液的 aw（Y）为纵坐标进行线性回归，得回归方

程，Y氯 = - 0. 606 9X氯 + 1. 002 1（R2 = 0. 998 0），Y葡 =
- 0. 001X葡 + 0. 999 6（R2 = 0. 995 4），Y甘 = - 0. 002 1X苷 +
0. 997 2（R2 = 0. 993 5）。结果表明，氯化钠、葡萄糖和甘

油质量分别在 0～25. 00 g，0～140. 00 g，0～80. 00 g范
围内与aw线性关系良好。

2. 2 临界 aw定性研究

根据 2. 1项所得回归方程配制氯化钠、葡萄糖和甘

油 为 调 节 剂 时 不 同 aw（0. 82～0. 99，0. 87～0. 99，
0. 83～0. 99）的系列 SDB溶液Ⅰ。每个 aw平行配制 3支，

每管 10 mL，并接种白色念珠菌新鲜培养物，菌液浓度

为103 cfu / mL，（25 ± 1）℃条件下培养30 d，再取1 mL培
养液转接至 10 mL未调节的 SDB培养基中，（25 ± 1）℃
条件下培养 5 d。观察结果，如出现混浊，表明有白色念

珠菌生长，即可初步确定白色念珠菌的临界aw。
结果以氯化钠、葡萄糖、甘油为水分调节剂时，

aw ≤ 0. 95，0. 88，0. 86的 SDB溶液培养 30 d后 3管培养

液均澄清，但转接培养 5 d后分别有 1，3，3管浑浊，故初

步确定，氯化钠、葡萄糖、甘油培养介质下白色念珠菌

生长的临界aw分别为0. 95，0. 88，0. 86。
2. 3 临界 aw定量验证

分别以氯化钠、葡萄糖、甘油为水分调节剂，配制

aw 分别为 0. 94，0. 95，0. 96；0. 87，0. 88，0. 89；0. 85，
0. 86，0. 87的系列 SDB溶液Ⅱ；选取 4个 aw点，包括低

于临界 aw 0. 01单位、临界 aw、高于临界 aw 0. 01单位、未

调节 aw的 SDB培养基（对照）。每个 aw的 SDB培养液

100 mL，接种白色念珠菌新鲜培养物，菌液浓度为

A1，B1，C1. 第1次试验 A2，B2，C2. 第2次试验 A3，B3，C3第3次试验

A. 氯化钠 B. 葡萄糖 C. 甘油

图1 白色念珠菌生长曲线

A1，B1，C1. The first test A2，B2，C2. The second test A3，B3，C3. The third test
A. Sodium chloride B. Glucose C. Glycerol
Fig. 1 Growth curve of Candida albicans
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103 cfu / mL，（25 ± 1）℃条件下培养 30 d，每 1～2天按

2020年版《中国药典（四部）》通则 1105倾注平皿法计

数，计算培养液菌浓度［16］。以时间为横坐标、菌液浓度

的对数（lg）值为纵坐标绘制白色念珠菌生长曲线。结果

见图1。
可见，在高 aw（ > 0. 99）的培养基中白色念珠菌生

长较迅速，随着 aw降低至接近定性试验的临界值，其生

长曲线明显趋缓；当 aw低于该临界值时，生长曲线呈单

调递减趋势，表明此时白色念珠菌无法生长。

以氯化钠为培养介质，当 SDB培养液 aw = 0. 96时，

白色念珠菌的生长十分缓慢，已无明显对数生长期；当

aw = 0. 95时，白色念珠菌先衰减，再生长；当 aw = 0. 94
时，白色念珠菌数量逐步递减直至完全死亡。定量与定

性试验结果一致，故此条件下临界aw为0. 95。
以葡萄糖为培养介质，当 SDB培养液 aw = 0. 89时，

3次试验结果基本一致，白色念珠菌的生长曲线缓慢上

升。当 aw = 0. 88时，第 1次和第 3次试验，白色念珠菌的

生长曲线缓慢上升；第 2次试验，其生长曲线先下降，后

缓慢上升，再保持短暂的相对稳定，30 d之后又开始下

降，直至全部死亡，在这个过程中，白色念珠菌菌数始

终未达到初始菌数并最终降至 0，可认定为未生长。当

aw = 0. 87时，白色念珠菌均缓慢死亡。定量与定性试验

结果一致，故此条件下临界aw为0. 88。
以甘油为培养介质，当 SDB培养液 aw = 0. 87时，白

色念珠菌缓慢生长，30 d时 3次试验结果均表明培养液

中的白色念珠菌有增长；当aw = 0. 86和0. 85时，白色念

珠菌菌数逐渐降低，30 d时培养液中均有菌存活，但在

40～50 d时，菌数均逐步降至 0。定量、定性试验中临界

水分活度不一致，原因为定性试验中 30 d时，为方便观

察将培养物转接至未进行 aw调节的 SDB培养基中，培

养条件的改变给了 aw = 0. 86时 SDB培养液中原未完全

死亡的白色念珠菌重新生长的机会，而非白色念珠菌

在 aw = 0. 86的 SDB培养液中能生长。故此条件下临界

aw应确定为0. 87。
综上，选择 3种介质下 aw最低值（0. 87）为白色念珠

菌临界aw。
3 讨论

白色念珠菌的生长受水分活度调节剂种类的影

响。在相同的 aw条件下对白色念珠菌生长的抑制作用，

氯化钠较强，而葡萄糖和甘油较弱。这可能与氯化钠对

微生物具有抑制作用［17］，而其余二者可作为碳源参与

微生物生长代谢有关［18］。
在临界 aw的定量试验中，以葡萄糖作为水分活度

调节剂 aw = 0. 88的 3次试验中有 1次白色念珠菌无法

生长，进一步检测表明，这 3次试验中，白色念珠菌在

aw为 0. 882 7和 0. 882 1时能生长，aw为 0. 879 2时则不

能，说明白色念珠菌在 0. 88的 aw附近十分敏感，也表明

研究确定的白色念珠菌临界aw有较高的可信度。

本研究结果显示，随着 aw的降低，白色念珠菌生长

繁殖受到的抑制作用逐渐增强，这符合 aw对微生物生

长影响的一般规律。通过控制 aw，可降低药品中微生物

增殖的风险，有助于提高非无菌制剂质量控制的水平，

以及减少相关检验成本的消耗（单独的 aw测量不能作

为减少微生物限度检查的理由）。然而，作为一种广泛

存在于自然界和人体的常见条件致病菌，白色念珠菌

早在 2005年版《中国药典》中便被列为计数方法适用性

试验用菌，2010年版《中国药典》起又增设为控制菌检

查菌，但至今仍无文献与研究确认其临界 aw。本研究中

提供了该部分的试验及结果，期望有助于未来《中国药

典》“水分活度测定在非无菌制剂微生物控制中的应

用”等相关内容的增订。
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