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摘要：目的 探讨氯化钠、甘油、葡萄糖３种不同培养介质在不同水分活度条件下对目标微生物黑曲霉生长的影响。方法 分别称取不

同浓度的氯化钠、甘油、葡萄糖，调节玫瑰红钠琼脂平板的水分活度，测量黑曲霉在平板上的生长直径，判定菌落生长的最低水分活度值。

结果 以氯化钠和甘油介质调节水分活度在０．７７以下时，黑曲霉的增长处于停滞状态；以 Ｄ牗＋牘－无水葡萄糖介质调节水分活度在
０．７６以下时，黑曲霉的增长处于停滞状态。结论 水分活度的高低对黑曲霉的生长有一定影响，其生长最低水分活度与《美国药典》中

对黑曲霉最低水分活度值的要求一致。

关键词：水分活度；黑曲霉；微生物控制

中图分类号：Ｒ９１７；Ｒ９２７．１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０２０牘１７－００６０－０４

Ｍｉｎｉｍｕｍ ＷａｔｅｒＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓＮｉｇｅｒ
ＺＨＯＵＺｈｉｙｕｎ１，ＹＡＮＧＪｉｎｇ１，ＬＩＣｕｉ１，ＨＵＫｅ２，ＹＡＮＧＸｉａｏｌｉ１

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

Ｌｔｄ．，Ｘｉ′ａｎ，Ｓｈａａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ ７１００６１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａ，ｉ．ｅ．，ｓｏｄｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｇｌｙｃｅｒｏｌａｎｄｇｌｕｃｏｓｅ，ｏｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｍｉ
ｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｇｌｙｃｅｒｏｌａｎｄｇｌｕｃｏｓｅ
ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏａｄｊｕｓｔｔｈｅｗａｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｒｏｓｅｒｅｄｓｏｄｉｕｍ ａｇａｒｐｌａｔｅ．Ｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍ ｗａｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｖａｌｕｅｏｆｔｈｅｃｏｌｏｎｙｇｒｏｗｔｈｗａｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｍｅａｓｕｒｉｎｇｔｈｅｇｒｏｗｔｈｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｏｎｔｈｅｐｌａｔｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｗａｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｂｙｓｏｄｉｕｍ
ｃｈｌｏｒｉｄｅａｎｄｇｌｙｃｅｒｉｎｗａｓｂｅｌｏｗ０．７７，ａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｗａｓｉｎａｓｔａｔｅｏｆｓｔａｇｎａｎｔｇｒｏｗｔｈ．ＷｉｔｈＤ（＋）－ ａｎｈｙｄｒｏｕｓｇｌｕｃｏｓｅｍｅｄｉ
ｕｍ ｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｗａｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｂｅｌｏｗ０．７６，Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｗａｓｉｎａｓｔａｔｅｏｆｓｔａｇｎａｎｔｇｒｏｗｔｈ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｗａｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ
ｈａｓａｃｅｒｔａｉｎｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ．ＴｈｅｌｏｗｅｓｔｗａｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈＵＳＰ１１１２．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｗａｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ；ｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｎｔｒｏｌ

水分含量是反映药品质量安全和稳定的一个重要

参数犤１－４犦。水分活度（Ａｗ）是指食品或药品等物质在密闭
容器中达到平衡状态时的水分蒸气压与该温度下纯水

的饱和蒸气压的比值犤４－５犦。微生物的生长必须有水，但

结合在分子内的水不能被微生物利用，只有游离的水才

能被利用犤６犦，故采用水分活度来表示能被微生物利用的

实际含水量，控制水分活度可抑制微生物的生长。各类

不同的微生物与水分活度的关系主要体现在临界点上，

低于此临界点，微生物不能生长犤７犦。通过不同的介质优

化产品处方，设计和控制药品的水分活度，可降低微生

物增殖的风险。《美国药典》首次收载水分活度测定应用

于非无菌制剂微生物控制的章节犤８犦，将其成功引入制药

工业药品微生物控制，但目前《中国药典》对相关内容收

载较少。黑曲霉为曲霉属真菌中的一个常见种属，广泛

分布于世界各地的粮食、植物性产品和土壤中，其生长

适温为 ２８℃左右，最低相对湿度为 ８８％，能引起水分
较高的粮食霉变和其他工业器材霉变。黑曲霉可运用在

药物发酵中，如在甘草发酵过程中可提高甘草甜素的提

取率，但若生产不当，则会产生致癌性的黄曲霉毒素犤９－１０犦。

本研究中应用氯化钠、甘油、葡萄糖３种不同介质调节
玫瑰红钠琼脂的水分活度值，以降低黑曲霉可利用的

“游离水”程度，从而达到使黑曲霉不再繁殖、生长停滞

的目的，并探讨黑曲霉生长所需的最低水活度值。现报

道如下。

１ 仪器、菌种与试药

１．１ 仪器
ＡｑｕａｌａｂＳｅｒｉｅｓ４型水分活度仪（美国 Ｄｅｃａｇｏｎ公

司）；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，精度为 ０．０１ｇ）；ＩＰＰ２６０型霉菌培养箱（德国
Ｍｅｍｍｅｒ公司）。
１．２ 菌种

黑曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ标准菌株购自中国医学细
菌保藏管理中心，试验用菌株为第３代。
１．３ 试药

沙氏葡萄糖琼脂培养基（北京陆桥技术有限责任公

司，批号为１７０３１６）；玫瑰红钠琼脂培养基（北京陆桥技
术有限责任公司，批号为 １８１１２４）；甘油（批号为
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２０１８０７３０），氯化钠（批号为 ２０１７０３０８），Ｄ牗＋牘－无水
葡萄糖（批号为 ２０１８０１０９），聚山梨酯 ８０（批号为
２０１８０８２１），均由国药集团化学试剂有限公司提供。
２ 方法与结果

２．１ 方法
２．１．１ 菌液制备

将黑曲霉接种于沙氏葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ）上，
２５℃培养７ｄ，加入５ｍＬ含０．０５％聚山梨酯８０的无菌
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的无菌０．９％氯化钠溶液制成适宜
浓度的孢子悬液，移至无菌试管内，用无菌 ０．９％氯化
钠溶液制备成每１ｍＬ含黑曲霉１０４ｃｆｕ的孢子悬液。
２．１．２ 培养基制备

玫瑰红钠平皿制备：分别称取氯化钠、甘油、Ｄ牗＋牘－
无水葡萄糖，调节玫瑰红钠培养基的水分活度至

ＴＬ牗０．７６牘，Ｔ牗０．７７牘，ＴＨ牗０．７８牘，即黑曲霉生长的水分活
度限值为０．７７，用不同介质调节玫瑰红钠培养基，使灭
菌后的培养基的水分活度至最低水分活度附近 ３个水
平牗即低于水分活度限值０．０１单位、水分活度限值、高
于水分活度限值０．０１单位），同时配制不调节水分活度
的玫瑰红钠培养基Ｔ０。

不同环境水分活度制备：称取氯化钠、甘油、无水葡

萄糖，置纯化水中，调节各溶液水分活度至０．７６，０．７７，
０．７８，与玫瑰红钠琼脂平皿水分活度相同。将１２１℃灭
菌１５ｍｉｎ后的氯化钠、甘油、无水葡萄糖溶液置密封干
燥器中，制备不同环境水分活度储存环境。

２．１．３ 水分活度测定

预培养：无菌操作将滤膜正面朝上，贴于未调节水

分活度灭菌后的玫瑰红钠琼脂平板上。将制备好的菌液

用接种针点植于滤膜中心位置，２５℃预培养４８ｈ。
观察、转移与分组：待菌落生长至直径为５～１０ｍｍ

时，分别测量滤膜垂直的２个直径，取平均值，２次测量
差值不超过２ｍｍ，记为初始大小。在生物安全柜内将菌
落连同滤膜小心转移至制备好的不同梯度水分活度的

玫瑰红钠琼脂平板上。ＴＬ（０．７６），Ｔ（０．７７），ＴＨ（０．７８）为
试验组；Ｔ０为对照组（０．９５～０．９７）。

培养：将灭菌后含有不同水分活度的盐、甘油、无水

葡萄糖溶液倒入干燥器内，将玫瑰红钠平皿置含有相同

水分活度盐、甘油、无水葡萄糖溶液的密闭干燥器内，置

２５℃培养、观察。采取水分活度仪－露点／冷面镜法直
接测定调节水分活度 犤１１犦，于 ０，３，７，１１，１５，１９，２３，
２７，３１ｄ时分别测量并记录菌落大小。每个验证试验分
别进行３次。
２．２ 结果
２．２．１ 氯化钠培养介质

以氯化钠为介质，考察周期为 ３１ｄ，记录黑曲霉在

０．７６，０．７７，０．７８水分活度下菌落的生长情况。结果未
调节水分活度的玫瑰红钠琼脂平板牗对照组牘的黑曲霉
生长不受环境影响，第 ３天超出测量范围；其余 ３组玫
瑰红钠琼脂平板均调节水分活度，已接种黑曲霉的滤膜

转移至平板，前３ｄ，菌落处于适应阶段，有不同程度的
增长，３ｄ后，菌落逐渐趋于平稳。水分活度低于 ０．７７
时，３组黑曲霉菌丝均未出现增长情况。当水分活度调
节至 ０．７８时，第 １次实验观察至第 ２３天，黑曲霉菌丝
直径增长 ０．５ｍｍ；第 ２次实验观察至第 ３１天，黑曲霉
菌丝直径未增长；第３次实验观察至第２７天，黑曲霉菌
丝直径增长了 １ｍｍ。详见图 １Ａ。因此，以氯化钠调节
水分活度来控制黑曲霉的增长有显著效果，水分活度控

制在０．７７以下时，黑曲霉的增长处于停滞状态。
２．２．２ 甘油培养介质

以甘油为介质，考察周期为 ３１ｄ，记录黑曲霉在
０．７６，０．７７，０．７８不同水分活度下菌落的生长情况。结
果，未调节水分活度的玫瑰红钠琼脂平板牗对照组牘的黑
曲霉生长不受环境影响，第 ３天超出测量范围；其余
３组玫瑰红钠琼脂平板均调节水分活度，已接种黑曲霉
的滤膜转移至平板，前 ３ｄ，菌落处于适应阶段，有不同
程度的增长，３ｄ后，菌落逐渐趋于平稳。水分活度低于
０．７７时，３组黑曲霉菌丝均未出现增长情况。当水分活
度为 ０．７８时，第 １次实验观察至第 １５天，黑曲霉菌丝
呈现增长趋势，至第 ２９天，菌丝直径增长了 １．５ｍｍ；
第２次实验观察至第２５天，黑曲霉菌丝呈增长趋势，至
第３１天菌丝直径增长了 １．０ｍｍ；第 ３次实验观察至
第 ２９天，黑曲霉菌丝呈现增长趋势，至第３１天菌丝直
径增长了１．５ｍｍ。详见图１Ｂ。因此，以甘油调节水分活
度来控制黑曲霉的增长，水分活度控制在０．７７以下时，
黑曲霉的增长处于停滞状态；水分活度在０．７８时，菌丝
虽有增长，但变化不大，直径只有１～１．５ｍｍ的增长。
２．２．３ Ｄ牗＋牘－无水葡萄糖培养介质

以 Ｄ牗＋牘－无水葡萄糖为介质，考察周期为 ３１ｄ，
记录黑曲霉在０．７６，０．７７，０．７８不同水分活度下菌落的
生长情况。结果，未调节水分活度的玫瑰红钠琼脂平板

牗对照组牘的黑曲霉生长不受环境影响，第３天超出测量
范围，其余 ３组玫瑰红钠琼脂平板均调节水分活度，已
接种黑曲霉的滤膜转移至平板，前３ｄ，菌落处于适应阶
段，有不同程度的增长，３ｄ后，菌落逐渐趋于平稳。水分
活度低于０．７６时，３组黑曲霉菌丝均未出现增长情况。
当水分活度调节至０．７７时，第１次实验观察至第２３天，
黑曲霉菌丝呈现增长趋势，至第３１天菌丝直径增长了８ｍｍ；
第 ２次实验观察至第 １３天，黑曲霉菌丝呈增长趋势，
至第３１天菌丝直径增长了１．５ｍｍ；第３次实验观察至
第 １９天，黑曲霉菌丝呈现增长趋势，至第３１天菌丝直
径增长了 １ｍｍ。当水分活度调节至 ０．７８时，第１次实
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图１ 不同培养介质下３种水分活度黑曲霉生长情况牗ｎ＝３牘

Ｔ０牗０．９５牘
Ｔ牗０．７７牘
ＴＬ牗０．７６牘
ＴＨ牗０．７８牘

Ｔ０牗０．９５牘

Ｔ牗０．７７牘

ＴＬ牗０．７６牘

ＴＨ牗０．７８牘

Ｔ０牗０．９５牘
Ｔ牗０．７７牘
ＴＬ牗０．７６牘
ＴＨ牗０．７８牘

Ｔ０牗０．９７牘
Ｔ牗０．７７牘
ＴＬ牗０．７６牘
ＴＨ牗０．７８牘

Ｔ０牗０．９５牘
Ｔ牗０．７７牘
ＴＬ牗０．７６牘
ＴＨ牗０．７８牘

Ｔ０牗０．９５牘
Ｔ牗０．７７牘
ＴＬ牗０．７６牘
ＴＨ牗０．７８牘

Ｔ０牗０．９７牘
Ｔ牗０．７７牘
ＴＬ牗０．７６牘
ＴＨ牗０．７８牘

Ｔ０牗０．９７牘
Ｔ牗０．７７牘
ＴＬ牗０．７６牘
ＴＨ牗０．７８牘

Ｔ０牗０．９５牘
Ｔ牗０．７７牘
ＴＬ牗０．７６牘
ＴＨ牗０．７８牘
ｔ／ｄ

验观察至第７天，黑曲霉菌丝呈现增长趋势，至第３１天
菌丝直径增长了１３ｍｍ；第２次实验观察至第１７天时黑曲
霉菌丝呈现增长趋势，至第３１天菌丝直径增长了３ｍｍ；
第３次实验观察至第９天，黑曲霉菌丝呈现增长趋势，至
第３１天菌丝直径增长了 １ｍｍ。详见图 １Ｃ。因此，以
Ｄ牗＋牘－无水葡萄糖调节水分活度来控制黑曲霉的增
长，水分活度控制在０．７６以下时，黑曲霉的增长处于停
滞状态；水分活度在０．７７以上时，菌丝呈增长趋势。
３ 讨论

以氯化钠为介质调节水分活度为 ０．７６～０．７８时，
黑曲霉菌落直径均无明显变化。以甘油为介质调节水分

活度为０．７６～０．７７时，菌落直径无明显变化；水分活度
为０．７８时，菌落直径增长１～２ｍｍ。Ｄ牗＋牘－无水葡萄
糖为介质调节水分活度为 ０．７６时，菌落直径无明显变
化；水分活度为 ０．７７～０．７８时，黑曲霉菌落直径增长
３～１０ｍｍ。不同介质条件下，黑曲霉最低水分活度存在
差异，其中氯化钠调节下的黑曲霉菌落增长不明显，但

通过甘油及葡萄糖调节后，水分活度在０．７８时即出现
增长趋势。可见，通过氯化钠调节能获得最低的黑曲霉

生长水分活度值。

黑曲霉菌丝测定采用的培养基为ＳＤＡ，使用 Ｄ牗＋牘－
无水葡萄糖调节 ＳＤＡ水活度平板不凝，分析原因可能
是 ＳＤＡ培养基处方中含有大量的葡萄糖犤１２犦。但在配制

水分活度为０．７６的ＳＤＡ平板时，需在原处方基础上添
加较大量的葡萄糖，这改变了培养基的特性，导致试验

无法继续。经过各种试验研究后选用玫瑰红钠琼脂培养

基，解决了水分活度较低的情况下平板不凝的问题。

在药品生产领域，尤其是中药材、中药饮片、中药颗

粒经常在运输及贮存过程中发生霉变犤１３犦。因此，在非无

菌药品的配方开发和保质期研究中引入水分活度的概

念十分有必要犤１４－１５犦，通过不同的介质优化产品处方，设

计和控制药品的水分活度，降低微生物增殖的风险是发

展趋势。本研究结果显示，当水分活度不超过 ０．７６时，
黑曲霉菌落生长处于停滞期，这与文献犤８犦的研究结果
基本一致。
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