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中和剂消除增效复合胺消毒剂抑菌活性的研究 
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摘  要：目的  选择合适的中和剂消除增效复合胺消毒剂的抑菌作用，避免样品中微生物限度检查造成假阴性。方法  参照

《中国药典》2020 年版四部微生物限度有关规定，联合薄膜过滤法，分别采用 3 种中和剂配方去除季铵盐类消毒剂抗菌活性。

结果  采用组合配方中和剂（聚山梨酯、皂苷、卵磷脂、组氨酸比例 30∶30∶3∶1）并联合薄膜过滤法可消除季铵盐类消

毒剂中的抑菌活性。结论  该方法所用中和剂组方经济易得，可为季铵盐类消毒剂微生物限度检查方法的建立提供依据。 
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Abstract: Objective  To select the appropriate neutralizing agent to eliminate the bacteriostatic effect of synergistic serotonin 

disinfectant and avoid false negative caused by microbial limit test in the sample. Methods  Three neutralizer formulation were 

used to remove the antibacterial activity of quaternary ammonium salt disinfectant according to the applicability test of microbial 

limit count method provide by Chinese Pharmacopoeia (2020 Edition) volume Ⅳ and combined with the filtration and verification 

method. Results  The method by using neutralizer formulation (Tween, saponin, lecithin, and histidine with proportion of 

30:30:3:1) and filtration and verification method could eliminate the antibacterial activity of quaternary ammonium salt disinfectant. 

Conclusion  The neutralizer formulation is economically and easily available, which can provide a basis for the establishment of 

microbial limit test method for quaternary ammonium salt disinfectants. 
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消毒剂是制药企业洁净区保障环境卫生、控制

微生物污染的重要物料，其中季铵盐类消毒剂最早

报道于 1915 年。季铵盐类消毒剂具有低浓度有效、

无刺激性、毒性低、使用安全、性质稳定等优势，

经过不断的更新换代，升级为复合型消毒剂而被广

泛使用[1]。任何一种消毒剂抗菌谱都不可能完全覆

盖所有微生物，在使用过程中，依旧存在微生物污

染、耐药性产生的可能[2-3]，因此对消毒剂中的微生

物限度进行检查可为制药企业环境污染偏差调查

提供有效依据，为稀释后消毒剂有效期制定提供验

证参考，并对进一步消毒剂污染菌耐药性研究提供

检验参考。增效复合胺消毒剂主要成分是月桂胺二

亚丙基二胺、双链季铵盐，弥补了普通季铵盐类消

毒剂抗菌谱小的缺点，但同时因为其抑菌活性较

高，在微生物限度检查容易因方法不当造成假阴

性，因此本研究通过筛选验证中和剂配方，建立季

铵盐类消毒剂微生物限度的检查方法。 

1  仪器与材料 

BSC-1300IIA2X 生物安全柜（济南鑫贝西生物

技术有限公司）；XG1.GMX-0.36D 脉动真空灭菌器 
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（山东新华医疗器械股份有限公司）；MJ-250F-I 霉

菌培养箱（上海一恒科学仪器有限公司）、XP105

电子天平（瑞士 Mettler Toledo）、HTY-30B 隔膜泵

及 HTY-300 微生物检测过滤支架（浙江泰林生物技

术股份有限公司）、80 L 消毒液配置罐（温州天龙

机械科技有限公司）。 

增效复合胺消毒浓缩液（德国舒美有限公司，

批号分别为 1536003、1275960、1143061）；注射用

水（上海绿谷制药有限公司，批号 191011）；胰酪

大豆胨琼脂培养基（TSA）、沙氏葡萄糖琼脂培养基

（SDA）、pH 7.0 氯化钠蛋白胨缓冲液（上海中科昆

虫生物技术开发有限公司，批号分别为 190424、

191113、190927）；铜绿假单孢菌株、金黄色葡萄球

菌株、枯草芽孢杆菌株、白色念珠菌株、黑曲霉菌

株（北京三药科技开发公司，1×10
3
 cfu/颗，批号

分别为 190801、191025、190705、190903、191011）；

肉膏（德国默克，批号 1.03979.0500）、聚山梨酯

80（国药集团化学试剂有限公司批号，批号

20191114）、皂苷（国药集团化学试剂有限公司，批

号 20180420）、卵磷脂（国药集团化学试剂有限公

司，批号 20181208）、组氨酸（国药集团化学试剂

有限公司，批号 20181019） 

2  方法 

2.1  供试液的制备 

取复合胺消毒浓缩液，加入注射用水配制成

0.5%的消毒液，经 0.22 μm 滤芯除菌滤过后待用。 

2.2  培养基、缓冲液的制备 

按照《中国药典》2020 年版四部有关内容进行

培养基配制和适用性检查[4]，经检查合格且在经验

证的有效期内方可使用。将制备好的培养基、缓冲

液冷却至室温后于 2～8 ℃温度下保存。 

2.3  菌悬液的制备 

将 0.9%无菌氯化钠1.1 mL加入定量菌株瓶中，

盖上瓶盖，静置 30 s，混匀，根据所需菌数溶解或

稀释。菌株溶解后，在 2～8 ℃条件下可保存 8 h。 

2.4  中和剂的制备 

中和剂 A：称取 30 g 聚山梨酯 80、3 g 肉膏至

1 L pH 7.0 氯化钠–蛋白胨缓冲液中，溶解，分装、

经 121 ℃、20 min 湿热灭菌。 

中和剂 B：称取 30 g 聚山梨酯 80、3 g 卵磷脂

至 1L pH 7.0 氯化钠–蛋白胨缓冲液中，溶解，分

装、经 121 ℃、20 min 湿热灭菌。 

中和剂 C：称取 30 g 聚山梨酯 80、30 g 皂苷、

3 g 卵磷脂、1 g 组氨酸至 1 L 纯化水中，溶解、分

装、经 121 ℃、20 min 湿热灭菌 

2.5  试验操作 

2.5.1  试验组  取 pH 7.0 氯化钠–蛋白胨缓冲液

50 mL 润湿滤膜，滤过；取上述供试液 0.8 mL，分

别加至 3 种中和剂 9 mL 中，混匀，作用 10 min，

再加入 0.1 mL 试验菌液（使每张滤膜所滤过的供试

液中含菌量不大于 100 cfu）混匀滤过，pH 7.0 氯化

钠–蛋白胨缓冲液冲洗 100 mL 滤过，将滤膜菌面

朝上贴于相应培养基上，每株试验菌平行制备两张

滤膜。 

2.5.2  菌液对照组  取 pH 7.0 氯化钠–蛋白胨缓

冲液代替供试液，不加中和剂，同 2.5.1 项下方法

操作。 

2.5.3  供试品对照组  取制备好的供试液，以 pH 

7.0 氯化钠–蛋白胨缓冲液代替菌液，同 2.5.1 项下

方法操作。 

2.5.4  阴性对照组  取制备好的 pH 7.0 氯化钠蛋

白胨缓冲液代替供试液，不加试验菌液，同 2.5.1

项下方法操作。 

2.5.5  中和剂对照组  取相应量 pH 7.0 氯化钠–

蛋白胨缓冲液代替供试液，同 2.5.1 项下方法操作。 

2.6  计数方法 

按照《中国药典》2020 年版四部有关规定，在

适宜温度下对各培养基进行倒置培养，培养结束后

点计菌落数，计算回收率。按照中国药典计数方法

适用性结果判断的要求接受标准：所有试验组比

值、中和剂组菌比值均应在 0.5～2.0，且阴性对照

均无菌生长。 

试验组比值＝（试验组平均回收菌数－供试品对照组平

均回收菌数）/菌液对照组平均回收菌数 

中和剂组比值＝中和剂对照组平均菌落数/菌液对照组

平均菌落数 

3  结果 

3.1  中和剂 A 组试验 

结果表明，采用中和剂 A 所有试验组比值、中

和剂组比值均能达到药典的要求，试验组菌落形态

与菌液对照组形态一致。但其中对铜绿假单孢菌的

回收比值为临界下值，且肉膏为进口材料，价格较

高，且容易出现因贸易政策等导致的供应渠道不稳

定的情况，不作为最优选择。见表 1。 

3.2  中和剂 B 组试验 

结果表明，单纯将药典推荐用中和剂组分卵磷
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脂替代肉膏进行试验，金黄色葡萄球菌、白色念球

菌的回收率不能达到药典的要求，中和剂 B 无法全

面消除季铵盐类消毒剂中的抑菌活性。见表 2。 

3.3  中和剂 C 组试验 

进一步采用组合配方中和剂 C 进行试验。结果

表明，所有试验组比值均能达到药典的要求，试验

组菌落形态与菌液对照组形态一致，表明采用组合

配方中和剂（聚山梨酯、皂苷、卵磷脂、组氨酸比

例 30∶30∶3∶1）并联合薄膜过滤法可消除季铵盐

类消毒剂中的抑菌活性；中和剂组菌比值也符合要

求，表明中和剂本身对微生物无毒性。该方法操作

简便，中和剂组方经济易得，可用于季铵盐类消毒

剂的微生物限度检测。见表 3。 

3.4  验证试验 

采用组合配方中和剂 C（聚山梨酯、皂苷、卵

磷脂、组氨酸比例为 30∶30∶3∶1）并联合薄膜过

滤法对 3 批 0.5%的复合胺消毒液进行方法学验证，

结果见表 4，均符合要求。 
 

表 1  中和剂 A 各菌种平板培养计数结果 

Table 1  Counting results of plate culture for each strain of neutralizer A 

培养基 菌种 
计数/( cfu∙皿−1) 

试验组比值 中和剂组比值 
试验组 A 中和剂对照 菌液对照 供试品对照 阴性对照 

TSA 铜绿假单孢 16 17 29 0 0 0.5 0.6 

TSA 金黄色葡萄球 51 50 49 0 0 1.0 1.0 

TSA 枯草芽孢杆 35 31 34 0 0 1.0 0.9 

TSA 白色念珠 24 26 20 0 0 1.2 1.3 

TSA 黑曲霉 31 30 24 0 0 1.3 1.3 

SDA 白色念珠 28 33 29 0 0 1.0 1.1 

SDA 黑曲霉 34 37 35 0 0 1.0 1.1 

 

表 2  中和剂 B 各菌种平板培养计数结果 

Table 2  Counting Results of Plate Culture for Each Strain of Neutralizer B 

培养基 菌种 
计数/( cfu∙皿−1) 

试验组比值 中和剂组比值 
试验组 B 中和剂对照 菌液对照 供试品对照 阴性对照 

TSA 铜绿假单孢 18 24 15 0 0 1.2 1.6 

TSA 金黄色葡萄球 19 59 56 0 0 0.3 1.1 

TSA 枯草芽孢杆 21 39 40 0 0 0.5 1.0 

TSA 白色念珠 4 42 46 0 0 0.1 0.9 

TSA 黑曲霉 27 21 31 0 0 0.9 0.7 

SDA 白色念珠 1 23 27 0 0 0.0 0.8 

SDA 黑曲霉 13 14 14 0 0 0.9 1.0 

 

表 3  中和剂 C 各菌种平板培养计数结果 

Table 3  Counting Results of Plate Culture for Each Strain of Neutralizer C 

培养基 菌种 
计数/( cfu∙皿−1) 

试验组比值 中和剂组比值 
试验组 C 中和剂对照 菌液对照 供试品对照 阴性对照 

TSA 铜绿假单孢 23 26 24 0 0 0.9 1.1 

TSA 金黄色葡萄球 77 74 77 0 0 1.0 1.0 

TSA 枯草芽孢杆 54 50 53 0 0 1.0 0.9 

TSA 白色念珠 65 61 70 0 0 0.9 0.9 

TSA 黑曲霉 38 32 29 0 0 1.3 1.1 

SDA 白色念珠 25 26 30 0 0 0.8 0.9 

SDA 黑曲霉 18 18 15 0 0 1.2 1.2 
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表 4  中和剂 C 各菌种平板培养验证试验结果 

Table 4  Results of Plate Culture of Each Strain in Validation Test 

培养基 菌种 
试验组比值 

中和剂组比值 
1536003 1275960 1143061 

TSA 铜绿假单孢 1.1 0.9 1.2 1.0 

TSA 金黄色葡萄球 0.9 1.1 1.0 1.0 

TSA 枯草芽孢杆 1.1 1.1 1.0 1.2 

TSA 白色念珠 0.9 0.9 0.9 0.9 

TSA 黑曲霉 1.1 1.1 1.2 1.0 

SDA 白色念珠 0.9 0.9 1.0 1.3 

SDA 黑曲霉 0.9 1.1 1.0 0.9 

 

3  讨论 

洁净区是制药厂核心生产空间，直接关系着药

品质量，关乎患者的生命健康，GMP 法规对其洁净

程度要求十分严格[5]。在消毒过程中，消毒剂的使

用效果、日常质量控制十分重要，同时消毒剂不仅

应用于制药厂洁净区，还被广泛应用于食品制造、

医院、临床、家庭日常使用等多个方面，不正确的

使用方式如配制错误、效期过长、滥用、消毒剂残

留等问题均会造成抑菌效果差的影响，容易引发二

次污染[6]。此时，利用微生物限度检查方法监测消

毒剂自身的污染情况显得尤为重要，但由于消毒剂

本身的抗菌性质，对检验结果准确性有较大的干

扰。通过各种处理，确定消除供试品的抑菌性再进

行微生物限度检查是药典检验方法筛选的基本原

则，也是检查方法适用性试验的重点和难点[7]，其

中中和法是最快速、最常用的去除方法，故而中和

剂的合理选择十分重要[8]。通过回收率可反映中和

剂的有效性和无毒性。消毒剂出厂检验所采用的中

和剂虽然配制简单但成本较高，国内尚无替代产

品，容易出现供应断裂的风险。研究表明卵磷脂联

合聚山梨酯 80 对药物制剂抑菌活性抑制有较好的

作用[9-10]。对于抑菌活性更高的消毒剂，本实验在

组方中加入表面活性剂皂苷和环境领域常用中和

剂组氨酸[11]，获得较好的抑菌效果，同时因作用机

制、检验原理相同，本实验中和剂配方的成功筛选

也可以为季铵盐类消毒剂无菌检查和进一步的消

毒剂效力检查提供参考。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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