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液体敷料微生物限度检查方法的研究
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（1. 安徽医科大学临床医学院基础医学部病原生物学教研室，合肥 230061；2. 安徽省食品药品检验研究院，合肥 230051）

摘 要：目的 建立和验证液体敷料的微生物限度检查方法，确认适用于该产品的微生物限度检查方法。方法 参

照《中华人民共和国药典》2020 年版四部（通则 1105、1106）对液体敷料进行需氧菌数、霉菌和酵母菌总数的计

数验证及控制菌微生物检查的验证试验。结果 用无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液（含 2% 吐温 80）制备供试液（浓度

为 1∶10）后采用平皿计数法，需氧菌数、霉菌和酵母菌总数的计数的回收值均在 0.5~2 的范围内，控制菌（金黄

色葡萄球菌和铜绿假单胞菌）通过常规法，也可检出阳性菌。结论 对于本次试验所用的液体敷料，可以用平皿法

和常规法进行微生物限度检查。
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0  引  言

随着皮肤护理产品制造工业的革新和消费者对高品质产品

的需求增加，医用敷料凭借其适用性广、安全性高及功效性强

等优势备受消费者青睐。特别是在皮肤修复及护肤概念盛行的

背景下，医用敷料的市场需求持续增长，推动了我国医用敷料

行业市场规模的快速增长。当皮肤因创伤、疾病或手术而受到

损伤时，皮肤的迅速修复尤为关键，液体敷料通过在皮肤或黏

膜表面形成保护层，隔离阻断微生物定植，起物理屏障作用，

用于皮肤或黏膜浅表性创面护理。本试验参照 2020 年版《中

华人民共和国药典》四部非无菌产品微生物限度检查（通则

1105、1106）的方法 [1] 要求，对于以非无菌提供的液体敷料进

行微生物限度检查，确认适用于该类产品的微生物限度检查方

法。为各医疗器械检验机构或各企业微生物检验提供一个有关

液体敷料的微生物限度检查的方法，为有关管理部门监管该类

产品的卫生质量状况提供依据。

1  材料与方法

1.1  仪器 

HTY-601 型集菌仪（杭州泰林生物技术设备有限公司）、薄

膜过滤器（浙江泰林生物技术股份有限公司）、电热恒温培养箱

（BD115 型，Binder）、霉菌培养箱（PYX-250M-C，广东韶关科

力实验仪器有限公司）

1.2  试剂

液体敷料，非无菌型（批号：20220901，规格：涂抹型，

10），由安徽省食品药品检验研究院提供。

pH 7.0 无菌氯化钠 – 蛋白胨缓冲液（含 2% 吐温 80）、无菌

氯化钠溶液（0.9%）、胰酪大豆胨琼脂培养基（TSA）、沙氏葡萄

糖琼脂培养基（SDA）、溴化十六烷基三甲胺琼脂培养基、甘露

醇氯化钠培养基、沙氏葡萄糖液体培养基（SDB）、胰酪大豆胨

液体培养基（TSB）。

金黄色葡萄球菌［Staphylococcus aureus，CMCC（B）26003］、

铜绿假单胞菌［Pseudomonas aeruginosa，CMCC（B）10104]、枯

草芽孢杆菌［Bacillus subtilis，CMCC（B）63501］、白色念珠菌

［Candida albicans，CMCC（F）98001］、 黑 曲 霉 菌［Aspergillus 

niger，CMCC（F） 98003]，均由微穹微生物技术有限公司提供。

1.3  方法

1.3.1 试验菌液的制备 

取上述菌种金黄色葡萄球菌（浓度为 5.2×104 CFU/mL）、铜

绿假单胞菌（浓度为 3.7×104 CFU/mL）、枯草芽孢杆菌（浓度为

4.2×104 CFU/mL），白色念珠菌（浓度为 4.1×104 CFU/mL）、黑

曲霉（浓度为 3.6×104 CFU/mL）的菌悬液，用 0.9% 的无菌氯化

钠溶液进行倍比稀释，使每种菌悬液稀释后的稀释液含菌数均

不大于 10000 CFU/mL，备用。

1.3.2 供试液的制备

分别取试验样品 10 mL，加含 2% 吐温 80 的无菌氯化钠 –

蛋白胨缓冲液至 100 mL，制成浓度为 1∶10 的供试液。

1.3.3 试验操作

（1）需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数的验证试验 – 平皿法需

氧菌总数的验证。取 1.3.2 制备好的的供试液进行分装，每份
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10 mL。取其中的 3 份供试液，分别加入上述 1.3.1 中的浓度为

不大于 10000 CFU/mL 的金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯

草芽孢杆菌的菌液 0.1 mL，使充分混匀，此时每毫升液体中含

菌量不大于 100 CFU，从中取 1 mL 加入平皿后，倾注适宜温度

（约不高于 45℃）的 TSA 约 20 mL 摇匀后置于培养箱中，35℃

培养 3 d，逐日观察并记录计数结果。

霉菌和酵母菌总数的验证。取 1.3.2 制备好的的供试液进行

分装，每份 10 mL。取 2 份供试液，分别加入上述 1.3.1 中的浓

度不大于 10000 CFU/mL 的白色念珠菌、黑曲霉菌液 0.1 mL，

混匀，同上相同方法，注入 TSA 约 20 mL 进行计数，35℃ 培

养 5 d，逐日观察记录结果。最后再取 2 份供试液，分别加入上

述不大于 10000 CFU/mL 的白色念珠菌、黑曲霉菌液 0.1 mL，

混匀，同上相同方法，倾注不超过 45℃ 的 SDA 约 20 mL，

25℃ 培养 5 d，逐日观察并记录结果。

对照组：同样的试验操作计数本次试验的试验菌数，作为

菌液组；并且相同的试验步骤但不加入试验菌后进行菌落计

数，测定供试液中的本底菌数结果作为空白组。

最终根据 2020 年版《中华人民共和国药典》四部通则中回

收值的计算公式 [1] 计算各组的具体回收值。公式如下：

回收值 =（试验组平均菌落数－空白组平均菌落数）÷ 菌液

组平均菌落数

（2）控制菌检查验证试验 – 常规法

铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌：按《中华人民共和国药

典》2020 年版四部通则 1106 相应的规定进行控制菌的检查，

分别取 1.3.2 制备好的供试液 10 mL，用 TSB 进行稀释至浓度

为 1∶10，然后加入 1.3.1 菌液的检验项下的菌液（浓度不大

于 10000 CFU/mL）1 mL，混匀后置于 34℃ 培养箱进行培养， 

24 小时后观察并记录试验结果。试验同时进行同步的对照试

验：以等体积的稀释液代替供试液，其他操作同试验组，作为

阳性对照组；用稀释液代替供试液，且不加试验用菌液，作为

阴性对照组；供试品对照不加菌，其他操作相同。

2  结果与分析

2.1  试验结果

2.1.1 试验用菌液的检验结果

本次试验所用的菌液计数均在 50-100 CFU 以内，方便计

数，计数结果可靠。结果见表 1。

2.1.2 需氧菌总数及回收值测定结果

本次试验各组试验结果见表 2。实验结果表明，供试品对照组

无菌落生长，试验组菌落回收值均在 0.5~2 之间，结果符合要求。

表 1 试验用菌液的检查（菌落计数单位：CFU）

培养基
计数
方法

铜绿假
单胞菌

金黄色
葡萄球菌

枯草芽孢
杆菌

白色
念珠菌

黑曲霉

TSA
平皿法 85 91 94 96 76 78 62 66 70 74

平均 88 95 77 64 72

SDA
平皿法 \ \ \ \ \ \ 63 65 66 68

平均 \ \ \ 64 67

表 2 需氧菌总数及回收值测定结果

项目 培养基 菌种名称
试验

次数

菌液组 试验组 供试品对照组
回收值

菌落数平均（CFU） 菌落数（CFU） 平均（CFU） 菌落数（CFU） 平均（CFU）

需氧菌总数 TSA

金黄色葡萄球菌

1 95 94 96 95 0 0 0 1.00 

2 95 93 92 92.5 0 0 0 0.97 

3 95 91 96 93.5 0 0 0 0.98 

铜绿假单胞菌

1 88 85 91 88 0 0 0 1.00 

2 88 89 91 90 0 0 0 1.02 

3 88 86 88 87 0 0 0 0.99 

枯草芽孢杆菌

1 77 76 78 77 0 0 0 1.00 

2 77 77 74 75.5 0 0 0 0.98 

3 77 75 76 75.5 0 0 0 0.98 

2.1.3 霉菌和酵母菌总数及回收值测定结果

本次试验各组试验结果见表 3。实验结果表明，供试品对

照组无菌落生长，试验组菌落回收值均在 0.5~2 之间，结果符

合要求。

2.1.4 控制菌检查验证试验测定结果

本次试验各组试验结果见表 4。实验结果表明，供试品对

照组无菌落生长，试验组菌落回收值均在 0.5~2 之间，控制菌

检查结果符合要求。

从表 1~4 可以看出：分别 3 次独立试验，在需氧菌的计数、

霉菌和酵母菌总数计数结果显示，当用含 2% 吐温 80 的无菌氯

化钠 – 蛋白胨缓冲液制备的供试液，然后采用平皿法计数，试验

组中 5 种试验菌株的回收值均在 0.5~2 范围内。方法可行，结果

表明，可以通过平皿法进行该产品的需氧菌总数、霉菌和酵母菌

总数的检查。从表 4 可以看出采用常规法进行控制菌的检查，试

验组和阳性对照组检出控制菌，阴性对照组和供试品组未检出控

制菌，结果符合要求。可通过常规法进行检查。

对于本批次的液体敷料的微生物限度检查：需氧菌总数、

霉菌和酵母菌总数可采用平皿法（用含 2% 吐温 80 的无菌氯化
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钠 – 蛋白胨缓冲液制成 1∶10 的供试液）的供试液计数，对金黄 色葡萄球菌、铜绿假单胞菌的检查可采用常规法。

表 3 霉菌和酵母菌总数及回收值测定结果

项目 培养基 菌种名称
试验

次数

菌液组 试验组 供试品对照组
回收值

菌落数平均（CFU） 菌落数（CFU） 平均（CFU） 菌落数（CFU） 平均（CFU）

霉菌和酵

母菌总数
SDA

白色念珠菌

1 64 66 68 67 0 0 0 1.05 

2 64 62 64 63 0 0 0 0.98 

3 64 60 64 62 0 0 0 0.97 

黑曲霉

1 67 66 68 67 0 0 0 1.00 

2 67 66 67 66.5 0 0 0 0.99 

3 67 67 65 66 0 0 0 0.99 

霉菌和酵

母菌总数
TSA

白色念珠菌

1 64 62 63 62.5 0 0 0 0.98 

2 64 63 65 64 0 0 0 1.00 

3 64 62 61 61.5 0 0 0 0.96 

黑曲霉

1 72 70 74 72 0 0 0 1.00 

2 72 74 71 72.5 0 0 0 1.01 

3 72 68 73 70.5 0 0 0 0.98 

表 4 金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌检查方法的验证结果

控制菌
试验

序号
方法 试验组

阴性

对照组

阳性

对照组
供试品组

金黄色葡萄

球菌

1 常规法 + - + -

2 常规法 + - + -
3 常规法 + - + -

铜绿假单胞

菌

1 常规法 + - + -
2 常规法 + - + -
3 常规法 + - + -

注：表中“+”表示试验结果检出控制菌；“-”表示试验结果未检出控制菌。

3  讨论与结论

医用敷料可充当保护屏障，用来覆盖伤口，吸收伤口渗

液，帮助创面愈合。液体敷料通过在创面表面形成保护层，起

物理屏障作用，用于浅表性创面及周围皮肤的护理。在如今皮

肤修复及护肤概念盛行的背景下，液体敷料作为重要的医用敷

料类产品，其卫生安全状况及潜在的感染风险直接影响着现代

医疗卫生的质量与安全，其微生物限度的控制至关重要。而液

体敷料通常由具有成膜性的材料，如聚乙二醇、聚乙烯醇、海

藻酸钠、羧甲基纤维素钠、聚乙烯吡咯烷酮、卡波姆等材料，

辅以甘油、纯化水等制成，所含成分可能涉及很多种类，影响

其溶解性，并且因卡波姆等物质，具有抑菌性能 [2-4]，故建立其

适宜的微生物限度检查方法非常必要。

在此前各研究中 [5-8]，不易溶性且含有抑菌成分的凝胶产品及

乳膏类产品，因其不易溶于水大多不可直接用平皿法检查，且薄膜

过滤法也容易堵塞滤筒，故通常使用氯化钙、氯化镁、硫酸镁等进

行沉降后再取上清进行试验，或者进行水油分离后取上清再进行微

生物限度的检查。另外也有研究，吐温 80 和大豆卵磷脂作为中和

剂，既可以提高样品的溶解性又能够将成品的抑菌作用去除 [9-11]。

本研究中的液体敷料样品，浓稠度不高，且卡波姆等抑菌

成分含量低，基于此本研究采用含 2% 吐温 80 的无菌氯化钠 –

蛋白胨缓冲液进行供试液溶解制备，可制备均匀的混悬液以供

试验，并且结果表明，由此建立的微生物限度检查方法，试验

可行，结果可靠。本研究建立的方法可以用于液体敷料的微生

物限度指标的产品质量控制，可为含抗菌成分的液体敷料类制

剂的微生物限度检查方法的研究提供借鉴思路。
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