
中国药事  2022 年 12 月  第 36 卷  第 12 期 1397

基金项目：国家重点研发计划重点专项项目（编号 2022YFC2303900）

作者简介：任河山  Tel：（010）57047857；E-mail：renheshan@nifdc.com

共同第一作者：李景云  E-mail：Lijy@nifdc.org.cn

通信作者：徐中清  Tel：13501071365；E-mail：zhongqingxu@163.com

                    王金恒  E-mail：wangjinheng@nifdc.org.cn

铜绿假单胞菌定量冷冻干燥菌球与新鲜制备菌悬液
用于胰酪大豆胨琼脂培养基适用性检查的研究

任河山1#，李景云2#，王跃凤1，崔生辉2，徐中清3*，王金恒1*（1. 北京三药科技有限公

司，北京 100050；2. 中国食品药品检定研究院，北京 100050；3. 中国兽医药品监察所，北京 100081）

摘要 目的：探讨使用铜绿假单胞菌CMCC（B）10104定量冷冻干燥菌球制备菌悬液（以下简称冻干

型菌悬液）与新鲜制备菌悬液（以下简称新鲜型菌悬液）评价胰酪大豆胨琼脂培养基适用性的差异。方

法：将铜绿假单胞菌CMCC（B）10104冻干型菌悬液和新鲜型菌悬液分别涂布5种市售胰酪大豆胨琼脂

培养基，获得培养物的菌落数量、菌落平均直径及肉眼可见菌落出现时间，使用SPSS软件进行统计学分

析。结果：铜绿假单胞菌CMCC（B）10104冻干型菌悬液与新鲜型菌悬液的差异主要体现在菌落平均直

径上，前者大于后者。铜绿假单胞菌CMCC（B）10104冻干型菌悬液在不同品牌胰酪大豆胨琼脂培养基

平板上菌落计数明显不同。结论：使用铜绿假单胞菌CMCC（B）10104冻干型菌悬液更利于筛选对损伤

菌促生长能力强的培养基，可以用于计数培养基（胰酪大豆胨琼脂培养基）适用性检查。 
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Abstract   Objective:   To investigate the difference between quantitative lyophilized ball suspension and 
freshly prepared suspension of Pseudomonas aeruginosa CMCC (B) 10104 for evaluating the applicability 
of Tryptic Soy Agar. Methods: Five types of commercially vailable Tryptic Soy Agar were inoculated with 
quantitative lyophilized ball suspension and freshly prepared suspension of Pseudomonas aeruginosa CMCC 
(B) 10104 respectively. The number of colonies, average diameter of colonies and appearance time of colonies 
were obtained. The differences were analyzed by SPSS statistical software. Results: The difference between 
lyophilized ball suspension and freshly prepared suspension of Pseudomonas aeruginosa CMCC (B) 10104 was 
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特定浓度的菌悬液被用于培养基质量控制、

方法适用性检查、抑菌能力测试等药品检验控制活

动中。目前，微生物实验室获得菌悬液的方法有2

种：一是按照《中华人民共和国药典》（以下简称

《中国药典》）关于菌种及菌液制备要求制备新鲜

型菌悬液[1]；二是采用市售定量冷冻干燥菌球，使

用复溶液复溶后获得特定浓度的冻干型菌悬液。制

备冻干型菌悬液操作方便、计数准确、重复性好，

被越来越多的微生物实验室用于制备菌悬液[2-4]。

一般认为，相同浊度或透光度条件下，冻干型

菌悬液的生长能力与新鲜型菌悬液存在差异[5-7]。

有学者研究了铜绿假单胞菌冻干型菌悬液和新鲜型

菌悬液在胰酪大豆胨琼脂培养基（以下简称TSA培

养基）的生长情况，认为冻干型菌悬液与新鲜型菌

悬液的活性差异会影响培养基的质量评价结果。至

于质量评价结果的差异是否更有利于筛选培养基，

尚未有确定的判断[8]。

TSA培养基是药典中需氧菌总数计数用培养

基，同时广泛用于多种微生物的培养，其质量对

保证药品检验结果至关重要。铜绿假单胞菌CMCC 

（B）10104是TSA培养基适用性检查的测试菌种

之一。本研究通过测算铜绿假单胞菌CMCC（B）

10104冻干型菌悬液及新鲜型菌悬液在TSA培养基

培养后的菌落数量、菌落平均直径、肉眼可见菌落

出现时间3个指标，分析冻干型菌悬液与新鲜型菌

悬液的差异，进而探讨冻干型菌悬液评价培养基的

可行性。

1   仪器与材料
1.1   仪器

微生物自动培养及监控分析系统（Read Bio-

400，成都若斌生物科技有限责任公司），全自

动微生物平皿螺旋加样仪（EDDYJET2，IUL公

司），生物安全柜（NU-543-600S， Nuaire公

司），压力蒸汽灭菌器（YAMATO SQ 810C，重

庆雅马拓科技有限公司），菌落计数仪（Inter 

Science Scan 4000，Inter Science公司）。

1.2   培养基与试剂

本研究选取3个国产和2个进口品牌的TSA培

养基，分别编码为A（批号 9050734）、B（批

号 20201016）、C（批号 1095011）、D（批号 

200827）、E（批号 1920021）。其中，A、E为国

外公司产品。

如无特殊说明，本研究检验用菌种的培养均

使用北京三药科技开发公司生产的TSA培养基（批

号 2009102）。

1.3   菌种

铜绿假单胞菌CMCC（B）10104标准菌种购自

中国医学细菌保藏管理中心。

铜绿假单胞菌CMCC（B）10104定量冷冻干燥

菌球产品，含配套复溶液（产品号 33303，批号 

210305，含菌量 1000~2000 cfu/颗）来自北京三药

科技开发公司。

2   方法与结果
2.1   方法

2.1.1   新鲜型菌悬液制备

取-70 ℃保存的铜绿假单胞菌CMCC（B）

10104标准储备菌种1管，室温融化后，分区划线

TSA培养基，于32~34 ℃培养22~26 h，为1代菌。

从1代培养物上挑取单菌落，再次分区划线于TSA

培养基，32~34 ℃培养22~26 h，为2代菌。用无菌

棉签取2代培养物至无菌生理盐水中，混匀，制备

1.0麦氏浊度的菌悬液。将制备的菌悬液用无菌生

理盐水1∶10梯度稀释至10-5，即为备用的新鲜型

菌悬液。平行制备10份。

2.1.2   冻干型菌悬液制备

从-20 ℃冰箱取1瓶铜绿假单胞菌CMCC（B）

mainly refl ected in the average diameter of colonies. The average diameter of colonies of the lyophilized ball 
suspension was larger than that of freshly prepared suspension. The colony count of Pseudomonas aeruginosa 
CMCC (B) 10104 lyophilized ball suspension was significantly different on different brands of Tryptic Soy 
Agar plates. Conclusion: Using the lyophilized ball suspension of Pseudomonas aeruginosa CMCC (B) 10104 
is more conducive to screening the medium with strong growth promoting ability to the damaged bacteria, and 
could be used to check the applicability of counting medium (Tryptic Soy Agar).
Keywords:   lyophilized ball suspension; freshly prepared suspension; Pseudomonas aeruginosa; Tryptic Soy 
Agar; applicability test
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10104定量冷冻干燥菌球，平衡至室温后，无菌开

启西林瓶，加入1.1 mL配套复溶液，即为备用的冻

干型菌悬液。平行制备10份。

2.1.3   TSA培养基制备

取5个品牌TSA培养基，按配方要求称量配

制，分装成400 mL·瓶-1后，使用同一压力蒸汽灭

菌器，同一批次，121 ℃灭菌15 min，水浴平衡至

49~51 ℃后，20 mL·皿-1定量倾注于90 mm直径的

无菌平皿备用。

2.1.4   接种、培养及观测

使用全自动微生物平皿螺旋加样仪的E50模式

进行螺旋涂布。接种5个品牌市售TSA培养基，每

份菌悬液在每个品牌的培养基上涂布2个平皿。涂

布前将菌悬液充分混匀，为避免涂布间隔过长造成

的菌落计数差异，每份菌悬液在5个品牌培养基上

的起止涂布时间控制在6 min内。

将涂布好的TSA平皿置于微生物自动培养及监

控分析系统进行培养、记录。培养及拍摄参数为培

养温度33 ℃，拍照间隔1 h，培养过程中共计拍照

24次。依据拍摄图片记录肉眼可见菌落出现时间。

2.1.5   菌落计数、菌落平均直径、肉眼可见菌落出

现时间

培养结束后，使用菌落计数仪进行菌落计

数，并测量菌落平均直径。对同一品牌TSA培养基

2个平行平皿上的菌落数量、菌落平均直径求取平

均值，即为该品牌TSA培养基对该份菌悬液的菌落

计数及菌落平均直径结果。

菌 落 平 均 直 径 测 量 原 理 ： 菌 落 平 均 直 径 

（s为平皿上菌落总面积；n为平皿上
的菌落数）。

对每份菌悬液在同一品牌TSA培养基2个平行

平皿上的肉眼可见菌落出现时间求取平均值，即为

该品牌TSA培养基对该份菌悬液的肉眼可见菌落出

现时间。

2.1.6   数据处理

使用 SPSS19.0软件进行方差（Anova）分析、

配对样本t检验、独立样本t检验和相关分析，显著

性水平均为0.05。

2.2   结果

2.2.1   新鲜型和冻干型菌悬液在不同品牌TSA培养

基上生长数量

经单因素方差分析显示，铜绿假单胞菌 CMCC

（B）10104冻干型菌悬液在5个品牌TSA培养基上

的菌落生长数量存在极显著性差异（P＜0.001）。

其中，在进口品牌E培养基上的菌落生长数量极显

著高于国产品牌C和D上的生长数量（P＜0.001），

2个进口品牌培养基上菌落生长数量也存在显著

性差异（P=0.015）。新鲜型菌悬液在5个品牌

TSA培养基上的菌落生长数量未见显著性差异

（P=0.226）。对在不同品牌培养基上菌落生长数

量的变异系数进行配对样本t检验分析显示，冻干

型菌悬液菌落生长数量的变异系数显著低于新鲜

型菌悬液菌落生长数量的变异系数（P=0.032）

（见表1）。

表 1   新鲜型和冻干型菌悬液在 5 个品牌 TSA 培养基上生长数量

品牌
测量

次数

新鲜型 冻干型

（菌落数 ± 标准差）/CFU 变异系数 /% （菌落数 ± 标准差）/CFU 变异系数 /%

A 10 113±17 15.0 65±4 6.2

B 10 119±21 17.8 70±9 12.9

C 10 104±16 15.4 58±8 13.8

D 10 107±31 29.0 61±8 13.1

E 10 117±16 13.7 75±4 5.3
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表 2   新鲜型和冻干型菌悬液在 5 个品牌 TSA 培养基上菌落平均直径

品牌 测量次数
新鲜型 冻干型

（菌落直径 ± 标准差）/mm 变异系数 /% （菌落直径 ± 标准差）/mm 变异系数 /%

A 10 2.83±0.30 10.6 3.57±0.38 10.6

B 10 2.35±0.29 12.3 2.88±0.46 16.0

C 10 3.22±0.44 13.7 3.80±0.51 13.4

D 10 3.22±0.49 15.2 3.85±0.53 13.8

E 10 2.66±0.41 15.4 2.65±0.26 9.8

表 3   新鲜型和冻干型菌悬液在 5 个品牌 TSA 培养基上肉眼可见菌落出现时间

品牌 测量次数 新鲜型 /h 冻干型 / h

A 10 11.20±0.42 11.10±0.39

B 10 11.20±0.42 10.65±0.58

C 10 12.00±0.00 11.00±0.53

D 10 12.20±0.42 11.15±0.34

E 10 11.20±0.42 11.05±0.16

2.2.2   新鲜型和冻干型菌悬液在不同品牌TSA培养

基上菌落平均直径

新鲜型和冻干型菌悬液在5个品牌TSA培养

基 上 的 菌 落 平 均 直 径 均 存 在 极 显 著 性 差 异 （P
＜0.001）。其中，冻干型和新鲜型菌悬液在品牌

C、D培养基上的菌落平均直径极显著大于品牌

B和E（P＜0.001）；冻干型菌悬液在品牌A培养

基上的菌落平均直径也极显著大于品牌B和E（P
＜0.001）。

将冻干型与新鲜型菌悬液在TSA培养基上的菌

落平均直径进行对比发现，在品牌C（P=0.015）和

D（P=0.012）的TSA培养基上，冻干型菌悬液的菌

落平均直径显著大于新鲜型菌悬液；在品牌A（P
＜0.001）和B（P=0.007）的TSA培养基上，冻干型

菌悬液的菌落平均直径极显著性大于新鲜型菌悬液

（表2）。冻干型与新鲜型菌悬液在5个品牌TSA培

养基上菌落平均直径的变异系数未见显著性差异

（P=0.697）。菌落平均直径大小与生长数量在不

同品牌培养基间（表2）未发现相关关系。

2.2.3   新鲜型和冻干型菌悬液在不同品牌TSA培养

基上肉眼可见菌落出现时间

对2种菌悬液在5个品牌TSA培养基上肉眼可见

菌落出现时间进行对比发现，冻干型菌悬液在TSA

培养基上的肉眼可见菌落出现时间显著短于新鲜型

菌悬液（P=0.047）。冻干型菌悬液在5个品牌TSA

培养基上的肉眼可见菌落出现时间进行对比发现，

品牌B显著性短于品牌A、D、E（P＜0.05）；新鲜

型菌悬液在5个品牌TSA培养基上的肉眼可见菌落

出现时间进行对比发现，品牌A、B、E显著性短于

品牌C和D（P＜0.05）。见表3。
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3   讨论
3.1  冻干型菌悬液与新鲜型菌悬液评价TSA培养基

的差异

本研究对比了新鲜型和冻干型铜绿假单胞菌 

CMCC（B）10104菌悬液在5个品牌TSA培养基上的

生长数量、菌落平均直径和肉眼可见菌落出现时

间之间的差异，结果显示，2种菌悬液在不同品牌

培养基上菌落平均直径和肉眼可见菌落出现时间

均存在显著性差异，冻干型菌悬液在不同品牌TSA

培养基上的生长数量呈现显著性差异。冻干型菌悬

液在不同的TSA培养基上，呈现了更多的差异。我

们认为，这主要由于冻干型菌种在生产过程中所受

冷冻伤害有关。冷冻处理后的细菌复溶后以正常未

损伤菌、损伤菌、死亡菌3种存在形式，活力上不

均一。损伤菌在一定条件下可以修复[9-14]，在本研

究情况下，修复情况随不同TSA培养基而异。而新

鲜菌悬液则以未损伤的营养体为主，活力好而且均

一。在实际检验工作中，待测样品中残留的微生物

受药品本身抑菌性[15]、水分活度[16]及加工过程等影

响，显然损伤菌的比例更大。作为一种菌种损伤

模型，冻干型菌悬液更接近于微生物在待测样品

的存活状态，更能灵敏识别培养基营养质量的差

异，为培养基质量的对比和验收提供了良好的即

用型工具。

本研究显示，铜绿假单胞菌 CMCC（B）10104

冻干型菌悬液在5个品牌TSA培养基上的菌落生长

数量存在显著性差异，而新鲜型菌悬液的菌落生

长数量未见显著性差异，这一结果与有关报道[8]一

致。虽然不同品牌TSA培养基生产过程中遵循了统

一的配方，由于不同厂家培养基原料、生产工艺等

存在一定差异，导致不同品牌TSA培养基在质量上

参差不齐[17-18]。两项研究的数据均显示，作为典型

损伤模型的冻干型菌悬液在不同培养基上形成的菌

落数量可灵敏地识别这一差异，该分析结果可为实

验室检验、环境监测等活动筛选出更为可靠、灵敏

的培养基。

本研究显示，冻干型菌悬液在不同品牌TSA培

养基上形成菌落数量的变异系数显著低于新鲜型菌

悬液。众所周知，微生物在培养过程中会形成联

体、细小团块等，简单菌悬液制备流程很难使菌体

在溶液中均匀分布，如果直接涂布计数会造成重复

测定样品间的较大变异。而冻干型产品生产企业

在生产过程中会进行针对处理（如使用胰酶消化

等），减少联体、团块的数量，使菌体在溶液中更

为均匀的分布，进而使得涂布计数菌落数量的变异

系数最大程度减小[19]。冻干型菌悬液在计数结果上

具有良好重复性，为培养基的验收提供了更为可靠

的技术工具。

本研究数据显示，冻干型菌悬液在TSA培养基

上的菌落直径大于新鲜型菌悬液，肉眼可见菌落出

现时间也短于新鲜型菌悬液，这可能与冻干型菌悬

液中含有微量的冻干保护剂[20-21]，以及冻干型菌悬

液使用了厂家提供的复溶液[22]有关。这些营养或保

护成分在一定程度上弥补了菌种在冻干过程中所受

的损伤，为菌种在TSA培养基上的生长创造了良好

条件。

3.2   培养基适用性检查的注意事项

做培养基适用性检查时，药典规定在菌落大

小、形态特征方面，待测培养基应与对照培养基间

无明显差异[1]。菌落形态、大小是一个不易量化的

观测指标。本研究采用Interscience Scan4000菌落计

数仪直接测量并计算菌落的平均直径，直接实现了

菌落大小的量化比较，并识别出不同品牌培养基间

的确存在一定的差异，进一步验证了相关研究[23]。

而使用Read Bio-400微生物自动培养及监控分析系

统，可顺利实现不同培养基上菌落出现时间的对比

分析，进一步识别出不同培养基间的确存在质量差

异，印证了菌落数量差异的结果。

研究显示，菌种生长数量较少的TSA培养基

（C和D）上，肉眼可见菌落出现时间相对更为滞

后，这进一步验证了这2个品牌培养基的质量与其

他培养基相比，不利于菌种的修复或生长；然而

在这2个品牌的培养基上，菌落平均直径相对较大

（表1～3），这可能与菌落较少时，单个菌落获得

的营养更为丰富、菌落间相互抑制作用较弱有关。

这一结果提示，在进行培养基质量判别时，应首先

关注菌落数量和肉眼可见菌落出现时间，这两项指

标无显著差异时，进一步对比菌落的大小。

总之，冻干型定量微生物产品使实验操作更

为便捷，所得结果可靠，利于筛选出对损伤菌促生

长能力强的培养基，继而提升环境、药品中有害微

生物的检出水平。微生物实验室可以使用操作简单

的冻干型菌悬液对计数培养基适用性和计数方法进

行验证。
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