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摘要　目的　研究杀菌试验中产生的泡沫对过氧化氢消毒液杀菌效果的影响及其试验方法。方法　通过比较载体
定量杀菌实验和悬液定量杀菌实验的方法，对实验中产生的泡沫影响过氧化氢消毒液杀菌的效果进行观察。结果　
不锈钢片载体法定量杀菌试验中，过氧化氢消毒液能与目标细菌充分接触和作用，可以避免泡沫的影响，能准确评价

常用浓度过氧化氢消毒液的杀菌性能。而布片、纸片载体可吸附大量气泡，悬液试验同样产生气泡影响试验效果。

结论　针对某些易被触酶分解产生泡沫的过氧化氢消毒剂，采用不锈钢菌片浸泡定量杀菌试验法评估其杀菌效果。
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　　过氧化氢属氧化性高效消毒剂，可杀灭包括细菌
芽孢在内的各种微生物〔１，２〕，分解产物为氧气和水。

定量杀菌效果是评价消毒剂杀菌性能的常用方法，包

括载体定量杀菌实验和悬液定量杀菌实验〔３〕，其中载

体定量杀菌实验所用的载体包括布片、滤纸片和不锈

钢片。在实际实验工作中发现，过氧化氢消毒液与某

些细菌繁殖体菌悬液混合后会产生泡沫，从而影响杀

菌效果。为观察杀菌实验中泡沫对过氧化氢消毒液

影响，本研究载体杀菌实验中不同载体消除泡沫的作

用，同时与悬液定量杀菌实验作平行比较观察。

１　材料与方法

１．１　试验材料
　　实验用过氧化氢消毒液原液含过氧化氢为

５８４ｇ／Ｌ与其他赋形剂组成液体制剂，为无色透明溶
液，无不良气味，ｐＨ值为１．７５。

实验指标菌为金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ６５３８）和大
肠杆菌（８０９９），均由中国微生物菌种保藏中心提供。

试剂主要包括中和剂（含１０ｇ／Ｌ硫代硫酸钠＋
１０ｇ／Ｌ吐温 －８０＋５ｇ／Ｌ卵磷脂的磷酸盐缓冲
液〔４－６〕，并按２００２年版《消毒技术规范》规定的悬液
定量实验程序进行了中和剂效果鉴定实验证明有效

（实验操作略）；３０ｇ／Ｌ牛血清白蛋白溶液（ＢＳＡ）；胰
蛋白胨大豆肉汤培养基（ＴＳＢ）、稀释液（ＴＰＳ）、胰蛋白
胨大豆琼脂培养基（ＴＳＡ）和磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）。

染菌载体包括规格为１０ｍｍ×１０ｍｍ的布片和滤
纸片以及直径为１２ｍｍ的不锈钢圆形片，灭菌后备用。
１．２　试验方法
１．２．１　菌悬液及染菌载体制备　取标准菌株的典
型菌落接种营养琼脂培养基新鲜培养物，经３７℃培
养２４ｈ，用ＴＰＳ洗下斜面上菌苔，转移到无菌试管
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中，经充分震荡混匀，用 ＴＰＳ稀释成含菌量为 １×
１０８ｃｆｕ／ｍｌ～５×１０８ｃｆｕ／ｍｌ，使用时与３０ｇ／Ｌ的ＢＳＡ
等量混合备用。取各菌悬液１０μｌ滴染于布片、滤
纸片和不锈钢片载体上，自然晾干后备用，确保回收

菌数为１×１０６～５×１０６ｃｆｕ／片。
１．２．２　悬液定量杀菌试验　实验在２０℃水浴条件
下进行，首先对消毒液和菌悬液恒温５ｍｉｎ。在无菌
试管内加入１．２５倍浓度的消毒液４ｍｌ（阳性对照为
ＴＳＰ）再加入菌悬液１ｍｌ，混匀并立即计时。作用至
预定时间，吸取０．５ｍｌ混合样液加入到含有４．５ｍｌ
中和剂的试管中，混匀中和作用１０ｍｉｎ。然后直接
混匀的样液以平板倾注法接种培养，作活菌计数，计

算杀灭对数值。每组实验试验进行３次。
１．２．３　载体定量杀菌试验　试验确保在２０℃水浴条
件下恒温５ｍｉｎ，按每菌片５．０ｍｌ的量在无菌平皿内加
入消毒液（阳性对照为ＴＰＳ），逐片放入染菌载体，并使
之浸没于消毒液中，并计时。作用至预定时间，将染菌

载体取出分别移入含５．０ｍｌ中和剂的试管中，中和作
用１０ｍｉｎ。经充分震荡洗脱，取洗脱液作倾注法接种
培养，进行活菌计数，计算杀灭对数值。试验进行３次。

２　结果

２．１　实验中泡沫观察结果
２．１．１　悬液定量杀菌实验结果　实验发现，过氧化
氢消毒液与金黄色葡萄球菌菌悬液混合后，立即产

生大量泡沫，泡沫可从试管口溢出；消毒液与大肠杆

菌菌悬液混合后，产生少量泡沫，两种菌产生的泡沫

量不同，但所产生的泡沫均使吸管无法准确吸取

０．５ｍｌ菌药混合液，导致后续试验无法精确进行。
２．１．２　载体定量杀菌试验结果　实验发现，布片和滤
纸片作为染菌载体，滴染金黄色葡萄球菌的布片和纸片

载体浸没于浓度为３０．０ｇ／Ｌ的过氧化氢消毒液后，立即
产生大量气泡并且附着在布片、滤纸下表面，使载体漂浮

在消毒液表层，不仅影响载体与消毒液接触面，也影响准

确计时；滴染大肠杆菌的布片和纸片载体浸没于相同浓

度的过氧化氢消毒液后，产生泡沫较少且速度较慢，测试

的准确性可能会有一定的影响。而滴染有上述两种细菌

的不锈钢片浸没于过氧化氢消毒液中基本无泡沫附着。

２．２　杀菌实验结果
选择不锈钢染菌片进行载体定量杀菌实验。结

果显示，用浓度为３０．０ｇ／Ｌ的过氧化氢消毒液作用
３０ｍｉｎ，对不锈钢载体上大肠杆菌、金黄色葡萄球菌
的杀灭对数值均＞３．００（表１）。

３　讨论

作为一种自身保护机制，所有的需氧菌和大部

分兼性厌氧菌都携带有过氧化氢分解酶（触酶），金

黄色葡萄球菌和大肠杆菌触酶试验均为阳性，菌体

表面携带的过氧化氢酶能迅速分解消毒剂成分过氧

化氢而产生气体物质，形成泡沫。泡沫阻碍消毒液

与目标菌充分接触和作用，且影响液体的准确吸取，

导致无法获取残留菌的真实数量，因而普通的悬液

定量杀菌试验不能精确评价过氧化氢的杀菌能力，

此与魏兰芬等报道的结果一致〔７〕。

表１　过氧化氢消毒液对不锈钢载体上细菌杀灭效果

实验指标菌
作用不同时间（ｍｉｎ）平均杀灭对数值

１５ ３０ ４５

阳性对照

菌数对数值

金黄色葡萄球菌 ２．４８ ６．５２ ６．５２ ６．５２
大肠杆菌 ２．６３ ６．６１ ６．６１ ６．６１

　　载体定量杀菌试验分为布片法、滤纸片法和不锈
钢片法等。布片和滤纸片定量杀菌试验中发现，含有

金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的菌片放入过氧化氢后，

产生的气泡会附着在布片下面，使布片漂浮在消毒液

液面，阻碍菌体与过氧化氢充分接触，同样影响杀菌试

验的准确性。不锈钢片载体定量杀菌试验中，不锈钢

载体产生的气泡几乎不附着在不锈钢片上，气泡漂浮

到液面将气体释放到空气中，菌体与过氧化氢充分接

触。我国２００２年版《消毒技术规范》规定，不锈钢载体
法仅用于灭菌剂的定性灭菌试验，但在实际使用中，过

氧化氢作为消毒剂，常用于不锈钢餐具、医疗器械、物

体表面等消毒，不锈钢片载体法的杀菌试验结果可满

足金属等密度较大的材质实际使用要求。为了避免泡

沫对过氧化氢定量杀菌能力的影响，针对细菌触酶容

易发挥作用的过氧化氢消毒液，建议在实验室评价杀

菌效果时，根据实际使用情况，采用不锈钢等密度较大

材质制备的载体法，考虑微生物存在的触酶活性，实际

使用剂量应在实验室有效剂量基础上，适当提高作用

浓度或延长作用时间，以确保消毒效果。
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