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近年来，血液透析引起的感染常有报道，究其原因仍然

是血液透析机与透析器消毒不到位，故透析治疗结束后进行

有效的管路消毒显得尤为重要 [1]。由于目前广泛使用的碳酸

氢钠透析液在管路中会产生钙的沉淀，而柠檬酸具有很好的

溶解作用，同时柠檬酸为食品添加剂或医药化工原料，毒性

低，无刺激性，所以近年来将其与热力协同用于血液透析机

管路消毒也逐渐广泛，其主要杀菌效果可靠、稳定性好、腐

蚀性小、使用安全等，可用于耐热器械的清洗、脱钙和消

毒 [2,3]。但目前对柠檬酸消毒液与热力协同杀菌作用的研究

比较多的是固定在80˚C和在血液透析机上的消毒，对其他

热力温度下和医疗设备的消毒研究比较少。本研究旨在比较

柠檬酸消毒液在不同热力协同作用下对医院常见感染菌的

杀菌效果，为血液透析机的实际消毒提供更全面的依据，同

时为其他耐热医疗器械的消毒提供可行性的参考。现将结果

报告如下。

1. 材料与方法

1.1 一般材料

实验用柠檬酸消毒液由广东环凯微生物科技有限公司提

收稿日期： 2017-09-25
作者简介： 张丽蓉，助理工程师，从事微生物安全监测与控制产品的研究工作；邓金花，通讯作者。

基金项目： 广州市科技项目（201610010172）。

柠檬酸与热力协同杀灭医院常见感染菌
的效果研究
张丽蓉  邓金花  宋金武  黄报亮  广东环凯微生物科技有限公司  （广东 广州  510663）

文章编号：1006-6586(2017)23-0150-03   中图分类号：R187   文献标识码：A

内容提要： 目的：观察柠檬酸消毒液与不同热力协同杀灭医用常见感染菌的效果，为血液透析机及其他耐热医疗设备的消

毒提供更全面的依据。方法：采用载体浸泡定量杀菌实验方法，对柠檬酸消毒液与不同热力协同作用对医院常

见感染菌的杀菌效果进行比较。结果：将含 8850mg/L 的柠檬酸消毒液分别加温至 50˚C 作用 30min 和加温至

60˚C 作用 10min，对肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、乙型溶血性链球菌和粪肠球菌的平均杀灭对数值均 >3.00，
对枯草杆菌黑色变种芽孢的平均杀灭对数值分别为 1.94 和 1.33。将含 8850mg/L 的柠檬酸消毒液加温至 70˚C
作用 30min，对枯草杆菌黑色变种芽孢的平均杀灭对数值为 5.96。将含 8850mg/L 的柠檬酸消毒液加温至 80˚C
作用 10min，对枯草杆菌黑色变种芽孢的平均杀灭对数值为 5.94。结论：柠檬酸消毒液加温至 50˚C 时，对医

院常见感染菌具有良好的协同杀灭作用，加温至 70˚C 时，对枯草杆菌黑色变种芽孢具有良好的协同杀灭作用。
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Abstract: Objective: To study the sterilizing effect of citric acid disinfectant and different heat in the killing of common nosocomial infectious bacteria, provides a more 
comprehensive basis for practical disinfection of hemodialysis machine and other heat-resistant medical equipment. Methods: The carrier immersion quantitative 
germicidal method was used to comparison of the sterilizing effects of citric acid disinfectant and different heat in the killing of common nosocomial infectious 
bacteria. Results: The average killing logarithm values of Klebsiella Pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Streptococcus pyogens and Enterococcus faecalis 
spores to citric acid disinfectant with the concentration of 8850mg/L for 30min when heated to 50˚C or for 10min when heated to 60˚C were higher than 3.00, 
the average killing logarithm values of Bacillus subtilis var.niger were 1.94 and 1.33 . The average killing logarithm values of Bacillus subtilis var.niger spores to 
citric acid disinfectant with the concentration of 8850mg/L for 30min when heated to 70˚C was 5.96, The average killing logarithm values of Bacillus subtilis var.
niger spores to citric acid disinfectant with the concentration of 8850mg/L for 10min when heated to 80˚C was 5.94. Conclusion: When heat up to 50˚C, citric acid 
disinfectant has good synergistic effect on common nosocomial infectious bacteria ; heat up to 70˚C, it has good synergistic effect on Bacillus subtilis var.niger.
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供，实验时，用无菌标准硬水配制成不同浓度液体，现配现用。

实验指示菌为肺炎克雷伯菌（Klebsiella Pneumoniae）

（CMCC 46117），鲍曼不动杆菌（Acinetobacter baumannii）

（ATCC 19606）、乙型溶血性链球菌（Streptococcus pyogens）

（ATCC 21059）、粪肠球菌（Enterococcus faecalis）（ATCC 

29212）和枯草杆菌黑色变种芽孢（Bacillus subtilis var.niger）

（ATCC 9372），均由广东省微生物菌种保藏中心提供。

染菌载体用灭菌的不锈钢圆片。

1.2 方法

1.2.1 菌悬液制备

将各实验菌种经过分离培养，取典型菌落接种营养琼脂

培养基斜面，培养24h，用其新鲜斜面培养物配制实验菌悬

液。枯草杆菌黑色变种芽孢经纯化分离单个菌落，用营养肉

汤进行增菌培养，按照2002版《消毒技术规范》[4]中规定的

细菌芽孢培养程序，制备出细菌芽孢悬液，用含 l000mg/L

胰蛋白胨生理盐水（TPS）将芽孢悬液稀释配制成含菌量为

1.0×108~5.0×108cfu/mL。

1.2.2 菌片制备

取1.2.1制备的菌悬液10μL分别滴染于无菌脱脂不锈钢

圆片上，置37˚C温箱内干燥备用。

1.2.3 中和剂鉴定实验

实验菌以肺炎克雷伯菌和枯草杆菌黑色变种芽孢为代

表，实验设6组，按照2002版《消毒技术规范》中规定的中

和剂鉴定实验程序进行实验。结果，以第1组无菌生长或菌

数远少于第2组；第2组菌数超过5cfu/mL；第3、4、5组菌

数为1.0×108~5.0×108cfu/mL，且组间菌落数误差小于15%；

第6组不长菌，表明所选中和剂及其浓度适宜。实验重复2次。

1.2.4 载体浸泡定量杀菌实验

在50˚C、60˚C、70˚C和80˚C水浴条件下进行，按1片

菌片5mL的用量，将柠檬酸溶液加入无菌小平皿中（阳性对

照用稀释液），加入预先制备的菌片，待菌药相互作用至各

预定时间，用无菌镊子将菌片分别移入装有5.0mL中和剂的

试管中，中和作用10min，振摇洗脱，使中和作用充分。吸

取1.0mL样液用倾注法接种，待培养基凝固后置于37˚C培养，

观察结果（对细菌繁殖体培养24~48h观察最终结果，对枯

草杆菌黑色变种芽孢培养72h观察最终结果），计数平板菌

落数，计算平均杀灭对数值。实验重复3次。

2. 结果

2.1 中和剂鉴定实验结果

结果表明，用含10g/L吐温80˚C组成的磷酸盐缓冲液
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医院耐热医疗设备的消毒可以根据实际情况，综合操作、保

养、机器故障率、能耗等多方面因素，选择科学的消毒方法，

以及合适的温度、时间等参数。
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（PBS）作为中和剂，可有效中和柠檬酸最高实验浓度溶液

对肺炎克雷伯菌和枯草杆菌黑色变种芽孢的残余作用，且中

和剂和中和产物对实验菌及培养基均无影响（表1）。

2.2 载体浸泡定量杀菌实验

载体实验表明，将浓度为8850mg/L柠檬酸溶液加温至

50˚C作用30min和加温至60˚C作用10min，对肺炎克雷伯菌、

鲍曼不动杆菌、乙型溶血性链球菌和粪肠球菌的平均杀灭对

数值均>3，对枯草杆菌黑色变种芽孢的平均杀灭对数值为

1.94和1.33。将含8850mg/L的柠檬酸溶液加温至70˚C作用

30min，对枯草杆菌黑色变种芽孢的平均杀灭对数值为5.96。

将含8850mg/L的柠檬酸溶液加温至80˚C作用10min，对枯

草杆菌黑色变种芽孢的平均杀灭对数值为5.94（表2）。

3. 讨论

加热可以提高化学消毒剂的杀菌活性、可扩大杀菌谱、

加快杀菌速度，这已经得到多数研究证实 [5]。本研究结果

表明，将柠檬酸消毒液加温至50˚C作用30min或60˚C作用

10min，对医院常见感染菌具有良好的协同杀灭作用，且随

温度升高杀灭医院常见感染菌的作用明显增强；而要对枯

草杆菌黑色变种芽孢具有良好的协同杀灭作用，必须要加温

到60˚C作用60min或70˚C作用30min或80˚C作用10min才

能得以实现。柠檬酸具有一定抗菌作用，杀菌力较弱，不可

直接用作消毒剂，但在加热条件下便能显示出较强的杀菌作

用，热力是促进柠檬酸杀菌效果的重要因素，随着温度的升

高，微生物受到热力的作用，活动加速且细胞外壳的通透性

改变，导致胞膜功能损伤而使小分子物质及降解的核糖体漏

出，柠檬酸消毒液的分子运动也会改变，渗透性增高，杀菌

效果增强 [6,7]。

医疗水平的快速发展带来了医疗设备的不断推陈出新，

新的医疗设备不仅有新的功能，也会采用新的材料、新的操

作方法、新的结构，而医院的设备消毒也需要有更加科学的

方法。科学的消毒方法不仅能够达到良好的消毒效果而且可

以保护设备的性能，延长设备的使用寿命。所以综上所述，

表 1. 中和剂鉴定实验结果

组别
各组平均回收菌数 (cfu/mL)

肺炎克雷伯菌 枯草杆菌黑色变种芽孢

1 0 0

2 38 16

3 302 000 000 188 000 000

4 300 000 000 185 000 000

5 298 000 000 189 000 000

6 0 0

表 2. 柠檬酸与不同热力协同作用下杀菌实验效果

实验菌
作用温度
(˚C)

作用不同时间 (min) 平均杀灭对数值 阳性对照
组菌数对
数值10 20 30 60

肺炎克

雷伯菌

50 1.94 2.96 3.81 5.38

6.04
60 4.96 5.49 6.04 6.04

70 6.04 6.04 6.04 6.04

80 6.04 6.04 6.04 6.04

鲍曼不

动杆菌

50 1.75 2.87 3.70 5.04

6.13
60 5.00 5.25 6.13 6.13

70 6.13 6.13 6.13 6.13

80 6.13 6.13 6.13 6.13

乙型溶

血性链

球菌

50 1.92 2.94 3.97 5.29

5.96
60 4.88 5.64 5.96 5.96

70 5.96 5.96 5.96 5.96

80 5.96 5.96 5.96 5.96

粪肠

球菌

50 2.03 2.98 4.04 5.37

6.09
60 5.01 5.73 6.09 6.09

70 6.09 6.09 6.09 6.09

80 6.09 6.09 6.09 6.09

枯草杆

菌黑色

变种

芽孢

50 1.01 1.24 1.94 2.32

6.34
60 1.33 1.98 2.65 3.42

70 2.34 2.95 5.96 6.14

80 5.94 6.14 6.34 6.34


