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［摘　 要］ 　 为评价戊二醛－癸甲溴铵复合剂在不同条件下对大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌的杀菌

效果，通过悬液定量杀菌试验探究了戊二醛－癸甲溴铵复合剂在不同环境温度（４ ℃、２５ ℃、３７ ℃ ）、
不同作用时间（１ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ）以及存在有机干扰物（３％、２５％的牛血清白蛋白）等条件下对猪

源大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌的杀菌作用。 结果显示，在没有有机物干扰时，浓度为 １６７ ｍｇ ／ Ｌ
的戊二醛－癸甲溴铵复合剂在 ４ ℃、２５ ℃、 ３７ ℃下均可在 ５ ｍｉｎ 内完全杀灭 ２ 种受试菌（１０７ ＣＦＵ），
说明环境温度对该复合剂的杀菌作用影响不明显。 当有机物浓度为 ３％时，该复合剂在 １０ ｍｉｎ 内完

全杀灭大肠埃希菌的最低浓度为 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ，金黄色葡萄球菌为 １２５ ｍｇ ／ Ｌ；有机物浓度为 ２５％时，作
用时间不低于 １０ ｍｉｎ，完全杀灭大肠埃希菌的最低浓度为 １０００ ｍｇ ／ Ｌ，金黄色葡萄球菌为 １２５０ ｍｇ ／ Ｌ。
有机物含量高杀灭相同数量受试菌所需复合剂的量也需要加大、作用时间延长，说明有机干扰物对

复合剂的杀菌作用影响较大。 本研究结果提示，为达到较好的杀菌效果，养殖场在使用戊二醛－癸
甲溴铵复合剂时的有效浓度应不低于 １２５０ ｍｇ ／ Ｌ，作用时间 １０ ｍｉｎ 以上时杀菌效果更好。
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ｏｒｇａｎｉｃ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｎｏ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １２５０ ｍｇ ／ Ｌ ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｔｉｍｅ ｎｏ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １０ ｍｉｎｕｔｅｓ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔ ｕｓｅｄ ｉｎ ｓｗｉｎｅ ｆａｒｍ ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ
ｂｅｔｔｅｒ ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ－ｄｅｃｉｑｕａｍ； Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ； Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ； ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔ； ｓｔｅｒｉｌｉｚｉｎｇ ｒａｔｅ

　 　 随着养猪业的快速发展，规模化、集约化程度

越来越高，在带来良好养殖效益的同时，猪的疫病

也不断发生，成为困扰养猪业的一个重大问题。 当

前危害养猪业的重要病原较多，可分为病毒性病

原、细菌性病原、寄生虫性病原等，为了减少和杜绝

传染性病原在猪群中的传播，做好生物安全措施至

关重要。 消毒是猪场生物安全体系的重要环节，做

好平时的消毒工作，能够减少病原微生物的数量，

减少动物的感染和发病［１－３］。 目前，市场上的消毒

剂种类繁多，作用效果也受到各种因素的影响而不

尽相同。

戊二醛－癸甲溴铵复合剂是养殖场常用的一种

消毒剂，前期对猪场常见病原菌的杀灭效果也受到

多种因素影响。 调查表明因大肠埃希菌引起的仔

猪腹泻和因金黄色葡萄球菌引起猪的急性、亚急

性、慢性乳房炎等疾病在采取消毒措施的规模化猪

场仍比较常见［４－５］，部分原因是一些规模化养猪场

技术人员对消毒剂的使用方法不当造成的。 消毒

剂的作用受到药物浓度、环境温度、作用时间、微生

物的种类和数量、环境中有机干扰物的多少等诸多

因素的影响。 武守艳［６］、徐秀荣［７］ 等对戊二醛－癸

甲溴铵复合剂对大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌的

杀菌作用进行了研究，为其合理使用提供了试验依

据。 考虑到猪场由于长期使用消毒剂及使用药物，

会造成一些耐药菌株的产生，降低药物的使用效

果，本研究以从发病猪上分离的大肠埃希菌和金黄

色葡萄球菌为受试菌，评价戊二醛－癸甲溴铵复合

剂在不同条件下对受试菌的作用效果，为猪场更好

地使用该消毒剂提供参考。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 菌株　 猪源大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、猪源金黄

色葡萄球菌（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）分离株均由西北农林科技大

学动医学院兽医公共卫生学实验室分离、鉴定、保

存。 该两个分离株均为从患病猪上分离得到，但未

进行血清分型。

１．１．２　 主要试剂 　 牛血清白蛋白、吐温－８０、甘氨

酸、普通营养琼脂均购自杭州天和微生物试剂有限

公司；戊二醛、癸甲溴铵等试剂均为国产分析纯试

剂。 ＰＢＳ（含 ＫＣｌ ０．２ ｇ，ＮａＣｌ ８．０ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ ０．１ ｇ，

Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ ２．０３６ ｇ，溶于 １ Ｌ 超纯水，调整

ｐＨ 至 ７．４， １２１ ℃高压蒸汽灭菌 ２０ ｍｉｎ。）。 ＬＢ 液

体培养基（酵母提取物 １．０ ｇ，胰蛋白胨 ２．０ ｇ，ＮａＣｌ

２．０ ｇ，溶于 ２００ ｍＬ 超纯水调整 ｐＨ 至 ７．４，１２１℃高

压蒸汽灭菌 ２０ ｍｉｎ。 ４ ℃保存）。 ＬＢ 固体培养基

（在 ＬＢ 液体培养基的基础上加 ３ ｇ 琼脂粉，其余操
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作同 ＬＢ 液体培养基）。

１．１．３　 戊二醛－癸甲溴铵复合剂及其中和剂的配制

戊二醛－癸甲溴铵复合剂：取１００ ｇ的戊二醛和１００ ｇ

的癸甲溴铵于１ Ｌ超纯水中，配制成浓度为１００ ｇ ／ Ｌ

的溶液。 中和剂：取 ３ ｍＬ 的吐温－８０、１ ｇ 甘氨酸溶

于 ９７ ｍＬ 的 ＰＢＳ 中，１２１ ℃高压蒸汽灭菌 ２０ ｍｉｎ。

４ ℃备用。

１．２　 方法

１．２．１　 受试菌株的复苏　 将大肠埃希菌和金黄色

葡萄球菌冻干粉接种于 ５ ｍＬ ＬＢ 液体培养基，每个

菌种接种 ３ 管，３７ ℃培养 １８ ｈ。 用接种环挑取菌液

在 ＬＢ 固体培养基上划线接种，３７ ℃培养 ２４～４８ ｈ。

挑单个菌落于 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中增菌，３７ ℃

震荡培养 ２４ ｈ，置 ４ ℃备用。

１．２． ２ 　 受试菌悬液的制备 　 按照 《消毒技术规

范》 ［８］和《食品安全国家标准 食品微生物学检验菌

落总数测定》 ［９］ 中的有关规定，采用 １０ 倍稀释法，

灭菌用 ＰＢＳ 溶液将受试菌分别调整为 １ × １０７ ～

５×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ。

１．２．３　 戊二醛－癸甲溴铵中和剂的中和作用试验　

按照《消毒技术规范》 ［８］和韩杰等［１０］方法，用 ３％的

吐温－８０＋１％的甘氨酸的混合液为戊二醛－癸甲溴

铵的中和剂，用受试的大肠埃希菌进行中和试验。

将符合消毒剂试验要求的菌悬液与消毒剂按 １ ︰ ９

进行混合、作用。

中和剂试验分以下 ６ 组。 第 １ 组：消毒剂＋菌

悬液；第 ２ 组：（消毒剂＋菌悬液） ＋中和剂；第 ３ 组：

中和剂＋菌悬液，用以验证中和剂是否抑菌；第 ４

组：（消毒剂＋中和剂）＋菌液；第 ５ 组：稀释液＋菌悬

液，作为阳性对照；第 ６ 组：稀释液＋中和剂，作为阴

性对照。

１．２．４　 悬液定量杀菌试验

１．２．４．１　 无有机干扰物时戊二醛－癸甲溴铵复合剂

的杀菌作用　 在不同的消毒剂浓度、环境温度、作

用时间条件下，对戊二醛－癸甲溴铵复合剂对大肠

埃希菌和金黄色葡萄球菌的杀菌效果进行研究。

用 ＰＢＳ 溶液将戊二醛 － 癸甲溴铵复合剂

（１００ ｇ ／ Ｌ）分别配制成 ５００、２５０、１６７、１２５ ｍｇ ／ Ｌ 的

溶液。 分别吸取配制好的复合剂溶液 ４．５ ｍＬ 于灭

菌试管中，再取受试菌液 ０．５ ｍＬ 于另一无菌的试

管中，置于 ３７ ℃、２５ ℃和 ４ ℃条件下平衡２０ ｍｉｎ；

然后将平衡好温度的 ０．５ ｍＬ 菌液加入到 ４．５ ｍＬ 复

合剂中，充分混匀；在平衡好的温度条件下分别作

用 １ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ 后，取 ０．５ ｍＬ 反应液于一新的无菌

试管中，加入 ４． ５ ｍＬ 中和剂溶液，混匀后作用

１０ ｍｉｎ，取 １００ μＬ 接种于 ＬＢ 固体培养基上，涂布

均匀后置 ３７ ℃培养 ２４ ｈ，进行菌落计数（每个反应

管做 ２ 个板），计算不同条件下的杀菌率。 以灭菌

ＰＢＳ 溶液取代消毒液，其他条件不变作为阳性对

照；以灭菌 ＰＢＳ 溶液取代消毒剂和菌液，其他条件

不变作为阴性对照。 每个条件下的实验重复三次。

１．２．４．２　 存在有机干扰物时戊二醛－癸甲溴铵对受

试菌的杀灭作用　 在制备好的受试菌菌悬液中加

入牛血清白蛋白，使终浓度分别为 ３％和 ２５％。 选

择戊二醛－癸甲溴铵复合剂在无蛋白干扰下的最低

有效杀菌剂量，在 ２５ ℃下进行悬液定量杀菌试验，

作用时间分别为 １ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ 和 １０ ｍｉｎ；如果消毒

剂的最低有效杀菌剂量不能进行有效的杀灭时，在

此基础上提高复合剂的浓度，再进行悬液定量杀菌

试验。 通过菌落计数，评价杀菌效果。

２　 结　 果

２．１　 戊二醛－癸甲溴铵复合剂的中和剂作用结果

分别用灭菌 ＰＢＳ 溶液将受试菌浓度调整到 １０７

ＣＦＵ ／ ｍＬ，满足试验的需要。 根据《消毒技术规范》

中和剂鉴定合格判断标准。 从表 １ 可以看出，在戊

二醛－癸甲溴铵浓度为 ５００ ｍｇ ／ Ｌ 时，第 １、２ 组无菌

落生长；第 ３、４、５ 组之间的菌落误差率≤１５％；第 ６

组无菌落生长。 实验结果说明，３％吐温－８０＋１％的

甘氨酸可以作为戊二醛－癸甲溴铵复合剂的中和

剂。 中和剂、中和剂与消毒剂的反应产物对大肠埃

希菌生长均无影响，满足试验要求。
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表 １　 戊二醛－癸甲溴铵复合剂中和剂的作用结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｅｒ ｆｏｒ ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ－ｄｅｃｉｑｕａｍ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ １ ２ ３ ４ ５ ６

细菌数 ／ ＣＦＵ
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ０ １ （２．８±０．０８）×１０７ （３．３±０．１６）×１０７ （３．６±０．２２）×１０７ ０

　 表中结果为三次试验的平均值；２５ ℃，作用 ５ ｍｉｎ
　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｔｒｉａｌ；ａｔ ２５ ℃ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ

２．２　 无有机干扰物时戊二醛－癸甲溴铵复合剂的

杀菌作用　 表 ２ 结果显示，在没有有机物干扰时，
戊二醛－癸甲溴铵复合剂浓度≥１６７ ｍｇ ／ Ｌ 时，在

４ ℃、２５ ℃、３７ ℃下分别作用 ５ ｍｉｎ，对两种受试菌

的杀菌率均可达到 １００％。 在试验温度下可见温度

对戊二醛－癸甲溴铵的杀菌作用影响不大。

表 ２　 无有机干扰物时戊二醛－癸甲溴铵复合剂对受试菌的杀灭结果

Ｔａｂ ２　 Ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ－ｄｅｃｉｑｕａｍ ｏｎ ｔｅｓｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｗｉｔｈｏｕｔ ｏｒｇａｎｉｃ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

浓度 ／ （ｍｇ·Ｌ－１）
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

温度 ／ ℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

作用时间 ／ ｍｉｎ
Ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｔｉｍｅ

试验菌 Ｔｅｓｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

大肠埃希菌
Ｅ．ｃｏｌｉ

金黄色葡萄球菌
Ｓ．ａｕｒｅｕｓ

１２５

４
１ ８７．４０ ９３．４２

５ ９９．００ １００．００

２５
１ ９４．００ ９５．００

５ １００．００ １００．０

３７
１ ９９．００ ９７．６７

５ １００．０ １００．０

１６７

４
１ ９０．００ ９７．７０

５ １００．０ １００．０

２５
１ ９６．７０ １００．０

５ １００．０ １００．０

３７
１ １００．０ １００．０

５ １００．０ １００．０

２５０

４
１ １００．０ １００．０

５ １００．０ １００．０

２５
１ １００．０ １００．０

５ １００．０ １００．０

３７
１ １００．０ １００．０

５ １００．０ １００．０

５００

４
１ １００．０ １００．０

５ １００．０ １００．０

２５
１ １００．０ １００．０

５ １００．０ １００．０

３７
１ １００．０ １００．０

５ １００．０ １００．０
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２．３　 存在有机干扰物时戊二醛－癸甲溴铵复合剂

对受试菌的杀菌作用 　 本试验在 ２５ ℃ 条件下进

行。 当有机物浓度为 ３％时，戊二醛－癸甲溴铵复合

剂在不少于 １０ ｍｉｎ 的作用时间下，１００％杀灭两种

受试菌的最低有效浓度为 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ。 当有机物浓

度为 ２５％时，戊二醛－癸甲溴铵复合剂在不少于

１０ ｍｉｎ的作用时间下，１００％杀灭大肠埃希菌的最低

有效浓度为 １０００ ｍｇ ／ Ｌ，１００％杀灭金黄色葡萄球菌

的最低有效浓度为 １２５０ ｍｇ ／ Ｌ。 结果见表 ３，提示

有机干扰物对消毒剂杀菌作用有较大的影响，在猪

场环境卫生状况不好时会对消毒剂的杀菌作用有

较大的影响。

表 ３　 存在有机干扰物时戊二醛－癸甲溴铵对受试菌的杀灭作用结果

Ｔａｂ ３　 Ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙ－ｄｅｃｉｑｕａｍ ｏｎ ｔｅｓｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｏｒｇａｎｉｃ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

细菌种类
Ｂａｃｔｅｒｉａ

有机物浓度 ／ ％
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃｓ

消毒剂浓度

／ （ｍｇ·Ｌ－１）
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔ

对照组平均菌落数 ／ ＣＦＵ
Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

不同时间的平均杀灭率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

１ｍｉｎ ５ｍｉｎ １０ｍｉｎ

大肠埃希氏菌
Ｅ．ｃｏｌｉ

０ １６７

３ ２５０

２５ １０００

１．５７×１０７

９６．７０ １００．０ １００．０

９２．６８ ９８．９０ １００．０

５７．２０ ９８．７３ １００．０

金黄色葡萄球菌
Ｓ．ａｕｒｅｕｓ

０ １２５

３ ２５０

２５ １２５０

２．１５×１０７

９５．００ １００．０ １００．０

８１．３０ ９９．００ １００．０

６２．８０ ９９．９８ １００．０

３　 讨　 论

戊二醛是一种速效、广谱的化学杀菌剂，对多

种微生物表现出杀灭活性，对繁殖型的细菌、病毒、

分枝杆菌、致病性霉菌和细菌芽孢等均有杀灭作

用，且对人毒性较低。 癸甲溴铵不仅能与阳离子、

非离子、两性离子表面活性剂配伍，与乙醇、异丙醇

等溶剂复配成复合制剂，耐温、耐光，而且能杀灭细

菌繁殖体、真菌、病毒，属高效消毒剂［１１］。 癸甲溴

铵消毒剂对细菌、真菌、亲脂性病毒有效，但对芽孢

作用有限，而戊二醛消毒剂对芽孢杀灭作用显著，

二者的结合不仅可以弥补单一消毒剂使用的缺陷，

还可以增强杀菌效果和消毒剂稳定性。 季铵盐与

细菌细胞壁膜上的多磷脂反应，也能使细菌细胞壁

上的肽变性，随后戊二醛破坏细菌表面的蛋白受

体。 戊二醛－癸甲溴铵复合消毒剂在生产中主要应

用于猪舍环境、消毒池消毒。 本研究发现戊二醛－

癸甲溴铵复合消毒剂在相同的浓度和相同的作用

时间对金黄色葡萄球菌的杀菌率高于大肠埃希菌，

但具体杀菌机制有待深入研究。

影响消毒剂杀菌效果的主要因素是消毒剂的

浓度、作用时间、温度、微生物的种类和数量以及畜

舍有机物的干扰。 研究发现，温度每升高 １０ ℃消

毒剂的杀灭率提高 ２ ～ ３ 倍，当猪舍内温度≤１６ ℃

时，消毒剂对病原微生的杀灭率将会降低；同时，畜

舍的粪便的清理程度将会影响消毒剂的杀菌效

果［１２－１３］。 戊二醛－癸甲溴铵复合消毒剂比单体溶

液杀菌作用更显著［７］。 合理、有效地使用消毒剂，

控制消毒剂污染，对动物疫病防控、环境保护、养殖

业健康发展都有着现实重要意义。 本研究以猪场

常见的病原菌大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌为受

试菌，研究了戊二醛－癸甲溴铵复合剂在不同的浓

度、温度及不同含量有机物干扰下对受试菌的杀灭

作用。 结果发现，环境温度对该消毒剂的杀菌作用

影响不大，消毒剂浓度、作用时间及有机物的干扰
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等因素对其杀菌作用有较大的影响。 所以，在猪场

使用消毒剂时，为保证有更好的杀灭效果，建议养

殖场定期打扫畜舍环境卫生，尽量减少有机物对消

毒剂杀菌作用的干扰。 在使用戊二醛－癸甲溴铵复

合剂消毒时，有效浓度不低于 １２５０ ｍｇ ／ Ｌ，作用时间

在 １０ ｍｉｎ 以上；猪舍粪便、饲料等有机物含量较高

时可适当加大消毒剂浓度和延长作用时间。 本研

究为戊二醛－癸甲溴铵复合剂在猪场的使用提供了

参考。
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