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摘要：目的 建立芪连降糖片的微生物限度检查方法。方法 分别采用稀释法、平皿法、薄膜过滤法，加入金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞

菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉进行计数法适用性试验；将１０ｍＬ１∶１０和１∶５０（ｍ／Ｖ）供试液分别接种至胰酪大豆胨琼脂培
养基、胰酪大豆胨液体培养基中，接种大肠埃希菌进行控制菌检查适用性试验。结果 需氧菌总数的计数采用薄膜过滤法（１∶１０供试
液，ｍ／Ｖ），霉菌和酵母菌总数的计数采用平皿法（１∶１０供试液，ｍ／Ｖ），控制菌检查采用培养基用量 １００ｍＬ的平皿法符合要求。
结论 联用平皿法和薄膜过滤法的微生物计数法可有效去除芪连降糖片中微生物的抑菌作用，有利于检出潜在污染微生物。
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芪连降糖片用于治疗２型糖尿病，有生津止渴、活
血化瘀功效，临床多用于消除糖尿病患者的内热，缓解

其气虚。其主要成分为黄芪、黄连等中药材，黄芪中黄芪

甲苷可降血糖，调血脂，抑制炎症，改善血管病变等；黄

连中黄连素能促进胰岛素分泌，防止肝糖原异生犤１犦。黄

芪甲苷对革兰阳性菌和革兰阴性菌均有抑制作用，故黄

芪对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠埃希氏菌有

强烈的抑制作用，但对酵母菌、黑曲霉等真菌类几乎无

抑制作用犤２犦；同抗菌肽结合后的黄芪对铜绿假单胞菌也

有抑制作用犤３犦。黄连水提物黄连素主要是对革兰阳性球

菌（如金黄色葡萄球菌）和革兰阴性短杆菌（如大肠埃希

菌）抑制作用明显犤４犦。由于上述成分的抑菌作用，常规法

检查结果不能真实反映该药物的微生物污染情况。本研

究中采取稀释法、薄膜过滤法与平皿法进行渐进式研

究，建立了芪连降糖片的微生物限度适用性检查方法犤５犦。

现报道如下。

１ 仪器、试药与菌株

１．１ 仪器

ＴＥ２１０１－Ｌ型电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；
ＳＰＸ－１５０Ｆ－Ⅱ型立式生化培养箱（上海龙跃仪器设备
公司）；ＭＪ－１５０－Ⅰ型霉菌培养箱（上海齐欣科学仪器
有限公司）；ＧＩ８０ＴＷ型立式高压蒸汽灭菌器（厦门致微
仪器有限公司）；ＺＷＦ－１１０Ｘ５０型恒温培养振荡器（上
海智城分析仪器制造有限公司）；ＭＺ－３０１型微生物限
度仪（杭州美卓生物科技有限公司）；ＢＸ５３Ｆ型显微镜带
成像系统（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ株式会社）；ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ
全自动细菌鉴定及药敏分析系统（法国生物梅里埃股份

有限公司）。

１．２ 试药

芪连降糖片（首都医科大学某附属医院，批号为

２０１９１２０１，规格为每片 ０．５６ｇ）；ｐＨ７．０无菌氯化钠 －
蛋白胨缓冲液、０．１％蛋白胨缓冲液（０．１％ Ｐｅｐｔｏｎｅ

·检验检测·
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菌种

金黄色葡萄球菌（ＴＳＡ）

铜绿假单胞菌（ＴＳＡ）

枯草芽孢杆菌（ＴＳＡ）

白色念珠菌（ＴＳＡ）

黑曲霉（ＴＳＡ）

白色念珠菌（ＳＤＡ）

黑曲霉（ＳＤＡ）

试验组

３／２９／５９
５０／７２／６５
１０／３０／４４
３９／４５／４２
２７／３１／２５
４０／４９
３０／３４

供试品对照组

０／０／０
０／０／０
０／０／０
０／０／０
０／０／０
０／０
０／０

菌液对照组

８０／８６／７０
８３／８９／７３
６３／６８／５３
５８／５９／９
４０／４１／３０
５８／５９
４０／４０

回收比值

０．０４／０．３４／０．８４
０．６０／０．８１／０．８９
０．１６／０．４４／０．８３
０．６７／０．７６／０．８６
０．６８／０．７６／０．８３
０．６９／０．８３
０．７５／０．８５

表 １ 需氧菌、霉菌、酵母菌总数预试验结果（平皿法 ／稀释法／
薄膜过滤法，ｎ＝３）

Ｔａｂ．１ Ｐｒｅ－ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒ
ｏｆａｅｒｏｂｉｃｂａｃｔｅｒｉａ，ｍｏｕｌｄｓａｎｄｙｅａｓｔｓ（ｐｌａｔｅｍｅｔｈｏｄ／ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ／ｍｅｍｂｒａｎｅｆｉｌｌｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ，ｎ＝３）

含菌量（ｃｆｕ／ｍＬ）

Ｂｕｆｆｅｒ）、胰酪大豆胨琼脂（ＴＳＡ）培养基、胰酪大豆胨液
体（ＴＳＢ）培养基、沙氏葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ）培养基、
麦康凯液体（ＭａｃＣｏｎｋｅｙＢｒｏｔｈ）培养基、麦康凯琼脂
（ＭａｃＣｏｎｋｅｙＡｇａｒ）培养基，均购自北京三药科技开发公
司；氯化钠（成都科隆化学品有限公司）。

１．３ 菌株

金黄色葡萄球菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３犦、铜绿假单胞菌
犤ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４犦、枯草芽孢杆菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１犦、
白 色 念 珠 菌 犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１犦、黑 曲 霉 犤ＣＭＣＣ（Ｆ）
９８００３犦、大肠埃希菌犤ＣＭＣＣ牗Ｂ牘４４１０２犦均由中国医学细
菌保藏管理中心提供。

２ 方法与结果

２．１ 微生物计数方法学试验

２．１．１ 培养条件与质控标准

按２０１５年版《中国药典（四部）》微生物限度检查法
的要求，本试验需氧菌在３５℃下培养７２ｈ；霉菌和酵母
菌在 ２５℃下培养１２０ｈ，均逐天观察；菌落数接种量控
制在 １０２ｃｆｕ／ｍＬ以内。计算回收比值，回收比值＝（试
验组菌落数 －供试品对照组菌落数）／菌液对照组菌落
数，比值须在０．５～２．０范围内。
２．１．２ 菌液及溶液制备

菌液：将金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单

胞菌、白色念珠菌标准工作菌株用无菌生理盐水制成含

菌量≤１０４ｃｆｕ／ｍＬ的菌悬液；将黑曲霉孢子用无菌生理
盐水加入０．０５％聚山梨酯８０制成含菌量≤１０４ｃｆｕ／ｍＬ的
菌悬液。最终加入供试品溶液中的含菌量≤１０２ｃｆｕ／ｍＬ。

供试品溶液：称取供试品１０ｇ，以ｐＨ７．０无菌氯化
钠－蛋白胨缓冲液作为稀释液，稀释至１００ｍＬ，经４５℃
水浴摇床振荡 ２０ｍｉｎ，将其混匀，制成 １∶１０供试品溶
液。取供试品溶液 ２０ｍＬ，加稀释液 ８０ｍＬ，制成 １∶５０
供试品溶液。

２．１．３ 计数方法适用性试验

平皿法：取 １∶１０供试品溶液 ５份，分别加入药典
规定的 ５种试验菌混悬液，使供试品溶液中含菌量≤
１０２ｃｆｕ／ｍＬ，作为试验组；另取１份作为供试品对照组。
菌液对照组，以稀释液替代供试品溶液，分别加入５种
试验菌液。充分溶解混匀后，各移取１ｍＬ置２个相应的
无菌平皿（９０ｍｍ）中，分别倾注ＴＳＡ，ＴＳＢ，ＳＤＡ培养基。
结果金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌回收比值超出

０．５～２．０范围，说明１∶１０供试品溶液对这两种菌有较
强抑菌性；霉菌和酵母菌总数计数中，２种试验菌回收
比值均在 ０．５～２．０内，说明霉菌和酵母菌计数可采用
常规平皿法。详见表１。

稀释法：取１∶５０供试品溶液６份，照平皿法操作。结
果试验菌金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌回收比值略有

改善，但仍超出０．５～２．０范围，证明稀释法可降低供试

品的抑菌性，但未完全消除其抑菌性。详见表１。
薄膜过滤法：只做需氧菌总数测定方法适用性。取

１ｍＬ１∶１０供试品溶液，置５０ｍＬｐＨ７．０ＮａＣｌ－蛋白胨
缓冲液中，薄膜过滤，用０．１％蛋白胨缓冲液３００ｍＬ冲
洗３次（每次１００ｍＬ），试验组在最后一次冲洗液中加入含
菌量≤１０２ｃｆｕ的试验菌；供试品对照组以稀释液代替菌
液；菌液对照组以稀释液代替供试品溶液。将菌面朝上的

滤膜贴于ＴＳＡ培养基平板上（９０ｍｍ），每株试验菌平行制
备２个平皿。结果各需氧菌回收比值均在０．５～２．０范围
内，表明该方法可用于需氧菌总数测定。详见表１。
２．１．４ 验证试验

取样品，按上述方法进行 ３次独立试验，验证计数
方法适用性。结果金黄色葡萄球菌牗ＴＳＡ牘、铜绿假单胞
菌牗ＴＳＡ牘、枯草芽孢杆菌牗ＴＳＡ牘、白色念珠菌牗ＴＳＡ牘、黑
曲霉牗ＴＳＡ牘、白色念珠菌牗ＳＤＡ牘、黑曲霉牗ＳＤＡ牘的回收率
比值依次为 ０．８４，０．８９，０．８３，０．８６，０．８３，０．６９，０．７５，
均符合要求。故宜采用取 １ｍＬ１∶１０供试品溶液置
５０ｍＬｐＨ７．０ＮａＣｌ－蛋白胨缓冲液过滤，每膜冲洗量
３００ｍＬ进行需氧菌总数计数；平皿法进行霉菌和酵母
菌总数计数。

２．２ 控制菌检查方法适用性试验

２．２．１ 菌液及溶液制备

将标准工作菌株大肠埃希菌用无菌生理盐水制成

菌悬液，加入供试品溶液中的菌落数≤１０２ｃｆｕ。同２．１．２
项下方法制成１∶１０供试品溶液。
２．２．２ 方法适用性试验

取２．２．１项下１∶１０供试品溶液１０ｍＬ及≤１０２ｃｆｕ
试验菌的菌悬液（大肠埃希菌），接种至 １００，２００ｍＬ
ＴＳＢ培养基中，混匀，作为试验组Ａ和Ｂ；供试品对照组
以稀释液代替菌液；菌液对照组以稀释液代替供试品溶

液。ＴＳＢ培养基３５℃培养１８ｈ，取１ｍＬ接种至１００ｍＬ麦
康凯液体培养基中，４４℃培养２４ｈ；取麦康凯液体培养物
划线接种于麦康凯琼脂培养基平板上，３５℃培养１８ｈ。

·检验检测·
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２．２．３ 适用性试验结果

采用平皿法，以１００ｍＬＴＳＢ培养基作为增菌液，麦
康凯液体培养基和麦康凯琼脂培养基平板上均呈阳性，

但大肠埃希菌浓度较低；稀释法以 ２００ｍＬＴＳＢ培养基
作为增菌液，阳性明显，菌落生长较好。以经济高效为前

提综合考虑，最终以１００ｍＬＴＳＢ培养基作为增菌液，已
能满足控制菌检查要求。结果见表 ２牗表中麦康凯液体
培养基中，＋为浑浊，紫色变黄色；－为澄清，显紫色；
＋－为轻微浑浊，且紫色变淡黄色。麦康凯琼脂培养基
平板中，＋为桃红色典型菌落生长；－为无典型菌落生
长；＋－为呈较少桃红色、不透明菌落牘。

２．２．４ 验证试验

取芪连降糖片，进行３次独立试验。以１００ｍＬ胰酪
大豆胨液体培养基作为增菌液，结果可信、有效，表明该

方法可行。

２．３ 微生物限度检查

按２次验证试验方法对样品进行微生物限度检查。
样品中需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数均低于１０ｃｆｕ／ｇ，
未检出控制菌大肠埃希菌，符合２０１５年版《中国药典（四
部）》通则１１０７“非无菌药品微生物限度标准”相关要求。
３ 讨论

２０１５年版《中国药典》相较２０１０年版，在微生物限度
检查中改变了加菌方式及培养基，在更贴合国外药典的同

时兼顾了中国特色犤６犦。在供试品制备阶段加入菌液，使菌液

和供试液充分混合，更好地模拟了样品污染情况，同时样品

中的成分能充分作用于病原菌，更好地反映药物对病原菌

是否有抑制作用，但也增加了试验操作的难度犤７犦。

本品主要成分黄芪和黄连两味药材具有较强的抑

菌作用，验证方法的选择中显示，常规法 ＞培养基稀释
法＞培养基稀释－薄膜过滤联用法犤８犦。本研究中在选择方

法时从常规法到稀释法逐步试验，测定需氧菌总数时采用

１∶１０供试品溶液平皿法，增加稀释液体积，均无法消除供
试品的抑菌性。中成药的抑菌性无法选择合适的中和剂消

除抑菌性，薄膜过滤法能直接彻底消除抑菌作用，计数结

果准确度高犤９犦。中成药固体制剂中含有大量不溶性辅料，

预试验中建立了培养基稀释－薄膜过滤联用法进行冲洗，
每膜以３００ｍＬ及５００ｍＬ为冲洗液，结果试验菌均生长良
好，最终确定以５０ｍＬｐＨ７．０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液

稀释，３００ｍＬ０．１％蛋白胨缓冲液冲洗３次，每次１００ｍＬ。
选用的方法操作简捷高效，加样回收率好犤１０犦。在控制菌的

方法学验证中，很多文献均首要考虑是否呈强阳性，而忽

略了在方法学建立时应同时考虑快捷、经济，本试验中对

控制菌增菌培养基体积的选择兼顾了以上原则。

在对黑曲霉进行计数时，应逐天观察，由于黑曲霉

易蔓延生长，不易计数，所以白色菌丝生长出来就应计

数。另外，以稀释液作为空白对照，计数与控制菌检查均

应显阴性，否则试验失败需重新进行犤１１犦。２０１５年版《中
国药典》中非无菌微生物计数主要还是以中成药及化学

药为主，未涉及中药材，２０２０年版《中国药典》已将中药
材纳入其中，越来越多的研究涉及中药饮片的微生物计

数检查犤１２－１３犦，如杨瑞琦等犤１４犦的肉豆蔻饮片微生物计数

研究及李艳等犤１５犦的６种中药饮片微生物检测状况分析
等，为后续不断深入研究奠定了基础。
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验证方法

平皿法

（１００ｍＬ）

稀释法

（２００ｍＬ）

培养基

麦康凯液体培养基

麦康凯琼脂培养基平板

麦康凯液体培养基

麦康凯琼脂培养基平板

试验组

＋－
＋－
＋
＋

供试品对照组

－
－
－
－

菌液对照组

＋
＋
＋
＋

阴性对照组

－
－
－
－


