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中药饮片的微生物污染严重 犤１－２犦，微生物限度

检查是保障其安全性的重要措施。微生物方法适用

性的本质就是建立对样品影响更小、操作得率更高

的方法 犤３犦。去除药品的抑菌性是微生物限度检查方

法适用性试验的重点和难点，也是避免出现假阴性

结果的重要环节 犤４犦。中药种类多，相互关系复杂 犤５犦，

清热药、泻下药等均具有抑菌性 犤６犦，加之中西医抑

菌药物联用具有抗菌增敏作用 犤７－８犦，其抑菌作用较

强，故建立具有抑菌性的中药制剂的微生物限度检

查方法较困难。复方气管炎片临床多用于治疗急慢

性支气管炎、咳嗽等症，具有中药和西药的多种抑

菌成分，抑菌性强且不易去除，建立微生物限度检

查方法难度较大。本研究中采取平皿法、稀释法、

薄膜过滤法及多法联用的方式进行渐进式研究，建

立了复方气管炎片的微生物限度检查方法。现报道

如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、材料与菌种

仪器：ＢＳ２２０２Ｓ型电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司），
ＰＢ－１０型 ｐＨ酸度计（赛多利斯科学仪器 ＜北京 ＞有
限公司）；ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ型全自动微生物生化鉴定系
统（法国ＢｉｏＭéｒｉｅｕｘ公司）；ＨＦｓａｆｅ－１２００ＬＣ型生物安全
柜（上海力申科学仪器有限公司）；ＬＲＨ－２５０型生化培养
箱（上海一恒科学仪器有限公司）；ＷＪ－６型无菌检查仪
（天津市罗根科技有限公司）；ＯＬＹＭＰＵＳ－ＣＨ型显微镜
（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；涡旋混合器（德国 ＩＫＡ公司）；
ＦＣ７５２型薄膜过滤器（杭州泰林生物技术设备有限公司）。

样品及培养基：复方气管炎片（陕西春晖药业有限

公司，批号为１９０７０６，规格为每片０．３５ｇ牘；胰酪大豆胨
琼脂（ＴＳＡ）培养基、沙氏葡萄糖琼脂（ＳＤＡ）培养基、胰酪
大豆胨液体（ＴＳＢ）培养基、沙氏葡萄糖液体（ＳＤＢ）培养
基、麦康凯液体培养基、麦康凯琼脂培养基，均购自北京
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复方气管炎片微生物限度检查方法适用性研究
闵 朕，卫延明，杜思迪

（陕西省渭南市食品药品检验所，陕西 渭南 ７１４０００）
摘要：目的 建立复方气管炎片的微生物限度检查方法。方法 分别采用平皿法及薄膜过滤法，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供试液接种至不同体积的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的适用性试验。结果 需氧菌总数（ＴＡＭＣ）的计数采用平皿法（１∶２０供试液）联用薄膜过滤法（１∶２０供试液），霉
菌和酵母菌总数（ＴＹＭＣ）的计数采用平皿法（１∶１０供试液），各试验菌回收率均符合要求，控制菌检查采用培养基用量为５００ｍＬ的稀
释法符合要求。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复方气管炎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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试验菌

铜绿假单胞菌

金黄色葡萄球菌

枯草芽孢杆菌

白色念珠菌

黑曲霉

次数

１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３

需氧菌总数

（平皿法，

１∶１０）

０．９６
０．９９
０．９２
０．０１
０．０５
０．０２
０．０１
０．０２
０
０．９０
０．８３
０．８２
０．７７
０．７４
０．６８

平皿法

牗１∶１０牘

０．８９
０．９２
０．９０
０．８１
０．８５
０．７８

平皿法

牗１∶２０牘

０．０３
０．０５
０．０１
０．１１
０．１０
０．０５

平皿法

牗１∶５０牘

０．１１
０．１７
０．０３
０．２１
０．１３
０．０８

薄膜过滤法

牗１∶５０牘

０．８２
０．８９
０．８７
０．６７
０．７５
０．７２

陆桥技术有限责任公司，适用性检查结果符合 ２０１５年
版《中国药典（四部）》通则要求；ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨
缓冲液、０．９％无菌氯化钠溶液按２０１５年版《中国药典》
要求配制和灭菌。

菌种：大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）犤ＣＭＣＣ（Ｂ）
４４１０２犦、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）犤ＣＭＣＣ
（Ｂ）２６００３犦、铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）
犤ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４犦、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
犤ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１犦、白 色 念 珠 菌 （Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）
犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１犦、黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）犤ＣＭＣＣ（Ｆ）
９８００３犦，均来自中国医学细菌保藏管理中心，工作用菌
株为新鲜制备的第３代菌悬液。
１．２ 方法

１．２．１ 供试液制备

取样品 １０ｇ，精密称定，加入 １００ｍＬＴＳＢ培养基
中，４５℃水浴恒温振摇１５ｍｉｎ，混匀，静置１５ｍｉｎ，制成
１∶１０供试液；取 ５０，２０ｍＬ，分别加入含 ５０，８０ｍＬＴＳＢ
培养基无菌瓶中，混匀，制得１∶２０，１∶５０供试液。
１．２．２ 计数方法适用性试验

平皿法：试验组，取上述３种供试液，分别装满５个
９．９ｍＬ无菌试管，再分别加入新鲜制备的含菌量不大
于１０４ｃｆｕ／ｍＬ的金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草
芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉菌液各０．１ｍＬ。对照组，
取制备好的 １∶１０供试液 ９．９ｍＬ，加入 ０．１ｍＬＴＳＢ培
养基。菌液组，取 ＴＳＢ培养基分装于 ５个 ９．９ｍＬ无菌
试管，其后操作同试验组。分别取１ｍＬ供试液，置直径
为９０ｍｍ或１５０ｍｍ的无菌平皿中，加入不超过４５℃的
ＴＳＡ培养基或ＳＤＡ培养基约２０ｍＬ或５０ｍＬ。待各平皿
中的液体凝固后，分别按规定培养条件培养并计数。

薄膜过滤法：试验组，取１∶２０供试液１ｍＬ，加入含
１００ｍＬｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液的输液瓶，薄膜过
滤，用ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液冲洗３次，每次１００ｍＬ。
在最后一次冲洗液中分别加入含菌量不大于１００ｃｆｕ／ｍＬ
的上述菌液 １ｍＬ。对照组，取制备好的 １∶２０供试液
１ｍＬ，不加试验菌，其余操作同试验组。菌液组，除不加
供试液外，其余操作同试验组。制备好的滤膜，菌面朝上

贴于ＴＳＡ培养基上，按规定条件倒置培养，计数。
以上２种方法中，各试验菌的回收率为试验组平均

菌落数与对照组平均菌落数之差除以菌液组平均菌落

数的值。若均为０．５～２．０，则判定方法通过。
１．２．３ 控制菌检查方法适用性试验

试验组，分别取 １∶１０供试液 １０ｍＬ，分别接种至
１００，２００，５００ｍＬＴＳＢ培养基中，同时分别加入含菌量
不大于 １００ｃｆｕ／ｍＬ的大肠埃希菌 １ｍＬ，混匀，３５℃条
件下培养１８ｈ，取上述培养物１ｍＬ，接种至１００ｍＬ麦康

凯液体培养基中，４２℃条件下培养２４ｈ。取麦康凯液体培
养物划线接种于麦康凯琼脂培养基上，３５℃条件下培养
１８ｈ，以全自动微生物生化鉴定系统鉴定、确认。阴性对照
组，除不加试验菌外，其余操作同试验组。阳性对照组，除

不加供试液外，其余操作同试验组。平行检测３次。
若检出并确认为大肠埃希菌，则可采用供试液制备

方法及检查法进行供试品的大肠埃希菌检查。

２ 结果

２．１ 计数方法适用性

结果见表 １。需氧菌总数（ＴＡＭＣ）计数方法的适用
性研究结果表明，平皿法牗１∶１０供试液牘和稀释法牗１∶２０，
１∶５０供试液牘均不能有效去除供试液对金黄色葡萄
球菌、枯草芽孢杆菌的抑制作用，回收试验失败；采用

１∶１０供试液薄膜过滤会导致滤膜堵塞，无法过滤；采用
１∶２０供试液平皿法与薄膜过滤法联用的方式可过滤，
且各试验菌回收率均在０．５～２．０之间，符合２０１５年版
《中国药典》的要求。

霉菌和酵母菌总数（ＴＹＭＣ）的计数方法适用性研究
结果表明，可采用１∶１０供试液平皿法进行霉菌和酵母
菌总数的检查，各试验菌回收率均在０．５～２．０之间，符
合２０１５年版《中国药典》的要求。
２．２ 控制菌检查方法适用性

结果见表 ２。采用 １∶１０供试液 １０ｍＬ分别接种至
１００，２００ｍＬＴＳＢ培养基中，试验菌均无法恢复生长，说
明其无法有效去除供试液的抑菌性。采取１∶１０供试液

霉菌和酵母菌总数

表１ 样品微生物计数法回收试验牗ｎ＝３牘
Ｔａｂ．１ Ｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｃｏｕｎｔｉｎｇｔｈｅｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

ｉｎａｓａｍｐｌｅ（ｎ＝３）
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ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年２月２０日 第３０卷第４期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．４牞Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０牞２０２１

体积

（ｍＬ）

１００
２００
５００

试验组

－
－
＋

第１次试验
阳性对照组

＋
＋
＋

阴性对照组

－
－
－

试验组

－
－
＋

第２次试验
阳性对照组

＋
＋
＋

阴性对照组

－
－
－

试验组

－
－
＋

第３次试验
阳性对照组

＋
＋
＋

阴性对照组

－
－
－

表２ 样品控制菌检查方法适用性试验结果牗ｎ＝３牘
Ｔａｂ．２ Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｂａｃｔｅｒｉａｔｅｓｔ（ｎ＝３）

注：＋表示检出并确认为大肠埃希菌，－表示未检出。
Ｎｏｔｅ：＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄａｎｄｃｏｎｆｉｒｍｅｄ，－ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｎｏｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｂａｃｔｅｒｉａａｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．

１０ｍＬ接种至 ５００ｍＬＴＳＢ培养基中进行方法适用性研
究，大肠埃希菌在麦康凯琼脂培养基上的表型为表面光

滑、湿润，桃红色圆形菌落，显微镜下观察结果为革兰阴

性杆菌，两端钝圆，无芽孢。经系统确认为大肠埃希菌，

表明该方法可用于样品的控制菌检查。

３ 讨论

复方气管炎片的处方由瓜蒌、葶苈子、陈皮、茯苓、

甘草、甲氧苄啶、盐酸异丙嗪、磺胺甲 唑等组成，其中

磺胺甲 唑和甲氧苄啶复方为中效磺胺类药，且为广谱

抑菌剂，对革兰阳性菌（如金黄色葡萄球菌）、革兰阴性菌

（如大肠埃希菌）均有较强的抗菌活性。瓜蒌中的瓜蒌子挥

发油、瓜蒌皮总皂苷等对金黄色葡萄球菌有抑制作用犤９犦，陈

皮中的双氢川陈皮素、川陈皮素具有抗炎、抗菌、抗氧化等

药理作用犤１０犦。甘草中的黄酮类化合物也有一定抑菌性犤１１犦。

因此，复方气管炎片对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大

肠埃希菌等试验菌表现出较强的抑菌性。

具有抑菌作用的中药与西药复方制剂协同产生的

较强且难以去除的抑菌性是建立复方气管炎片微生物

限度检查法的主要障碍。本试验在进行 ＴＡＭＣ方法适
用性研究时采用了平皿（直径 １５０ｍｍ）法联合稀释法，
但无法完全去除抑菌性。采用中和法联合稀释法（即１∶５０
供试液１００ｍＬ中加入对氨基苯甲酸溶液１ｍＬ）仍无法
去除对金黄色葡萄球菌的抑菌性，因此改用薄膜过滤

法。对中药制剂进行方法适用性研究时，供试品中常

存在较多药渣，采用薄膜过滤法易产生滤膜堵塞的问

题 犤１２－１４犦，限制了该方法的应用。因此，改用稀释法联合

薄膜过滤法对ＴＡＭＣ进行方法适用性试验。
中药制剂的理化性质和生物活性的特殊性，使在建

立微生物限度检查法时常需联用药典要求的常用检测方

法犤１５犦，如采用稀释法和薄膜过滤法以消除其抑菌性犤１６犦。

稀释法能有效清除抑菌成分，达到检验目的犤１７犦，稀释法

和薄膜过滤法本质上都是降低或去除抑菌成分的抑菌

性对检查结果的干扰，避免假阴性结果的产生犤１８犦。本研

究中联用２种方法，有进一步去除抑菌性和易于过滤的
优点，为建立具有较强抑菌性的中西药复方制剂的微生

物限度检查方法提供了新思路。
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