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摘要  目的：建立微生物限度检查方法，保证微生物限度检查结果的准确性。方法：依据《中国药典》

2015年版四部通则1105及1106对制剂中需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数法及控制菌检查方法进行适

用性验证。结果：宣肺止嗽丸需氧菌总数计数检查采用培养基稀释法，霉菌和酵母菌总数计数及控制菌

检查采用常规法。消炎栓需氧菌、霉菌和酵母菌总数计数及控制菌检查均需采用供试液稀释法。结论：

医院制剂微生物检验方法应该按照药典规定进行升级，完成方法学验证后进行检验。
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Abstract   Objective:   To establish the method of microbial limit test to ensure the accuracy of microbial limit 
test results. Methods: According to the general rules of 1105 and 1106 in the Chinese Pharmacopoeia of 2015 
edition, Volume IV, the counting methods of bacteria, molds and yeasts and the controlling bacteria checking 
methods were validated for applicability. Results: The total number of aerobic bacteria in Xuanfei Zhisu pills 
was determined by culture medium dilution method, while the total number of molds and yeasts and the control 
bacteria was determined by the routine method. The total number of aerobic bacteria, molds, yeasts and the 
control bacteria was determined by the dilution method. Conclusion: Microbiological test methods for hospital 
preparations should be upgraded in accordance with the provisions of the Pharmacopoeia and tested after the 
completion of methodological validation.
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宣肺止嗽丸和消炎栓是甘肃省中医院科研制

剂中心生产的医院制剂，临床已使用多年。其原质

量标准依据2010年版《中华人民共和国药典》（以

下简称《中国药典》）拟定[1]，未进行微生物限度

检验方法学适用性升级。为保证产品质量，确保安

全用药，本文按照《中国药典》2015年版四部[2]通

则进行微生物方法学验证。根据制剂抑菌活性的

强弱和对不同菌种抑菌程度的大小，选择适当的检

查方法，在供试品溶液中分别加入5种验证试验菌

株：金黄色葡萄球、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆

菌、白色念珠菌、黑曲霉用于需氧菌总数及霉菌和

酵母菌总数计数验证，通过回收率，确定检出方

法；宣肺止嗽丸通过加入大肠埃希菌、耐胆盐革兰

阴性菌、沙门菌3种验证试验菌株进行检出试验，
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建立控制菌检查方法；消炎栓通过加入2种验证试

验菌株：金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌进行检出

试验，建立控制菌检查方法。

1   试验材料
1.1   试验样品

宣肺止嗽丸，规格：9 g/丸，批号：20170205、

20170301、20170321；消炎栓，规格：2.95 g/枚，

批号：20170222、20170316、20170420；均由甘肃

省中医院科研制剂中心生产。

1.2   验证用培养基及稀释剂

p H 7 . 0 的 氯 化 钠 - 蛋 白 胨 缓 冲 液 （ 批 号 ：

20161220）、胰酪大豆胨琼脂培养基（批号：

2 0 1 7 0 1 0 6 ） 、 胰 酪 大 豆 胨 液 体 培 养 基 （ 批

号：20170425）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（批

号：20161226）、沙氏葡萄糖液体培养基（批

号：20161111）、麦康凯液体培养基（批号：

20170405）、麦康凯琼脂平板（批号：20170228）

均来源于青岛高科园海博生物技术有限公司。其他

试剂均为分析纯或化学纯。

1.3   菌种

大肠埃希菌CMCC（B）44102、铜绿假单胞

菌CMCC（B）44104、枯草芽孢杆菌CMCC（B）

63501、金黄色葡萄球菌CMCC（B）26003、白

色念珠菌CMCC（F）98001、黑曲霉CMCC（F）

98003购于中国食品药品检定研究院。以上菌株传

代次数均不超过5代。

1.4   设备

超净工作台（BBS-SSC，济南鑫贝西生物技

术有限公司）、生化培养箱（LRH-250F，上海一

恒）、霉菌培养箱（MJ-250-Ⅱ，上海一恒）、压

力蒸汽灭菌锅（BKQP-75L，山东博科生物产业有

限公司）、振荡仪（HTY-K，浙江泰林生物技术

股份有限公司）、匀浆仪（HTY-761，浙江泰林生

物技术股份有限公司）等。

2   方法与结果
2.1   菌液的制备

接种金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草

芽孢杆菌的新鲜培养物至胰酪大豆胨液体培养基

中，培养18～24小时，用pH7.0氯化钠-蛋白胨缓冲

液稀释制成每毫升含5000～10000 cfu、500～1000 

cfu、50～100 cfu的菌悬液；接种白色念珠菌的新

鲜培养物至沙氏葡萄糖液体培养基中，培养24～48

小时，用0.9%无菌氯化钠溶液稀释制成每毫升含

5000～10000 cfu、500～1000 cfu、50～100 cfu的菌

悬液。接种黑曲霉的新鲜培养物至沙氏葡萄糖液体

培养基中，培养5～7天，加入3～5 mL0.9%无菌氯

化钠溶液，将孢子洗脱，吸出孢子悬液至无菌试

管内，用0.9%无菌氯化钠溶液稀释制成每毫升含

5000～10000 cfu、500～1000 cfu、50～100 cfu的孢

子悬液。所有菌种为第3代，菌悬液为第4代[3-4]。

2.2   供试品溶液的制备

宣肺止嗽丸供试液：取宣肺止嗽丸10 g加到灭

菌的三角瓶中，加入pH7.0氯化钠-蛋白胨缓冲液

100 mL，溶解，混匀，制成1∶10供试液。

消炎栓供试液：取消炎栓10 g加到灭菌的三角

瓶中，加入45℃的pH7.0氯化钠-蛋白胨缓冲液100 

mL，溶解，混匀，制成1∶10供试液。

2.3   计数方法适用性试验

2.3.1   需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数测定方法的

建立及验证

1）常规平皿法　

试验组：取制备好的供试品溶液10 mL，加入

金黄色葡萄球菌菌液0.1 mL，混匀，使每1 mL供试

液中含菌量不大于100 cfu，取上述供试液1 mL至无

菌平皿中，立即倾注胰酪大豆胨琼脂培养基。同法

制备含枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、白色念珠

菌、黑曲霉的供试液，各取1 mL至无菌平皿中，立

即倾注胰酪大豆胨琼脂培养基。再分别取含白色念

珠菌和黑曲霉的供试液1 mL至无菌平皿中，立即倾

注沙氏葡萄糖琼脂培养基。每种试验菌株各平行制

备2个平皿。培养，逐日观察结果并记录菌落数。

供试品对照组：取制备好的供试品溶液，用

稀释液代替菌液同试验组操作。

菌液对照组：取稀释液替代供试品溶液，按

试验组操作加入试验菌并进行回收试验。

阴性对照组：用同批配制、灭菌的胰酪大豆

胨液体培养基1mL替代供试品溶液，用稀释液代替

菌液同试验组操作。 

以上试验重复进行独立的3次平行试验。

需氧菌总数、霉菌和酵母菌计数方法分别按

如下公式进行计算, 菌落回收率（R）= （试验组

菌落数－供试品对照组菌落数）/菌液对照组菌落

数。若0.5≤R≤2, 可认为该稀释液制备方法和计

数方法可用于该样品的菌落计数。若任一次试验
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中比值低于0.5，应采用适宜的方法重新进行方法

学验证[5-7]。

宣肺止嗽丸试验组中金黄色葡萄球菌和枯草

芽孢杆菌试验组菌数回收率低于0.5，其他试验菌

株的回收率均高于0.5，说明该方法可用于霉菌和

酵母菌总数计数，但无法有效检测需氧菌总数，必

须重新建立新的需氧菌总数计数方法。消炎栓试验

组中各组菌数回收率均低于0.5，说明该方法不能

用于其需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数，必须

重新建立新的计数方法。试验结果见表1、表2。

表 1   常规平皿法需氧菌总数计数方法适用性试验回收率

样品 验证方法 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 铜绿假单胞菌 白色念珠菌 黑曲霉 阴性对照组

宣肺止嗽丸 常规平皿法 0.25 0.17 0.84 0.68 0.66 -

消炎栓 常规平皿法 0 0.19 0.25 0.25 0.27 -

注： - 表示液体澄清或平板无菌落生长。

表 2   常规平皿法霉菌和酵母菌总数计数方法适用性试验回收率

样品 验证方法 白色念珠菌 黑曲霉 阴性对照组

宣肺止嗽丸 常规平皿法 0.58 0.66 -

消炎栓 常规平皿法 0.22 0.27 -

注： - 表示液体澄清或平板无菌落生长。

（n=3）

（n=3）

2）培养基稀释法　

试验组：取“2.2”节下的宣肺止嗽丸供试品

溶液10 mL，加入金黄色葡萄球菌菌液0.1 mL，混

匀，使每1 mL供试液中含菌量不大于100 cfu，取上

述供试液0.2 mL至无菌平皿中，立即倾注胰酪大豆

胨琼脂培养基。同法制备含枯草芽孢杆菌、铜绿假

单胞菌、白色念珠菌、黑曲霉的供试液，各取0.2 

mL至无菌平皿中，立即倾注胰酪大豆胨琼脂培养

基。每种试验菌株各平行制备10个平皿。培养，逐

日观察结果并记录菌落数[8]。供试品对照组、菌液

对照组及阴性对照组同“常规平皿法”操作，测定

菌落数，计算回收率。

结果宣肺止嗽丸试验组的金黄色葡萄球菌、

枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、白念珠菌、黑曲霉

回收率依次为0.76、0.69、0.88、0.80、0.74，均高

于0.5，说明可以用培养基稀释法（0.2 mL/皿）进

行需氧菌总数计数。

3）供试液稀释法 

试验组：取“2.2”节下的1∶10消炎栓供试品

溶液1 mL，加入到100 mL 45℃的pH7.0氯化钠-蛋

白胨缓冲液中，混匀，制成1∶1000供试品溶液。

取制备好的1∶1000供试品溶液10 mL，加入金黄色

葡萄球菌菌液0.1 mL，混匀，使每1 mL供试液中含

菌量不大于100 cfu，取上述供试液1 mL至无菌平皿

中，立即倾注胰酪大豆胨琼脂培养基。同法制备含

枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌、黑曲

霉的供试液，各取1 mL至无菌平皿中，立即倾注胰

酪大豆胨琼脂培养基。

取“2.2”节下的1∶10消炎栓供试品溶液

1 mL，加入到10 mL 45℃的pH7.0氯化钠-蛋白胨

缓冲液中，混匀，制成1∶100供试液。再分别取

含白色念珠菌和黑曲霉的供试液1 mL至无菌平皿

中，立即倾注沙氏葡萄糖琼脂培养基。每种试验

菌株各平行制备2个平皿。培养，逐日观察结果并

记录菌落数。供试品对照组、菌液对照组及阴性

对照组同“常规平皿法”操作，测定菌落数，计

算回收率[9]。

采用1∶1000的消炎栓供试液进行消炎栓需氧

菌总数计数方法适用性试验，5种菌株回收率均高

于0.5，结果见表3，表明该法可用于消炎栓需氧菌

总数计数。
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（n=3）  表 3   消炎栓需氧菌总数计数方法适用性试验回收率

验证方法 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 铜绿假单胞菌 白色念珠菌 黑曲霉 阴性对照组

供试液稀释法 1:1000  0.67 0.74 0.72 0.74 0.71 -

注： - 表示液体澄清或平板无菌落生长。

采用1∶100的消炎栓供试液进行消炎栓霉菌

和酵母菌总数计数方法适用性试验，白色念珠菌和

黑曲霉回收率分别为0.76、0.75，均符合要求，表

明该法可用于消炎栓霉菌及酵母菌总数计数。

2.4   控制菌方法适用性试验

2.4.1   宣肺止嗽丸

取“2.2”节下的宣肺止嗽丸1∶10供试品溶液

进行大肠埃希菌、耐胆盐革兰阴性菌及沙门菌方法

适用性检查，结果按常规法进行试验，可以检出试

验菌。

2.4.2   消炎栓

取“2.2”节下的1∶10消炎栓供试品溶液10 

mL，加入金黄色葡萄球菌菌悬液1 mL，混匀，使

每1 ml供试液中含菌量不大100 cfu，再加入500 mL

胰酪大豆胨液体培养基，按《中国药典》2015年版

四部金黄色葡萄球菌检查项进行试验，可以检出试

验菌；取“2.2”节下制备的1∶10消炎栓供试品溶

液10 mL，加入铜绿假单胞菌菌悬液1 mL，混匀，

使每1 mL供试液中含菌量不大100 cfu，再加入300 

mL胰酪大豆胨液体培养基，按《中国药典》2015

年版四部铜绿假单胞菌检查项进行试验，可以检出

试验菌，方法可行[10]。

试验结果表明，宣肺止嗽丸控制菌可用常规

法进行检验，消炎栓的抑菌作用较强，需要采用培

养基稀释法检查金黄色葡萄球菌（500 mL）及铜绿

假单胞菌（300 mL）。

3   讨论
2015年版《中国药典》比2010年版在微生物限

度检验部分做了较多修订。变更了试验培养基，选

用的菌种及在回收率的计算和控制范围等方面做了

较大调整。2010年版《中国药典》规定的回收率不

低于70%为合格[1]；而2015年版《中国药典》在计

数方法适用性试验时，试验组菌落数减去供试品对

照组菌落数的值与菌液对照组菌落数的比值应在

0.5~2为合格[2]。依据新版药典进行检验品种微生物

限度检查方法适用性研究对保证这两个医院制剂的

质量具有重要意义。

供试品溶液制备过程中，由于消炎栓是非水

溶性供试品，可采用45℃的pH7.0氯化钠-蛋白胨缓

冲液溶解，若供试品难溶，可使用匀浆仪低速档混

溶或均质器混匀，使供试品充分溶解。此方法较加

入助溶剂便捷可靠。

医院制剂作为药品的一种特殊补充形式，长

期以来，因其便捷、有效等特点，在临床诊疗服务

中发挥着重要作用[11]。中药制剂处方成分复杂，且

原料来源主要是植物的根、茎、叶，其微生物污染

情况不易控制，如果没有适用的微生物检验验证方

法，可能导致微生物限度检查结果误判[12]。因此，

通过方法学验证来确定微生物限度检查方法，对于

医院制剂的安全性和有效性是非常必要的。
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