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根痛平片微生物限度检查方法研究
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摘要：目的建立根痛平片的微生物限度检查方法。方法根据２０１５年版《中国药典》的规定，用平皿法、中和剂法对根痛平片进行微生
物限度检查法的研究。结果利用聚山梨酯８０和卵磷脂的中和作用，可消除根痛平片对枯草芽孢杆菌的抑制作用。通过加入中和剂，可
采用平皿法检查根痛平片需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数。采用常规法检查控制菌。结论该方法适用于根痛平片的微生物限度检查。
关键词：根痛平片；微生物限度检查；方法适用性试验；中和剂
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根痛平片是由伸筋草、白芍、烫狗脊、续断、地黄、红
花、醋乳香、醋没药、桃仁、牛膝、葛根、甘草制成的中成
药，方中白芍、红花、桃仁、乳香、没药为君药犤 １ 犦，功能主
治活血、通络、止痛，用于风寒阻络所致颈椎病，症见肩
颈疼痛、活动受限、上肢麻木等犤 ２ 犦。目前，全国有４家药
品生产企业有批准文号。根据２０１５年版《中国药典牗四
部牘》通则１１０５和１１０６的非无菌产品微生物限度检查
的相关方法犤 ３ 犦，本研究中对３家企业的根痛平片进行了
微生物限度方法适用性试验，建立了适用于该产品的微
生物限度检查方法。现报道如下。
１ 仪器与材料
１． １ 仪器

ＩＮＥ５００型电热恒温培养箱（德国美墨尔特公司）；
Ｈ·ＳＷＸ － ６００ＢＳ型电热恒温水温箱（上海新苗医疗器
械制造有限公司）；ＳＨＰ － １６０Ｅ型生化培养箱（上海三
发科学仪器有限公司）；ＰＹＸ － ＤＨＳ － ４０ × ５０型隔水式
培养箱（上海跃进医疗器械厂）；ＴＤ型电子天平（浙江省
余姚市金诺天平仪器有限公司）。
１． ２ 材料

培养基：胰酪大豆胨琼脂培养基（批号为３１０５６６０），
胰酪大豆胨液体培养基（批号为３１０５５８９），沙氏葡萄糖
琼脂培养基（批号为３１０４０４５），沙氏葡萄糖液体培养基
（批号为３１０４８３３），麦康凯琼脂培养基（批号为

３３０３０１１），麦康凯液体培养基（批号为３１０４６１８），肠道
增菌液体培养基（批号为３１０４８４９），紫红胆盐葡萄糖琼
脂培养基（批号为３１０４７５０），ＲＶ沙门增菌液体培养基
（批号为３１０４８４７），木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养基
（批号为３１０４６５２），均由广东环凯微生物科技有限公司
提供，均符合２０１５年版《中国药典》培养基适用性检查
的规定。

菌种：金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ）
犤 ＣＭＣＣ（Ｂ）２６ ００３ 犦、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）
犤 ＣＭＣＣ（Ｂ）６３ ５０１ 犦、铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉ
ｎｏｓａ）犤 ＣＭＣＣ（Ｂ）１０ １０４ 犦、白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉ
ｃａｎｓ）犤 ＣＭＣＣ（Ｆ）９８ ００１ 犦、黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ）
犤 ＣＭＣＣ（Ｆ）９８ ００３ 犦、大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）
犤 ＣＭＣＣ（Ｂ）４４ １０２ 犦、乙型副伤寒沙门菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ｂ）犤 ＣＭＣＣ（Ｂ）５０ ０９４ 犦为传代不超过５代的菌
种，均由中国食品药品检定研究院提供。

试药：根痛平片（承德燕峰药业有限责任公司
＜ Ａ厂＞，规格为每片０． ３ ｇ，批号分别为１６９１４０１４，
１６９１４０２４，１６９１４０２５；海口市制药厂有限公司＜ Ｂ厂＞，
规格为每片０． ３ ｇ，批号分别为１６０７０１，１６０８０３，
１６１２０１；北京斯利安药业有限公司＜ Ｃ厂＞，规格为每片
０． ５ ｇ，批号分别为ＧＰ１７０３０２，ＧＰ１７０３０３）。卵磷脂（青岛高
科园海博生物技术有限公司，批号为２０１７０３０２）；聚山

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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１ ∶ １００供试液（含中和剂）
表２ 根痛平片微生物计数方法适用性试验结果

需氧菌
总数

霉菌和酵
母菌总数

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
白色念珠菌
黑曲霉

Ａ ／ １６９１４０２４
０． ８８
１． １０
０． ７０
０． ９０
０． ８６
１． ０７
０． ９４

Ｂ ／ １６０８０３
０． ９２
１． ０１
０． ８７
０． ９２
０． ８２
０． ９４
０． ９２

Ｃ ／ ＧＰ１７０３０３
１． ０９
０． ８０
１． ００
０． ９８
０． ８６
０． ９９
０． ８８

稀释剂
对照组
０． ９７
１． １７
１． ０９
０． ８６
０． ８１
１． ０７
０． ９４

计数项目 阳性菌

梨酯８０（天津市富宇精细化工有限公司，批号为
２０１５１０１４）。
２ 方法与结果
２． １ 菌液制备

按２０１５年版《中国药典（四部）》通则１１０５，１１０６要
求制备：将金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆
菌、大肠埃希菌、沙门菌接种于胰酪大豆胨液体培养基，
于３０ ～ ３５ ℃培养２４ ｈ；将白色念珠菌接种于沙氏葡萄
糖液体培养基中，于２０ ～ ２５ ℃培养３ ｄ；将黑曲霉接种
于沙氏葡萄糖琼脂培养基上，于２０ ～ ２５ ℃培养７ ｄ。取
上述金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、大
肠埃希菌、沙门菌、白色念珠菌的新鲜培养物，用０． ９％
无菌氯化钠溶液制成适宜浓度的菌悬液；取上述黑曲霉
的新鲜培养物加入５ ｍＬ含０． ０５％聚山梨酯８０的
０． ９％无菌氯化钠溶液，洗脱孢子，将菌悬液吸至无菌试
管中，用含０． ０５％聚山梨酯８０的０． ９％无菌氯化钠溶
液制成适宜浓度的孢子悬液。
２． ２ 供试液制备

取供试品１０ ｇ，以胰酪大豆胨液体培养基为稀释
液，加稀释液制成１ ∶ １０供试液（不含中和剂），取此１ ∶ １０
供试液（不含中和剂）用胰酪大豆胨液体培养基梯度稀
释制成１ ∶ １００，１ ∶ １ ０００供试液１（不含中和剂）。取供试
品１０ ｇ，以含３％聚山梨酯８０和０． ３％卵磷脂的胰酪大
豆胨液体培养基（以下简称含中和剂的稀释液）为稀释
液，加此含中和剂的稀释液制成１ ∶ １０供试液（含中和
剂），取此１ ∶ １０供试液（含中和剂）用含中和剂的稀释
液梯度稀释制成１ ∶ １００，１ ∶ １ ０００供试液２（含中和剂）。
２． ３ 计数方法适用性试验

试验组：采用平皿法，取２． ２项下供试液１，２各９． ９ ｍＬ
分别置于无菌试管中，在试管中分别加入２． １项下金黄
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． １ ｍＬ，混匀，使每１ ｍＬ供试液中含
菌量≤１００ ｃｆｕ，取上述含有菌液的供试液１ ｍＬ注入平
皿中，立即倾注１５ ～ ２０ ｍＬ熔化的琼脂培养基（温度不
超过４５ ℃）。菌液对照组：取胰酪大豆胨液体培养基替
代供试液，按试验组操作加入试验菌进行试验。供试品

对照组：取相应的供试液，用相应稀释液代替菌液，照试
验组方法进行试验。中和剂对照组：取相应的含中和剂
的稀释液代替供试品，照试验组方法进行试验。各组平
行制备２个平皿，用于需氧菌计数的平皿使用胰酪大豆
胨琼脂培养基，于３０ ～ ３５℃培养；用于霉菌和酵母菌计数
的平皿使用沙氏葡萄糖琼脂培养基，于２０ ～ ２５℃培养。
２． ４ 计算

供试品试验组的回收结果＝（试验组的平均菌落
数－供试品对照组的平均菌落数）／菌液对照组的平均
菌落数；稀释剂对照组的回收结果＝稀释剂对照组的平
均菌落数／菌液对照组的平均菌落数。结果见表１至表２。
可见，中和剂能降低根痛平片对枯草芽孢杆菌的抑菌作
用，使所选的３家企业的８批样品稀释到１ ∶ １００时对
枯草芽孢杆菌的回收结果均为０． ５ ～ ２，符合药典要求。
由表２可知，稀释剂对照组回收结果为０． ５ ～ ２，分别对
３家企业的药品进行计数方法适用性试验，结果都符合
药典要求。可用含中和剂的胰酪大豆胨液体培养基制备
供试液，取１ ∶ １００供试液（含中和剂）按照平皿法进行
根痛平片的微生物限度的计数检查。
２． ５ 控制菌检查方法适用性试验
２． ５． １ 大肠埃希菌

试验组：取２． ２项下１ ∶ １０供试液（不含中和剂）１０ｍＬ
和菌量≤１００ ｃｆｕ的大肠埃希菌接种至１００ ｍＬ胰酪大
豆胨液体培养基中。阳性对照试验组：取菌量≤１００ ｃｆｕ

厂家批号
含中和剂的胰酪大豆
胨液体培养基

胰酪大豆胨液
体培养基

表１ 根痛平片对枯草芽孢杆菌的计数方法适用性试验结果

Ａ

Ｂ

Ｃ

１６９１４０１４
１６９１４０２４
１６９１４０２５
１６０７０１
１６０８０３
１６１２０１
ＧＰ１７０３０２
ＧＰ１７０３０３

１ ∶ １０
０． ０１
０． ０１
０
０
０
０． ０１
０． ０３
０． １３

１ ∶ ５０
０． ３５
０． ０７
０． １８
０． ０１
０． ０２
０． ０８
０． ７３
１． ２０

１ ∶ １００
０． ６５
０． ２６
０． ２３
０． ２３
０． ０７
０． ４８
０． ８７
１． ２５

１ ∶ １０
０． ０４
０． ０３
０． ０４
０． ０１
０． ０１
０． ０５
０． ０３
０． １３

１ ∶ ５０
０． ７３
０． ５１
０． ４０
０． ３０
０． ３４
０． ３９
０． ７３
１． ２０

１ ∶ １００
０． ８４
０． ９０
０． ９３
０． ６１
０． ６８
０． ５７
０． ８７
１． ２５
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注：“＋”代表检出，“－”代表未检出。

试验组 阴性对照
试验组

阳性对照
试验组

供试品
对照组

表３ 控制菌检查方法适用性试验结果

控制菌

大肠埃希菌
耐胆盐革兰阴性菌
沙门菌

厂家Ａ ／
１６９１４０２４
＋
＋
＋

厂家Ｂ ／
１６０８０３
＋
＋
＋

厂家Ｃ ／
ＧＰ１７０３０３
＋
＋
＋

＋
＋
＋

－
－
－

－
－
－

的大肠埃希菌接种至１００ ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基
中。供试品对照组：取２． ２项下１ ∶ １０供试液（不含中
和剂）１０ ｍＬ至１００ ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中。阴
性对照试验组：取胰酪大豆胨液体培养基１０ ｍＬ接种
至１００ ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中。以上各组于３０ ～
３５ ℃培养２４ ｈ后，分别取上述各组培养物１ ｍＬ接种于
麦康凯液体培养基中，４２ ～ ４４ ℃培养４８ ｈ。将其培养物
分别划线接种于麦康凯琼脂培养基平板上，３０ ～ ３５ ℃
培养７２ ｈ。
２． ５． ２ 耐胆盐革兰阴性菌

预培养：取２． ２项下１ ∶ １０，１ ∶ １００，１ ∶ １ ０００供试液
（不含中和剂）１０ ｍＬ置于无菌试管中，于２０ ～ ２５ ℃培
养２ ｈ。试验组：分别取以上１ ∶ １０，１ ∶ １００，１ ∶ １ ０００供试
液１ ｍＬ和菌量≤１００ ｃｆｕ的大肠埃希菌接种或铜绿假
单胞菌至１０ ｍＬ肠道增菌液体培养基中。阳性对照试验
组：取菌量≤１００ ｃｆｕ的大肠埃希菌或铜绿假单胞菌接
种至１０ ｍＬ肠道增菌液体培养基中。供试品对照组：分
别取以上１ ∶ １０，１ ∶ １００，１ ∶ １ ０００供试液１ ｍＬ至１０ ｍＬ
肠道增菌液体培养基中。阴性对照试验组：取胰酪大
豆胨液体培养基１ ｍＬ接种至１０ ｍＬ肠道增菌液体培
养基中。以上各组于３０ ～ ３５ ℃培养４８ ｈ后，将上述各
组培养物接种于紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基平板上，
３０ ～ ３５ ℃培养２４ ｈ。
２． ５． ３ 沙门菌

试验组：取供试品１０ ｇ和菌量≤１００ ｃｆｕ的沙门菌
接种至２００ ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中。阳性对照试
验组：取菌量≤１００ ｃｆｕ的沙门菌接种至２００ ｍＬ胰酪大
豆胨液体培养基中。供试品对照组：取供试品１０ ｇ至
２００ ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中。阴性对照试验组：
２００ ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基。以上各组于３０ ～ ３５ ℃
培养２４ ｈ后，分别取上述各组培养物０． １ ｍＬ接种于
ＲＶ沙门增菌液体培养基中，３０ ～ ３５ ℃培养２４ ｈ。将其
培养物分别划线接种于木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培
养基平板上，３０ ～ ３５ ℃培养４８ ｈ。结果见表３。可见，试
验组检出阳性菌，供试品对照组和阴性对照试验组均为
阴性。因此，可按以上控制菌的检查方法对大肠埃希菌、
耐胆盐革兰阴性菌和沙门菌进行检验。

３ 讨论
根痛平片由１２味中药制成，除部分白芍粉碎成细

粉直接混合制粒，其他中药均经水煎煮。研究表明，白
芍、红花、伸筋草、狗脊、乳香、牛膝的水提物对大肠埃希
菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌等有不同程度的抑
制作用犤 ４ － ９ 犦。预试验结果显示，根痛平片对药典中用于
方法适用性试验要求的枯草芽孢杆菌的抑制作用明显强
于其余４种菌。因此，首先筛选出能消除根痛平片对枯草
芽孢杆菌的方法，进而确定根痛平片的菌落计数方法。

考察常规平皿法时，采用不同稀释条件，对枯草芽孢
杆菌进行回收试验。结果只有北京斯利安药业有限公司
的供试品在１ ∶ ５０稀释级能使回收符合要求，其他２家
的供试品在１ ∶ １００稀释级的回收结果均小于０． ５。聚山
梨酯８０和卵磷脂联用能降低药物的抑菌作用犤 １０ － １１ 犦，故
采用这２种中和剂来消除成分复杂的根痛平片的抑菌
作用。使用含中和剂的稀释剂制备供试品，需要制备成
１ ∶ １００供试液，才能使３家企业的供试品对枯草芽孢杆
菌的回收均为０． ５ ～ ２，符合药典要求。

综上，平皿法和中和剂联用能消除根痛平片对枯草
芽孢杆菌的抑制，可为其微生物限度检查方法提供参考。
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