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四味颗粒微生物限度检查方法学验证

胡 婧，邓 莉，胡 斌，马 攀，陈勇川△

（陆军军医大学第一附属医院药学部，重庆４０００３８）
摘要：目的建立四味颗粒的微生物限度检查方法。方法分别采用常规法、稀释法对四味颗粒的微生物限度检查方法学进行验证。结果
取１ ∶ ５０供试液，采用稀释法测定需氧菌总数，回收率比值均为０． ８４ ～ １． １２；采用常规法测定霉菌和酵母菌总数，回收率比值在
１． ０５ ～ １． ０８；采用常规法验证控制菌（大肠埃希杆菌），检出阳性菌，阴性对照未检出。结论可采用稀释法（１ ∶ ５０）测定四味颗粒需氧菌
总数，以及常规法进行霉菌和酵母菌总数及控制菌检查。
关键词：四味颗粒；常规法；稀释法；微生物限度检查；质量控制
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药品的微生物限度检查是控制药品质量的一项重
要检查项目，是制剂安全性检查的重要组成部分犤 １ 犦。自
２００５年版《中国药典》开始，就对微生物限度检查法的
验证提出了具体要求：“当进行药品无菌检查或微生物
限度检查时，应进行方法学验证，否则不能出具符合《中
国药典》规定的结论。”２０１５年版《中国药典》相对于
２０１０年版在非无菌产品微生物限度检查方面做了较大
改动，修订后的微生物限度检查方法与《美国药典》要求
基本一致犤 ２ － ３ 犦，在中国制药的国际化进程上又向前迈进
了一大步。四味颗粒作为我院自制制剂，功能活血化瘀、
软坚散结、镇痛消胀，临床运用在各种乳腺增生性疾病
的治疗已多年，疗效确切。为确保其微生物限度检查质
量安全性达到要求犤 ４ 犦，按照２０１５年版《中国药典（四
部）》附录１１０５，１１０６，１１０７项下要求犤 ５ 犦，对四味颗粒的
微生物限度检查法进行验证。由于四味颗粒为中药复方
制剂，其含有多种中药成分，其中山楂对微生物具有抑
菌作用，应消除其抑菌性后再进行检查，故采用稀释法
和常规法相结合进行四味颗粒的微生物限度检查，以消
除制剂中山楂的抑菌性。现报道如下。
１ 仪器与材料

仪器：Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ － １３８１ Ａ２型生物安全柜牗美

国Ｔｈｅｒｍｏ公司牘 ；ＢＬ － １５０型电子天平牗梅特勒托利多
仪器＜上海＞有限公司牘；ＬＲＨ － １５０Ｆ型生化培养箱
牗重庆四达实验仪器公司牘；ＭＪ － １８０ －Ⅱ型霉菌培养箱
（上海跃进医疗器械有限公司）；ＬＤＺＸ － ７５ＫＢＳ型、
ＬＤＺＦ － ３０ＫＢ －Ⅱ型立式压力蒸汽灭菌器（上海申安医
疗器械有限公司）。

试药：四味颗粒（医院制剂，批号分别为１８０２０５，
１８０３１９，１８０４０２，规格为每包１０ ｇ）；ｐＨ ７． ０氯化钠－蛋
白胨缓冲液牗北京三药科技开发公司，批号为１７０５１９ 牘；
０． ９％无菌氯化钠溶液牗西南药业股份有限公司，批号为
１７０３４００２ 牘。

菌种：金黄色葡萄球菌犤 ＣＭＣＣ牗Ｂ牘 ２６００３ 犦、枯草芽
孢杆菌犤 ＣＭＣＣ牗Ｂ牘 ６３５０１ 犦、铜绿假单胞菌犤 ＣＭＣＣ牗Ｂ牘
１０１０４ 犦、白色念珠菌犤 ＣＭＣＣ牗Ｆ牘 ９８００１ 犦、黑曲霉犤 ＣＭＣＣ
牗Ｆ 牘 ９８００３ 犦、大肠埃希菌犤 ＣＭＣＣ牗Ｂ 牘 ４４１０２ 犦，均由中国食
品药品检定研究院提供，试验所用菌株均为第３代。

培养基：胰酪大豆胨液体培养基（批号为１６１２０５），
胰酪大豆胨琼脂培养基（批号为１６１２１９２），沙氏葡萄糖
液体培养基（批号为１７０８１５），沙氏葡萄糖琼脂培养基
（批号为１７０２１３４），麦康凯液体培养基（批号为１６１２０５），
麦康凯琼脂培养基（批号为１６１２１２），均由北京三药科

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ



２７

Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年４月５日第２８卷第７期
Ｖｏｌ． ２８牞 Ｎｏ． ７牞 Ａｐｒｉｌ ５牞 ２０１９

技开发公司提供。
２ 方法与结果
２． １ 计数培养基适应性检查 犤 ６ 犦

分别取金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢
杆菌、白色念珠菌及黑曲霉菌的菌液，均不大于１００ ｃｆｕ，
分别注入无菌平皿中，立即倾注胰酪大豆胨琼脂培养
基，每株试验菌平行制备２个平皿，混匀，凝固，置３５ ℃
培养３ ｄ，计数；分别取白色念珠菌、黑曲霉的菌液，均不
大于１００ ｃｆｕ，分别注入无菌平皿中，立即倾注沙氏葡萄
糖琼脂培养基，每株试验菌平行制备２个平皿，混匀，凝
固，置２５ ℃培养５ ｄ，计数。同时，用相应对照培养基替
代被检培养基进行上述试验。结果见表１。

２． ２ 常规法适用性试验
２． ２． １ 菌液制备

取经胰酪大豆胨液体培养基３５ ℃培养２４ ｈ的金
黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希
菌液体培养物，分别用０． ９％无菌氯化钠溶液稀释成适
宜浓度的菌悬液，作活菌计数备用。

取经沙氏葡萄糖液体培养基２５ ℃培养４８ ｈ的白
色念珠菌液体培养物，用０． ９％无菌氯化钠溶液稀释成
适宜浓度的菌悬液，作活菌计数备用。

取经沙氏葡萄糖琼脂培养基２５ ℃培养７ ｄ的黑曲
霉菌斜面培养物，加入含０． ０５％（ｍＬ ／ ｍＬ）聚山梨酯８０
的０． ９％无菌氯化钠溶液，将孢子洗脱，吸出孢子悬液
（用管口带有薄的无菌棉花或纱布能过滤菌丝的无菌毛
细吸管），置无菌试管内，用０． ９％无菌氯化钠溶液制成
适宜浓度的孢子悬液。
２． ２． ２ 供试品溶液制备

取样品（批号为１８０２０５）１０ ｇ，加ｐＨ ７． ０无菌氯化
钠－蛋白胨缓冲液至１００ ｍＬ，摇匀，制成１ ∶ １０的供试
品溶液。
２． ２． ３ 回收率测定

试验组：取上述１ ∶ １０供试品溶液９． ９ ｍＬ，共５份，

每份分别加入金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽
孢杆菌、白色念珠菌及黑曲霉菌菌悬液各０． １ ｍＬ，使每
１ ｍＬ含菌落数不大于１００ ｃｆｕ，混匀，吸取各染菌供试品
溶液１ ｍＬ注入平皿中，每份平行制备２个平皿，倾注胰
酪大豆胨琼脂培养基，置３５ ℃培养３ ｄ，测定需氧菌总
数。取上述１ ∶ １０供试品溶液９． ９ ｍＬ，共２份，每份分别
加入白色念珠菌和黑曲霉试验菌菌悬液各０． １ ｍＬ，使
每１ ｍＬ含菌数不大于１００ ｃｆｕ，混匀，吸取各染菌供试
品溶液１ ｍＬ置平皿中，每份平行制备２个平皿，倾注沙
氏葡萄糖琼脂培养基，置２５ ℃培养５ ｄ，测定霉菌及酵
母菌总数。

菌液对照组：吸取ｐＨ ７． ０无菌氯化钠－蛋白胨缓
冲液９． ９ ｍＬ，共５份，每份分别加入金黄色葡萄球菌、
枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌、黑曲霉菌菌
悬液各０． １ ｍＬ，使每１ ｍＬ含菌落数不大于１００ ｃｆｕ，混
匀，分别吸取１ ｍＬ置平皿中，每株试验菌平行制备２个
平皿，倾注胰酪大豆胨琼脂培养基；另取ｐＨ ７． ０无菌氯
化钠－蛋白胨缓冲液９． ９ ｍＬ，共２份，每份分别加入白
色念珠菌、黑曲霉菌菌悬液各０． １ ｍＬ，使每１ ｍＬ含菌
数不大于１００ ｃｆｕ，混匀，分别吸取１ ｍＬ置平皿中，每
株试验菌平行制备２个平皿，倾注沙氏葡萄糖琼脂培
养基。

供试品组：吸取上述１ ∶ １０供试品溶液１ ｍＬ置平
皿，平行制备４个平皿，其中２个倾注胰酪大豆胨琼脂
培养基，作为测定需氧菌总数的供试品组；另外２个倾
注沙氏葡萄糖琼脂培养基，作为测定基霉菌和酵母菌总
数的供试品组。

稀释液组：取相应量稀释液替代供试品溶液，同试
验组操作，按试验组方法测定其菌落数，平行制备２个
平皿。

结果：依照公式计算加菌回收率。试验组菌比值＝
牗试验组平均菌落数－供试品组的平均菌落数牘 ／菌液
对照组的平均菌落数。按２０１５年版《中国药典（四部）》
附录１１０５，１１０６，１１０７项下犤 ４ 犦规定进行结果判断，回收
率比值应为０． ５ ～ ２。需氧菌总数验证试验结果见表２，
霉菌和酵母菌总数见表３。可见，常规法可用于霉菌和
酵母菌的计数，回收率为０． ５ ～ ２． ０；而对于细菌的计
数，采用常规法检查时，供试品溶液对金黄色葡萄球菌、
枯草芽孢杆菌的回收率均低于０． ５，不符合规定。故本
品对细菌的计数应重新选择适当的方法，先消除其抑菌
活性后再进行验证。
２． ３ 稀释法（１ ∶ ５０）适用性试验
２． ３． １ 菌液制备

制备方法同２． ２． １项。
２． ３． ２ 供试品溶液制备

取样品１０ ｇ，加ｐＨ ７． ０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲

胰酪大豆胨琼脂培养基沙氏葡萄糖琼脂培养基菌落形
态大小菌种类型 次数

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

１
２
１
２
１
２
１
２
１
２

被检
７７
７９
９６
９６
８６
９１
６７
６７
６２
６３

对照
８１
８３
９４
８２
８８
９０
６０
６９
６２
６０

比值
０． ９５

１． ０９

０． ９９

１． ０４

１． ０２

被检
－
－
－
－
－
－
７９
７７
６１
６３

对照
－
－
－
－
－
－
７８
８２
６８
６５

比值

０． ９８

０． ９３

一致
一致
一致
一致
一致
一致
一致
一致
一致
一致

表１ 培养基适用性检查结果（ｃｆｕ，ｎ ＝ ２）
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菌种类型
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

次数
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３

试验组
１３
１５
１４
８９
８７
７９
３９
４１
４０
７９
７８
８２
９０
８７
８３

菌液对照组
９０
８９
８８
７３
７５
７８
８９
８４
８６
６８
６６
６８
７６
７９
７３

供试品组
３
４
３
３
４
４
４
３
４
５
４
３
４
３
４

回收率
比值

０． １２

１． ０８

０． ４２

１． １２

１． ０９

菌种类型
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

次数
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３

试验组
９０
８５
８８
８６
８４
８１
７９
７８
７３
９０
８６
８７
７５
７９
７５

菌液对照组
８８
７９
７６
７３
７２
７０
８４
８６
８９
７７
７６
７３
６８
６９
６１

供试品组
３
５
４
３
４
４
４
５
４
５
４
４
５
４
５

回收率
比值

１． ０４

１． １２

０． ８４

１． １１

１． ０９

表２ １ ∶ １０供试品溶液需氧菌总数回收率比值牗 ｎ ＝ ３ 牘

表３ １ ∶ １０供试品溶液霉菌和酵母菌回收率比值牗 ｎ ＝ ３ 牘

菌种类型
白色念珠菌

黑曲霉

次数
１
２
３
１
２
３

试验组
８５
８０
７５
８９
７８
７５

菌液对照组
７２
７５
７６
７４
８０
７８

供试品组
０
０
０
０
０
０

回收率
比值

１． ０８

１． ０５

菌落总数（ｃｆｕ ／ ｍＬ）

菌落总数（ｃｆｕ ／ ｍＬ）

菌落总数（ｃｆｕ ／ ｍＬ）
表４ １ ∶ ５０供试品溶液需氧菌总数回收率比值牗 ｎ ＝ ３ 牘

液至１００ ｍＬ，摇匀，制成１ ∶ １０的贮备液；再取２０ ｍＬ，
加ｐＨ ７． ０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液至１００ ｍＬ，摇
匀，制成１ ∶ ５０的供试品溶液。
２． ３． ３ 回收率测定

试验组：取上述１ ∶ ５０供试品溶液９． ９ ｍＬ，共５份，
每份分别加入金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽
孢杆菌、白色念珠菌及黑曲霉菌菌悬液各０． １ ｍＬ，使每
１ ｍＬ含菌落数不大于１００ ｃｆｕ，混匀，吸取各染菌供试品
溶液１ ｍＬ置平皿中，每份平行制备２个平皿，倾注胰酪
大豆胨琼脂培养基，置３５ ℃培养３ ｄ，测定需氧菌总数。

菌液对照组：吸取ｐＨ ７． ０无菌氯化钠－蛋白胨缓
冲液９． ９ ｍＬ，共５份，每份分别加入金黄色葡萄球菌、
枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌、黑曲霉菌菌
悬液各０． １ ｍＬ，使每１ ｍＬ含菌落数不大于１００ ｃｆｕ，混
匀，分别吸取１ ｍＬ置平皿中，每株试验菌平行制备２个
平皿，倾注胰酪大豆胨琼脂培养基。

供试品组：吸取上述１ ∶ ５０供试品溶液１ ｍＬ置平
皿中，平行制备２个平皿，倾注胰酪大豆胨琼脂培养基，
作为测定需氧菌总数的供试品组。

稀释液组：取相应量稀释液替代供试品溶液，同试
验组方法操作，依法测定其菌落数，平行制备２个平皿。

结果：需氧菌总数稀释法验证试验结果见表４。可
见，采用常规法，控制菌能正常检出，阴性对照未检出。
符合２０１５年版《中国药典牗四部牘》微生物限度检查控制
菌检查验证要求，所以常规法可用于四味颗粒的控制菌
检查。可见，金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢
杆菌、白色念珠菌、黑曲霉菌的回收率为０． ５ ～ ２． ０，符
合规定，本品细菌计数可采用稀释法（１ ∶ ５０）。

２． ４ 控制菌 牗大肠埃希菌 牘检查
试验组：取２． ２． ２项下１ ∶ １０供试品溶液１０ ｍＬ及

每１ ｍＬ含菌量不大于１００ ｃｆｕ的大肠埃希菌菌悬液，同
时加入１００ ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中，混匀，３５ ℃
培养２４ ｈ。取上述培养物１ ｍＬ接种至１００ ｍＬ麦康凯液
体培养基中，４２ ℃培养２４ ｈ。取麦康凯液体培养物划线
接种至麦康凯琼脂培养基平板上，３５ ℃培养２４ ｈ，观察
结果。

菌液对照组：不加供试品溶液，其余操作与试验组
相同。

供试品组：取２． ２． ２项下１ ∶ １０供试品溶液１０ ｍＬ，
以稀释液代替菌液，同试验组方法操作。

稀释液组：以稀释液代替供试品溶液，不加菌液，其
余操作方法与试验组相同。

结果：观察其菌落形态。验证结果见表５。

注：－表示无菌生长；＋表示试验菌生长良好。

表５ 大肠埃希菌检查结果
菌种类型
大肠埃希菌

试验组
＋（２４ ｈ）

菌液对照组
＋（２４ ｈ）

供试品组
－（２４ ｈ）

阴性对照组
－（２４ ｈ）
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表６ ３批样品微生物限度检查结果（ｃｆｕ ／ ｍＬ）

２． ５ 样品微生物限度检查
采用稀释法（１ ∶ ５０）进行需氧菌总数的检查，常规

法进行霉菌和酵母菌总数及控制菌的检查，对３批样品
进行检验，结果见表６。可见，四味颗粒的微生物限度检
查方法为需氧菌总数检查采用稀释法牗 １牶 ５０ 牘，霉菌和
酵母菌总数及控制菌检查可采用常规法。结果表明，建
立的检查方法符合规定，可用于四味颗粒微生物限度
的检查。

３ 讨论
中成药组分复杂，剂型众多，微生物检测方法的适

用性试验就显得更为重要犤 ６ － ８ 犦。四味颗粒为我院治疗乳
腺增生类疾病的常用药物，临床用量极大，必须对制剂
的安全性加以控制，而微生物限度检查则是安全性检查
的重要环节。相对于前几版药典，２０１５年版《中国药典》
在微生物限度检查方法和指导原则上均做出了较大修
订，增加了供试品制备中的稀释液种类，采用胰酪大豆
胨液体培养基和胰酪大豆胨琼脂培养基取代了营养肉
汤和营养琼脂培养基；采用沙氏葡萄糖琼脂培养基取代
了玫瑰红钠培养基检测霉菌与酵母菌总数，相对于
２０１０年版所采用的培养基具有良好的广谱性，对目标
微生物的选择性低，有利于微生物的修复与生长，提高
了检出率犤 ９ － １０ 犦；在染菌方式上由试验菌最后加入改为配
制样品时即加入试验菌，充分模拟了样品受微生物污染
的状态，更能真实地体现样品的受污染程度，从而减少
实验室之间和检验人员之间对结果的判断误差犤 １１ 犦。本
研究中则是在原有微生物限度检查方法基础上按照新
版指导要求重新建立四味颗粒的微生物限度检查方法，
并对其进行验证，建立了符合规定的微生物限度检查方
法，以便在日常生产中更好地对药物制剂质量进行监督
和把控，保证制剂质量的安全性和稳定性，保障广大人
民群众的用药安全。

四味颗粒由山楂、鸡血藤、麦芽、通草４味中药制
成。山楂具有一定的抗菌活性，对多数致球菌和杆菌具
有抑制作用，以山楂核提取物为主要杀菌成分的皮肤消
毒剂，对大肠杆菌，金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、白
色念珠菌具有较好的杀菌效果，且稳定性较好犤 １２ 犦；在对
１４种中药乙醇提取物对大肠杆菌的体外抑菌试验中，
山楂表现出了良好的抑菌能力犤 １３ 犦。本研究中，采用常规
法进行需氧菌总数检查时，回收率均低于０． ５，制剂显
示出了对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌等需氧菌的抑

菌作用，因此需抑制其抗菌活性。一般来说，中药制剂采
用稀释法和薄膜过滤法以消除其抑菌活性犤１４ － １５ 犦，采用稀
释法（１ ∶ ２０，１ ∶ ５０，１ ∶ １００）３个稀释级考察，结果１ ∶ ５０
的回收率可达到０． ５ ～ ２． ０，可消除其抑菌活性；而在进
行控制菌检查时，采用常规法制剂却未显示出对大肠埃
希杆菌的抑菌活性，推测本制剂在制备过程中，抑制大
肠杆菌的成分浓度未达到有效地最低抑菌浓度。由于中
成药大多为复方制剂，且经过制备过程，药理活性也会
发生变化，因此个性化地对中药制剂进行微生物限度检
查方法的建立及验证显得尤为重要，不仅能避免由于其
本身的抑菌活性掩盖了药品制剂本身的受污染程度，还
能简化操作步骤，提高检出效率。
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