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茵丹颗粒微生物限度检查方法学验证
邓 莉，周 剑△，胡 婧，胡 斌，马 攀

（陆军军医大学第一附属医院药剂科，重庆 ４０００３８）
摘要：目的 建立茵丹颗粒的微生物限度检查方法。方法 根据２０１５年版《中国药典（四部）》通则１１０５非无菌产品微生物限度检查项中

的微生物计数法，以及通则１１０６非无菌产品微生物限度检查项中的控制菌检查法和通则１１０７非无菌药品微生物限度标准进行方法

适用性试验。结果 采用稀释法（１∶１００）测定需氧菌总数；采用常规法测定霉菌和酵母菌总数，并进行控制菌检查。结论 所建立的方法

可作为茵丹颗粒微生物限度的检查方法。
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茵丹颗粒为我院自制制剂，具有清热利湿、凉血活

血等功效，主治痤疮、脂溢性皮炎，疗效确切，其中连翘、

黄芩、地榆、茵陈等中药材具有抗病原微生物作用犤１－６犦。

中成药的不同成分和浓度对微生物有着不同程度的抑

制和杀灭作用犤７－１０犦。由于抑菌成分的干扰，采用常规法

进行微生物限度检查，其结果不能真实反映其污染微生

物的状况犤１１犦，因此采用适当的方法排除其抑菌成分的

干扰，提高中成药污染微生物的检出率至关重要犤１２犦。为

保证微生物限度检查法结果的准确性，本研究中依据

２０１５年版《中国药典（四部）》１１０５非无菌产品微生物限

度检查犤１３犦中微生物计数法、１１０６非无菌产品微生物限
度检查，控制菌检查法中方法验证试验，以及和通则

１１０７非无菌药品微生物限度标准的要求，建立了茵丹
颗粒微生物限度检查方法，并进行验证，确保检测方法

的可行性。

１ 仪器与材料

１．１ 仪器
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ－１３８１Ａ２型生物安全柜（美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＢＬ１５０型电子天平（梅特勒托利多仪器
＜上海 ＞有限公司）；ＬＲＨ－１５０Ｆ型生化培养箱（重庆
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四达实验仪器公司）；ＭＪ－１８０－Ⅱ型霉菌培养箱（上海
跃进医疗器械有限公司）；ＬＤＺＸ－７５ＫＢＳ型立式压力蒸
汽灭菌器（上海申安医疗器械厂）。

１．２ 材料
试药：茵丹颗粒（陆军军医大学第一附属医院药剂

科，批号为１８０３２７０１，规格为每袋１０ｇ）。
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
京三药科技开发公司提供。

稀释剂、冲洗剂：ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液
（北京三药科技开发公司，批号为 １７０５１９）；０．９％氯化
钠溶液（西南药业股份有限公司，批号为１７０３４００２）。

菌种：金黄色葡萄球菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３犦，枯草芽
孢杆菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１犦，铜绿假单胞菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）

１０１０４犦，白 色念珠 菌 犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１犦，黑曲 霉菌
犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３犦，大肠埃希菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）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。
２ 方法与结果

２．１ 菌液制备
取经胰酪大豆胨液体培养基 ３５℃培养 ２４ｈ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％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 ４８ｈ的白
色念珠菌液体培养物，用０．９％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 ７ｄ的黑曲
霉菌斜面培养物，加入含０．０５％（Ｖ／Ｖ）聚山梨酯８０的
０．９％氯化钠溶液，将孢子洗脱，吸出孢子悬液（用管口
带有薄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％氯化钠溶液制成适宜浓度的孢子
悬液。

２．２ 微生物限度检查方法验证
２．２．１ 供试液制备

取样品 １０ｇ，加 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液至
１００ｍＬ，摇匀，制成１∶１０的供试液。取供试液１０ｍＬ，加
ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液至 １００ｍＬ，摇匀，制成
１∶１００供试液。
２．２．２ 计数方法适用性试验

试验组犤１４犦：分别精密吸取２．３．１项下１∶１０供试液
和１∶１００供试液９．９ｍＬ，各５份，每份中分别加入金黄

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０．１ｍＬ，使每１ｍＬ含菌数不大于
１００ｃｆｕ，混匀，吸取各染菌供试液 １ｍＬ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３ｄ，测定需氧菌总数。取２．３．１项下１∶１０供
试液 ９．９ｍＬ，共 ２份，每份中分别加入白色念珠菌和
黑曲霉菌菌悬液各 ０．１ｍＬ，使每 １ｍＬ含菌数不大于
１００ｃｆｕ，混匀，吸取各染菌供试液 １ｍＬ注入平皿中，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５ｄ，测定霉菌及酵母菌总数。

菌液对照组：吸取 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液
９．９ｍＬ，共５份，每份中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０．１ｍＬ，使每１ｍＬ含菌数不大于１００ｃｆｕ，混匀，分别
从试验菌试管中吸取 １ｍＬ注入平皿中，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氯化钠－蛋白胨缓冲液９．９ｍＬ，共２份，每份中分别
加入白色念珠菌、黑曲霉菌菌悬液各０．１ｍＬ，使每１ｍＬ
含菌数不大于１００ｃｆｕ，混匀，分别从试验菌试管中吸取
１ｍＬ注入平皿中，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。

供试品对照组：分别精密吸取１∶１０和１∶１００供试
液各１ｍＬ注入平皿，分别平行制备４个平皿，其中４个
平皿倾注胰酪大豆胨琼脂培养基，作为需氧菌总数的供

试品对照组；另外 ４个平皿倾注沙氏葡萄糖琼脂培养
基，作为霉菌和酵母菌总数的供试品对照组。

稀释剂组：取相应量稀释液替代供试品，同试验组

方法操作，按试验组方法测定其菌数，平行制备２个平皿。
验证结果：依照下列公式，计算加菌回收率，试验组

菌比值＝（试验组平均菌落数－供试品对照组的平均菌
落数）／菌液对照组的平均菌落数。按 ２０１５年版《中国
药典（四部）》１１０５，１１０６，１１０７项下犤２犦规定进行结果判

断，回收率比值应在 ０．５～２．０。结果见表 １至表 ２。可
见，需氧菌总数采用稀释法（１∶１００）、霉菌和酵母菌总
数采用常规法，各株菌回收率均为 ０．５～２．０，符合
２０１５年版《中国药典（四部）》微生物限度检查微生物计
数检查验证要求。

２．２．３ 控制菌－大肠埃希菌检查
试验组：取 １０ｍＬ２．３．１项下 １∶１０供试液及每

１ｍＬ含菌量不大于１００ｃｆｕ大肠埃希菌菌悬液，同时加
入 １００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中，混匀，３５℃培养
２４ｈ。取上述培养物１ｍＬ接种至１００ｍＬ麦康凯液体培
养基中，４２℃培养２４ｈ。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２４ｈ，观察。
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注：Ａ为１∶１０，Ｂ为１∶１００。

Ａ
１２
１０
１３
１６
１４
１７
１３
１５
１６
５０
５０
５５
６８
７５
７２

Ｂ
５６
６０
６２
９６
１００
９４
５２
５６
５３
７３
７０
６９
８６
９２
８５

Ａ
８８
９６
８９
９８
９９
９７
７３
８０
７６
６５
７２
７５
７６
８１
７５

Ｂ
７３
６７
７１
８６
９２
８８
９０
１０８
９５
７０
６２
６７
７７
６８
７０

Ａ

０

０

０

０

０

Ｂ

０

０

０

０

０

Ａ

０．１３

０．１６

０．１９

０．７３

０．９３

Ｂ

０．８４

１．１０

０．５６

１．０７

１．２２

试验组

（ｃｆｕ／ｍＬ）
菌液对照组

（ｃｆｕ／ｍＬ）
供试品对照组

（ｃｆｕ／ｍＬ）
回收率

比值
试验

次数

１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３

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

黑曲霉菌

表１ １∶１０及１∶１００供试液需氧菌总数回收率比值
试验结果（ｎ＝３）

菌液对照组：不加供试液，其余操作同试验组。

供试品对照组：取２．３．１项下１∶１０供试液１０ｍＬ，
以稀释液代替菌液其余操作同试验组。

稀释剂组：以稀释液代替供试液，不加菌液，其余操

作同试验组。观察其菌落形态。试验组和菌液对照组大

肠埃希菌２４ｈ试验菌生长良好，供试品对照组２４ｈ无
菌生长，阴性对照组无菌生长。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（四部）》微生物限度检查控制菌检查验证要求，故常

规法可用于茵丹颗粒的控制菌检查。

３ 讨论

茵丹颗粒在检查需氧菌总数时，由于组分中黄芩、

连翘、地榆、茵陈对金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯

草芽孢杆菌均有一定的抑制作用犤１犦。由本研究结果可

见，１∶１０供试液需氧菌总数测定金黄色葡萄球菌、铜绿
假单胞菌、枯草芽孢杆菌回收率比值均未达到试验要

求，与文献犤１犦报道一致。通过稀释法能有效清除抑菌成
分，达到检验目的，保证检查方法的完整性和可靠性。同

时，这４味中药对大肠埃希菌均有抑制作用，但茵丹颗
粒采用常规法能达到试验要求，考虑茵丹颗粒为水提

法，在制备过程中，抑制大肠杆菌的成分浓度未达到有

效 ＭＩＣ。其中连翘对大肠埃希菌作用较弱，乙醇提取物
作用强于水提取物犤１５犦。经过验证，茵丹颗粒的微生物限

度检查方法需氧菌总数检查可采用稀释法（１∶１００），霉
菌和酵母菌总数检查可采用常规法，控制菌检查采用常

规法，试验菌回收率及控制菌检查结果均符合规定。
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表２ １∶１０供试液霉菌和酵母菌回收率比值试验结果（ｎ＝３）

菌种类型

白色念珠菌

黑曲霉菌

试验

次数

１
２
３
１
２
３

试验组

（ｃｆｕ／ｍＬ）

７７
７８
７３
８４
９０
８６

菌液对照组

（ｃｆｕ／ｍＬ）

８９
９３
８２
８６
９２
８８

供试品对照组

（ｃｆｕ／ｍＬ）

０

０

回收率

比值

０．８６

０．９８
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