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ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

十滴水是生活中常见的祛暑药，由樟脑、干姜、大

黄、小茴香、肉桂、辣椒等组方，主要用于伤暑引起的头

晕、恶心、腹痛、胃肠不适等犤１犦４４９。由于药品的微生物检

测结果受多种因素影响，考虑到该类药品本身的抑菌性

和不同厂家生产工艺的差异，故建立经过验证适宜的微

生物检验方法十分必要。根据 ２０１５年版《中国药典牗一
部牘》的要求，本研究中对５个不同厂家十滴水的微生物
检验方法进行了验证试验，为建立合适的微生物检验方

法提供参考，并对不同厂家的产品抑菌性及验证结果予

以评价。现报道如下。

１ 仪器、试药与菌株

仪器：ＢＬ－１００Ｇ型立式压力蒸汽灭菌器（上海博讯
实业有限公司）；ＨＦ－ｓａｆｅ－１２００ＬＣ型生物安全柜（上
海力申科学仪器有限公司）；ＸＹ６００－１Ｂ型电子天平
（常州幸运电子设备公司，精度为 ０．１ｇ）；ＳＰＸ－２５０型
生化培养箱（天津泰斯特仪器有限公司）；ＭＪＸ－２５０Ｂ
型霉菌培养箱（天津泰斯特仪器有限公司）。

试药：十滴水（Ａ厂，批号为 １８０３１８；Ｂ厂，批号为
２０１８０１０６；Ｃ厂，批号为１８０５０５；Ｄ厂，批号为１８０４１２；Ｅ
厂，批号为 １８０２１３）；胰酪大豆胨琼脂培养基（批号为
１８０４２７），沙氏葡萄糖琼脂培养基（批号为 １８０９１２），胰
酪大豆胨液体培养基（批号为 １８０８２０），沙氏葡萄糖液

体培养基（批号为１８０７３１），肠道菌增菌液体培养基（批
号为 １８０８１３），紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基（批号为
１８０６２７），麦康凯琼脂培养基（批号为 １８０９０４），麦康凯
液体培养基（批号为 １８０８２０），氯化钠－蛋白胨缓冲液
（ｐＨ＝７，批号为１８０８２０），均购自北京陆桥公司。

菌株：金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）
犤ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３犦，铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉ
ｎｏｓａ牘犤ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４犦，枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂ
ｔｉｌｉｓ牘犤ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１犦，白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）
犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１犦，黑曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）犤ＣＭＣＣ
（Ｆ）９８００３犦，大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）犤ＣＭＣＣ（Ｂ）
４４１０２犦，均来自中国医学细菌保藏中心。
２ 方法与结果

２．１ 常规法验证
取金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、

白色念珠菌的新鲜培养物，用 １０倍 ０．９％氯化钠溶液
稀释成一定浓度的菌悬液。取黑曲霉的新鲜培养物，加

入３～５ｍＬ含０．０５％聚山梨酯８０的无菌０．９％氯化钠
溶液，将孢子洗脱。采用适宜的方法吸出孢子悬液置无

菌试管内，用含 ０．０５％聚山梨酯 ８０的无菌 ０．９％氧化
钠溶液制成适宜浓度的黑曲霉孢子悬液。

试验组中，以无菌操作取样品 １０ｍＬ，加氯化钠 －

不同厂家十滴水微生物限度检查方法的验证与评价
胡 翮，郭 沛，何 硕，李 昂△

（湖南省湘潭市食品药品检验所，湖南 湘潭 ４１１１００）
摘要：目的 按２０１５年版《中国药典牗一部牘》要求，对５个不同厂家十滴水制剂的微生物限度检查方法进行验证，确认所采用的检查方
法是否适用于该产品的微生物检查。方法 采用５种试验菌株测试其回收率，验证其是否具有抑菌作用。结果 ５个厂家的产品均有一
定的抑菌作用，且不同厂家的抑菌程度有一定差异，应采用合适的方法进行微生物检查。结论 方法验证试验可为建立合理的微生物

限度检测方法提供参考。
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厂家

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ

金黄色葡萄球菌

１０．３
４１．９
１２．０
１５．３
３０．６

铜绿假单胞菌

１５．５
３８．２
１０．３
１３．９
２７．６

枯草芽孢杆菌

１２．７
４５．９
１８．６
１７．６
３１．７

白色念珠菌

２０．０
３５．７
４５．６
４９．６
３４．８

黑曲霉

２４．２
３７．７
３０．７
４３．５
３７．６

厂家

Ｂ
Ｅ

金黄色葡萄球菌

４５．１
５１．２

铜绿假单胞菌

３９．９
４８．７

枯草芽孢杆菌

４７．７
３９．５

白色念珠菌

３９．６
５１．１

黑曲霉

５０．１
５３．６

冲洗量

１００ｍＬ

２００ｍＬ

３００ｍＬ

厂家

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ
Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ
Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ

金黄色葡萄球菌

５７．９
４５．９
２６．０
３５．３
３４．６
６７．９
７５．９
３８．０
６９．５
６６．６
８０．６
９５．９
７０．４
８６．７
９２．６

铜绿假单胞菌

３９．４
４８．２
４３．８
２８．９
４１．８
４５．５
６８．２
４８．３
４８．５
４７．６
７９．４
８９．７
７３．９
８８．０
８８．１

枯草芽孢杆菌

５１．３
４９．８
４２．５
４０．６
５０．７
５３．１
８０．９
５０．１
６９．５
７１．７
７１．３
９１．４
８２．５
９０．６
９１．５

白色念珠菌

５８．８
８４．９
７５．６
７９．６
７４．２
６８．８
８９．２
７６．８
８０．６
７７．８
８８．８
９４．９
８５．６
８４．４
９４．２

黑曲霉

６４．５
７０．８
７０．７
８１．５
６７．６
８４．５
７７．７
８３．６
８４．３
６９．３
８４．５
９０．３
８３．７
８９．５
８７．０
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表１ 各批样品需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数的

常规法验证结果（％）

表２ 各批样品需氧菌总数、菌和酵母菌总数计数的培养基

稀释法验证结果（％）

表３ 各批样品需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数的薄膜

过滤法验证结果（％）

蛋白胨缓冲液牗ｐＨ＝７．０牘稀释至 １００ｍＬ，制成 １∶１０
牗Ｖ／Ｖ牘的供试液，分别取该供试液９．９ｍＬ，加入以上５种
代表试验菌株０．１ｍＬ（供试液含菌量不大于１００ｃｆｕ／ｍＬ），
吸取 １ｍＬ，注入平皿中，平行制备 ２个平皿，倾注１５～
２０ｍＬ融化并冷却至约 ４５℃的琼脂培养基（加入铜绿
假单胞菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌的平皿倾注

胰酪大豆胨琼脂培养基；加入白色念珠菌和黑曲霉的平

皿倾，注沙氏葡萄糖琼脂培养基），待凝固后置规定温度培

养并观察结果。供试品对照组中，取供试液，以相应稀释液

代替菌液同试验组操作。菌液对照组中，取相应稀释液

替代供试液，按试验组操作方法加入试验菌液，并进行

微生物回收试验。结果见表１。

可见，５个厂家的供试品分别接种 ５种试验菌后，
需氧菌总数和霉菌酵母菌总数计数的回收率均小于

５０％，说明产品有抑菌作用，且Ａ，Ｃ，Ｄ３个厂家的抑菌
作用更强。因此，调整试验方案，对 Ａ，Ｃ，Ｄ３个厂家直
接用薄膜过滤法进行验证，对Ｂ，Ｅ２个厂家的微生物计
数采用培养基稀释法进行验证。

２．２ 培养基稀释法验证
试验组中，分别取Ｂ厂和 Ｅ厂的１∶１０牗Ｖ／Ｖ牘供试

液各 ９．９ｍＬ，加入 ５种代表试验菌株 ０．１ｍＬ（每 １ｍＬ
供试液中含菌量不大于１００ｃｆｕ），吸取该供试液０．２ｍＬ
注入平皿中，加入 １５～２０ｍＬ营养琼脂培养基，待凝固
后，置规定温度培养、观察，并进行菌数计数。供试品对

照组中，取制备好的供试液，以相应稀释液代替菌液同

试验组操作。菌液对照组中，以相应稀释液代替供试液，

按试验组操作方法加入试验菌液，并进行微生物回收试

验。结果见表２。可见，使用培养基稀释法仍有部分菌株
回收率未达５０％。

２．３ 薄膜过滤法验证
试验组中，取适量氯化钠 －蛋白胨缓冲液牗ｐＨ＝

７．０牘润湿滤膜，将５个不同厂家的１∶１０牗Ｖ／Ｖ牘供试液

各 ９．９ｍＬ加入滤器中，分别以氯化钠 －蛋白胨缓冲液
牗ｐＨ＝７．０牘１００，２００，３００ｍＬ作为冲洗液，分次冲洗滤
膜，在最后１次冲洗液中加入０．１ｍＬ不大于１００ｃｆｕ的
待测菌株，冲洗后取出滤膜，贴于规定的培养基上培养，

并观察和计数。供试品对照组中，取 １∶１０牗Ｖ／Ｖ牘供试
液 １０ｍＬ加入滤器中，分别以氯化钠 －蛋白胨缓冲液
牗ｐＨ＝７．０牘１００，２００，３００ｍＬ作为冲洗液，分次冲洗后，
取出滤膜，贴于规定的培养基上培养，并观察和计数。菌

液对照组中，取相应稀释液代替供试液，按试验组操作方

法加入试验菌液，并进行微生物回收试验。结果见表３。

可见，５个不同厂家的样品经不同体积冲洗液薄膜
过滤后，不同菌株之间验证结果存在一定差异。当冲洗

量为１００ｍＬ时，各厂家均不能达到规定的回收率，说明
样品仍有一定的抑菌作用。当冲洗量为２００ｍＬ时，Ｂ厂
样品 ５种菌株的回收率均高于 ５０％，说明可用此经过
验证的方法用于该厂家的需氧菌总数、霉菌和酵母菌总

数计数，而其他厂家还应适量扩大冲洗量。当冲洗量达

到 ３００ｍＬ时，５个厂家产品对 ５种试验代表菌株的回
收率均能达到５０％以上。
２．４ 控制菌检查方法验证

试验组中，将５个不同厂家的１∶１０牗Ｖ／Ｖ牘供试液
各９．９ｍＬ加入滤器中，Ｂ厂的以氯化钠－蛋白胨缓冲液
牗ｐＨ＝７．０牘２００ｍＬ作为冲洗液，Ａ，Ｃ，Ｄ，Ｅ厂的以氯化钠－
蛋白胨缓冲液牗ｐＨ＝７．０牘３００ｍＬ作为冲洗液，分次冲洗
滤膜，在最后１次冲洗液中加入０．１ｍＬ不大于１００ｃｆｕ
的大肠埃希菌，冲洗后取出滤膜，贴于规定的培养基上

培养并观察结果。阳性对照组中，取相应稀释液代替供

试液，按试验组中方法试验，在最后１次冲洗液中加入
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厂家

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ

试验组

＋
＋
＋
＋
＋

阳性对照组

＋
＋
＋
＋
＋

阴性对照组

－
－
－
－
－

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

表４ 大肠埃希菌验证结果

注：“＋”表示生长浑浊；“－”表示未生长。

不大于１００ｃｆｕ的大肠埃希菌，冲洗后取出滤膜，贴于规
定的培养基上培养并观察结果。阴性对照组中，取相应

稀释液代替供试液，按试验组中方法进行薄膜过滤，但

不加菌液，待冲洗完成后取出滤膜，贴于规定的培养基

上培养并观察。结果见表４。

３ 讨论

３．１ 验证结果
本研究结果显示，常规法和培养基稀释法均不适用

于该５个厂家十滴水的微生物限度及控制菌检查；采用
薄膜过滤法后，各厂家的各试验菌的回收率均符合要

求。可见，Ａ，Ｃ，Ｄ３个厂家的供试液常规法试验的抑菌
作用相对较强，回收率非常低，故直接采用薄膜过滤法。

Ｂ，Ｅ２个厂家的供试液经培养基稀释法验证后，有部分
菌株不能达到规定的回收率标准，故将５个厂家的产品均
进行薄膜过滤法试验。除Ｂ厂的供试液冲洗量为２００ｍＬ
时可满足试验要求外，其他厂家的供试液所用稀释液冲

洗量均为３００ｍＬ才能去除其抑菌作用。因此，因各厂家
的产生环境、制备工艺、原辅料质量及供试品的理化特性

等可能存在差异，对微生物限度检查的产品均应进行方法

验证，以确认所采用方法适用于该产品的微生物检查。

３．２ 验证方法选择
按２０１５年版《中国药典牗一部牘》要求，选择适宜的

阳性菌株犤１犦１４０，对５个不同厂家的样品同时进行验证与
比较。优先考虑常规法验证，若验证结果不能满足试验

要求，对于抑菌作用相对较强的，采用培养基稀释法再

验证；而对于抑菌作用很强的，则考虑采用薄膜过滤法

来消除其抑菌作用。参考文献犤２－７犦进行比较和研究，
对试验方案进行设计和调整，文中验证思路和试验方法

可对该品种微生物检查方法的验证提供参考，以提高微

生物的检出率，更好地控制药品的质量。

３．３ 验证过程中应注意的问题
菌液：制备试验菌液时，应提前确定菌液浓度，进行

菌数测定，并与试验组菌数测定同时进行，精确测定菌

数是回收率测定的关键步骤。由于加入菌液体积较小，

对检测结果影响较大，因此必须严格控制菌液加入量，

有必要采用商品化的定量菌株犤８犦。试验要求的加菌量一

般不大于１００ｃｆｕ，以便于计数，菌量太大或太小均可能
导致误差增加。

样品：样品的微生物限度检查验证试验应进行３次
独立的平行试验。样品稀释后应混合均匀犤９犦。此外，采用薄

膜过滤法时，冲洗时应分次冲洗，且冲洗量不宜过大，总冲

洗量不得超过１０００ｍＬ，以免滤膜上的微生物受损伤犤２犦。

培养基与培养时间：试验用培养基可按 ２０１５年版
《中国药典（四部）》非无菌产品微生物限度检查法中培

养基适用性检查项下进行验证试验，以确保检测结果的

准确性。此外，在适宜培养条件下，微生物的群体生长数

量与培养时间遵循生长曲线规律犤１０犦，处于指数生长期

的代谢旺盛，生长迅速，个体形态、生化特征较一致，是

微生物检验鉴定的理想状态犤１１犦，尤其当菌落在培养基

上不宜辨别时，可适当延长培养时间，有利于微生物的

检出犤１２犦。

滤膜：本研究中对比了２个厂家的不同型号滤膜，
发现有的滤膜不能起到很好的过滤作用。因十滴水的主

要溶剂为７０％乙醇，应充分考虑滤膜材质对溶剂兼容性
和滤膜对微生物截留能力的影响。
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