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中药饮片是指药材经炮制后可直接用于临床或

制剂生产使用的处方药品犤１犦，大多来源于天然植物、动

物或矿物，自身带有大量微生物犤２犦，其质量备受关注。

２０１５年版《中国药典（一部）》增订农药残留、重金属、黄
曲霉等危害性大的理化项目犤３犦，除了直接入口的中药提

取物、中药研粉口服用贵细饮片、直接口服及泡服饮片规

定了微生物检查项目外，作为临床应用最广的煎煮类饮片

却未规定微生物限度标准，也无针对性的检查方法 犤４犦。

因中药饮片来源的多样性，以及加工、运输和贮存的随

意性，使中药饮片极易受到微生物污染，并影响饮片和

其下游中成药产品的质量和安全性犤５－８犦。《美国药典（４２
版）》（ＵＳＰ４２）犤９犦、《欧洲药典（１０．０版）》（ＥＰ１０．０）犤１０犦和
《日本药典（１７版）》（ＪＰ１７）犤１１犦均明确收载了使用前经沸
水处理的中草药（天然药物）的微生物限度检查法和限

度标准。２０１８年 ２月，国家药典委员会网站发布了《关
于对＜中国药典＞２０２０年版微生物通则草案牗一牘公开
征求意见的通知》犤１２犦牗以下简称《草案》牘，并对中药饮片
增加微生物检验进行说明犤１３犦。但《＜中国药典＞２０２０年
版四部通则（草案）》犤１４犦只收载了中药饮片微生物限度

检查法。２０１９年８月，国家药典委员会发布第二次征求

５０种中药煎煮类饮片微生物检查方法研究及污染情况分析

张 平 １，石春红 １，胡亚英 １，任丽君 ２，顾芙蓉 ３△

（１．上海市松江食品药品检验所，上海 ２０１６００； ２．上海余天成中药饮片有限公司，上海 ２０１６００； ３．上海市
松江区市场监督管理局，上海 ２０１６００）

摘要：目的 考察 ５０种中药煎煮类饮片的微生物污染情况，分析不同炮制方法、不同类别饮片对微生物生长的影响。方法 参考 ２０２０
年版《中国药典》微生物通则修订草案相关检查方法，建立５０种共１５０批次中药煎煮类饮片的微生物检查方法，并进行微生物限度检
查。结果 ５个品种具有抑菌性，需采用消除抑菌的方法，其余４５个品种采用常规平皿倾注法测定；１５０批次样品需氧菌总数计数结果
介于１０～１０７ｃｆｕ／ｇ，霉菌和酵母菌总数计数结果介于１０～１０５ｃｆｕ／ｇ，耐热菌数计数结果介于１０～１０４ｃｆｕ／ｇ；耐热菌和耐胆盐革兰阴性
菌检出率均为５０．６７％，均未检出大肠埃希菌和沙门菌。结论 中药饮片易受微生物污染，需开展更深入的风险评估，完善《中国药典》

关于中药饮片微生物的检查方法和限度标准，保障用药安全。

关键词：中药饮片；煎煮类；微生物；检查方法；污染情况
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序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７
１８
１９
２０
２１
２２
２３
２４
２５

品种

白茯苓

山药

泽泻

木香

制香附

炒莱菔子

蜜麸炒青皮

仙鹤草

连钱草

忍冬藤

益母草

党参

黄芪

丹参

山楂

大枣

炒麦芽

荷叶

盐杜仲

络石藤

鱼腥草

蒲公英

野菊花

茵陈

黄连

类别

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

炮制工艺

净制

切制

切制

切制

煮制

炒制

炒制

切制

切制

切制

切制

切制

切制

切制

净制

净制

炒制

切制

炒制

切制

切制

切制

净制

净制

切制

产地

安徽

河南

福建、四川

云南、四川

浙江

江苏、安徽

浙江

安徽、湖北

四川、江苏、河南

山东、河南

安徽、河南、浙江

甘肃

甘肃

山西、山东

山东

山东

江苏、浙江

山东

四川

湖北、浙江

湖北、四川

甘肃、安徽

安徽、浙江

河南、陕西、安徽

四川

批次

３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３

序号

２６
２７
２８
２９
３０
３１
３２
３３
３４
３５
３６
３７
３８
３９
４０
４１
４２
４３
４４
４５
４６
４７
４８
４９
５０

品种

马齿苋

连翘

柴胡

紫花地丁

牡丹皮

茯苓

灵芝

菊花

大血藤

番泻叶

制厚朴

钩藤

熟地黄

制何首乌

地龙

蝉蜕

醋龟甲

砂炒鸡内金

牡蛎

软滑石

磁石

芒硝

石膏

龙骨

紫石英

类别

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

植物药

动物药

动物药

动物药

动物药

动物药

矿物药

矿物药

矿物药

矿物药

矿物药

矿物药

炮制工艺

切制

净制

切制

切制

切制

净制

切制

净制

切制

净制

煮制

净制

蒸制

蒸制

切制

净制

炒制

炒制

敲碎

敲碎

敲碎

净制

敲碎

敲碎

敲碎

产地

安徽

河南、山西

四川、陕西

江苏、甘肃

安徽

安徽

安徽、山东

浙江、安徽

湖北、浙江

陕西、广西

四川

江西、广西、湖南

河南

四川、安徽

上海

山东

浙江

江苏

浙江

江西、山东

山东、江苏

陕西

山东

宁夏、甘肃

山西、浙江、河南

批次

３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３

表１ ５０种煎煮类中药饮片信息
Ｔａｂ．１ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ５０ｖａｒｉｅｔｉｅｓｏｆＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓ

意见的通知，对煎煮类中药饮片暂不进行微生物限度控

制，但应关注风险大的煎煮类中药饮片。本研究中通过

分析 ５０种中药煎煮类饮片的微生物检查方法，建立了
需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数、耐热菌数、耐胆盐革兰

阴性菌犤衡释培养测试（ＭＰＮ牘法犦、大肠埃希菌和沙门菌
的检验方法，并分析微生物污染情况，初步掌握了微生

物污染的负载水平，以期为中药饮片微生物污染水平积

累数据和限度标准的制订提供技术支持，为中药饮片生

产企业的规范管理和炮制过程中微生物的控制提供依

据。现报道如下。

１ 仪器与材料

１．１ 仪器

ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ型超净工作台（苏州净化设备有限
公司）；ＫＳ１２型生物安全柜（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；
ＢＡ４１０Ｅ型显微镜（香港 Ｍｏｔｉｃ公司）；ＢＤ４００（Ｅ２）型微
生物培养箱（德国Ｂｉｎｄｅｒ公司）；ＭＬＳ－３７８１Ｌ－ＰＣ型高
压蒸汽灭菌锅（日本Ｐａｎａｓｏｎｉｃ公司）。
１．２ 试药

中药饮片均购自上海某中药饮片有限公司，来源于

不同产地，类别涉及植物药、动物药和矿物药，药用部位

涉及根类、茎类、全草类等，共收集５０个品种，每个品种
３批，共计１５０批次，详见表１。每批次样品量不少于２００ｇ，
一半用于辐射灭菌后方法适用性试验，一半用于微生物

样品检测。ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液、胰酪大
豆胨琼脂培养基、胰酪大豆胨液体培养基（ＴＳＢ）、沙氏
葡萄糖琼脂培养基（含氯霉素）、ＲＶ沙门菌增菌液体培
养基、木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养基、麦康凯液体

培养基、麦康凯琼脂培养基、肠道菌增菌液体培养基、紫红

胆盐葡萄糖琼脂培养基，均为干粉培养基，购自北京三药

科技开发公司，按２０１５年版《中国药典（四部）》通则犤４犦要

求配制、灭菌，并经培养基适用性验证合格。

１．３ 菌种

金黄色葡萄球菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３犦、铜绿假单胞菌
犤ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４犦、枯草芽孢杆菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１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、乙型副伤寒沙
门菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）５００９４犦，均为定量质控菌，购自浙江泰
林生物技术股份有限公司，经菌种确认验收合格。

·检验检测·
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图１ 菌落总数计数分布图
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２ 方法与结果

２．１ 计数方法适用性试验

计数方法：根据《草案》的方法，取供试品２５ｇ，置适
量胰酪大豆胨液体培养基中，制成 １∶１０（ｇ／ｍＬ）备用
液，充分振摇荡洗（不少于 １５ｍｉｎ），取其液体作为供试
液；用同一稀释液将供试液１０倍系列稀释。检查需氧菌
总数计数（ＴＡＭＣ），将供试液连续 ４次１０倍梯度稀释；
检查霉菌和酵母菌总数计数（ＴＹＭＣ），将供试液连续３次
１０倍梯度稀释；检查耐热菌数，取供试液１０ｍＬ，１００℃
水浴 ３０ｍｉｎ后迅速冷却，连续 ２次 １０倍梯度稀释，按
ＴＡＭＣ检查方法测定。

适用性试验：按 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则
１１０５微生物计数法适用性试验方法进行验证。取 ５种
试验菌（铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、白色念珠菌、黑曲霉菌），以平皿倾注法、增加稀释液

或培养基体积法、薄膜过滤法依次检测。按公式犤回收率
比值＝（试验组菌落数 －供试品对照组菌落数）／菌液
对照组菌落数犦计算回收率。结果试验组和相应菌液对
照组的菌落数比值均应在 ０．５～２．０范围内，可用于需
氧菌、霉菌和酵母菌的总数计数。

试验结果：根据回收率试验结果，调整检验方法。

其中，黄连具有抑菌性，采用 １∶１０的供试品溶液、薄
膜过滤法（冲洗量１００ｍＬ／膜）测定 ＴＡＭＣ，采用１∶１００
的供试品溶液、平皿倾注法测定 ＴＹＭＣ；磁石具有抑菌
性，采用１∶１００的供试品溶液、平皿倾注法测定 ＴＡＭＣ
和 ＴＹＭＣ；丹参和山楂可抑制需氧菌，采用 １∶１００的
供试品溶液、平皿倾注法测定 ＴＡＭＣ，采用 １∶１０的
供试品溶液、平皿倾注法测定 ＴＹＭＣ；其余 ４６个品种
均采用 １∶１０的供试品溶液、平皿倾注法测定 ＴＡＭＣ
和 ＴＹＭＣ。１５０批次中药饮片的方法适用性试验回收
率比值均应在 ０．５～２．０范围内。耐热菌数测定参考
ＴＡＭＣ计数方法。

２．２ 控制菌检查方法适用性试验

检查方法：耐胆盐革兰阴性菌、大肠埃希菌、沙门菌

检查方法采用 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则 １１０６
非无菌产品微生物限度检查法。

适用性试验：确认耐胆盐革兰阴性菌检查方法时，

以大肠埃希菌和铜绿假单胞菌为试验菌；确认沙门菌和

大肠埃希菌检查方法时，分别以沙门菌和大肠埃希菌为

试验菌，以常规法、增加培养基体积法和薄膜过滤法依

次检测。在规定的温度和最短时间下培养，应能检出所

加试验菌相应的反应特征。

试验结果：耐胆盐革兰阴性菌检查，黄连采用１∶１０
的供试品溶液，取相当于 ０．１，０．０１，０．００１ｇ的供试品
预培养物接种至２０ｍＬ肠道增菌液中，其余品种均使用
１０ｍＬ肠道增菌液；沙门菌检查，马齿苋、牡丹皮采用
２００ｍＬＴＳＢ作为增菌液，山楂采用 ５００ｍＬＴＳＢ作为增
菌液，其余品种均使用１００ｍＬＴＳＢ作为增菌液；大肠埃希
菌检查，均采用１００ｍＬＴＳＢ作为增菌液。按以上方法控制
菌的试验组均应能检出所加试验菌相应的反应特征。

２．３ 微生物限度检查结果

２．３．１ 菌落计数结果

中药饮片是非无菌产品，在炮制加工过程中微生物

控制措施不严格，菌落计数检出的概率很高。本试验中

的１５０批次中药材饮片中，ＴＡＭＣ检出率为９８．６７％，计
数范围为 １０～１０７ｃｆｕ／ｇ；ＴＹＭＣ检出率为 ８６．６７％，计
数 范 围 为 １０～１０５ ｃｆｕ／ｇ；耐 热 菌 计 数 检 出 率 为
５０．６７％，计数范围为 １０～１０４ｃｆｕ／ｇ。菌落总数计数分
布图见图 １。不同炮制方法对微生物的污染情况也不
同，切制的检出菌落最高，煮制和炒制最少；从药材类别

来看，矿物药的微生物污染情况最少，植物药和动物药

次之。菌落总数分布图见图２。
２．３．２ 控制菌检查结果

检测耐胆盐革兰阴性菌采用衡释培养测试（ＭＰＮ），
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表２ 美国、欧洲和日本药典中草药（天然药物）相关微生物限度

标准比较

Ｔａｂ．２ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｅｄｍｉｃｒｏｂｉａｌｌｉｍｉｔｓｔａｎｄａｒｄｓｏｆ

Ｃｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂａｌｍｅｄｉｃｉｎｅ（ｎａｔｕｒａｌｍｅｄｉｃｉｎｅ）ｉｎＵＳＰ，ＥＰａｎｄＪＰ

样本检出率为 ５０．６７％，大于 １０４ＭＰＮ／ｇ的样本率为
１９．３３％，菌落总数计数分布图见图１Ｄ。与文献犤１５－１６犦
报道耐胆盐革兰阴性菌的检出率基本一致，其中全草植

物类污染最严重，矿物类最不利于耐胆盐革兰阴性菌污

染。未检出沙门菌和大肠埃希菌。

２．４ 微生物限度标准判定

将 １５０批次中药饮片微生物的检验结果分别与
ＵＳＰ４２，ＥＰ１０．０，ＪＰ１７中与煎煮类中药饮片使用方法相
同的微生物限度标准牗详见表２牘进行比较。按ＵＳＰ４２标

准评价本试验中药煎煮类饮片样品的不合格率为

６．０％，按 ＥＰ１０．０和 ＪＰ１７标准评价均为合格。其中，
ＵＳＰ４２中耐胆盐革兰阴性菌限量的检测方法与《中国药
典》不同，故未按ＵＳＰ４２作评价。
３ 讨论

３．１ 辐射灭菌法选择

因中药饮片本身微生物负载高，如果样本不去除本

底菌则无法进行方法适用性试验。比较本实验室的紫外

灯杀菌与上海辐照中心提供的辐射灭菌法，后者灭菌效

果更佳犤１７－１９犦，能完全杀灭样本负载的表面微生物，且对

有效成分无明显影响犤１犦。在辐射过程中，γ射线穿透力
强，作用于微生物，直接或间接破坏微生物的核糖核酸、

蛋白质和酶，从而杀死微生物，起到消毒灭菌作用。与上

海辐照中心联合试验，以黄芪和白术（需氧菌负载

１０６ｃｆｕ／ｇ，霉菌和酵母菌负载 １０４ｃｆｕ／ｇ）为试样，用
６０Ｃｏ－γ射线辐射，吸收剂量为１０～３０ｋＧｙ。在１５ｋＧｙ吸
收剂量时能杀灭黄芪和白术负载的所有表面微生

物（＜１０ｃｆｕ／ｇ），为了确保所有样本能达到无菌状态，
选择２５ｋＧｙ吸收剂量，与２０１５年版《中国药典（四部）》
通则１４２１灭菌法中辐射灭菌法一致。因此，确定辐射方
案为 ６０Ｃｏ－γ射线，吸收剂量为２５ｋＧｙ。
３．２ 微生物对炮制方法和药材类别的选择特异性

根据《上海市中药饮片炮制规范２０１８年版》附录炮
制通则犤２０犦，有 ３９种中药饮片炮制方法。中药炮制是遵
循中医药理论，根据药材性质，按药材炮制操作工序，制

成一定规格的饮片。不同的炮制方法对微生物的负载情

况也不同，经过热加工处理的炮制方法如煮制、炒制、蒸

制能有效降低中药饮片的细菌类污染，但药材炮制过程

和辅料的引入会使饮片微生物负载更复杂犤１犦。根据统计

学 ｔ检验分析，非热加工方式切制净制饮片的微生物负
载最高，热加工方式的煮制、炒制、蒸制饮片次之，热加

工与非热加工的炮制方式对 ＴＡＭＣ与 ＴＹＭＣ有显著差
异（Ｐ＜０．０５），对耐热菌无显著差异（Ｐ＞０．０５）。从药材
类别来看，植物药和动物药的微生物负载最多，矿物药

次之，植物药和动物药的微生物负载分布情况无显著差

异（Ｐ＞０．０５），动物药和矿物药的微生物负载分布情况有
显著差异（Ｐ＜０．０５）。矿物药的微生物负载比植物药和动
物药低，这和微生物在生长过程中受药材成分的影响有

关，不同种类的微生物对药材种类有选择特异性犤１５犦。

３．３ 耐热菌检查项目选定是中药质量安全的关键风

险控制指标

针对煎煮类中药饮片的使用特点，建立耐热菌计数

检查项目，拟用于评估煎煮类饮片在加热处理后残留微

生物的情况。耐热菌测定时加热温度和沸水浴时间对检

测数据影响大，若加热温度不到 １００℃，耐热菌的检出
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率会呈数量级增加。因此，必须保持检测条件一致，

用温度计随时监测沸水浴温度在１００℃，并用秒表控制
３０ｍｉｎ。根据检测结果，即使经过１００℃沸水浴３０ｍｉｎ，
耐热菌计数最高可达１０４ｃｆｕ／ｇ。
３．４ ５０种中药饮片微生物污染情况分析

本试验中通过购买５０种中药煎煮类饮片考察流通
领域样品的微生物污染情况，与某生产企业提供的１５０
批次样品的微生物负载分布情况基本一致（Ｐ＞０．０５），
说明中药饮片在流通环节能保证微生物污染情况与出

厂时一致。１５０批次样品检出需氧菌总数计数结果介于
１０～１０７ｃｆｕ／ｇ；霉菌、酵母菌总数计数结果介于 １０～
１０５ｃｆｕ／ｇ；耐热菌数检出率为 ４９．５％，计数结果介于
１０～１０４ｃｆｕ／ｇ；耐胆盐革兰阴性菌检出率为 ４８．５％；均
未检出大肠埃希菌和沙门菌。以 ＵＳＰ４２的规定进行评
价，不合格率为 ６．０％；以 ＥＰ１０．０，ＪＰ１７的规定进行评
价，全部合格。美国对使用前用沸水处理的植物产品工艺

的要求不同，故ＵＳＰ４２制订的标准限度比ＥＰ１０．０和ＪＰ１７
低了一个数量级，不作为主要评价依据。虽然本试验研究结果

显示微生物负载水平较高，但检测数据结果基本满足国外

药典规定限度要求。从生产质量管理体系上看，我国中药

饮片生产企业的整体质量管理水平较低，过程控制和风

险控制体系目前无法达到国际水平，这也是我国药典无

法推进中药饮片微生物限度标准规定的实际原因犤２犦。

３．５ 努力方向

我国中药饮片品种繁多，《上海市中药饮片炮制规

范 ２０１８年版》收载 ９７３种，２０１５年版《中国药典牗一
部牘》收载中药材６６２种，且微生物污染菌情况复杂。本
研究中以中药饮片的表面微生物为检查重点，但部分具

有抑菌性的品种需采用消除抑菌性的方法才能完成方

法适用性验证。我国中药饮片生产企业大部分缺乏微生

物检验能力，如果方法验证工作投放到国家专业技术机

构，会因样本工作量大而影响标准的推行。因此，建议国

家专业技术机构联合中药饮片生产企业进一步开展中

药饮片，特别是煎煮类中药饮片微生物污染数据的积累

和微生物危害的风险评估工作，根据中药饮片的品种特

点制订相应的个性化标准，这是中药标准引领国际发展

的关键犤２１犦。中药饮片微生物相关标准的制订势在必行，

须进一步强化中药饮片生产企业的过程管理控制和微

生物检验能力的储备，保障中药饮片的使用安全。
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