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基于板蓝根颗粒需氧菌总数计数的药品微生物检测能力验证研究
肖 璜，戴 ，周发友，马仕洪△

（中国食品药品检定研究院，北京 １０００５０）
摘要：目的 提高国内药品微生物检验实验室微生物限度的检测能力。方法 将板蓝根颗粒样品随机编号，经冷链运输发放至各参与实验室，

采用单因素方差分析法和 ｔ检验分析样品的均匀性和稳定性。对能力验证结果进行统计与分析，评价实验室的检测能力。结果 全国

共１５２个实验室报名参加，涉及３１个省牗市牘、自治区；共回收１４８个检测结果，整体满意率为９３．３８％（１４１／１５１），其中，食药监系统满意率
为９６．８１％（９１／９４），企业满意率为８７．０４％（４７／５４），科研院所满意率为１００．００％（１／１），检验检测机构满意率为 １００．００％（２／２）；造
成不满意的主要原因为平台上报检测结果产生错误，实验人员培训不足致试验中断，检测结果溢出。结论 国内药品微生物检验实验

室微生物限度检测能力较高，但检验检测标准在不断提升，需持续关注能力建设，加强相关培训。
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药品微生物限度检查于 １９７２年在国内起步，卫生
部１９７８年颁布了首个药品微生物限度标准，１９９５年版
《中国药典》首次收载了微生物限度检查法，２０００年版
《中国药典》首次收载了微生物限度标准，２００５年版《中
国药典》强调了药品微生物检验中的“方法验证”，以避

免因方法不合理而造成漏判、误判。２０１５年版《中国药
典》解决了与人用药品注册技术要求国际协调会议

（ＩＣＨ）协调案的协调问题，实现了与国际标准的全面接
轨，强化了操作关键点的控制犤１犦。我国药品微生物限度

检查起步较早，标准已对标国际，但因实验室条件、人员

技术水平、对标准和方法的理解存在差异，故各实验室

微生物限度检测能力不同犤２－５犦。文献犤６犦报道，地方药品
检验系统食品菌落总数计数能力验证能力需加强。需氧

菌总数是指胰酪大豆胨琼脂培养基牗ＴＳＡ牘上生长的总

菌落数（包括真菌菌落数）犤７犦，是药品微生物限度检查的

重要项目，用以判断样品被微生物污染的程度，反映药

品生产、运输、储存等环节质量的优劣。能力验证是利用

实验室间的比对，按预先制订的准则评价参与者的能

力 犤８－９犦。实验室比对是指按预先规定的条件，由 ２个或
多个实验室对相同或类似的测试样品进行检测的组织、

实施和评价犤８犦，是国际通行的实验室质量控制和认可机

构确认实验室能力的有效技术手段。２０１５年版《中国药
典》犤７犦也明确，在外部质量控制评估中，实验室应参与能

力验证来评估检测能力的水平，通过参加外部质量评估

来评定检测结果的偏差。实验室对评估结果进行分析后

可适时改进。质控样品的均匀性和稳定性是能力验证项

目实施的关键犤６，１０－１４犦。本研究中通过考察板蓝根颗粒菌

落总数样品（小样和正式样品）的均匀性，以及储藏、运

·检验检测·
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省（市）、

自治区

安徽

北京

福建

甘肃

广东

广西

贵州

海南

河北

河南

黑龙江

湖北

湖南

吉林

江苏

江西

食药监

系统

３
３
２
１
１１
３
３
１
２
２
１
３
０
５
９
１

企业

０
６
１
０
１０
１
１
１
０
０
１
１
２
２
８
２

科研

院所

０
０
０
０
１
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

检验检

测机构

０
０
０
０
１
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

合计

３
９
３
１
２３
４
４
２
２
２
２
４
２
７
１７
３

省（市）、

自治区

辽宁

内蒙古

宁夏

青海

山东

山西

陕西

上海

四川

天津

西藏

新疆

云南

浙江

重庆

合计

食药监

系统

４
２
１
１
６
２
３
１
２
３
１
２
１０
６
１
９５

企业

１
１
０
０
１
０
０
３
２
２
０
０
１
５
２
５４

科研

院所

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
１

检验检

测机构

１
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
２

合计

６
３
１
１
７
２
３
４
４
５
１
２
１１
１１
３

１５２

表１ 参加机构地域和单位属性分布牗个牘
Ｔａｂ．１ Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌａｎｄｕｎｉｔａｔｔｒｉｂｕｔｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇ

ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ牗ｕｎｉｔ牘

输的稳定性来确保其满足能力验证要求。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试剂与菌株

仪器：ＳＪ－ＣＪ－２ＦＤ型超净工作台，ＢＨＣ１３００ⅡＡ２
型生物安全柜，均购于阿尔泰实验室设备＜北京＞有限
公司；ＢＣＤ－１１８ＴＭＰＡ型海尔电冰箱（海尔智家股份有
限公司）；ＬＴ－ＣＰＳ８０Ｃ型立式压力蒸汽灭菌锅（立德泰
克力＜上海＞科学仪器有限公司牘；ＤＺＸ－５０ＫＢ型立式压
力蒸汽灭菌锅（上海申安医疗器械厂）；ＺＸＤＰ－Ａ２２７０
型恒温培养箱（上海智城分析仪器制造有限公司）；

ＤＮ－３００Ｍ型生物显微镜（宁波永新光学股份有限公
司）；ＺＹＯ－０．５型药用真空冷冻干燥机（上海东富龙科
技股份有限公司）。

试剂：冷冻保护液（温州微穹微生物技术有限公

司）；ＴＳＡ培养基（赛默飞世尔科技公司）。
菌株：萎缩芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｔｒｏｐｈａｅｕｓ，ＡＴＣＣ

９３７２，美国医学菌株保藏管理中心）；短小芽孢杆菌
犤Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ，ＣＭＣＣ（Ｂ）６３２０２，中国医学细菌保藏
管理中心犦。
１．２ 样品制备及考察

１．２．１ 方案设计

样品为铝塑袋包装的板蓝根颗粒，设置阳性和阴性

两组样品。阴性样品用于方法验证，计数结果无需上报；

阳性样品用于开展试验，计数结果上报。试验参照

《ＮＩＦＤＣ－ＰＴ－１９６板蓝根颗粒需氧菌总数能力验证作
业指导书》（以下简称《作业指导书》）进行。

１．２．２ 样品制备

阴性样品：板蓝根颗粒在装袋前灭菌，直接用铝箔

袋包装，每袋１０ｇ。
阳性样品：将菌株培养成孢子并收集，制成孢子悬

液，通过纯化使其最终的孢子形成率大于９５％；孢子悬
液再通过 ８０～８５℃高温处理 １５ｍｉｎ，得到稳定可靠的
孢子，计数制得的孢子悬液；混悬均匀的孢子悬液，按目

标菌数加入板蓝根颗粒样品中；板蓝根颗粒在混入冻干

菌株前应灭菌，确保板蓝根初始污染水平一致。

１．２．３ 样品考察

因为定量样品的均匀性和稳定性对于后期试验结

果回收影响大，故制备了２批样品。小样制备量为１００个，
正式样品制备量为 ６００个。按照《能力验证样品均匀性
和稳定性评价指南》牗ＣＮＡＳ－ＧＬ０３牘犤１０犦，采用单因素分
析法检验样品的均匀性，当 Ｆ值＜Ｆ临界值牗Ｆ０．０５牘时，
认为样品制备充分均匀。采用 ｔ检验法进行稳定性考
察，当｜ｔｓｔａｔ｜值＜ｔ单尾临界值牗ｔ０．０５牘时，表明考察期内样
品稳定。

均匀性：１）小样，在制作过程的前、中、后取１０个样

品检查制作的均匀性。２）正式样品，在制作过程的前、
中、后取４０个样品检测制作的均匀性。

稳定性：１）小样。取２４个样品监控 ３７℃高温模拟
运输 ７２ｈ的稳定性，检查其中 ６个样品；取 １８个样品
监控室温９０ｄ保存的稳定性，检查其中６个样品；取１８个
样品监控４℃、９０ｄ保存的稳定性，检查其中６个样品。
２）正式样品。结合小样的稳定性监控结果、发样时间
（２０１９年 ９月 ２４日至 ９月 ２６日）和据报名预测运输
时间（偏远地区６ｄ），增加３７℃高温模拟运输１４４ｈ和
４５℃高温模拟运输９７ｈ的稳定性监控，各检查６个样品。
１．３ 计划实施

１．３．１ 参加机构

全国共 １５２个实验室，涉及 ３１个省（市）、自治区，
地域和单位属性分布见表１。本次能力验证主要以食药
监系统实验室为主。

１．３．２ 随机编号

由中国药检能力验证服务平台（以下简称平台）对

参与实验室样品进行随机编号。

１．３．３ 运输包装

选择聚乙烯自封袋包装产品，双人双核，再用防撞

袋包装，放入隔热聚乙烯泡沫箱，每个箱内放置 ４个冰
袋，打包后当天运输。

１．３．４ 检测方法

《作业指导书》中明确规定样品保存于 ２～８℃，供
试品制备需将铝塑袋打开，整体转移至９０ｍＬ灭菌氯化
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第０天

２．７９９
０．００１
６
０．６３６
０
５
０．４６８

１４４ｈ
２．７９４
０．００１
６

第０天

２．７９９
０．００１
６
－０．１９２
０
５
－０．４２５

９７ｈ
２．８０８
０．００１
６

第０天

２．４４１
０．０１１
６
０．４５０
０
５
－１．９８６

第９０天

２．５２４
０．００１
６

第０天

２．４４１
０．０１１
６
０．０８２
０
５
－０．７５３

第９０天

２．４７５
０．００２
６

第０天

２．４４０
０．０１１
６
０．１８２
０
５
１．１６４

７２ｈ
２．３７９
０．００９
６

表２ 小样单因子方差分析结果

Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡｏｆｓｍａｌｌｓａｍｐｌｅ

差异源

组间

组内

合计

ｄｆ值

９
１０
１９

Ｆ值

０．６３８
Ｐ值

０．７４４
Ｆ０．０５值

３．０２０

表３ 正式样品单因子方差分析结果

Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡｏｆｆｏｒｍａｌｓａｍｐｌｅｓ

差异源

组间

组内

合计

ｄｆ值

３９
４０
７９

Ｆ值

１．０５６
Ｐ值

０．４３２
Ｆ０．０５值

１．６９７
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钠蛋白胨溶液，作为１∶１０供试品溶液，保证样品分散均
匀。规定按照２０１５年版《中国药典（四部）》通则中“１１０５
非无菌产品微生物限度检查：微生物计数法”项下平皿

法（倾注法），平行测定两皿。结果须通过平台上报，报告

测定平行计数结果和样品中需氧菌总数（ｃｆｕ／ｇ）。
１．３．５ 结果评价原则

根据回收的实验室结果，将报告值显著低于预期的判

定为离群值，予以剔除。以其他数据的对数中位值作为指

定值，以对数中位值±０．５作为能力评定标准犤１５犦。

本次样品考核的结论设为满意、不满意。满意：在规

定截止日期上报结果，对数中位数 －０．５≤报告值的对
数值≤对数中位数＋０．５。不满意：１）在规定截止日期未
上报结果，且未主动与实施方进行沟通；２）因样品损毁，
上报结果为未开展实验；３）在规定截止日期上报结果，
报告值为异常值（为零，或数量级存在差异）；４）在规定截
止日期内上报结果，报告值的对数值＞对数中位数＋０．５
或报告值的对数值 ＜对数中位数 －０．５。符合上述 ４项
中其中１项即可判定为不满意。
２ 结果与分析

２．１ 均匀性结果

结果见表 ２和表 ３。小样 Ｆ０．０５＝３．０２，计算 Ｆ＝
０．６４＜Ｆ０．０５，表明差异无统计学意义，小样的菌落数组
间均匀；正式样品 Ｆ０．０５＝１．７０，计算的 Ｆ＝１．０６＜Ｆ０．０５，
表明差异无统计学意义，正式样品的菌落数组间均匀。

由两轮次样品的均匀性试验结果可见，制备工艺可靠，

样品均匀性符合要求。

２．２ 稳定性结果

结果见表４和表５。小样 ｔ０．０５＝２．０２，计算 ｔ４℃，９０ｄ＝１．９９，
ｔ室温，９０ｄ＝０．７５，ｔ３７℃，７２ｈ＝１．１６，均小于 ｔ０．０５，和第 ０天
相比，３个平均值间的差异均无统计学意义。小样的稳
定性试验结果显示，在 ４℃和室温条件保存 ９０ｄ，样品
稳定性符合要求，运输稳定性通过３７℃、７２ｈ的极端挑
战，符合要求。正式样品 ｔ０．０５＝２．０２，计算 ｔ３７℃，１４４ｈ＝０．４７，

ｔ４５℃，９７ｈ＝０．４２，均小于 ｔ０．０５，和第０天相比，２个平均值
间的差异均无统计学意义。正式样品的稳定性试验结

果显示，运输稳定性通过 ３７℃、１４４ｈ和４５℃、９７ｈ的
极端模拟挑战，也符合要求，可保证偏远地区样品运输

的稳定性。

２．３ 能力验证统计结果

本次能力验证共１５２个实验室报名参加，食药监系
统有１个实验室中途退出，３个实验室在规定时限内未
提交检测结果，最终１４８个实验室在规定时限内提交了
检测结果。计算剔除离群值的数据对数中位值为２．７９，按
照结果评价的原则，结果对数值满意范围为２．２９～３．２９；
报告值满意范围为 １９５～１９５０ｃｆｕ／ｇ。按结果评价的原
则，未提交检测结果的３家机构的实验室直接判定为不
满意。上报的１４８个实验室检测结果中，１４１个为满意，
７个为不满意，整体满意率为 ９３．３８％（１４１／１５１）。结
果按单位属性统计，食药监系统满意率为 ９６．８８％
（９１／９４牘，企业满意率为 ８７．０４％（４７／５４），科研院所满
意率为 １００．００％ 牗１／１牘，检验检测机构满意率为
１００．００％牗２／２牘。
２．４ 不满意结果原因分析

本次能力验证共１５２个实验室报名参加，１个实验
室中途退出，３个实验室在规定时限内未提交检测结
果，原因为：实验室检验检测能力正在建设调整；收样后

表５ 正式样品 ｔ检验结果
Ｔａｂ．５ ｔ－ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｒｍａｌｓａｍｐｌｅｓ

３７℃，１４４ｈ ４５℃，９７ｈ

平均

方差

观测值

泊松相关系数

假设平均差

ｄｆ值

ｔＳｔａｔ值

项目

平均

方差

观测值

泊松相关系数

假设平均差

ｄｆ值

ｔＳｔａｔ值

４℃，９０ｄ 室温，９０ｄ ３７℃，７２ｈ
项目

表４ 小样 ｔ检验结果
Ｔａｂ．４ ｔ－ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｍａｌｌｓａｍｐｌｅｓ
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未开展工作；自身原因。

上报的 １４８个实验室检测结果中，７个结果不满
意，结合平台提交结果和原始记录分析，原因为：操作人

员原始记录正确，平台上报结果产生错误（５个）；实验
人员培训不足致试验中断（１个）；检测结果溢出（１个）。
３ 讨论

通过考察样品的均匀性和稳定性可见，本次能力验

证的样品均匀、稳定；通过回收数据可见，未发现质量

问题和破损问题，表明样品稳定性好。本次能力验证

中，样品均匀性和稳定性考察、统计设计、数据分析、

结果评价等环节均符合《能力验证提供者认可准则在

微生物领域的应用说明》牗ＣＮＡＳ－ＣＬ０３－Ａ００１，以下
简称《说明》牘犤１５犦。该《说明》中，微生物水平较高的定量
计划，可将参加者结果转换为以 １０为底的对数值，通
过计算统计量犤Ｚ值、临界值（ＣＤ值）、中位值 ±０．５犦
来评定参加者的能力。本次能力验证活动中选择了以

对数中位值 ±０．５进行评定。同时，此评价标准也符合
２０１５年版《中国药典》要求，即微生物计数同一供试品
重复性允许误差为 ２次测定结果对数值之差不超过
０．３，重复性允许误差为 ２次测定结果对数值之差不
超过 ０．５犤１６犦。

实验室质量管理工作分为人员、培养基、试剂、菌

种、环境、设备、样品、检测方法、污染废弃物处理、检测

结果质量保证和检测过程质量控制、实验记录、结果判

断和检测报告、文件共１３个要素，２０１５年版《中国药典
牗四部牘》９２０３章节《药品微生物实验室质量管理指导原
则》中有详细描述犤２犦。通过本次能力验证，全面考察了其

中 １１个要素（除菌种和污染废弃物处理）。回收的 １４８
个实验室检测结果中，实际仅有 １个数据溢出，说明参
与单位药品需氧菌总数测试能力整体达到优秀水平。可

见，人员是影响微生物检验检测结果的重要因素，回收

的１４８个实验室的检测结果中，６个不满意结果均为人
员操作失误导致，且上述提到的１个数据溢出可能也与
操作人员能力和经验不足有关。说明需要不断提高人员

的操作能力，加强相关培训，不断提高检验检测标准和

能力建设要求。

需要指出的是，以上结果均在对数中位值 ±０．５的
统计值评定下得到。本次能力验证为药品微生物检验检

测领域内首次开展全国范围内的定量能力验证，在组织

和统计上存在缺乏经验指引的不足，统计指标选择较初

级。如果选用微生物国际能力验证中最常采用的 Ｚ值，以
对数中位值为指定值（Ｘ），以标准化四分位距为能力评
定标准差（σ）作为统计值。即｜Ｚ｜≤２．０为满意，２．０＜
｜Ｚ｜＜３．０为有问题，｜Ｚ｜≥３．０为不满意，以此评定准

则来进行评定。整体满意率为９３．３８％（１４１／１５１），如按
上述标准，１４２个实验结果（１４８个返回结果，去除人员
操作失误的６个结果）中，有７家机构的试验结果不满
意，有６家机构的试验结果可疑。最终结果满意率下降
为 ８５．４３％（１２９／１５１），从侧面反映本次能力验证方案
中统计设计相对简单。

本次能力验证方案设计中还存在其他不足和需要

提高的地方，如数据防窜通不够、尚未体现药品计数方

法验证的特点。今后的工作中将不断完善和改进药品微

生物检验检测能力验证计划，进一步提升药品微生物检

验检测工作的水平和能力。
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