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厚朴酚含量。该方法前处理条件简便、快捷，所建立的梯

度洗脱方法灵敏、准确，测定结果稳定可靠，重复性好，

适用性强，实现了多成分控制沉香化滞丸的质量。
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小建中胶囊由桂枝、白芍、炙甘草、生姜、大枣等

５味中药经现代工艺精制而成，具有温中祛寒、缓急止
痛功效犤１犦。标准制法中桂枝以水蒸气蒸馏提取挥发油入

药，具有明显的抗菌活性犤２－５犦，配方中白芍、生姜等亦具有

一定抑菌作用犤６－１０犦，进行微生物限度检查时，需首先消除

样品本身的抑菌作用，才能使被检微生物正常繁殖犤１１犦。

小建中胶囊微生物限度检查方法学研究
刘艳平，张秀花△，刘靖华

（山东省菏泽市食品药品检验检测研究院，山东 菏泽 ２７４０００）
摘要：目的 探讨小建中胶囊的微生物限度检查方法。方法 分别采用微生物计数法中的常规法和稀释法对 ５种常见菌进行试验。
结果 小建中胶囊对铜绿假单胞菌和枯草芽孢杆菌均有较强的抗菌活性，当样品稀释至８０倍时，各试验菌回收比均在０．５～２．０；控制
菌常规检查法能检出阳性菌。结论 稀释法可用于小建中胶囊微生物限度检查，常规法可用于制剂控制菌的检查。
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本研究中采用３批样品进行方法适用性试验，建立了小
建中胶囊的微生物限度检查方法。现报道如下。

１ 仪器、试药与菌株

１．１ 仪器

ＨＺＴ－Ａ６００型电子天平（福州华志科学仪器有限
公司）；ＭＬＳ－３７８１Ｌ－ＰＣ型高压蒸汽灭菌器（三洋工业
株式会社）；ＣｌａｓｓⅡＢＳＣ型生物安全柜（新加坡ＥＳＣＤ公
司）；ＷＧＺ－２ＸＪ型细菌浊度分析仪（上海昕瑞仪器仪表
有限公司）；ＤＨＰ－４２０型电热恒温培养箱（北京市永光
明医疗仪器厂）；ＳＰＸ－１５０Ｂ型生化培养箱（上海博泰实
验设备有限公司）。

１．２ 试药

小建中胶囊（贵州太和制药有限公司，批号分别为

２０１９０８０１，２０２００５０１，２０２００３０１）；胰酪大豆胨琼脂培养
基（ＴＳＡ，批号为 １９０５１８），胰酪大豆胨液体培养基
（ＴＳＢ，批号为 １９０７１２），沙氏葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ，
批号为 １９０６２５），ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液（批
号为１９０２０６），均购自北京陆桥技术股份有限公司。
１．３ 菌株

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、黑曲霉犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３犦、
大肠埃希菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２犦，均购自广东环凯微生物
科技有限公司，试验所用菌株均为第３代。
２ 方法与结果

２．１ 溶液制备

菌液：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ｐＨ７．０无菌氯化钠
蛋白胨缓冲液制成菌落数不大于 １×１０４ｃｆｕ／ｍＬ的菌
悬液；取黑曲霉的新鲜培养物，再用含０．０５％聚山梨酯
８０的 ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液制成菌落数不
大于１×１０４ｃｆｕ／ｍＬ的菌悬液；取大肠埃希菌，用ｐＨ７．０
无菌氯化钠蛋白胨缓冲液制成菌落数不大于１００ｃｆｕ／ｍＬ
的菌悬液犤１２犦。

供试品溶液：取样品内容物１０ｇ，加ｐＨ７．０无菌氯
化钠蛋白胨缓冲液溶解并稀释至 １００ｍＬ，混匀，制成
１∶１０牗ｍ／Ｖ牘供试品溶液；用ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨
缓冲液制成 １∶２０牗ｍ／Ｖ牘，１∶５０牗ｍ／Ｖ牘，１∶８０牗ｍ／Ｖ牘
的系列供试品溶液犤１３犦。

２．２ 微生物检查常规法

试验组：取２．１项下１∶１０的供试品溶液适量，分别
置５支无菌试管，每管９．９ｍＬ，分别加入２．１项下５种
菌悬液０．１ｍＬ，混匀，各取１ｍＬ注入平皿，平行２份。

空白对照组：取 ２．１项下 １∶１０的供试品溶液适
量，置无菌管，每管 ９．９ｍＬ，分别加入试验组对应的稀

释液０．１ｍＬ，混匀，各取１ｍＬ注入平皿，平行２份。
菌液对照组：取试验组对应的稀释液分装于无菌试管

中，每管９．９ｍＬ，分别加入２．１项下５种菌悬液０．１ｍＬ，
混匀，各取１ｍＬ注入平皿，平行２份。

试验菌加样回收测定：取上述 ３组平皿，需氧菌计
数中，金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌在

３２～３３℃条件下用ＴＳＡ培养７２ｈ；白色念珠菌、黑曲霉
在 ３３～３５℃条件下用 ＴＳＡ培养 ５ｄ；霉菌酵母菌计数
中，白色念珠菌、黑曲霉在 ２３～２５℃条件下用 ＳＤＡ培
养５ｄ犤１２犦。按公式计算回收比，回收比＝（试验组菌落数－
空白对照组菌落数）／菌液对照组菌落数。结果需氧菌
计数中，铜绿假单胞菌及枯草芽孢杆菌回收比均小于

０．５，详见表 １牗表中“铜绿”为铜绿假单胞菌，“枯草”为
枯草芽孢杆菌，“金葡”为金黄色葡萄球菌，“白念”为白

色念珠菌，表２、表４同牘。可见，常规法不能消除样品中
抑菌成分，需进一步试验。

２．３ 微生物检查稀释法

试验组：取 ２．１项下 １∶２０牗ｍ／Ｖ牘的供试品溶液，
分别置２支无菌试管中，每管９．９ｍＬ，分别加入２．１项
下铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌２种菌悬液０．１ｍＬ，混
匀，各取１ｍＬ注入平皿，平行制备２份。同法制备１∶５０
牗ｍ／Ｖ牘，１∶８０牗ｍ／Ｖ牘溶液。
供试品对照组：取２．１项下１∶２０牗ｍ／Ｖ牘的供试品

溶液９．９ｍＬ，置无菌试管中，加入ｐＨ７．０无菌氯化钠－
蛋白胨缓冲液０．１ｍＬ，混匀，取１ｍＬ注入平皿，平行制
备２份。同法制备１∶５０牗ｍ／Ｖ牘和１∶８０牗ｍ／Ｖ牘供试品。

菌液对照组：同常规法“菌液对照组”项下方法制备

铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌 ２种菌液对照组。同法制
备１∶５０牗ｍ／Ｖ牘和１∶８０牗ｍ／Ｖ牘菌液。

试验菌加样回收测定：按２．２项下方法操作。１∶２０
供试液，１批样品铜绿假单胞菌、３批样品枯草芽孢杆菌
回收比均小于０．５；１∶５０供试液，２批样品枯草芽孢杆菌
回收比均小于０．５；１∶８０供试液，３批样品 ２种菌株回
收比均在０．５～２．０范围内，符合药典要求。详见表２。
２．４ 控制菌检查

供试品组（Ａ组）：取２．１项下１∶１０牗ｍ／Ｖ牘供试品
溶液３份，每份１０ｍＬ，分别置１００，１５０，２００ｍＬＴＳＢ中。

阳性对照组（Ｂ组）：取 ２．１项下 １∶１０牗ｍ／Ｖ牘供试

需氧菌 霉菌酵母菌样品

批号

表１ 常规法试验菌株回收比（ｎ＝３）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｉｏｏｆｔｅｓｔｓｔｒａｉｎｓｂｙｔｈｅｒｏｕｔｉｎｅｍｅｔｈｏｄ（ｎ＝３）

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ



８４

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年９月２０日 第３０卷第１８期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１８牞Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０牞２０２１

２０１９１００１
２０１９０８０１
２０２００２０２

铜绿

０．４６
０．５３
０．５１

枯草

０．３０
０．２８
０．３２

铜绿

０．９６
０．８８
０．９３

枯草

０．４８
０．４４
０．５６

铜绿

０．９８
０．９６
０．９８

枯草

０．９８
０．９６
０．９８

Ａ组

－
－
－

Ｂ组

＋
＋
＋

Ｃ组

－
－
－

Ａ组

－
－
－

Ｂ组

＋
＋
＋

Ｃ组

－
－
－

Ａ组

－
－
－

Ｂ组

＋
＋
＋

Ｃ组

－
－
－

铜绿

０．９８
０．９６
０．９５

枯草

０．９５
０．９７
１．１０

金葡

１．０１
０．９６
０．９７

白念

０．９５
０．９８
０．９９

黑曲霉

０．９６
０．９７
０．９９

白念

０．９８
０．９６
１．１０

黑曲霉

０．９６
０．９７
０．９６

表２ 稀释法试验菌株回收比（ｎ＝３）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｉｏｏｆｔｅｓｔｓｔｒａｉｎｓｂｙｔｈｅｄｉｌｕｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ（ｎ＝３）

１∶２０供试液 １∶５０供试液 １∶８０供试液样品

批号

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

样品

批号

２０１９１００１
２０１９０８０１
２０２００２０２

注：＋表示检出阳性菌，－表示未检出阳性菌。
Ｎｏｔｅ牶＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｐｏｓｉｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ，－ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．

１００ｍＬＴＳＢ １５０ｍＬＴＳＢ ２００ｍＬＴＳＢ

表３ 不同培养基体积控制菌检查结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｂａｃｔｅｒｉａｔｅｓｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉｕｍｖｏｌｕｍｅ（ｎ＝３）

２０１９１００１
２０１９０８０１
２０２００２０２

需氧菌 霉菌酵母菌样品

批号

表４ 微生物限度检查法适用性验证试验结果牗平均回收比牘
Ｔａｂ．４ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｌｉｍｉｔ

ｔｅｓｔｍｅｔｈｏｄ（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｉｏ）

品溶液 ３份，每份 １０ｍＬ，分别置 １００，１５０，２００ｍＬＴＳＢ
中，分别加入２．１项下大肠埃希菌菌液１ｍＬ。

阴性对照组（Ｃ组）：以稀释液代替供试品溶液，其
余同Ａ组。

控制菌检查：上述 ３组均在 ３３～３５℃条件下培养
２４ｈ犤１４犦。结果 Ｂ组均检出阳性菌，说明小建中胶囊对大
肠埃希菌无抑制作用。详见表３。

２．５ 微生物限度检查法适用性验证

对样品进行微生物限度检查法适用性验证。结果，

微生物计数采用 １∶８０供试品溶液，３批样品 ５种菌株
回收比均在０．５～２．０范围内；控制菌检查采用常规法，
阳性对照组检出阳性菌，符合药典要求。详见表４。

３ 讨论

药品微生物限度检查是药品管理体系中的一个重

要环节，药品受微生物污染程度直接反映药品生产、运

输、销售、贮藏等环节的质量管理是否规范。对药品中污

染的微生物进行控制，建立适宜的药品微生物限度检查

方法，可最大限度地保证公众用药安全有效。微生物菌

落总数回收比应在０．５～２．０之间，回收比小于０．５时，

可采用稀释法，加入适宜的中和剂或灭活剂，薄膜过

滤法，以及联合应用上述方法可消除供试品的抑菌活

性。微生物限度检查方法建立的关键点是采用何种技术

手段消除样品中的抑菌成分，且操作方法科学、简便、

快速。

本研究中的样品有明显抑菌作用，将常规法回收比

小于 ０．５的铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌作为敏感菌
株，采用稀释法、１∶８０供试液，各试验菌回收比均在
０．５～２．０之间，符合药典要求，故可用于小建中胶囊微
生物计数检查。采用常规法和稀释法同时进行大肠埃希

菌检查，结果表明，小建中胶囊对大肠埃希菌无抑制作

用，常规法可用于其控制菌的检查。

本研究中根据制剂的抑菌特性，采用稀释法对需

氧菌、霉菌酵母菌及常规法对大肠埃希菌进行验证，

方法可行、结果可靠，可用于该产品微生物限度检查

的质量控制，同时为药监部门科学监管提供一定的技

术参考。

参考文献

犤１犦ＷＳ３－２０９牗Ｘ－１９９牘－２０００牗Ｚ牘，国家药品标准·新药转正标
准牗第二十七册牘犤Ｓ犦．

犤２犦韩爱霞，綦跃花，邱世翠，等．桂枝体外抑菌作用研究犤Ｊ犦．时珍
国医国药，２００４，２５（１１）：７４３．

犤３犦王 ，赵晨宇，蒋圆婷，等 ．桂枝挥发油杀菌活性及抑菌机
制研究犤Ｊ犦．食品科技，２０１９，４４（１１）：２５１－２５８．

犤４犦陈海鹰，范正达，朱珊梅，等．一种中药空气消毒剂中挥发油
的抑菌活性研究犤Ｊ犦．今日药学，２０１７，２７（１）：２６－２９．

犤５犦徐旭红，唐风雷，范正达，等．几种中药挥发油挥散剂空间抗
菌作用的考察犤Ｊ犦．现代中西医结合杂志，２０１０，１９（２１）：２６１８．

犤６犦陈 莉，朱凤静，张春枝 ．３０种中药水提取物的体外抗菌活
性试验犤Ｊ犦．大连轻工学院学报，２００５，２４（４）：２６９－２７１．

犤７犦吴培源，俞晓红，谢建生 ．四物汤抗氧化活性及抗菌活性研
究犤Ｊ犦．光明中医，２０１７，３２（１６）：２３３９－２３４０．

犤８犦宋 力，何 永，张雪兵，等．生姜中多酚的提取及其抑菌性
研究犤Ｊ犦．信阳师范学院学报（自然科学版），２０１７，３０（３）：

４４５－４４８．
犤９犦国 权，郭艳华，王伟志 ．生姜与枸橼酸复合物的抑菌效果
探讨犤Ｊ犦．江汉大学学报（自然科学版），２０１１，３９（１）：１００－１０３．

犤１０犦李田叶，刘卫华，梁 娜，等 ．评估生姜及其不同炮制品中
姜辣素和其抗氧化活性犤Ｊ犦．食品工业，２０１６，３７（１２）：１８０－１８３．

犤１１犦雷洪涛，刘敏彦，欧阳竞峰，等 ．连花清瘟胶囊抗金黄色葡
萄球菌生物膜研究犤Ｊ犦．中国实验方剂学杂志，２０１３，１９（２２）：

１６１－１６４．
犤１２犦国家药典委员会．中华人民共和国药典（四部）犤Ｍ犦．北京：

中国医药科技出版社，２０２０：１６０－１７０．
犤１３犦中国食品药品检定研究院．中国药品检验标准操作规范犤Ｍ犦．

北京：中国医药科技出版社，２０１９：４４１．
牗收稿日期：２０２０－１１－２７；修回日期：２０２１－０３－１０牘


