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2020年版《中国药典（四部）》［1］指导原则 9203中规

定，当药品微生物检验结果不符合药典各品种项下要

求或另外建立的质量标准时，应调查原因。《药品生产

质量管理规范》（GMP）第 224条规定，实验室检验超标

结果（OOS）需按操作规程进行完整地调查。进行OOS调
查，找到微生物污染的根本原因，可为准确判定超标结

果是否真实有效提供依据，利于检测机构或企业有针

对性地采取有效纠正和预防措施，避免同类事件再次

发生，提高实验室管理质量，同时为检验结果和产品风

险作出准确判断提供支撑［2］。微生物鉴定和溯源分析，

对于确定微生物污染原因具有重要意义［3］。但截至目

前，微生物溯源分型技术为无统一标准，不同分型方法

各有其局限性［4］，其中内转录间隔区（ITS序列）分析技

术具有高通量、高效率、高准确率等特点，属基因型鉴

定技术，可实现微生物的鉴定、分类、溯源及污染调查

分析［5］。本研究中以 ITS序列分析技术和基质辅助激光

解离飞行时间质谱（MALDI - TOF - MS）技术，对实验室

一次样品真菌污染事件与OOS调查采集到的环境相似

菌株进行鉴定和溯源分析，为生产企业和检测机构样品

污染真菌的溯源和控制提供依据和方法。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器

GR110DR型高压蒸汽灭菌锅（美国Zealway公司）；

AC2 - 6S1 / A2级双人操作生物安全柜（新加坡Esco公司）；

BD720型恒温培养箱（德国 Binder公司）；MM400型冷

冻研磨仪（德国 Retsch公司）；JY300C型电泳仪、JY -
SPFT型水平电泳槽（北京君意东方电泳设备有限公

司）；5200系列凝胶成像仪（上海天能科技有限公司）；
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药品微生物限度检查真菌污染鉴定溯源*
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摘要：目的 对实验室药品微生物限度检查所得真菌进行鉴定溯源。方法 采用形态学鉴定、内转录间隔区（ITS序列）分析技术和基

质辅助激光解离飞行时间质谱（MALDI - TOF - MS）鉴定法，对从药品中分离纯化的 4个菌株和实验环境中采集到的 8个菌株进行鉴

定和同源性分析，并建立系统发育树。结果 ITS 测序鉴定结果最大鉴定率均大于 99%，结果可靠。其中 4 株样品检出真菌和 1 株环

境菌的蛋白分子量主要集中在 2 000～18 000 Da 范围内，主要质谱峰重叠度高，被鉴定为局限曲霉菌，且亲缘关系非常接近。另 4株

环境菌和 3株环境菌被分别鉴定为聚多曲霉菌和烟曲霉菌。结论 样品污染菌来自 pH 7. 0氯化钠 -蛋白胨缓冲液。可使用形态学鉴

定、ITS序列分析技术和 MALDI - TOF - MS技术对实验室真菌污染进行鉴定和溯源。

关键词：药品；微生物限度检查；ITS序列；真菌污染；基质辅助激光解离飞行时间质谱；鉴定；溯源

Identification and Traceability of Fungal Contamination in Microbial Limit Test of Drugs
HUANG Jie，LI Xueling，ZHU Bin，GAN Yongqi，WANG Tao，LING Wenchao
（Guangxi Institute for Food and Drug Control，Nanning，Guangxi，China 530021）

AbstractAbstract：：Objective To identify and trace the obtained fungi in microbial limit test of laboratory drugs. Methods Identification and
homology analysis of four strains of fungi isolated and purified from drugs and eight strains of fungi collected from experimental
environment were performed by the morphological identification，internally transcribed spacer （ITS sequence） analysis technology
and matrix - assisted laser desorption ionization - time of flight - mass spectrometry （MALDI - TOF - MS） method，and a
phylogenetic tree was established. Results The maximum identification rate of ITS sequence was greater than 99%，which was
reliable. The protein molecular weights of four strains of fungi from drugs and one strain of fungus from environment were mainly
in the range of 2 000 to 18 000 Da，the overlap degree of their main mass spectra peaks was high，and they were identified as
Aspergillus restrictus，with close genetic relationship. Another four and three strains of fungi from environment were identified as
Aspergillus sydowii and Aspergillus fumigatus，respectively. Conclusion The fungi in drugs come from sodium chloride - peptone
buffer （pH 7. 0）. We can use morphological identification，ITS sequence analysis technology and MALDI - TOF - MS method to
identify and trace the fungal contamination of laboratory drugs.
Key wordsKey words：：drug；microbial limit test；ITS sequence；fungal contamination；MALDI - TOF - MS；identification；traceability
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U410 - 86型超低温冰箱（英国 New Brunswick公司）；

DM6000B型显微镜（德国Leica公司）；Microflex LT型基质

辅助激光解析飞行时间质谱仪（德国Bruker Daltonik GmbH
公司）；Universal 320R型高速冷冻离心机（德国Hettich公
司）；Mastercyler gradient PCR仪（德国Eppendorf公司）。

1. 2 试剂

pH 7. 0 无菌氯化钠 - 蛋白胨缓冲液（批号为

210310）、沙氏葡萄糖液体培养基（批号为 201112），均

购自北京陆桥技术股份有限公司；沙氏葡萄糖琼脂

（SDA）培 养 基（德 国 Merck Millipore 公 司 ，批 号 为

VM906938）；乙腈、三氟乙酸（色谱纯）、MALDI - TOF -
MS基质、标准肽蛋白（德国 Bruker Daltonik GmbH公

司）；聚合酶链式反应（PCR）引物（北京天根生化科技有

限公司）；水为无菌水。

1. 3 菌株来源

从药品微生物限度检查霉菌和酵母菌总数项目超

标 1次案例中，分离纯化的样品污染的主要霉菌标记为

YP01 - YP04，OOS调查采集到的相似环境菌标记为

HJ01 - HJ08。菌株来源见表1。
表1 菌株来源

Tab. 1 Origin of strains

编号

YP01
YP02
YP03
YP04
HJ01
HJ02

来源

A厂八珍益母膏SDA板

A厂消炎利胆片SDA板

B厂心复康胶囊SDA板

A厂人参五味子颗粒SDA板

pH 7. 0氯化钠 -蛋白胨缓冲液

微生物检验3室不锈钢台下层

编号

HJ03
HJ04
HJ05
HJ06
HJ07
HJ08

来源

结存1号货架

结存5号货架

微生物检验3室移液枪

微生物检验室推车

微生物检验室走廊水浴箱

微生物检验3室凳子

1. 4 菌株鉴定方法

传统形态观察法：无菌操作下接种各菌株于 SDA
平板上，23 ℃培养 5 d，观察菌落的颜色、形状、大小、表

面状况、质地等形态特征，拍照并记录。取适量培养物，

封固液（乳酸品红）制片，置显微镜油镜下直接观察。

ITS序列分析法：采用北京天根生化科技有限公司

DP350天根植物基因组 DNA提取试剂盒（植物、真菌

DNA提取均可使用）进行真菌DNA的提取，具体操作参

考说明书。PCR扩增引物序列：ITS1，5′ - TCCGTAGGT⁃
GAACCTGCGG - 3′ ；ITS4，5′ - TCCTCCGCTTATT⁃
GATATGC - 3′。扩增体系为 25 μL，其中 10 × Buffer

（Mg2 + Plus）2. 5 μL，引物（10 μmol / L）1. 5 μL，dNTP
（10 mmol / L）2 μL，Taq酶（5 U / μL）0. 125 μL，DNA 5
μL，ddH2O 13. 875 μL。扩增程序为，98 ℃，5 min；98 ℃
10 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s（共 35个循环）；72 ℃ 10 min。
得到的 PCR产物一部分用于凝胶电泳检查，一部分进

行 ITS序列测序，测序委托北京乐八科技有限公司完

成。利用 NCBI BLAST工具将得到的菌株序列与 Gen⁃
Bank基因库中已知菌的序列进行比对，得到菌株鉴定

结果。

1. 4. 3 MALDI - TOF - MS鉴定法

采用甲酸乙腈提取法制备霉菌样品［6］。取培养后菌

株的菌丝体约10 mg，置离心管中，加入300 μL水，混匀，

再加无水乙醇 900 μL，混匀，13 000 r / min离心 2 min，
弃去上清液，室温静置 2 min；待菌体完全干燥，加入

70%甲酸溶液 50 μL，混匀，室温静置 2 min，加入乙腈

50 μL，混匀，13 000 r / min离心 2 min；取 1 μL上清液滴

加至MALDI靶板上，室温晾干，加 1 μL HCCA基质溶

液，覆盖晾干，将靶板置入MALDI - TOF - MS质谱仪中

进行菌株鉴定。

2 结果

2. 1 菌落形态与显微形态

将样品检出的霉菌和采集到的环境霉菌同法培养

后，取菌落形态相似的菌株一并进行鉴定溯源。样品菌

YP01的菌落形态和显微形态见图 1，各菌株的菌落形

态和显微形态描述见表2。

A B
A. 菌落形态 B. 显微形态

图1 菌株（YP01）的菌落形态与显微形态

A. Colony morphology B. Microscopic morphology
Fig. 1 Colony morphology and microscopic morphology of the

strain（YP01）

表2 各菌株鉴定结果

Tab. 2 Results of strain identification

编号

YP01 - YP04、HJ01
HJ02、HJ06 - HJ08
HJ03 - HJ05

菌落形态

暗绿色、呈絮状、伴有白色边缘、背面为浅黄色

灰绿色、呈絮状、伴有白色边缘、背面为浅黄色

绿色、呈毛毡状、伴有白色边缘、背面为浅黄色

显微形态

囊状分生孢子梗，无梗基，瓶梗位顶囊上1 / 2，有圆形分生孢子

囊状分生孢子梗，梗基和瓶梗位顶囊上1 / 2，有圆形分生孢子

囊状分生孢子梗，无梗基，瓶梗位顶囊上2 / 3，有圆形分生孢子

ITS测序

局限曲霉

聚多曲霉

烟曲霉

MALDI - TOF - MS

聚多曲霉

烟曲霉
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2. 2 ITS 序列鉴定

凝胶电泳检测结果显示，12个菌株的 PCR产物均

在 500～600 bp之间得到清晰、完整的电泳条带，详见

图 2。12个菌株的PCR产物鉴定结果最大鉴定率均大于

99%（基因测序鉴定结果鉴定率大于 98. 7%，即与标准

菌株序列同种［7 - 8］），表明结果可靠。ITS序列鉴定结果

见表2。

图2 PCR产物的凝胶电泳检测结果

Fig. 2 Results of gel electrophoresis detection of PCR products

2. 3 MALDI - TOF - MS 鉴定

HJ02 - HJ08的鉴定分值均大于 2. 0分，表示鉴定

结果准确，可鉴定出具体菌名。YP01 - YP04和HJ01未
给出具体鉴定结果，所测物质蛋白分子量主要集中在

2 000～18 000 Da范围内（质谱图见图 3），在横坐标相

同的点上有峰强度增强，各菌株主要质谱峰重叠度高。

m / z
2 000 4 000 6 000 8 000 10 000 12 000 14 000 16 000 18 000

相对强度

3

2

1

0

图3 菌株的叠加质谱图

Fig. 3 Superimposed mass spectrograms of strains

2. 4 同源性分析

利用 MEGA 5. 0软件对 12个菌株的序列进行比

对，采用 Neighborhood - Joining法构建有根系统发育

树，结果见图 4。样品菌YP01 - YP04和环境菌HJ01的
基因水平无明显差异，能聚为一类，存在同源性。

3 讨论

在同一天实验中出现多批样品真菌结果超标，从

超标样品 SDA平板上观察发现真菌形态非常相似，怀

疑样品受到了环境菌污染，触发了实验室OOS调查。实

验员从人、机、料、法、环 5个方面回顾整个检验流程，逐

一排查原因，并使用 SDA接触皿进行洁净环境多地点

采集和实验用料的微生物检测，共找到了 8株与超标样

品相似的真菌。鉴定及同源性分析显示，得出样品检出

菌YP01 - YP04和环境菌HJ01存在同源性，即样品污

染菌来自 pH 7. 0氯化钠 - 蛋白胨缓冲液，是实验用

“料”出现问题。配制员再次针对同批次的实验用料进

行全面排查和回顾，其受污染的可能原因如下。一是使

用的稀释液经压力蒸汽灭菌后存在有灭菌容器瓶的胶

塞松动或容器倾倒现象，配制员操作是扭紧胶塞或扶

正容器，继续放入实验室，稀释液存在微生物污染风

险；二是灭菌后的实验材料未及时放入洁净环境暂存

室。针对以上原因实施如下纠正预防措施：1）重新换购

一批匹配的胶塞；2）发现灭菌后容器胶塞有松动或容

器倾倒，应立即丢弃；3）及时将灭菌物品移入洁净环境

暂存室。经过一段时间的验证再无类似事件发生。

局限曲霉菌是人及动物曲霉病的病原菌，广泛分

布于土壤、食品和发霉纸盒及织物等，可通过呼吸道和

血液传播，可侵犯皮肤、黏膜、眼脑、耳鼻、肺部、胃肠

道、神经系统和骨骼等，严重者可导致败血症。温暖潮

湿环境利于其生长和繁殖，可产生大量的分生孢子，易

于烟雾化存在于空气中，可通过实验人员、物品传递和

空气流动污染实验室洁净区。针对实验室洁净区霉菌

污染高风险点，加强清洁灭菌，定期采用过氧化氢杀孢

子剂等进行彻底消杀，可确保洁净区洁净。

MALDI - TOF - MS 鉴定发现，局限曲霉菌的菌株

蛋白质图谱较佳，但MALDI - TOF - MS的数据库中缺

少局限曲霉，未得到鉴定结果。同源性分析发现，YP01 -
YP04和HJ01的 ITS序列能聚为最小分支，质谱峰重叠

度高，菌落形态和显微形态相同，因此真菌 YP01 -
YP04和HJ01亲缘关系非常接近。

ITS序列鉴定分析结果发现，鉴定菌株序列与基因

库中的标准序列进行比对时会至少出现 2个匹配结果

图4 菌株系统发育树

Fig. 4 Phylogenetic tree of strains
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