
2025年 2月 20日 第 34卷第 4期

Vol. 34，No. 4，February 20，2025China Pharmaceuticals

中图分类号：R927 文献标志码：A 文章编号：1006 - 4931（2025）04 - 0088 - 04
doi:10.3969 / j.issn.1006 - 4931.2025.04.021

制药用水是药品制造过程中用量大、使用范围广

的辅料［1］。对其中微生物的控制效果将直接影响药品的

质量安全。目前，制药用水的微生物检测必须按药典方

法进行，而药典微生物检测方法主要依赖微生物在培

养基上的自然生长信号，并进行人工判读。由于R2A培

养基主要适用于缓慢生长和在低营养环境下生长的细

菌，菌落形态较小且不易区分［2］，且偏长（不少于 5 d）的

培养时间严重制约了制药用水的流通和使用［3］。使得微

生物限度检查成为制药用水质量控制中的耗时项目。

相比于传统方法，微生物快速检测方法（RMM）具

有检测速度快、灵敏度高和可自动化等优势，可缩短产

品放行时间，并加快不合格或偏差响应速度，从而加强
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摘要摘要：：目的 研究制药用水环境分离菌用于荧光染色快检技术的专属性。方法 根据国内外相关法规对微生物检验替代方法验证的

要求，取伯克霍尔德菌、慢生根瘤菌和水杆状菌菌悬液（浓度 ≤ 1 000 cfu / mL），参考传统染色时间（3，7，5 d），分别在不同培养节点染

色以确定微生物最佳染色时间。实验设快检方法组（培养至最佳染色时间）、复培养组（最佳染色时间染色后培养至传统染色时间）、传

统培养组（培养至传统染色时间）、阴性对照组（快检方法及传统培养），各组染色、培养后统计菌落数，试验平行 3次，计算快检方法与

传统培养、快检方法与染色后复培养及染色后复培养与快检方法计数结果平均值的比值（分别记为平均回收率 1，2，3），验证荧光染

色快检技术的专属性。结果 3种菌的最佳染色时间分别为 26，72，40 h。与药典方法相比，3种菌平均回收率均大于 0. 7（水杆状菌除

外，其因菌落形态特殊，无计数结果，故无回收率 3），符合替代方法验证要求。结论 荧光染色快检技术适用于检测制药用水中引入

的伯克霍尔德菌、慢生根瘤菌和水杆状菌。
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AbstractAbstract：：Objective To study the specificity of bacteria isolated from pharmaceutical water for fluorescence staining rapid detection
technology. Methods According to the requirements of relevant domestic and foreign regulations for the verification of alternative
microbial testing methods，Burkholderia，Bradyrhizobium and Aquabacterium （concentration ≤ 1 000 cfu / mL） suspensions were
taken and stained at different culture time points based on the traditional staining times （3，7，5 d） to determine the optimal
staining time for microorganisms. The strains were divided into the rapid detection method group（cultured to the optimal staining
time），the re - culture group（cultured to the traditional staining time after the optimal staining time），the traditional culture group
（cultured to the traditional staining time），and the negative control group （rapid detection method and traditional culture）. After
staining and cultivation，the bacterial colony was counted in each group，the ratio of average counts of rapid detection method to
traditional culture，the ratio of average counts of rapid detection method to re - culture after staining，the ratio of average counts of
re - culture after staining to rapid detection method were calculated （recorded as average recovery rates 1，2，3，respectively） to
verify the specificity of fluorescence staining rapid detection technology. Results The optimal staining time for the three bacteria
was 26，72，40 h，respectively. Compared with the pharmacopoeia method，the average recovery rates of the three bacteria were all
greater than 0. 7（Aquabacterium had no recovery rate due to its special colony morphology and no counting results），which met
the validation requirements of alternative methods. Conclusion Fluorescence staining rapid detection technology is suitable for the
detection of Burkholderia，Bradyrhizobium and Aquabacterium introduced in pharmaceutical water.
Key wordsKey words：：Burkholderia；Bradyrhizobium；Aquabacterium；fluorescence staining method；quick detection technology；pharmaceutical
water；specificity；recovery rate
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对产品质量的把控。鉴于此，本研究中采用基于生长的

荧光快速微生物检测技术对微生物进行定量检测。培

养一定时间后的样品使用羧基荧光素二乙酸酯（cFDA）
进行染色，激发后通过荧光信号可对代谢活跃的微生

物菌落直观计数，从而缩短培养时间。染色后还可继续

培养直至长出菌落，为后续微生物的分析和鉴定提供

可能性，满足对水系统监测的全面要求。然而，目前对

此快速检测技术的验证研究普遍聚焦于药典规定的标

准菌株［4 - 5］，仅少数研究中加入了少量环境分离菌

株［6 - 8］。如要应用于制药用水系统的检测，仍存在代表

性不足的问题，故应用时还应根据实际环境选取不同

菌株进行专属性验证。为此，本研究中选取制药用水中

常见且生长缓慢、耐药性强、不易计数，并分属不同菌

属的 3株环境分离菌株（伯克霍尔德菌、慢生根瘤菌和

水杆状菌）［9 - 12］开展荧光染色快速检测技术的专属性

研究，进一步探讨替代方法应用于制药用水实际检测

的可行性。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与菌株

仪器：Milliflex® Quantum型快速微生物检测系统、

MILLIFLEX PLUS型薄膜过滤集菌仪（德国 Merck公

司）；NU - 543 - 600S型生物安全柜（美国 Nuaire公
司）；KD - 240型恒温培养箱（德国Binder公司）。

试药：R2A琼脂培养基（美国 BD公司，批号为

9239322）；R2A琼脂预制培养基（批号为 F2KB01200）、

荧光染色液（批号为F3BB87464），均购自德国Merck公
司；0. 9%无菌氯化钠溶液（国药集团化学试剂有限公

司，批号为2203013202）。

菌株：伯克霍尔德菌（Burkholderia）、慢生根瘤菌

（Bradyrhizobium）、水杆状菌（Aquabacterium），均来自水

系统环境分离，由中国食品药品检定研究院王杠杠助

理研究员鉴定。

1. 2 方法

1. 2. 1 供试液制备

分别取试验菌株的新鲜培养液，用 0. 9%无菌氯化

钠溶液进行10倍梯度稀释，选取浓度不大于1 000 cfu / mL
的菌悬液作为单菌供试液。分别取 3种供试液各适量，

混匀，制备每 1 mL供试液中总含菌量不大于 1 000 cfu
的混菌供试液。

1. 2. 2 染色时间确认

不同微生物的生长速率不同，最佳染色时间也不

同，故需在不同培养节点进行染色，以确定微生物的最

佳染色时间。伯克霍尔德菌、慢生根瘤菌、水杆状菌的

传统培养时间分别为 3，7，5 d。分别以各菌株传统培养

时间的 1 / 3为起始，伯克霍尔德菌每 2 h设置 1个时

间节点，慢生根瘤菌和水杆状菌每 8 h设置 1个时间节

点。由于水杆状菌菌落较小，呈无色透明状，且紧贴薄

膜，凸起不明显，在膜上无法准确计数，故采用涂布计

数法进行培养。实验设快检方法组和传统培养组，具体

如下。

快检方法组：在快检滤杯中加入 100 mL 0. 9%无菌

氯化钠溶液，取 100 µL供试液，缓慢均匀地加入滤杯

中，全量过滤后抽干滤膜，将滤膜贴至快检R2A琼脂预

制平板上，30～35 ℃培养至上述时间节点进行染色［4］。
各时间节点均独立进行实验，快检方法组与传统培养

组平行加样。

传统培养组（伯克霍尔德菌、慢生根瘤菌）：基本同

快检方法组，仅滤杯（使用传统滤杯）、平板（使用R2A
琼脂平板）、培养时间（伯克霍尔德菌为 3 d，慢生根瘤菌

培养为7 d）不同。

传统培养组（水杆状菌）：取 100 µL混匀后的供试

液，置R2A琼脂平板表面，涂布均匀，30～35 ℃培养至

第5天计数。

分别进行单菌供试液实验及混菌供试液实验，其

中混菌供试液实验中的染色时间设置以染色时间最长

的菌株为准（下文同）。

1. 2. 3 专属性验证

实验设快检方法组、复培养组、传统培养组、阴性

对照组，具体如下。

快检方法组：同 1. 2. 2项下快检方法组，选择最佳

染色时间。

复培养组：取快检方法组染色计数后的滤膜，贴至

R2A琼脂平板上，30～35 ℃继续培养至传统方法规定

时间后计数。

传统培养组：同1. 2. 2项下相应传统培养组。

阴性对照组：取快检滤杯和传统滤杯，分别加入

100 µL灭菌纯化水替代供试液，余同 1. 2. 2项下快检方

法组和传统培养组操作，共制备 3个样本，分别作为快

检方法组、传统培养组（伯克霍尔德菌、慢生根瘤菌）及

传统培养组（水杆状菌）的阴性对照。

分别进行单菌供试液实验及混菌供试液实验，其

中混菌供试液实验中快检方法组、复培养组方法同

1. 2. 2项下单菌供试液实验，传统培养组方法与传统培

养组（水杆状菌）相同。每组设置3个平行。

1. 2. 4 数据分析

取染色至最佳时间、染色后复培养至传统染色时

间和培养至传统染色时间的实验菌计数结果，分别计

算回收率 1、回收率 2和回收率 3，计算公式如下。平均

回收率 1 = 快检方法计数结果平均值 / 传统培养计数

结果平均值；平均回收率2 =快检方法计数结果平均值 /
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染色后复培养计数结果平均值；平均回收率 3 =染色后

复培养计数结果平均值 /快检方法计数结果平均值。

以平均回收率 1评价荧光快速微生物检测技术与

传统检测方法的等效性（ > 70%视为与传统方法等

效）；以平均回收率 2评价染色时间节点的准确性

（> 90%视为染色时间节点准确）；以平均回收率 3评价

染色后菌株的生长能力（ > 90%视为染色不影响菌株

的生长能力，可以复培养）。其中，确定最佳培养时间时

考察平均回收率 1和平均回收率 2，进行专属性试验时

考察平均回收率1和平均回收率3。
2 结果

2. 1 最佳染色时间

伯克霍尔德菌分别培养 24 h、26 h后，慢生根瘤菌

分别培养 64 h、72 h，水杆状菌分别培养 40 h、48 h后染

色，对比荧光信号强度、回收率 1及回收率 2，选择菌落

荧光清晰，且回收率 1 > 70%，回收率 2 > 90% 的时间

节点。结果已能满足要求，见图 1。最终确认快检方法

组中单菌培养时间伯克霍尔德菌、慢生根瘤菌、水杆

状菌分别为 26，72，40 h（混合菌液试验中取 72 h）。3种

微生物染色时间确认实验结果见表1。
2. 2 专属性验证

结果见表 2（A为伯克霍尔德菌，B为慢生根瘤菌，C
为水杆状菌，D为混合菌；/为未检出）。可见，伯克霍尔

德菌和慢生根瘤菌的平均回收率 1均大于 0. 7，平均回

收率 3均大于 0. 9；水杆状菌和混合菌 3次实验平均回

收率 1均大于 0. 7，达到药典的替代方法验证要求。但由

于水杆状菌的菌落形态特殊性，在膜上无法准确计数，

因此无复培养计数结果，无法计算平均回收率3。

A1，A2. 伯克霍尔德菌（培养24 h、26 h） B1，B2. 慢生根瘤菌（培养64 h、72 h） C1，C2. 水杆状菌（培养40 h、48 h）
图1 3种微生物不同时间染色结果

A1，A2. Burkholderia（cultured for 24 h，26 h） B1，B2. Bradyrhizobium（cultured for 64 h，72 h） C1，C2. Aquabacterium（cultured for 40 h，48 h）
Fig. 1 Staining of three microorganisms at different time

A1 B1 C1 A2 B2 C2

表2 专属性考察结果

Tab. 2 Results of specificity test

实验次数

第1次

第2次

第3次

供试液

平行1
平行2
平行3
阴性对照

平行1
平行2
平行3
阴性对照

平行1
平行2
平行3
阴性对照

快检方法计数（cfu）
A
38
24
22
0
41
34
34
0
50
55
40
0

B
50
44
49
0
60
57
59
0
56
54
52
0

C
60
57
77
0

117
143
153
0

104
103
105
0

D
68
59
68
0
31
30
29
0
69
45
46
0

染色后复培养计数（cfu）
A
38
25
24
0
42
40
34
0
53
55
42
0

B
53
47
53
0
62
58
62
0
61
52
54
0

C
/
/
/
0
/
/
/
0
/
/
/
0

D
/
/
/
0
/
/
/
0
/
/
/
0

传统培养计数（cfu）
A
28
32
22
0
46
48
42
0
54
49
68
0

B
50
40
55
0
65
69
67
0
52
56
59
0

C
42
91
65
0

119
127
118
0

115
124
105
0

D
59
47
61
0
16
33
10
0
32
34
19
0

平均回收率1
A

1. 02

0. 80

0. 85

B

0. 99

0. 88

0. 97

C

0. 98

1. 13

0. 91

D

1. 17

1. 53

1. 88

平均回收率3
A

1. 04

1. 06

1. 03

B

1. 07

1. 03

1. 03

C

/

/

/

D

/

/

/
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表 1 3种微生物染色时间确认试验结果

Tab. 1 Results of staining time confirmation test of three
microorganisms

菌株

伯克霍尔德菌

慢生根瘤菌

水杆状菌

培养

时间

24 h
26 h
64 h
72 h
40 h
48 h

计数（cfu）
快检方法

25
12
1
83
14
17

染色后复培养

30
13
94
91
15
17

传统培养

33
13
113
117
8
11

回收率（%）

1
0. 76
0. 92
0. 01
0. 71
1. 75
1. 55

2
0. 83
0. 92
0. 01
0. 91
0. 93
1. 00
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结果显示，荧光染色快检技术比药典方法的检测

时间更短，且荧光信号较强，可用于 3种菌株的定量检

测。但对于水杆状菌和混合菌，由于复培养无法计数，

实际应用中可能会给后续调查带来困难。

3 讨论

本研究中选用的是一种基于生长的荧光快速微生

物检测技术，与药典方法的取样、过滤和集菌等步骤均

相同，仅在培养阶段利用荧光染色观察肉眼不可见的

微小菌落，读数结果可直接与药典方法比较。

现有的验证研究多选用药典规定的标准菌株，但

考虑到实际污染情况，应增加制药用水系统的环境微

生物进行验证。本研究中以 3种制药用水环境分离菌

作为目标样本，对荧光染色快速检测技术的专属性进

行了验证研究。3种菌株分属不同菌属，均为革兰阴性

杆菌。其中伯克霍尔德菌是近些年被广泛关注的条件

致病菌［13 - 14］，在营养较低的水性环境中生存能力较

强，且对常用的抑菌剂具有耐药性［9 - 11］；且伯克霍尔

德菌已被明确列为不可接受微生物［15］。慢生根瘤菌和

水杆状菌是制药用水系统中多药类抗性基因的潜在宿

主［12］，难以杀灭且易形成生物膜，且前者生长缓慢（传

统培养需 7 d），后者菌落形态特殊，在膜上无法准确计

数，传统检测方法计数困难。

本研究中确定的 3种菌株的最佳染色时间均仅

为传统培养时间的 1 / 3～1 / 2，与药典标准菌株实验

结果一致［4］。与药典方法相比，3种菌株的平均回收

率 1均大于 0. 7，达到药典的替代方法验证要求。伯克

霍尔德菌和慢生根瘤菌的平均回收率 3均大于 0. 9，
染色后可复培养，适合作为微生物检测的替代方法。

水杆状菌由于菌落特性较特殊，传统培养组和复培养

组计数困难，肉眼不易观察，而快检方法组时间更短

且荧光信号较强，更适合用荧光染色快速检测技术进

行检测。

另外，混菌供试液实验中由于菌株的培养时间差

距大，不同生长速度的菌落之间出现覆盖现象，且水杆

状菌菌落难以观察，导致传统培养组计数结果小于快

检方法组染色计数结果。平均回收率 1均大于 1，表明荧

光染色快检技术用于该实验可满足检测要求。

企业在使用快检技术检测之前，应根据实际情况进

行专属性验证，建议在验证时增加高频污染菌株。制药

企业应在日常控制过程中，通过对异常情况的积累，采

用微生物溯源等方式，建立专属菌株库［16］，提高企业的

风险控制能力。有利于在设计替代方法验证方案时确定

专属性验证的菌株类型，为微生物检验替代方法的应用

提供数据支持，从而降低药品微生物污染的风险［17］。
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