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《《中国药典中国药典》》细菌细菌 DNADNA 特征序列鉴定法探讨特征序列鉴定法探讨
安春艳，牛振东△

（北京市药品检验研究院·国家药品监督管理局仿制药研究与评价重点实验室·中药成分分析与生物评价

北京市重点实验室，北京 102206）
摘要摘要：：目的 为微生物鉴定标准的完善提供参考。方法 围绕 2020 年版《中国药典（四部）》通则 1021“细菌 DNA 特征序列鉴定法”，

比较国内、国外药典（美国药典 2024版、欧洲药典 11. 0版、日本药局方第 18版）及相应标准中以核酸为基础的微生物鉴定方法，对实

际使用中存在的问题进行分析并提出建议。结果 国内外药典和标准中，以微生物核酸为基础的鉴定相关内容可分指导原则和具体

方法两类；现标准实际使用中还存在 DNA 特征序列种类限定过严、标准数据库和结果判定不够明确、缺少对真菌相关的核酸鉴定方

法等问题。建议现标准中方法的语言描述增加灵活性和包容性，推进标准数据库建设，明确结果判定标准，适时增加真菌相关方法等。

结论 现行标准虽为微生物污染控制提供了具体指导，但仍与药品微生物鉴定的实际需求存在差距，相关标准体系有待继续完善。
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Discussion on Bacterial DNA Signature Sequence Identification Method in Chinese Pharmacopoeia
AN Chunyan，NIU Zhendong

（Beijing Institute for Drug Control，NMPA Key Laboratory for Research and Evaluation of Generic Drugs，Beijing Key Laboratory of Analysis and

Evaluation on Chinese Medicine Components and Biological Evaluation，Beijing，China 102206）

AbstractAbstract：：Objective To provide reference for the improvement of microbial identification standards. Methods Focusing on the
general chapter 1021 ″ Bacterial DNA signature sequence identification method″ in the 2020 edition of Chinese Pharmacopoeia，
problems in practical use were analyzed and suggestions were provided by comparing domestic and foreign pharmacopoeias （USP
2024，EP 11. 0，JP 18） and corresponding standards for nucleic acid - based microbial identification methods. Results In domestic
and foreign pharmacopoeias and standards，nucleic acid - based microbial identification content was divided into two categories：
guiding principles and specific methods. Problems were identified in the practical application of current standards，such as overly
strict limitations on DNA signature sequence types，insufficient clarity in standard databases and result determinationand，and lack of
nucleic acid identification methods related to fungi. It is suggested to increase flexibility and inclusiveness in the language
description of methods in current standards，promote the construction of standard databases，clarify result determination standards，
and add fungal - related methods appropriately. Conclusion The current standards can provide specific guidance for microbial
contamination control，but there is a gap compared to the actual needs of pharmaceutical microbial identification，and the relevant
standard system needs to be further improved.
Key wordsKey words：：pharmaceutical；pharmacopoeia；bacteria；microbial identification；nucleic acid；DNA signature sequence

药品微生物自身及其分解代谢产生的有毒代谢产

物会影响药品质量。提高对微生物的认知水平是控制

药品微生物的前提，而对微生物进行鉴定和系统分类

是了解微生物的关键步骤［1］。微生物鉴定是药品微生物

数据偏差调查的重要部分，关系到检验结果的有效

性［2］。微生物的鉴定和分类手段不断进化，从依赖显微

镜的形态学方法，到依赖化学反应的生物化学方法，再

到分子生物学方法和基因组学方法。但由于依赖核酸

的鉴定方法（基因型方法）多需昂贵的设备和复杂的操

作与分析，其在药品微生物领域尚未广泛应用，仅在分

析产品失败原因等场景下使用。随着药品监管要求的

提高和从业人员专业背景的增强，药品全生命周期的
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微生物污染风险控制理念逐步建立，新技术逐步在药

品微生物控制过程中得到应用。在药品污染物溯源和

环境微生物防治方面，微生物鉴定和分类方法逐步从

细菌经典的形态和生理分类，到后来主要以基因组

DNA杂交、16S核糖体 RNA（16S rRNA）基因序列相似

性为依据的分子分类［1］。为准确快速实现药品污染微生

物的定性和溯源，2020年版《中国药典（四部）》在检查

法 1000“分子生物学检查法”项下新增了通则 1021“细

菌DNA特征序列鉴定法”［3］155 - 156，对细菌鉴定方法进

行了明确和细化，此外，通则 9204“微生物鉴定指导原

则”［3］503 - 506中也对该类方法进行了指导。该通则主要

内容是通过对细菌 16S rRNA基因特征序列的测定，通

过与数据库中的已知序列比对来实现细菌的生物学鉴

定，以核酸为基础鉴定微生物种属方法中的一种重要

手段，《伯杰氏细菌鉴定手册》即主要依据 16S rRNA基

因对细菌进行分类。实践表明，该法适用于葡萄球菌、

芽孢杆菌、库克氏菌、微球菌、柠檬酸杆菌、肠杆菌、肠

球菌、假单胞菌、不动杆菌、鞘氨醇单胞菌和罗尔斯通

氏菌等药品微生物常见属中近百种细菌的鉴定，甚至

可鉴定到菌株水平［4 - 7］。但广泛应用的同时，在药品微

生物检验实践中也发现该检查法存在一些问题。本研

究中通过国内外微生物鉴定相关标准的比较及微生物

鉴定实例总结，针对该类问题提出微生物特征序列鉴

定法的改进建议，以期为相关标准的修订提供参考。现

报道如下。

1 国内外微生物核酸鉴定方法相关标准比较

1. 1 概述

2020年版《中国药典（四部）》通则 1021的含义可通

过将其题目拆解为几个关键（限定）词来理解，即细菌、

DNA、特征序列、鉴定、法。该通则的适用对象是细菌

（不包括真菌、病毒、支原体、古菌等微生物），分析对象

为 DNA，标志物为具有某种特征的 DNA序列（指 16S
rRNA基因），目的是鉴定细菌的种属（未明确要求进行

系统发育等分类分析），内容的性质是试验方法（带有

强制标准性质，而非推荐性的“指导原则”）。一般而言，

限定条件越多，实施的可操作性越强，如该通则中对试

剂和步骤的描述非常详尽，利于相关人员的培训和方

法实施，有助于减少形态鉴定中专业知识和主观判断

带来的局限；同时，也意味着该通则适用范围有限，如

国内外相关的标准中，有些标准中的研究对象不限于

“细菌”而是更广泛的“微生物”或“病原体”，分析对象

也非限定为“DNA”而是其上位概念“核酸”，相对应的

研究手段也不仅限于序列比对，还包括DNA杂交等，这

些标准或指南大多适用于药品微生物。在比对各国药

典时，发现国际主要药典中中国药典（ChP 2020，通则

1021）、美国药典（USP 2024，通则 1113，1125，1127，
1129）、欧洲药典（EP 11. 0）及日本药局方（JP 18，G4章
节）此相关的内容在形式和内容上差异较大，无法逐一

对应项目比较，在此进行概括性比较。详见表1。
表1 各国药典微生物DNA特征序列鉴定法比较

Tab. 1 Comparison of microbial DNA signature sequence identifi⁃
cation method in pharmacopoeias of different countries

项目

前言 /简介

试验环境和仪器

试剂及其制备方法

方法适用性试验

待检菌测定

真菌鉴定方法

ChP 2020
+
+
+
+
+
-

USP 2024
-
+
-
-
-
+

EP 11. 0
-
-
-

-
-

JP 18
+
+
+
-
+
+

注：“ + ”为有相关内容，“ - ”为无相关内容。

Note：+ indicates relevant content，- indicates none.
1. 2 USP 2024

USP 2024版通则 1113“微生物鉴定、鉴别和菌株分

型”（2013年起实施）是与微生物分类方法直接相关的

章节。该通则适用对象为细菌和真菌，方法包括利用表

型特征和基因型特征进行微生物鉴别。利用基因型特

征的方法包括DNA - DNA杂交、PCR、16S和 23S rRNA
基因测序、多位点序列分析（MLST）、焦磷酸测序、DNA
探针及核糖体分型等。该章节内容包括方法的使用场

景、方法的选择原则、菌株分离纯化、初步筛选与表征、

利用表型进行微生物鉴别、利用基因型进行微生物鉴

别、微生物鉴别方法的确认等。上述内容，与ChP 2020通
则9204“微生物鉴定指导原则”中相关内容基本一致。

USP 2024版通则 1226“基于核酸的技术——提取、

检测和测序”中规定了关于核酸测序方法、检测方法、

序列完整性等内容；通则 1127“基于核酸的技术——扩

增”中介绍了核酸扩增的种类和优化；通则 1129“基于

核酸的技术——基因型”概述了关于单核苷酸多态性

（SNP）基因分型技术，可应用于微生物系统发育分析。

这些通用技术对微生物DNA特征序列鉴定法起到了间

接指导作用。

1. 3 EP 11. 0
EP 11. 0版未将微生物DNA特征序列鉴定法列为

单独的章节，但 2. 6. 21节“核酸扩增技术”和 5. 1. 6节
“微生物质量控制的替代方法”中的内容均与此相关。

2. 6. 21节中原则性规定了取样、存储和转移核酸样品

要防止目标序列降解，并要求采取多种措施防止污染，

以保证质量。5. 1. 6节指出以原核生物 16S rDNA基因

分析为代表的微生物基因组测序方法是微生物基因型

鉴定的重要内容，由于该类方法依赖数据库，因此需在
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方法验证时考虑数据库的扩展问题，如可采用合适的

软件实现数据库定制功能，将特定微生物核酸序列添

加到数据库中。

1. 4 JP 18
JP 18（2021年 6月 7日实施）中关于分子生物学方

法鉴定微生物的章节为G4“基于分子生物学方法的微

生物快速鉴定”，内容与ChP 2020通则 1021相似。JP 18
的G4 - 7 - 160内容包括应用范围、仪器、操作规程、结

果判断、试剂等。相应的，ChP 2020通则 1021包括范围、

实验环境和仪器的一般要求、试剂及其制备方法、方法

适用性试验、待检菌的测定规程等。JP 18与 ChP 2020
通则的最大的区别：1）适用对象，前者包括了药品中的

细菌和真菌，而后者限定了仅适用于药品中的细菌，也

未在其他章节中涉及真菌的DNA特征序列鉴定的具体

方法；2）结果判断，前者将 PCR产物的核酸序列与

BLAST数据库比对，将一致性高于 90%的结果进行排

序，排序相似性越高，亲缘关系越近（USP 2024 通则

1113中提到，一般序列相关度 ≤ 97%认为是不同的属，

≤ 99%认为是不同的种，但也有许多例外），而后者中提

到“将获得的细菌DNA特征序列与经验证过的专用数

据库进行比对”，未明确规定可用何种数据库和鉴定为

某微生物的判定标准，也未提及数据库的扩展。

1. 5 其他相关标准

GB / T 39367. 1—2020《体外诊断检验系统 病原微

生物检测和鉴定用核酸定性体外检测程序第 1部分：通

用要求、术语和定义》等同于国际标准化组织（ISO）的

标准 ISO / TS 17822 - 1：2014，包含利用特征核酸序列

进行医学病原微生物鉴定的内容。ISO 17822：2020《体

外诊断检验系统 病原微生物检测和鉴定用核酸定性体

外检测程序 实验室和质量实践指南》（2020年 12月 1日
发布实施）中就实验室生物安全、结果的判定与报告、

方法开发与实施、质量保证等进行了规定。

通过上述标准的比较，可以看出药品微生物核酸

鉴定方法的规定可分为两类。一类以“指导原则”的形

式对药品微生物核酸鉴定方法中的原理、适用场景及

风险管理等进行推荐性指导，如 ChP 2020通则 9204、
USP 2024通则 1113和EP 11的 5. 1. 6节。“指导原则”涉

及的因素更全面和概括，除鉴定的一般流程外，还包括

多种方法的使用、筛选、方法的确认和系统发育等，有

利于全面理解菌种的分类鉴定，一般无具体方法规程。

另一类以“方法”的形式规定，如ChP 2020通则 1021和
JP 18的G4 - 7 - 160。“方法”的内容更详尽、操作性更

强，有助于企业和检验机构的检验人员进行微生物鉴

定，但涉及的各种因素限于方法本身。根据我国药品微

生物控制发展的实际情况，这两种形式都有其必要性，

在实际应用时宜综合衡量。

2 现行标准执行过程中的问题

2. 1 DNA 特征序列选择限定较严

16S rRNA基因长约 1 540 bp，有 9个高变区（V1 -
V9）和 10个保守区（C1 - C10），在结构上有高度保守

性，因此作为细菌分类学的标志物。由于目前二代测序

技术无法测得全长，因此常选择 1个或几个高变区进行

测序，如 ChP 2020通则 1021中选择 V1 - V3区。16S
rRNA特征序列鉴定法因其操作简单、数据库较丰富，

已成为一种最常用的分子生物学鉴定手段，可鉴定大

部分细菌，包括环境微生物、临床病原微生物和实验室

难培养微生物等［8 - 10］。但在药品检验实践中仍发现，有

些微生物无法用 16S rDNA基因的V1 - V3区实现属水

平的鉴别，此时如何用DNA特征序列法进行微生物的

鉴定，以及是否可以使用其他特征序列进行鉴别等问

题，在ChP 2020通则1021中未明确规定。

已有研究者利用V1 - V3区以外的其他DNA特征

序列实现微生物鉴定。如已证明V4区的特异性强且能

鉴别大多数细菌到属水平［11］；可利用重组酶A基因 re⁃
cA或DNA促旋酶亚基B基因 gyrB鉴定洋葱伯克霍尔德

菌群［12 - 14］；利用RNA聚合酶亚基D基因 rpoD快速鉴定

铜绿假单胞菌［15］；有时需要将多个DNA特征序列联合

进行聚类分析，如利用16S rRNA基因（1483–1489 bp），

rpoB基因（3486– 3495 bp）和 recA基因（1041– 1056
bp）及部分 hsp65基因（420 bp）和 sodA基因（441 bp）的

序列，鉴定快速生长分枝杆菌［16］，基于 16S rRNA基因

和 gyrB基因串联DNA特征序列鉴定副溶血弧菌［6］，利
用 16S rRNA和沙门氏菌侵袭蛋白A基因（invA）鉴定沙

门氏属菌［17］等。上述研究表明，当 16S rRNA基因难以

鉴别时，也可选择其他合适的DNA特征序列作为鉴定

细菌的依据，需要根据具体问题进行试验评估［18 - 19］。
除了特征核酸序列，其他基于微生物基因组的工

具也可用于菌种鉴定。如平均核苷酸一致性（ANI）是基

于两基因组间所有直系同源蛋白编码基因序列相似性

平均值得到的，两菌株基因组ANI值为 95%～96%时，

相当于DNA - DNA杂交值 70%。因此，当两菌株基因组

ANI值 > 96%时可鉴定为同一个物种，< 95%时鉴定为

不同物种［20］。
2. 2 核酸序列比对结果判定标准未明确规定

2. 2. 1 用于比对的核酸数据库

获得待测菌的DNA序列后，需与数据库中已有的

序列比对，根据序列一致性等指标来判断待测菌的种

属。随着技术发展进步，核酸测序成本大幅降低，核酸

数据库也逐渐增加。数据库的质量关系着微生物鉴定

结果，进而对溯源和微生物风险控制产生影响。ChP
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2020通则 1021中规定“与经验证过的专用数据库进行

比对”，具体选择哪个数据库未进行明确。

常用的多为公开的核酸数据库。例如，国际核酸数

据库（International Nucleotide Sequence Databank，https：//
www. insdc. org /），由 3个数据库共同构成国际核酸序

列数据库联盟，数据共享，同步更新：美国国家生物技

术信息中心（NCBI，https：// www. ncbi. nlm. nih. gov /）
维 护 的 GenBank，可 用 比 对 工 具 BLAST 进 行 比 对

（https：// blast. ncbi. nlm. nih. gov / Blast. cgi），欧洲的核

酸档案库（ENA，https：// www. ebi. ac. uk / ena / browser /
home），和日本的DNA数据库（DNA Databank of Japan、
DDBJ，https：// www. ddbj. nig. ac. jp / index - e. html）；

中国国家生物信息中心（CNCB）也建立了核酸序列比

对的在线版 BLASTN（https：// ngdc. cncb. ac. cn / blast /
blastn）。除了综合数据库，还有专门的微生物核酸数据

库，如国家微生物科学数据中心（NMDC）提供了微生物

核酸数据及比对界面（https：// nmdc. cn / analyze / blast‑
tools / blastn），Ensembl计划中的 EnsemblBacteria汇集

了大量细菌的基因组信息，也提供BLAST功能（http：//
bacteria. ensembl. org / Multi / Tools / Blast）。

目前，ChP 2020 9109“标准核酸序列建立指导原

则”为标准核酸序列库的建立提供了指导。药品微生物

控制领域的标准核酸数据库的建立宜加快推进，不断

增加数据、反复验证，以满足药品微生物鉴定的需求。

2. 2. 2 比对结果的判定标准

如前 1. 3节所述，对待测菌与核酸数据库中核酸序

列的一致性未规定阈值，导致确定药品污染微生物种

属时存在不确定性。

2. 3 缺少真菌 DNA 特征序列的鉴定

相较细菌，真菌可通过孢子等方式繁殖、传播和休

眠，生存能力更强，是药品生产微生物控制中的重点和

难点。对药品和环境中存在的霉菌和酵母，如何通过

DNA特征序列法进行鉴定，进而制订相应的对策进行

防治的问题，目前ChP 2020中尚未进行明确规定。

3 讨论

3. 1 ChP 2020 中微生物鉴定内容概述

ChP 2020中微生物鉴定是一个体系［21］，相关的内

容除四部通则 1021外，还包括 9204“微生物鉴定指导原

则”、9108“DNA测序技术指导原则”［3］492 - 493、9109“标

准核酸序列建立指导原则”［3］493 - 494及“微生物全基因

组测序技术指导原则”公示稿［22］等，这些内容相辅相

成，如标准核酸序列库为通则 1021检查法中的标准序

列库奠定了基础，通则 9108为通则 1021中 16S rDNA基

因测序的峰图质量、序列拼接质量、结果判定等提供了

原则性指导。将来，微生物的基因组测序、蛋白质质谱

等方法也可能收入药典，其相关方法和指导原则会进

一步扩充完善，形成微生物鉴定的完整布局。就通则

1021检查法本身而言，针对前述使用中发现的问题，提

出如下建议供专家学者探讨。

3. 2 真菌 DNA 特征序列鉴定方法

尽管真菌的鉴定方法包括形态观察、生理生化试

验、免疫学鉴定法等，但分子生物学鉴定是其中相对准

确性较高的鉴定方法。真菌的分离纯化、核酸提取、引

物选择等方面与细菌有所区别，但后续基因扩增、测序

及比对等较相似，可考虑合并或增加相关内容。

3. 3 判定标准和标准数据库

可考虑在ChP2020通则 1021的“结果判定”中增加

具体的标准和可使用的数据库。例如，与标准核酸序列

数据库或公开数据库（NCBI等）中的序列比对的一致性

高于 99%。企业或检测机构也可建立自己的环境微生

物核酸数据库，用于微生物数据偏差调查。

3. 4 语言表述

可考虑参考JP18（G4）、USP2022（通则1126和1127），

在描述时使用表现宽容度的语言，增加方法适用的灵

活性，列举如下。

关于方法的定位：微生物鉴定方法有利用表型和

基因型等多种，DNA特征序列鉴别是其中一种较可靠

的方法，但不可完全代替其他方法。如 JP 18 中在描述

了特征序列鉴定法的优势后，同时说明该方法不可代

替其他鉴定方法，可根据情况改进和选择。

关于引物序列的选用：细菌利用 16S rDNA基因的

可变区进行属或种水平的鉴定是适用性最广的方法，

但某些细菌利用 1021中的V1 - V3区无法实现属或种

水平的区分，此时需结合其他特征序列（如重组酶A基

因 recA、RNA聚合酶亚基D基因 rpoD、DNA促旋酶亚基

B基因gyrB，或16S rDNA基因的其他可变区等）进行联合

鉴别。因此，DNA特征序列鉴定法除了列举典型特征序列

（16S rDNA基因的V1 - V3区）外，还应明确表明其他经

过验证的特征序列也可使用。类似的情况在 JP18中也进

行了说明。

关于商品化试剂盒 /试剂的使用：在试剂制备和待

检菌测定步骤中，有些已有商品化试剂盒或成品试剂，

如细菌 / 真菌核酸提取试剂盒、核酸聚合酶链式反应

（PCR）试剂盒、核酸扩增产物的纯化（胶回收）试剂盒、

核酸序列测定试剂盒、50 × TAE试剂等。商品化试剂盒

所用方法可能与原有正文中的方法有差异（如核酸提

取，ChP 2020通则 1021中采用了最常用的溶液型抽提

法中的CTAB法，而试剂盒可能是柱式抽提或磁珠纯化

法），原则上只要方法经过验证，具有稳定的可重复性，

均应被允许使用。验证的原则可参考 ChP 2020通则
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9204中“微生物鉴定方法的确认”。ChP 2020通则 1001
“聚合酶链式反应法”中对类似情况有描述，PCR体系

的一般要求中“组成PCR体系的试剂可采用自制、商品

化试剂或为供试品检测设计的专用试剂盒。自制试剂

应尽量现配现用并经验证后方可使用，商品化试剂和

专用试剂盒需经过质量确认，并严格遵照说明书使用

和储存。”方法适用性试验中“采用商品化试剂或试剂

盒…应按说明书操作，并符合试剂盒说明书中的质量

控制及方法适用性要求。”因此，建议增加关于商品化

试剂盒 /试剂使用的许可及条件。

关于质量保证：可考虑参考USP 2024和 EP 11. 0，
增加防止核酸污染、生物安全防护和方法学质量保证

等内容。微生物的DNA特征序列鉴定法是利用 PCR法

的一种特定应用场景，应遵循PCR法的相关要求，如对

实验室、人员、数据等的要求。为防内容重复，可直接指

向相关规定（如ChP 2020通则1001“附注”）。

3. 5 结论

ChP 2020通则 1021具有方法明确、可操作性强的

特点。国内外药典在以微生物核酸为基础的鉴定方法的

形式和内容上有较大差异。细菌DNA特征序列鉴定法在

实际使用中还存在一些问题，不能完全满足药品微生物

的鉴定需求，上述建议供参考，以期完善药典微生物鉴

定标准体系。微生物鉴定技术与标准的发展，可有效控

制药品生产中的微生物污染风险，助力医药产业升级。
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