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药品微生物计数方法的可靠性直接影响药品质量

和安全。2020年版《中国药典（四部）》要求对有微生物

限度标准的非无菌制剂及其原辅料进行微生物限度检

查方法适用性验证或确认［1 - 3］。胰酪大豆胨琼脂培养基

（TSA）为方法验证中需氧菌检测、环境监测常用的培养

基［4］，灵敏度高，检出率良好，已广泛应用于微生物的监

测和控制［5］，其质量直接影响微生物检测结果的准确

性。目前市售商品化 TSA所用配方一致，但由于生产工

艺、原材料等方面的差异，即使同一品种的不同品牌、

不同批次的TSA质量也可能存在较大差异［6］。微生物分
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摘要摘要：：目的 分析一种低 pH（< 6. 5）中药制剂微生物限度检查方法转移失败的原因。方法 记录 3个品牌 4批（A，B，C1，C2）胰酪大豆

胨琼脂培养基（TSA）的金黄色葡萄球菌（简称金葡菌）菌落数，并以对照培养基为参照，计算回收率。制备 SFYX - G（1∶10，g / mL），

SFYX - G（1∶100，g / mL），感特灵胶囊（1∶10，g / mL），辅料混合脂肪酸甘油酯（1∶10，g / mL）供试液，测定其 pH；制备金葡菌供试液，以

3 个品牌 4 批 TSA 培养金葡菌，记录菌落数，并以菌液为参照，计算回收率。实验设菌液对照、中和剂对照及阴性对照。结果 A批、

B 批 TSA 的金葡菌回收率分别为 0. 95，0. 97，均大于 C1批、C2批的 0. 70，0. 64。SFYX - G（1∶10，g / mL）及感特灵胶囊（1∶10，g / mL）
供试液 pH 均低于 6. 4，且接种金葡菌的上述 2 种供试液在 C1 和 C2 批 TSA 上的回收率为 0～0. 28，均未达到 2020 年版《中国药典

（四部）》标准（0. 5～2. 0）；其他供试液回收率为 0. 74～1. 35，达标。结论 建立低 pH 中药制剂微生物限度检查方法时，应注意在

方法验证时确定好培养基品牌后在日常的检验检测中不轻易更换，如确需更换培养基品牌，需对方法进行确认复核，以避免方法

转移失败。
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AbstractAbstract：：Objective To analyze the reasons for transfer failure of microbial limit test for a low - pH（< 6. 5）traditional Chinese medicine
（TCM）preparation. Methods The colony counts of Staphylococcus aureus on four batches（A，B，C1，C2）of tryptic soy agar（TSA）from
three brands were recorded，with the control medium as the reference，and the recovery rates were calculated. Test solutions of SFYX - G

（1∶10，g / mL），SFYX - G（1∶100，g / mL），Ganteling Capsules（1∶10，g / mL），and the mixed fatty acid glycerides（1∶10，g / mL）
were prepared，and their pH were measured. A test solution of Staphylococcus aureus was prepared and cultured on the four batches of TSA
from three brands. The colony counts were recorded，with the bacterial solution as the reference and calculated the recovery rates. Bacterial
solution control，neutralizer control and negative control were set up in the experiment. Results The recovery rates of Staphylococcus
aureuss on TSA batches of A and B were 0. 95 and 0. 97，respectively，which were both higher than those on batches of C1 and C2（0. 70
and 0. 64）. The pH of the test solutions of SFYX - G（1∶10，g / mL）and Ganteling Capsules（1∶10，g / mL）were both lower than 6. 4，
and the recovery rates of above two test solutions inoculated with Staphylococcus aureus on TSA batches of C1 and C2 were 0–0. 28，failing
to meet the standards of the Chinese Pharmacopoeia（2020 Edition，Volume Ⅳ）（0. 5– 2. 0）. The recovery rates of other test solutions
were 0. 74–1. 35，which met the standards. Conclusion When establishing a microbial limit test method for low - pH traditional Chinese
medicine preparations，attention should be paid to not easily changing the culture medium brand during daily inspection and testing after
determining it during method validation. If it is necessary to change the culture medium brand，the method should be confirmed and reviewed
to avoid method transfer failure.
Key wordsKey words：：low - pH；traditional Chinese medicine preparation；stryptic soy agar；microbial limit test；Staphylococcus aureus；method
transfer
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析方法转移是指方法接收实验室需采用方法转移实验

室建立并经过验证的非法定方法检测样品。SFYX - G
是某企业生产的一种低 pH中药颗粒剂，本实验室已为

该样品建立了微生物限度检查方法，但企业以此方法

进行方法转移确认时发现，金黄色葡萄球菌（简称金葡

菌）的回收率未达到 2020年版《中国药典（四部）》标准

（0. 5～2. 0）。而方法转移失败一般与菌种活性、培养基

质量、供试液本身特性等有关。为此，本研究中比较了

不同 TSA和供试液中金葡菌的回收率，以分析微生物

限度检查方法转移失败可能的原因。

1 材料

1. 1 仪器

MJ - 78A型全自动高压蒸汽灭菌器（施都凯仪器

设备 <上海 >有限公司）；XY500J型电子天平（常州市

幸运电子设备有限公司，精度为 0. 01 g）；HFsafe -
1500LC型 B2生物安全柜（上海力申科学仪器有限公

司）；LRH - 250F型生化培养箱（上海一恒科学仪器有

限公司）；PHS - 3C型 pH计（上海仪电科学仪器股份有

限公司）。

1. 2 试药、培养基、菌种

试药：SFYX - G（企业 A，批号为 20230816）；感特

灵胶囊（西安澜泰药业有限公司，批号为 20231201）；混

合脂肪酸甘油酯（硬脂）（天津信诚康达药业有限公司，

批号为220901）；其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

TSA：品牌 A（批号为 231120）；品牌 B（批号为

240718A10）；品牌 C（C1 批号为 20231130，C2 批号为

20240418）；对照 TSA（中国食品药品检定研究院，批号

为135025 - 202406）。

菌种：金葡菌 Staphylococcus aureus［保藏编号为

CMCC（B）26003，批号为 9a6 - 1，购自中国食品药品检

定研究院］，工作用菌株为第 2代（临用前按 2020年版

《中国药典》中的方法分别制成含菌量 ≤ 1 × 104 cfu / mL
和 ≤ 100 cfu / mL的菌悬液）。

2 方法与结果

2. 1 培养基考察

pH：按处方称取、配制 TSA，121 ℃，湿热灭菌

（15 min）后冷却至 25 ℃，采用 pH计测定 3个品牌 4批
TSA的 pH，重复 3次，结果不同品牌 TSA的 pH存在差

异，且品牌C不同批次间也存在差异。详见表1。
金葡菌回收率：根据 2020年版《中国药典（四部）》

通则 1105微生物限度检查方法，考察金葡菌在 TSA中

的生长情况。采用平皿法，取含菌量 ≤ 100 cfu / mL的金

葡菌菌悬液 1 mL接种至平皿中，分别倾倒入各 TSA与

对照 TSA，30～35 ℃培养 3 d，记录平均菌落数，计算回

收率，回收率 =被检TSA上的菌落数 /对照TSA上的菌

落数。重复 3次，结果各TSA平均回收率均达标，且品牌

A、B TSA上的金葡菌回收率明显高于品牌C，但品牌C
不同批号TSA之间差异不明显。详见表2。

表2 各品牌TSA金葡菌菌落数及回收率结果（n = 3）
Tab. 2 Results of colony counts and recovery rates of Staphylo⁃

coccus aureus in TSA from different brands（n = 3）

TSA品牌

对照

A

B

C1

C2

序号

1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3

菌落数（cfu）
49
50
66
51
45
61
57
39
65
34
37
45
31
32
43

回收率

1. 04
0. 90
0. 92
1. 16
0. 78
0. 98
0. 69
0. 74
0. 68
0. 63
0. 64
0. 65

X

0. 95

0. 97

0. 70

0. 64

2. 2 供试液考察

供试液制备：取 SFYX - G 、感特灵胶囊各 10 g，混
合脂肪酸甘油酯 10 mL，用含 5%聚山梨酯 80中和剂的

氯化钠蛋白胨缓冲液（pH 7. 0）稀释，分别制成 1∶10供
试液（g / mL，下同）；并取SFYX - G供试液（1∶10，g / mL）
适量，进一步稀释制成1∶100供试液，即得4种供试液。

供试液 pH测定：取上述各供试液适量，采用 pH计

测定。重复3次，取平均值。结果SFYX - G（1∶10，g / mL）
及感特灵胶囊（1∶10，g / mL）供试液 pH均低于 6. 4（可

能影响敏感菌株）。详见表3。
加菌供试液回收率测定：取 4种供试液各 9. 9 mL，

分别加 0. 1 mL含菌量 ≤ 104 cfu / mL的金葡菌菌悬液，

作为供试液 1 - 4组；取含 5%聚山梨酯 80的氯化钠
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表1 各品牌TSA的pH测定结果（n = 3）
Tab. 1 Results of pH measurement in TSA from different

brands（n = 3）

培养基

A
B
C1
C2

1
7. 32
7. 16
7. 05
7. 32

2
7. 32
7. 16
7. 05
7. 32

3
7. 32
7. 16
7. 04
7. 32

X

7. 32
7. 16
7. 05
7. 32
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蛋 白 胨 缓 冲 液（pH 7. 0）9. 9 mL，加 0. 1 mL 含 菌

量 ≤ 104 cfu / mL的金葡菌菌悬液，作为中和剂对照；同

时取 9. 9 mL氯化钠蛋白胨缓冲液（pH 7. 0），加 0. 1 mL
0. 9%氯化钠蛋白胨缓冲液，作为阴性对照。分别取1 mL，
注入培养皿，倾倒 TSA，30～35 ℃培养 3 d，测定金葡菌

回收率，重复 3次。结果 SFYX - G（1∶10，g / mL）及感特

灵胶囊（1∶10，g / mL）供试液在品牌 C的 2批 TSA上回

收率均不达标（0～0. 28），其余均达标（0. 74～1. 35）。

详见表4。
表4 加菌供试液回收率测定结果（n = 3）

Tab. 4 Results of recovery rate measurement of added bacteria

test solutions（n = 3）

供试液

SFYX - G
（1∶10，g / mL）

SFYX - G
（1∶100，g / mL）

感特灵胶囊

（1∶10，g / mL）

混合脂酸甘油酯

（1∶10，g / mL）

中和剂对照

阴性对照

序次

1
2
3
X
1
2
3
X
1
2
3
X
1
2
3
X
1
2
3
X
1
2
3
X

TSA
A

0. 89
1. 30
1. 05
1. 08
1. 23
1. 03
0. 97
1. 08
1. 03
0. 92
1. 03
0. 99
1. 03
1. 15
0. 92
1. 03
1. 05
1. 00
1. 03
1. 03
0
0
0
0

B
0. 92
1. 32
1. 09
1. 11
1. 18
1. 15
1. 02
1. 12
1. 05
1. 23
0. 92
1. 07
0. 82
1. 05
1. 07
0. 98
1. 03
1. 00
0. 95
0. 99
0
0
0
0

C1
0
0
0
0
1. 35
1. 07
1. 05
1. 16
0
0. 25
0. 11
0. 12
0. 74
1. 09
1. 05
0. 96
1. 05
1. 03
0. 93
1. 00
0
0
0
0

C2
0
0
0
0
1. 28
1. 12
1. 03
1. 14
0
0. 28
0. 22
0. 17
0. 82
0. 93
1. 12
0. 96
1. 02
0. 97
1. 09
1. 03
0
0
0
0

3 讨论

本研究中在中药颗粒剂 SFYX - G样品微生物限度

检查方法转移时，使用了不同品牌 TSA，实验室取 1∶10
供试液平皿法试验，金葡菌的回收率可达到 1. 00左右，

而企业金葡菌的回收率几乎为 0，明显不符合要求，方

法转移失败。实验室分别从供试品性质角度选取了有

抑菌性质的相似中药（感特灵胶囊）、化学辅料（混合脂

肪酸甘油酯）与 SFYX - G样品进行对比试验；检测 3个
样品供试液 pH；使用 3个品牌的TSA展开调查分析。结

果显示，3个样品均以含 5%聚山梨酯 80的稀释液制成

1∶10（g / mL）的供试液消除抑菌性后，化学辅料混合脂

肪酸甘油酯（硬脂）使用 3个品牌的 TSA均能满足药典

要求，SFYX - G、感特灵胶囊使用品牌A、B的TSA金葡

菌回收率符合药典要求，而使用品牌C的TSA不符合要

求。进一步发现，2种中药制剂的共性是 1∶10的供试液

pH均在 6. 0～6. 4（偏酸性），稀释至 1∶100时 pH介于

6. 9～7. 0，此时使用品牌C的TSA进行试验才能满足要

求。针对以上现象，从 TSA角度分析，可能是 3个品牌

TSA质量存在一定的差异性，在样品不敏感时，未体现，

在样品存在抑菌性时，做加菌回收试验时则会表现出

来。从样品角度，中药制剂成分较复杂，自身也存在不

同程度的抑菌作用，不仅体现在方剂有效成分对细菌

直接抑杀，同时还表现在方剂中各味药多种成分相互

作用的综合效应上［7 - 8］。
金葡菌营养要求不高，需氧或兼性厌氧，大多数菌

株能在 6. 5～46 ℃（最适生长温度为 37 ℃）及 pH 4. 2～
9. 3（最适 pH为 7. 4）生长［9］，中药制剂低 pH（< 6. 5）的

特性可能是造成在品牌C TSA金葡菌回收率低的原因

之一。偏酸性中药制剂在微生物限度检查方法开发时，

需重点考虑 TSA质量。本研究中，品牌 C（C1）pH偏低，

2020年版《中国药典（四部）》通则 1101无菌检查法［3］要
求灭菌后 TSA在25 ℃的平均pH为7. 3 ± 0. 2；品牌A和

品牌B TSA金葡菌的平均回收率均达标，品牌C的 2批
TSA虽达标，但也接近标准下限。也有研究发现，品牌C
的 TSA相比于默克公司和北京三药科技有限公司相应

TSA，枯草芽孢杆菌、金葡菌、黑曲霉回收率均为最低，

分别为 88. 2%，67. 0%，89. 7%［10］。在特殊的品种中，使

用 3个品牌的TSA差异较大，《中国药典》对培养基适用

性的要求为最基本要求，通过适用性检查的培养基不

一定满足特定产品方法的需要。培养基适用性检查时，

欧洲药典及美国药典采用“之前验证过的培养基”作为

对照培养基，而《中国药典》统一使用中国食品药品检

定研究院的对照培养基作为参比来评价培养基的质
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表3 供试液pH测定结果（n = 3）
Tab. 3 Results of pH measurement of test solutions（n = 3）

供试液

SFYX - G 1∶10
SFYX - G 1∶100
感特灵胶囊1∶10
混合脂肪酸甘油酯1∶10

1
6. 35
6. 96
6. 12
6. 94

2
6. 35
6. 94
6. 15
6. 92

3
6. 34
6. 91
6. 09
6. 95

X

6. 35
6. 94
6. 12
6. 94
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量［11］，在《中国药典》未来的修订中与国际人用药品注

册技术协调会（ICH）一致时，需考虑国情及培养基质量

控制的重要性。

微生物限度检查能直接反映药品的质量，方法适

用性试验则能保证检验结果的准确可靠［12］，在方法验

证时，一般不会采用不同品牌培养基进行比对，因此，

建立好的方法不一定能满足所有品牌培养基的技术要

求，应综合考虑培养基的质量与方法的匹配度，避免因

培养基质量问题而影响微生物试验结果的准确性和可

靠性［13］。当检验所用到的培养基品牌与验证不同时，需

再次对方法进行确认后再使用［14］，培养基在出厂前，虽

然已按相关标准要求检验合格。但使用单位在验收时

按照《中国药典》标准验收合格，仍会存在微小差异，如

培养基的原料或工艺差异，导致 pH、澄清度等理化指标

和微生物性能的差异，加菌回收的菌落数量和菌落大

小的差异［15 - 17］。且样品的抑菌性、污染程度不均一、损

伤菌的恢复情况随不同 TSA培养基而异［18］，人为操作

或计数误差等偶然因素也可能会导致检验结果存在差

异。各制药企业在选购培养基时，除考察能否满足《中

国药典》要求的适用性试验标准，还需考虑培养基是否

能真实反映生物负载的情况。在日常的检验检测及国

家级、省级抽检中，应充分考虑微生物限度检查的影响

因素，或试剂、培养基性质差异，培养条件、使用耗材不

同造成的影响［19］。对于采用已建立的方法更换培养基

的，需关注更换培养基供应商可能存在的漏检风险。若

更换培养基的品牌，对于低 pH且具有一定抑菌活性的

样品，提示需评估变更培养基供应商带来的方法转移

失败风险，2020年版《中国药典》通则 1105中规定“若检

验程序或产品发生变化可能影响检验结果时，计数方

法应重新进行适用性试验”，提示在培养基品牌发生变

化的时候，对于某些特殊品种，培养基品牌变更也可能

会影响方法的有效性，因此，应进行适当的确认，避免

试验中出现因使用不同品牌的产品所造成的误差［20］，
保证检验检测的有效性、药品的安全性。

本研究尚存在以下局限性，所选样品为低 pH中药

制剂，虽在不同品牌培养基之间微生物限度检查存在

偏差，但所得结论仍需纳入更多低 pH中药制剂进一步

明确，并整理形成该类药品在微生物限度检查方法及

检验检测中的专家共识。

综上所述，低 pH中药制剂微生物限度检查方法建

立时，应注意培养基的选择，一旦方法验证时确定好培

养基品牌，在日常的检验检测中应使用相同品牌的培

养基，更换培养基品牌需对方法进行确认复核，以避免

方法转移失败。
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