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摘要　目的：建立蒲地蓝消炎片微生物限度检查法，并对１４个生产企业５９批次产品的微生物限度检查结果
进行分析。方法：按照《中国药典》２０１５年版对１４家生产企业５９批次的蒲地蓝消炎片进行微生物限度检
查，细菌鉴定采用ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ及ＶＩＴＥＫ２全自动细菌鉴定试验系统。结果：需氧菌、霉菌和酵母菌计数
方法适用性试验中各试验菌的回收率均为０５～２０；在控制菌检查方法适用性试验中，大肠埃希菌检查阳
性对照组和供试品对照组检出大肠埃希菌；耐胆盐革兰阴性菌检查阳性对照组和供试品对照组检出大肠埃

希菌和铜绿假单胞菌；沙门菌检查阳性对照组和供试品对照组检出沙门菌。样品主要污染的微生物是阴沟

肠杆菌和其他环境常见污染菌。结论：建立蒲地蓝消炎片的微生物限度检查方法，１４个生产企业５９批次的
微生物限度检查结果均符合规定。
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　　中成药是指以中药材为原料，在中医理论的指
导下，按规定处方和标准制成一定剂型的现代药物，

是现今最为常见的中药制剂。因其具有药效作用

佳，副作用小，价格便宜等被人们所认可并广泛应

用，同时，其作用、疗效、安全性等问题也成为了社会

关注的焦点［１］。药品检验是目前保证药物质量和

安全性的一个有效手段，其中，药品的微生物检验和

控制是药品安全性保障的一项重要措施［２３］。

蒲地蓝消炎片为卫生部药品标准《中药成方制

剂》第三册收录的品种。由黄芩、蒲公英、苦地丁、板

蓝根四味中药按比例组成，具有清热解毒、抗炎消肿

的功效，主要用于疖肿、咽炎、扁桃腺炎、腮腺炎等的

治疗。方中的黄芪、蒲公英、苦地丁、板蓝根均具有一

定的抑菌性，因此在进行微生物限度检查时，必须根

据《中华人民共和国药典》（以下简称《中国药典》）规

定的方法消除供试液抑菌活性后再进行检查。

本研究通过对１４个生产企业１４批次的蒲地蓝
消炎片进行方法学验证，确定其微生物限度检查方

法，采用该方法对１４个生产企业５９批次的蒲地蓝
消炎片进行微生物限度检查，并对检验结果进行分

析讨论，为该产品的微生物限度标准合理化和产品

质量提高提供参考依据。

１　仪器与材料
１１　仪器

Ｎｕ４２５４００Ｓ型生物安全柜（美国 Ｎｕａｉｒｅ公

司）、ＫＢ２４０型低温生化培养箱（德国 ＢＩＮＤＥＲ）、
ＢＰＸ２７２型电热恒温培养箱（上海博迅实业有限公
司医疗设备厂）、ＳＰＸ２５０ＢＺ型生化培养箱（上海博
迅实业有限公司医疗设备厂）、ＣＸ３１ＲＢＳＦＡ奥林巴
斯显微镜（日本奥林巴斯株式会社）、ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍ
Ｐａｃｔ全自动微生物鉴定及药敏分析系统（法国生物
梅里埃）、ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ飞行质谱微生物检定仪
（法国生物梅里埃）。

１２　样品
本试验所用样品蒲地蓝消炎片来自１４个生产

企业５９个批次，见表１。
１３　培养基和稀释液

胰 酪 大 豆 胨 琼 脂 培 养 基 （ＴＳＡ，批 号：
２０１５１２１５）、胰酪大豆胨肉汤培养基（ＴＳＢ，批号：
２０１５１２１５）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ，批号：
２０１６０１０７）、麦康凯肉汤培养基 （ＭａｃＢ，批号：
２０１６０３１４）、麦康凯琼脂培养基 （ＭａｃＡ，批号：
２０１６０２２２）、肠道菌增菌液体培养基（ＥＥ，批号：
２０１５１２１５）、紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基（ＶＲＢＧ，批
号：２０１５１２１７）、ＲＶ沙门菌增菌液体培养基（ＲＶ，批
号：２０１５１２０８）、木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养基
（ＸＬＤ，批号：２０１５１２１０），上述培养基均通过培养基
适用性检查。稀释液为含５％吐温８０的 ｐＨ７０无
菌氯化钠蛋白胨缓冲液（批号：２０１８０２０７）。培养基
和稀释液均购于青岛海博高科园生物技术有限

公司。

表１　蒲地蓝消炎片生产企业和批次
Ｔａｂ１　ＴｈｅｓｕｍｍａｒｙｏｆｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓａｎｄｂａｔｃｈｅｓｏｆＰｕｄｉｌａｎＸｉａｏｙａｎｔａｂｌｅｔｓ

序号（Ｎｏ） 生产厂家（Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ） 批次（Ｂａｔｃｈ）

１ 云南白药集团股份有限公司（ＹｕｎｎａｎＢａｉｙａｏＧｒｏｕｐＣｏ，Ｌｔｄ） ８

２ 锦州本天药业有限公司（ＪｉｎｚｈｏｕＢｅｎｔｉａｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ，Ｌｔｄ） ８

３ 甘肃岷海制药有限责任公司（ＧａｎｓｕＭｉｎｈａｉＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ，Ｌｔｄ） ８

４ 武汉双龙药业有限公司（ＷｕｈａｎＳｈｕａｎｇｌｏｎｇＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ，Ｌｔｄ） ５

５ 湖南方盛制药股份有限公司（ＨｕｎａｎＦａｎｇｓｈｅｎｇＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ，Ｌｔｄ） ４

６ 山东孔府制药有限公司（ＳｈａｎｄｏｎｇＫｏｎｇｆｕＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ，Ｌｔｄ） ３

７ 哈尔滨市龙生北药生物工程股份有限公司（ＨａｅｒｂｉｎＬｏｎｇｓｈｅｎｇｂｅｉｙａｏＢｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．） ８

８ 安徽济人药业有限公司（ＡｎｈｕｉＪｉｒｅｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ，Ｌｔｄ） ４

９ 佛山益宝生物制药有限公司（ＦｏｓｈａｎＹｉｂａｏｓｈｅｎｇＢｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．） ２

１０ 云南龙发制药股份有限公司（ＹｕｎｎａｎＬｏｎｇｆａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ，Ｌｔｄ） ２

１１ 广东心宝药业科技有限公司（ＧｕａｎｇｄｏｎｇＸｉｎｂａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ．） ２

１２ 山东仙河药业有限公司（ＳｈａｎｄｏｎｇＸｉａｎｈｅＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ，Ｌｔｄ） ２

１３ 吉林道君药业股份有限公司（ＪｉｌｉｎＤａｏｊｕｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ，Ｌｔｄ） ２

１４ 天津中新药业集团股份有限公司隆顺榕制药厂（ＴｉａｎｊｉｎＺｈｏｎｇｘｉｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ，ＬｔｄＬｏｎｇｓｈｕｎｒｏｎｇＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＦａｃｔｏｒｙ） １
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１４　菌种

金黄色葡萄球菌［Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＣＭＣＣ
（Ｂ）２６００３］、枯草芽孢杆菌［Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，ＣＭＣＣ
（Ｂ）６３５０１］、大肠埃希菌［Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＣＭＣＣ
（Ｂ）４４１０２］、铜绿假单胞菌［Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，
ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４］、乙型副伤寒沙门菌［Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｐａｒａｔｙｐｈｉＢ，ＣＭＣＣ（Ｂ）５００９４］、白色念珠菌［Ｃａｎ
ｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ，ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１］、黑曲霉［Ａｓｐｅｒｇｉｌ
ｌｕｓｎｉｇｅｒ，ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３］均由中国食品药品检验检
定研究院提供。

２　方法与结果
２１　菌液的制备

按照《中国药典》２０１５年版四部附录要求
制备［４］。

２２　供试液的制备
２２１　需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数

验证及大肠埃希菌检查的供试液取供试品１０ｇ，加
稀释液至１００ｍＬ，匀浆，制成１∶１０的供试液 Ａ。采
用１０倍系列稀释制成１∶１００供试液Ａ。
２２２　耐胆盐革兰阴性菌检查　供试液取供试品
１０ｇ，加ＴＳＢ至１００ｍＬ，匀浆，制成１∶１０供试液 Ｂ，
混匀，在２３℃预培养约２ｈ，使供试品中的细菌充分
恢复但不增殖。采用１０倍系列稀释制成１∶１００、１∶
１０００供试液Ｂ。
２２３　沙门菌检查　供试液取供试品１０ｇ，加ＴＳＢ
至２００ｍＬ，匀浆，制成１：２０供试液Ｃ。

２３　需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数方法适用
性试验

　　取“２１”项下制备的菌液 ０１ｍＬ（菌落数为
１０００～１００００ｃｆｕ·ｍＬ－１）加入到稀释液（不含中和
剂吐温８０）９９ｍＬ中，按规定量和方法注入平皿和
规定培养基，测定菌数为 ａ；取“２２１”项下制备的
供试液按上述方法测定菌数为ｂ；取“２１”项下制备
的菌液０１ｍＬ加入到“２２１”项下制备的１∶１０、１∶
１００供试液 ９９ｍＬ，按上述方法测定菌数为 ｃ；取
“２１”项下制备的菌液 ０１ｍＬ加入到稀释液（含
５％中和剂吐温８０）９９ｍＬ中，按上述方法测定菌
数为ｄ。计数结果按规定时间和温度进行培养后分
别按如下公式进行计算：验证组回收率（％）：Ｒ１＝
（ｃ－ｂ）／ａ×１００％；中和剂对照组回收率（％）：Ｒ２＝
ｄ／ａ×１００％。若０５≤Ｒ１、Ｒ２≤２，可认为该稀释液
制备方法和计数方法可用于该样品的菌落计数。蒲

地蓝消炎片常规注皿法试验结果见表２，结果显示
蒲地蓝消炎片对５株菌均有不同程度的抑制作用。
其中，对金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌及枯草芽孢

杆菌抑制作用普遍较强，对白色念珠菌也有不同程

度的抑制作用，对于黑曲霉的抑制作用相对较弱。

基于蒲地蓝消炎片的抑菌作用，本文采用１：１００供
试液进行需氧菌总数计数，采用１：１０供试液按培养
基稀释法（２倍稀释法即供试液０５ｍＬ／皿，每个平
皿加入约２０ｍＬ培养基）进行霉菌和酵母菌总数计
数。试验结果见表３及表４。结果显示上述方法５
株菌的回收率均在０５～２０的范围内。

表２　蒲地蓝消炎片微生物限度检查各验证菌的回收率（常规注皿法）
Ｔａｂ２　ＴｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｌｉｍｉｔｔｅｓｔｆｏｒＰｕｄｉｌａｎＸｉａｏｙａｎＴａｂｌｅｔｓ（ｒｏｕｔｉｎｅｐｏｕｒｐｌａｔｅｍｅｔｈｏｄ）

序号

（Ｎｏ）

金黄色葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）

铜绿假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）

枯草芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）

黑曲霉
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）

白色念珠菌
（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）

１ ００１ ００２ ００３ ０７４／０８５ ０２２／０１９
２ ０４２ ０３１ ０５９ ０８３／１１３ ０７８／０９０
３ ０５２ ０５６ ０２２ ０８３／０８９ ０６９／０６７
４ ０４７ ０６９ ０４８ ０６７／１１１ ０８０／０８４
５ ０１４ ００９ ００４ ０７６／０８５ ０４３／０５１
６ ０１５ ０２３ ０１３ ０９３／０９６ ０６０／０６７
７ ００４ ００７ ０００ ０４８／０５０ ０４５／０５１
８ ０４９ ０６７ ０４６ ０６７／０７８ ０７４／０７９
９ ０２７ ０３６ ０２９ ０７０／０４６ ０５７／０５９
１０ ０１６ ０３６ ０３２ ０５２／０６３ ０２６／０２１
１１ ０３４ ０２２ ０２６ ０９６／０７２ ０６７／０７４
１２ ０３３ ０２３ ０２９ ０６７／０６３ ０７１／０７０
１３ ０５３ ０４５ ０５８ ０９３／１０９ ０７０／０７２
１４ ０１３ ０２３ ０１３ ０８５／１００ ０５１／０５３

注：表示所得数据为ＴＳＡ培养基／ＳＤＡ培养基上的回收率
Ｎｏｔｅ： ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｄａｔａａｓｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｎＴＳＡａｎｄＳＤＡｍｅｄｉａｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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表３　蒲地蓝消炎片微生物限度检查各验证菌的回收率（培养基稀释法）
Ｔａｂ３　ＴｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｌｉｍｉｔｔｅｓｔｆｏｒＰｕｄｉｌａｎＸｉａｏｙａｎＴａｂｌｅｔｓ（ｍｅｄｉｕｍｄｉｌｕｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ）

序号

（Ｎｏ）

金黄色葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）

铜绿假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）

枯草芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）

黑曲霉
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）

白色念珠菌
（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）

１ １０９ ０８５ １１４ ０７２／１００ ０９０／０９２

２ ０９２ ０９０ ０９６ ０８３／１１３ ０９９／０９８

３ １０４ ０８５ ０８６ ０９６／０８５ ０７９／０８１

４ ０８７ ０８３ ０８４ １０４／１１１ ０９７／０９０

５ ０７３ ０９０ １０３ ０６３／１０４ １１４／１０５

６ ０７５ ０９１ １１４ ０８０／１０７ ０９０／１０７

７ ０６７ １０５ １００ ０７８／０７２ １００／１０６

８ ０９１ ０７８ ０７４ ０８９／０８０ ０９７／１０３

９ ０９７ ０９０ ０９４ ０９６／０９１ １１５／１１５

１０ ０８７ １００ １０３ １０４／０８０ ０９３／０９３

１１ ０７８ ０９５ ０９０ １１１／０８７ ０９７／０９２

１２ ０８２ １０２ ０９１ １２０／１１７ ０８６／０９０

１３ ０９２ ０６９ １１２ ０８５／１３３ ０８０／０８０

１４ １００ ０９０ ０９９ ０８５／１２２ １０２／１０５

注：表示所得数据为ＴＳＡ培养基／ＳＤＡ培养基上的回收率

Ｎｏｔｅ： ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｄａｔａａｓｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｎＴＳＡａｎｄＳＤＡｍｅｄｉａｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

表４　蒲地蓝消炎片微生物限度检查稀释液对照组的回收率
Ｔａｂ４　ＴｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｔｈｅｄｉｌｕｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｌｉｍｉｔｔｅｓｔｆｏｒＰｕｄｉｌａｎＸｉａｏｙａｎｔａｂｌｅｔｓ

序号

（Ｎｏ）

金黄色葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）

铜绿假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）

枯草芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）

黑曲霉
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）

白色念珠
（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）

１ １０８ ０９７ １００ ０９３／１２２ １０１／１０３

２ ０９５ １０１ １１０ １０４／０９１ ０８７／０８６

３ １１３ ０９７ １００ ０９８／１０７ ０９１／０９３

４ １００ ０９４ ０９９ ０８３／０８９ １０８／１０１

５ １０４ １０１ １１７ １０７／１２６ １０２／０９３

６ １０４ ０９１ １００ ０８０／１０７ １０１／０９５

７ ０９９ ０９３ １００ １００／０９３ １１２／０９４

８ １０４ １０１ １０３ １１１／１０２ １０８／１０５

９ １０５ １０１ ０９４ １１７／１１３ １０３／１０３

１０ ０８９ ０８９ １１７ １０２／１０２ １０５／０９２

１１ ０９１ ０９５ １０４ ０８９／１０９ １０８／０９３

１２ １０８ ０９１ １０６ ０９８／１１７ ０９８／１０１

１３ １０５ ０９２ ０９７ １０７／１１１ １０３／０９２

１４ １１３ １０１ １１３ １２８／１００ １１２／０９３

注：表示所得数据为ＴＳＡ培养基／ＳＤＡ培养基上的回收率

Ｎｏｔｅ： ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｄａｔａａｓｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｉｎＴＳＡａｎｄＳＤＡｍｅｄｉａｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２４　大肠埃希菌检查方法适用性试验
２４１　试验组　取１∶１０供试液 Ａ１０ｍＬ，接种至
１００ｍＬ的ＴＳＢ培养基中，加入菌落数不大于１００ｃｆｕ
的大肠埃希菌菌悬液。

２４２　阴性对照组　取稀释液 １０ｍＬ，接种至

１００ｍＬ的ＴＳＢ培养基中。
２４３　阳性对照组　取稀释液 １０ｍＬ，接种至
１００ｍＬ的ＴＳＢ培养基中，加入菌落数不大于１００ｃｆｕ
的大肠埃希菌菌悬液。上述三组培养物于３２５℃
培养２４ｈ，取培养物１ｍＬ，接种至含１００ｍＬＭａｃＢ
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培养基中，于４２５℃培养４８ｈ。然后将培养物划线
于ＭａｃＡ平板上，于３２５℃培养２４ｈ。试验结果见
表５。１４批验证样品中，供试品对照组及阳性对照
组中大肠埃希菌均生长良好，阴性对照组均未见菌

生长，该方法适用于大肠埃希菌的检查。

表５　大肠埃希菌检查方法适用性试验结果
Ｔａｂ５　ＴｈｅｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｔｅｓｔ

Ｇｒｏｕｐｓ ＴＳＢ ＭａｃＢ ＭａｃＡ

试验组（ｔｅｓｔｇｒｏｕｐ） ＋ ＋ ＋

阳性对照组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ＋ ＋ ＋

阴性对照组（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） － － －

注：“＋”表示增菌液浑浊，平板有典型菌落生长；“－”表示增菌液澄

清，平板无典型菌落生长

Ｎｏｔｅ：“＋”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｌｉｑｕｉｄｉｓｔｕｒｂｉｄ，ａｎｄｔｈｅｐｌａｔｅ

ｈａｓｔｙｐｉｃａｌｃｏｌｏｎｙｇｒｏｗｔｈ；“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｌｉｑｕｉｄｉｓ

ｃｌａｒｉｆｉｅｄ，ａｎｄｔｈｅｐｌａｔｅｈａｓｎｏｔｙｐｉｃａｌｃｏｌｏｎｙｇｒｏｗｔｈ

２５　耐胆盐革兰阴性菌检查方法适用性试验
２５１　供试品组　取供试液Ｂ１ｍＬ（１∶１０、１∶１００、

１∶１０００），接种至１０ｍＬ肠道菌增菌液体培养基中，
分别加入菌落数不大于１００ｃｆｕ的大肠埃希菌菌悬
液和铜绿假单胞菌菌悬液。

２５２　阴性对照组　取 ＴＳＢ培养基１ｍＬ，接种至
１０ｍＬ肠道菌增菌液体培养基。
２５３　阳性对照组　取ＴＳＢ培养基１ｍＬ（１∶１０、１
∶１００、１∶１０００）各两份，接种至１０ｍＬ肠道菌增菌液
体培养基中，分别加入菌落数不大于１００ｃｆｕ的大肠
埃希菌菌悬液和铜绿假单胞菌菌悬液。

上述培养物于３２５℃培养２４ｈ。然后将培养
物划线于ＶＲＢＧ平板上，于３２５℃培养２４ｈ。试验
结果见表６，１４批验证样品中，供试品对照组大肠埃
希菌在含０１ｇ、００１ｇ、０００１ｇ供试品的试验管中
均能够生长；有３批供试品对照组铜绿假单胞菌在
含０１ｇ供试品的试验管中不生长，在含 ００１ｇ、
０００１ｇ供试品的试验管中均能够生长；阳性对照组
大肠埃希菌、铜绿假单胞菌生长良好，阴性对照组均

未检出大肠埃希菌和铜绿假单胞菌，该方法适用于

耐胆盐革兰阴性菌的检查。

表６　耐胆盐革兰阴性菌检查方法适用性试验结果
Ｔａｂ６　Ｔｈｅｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｉｌｅｓａｌｔｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａｔｅｓｔ

组

（ｇｒｏｕｐｓ）

剂量

（ｄｏｓｅ）／ｇ

大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ） 铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）

ＥＥ ＶＲＢＧ ＥＥ ＶＲＢＧ

试验组（ｔｅｓｔｇｒｏｕｐ） ０１ ＋ ＋ －／＋（３／１１） －／＋（３／１１）

００１ ＋ ＋ ＋ ＋

０００１ ＋ ＋ ＋ ＋

阳性对照组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ＋ ＋ ＋ ＋

阴性对照组（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） － － － －

注：“＋”表示增菌液浑浊，平板有典型菌落生长；“－”表示增菌液澄清，平板无典型菌落生长；“”表示增菌液澄清，平板上无典型菌落的批

次／增菌液浑浊，平板上有典型菌落的批次

Ｎｏｔｅ：“＋”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｌｉｑｕｉｄｉｓｔｕｒｂｉｄ，ａｎｄｔｈｅｐｌａｔｅｈａｓｔｙｐｉｃａｌｃｏｌｏｎｙｇｒｏｗｔｈ；“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｌｉｑｕｉｄｉｓｃｌａｒｉｆｉｅｄ，

ａｎｄｔｈｅｐｌａｔｅｈａｓｎｏｔｙｐｉｃａｌｃｏｌｏｎｙｇｒｏｗｔｈ“”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｂａｔｃｈｅｓｏｆ“－”ａｎｄ“＋”ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ

２６　沙门菌检查验证试验
２６１　供试品组　取１∶２０供试液Ｃ２００ｍＬ，加入
菌落数不大于１００ｃｆｕ的沙门菌菌悬液。
２６２　阴性对照组　取ＴＳＢ培养基２００ｍＬ。
２６３　阳性对照组　取 ＴＳＢ培养基２００ｍＬ，加入
菌落数不大于１００ｃｆｕ的沙门菌菌悬液。

上述培养物于 ３２５℃培养 ２４ｈ后取培养物
０１ｍＬ接种至１０ｍＬＲＶ沙门增菌液体培养基中，
３２５℃培养２４ｈ。取少量ＲＶ沙门菌增菌液体培养
物划线接种于 ＸＬＤ平板上，３２５℃培养２４ｈ。试
验结果见表７，１４批验证样品中，供试品对照组及阳

性对照组中乙型副伤寒沙门氏菌均生长良好，阴性

对照组均未见菌生长，该方法适用于沙门菌的检查。

２７　样品污染菌的分离与鉴定
分离并纯化从 ＶＲＢＧ、ＭａｃＡ和 ＸＬＤ平板上生

长的控制菌株。先通过ＶＩＴＥＫＭＳ基质辅助激光解
析电离飞行时间质谱系统（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）对污染
菌作快速鉴定，再用ＶＩＴＥＫ全自动微生物鉴定及药
敏分析系统作进一步确认。

２７１　样品的处理　向 １５ｍＬ离心管中加入
３００μＬ去离子水，挑取５～１０ｍｇ菌落样本至离心管
中并充分混匀，向上述离心管中加入９００μＬ乙醇并
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充分混匀，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ，吸弃上清，在
室温下干燥沉淀２～３ｍｉｎ；再向离心管中加入７０％
甲酸水溶液５０μＬ，再加入等体积的乙腈混合均匀，
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ，以便所有裂解物都能形
成沉淀；吸取１μＬ上清，滴加到 ＭＡＬＤＩ靶板上，并
在室温下晾干。１ｈ内使用１μＬα氰基４羟基肉桂
酸（αｃｙａｎｏ４ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｉｃａｃｉｄ，αＣＨＣＡ）基质
溶液覆盖上述样品点，并在室温下晾干，随后将

ＭＡＬＤＩ靶板放入基质辅助激光解吸电离飞行时间
质谱仪中进行检测。经电离解析飞行时间质谱得出

菌株图谱，与数据库里标准菌株质谱图进行比对分

析，得出鉴定结果。

表７　沙门菌检查方法适用性试验结果
Ｔａｂ７　ＴｈｅｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳａｌｍｏｎｅｌｌａｐａｒａｔｙｐｈｉＢｔｅｓｔ

Ｇｒｏｕｐｓ ＴＳＢ ＲＶ ＸＬＤ

试验组（ｔｅｓｔｇｒｏｕｐ） ＋ ＋ ＋

阳性对照组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ＋ ＋ ＋

阴性对照组（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） － － －

注：“＋”表示增菌液浑浊，平板有典型菌落生长；“－”表示增菌液澄

清，平板无典型菌落生长

Ｎｏｔｅ：“＋”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｌｉｑｕｉｄｉｓｔｕｒｂｉｄ，ａｎｄｔｈｅｐｌａｔｅ

ｈａｓｔｙｐｉｃａｌｃｏｌｏｎｙ；ｇｒｏｗｔｈ；“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｌｉｑｕｉｄｉｓ

ｃｌａｒｉｆｉｅｄ，ａｎｄｔｈｅｐｌａｔｅｈａｓｎｏｔｙｐｉｃａｌｃｏｌｏｎｙｇｒｏｗｔｈ

２７２　图谱比对分析　飞行时间质谱得出菌株指
纹图谱，与数据库里标准菌株的质谱图相比，分值愈

高，可信度愈高，说明待测菌株谱图同质谱库中某一

标准菌株的谱图愈相近。采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ及
全自动细菌鉴定试验系统对蒲地蓝消炎片中检出的

污染菌进行菌株鉴定。检出阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒ
ｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ）、恶臭假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎｓａｐｕｔｉ
ｄａ）、短小芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ）、腐生葡萄球
菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓａｐａｒｏｐｈｙｔｉｃｓ）、成团泛菌（Ｐａｎｔｏｅ
ａａｇｇｌｏｍｅｒａｎｓ）等共计５种污染菌。上述污染菌多为
环境常见菌，没有危害性较大的致病菌，其中阴沟肠

杆菌的检出率最高，占８３％。
２８　微生物限度检查结果

蒲地蓝消炎片的微生物限度标准：需氧菌总数

不得过１０４ｃｆｕ·ｇ－１；霉菌和酵母菌总数不得过１０２

ｃｆｕ·ｇ－１；不得检出大肠埃希菌（１ｇ）；耐胆盐革兰阴
性菌应小于１０２ｃｆｕ（１ｇ）；不得检出沙门菌（１０ｇ）。
５９批次蒲地蓝消炎片微生物限度检验结果见

图１：霉菌和酵母菌总数，５６批次样品为 ＜１０ｃｆｕ·
ｇ－１，占总批数的９５％，３批次样品为≥１０ｃｆｕ·ｇ－１，

其中最高菌落数为１５ｃｆｕ·ｇ－１，远＜２００ｃｆｕ·ｇ－１的
最大可接受标准。大肠埃希菌检查均为１ｇ中未检
出。耐胆盐革兰阴性菌均为小于１００ｃｆｕ·ｇ－１。沙
门菌检查均为１０ｇ中未检出。对５９批次样品中的
需氧菌总数结果进行了统计，结果见图 １，Ｘ＜１００
ｃｆｕ·ｇ－１、１００≤Ｘ＜５００ｃｆｕ·ｇ－１、５００≤Ｘ＜１０００
ｃｆｕ·ｇ－１、１０００≤Ｘ＜１００００ｃｆｕ·ｇ－１的检品分别占
总批数的６４％、３１％、３％和２％。其中最高需氧菌
总数为 ９２００ｃｆｕ· ｇ－１，需氧菌总数 ＜１０００
ｃｆｕ·ｇ－１的检品数占总批次的９８％。

图１　蒲地蓝消炎片需氧菌总数统计饼状图
Ｆｉｇ１　 Ｔｈｅｐｉｅｃｈａｒｔｏｆｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉ
ｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔｏｆＰｕｄｉｌａｎＸｉａｏｙａｎＴａｂｌｅｔｓ

３　讨论
３１　蒲地蓝消炎片微生物限度验证中抑菌成分的
分析

　　蒲地蓝消炎片中蒲公英、苦地丁、板蓝根、黄
芩等均有较强的抑菌性。其中，蒲公英的绿原酸、

总黄酮、多糖分别对大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色

葡萄球菌、痢疾杆菌、枯草芽孢杆菌、黑曲霉等有

较强的抑制作用［５］；苦地丁对金黄色葡萄球菌、枯

草芽孢杆菌、生孢梭菌、铜绿假单胞菌、大肠杆菌、

白色念珠菌和黑曲霉等均有一定的抑制效果［６］；

板蓝根能有效抑制金黄色葡萄球菌和大肠埃希

菌，具有广谱抗菌作用，其水提液对伤寒沙门氏

菌、乙型副伤寒沙门氏菌、福氏志贺氏菌、枯草芽

孢杆菌等多种菌敏感，其中枯草芽孢杆菌的抑菌

圈边缘清晰，敏感度较高［７］；黄芪提取物对常见的

金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、白假

丝酵母菌、白地霉、黄曲霉等致病菌具有较明显的

体内外抑菌作用［８］。鉴于蒲地蓝消炎片有较强的

抑菌性，但又不能确定其对微生物限度检查的干

扰程度，前期采用了依次渐进的方法来进行供试
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液浓度和检验方法的摸索。

３２　中和剂吐温８０对消除供试品抑菌作用的影响
吐温８０为 Ｏ／Ｗ型乳化剂，由山梨醇羟脱水环

合并与油酸酯化后再与环氧乙烷加成共聚而成，其

对药物抑菌能力的中和作用主要通过与药物混合

后，将其包裹在内部以降低与菌体的接触来达到。

吐温８０对于季胺类化合物、酚类、苯胺、咪唑、醛类、
双胍类均有一定的中和作用，广泛应用于药品、化妆

品中防腐剂和抑菌剂的中和［４９１０］。

３３　蒲地蓝消炎片微生物限度检查方法的确定
对于有抑菌成分的样品，常采用稀释法、中和法

等手段降低抑菌性，对于抑菌性较强的样品则需要

多种手段联合使用［１１］。

需氧菌总数计数采用１∶１００供试液（稀释液采
用含５％吐温８０的ｐＨ７０无菌氯化钠蛋白胨缓冲
液），平皿法检查。

霉菌和酵母菌总数计数采用１∶１０供试液（稀
释液采用含５％吐温８０的ｐＨ７０无菌氯化钠蛋白
胨缓冲液），培养基稀释法（２倍稀释）检查。

大肠埃希菌检查采用１∶１０供试液（稀释液采
用含５％吐温８０的ｐＨ７０无菌氯化钠蛋白胨缓冲
液）１０ｍＬ，接种至１００ｍＬ的ＴＳＢ培养基中，检查。

耐胆盐革兰阴性菌检查采用 １∶１０供试液，
检查。

沙门菌检查采用１∶２０供试液，检查。
３４　蒲地蓝消炎片微生物污染状况分析

药品微生物污染状况是药品质量控制的重要指

标。口服中药制剂的中药材来源和生产工艺尤其特

殊，微生物学质量分析与评价不仅包括微生物限度

检查结果的分析，还应该包括产品中污染菌的分离、

鉴定和分析。基质激光解析电离飞行时间质谱

（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术的原理是通过细菌样品与基
质（小分子有机酸）溶液形成的共晶体在激光照射

下发生电荷转移使分子电离。不同质合比（ｍ／ｚ）的
离子在电场作用下加速飞过飞行管道。根据达到飞

行时间检测器（ＴＯＦ）时所用的时间不同而被分离和
检测，所测得的蛋白质及多肽质量指纹图谱与标准

数据库比对，即可得到鉴定结果。由于所得到的蛋

白质图谱中主要的分子离子峰为菌体内高丰度、表

达稳定且进化保守的核糖体蛋白，因此其鉴定结果

非常稳定可靠。目前，该技术已被应用于多种临床

病原菌、食源性致病菌、植物病原菌及环境致病菌的

检测［１２］。此次鉴定出的微生物中，阴沟肠杆菌为

《卫生部人间传染的病原微生物名录》中的第３类

危害程度病原微生物，且为蒲地蓝消炎片样品的主

要污染微生物（占总数６８％）。阴沟肠杆菌广泛分
布于自然环境中［１３］，对人类不是一种主要的致病

菌，但被认为是造成医院内感染的主要因素，容易被

身体虚弱或免疫力被抑制的人群感染。阴沟肠杆菌

还是一种易于形成生物膜的食源性致病菌［１４］，形成

膜后会增加清除的难度和对药物的耐受性。恶臭假

单胞菌、短小芽孢杆菌、腐生葡萄球菌、成团泛菌等

均为环境中常见的污染菌。蒲地蓝消炎片样品中的

细菌很有可能主要来自中药材原料，因此，有必要对

样品中检出的微生物与药材原料的初始污染菌及生

产车间中采集的微生物进行同源性比对和溯源分

析，确定样品中微生物的来源，为厂家进行样品微生

物污染控制提供依据，为药品质量的过程控制提供

指导。

４　总结
１４个生产企业５９批次蒲地蓝消炎片微生物限

度检查结果均符合规定，结果满意。污染的微生物

主要为药材原料和环境中常见的细菌，不同厂家蒲

地蓝消炎片污染的微生物种类较为相似。
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