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参蓉健腰酒微生物限度检查方法学的验证
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  [ 摘要]  目的: 建立参蓉健腰酒的微生物限度检查方法。方法: 采用薄膜过滤法测定参蓉健腰酒对验证菌株的回收率,

并对控制菌检查法进行验证。结果:确认此法可以用于参蓉健腰酒的微生物限度检查。在 3次独立的平行试验中, 5株试验菌

回收率均大于 70% ,符合验证要求。控制菌( 大肠埃希菌) 采用常规法可检出。结论: 该方法消除了样品的抑菌性, 可用于该

品种的微生物限度检查。
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[ Abstract]  Objective: To establish a method for the microbial limit test of Shenrong Jianyaojiu. Method:

The recovery rates of tested strains treated by Shenrong Jianyaojiu were determined by membrane filtration method.

The test method of the control bacteria was verified. Result: In the parallel experiment of 3 indendence, 5 tested

strains recovery rate all more than 70% . This method can be adopted in bacterial strain control of Shenrong

Jianyaojiu. Routine test method can be test for control bacterias( Escherichia coli) . Conclusion: It can eliminate

the antimicrobial properties, and it can be used for the microbial limit test for Shenrong Jianyaojiu.
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  作为中药制剂质量标准检查项目内容之一的微

生物限度检查是保障药品使用安全的重要工作,日

益受到重视。微生物限度检查系检查非规定灭菌制

剂及其原料、辅料受微生物污染程度的方法,检查项

目包括细菌数、霉菌数、酵母菌数及控制菌检查
[ 1 -2]
。

对于具有抑菌作用的中药制剂,由于抑菌活性的干

扰,用常规法检查微生物限度的结果不能真实反映

出药品中污染微生物的情况,为此,进行药品检验前

必须采用适当的方法消除供试液抑菌活性后
[ 3-4] ,再

根据《中国药典》规定的方法进行检查。同时,所采

用检测方法需进行验证试验,以确认供试品的抑菌

活性和保证测定方法的可靠性,从而提高药品本身

污染微生物的检出率。

参蓉健腰酒由人参、黄芪、黄精、玉竹、制何首

乌、肉苁蓉、狗肾等 15 味中药饮片加工制成,具有益

肾健脾、强壮腰脊、舒经活络的功能, 用于脾肾两虚

引起的腰脊酸痛,两膝无力等症。由于参蓉健腰酒

中乙醇具有一定的抑菌活性,为了保证微生物限度

检查结果的准确性,更好的控制参蓉健腰酒的质量,

根据《中国药典》2010 年版
[ 5 ]
的要求,我们对参蓉健

腰酒微生物限度检查方法进行验证。
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1 仪器与试药

SW-CJ-1FD净化工作台( 苏州苏洁净化设备有

限公司) ; YXQ-LS-100SII 立式压力蒸汽灭菌器 ( 上

海博迅实业有限公司) ; BS224S型电子天平 ( 北京多

利斯仪器有限公司) ; BG-160 隔水式培养箱 ( 上海博

迅实业有限公司) ;电热恒温培养箱 HPX-9162MBE

(上海博迅实业有限公司) ; 101 型电热干燥箱( 吴江

全顺烘箱制造厂) ; SPX-250B型生化培养箱( 上海博

迅实业有限公司 ) ; AM301832 薄膜过滤器 ( 北京中

西远大科技有限公司) ;微孔滤膜( 直径为 50 mm,孔

径为 0. 45 μm) 。

枯草芽孢杆菌 [ CMCC( B) 63501] 、金黄色葡萄

球菌 [ CMCC( B) 26003] 、大肠埃希菌 [ CMCC( B)

44102] 、白色念珠菌[ CMCC( F) 98001] 和黑曲霉菌

[ CMCC( F) 98003] 等由江苏省药品检验所提供。

参蓉健腰酒由海昌中药集团提供 ( 规格 500

mL/瓶,批号 081218, 081220, 081223) 。

玫瑰红钠琼脂培养基 ( 100117) 、营养肉汤培养

基( 091128)、营养琼脂培养基 ( 091222) 、改良马丁

培养基( 091203)、改良马丁培养基( 091203) 等均由

江苏省药品检验所提供。pH 7. 0 无菌氯化钠-蛋白

胨缓冲液和 0. 9%无菌氯化钠溶液均按《中国药典》

2010 年版一部附录方法配制。

2 方法

2.1 菌液制备

2.1.1 大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌菌悬液的制备 分别接种大肠埃希菌、金黄色葡

萄球菌、枯草芽孢杆菌的新鲜斜面培养物 1 白金耳

至 10 mL营养肉汤培养基中,在 35 ℃中培养 18 ～24

h。然后取上述新鲜培养物 1 mL,加入 9 mL 0. 9%

无菌氯化钠溶液中, 10 倍稀释至细菌数约为 50 ～

100 cfu·mL
- 1
的菌悬液,备用。

2.1.2 白色念珠菌、黑曲霉菌悬液的制备 取白色

念珠菌的新鲜斜面培养物 1 白金耳接种至 10 mL改

良马丁培养基中, 25 ℃培养 24 ～48 h。然后取上述

培养物 1 mL, 加入到 0. 9% 无菌氯化钠溶液 9 mL

中,混匀, 10 倍稀释至细菌数约为 50 ～100 cfu·mL- 1

的菌悬液,备用。

接种黑曲霉的新鲜培养物于改良马丁琼脂斜面

培养基上, 25 ℃培养 5 ～7 d 至大量孢子产生, 加

0. 9%无菌氯化钠溶液 10 mL将孢子洗脱,吸出孢子

悬液,加入蒙有灭菌纱布的无菌试管中。取此孢子

悬液 1 mL,加入到 0. 9% 无菌氯化钠溶液 9 mL中,

10 倍稀释至约为 50～100 cfu·mL
- 1
的菌悬液,备用。

2.2 供试液的制备 开启净化台 30 min,超净台中

操作,精密量取参蓉健腰酒 10 mL,置于无菌锥形瓶

中,加入灭菌后恒温至 45 ℃的 pH 7. 0 氯化钠-蛋白

胨缓冲液 100 mL,摇匀,火焰灭菌瓶口并加塞,得到

供试液,备用。

2.3 细菌、霉菌、酵母菌计数方法验证

2.3.1 试验组 取 2.2项下供试液 1 mL,以无菌操

作加入过滤器内,用 pH 7. 0 氯化钠-蛋白胨缓冲液,

冲洗滤膜 3 次,每次 100 mL,在最后 1 次的冲洗液中

分别加入上述的金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大

肠埃希菌、白色念珠菌、黑曲霉菌菌液( 50 ～100 cfu·

mL - 1 ) 各 1 mL,平行 2 张滤膜,过滤后,取滤膜,将其

菌面朝上贴于相应培养基上培养,按菌落计数方法

测定菌落数。

2.3.2 菌液组  分别取大肠埃希菌、金黄色葡萄

球菌与枯草芽孢杆菌菌液 1 mL注入平皿中,并立即

倾注营养琼脂培养基,平行制备 2 个平皿,置 35 ～36

℃培养 24 h;白色念珠菌、黑曲霉分别取 1 mL菌液

分别注入平皿中,并立即倾注玫瑰红钠琼脂培养基,

平行制备 2 个平皿,置 24 ～25 ℃培养 48 h,测定加

入的试验菌数。

2.3.3 供试品对照组 取 2.2项下供试液 1 mL,以

无菌操作加入过滤器内,用 pH 7. 0 氯化钠-蛋白胨

缓冲液,冲洗滤膜 3 次, 每次 100 mL。平行 2 张滤

膜,过滤后,取出滤膜, 菌面朝上贴于琼脂培养基平

板上培养。细菌、霉菌及酵母菌各制备 2 个平皿,测

定供试品本底菌数。

2.3.4 稀释剂对照组  取 pH 7. 0 氯化钠-蛋白胨

缓冲液 300 mL,以无菌操作加入过滤器内,每次 100

mL,在最后 1 次的冲洗液中分别加入上述的金黄色

葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠埃希菌、白色念珠菌、

黑曲霉菌菌液( 50 ～100 cfu·mL- 1 ) 各 1 mL, 平行 2

张滤膜,过滤后,取滤膜,将其菌面朝上贴于相应培

养基上培养,按菌落计数方法测定菌落数。

2.3.5 回收率计算  试验菌的回收率是计数方法

验证的判断指标。

试验组菌回收率 = ( 试验组平均菌落数 - 供试品平均

菌落数) / 菌液组平均菌落数 ×100%。

稀释剂对照组的菌回收率 =稀释剂对照组平均菌落数 /

菌液组平均菌落数 ×100%

2.4 控制菌检查方法学验证( 大肠埃希菌检查)
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2.4.1 试验组  取 2.2项下供试液各 10 mL,以无

菌操作加入过滤器内,用 pH 7. 0 氯化钠-蛋白胨缓

冲液,冲洗滤膜 3 次,每次 100 mL,在最后 1 次的冲

洗液中加入 1 mL大肠埃希菌菌悬液( 50 ～100 cfu·

mL - 1 ) ,平行 2 张滤膜,过滤后,取滤膜,接入胆盐乳

糖培养基 100 mL中,培养 18 ～24 h。

2.4.2 阴性菌对照组  取稀释液 300 mL, 以无菌

操作加入过滤器内,平行 2 张滤膜,过滤后,取滤膜,

接入胆盐乳糖培养基 100 mL中,培养 18 ～24 h。

2.4.3 供试品对照组  取 2.2项下供试液各 10

mL,以无菌操作加入过滤器内,用 pH 7. 0氯化钠-蛋

白胨缓冲液,冲洗滤膜 3 次, 每次 100 mL,平行 2 张

滤膜,过滤后,取滤膜,接入胆盐乳糖培养基 100 mL

中,培养 18 ～24 h。

2.4.4 控制菌检查  取上述培养液各 0. 2 mL,分

别接种至 5 mL甲基伞形酮葡萄糖酸苷 ( MUG) 培养

基管内培养,分别于 5 h与 24 h,置 366 nm紫外光下

观察,同时用未接种的 MUG培养基作本底对照。若

管内培养物呈现荧光,为 MUG阳性;不呈现荧光,为

MUG阴性。观察后沿培养管的管壁加入靛基质试

液数滴,液面呈玫瑰红色,为靛基质阳性;呈试剂本

色,为靛基质阴性,本底对照应为阴性。

3 结果

3.1 细菌、霉菌及酵母菌计数方法验证 ( 表 1)  按

照 2.3项下细菌、霉菌、酵母菌计数方法试验。由表

1可见,薄膜过滤法在独立 3 次试验中, 大肠埃希

菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠菌、枯草芽孢杆菌和

黑曲霉菌的回收率均达 70% 以上,说明该方法适合

于参蓉健腰酒的细菌、霉菌及酵母菌计数。

表 1 菌落计数及回收率测定 ( 薄膜过滤法 ,n = 2) ( 珋x±s)

试验菌 样品批号
菌液组菌

落数 / cfu

供试品对照组

菌落数 / cfu

试验组菌落数

/ cfu

稀释剂对照组

菌落数 / cfu

试验组菌

回收率 /%

稀释剂对照组菌

回收率 / %

大肠埃希菌 081218 96 0 82 93 85 96

081220 96 0 82 93 85 96

081223 89 0 79 77 89 87

金黄色葡萄球菌 081218 90 0 77 84 86 93

081220 102 0 85 92 83 90

081223 96 0 83 84 86 87

枯草芽孢杆菌 081218 95 0 81 91 85 96

081220 98 0 88 89 90 91

081223 97 0 79 82 81 85

白色念珠菌 081218 84 0 76 80 89 95

081220 86 0 80 76 93 88

081223 89 0 82 85 92 95

黑曲霉菌 081218 87 0 71 85 82 98

081220 95 0 83 87 87 92

081223 100 0 82 80 82 80

3.2 控制菌检查方法验证结果

按照 2.4项下控制菌检查方法进行试验, 3 批

样品大肠埃希菌试验组均可检出试验菌,阴性组均

无菌生长,阴性菌对照组均无生长,结果见表 2。

  试验结果发现试验组均检出试验菌,而阴性菌

对照组未检出,说明按此供试液制备法和控制菌检

查法可以进行参蓉健腰酒的控制菌检查,故可按常

规法进行控制菌检查。

表 2 参蓉健腰酒控制菌验证

控制菌 批号 试验组 阴性菌对照组 供试品组

大肠埃希菌 081218 阳性 阴性 阴性

081220 阳性 阴性 阴性

081223 阳性 阴性 阴性

4 讨论

由于参蓉健腰酒中主要成分乙醇有抑菌作用,
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因此在检验时应排除其抑制作用,使之不干扰染菌

限度检查,结果方属有效。实验结果显示:采用薄膜

过滤法能很好地消除参蓉健腰酒中乙醇的抑菌作

用,排除干扰,结果准确可靠。参蓉健腰酒是溶液型

的中药制剂,能完全溶解于稀释液,在进行薄膜过滤

之前不必采用离心等操作步骤,操作简便,快速。采

用薄膜过滤法进行验证时,由于对供试品进行了特

殊方法处理,必须设立稀释剂对照组,该组试验除了

评价供试液制备方法对微生物影响的程度,还可以

综合评价滤器内壁吸附作用、冲洗过程损伤及滤膜

毒性对试验菌回收率的影响。

本试验所采用的灭菌柜、洁净室空气净化系统、

培养箱等均应按相应要求先行验证并符合规定。验

证试验所用菌株传代次数不得超过 5 代,试验菌液

要保存在 2 ～8 ℃的冰箱内,可在 1 周内使用,但要

求在每次接种时须重新计数,以保证稀释菌液的准

确浓度。菌种处理和微生物鉴别必须与其他的微生

物检查用洁净室严格分开,并保持相对负压。每次

试验结束后要对洁净室层流台及整个实验室环境消

毒。人员离开后,打开臭氧消毒。所有与菌种相关

的试验废物弃物均应经过灭菌处理后方可丢弃。

通过对参蓉健腰酒进行细菌、霉菌及酵母菌计

数方法及控制菌检查的验证研究,结果发现采用薄

膜过滤法对 5 种试验菌的回收率均高于 70% ,说明

薄膜过滤法可用于参蓉健腰酒的微生物限度检查;

控制菌检查可使用常规法进行检查。
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