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【摘要】本文结合我国《中国药典》对抑菌性药品微生物限度检查要求,深入研究了药典颁布前后研究情况,并分别从回收率试验设

计、微生物限度检查影响因素和药品生产、检验机构难点等方面梳理了前人研究成果,以期为我国抑菌性药物微生物限度检查研究提供

有益的参考。
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  自《中国药典》(2005 年版)首次提出药品微生物限度检查要

求以来,其 20 1 0 年修订版本沿用了药品微生物限度检查要求,但
进一步明确了培养基适用性检查要求。201 5 年版本明确了药品

微生物限度检查实验环境、培养系统、微生物限度检查方法等要

求[1],并提出了纳入限度检查的药品必须按新版微生物限度检查

的要求。由此可见,我国国家标准层面对药品微生物限度检查要

求日趋严格,充分体现了我国国家对药品质量重视,本文现将近年

来抑菌性药品生物限度检查研究成果梳理和总结。

1  回收率试验设计研究

回收率试验设计对抑菌性药品微生物限度检查结果影响显

著,其原因在于微生物回收试验的重点难点是加菌回收试验,其试

验设计直接影响微生物回收率,因此,在回收率试验设计时,应尽

量遵循由简入难、单一至联合的设计思路,并尽可能减少回收试验

设计中样品可能受到微生物污染的环节和试验步骤。兰茜等人对

清湿热止痒洗液进行微生物限度检查验证时[2],分别采用常规法、
培养基稀释法、薄膜过滤法进行预试验设计,经预试验研究,薄膜

过滤法应用过程中存在样品堵塞滤膜的问题,导致样品渗滤速度

慢或难以渗滤,并指出抑菌活性较强的药物不适用于常规的静置

或离心后取上清液过滤方法,中和剂类药品应经预试验验证后确

定设计薄膜过滤法,对于非水溶性药品,可在样品溶液制备时和试

验设计时,应合理选择活性剂;李珏等人在对 3 种药品不同加菌时

机研究中[3],通过收集 3 种不同抑菌作用、不同剂型的药品,并分

别设计了取样后加菌、供试液制备后加菌、最后环节加菌设计方

案,比较验证不同加菌时机与菌回收率之间的关系,经试验研究,3
种不同剂型的药品在不同加菌时机下,菌回收率存在显著差异,将
加菌时机提前后会造成加菌回收率偏低问题;李霞等人对非水溶

性供试品萃取并低速离心沉淀后进行回收率试验研究[4],经研究

表明,8 株菌株中萃取前处理后,3 株菌株可 1 00%回收,其余菌株

回收率为 70%。正采用离心沉淀法前处理后,白色念珠菌回收率

低于 30%,黑曲霉回收率也仅为 30%,其余 6 株菌株中,加菌时机

对不含辅料或可溶性辅料的菌株回收率影响不大,但加菌时机度

对含有不溶性辅料的样品影响显著,可能造成菌回收率低于 70%,
并建议回收率试验设计时应根据样品抑菌活性合理选择前处理方

法和加菌时机。
样品前处理加菌时机为样品处理前,并在加菌后采用合理方

法进行前处理。在《中国药典》(2005 年版)中,加菌时机表述为

“取样品溶液和试验菌菌液分别注入平皿内”,加菌后通过培养基

摇碟过程实现与样品溶液充分接触。而在《中国药典》(2005 年

版)中,明确了采用平皿法时应先加菌至样品溶液中充分混合摇匀

后再注入平皿中,因此,旧版药典中药品微生物限度检查中培养基

稀释法和加菌时机并非正确操作方法,应引起注意。刘绪平等人

通过对肠炎宁片进行微生物限度检查验证[5],按浓度 1∶ 10 和 1
∶100 制备供试液,采用平皿常规法进行大肠埃希菌检查、耐胆盐

革兰阴性菌检查和沙门菌检查,经试验研究,5 种试验菌回收率均

在 0.5~2.0,表明稀释倍数对供试液限度检查影响不显著。
当前,《中国药典》(201 5 年版)中已不再提倡采用离心沉淀集

聚法进行微生物限度检查,其原因可能是基于离心沉淀对微生物

限度检查结果准确性造成不利影响,结合离心沉淀集菌法试验经

验,当供试液加菌后摇匀注入平皿后,平皿内长菌落较摇匀后再注

皿少,其原因可能是由于离心沉淀或静置法会造成加菌沉淀。刘

广文等人在对养肝解毒丸微生物限度检查研究中认为[6],微生物

薄膜过滤时,为防止试液杂质过多造成滤膜堵塞和滤罐爆裂问题

发生,应先将试液充分摇匀后减压抽滤。但考虑到其操作的复杂

性,建议在药品微生物限度检查时并采用薄膜过滤法时,应充分考

虑该检查方法的适用性,或采取易于操作的滤膜防堵措施。针对

抑菌性强且滤过性低的药品微生物限度检查时,可选用中和法或

稀释法联合薄膜过滤法进行微生物限度检查,以此解决抑菌性强

药品强抑菌作用的不利影响。

2  抑菌性药品微生物限度检查影响因素研究

李超美对中成药香莲丸微生物限度检查研究[7],通过对其所

在省内 9 个地市药检所实验室消除抑菌成分处理方法测定细菌回

收率高于 70%,测定霉菌、酵母菌回收率且采用常规法的实验室 1
所,仅占总实验室总数的 1 1.1%,采用其他限度检查方法的实验室

8 所,占总数比例为 88.9%,相同厂家、品种、批次丸剂检查结果存

在较大的差异,其主要原因是由于操作人员操作误差影响;李佩蓉

等人在影响检验误差影响研究中发现[8],培养基、供试品溶液制

备、菌落计数误差、药物自身性质、检验设备误差和操作环境等因

素均对检验误差造成一定的影响。结合现有研究成果,加菌回收

试验菌制备应充分考虑两方面问题:一是菌液注入量把握,试验菌

注入计量时,含菌量应小于 1 00CFU/mL;二是菌株传代次数把控。
根据《中国药典》要求,除黑曲霉以外的试验菌应为新鲜培养的菌

株,且菌株传代次数应控制在 5 次以内。菌液定量关系不同于化

学对照品含量,其原因在于化学对照品性质稳定,而菌液含量并不

固定,菌株处于增殖、死亡的代谢动态过程中,因此,每次菌株均应

为新鲜菌株培养物,且应准确计数后注入。为确保新鲜培养物计

数控制在《中国药典》要求范围内,新鲜培养物使用期限应限制在

7d 以内,到期再次试验时应重新培养,防止菌株计数不准确或超

出传代次数。此外,为确保菌株的生物学特性,应对试验菌株进行

针对性生化、鉴定等试验,以满足试验研究要求。

3 药品检验、生产面临的难点问题研究

随着我国药品质量检验标准日趋严格,抑菌性药品微生物限

度检查方法和标准日益规范,药品检验、 (下转第 47 页)
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生物污染鉴定和溯源方面具有显著应用优势。

2.3 基于细菌遗传物质分析的鉴定和溯源

基于细菌遗传物质分析的药品微生物污染鉴定和溯源方法包

括核糖体分型技术和 1 6S rRNA 宏基因组高通量测序技术。核糖

体分型技术是将微生物染色体 DNA 经限制性内切酶处理后,经琼

脂糖凝胶电泳分离出片段,并将片段转印至硝化纤维素膜上,并运

用标记 2 3S、1 6S 和 5S 的 rRNA 序列探针杂交检测,以此获得由不

同分子量大小、不同数目的片段组成的指纹图谱,并基于 BioNu-

merics 数据库软件对指纹图谱进行带型识别,作为微生物污染鉴

定依据。16S rRNA 宏基因组高通量测序技术是基于 1 6S rDNA
扩增子高通量测序技术的检查鉴定方法。与 1 6S rDNA 技术相

比,16S rRNA 宏基因组高通量测序技术不需细菌培养即可实现细

菌群群落多样性鉴定。甘永琦等人在饮片污染耐热菌群落鉴定研

究中,基于 1 6S rRNA 技术对 9 种复方桔梗麻黄碱糖浆进行微生

物污染鉴定,对同一企业样品污染源菌株进行同源性分析,结果发

现样品中存在微生物超标和污染不均匀问题,微生物污染主要为

厚壁菌门、蓝菌门、变形菌门等,不同品种药品包括土壤芽孢杆菌

属、甲基杆菌属、泛菌属等细菌,可为药品微生物污染鉴定和溯源

提供有效依据,并可用于潜在致病菌检查,尤其适用于丰度低、传

统培养方法难以分离鉴定的菌属鉴定。但因该方法测序长度有

限,多种水平微生物污染检测结果准确性低,一般用于微生物属水

平测序鉴定。

3  结语

药品微生物污染鉴定和溯源是药品质量安全保障的重要举

措,关系到人民群众生命健康。随着我国药品微生物限度检查标

准日益规范,加强药品微生物污染鉴定和溯源迫在眉睫。通过对

我国饮片微生物污染研究成果进行梳理和总结,不难发现我国饮

片总体微生物污染问题严重,耐热菌和耐胆盐革兰阴性菌检出率

较高,其主要原因是受栽植土壤环境和粪肥使用等因素影响。同

时,在药品加工企业微生物污染检查中发现,同一企业药品存在部

分药品污染严重、污染程度不一、微生物污染多样等问题,突出体

现出企业药品净制不彻底、灭菌不到位等问题,要求药品生产企

业、药检机构加强微生物污染鉴定和溯源,合理选用 API 系统、

Vitek 2 Compact 系统、FRIT、MALDI-TOF/MS 等技术进行微生

物污染鉴定和溯源,及时、快速、准确分离出致病菌,确保药品质量

安全。
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(上接第 4 5 页) 生产面临一定的困难。钟国庆等人通过对 2 6
种医院制剂进行微生物限度检查中发现,26 种医院制剂中 1 9 种

制剂回收率低于 7 0%,控制菌检查中有 1 0 种试验菌不能检出,

需综合运用培养基稀释粉、薄膜过滤法、离心法、中和法等方法进

行微生物限度检查,但医院在检验仪器投入方面不足,甚至部分

医院严重缺乏微生物限度检查设备而无法开展限度检查,菌种保

存质量无法得到有效保障,人员专业素质偏低,大部分限度检查

以简单检验为主,导致医院制剂未经微生物限度检查投入使用,

影响了制剂使用安全;马鸣晓等人通过对地市级药检所微生物限

度检查情况进行调研研究,发现地市级药检所开展无菌和微生物

限度检查工作的不多,导致“无菌”和“微生物限度”检查形同虚

设,并形成了药品监管盲区,其原因在于微生物方法学验证工作

量大、不同药检所方法欠佳,重复劳动过多等问题。结合笔者药

检工作经验,发现药品生产厂家微生物限度检查中,大型生产企

业检查检验相对规范,而中小型药企则相对薄弱,对药典中规范

要求和限度检查标准理解不到位,进而出现验证项目不全、试验

设计不合理、试验过程操作不当等问题。

4 结语

新时代背景下,随着《中国药典》日益完善,实现了我国抑菌

性药品检查检验与国际通用标准接轨,有利于从微生物方面把关

和控制药品质量,提高药品生产和流通环节的安全性。为提高药

品微生物限度检查质量,药品生产企业、药检机构、医院应根据药

典要求配备专职人员、专用设备,制定符合药典要求的药品微生

物限度检查制度,促进药品微生物限度检查要求落实到位。
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