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【摘要】本文结合新版药典微生物限度检查要求,对近年来我国药品微生物限度检查中微生物污染情况研究文献进行梳理,结果显示

我国饮片总体微生物污染严重,总体呈现耐热菌和耐胆盐革兰阴性菌污染率高、其他控制菌检出率较低的现象。并结合前人研究成果,

梳理了药品微生物污染鉴定和溯源技术,包括 API、Vitek2 Compact、FRIT、MALDI-TOF/MS、核糖体分型技术及 1 6 S rRNA 宏基因组

高通量测序技术等,并对比研究各技术应用优势和局限性,以期为我国药品微生物限度检查中微生物污染鉴定和溯源提供依据。
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  在微生物限度检查中,由于微生物在自然环境中广泛存在,并

可能随检验人员、器材、包装容器等进入检验环境中,可能造成微

生物限度检查中出现微生物污染问题,影响药品微生物限度检查

结果准确性,进而影响药品安全。因此,新版药典中对微生物限度

检查试验环境提出了更高的要求[1],并明确微生物限度检查应核

实影响因素,确保 OOS 溯源调查可追溯至试验操作各环节、各步

骤,以此提高药品微生物限度检查结果再现性,防范和控制药品微

生物限度检查质量风险,为药品质量监管体系建设提供可靠依据。

随着我国药品微生物限度检查标准日益完善,药品微生物限度检

查研究不断深入,现将微生物污染鉴定和溯源研究成果进行梳理

和总结。

1 药品微生物限度检查中微生物污染现状研究

《中国药典》(201 5 年版)仅规定了耐胆盐革兰阴性菌限度标

准和不得检出沙门菌、大肠埃希菌等要求[2],但外源性微生物污染

问题可能对药品质量安全造成不良影响。我国专家学者对药品微

生物限度检查中微生物污染问题进行了深入的研究。陈伟盛等

人[3]通过对中药饮片微生物污染问题进行研究,依据《中国药典》

(201 5 年版)中 TAMC 和 TYMC 指标对饮片微生物污染总体情况

进行研究,指出我国饮片微生物总体污染水平高,且不同品种饮片

微生物污染情况存在较大差异,并指出饮片微生物污染程度受饮

片炮制工艺影响显著。

控制菌限度污染情况研究中,绳金房、杨晓莉等人[4]通过对陕

西省中药因饮片进行控制菌污染研究发现,饮片中检出最多的控

制菌为大肠埃希菌、铜绿假单细菌、伤寒沙门菌、金黄色葡萄球菌,

未见溶血性链球菌、白色念珠菌等污染物。

由此可见,我国药品质量受微生物污染问题严重,耐热菌及耐

胆盐革兰阴性菌污染率高,控制菌检出率相对偏低。

2 药品微生物限度检查中微生物污染鉴定研究

根据《中国药典》微生物限度检查流程,微生物污染鉴定应先

分离出可疑菌株,再采用传统的细菌表型方法进行鉴定。微生物

污染鉴定方法主要包括基于细菌形态生理性化反应特征的鉴定方

法、基于微生物化学成分或代谢产物的鉴定方法、基于细菌遗传物

质的鉴定方法等。

2.1  基于细菌形态生理性化反应特征的鉴定和溯源

当前,基于细菌形态生理性化反应特征的微生物鉴定主要采

用 API 鉴定系统、Vitek 2 Compact 鉴定系统等,通过对微生物生

理、生化特征进行在数值分类鉴定,逐渐取代了手工表型鉴定方

法,其中,APU 鉴定方法通过人工判读试剂颜色、浊度变化记录生

化反应结果。Vitek 系统为集成化全自动微生物鉴定系统,可鉴定

的细菌形态生理性化反应特征更多,系统可自动判读卡片内各孔

培养基生长变化情况,基于生长动力学方式记录和判断鉴定结果。

与 API 系统相比,Vitek 系统集成化程度高、效率高,有效降低了人

为因素对污染物检测结果的影响。江 志 杰 等 人[5]基 于 Vitek2

Compact 系统对鳖甲中典型污染菌进行鉴定,对鳖甲中典型污染

菌进行鉴定,对 2 3 批鳖甲中细菌数、霉菌、酵母菌数进行测定,并

对大肠菌群、金黄色葡萄球菌、铜绿假单菌、沙门氏菌等控制菌进

行鉴定,共计分离污染菌 6 8 株,革兰氏阳性菌 2 9 株,革兰氏阴性

菌 2 3 株,菌种鉴定显示部分条件致病菌;杨燕等人[6]通过对两种

鉴定系统进行常见药品微生物污染鉴定进行方法学一致性评价,

结果显示,API 和 Vitek 2 Compact 系统均可用于药品控制均鉴

定,但在非控制菌鉴定方面鉴定结果存在一定的差异,主要体现在

非控制菌种、属水平鉴定结果差异方面。API 系统对枯草芽孢杆

菌鉴定结果重新性差,对啤酒酵母菌和肺炎克雷伯菌鉴定准确性、

重复性较差。Vitek 2 Compact 系统对枯草芽孢杆菌鉴定重现性

较差,需引起检验人员注意。

2.2 基于微生物化学成分或代谢产物的鉴定和溯源

MALDI-TOF/MS 测定方法通过检测微生物裂解物中丰度

高且保守的核蛋白质谱信号,并将信号与公开的基因图谱中菌株

质谱进行核对,优先匹配菌株鉴定分值和排名最高的属、种/亚种

进行判定。当前,MALDI-TOF/MS 测定方法已广泛应用于食品

检验检疫领域,通过检验食品中腐败真菌、厌氧菌和病原菌判定食

品安全。在药品微生物限度检查中,部分学者将 MALDI-TOF/

MS 测定技术用于微生物污染鉴定和溯源。甘永琦等人对通草饮

片进行微生物限度检查中,基于 MALDI-TOF/MS 测定技术对

紫红胆盐葡萄糖安琼脂平板、木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂平板和

麦康凯琼脂平板上生长的可疑菌株进行初筛,系统初筛结果与药

敏分析系统判定结果一致。同时,甘永琦等人基于该方法对黄芪

等 7 个品种 40 批次样品进行微生物污染鉴定,共计检出菌株 2 3
种、菌属 4 个,检出率最高的品种为小通草、通草,检出率最低的药

品为南五味子和鸡血藤,检出率最高的菌株为枯草芽孢杆菌。由

此可见,MALDI-TOF/MS 测定方法在药品微生物污染鉴定和溯

源中具有效率高、准确率高、耗时短、样品污染风险小等特点,在微
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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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