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1 引言

按《中国药典》2015 年版四部规定，进行微生物限度检

查时必须进行适用性试验，本文参考相关文献，根据制剂中

成分的抑菌作用强度不同，采用了平皿法、建立了阿那日 -5

散相应的微生物限度检查方法，经方法适用性试验证实该方

法简便易行，消除抑菌作用有效。

2 仪器与材料

2.1 仪器

 PL602-L 型电子天平（上海梅特勒 - 托利多仪器有限公

司）；YXQ-LS-50S Ⅱ立式压力蒸汽灭菌器（上海博讯实业

有限公司医疗设备厂）；HC-1300 Ⅱ A2 生物安全柜（苏州

安泰空气技术有限公司）；DHP-B-9272B 电热恒温培养箱 ( 上

海一恒科学仪器有限公司 )；SPX-150 生化培养箱 ( 江苏扬州

慧科电子有限公司 )。

2.2 样品名称

阿那日 -5 散，批号：20180208、20181107、20190319。均

由新疆维吾尔自治区博尔塔拉蒙古自治州博乐市蒙医院生产。

2.3 培养基及稀释液

胰酪大豆胨琼脂培养基  批号：1704142

胰酪大豆胨液体培养基  批号：1703082

沙氏葡萄糖琼脂培养基  批号：150824

肠道菌增菌液体培养基  批号：170216

紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基  批号：150818

麦康凯液体培养基   批号：161228

麦康凯琼脂培养基   批号：150907
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摘　要

目的：建立蒙药制剂阿那日 -5 散的微生物限度检查方法。方法：按《中国药典》2015 年版四部非无菌产品微生物限度检查法：
微生物计数法（通则 1105）和非无菌产品微生物限度检查：控制菌检查法（通则 1106）进行适用性试验。结果：供试品 5 种
试验菌回收比在 0.1~2 之间，控制菌均能正常检出。　
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RV 沙门增菌液体培养基  批号：150912

木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养基 批号：170621

以上培养基均由北京三药科技开发公司和青岛高科技工

业园海博生物技术有限公司生产。按照 2015 年版药典要求进

行配制、灭菌。

2.4 菌种

枯草芽孢杆菌  [CMCC(B)63501]

金黄色葡萄球菌  [CMCC(B)26003]

铜绿假单胞菌  [CMCC(B)10104]

白色念珠菌   [CMCC(F)98001]

黑曲霉菌   [CMCC(F)98003]

沙门氏菌   [CMCC(B)50094]

以上培养基和菌种均由中国食品药品检定研究院提供。

3 菌液及供试液制备

（1）取经 35℃培养 18-24 小时的金黄色葡萄球菌、铜

绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌胰酪大豆胨液体培养物，用 0.9%

无菌氯化钠溶液制成含菌数不大于 10000cfu/ml 的菌悬液；

（2）取经 35℃培养 18-24 小时的大肠艾希氏菌、铜绿

假单胞菌、沙门氏菌胰酪大豆胨液体培养物，用 0.9% 无菌氯

化钠溶液制成含菌数不大于 100cfu/ml 的菌悬液；

（3）取经 25℃培养 2-3 天的白色念珠菌沙氏葡萄糖

液体培养物，用 0.9% 无菌氯化钠溶液制成含菌数不大于

10000cfu/ml 的菌悬液；

（4）取经 25℃培养 5-7 天黑曲霉的新鲜培养物加入

3 ～ 5ml 含 0.05%（ml/ml）聚山梨酯 80 的 0.9%无菌氯化钠溶液，

将孢子洗脱，用含 0.05%（ml/ml）聚山梨酯 80 的 0.9% 无菌

氯化钠溶液制成含菌数不大于 10000cfu/ml 的孢子悬液；

（5）供试液制备：取样品 10g，加 pH7.0 无菌氯化钠 - 蛋

白胨缓冲液至 100ml，混匀，制成 1：10 的供试液；取 1：10 的

供试液 10ml，加 pH7.0 无菌氯化钠 - 蛋白胨缓冲液至 50ml，制

成 1：50 的供试液；取1：10 的供试液 10ml，加 pH7.0 无菌氯化钠-

蛋白胨缓冲液至 100ml，制成 1：100 的供试液

4 需氧菌总数和霉菌及酵母菌总数计数检查方

法适用性

供试液分别加入上述 5 种代表性实验菌株，再加 15-

20ml 规定的琼脂培养基待凝固后，置规定温度培养 24-72 小

时，观察结果，平板计数，测定回收比值。[1]

4.1 回收比值测定

4.1.1 试验组

取上述 1:10、1:50、1:100 供试液 10ml 加入 0.1ml 试验菌，

混匀，取含菌供试液 1ml 分别注入无菌平皿中，立即相应的

琼脂培养基，每株试验菌平行制备 2 个平皿，按平皿法测定

其菌数。需氧菌总数计数的试验菌株为金黄色葡萄球菌、铜

绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌，相应的琼脂培养基为胰酪大豆

胨琼脂培养基；霉菌和酵母菌总数计数的试验菌株为沙氏葡

萄糖琼脂培养基。

4.1.2 供试品对照组

取制备好的供试液，不加菌液，按试验组计数方法，测

定供试品本底菌数。

4.1.3 菌液对照组

取 pH7.0 无菌氯化钠 - 蛋白胨缓冲液替代供试液，按试

验组操作加入试验菌液并进行测定其菌数。[2]

4.1.4 回收率结果计算公式

比值＝（试验组平均菌落数－供试品对照组平均菌落数）/ 菌

液组平均菌落数

表 1 1:10（计数单位 cfu）

阳性菌 次数
试验组 菌液组 供试品对照组

比值
1 2 平均 1 2 平均 1 2 平均

枯草芽
孢杆菌

1 7 2 4.5 68 65 66.5 0 0 0 0.07

金黄色
葡萄球

菌
1 0 3 1.5 53 55 54 0 0 0 0.03

铜绿假
单胞菌

1 18 13 15.5 98 94 96 0 0 0 0.16

白色念
珠菌

1 21 23 22 48 56 52 0 0 0 0.42

黑曲霉
菌

1 47 46 46.5 56 61 58.5 0 0 0 0.79

2 43 54 48.5 63 52 57.5 0 0 0 0.84

3 50 42 46 48 54 51 0 0 0 0.9

表 2 1:50（计数单位 cfu）

阳性菌 次数
试验组 菌液组 供试品对照组

比值
1 2 平均 1 2 平均 1 2 平均

枯草芽
孢杆菌

1 18 24 21 68 65 66.5 0 0 0 0.32

金黄色
葡萄球

菌
1 17 11 14 53 55 54 0 0 0 0.26
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铜绿假
单胞菌

1 80 86 83 98 94 96 0 0 0 0.86

2 74 76 75 91 96 93.5 0 0 0 0.8

3 73 71 72 83 85 84 0 0 0 0.86

白色念
珠菌

1 47 46 46.5 48 56 52 0 0 0 0.89

2 50 54 52 65 63 64 0 0 0 0.81

3 61 58 59.5 51 59 55 0 0 0 1.08

表 3 1:100（计数单位 cfu）

阳性菌 次数
试验组 菌液组 供试品对照组

比值
1 2 平均 1 2 平均 1 2 平均

枯草芽
孢杆菌

1 67 66 68 65 0 0 0

2 70 54 69 59 0 0 0

3 57 58 66 71 0 0 0

金黄色
葡萄球

菌

1 50 41 66.5 53 55 66.5 0 0 0 1

2 51 58 62 56 59 64 0 0 0 0.97

3 52 55 57.5 60 62 68.5 0 0 0 0.84

从表 1、表 2、表 3 结果显示：用 1：10 的供试品按平皿

法对枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、白色

念珠菌有明显抑制作用，1：50 的供试品对枯草芽孢杆菌、金

黄色葡萄球菌有明显抑制作用，回收比值小于 0.5，采用 1：

100 的供试品按平皿法对规定的菌株无明显抑制作用，回收比

值在 0.5 ～ 2 之间，该供试品需氧菌总数计数可采用 1：100

供试液按平皿法测定，霉菌及酵母菌总数计数可采用 1：50

供试液按平皿法测定。

4.2 控制菌检查方法适用性

4.2.1 菌液的制备

同计数方法适用性试验，控制菌菌液计数如下：

表 4 控制菌菌液计数（计数单位：cfu）

试验菌 大肠艾希氏菌 沙门氏菌 铜绿假单胞菌

1 69 71 59

2 62 78 61

平均 65.5 74.5 60

4.2.2 适用性试验

（1）大肠艾希氏菌

取 1:10 的供试液 10ml，加入大肠埃希菌菌液 1ml，加入

100ml 胰酪大豆胨液体培养基，混匀，置 35℃培养 18 小时 , 

取上述培养物 1ml 接种至 100ml 麦康凯液体培养基中，42℃

培养 24 小时。取麦康凯液体培养物划线接种于麦康凯琼脂培

养基平板上 35℃培养 18 小时，麦康凯琼脂培养基应能检出大

肠艾希氏菌反应特征。

表 5 大肠埃希菌检查方法验证结果表

胰酪大豆胨液体培养
基

麦康凯液体培
养基

麦康凯琼脂培养
基

实验组 + + +

供试品组 - - -

阳性对照 + + +

阴性对照 - - -

（2）耐胆盐革兰阴性菌

取样品 1:10 供试液 100ml，置 25℃培养 2 小时，取上

述培养物 10ml，加大肠埃希菌菌液、铜绿假单胞菌菌液各

1ml，摇匀，接种至 100ml 肠道菌增菌液体培养基中，35℃培

养 24 小时后，分别划线接种于紫红胆盐葡萄糖琼脂平板上，

35℃培养 18 小时，紫红胆盐葡萄糖琼脂平板上应能检出耐胆

盐革兰阴性菌的反应特征。

表 6 耐胆盐革兰阴性菌检查方法验证结果表

胰酪大豆胨液体
培养基

肠道菌增菌液体
培养基

紫红胆盐葡萄糖琼
脂

实验组 + + +

供试品组 - - -

阳性对照 + + +

阴性对照 - - -

上述结果表明，本品的控制菌检查方法为：大肠艾希氏菌，

取样品 1：10 供试液 10ml 接种至胰酪大豆胨液体培养基中，

培养基用量 100ml；耐胆盐革兰阴性菌，取 25℃培养 2 小时

样品 1：10 供试液 10ml，接种至肠道菌增菌液体培养基，培

养基用量 100ml。

5 结语

本品按《 中国 药典》2015 年版四 部微 生物 限度 检查

1105、1106 的方法进行三次独立适用性试验，方法取样品

10g，加 pH7.0 无菌氯化钠 - 蛋白胨缓冲液至 100ml，制成 1：

50，1：100 的供试液，需氧菌总数计数可采用 1：100 供试液

按平皿法测定，霉菌及酵母菌总数计数均可采用 1：50 供试

液按平皿法测定；控制菌检查按照控制菌检查供试品制备方

法和控制菌检查方法适用性试验进行检查。
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