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乙肝转阴散微生物限度检查方法验证研究

吕建伟，唐勇琛，潘革卉（广西壮族自治区柳州市中医院药学部　５４５００１）

　　【摘要】　目的　探讨乙肝转阴散的微生物限度分析和检查方法的有效性。方法　选择５种菌为阳性对照，采

用平皿计数法，采用回收率试验对细菌、丝状真菌及酵母菌计数方法的回收率进行验证；采用相同的实验条件，观察

大肠埃希菌、大肠菌群、沙门菌在试验组、阳性对照组和阴性对照组的检出情况验证控制菌检查方法。结果　经方

法学验证试验得出，乙肝转阴散有抑菌作用，其微生物限度检查计数方法采用培养基稀释法，控制菌检查采用常规

法。结论　验证后的微生物限度检查方法简便可行、准确无误，适合于乙肝转阴散的微生物限度检查。
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　　为确保微生物限度检查方法的可靠性和准确性，《中国药

典》２０１０版规定对微生物限度检查方法需进行方法学验证。

目前，《中国药典》未收载具体药品的微生物限度检查方法，因

而绝大多数药品均要进行验证试验后再建立适宜的微生物限

度检查方法。乙肝转阴散具有扶正祛毒，活血软肝，健脾补肾，

调节免疫等功能，可抑制乙肝病毒（ＨＢＶ）复制，促进 ＨＢＶ表

面抗原（ＨＢｓＡｇ）、ＨＢＶｅ抗原（ＨｂｅＡｇ）及ＨＢＶＤＮＡ转阴，改

善和恢复肝脏功能，防止肝纤维化，主治急慢性乙肝及 ＨＢＶ

携带者。为了较全面地反映乙肝转阴散的整体质量，确保用药

安全，本文对其微生物限度检查方法进行验证和总结，现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　主要设备　丝状真菌培养箱（ＭＧ１００ＢＺ型，上海博讯

实业有限公司医疗设备厂）；恒温培养箱（ＰＹＸＤＨＳ型，上海

市跃进医疗器械一厂）；压力蒸汽消毒器（ＭＭＱＪＤ型，山东中

泰医疗器械股份有限公司）；超净工作站（ＳＷＣＪ１Ｆ型，苏州安

泰空气技术公司）。

１．２　主要培养基　玫瑰红琼脂培养基（批号：０９１０１３）；营养琼

脂培养基（批号：０９１０１６）；胆盐乳糖培养基（批号：０８０７３０）；改良

马丁培养基（批号：０９０５２１）；营养肉汤培养基（批号：０５０６２３）；蛋

白胨（批号：０９０６０８）；四硫磺酸钠亮绿培养基（批号：０９０３２０）；胆

盐硫乳琼脂培养基（批号：０９０１１６）；曙红亚甲蓝琼脂培养基（批

号：０９０９０８）。上述培养基均由广西食品药品检验所生产。

ＭＵＧ培养基（批号：２００９０３２７，青岛高科园海博生物技术有限

公司）。

１．３　主要菌株　金黄色葡萄球菌ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３、大肠埃希

菌ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２、黑丝状真菌ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３、白色念珠菌

ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１、枯草芽孢杆菌ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１、沙门菌ＣＭ

ＣＣ（Ｂ）５００９４均购自广西食品药品检验所。

１．４　样品　乙肝转阴散（柳州市中医院药学部制剂室，批号：

２０１１１００８、２０１２０２１０、２０１２０６１３）。

１．５　方法

１．５．１　菌液制备　制备新鲜营养肉汤培养基，并将含有大肠

埃希菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的培养物置于肉汤培

养基中，在３０～３５℃条件下，孵化培养１８～２４ｈ
［１］。在改良马

丁培养基中置入预先接种有白色念珠菌的培养物，在２３～

２８℃条件下，孵化培养２４～４８ｈ。孵化培养完毕后，以０．９％

无菌氯化钠溶液连同上述培养物制备菌悬液，要求：５０～１００

ｃｆｕ／ｍＬ
［２］。将改良马丁培养基斜面内接种黑曲霉的新鲜培养

物，孵化培养５～７ｄ后加入０．９％无菌氯化钠溶液５ｍＬ，内含

０．０５％的聚山梨酯，洗脱并吸出孢子悬液，以制备好的０．９％

无菌氯化钠溶液制备成含孢子悬液，要求：孢子数５０～１００

ｃｆｕ／ｍＬ
［３］。

１．５．２　供试液制备　将３个批次乙肝转阴散混匀，并准确称

量１０ｇ，加入ｐＨ为７．０的无菌氯化钠蛋白胨缓冲液中，定容

至１００ｍＬ，以３０００ｒ／ｍｉｎ混匀３ｍｉｎ
［４］。

１．５．３　方法验证　（１）试验组。①常规计数法：将５０～１００

ｃｆｕ试验菌及１ｍＬ供试液分别加入灭菌平皿中，并在４５℃条

件下迅速转移至２０ｍＬ培养基中，平行制备２皿，待凝
［５６］。

细菌培养：在３０～３５℃条件下，以琼脂培养基培养３ｄ；丝状真

菌和酵母菌培养：在２３～２８℃培养箱中，以玫瑰红钠琼脂培养

基５ｄ
［７］。② 培养基稀释法：将５０～１００ｃｆｕ试验菌及０．２ｍＬ

供试液分别加入灭菌平皿中，转移、培养条件和时间与常规计

数法相同。（２）菌液组。平行制备２皿，并测定加入的试验菌
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数，取均值。（３）乙肝转阴散对照组。按试验组方法，不加菌

悬液，测定乙肝转阴散菌数（本底菌数）。

１．５．４　控制菌检查法的验证
［２］
　（１）大肠埃希菌常规法。①

试验组：取１ｍＬ大肠埃希菌菌液及１０ｍＬ上述供试液，加入

１００ｍＬ胆盐乳糖培养基中，在３０～３５℃条件下孵化培养２４

ｈ
［８］。②阴性对照组：在１００ｍＬ胆盐乳糖培养基中加入１０ｍＬ

稀释液，并在３０～３５℃条件下孵化培养２４ｈ，取０．２ｍＬ上述

培养物，直接接种至含有５ｍＬＭＵＧ培养基的试管内培养，并

分别于５ｈ和２４ｈ在３６６ｎｍ紫外灯下进行观察，以未接种的

ＭＵＧ培养基作为对照
［９］。（２）大肠菌群常规法。①试验组：

取乙肝转阴散１０ｇ，加ｐＨ为７．０无菌氯化钠蛋白胨缓液至

１００ｍＬ，再加入大肠埃希菌１０～１００ｃｆｕ，混匀，得１∶１０供试

液加菌悬液即溶液Ⅰ（含供试品０．１ｇ），取溶液Ⅰ１ｍＬ加入到

９ｍＬｐＨ为７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液中，混匀，得溶液Ⅱ

（含乙肝转阴散０．０１ｇ），再取溶液Ⅱ１ｍＬ加入到９ｍＬｐＨ为

７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液中，混匀，得溶液Ⅲ（含乙肝转

阴散０．００１ｇ）。取含１０ｍＬ胆盐乳糖发酵培养基管３支，分别

加入溶液Ⅰ１ｍＬ、溶液Ⅱ１ｍＬ、溶液Ⅲ１ｍＬ。②阴性对照组：

另取１支１０ｍＬ胆盐乳糖发酵培养基管加入稀释液１ｍＬ即

得。培养２４ｈ，观察胆盐乳糖发酵管结果发现，试验组胆盐乳

糖发酵培养基管（含溶液Ⅰ１ｍＬ）检出大肠菌群，胆盐乳糖发

酵培养基管（含溶液Ⅱ１ｍＬ）、胆盐乳糖发酵培养基管（含溶液

Ⅲ１ｍＬ）和阴性对照组均未检出。（３）沙门菌常规法。①试验

组：取营养肉汤培养基２００ｍＬ，加入乙肝转阴散１０ｇ和沙门

菌１０～１００ｃｆｕ，混匀，即得。②阴性对照组：取营养肉汤培养基

２００ｍＬ，加稀释液１０ｍＬ即得。培养１８～２４ｈ。取１ｍＬ上述

培养物，直接接种于１０ｍＬ四硫磺酸钠亮绿培养基中，孵化培

养１８～２４ｈ，划线法接种于曙红亚甲蓝琼脂培养基和胆盐硫乳

琼脂培养基上，孵化培养２４ｈ后观察。结果发现试验组检出

沙门菌，阴性对照未检出。

１．５．５　回收率测定　用常规法测定乙肝转阴散对５种试验菌

株的回收率，平行测定３次。测定方法：以离心沉淀集菌＋培

养基稀释＋中和法联合应用的方法，每种菌株做２次，菌株培

养时间与常规计数法相同。

２　结　　果

２．１　试验菌株回收率　用常规法测定乙肝转阴散对５种试验

菌株的回收率，平行测定３次，大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、

枯草芽孢菌、白色念珠菌和黑曲菌的平均回收率分别为

（６５．７±４．５）％、（６３．０±４．０）％、（７９．３±２．１）％、（６２．７±

５．５）％和（８５．０±２．７）％，乙肝转阴散对大肠埃希菌、金黄色葡

萄球菌和白色念珠菌的回收率低于７０．０％，证明乙肝转阴散

对这些菌株有抑制作用，不能用常规法进行微生物限度检查。

以培养基稀释法对上述检查中存在抑菌效果的乙肝转阴散中

微生物限度进行测定，结果表明大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌

和白色念珠菌的回收率分别为（７９．０±４．６）％、（８１．０±４．６）％

和（８０．０±３．６）％，乙肝转阴散对大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌

和白色念珠菌的回收率均高于７０．０％，证明乙肝转阴散对这

些菌株无抑制作用，可用培养基稀释法进行微生物限度检查。

２．２　控制菌检查法的验证　以靛基质试液沿培养管管壁加入

并观察，试验组检出大肠埃希菌，而阴性对照组未检出。试验

组的胆盐乳糖发酵培养基管（含溶液Ⅰ１ｍＬ）检出大肠菌群，

胆盐乳糖发酵培养基管（含溶液Ⅱ１ｍＬ）、胆盐乳糖发酵培养基

管（含溶液Ⅲ１ｍＬ）和阴性对照组均未检出。试验组检出沙门

菌，阴性对照组未检出。

３　讨　　论

由以上结果可见，采用常规法检查乙肝转阴散的微生物限

度，人工污染５种代表菌株，该样品对枯草芽孢菌、黑曲菌的回

收率均高于７０．０％，符合规定要求，但该样品对大肠埃希菌、

金黄色葡萄球菌和白色念珠菌的回收率均低于７０．０％，表明

该样品对大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌有抑制作

用，不能用常规法进行微生物限度检查，改用培养基稀释法进

行试验，结果发现该样品对大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌和白

色念珠菌的回收率均低于７０％，因而可消除样品对大肠埃希

菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌的抑菌作用。因此，乙肝转

阴散的微生物限度检查可用培养基稀释法。

乙肝转阴散为含生药原粉和动物组织的口服中药复方制

剂，按照《中国药典》２０１０版（一部）附录“微生物限度检查法”

中有关控制菌检查方法的规定，应检查大肠埃希菌、大肠菌群

和沙门菌，以符合规定的微生物限度标准［１］。由控制菌检查法

的验证结果可知，各试验组可检出大肠埃希菌、大肠菌群和沙

门菌，阴性对照组未检出，因此，可用常规法进行控制菌检查。

由于国家药品标准未明确各类药品微生物限度进行检查

的具体方法，本文根据《中国药典》２０１０版的具体要求和相关

准则［１０］，对含抑菌成分的中药制剂的微生物限度进行检查，必

须消除供试液抑菌活性后，再根据《中国药典》规定的方法进行

检查。同时，所采用的检测方法需进行验证试验，本试验是对

乙肝转阴散微生物限度检查的方法学验证，建立简便可行、安

全可靠的检查方法。
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