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清热泻火胶囊具有清热燥湿、泻火解毒等功效，主要用于
治疗带状疱疹、湿疹、肛周脓肿等临床常见病症[1]。微生物限
度检查用于判断非规定灭菌制剂及原料、辅料是否符合药典
的规定，也可用于指导制剂、原料、辅料的微生物质量标准制
定，及指导生产过程中间产品微生物质量的监控。微生物限
度检查结果容易受到试验条件等多种因素的影响，尤其是药品
中含有对微生物生长有抑制作用的组分时，表现更为突出[2]。

2010年版《中国药典》作出了相关规定，即在进行药品微生物
限度检查时，应对所检品种进行微生物限度方法验证，以确保
检查方法的科学性和有效性[3]。因此，本试验通过参考2010年
版《中国药典》等相关文献资料，对长春市南关区中医院生产
的清热泻火胶囊进行微生物限度检查及控制菌检查，并进行
了方法学验证，以期为清热泻火胶囊临床使用的安全性和有
效性提供可靠的实验依据。

1 材料
1.1 仪器

医用净化工作台（吴江市金家坝医药净化设备厂）；电热
恒温培养箱（上海跃进医疗器械一厂）；生化培养箱（广东省医
疗器械厂）；电热恒温鼓风干燥箱（天津实验仪器厂）；立式压
力蒸汽灭菌器（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）。

1.2 药品
清热泻火胶囊（长春市南关区中医院自制，规格：0.5 g/粒，

批号：20100716、20100717、20100718）。

1.3 试验菌株
金 黄 色 葡 萄 球 菌（Staphylococcus aureus）[CMCC（B）

26003]、大肠埃希菌（Escherichia coli）[CMCC（B）44102]、枯草
芽孢杆菌（Bacillus subtilis）[CMCC（B）63501]、白色念珠菌
（Candida albicans）[CMCC（F）98001]、黑 曲 霉（Aspergillus
niger）[CMCC（F）98003]，均由中国食品药品检定研究院提供。

1.4 稀释液及培养基
0.9％无菌氯化钠溶液、pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲溶

液、营养琼脂培养基、营养肉汤培养基、胆盐乳糖培养基、改良
的马丁琼脂培养基、玫瑰红钠琼脂培养基均由青岛海博生物
技术有限公司提供。
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摘 要 目的 建立清热泻火胶囊的微生物限度检查方法并进行验证。方法 按照2010年版《中国药典》规定，分别采用常规法、培

养基稀释法、薄膜过滤法对清热泻火胶囊进行微生物限度检查，并根据对 5种供试菌株的回收率结果进行方法学验证试验。结

果：常规法试验对大肠埃希菌和黑曲霉的回收率均高于70％，白色念珠菌需通过培养基稀释法去除抑菌作用，而金黄色葡萄球菌

和枯草芽孢杆菌则需通过薄膜过滤法试验进一步去除抑菌作用，从而使其回收率均达到 70％以上。控制菌可按常规法进行检

查。结论：清热泻火胶囊微生物限度检查时采用常规法进行霉菌和控制菌计数，采用培养基稀释法进行酵母菌计数，采用薄膜过

滤法进行细菌计数，方法准确可靠，重复性好。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method of microbial limit test for Qingre xiehuo capsules and validate the method.

METHODS：According to Chinese Pharmacopoeia（2010 edition），conventional method，medium dilution method and membrane

filtration method were used for microbial limit test of Qingre xiehuo capsules；methodology validation was conducted according to

the results of recovery test for 5 kinds of strains. RESULTS：Recoveries of Escherichia coli and Aspergillus niger were higher than

70％ by conventional method，and antimicrobial effect of Candida albicans had been removed by medium dilution method. Staphy-

lococcus aureus and Bacillus subtilis were required by the membrane filtration method for further removal of antimicrobial effect，

and the recovery rate reached 70％ above. The test bacteria had been detected by conventional method of control bacteria. CON-

CLUSIONS：In microbial limit test of Qingre xiehuo capsules，conventional method is usually used for mold and control bacteria

count，medium dilution method for yeast counts and membrane filtration method for bacteria counts. The method is accurate，reli-

able and reproducible.
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2.1 菌液的制备

将金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、枯草芽孢杆菌的新鲜培

养物接种至营养肉汤培养基中，于30～35 ℃培养18～24 h，然

后分别取各菌种培养物 1 ml，并用 0.9％的无菌氯化钠溶液稀

释10倍，制成50～100 CFU/ml的菌悬液，做活菌计数后备用[4]。

将白色念珠菌的新鲜培养物接种至改良的马丁琼脂培养基

中，于 23～28 ℃培养 24～48 h，然后取菌种培养物 1 ml，并用

0.9％的无菌氯化钠溶液稀释10倍，制成50～100 CFU/ml的菌

悬液，做活菌计数后备用[5]。将黑曲霉的新鲜培养物接种至改

良的马丁琼脂斜面培养基中，于 23～28℃培养 5～7 d，加入

3～5 ml 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，然后吸出孢子悬液至无菌试管内，用0.9％的

无菌氯化钠溶液稀释 10倍，制成 50～100 CFU/ml 的孢子悬

液，做活菌计数后备用[6]。

2.2 供试液的制备

取供试品 10 g，加 pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液至

100 ml，溶解混匀，作为1 ∶10的供试液。

2.3 常规法测定菌回收率[7]

（1）试验组：取 1 ∶ 10供试液 1 ml加入平皿中，再分别加入

上述 5种代表性试验菌株 50～100 CFU，以及 15～20 ml营养

琼脂培养基，培养，待凝固后置规定温度培养24～72 h，观察结

果，平行制备3个平皿，做菌落数计数。（2）菌液组：除不加入供

试液外，与试验组同法操作，测定相应加入的试验菌菌落

数。（3）供试液组：除不加入试验菌外，与试验组同法操作，测

定 1 ∶ 10供试液的平均菌落数，计算回收率。（4）回收率计算方

法：菌回收率（％）＝（试验组平均菌落数－供试液组平均菌落

数）/菌液组平均菌落数×100％。

2.4 培养基稀释法测定菌回收率[8]

（1）2倍稀释：取1∶10供试液1 ml，平均加到2个平皿中，即

为 0.5 ml/皿，各倾注营养琼脂培养基及玫瑰红钠琼脂培养基

20 ml，培养，观察结果。（2）5倍稀释：取1 ∶ 10供试液1 ml，平均

加到 5个平皿中，即为 0.2 ml/皿，各倾注营养琼脂培养基及玫

瑰红钠琼脂培养基20 ml，培养，观察结果。试验分组与回收率

计算方法同“2.3”项。

2.5 薄膜过滤法测定菌回收率[9]

（1）试验组：取 1 ∶ 10供试液 10 ml，以 500 r/min离心 5 min

（离心半径13.5 cm）后，取上清液1 ml加入开放式滤器（滤膜先

用冲洗液润湿）中，用pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液冲洗3

次，每次100 ml，在最后一次冲洗液中分别加入已制备好的金

黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌各1 ml，冲洗完毕后取出滤膜贴

于规定的琼脂培养基上，置规定温度下培养，并记录菌落数。

（2）菌液组：不加供试液，在冲洗液中加入等量试验菌液后，其

余操作同试验组。（3）供试液组：不加试验菌，与试验组同法测

定供试液菌落数。回收率计算方法同“2.3”项。

2.6 控制菌（大肠埃希菌）检查法的验证[10]

验证大肠埃希菌用金黄色葡萄球菌作为阴性对照菌。（1）

阳性组：取 1 ml含菌量为 10～100 CFU/ml的大肠埃希菌对照

菌液加入到100 ml胆盐乳糖增菌液中；（2）供试液组：取10 ml

1 ∶ 10的供试液加入到 100 ml胆盐乳糖增菌液中；（3）供试液+

阳性菌：取含菌量为 10～100 CFU/ml的大肠埃希菌对照菌液

1 ml和供试液10 ml，加入到100 ml胆盐乳糖增菌液中；（4）供

试液+阴性菌：取含菌量为10～100 CFU/ml的金黄色葡萄球菌

对照菌液1 ml和供试液10 ml，加入到100 ml胆盐乳糖增菌液

中。依大肠埃希菌检查法进行检查。

3 结果
3.1 病原菌回收率的常规法测定结果

其金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、白色念球菌 3个批次

试验的回收率均＜70％，可见常规法不能用于以上3种菌株的

检查。而在3个批次的试验中，大肠埃希菌和黑曲霉的回收率

均＞70％，可见可以采用常规法对该药品的大肠埃希菌和黑

曲霉进行计数检查，详见表1。

表1 病原菌的回收率测定结果（常规法）

Tab 1 Recovery rate of pathogens with general method

菌种

金黄色葡萄球菌

大肠埃希菌

枯草芽孢杆菌

白色念球菌

黑曲霉菌

批号

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

平均菌落数，CFU/ml

菌液组
97

102

86

69

75

73

99

104

92

95

100

84

93

81

72

试验组
49

37

36

67

71

68

35

53

44

61

58

50

80

76

68

供试品组
0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

回收率，％

50.52

36.27

41.86

97.10

94.67

93.15

35.35

50.96

47.83

64.21

58.00

59.52

86.02

93.83

94.44

x，％

42.88

94.97

44.71

60.58

91.43

3.2 病原菌回收率的稀释法测定结果

稀释法通过培养基将供试品吸收后，可消除本品对白色

念珠菌的抑制作用，3个批次试验的回收率均＞70％；但金黄

色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的回收率还是未能满足试验要

求。因此，可以采用稀释法对该药品的白色念珠菌进行计数

检查，详见表2。

3.3 病原菌回收率的薄膜过滤法测定

采用薄膜过滤法（冲洗量为200 ml）对供试品进行检查，金

黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌3个批次试验的回收率均＞70％，

可见可以采用薄膜过滤法（冲洗量为200 ml）对该药品的金黄色

葡萄球菌和枯草芽孢杆菌进行计数检查，详见表3。

3.4 控制菌（大肠埃希菌）检查方法的验证

阳性组和供试液加阳性菌组 3个批次试验的靛基质和

MUG均呈阳性，表明均检出大肠埃希菌；而供试液组和供试

液加阴性菌组 3个批次试验的靛基质和MUG均呈阴性，表明

均未检出大肠埃希菌，详见表4。由表4可见，该药品的控制菌

（大肠埃希菌）可按常规法进行检查。

4 讨论
微生物限度检查方法学验证的目的是确认供试品在所采

用的检查方法和检验条件下是否存在抑菌作用，从而确保供

试品所污染的微生物能够被充分检出[11]。在对可能存在抑菌

成分的药物进行微生物限度检查时，首先要求供试品本身在
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试验条件下有效排除其抑菌作用的干扰，从而保证限度检验

的正常进行，使被检微生物能够正常生长和繁殖 [12]。根据

2010年版《中国药典》规定，细菌和霉菌以及酵母菌计数方法

验证的回收率均应≥70％[3]。中药制剂的微生物限度检查通

常与常规药品卫生检验方法相同，但由于中药制剂往往含有

多种复杂的活性成分，其中任何一种成分具有抑菌作用均可

影响微生物限度检查的准确性[13]。因此，与其他分析方法一

样，中药制剂的微生物限度检查也应通过方法学验证，证明所

采用的方法是适宜的，以确保检查方法的完整性和准确性。

本研究分别采用常规法、培养基稀释法、薄膜过滤法对清

热泻火胶囊进行了微生物限度检查方法的验证试验。其中采

用常规法对大肠埃希菌和黑曲霉无影响，其试验组的回收率

均达 70％以上，故控制菌和霉菌可采用常规法进行微生物限

度检查。但是，由于本供试品对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、白色念珠菌具有明显的抑制作用，采用常规法不能消除其

抑菌性，故采用稀释法进行微生物限度检查方法验证。结果

显示，只有白色念珠菌的回收率＞70％，故酵母菌可采用培养

基稀释法进行微生物限度检查。对于常规法和培养基稀释法

均未达到要求的金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌采用薄膜过

滤法进行微生物限度检查方法验证，其结果表明试验组的回

收率均大于 70％，故细菌可采用薄膜过滤法进行微生物限度

检查。由此可见，通过以上3种方法能够有效解决清热泻火胶

囊中抑菌成分的干扰问题，并能真实、准确地反映药物中污染

存活的菌落数，检出率较高。
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表 2 金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、白色念球菌的回收率

测定结果（稀释法）

Tab 2 Recovery rate of S. aureus，B. subtilis and C. albicans

with dilution method

菌种

金黄色葡萄球菌

枯草芽孢杆菌

白色念球菌

稀释倍数

2

5

2

5

2

5

药品批号

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

平均菌落数，CFU/ml

菌液组
97

102

86

97

102

86

99

104

92

99

104

92

95

100

84

95

100

84

试验组
51

45

42

53

62

48

47

58

46

62

59

62

77

79

62

78

90

70

供试品组
0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

回收率，％

52.58

44.12

48.84

54.64

60.78

55.81

47.47

55.77

50.00

62.63

56.73

67.39

81.05

79.00

73.81

82.11

90.00

83.33

x，％

48.51

57.08

51.08

62.25

77.95

85.15

表 3 金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌的回收率测定结果（薄

膜过滤法）

Tab 3 Recovery rate of S. aureus and B. subtilis with mem-

brane filtration method

菌种

金黄色葡萄球菌

枯草芽孢杆菌

冲洗量，ml

100

200

100

200

药品批号

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

20100716

20100717

20100718

平均菌落数，CFU/ml

菌液组
97

102

86

97

102

86

99

104

92

99

104

92

试验组
71

73

66

79

86

66

90

96

84

89

98

87

供试品组
0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

回收率，％

73.20

71.57

76.74

81.44

84.31

76.74

90.91

92.31

91.30

89.90

94.23

94.57

x，％

73.84

80.83

91.51

92.90

表4 大肠埃希菌控制菌验证试验结果

Tab 4 Validate tests of control bacteria of E. coli

批号

20100716

20100717

20100718

阳性组
靛基质
阳性
阳性
阳性

MUG

阳性
阳性
阳性

供试液组
靛基质
阴性
阴性
阴性

MUG

阴性
阴性
阴性

供试液+阳性菌
靛基质
阳性
阳性
阳性

MUG

阳性
阳性
阳性

供试液+阴性菌
靛基质
阴性
阴性
阴性

MUG

阴性
阴性
阴性
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