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摘要  目的: 建立牛黄上清胶囊的微生物限度检查法, 并对方法进行验证。方法: 细菌计数法为培养基稀释法; 霉菌、酵母菌

计数法为培养基稀释法;大肠埃希菌检查和大肠菌群检查均为常规法。结果: 在 3次独立的平行试验中, 5株试验菌回收率均

大于 70% , 符合验证要求。结论:该方法消除了样品的抑菌性,可用于该品种的微生物限度检查。
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Verification ofmethodology on them icrobial lim it

test for N iuhuangshangqing capsules
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Abstract Objictive: To prov ide a method of them icrobia l lim it test forN iuhuangshangqing capsules and carry out
the verification of themothed. Method: Cu lture dilut ionmethod w as used in bacterium coun;t Cu lture d ilutionm eth-

od w as a lso used in tota l comb inedmolds and yeasts coun;t w hile no rmalmethod w as used in test forE scherichia coli

and co liform. Result: in the para lle l experiment o f 3 indendence, 5 stubs a germ recovery ra te a llmore than 70%.

Conc lusion: It can e lim inate the antim icrob ial properties, and it can be used for them icrob ial lim it test forN iuhuan-

gshangq ing capsules.
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牛黄上清胶囊为 2005年版中国药典一部品种,

功能与主治为清热泻火、散风止痛, 由 19位中药组

成,而其中连翘、大黄、黄芩、黄连、黄柏这 5味中药

均具有较强的抑菌性, 故必须采用适当的方法消除

其抑菌性才能进行微生物限度的检查。通过研究,

本文对细菌计数采用培养基稀释法, 霉菌、酵母菌计

数采用培养基稀释法, 而大肠埃希菌和大肠菌群检

查均采用常规法。并对方法进行验证, 结果表明该

方法有效可行。

1 仪器与试药

YXQ ~ LS~ 50SÒ高压蒸汽灭菌器 (上海博迅

实业医疗器械有限公司 ); D8523CTL ~ 2W 格兰仕

微波炉 (顺德格兰仕微波炉电器有限公司 ) ; Sartor-i

us T601~ L电子天平 (北京赛多利斯仪器系统有限

公司 ); SW ~ C J~ 2D净化工作台 (苏州净化有限公

司 ) ; Heal Fo rce~ 900C生物安全柜 (上海力申科学

仪器有限公司 ) ; PYX~ DHS细菌培养箱 (上海跃进

医疗器械厂 )、M J~ 160B霉菌培养箱 (上海跃进医

疗器械厂 )。

试验菌种:枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis ) [ CM-

CC ( B) 63501]、金黄色葡萄球菌 ( S taphylococcus au-

reus) [ CMCC( B ) 26003]、大肠埃希菌 (E scherichia co-

li) [ CMCC( B) 44102]、白色念珠菌 (Cand ida albicans)

[ CMCC ( F) 98001]、黑曲霉 (Asp ergillus niger ) [ CMCC

( F) 98003] ,均由中国药品生物制品检定所提供。

胆盐乳糖发酵培养基、胆盐乳糖培养基、玫瑰红

钠琼脂培养基、营养琼脂培养基、营养肉汤培养基、

改良马丁液体培养基、改良马丁琼脂培养基、曙红亚

甲蓝琼脂培养基,均由北京三药科技开发公司提供。

2 方法 [ 1 ]
与结果

211 菌液制备  取经 35e 培养 18~ 24 h的金黄色

葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠埃希菌的新鲜营养肉
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汤培养物 1mL,用 019%无菌氯化钠溶液 10倍稀释

至 10
- 5
~ 10

- 7
, 约为 50~ 100 cfu# mL

- 1
, 做活菌计

数备用。取经 25e 培养 24~ 48 h的白色念珠菌改

良马丁液体培养物 1 mL, 用 019%无菌氯化钠溶液
10倍稀释至 10

- 5
~ 10

- 6
,约为 50~ 100 cfu# mL- 1

,

做活菌计数备用。取经 25e 培养 1周的黑曲霉改

良马丁斜面培养物, 加 5 mL 019%无菌氯化钠溶液
洗下黑曲霉孢子,吸取出孢子悬液 1mL, 加 019%无
菌氯化钠溶液适量稀释,用标准比浊管比浊,其浊度

与标准比浊管相当后, 取 1 mL稀释后的孢子悬液,

用 019%无菌氯化钠溶液 10倍稀释至 10
- 4
, 约为

50~ 100 cfu# mL- 1
,做活菌计数备用。

212 供试液制备 取供试品 10g, 置锥形瓶中, 加

pH710无菌氯化钠 ~蛋白胨缓冲液 100 mL, 振摇混

匀,作为 1B10供试液, 取 1B10供试液 10 mL, 加

pH710无菌氯化钠 ~蛋白胨缓冲液 90 mL, 振摇混

匀,作为 1B100供试液。

213 细菌检查法的验证
( 1)试验组: 取 1B100供试液 015 mL注入平

皿,同时加入 50~ 100 cfu试验菌,立即倾注营养琼

脂培养基,置 30~ 35e 培养箱培养 24~ 72 h逐日观

察结果。

( 2)菌液组: 测定每一菌株所加的试验菌数。

( 3)供试品对照组:取 1B100供试液 015 mL注
入平皿,立即倾注营养琼脂, 置 30~ 35e 培养箱培

养 24~ 72 h逐日观察结果,测定供试品本底菌数。

( 4)回收率的计算:

按如下公式计算试验组的加菌回收率:

试验组的

加菌回收率
=

试验组的

平均菌落数
-
供试品对照组的

平均菌落数
菌液组的平均菌落数

@ 100%

为该株阳性菌的回收率。结果见表 1。

214 霉菌、酵母菌检查法的验证:
( 1)试验组: 取 1B10供试液 012 mL和 50~ 100

cfu试验菌同时加入平皿中,立即倾注玫瑰红钠琼脂

培养基,待凝固后,置 23~ 28e 培养箱培养 24~ 72

h,逐日观察结果。

( 2)菌液组: 测定每一菌株所加的试验菌数。

( 3)供试品对照组: 取 1B10供试液 012 mL加
入平皿中, 立即倾注玫瑰红钠琼脂培养基, 待凝固

后,置规定温度培养 24~ 72 h逐日观察结果,测定

供试品本底菌数。

( 4)回收率的计算: 按前述公式计算试验组的

加菌回收率,结果见表 1。

215 控制菌检查方法的验证
21511 大肠埃希菌的检查

供试液的制备同 / 2120项下 1B10供试液的制备。

试验组:取供试液 10mL加入 100mL胆盐乳糖

培养基中,同时加入上述大肠埃希菌液 10~ 100 cfu,

置 35e 培养 24 h,取上述培养物 012 mL,接种至含 5

mLMUG培养基的试管内,培养,于 5, 24 h在 366 nm

紫外线下观察, 同时用未接种的 MUG培养基作本底

对照。观察后,沿管壁加入数滴靛基质试液, 观察。

同时取胆盐乳糖培养基的培养物划线接种于曙红亚

甲蓝琼脂培养基,培养 18~ 24 h,观察结果。

阴性菌对照组:取供试液 10mL加入 100mL胆

盐乳糖培养基,同时加入上述金黄色葡萄球菌 10 ~

100 cfu,置 35e 培养箱培养 24 h,以下步骤同试验

组, 结果见表 2。

21512 大肠菌群的检查:

供试液的制备同 / 2120项下 1B10供试液的制备。

试验组: 取上述供试液 1mL加入含 10mL胆盐

乳糖发酵培养基管 1支, 同时加入上述大肠埃希菌

液 10~ 100 cfu, 置 35e 培养箱中培养 18~ 24 h, 观

察结果,将培养物接种于曙红亚甲蓝琼脂培养基的

平板上,培养 18~ 24 h,观察结果,结果见表 2。

阴性菌对照组: 取上述供试液 1 mL加入含 10

mL胆盐乳糖发酵培养基管 1支, 同时加入上述金黄

色葡萄球菌液 10~ 100 cfu,置 35e 培养箱培养 18~

24 h,观察结果,将培养物接种于曙红亚甲蓝琼脂培

养基的平板上,培养 18~ 24 h,观察结果,结果见表 2。

表 1 细菌、霉菌和酵母菌计数方法学验证的试验结果

Tab 1 R esults of ver ification for m icrobe

试验序号

( test no. )

回收率 ( recovery )%

金黄色

葡萄球菌

(S. aureus)

枯草芽

孢杆菌

(B. subtilis )

大肠

埃希菌

(E. coli)

白色

念珠菌

(C. alb icans)

黑曲霉

(A. niger)

1 86 86 86 88 80

2 80 84 87 87 89

3 88 80 99 96 78

表 2 大肠埃希菌和大肠菌群检查方法学验证试验结果

Tab 2 R esults of ver ification forE. coli and coliform

大肠埃希菌检查

( test fo r E. co li)

试验组

( test g roup)

阴性菌对照组

( negative contro l group)

BL培养基 ( BL ) + -

MUG靛基质试验

(MUG Indo le test)
+ + - -

EMB琼脂平板

( EMB agarm ed ium )

典型菌落生长

( typical grow th promoting)

无菌落生长

( no g rowth promo ting )
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续表 2

大肠埃希菌检查

( test for E. co li)

试验组

( test group)

阴性菌对照组

( nega tive control group)

大肠菌群检查

( test for coliform )

试验组

( test group)

阴性菌对照组

( nega tive control group)

胆盐乳糖发酵管

BL fermentation tube
+ -

EMB平板

( EM B agar medium )

典型菌落生长

( typica l g rowth promo ting )

无菌落生长

( no grow th promoting)

3 讨论

311 牛黄上清胶囊处方中的连翘、大黄、黄芩、黄
连、黄柏

[ 2]
这 5味中药均具有较强的抑菌性,连翘果

实、茎、叶水浸剂或乙醇提取物中主含糖苷连翘酯苷

和连翘酚等成分抗菌谱广,对革兰氏阳性、阴性菌均

有很强的活性,如对金黄色葡萄球菌的体外最低抑

菌浓度极强,连翘在体外对多种病原菌有显著的抑

制作用,连翘酯甙 B有强抗真菌作用。连翘果皮挥

发油也有显著抗菌效果, 并能抑制白念菌的生长。

大黄对大多数革兰氏阳性菌和一些革兰氏阴性菌及

真菌均有抑制作用, 抑菌的主要成分为蒽醌类衍生

物,其中芦荟大黄素、大黄素及大黄酸的作用最强。

黄芩有较广的抗菌谱, 体外试管试验黄芩对金黄色

葡萄球菌敏感, 对大肠杆菌较差。黄连具有广谱的

抗菌作用,有效成分主要为小檗碱,体外抑菌实验证

明:黄连或小檗碱对金黄色葡萄球菌及一些真菌

(白色念珠菌等 )均有明显的抑制作用,且抗革兰氏

阳性菌的作用要比抗阴性菌强。黄柏、黄柏煎剂或

醇浸剂体外对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、绿脓杆菌

等均有广泛的抑制作用, 抗菌成分有小檗碱、巴马

汀、药根碱等季铵类生物碱。

312 鉴于处方中这 5味中药有较强抑菌性,但又不

能确定其对微生物限度检查有多大影响, 故采用依

次渐进的方法来摸索合适的供试液浓度和方法。根

据对 5味药的抑菌成分的分析,选择了金黄色葡萄

球菌、枯草芽孢杆菌和白色念珠菌 3株较敏感菌株

先进行试验,每 1 mL 1B10供试液等量倾注 1个平

皿或者 2个平皿时, 金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、白色念珠菌回收率均为 0;每 1 mL 1B10供试液
等量倾注 5个平皿, 金黄色葡萄球菌回收率为

50% ,枯草芽孢杆菌回收率为 35%, 白色念珠菌和

黑曲霉回收率在 3次独立的平行试验中均能达到

70%以上。

由于采用 1B10供试液进行试验时, 金黄色葡萄

球菌和枯草芽孢杆菌回收率仍达不到 70% ,故采用

1B10供试液进行试验, 每 1mL 1B100供试液倾注 1

个平皿,金黄色葡萄球菌回收率为 70% , 枯草芽孢

杆菌回收率为 40%,每 1mL 1B100供试液等量倾注

2个平皿时, 在 3次独立的平行试验中金黄色葡萄

球菌、枯草芽孢杆菌、大肠埃希菌回收率均达到

70%以上,符合验证要求。

313 对于口服固体中药, 该品种显示了较强的抑菌
性, 5味中药对金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌均

有不同程度的抑制作用,连翘、黄连同时对真菌如白

色念珠菌有一定抑制作用。而黄芩、黄连、黄柏对大

肠埃希菌只有微弱的抑制作用, 在控制菌检查中只

要常规法就能检查。以上试验结果也印证了文献中

的内容。在对具有复杂处方的中药品种进行微生物

限度检查方法学研究时, 根据处方查阅文献选取恰

当的敏感菌株进行预试验, 往往能起到事半功倍的

效果,而对结果进行分析与文献报道进行比较,更能

增加该方法的可靠性。
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