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摘要 目的:本研究结合无菌药品受微生物污染的案例，通过多种技术手段分析药品微生物污染情况，保证药品无菌检验结

果判断的准确性，对药品微生物污染追踪溯源提供技术支持。方法:对从无菌检查阳性样品和实验环境中分离得到 14 株革兰
氏阳性球菌进行鉴定和分型，采用 VITEK 2 Compact、16S rRNA 基因测序技术、RiboPrinter 系统以及 DiversiLab 系统等手段对
微生物进行同源性分析。结果:无菌阳性样品中分离出的微生物经鉴定为 3 株溶血葡萄球菌、4 株沃氏葡萄球菌和 5 株表皮
葡萄球菌，从环境中得到 2 株表皮葡萄球菌。由同源性分析可知，来源于不同产地的样品中分离出来的同种微生物亲缘关系
较远，来源不同，与环境中收集到的微生物不相关。若仅考虑现有收集到的环境监控菌，污染源是样品在加工或运输过程中
引入的，与无菌检查环境无关。结论:通过对 14 株葡萄球菌的鉴定和溯源分析，综合评价多种技术手段的分型效果，以完善药
品无菌检查过程控制，为药品微生物污染的溯源调查提供解决方案。
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Abstract Objective: To analyze a case of drug contamination by several microbiological and biochemical methods
to reassure the result of sterility test and give technical supports for inspectors to trace the microorganism．Method:
Fourteen gram － positive cocci，isolated from sterilized drug samples and inspection environment，were identified and
characterized by VITEK 2 Compact system，16S rRNA gene sequencing technique，RiboPrinter system and DiversiL-
ab system． Result: Three strains of Staphylococcus haemolyticus，four strains of Staphylococcus warneri and five
strains of Staphylococcus epidermidis were identified from drug samples，and two strains from environment were iden-
tified as Staphylococcus epidermidis． Strains in the same species but not isolated from same pharmaceutical product
were characterized into different types by the analysis of phylogenetic relationships． If the strains islated from envi-
ronment were representativeness，the source of drug contamination would be introduced from process and transporta-
tion steps，and it was not related to the inspection environment． Conclusion: The methods for bacteria characteriza-
tion was evaluated to supplement for the process control of drug sterility test and to give a support for investigation of
drug contamination．
Key words: drug; contaminate pollute; microorganism; Staphylococcus haemolyticus; Staphylococcus warneri; Staphy-
lococcus epidermidis; identification; characterization

药品微生物无菌检查是药品质量中对微生物限

量的最高要求，任何微生物的存活对于用药者而言

都可能是致命的存在。我国早在 1953 年版中国药
典就收载无菌检查方法，经历数次修订，2010 年版
中国药典不仅完善了无菌检查方法，还将无菌检查

的药品范围扩大到所有眼用制剂和烧伤或严重创伤

的外用剂型［1］。这为加强我国药品质量，降低药品
微生物污染风险起到了推动作用。
但是，无菌检查法作为终产品检查法虽能防止

问题产品流向消费领域，却无法对药品检验进行过
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程控制，无法解决药品微生物污染来源问题，也无法

向监管机构提供有效的微生物风险评估和风险管理

的信息。随着技术的进步，分子生物学技术在微生
物鉴定和分型领域得到广泛的认可和应用，包括聚

合酶链式反应( PCR) 技术、DNA 测序技术［2，3］、脉冲
场电泳( PFGE) 技术［4］、核糖体分型( RiboTyping) 技
术［5］、重复序列 PCR ( Rep － PCR) 分型技术［6］和多
位点序列分析( MLST) 技术［7］等。尤其是自动化仪
器的出现，克服了微生物分型手工操作烦琐、稳定性
差的问题，极大地缩短了检验时间［8］。研究表明，
全自动的分型技术( RiboPrinter 和 DiversiLab 等) 虽
然分辨率较 PFGE 稍差，但比 PFGE 的耗时缩短一
半以上，且灵敏度和重复性则有较大提高［5，9］。另
外，充分利用各种分子生物学分型技术，可以为微生

物溯源调查提供可信的标准化数据支持［10 ～ 12］。而
我国还未建立起有效的药品无菌检查微生物污染溯

源调查方法和判断依据。
对来自不同产地的多批药品进行无菌检查，连

续出现多批样品无菌检查阳性结果。对阳性样品中
的微生物进行胰蛋白胨大豆琼脂( TSA) 平板分离培
养后得到 12 株细菌革兰氏阳性球菌。在实验过程
中，TSA 沉降平板亦收集到 2 株革兰氏阳性球菌。
因此，怀疑检测环境受到微生物污染，影响无菌检查

结果。本实验通过采用多种国际先进的微生物鉴定
和溯源方法( VITEK 2 Compact、16S rRNA 基因测序

技术、RiboPrinter 系统以及 DiversiLab 系统) ，对这
14 株革兰氏阳性球菌进行详细的菌种鉴定和基因
分型，分析无菌检查过程中微生物污染来源，判断样

品的无菌检验结果。
1 材料和方法
1. 1 细菌菌株来源

2 位实验人员在独立的 2 个局部百级的万级无
菌环境内，根据 2005 年版中国药典要求对来源于 2
个产地不同批次的药品进行无菌检查。样品在硫乙
醇酸盐培养基 ( Fluid thioglycollate medium，FTM )
( 35 ℃ ± 1 ℃，24 h) 和改良马丁培养基( modified
martin broth，MMB) ( 25 ℃ ±1 ℃，24 h) 中均有微生
物浑浊生长。取上述培养物经胰蛋白胨大豆琼脂
( TSA) 划线分离，于 35 ℃培养 24 h得到 12 株细菌，
经革兰氏染色后均为革兰氏阳性球菌( 表 1) 。在同
一实验过程中，无菌室环境监控时收集到 2 株沉降
菌也为革兰氏阳性球菌，怀疑存在实验过程中球菌

交叉污染的可能，因此对 14 株革兰氏阳性球菌进行
鉴定和基因分型。
微生物基因组 DNA 提取采用细菌基因组 DNA

提取试剂盒( 美国 QIAGEN公司) ，按其操作说明操
作。细菌 DNA置于 TE 缓冲液［10 mmol·L －1 Tris
－ HCl; 1 mmol·L －1 EDTA，pH 8. 0］中 － 20 ℃保存
备用。

表 1 微生物来源及鉴定结论
Tab 1 The resources and identification results of bacteria tested

编号

( No． )

来源

( source)

样品批号

( batch)

培养基

( medium)

人员

( inspector)

细菌鉴定结论

( identification conclusions)

BD4 无菌室( clean room) / TSA1 / 表皮葡萄球菌( Staphylococcus epidermidis)

BD6 无菌室( clean room) / TSA / 表皮葡萄球菌( Staphylococcus epidermidis)

BD7 A SIFDCA01 FTM2 甲( inspector 1) 溶血葡萄球菌( Staphylococcus haemolyticus)

BD8 A SIFDCA01 MMB3 乙( inspector 2) 溶血葡萄球菌( Staphylococcus haemolyticus)

BD9 B SIFDCB01 FTM 甲( inspector 1) 沃氏葡萄球菌( Staphylococcus warneri)

BD10 B SIFDCB01 FTM 甲( inspector 1) 表皮葡萄球菌( Staphylococcus epidermidis)

BD11 B SIFDCB01 FTM 乙( inspector 2) 沃氏葡萄球菌( Staphylococcus warneri)

BD12S B SIFDCB01 MMB 甲( inspector 1) 沃氏葡萄球菌( Staphylococcus warneri)

BD13 B SIFDCB01 MMB 乙( inspector 2) 沃氏葡萄球菌( Staphylococcus warneri)

BD14 B SIFDCB01 MMB 乙( inspector 2) 表皮葡萄球菌( Staphylococcus epidermidis)

BD15 B SIFDCB02 FTM 甲( inspector 1) 表皮葡萄球菌( Staphylococcus epidermidis)

BD16 B SIFDCB02 FTM 乙( inspector 2) 表皮葡萄球菌( Staphylococcus epidermidis)

BD17 B SIFDCB02 MMB 甲( inspector 1) 表皮葡萄球菌( Staphylococcus epidermidis)

BD18 B SIFDCB02 MMB 乙( inspector 2) 溶血葡萄球菌( Staphylococcus haemolyticus)

注( note) : 1． TSA: 胰蛋白胨大豆琼脂( Tryptic soy agar) ; 2． FTM: 硫乙醇酸盐培养基 ( Fluid thioglycollate medium) ; 3． MMB: 改良马丁培养基 ( modified martin broth)
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1. 2 细菌鉴定方法
1. 2. 1 全自动微生物生化鉴定 对分离得到微生
物用 VITEK 2 Compact 全自动微生物鉴定仪( 法国
生物梅里埃公司) ，选择革兰氏阳性鉴定卡片

( GPI) ，根据仪器生产厂商提供的说明书进行操作。
1. 2. 2 16S rRNA基因测序鉴定方法
采用正向引物 27F: 5' － AGAGTTTGATCCTG-

GCTCAG － 3' 和反向引物 1492R: 5' － ACGGCTAC-
CTTGTTACGACT T － 3'扩增细菌 16S rRNA 基因序
列。PCR 体系为: 2 μL 细菌基因组 DNA; 1 U rTaq
DNA聚合酶; 1 × PCR 缓冲液 ( Mg 2 + plus ) ; 4 种
dNTP各 200 μmol·L －1 ; 上、下游引物各 200 pmol·
L －1 ; 加蒸馏水至终体积 50 μL。PCR 反应条件为:
100 ℃热盖; 95 ℃持续变性 1 min; 95 ℃变性 30 s，
56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 90 s，共 30 个循环; 最后
72 ℃延伸 10 min 于 4 ℃保存。将 PCR 产物 7 μL
经 1. 5%琼脂糖凝胶在 1 × TAE 缓冲液，180 V 电压
下电泳 40 min后，用 3 × GelRed 核酸染料溶液浸泡
15 min，置于紫外成像仪进行观察。

DNA测序由 Invitrogen 公司、生工公司和上海
基康公司 3 家分别独立提供，测序结果经信号分析
和核对后汇总确定。测序序列提交 GenBank 网站
( www． ncbi． nlm． nih． gov /genbank ) 比较，选取具有
最大核酸相似度的一种或几种细菌结果作为参考。
1. 2. 3 RiboPrinter仪器鉴定方法 采用 RiboPrinter
( 美国 DuPont 公司) 全自动微生物鉴定系统，通过
EcoRI 内切酶酶切，根据仪器生产商提供的说明书
操作，得到微生物 DNA 杂交指纹图谱，与仪器提供
的标准数据库比较，得到菌株的最近似鉴定结果。
1. 3 菌株同源性分析方法
1. 3. 1 16S rRNA基因同源性分型 采用 ContigEx-
press 9. 1. 0 软件对 16S rRNA 基因测序结果进行拼
接和对齐，根据 ClustalX 1. 83 软件和 MEGA 3. 1 软
件的 Neighborhood － Joining 算法构建 16S rRNA 基
因同源性关系图。
1. 3. 2 RiboPrinter仪器分型 根据 DNA 显影后指
纹图谱中条带的数量、位置和颜色深浅度，利用数据
分析软件 BioNumerics 进行分析，构建基于 Ribo-
Printer方法的基因分型同源性关系图。
1. 3. 3 DiversiLab仪器分型 根据 DiversiLab 仪器
( 法国生物梅里埃公司) 配套的葡萄球菌试剂盒配

置 Rep － PCR反应体系，Rep － PCR 扩增程序如下:
94 ℃变性 2 min; 94 ℃变性 30 s，45 ℃退火 30 s，70
℃延伸 90 s，共 35 个循环; 最后 7 ℃延伸 3 min; 保
存于 4 ℃。吸取 1 μL的 PCR产物加入芯片的标本
孔中，按仪器生产商提供的说明书进行芯片电泳操

作，采用仪器自带软件绘制基因分型同源性关系图。
2 结果
2. 1 菌株鉴定结果 采用“1. 2”项下所列 3 种方
法对 14 株革兰氏阳性球菌的鉴定结果进行汇总分
析，所得最终鉴定结论列于表 1。其中 BD4、BD6、
BD10、BD14、BD15、BD16 和 BD17 号细菌鉴定为表
皮葡萄球菌( Staphylococcus epidermidis ) ; BD7、BD8
和 BD18 号细菌鉴定为溶血葡萄球菌( Staphylococcus
haemolyticus) 。对于 BD9、BD11、BD12S 和 BD13 号
细菌鉴定结果，3 种方法均为沃氏葡萄球菌( Staphy-
lococcus warneri) 或巴斯德葡萄球菌( Staphylococcu
pasteuri) 中的 1 种。VITEK 2 Compact 鉴定仪提示:
沃氏葡萄球菌的菌落颜色为奶白色，而巴斯德葡萄

球菌的菌落颜色为黄色，综合平板菌落颜色为奶白

色的信息，判定上述 4 种细菌为沃氏葡萄球菌。
2. 2 葡萄球菌的同源性分析结果
2. 2. 1 16S rRNA基因同源性分型结果 3 株溶血
葡萄球菌( BD7、BD8 和 BD18) 和 4 株沃氏葡萄球菌
( BD9、BD11、BD12S 和 BD13 ) 在各自种内的 16S
rRNA 基因水平无差异，同种菌株可以分为一类。
表皮葡萄球菌可分为 2 组: RA1( BD4，BD6，BD15 和
BD16) ; RA2( BD10，BD14 和 BD17) ( 图 1) 。通过独
立的 3 次测序结果证实，RA1 和 RA2 两组之间在
16S rRNA基因序列上仅存在 1 个腺嘌呤( A) 到胸
腺嘧啶( T) 的突变。
2. 2. 2 RiboPrinter仪器同源性分析结果 采用 Ri-
boPrinter仪器对分离的微生物进行基因分型，假定
相似率大于或等于 93%可以归为一组( 图 2 ) 。溶
血葡萄球菌( BD7，BD8 和 BD18) 之间在此方法下分
型无差异。沃氏葡萄球菌可分为 2 组: BD9 和
BD12S为一组，BD11 和 BD13 可分为另一组; 表面
葡萄球菌可分为 3 组: RP1 ( BD4，BD6，BD15 和
BD16) ，RP2 ( BD10 和 BD17 ) ，RP3 ( BD14 ) 。对于
RP1 类葡萄球菌的探针杂交图条带的位置和浓度基
本一致，只是由于电泳和转膜时条带的位置整体有

漂移，造成分型结果有偏差。
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图 1 葡萄球菌 16S rRNA基因序列同源性分析图( N － J法)

Fig 1 The phylogenetic relationship of Staphylococcus spp． from partial 16S rRNA gene sequencing analysis ( N － J method)

图 2 葡萄球菌 RiboPrinter核酸探针杂交分型同源性分析图
Fig 2 The phylogenetic relationship of Staphylococcus spp． from RiboPrinter analysis

2. 2. 3 DiversiLab仪器同源性分析结果 采用 Di-
versiLab系统对分离的菌株样品进行分型，假定相
似率大于 95%以上可以归为一组( 图 3 ) 。溶血葡
萄球菌可分为 2 组: BD7 和 BD8 为一组，BD18 单独
为一组; 沃氏葡萄球菌可分为 2 组: BD9 和 BD12S
为一组，BD11 和 BD13 为一组; 表皮葡萄球菌可分

为 3 组: DL1( BD4 和 BD6) ，DL2( BD10，BD15，BD16
和 BD17) ，DL3( BD14) 。
2. 3 葡萄球菌污染源溯源结果
2. 3. 1 溶血葡萄球菌 这 3 株溶血葡萄球菌的生
化反应、16S rRNA基因分析和 RiboPrinter 分析结果
无差异。根据 DiversiLab 数据分析 BD7、BD8 号亲
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图 3 葡萄球菌 DiversiLab重复序列基因分型同源性分析图
Fig 3 The phylogenetic relationship of Staphylococcus spp． from DiversiLab analysis

缘关系很近，同源性很高; BD18 号菌株与他们有差
异。因此样品 A 和 B 中各自污染了不同的溶血葡
萄球菌菌株，2 个样品间没有交叉污染同种溶血葡
萄球菌。
2. 3. 2 沃氏葡萄球菌
在 16S rRNA基因分析水平上，4 株沃氏葡萄球

菌无显著差异。在生化反应中，BD11 和 BD13 号菌
株的乳糖发酵( LAC) 和甘露醇发酵( MAN) 反应均
为阴性，而 BD9 和 BD12S号菌株的 LAC 和 MAN反
应阳性。根据 RiboPrinter 和 DiversiLab 数据分析沃
氏葡萄球菌可分为两类，菌株 BD9 和 BD12S同源性
很高，BD11 和 BD13 同源性很高，且两组之间有显
著差异。
甲实验员在硫乙醇酸盐培养基和改良马丁培养

基中分离到具有较高同源性的沃氏葡萄球菌菌株

BD9 和 BD12S; 乙实验员在硫乙醇酸盐培养基和改
良马丁培养基中均分离到具有较高同源性的沃氏葡

萄球菌菌株 BD11 和 BD13，且这 2 组沃氏葡萄球菌
有明显差异。因此，B 样品自身可能被 2 株来源不
同的沃氏葡萄球菌污染。
2. 3. 3 表皮葡萄球菌 在生化反应中，BD4 和 BD6
的 LAC反应阴性，BD15 和 BD16 的 LAC 反应阳性。
根据 16S rRNA 基因分型结果，将表皮葡萄球菌分
为 2 类，结合 DiversiLab分析结果，BD4 和 BD6 号同
源性很高，BD15 和 BD16 号同源性很高，BD10 和
BD17 号同源性很高，BD14 号菌株与前 3 组之间均
有差异。环境中收集到的表皮葡萄球菌 BD4 和
BD6 来源相同，样品 B 中分离到 3 种表皮葡萄球
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菌，这 3 种表皮葡萄球菌与环境中收集到的 2 株表
皮葡萄菌株来源均不相同。因此，污染来源于样品
自身，而非来源于检测环境。
3 讨论
经实验比较生化反应谱鉴定、16S rRNA基因测

序技术、RiboPrinter技术和 DiversiLab技术都能在微
生物分型鉴定过程中提供十分有用的信息。
生化鉴定方法是经典的微生物鉴定技术，具有

实验简单，判断方便，结果可靠的优势。但针对复杂
的环境微生物种类和普遍存在的变异，使得生化鉴

定方法的可信度受到怀疑。但作为基础的鉴定手
段，其结果仍可以在微生物分型鉴定领域提供参考

信息。
16S rRNA基因测序已被广泛应用于微生物鉴
定和分型领域，其鉴定功能在种属一级具有较高的

准确度。但该技术只有在菌株进化距离相对较远时
才能检测到有 1 个至几个碱基的突变。另外，还要
考虑到测序技术自身的识别误差和 16S rRNA 基因
在微生物细胞内的多拷贝差异。因此，16S rRNA基
因测序技术在菌株层面上的分辨率较低。
以酶切图谱显示的 RiboPrinter 系统，可以在仪

器数据库中比较相近图谱达到微生物鉴定目的，并

根据酶切图谱的距离计算微生物亲缘关系的远近。
虽然同样是针对核糖体 DNA 序列，但相比 16S
rRNA基因要丰富很多，它还包括 23S rRNA 基因和
5S rRNA基因以及这些基因间的间隔序列。本文所
得出的同源性关系是在 93%相似度的假设下得出，
如果将相似度限值提高到 95% ( 图 2 中虚线所示) ，
则分类情况为: 沃氏葡萄球菌中的 DB13 和 DB11 均
单独成为 1 个分类; 表皮葡萄球菌 RP2 的 DB17 和
DB10 之间也会有相对较大的差异，成为 2 个单独的
分组。但由于这些数据不是同一批次进行的电泳分
析，图谱存在相对位移偏差，因此将分类阈值放宽至

93%。该技术为全自动集成设备，操作简单，在相同
操作环境下能得到稳定和可比较的结果。

DiversiLab系统是以 REP － PCR 技术为基础开
发的。通过对微生物重复序列之间的 DNA 序列长
度进行分析，对特定的微生物能提供较为丰富的微

生物基因组 DNA 信息。本实验中通过 DiversiLab
系统将表皮葡萄球菌 RP1 组中又细分出 DL1 和
DL2 2 个组，并由生化实验进行了辅助验证。但 Di-

versiLab系统操作步骤较多，对 PCR 的质量要求较
高，由于引物竞争导致某些特征性的片段的扩增效

率偏低，使得微生物分型出现偏差。
本研究采用了 4 种微生物鉴定分型方法，通过

综合微生物多个方面的信息，分析了药品检验领域

常见的污染菌( 溶血葡萄球菌、沃氏葡萄球菌和表
皮葡萄球菌) 之间的亲缘关系，以解决药品无菌检

查中实际遇到的微生物污染和溯源问题。
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