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摘要 目的: 对 2005 年版中国药典微生物限度检查法中，细菌、霉菌及酵母菌计数方法验证试验中不同加菌时机对菌回收率

的影响进行考察，使得验证结果更加准确、可靠。方法: 收集了不同剂型、不同抑菌性的样品共 3 个，比较了不同加菌时机与菌

回收率的关系。结果: 这 3 种药品不同加菌时机的菌回收率结果存在显著性差异，将现行标准中的加菌时机提前，可能存在回

收率偏低的情况。结论: 这 3 种药品不同加菌时机对菌回收率存在显著影响。
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Influence of the different time points to add bacteria for 3 drugs
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Abstract Objectives: To examine the effects of the different time points to add bacteria on the bacteria recovery in
the bacteria，mold and yeast count method validation testing，which is recorded in the Microbial Limit Tests on ChP
( 2005) ．Methods: Collected six samples which have different formulations and different antimicrobial activities，and
compared the relationship between the different time points to add bacteria and the bacteria recovery． Results: The
bacteria recovery was significantly different due to the different time points to add bacteria． The recovery may re-
duce if to add bacteria ahead of the current standard time． Conclusions: The different time points to add bacteria
have significantly influence on the bacteria recovey in the study．
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方法验证试验是 2005 年版中国药典新增内容，

实施已有 5 年时间，它在保证检验方法的科学性和

检验结果的准确性方面，大大缩小了中国药典与国

外药典的差距，也使得我国药品微生物检查方法更

加合理、科学和严谨［1 ～ 3］。为使验证试验更加准确、
可靠，故对试验中的关键环节“加菌时机”进行研

究，分别考察了 3 种药品不同加菌时机对菌回收率

的影响，结果供药品质量标准制订者和质量控制人

员参考。
1 实验方法

1. 1 实验样品的选择 考虑到实验样品的剂型、供
试品溶液制备方法以及计数方法对实验结果的影

响，在 3 个品种中，剂型上覆盖了液体制剂、片剂、颗
粒剂共 3 种剂型; 供试品溶液制备方法包括振摇法、
保温振摇法、匀浆法共 3 种方法; 计数方法有平皿法

和薄膜过滤法 2 种方法。实验样品均按 2005 年版

中国药典细菌、霉菌及酵母菌计数方法验证试验的

规定，确定了各自的计数方法［4］。
1. 2 实验设计 每一种样品按已验证的细菌、霉菌

及酵母菌计数方法，在方法测定的不同环节( 按如

下 A、B、C) ，分别加入金黄色葡萄球菌、大肠埃希

菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌和黑曲霉 5 株试验菌

株，然后进行回收率的测定，每一菌株平行试验 2
次。

A、取样后加菌: 称量或者量取供试品后，加入

试验菌悬液，使最终供试液浓度为 50 ～ 100 cfu·
mL －1，然后按经验证的计数方法进行供试液的制备

及菌数测定。
B、供试液制备后加菌: 在制备好的供试液中加

入试验菌悬液，使最终供试液浓度为 50 ～ 100 cfu·
mL －1，然后按经验证的计数方法进行菌数测定。

C、最后环节加菌: 即 2005 年版中国药典细菌、
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霉菌及酵母菌计数方法验证试验中的加菌时机，为

注皿后或者是在最后一次的冲洗液中，加入浓度为

50 ～ 100 cfu·mL －1的试验菌悬液，然后进行倾注琼

脂培养基或者贴膜培养［5，6］。
D、菌液组: 试验所用的菌悬液分别进行菌数测

定。
1. 3 回收率的计算 按照 2005 年版中国药典微生

物限度检查法规定的培养条件培养之后，进行计数，

并分别以菌液组为分母计算每一加菌实验环节的回

收率。

1. 4 统计分析 实验均采用单盲法原则。实验结

果以平均值 ± 标准差( Mean ± SD) 表示。组间比较

采用双样本等方差 T 检验。P ＜ 0. 05 为显著性差

异。
2 实验结果

对 3 种药品 A、B、C 3 组回收率汇总结果见表

1。对 A、B、C 3 组回收率数据进行统计学分析，结

果提示，各组数据均有显著性差异( P ＜ 0. 05) ，具有

统计学意义。

表 1 不同加菌时机回收率实验结果( %)
Tab 1 Result of recovery of the different time points to add bacteria

药品名称

( drug name)

供试液制备法

( preparation

method)

计数方法

( count

method)

加药时机

( time point to

add bacteria)

菌株( strains)

金葡

( S． aureus)

大肠

( E． coli)

枯草

( B． subtilis)

白念

( C． albicans)

黑曲

( A． niger)

非索伪麻缓释片( Fexofenadine / 匀浆( homogenate 平皿法( plate A( X) 6 74 66 77 88

pseudoephedrine sustained method) count method) B( X) 47 93 97 72 86

release tablets) C( X) 101 104 98 89 102

养正颗粒( Yangzheng granules) 保温振摇法( heat 平皿法( plate A( X) 8 84 43 52 79

preservation and count method) B( X) 28 108 97 79 90

oscillation method) C( X) 72 97 100 98 82

藿香正气水( Huoxiang 振摇法( oscillation 薄膜过滤 A( X) 0 113 0 0 51

Zhengqi solution) method) ( membrane B( X) 5 95 86 85 58

filtration method) C( X) 110 108 97 98 109

图 1 不同加菌时机对菌回收率的影响

Fig 1 Influence of the different time points to add bacteria on the bacte-

ria recovery

3 讨论

3. 1 从总体的组间统计结果可见，A － C、B － C 和

A － B 之间的回收率结果都存在显著差异。从图 1
可见，A － C 和 B － C 之间的回收率均表现为 A、B
两组回收率低于 C 组的回收率。结果表明，如果在

方法验证中，将试验组的加菌时机提前，可能存在回

收率偏低的情况，对正确判断供试品是否存在抑菌

作用，以及是否需要调整实验方法都存在一定的风

险。
3. 2 造成 A － C 之间回收率存在显著差异的原因

在于: ( 1) 试验菌与样品接触的时间; ( 2 ) A 组在进

行供试液制备时对试验菌可能造成的损失; ( 3 ) A
组需要对含菌供试液进行取样操作。例如: 藿香正

气水，在样品原液中即 A 组中加入菌悬液，对菌有

直接的抑制和杀灭作用，从而导致 A 组的回收率显

著低于 C 组。
3. 3 造成 B － C 之间回收率存在显著差异的原因

在于: ( 1) 试验菌与样品的接触时间; ( 2 ) B 组试验

菌稀释菌液需要在供试液中进行分散; ( 3 ) B 组需

要对含菌供试液进行取样操作。例如: 藿香正气水，

在供试液制备后加入试验菌，对菌有直接的抑制和

杀灭作用，导致 B 组的回收率显著低于 C 组。又如

非索伪麻缓释片经匀浆制备成供试液后，性状较为

粘稠，菌悬液加入后难混匀，取样误差大，造成 B 组

和 C 组回收率结果有较大差异。
3. 4 造成 A － B 之间回收率存在显著差异的原因

在于: ( 1) 试验菌接触样品的浓度和接触时间; ( 2 )

供试品的分散方式。仍然以藿香正气水为例，该产

品供试液制备较为简单，不存在制备过程中试验菌
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损失的问题，同时该产品流动性好，加入菌液后也容

易分散，不存在取样误差的影响。导致 A － B 之间

回收率有显著差异的原因就在于该产品有抑菌性，

A 组和 B 组试验菌接触供试品的浓度和时间都是不

相同的。
3. 5 为了保证实验数据尽可能地反映不同加菌时机

对加菌回收率的影响，排除其他因素的影响，实验方

法设计中严格控制了 A、B、C 3 组样品与菌悬液作用

时间的一致性，这样可以尽量避免由于作用时间长短

不一造成加菌回收率的不同。需要说明的是，即便按

照拟订的实验方案，尽可能减小不同组间因试验菌接

触样品的时间不同而造成的影响，但是，实验方法决

定了这种影响仍是无法完全避免的，对于有抑菌作用

的样品而言，这种影响就显得比较明显。
3. 6 按照 A 组的实验设计可以考察包括供试品的

抑菌作用、供试液的制备过程、含菌样品的取样误差

等诸多因素对最终回收率的影响。因此，可以考虑

在验证时按 A 组的方法完成实验。需要说明的是

如果采用 A 加菌时机进行方法验证，需重新修订后

续的实验步骤。
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