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乳没活络散微生物限度检查方法适用性研究
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［摘　要］目的：建立乳没活络散微生物限度的检查方法。方法：按《中国药典》２０１５年版四部通则微生物限
度检查方法，采用平皿法对乳没活络散的金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉进

行回收率测定，常规检测方法对制剂控制菌进行试验。结果：通过平皿法和常规检测方法，乳没活络散试验菌

种的回收率均达到７０％以上，且都可以检测出控制菌，符合验证要求。结论：平皿法和常规检测方法可以用于
乳没活络散的微生物限度检查。
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　　乳没活络散来源于贵州省土家族民族处方，是
由三七、乳香、没药和地鳖虫等１０味中药组成的散
剂，具有促进血液循环、舒经活络、消肿止痛的功

效，民间用于骨折、扭伤等疾病治疗已有２３０多年

历史，疗效确切。贵州省思南田氏民族传统骨伤医

院已将该验方开发成了医疗机构制剂（批准文号：

黔药制字Ｚ２０１７０１３４）。由于乳没活络散是含药材
原粉的外用中药制剂，使用中会与创面直接接触，
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所以微生物限度检查是其质量要求的重要检查项

目，其使用的安全性也与微生物污染程度息息相

关［１］。为了有效控制乳没活络散的质量，本研究

按照《中国药典》２０１５年版四部微生物限度检查法
的相关要求［２］，设计了乳没活络散辐照工艺前后

的微生物限度检查法，为考察辐照工艺的可行性提

供实验支撑，保证制剂安全有效。

１　材料与方法
１１　一般材料
１１１　仪器与样品　超净工作台（ＳＷ －ＣＪ－
２ＦＤ，苏州苏洁净化设备有限公司），高压蒸汽灭菌
器（ＹＸＱ－ＬＳ－５０ＳⅡ，上海博迅实业有限公司医
疗设备厂）。乳没活络散（批号２０１６０４０５、２０１６０４０９
及２０１６０４１３下文中分别简称为０５、０９及１３），由
思南田氏民族传统骨伤医院提供。

１１２　培养基及稀释剂　ｐＨ７０氯化钠 －蛋白
胨缓冲液（批号１６０６２２），沙氏葡萄糖琼脂培养基
（批号１６１１２５２），溴化十六烷基三甲胺琼脂培养基
（批号 １６０３０９），甘露醇氯化钠琼脂培养基（批号
１６１２０９），胰酪大豆胨液体培养基（批号１６１１２１２），胰
酪大豆胨琼脂培养基（批号１６１１０４２），均购自北京
三药科技开发公司，且均通过培养基适用性检查。

１１３　菌株　金黄色葡萄球菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３］
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）菌珠、铜绿假单胞菌［ＣＭＣＣ
（Ｂ）１０１０４］（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）菌珠、枯草芽
孢杆菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１］（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）菌珠、
白色念珠菌［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１］（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）
菌珠、黑曲霉［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３］（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）
菌珠购自北京三药科技开发公司，均为第 ４代菌
种，１０６ｃｆｕ／颗。
１２　方法

按照２０１５年版《中国药典》四部通则１１０５“非
无菌产品微生物限度检查中的微生物计数法”对样

品进行微生物计数，根据通则１１０６“非无菌产品微生
物限度检查中的控制菌检查法”对样品进行控制菌检

查。

１２１　菌液制备　将 ｐＨ７０无菌氯化钠 －蛋白
胨缓冲液１ｍＬ加入装有菌珠（１０６ｃｆｕ／颗）的西林
瓶中，盖上瓶盖，静置约３０ｓ，涡旋震荡 ５～１０ｓ。
吸取完全溶解的菌液１ｍＬ，加入ｐＨ７０无菌氯化
钠－蛋白胨缓冲液９ｍＬ中，混匀；再从该稀释液中
吸取菌液１ｍＬ，加入ｐＨ７０无菌氯化钠－蛋白胨
缓冲液９ｍＬ，最终配制成１０７ｃｆｕ／Ｌ的菌液。

１２２　供试液制备　取１０ｇ试样加入 ｐＨ７０无
菌氯化钠－蛋白胨缓冲液至１００ｍＬ、混合均匀，制
成均匀的１∶１０测试溶液。辐照灭菌前的供试品：
取１０ｇ辐照灭菌前的试样加入 ｐＨ７０无菌氯化
钠－蛋白胨缓冲液至１００ｍＬ、摇匀，制成均匀的１∶
１０供试液；吸取１∶１０供试液１０ｍＬ加入 ｐＨ７０
无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液至１００ｍＬ、混匀，制成
均匀的１∶１００的供试液，备用。辐照灭菌后的供试
品：取１０ｇ辐照灭菌后的试样加入ｐＨ７０无菌氯
化钠－蛋白胨缓冲液至１００ｍＬ、摇匀，制成均匀的
１∶１０的供试液，备用。
１２３　计数方法适用性试验　按《中国药典》
２０１５年版四部中“供试品计数方法适用性试验”项
下平皿倾注法进行实验。胰酪大豆胨琼脂培养基

用于需氧菌总数测定（金黄色葡萄球菌、铜绿假单

胞菌、枯草芽孢杆菌），沙氏葡萄糖琼脂培养基用

于霉菌及酵母菌总数测定（白色念珠菌、黑曲霉）。

每株实验菌每种培养基均制备２个平皿，计算平均
数。用ｐＨ７０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液作为稀
释液，试验组取１∶１０、１∶１００供试液９９ｍＬ，加入
１００μＬ制备好的试验菌液（１０７ｃｆｕ／Ｌ），每１ｍＬ供
试液中的含菌量不大于１００ｃｆｕ，从管中吸取１ｍＬ
注入细菌培养皿中，倾倒对应的培养基，轻晃平皿

使均匀。供试品对照组分别取１∶１０、１∶１００供试
液，以稀释液代替菌液，操作同试验组。菌液对照

组取稀释液９９ｍＬ，按试验组操作加入试验菌液
并进行微生物回收试验。胰酪大豆胨琼脂培养皿

置于３２℃恒温培养箱倒置培养７２ｈ，沙氏葡萄糖
琼脂培养皿置于２２℃恒温培养箱倒置培养１２０ｈ，
统计菌落数，计算回收率。菌落回收率（％）＝（实
验组平均菌落数 －供试品对照组平均菌落数）／菌
液对照组平均菌落数×１００％［３－４］。

１２４　控制菌检查方法适用性试验　按２０１５年
版《中国药典》四部通则１１０６“非无菌产品微生物
限度检查中的控制菌检查法”项进行试验。（１）金
黄色葡萄球菌：阳性对照组取１∶１０供试液１０ｍＬ，
金黄色葡萄球菌菌液（１０７ｃｆｕ／Ｌ）１００μＬ，转入装有
１００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基的三角瓶中，３２℃
培养２０ｈ；另取ｐＨ７０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲
液１０１ｍＬ转入装有１００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养
基的三角瓶中，３２℃培养２０ｈ，作为阴性对照组；
取出培养物，用划线法将培养物接种于甘露醇氯化

钠琼脂培养基平板上，３２℃培养７２ｈ［５］，观察是否
有黄色菌落或外周有黄色环的白色菌落，若有则取
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上述菌落进行血浆凝固酶试验。如果平板上没有

菌落生长，或有菌落生长但血浆凝固酶实验为阴

性，则判断供试品未检出金黄色葡萄球菌［２］。（２）
铜绿假单胞杆菌：依１２４中（１）项下方法制备铜
绿假单胞杆菌的阳性对照组和阴性对照组，取出培

养物，用划线法将培养物接种于溴化十六烷基三甲

铵琼脂培养基平板上，３２℃培养７２ｈ［６］，观察是否
有菌落生长，若有则取上述菌落进行氧化酶实验；如

果平板上没有菌落生长，或有菌落生长但氧化酶实

验为阴性，则判供试品未检出铜绿假单胞杆菌［２］。

２　结果
２１　乳没活络散微生物计数

辐照前和辐照后的供试品用平皿法进行微生

物计数时，辐照前的供试品在白色念珠菌及霉菌总

数测定上，１∶１０供试品的试验组菌落回收率在
７０％以上，方法适用性达到要求；但在该稀释度下，
需氧菌总数过多，超过３００ｃｆｕ／皿，不适宜用于计
数，还需要后续考察其稀释级。而辐照后１∶１０供
试品的试验组菌落回收率在７０％以上，方法适用
性达到要求，故辐照后供试品采用１∶１０的稀释级
来进行后续微生物计数试验。因辐照前供试品１∶
１０不满足适应性要求，故采用１∶１００稀释级进行
回收率考察，结果显示，１∶１００稀释级的辐照前供
试品的试验组菌落回收率在７０％以上，且平均菌
落数都小于３００ｃｆｕ／皿，故辐照前供试品采用 １∶
１００的稀释级来进行后续微生物计数试验。辐照
前后供试品菌落回收率见表１和表２。

表１　辐照前后不同批次１∶１０供试品菌落回收率
Ｔａｂ．１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓａｍｐｌｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

项目
金黄色葡萄球菌

０５ ０９ １３
铜绿假单胞菌

０５ ０９ １３
枯草芽孢杆菌

０５ ０９ １３
白色念珠菌

０５ ０９１３
黑曲霉

０５ ０９ １３
辐照前

　试验组（ｃｆｕ） ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ９４ ８９ ９１ ８９ ９２ ９７
　供试品对照组（ｃｆｕ） ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ＞３００ ５０ ５１ ５０ ４９ ５０ ５３
　菌液对照组（ｃｆｕ） ５１ ５４ ５８ ６５ ５９ ７２ ４６ ５１ ４２ ４８ ４２ ３９ ４３ ４７ ５２
　试验组菌回收率（％） － － － － － － － － － ９２ ９０１０５９３ ８９ ８５
辐照后

　试验组（ｃｆｕ） 　４１ 　４７ 　４８ 　５４ 　４７ 　５５ 　３４ 　３１ 　３４ ３６ ４３ ４０ ４２ ４５ ３７
　供试品对照组（ｃｆｕ） ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
　菌液对照组（ｃｆｕ） ４７ ５７ ５３ ６１ ５７ ６６ ３９ ３６ ４１ ４１ ５５ ４７ ４８ ５６ ４４
　试验组菌回收率（％） ８７ ８２ ９１ ８９ ８２ ８３ ８７ ８６ ８３ ８８ ７８ ８５ ８８ ８０ ８４

注：“－”菌落数＞３００，不适宜用于计数

表２　辐照前不同批次１∶１００供试品菌落回收率
Ｔａｂ．２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓａｍｐｌｅｓｂｅｆｏｒｅｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

菌种 批次
试验组

（ｃｆｕ）

供试品

对照组

（ｃｆｕ）

菌液对

照组

（ｃｆｕ）

试验组

菌回收

率（％）
金黄色葡萄球菌 ２０１６０４０５ ９７ ５７ ４７ ８５

２０１６０４０９ ８８ ５２ ４５ ８０
２０１６０４１３ ８９ ４７ ４７ ８９

铜绿假单胞菌　 ２０１６０４０５ ９６ ５３ ５７ ７５
２０１６０４０９ ９３ ４８ ５５ ８２
２０１６０４１３ １０７ ５９ ５５ ８７

枯草芽孢杆菌　 ２０１６０４０５ ９８ ６１ ３９ ９５
２０１６０４０９ １０８ ６９ ４４ ８９
２０１６０４１３ １０３ ６５ ４６ ８３

白色念珠菌　　 ２０１６０４０５ ４６ ３ ４１ １０５
２０１６０４０９ ５１ ４ ４３ １０９
２０１６０４１３ ４７ ２ ４７ ９６

黑曲霉　　　　 ２０１６０４０５ ４９ ５ ４８ ９２
２０１６０４０９ ４５ ７ ４１ ９３
２０１６０４１３ ４７ ４ ３９ １１０

２２　乳没活络散控制菌检查方法适用性试验
结果表明，常规检测方法适合于乳没活络散的

控制菌金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌的检查。

见表３。

３　讨论
乳没活络散为医院制剂，临床应用疗效确切，

在民间得到广泛的应用，所以对于乳没活络散的质

量控制显得尤为重要，其中微生物的限度检查就是

控制和提高制剂质量、确保患者用药安全的重要环

节［７－９］。由于中药成分较为复杂，其中的任何成分

都有可能影响微生物限度检查的准确性，在微生物

限度检查前首先要排除自身抑菌作用以防止其对

实验结果的干扰，从而使测出的结果更加可靠［１０］。

微生物限量检查中微生物回收的方法有平皿法、薄

膜过滤法和ＭＰＮ法，其中平皿法最为常用，且该法
常用于无抑菌作用及抑菌作用较弱的药物，当药物
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表３　乳没活络散中金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌检查结果
Ｔａｂ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｔｅｓｔｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓａｎｄＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｒｕｍｏｈｕｏｌｕｏｓａｎ

项目 批号

金黄色葡萄球菌

甘露醇氯

化钠琼脂

血浆凝固酶

试验

检出

情况

铜绿假单胞菌

溴化十六烷基

三甲铵琼脂
氧化酶试验

检出

情况

阳性对照组－辐照前 ２０１６０４０５ 典型菌落生长 ＋ 检出 典型菌落生长 ＋ 检出

２０１６０４０９ 典型菌落生长 ＋ 检出 典型菌落生长 ＋ 检出

２０１６０４１３ 典型菌落生长 ＋ 检出 典型菌落生长 ＋ 检出

阳性对照组－辐照后 ２０１６０４０５ 典型菌落生长 ＋ 检出 典型菌落生长 ＋ 检出

２０１６０４０９ 典型菌落生长 ＋ 检出 典型菌落生长 ＋ 检出

２０１６０４１３ 典型菌落生长 ＋ 检出 典型菌落生长 ＋ 检出

阴性对照组 无菌落生长 － 未检出 无菌落生长 － 未检出

注：＋表示阳性反应，－表示阴性反应

的抑菌作用较强时，应消除药物的抑菌作用对微生物

限度检查的干扰，采用薄膜过滤法或其他方法［１１－１３］。

在本研究中，采用平皿法对乳没活络散的微生

物限度进行方法适应性的检验，实验结果表明，辐

照前的供试液比例为１∶１０时，样品浓度过高，实验
组及供试品对照组需氧菌的菌落数均 ＞３００，不宜
进行计数。故将供试品稀释成１∶１００进行试验。
微生物限度实验结果显示３个批次的乳没活络散
在辐照前后对５种实验菌株的回收率均在７０％以
上，表明乳没活络散对实验的５种菌种均无抑制作
用［１４－１６］，说明平皿法适用于乳没活络散的微生物

限度的检查。在控制菌检查中，采用常规检测方法

能检测出阳性对照组的金黄色葡萄球菌及铜绿假

单胞菌，故乳没活络散的控制菌检查亦可选用常规

检测方法。同时，本研究比较辐照前后的结果差

异，发现辐照前样品的金黄色葡萄球菌、铜绿假单

胞菌、枯草芽孢杆菌及控制菌检查均不满足要求，

而对样品进行辐照处理后，微生物限度检查项目均

满足要求，这说明了我们辐照工艺的合理性。

综上所述，通过方法验证试验，乳没活络散的

工艺处理可通过辐照处理，而且辐照后样品的微生

物限度检查可采用平皿法对需氧菌、霉菌及酵母菌

进行计数，控制菌检查采用常规检测方法即可达到

效果。
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