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摘要：目的　建立倍芪腹泻贴微生物限度检查方法。方法　按照《中国药典》２０１５年版四部
"

通则１１０５和通则１１０６
#

的具

体规定，采用平皿法、稀释法、薄膜过滤法及方法联用对倍芪腹泻贴进行微生物限度方法适用性试验。结果　需氧菌总数、真
菌和酵母菌总数计数方法适用性试验中各试验菌回收比值均不小于０．９，控制菌方法适用性试验均检出金黄色葡萄球菌和铜
绿假单胞菌。结论　该试验方法可用于倍芪腹泻贴的微生物限度检查。
关键词：集落计数，微生物；中药药剂学；五倍子；黄芪
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　　倍芪腹泻贴是一种含药材原粉的中药制剂，其
主要成分为五倍子、黄芪、肉桂和木香，具有收涩敛

肺、补气健脾、益肾助阳的功效，主要用于脾肺气

虚、脾肾阳虚所致的腹泻，自汗，盗汗及遗尿的辅助

治疗。倍芪腹泻贴处方中黄芪的主要有效成分为

黄芪多糖和黄芪皂苷，其中黄芪皂苷对金黄色葡萄

球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌都有明显的抑

菌作用。本文按照《中国药典》２０１５年版四部
"
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的具体要求［１］，建立倍芪腹

泻贴的微生物限度检查方法。

１　仪器与材料
１．１　仪器　ＭＪⅡ型真菌培养箱（上海一恒科技有
限公司），ＳＰＸ１５０型生化培养箱（上海金慧科电子
有限公司），ＳＰＸ２５０ＢＺ型生化培养箱（上海博迅
实业有限公司医疗设备厂），ＨＴＹ２０００集菌仪（杭
州高得医疗器械有限公司）。

１．２　样品及试剂　倍芪腹泻贴（陕西海普药业有
限公司生产，批号２０１６０９０１，规格：每贴重１．５ｇ）；
培养基：胰酪大豆胨液体培养基、胰酪大豆胨琼脂

培养基、沙氏葡萄糖液体培养基、沙氏葡萄糖琼脂

培养基、麦康凯液体培养基、麦康凯琼脂培养基、

ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液、蛋白胨；氯化钠
和吐温８０。冲洗液：０．１％无菌蛋白胨水溶液。
１．３　试验菌种　铜绿假单胞菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）
１０１０４］；金黄色葡萄球菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３］；枯草
芽孢杆菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１］；白色念珠菌［ＣＭＣＣ
（Ｆ）９８００１］；黑曲霉［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３］均由青岛高
科园海博生物技术有限公司提供。

菌液制备：分别取金黄色葡萄球菌、枯草芽孢

杆菌、铜绿假单胞菌的瓷珠１粒至１０ｍＬ的胰酪大
豆胨液体培养基中，３５℃培养２４ｈ。将金黄色葡萄
球菌和铜绿假单胞菌的培养物用０．９％无菌氯化钠
溶液制备成适宜浓度的菌悬液；再将枯草芽孢杆菌

的培养物接种至胰酪大豆胨琼脂斜面培养基上，

３５℃培养７ｄ，然后加入５ｍＬ０．９％无菌氯化钠溶
液进行适当振摇，并于６５℃水浴中加热３０ｍｉｎ，取
该培养物１ｍＬ，用０．９％无菌氯化钠溶液制备成适
宜浓度的菌悬液。
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取白色念珠菌的瓷珠１粒至１０ｍＬ的沙氏葡萄
糖液体培养基中，２５℃培养４８ｈ，用０．９％无菌氯化
钠溶液制备成适宜浓度的菌悬液；取黑曲霉的瓷珠

１粒至１０ｍＬ的沙氏葡萄糖液体培养基中，２５℃培
养５ｄ。将上述黑曲霉培养物接种至沙氏葡萄糖琼
脂斜面培养基上，２５℃培养 ７ｄ，再加入 ５ｍＬ含
０．０５％吐温８０的０．９％无菌氯化钠溶液进行洗脱，
吸取孢子悬液１ｍＬ，用含０．０５％吐温８０的０．９％
无菌氯化钠溶液制备成适宜浓度的菌悬液［２７］。

１．４　供试品溶液的制备　取供试品 ６～７贴（１０
ｇ），去掉防粘层，将粘贴面朝上放置在无菌玻璃器
皿上，在粘贴面上覆盖一层适宜的无菌纱布，并用

灭过菌的剪刀将其剪成小块状，放入含５％吐温８０
的ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液１００ｍＬ中，
强力振荡使其溶解［２］，然后用无菌纱布以无菌方式

将其过滤到一个无菌玻璃容器中，制备成１∶１０的供
试液Ａ；取１∶１０供试液４０ｍＬ至上述稀释液４０ｍＬ
中，混匀，制备成１∶２０供试液 Ｂ；取１∶１０供试液２０
ｍＬ至上述稀释液８０ｍＬ中，混匀，制备成１∶５０供试
液Ｃ；取１∶１０供试液 １０ｍＬ至上述稀释液 ９０ｍＬ
中，混匀，制备成１∶１００供试液Ｄ。
２　方法
２．１　计数方法适用性试验
２．１．１　平皿法（１∶１０、１∶２０、１∶５０、１∶１００）　取相应
稀释级别的供试液（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ）９．９ｍＬ和０．１ｍＬ
的试验菌液，混匀，取混合液１ｍＬ置平皿中，立即
倾注１５～２０ｍＬ培养基，待凝固后置规定温度培
养，需氧菌培养３ｄ，真菌和酵母菌各培养５ｄ，记录
菌落数，作为试验组。其中，５种需氧菌（枯草芽孢

杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、白色念珠

菌、黑曲霉）和２种真菌和酵母菌（白色念珠菌、黑
曲霉）共计７个试验组，每个试验组平行制备两个
平皿；同法测定相应的试验菌菌落数，作为菌液组；

测定供试品的本底菌落数，作为供试品对照组。按

照公式计算回收比值：回收比值 ＝（试验组平均菌
落数－供试品对照组平均菌落数）／菌液组平均菌
落数），结果见表１。
２．１．２　稀释法（１∶１００）＋薄膜过滤法（方法１：３００
ｍＬ，方法２：５００ｍＬ）　取１∶１００供试液１０ｍＬ，采用
薄膜过滤法（在第１次冲洗液中加入供试液，在最
后一次冲洗液中加入小于 １００ｃｆｕ的试验菌 ０．１
ｍＬ），用冲洗液（方法１：３００ｍＬ，方法２：５００ｍＬ）冲
洗，每次１００ｍＬ，在最后一次冲洗液中加入小于
１００ｃｆｕ的试验菌，滤干，取出滤膜贴于培养基平板
上，作为试验组并测定其菌落数；同法测定供试品

本底菌落数，作为供试品对照组；菌液组同平皿

法。最后按照平皿法公式计算回收比值，结果见

表１。
２．２　控制菌（铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌）检
查方法适用性试验

２．２．１　试验组　（１）常规法：取１∶１０供试液１０ｍＬ
和不大于１００ｃｆｕ的试验菌接种至１００ｍＬ的胰酪大
豆胨液体培养基中，依据各试验菌检查项下的方法

进行试验，结果见表 ２。（２）培养基稀释法（２００
ｍＬ、４００ｍＬ）取１∶１０供试液和不大于１００ｃｆｕ的试
验菌分别接种至２００ｍＬ和４００ｍＬ的胰酪大豆胨
液体培养基中，依据各试验菌检查项下的方法进行

试验，结果见表２。（３）薄膜过滤法（方法１：冲洗

表１　微生物限度计数方法适用性试验回收比值结果

方法
金黄色葡萄球菌

１ ２ ３ ｘ

铜绿假单胞菌

１ ２ ３ ｘ

枯草芽孢杆菌

１ ２ ３ ｘ

白色念珠菌（ｘ）

１ ２ ３ ｘ

黑曲霉（ｘ）

１ ２ ３ ｘ

白色念珠菌（ｍ）

１ ２ ３ ｘ

黑曲霉（ｍ）

１ ２ ３ ｘ

平皿法

　１∶１０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０．９１．０１．１１．０１．２１．０１．３１．２１．２１．０１．１１．１０．９０．９０．９０．９

　１∶２０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ － － － － － － － － － － － － － － － －

　１∶５０ ０ ０．１０．２０．１ ０．２０．３０．２０．２ ０．２０．２０．３０．２ － － － － － － － － － － － － － － － －

　１∶１００ ０．３０．３０．４０．３ ０．３０．３０．４０．３ ０．４０．４０．３０．４ － － － － － － － － － － － － － － － －

稀释法＋薄膜过滤法

　方法１ ０．４０．４０．４０．４ ０．３０．４０．３０．３ ０．４０．４０．４０．４ － － － － － － － － － － － － － － － －

　方法２ １．０１．２１．１１．１ ０．９１．１０．９１．０ １．３１．２１．１１．２ － － － － － － － － － － － － － － － －

　　注：－表示未进行试验；ｘ代表需氧菌，ｍ代表真菌和酵母菌
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３００ｍＬ，方法２：冲洗５００ｍＬ）。取１∶２０供试液２０
ｍＬ，薄膜过滤，用冲洗液（方法１：３００ｍＬ，方法 ２：
５００ｍＬ）冲洗，每次１００ｍＬ，在第一次冲洗液中加入
供试液，在最后一次冲洗液中加入不大于 １００ｃｆｕ
的试验菌，滤干，转移滤膜至１００ｍＬ的胰酪大豆胨
液体培养基中，依据各试验菌检查项下的方法进行

试验，结果见表２。
２．２．２　阳性对照组　取不大于１００ｃｆｕ的试验菌依
据各方法项下的试验组方法进行试验，结果见表２。
２．２．３　阴性对照组　取稀释液替代供试液，依据
各试验菌检查项下的方法进行试验，结果见表２。

表２　控制菌检查方法适用性试验结果

方法 控制菌 试验组
阳性

对照组

阴性

对照组

常规法 铜绿假单胞菌

金黄色葡萄球菌

－
－

$

$

－
－

培养基稀释法

　（２００ｍＬ）
铜绿假单胞菌

金黄色葡萄球菌

－
－

$

$

－
－

培养基稀释法

　（４００ｍＬ）
铜绿假单胞菌

金黄色葡萄球菌

－
－

$

$

－
－

薄膜过滤法

　（方法１）
铜绿假单胞菌

金黄色葡萄球菌

－
－

$

$

－
－

薄膜过滤法

　（方法２）
铜绿假单胞菌

金黄色葡萄球菌

$

$

$

$

－
－

　　注：“
$

”代表检出，“－”代表未检出

３　结果
３．１　计数方法试验结果　由表１可见，倍芪腹泻
贴对三种细菌有很强的抑菌作用，平皿法和薄膜过

滤法方法１都不适用于需氧菌总数的测定，应采用
稀释法（１∶１００）＋薄膜过滤法（５００毫升／膜）进行
需氧菌总数的测定；可采用平皿法（１∶１０）进行真菌
和酵母菌总数的测定［８９］。

３．２　控制菌检查方法试验结果　常规法、培养基
稀释法（２００ｍＬ、４００ｍＬ）和薄膜过滤法方法１的试
验组均未检出试验菌（铜绿假单胞菌、金黄色葡萄

球菌），因此不可用于控制菌铜绿假单胞菌和金黄

色葡萄球菌的检查。薄膜过滤法２（１∶２０，冲洗５００
ｍＬ）的试验组均检出试验菌（铜绿假单胞菌、金黄
色葡萄球菌），因此可用于控制菌铜绿假单胞菌和

金黄色葡萄球菌的检查。见表２。
４　讨论
４．１　供试液的制备问题　普通贴剂药层薄，面积
较大，而且药层下面都粘连着一层塑料薄膜，不易

进行有效成分的重量称量。因此药典规定贴剂在

进行微生物限度检查时，供试液的制备应取 １００

ｃｍ２至１００ｍＬ的稀释液中进行振荡溶解，而不是按
照普通方法称取１０ｇ至１００ｍＬ的稀释液中进行制
备。但倍芪腹泻贴呈圆柱形，整体外观厚而小，而

且操作起来相当不便，并且制备出来的溶液过于黏

稠，根本无法吸取［１０１１］。鉴于此，笔者在进行方法

适用性试验前，先对该贴剂的标示规格进行了复

核，最终确定该药的实际规格约为１．５ｇ，也就是说
制备１∶１０的供试液，供试品的称样量为６～７贴，这
大大降低了溶液的黏稠度，为试验的顺利进行打下

了良好的基础。

４．２　枯草芽孢杆菌菌悬液的制备问题　枯草芽孢
杆菌是需氧芽孢杆菌属，芽孢是其赖以长期存活的主

要形式。药典方法培养时间短，芽孢含量较少，菌悬

液很不稳定。因此，菌液计数与试验计数结果差别很

大，这大大增加了实验室人员的工作量。枯草芽孢杆

菌的生活周期包括繁殖期、孢子囊期和芽孢期，要形

成芽孢，一般需要在斜面上培养７ｄ左右。因此，笔
者首先将枯草芽孢杆菌的培养物接种至胰酪大豆胨

琼脂斜面上培养７ｄ，然后用稀释液冲下菌苔，并将其
放入６５℃水浴加热３０ｍｉｎ，这样做的目的是使该菌
体菌悬液彻底变成芽孢菌悬液，最后再进行稀释计

数，而且枯草芽孢杆菌的芽孢菌悬液的氯化钠稀释液

在２～８℃可保存３个月左右，这不仅减轻了工作量，
也提高了工作效率，节约了成本［１２１５］。

４．３　薄膜过滤法中供试液的浓度选择问题
４．３．１　计数试验　２０１５版药典规定所加菌液的体
积应不超过供试液体积的１％，这主要是为了减小
误差，降低菌液体积对供试液的稀释作用，从而提

高检测结果的准确度。而我们一般使用的吸管的

最小刻度为０．１ｍＬ，也就是说菌液的最小加入体积
为０．１ｍＬ，按１％的比例进行换算，那么供试液的最
少加入量应为１０ｍＬ。因此，选择低稀释级的供试液
进行薄膜过滤显然行不通（正式试验之前进行了预

试验），考虑到倍芪腹泻贴的抑菌性又太强，综合上述

因素我们最终选择１∶１００的供试液进行薄膜过滤。
４．３．２　控制菌检查试验　倍芪腹泻贴１∶１０的供试
液由于黏稠度很大，直接取１０ｍＬ进行控制菌检查中
的薄膜过滤，很难过滤下去，影响试验的顺利进行。

按照过去的方法，应该采用离心沉淀法去消除这个影

响，但中国药典２０１５版微生物限度检查已不允许使
用离心沉淀法制备供试液。因此，我们对供试液首先

进行了１∶２０的稀释，降低了供试液的黏稠度，然后进
行过滤，效果很好。另外，控制菌检查中供试液的加

入量是取相当于１ｇ供试品的供试液量，所以１∶２０供
试液的过滤量应该是２０ｍＬ，而不是１０ｍＬ［１６１７］。
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