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复方黄连素片微生物限度检查方法的研究

陈 隽*

（南通市食品药品监督检验中心，南通 226006）

摘 要：目的 建立复方黄连素片微生物限度检查法。方法 按照《中华人民共和国药典》2020 年版四部规

定，采用平皿倾注法、降低检品供试液浓度法、降低检品供试液浓度联合薄膜过滤法等办法依次进行微生物

限度检查方法的适用性实验。结果 需氧菌计数采用薄膜过滤法，霉菌和酵母菌计数采用降低检品供试液浓

度的方法，药品标准规定必须检查的三种控制菌采用常规浓度直接接种法。结论 本实验拟定的检查方法步

骤简单、花费时间短。
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Study on microbial limit test for Fufang Huangliansu tablets
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ABSTRACT: Objective To establish the method of microbial limit test of Fufang Huangliansu tablets. Methods

According to the provisions of Part Four of the 2020 edition of the Pharmacopoeia of the People's Republic of China,

the applicability test of microbial limit testing methods shall be gradually carried out using methods such as plate

pouring method, increasing dilution ratio, and dilution combined with membrane filtration. Results The membrane

filtration method was used for aerobic bacteria counting. The medium dilution method was used for counting total

combined molds and yeasts. The direct inoculation method was used for three types of control bacteria that must be

tested according to drug standards. Conclusion The microbiological limit test method for this drug proposed in this

experiment is simple and easy to implement.
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0 引 言

复方黄连素片为国家医保甲类中成药[1]，是中西药复

方制剂，常用于证属大肠湿热的泻痢[2]。根据其处方组成、

制法及用药途径，应进行需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数

的测定及沙门菌、大肠埃希菌和耐胆盐革兰阴性菌的检查[3]。

据相关文献报道，复方黄连素片处方中的三种中药及一种

西药都具有较强的抑菌性[4-5]，但其对微生物限度检查的干

扰程度不清楚。近年报道，采用适当的方法可以消除药物

的抑菌作用，使检验结果更准确[6-17]。本文采用依次渐进

的方法来寻找并验证最合适的微生物限度检查方法。

1 材料与方法

1.1 主要仪器

AC2-6S1 型生物安全柜（益世科生物科技有限公司）；

ACB-6E1 型超净工作台（益世科生物科技有限公司）；

IGS180 微生物培养箱（赛默飞世尔科技中国有限公司）；

KB240 型霉菌培养箱（德国宾德 binder）。
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1.2 培养基及稀释剂

0.9%氯化钠溶液，本中心自配，灭菌。实验所用各种

培养基均由青岛海博生物技术有限公司生产，经过适用性

检查，符合要求《中国药典》2020 年版四部规定。

1.3 实验菌种

实验所用 5 种试验菌均购自中国食品药品检定研究院。

试验用菌株均为第 3 代。

1.4 样品

复方黄连素片，通化爱心药业股份有限公司生产，批

号：221101-31。

1.5 试验条件和方法

1.5.1 试验菌液制备

取经 30～35℃培养 18～24 小时的金黄色葡萄球菌、

铜绿假单胞菌、大肠埃希菌、枯草芽孢杆菌的液体培养物

用 0.9%无菌氯化钠溶液制备成每 1 mL 含菌数不大于 100

cfu 的菌悬液，备用；

取经 20～25℃培养 2～3 天的白色念珠菌液体培养物

用 0.9%无菌氯化钠溶液制备成每 1 mL 含菌数不大于 100

cfu 的菌悬液，备用。

取黑曲霉的新鲜培养物加入适量含 0.05% (mL/mL)聚

山梨酯 80 的 0.9%无菌氯化钠溶液，将孢子洗脱。然后，

吸出孢子悬液用含 0.05% (mL/mL)聚山梨酯 80 的 0.9%无

菌氯化钠溶液制成适宜浓度的黑曲霉孢子悬液。

1.5.2 供试液的制备方法

取样品 10 g，加 pH7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液研细稀

释至 100 mL，匀浆，静置，取上清液作为 1:10的供试液。

(1)培养基稀释法：取 1:10 的供试液 l mL 至 5 个平皿

中，每个平皿 0.2 mL。

(2)薄膜过滤法：分别取 1:10 的供试液于无菌离心管中

离心，转速为 500 转/分钟，离心时间为 5 分钟，吸取上清

液 1 mL 过滤在 1 张薄膜上，用无菌 pH7.0 氯化钠-蛋白胨

缓冲液冲洗，100 mL/次，共 5 次。

1.5.3 微生物回收试验

试验组：取上述制备好的供试液，分别加入各种试验

菌液，混匀，使供试液含菌量≤100 cfu/mL 或每张滤膜所滤

过的供试液。

供试品对照组：取制备好的供试液，以稀释液代替菌

液同试验组操作。

菌液对照组：取稀释液替代供试液，按试验组操作加

入试验菌液并分别进行各微生物回收试验。

3 次独立的平行试验，按照《中国药典》2020 年版四

部[3]规定，枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球

菌、白色念珠菌和黑曲霉分别置各自规定温度，规定培养

时间培养，观察菌落生长情况，点计平板上生长的所有菌

落数，计算各试验菌回收比值。

2 结果与分析

2.1 需氧菌计数、霉菌和酵母菌计数

2.1.1 培养基稀释法

复方黄连素片中含有抑菌物质，故首先采用培养基稀

释法进行测定，结果见表 1：

表 1 平皿倾注法试验结果

Table 1 Test results of the flat dish pouring method

阳性菌 试验组(cfu/mL) 菌液对照组(cfu/mL) 供试品对照组(cfu/mL) 回收比值

金黄色葡萄球菌 23 84 0 0.274

铜绿假单胞菌 40 41 0 0.976

枯草芽孢杆菌 7 82 0 0.085

白色念珠菌 76 92 0 0.826

黑曲霉 30 41 0 0.732

结果表明，金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌回收比值

均小于 0.5，表明复方黄连素片有较强的抑制作用，不能采

用培养基稀释法进行测定。

2.1.2 薄膜过滤法

根据培养基稀释法预试验结果显示，复方黄连素片对

需氧菌有较强的抑制作用，采用薄膜过滤法进行进一步试

验，结果见表 2：
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表 2 薄膜过滤法试验结果

Table 2 Test results of membrane filtration method

阳性菌 试验组(cfu/mL) 菌液对照组(cfu/mL) 供试品对照组(cfu/mL) 回收比值

铜绿假单胞菌 33 35 0 0.943

金黄色葡萄球菌 40 51 0 0.784

枯草芽孢杆菌 41 49 0 0.837

结果表明，铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽

孢杆菌采用薄膜过滤法回收比值均大于 0.5，表明经采用薄

膜过滤法能有效消除复方黄连素片对细菌的抑制作用，采

用薄膜过滤法进行需氧菌计数测定应可行。

根据上述实验，确定复方黄连素片需氧菌计数方法为

薄膜过滤法，霉菌和酵母菌计数方法为培养基稀释法。

2.2 控制菌检测

菌液制备同 1.5.1。

2.2.1 耐胆盐革兰阴性菌

试验组：取供试品 10 g，加胰酪大豆胨液体培养基至

100 mL，用匀浆机匀浆，制成 1:10 的供试液，进行培养。

培养温度：20～25℃，培养时间：2 小时。然后取 10 mL

上述培养物分别加入 2 瓶 100 mL 肠道菌增菌液体培养基

中，同时分别加入大肠埃希菌 10～100 cfu、铜绿假单孢杆

菌 10～100 cfu，进行培养。培养温度：30～35℃，培养时

间：24～48 小时。最后将培养物划线于紫红胆盐葡萄糖琼

脂培养基上，进行培养。培养温度：30～35℃，培养时间：

18～24 小时。分别观察其菌落形态。

阴性对照组：以稀释液代替供试液，方法同试验组。

耐胆盐革兰阴性菌试验，结果见表 3：

表 3 耐胆盐革兰阴性菌试验结果

Table 3 Results of bile salt resistant Gram negative bacteria test

阳性菌 试验组 阴性对照组

大肠埃希菌 + -

铜绿假单胞菌 + -

结果表明，经采用常规法对耐胆盐革兰阴性菌无抑制

作用，采用常规菌法进行耐胆盐革兰阴性菌检查应可行。

2.2.2 大肠埃希菌

试验组：取 1:10 供试液 10 mL 接种至 100 mL 胰酪大

豆胨液体培养基中，同时加入大肠埃希菌 10～100 cfu，再

取 1 mL 培养物接种于 100 mL 麦康凯液体培养基中，42～

44℃培养 24～48 小时。最后将培养物划线于麦康凯琼脂培

养基上，进行鉴别培养。培养温度：30～35℃，培养时间：

18～72 小时。观察其菌落形态。

阴性对照组：以稀释液代替供试液，方法同试验组。

大肠埃希菌试验，结果见表 4：

表 4 大肠埃希菌试验结果

Table 4 Results of escherichia coli test

阳性菌 试验组 阴性对照组

大肠埃希菌 + -

结果表明，经采用常规法对大肠埃希菌无抑制作用，

采用常规菌法进行大肠埃希菌检查应可行。

2.2.3 沙门菌

试验组：取 10 g 供试品接种至 200 mL 胰酪大豆胨液

体培养基中，同时加入沙门菌 10～100 cfu，进行培养。培

养温度：30～35℃，培养时间：18～24 小时。再取 0.1 mL

培养物接种于 10 mL RV 沙门菌增菌液体培养基中，进行

培养。培养温度：30～35℃，培养时间：18～24 小时。最

后将培养物划线于木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养基上，

进行培养。培养温度 30～35℃，培养时间：18～48 小时。

观察其菌落形态。

阴性对照组：以稀释液代替供试液，方法同试验组。

沙门菌试验，结果见表 5：

表 5 沙门菌试验结果

Table 5 Results of salmonella test

阳性菌 试验组 阴性对照组

沙门菌 + -

结果表明，经采用常规法对沙门菌无抑制作用，采用

常规法进行沙门菌检查应可行。

3 讨论与结论

本研究通过薄膜过滤法进行需氧菌计数，通过培养基

稀释、降低检品供试液浓度的方法进行霉菌和酵母菌计数，

采用常规浓度直接接种法进行大肠埃希菌、沙门菌和耐胆

盐革兰阴性菌的检查。方法步骤简单、花费时间短，具有

高度的重复性和准确性。

单味中药的化学成分及其活性成分极其复杂，其产地、

采收时间、炮制加工等因素也对其有较大的影响。中成药
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制剂处方组成少则几味，多则几十味，各厂家生产工艺也

不尽相同，使得中成药的抑菌活性具有不确定性。鉴于此，

各厂家各品种必须以各自适用性试验的结果作为微生物限

度检查的依据。
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