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广东省中药饮片当归的微生物污染调查与风险分析
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摘要　目的：考察市售常用中药饮片当归微生物污染情况，分析其中可能存在的安全性风险。方法：参考
２０２０年版《中华人民共和国药典》（简称《中国药典》）＜１１０８中药饮片微生物限度检查法＞，进行需氧菌总
数（ＴＡＭＣ）、霉菌酵母菌数（ＴＹＭＣ）、耐热菌总数、控制菌及耐胆盐革兰阴性菌检查；采用高通量测序技术分
析样品中的优势污染菌属，确定样品中潜在的不可接受微生物。结果：市售当归饮片中污染微生物存在高

度不确定性；ＴＡＭＣ为１０２～１０６ＣＦＵ·ｇ－１；耐胆盐革兰阴性菌的污染不均匀，其中具有潜在致病风险的微
生物有鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆菌等；ＴＹＭＣ为１０１～１０３ＣＦＵ·ｇ－１。结论：当归微生物污染
严重且不均匀，需要积累更多的数据以完善其检验方法和评价标准，高通量测序能更准确地评估中药饮片

样本中污染微生物的风险。
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　　中药材及饮片作为中医药的重要组成部分，是
中医临床用药的基础，既可以在中医临床中配方使

用，也可以用于中成药生产。中药饮片作为中药产

业链的重要一环，已制定出较为完善的饮片炮制、检

测和限量标准，但在对污染微生物的控制方面仍存

在明显的差距。为合理制定《中华人民共和国药典》

（简称《中国药典》）中药饮片微生物限度标准，国家

药典委员会从２０１３年起，在国家药品标准提高计划
中先后启动了“中药饮片污染微生物数据库的建立”

“中药饮片微生物限度标准的研究”和“中药饮片耐

热菌的研究及污染微生物数据库的扩建”３项科研任
务，希望在较客观、真实地反映当前国内中药饮片污

染微生物状况的基础上，对中药饮片中污染微生物

的控制问题形成共识。该研究对１５１种２２８批次的
中药饮片微生物污染情况进行调查分析［１］，并对从

中分离出的２５１４株污染微生物进行了鉴定（未发表
资料）。结果显示，中药饮片中的污染微生物具有高

度的不确定性；对污染微生物群落组成的分析提示，

原始污染微生物群落主要来源于水源和土壤，并与

具体品种的加工、贮存等因素有关。因此，对具体饮

片品种进行污染微生物的调查与风险评估是当前的

研究热点［２］。

目前，各国药典对中药饮片中污染微生物的检

测均基于传统的培养法，国内外学者也多采用培养

法对中药饮片的微生物污染情况进行研究［３－１０］。培

养法检测周期长、工作量大，对不可培养微生物的检

测存在一定的局限性，因而效率较低，且不能全面了

解中药饮片污染微生物的多样性及群落构成信息。

高通量测序技术鉴别污染菌具有样本用量少、鉴别

准确度高的优点，且不受培养、分离等条件的影响，

随着其技术的成熟和低成本化，已成为当前研究环

境微生物多样性及群落结构差异的重要技术手

段［１１］。１６Ｓ／ＩＴＳｒＲＮＡ序列包括保守区域和高变区
域，其中保守区在微生物的种间差异不大，高变区具

有属或种的特异性，且随亲缘关系的不同，呈现一定

的差异，可从遗传进化角度阐明微生物种群的分类

学关系［１２］，是当前中药饮片污染微生物群落分析的

重要手段之一［１３］。

中药材当归为伞形科植物当归［Ａｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓ
（Ｏｌｉｖ．）Ｄｉｅｌｓ］的干燥根，具有补血活血、调经止痛、
润肠通便之功效，是被广泛应用的药食同源中药材。

对当归污染微生物的分析尚未见文献报道。本文采

用传统方法，结合高通量测序技术，对广东省市售饮

片当归的污染微生物状况进行调查，了解其微生物

危害因子，并针对其微生物污染风险防范提出建议。

１　材料与方法
１１　实验仪器

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定系统（生物
梅里埃公司），ＰＲＥＶＩＣｏｌｏｒＧｒａｍ革兰染色仪（生物
梅里埃公司），ＢＸ４１生物显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），Ｉｌ
ｌｕｍｉｎａｍｉｓｅｑ测序仪（Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司），Ｑｕｂｉｔ３０荧光
计（Ｌｉｆｅ公司），ＡＢＩ２７２０扩增仪（Ｌｉｆｅ公司），５４２４Ｒ
高速台式冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＬＲＨ－２５０Ａ
生化培养箱。

１２　菌种
大肠埃希菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）

４４１０２］、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）
［ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３］、乙型副伤寒沙门菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｐａｒａｔｙｐｈｉＢ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）５００９４］、铜绿假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４］、白色念
珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１］，中国医学
细菌保藏管理中心，ＣＭＣＣ），临用前按２０２０年版《中
国药典》方法制成不大于１００ｃｆｕ·ｍＬ－１的菌悬液。
１３　培养基

胰酪大豆胨液体培养基（ＴＳＢ）、胰酪大豆胨琼脂
培养基（ＴＳＡ）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ）、ｐＨ
７０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液、Ｒｖ沙门菌增菌液体
培养基、木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养基、麦康凯
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液体培养基、麦康凯琼脂培养基、三糖铁琼脂培养基

（ＴＳＩ）、肠道菌增菌液体培养基、紫红胆盐葡萄糖琼
脂培养基、甘露醇氯化钠琼脂培养基、溴化十六烷基

三甲铵琼脂培养基及改良胰蛋白胨大豆肉汤培养基

均为广东环凯生物技术有限公司生产的干粉培

养基。

１４　样品
所有实验样品收集于广东省不同地级市药材批

发企业及零售药店；每批次样品量不少于１００ｇ，均
为２０１９年５月至２０２０年１２月产品；样品包装形式
涵盖每包１０ｇ的小包装到每袋０５ｋｇ的大包装。抽
样信息显示，这些样品来源于广东、河北、广西、四

川、北京、江西、安徽等地的不同中药饮片企业，但所

有样品的原产地均为甘肃。

２　实验方法
参照２０２０年版《中国药典》通则 ＜１１０８中药饮

片微生物限度检查法 ＞，进行需氧菌总数（ＴＡＭＣ）、
霉菌酵母菌数（ＴＹＭＣ）、耐热菌数、控制菌及耐胆盐
革兰氏阴性菌的检查；采用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动
微生物鉴定系统，对耐热菌、耐胆盐革兰氏阴性菌及

控制菌实验中分离的微生物进行鉴定；利用 １６Ｓ
ｒＲＮＡ扩增子测序和ＩＴＳ扩增子测序技术，对１０份当
归随机样品总微生物 ＤＮＡ进行提取、扩增、测序，结
合生物信息学方法，对微生物的群落组成、优势菌属

和微生物多样性进行分析。

２１　微生物计数
称取样品２５ｇ至无菌均质袋中，加入ｐＨ７０氯

化钠－缓冲蛋白胨水溶液２２５ｍＬ，均质１ｍｉｎ，静置
１ｍｉｎ，上清液为 １∶１０供试液，用于 ＴＡＭＣ计数、
ＴＹＭＣ计数试验。其中，ＴＡＭＣ检查将１∶１０供试液
按１０倍比连续稀释５个稀释级并逐一检测；ＴＹＭＣ
（培养基中含庆大霉素０１ｇ·Ｌ－１）检查将１∶１０供
试液按１０倍比连续稀释４个稀释级并逐一检测。

另取上述１∶１０供试液１０ｍＬ，放入沸水浴中处
理３０ｍｉｎ，迅速冷却至室温后作为供试液，按 ＴＡＭＣ
检查方法测定耐热菌数。

２２　耐胆盐革兰阴性菌检查
称取供试品２５ｇ，加入胰酪大豆胨液体培养基

２２５ｍＬ，混匀制成１∶１０供试液，置２５℃预培养２ｈ；
取上述预培养物１０ｍＬ，接种至肠道菌增菌液体培养
基中，３５℃培养２４ｈ，划线接种于紫红胆盐葡萄糖琼
脂培养基平板上，３５℃培养２４ｈ。如果平板上无菌

落生长，则判断供试品未检出耐胆盐革兰阴性菌。

另分别取相当于供试品０１、００１、０００１ｇ的 １∶１０
供试液，按上述条件进行接种、培养。如果平板上有

菌落生长，则为阳性，否则为阴性。根据检查结果，

确定耐胆盐革兰阴性菌的最大可能数（ＭＰＮ）。
２３　控制菌检查

按“２１”项方法制备供试液，其余步骤按 ２０２０
年版《中国药典》“非无菌产品微生物限度检查：控制

菌检查法（１１０６）”的规定进行沙门菌、大肠埃希菌、
金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌和白色念珠菌的检

查。对出现的可疑菌落，经分离纯化后采用ＶＩＴＥＫ２
Ｃｏｍｐａｃｔ微生物鉴定系统及基质辅助激光解吸电离
飞行时间质谱鉴定系统（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ）进行
鉴定。

２４　宏基因组测序
２４１　样本制备及核酸提取　供试品先用无菌水
稀释，制成１∶１０供试液，涡旋振荡后超声１０ｍｉｎ，再
采用 ０２２μｍ滤膜过滤，收集滤膜。使用 Ｍａｇｅｎ
ＨｉＰｕｒｅＳｏｉｌＤＮＡＫｉｔ试剂盒提取样本核酸，按照说明
书步骤进行操作，最终洗脱体积为４０μＬ；将提取后
的ＤＮＡ放置－２０℃保存备用。使用ＥｑｕａｌｂｉｔｄｓＤＮＡ
ＨＳＡｓｓａｙＫｉｔ试剂盒，通过Ｑｕｂｉｔ３０荧光计检测ＤＮＡ
浓度。

２４２　１６ＳｒＲＮＡ基因扩增及文库构建　使用１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因的Ｖ３－Ｖ４区特异引物１（５’－ＣＣＴＡＣＧ
ＧＲＲＢＧＣＡＳＣＡＧＫＶＲＶＧＡＡＴ－３’）与引物 ２（５’－
ＧＧＡＣＴＡＣＮＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴＣＣ－３’）进行扩增。反
应体系（２５μＬ）：ＤＮＡ模板为 ２０ｎｇ，正反向引物
１μＬ，ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＢｕｆｆｅｒ２５μＬ，ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴａｑＤＮＡ
０５μＬ，ｄＮＴＰｓ２μＬ。扩增条件：９４℃预变性３ｍｉｎ，
９４℃变性５ｓ，５７℃退火９０ｓ，７２℃延伸１０ｓ，２４个
循环，７２℃终延伸５ｍｉｎ，４℃保存备用。通过 ＰＣＲ
向ＰＣＲ产物末端加上带有 Ｉｎｄｅｘ的接头，以便进行
ＮＧＳ测序。ＰＣＲ产物用１５％琼脂凝胶电泳检测。
２４３　ＭｉＳｅｑ测序　将文库中的扩增产物定量到１０
ｎｍｏｌ·Ｌ－１，按 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ仪器使用说明书进行
ＰＥ２５０／ＦＥ３００双端测序，由 ＭｉＳｅｑ／Ｎｏｖａｓｅｑ自带的
ＭｉＳｅｑＣｏｎｔｒｏｌＳｏｆｔｗａｒｅ（ＭＣＳ）／ＮｏｖａｓｅｑＣｏｎｔｒｏｌＳｏｆｔ
ｗａｒｅ（ＮＣＳ）读取序列信息。
２４４　数据分析　双端测序得到的正反向 ｒｅａｄｓ首
先进行两两拼接，过滤拼接结果中含有Ｎ的序列，保
留序列长度 ＞２００ｂｐ的序列。经过质量过滤，去除
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嵌合体序列，最终得到的序列用于操作分类单元

（ＯＴＵ）聚类，使用 ＶＳＥＡＲＣＨ（１９６）进行序列聚类
（序列相似性设为９７％），并在不同物种分类水平统
计每个样本的群落组成。

３　结果
３１　污染微生物的负载量

２５批次来源于不同生产企业的当归样品中
ＴＡＭＣ、ＴＹＭＣ和耐热菌总数的分布情况见图 １。
ＴＡＭＣ范围为１０２～１０６ＣＦＵ·ｇ－１，均值为３９×１０３

ＣＦＵ·ｇ－１，其中负载最高和最低的样品分别为７１×
１０５ＣＦＵ·ｇ－１和４０×１０２ＣＦＵ·ｇ－１，差异高达３个
数量级以上。ＴＹＭＣ范围为１０１～１０３ＣＦＵ·ｇ－１，均
值为３１ＣＦＵ·ｇ－１，其中负载最高的样本为２８×１０３

ＣＦＵ·ｇ－１，６批次样品负载量 ＜１０ＣＦＵ·ｇ－１；差异
可达２个数量级以上。大部分样品可检出耐热菌，
负载量＜１０２ＣＦＵ·ｇ－１，均值为２０ＣＦＵ·ｇ－１。

图１　２５批次当归样品微生物负载量分析

Ｆｉｇ１　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｄａｔａｉｎ２５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＡｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓ

ｓａｍｐｌｅｓ

采用ＭＰＮ法对样品中的耐胆盐革兰阴性菌进
行检测，其中１９批样品呈阳性，占全部样品的７６％
（１９／２５）。污染呈现负载不均匀的情况，负载量最高
的样品分布为 １０４＜Ｎ＜１０５，２批次样品的分布为
１０３＜Ｎ＜１０４，９批次样品的分布为 １０２＜Ｎ＜１０３，７
批次样品的分布为１０１＜Ｎ＜１０２。

上述结果提示，当归中污染微生物的数量具有

高度的不确定性。进一步分析表明，样品中的微生

物负载量与包装形式无明显相关性，但与生产／保存
条件及时间呈一定的相关性。ＤＧ１８号样品的ＴＡＭＣ
负载最高，ＤＧ０６号样品的 ＴＹＭＣ负载最高，二者均

为２０１９年的产品，保存时间相对较长；而从不同城
市抽验的ＤＧ０２、ＤＧ２０、ＤＧ２１号样品为相同生产企业
产品，其微生物负载情况基本一致，污染情况也较其

他企业数据为佳。上述结果提示，企业的生产过程

及产品的贮存条件是产品微生物污染状况的关键影

响因素之一。

３２　污染微生物的鉴定
控制菌检查未发现样品中存在沙门菌、大肠埃

希菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌和白色念

珠菌。

分别对从控制菌检查平板、耐胆盐革兰阴性菌

检查平板和耐热ＴＳＡ平板中分离出的微生物进行鉴
定（表１）。其中，由控制菌检查平板分离出的３２株
污染微生物包括鲍曼不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎ
ｎｉｉ）、肺炎克雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、阴沟肠杆
菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ）和粘质沙雷菌（Ｓｅｒｒａｔｉａｍａｒｃ
ｅｓｃｅｎｓ）等常见的不可接受微生物；由耐胆盐革兰阴性
菌检查平板分离出的２１株污染微生物多为假单胞
菌属和肠杆菌属的微生物，包括荧光假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）、恶臭假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓｆｅｔｉｄａ）、肺炎克雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）
和阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ）等；由耐热 ＴＳＡ
平板分离出的１１株耐热污染菌多为厚壁菌门中的
芽孢杆菌，包括短小芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ）、枯
草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）和地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）等，也检出变形菌门中的嗜麦芽窄食
单胞菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ）。

进一步分析表明，污染微生物的种类与饮片生

产企业及抽样场所没有明显的相关性，提示当归中

污染微生物的种类具有高度的不确定性。

３３　宏基因组测序分析
采用宏基因组测序分析，进一步探讨当归中可

能污染的微生物种类。１０个随机抽验当归样本产生
１３０个操作分类单元（ＯＴＵ），包括８７７２２０条代表性
序列，属于５门、１４纲、２７目、４３科、５５属，进一步提
示污染菌具有高度的不确定性。当归中的污染菌主

要由蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ
ｒｉａ）微生物构成，前者占 ５０９％，后者占 ４３１％；所
有１０批次样品均检测出蓝藻门及变形菌门微生物，
ＤＧ０３、ＤＧ０６、ＤＧ０７号样品还检出放线菌门，ＤＧ０５、
ＤＧ０６、ＤＧ０７号样品检出拟杆菌门。属水平的优势属
主要为假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ），此外还发现变形
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　　　　 表１　当归污染微生物中可培养微生物的鉴定结果
Ｔａｂ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｕｌｔｉｖａｂｌｅｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｎＡｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓ．

污染微生物来源（ｓｏｕｒｃｅｏｆ
ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ）

门

（ｐｈｙｌｕｍ）
纲

（ｃｌａｓｓ）
目

（ｏｒｄｅｒ）
科

（ｆａｍｉｌｙ）
属

（ｇｅｎｕｓ）
株

（ｓｔｒａｉｎ）

控制菌检查平板分离

（ｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｂａｃｔｅｒｉｃ
变形 菌 （Ｐｒｏ
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）

γ变形菌（Ｇａｍｍａ
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）

肠杆菌目（Ｅｎｔｅｒ
ｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）

肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃ
ｔｅｒｉａｃｅａｅ）

肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ） ９

ｃｏｎｔｒｏｌｔｅｓｔ） 克雷伯菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ） ５

沙雷氏菌属（Ｓｅｒｒａｔｉａ） ２

假单胞菌目（Ｐｓｅｕ
ｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）

莫拉菌科（Ｍｏｒａｃｅａｅ） 不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ） ２

放线菌（Ａｃｔｉ
ｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）

放线菌（Ａｃｔｉｎｏｂａｃ
ｔｅｒｉａ）

微球菌目（Ｍｉｃｒｏ
ｃｏｃｃｏｉｄｅａ）

微球菌科（Ｍｉｃｒｏｃｏｃ
ｃａｃｅａｅ）

微球菌属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ） ３

厚壁菌（Ｆｉｒｍｉ
ｃｕｔｅｓ）

芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｉ
ｂａｃｔｅｒｉａ）

芽孢杆菌目（Ｂａｃｉｌ
ｌａｌｅｓ）

葡萄球菌科（Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｉｄａｅ）

葡萄球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ） ３

芽孢杆菌科（Ｂａｃｉｌ
ｌａｃｅａｅ）

芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ） ８

耐胆盐革兰阴性菌检查

平板分离（ｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍ
ｂｉｌｅｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｔｇｒａｍ
ｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａｔｅｓｔ）

变形 菌 （Ｐｒｏ
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）

γ变形菌（Ｇａｍｍａ
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）

肠杆菌目（Ｅｎｔｅｒ
ｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）

肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃ
ｔｅｒｉａｃｅａｅ）

肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ） １１

克雷伯菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ） ５

假单胞菌目（Ｐｓｅｕ
ｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）

假单胞菌科（Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｄａｃｅａｅ）

假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ） ５

耐热ＴＳＡ平板分离（ｓｅｐａ
ｒａｔｅｄｆｒｏｍｈｅａｔｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｔｅｓｔ）

变形 菌 （Ｐｒｏ
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）

γ变形菌（Ｇａｍｍａ
ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）

黄单胞菌目（Ｘａｎ
ｔｈｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）

黄单胞菌科（Ｘａｎ
ｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）

黄单胞菌属（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ） １

厚壁菌（Ｆｉｒｍｉ
ｃｕｔｅｓ）

芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｉ
ｂａｃｔｅｒｉａ）

芽孢杆菌目（Ｂａｃｉｌ
ｌａｌｅｓ）

芽孢杆菌科（Ｂａｃｉｌ
ｌａｃｅａｅ）

芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ） １０

假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ）、拉恩氏菌属
（Ｒａｈｎｅｌｌａ）、沙雷氏菌属（Ｓｅｒｒａｔｉａ）和寡养单胞菌属
（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）。当归药材与土壤密切接触，特
有的微生物群落可能与当地的土壤微生物有关。通

常认为变形菌门、放线菌门细菌为土壤中的优势菌

群，而植物根际土壤细菌的优势菌群受植物的影响

可能略有不同。如瑞香狼毒根际土壤细菌在门水平

的优势菌群为放线菌门 （３７４％）、变形菌门
（２４７％）和酸杆菌门（１０７％）［１４］，这与当归中的优
势菌群明显不同。当归药材中的蓝藻门细菌是否为

当归根际土壤微生物的特有群落，有待于进一步的

研究。对比表１中可培养污染微生物的鉴定结果，
可见蓝藻门细菌均未被检出，其中是否存在某些不

可培养微生物，亦有待进一步的研究。

样品中约 ３１％的污染微生物为厚壁菌门细
菌，主要包括蜡样芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、蕈状芽

孢杆菌、地衣芽孢杆菌、短芽孢杆菌等耐热芽孢杆

菌，是样品中耐热菌的主要来源。进一步对其中的

潜在不可接受微生物进行汇总分析（表２），可见当
归中潜在不可接受微生物呈明显的随机性，与污染

微生物的种类具有高度不确定性的结论相一致。

为进一步表征当归样品中污染微生物的相似

性与差异性，通过分类注释的方法，将属水平占比

前３０的潜在污染微生物物种的分布绘制成聚类
图。热图中列名为样品信息，行名为物种，图中每

一个方格不同颜色的对应值为每一行物种的相对

丰度值，颜色的差异可直观显示各物种的相似性

（图２）。图中 ＤＧ０６、ＤＧ０７号样品中污染微生物的
物种较为丰富，同时ＤＧ０６号也是所有样品中 ＴＡＭＣ
负载最高。ＤＧ０６号样品为保存时间相对较长的
２０１９年份包装规格为每袋５００ｇ的产品，而ＤＧ０７号
为四川生产企业包装规格为每袋５００ｇ的２０２０年份
样品，推测ＤＧ０６、ＤＧ０７号中污染微生物的物种较为
丰富可能与其保存时间及包装规格有关。而 ＤＧ０１、
ＤＧ０２、ＤＧ０３、ＤＧ０４、ＤＧ０５、ＤＧ０８、ＤＧ０９和ＤＧ１０号样
品聚为一簇，说明上述样品中污染微生物的种类及

分布具有一定相似性，高相似性提示这些当归饮片

具有相似的微生物污染来源及途径，可能与它们均

产自甘肃，与产地土壤微生物优势菌群的相似性

有关。
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表２　基于高通量测序检测到的不可接受微生物
Ｔａｂ２　Ｏｂｊｅｃｔｉｏｎａｂｌｅｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

污染菌分类

（ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ）
样品编号　

（ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ）　
样品中不可接受微生物

（ｏｂｊｅｃｔｉｏｎａｂｌｅｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍＡｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓ）

蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） ＤＧ０１－ＤＧ１０ ／

变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） ＤＧ０１－ＤＧ１０ 鲍曼不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ）、肺炎克雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、
阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ）、粘质沙雷菌（Ｓｅｒｒａｔｉａｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）

厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） ＤＧ０６、ＤＧ０４、ＤＧ０７、ＤＧ１０ 蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）、白色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｌｂｕｓ）

放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） ＤＧ０３、ＤＧ０６、ＤＧ０７ 化脓棒状杆菌（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｐｙｏｇｅｎｅｓ）

拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） ＤＧ０５、ＤＧ０６、ＤＧ０７ ／

图２　当归优势菌属分析

Ｆｉｇ２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｏｍｉｎａｎｔｇｅｎｕｓｏｆＡｎｇｅｌｉｃａｅＳｉｎｅｎｓｉｓＲａｄｉｘ

４　讨论
中药饮片由于种类繁多，炮制方法不一，普遍存

在微生物污染情况［１，１５］。本次研究显示，２０２１年广
东省市售中药饮片当归的微生物污染状况呈明显不

均匀性，ＴＡＭＣ介于１０２～１０６ＣＦＵ·ｇ－１，ＴＹＭＣ介于
１０１～１０３ＣＦＵ·ｇ－１；与文献报道的其他全草类中药
饮片的负载［１］相比较，其微生物负载处于较低水平。

然而，由于污染微生物产生的代谢产物，如金黄色葡

萄球菌毒素和黄曲霉毒素等，在饮片煎煮后仍保持

活性，是患者用药的巨大隐患［１６］，因而有必要对其

ＴＡＭＣ与ＴＹＭＣ进行控制。

本研究在部分样品中检出耐热菌，主要包括产

芽孢菌类及其内生孢子。有研究发现，中药饮片制

成袋装煎煮液后，其中污染的耐热微生物繁殖导致

饮片汤剂保质期缩短［１７］，因而对当归中污染的耐热

菌也应引起重视。

采用高通量测序技术对市售常用中药饮片当归

污染的微生物进行群落整体分析，不依赖传统培养

法而是直接通过测序检测中药饮片中的微生物菌群

情况，能更全面地掌握不同污染微生物种类及丰度。

数据显示当归真菌负载种类较少，可能与其生长习

性及地域有一定相关性。当归为低温长日照作物，

忌连作，携带的真菌丰富程度低于产自华南的其他

品种中药饮片。

对于流通环节的当归饮片，储存时间及条件是

影响微生物负载的关键因素。因而，应加强对当归

在存储期间的管理，如通过水分活度控制污染微生

物的增殖［１８－１９］等。
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