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摘要　目的：根据方法适用性试验结果，对微生态活菌制品的杂菌检查方法进行分类，并建立微生态活菌制品
杂菌检查决策方法。方法：按《中华人民共和国药典》（简称《中国药典》）四部＜通则１１０５计数方法适用性试
验＞（简称＜通则１１０５＞要求），以大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌和
黑曲霉为试验菌，采用胰酪大豆胨琼脂培养基、沙氏葡萄糖琼脂培养基、孟加拉红琼脂培养基、玫瑰红钠琼脂

培养基，对已上市微生态活菌制品进行杂菌检查方法适用性试验。结果：成分为厌氧菌或生长特性与试验菌

差别较大微生物的制品，可参照《中国药典》四部＜通则１１０５＞进行方法适用性试验；成分中含有芽孢杆菌和
肠球菌的制品，真菌计数可参照《中国药典》四部＜通则１１０５＞进行方法适用性试验；受成分菌的影响，非致病
性杂菌无法通过方法适用性试验的产品，可采用选择性培养基对革兰阴性杆菌进行控制；无法通过计数方法

适用性试验的制品，可根据给药途径、用药人群等，基于风险评估后，控制部分有潜在危害的微生物。结论：本研

究为微生态活菌制品的杂菌检查方法提供了选择依据，进一步补充完善了微生态活菌制品的质量标准体系。
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　　微生态活菌制品主要用于预防和治疗因菌群失
调引起的相关症状和疾病，疗效已经得到了普遍认

可［１］。近年来，随着组学技术的飞速发展，肠道菌群

对于肠外器官的影响机制逐渐被阐明［２－５］，微生态对

于人体健康的重要性愈发受到关注，微生态制品也

逐渐被应用到更多疾病的治疗中，比如新型冠状病

毒引发的肺炎［６－７］］、糖尿病［８］、阿兹海默症［９］等。微

生态制剂作为药品，在我国已有 ７０余年的历
史［１０－１１］，２０００年版《中国生物制品规程》即收录了部
分微生态活菌制剂，２０１０年版《中国药典》三部首次
收录了“微生态活菌制品总论”，正式将微生态活菌

制品纳入药典管理。２０２０年版《中国药典》三部微生
态活菌制品总论（简称＜总论＞）附录１收录了已上
市微生态活菌制品共２２种，其中单价制品１３种，多
价制品９种［１２］。

微生态活菌制品的成品检定主要包含鉴别试

验、理化检查、活菌数测定和杂菌检查等。作为以活

菌为有效成分的药物，杂菌检查是非常重要的质量

控制内容［１３］，但由于微生态活菌制品中存在大量活

菌，严重干扰杂菌的计数和结果判断，使杂菌检查项

存在较多问题和困难。２０２０年版《中国药典》四
部＜通则１１０５“非无菌产品微生物限度：微生物计数
法”＞（简称＜通则１１０５＞）中明确规定，“除另有规
定外，本法不适用于活菌制剂的检查”［１４］。＜总论＞
附录３中收载了杂菌检查法，但是没有收载方法适
用性试验的相关内容，检查方法的有效性无法得到

确认。

本研究对上市微生态活菌制品进行了梳理，参

照＜通则１１０５＞逐一对各品种的杂菌检查进行方法

适用性试验，根据试验结果进行归类，绘制了方法决

策树，进一步补充和完善了微生态活菌制品的杂菌

检查方法。

１　研究对象
本研究以＜总论＞附录１已上市的微生态活菌

制品为研究对象，对全国范围内生产厂家进行了调

研和抽样，样品征集情况如表１所示，由于部分品种
停产且市场上无效期内产品流通，本研究仅对征集

到样品的品种进行了研究。

２　研究内容
＜通则１１０５＞规定了非无菌产品的需氧菌总

数、霉菌和酵母菌总数的检查方法，＜总论 ＞附录３
规定了微生态活菌制品的非致病性杂菌计数、真菌

计数检查方法。经比对，非致病性杂菌计数与需氧

菌总数计数的培养基不同，非致病并杂菌一般使用

营养琼脂培养基，需氧菌总数计数使用 ＴＳＡ；真菌计
数与霉菌和酵母菌总数计数的培养基不同，真菌计数

一般使用玫瑰红钠琼脂培养基，霉菌和酵母菌总数计

数使用ＳＤＡ；＜通则１１０５＞对于无抑菌性产品的首选
方法为平皿法（倾注法），＜总论＞附录３使用平皿法
（涂布法）；此外，＜总论 ＞附录３未对计数方法适用
性试验进行规定。本研究按照＜通则１１０５＞“计数方
法适用性试验”对微生态活菌制品的杂菌检查进行方

法适用性研究，并对适用性试验不通过的品种进行杂

菌检查方法的探索。

２１　仪器与试药
２１１　培养基和试剂　ｐＨ７０氯化钠蛋白胨缓冲
液（批号 １１０４８５１）、胰酪大豆胨液体培养基（批号
１１０４３５１）、沙氏葡萄糖液体培养基（批号 ２０２１０）、
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　　　　 表１　已批准上市的微生态活菌制品及样品征集情况
Ｔａｂ１　Ａｐｐｒｏｖｅｄｌｉｖｅｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒｍａｒｋｅｔｉｎｇａｎｄｓａｍｐｌｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｏｒｎｏｔ

序号

（Ｎｏ．）

制品名称

（ｎａｍｅｏｆ
ｐｒｏｄｕｃｔ）

细菌种类

（ｔｙｐｅｏｆ
ｓｔｒａｉｎ）

国药准字

（Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｐｅｒｍｉｔ
Ｎｏ．）

上市许可持有人

（ｍａｒｋｅｔｉｎｇ
ａｕｔｈｏｒｉｚａｔｉｏｎ
ｈｏｌｄｅｒ）

是否征集

到样品

（ｓａｍｐｌｅｓ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ｏｒｎｏｔ）

１ 双歧杆菌活菌胶囊（ｌｉｖｅＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
Ｃａｐｓｕｌｅｓ）

青春型双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｄｏｌｅｓ
ｃｅｎｔｉｓ）

Ｓ１０９６００４０ 丽珠集团丽珠制药厂（ＬｉｖｚｏｎＧｒｏｕｐＬｉｖ
ｚｏｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＦａｃｔｏｒｙ）

是（ｙｅｓ）

２ 双歧杆菌活菌散（ｌｉｖｅＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａＰｏｗ
ｄｅｒ）

青春型双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｄｏｌｅｓ
ｃｅｎｔｉｓ）

Ｓ２００４００８１ 丽珠集团丽珠制药厂（ＬｉｖｚｏｎＧｒｏｕｐＬｉｖ
ｚｏｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＦａｃｔｏｒｙ）

否（ｎｏ）

３ 双歧杆菌三联活菌胶囊（ｌｉｖｅｃｏｍｂｉｎｅｄ
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ， Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｎｄ
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌｅｓ，ｏｒａｌ）

长型双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ）
嗜酸乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）
粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ）

Ｓ１０９５００３２ 上海上药信谊药厂有限公司（ＳＰＨＳｉｎｅ
ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

４ 双歧杆菌三联活菌肠溶胶囊（Ｂｉｆｉｄｔｒｉｐｌｅ
ｖｉａｂｌｅｃａｐｓｕｌｅｓｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇａｔｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ）

长型双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ）
嗜酸乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）
粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ）

Ｓ１９９９３０６５ 晋城海斯制药有限公司（Ｊｉｎｃｈｅｎｇ
ＨｅａｌｔｈＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

５ 双歧杆菌三联活菌散（ｌｉｖｅｃｏｍｂｉｎｅｄ
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃ
ｃｕｓｏｏｗｄｅｒ，ｏｒａｌ）

长型双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ）
嗜酸乳杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ）
粪肠球菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）

Ｓ１０９７０１０４ 上海上药信谊药厂有限公司（ＳＰＨＳｉｎｅ
ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

６ 双歧杆菌乳杆菌三联活菌片（ｌｉｖｅｃｏｍ
ｂｉｎｅｄＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｎｄＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｔａｂ
ｌｅｔｓ）

长型双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ）
保加利亚乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ）
嗜热链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）

Ｓ１９９８０００４ 内蒙古双奇药业股份有限公司（Ｉｎｎｅｒ
ＭｏｎｇｏｌｉａＳｈｕａｎｇｑｉＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，
Ｌｔｄ．）

否（ｎｏ）

７ 地衣芽孢杆菌活菌胶囊（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉ
ｆｏｒｍｉｓｃａｐｓｕｌｅｓ，ｌｉｖｅ）

地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ） Ｓ２００８３１１２ 浙江京新药业股份有限公司（Ｚｈｅｊｉａｎｇ
ＪｉｎｇｘｉｎＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

Ｓ２０１５３０１０ 是（ｙｅｓ）

Ｓ１０９５００１９ 东北制药集团沈阳第一制药有限公司

（ＮｏｒｔｈｅａｓｔＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＧｒｏｕｐＳｈｅｎｙ
ａｎｇＮｏ１ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

８ 地衣芽孢杆菌活菌颗粒（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉ
ｆｏｒｍｉｓｇｒａｎｕｌｅｓ，ｌｉｖｅ）

地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ） Ｓ２００７３００８ 东北制药集团沈阳第一制药有限公司

（ＮｏｒｔｈｅａｓｔＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＧｒｏｕｐＳｈｅｎｙ
ａｎｇＮｏ１ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

Ｓ２０１４３００１ 是（ｙｅｓ）

９ 地衣芽孢杆菌活菌片 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒ
ｍｉｓｔａｂｌｅｔｓ，ｌｉｖｅ）①

地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ） ／ ／ ／

１０ 蜡样芽孢杆菌活菌胶囊（ｌｉｖｅＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅ
ｕｓｃａｐｓｕｌｅｓ）

蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ） Ｓ１０９８００１４ 安阳市源首生物药业有限责任公司

（ＡｎｙａｎｇＹｕａｎｓｈｏｕＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｙＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

１１ 蜡样芽孢杆菌活菌片（ｌｉｖｅＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ
ｔａｂｌｅｔｓ）

蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ） Ｓ１０９７００３０ 是（ｙｅｓ）

１２ 双 歧 杆 菌 四 联 活 菌 片 （ｃｏｍｂｉｎｅｄ
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ，Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
ａｎｄＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓｔａｂｌｅｔｓ，ｌｉｖｅ）

婴儿型双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ
ｓｕｂｓｐｉｎｆａｎｔｉｓ）
嗜酸乳杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍｓｕｂｓｐ
ｉｎｆａｎｔｉｓ）
粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ）
蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）

Ｓ２００６００１０ 杭州远大生物制药有限公司（Ｈａｎａｚｈｏｕ
ＧｒａｎｄＢｉｏｌｏｇｉｃＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＩＮＣ．）

是（ｙｅｓ）

１３ 酪酸梭菌活菌胶囊（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉｃｕｍ
ｃａｐｓｕｌｅｓ，ｌｉｖｅ）

酪酸梭状芽孢杆菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉ
ｃｕｍ）

Ｓ２００４００５４ 远大生命科学（重庆）有限公司（Ｇｒａｎｄ
ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ（Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ）ＩＮＣ．）

是（ｙｅｓ）

Ｓ２００４００８４ 青岛东海药业有限公司（ＱｉｎｇｄａｏＥａｓｔ
ｓｅａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

１４ 酪酸梭菌活菌散（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉｃｕｍ
ｐｏｗｄｅｒ，ｌｉｖｅ）

酪酸梭状芽孢杆菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉ
ｃｕｍ）

Ｓ２００４００８８ 青岛东海药业有限公司（ＱｉｎｇｄａｏＥａｓｔ
ｓｅａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

１５ 酪酸梭菌活菌片（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉｃｕｍ
ｔａｂｌｅｔｓ，ｌｉｖｅ）

酪酸梭状芽孢杆菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉ
ｃｕｍ）

Ｓ２００４００８３ 青岛东海药业有限公司（ＱｉｎｇｄａｏＥａｓｔ
ｓｅａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

１６ 凝结芽孢杆菌活菌片（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｏａｇｕｌａｎｓ
ｔａｂｌｅｔｓ，ｌｉｖｅ）

凝结芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｏａｇｕｌａｎｓ） Ｓ２００４００３２ 青岛东海药业有限公司（ＱｉｎｇｄａｏＥａｓｔ
ｓｅａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

１７ 酪酸梭菌二联活菌胶囊（ｃｏｍｂｉｎｅｄＣｌｏｓ
ｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉｃｕｍａｎｄＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃａｐ
ｓｕｌｅｓ，ｌｉｖｅ）

酪酸梭状芽孢杆菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉ
ｃｕｍ）
婴儿型双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ
ｓｕｂｓｐｉｎｆａｎｔｉｓ）

Ｓ２００２００１５ 科兴生物制药股份有限公司（Ｓｈａｎｄｏｎｇ
ＫｅｘｉｎｇＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）
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表１（续）

序号

（Ｎｏ．）

制品名称

（ｎａｍｅｏｆ
ｐｒｏｄｕｃｔ）

细菌种类

（ｔｙｐｅｏｆ
ｓｔｒａｉｎ）

国药准字

（Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｐｅｒｍｉｔ
Ｎｏ．）

上市许可持有人

（ｍａｒｋｅｔｉｎｇ
ａｕｔｈｏｒｉｚａｔｉｏｎ
ｈｏｌｄｅｒ）

是否征集

到样品

（ｓａｍｐｌｅｓ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ｏｒｎｏｔ）

１８ 酪酸梭菌二联活菌散（ｃｏｍｂｉｎｅｄＣｌｏｓｔｒｉｄｉ
ｕｍｂｕｔｙｒｉｃｕｍａｎｄＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｐｏｗｄｅｒｓ，
ｌｉｖｅ）

酪酸梭状芽孢杆菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉ
ｃｕｍ）
婴儿型双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ
ｓｕｂｓｐｉｎｆａｎｔｉｓ）

Ｓ２００２００１４ 是（ｙｅｓ）

１９ 枯草杆菌活菌胶囊（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｃａｐ
ｓｕｌｅｓ，ｌｉｖｅ）

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ） Ｓ２００３００１８ 华润紫竹药业有限公司（ＣｈｉｎａＲｅ
ｓｏｕｒｃｅｓＺｉｚｈｕＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．）

否（ｎｏ）

２０ 枯草杆菌二联活菌颗粒（ｃｏｍｂｉｎｅｄＢａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ ｇｒａｎｕｌｅｓ
ｗｉｔｈｍｕｌｔｉｖｉｔａｍｉｎｅｓ，ｌｉｖｅ）②

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
屎肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ）

Ｓ２００２００３７ 北京韩美药品有限公司（ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａ
ＳｈｕａｎｇｑｉＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，Ｌｔｄ．）

是（ｙｅｓ）

２１ 枯草杆菌肠球菌二联活菌肠溶胶囊（ｌｉｖｅ
ｃｏｍｂｉｎｅｄＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｆａｅｃｉｕｍｅｎｔｅｒｉｃ－ｃｏａｔｅｄｃａｐｓｕｌｅｓ）③

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
屎肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ）

Ｓ２００３００８７ 是（ｙｅｓ）

２２ 阴道用乳杆菌活菌胶囊（ｌｉｖｅＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃａｐｓｕｌｅｓｆｏｒｖａｇｉｎａｌｕｓｅ）

德氏乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ） Ｓ２００３０００５ 内蒙古双奇药业股份有限公司（Ｉｎｎｅｒ
ＭｏｎｇｏｌｉａＳｈｕａｎｇｑｉＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏ．，
Ｌｔｄ．）

否（ｎｏ）

注（ｎｏｔｅ）：①＜总论＞附录１已批准上市的微生态活菌制品中有地衣芽孢杆菌活菌片，国家药品监督管理局网站未查询到该品种的批准文

号（ａｐｐｒｏｖｅｄｌｉｖｅｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒｍａｒｋｅｔｉｎｇｉｎＣｈＰ２０２０ＶｏｌⅢ ａｐｐｅｎｄｉｘ１ｔｏｔｈｅ“ＧｅｎｅｒａｌＩｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅＭｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓ”

ｉｎｃｌｕｄｅｄｔｈｅＢａｃｉｌｌｕｓＬｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓｔａｂｌｅｔｓ，ｌｉｖｅ，ｂｕｔｔｈｅａｐｐｒｏｖａｌｎｕｍｂｅｒｄｉｄｎｏｔｃｈｅｃｋｅｄｏｎｔｈｅｗｅｂｓｉｔｅｏｆＮａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）；

②＜总论＞附录１已批准上市的微生态活菌制品中该品种名为“枯草杆菌肠球菌二联活菌多维颗粒”，国家药品监督管理局网站查询该品种名

称为“枯草杆菌二联活菌颗粒”（ｕｐｏｎｅｎｑｕｉｒｙ，ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｎａｍｅｄ“ＣｏｍｂｉｎｅｄＢａｃｉｌｌｕｓＳｕｂｔｉｌｉｓａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓＦａｅｃｉｕｍｇｒａｎｕｌｅｓｗｉｔｈｍｕｌｔｉｖｉｔａｍｉｎｅｓ，

ｌｉｖｅ”ｉｎＡｐｐｒｏｖｅｄｌｉｖｅＭｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒＭａｒｋｅｔｉｎｇｉｎＣｈＰ２０２０ＶｏｌⅢ Ａｐｐｅｎｄｉｘ１ｔｏｔｈｅ“ＧｅｎｅｒａｌＩｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｄ

ｕｃｔｓ”ｉｓ“ＣｏｍｂｉｎｅｄＢａｃｉｌｌｕｓＳｕｂｔｉｌｉｓａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓＦａｅｃｉｕｍｇｒａｎｕｌｅｓ，ｌｉｖｅ”ｏｎｔｈｅｗｅｂｓｉｔｅｏｆＮａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）；③＜总论＞附

录１已批准上市的微生态活菌制品中该品种名为“枯草杆菌肠球菌二联活菌胶囊”，国家药品监督管理局网站查询该品种名称为“枯草杆菌二联

活菌肠溶胶囊”（ｕｐｏｎｅｎｑｕｉｒｙ，ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｎａｍｅｄ“ｌｉｖｅｃｏｍｂｉｎｅｄＢａｃｉｌｌｕｓＳｕｂｔｉｌｉｓａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓＦａｅｃｉｕｍｃａｐｓｕｌｅｓ”ｉｎＡｐｐｒｏｖｅｄｌｉｖｅＭｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ

ＰｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒｍａｒｋｅｔｉｎｇｉｎＣｈＰ２０２０ＶｏｌⅢ Ａｐｐｅｎｄｉｘ１ｔｏｔｈｅ“ＧｅｎｅｒａｌＩｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅＭｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓ”ｉｓ“ｌｉｖｅＣｏｍｂｉｎｅｄＢａｃｉｌｌｕｓＳｕｂｔｉｌｉｓ

ａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓＦａｅｃｉｕｍｅｎｔｅｒｉｃ－ｃｏａｔｅｄｃａｐｓｕｌｅｓ”ｏｎｔｈｅｗｅｂｓｉｔｅｏｆＮａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）

胰酪大豆胨琼脂培养基（批号１１０４３６１）、孟加拉红琼
脂培养基（批号１１０６３８１）、麦康凯琼脂培养基（批号
１０８１９３１）、甘露醇氯化钠琼脂培养基（批号Ｌ１０２４Ｙ）、
溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基（批号Ｌ１２２６Ｙ）、木糖
赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养基（批号Ｌ１２０７Ｙ），购于广
东环凯微生物科技有限公司；沙氏葡萄糖液体培养基

（批号 ２０２１０９２３）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（批号
２０２０１２２１）、营养琼脂培养基（批号２０２１０１１０）、曙红亚
甲蓝琼脂培养基（批号２０２１０５０８），购于青岛海博生物
技术有限公司；玫瑰红钠琼脂培养基（批号２０１０３０），
购于北京陆桥技术股份有限公司；以上培养基均通过

培养基验收和适用性检查。氯化钠（批号２０１９０８２８），
购于国药集团化学试剂有限公司。

２１２　试验仪器　ＩＦ２６０ｐｌｕｓ恒温培养箱，美墨尔特
公司；Ｆｒｉｏｃｅｌｌ４０４低温培养箱，ＭＭＭ公司；ＭＬ４００３Ｔ／０２
电子天平（精度 ０１ｇ），梅特勒托利多公司；
ＮＵ－４３０－６００Ｅ生物安全柜，Ｎｕａｉｒｅ公司。
２１３　菌种　大肠埃希菌【ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２】、金黄

色葡萄球菌【ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３】、枯草芽孢杆菌【ＣＭ
ＣＣ（Ｂ）６３５０１】、铜绿假单胞菌【ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４】、白
色念珠菌【ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１】、黑曲霉【ＣＭＣＣ（Ｆ）
９８００３】，购于中国食品药品检定研究院医学菌种保
藏中心，工作菌种为第３代。
２２　按照 ＜通则１１０５＞方法进行的计数方法适用
性试验

２２１　菌液制备　将大肠埃希菌、金黄色葡萄球
菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌接种至胰酪大豆胨

液体培养基中，３３℃培养２４ｈ；将白色念珠菌接种至
沙氏葡萄糖液体培养基中，２３℃培养４８ｈ，上述培养
物用０９％的无菌氯化钠溶液制成每 １ｍＬ含菌数
１０００～１００００ｃｆｕ的菌悬液。

取黑曲霉的新鲜培养物，加入浓度为０９％的无
菌氯化钠溶液５ｍＬ将孢子洗脱，吸取孢子悬液至无
菌试管内，用０９％的无菌氯化钠溶液制成每１ｍＬ
含孢子数１０００～１００００ｃｆｕ的孢子悬液。
２２２　供试液制备　取供试品１０ｇ，加ｐＨ７０无菌
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氯化钠蛋白胨缓冲液至１００ｍＬ，振荡使其分散均匀，
制成１∶１０供试液。
２２３　试验方法　需氧菌总数：取 １∶１０供试液
９９ｍＬ，加入上述制备好的枯草芽孢杆菌菌液
０１ｍＬ，混匀，取供试液１ｍＬ注入直径９０ｍｍ的无
菌平皿中，平行制备２个平皿，立即倾注不超过４５℃
的胰酪大豆胨琼脂培养基２０ｍＬ。金黄色葡萄球菌、
铜绿假单胞菌、白色念珠菌、黑曲霉同法操作。金黄色

葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌置３３℃培养
３ｄ计数，白色念珠菌、黑曲霉置３３℃培养５ｄ计数。

霉菌和酵母菌总数：取１∶１０供试液９９ｍＬ，加
入上述制备好的白色念珠菌菌液 ０１ｍＬ，混匀，取
１ｍＬ供试液注入直径９０ｍｍ的无菌平皿中，平行制
备２个平皿，立即倾注不超过４５℃的沙氏葡萄糖琼
脂培养基（玫瑰红钠琼脂培养基、孟加拉红琼脂培养

基）２０ｍＬ。黑曲霉同法操作，２３℃培养５ｄ计数。
供试品对照组：取上述供试液，以０９％的无菌

氯化钠溶液代替菌液，按试验组操作，测定供试品对

照组菌数。

菌液对照组：取ｐＨ７０氯化钠蛋白胨缓冲液替
代供试液，按试验组操作加入试验菌液，测定菌液组

菌数。

２３　非致病性杂菌检查方法探索
２３１　菌液制备　将大肠埃希菌、金黄色葡萄球
菌、铜绿假单胞菌和枯草芽孢杆菌接种至胰酪大豆

胨液体培养基中，３３℃培养２４ｈ，将上述培养物用浓
度为０９％的无菌氯化钠溶液制成每 １ｍＬ含菌数
１００００～１０００００ｃｆｕ的菌悬液。
２３２　试验方法　称取供试品１ｇ，加到９ｍＬ浓度
为０９％的无菌氯化钠溶液中，接种大肠埃希菌菌悬
液 ０１ｍＬ，混 匀，使 每 １ｍＬ供 试 液 含 菌 数
１００～１０００ｃｆｕ，取１００μＬ加到各选择性平皿上，以
无菌涂布棒涂匀，每种选择性平皿一式３份，３３℃培
养４８ｈ，每天观察结果，记录平皿上生长的菌落数。
金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌和枯草芽孢杆菌、白

色念珠菌、黑曲霉同法操作。

３　研究结果
３１　可按照 ＜通则１１０５＞进行方法适用性试验的
品种

可按照＜通则１１０５＞进行方法适用性试验的品
种分为２类：成分菌为绝对厌氧菌的活菌制品和成
分菌不影响试验菌生长的活菌制品。

３１１　成分菌为绝对厌氧菌的活菌制品　包括双
歧杆菌活菌制剂、酪酸梭菌活菌制剂、酪酸梭菌二联

活菌制剂，共７个品种。参照 ＜通则１１０５＞进行的
计数方法适用性试验结果显示，成分为绝对厌氧菌

的活菌制品在该方法的培养条件下不生长，非致病

杂菌计数、真菌计数方法适用性试验中，各株试验菌

回收在０５～２０。以酪酸梭菌活菌散为例，计数方
法适用性试验结果如图１、２所示。

图１　酪酸梭菌活菌散需氧菌总数计数方法适用性试验
Ｆｉｇ１　ＳｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉｃｕｍｐｏｗｄｅｒ，ｌｉｖｅ
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图２　酪酸梭菌活菌散计数霉菌和酵母菌总数（真菌）计数方法适用性试验

Ｆｉｇ２　Ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｃｏｍｂｉｎｅｄｙｅａｓｔｓ（ｍｏｌｄｓ）ｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉｃｕｍｐｏｗｄｅｒ，ｌｉｖｅ

３１２　成分菌不影响试验菌生长的活菌制品　凝结
芽孢杆菌片，共１个品种。根据《伯杰氏系统细菌学手
册》对凝结芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｏａｇｕｌａｎｓ生长特性的描
述“在４０℃下培养２ｄ，可以在ＴＳＡ上生长出从小于１
ｍｍ到３ｍｍ的菌落，最适生长温度在４０～５７℃，最高

可以在５７～６１℃的环境下生长。”根据以上描述，对凝
结芽孢杆菌的最适生长温度进行研究，将接种了凝结

芽孢杆菌的平皿置于３７～６０℃环境下培养７２ｈ，并逐
日观察，择取不同培养温度下的菌落进行革兰染色，结

果如图３、４所示。

图３　凝结芽孢杆菌适宜生长温度研究

Ｆｉｇ３　ＳｔｕｄｙｏｎｏｐｔｉｍｕｍｇｒｏｗｔｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆＢｃｏａｇｕｌａｎｓ

　　图３结果显示，凝结芽孢杆菌片中的凝结芽孢
杆菌最适生长温度范围在４５～５５℃，３７℃培养４８ｈ
菌落生长较小。

参照＜通则１１０５＞进行的计数方法适用性试验
中，细菌的培养温度一般为３０～３５℃，真菌的培养

温度为２０～２５℃，本试验采用的培养温度为非致病
性杂菌３３℃、真菌２３℃。结果显示，在本试验条件
下，凝结芽孢杆菌的生长缓慢，不影响试验菌的回

收，结果如图５、６所示。
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图４　不同温度培养的凝结芽孢杆菌镜检形态
Ｆｉｇ４　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＢｃｏａｇｕｌａｎｓｃｕｌｔｕｒｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｂｙｇｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

图５　凝结芽孢杆菌片需氧菌总数计数方法适用性试验
Ｆｉｇ５　ＳｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｃｏａｇｕｌａｎｓｔａｂｌｅｔｓ，ｌｉｖｅ

图６　凝结芽孢杆菌片霉菌和酵母菌总数（真菌）计数方法适用性试验
Ｆｉｇ６　Ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｃｏｍｂｉｎｅｄｙｅａｓｔｓ（ｍｏｌｄｓ）ｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｃｏａｇｕｌａｎｓｔａｂｌｅｔｓ，ｌｉｖｅ
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３２　部分试验菌回收率符合要求的产品
３２１　含有地衣芽孢杆菌的制品　地衣芽孢杆菌
制剂共２个品种。参照＜通则１１０５＞进行的计数方
法适用性试验结果如图７、８所示，地衣芽孢杆菌在
该方法的培养条件下芽孢菌迅速蔓延生长，金黄色

葡萄球菌、枯草芽孢杆菌被覆盖或竞争抑制而无法

识别；大肠埃希菌和铜绿假单胞菌可观察到部分菌

落生长，但回收比值在０５以下；真菌计数使用玫瑰
红钠琼脂培养基、孟加拉红琼脂培养基和ＳＤＡ时，各
株试验菌回收在０５～２０。

图７　地衣芽孢杆菌活菌胶囊需氧菌总数计数方法适用性试验

Ｆｉｇ７　ＳｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓｃａｐｓｕｌｅｓ，ｌｉｖｅ

图８　地衣芽孢杆菌活菌胶囊霉菌和酵母菌总数（真菌）计数方法适用性试验

Ｆｉｇ８　Ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｃｏｍｂｉｎｅｄｙｅａｓｔｓ（ｍｏｌｄｓ）ｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓｃａｐｓｕｌｅｓ，ｌｉｖｅ
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３２２　含有蜡样芽孢杆菌的制品　包括蜡样芽
孢杆菌制剂、双歧杆菌四联活菌片，共 ３个品种。
参照 ＜通则 １１０５＞进行的计数方法适用性试验
结果如图９、１０所示，使用 ＴＳＡ进行需氧菌总数计
数时，蜡样芽孢杆菌迅速蔓延生长，大肠埃希菌、

金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、

白色念珠菌、黑曲霉被覆盖或竞争抑制而无法识

别；使用 ＳＤＡ进行需氧菌总数计数时，白色念珠
菌和黑曲霉的生长均受到蜡样芽孢杆菌的抑制，

回收比值在 ０５以下；使用玫瑰红钠琼脂培养基
和孟加拉红琼脂培养基时，各株试验菌回收在

０５～２０。

图９　蜡样芽孢杆菌活菌片需氧菌总数计数方法适用性试验

Ｆｉｇ９　ＳｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｌｉｖｅＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓｔａｂｌｅｔｓ

图１０　蜡样芽孢杆菌活菌片霉菌和酵母菌总数（真菌）计数方法适用性试验

Ｆｉｇ１０　Ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｃｏｍｂｉｎｅｄｙｅａｓｔｓ（ｍｏｌｄｓ）ｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｌｉｖｅＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓｔａｂｌｅｔｓ
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３２３　含有枯草芽孢杆菌的制品　枯草杆菌二联
制剂共２个品种。参照 ＜通则１１０５＞进行的计数
方法适用性试验，结果如图１１、１２所示。使用 ＴＳＡ
进行需氧菌总数计数时，枯草芽孢杆菌和屎肠球菌

迅速长满整个平皿，大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、

枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌和黑曲

霉被覆盖或竞争抑制而无法识别。使用玫瑰红钠

琼脂培养基和孟加拉红琼脂培养基进行霉菌和酵

母菌总数计数时，白色念珠菌和黑曲霉的回收比值

均在０５～２０，使用 ＳＤＡ进行霉菌和酵母菌总数
计数时，白色念珠菌和黑曲霉被覆盖或竞争抑制而

无法识别。

图１１　枯草杆菌二联活菌颗粒需氧菌总数计数方法适用性试验

Ｆｉｇ１１　ＳｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＣｏｍｂｉｎｅｄＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍｇｒａｎ

ｕｌｅｓｗｉｔｈｍｕｌｔｉｖｉｔａｍｉｎｅｓ，ｌｉｖｅ

图１２　枯草杆菌二联活菌颗粒霉菌和酵母菌总数（真菌）计数方法适用性试验

Ｆｉｇ１２　Ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｃｏｍｂｉｎｅｄｙｅａｓｔｓ（ｍｏｌｄｓ）ｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ

ｇｒａｎｕｌｅｓｗｉｔｈｍｕｌｔｉｖｉｔａｍｉｎｅｓ，ｌｉｖｅ
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３２４　含有肠球菌的制剂　双歧杆菌三联制剂共３
个品种。参照＜通则１１０５＞进行的计数方法适用性
试验，结果如图１３、１４所示。受到肠球菌的影响，使
用ＴＳＡ进行需氧菌总数计数时，大肠埃希菌、白色念
珠菌、黑曲霉可观察到菌落生长，但回收比值小于

０５，无法观察到金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的

生长。使用孟加拉红琼脂培养基进行霉菌和酵母菌

总数计数时，白色念珠菌和黑曲霉的回收比值均在

０５～２０，使用玫瑰红钠琼脂培养基和 ＳＤＡ进行霉
菌和酵母菌总数计数时，白色念珠菌和黑曲霉的生

长受到抑制，菌落不同程度减小，但回收比值仍在

０５～２０。

图１３　双歧杆菌三联活菌散需氧菌总数计数方法适用性试验

Ｆｉｇ１３　ＳｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｌｉｖｅｃｏｍｂｉｎｅｄＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｎｄＥｎｔｅｒｏｃｏｃ

ｃｕｓｐｏｗｄｅｒ，ｏｒａｌ

图１４　双歧杆菌三联活菌散霉菌和酵母菌总数（真菌）计数方法适用性试验

Ｆｉｇ１４　Ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｃｏｍｂｉｎｅｄｙｅａｓｔｓ（ｍｏｌｄｓ）ｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｌｉｖｅｃｏｍｂｉｎｅｄＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｎｄＥｎ

ｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｐｏｗｄｅｒ，ｏｒａｌ
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３３　非致病性杂菌检查方法探索
上述研究结果发现，微生态活菌制品的真菌计

数可通过使用适宜培养基实现试验菌的回收，但非

致病性杂菌受到需氧芽孢菌和肠球菌的影响不易消

除。甘露醇氯化钠琼脂培养基（ＭＡＮ）、麦康凯琼脂
培养基（ＭＡＣ）、十六烷基三甲铵琼脂培养基（ＣＥＴ）
和木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养基（ＸＬＤ）是２０２０
年版《中国药典》用于控制菌检查的常用选择性培养

基，其中ＭＡＮ用于金黄色葡萄球菌的检查，ＭＡＣ用
于大肠埃希菌的检查，ＣＥＴ用于铜绿假单胞菌的检

查，ＸＬＤ用于沙门氏菌的检查。曙红亚甲蓝琼脂培
养基（ＥＭＢ）作为革兰阴性菌弱选择性培养基，在
２０００年版《中国生物制品规程》中用于芽孢杆菌活菌
制品的非致病性杂菌检查。以地衣芽孢杆菌活菌颗

粒为例进行５种培养基的计数方法适用性试验，结
果如图１５所示，大肠埃希菌在ＭＡＣ、ＸＬＤ和ＥＭＢ上
的回收比值均在０５～２０，铜绿假单胞菌在 ＭＡＣ、
ＣＥＴ和ＥＭＢ上的回收比值在０５～２０。金黄色葡
萄球菌和枯草芽孢杆菌在５种选择性培养基上均无
法回收。

图１５　地衣芽孢杆菌活菌胶囊非致病性杂菌方法探索

Ｆｉｇ１５　ＳｔｕｄｙｏｎｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓｃａｐｓｕｌｅｓ，ｌｉｖｅ
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３４　未进行研究的品种
包括双歧杆菌乳杆菌三联活菌片、地衣芽孢杆

菌活菌片、枯草杆菌活菌胶囊、阴道用乳杆菌活菌胶

囊在内的４个品种，由于未征集到样品而未进行相
关的研究。

４　讨论
４１　微生态活菌制品杂菌检查法难点和必要性
分析

微生态活菌制品的有效成分为活菌，部分品种

包含２种及以上的微生物，每种活菌的含量大多在
１０６ＣＦＵ·ｇ－１以上。虽然理想的杂菌检查方法应在
抑制成分菌的同时不影响杂菌的检出，但实际操作

中存在较大困难。 ＜总论 ＞附录３中规定，一般使
用营养琼脂进行非致病性杂菌检查、使用玫瑰红钠

琼脂进行真菌检查。营养琼脂对芽孢杆菌没有抑制

作用，而微生态活菌制品的非致病性杂菌计数的最

大干扰来源于需氧芽孢杆菌。在总论附录１中列举
的２２个微生态活菌制品中，有１０个品种含有需氧芽
孢杆菌，占比接近一半。需氧芽孢杆菌在３０～３５℃
可迅速生长覆盖整个平皿，由于成分菌的含量较高，

即使杂菌污染至１０４～１０５ＣＦＵ·ｇ－１，仍然无法基于
限度范围进行有效稀释和计数。此外，蜡样芽孢杆

菌、地衣芽孢杆菌等芽孢杆菌可以在一定程度上抑

制化脓性球菌和肠道菌的生长，更增加了杂菌检查

结果的不确定性。

微生态活菌制品生产工艺中的发酵体系一般没

有选择性，适宜多种微生物生长，包括潜在的污染

菌。环境控制中消毒剂的使用和消毒方法的选择需

考虑对活菌的影响而受到限制，消毒效果不尽如意。

微生态活菌制品中原则上不能添加抑菌剂，因此，整

个工艺过程中潜在的微生物污染需要更加严格的控

制措施，而缺乏有效的杂菌检查方法，就无法及时发

现生产线污染隐患［１５］。因此，排除目的菌干扰，建立

有效的杂菌检查方法，对于该类产品的风险控制有

非常重要的意义。

４２　国内外标准收载、执行情况
ＵＳＰ中关于微生态制剂的章节〈６４〉ＰＲＯＢＩＯＴＩＣ

ＴＥＳＴＳ中对不同组分的微生态制剂的污染微生物限度
做了不同的规定：以非芽孢菌为组分的制剂，需检查非

乳酸菌数（不大于５×１０３ＣＦＵ·ｇ－１）、霉菌和酵母菌
总数（不大于１００ＣＦＵ·ｇ－１）；以芽孢菌为组分的制
剂，需检查霉菌和酵母菌总数（不大于 １００ＣＦＵ·

ｇ－１）；以霉菌和酵母为组分的制剂，需检查需氧菌总数
（不大于１×１０３ＣＦＵ·ｇ－１）；所有制剂均不得检出大
肠埃希菌和沙门氏菌（每１０ｇ样品中不得检出）。除
此之外，若制剂成分菌构成与单增李斯特菌、金黄色葡

萄球菌或铜绿假单胞菌污染相关的风险，则应根据正

式的风险评估程序，如危害分析和关键控制点（ＨＡＣ
ＣＰ）进行测试和确认。如果制剂是供婴儿使用的，还
需检测产气荚膜梭菌和阪崎肠杆菌［１６］。

ＥＰ在章节 “ＬＩＶＥＢＩＯＴＨＥＲＡＰＥＵＴＩＣＰＲＯＤ
ＵＣＴＳＦＯＲＨＵＭＡＮＵＳＥ”中对活菌制剂的微生物指
标 进 行 了 的 规 定［１７］８７６，并 设 ２６３６［１７］２５０ 和
２６３８［１７］２５５２个章节，规定了微生物计数法和控制
菌检查法的方法适用性试验和样品检查方法，并列

举了部分可以特异性抑制成分菌的培养基，例如使

用无糖琼脂培养基进行成分为乳酸菌的制剂的需氧

菌总数检查、使用环己亚胺抑制布拉氏酵母菌的生

长、向ＳＤＡ中加入氯霉素进行霉菌和酵母菌总数计
数等。同时，对于缺少适宜方法进行微生物计数的

活菌制品，以检查特定控制菌的方法来替代微生物

计数。例如，以检查耐胆盐革兰阴性菌、铜绿假单胞

菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌以及基于风险评估可

能存在的其他致病微生物来替代需氧菌总数计数；

以检查白色念珠菌和基于风险评估的其他病原霉菌

来替代霉菌和酵母计数。除此之外，还应根据风险

评估检查厌氧污染物和环境微生物的污染，并根据

用药人群评估微生物污染的风险，比如婴幼儿、体弱

者、使用免疫抑制剂和类固醇的患者和存在疾病、器

官损伤的患者等。

４３　微生态活菌制品杂菌检查决策树
２０２０年版《中国药典》三部＜总论＞附录３对微

生态活菌制品的杂菌检查方法进行了规定，并根据

给药途径规定了限度标准，但未收载方法适用性试

验和基于风险的杂菌控制方法。本研究参照 ＜通则
１１０５＞进行微生态活菌制品杂菌检查的方法适用性
试验，研究结果表明，部分品种的需氧菌总数（非致

病性杂菌）和霉菌和酵母菌总数（真菌）计数方法适

用性试验均可以参照＜通则１１０５＞执行。受到需氧
芽孢杆菌和肠球菌的影响，部分品种的需氧菌总数

（非致病性杂菌）计数方法适用性试验无法通过，但

霉菌和酵母菌总数（真菌）计数方法适用性试验可通

过。非致病性杂菌计数方法探索结果显示，ＥＭＢ、
ＸＬＤ、ＭＡＣ均可较好回收大肠埃希菌和铜绿假单胞
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菌等革兰阴性杆菌，对于口服给药制剂来说，革兰阴

性杆菌具有较高的致病风险，可使用选择性培养基

对部分杂菌进行控制。参照ＥＰ的规定，根据给药途

径、用药人群和风险控制，对无法通过计数方法适用

性试验的品种进行控制菌和不可接受菌的检查，也

可有效降低微生态活菌制品的微生物污染风险。

图１６　微生态活菌制品杂菌检查决策树

Ｆｉｇ１６　Ｄｅｃｉｓｉｏｎｔｒｅｅｆｏｒｔｈｅｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｅｎｕｍｅｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｏｆｌｉｖｅｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　基于本项研究的结果，为微生态活菌制品的杂
菌检查绘制了决策树（图１６），以试验菌回收是否符

合要求来确认杂菌检查的方法适用性，无法通过适

用性试验的品种应对方法进行优化，如经优化后仍
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无法回收试验菌，则基于风险选择可回收最多试验

菌的方法，或采用控制菌和不可接受菌检查替代杂

菌检查，为微生态活菌制品的微生物污染控制提供

了解决方案。
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