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摘要　目的：建立符合ＵＳＰ通则＜１１１１＞ ＜２０２３＞（２０１３年前已生效）的复方苦参提取物及其相关组分微
生物限度检查方法及质量标准。方法：首先，对ＵＳＰ和２０２０年版《中华人民共和国药典》中药制剂及饮片
标准进行比对分析，确定复方苦参提取物及其相关组分微生物限度标准。其次，以ＵＳＰ通则＜６１＞ ＜６２＞
为指导原则，开发适用于复方苦参提取物及其相关组分微生物限度检查方法。采用平皿倾注法分别对复方

苦参提取物及其２个组分苦参和白土苓的需氧菌总数计数、霉菌和酵母菌总数计数进行计数方法适用性试
验，采用直接接种法对控制菌进行方法适用性试验；最后，综合采用 ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦＭＳ微生物鉴定方法及细
菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列比对分析方法对样品中的污染微生物进行菌种鉴定，进一步对污染微生物种群分布
及危害进行分析。结果：建立了符合ＵＳＰ要求的复方苦参提取物及其相关组分微生物限度标准；复方苦参
提取物及其２个组分苦参和白土苓的微生物计数方法适用性试验结果回收比值均在０５～２０，控制菌方
法适用性试验中阳性对照菌株均能够生长，符合 ＵＳＰ要求；４０株污染微生物根据鉴定结果涉及１３个种５
个属，主要涵盖不同种类的芽孢杆菌属（８７５％）、肠杆菌属（１０％）及假单胞菌属（２５％）；污染微生物均为
危害性较小的条件致病菌。结论：建立了苦参、白土苓及复方苦参提取物的微生物限度标准及微生物限度检

查方法，明确了上述产品的污染微生物种群分布和危害分析，完善了该中药制剂及其组分微生物质量控制。

关键词：苦参；白土苓；复方苦参提取物；微生物限度检查；污染微生物；微生物质量控制；质量标准
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　　中药饮片是我国药品的主要特色和优势之
一［１］。目前我国中药质量控制薄弱是影响中药产

业现代化和国际化及保障临床用药安全的关键因

素。中药质量控制集中在有效性和安全性评价方

面，其中安全性来源之一是中药在生长、生产、运输

过程中的外源性污染［２－３］。中药饮片大多源自天

然动植物或矿物，通常携带有大量微生物［４］。多数

中药饮片加工过程简单，灭菌不完全，微生物本底

污染量高［５］，且中药饮片一般水活度较高，在运输

和储存过程容易发生微生物污染和增殖［６］。范一

灵等［６］对中药饮片和代煎剂的微生物进行研究，发

现中药饮片存在较高水平的微生物污染，代煎剂按

照 ＵＳＰ２０２３要求，合格率为７０％，且随着保存时间
的延长合格率下降较快。中药复方制剂原材料及

生产过程中生物负载水平高，导致中药制剂面临的

微生物污染及成品制剂中由微生物增殖引起的有

害毒素风险更高［７－８］。此外，多数中药材本身具有

抑菌性，直接影响原料或产品中微生物能否被有效

检出，进一步影响原料及产品的微生物质量评价和

控制［９］。因此，建立科学、准确、有效的微生物检

查方法和质量标准体系，对于提高中药制剂微生物

污染质量控制水平，保障药品安全具有十分重要的

意义。

复方苦参提取物由国内某制药股份有限公司生

产，主要成分有苦参、白土苓。苦参作为方中主药，

具有清热燥湿，杀虫，利尿的功效［１０］，白土苓具有清

热除湿，解毒的功效［１１－１３］。本文对２０２０年版《中华
人民共和国药典》（简称《中国药典》）和 ＵＳＰ中的制
剂及中药饮片的概念、检查方法、限度规定等进行了

详尽的比对及探讨，初步建立原料白土苓饮片、苦参

饮片和终产品复方苦参提取物微生物限度检查方

法，进一步分析产品自身的微生物负载水平及微生

物种群情况，评估产品污染微生物的“不可接受性”，

结合２０２０年版《中国药典》和 ＵＳＰ的微生物评价指
标，对产品的污染微生物进行风险评估，对微生物评

价指标进行研判，最终建立了符合 ＵＳＰ的复方苦参
提取物及其相关组分微生物质量标准评价体系［１４］。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＤＪ－ＩＩ型匀浆机（炳隆）、ＢＳＡ２２０２Ｓ型电子天
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平（精度±０１ｇ）（赛多利斯科学仪器（北京）有限公
司）、ＡＣ２－５Ｓ１型生物安全柜（艺思高科技有限公
司）、ＸＧ１ＤＷＡ－１０Ｂ型高压灭菌器（山东新华医
疗器械股份有限公司）、ＭＩＲ２５３型培养箱（三洋电机
株式会社）、ＡｕｔｏｆｌｅｘｍａｘＴＯＦ／ＴＯＦ型多通道微生物
蛋白分析快速鉴定仪（布鲁克公司）。

１２　试药
苦参（批号２０１２０１、２１０４０２、２１０４０３、２１０４０４）、白土苓

（批号２１０８０２０１、２２０４０１０１、２２０４０２０１、２１０８０１０１）、复方苦
参提取物 （批号 ２０２２０３０１、２０２２０６０７、２０２２０６０８、
２０２２０６０９、２０２２１００３、２０２２１００４、２０２２１００５）均来源于
国内某制药股份有限公司。

１３　菌种
大肠埃希菌［Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＡＴＣＣ８７３９］、沙门

菌［Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｅｎｔｅｒｉｃａｓｕｂｓｐｅｎｔｅｒｉｃａｓｅｒｏｖａｒ，ＡＴＣＣ
１４０２８］、铜绿假单胞菌 ［Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，
ＡＴＣＣ９０２７］、金黄色葡萄球菌［Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，
ＡＴＣＣ６５３８］、枯草芽孢杆菌［Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，ＡＴＣＣ
６６３３］、白 色 念 珠 菌 ［Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ， ＡＴＣＣ
１０２３１］、巴西曲霉 ［Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ，ＡＴＣＣ
１６４０４］，均购自美国菌种保藏中心（ＡＴＣＣ）。
１４　培养基及试剂

ｐＨ７０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液干粉培养
基（批号 １１０６６１５）、胰酪大豆胨液体干粉培养基
（批号１１０６３４５）、沙氏葡萄糖琼脂干粉培养基（批
号２０２１１０３０）、麦康凯液体干粉培养基（批号
１１０３９１５）、木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂干粉培养基
（批号１１０４９２５）、肠道菌增菌液体培养基干粉培养
基（批号１１１００５５）均购自广东环凯微生物科技有
限公司，胰酪大豆胨琼脂干粉培养基（批号

２２１１１８Ｃ１０）、紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基干粉培养
基（批号１１１２６３５）均购自 ＭＥＲＣＫ公司，麦康凯琼
脂培养基干粉培养基（批号 １１１１２３５）购自中国食
品药品检定研究院，ＲＶ沙门菌增菌液体培养基干
粉培养基（批号２０２１１２０９）购自北京奥博星生物技
术有限责任公司。

ＨＣＣＡ基质购自Ｂｒｕｋｅｒ公司，批号７０２０１２００２７。
ＰＣＲ扩增引物：正向引物为２７Ｆ：５’－ＡＧＡＧＴＴＴ

ＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３’（批号１８４０４０００６７）；反向引物为
１４９２Ｒ：５’－ ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３’（批号
１８４０４０００６７），由生工生物工程（上海）股份有限公司
合成。

２　方法与结果
２１　微生物限度检查方法适用性试验
２１１　菌液制备　接种大肠埃希菌、沙门菌、金黄
色葡萄球菌、铜绿假单胞菌和枯草芽孢杆菌的新鲜

培养物至胰酪大豆胨液体培养基中，３３℃培养２４ｈ；
接种白色念珠菌的新鲜培养物至沙氏葡萄糖液体培

养基中，２３℃培养３ｄ，上述培养物用ｐＨ７０无菌氯
化钠－蛋白胨缓冲液制成１０００～１００００ｃｆｕ·ｍＬ－１

的菌悬液。

接种巴西曲霉的新鲜培养物至沙氏葡萄糖琼脂

斜面培养基中，２３℃培养７ｄ，加入含００５％聚山梨
酯８０的ｐＨ７０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液５ｍＬ洗
脱孢子，进一步用 ｐＨ７０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲
液制成１０００～１００００ｃｆｕ·ｍＬ－１的菌悬液。

２１２　供试液制备　苦参／白土苓：取苦参／白土苓
１０ｇ，用匀浆机破碎成粉末，加入胰酪大豆胨液体培
养基至１００ｍＬ，均质混匀，作为１∶１０供试液；取１∶１０
供试液１０ｍＬ，加入胰酪大豆胨液体培养基９０ｍＬ，
混匀，作为１∶１００的供试液。

复方苦参提取物：取复方苦参提取物１０ｍＬ，加
入胰酪大豆胨液体培养基至１００ｍＬ，均质混匀，作为
１∶１０供试液；取１∶１０供试液１０ｍＬ，加入胰酪大豆胨
液体培养基９０ｍＬ，混匀，作为１∶１００的供试液。
２１３　计数检查方法适用性试验　（１）试验组Ａ（需
氧菌总数组）：分别取１∶１０、１∶１００的供试液１０ｍＬ，加
入１０００～１００００ｃｆｕ·ｍＬ－１试验菌菌液０１ｍＬ（大肠
埃希菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆

菌、白色念珠菌、巴西曲霉），混匀，使每１ｍＬ供试液中
含菌量不大于１００ｃｆｕ，取１ｍＬ注入平皿，立即倾入胰
酪大豆胨琼脂培养基，平行制备２个平板。

试验组 Ｂ（霉菌、酵母菌计数组）：分别取 １∶１０
的供试液１０ｍＬ，加入１０００～１００００ｃｆｕ·ｍＬ－１试验

菌菌液０１ｍＬ（白色念珠菌、巴西曲霉），混匀，使每
１ｍＬ供试液中含菌量不大于１００ｃｆｕ，取１ｍＬ注入
平皿，立即倾入沙氏葡萄糖琼脂培养基，平行制备２
个平板。

（２）供试品对照组：取供试液，以ｐＨ７０无菌氯
化钠－蛋白胨缓冲液代替菌液同试验组操作。

（３）菌液对照组：取 ｐＨ７０无菌氯化钠 －蛋白
胨缓冲液代替供试液，按试验组操作加入试验菌液

并进行微生物回收试验。

按照上述试验方案，分别对苦参、白土苓及复方
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苦参提取物计数检查方法进行预试验及３次回收试
验。采用１∶１０供试液进行需氧菌总数计数检查方
法适用性预试验，结果苦参、白土苓的试验菌回收比

值均在０５～２０范围内，但是铜绿假单胞菌和枯草
芽孢杆菌的回收比值均偏低，复方苦参提取物的金

黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的回收比值均小于

０５，结果不符合 ＵＳＰ＜６１＞的要求（表１）。分别采
用１∶１００和１∶１０供试液进行需氧菌总数计数和霉
菌、酵母菌计数检查方法适用性试验，试验菌的回收

比值均在０５～２０范围内（表２）。采用上述方法进
行苦参、白土苓及复方苦参提取物的需氧菌总数、霉

菌酵母菌总数计数，结果均符合ＵＳＰ＜６１＞的要求。

表１　需氧菌总数计数方法适用性试验回收比值结果
Ｔａｂ１　Ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｅｒｏｂｉｃｍｅｔｈｏｄ

样品　　

（ｓａｍｐｌｅ）　　

需氧菌总数计数（ｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔ）（１∶１０）

铜绿假单胞菌

（Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）

金黄色葡萄球菌

（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）

枯草芽孢杆菌

（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）

白色念珠菌

（Ｃａｌｂｉｃａｎｓ）

巴西曲霉

（Ａ．ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）

苦参（ＳｏｐｈｏｒａｅＦｌａｖｅｓｃｅｎｔｉｓＲａｄｉｘ） ０６９ ０９６ ０６７ ０８４ ０８０

白土苓（ＨｅｔｅｒｏｓｍｉｌａｃｉｓＲｈｉｚｏｍａ） ０６８ １１ ０７５ ０８３ ０８６

复方苦参提取物（ｃｏｍｐｏｕｎｄＫｕｓｈｅｎｅｘｔｒａｃｔ） ０８１ ０３４ ０ ０８０ ０９４

表２　计数检查方法适用性试验回收比值结果
Ｔａｂ２　Ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｅｒｏｂｉｃｍｅｔｈｏｄａｎｄｍｏｕｌｄａｎｄｙｅｓｔ

样品　　

（ｓａｍｐｌｅ）　　

组别

（ｇｒｏｕｐ）

需氧菌总数

（ｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔ）（１∶１００）

霉菌、酵母菌计数（ｔｏｔａｌｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｙｅａｓｔｓａｎｄｍｏｌｄｓｃｏｕｎｔ）（１∶１０）

铜绿假

单胞菌

（Ｐａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）

金黄色

葡萄球菌

（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）

枯草芽

孢杆菌

（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）

白色

念珠菌

（Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ）

巴西

曲霉

（Ａ．ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）

白色念

珠菌

（Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ）

巴西

曲霉

（Ａ．ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）

苦参（Ｓｏｐｈｏｒａｅ １ １６０ ０８６ ０７３ １２０ １１０ １９４ ０９３

ＦｌａｖｅｓｃｅｎｔｉｓＲａｄｉｘ） ２ ０８８ １００ ０９１ １２０ ０９０ ０８４ ０８２

３ ０９３ １５０ １００ １１０ １１０ １２０ ０９３

白土苓（Ｈｅｔｅｒｏｓ １ １６０ ０８６ ０９９ １２０ １１０ ０９４ １００

ｍｉｌａｃｉｓＲｈｉｚｏｍａ） ２ ０８５ ０９８ １１０ １００ ０９４ ０８７ ０９３

３ ０８８ ０７６ １２０ １１０ １４０ ０９８ ０９８

复方苦参提取物 １ ０９８ １３０ ０９３ １３０ １００ ０８３ １２０

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ ２ ０９３ １００ １２０ １２０ １２０ １００ ０９１

Ｋｕｓｈｅｎｅｘｔｒａｃｔ） ３ ０９８ １００ ０９８ １１０ １３０ ０８３ １５０

２１４　控制菌检查方法适用性试验　（１）阳性对照
组：大肠埃希菌：取１∶１０的供试液１０ｍＬ及不大于
１００ｃｆｕ的试验菌１ｍＬ，分别加入１００ｍＬ胰酪大豆
胨液体培养基中，混匀，按 ＵＳＰ＜６２＞非无菌药品微
生物限度控制菌检查法检查。

沙门菌：取样品１０ｇ及不大于１００ｃｆｕ的试验菌
１ｍＬ，分别加入２００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中，
混匀，按ＵＳＰ＜６２＞非无菌药品微生物限度控制菌检
查法检查。

耐胆盐革兰阴性菌（定量试验）：取样品１０ｇ，用

破碎机破碎成粉末，加胰酪大豆胨液体培养基至１００
ｍＬ，均质混匀，作为１∶１０的供试液，取１∶１０的供试
液１０ｍＬ各２份，分别加入不大于１００ｃｆｕ的大肠埃
希菌和铜绿假单胞菌０１ｍＬ，２３℃培养２ｈ，然后用
胰酪大豆胨液体培养基将供试液１０倍稀释至１∶１００
和１：１０００，按ＵＳＰ＜６２＞非无菌药品微生物限度控
制菌检查法检查。

（２）供试品对照组：取供试液，以胰酪大豆胨液
体培养基代替菌液，同阳性对照组操作。

（３）阴性对照组：以胰酪大豆胨液体培养基代替
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供试液和菌液，同阳性对照组操作。

按照上述试验方案，分别对苦参、白土苓及复方

苦参提取物控制菌检查方法进行方法适用性试验，

试验结果表明，阳性对照组控制菌均能检出，供试品

对照组和阴性对照组均未检出（表３），苦参、白土苓
及复方苦参提取物采用上述方法能够检出控制菌。

表３　控制菌检查方法适用性试验结果
Ｔａｂ３　Ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｅｄｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｍｅｔｈｏｄ

样品　　

（ｓａｍｐｌｅ）　　

控制菌项目　　

（ｓｐｅｃｉｆｉｅｄｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ）　　

阳性对照组

（ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ）

供试品对照组

（ｓａｍｐｌｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ）

阴性对照组

（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ）

苦参（ＳｏｐｈｏｒａｅＦｌａｖｅｓｃｅｎｔｉｓＲａｄｉｘ） 大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ） ＋ － －

沙门菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ．） ＋ － －

耐胆盐革兰阴性菌（Ｂｌｌｅ－ＴｏｌｅｒａｎｔＧｒａｍ－ＮｅｔｉｖｅＢａｃｔｅｒｉａ） ＋ － －

白土苓（ＨｅｔｅｒｏｓｍｉｌａｃｉｓＲｈｉｚｏｍａ） 大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ） ＋ － －

沙门菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ．） ＋ － －

耐胆盐革兰阴性菌（Ｂｌｌｅ－ＴｏｌｅｒａｎｔＧｒａｍ－ＮｅｔｉｖｅＢａｃｔｅｒｉａ） ＋ － －

复方苦参提取物（ｃｏｍｐｏｕｎｄ 大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ） ＋ － －

Ｋｕｓｈｅｎｅｘｔｒａｃｔ） 沙门菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ．） ＋ － －

耐胆盐革兰阴性菌（Ｂｌｌｅ－ＴｏｌｅｒａｎｔＧｒａｍ－ＮｅｔｉｖｅＢａｃｔｅｒｉａ） ＋ － －

２２　微生物限度检查
根据“２１”微生物限度检查方法适用性试验结

果，确定苦参、白土苓、复方苦参提取物的微生物限

度检查方法为：取本供试品１０ｇ或１０ｍＬ，苦参和白
土苓需破碎成粉末，复方苦参提取物需摇匀，分别加

胰酪大豆胨液体培养基至１００ｍＬ，均质混匀，作为１
∶１０的供试液，采用胰酪大豆胨液体培养基依次制备
成１∶１００的供试液。其中需氧菌总数采用１∶１００供试
液，霉菌和酵母菌计数采用１∶１０供试液，均采用平
皿法；大肠埃希菌（１ｇ或１ｍＬ）检查取１∶１０的供试
液１０ｍＬ，加入１００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中；沙
门氏菌检查均取供试品１０ｇ或１０ｍＬ，加入２００ｍＬ
胰酪大豆胨液体培养基中；耐胆盐革兰阴性菌检查

采用直接接种法。

采用上述微生物限度检查方法，分别对不同

批次的苦参（４批次）、白土苓（４批次）、复方苦参
提取物（１０批次）进行检查，结果４批次苦参的需
氧菌总数计数在 １０×１０３～４７×１０４ｃｆｕ·ｇ－１，

霉 菌 和 酵 母 菌 计 数 及 控 制 菌 的 检 查 结 果

均 ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１和未检出；４批次白土苓的需氧
菌总数计数在４０×１０２～３６×１０４ｃｆｕ·ｇ－１，霉

菌和酵母菌计数及控制菌的检查结果均 ＜１０
ｃｆｕ·ｇ－１和未检出；１０件（７批次）复方苦参提取
物的计数及控制菌的检查结果均 ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１

和未检出；此外，经辐照灭菌的２批苦参和白土苓
的计数及控制菌的检查结果均 ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１和

未检出，说明辐照灭菌可有效降低中药饮片的微

生物负载（表４）。
２３　微生物菌株的分离纯化及菌种鉴定
２３１　菌株分离纯化　分别自“２２”中４批苦参和
白土苓微生物限度检查中的需氧菌总数检查平板及

控制菌增菌培养液中分离不同形态的微生物单菌

落，划线纯化于胰酪大豆胨琼脂平板，３３℃培
养２４～７２ｈ。
２３２　微生物菌种鉴定及鉴定结果分析　本研究
从苦参、白土苓２种样品中共分离纯化微生物菌株
４０株，全部为细菌。对于上述分离纯化得到的菌落
综合采用 ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦＭＳ微生物鉴定方法及细菌
１６ＳｒＲＮＡ序列比对分析方法进行菌种鉴定。４０株
微生物分布５个不同的属，占比较高的２个菌属分别
为Ｂａｃｉｌｌｕｓ（芽孢杆菌属，８０％）和Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ（肠杆
菌属，１０％），上述两属的菌株数量占总菌数９０％（表
５）。针对８个样品分离及鉴定的４０株菌株进行种
水平的统计分析，２种样品共涵盖菌株１３种，占比较
高的３种菌株分别为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
（３２５％）、蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）（２０％）及
神户肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｋｏｂｅｉ）（１０％），上述３种菌
株占总菌株６２５％（表５）。
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表４　苦参、白土苓、复方苦参提取物微生物限度检查结果
Ｔａｂ４　Ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｉｍｉｔｔｅｓｔ

样品　　　

（ｓａｍｐｌｅ）　　　

批号　

（ｌｏｔＮｏ．）　

需氧菌总数

（ｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃ

ｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔ）

霉菌、酵母菌总数计数

（ｔｏｔａｌｃｏｍｂｉｎｅｄｙｅａｓｔｓ

ａｎｄｍｏｌｄｓｃｏｕｎｔ）

大肠埃希菌

（Ｅ．ｃｏｌｉ）

（１ｇ或１ｍＬ）

沙门氏菌

（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ．）

（１０ｇ或１０ｍＬ）

耐胆盐革兰阴性菌

（Ｂｌｌｅ－Ｔｏｌｅｒａｎｔ

Ｇｒａｍ－ＮｅｔｉｖｅＢａｃｔｅｒｉａ）

苦参（Ｓｏｐｈｏｒａｅ ２０１２０１ ２６×１０３ｃｆｕ·ｇ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１

ＦｌａｖｅｓｃｅｎｔｉｓＲａｄｉｘ） ２１０４０２ １０×１０３ｃｆｕ·ｇ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１

２１０４０３ ４７×１０４ｃｆｕ·ｇ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１

２１０４０４ １５×１０４ｃｆｕ·ｇ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１

２１０４０４ ＜１００ｃｆｕ·ｇ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１

白土苓（Ｈｅｔｅｒｏｓｍｉｌａｃｉｓ ２１０８０２０１ ５６×１０３ｃｆｕ·ｇ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１

Ｒｈｉｚｏｍａ） ２２０４０１０１ ４０×１０２ｃｆｕ·ｇ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１

２２０４０２０１ ３６×１０４ｃｆｕ·ｇ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１

２１０８０１０１ ５５×１０３ｃｆｕ·ｇ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１

２１０８０１０１ ＜１００ｃｆｕ·ｇ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｇ－１

复方苦参提取物 ２０２２０３０１ ＜１００ｃｆｕ·ｍＬ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ ２０２２０６０７ ＜１００ｃｆｕ·ｍＬ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１

Ｋｕｓｈｅｎｅｘｔｒａｃｔ） ２０２２０６０８ ＜１００ｃｆｕ·ｍＬ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１

２０２２０６０９ ＜１００ｃｆｕ·ｍＬ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１

２０２２１００３－０ｄ ＜１００ｃｆｕ·ｍＬ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１

２０２２１００４－０ｄ ＜１００ｃｆｕ·ｍＬ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１

２０２２１００５－０ｄ ＜１００ｃｆｕ·ｍＬ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１

２０２２１００３－１０ｄ ＜１００ｃｆｕ·ｍＬ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１

２０２２１００４－１０ｄ ＜１００ｃｆｕ·ｍＬ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１

２０２２１００５－１０ｄ ＜１００ｃｆｕ·ｍＬ－１ ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１ － － ＜１０ｃｆｕ·ｍＬ－１

　注（ｎｏｔｅ）：“０ｄ”和“１０ｄ”分别指产品的稳定性测试时间（ｔｈｅ“０ｄ”ａｎｄ“１０ｄ”ｒｅｆｅｒｓｔｏｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｔｅｓｔｉｎｇｔｉｍｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；“”

指样品经辐照灭菌（“”ｒｅｆｅｒｓｔｏｓａｍｐｌｅｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｂｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ）；“－”指样品未检出（“－”ｒｅｆｅｒｓｔｏｔｈｅｓａｍｐｌｅｉｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

表５　苦参、白土苓中污染微生物鉴定结果种属水平的分析
Ｔａｂ５　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｐｅｃｉｅｓｌｅｖｅｌｏｆｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｎＳｏｐｈｏｒａｅＦｌａｖｅｓｃｅｎｔｉｓＲａｄｉｘａｎｄＨｅｔｅｒｏｓｍｉｌａｃｉｓＲｈｉｚｏｍａ

序号

（ｎｕｍｂｅｒ）

菌种　　　

（ｓｔｒａｉｎ）　　　

菌株数量

（ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｔｒａｉｎｓ

ｆｏｒｓｐｅｃｉｅｓ）

菌株占比

（ｒａｔｉｏｏｆ

ｓｐｅｃｉｅｓ）／％

属名　

（ｇｅｎｕｓ）　

菌属数量

（ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｔｒａｉｎｓ

ｆｏｒｇｅｎｕｓ）

菌属占比

（ｒａｔｉｏｏｆ

ｇｅｎｕｓ）／％

１ 枯草芽孢杆菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ） １３ ３２５ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ３２ ８０

２ 蜡样芽孢杆菌（Ｂｃｅｒｅｕｓ） ８ ２０

３ 简单芽孢杆菌（Ｂｓｉｍｐｌｅｘ） ３ ７５

４ 巨大芽孢杆菌（Ｂｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ） ２ ５

５ 坎德玛斯岛芽孢杆菌（Ｂｌｕｃｉｆｅｒｅｎｓｉｓ） ２ ５

６ 壁芽孢杆菌（Ｂｍｕｒａｌｉｓ） １ ２５

７ 苏云金芽孢杆菌（Ｂｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ） １ ２５

８ 巴达维亚芽孢杆菌（Ｂｂａｔａｖｉｅｎｓｉｓ） １ ２５

９ 高地芽孢杆菌（Ｂａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ） １ ２５

１０ 中孢短芽孢杆菌（Ｂｃｅｎｔｒｏｓｐｏｒｕｓ） ２ ５ Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ２ ５

１１ 房间芽孢杆菌属（Ｄｏｍｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ） １ ２５ Ｄｏｍｉｂａｃｉｌｌｕｓ １ ２５

１２ 浅黄色假单胞菌（Ｐｌｕｔｅｏｌａ） １ ２５ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ １ ２５

１３ 神户肠杆菌（Ｅｋｏｂｅｉ） ４ １０ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ４ １０
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２４　标准分析
根据ＵＳＰ＜２０２３＞中非无菌营养和膳食补充剂

的微生物限度标准，苦参和白土苓应执行干燥经磨

粉植物的限度标准，复方苦参提取物应执行经磨粉

植物提取物的限度标准，进一步参考ＵＳＰ＜１１１１＞非
无菌药用物质微生物限度标准、非无菌制剂微生物

限度标准和２０２０年版《中国药典》四部通则 ＜１１０８
＞中药提取物及中药饮片的微生物限度标准，苦参、
白土苓及复方苦参提取物的微生物限度检查项目包

含需氧菌总数计数、霉菌和酵母菌总数计数、大肠埃

希菌、耐胆盐革兰式阴性菌及沙门菌检查，具体限度

标准比较详见表６。

表６　ＵＳＰ及《中国药典》关于中药饮片及中药制剂的微生物限度标准比较
Ｔａｂ６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｉｍｉｔｓｔａｎｄａｒｄｓｏｆＵＳＰａｎｄＣｈＰｆｏｒＣｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂａｌｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

ｐｉｅｃｅｓａｎｄＣｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂａｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ

标准来源　
（ｓｔａｎｄａｒｄ）　

分类　
（ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ）　

需氧菌总数

（ｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔ）

霉菌、酵母菌

总数计数

（ｔｏｔａｌｃｏｍｂｉｎｅｄｙｅａｓｔｓ
ａｎｄｍｏｌｄｓｃｏｕｎｔ）

耐胆盐革兰阴性菌

（Ｂｌｌｅ－Ｔｏｌｅｒａｎｔ
Ｇｒａｍ－Ｎｅｔｉｖｅ
Ｂａｃｔｅｒｉａ）

大肠

埃希菌

（Ｅ．ｃｏｌｉ）

沙门菌

（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｓｐｐ．）

ＵＳＰ＜２０２３＞非无菌营养和膳
食补充剂的微生物限度标准

（ＵＳＰ＜２０２３＞ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｔｔｒｉｂｕｔｅｓｏｆｎｏｎｓｔｅｒｉｌｅｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ
ａｎｄｄｉｅｔａｒｙｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓ）

干燥经磨粉植物（ｄｒｉｅｄｏｒ
ｐｏｗｄｅｒｅｄｂｏｔａｎｉｃａｌｓ）
经磨粉植物提取物（ｐｏｗ
ｄｅｒｅｄｂｏｔａｎｉｃａｌｅｘｔｒａｃｔｓ）

≤１×１０５ｃｆｕ·ｇ－１

≤１×１０４ｃｆｕ·ｇ－１或
（ｏｒ）ｃｆｕ·ｍＬ－１

≤１×１０３ｃｆｕ·ｇ－１

≤１×１０３

ｃｆｕ·ｇ－１或
（ｏｒ）ｃｆｕ·ｍＬ－１

≤１×１０３

ｃｆｕ·ｇ－１

／

－／１０ｇ
－／１０ｇ或
（ｏｒ）１０ｍＬ

－／１０ｇ
－／１０ｇ或
（ｏｒ）１０ｍＬ

ＵＳＰ＜１１１１＞非无菌药用物质
微生物限度标准（ＵＳＰ＜１１１１＞
ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｎｏｎｓｔｅｒｉｌｅｐｒｏｄｕｃｔｓ：ａｃｃｅｐｔａｎｃｅ
ｃｒｉｔｅｒｉａｆｏｒｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｐｒｅｐａ
ｒａｔｉｏｎｓａｎｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｆｏｒｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌｕｓｅ）

药用物质（ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｆｏｒ
ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｕｓｅ）

≤１０３

ｃｆｕ·ｇ－１或
（ｏｒ）ｃｆｕ·ｍＬ－１

≤１０２

ｃｆｕ·ｇ－１或
（ｏｒ）ｃｆｕ·ｍＬ－１

／ ／ ／

ＵＳＰ＜１１１１＞非无菌制剂微生
物限度标准（ＵＳＰ＜１１１１＞
ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｎｏｎｓｔｅｒｉｌｅｐｒｏｄｕｃｔｓ：ａｃｃｅｐｔａｎｃｅ
ｃｒｉｔｅｒｉａｆｏｒｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｐｒｅｐａ
ｒａｔｉｏｎｓａｎｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｆｏｒｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌｕｓｅ）

口服非液体制剂（ｎｏｎａ
ｑｕｅｏｕｓ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ｏｒａｌｕｓｅ）
口服液体制剂（ａｑｕｅｏｕｓ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｆｏｒｏｒａｌｕｓｅ）

≤１０３ｃｆｕ·ｇ－１

≤１０２ｃｆｕ·ｍＬ－１
≤１０２ｃｆｕ·ｇ－１

≤１０１ｃｆｕ·ｍＬ－１
／
／

－／ｇ
－／ｍＬ

／
／

《中国药典》通则＜１１０８＞中药
提取物及中药饮片的微生物限

度标准（ＣｈＰ＜１１０８＞ｍｉｃｒｏｂｉ

中药 提 取 物 （Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｈｅｒｂｓｅｘｔｒａｃｔｓ）

≤１０３ｃｆｕ·ｇ－１或
（ｏｒ）ｃｆｕ·ｍＬ－１

≤１０２ｃｆｕ·ｇ－１或
（ｏｒ）ｃｆｕ·ｍＬ－１

控制菌未做统一规定（ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｅｄｍｉｃｒｏｏｒ
ｇａｎｉｓｍｓａｒｅｎｏｕｎｉｆｏｒｍｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ）

ｏｌｏｇｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎｅｓｅ
ｈｅｒｂｓｅｘｔｒａｃｔｓａｎｄＣｈｉｎｅｓｅｃｕｔ
ｃｒｕｄｅｄｒｕｇｓ）

直接口服及泡服饮片

（ｄｉｒｅｃｔｏｒａｌａｎｄｂｕｂｂｌｅ
ｓｌｉｃｅｓ）

≤１０５ｃｆｕ·ｇ－１ ≤１０３ｃｆｕ·ｇ－１ ＜１０４ｃｆｕ·ｇ－１ －／ｇ －／１０ｇ

　注（ｎｏｔｅ）：“／”指未规定该项目（“／”ｒｅｆｅｒｓｔｏｔｈｅｐｒｏｖｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｃｈｅｃｋ）；“－”指样品未检出（“－”ｒｅｆｅｒｓｔｏｔｈｅｓａｍｐｌｅｉｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

３　讨论与结论
根据“２１３”中对苦参、白土苓及复方苦参提取

物计数检查方法的预实验结果，苦参和白土苓饮片

铜绿假单胞菌和枯草芽孢杆菌的回收比值均偏低，

复方苦参提取物的金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌

回收比值均小于０５，表明上述２种饮片和成品制剂
均存在一定的抑菌性。此外，根据文献报道，苦参的

主要入药成分为生物碱和黄酮类化合物，具有消炎

抑菌作用［１５－１６］，白土苓主要成分为大泽米苷和一些

脂肪酸及其酯、酚酸类等［１７］，苦参中的生物碱类成分

及白土苓中的大泽米苷在生产过程中被有效转移，

成为制剂终产品的主要成分［１８］，具有一定的抑菌作

用。此外，由于中药饮片类样品不适宜于薄膜过滤，

因此，苦参和白土苓饮片及成品制剂的需氧菌总数

计数最终采用１∶１００的稀释法来消除药品自身的抑
菌性，沙门氏菌检查由于取样量较大，采用扩大培养

基体积的稀释法，其他项目均采用常规的直接接种

法，最终确立的产品的微生物限度检查法从产品本
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身特性出发，既简单、高效，可操作性强，又保证科

学、合理、准确，为发现并控制该产品的微生物污染

提供有效技术手段。

根据不同批次苦参、白土苓及复方苦参提取物

的微生物限度检查结果，复方苦参提取物由于经过

提取等工艺的特殊处理，产品的污染微生物水平低，

检查结果均未检出；苦参和白土苓属于初级加工品，

污染微生物受样品来源、运输储存、工艺等因素影

响［１９］，需氧菌总数存在一定量水平的微生物，但均小

于１０５ｃｆｕ·ｇ－１，其他微生物检查项目均未检出。

通过分析苦参及白土苓中的微生物种群分布，

主要以不同类别的芽孢杆菌属为主，总占比８７５％，
其次是占比１０％的肠杆菌，以及占比２５％的假单胞
菌属，上述污染菌株多为环境常见菌，不是危害性较

大的致病菌，但属于条件致病菌［２０－２２］。虽然中药饮

片一般食用前会经煎煮等方式，可有效降低部分污

染微生物，但是污染微生物数量过多一方面会产生

大量有害代谢产物或毒素［２３－２４］，影响中药饮片及成

品制剂质量，特别是对于注射用中药制剂，另一方面

过多的微生物也会影响药物本身有效成分及作用机

理［２５－２６］。因此，中药制剂及其组分的微生物控制对

于中药质量安全评价具有重要意义。

根据表６的对比分析，首先确立了三类产品的
微生物限度标准。其中，苦参和白土苓限度要求规

定：１ｇ供试品中需氧菌总数不得过１０５ｃｆｕ，霉菌和
酵母菌总数不得过１０３ｃｆｕ，耐胆盐革兰阴性菌不得
过１０３ｃｆｕ，１ｇ供试品中不得检出大肠埃希菌，１０ｇ
供试品中不得检出沙门氏菌；复方苦参提取物限度

要求规定：１ｍＬ供试品中需氧菌总数不得过１０４ｃｆｕ，
霉菌和酵母菌总数不得过１０３ｃｆｕ，耐胆盐革兰阴性
菌不得过１０３ｃｆｕ，１ｍＬ供试品中不得检出大肠埃希
菌，１０ｍＬ供试品中不得检出沙门氏菌。

本文建立的复方苦参提取液及其组分的微生

物质量标准体系充分考虑了标准的科学性、方法的

可行性、质控指标的合理性，不仅符合 ＵＳＰ的通用
要求，也符合原料和产品的实际特性，保证了检验

结果的准确性，为中国药品快速通过美国 ＦＤＡ审
查提供了数据支持，也为中国产品走向世界把好了

质量关。
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