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一种中药丸剂生产全链条微生物负载的研究

李趣嫦，江艳芳，赖珊，李文靖，林铁豪
（广东省药品检验所，广州 ５１０６６３）

摘要　目的：研究中药丸剂生产全链条的微生物负载情况。方法：选取一种中药丸剂处方的药材及其净
药材、中间体（混合药粉、待内包丸）和成品作为研究对象，按照２０２０年版《中华人民共和国药典》（简称《中
国药典》）微生物限度检查法进行方法建立，对全链条收集的样品进行微生物检测鉴定，分析中药丸剂从药

材到成品的微生物负载传递。结果：不同药材的微生物含量差异较大，药材微生物污染风险因子较高的品

种为紫苏叶、广藿香和白芷。紫苏叶和广藿香“药材 －净药材”的生产工艺需要改进和调整。药材微生物
负载与中间体和成品呈现明显的正相关系。结论：对中成药生产全链条微生物负载的研究，了解各环节微

生物的传递情况，有助于发现生产过程的薄弱环节和工艺控制的关键点，对中成药生产企业改进和探索生

产工艺有着重要的指导意义。
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ｉｎｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓａｎｄｔｈｅｋｅｙａｒｅａｓｆｏｒｐｒｏｃｅｓｓｃｏｎｔｒｏｌ，ａｎｄｈａｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｇｕｉｄｉｎｇｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｆｏｒｔｒａｄｉ
ｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｐａｔｅｎｔｍｅｄｉｃｉｎｅｓｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓｔｏｉｍｐｒｏｖｅａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｉｒｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｐｉｌｌｓ；ｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌ；ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ；ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃｈａｉｎ；ｌｏａｄ

　　近年来，中药材和中药饮片的相关微生物研
究报道有很多［１－８］，但中药材与中药饮片作为中

成药生产的主要原料，其微生物含量随着药品的

生产过程会有怎样的变化，药品生产工艺对药材

与中药饮片所带入的微生物进行去除与控制效果

等相关研究鲜有报道。本文研究一种中药丸剂从

药品生产厂家购回的药材（紫苏叶、姜厚朴、白芷、

炒白术、陈皮、广藿香和茯苓），经过相关生产工艺

进行加工后成为净药材，再将净药材粉碎成细粉，

按处方混匀，以稀药液为粘合剂制成丸剂的生产

全链条微生物负载。探索基于药材 －净药材 －中
间体 －成品的微生物分析情况，研判药材微生物
污染风险因子；梳理生产工艺对微生物控制的影

响及合理性，为中成药生产过程的工艺与微生物

控制提供真实研究数据，为推进中成药的现代化、

标准化提供依据（图１）。

图１　丸剂生产全链条工艺及实验设计方案流程图

Ｆｉｇ１　Ｗｈｏｌｅｃｈａｉｎｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｐｉｌｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｓｃｈｅｍｅｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎ

１　仪器与材料
１１　仪器

ＢＲＥ２４０型生化培养箱（Ｆｒｏｉｌａｂｏ公司）；Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ１３００ＳｅｒｉｅｓＡ２型生物安全柜（赛默飞世尔
科技）；ＪＡ２１００２型百分之一精密电子天平（上海舜

宇恒平科学仪器有限公司）；Ｌａｂｄａｎｃｅｒ漩涡混合器
（ＩＫＡ艾卡集团）；ＥＤ型恒温水浴箱（优莱博公司）；
ＴＨＺ－１０３Ｂ恒温培养摇床（上海一恒科技有限公
司）；全自动快速微生物质谱鉴定系统（Ｂｒｕｋｅｒ
公司）。
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１２　菌种
金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）［ＣＭＣＣ

（Ｂ）２６００３］、铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏ
ｓａ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４］、大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏ
ｌｉ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２］、乙型副伤寒沙门菌（Ｓａｌｍｏ
ｎｅｌｌａｐａｒａｔｙｐｈｉＢ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）５００９４］、枯草芽孢杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）［ＣＭＣＣ６３５０１］、白色念珠菌
（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１］和黑曲霉（Ａｓ
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３］，均购自中国食品
药品检定研究院。

１３　培养基
胰酪大豆胨琼脂（批号１１０７３７１、２２０４１２）、含氯

霉素沙氏葡萄糖琼脂（批号２１０６０２）、肠道菌增菌液
体（批号２１０６０３），购自北京三药科技开发公司。胰
酪大豆胨液体（批号１１０８５３１、１１１１４６１、１１１４００１）、沙
氏葡萄糖液体（批号 １１１２８５１）、麦康凯液体（批号
１１１０６５１、１１１１８３１）、麦康凯琼脂（批号 １１０５４５１、
１１１１２３１）、ＲＶ沙门菌增菌液体（批号 １０９６１４１）、木
糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂（批号１１０４９２１）、紫红胆盐
葡萄糖琼脂（批号１１０１９９１），购自广东环凯微生物科
技有限公司。以上培养基适用性检查均符合 ２０２０
年版《中国药典》规定。

１４　试药
由丸剂的生产药厂提供一年内收集的药材［紫

苏叶（ＺＳＹ）、茯苓（ＦＬ）、姜厚朴（ＪＨＰ）、白芷（ＢＺＨ）、
陈皮（ＣＨＰ）、广藿香（ＧＨＸ）、白术（ＢＳＨ）］，及处理后
的净药材［紫苏叶（ＺＳＹＪ）、茯苓（ＦＬＪ）、姜厚朴（ＪＨ
ＰＪ）、白芷（ＢＺＨＪ）、陈皮（ＣＨＰＪ）、广藿香（ＧＨＸＪ）、白
术（ＢＳＨＪ）］，制备丸剂的中间体［混合药粉（ＨＦ）、待
内包丸（ＢＷ）和成品（ＦＰ）］的全产业链样品作为研
究对象，每批抽取量约３００ｇ。
２　方法与结果
２１　菌液制备

取金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞

菌、大肠埃希菌、乙型副伤寒沙门菌、白色念珠菌和

黑曲霉，按２０２０年版《中国药典》［９］的方法制备新鲜
培养物，使用前以０９％的无菌氯化钠溶液稀释制成
约１０３～１０４ｃｆｕ·ｍＬ－１或不大于１００ｃｆｕ·ｍＬ－１的菌
悬液或孢子悬液。

２２　供试液的制备
２２１　药材和净药材的供试液　取样品２５ｇ，加入
胰酪大豆胨液体培养基２２５ｍＬ，振摇荡洗１５ｍｉｎ，制

成１∶１０供试液。
２２２　已混药粉、待内包丸及成品的供试液　取供
试品１０ｇ，加入胰酪大豆胨液体培养基至１００ｍＬ，摇
匀或用匀浆打碎，制成１∶１０供试液。取上述１∶１０供
试液适量，用胰酪大豆胨液体培养基按十倍稀释法

稀释成适宜的稀释级供试液。

本研究在方法适用性试验时，如遇到本底菌数负

载较大时，将制备好的供试液置水浴（９８～１００℃）
３０ｍｉｎ处理后进行，故耐热菌总数计数的方法系使用
需氧菌总数建立的方法进行检测的；再者，中间体和成

品的成分和含量基本一致，故本次研究默认中间体的

检测方法与成品一致。

２３　方法适用性试验
２３１　需氧菌总数、耐热菌总数、霉菌和酵母菌总
数　各取１∶１０或１∶５０或１∶１００供试液１０ｍＬ于灭
菌试管中，加入含菌量为１０３～１０４ｃｆｕ·ｍＬ－１的各试
验菌悬液 ０１ｍＬ，使最终含菌量每 １ｍＬ不大于
１００ｃｆｕ，混匀，从试管中吸取１ｍＬ注入平皿中，立即
倾注胰酪大豆胨琼脂或含氯霉素沙氏葡萄糖琼脂，

待凝，培养，每株试验菌平行制备２个平皿，测定试
验组菌落数，同法测定菌液组和供试品对照组的菌

落数。

２３２　耐胆盐革兰阴性菌、大肠埃希菌和沙门
菌　取规定量的样品或１∶１０供试液，接种至相应的
培养基中，加入含菌量不大于 １００ｃｆｕ的相应菌悬
液，混匀后按控制菌检查法进行适用性试验。

２３３　适用性试验结果　需氧菌总数、耐热菌总
数：除姜厚朴、混合药粉、待内包丸和成品为 １∶１００
平皿法，其余样品为１∶１０平皿法。

霉菌和酵母菌总数：除姜厚朴为１∶５０平皿法，
其余样品为１∶１０平皿法。

耐胆盐革兰阴性菌和大肠埃希菌：直接接种法，

培养基体积分别为１０ｍＬ和１００ｍＬ。
沙门菌：直接接种法，紫苏叶、陈皮、广藿香和姜

厚朴的培养基体积为２００ｍＬ，其余样品为１００ｍＬ。
２４　样品检测

取样品，分别按“２２”项下方法制备供试液，按
照２０２０年版《中国药典》通则１１０５、１１０６和１１０８依
法检查，对生产链条中各样品按所建立的微生物检

测方法进行检测，并对需氧菌总数（ＴＡＭＣ）、霉菌和
酵母菌总数（ＴＹＭＣ）及耐热菌总数（ＴＨＲＣ）的检测
结果进行ｌｇ值的分析，如检测结果小于１０，则默认其
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ｌｇ值为０，对计数平板和控制菌检查的分离平板上的
可疑菌落进行分离纯化，用全自动快速微生物质谱

鉴定系统进行鉴定分析。

２５　结果
２５１　生产链条微生物负载情况　本丸剂所使用
药材及其净药材微生物负载量总体情况较理想。参

考ＥＰ和 ＪＰ标准［１０－１１］，煎煮类饮片的需氧菌总数的

限度为１０７（ｌｇ值为７），霉菌和酵母菌总数的限度为
１０５（ｌｇ值为５），采用“５倍因子”的方式控制结果判
断，所有药材及其净药材的需氧菌总数与霉菌和酵

母菌总数均能达到要求（图２）。姜厚朴、白术、陈皮
和茯苓的药材或净药材微生物负载量较低；微生物

负载量较高的品种为紫苏叶、广藿香和白芷。

１～５．５个批次样品（５ｌｏｔｓｏｆｓａｍｐｌｅ）

图２　生产链条的需氧菌总数（Ａ）、霉菌和酵母菌（Ｂ）负载量

Ｆｉｇ２　ＴＡＭＣ（Ａ）ａｎｄＴＹＭＣ（Ｂ）ｌｏａｄｉｎｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃｈａｉｎ

１～３批次产品投入的药材批次基本一致，整个
生产链的微生物负载走向也基本一致，说明当前生

产工艺稳定；４～５批次投入的药材的微生物总负载
较前３批次低，中间体到成品的微生物负载也较前３
批次低（图２），提示生产链中微生物负载的传递呈现
明显的正相关系，遵循现有的生产工艺，从药材源头

把控微生物的含量能有效减少产品的中间体和成品

的微生物负载。

对生产链条收集的样品的计数平板和控制菌

分离平板上菌落进行分离鉴定，鉴定结果见图 ３。
从药材分离出２８种污染菌，其中含克罗诺杆菌属、
神户肠杆菌、阴沟肠杆菌、鲍曼不动杆菌、大肠埃希

菌、肺炎克雷伯菌、蜡样芽孢杆菌等致病菌和条件

致病菌。从中间体“混合药粉和待内包丸”共检出

短小芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、温热泛栖菌、伤口假

埃希菌、莫哈维芽孢杆菌、灰尘弗兰科尼氏菌、地衣

芽孢杆菌、阴沟肠杆菌和索诺兰沙漠芽孢杆菌９种
污染菌；在成品计数平板上检出枯草芽孢杆菌和莫

哈维芽孢杆菌。提示本产品当前工艺能有效去除

药材带入的不可接受微生物，且本产品为非无菌制

剂，微生物一直处于符合标准内的水平，近 ５年鲜
少出现不良反应案例，不可接受微生物污染风险

很低。

图３　药材（Ａ）、中间体（Ｂ）、成品（Ｃ）微生物鉴定分析

Ｆｉｇ３　Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ

（Ａ），ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ（Ｂ）ａｎｄｆｉｎｉｓｈｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ（Ｃ）
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２５２　生产链条耐胆盐革兰阴性菌负载情况　收
集的 ２１批药材中，耐胆盐革兰阴性菌污染量在
１０５～１０６ｃｆｕ·ｇ－１和１０４～１０５ｃｆｕ·ｇ－１的各占比约为
１０％，在１０２～１０３ｃｆｕ·ｇ－１的占比约为２０％，不超过
１０２ｃｆｕ·ｇ－１的占比约为６０％；净药材的耐胆盐革兰
阴性菌污染量在１０４～１０５ｃｆｕ·ｇ－１的各占比约为５％，
在１０３～１０４ｃｆｕ·ｇ－１的各占比约为１５％，在１０２～１０３

ｃｆｕ·ｇ－１的各占比约为１０％，不超过１０２ｃｆｕ·ｇ－１的占
比约为７０％；已混药粉、待内包丸及成品均＜１０ｃｆｕ·
ｇ－１。见表１。耐胆盐革兰阴性菌负载量在药品生产
过程中逐渐下降到药典标准规定（不超过１０２ｃｆｕ·
ｇ－１）范围内，提示耐胆盐革兰阴性菌可作为工艺控制
的相关控制参数。

表１　耐胆盐革兰阴性菌检测结果
Ｔａｂ１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｉｌｅ－ｔｏｌｅｒａｎｔ

ｇｒａｍ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａ

名称

（ｓａｍｐｌｅ）

批号

（ｂａｔｃｈＮｏ．）

药材

（ｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌ）／

（ｃｆｕ·ｇ－１）

净药材

（ｐｕｒｅｍｅｄｉｃｉｎａｌ

ｍａｔｅｒｉａｌ）／（ｃｆｕ·ｇ－１）

ＦＬ ＦＬ１ １０１＜Ｎ＜１０２ Ｎ＜１０

ＦＬ２ Ｎ＜１０ Ｎ＜１０

ＦＬ３ Ｎ＜１０ Ｎ＜１０

ＢＺＨ ＢＺＨ１ １０５＜Ｎ＜１０６ Ｎ＜１０

ＢＺＨ２ Ｎ＜１０ Ｎ＜１０

ＢＺＨ３ １０４＜Ｎ＜１０５ Ｎ＜１０

ＢＺＨ４ Ｎ＜１０ Ｎ＜１０

ＢＺＨ５ １０４＜Ｎ＜１０５ １０３＜Ｎ＜１０４

ＧＨＸ ＧＨＸ１ １０２＜Ｎ＜１０３ １０３＜Ｎ＜１０４

ＧＨＸ２ １０１＜Ｎ＜１０２ Ｎ＜１０

ＧＨＸ３ １０１＜Ｎ＜１０２ Ｎ＜１０

ＢＳＨ ＢＳＨ ／ １０１＜Ｎ＜１０２

ＣＨＰ ＣＨＰ Ｎ＜１０ Ｎ＜１０

ＪＨＰ ＪＨＰ１ １０５＜Ｎ＜１０６ １０４＜Ｎ＜１０５

ＪＨＰ２ Ｎ＜１０ Ｎ＜１０

ＪＨＰ３ Ｎ＜１０ Ｎ＜１０

ＪＨＰ４ Ｎ＜１０ Ｎ＜１０

ＪＨＰ５ Ｎ＜１０ Ｎ＜１０

ＺＳＹ ＺＳＹ１ １０２＜Ｎ＜１０３ １０２＜Ｎ＜１０３

ＺＳＹ２ １０２＜Ｎ＜１０３ １０２＜Ｎ＜１０３

ＺＳＹ３ １０２＜Ｎ＜１０３ １０３＜Ｎ＜１０４

　注（ｎｏｔｅ）：Ｎ代表可能菌数（Ｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔ）

２５３　药材及净药材耐热菌负载情况　药材耐热
菌结果，茯苓、陈皮和姜厚朴均为＜１０ｃｆｕ·ｇ－１，白芷
批次之间负载差异较大。见图４。检出枯草芽孢杆

菌、波茨坦短芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、巨大芽孢杆

菌、蜡样芽孢杆菌、短小芽孢杆菌和嗜湖短芽孢杆

菌，共７株污染菌，均为芽孢杆菌类细菌。其中枯草
芽孢杆菌检出率最高，提示从成品检出枯草芽孢杆

菌为药材传递而来。见图５。

图４　耐热菌负载

Ｆｉｇ４　ＴＨＲＣＬｏａｄ

图５　耐热菌鉴定分析

Ｆｉｇ５　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＨＲＣ

３　讨论
白芷药材批次之间微生物负载相差较大，提示提

高药材生产的标准化程度可控制微生物负载；紫苏叶

药材与净药材的微生物负载并没有明显变化，说明当

前紫苏叶“药材－净药材”的生产工艺处理对降低其
微生物负载没有实质性贡献。广藿香在“药材－净药
材”的生产工艺处理后，需氧菌总数、霉菌和酵母菌总

数有所上升，提示企业在后续工作中急需进一步做相

关数据积累，对广藿香净药材微生物负载的处理工艺

进行改进和完善，通过工艺控制减少微生物的污染。

从丸剂生产全链条工艺（图２）及研究结果发现，
本丸剂生产过程中微生物控制的关键点为：①药材的
品质直接影响有效成分及微生物的原始负载，应严格

把关，设计合理的验收程序；②药材经过除杂，洗净，干
燥等工艺是降低净药材微生物负载的关键点，应合理
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设计工艺并监测效果；③净药材经过粉碎、混合后进行
灭菌是去除微生物重要工艺，应监测灭菌效果。

本次研究发现生产企业有多个中成药品种，生

产量大，药材使用量大，且同一药材有共用在多个品

种上，故收集全链条的药材和净药材的样品有一定

难度，在传递链上样品抽样有缺失。在日常生产中，

如需对某一具体中成药品种的每批次药品从“药

材－净药材－中间体 －成品”的生产全过程的对微
生物负载进行日常检验监测，会大大增加企业的工

作量、成本，拖累效益；发现问题要对生产工艺改进

时需要研究、重新注册等，耗时费力，多重原因导致

企业“不能做，不想做。”应探索有效的解决方法：如

基于风险评估把每批次检验改为定期抽检或对重点

品种进行监测；探索中药材，药材饮片各种节能、快

速、有效的微生物检测新方法、新模式［１３－１６］；优化药

品注册流程；对中药材和中药饮片的种植，采收等全

链条生产环节标准化水平的提高等。
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