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１４种易霉变饮片微生物污染状况及其表面真菌多样性研究

王燕１，章红２，段和祥２，刘绪平１，２，刘卫德２
（１．江西中医药大学，南昌 ３３０００４；２．江西省药品检验检测研究院，国家药品监

督管理局中成药质量评价重点实验室，江西省药品与医疗器械质量工程技术研究中心，南昌３３００２９）

摘要：目的　考察１４种易霉变饮片的微生物污染水平，并对其污染真菌进行多样性研究。方法　参考２０２０年版《中国药典》
四部通则１１０８项中药饮片微生物限度检查法，对易霉变饮片的需氧菌总数（ＴＡＭＣ）、霉菌和酵母菌总数（ＴＹＭＣ）、耐热菌总数
（ＨＲＭＣ）及３类控制菌进行检查并采用平板法培养样品表面真菌，顶端纯化法获得单一菌株，通过菌落形态及菌体显微特征
观察、分子鉴定等方法进行菌种鉴定。结果　３１批次易霉变饮片ＴＡＭＣ分布范围为２５０～２４５×１０６ｃｆｕ·ｇ－１，ＴＹＭＣ分布范
围为５～６６×１０５ｃｆｕ·ｇ－１，ＨＲＭＣ分布范围为０～３０ｃｆｕ·ｇ－１，除１批远志和１批甘草样品外，其余样品耐胆盐革兰阴性菌均
未超过１×１０４ｃｆｕ·ｇ－１，１批陈皮样品中检出大肠埃希菌，所有样品均未检出沙门菌，但控制菌检查项中检出重要条件致病
菌，典型菌包括阴沟肠杆菌、肺炎克雷伯菌和阪崎克罗诺杆菌等。通过内转录间隔区（ＩＴＳ）序列测序比对共鉴定１０６株真菌，
归为１６个属，其中曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）和枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）为优势菌属，分别占比３１％、１８％、１７％。
曲霉属中，鉴定出１１株黑曲霉、７株黄曲霉、２株烟曲霉、１株杂色曲霉等致病性真菌。结论　通过对易霉变饮片微生物污染
及表面真菌多样性研究，可为其潜在的真菌毒素污染提供早期风险预警。
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　　中药饮片来源于天然植物、动物或矿物，除去
自身携带的微生物以外，在采收、炮制、运输及贮

藏过程中也极易受到外源性微生物侵染［１］。其中

饮片霉变问题尤为突出［２５］，是饮片储藏、养护过

程最易出现的难题之一。特别是我国南方地区多

高温、高湿天气，更容易受到霉菌侵染从而引发中

药饮片霉变。饮片一旦发生霉变，不仅会降低其

有效成分、降低疗效或失效［６７］，更为严重的是产

生霉菌毒素，给患者带来潜在的严重风险。Ｍｅｎｇ
等［８］对地龙饮片表面真菌的多样性研究，分离到

黄曲霉等９种真菌，Ｚｈａｎｇ等［９］从龟甲饮片表面分

离到烟曲霉等１０种真菌，真菌特别是产毒真菌的
普遍存在严重威胁中药饮片质量［３４］。此外，中药

饮片受微生物污染的报道亦屡见不鲜［１０］，检出率

较高的是耐热菌［１１］和耐胆盐革兰阴性菌［１２］，二者

均有致病报道。目前笔者尚未见有学者专门针对

易霉变饮片进行表面真菌研究，本研究以１４种临
床常用、具有代表性（包括动植物药、不同用药部

位、质地等）、２０２０年版《中国药典》［１３］要求检测
黄曲霉毒素或在“贮存”项下标注“防霉”的饮片作

为研究对象，初步掌握了其微生物污染负载水平。

在此基础上，对其表面污染真菌进行鉴定和研究，

为中药饮片微生物污染风险评估和微生物标准的

制定提供数据支撑，对易霉变饮片贮藏安全、使用

安全有着重要意义。

１　材　料
１１　样品

从１４种共计３１批中药饮片，见表１，市售。经
江西中医药大学谌瑞林主任中药师鉴定为正品。所

有样品置于阴凉干燥处储存，直至检测前，饮片表面

均未观察到肉眼可见的霉变现象。

表１　１４种易霉变中药饮片样品信息
Ｔａｂ１　Ｓａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ１４ｋｉｎｄｓｏｆｍｏｌｄｐｒｏｎｅＴＣＭｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓ

Ｓａｍｐｌｅｓ　　　　　　　　　　 Ｎｕｍｂｅｒ　　　　　 Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｐａｒｔｓ　　　 Ｓｏｕｒｃｅｓ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　

ＰｏｌｙｇａｌａｅＲａｄｉｘ ＹＺＴ１ Ｒｏｏｔｓ Ｓｈａｎｘｉ（山西）

ＭｏｒｉｎｄａｅＯｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＲａｄｉｘ ＢＪＴ１ Ｒｏｏｔｓ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东）

ＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＯｄｏｒａｔｉＲｈｉｚｏｍａ ＹＺ１３ Ｒｈｉｚｏｍｅｓ Ｈｕｎａｎ（湖南）

ＡｎｇｅｌｉｃａｅＰｕｂｅｓｃｅｎｔｉｓＲａｄｉｘ ＤＨ１３ Ｒｏｏｔｓ Ｈｕｂｅｉ（湖北）

ＰｏｌｙｇｏｎｉＣｕｓｐｉｄａｔｉＲｈｉｚｏｍａｅｔＲａｄｉｘ ＨＺ１ Ｒｏｏｔｓａｎｄｒｈｉｚｏｍｅｓ Ｊｉａｎｇｘｉ（江西）

ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｅＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａ ＧＣ１３ Ｒｏｏｔｓａｎｄｒｈｉｚｏｍｅｓ ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａ（内蒙古）

ＳｔｅｒｃｕｌｉａｅＬｙｃｈｎｏｐｈｏｒａｅＳｅｍｅｎ ＰＤＨ１ Ｓｅｅｄｓ Ｇｕａｎｇｘｉ（广西）

ＡｒｅｃａｅＳｅｍｅｎ ＢＬ１６ Ｓｅｅｄｓ Ｈａｉｎａｎ（海南）

ＣｏｉｃｉｓＳｅｍｅｎ ＹＲ１５ Ｓｅｅｄｓ Ｇｕｉｚｈｏｕ、Ｙｕｎｎａｎ（贵州、云南）

ＣｉｔｒｉＲｅｔｉｃｕｌａｔａｅＰｅｒｉｃａｒｐｉｕｍ ＣＰ１ Ｐｅｅｌｓ Ｊｉａｎｇｘｉ（江西）

ＳｐａｔｈｏｌｏｂｉＣａｕｌｉｓ ＪＸＴ１ Ｓｔｅｍｓ Ｇｕａｎｇｘｉ（广西）

ＩｓａｔｉｄｉｓＦｏｌｉｕｍ ＤＱＹ１３ Ｌｅａｖｅｓ Ｊｉａｎｇｓｕ（江苏）

Ｓｃｏｒｐｉｏ ＱＸ１ Ｗｈｏｌｅｗｏｒｍ Ｓｈａｎｄｏｎｇ（山东）

ＭｕｍｅＦｌｏｓ ＭＨ１ Ｂｕｄｓ Ａｎｈｕｉ（安徽）

１２　主要仪器与试剂
生物安全柜（ＡＢ２５Ｓ１型，山东博科生物产业有

限公司）、光学显微镜（德国徕卡仪器有限公司）、全

自动微生物快速检测分析系统（ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ，
法国梅里埃公司）、定性ＰＣＲ仪（Ｃ１０００型）、基础型
电泳仪（ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ）、凝胶成像仪（ＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＭＰ）（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）。

硫酸庆大霉素注射液（华中药业股份有限公

司）；乳酸酚棉蓝染色液（青岛高科技工业园海博生

物技术有限公司）；真菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
（北京索莱宝科技有限公司）；ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（２×，ｂｌｕｅｄｙｅ）（ＢＢＩ生命科学有限公司）；１００ｂｐ
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、５０×ＴＡＥ缓冲液、琼脂糖（上海生工生

物工程股份有限公司）；ＧｏｌｄＶｉｅｗ核酸染色剂（上海
玉博生物科技有限公司）。

１３　培养基
沙氏葡萄糖琼脂（ＳＤＡ）培养基、胰酪大豆胨琼

脂（ＴＳＡ）培养基、胰酪大豆胨液体（ＴＳＢ）培养基、ｐＨ
７０氯化钠蛋白胨缓冲液、肠道增菌肉汤培养基、紫
红胆盐葡萄糖琼脂培养基、麦康凯液体培养基、麦康

凯琼脂培养基、沙门菌增菌肉汤（ＲＶ）培养基、木糖
赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养基（北京陆桥技术有限

责任公司）。

１４　标准菌株
金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）［ＣＭＣＣ

（Ｂ）２６００３］、铜绿假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏ
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ｓａ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４］、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｌｕｓｓｕｂ
ｔｉｌｉｓ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１］、白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｉｂｉ
ｃａｎｓ）［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１］、大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２］、乙型副伤寒沙门菌（Ｓａｌｍｏ
ｎｅｌｌａｐａｒａｔｙｐｈｉＢ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）５００９４］、黑曲霉（Ａｓｐｅｒ
ｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３］均来自中国食品药品
检定研究院。

１５　ＰＣＲ引物
真菌鉴定通用引物：ＩＴＳ１（ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣ

ＣＴＧＣＧ）、ＩＴＳ４（ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ）（上海
生工生物工程股份有限公司）。

２　方　法
２１　菌液制备

按２０２０年版《中国药典》四部通则１１０５、１１０６
项，制备金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢

杆菌、白色念珠菌、大肠埃希菌和沙门菌的菌悬液以

及黑曲霉的孢子悬液。

２２　供试液的制备
取供试品２５ｇ（由于大青叶、全蝎和梅花质量

较轻，为保证分散均匀，称取样品１０ｇ置９０ｍＬｐＨ
７０氯化钠蛋白胨缓冲液），置２２５ｍＬｐＨ７０氯化
钠蛋白胨缓冲液中制成１∶１０供试液，充分振摇荡洗
１５ｍｉｎ，将供试液用ｐＨ７０氯化钠蛋白胨缓冲液做
１０倍系列稀释。

取上述１∶１０供试液适量，置沸水浴３０ｍｉｎ处
理后迅速冷却，作为耐热菌点数（ＨＲＭＣ）测定用供
试液。

２３　方法适用性试验
由于样品中的污染微生物过多，为保证验证试

验结果的准确性，取“２２”项下供试液（１∶１０）置沸
水浴３０ｍｉｎ后，照２０２０年版《中国药典》四部通则
１１０８中药饮片微生物限度检查法，以常规法进行需
氧菌总数（ＴＡＭＣ）、霉菌和酵母菌总数（ＴＹＭＣ）、
ＨＲＭＣ、耐胆盐革兰阴性菌、大肠埃希菌、沙门菌的
微生物方法适用性试验。

２４　供试品微生物限度检查
２４１　需氧菌、霉菌和酵母菌、耐热菌检查　经
“２３”项下确认的方法进行试验。
２４２　控制菌检查　经“２３”项下确认的方法进
行试验。

２４３　可疑菌株鉴定　对“２４２”项下控制菌检
查得到的污染菌株进行分离纯化，采用 ＶＩＴＥＫ全自
动微生物快速检测分析系统进行鉴定。

２５　表面污染真菌的分离与纯化
将“２４１”项下ＴＹＭＣ测定中 ＳＤＡ培养基（含

庆大霉素０１ｇ·Ｌ－１）中生长的真菌，根据菌落形
态的不同，采用菌丝顶端纯化法获得纯化的真菌，接

种到新的ＳＤＡ培养基（含庆大霉素０１ｇ·Ｌ－１）中，
每个培养基接种３个点，２３℃避光培养５ｄ。获得
单一菌株，用于观察菌体在培养基中菌落形态与生

长情况。待纯化后转移到ＳＤＡ斜面试管中培养，用
于菌种鉴定。

２６　表观鉴定
取单一菌落，观察菌落的形态、颜色、质地、直径

等。在载玻片上滴加２滴乳酸酚棉蓝染色液，使用
镊子夹取少许菌丝于载玻片，使分散均匀，制片，放

置于光学显微镜下放大４０倍，观察真菌菌丝特点、
颜色、孢子结构特征、足细胞等，结合真菌的菌落形

态与显微特征，依据《真菌鉴定手册》［１４］对其进行

鉴定。

２７　分子鉴定
２７１　真菌ＤＮＡ的提取　根据真菌基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒说明书提取各菌株ＤＮＡ。
２７２　ＩＴＳ扩增与测序　使用真菌鉴定通用引物
ＩＴＳ１和ＩＴＳ４以“２７１”项下的 ＤＮＡ溶液为模板进
行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ扩增反应体系：总体积３０μＬ，Ｔａｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１５μＬ，ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４引物各 １μＬ，
ＤＮＡＴｅｍｐｌａｔｅ２μＬ，纯化水 １１μＬ。ＩＴＳＰＣＲ扩增
程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５４℃退火
４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；最后延伸１０ｍｉｎ。
将ＰＣＲ扩增产物以质量分数１％琼脂糖凝胶电泳分
离后，选择条带单一清晰，大小正确（约５００ｂｐ）的
样品送到上海生工生物工程股份有限公司测序。测

序结果进行拼接后在美国国家生物技术信息中心

（ＮＣＢＩ）数据库中进行 ＢＬＡＳＴ比对，找出与获得片
段同源性最高的真菌菌株的参考序列，以确定其

种属。

２８　数据处理
本研究数据采用 Ｏｒｉｇｉｎ２０２３软件绘图。利用

ＮＣＢＩ将测试结果进行ＢＬＡＳＴ比对分析，查找相似度
最高的菌种，用ＭＥＧＡ１１０软件按邻接法（ＮＪ法）构
建系统发育树。

３　结　果
３１　微生物限度检查法的建立

在常规法进行微生物计数法适用性试验中，金

黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色

·３７５·
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念珠菌和黑曲霉的回收率均在０５～２０内，耐胆盐
革兰阴性菌、大肠埃希菌、沙门菌的阳性对照组均能

检出，阴性对照组均无菌生长，符合药典相关规定，

说明常规法能够用于本研究中１４种易霉变饮片的
微生物限度及控制菌检查。

３２　微生物限度检查
本研究收集的１４种易霉变饮片微生物载量见

图１（微生物负载水平以测定结果的对数值表示，需
氧菌、霉菌和酵母菌、耐热菌检测１∶１０无菌生长则
赋值０５）。结果显示，各样品 ＴＡＭＣ分布范围为
２５０～２４５×１０６ｃｆｕ·ｇ－１，其中，远志 ＴＡＭＣ是所有
饮片中最高的，污染量大于１×１０６ｃｆｕ·ｇ－１。全蝎
ＴＡＭＣ低于其他饮片品种，污染量为１×１０２ｃｆｕ·ｇ－１。
各样品ＴＹＭＣ分布范围为 ５～６６×１０５ｃｆｕ·ｇ－１。
其中，远志 ＴＹＭＣ亦高于其他样品，污染量大于
１×１０５ｃｆｕ·ｇ－１。各 样 品 ＨＲＭＣ分 布 范 围 为
０～３０ｃｆｕ·ｇ－１，其中，陈皮ＨＲＭＣ高于其他饮片。

参照２０２０年版《中国药典》四部直接口服及泡
腾饮片微生物限度标准，１批远志和１批槟榔ＴＡＭＣ
高于限量标准１×１０５ｃｆｕ·ｇ－１，占６５％。远志、玉
竹、甘草、槟榔和陈皮各有１批样品ＴＹＭＣ高于限量
标准１×１０３ｃｆｕ·ｇ－１，占１６１％。

ＴＡＭＣ－需氧菌总数；ＴＹＭＣ－霉菌和酵母菌总数；ＨＲＭＣ－耐热菌总数；ＹＺＴ

－远志；ＢＪＴ－巴戟天；ＹＺ－玉竹；ＤＨ－独活；ＨＺ－虎杖；ＧＣ－甘草；

ＰＤＨ－胖大海；ＢＬ－槟榔；ＹＲ－薏苡仁；ＣＰ－陈皮；ＪＸＴ－鸡血藤；ＤＱＹ－大青

叶；ＱＸ－全蝎；ＭＨ－梅花。

ＴＡＭＣ－Ｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔ；ＴＹＭＣ－Ｔｏｔａｌｙｅａｓｔｓａｎｄｍｏｌｄｓｃｏｕｎｔ；

ＨＲＭＣ－Ｈｅａｔｒｅｓｉｓｔａｎｔｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔ；ＹＺＴ－ＰｏｌｙｇａｌａｅＲａｄｉｘ；ＢＪＴ－Ｍｏｒｉｎｄａｅ

ＯｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＲａｄｉｘ；ＹＺ－ＰｏｌｙｇｏｎａｔｉＯｄｏｒａｔｉＲｈｉｚｏｍａ；ＤＨ－ＡｎｇｅｌｉｃａｅＰｕｂｅｓｃｅｎｔｉｓ

Ｒａｄｉｘ；ＨＺ－ＰｏｌｙｇｏｎｉＣｕｓｐｉｄａｔｉＲｈｉｚｏｍａｅｔＲａｄｉｘ；ＧＣ－ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｅＲａｄｉｘｅｔ

Ｒｈｉｚｏｍａ；ＰＤＨ－ＳｔｅｒｃｕｌｉａｅＬｙｃｈｎｏｐｈｏｒａｅＳｅｍｅｎ；ＢＬ－ＡｒｅｃａｅＳｅｍｅｎ；ＹＲ－Ｃｏｉ

ｃｉｓＳｅｍｅｎ；ＣＰ－ＣｉｔｒｉＲｅｔｉｃｕｌａｔａｅＰｅｒｉｃａｒｐｉｕｍ；ＪＸＴ－ＳｐａｔｈｏｌｏｂｉＣａｕｌｉｓ；ＤＱＹ－

ＩｓａｔｉｄｉｓＦｏｌｉｕｍ；ＱＸ－Ｓｃｏｒｐｉｏ；ＭＨ－ＭｕｍｅＦｌｏｓ．

图１　１４种易霉变中药饮片微生物污染载量计数结果
Ｆｉｇ１　Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｑｕａｎｔｉｔｙｏｆ１４ｋｉｎｄｓｏｆｍｏｌｄｐｒｏｎｅＴＣＭｄｅ
ｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓ

共有２１批检出耐胆盐革兰阴性菌，除１批远志
和１批甘草样品外，其余样品耐胆盐革兰阴性菌均
未超过１×１０４ｃｆｕ·ｇ－１。除１批陈皮样品外，其余
样品均未检出大肠埃希菌。所有样品均未检出沙门

菌。有６批饮片在控制菌检查中发现可疑菌落，经
鉴定主要为以下 ６类菌：肺炎克雷伯菌 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ（ＧＣ１、ＢＬ１、ＰＤＨ１、ＹＺＴ１）、阪崎克罗
诺肠杆菌Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒｓａｋａｚａｋｉｉ（ＧＣ２、ＢＬ１）、阴沟肠
杆菌Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ（ＧＣ１）、泛菌属Ｐａｎｔｏｅａｓｐｐ
（ＹＲ４）、蜡样芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ（ＢＬ１）和考氏
科萨克氏菌 Ｋｏｓａｋｏｎｉａｃｏｗａｎｉｉ（ＹＲ４）。其中，前 ４
类菌为寄生于呼吸道或肠道的革兰阴性条件致病

菌，蜡样芽孢杆菌为革兰阳性条件致病菌［１５］。当此

类条件致病菌集聚部位改变、菌群失调或机体抵抗

力降低等特定条件下具有不同程度的致病风险，虽

然现行药典中未对上述条件致病菌进行限制性规

定，但其危害性不容忽视。

根据不同药用部位将１４种饮片分为６类，其微
生物载量见图２。根茎类饮片ＴＹＭＣ明显高于其他
５类饮片，其次是果实种子类，推断可能是由于根茎
类药材长期接触土壤，导致原药材中霉菌载量相对

较高，而果实种子类饮片营养通常较丰富，易出现霉

菌滋生。除动物类饮片微生物载量较小外，其余种

类饮片 ＴＡＭＣ均值差异不明显。对于 ＨＲＭＣ，６类
饮片污染量均相对较低。

ＴＡＭＣ－需氧菌总数；ＴＹＭＣ－霉菌和酵母菌总数；ＨＲＭＣ－耐热菌总数。

ＴＡＭＣ－Ｔｏｔａｌａｅｒｏｂｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔ；ＴＹＭＣ－Ｔｏｔａｌｙｅａｓｔｓａｎｄｍｏｌｄｓｃｏｕｎｔ；

ＨＲＭＣ－Ｈｅａｔｒｅｓｉｓｔａｎｔｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔ．

图２　６类中药饮片微生物污染载量计数结果
Ｆｉｇ２　Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｑｕａｎｔｉｔｙｏｆ６ｔｙｐｅｓｏｆｍｏｌｄｐｒｏｎｅＴＣＭｄｅｃｏｃ
ｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓ

３３　表面污染真菌的分离与纯化
根据不同的菌落形态特征，“２６”项下分离纯

化得到１０６株真菌，部分菌株菌落形态与显微特征
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图见图３。从独活、甘草、槟榔、薏苡仁及大青叶饮
片中分离得到１０株以上真菌，其余饮片分离得到的

菌株２～７株不等，污染率达９３３％，表明选取的１４
种易霉变饮片表面真菌污染情况较为普遍。

Ａ１，Ａ２－卷枝毛霉；Ｂ１，Ｂ２黄曲霉；Ｃ１，Ｃ２－烟曲霉；Ｄ１，Ｄ２假灰绿曲霉。

Ａ１，Ａ２－Ｍｕｃｏｒｃｉｒｃｉｎｅｌｌｏｉｄｅｓ；Ｂ１，Ｂ２Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ；Ｃ１，Ｃ２－Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ；Ｄ１，Ｄ２－Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｐｓｅｕｄｏｇｌａｕｃｕｓ．

图３　１４种易霉变饮片表面真菌的菌落形态与显微特征图（部分）
Ｆｉｇ３　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｕｒｆａｃｅｆｕｎｇｉｃｏｌｏｎｉｅｓｏｆ１４ｋｉｎｄｓｏｆｍｏｌｄｐｒｏｎｅＴＣＭｄｅｃｏｃｔｉｏｎｐｉｅｃｅｓ（Ｐａｒｔ）

３４　表面污染真菌鉴定
将“２８”项下得到的１０６株真菌测序结果进行

ＢＬＡＳＴ比对分析，可归为２门５纲９目１２科１６属，
所有菌株ＩＴＳ序列与数据库中收载同源序列最大相
似性均达９８％以上。在纲分类水平上，优势菌群分
别为 散 囊 菌 纲 （Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、座 囊 菌 纲
（Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ）、粪壳菌纲（Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）和毛
霉纲（Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｅｔｅｓ），分别占比５２％、１９％、１３％、
１３％；在科分类水平上，优势菌群分别为曲霉科
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌａｃｅａｅ）、枝孢菌科（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉａｃｅａｅ）、根霉
科（Ｒｈｉｚｏｐｏｄａｃｅａｅ）和毛霉科（Ｍｕｃｏｒａｃｅａｅ），分别占
比５２％、１７％、７％、５％；在属分类水平上，曲霉属
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、青 霉 属 （Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）和 枝 孢 属
（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ），分别占比 ３１％、１８％、１７％。采用
ＮＪ法构建系统发育树见图４，图中可见，所有菌株可
聚类至１２科１６属，并且均与ＮＣＢＩ数据库中ＢＬＡＳＴ
比对获得的同源性最高已知序列处于同一簇，这进一

步验证了前述ＢＬＡＳＴ比对分类鉴定结果。
在远志、陈皮、甘草、薏苡仁、梅花饮片中均分离

到黄曲霉，而薏苡仁饮片中还同时分离到杂色曲霉、

烟曲霉和镰刀菌产毒菌株，提示上述饮片可能有真

菌毒素污染的风险，后期将重点针对分离出产毒菌

株的饮片开展真菌毒素研究。另外值得注意的是，

本研究中分离到多株植物病原真菌［１６］，包括：胖大

海、甘草、独活、玉竹中均分离到少根根霉（根腐病、

软腐病）；薏苡仁中分离到镰刀菌（镰孢茎腐病、枯

萎病）；大青叶中分离到稻黑孢（稻褐纹病、黑孢菌

穗腐病、叶尖枯病）。而上述植物病原真菌一般在

植物生长和成熟过程中增殖，被认为是田间真菌，说

明中药材在生长过程中易受到植物病原真菌侵染，

而后续炮制加工处理未能去除该类真菌导致残留，

提示我们不仅要注重人工种植过程中的植物病害防

治，同时也要采取有效手段降低此类真菌及其他有

害微生物的负载水平，如控制炮制工艺参数、采用适

宜的灭菌技术［１７］等。

４　结论与讨论
本研究结果表明，中药饮片微生物污染普遍存

在，与饮片品种、药用部位、种植采收、炮制工艺及产

地气候等诸多因素存在一定程度的关系。本研究收

集的３１批次中药饮片均检测到大量微生物，这间接
说明易霉变饮片的微生物控制措施还需进一步提

高。其中微生物污染量最高的远志饮片为“远志

筒”，其 ＴＡＭＣ、ＴＹＭＣ和耐胆盐革兰阴性菌均超过
２０２０年版《中国药典》对中药口服及泡服饮片的微
生物限度标准，并分离到肺炎克雷伯菌和黄曲霉等

条件致病菌，提示该饮片微生物污染严重，风险较

大。而根据本研究结果，甘草、玉竹等饮片的 ＴＹＭＣ
·５７５·
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注：分支颜色表示属，圈层颜色表示其对应的科。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｂｒａｎｃｈｃｏｌｏｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｇｅｎｕｓ，ａｎｄｔｈｅｃｉｒｃｌｅｃｏｌｏｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｉｔｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｆａｍｉｌｙ．

图４　基于内转录间隔区（ＩＴＳ）序列运用邻接法（ＮＪ法）构建的系统发育树
Ｆｉｇ４　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｓｕｒｆａｃｅｆｕｎｇｉｂａｓｅｄｏｎＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｙＮＪｍｅｔｈｏｄ

载量亦较高，究其原因可能是此类根及根茎类饮片

药用部位直接与土壤接触［１８］，且表面大多具有较密

并深陷的横纵皱纹和裂纹，易导致各类微生物残留

而发生霉变。因此，对于根及根茎类易霉变饮片，应

加强药材采收净制过程中表面泥土及微生物的去

除，必要时进行适当的灭菌处理。此外，本研究中微

生物污染较为严重的还有１批陈皮饮片，其 ＴＹＭＣ
超出药典限量标准，且检出大肠埃希菌、黄曲霉和黑

曲霉等致病菌或条件致病菌，本身含水分、糖分高于

其他饮片，为霉菌等微生物滋生提供必要养分而导

致其负载水平偏高。胖大海、槟榔均产于温暖潮湿

的南方地区，适宜的温湿度为霉菌等微生物生长繁

殖提供了有利条件。虽然饮片表面均未观察到肉眼

可见的霉变现象，但此类以果实种子入药的饮片，内

部种子团或种仁部位由于水分“分布表里不一”而

易发生局部霉变。因此，控制饮片的水分含量是避

免其霉变的关键因素之一。大青叶入药部位为干燥

叶，因其表面积较大，多皱缩卷曲，易附着粉尘而滋

生微生物。梅花需氧菌负载水平较高，原因可能是

其仅采用净制的方法进行简单炮制，难以去除表面

附着的微生物，可导致其残留、滋生［１９］。动物类饮

片含有丰富蛋白质，可为真菌生长提供营养，容易导

致饮片霉变。但本研究收集的全蝎采用清水煮法炮

制而来，经沸水后不仅能使毒性蛋白变性而降低毒

性，同时也能杀灭绝大多数饮片携带的微生物，因此

与其他饮片相比，全蝎微生物负载量较低，各项微生

物指标均在规定限度内。由此可见，炮制工艺对微

生物污染量存在一定影响。综上，影响饮片微生物

污染的因素复杂多样，应对易霉变品种积极采取预

防措施，通过科学种植管理、优化采收及炮制工艺参
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数、控制水分含量、改善储藏条件、建立科学的监控

体系等，从源头降低中药饮片微生物污染风险，从而

有效减少下游产品微生物负载量。

大量研究从中药饮片中多次检出重要条件致病

菌，主要典型菌包括阴沟肠杆菌、肺炎克雷伯菌和阪

崎克罗诺杆菌等［２０２２］。本研究中也检出上述菌株。

阴沟肠杆菌是医院感染的主要病原菌，通过胃肠道

和皮肤接触入侵机体导致感染，可导致新生儿脑膜

炎、呼吸道和尿路感染等［２３］。阪崎克罗诺杆菌属于

Ａ类致病菌，是婴幼儿奶粉中的检验控制菌，易引发
坏死性小肠结肠炎、败血症和脑膜炎等［２４］。研究表

明，该菌可能是饮片加工过程中由生产设备或环境

或水体污染所致［２１］。肺炎克雷伯菌是少数能够引

起原发性肺炎的革兰阴性杆菌之一［２５］，易入侵免疫

功能低下的人群，严重可导致肺炎、血流感染、尿路

感染、软组织疾病和自发性细菌性腹膜炎等［２６］。该

菌是医院感染的主要致病菌之一［２７］，在世界范围内

具有极强的患病率和高死亡率［２８］。此外，本研究中

１６批样品检出耐热菌，而中药饮片主要通过简单煎
煮制成汤剂服用，尤其是近年来流行的药食两用中

药还可作养生茶直接泡服饮用（如本研究中的甘

草、胖大海、陈皮等饮片），并不能彻底杀灭具有耐

热性的致病菌，这对患者用药安全存在一定的风险

隐患［２９］。但现行药典中尚未对上述重要条件致病

菌和耐热菌做限制要求，因此，建议进一步开展中药

饮片微生物危害的风险评估工作，完善其相关标准

的制定。

本研究通过菌落形态及菌体显微特征观察、分

子鉴定等方法共鉴定真菌１０６株，可归为１６个属，
其中曲霉属、青霉属是易霉变饮片中分离真菌的共

有优势菌属，这与 Ｚｈａｎｇ等［９］人的研究结果一致。

有文献报道，陈皮表面污染真菌黑曲霉代谢转化能

够促进陈皮中黄酮类药效成分的增加，从而阐明陈

皮“陈久者良”的科学内涵［３０］。由此可见，中药表面

真菌与其药效之间有一定关系。但部分污染真菌在

特定环境下会代谢产生危害人体健康的真菌毒素，

例如黄曲霉、杂色曲霉、烟曲霉和镰刀菌等。黄曲霉

次级代谢产生的黄曲霉毒素具有严重肝毒性，甚至

产生致畸、致癌和致突变等危害，被列为Ⅰ级致癌
物［３１］。杂色曲霉次级代谢产生的杂色曲霉毒素与

黄曲霉毒素 Ｂ１的化学结构极其相似，其毒性仅次
于黄曲霉毒素，被国际癌症研究机构归类为 ２Ｂ
级［２４］。烟曲霉是病死率极高的侵袭性曲霉菌病的

主要病原菌，属于人类临床常见的三大机会性致病

真菌之一［３２］。镰刀菌能产生多种高致癌性的真菌

毒素，包括单端孢霉烯族毒素、伏马菌素和玉米赤霉

烯酮等，对人类健康构成严重威胁［３３］。上述致病性

真菌的检出对易霉变饮片的贮藏条件提出预警，也

为其用药安全提供参考。

通过平板法分离纯化单一菌株进行菌种鉴定，

方便学者进行微生物的生理生化特性和生物学功能

研究。但该法具有较强的筛选功能，部分难以培养

或无生命现象的微生物会被漏检，因此分离获得的

菌株可能远远小于饮片表面微生物的真实数量，无

法全面地反映中药饮片表面微生物群落的真实结

构。近年来，随着高通量测序技术的迅猛发展，该技

术也逐步应用于中药饮片微生物污染的研究领

域［４，８９，３４３６］。与平板法相比，该法无需培养即可快

速高效地获得微生物群落完整的结构和功能信息，

扩大了表面微生物的研究范围，较为真实地呈现了

优势微生物物种。在今后的研究中，可综合两者共

同分析中药饮片污染微生物的群落构成，能够更科

学、精确、全面地研究饮片污染微生物的种类，利于

开展后续风险评估工作。

本研究仅选取１４种３１批次易霉变饮片，代表
性稍显不足，因此相关结果仅针对以上３１批次。后
期将在此基础上增加饮片品种、样品批数及产地，从

而提供更多数据支撑，以便更全面地评估中药饮片

微生物污染状况。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＬＩＨ，ＹＡＮＧＭＱ，ＹＡＮＧＸＬ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｈｏｔｓｐｏｔｓａｎｄ
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