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摘要$ +中国药典, 对药品微生物限度方法学验证提出要求已实施了 #$ 多年# 但目前它仍是药品生产企业工作中的重
点难点’ 本文通过查阅文献并结合自身工作经历# 论述了药品微生物限度方法学验证研究的必要性# 对比现版与旧版
药典相关要求与方法的差异# 以帮助药品检验机构和药品生产企业正确解读( 执行 ’$#& 年版 +中国药典,# 并开展相
关工作’
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!!’$$& 年版 +中国药典, )#*首先提出药品微生物限度检
查方法学验证的要求% ’$#$ 年版)’*基本与其保持一致# 但
进一步提出了对培养基适用性检查的要求% ’$#& 年版)+*对
微生物限度检验中的实验环境( 培养系统( 微生物限度验
证方法作出了重大修订# 又再次要求所有要进行微生物限
度检查的药品都要按照现版药典要求重新进行相关验证’
由此可知# +中国药典, 要求从国家和标准层面体现了对
药品微生物的重视# 本文现将 #$ 多年来药品微生物限度检
查方法学验证的研究进展进行了总结’
,L微生物限度检查方法学验证的必要性
#J#! (中国药典) 要求之前的研究!早在 ’$$& 版 +中国
药典, 规定之前# 就已经有研究人员进行了抗生素类))(%*

和中成药类)*(#$*药品的微生物检查方法验证研究# 指出含
抑菌成分的药品应采用培养基稀释法或低速离心(薄膜过滤
法联合使用# 用一定量冲洗液冲洗后正面贴膜培养# 可大
大提高方法的加菌回收率’ 张润婕)##*也提出了对报批产品
的审批要求申报单位提供药品微生物限度检查方法学验证
的研究资料% 王知坚)#’*等在审核新药质量标准时# 对 #")
个品种进行了微生物限度方法学验证# 提出对照菌回收率
在 %$!以上时验证方法才有效’
#J’! (中国药典) 要求之后的研究!按照 +中国药
典, )#(’*一部的要求# 李立娜)#+(+/*等对 )+ 个品种的药品进
行微生物限度检查方法学验证研究# 覆盖了合剂( 颗粒剂(
胶囊剂( 片剂( 胶囊剂( 丸剂( 洗液( 乳液( 喷雾剂等剂
型# 给药途径亦包含了口服给药和局部给药# 其中细菌数
的验证采用大肠埃希菌( 金黄色葡萄球菌( 枯草芽孢杆菌
进行加菌回收试验# 发现可用常规法的有 #% 种# 培养基稀
释法"$J& 1GL皿$ 的有 " 种# 培养基稀释法 "$J’ 1GL皿$
的有 ## 种# 薄膜过滤法的有 & 种# 中和剂处理后采用常规
法的有 # 种# 离心后取上清液的有 + 种 )# 种取上清液按

常规法# ’ 种取上清液按培养基稀释法 "$J’ 1GL皿$*% 霉
菌及酵母菌数的验证采用白色念珠菌( 黑曲霉进行加菌回
收试验# 发现可用常规法的有 +# 种# 培养基稀释法
"$J& 1GL皿$ 的有 # 种# 培养基稀释法 "$J’ 1GL皿$ 的
有 " 种# 薄膜过滤法的有 ) 种# 中和剂处理后采用常规法
的有 # 种% 控制菌检查项目包括大肠埃希菌( 大肠菌群(
沙门菌( 金黄色葡萄球菌( 铜绿假单胞菌# 其中可用常规
法的有 "$ 项# 培养基稀释法的有 * 项# 薄膜过滤法的有 #
项# 中和剂处理后采用常规法有 # 项’

赵会兰))$*对不同厂家七叶安神片进行验证# 发现相同
品种( 不同厂家片剂的抗菌作用不同% 肖双))#*对来源于 ’
个不同企业的安神丸进行微生物限度检查方法学验证# 发
现安神丸 # 细菌采用培养基稀释法 "$J’ 1GL皿$# 其他项
目采用常规法% 安神丸 ’ 细菌( 大肠菌群采用薄膜过滤法#
其他项目采用常规法# 表明安神丸 ’ 比安神丸 # 具有更强
的抑菌作用% 郑兆显))’*等对来源于 * 个厂家的通便灵胶囊
进行微生物限度检查方法学验证# 发现 ) 家采用常规法# )
家采用培养基稀释法’
$L回收率试验设计

微生物限度检查方法学验证中回收率试验的设计至关
重要# 因为加菌回收试验是重点难点# 其除了遵循由简单
到复杂( 由单一到联合外# 还要考虑尽量减少样品可能被
污染的环节和步骤’

兰茜等)+’(+/*基本按照以下方法进行预试验摸索! 常规
法 "# 1GL皿$( 培养基稀释法 "$J& 1GL皿$( 培养基稀释
法 "$J’ 1GL皿$( 薄膜过滤法 "冲洗量由 #$$ 1G开始$#
但薄膜过滤法比较普遍的问题是样品堵塞滤膜# 导致抽滤
速度慢或难以继续’ 以往通常会对供试品溶液进行静置))+*

或低速离心)))()&*处理后# 再取一定量上清液过滤膜# 但对
于一些抑菌活性特别强的药物# 中和剂))"()%*的使用通常也
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在薄膜过滤法时予以考虑# 必要时冲洗液温度))*()/*也要进
行验证% 而对于一些非水溶性样品# 供试品溶液制备要使
用合适的活性剂)&$(&’* ’

李珏)&+*收集了不同抑菌作用( 不同剂型的样品 "Cg
,$ + 个# 分别在 + 个不同环节 "C在取样后加菌( -在供
试液制备后加菌( ,在最后环节加菌$ 进行加菌回收操作#
发现不同加菌时间下回收率存在显著差异% 李霞)&)*认为#

比较合理的加菌时间点应该是在样品处理前加入一定量阳
性菌后# 再采用适宜方法进行前处理# 其所得回收率才能
真实反映方法的可行性’ 旧版 +中国药典, )#(’*中关于加菌
回收试验的描述是 /取供试品溶液与试验菌菌液# 分别注
入平皿1# 菌液在培养基摇碟时与供试品溶液相接触% 现
版 +中国药典, )+*中是 /取已经制备好的供试品溶液# 加
入试验菌# 混匀1# 菌液在供试品溶液制备过程中即与其
直接混匀接触# 充分模拟样品污染状态# 能更真实地反映
样品的染菌状态# 但也增加了操作难度# 所以在 ’$#& 年版
+中国药典, 要求中# 加菌回收试验更是微生物限度方法
学验证的重点难点’

按照现版 +中国药典, )+*的要求# 平皿法应该先把菌
加到制备好的供试品溶液中# 混匀后再行注皿# 导致以前
方法设计中的培养基稀释法不再是方法学验证的常用方法#
刘绪平等)&&(&/*也证实了这一点’ 以固体样品为例# 现在主
要按照以下方法渐进地进行预试验摸索! 常规法 "# c#$
供试液 # 1GL皿$( 供试品溶液稀释法 "# c’$ 供试液
# 1GL皿$( 供试品溶液稀释法 "# c&$ 供试液 # 1GL皿$(

供试品溶液稀释法 "# c#$$ 供试液 # 1GL皿$ 等 "供试品
溶液的稀释倍数要结合样品在该项微生物的限度进行充分
考虑$( 薄膜过滤法 "# c#$ 供试液 # 1GL膜# 冲洗量由
#$$ 1G开始渐进地验证$’ 培养基稀释法要结合供试品溶液
稀释法一起使用# 当霉菌及酵母菌的总数限度为 #$’,]TLK
时# 由于供试品溶液可稀释的空间不大# 两者相结合的方法
"# c&$供试液 # 1G分注 ’皿或 &皿$ 也会被采用’

目前# 现版 +中国药典, )+*已不再提倡使用离心沉淀
集菌法# 可能是考虑到离心沉淀会影响微生物检查结果’
结合笔者工作经历发现# 制备好的菌液摇匀后静置再注皿
时# 平皿长菌落比摇匀即注皿的要少很多# 表明静置或离
心沉淀会导致菌下沉% 刘广文等)"$*提到 /在进行薄膜过滤
时须先将供试液采用适宜的方法进行预处理# 然后移至带
有冲洗液的滤罐中充分混匀后再进行减压抽滤# 否则由于
供试液杂质太多造成滤罐堵塞# 引起滤罐爆裂# 可能造成
人员伤害1# 但笔者认为该方法日常检验操作很不方便#
实用性不强’ 满足采用薄膜过滤法的样品必须易于通过滤
膜或者有解决滤膜堵塞的措施% 对于抑菌作用特别强( 不
易通过滤膜的样品# 可采用中和法)&&(&"* ( 供试品溶液稀释
法)&"(&%*与薄膜过滤法相结合的方法解决堵塞滤膜的困难#
消除样品强抑菌的作用’ 在方法学验证时# 不能只追求加
菌回收比值地去反复作验证试验# 而应充分考虑该方法对
人员操作的方便性及安全性’

SL影响微生物限度检查方法学验证的因素
李超美)"#*曾组织其所在省 / 个地市药检所# 对同品

种( 同批号中成药香莲丸的微生物限度进行研究# 发现 /

个实验室所采用的验证方法并不完全相同# 同厂家( 同品
种( 同批号丸剂在不同实验室验证时出现不同结果# 表明
其受人员操作的影响很大% 玛尔江-木坎)"’*认为存在以下
因素! 标准菌种的选择和保存不当 "建议采用新鲜培养
物$( 不同供试液制备方法 "应力求均匀分散$( 培养基的
影响 "建议现用现配$( 计数和观察的误差( 设备及人员
的影响( 抽样和取样误差% 刘庆兰)"+*报道# 影响检验误差
的因素有培养基( 供试品溶液制备( 检验设备和用具( 菌
落计数误差( 药物自身性质( 操作环境等’

加菌回收的试验菌制备要克服 ’ 个难题! 一是菌液定
量的把握# 要求加入的试验菌使每 # 1G供试液或每张滤膜
所过滤的供试液中# 含菌量不大于 #$$ ,]T% 二是菌株传
代的把握# +中国药典, 要求# 各试验菌株 "除黑曲霉外$

应该是新鲜培养物# 且传代次数不得超过 & 代’ 菌液的定
量关系不同于化学对照品含有量# 后者性质更稳定# 但菌
液含有量是不固定的# 其自身也是 # 个增殖与死亡的代谢
过程# 所以每一次培养的新鲜培养物都要进行计数’ 菌液
计数要作新鲜培养物的预计数和每次试验时的同步计数#

新鲜培养物使用期限一般在 # 周以内# 到下周再使用又要
重新培养# 并且必须确保传代次数不得超过 & 代# 同时为
了确保试验菌株的生物学特性# 还要进行针对性的生化(
鉴定等试验’
(L药品检验机构和药品生产企业面临的困难

钟国庆)")*指出了关于医院制剂开展方法学验证的困
难# 如在检验仪器投入方面# 有的单位甚至连过万元的设
备都没有# 也无开展方法学验证所需的生物安全柜等设备#

菌种保存无法有效控制% 人员专业素质不高# 大部分日常
工作仅以开展简单检验为主# 缺乏相应培训和业务交流%
领导不够重视等’ 马鸣晓)"&*总结了微生物方法学验证存在
工作量大( 不同实验室方法欠佳( 重复劳动过多等问题’

罗书香)""*对 #’ 家药品生产企业 +" 个品种的验证资料进行
统计分析# 发现存在诸多缺陷# 如验证结果和结论表述不
清楚或不全面( 未提及试液制备或制备方法错误( 未提供
所验证药品品种处方( 记录不全( 无证无编号等’ 吴潇)"%*

曾建议国家收集资料整理分析# 出台一些具体品种的的微
生物限度检查标准# 以方便药品监督抽查检验# 但经过了
这么多年# 相关验证还是药品检验机构和药品生产企业的
联系和沟通# 集中从上而下的管理并未落实’

笔者结合从事 #$ 多年药品微生物检验工作的经历# 在
审核各厂家不同品种的微生物限度方法学验证材料时发现#
大型药品生产企业在这方面相对规范# 而中小型比较薄弱#

药典和标准解读不到位# 导致验证项目不全或多余( 方法
设计不合理( 实验研究不规范等问题’
VL结语
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*+#’

’$#% 年 #$ 月
第 +/ 卷!第 #$ 期

中 成 药
,936@A@?[273B3:624F2B@6Ba@73536@

S5B:Z@[’$#%
b:4>+/!E:>#$



年版的基础上进一步完善# 实现了与国际通用标准的接轨#
有利于从微生物角度控制非无菌制剂的安全性# 并保障其
有效性’ 为了方法的完整性和检验结果的可靠性# 进行一
厂( 一品( 一规的微生物限度检查验证和标准制订是非常
有必要的’ 因此# 作为拥有设备( 人员( 专业优势的药品
检验机构# 有责任和义务帮助药品生产企业继续推动和规
范该项工作’
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)+"* !赵加强# 周荣光# 杨兆祥# 等>百宝丹喷雾剂微生物限度
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)+%* !张广求# 刘!文# 田祥学>碘乳康口服溶液微生物限度检
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))’* !郑兆显# 张秀花# 李瑞英# 等>不同厂家通便灵胶囊微生

物限度检查方法学验证的探讨)X*>药学研究# ’$#)# ++
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))+* !特玉香# 曹艳玲# 林丽英>十全大补丸微生物限度检查方

法验证)X*>药物分析杂志# ’$$*# ’*""$! /+’(/+&>

)))* !钱文静# 张!玫>盐酸米诺环素胶囊微生物限度检查方法
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剂中微生物的限度)X*>华西药学杂志# ’$$"# ’# "+$!

’//(+$’>
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&)(&&>

)&#* !陆!蓓# 凌!明# 赵建英# 几种栓剂的微生物限度检查法
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)&"* !罗达龙# 覃!蓝# 李夷君>盐酸氨溴索缓释胶囊微生物限
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"#%$! +%(+/>

)&** !王洪家>解毒散结颗粒 +中国药典, ’$#& 年版微生物限

度检查方法学验证)X*>天津药学# ’$#"# ’*")$! #%(#/>

)&/* !孟宪丽>硝酸咪康唑搽剂微生物限度检查方法学验证)X*>
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)"$* !刘广文# 苑艳飞>养肝解毒丸微生物限度检查法的验证实
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)"#* !李超美>全省 / 个地市药检所对中成药香莲丸微生物限度

检查结果的研讨)X*>海峡药学# ’$#$# ’’"#’$! %*(*$>
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中国药品标准# ’$#$# ##")$! +$+(+$&>

)"&* !马鸣晓>地市级药检所开展无菌和微生物限度检查方法学

验证工作之我见)X*>中国药师# ’$$*# ##"/$! ##$&(##$">

)""* !罗书香>药品微生物限度检查方法验证资料分析)X*>
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