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 · 综述 ·

中成药微生物计数法前处理的影响因素和优化方法

肖　农，陆诗依，唐文雅，居敏俐，徐刚锋，杨明华 （上海市浦东食品药品检验所，上海 201203）

［摘要］  中成药组方成分多样，理化和生物学特性复杂，使其在微生物限度检查中微生物计数法的前处理（供试液制

备）受到许多因素的干扰，最终影响检验结果的重复性和准确性。优化中成药微生物计数法前处理工作对提高微生物检验的

准确性及保障非无菌制剂的安全性和有效性有实际应用意义。该文对中成药前处理目前涉及的关键影响因素和优化方法进

行系统分析和综述。
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Influencing  factors  and  optimization  methods  of  pre-treatment  for
microbiological counting method of proprietary Chinese medicine
XIAO Nong, LU Shiyi, TANG Wenya, JU Minli, XU Gangfeng, YANG Minghua（Shanghai Pudong Institute for Food and Drug
Control, Shanghai 201203, China）

［Abstract］  Due to the diverse composition and complex physicochemical and biological characteristics, the pre-treatment of
microbiological counting method （preparation of test solution） in microbiological limit test were interfered by many factors, which
ultimately  affected  the  repeatability  and  accuracy  of  test  results.  Improving  the  accuracy  of  microbiological  test  is  of  practical
significance  to  ensure  the  safety  and  effectiveness  of  non-sterile  preparations.  In  this  paper,  the  key  factors  and  optimization
methods involved in the pre-treatment of proprietary Chinese medicines were systematically analyzed and summarized.
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药品非无菌产品微生物限度检查中微生物计

数法（简称计数法）是药品检验的重要组成部分，是

对能在有氧条件下生长的嗜温细菌和真菌的定量

计数[1]。计数法检验流程概括为：取供试品根据其

理化和生物学特性，采取适宜的方法制备供试液。

倍比稀释，选取 1～3 个合适的稀释级（根据样品特

性和污染情况）用平皿法、薄膜过滤法或 MPN 法

做供试品检查。供试样品的制备过程中使样品充

分溶解或分散，并有效降低或消除药品本身的抑菌

性在检验过程中尤为重要，是得到准确的微生物计

数检验结论的关键点。过去的研究主要集中在对

计数法检验有影响的菌株选择和保存、培养基质量

控制、操作环境控制及被检样品方法适用性研究，

而对药品的前处理（即供试液的制备方法）尤其是

中成药的前处理法研究甚少。据文献报道[2-7]，影响

微生物限度检验误差因素分析中因前处理所产生

误差在各因素中占比较高。李超美[8] 曾组织同省

9 个药检所对同厂家、同批号中成药“香莲丸”做微

生物限度验证，发现验证方法并不完全相同，以致

验证结果不同，影响实验结果一致性评价。分析其

主要原因是选择了不同的前处理方法，样品经前处

理后是否完全溶解或分散，供试液中颗粒大小和沉

降速度，取供试液时使用振摇混匀还是取上清液、

样品抑菌性是否被中和等因素直接影响微生物的

回收率，致使各实验室有的采用常规法，有的采用

培养基稀释法，有的采用薄膜过滤法才能使回收率

达到《中华人民共和国药典》（简称《中国药典》）

2020 版规定的要求。

鉴于中成药微生物限度计数法前处理工作对

提高中成药的检验质量影响较大，本文就中成药前

处理关键影响因素和优化方法进行了系统的分析

和综述。 

1    影响计数法前处理的因素分析
 

1.1    中成药溶解性分类

《中国药典》2020 版与欧美药典[1,9-10] 在样品供
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试液制备时（前处理）都根据药品的理化特性和生

物学特性将药品分类。一般口服制剂除肠溶、结肠

溶和膜剂供试品外，基本分为 3 类：水溶性供试品、

水不溶性非油脂类供试品、油脂类供试品。中成药

配方复杂，成分多样，制法较西药特殊。如片剂中

牛黄解毒片是由人工牛黄、雄黄、石膏、大黄、黄

芩、桔梗、冰片、甘草八味药组成，制法是：以上八

味，雄黄水飞成极细粉；大黄粉碎成细粉；人工牛

黄、冰片研细；其余黄芩等四味加水煎煮二次，合并

滤液浓缩成稠膏或干燥成干浸膏，加入大黄、雄黄

粉末，制粒，干燥，再加入人工牛黄、冰片粉末，混

匀，压制成片 [11]。丸剂中防风通圣丸由防风、大

黄、芒硝、栀子、滑石、白术、白芍、当归等十七味

中药组方。制法是以上十七味，滑石粉碎成极细

粉；其余防风等十六味粉碎成细粉，过筛，混匀，用

水制丸，干燥，用滑石粉包衣， 打光，干燥，即得。

或以上十七味粉碎成细粉，过筛，混匀，用水制丸，

干燥，即得[11]。从以上两个中成药的配方、制法可

以看出：中成药是药材提取物与原粉的混合，雄黄、

石膏是矿物质，冰片是植物提取物结晶，都不溶于

水，其他生药原粉也不能完全溶于水，所以较难将

其简单分成水溶性、不溶性非油脂类供试品、油脂

类供试品，这是影响各实验室选择前处理方法制备

样品最直接的因素。 

1.2    缓冲液 pH 值

《中国药典》 2020 版和欧洲药典的缓冲液

pH 值 范 围 基 本 相 同 [1,10]， 为 pH  7.0、 pH  7.2、
pH 6.8、pH 7.6，制备供试液时，可调节 pH 值至

6～8。中成药组方成分和制造工艺多样，产品的

pH 值范围较广，需要缓冲能力较大的缓冲液才可

将 pH 值调节到接近药典要求的缓冲范围 （pH
6～8）。如麻仁丸配方为火麻仁、枳实（炒）、苦杏

仁、大黄、炒白芍、姜厚朴。其制法为以上六味，除

火麻仁、苦杏仁外，其余大黄等粉碎成细粉，再与火

麻仁、苦杏仁掺研成细粉，过筛，混匀。粉末用炼蜜

加适量的水制丸，干燥，制成水蜜丸；或加炼蜜制成

小蜜丸或大蜜丸，即得[11]。这一制作过程对成品的

酸碱度没有特殊要求。又如一清胶囊的处方为黄

连、大黄、黄芩。其制法是以上三味分别加水煎煮

两次，合并煎液，滤过，滤液分别减压浓缩，喷雾干

燥，制得黄芩浸膏粉及大黄和黄连的混合浸膏粉。

两种浸膏粉分别制颗粒，干燥，粉碎，加入淀粉、滑

石粉和硬脂酸镁适量，混匀，装入胶囊，制粒，即

得。整个过程没有测定酸碱度[11]。再如乙肝益气

解郁颗粒，配方为柴胡（醋炙）、白芍、枳壳、橘叶、

黄芪、丹参、党参、茯苓、桂枝、瓜蒌、刺五加、黄

连、法半夏、山楂、决明子、五味子。其制法是以

上十六味，白芍、茯苓、法半夏分别粉碎，过筛，依

次取细粉混匀，备用；剩余的粗粉备用。五味子粉

碎后用 80% 乙醇回流提取两次，合并提取液，回收

乙醇，备用。其余柴胡（醋炙）等十二味及白芍等三

味的粗粉加水煎煮两次，合并煎液，静置 12 h，取上

清液，与上述五味子提取液合并，浓缩，加入上述细

粉及适量糖粉混匀，制成颗粒[11]。从以上丸剂、胶

囊剂、颗粒剂的举例中可以看出，中成药的 pH 值

范围比较宽泛，将被检样品的前处理液加入胰酪大

豆胨琼脂和沙氏葡萄糖琼脂做需氧菌总数、霉菌和

酵母总数检验，或许会改变培养基的酸碱度进而影

响菌落的生长繁殖，从而影响菌落计数结果的准确

性。根据细菌适应酸碱度不同可将微生物分成中

性微生物、嗜酸性微生物和耐酸性微生物、嗜碱性

微生物、耐碱性微生物等。培养基酸碱环境的改

变，必然影响微生物的生长繁殖。另有研究表明，

药品的分散度也会影响供试液的 pH 值，进而影响

微生物的生长，造成实验结果的差异[12]。 

1.3    非离子表面活性剂的添加浓度

增加被检样品的分散度和溶解度有利于样品

中的微生物更均匀的分布于处理液中。取样均匀

性的提升有助于提高微生物的检出率。吐温-80 为

非离子型表面活性剂，亲水性强，是优良的 O/W 型

乳化剂，对植物油、矿物油、动物油脂等均有良好的

乳化作用。根据《中国药典》2020 版四部通则 1105，
供试液前处理添加吐温-80 浓度为 0.1%，如水不溶

性非油脂类分散力较差的供试品，可在稀释液中加

入无菌 0.1% 的聚山梨酯 80。油脂类供试品可加

入无菌十四烷酸异丙酯，或与最少量并能使供试品

乳化的无菌聚山梨酯 80 或其他无抑菌性的无菌表

面活性剂充分混匀[1]。表面活性剂浓度过高会使细

菌细胞膜中的脂类溶解而造成菌体死亡[13-16]。因

此，使用合适浓度的表面活性剂尤为重要。王康等[17]

增加吐温-80 的比例制备中药提取物穿心莲内酯固

体分散体，发现其能有效提高穿心莲内酯的溶出速

率。高飞等[18] 在化妆品检测中使用含 1 g/L 卵磷

脂和 7 g/L 的吐温-80 生理盐水做缓冲液，可中和化

妆品中防腐剂对绿脓杆菌和金黄色葡萄球菌的抑

制作用。张光华等[19] 在缓冲液中添加 3% 吐温-80
和 0.3% 卵磷脂，中和抑菌性较强的药品。中成药

原料来源广泛，有动植物及矿物等，因此，表面活性

剂在计数法前处理中的最适合用量仍有待研究。 

1.4    中和剂或灭活方法

中成药种类多且成分复杂，难以归入药典列出
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的干扰物种类中。许多中成药对临床耐药细菌具

有较好的抑制作用，临床上也常用抗菌中成药和抗

生素联合应用来降低细菌的耐药性。深入研究中

药抑菌作用和机制，大致可分为直接和间接抑制作

用。直接抑制作用包括消除或逆转细菌耐药质粒、

抑制细菌 β-内酰胺酶活性和外排泵、改变细胞膜

的通透性与消除生物膜等。间接抑制作用主要是：

中药通过提高机体免疫力对抗耐药性细菌。有文

献报道[20-22]，许多中药有抑菌作用，如黄芩、黄连、

连翘、五倍子、五味子、乌梅、金银花等 57 种，中

成药包括黄连上清片、穿心莲内酯胶丸、妇必舒胶

囊等。有些中药的抗菌作用机制不是单一的，而是

能够在多个方面发挥作用，所以药典常见中和剂或

灭活方法（见表 1），是否能满足、何种浓度能满足

有抑菌成分中成药的计数法检验要求尚待研究。
 
 

表 1    《中国药典》2020版常见干扰物的中和剂或灭活方法[1] 
干扰物 可选用的中和剂或

灭活方法

戊二醛、汞制剂 亚硫酸氢钠

酚类、乙醇、醛类、吸附物 稀释法

醛类 甘氨酸

季铵化合物、对羟基苯甲酸、双胍类化合物 卵磷脂

季铵化合物、碘、对羟基苯甲酸 聚山梨酯

水银 巯基醋酸盐

水银、汞化物、醛类 硫代硫酸盐

EDTA、喹诺酮类抗生素 镁或钙离子

磺胺类 对氨基苯甲酸

β-内酰胺类抗生素 β-内酰胺酶
  

2    优化中成药前处理的方法

陶明等[23] 和黄梅等[24] 发现，影响抑菌干混悬

剂微生物限度方法适用性的因素主要是样品原料

的分散性和中和剂的有效单位。对药品进行微生

物限度计数法前处理的目的是在生物样本安全的

前提下，通过前处理使被检样品成为均匀的溶液或

悬浊液，保证取样的均匀性。吸取供试液时，既可

保证液体分散均匀，又可避免只吸取上清液或沉淀

物，还可防止被检样品溶散不均造成制备液 pH 值

不同而形成结果偏倚[4,7,25]。优化中成药前处理的

方法有利于最终选取合适的检验方法（常规、稀

释、中和、薄膜过滤法）消除样品的抑菌性，取得科

学、准确的实验结果。 

2.1    减小被检样品的粒度

中成药大致分为口服和外用两种使用方式，口

服剂型大多为片剂、胶囊、丸剂等。无论中成药成

分多复杂，减小被检样品的粒度从而增加样品的溶

解度和分散度都是较佳选择。最直接减小被检样

品的粒度方法就是提高匀浆效率。《中国药典》

2020 版对前处理匀浆的转速没有特别规定，而《食

品安全国家标准食品微生物学检验菌落总数测定》

（GB4789.2-2020）中规定检测样品的匀浆转数常规

为 8 000～10 000 r/min，持续 1～2 min[26-27]。有研

究[28] 分别用匀浆仪和研磨法对 9 种丸剂和 3 种片

剂进行前处理，从各组实验所得的细菌数平均值来

看，匀浆法测定的细菌数大于研磨法，并呈显著性

差异，如槐角丸、益肝丸、通窍鼻炎片在研磨时菌

落数为 4.0×102、2.7×103、2.9×102 CFU/g，经均质器

细匀后菌落数为 8.7×102、3.4×104、6.4×102 CFU/g，
说明样品均质的细腻均匀可提高细菌检出率。庞

云娟等[29] 报道，供试液制备过程中被检样品分散

度和溶解度不足是造成实验结果偏离的原因之

一。以上研究表明适当提高匀浆效率可增加样品

的分散度和溶解度，进而提高细菌检出率以达到提

升检验准确度的目的。均质器转速和时间可参考

食品菌落总数检测标准。 

2.2    选择 pH 7.2 的磷酸盐缓冲溶液体系

磷酸盐缓冲溶液可以通过 H2PO4
−和 HPO4

2-在

不同的 pH 下形成缓冲体系。当 H2PO4
−和 HPO4

2-

的浓度比为 1∶1 时，此时溶液的 pH 值为 6.86，也
被称为磷酸盐缓冲液的电中性点。在电中性点的

pH 值下，磷酸盐缓冲溶液的缓冲能力最弱。随着

pH 值的升高，H2PO4
−的浓度逐渐降低，溶液的缓冲

能力逐渐增强。当 pH 值升到 7.21 时，H2PO4
−和

HPO4
2-的浓度比为 1∶2，此时溶液的缓冲能力最

强，称为磷酸盐缓冲溶液的最大缓冲范围。随着

pH 值的继续上升，HPO4
2-的浓度逐渐升高，H2PO4

−

的浓度逐渐降低，溶液的缓冲能力逐渐减弱。磷酸

盐缓冲溶液的缓冲范围在 pH 值 5.8～8.0 之间，这

个范围是根据 H2PO4
−和 HPO4

2-的浓度比和 pH 值

的关系所确定的，并且在 pH 值 7.21 左右，具有最

大的缓冲能力[30]，故 pH 7.2 的磷酸盐缓冲溶液最适

合中成药的前处理。 

2.3    选取合适的表面活性剂浓度

许多中成药含抑菌成分，通过添加表面活性剂

吐温-80，可提高非水溶性成分在稀释剂中的溶解

度和分散度。有研究表明[31-32]，添加表面活性剂的

效果优于调节 pH 值，因为当药品含有抑菌性成分

时，降低 pH 值会增加药品的抑菌性。为方便分析

中成药的抑菌性，将中成药分为以下几类：①清热

解毒类中成药，常含有板蓝根、黄芩、金银花等，有

较强抑菌能力；②止咳平喘类中成药，若含有麻黄、
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川贝母、薄荷脑等成分，抑菌性也较强；③胃肠道类

中成药，如含有广藿香、紫苏叶等成分的药物也有

较强的抑菌作用；④抗感冒类药，多含有金银花、甘

草、柴胡等中药，抑菌性较强；⑤妇科内服类中成

药，抑菌性比外用药弱；⑥镇痛抗炎外用中成药，如

含有黄柏对金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌有抑

制作用[33]。欧洲药典 11.0 对有抑菌作用的药品选

用含 3% 聚山梨脂 80 和 0.3% 蛋黄卵磷脂缓冲

液[10]，既能增加被测样品的分散度和溶解度，又能

中和药品本身的抑菌成分，同时又可增加样品中细

菌的检出率[19]。 

2.4    选取合适的稀释液

既满足方法适应性菌株的回收率要求，又能提

高样品溶解度和悬浊液的稳定性，是优化前处理过

程的关键。稀释液在前处理过程中起着重要作用，

一方面需要最大程度提供各类菌株的生存条件，另

一方面要易于药品的溶解和分散。《中国药典》

2015 年版药品微生物限度检查方法实例中有介

绍，保济丸在微生物限度计数检验选用了两种稀释

液，先用胰酪大豆液体培养基将被检样品制成

1∶100 的供试液，再取上清液薄膜过滤，并用含

0.1% 吐温-80 的 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液

冲洗滤膜[34]。前者可提高菌株回收率，后者可增加

溶解和分散。另有研究[35] 表明，参考《中国药典》

使用标准菌株进行化妆品微生物指标检验的供试

液制备，研究不同的前处理方法的适用性结果显

示，使用含中和剂的大豆酪蛋白葡萄糖卵磷酯吐

温-80（SCDLP）液体培养基、改良卵磷脂肉汤、戴

伊恩格利中和肉汤（D/E 中和肉汤）制备供试液，加

菌计数回收试验结果及控制菌（耐热大肠菌群、铜

绿假单胞菌和金黄色葡萄球菌）阳性检出率，均优

于按照《化妆品安全技术规范》（2015 年版）用生理

盐水制备供试液，其中，采用 D/E 中和肉汤进行样

品制备，对样品中防腐剂的中和效果最好。 

3    小结与展望

《中国药典》2020 年版要求生产厂家进行一

厂、一品、一规的微生物限度标准制订和验证实

验，验证报告要完整、可靠。作为药品检验机构，由

于检验周期受限，实际抽检工作中不可能像生产厂

家一般去一一验证。因此，分析研究中成药这一大

类非无菌药品计数法检验的特点，优化检验过程，

特别是样品前处理方法是检验中成药的关键环

节。中成药成分多为动植物和矿物质，使用计数法

前处理时难以简单用溶解度分类，往往同一种药品

各实验室选择不同的检验方法，导致检验结果差异

加大。且中药炮制工艺的多样性使中成药的酸碱

度范围宽泛，如果药品前处理时稀释液的缓冲能力

不强，会影响后续培养基的酸碱度，进而影响检验

结果的准确性。有些中成药本身具有抑菌性，若不

中和或去除会造成假阴性结果。

上述因素直接影响中成药计数法的检出率和

准确度，寻找一种分散度和溶解度好，缓冲力强且

能中和药品抑菌性，又对受损细菌有修复力的缓冲

液显得尤为迫切。本文从影响中成药计数法的检

验因素入手，层层分析寻找解决方案。综合《中国

药典》和欧美药典以及相关文献内容归纳解决的途

径有：①在稀释液中加入适宜的非离子表面活性剂

吐温-80 和卵磷脂（如 3% 吐温-80 和 0.3% 卵磷脂）

等中和剂，可以起到增加药品分散度和溶解度，并

中和部分抑菌性的作用；②通过增加适宜浓度的磷

酸盐缓冲离子对（H2PO4
−和 HPO4

2-），使缓冲液达到

最大缓冲能力，降低中成药因偏酸或偏碱对培养基

的影响；③增加缓冲液中生长因子和维生素，利于

受损细菌的快速恢复；④增加抗氧化物质使细菌能

抵抗药物的冲击；⑤选择合适的匀浆速度和时间，

在适宜剪切力的作用下，使缓冲液和被检样品充分

混和均匀。

随着课题研究进一步深入，最终可创新出一款

可加强分散度和溶解度、提高取样均匀性、降低中

成药抑菌性、加强缓冲能力、加强短时间修复受损

细菌能力的改良缓冲液，以提高中成药计数法检验

结果的准确性、重复性及工作效率，解决中成药计

数法检验中遇到的诸多问题。为监测中成药计数

法这类非无菌制剂的安全性和有效性提供现实的

应用价值。
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