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摘要  [ 目的] 为复方三七丸建立合适的微生物限度检查方法。[ 方法] 用常规法、培养基稀释法、离心沉淀法和薄膜过滤法检测复方三
七丸对细菌、酵母菌和霉菌的回收率。[ 结果] 常规检验发现白色念珠菌和黑曲霉的回收率都在70 % 以上 ; 培养基稀释法检测到金黄色
葡萄球菌试验组的回收率在70 % 以上; 离心沉淀法+ 培养基稀释法检测出大肠埃希氏菌的回收率为84 % ; 离心沉淀法 + 薄膜过滤法检
测出枯草芽孢杆菌的回收率为87 % 。此外 ,大肠埃希氏菌、大肠菌群和沙门菌3 种控制菌在常规法检测中都表现出专一性。[ 结论] 复
方三七丸的微生物限度检查法确立为 :酵母菌和霉菌的检测采用常规法 ;革兰氏阳性菌的检测采用培养基稀释法; 革兰氏阴性菌的检测
采用离心沉淀法+ 培养基稀释法; 枯草芽孢杆菌检测采用离心沉淀法+ 薄膜过滤法。控制菌采用常规法即可正确检出。
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Establishing a Method for Microbial Li mit Tests of Compound Prescription Pill Sanqi
XI ONG Li et al  ( Depart ment of Biological Engineering , Sichuan University of Science and Engineering , Zigong , Sichuan 643000)
Abstract  [ Objective] The research was to provide a method of the microbial li mit tests of compound prescription pill Sanqi . [ Method] The recovery rate
of bacteria , yeast and moul ds was detected by routi ne examination methods and those methods with mediumdilution, centrifugal sedi mentation, centrifugal
sedi mentation and membrane filtration. [ Result] It was validated that it was appropriate for yeast and mouldto be detected by routine exami nation methods ,
in whichthe recovery rates of Candida albican and Aspergill us ni ger were 83 % and 85 % , respectively . It was appropriate for gram-positive bacteriato be
detected bythe methods with culture mediumdilution , in whichthe recovery rate of St aphylococcus aureus was over 70 % . It was appropriate for gram-neg-
ative bacteria to be detected by the methods with centrifugal sedi mentationand culture mediumdilution , in whichthe recovery rate of Escherichia coli was
84 % . Andit was appropriate for Bacillus sp . to be detected by the methods withcentrifugal sedi mentation and membrane filtration, in whichtherecovery
rate was 87 % . It was also found that routine examination method was appropriate to be used for the controlled strains , Escherichia coli , coliformand
Sal monella .
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  复方三七丸是一种中成药, 具有一定的抑菌作用, 对其

进行微生物限度检测时 , 应先降低或消除其抑菌作用, 才能

反映药品的真实污染情况。试验采用常规法、培养基稀释

法、离心沉淀法和薄膜过滤法等方法来测定复方三七丸对大

肠埃希氏菌( 代表革兰氏阴性菌) 、金黄色葡萄球菌( 代表革

兰氏阳性菌) 、白色念珠菌( 代表酵母菌) 、黑曲霉( 代表霉菌)

和枯草芽孢杆菌( 代表药品中常见的污染菌) 等菌株的回收

率, 并验证了大肠埃希氏菌、大肠菌群和沙门菌等控制菌的

检查方法, 以期为复方三七丸的微生物限度检测提供依据。

1  材料与方法

1 .1  供试样品  复方三七丸( 成都永康制药有限公司, 批

号:080301) 。

1 .2 验证菌种 大肠埃希氏菌[ CMCC( B) 44102] 、金黄色葡

萄球菌[ CMCC( B) 26003] 、枯草芽孢杆菌[ CMCC( B) 63501] 、白

色念珠菌[ CMCC( F) 98001] 、黑曲霉[ CMCC( F) 98003] 、乙型副

伤寒沙门菌[ CMCC( B) 50094] 菌种, 均从四川省药品检验所

购买。

1 .3 稀释液 无菌氯化钠- 蛋白胨缓冲液( pH 值7 .0) 。

1 .4 培养基 虎红琼脂培养基 , 改良马丁培养基, 胆盐硫乳

琼脂培养基, 营养肉汤培养基, 胆盐乳糖培养基, 胆盐乳糖发

酵培养基,MUG 培养基, 麦康凯琼脂培养基 , 三糖铁琼脂培养

基, 赖氨酸脱羧酶培养基 , 脱羧酶试验对照培养基, 尿素琼脂

培养基 , 氰化钾培养基和氰化钾对照培养基。

1 .5  试验仪器  电热压力蒸汽灭菌锅, 离心机,KXB- 250A0

生化培养箱, 电热恒温箱, 无菌检查薄膜滤器等。

1 .6  供试液的制备  取供试品10 g 置研钵中, 加入少量无

菌氯化钠- 蛋白胨缓冲液研碎, 再加入缓冲液制成1∶10 的

供试液备用。

1 .7 菌液制备 分别接种大肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌、

枯草芽孢杆菌和沙门菌至营养肉汤培养基中 , 于30 ～35 ℃下

培养24 h ; 接种白色念珠球菌至改良马丁培养基中 , 于23 ～

28 ℃下培养48 h。然后各取以上培养液1 ml 用无菌氯化钠

溶液稀释, 分别取1 ml 10 - 5 、10 - 6 和10 - 7 稀释液至平皿中, 倾

注营养琼脂培养基, 培养48 h , 计数; 接种黑曲霉菌至改良马

丁琼脂斜面培养基中 , 于23 ～28 ℃下培养7 d , 加入5 ml 无菌

氯化钠溶液将孢子洗脱 , 取孢子悬液1 ml , 用无菌氯化钠溶

液稀释 , 分别取1 ml 10 - 4 、10 - 5 、10 - 6 稀释液至平皿中, 倾注虎

红琼脂培养基, 培养48 h , 计数。选取菌落数为50 ～100 个的

相应稀释级的培养液 , 保存备用。

1 .8 回收率测定 

1 .8.1 常规法测定[ 1] 。①试验组: 分别将1 ml 供试液和菌

液同时注入平皿中, 倾注营养琼脂培养基 , 于30 ～35 ℃下培

养48 h , 观察计数; 白色念珠球菌和黑曲霉改用虎红琼脂培

养基, 于23 ～28 ℃下培养72 h , 观察计数。②菌液组: 在平皿

中加入1 ml 菌液, 培养检测方法同试验组。③供试品对照

组: 不加菌液, 按试验组方法测定供试品菌数。④稀释剂对

照组: 取无菌氯化钠- 蛋白胨缓冲液50 ml , 过滤 , 将滤膜正贴

于营养琼脂平皿上培养检测。

1 .8.2 培养基稀释法测定[ 2] 。取供试液制备成浓度0 .5 、0 .2

和0 .1 ml/ 皿, 每平皿加入试验菌, 然后进行培养检测。

1 .8 .3 离心沉淀法+ 培养基稀释法测定。取供试液10 ml

离心, 弃去上清液留底层约1～2 ml 的沉淀, 加缓冲液至10 ml

作为供试液 , 取其制备成浓度0 .5、0 .2 、0 .1 ml/ 皿, 然后注入

培养基培养, 检测、计数。

1 .8.4 离心沉淀法+ 薄膜过滤法[ 3] 测定。取离心沉淀后制
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备的供试液10 ml , 加冲洗液50 ml 混匀, 过滤, 再以冲洗液洗

3 次。在最后一次冲洗液中加入1 ml 含50 ～100 cfu 的菌液 ,

混匀, 过滤。再将滤膜正贴于营养琼脂平皿上培养、检测。

1 .9 控制菌检查法的验证 口服给药制剂, 控制菌应检查

大肠埃希氏菌、大肠菌群及沙门菌[ 4] 。在对大肠埃希氏菌的

检查中利用 MUG 培养基培养及靛基质试验来对其进行检

测。对大肠菌群的检测利用胆盐乳糖发酵法, 并用麦康凯琼

脂培养基分离培养。利用三糖铁琼脂培养基、赖氨酸脱羧酶

培养基、脱羧酶试验对照培养基、尿素琼脂培养基、氰化钾培

养基、氰化钾对照培养基对沙门菌进行检验, 并利用半固体

营养琼脂进行穿刺培养, 观察其动力性。

2  结果与分析

2 .1 回收率的测定

2 .1 .1 常规法。由表1 可见, 在常规法检验中, 白色念珠菌

及黑曲霉的回收率都在70 % 以上, 说明此法适宜于复方三七

丸对酵母菌和霉菌的限度检测。而大肠埃希氏菌、枯草芽孢

杆菌和金黄色葡萄球菌回收率都低于75 % , 表明复方三七丸

对它们有不同程度的抑制作用。稀释剂对照组的回收率均

大于70 % , 说明氯化钠- 蛋白胨缓冲液对试验不产生干扰。

表1 常规法测定的回收率

 Table 1 Therecoveryratedetected byroutineexamination method  %

菌种

Strains

供试品组

Test samples group

试验组

Trial group

稀释剂对照组

Thinner control group
大肠埃希氏菌 0   9 .8 91 .5

Escherichia coli

金黄色葡萄球菌 0 65 .0 92 .6

Staphylococcus aureus

枯草芽孢杆菌 0 0 83 .9

Bacillus sp .

白色念珠菌 0 83 .0 92 .6

Candida albican

黑曲霉 0 85 .0 92 .4

Aspergillus niger

2 .1 .2 培养基稀释法。由表2 可以看出当培养皿中注入0 .5

ml 的供试液时, 金黄色葡萄球菌试验组的回收率在70 % 以

上, 说明培养基稀释法适宜于复方三七丸对金黄色葡萄球菌

的限度检测。但当每平皿注入0 .1 ml 供试液时, 大肠埃希氏

菌试验组回收率低于70 % , 而枯草芽孢杆菌试验组回收率仅

为15 % , 说明培养基稀释法不能完全消除复方三七丸的抑菌

作用。

表2 培养基稀释法测定的试验组回收率

Table 2 Therecoveryrate intrial group detected by culture mediumdilu-

tion method %

供试品量
Test samples
volume

大肠埃希氏菌
Escherichia

coli

枯草芽孢杆菌
Bacillus
sp .

金黄色葡萄球菌
Staphylococcus

aureus

0 .5 ml/ 平皿0 .5 ml/ Flat 21    5 78

0 .2 ml/ 平皿0 .2 ml/ Flat 39 10

0 .1 ml/ 平皿0 .1 ml/ Flat 63 15

2 .1.3 离心沉淀法+ 培养基稀释法。由表3 可以看出当供

试液的量为0 .5 ml/ 皿时 , 即可使大肠埃希氏菌的试验组回收

率达到70 % , 表明离心沉淀法+ 培养基稀释法适宜于复方三

七丸对大肠埃希氏菌的限度检测。而当供试液的量为0 .1

ml/ 皿时, 枯草芽孢杆菌试验组回收率也只有63 % , 说明该法

只可部分消除复方三七丸的抑菌作用。

表3 离心沉淀法+ 培养基稀释法测定的试验组回收率

Table 3 Therecoveryrateintrail group detected bycentrifugal sedi menta-

tion method and culture mediumdilution method %

供试液量

Test samples volume

大肠埃希氏菌

Escherichia coli

枯草芽孢杆菌

Bacillus sp.
0 .5 ml/ 皿0 .5 ml/ Flat 84 26

0 .2 ml/ 皿0 .2 ml/ Flat 47

0 .1 ml/ 皿0 .1 ml/ Flat 63

2 .1.4 离心沉淀法+ 薄膜过滤法。将离心沉淀法与薄膜过

滤法结合对供试液进行处理后, 枯草芽孢杆菌的回收率达到

70 % 以上, 说明该法适宜于复方三七丸对枯草芽孢杆菌的限

度检测。

2 .2 控制菌检查方法的验证

2 .2.1 大肠埃希氏菌检查方法的验证。利用 MUG 培养和靛

基质试验对大肠埃希氏菌进行培养检测。阴性菌对照组中

加入的是金黄色葡萄球菌, 其目的是为了验证该反应对大肠

埃希氏菌的专一性。表4 显示试验组在 MUG 培养基培养检

测及靛基质试验中均呈阳性, 说明其中含有大肠埃希氏菌。

阴性菌对照的反应呈阴性, 说明该反应对大肠埃希氏菌具有

专一性。

表4 大肠埃希氏菌的检测

Table 4 The detectionof Escherichia coli

试验对象
Test objects

生化特性
Biochemical characteristics

MUG 培养基培养
MUG mediumcultivation

靛基质试验
Indoleformation trial

试验组Trial group + +

阴性菌对照组 - -

Negative strains control group

阴性对照组 - -

Negative control group

供试品组 - -

Test samples group

 注 :“+”表示阳性 ;“- ”表示阴性。下同。

 Note : + stands for positive ; - stands for negative . The same as below.

2 .2 .2 大肠菌群检查方法的验证。利用胆盐乳糖发酵培养、

麦康凯琼脂分离培养和乳糖发酵培养对大肠菌群进行检测 ,

阴性菌对照组中加入的是金黄色葡萄球菌。从表5 中可以

看出, 在胆盐乳糖发酵培养中, 只有试验组产酸产气 , 这可以

排除对照组中含有大肠菌群。继续对试验组进行分离培养

及乳糖发酵 , 出现发酵乳糖及产酸产气现象, 判定试验组确

含有大肠菌群。阴性菌对照的反应呈阴性, 说明该反应对大

肠菌群具有专一性。

2 .2 .3 沙门菌检查方法的验证。利用胆盐硫乳琼脂培养基、

麦康凯琼脂培养基培养、三糖铁试验及动力检查等方法, 来

检验沙门菌。由表6 可知, 在分离培养中, 只有试验组平板

出现疑似沙门菌菌落, 对试验组进行生化试验、赖氨酸脱羧

酶试验及动力检查, 结果均表现为阳性, 判定含有沙门菌。

而阴性菌对照组未出现与试验组相同的反应, 说明该反应对
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沙门菌具有专一性。

表5 大肠菌群的检测

Table 5 Thedetectionof colifor mbacteria

试验对象
Test objects

生化特性
Biochemical characteristics

胆盐乳糖发酵管
Lactose bile

fermentationtube

麦康凯琼脂
MaConkey agar

medium

乳糖发酵管
Lactose fermen-

tationtube

试验组Trial group + + +

阴性菌对照组 - - -
Negative strains control group

供试品组 - - -

Test samples group

阴性对照组 - - -

Negative control group

3  结论与讨论

采用常规法测定时, 大肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌和

枯草芽孢杆菌的回收率均小于70 % , 而白色念珠菌和黑曲霉

的回收率都在80 % 以上 , 说明常规法只适于复方三七丸对酵

母菌及霉菌的限度测定。试验结果还表明复方三七丸对大

肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌有较强的抑制

作用, 但作用机理尚不明确, 有待于进一步研究。采用培养

基稀释法测定时, 金黄色葡萄球菌的回收率达78 % , 说明它

适于革兰氏阳性菌的限度检测。利用离心沉淀法+ 培养基

稀释法测定时, 大肠埃希氏菌的回收率达84 % , 说明它适于

革兰氏阴性菌的限度检测。采用离心沉淀法+ 薄膜过滤法

测定时, 枯草芽孢杆菌的回收率达87 % , 说明它适于该菌的

限度检测。

表6 沙门菌的检测

Table 6 The detectionof Sal monella

试验条件
Trial conditions

试验组
Trial group

阴性菌对照
Negative strains control group

供试品组
Test samples group

阴性对照
Negative control group

麦康凯琼脂培养MaConkey agar medium + - - -

三糖铁试验Triple sugar irontrial + - - -

靛基质试验Indoleformationtrial + - - -

脲酶试验Urease trial + - - -

氰化钾试验Potassui mcyanide trial + - - -

赖氨酸脱羧酶试验Lysine decarboxylase trial + - - -

动力检查Dynamical detection + - - -
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际问题的优势, 可从一定程度上提高土壤含水量的检测精

度。实践证明该方法操作简便、实时性好且不破坏土壤环

境。因此 , 该方法在土壤含水量检测中将得到广泛应用。

表3 贝叶斯LS-SVM 模型检测值及其与实测值的相对误差

Table3  The relative error betweenthetest value by Bayes LS-SVM model andthe measured value %

样本序号
No . of
samples

土壤含水量实测值
Measured value of

water content in soil

贝叶斯LS- SVM模型检测值
Test value by Bayes

LS- SVM model

相对误差
Relative
error

样本序号
No . of
samples

土壤含水量实测值
Measured value of

water content in soil

贝叶斯LS-SVM模型检测值
Test value by Bayes

LS- SVM model

相对误差
Relative
error

1 32 .85 32 .50 1 .07 11 23 .31 23 .32 0 .04

2 32 .18 32 .42 0 .75 12 22 .73 23 .26 2 .33

3 28 .63 28 .45 0 .63 13 22 .16 22 .30 0 .63

4 28 .12 27 .99 0 .46 14 22 .04 22 .14 0 .45

5 27 .88 28 .32 1 .58 15 21 .72 21 .34 1 .75

6 25 .86 26 .05 0 .73 16 21 .54 21 .03 2 .37

7 25 .43 25 .59 0 .63 17 20 .38 21 .03 3 .19

8 24 .75 24 .51 0 .97 18 17 .75 17 .91 0 .90

9 24 .68 24 .17 2 .07 19 14 .39 14 .25 0 .97

10 24 .21 23 .96 1 .03 20 12 .35 12 .43 0 .65
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