
图 1  超声波提取时间

由图 t可见 o超声波提取 us°¬±后 o随提取时间加

长 o而提取的总皂苷含量没有增加的趋势 o因此可以认

为超声波提取 us°¬±即可将人参皂苷提净 ∀

2 q5  样品的测定  精密称取约 s qxª样品于具塞锥形

瓶中k原药材粉碎 o双宝素胶囊称取内容物 o并拌入等

量硅胶 �l ∀另取一锥形瓶平行试验作为空白 ∀精密加

入 us °̄ 水饱和正丁醇 o密塞 o超声波提取 vs°¬±∀精密

量取 u qs °̄ 提取液 o水浴蒸干后 o以 x °̄ 水溶解残渣 o转

移至 ⁄tst大孔吸附树脂柱上 ∀先以 xs °̄ 水洗净糖分等

水溶性杂质 o再以 zx h乙醇k流速约为 u °̄ r°¬±l洗脱人

参皂苷并定容至 ux °̄ ∀精密量取 u qs °̄ 洗脱液 o水浴

蒸干 o以浓硫酸溶解残渣并定容至 ts °̄ ∀ys ε 水浴 u«o

冷至室温后 o测其在 vuu±°处的吸光度值 o扣除空白样

品的吸光度 o代入线性方程 o计算出样品中的人参总皂

苷以人参皂苷 � ¨计含量k见表 tl ∀

2 q6  加样回收率考察  取 ts粒双宝素胶囊 o研匀 o精

密称取 s qux°ªo加入 t qus°ª人参总皂苷k以人参皂苷

� ¨计l o按样品测定方法项下操作 o重复测定 x次 o结果

见表 u ∀

表 1  人参总皂苷k以人参皂苷 � ¨计l分析结果

样  品 产  地 含   量

红参    吉林 w qytv h

生晒参   吉林 u qyys h

西洋参   美国 x q{vw h

三七    云南 ts qzz h

双宝素胶囊 杭州 t quxu ∗ t qwzy°ªr粒

表 2  

实  验 加入量r°ª 测得量r°ª 回收率r h
平均回收

率r h
≤ ∂r h

t t qus t qt{| || qs{

u t qus t qt|{ || q{v

v t qus t qt|v || qwu || qtv s qxts

w t qus t qt{x |{ qzx

x t qus t qt{v |{ qx{

3  小  结

3 q1  紫外分光光度法测定人参皂苷 o重复性好 o稳定

可靠 o容易掌握 o远远优于香草醛比色法 ∀

3 q2  以水饱和正丁醇为溶剂 o超声处理半小时可以提

净样品中的人参皂苷 o而且杂质少 o人参皂苷回收完

全 ∀

3 q3  大孔树脂2� ∂ 法也可用于人参蜂王浆 !双宝素等

口服液中人参总皂苷含量测定 ∀

3 q4  本方法的原理也适用于分析糖类和苷类 ∀我们

用此法分析过人参多糖及地黄中梓醇含量 o结果满意 ∀

收稿日期 }t||{ p tt p su

药品微生物限度检查中大肠杆菌检查特例

杜  娟  范  兵  陈林芳k昆明 yxsstt 云南省药品检验所l

摘要  目的 }对疑似大肠杆菌的菌株进行检测 ∀方法 }� ��2�±§²̄¨法和药典法 ∀结果 }� ��2�±§²̄¨法简便 !快速 !

准确 o优于药典法 ∀结论 }检查大肠菌群比检查大肠杆菌更能说明药品中污染控制菌的情况 ∀

关键词  大肠杆菌 ~药典法 ~� ��2�±§²̄¨法

Στυδψ ον τηε δετεχτιον οφ Εσχηεριχηια χολι φορ λιµιττεστ οφ µιχροοργανισµ ιν δρυγσ
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yxssttl
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  中国药典 t||x年版一部附录微生物限度检查法

和5药品卫生检验方法6kt||s年l规定 }凡为革兰氏阴

性无芽胞杆菌 !乳糖发酵产酸产气或产酸不产气 !

�� ∂¬≤ 反应符合 n n p p或 p n p p的菌株可判为检

出大肠杆菌 o笔者在实验工作中发现一例特殊菌株 o按

药典法检查会出现误检 o特提出商榷 ∀

1  试验材料

1 q1  样品

复方丹参片 ∀

1 q2  试剂与培养基

1 q2 q1  试剂  革兰氏染色液 !柯凡克试剂 !甲基红指

示剂 !∂2°试剂 ∀

1 q2 q2  培养基  ��增菌液 !伊红美兰琼脂 !三糖铁琼

脂培养基 !蛋白胨水培养基 !柠檬酸盐琼脂 !乳糖发酵

培养基 !� ��诊断培养基 ∀

1 q3  仪器

vyy±°紫外灯 ∀

1 q4  阳性对照菌

大肠埃希氏菌 ≤ � ≤≤k�lwwtsu ∀

2  试验方法

按中国药典 t||x 年版一部附录微生物限度检查

法和5药品卫生检验方法6 中大肠杆菌的检验方法 o从

已在kvy ? tl ε 培养 uw«的 ��增菌液中挑取增菌液 o

于伊红美兰平板上作分离培养后 o挑取单个可疑菌落

穿刺划线接种于三糖铁高层琼脂斜面 o经培养后 o进行

革兰氏染色镜检 !乳糖发酵试验以及 �� ∂¬≤ 试验k即靛

基质试验 !甲基红试验 !∂2° 试验和柠檬酸盐利用试

验l ∀按 � ��2�±§²̄¨快速检定大肠杆菌方法 o从已在

kvy ? tl ε 培养 uw«的 ��增菌液中吸取 s qu °̄ 增菌液

至 x °̄ � ��诊断培养基中 okvy ? tl ε 培养 uw«后 o将

� ��管置 vyy±° 紫外灯下观察 o有蓝白荧光者为阳

性 o无则为阴性 ~后加柯凡克试剂于 � ��管内 o观察液

面颜色 o液面变红则为阳性 o变黄则为阴性 ∀本试验共

取 x支特例菌株同时进行测定 ∀

3  结  果

表 1  疑似菌株的形态 !生长情况及革兰氏染色

序  号 菌落形态及色泽
三糖铁高层斜面

底层 斜面 产气 产 �u≥

革兰氏染色

镜检

t 紫红黑色 o园形 o边缘整齐 o表面光滑湿润 o无金属光泽 n n n p �p短杆菌

u 紫红黑色 o园形 o边缘整齐 o表面光滑湿润 o无金属光泽 n n n p �p短杆菌

v 紫红黑色 o园形 o边缘整齐 o表面光滑湿润 o无金属光泽 n n n p �p短杆菌

w 紫红黑色 o园形 o边缘整齐 o表面光滑湿润 o无金属光泽 n n n p �p短杆菌

x 紫红黑色 o园形 o边缘整齐 o表面光滑湿润 o无金属光泽 n n n p �p短杆菌

阳性对照 紫黑色 o园形 o边缘整齐 o表面光滑湿润 o有金属光泽  n n n p �p短杆菌

表 2  疑似菌株的 � ��2�±§²̄¨试验和生化鉴定试验

序  号 � �� �±§²̄¨ � � ∂2°
≤r«

w{ zu |y tus tww

t p p p n p p p p n p n

u p p p n p p p p n p n

v p p p n p p p p n p n

w p p p n p p p p n p n

x p p p n p p p p n p n

阳性对照 n n n n p p p p p p

4  讨  论

4 q1  �� ∂¬≤ 试验表明  在标准要求的培养检验时间

内 o菌株为非典型大肠杆菌即 p n p p o而用 � ��2

�±§²̄¨快速检定大肠杆菌的方法检定 o该菌株又不是大

肠杆菌即 � ��和 �±§²̄¨均为阴性 o两个结果有相互矛

盾之处 o但若延长柠檬酸盐利用试验的培养时间至

tww«后 o�� ∂¬≤ 试验结果变为 p n p n o说明该菌株属

迟缓利用柠檬酸盐的类型 ∀而现行标准中 �� ∂¬≤ 试验

只需培养 w{小时即可进行生化试验 o这就会造成该类

菌株的误检 ∀故建议将柠檬酸盐利用试验的培养时间

延至 tww«ky§l为佳 ∀或在对疑似菌株进行常规生化试

验的同时 o进行 � ��2�±§²̄¨试验 o以减少误检的机会 ∀

4 q2  以上试验结果表明  该菌株的 � ��2�±§²̄¨试验

与延长培养时间的的生化试验结果是一致的 o从而再
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次证明 � ��2�±§²̄¨试验检定大肠杆菌有快速 o准确的

优点≈t  ∀

4 q3  �� ∂¬≤ 试验为 p n p n 的菌株虽然不符合标准

中非典型大肠杆菌的要求 o但却属于大肠杆菌群中的

菌株 o而该类菌株也可能是由于药品中所污染的非典

型大肠杆菌变异所致≈u  o故认为应对现行标准作必要

的改进 o以检查大肠菌群更为合理 ∀
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/威特四联0中需气菌活菌计数用培养基的改进

张秋实  孙菊英  于  波k兰州 zvssss 甘肃省药品检验所l

  /威特四联0属微生态制剂 ∀含厌气菌双歧杆菌 !

嗜酸乳杆菌和需气菌粪链球菌 !蜡样芽孢杆菌 ∀在该

制剂的质量标准中 o四种菌的活菌计数采用四种不同

的培养基 o且培养基配制过程中需加入多种添加剂 o工

作量大且繁琐 o同时原有需气菌培养基对计数也有影

响 ∀我们根据细菌的生长特性 o对该制剂中需气菌粪

链球菌和蜡样芽孢杆菌的活菌计数所用培养基作了改

进 o取得了较满意的效果 ∀

1  实验材料

1 q1  药品

/威特四联0 o送检样品 ∀

1 q2  培养基

∞≤ 培养基 }胰蛋白胨 uªo酵母粉 xªo葡萄糖 uªo氯

化钠 xªo琼脂 usªo蒸馏水 tsss °̄ ∀

将上述成份溶于蒸馏水中 o加热溶解 o调节 ³� 至

z qw otut ε 灭菌 vs°¬±o冷却至 xs ε 左右 o加入灭菌的

�¤u�u yss°ªou ov ox2氯化三苯基四氮唑k以下称 × × ≤l

txs°ª振摇 o溶解 ∀

用途 }测定粪链球菌活菌数 ∀

∞≤ �培养基 }蛋白胨 uªo酵母粉 xªo葡萄糖 uªo氯

化钠 xªo琼脂 usªo蒸馏水 tsss °̄ ∀

将上述成份溶于蒸馏水中 o调 ³� 至 z qw otut ε 灭

菌 vs°¬±∀临用前每 tss °̄ 加入 t h亚碲酸钠k钾ls qu

°̄ ≈注亚碲酸钠k钾l临用现配 o不可久存  ∀

用途 }测定粪链球菌活菌数 ∀

��培养基 }蛋白胨 tsªo牛肉膏 vªo葡萄糖 tsªo氯

化钠 xªo琼脂 usªo蒸馏水 tsss °̄ ∀

将上述成份溶于蒸馏水中 o调节 ³� 至 z qw otut ε

灭菌 vs°¬±o冷却至 xs ε 左右 o加入青霉素 xs万单位 o

振摇溶解 ∀

用途 }蜡样芽孢活菌计数用 ∀

� � ≥培养基 }牛肉浸液 tsss °̄ o氯化钠 xªo胨 tsªo

乳糖 usª∀

将上述成份溶于牛肉浸液中 o调节 ³� 值使灭菌后

为 y qs ottx ε 灭菌 us°¬± ∀

临用前每 tss °̄ 培养基加入已灭菌的 us h碳酸钙

混悬液 x °̄ ∀

用途 }乳酸菌活菌计数用 ∀

2  方法与结果

2 q1  方法

2 q1 q1  供试液的制备  按质量标准制备 ots倍稀释法

稀释至适宜的稀释级备用 ∀

2 q1 q2  接种  采用适宜的 v 个稀释级供试液接种平

皿 o每个稀释级接种 u ∗ v个平皿 o每皿接种 t °̄ o共接

种 w套 o分别用 ∞≤ !∞≤ � !� � ≥ !��培养基浇碟 ovz ε 培

养 vy ∗ w{«计数 ∀

2 q2  结果

2 q2 q1  实验结果表明 o用 ∞≤ !� � ≥ !∞≤ �培养基计数

粪链球菌 o同一批样品 o结果基本一致 ∀用 �� 培养基

计数蜡样芽孢杆菌 o无菌落生长 ~� � ≥培养基有两种菌

落生长 ∀一种菌落形态为园形或梭形 o周围有透明环 o

革兰氏染色呈阳性球菌 o为粪链球菌 ∀另一种菌落形

态不规则 o周围无透明环 o表面干燥似蜡样 o革兰氏染

色呈阳性芽孢杆菌 o为蜡样芽孢杆菌 ∀结果见表 t ∀

2 q2 q2  ∞≤ 与 ∞≤ �培养基的对比试验  用含粪链球菌

|y个r °̄ k≤ƒ∏l的菌液接种平皿 o每皿接种 t °̄ o分别用

∞≤ !∞≤ �培养基浇碟 ovz ε 培养 vy ∗ w{«计数 ∀ ∞≤ 培

养基五平皿活菌数平均为 |x个 o∞≤ �为 |y个 o二者结

果相符 ∀

2 q2 q3  蜡样芽孢杆菌在 � � ≥平板上的回收试验  用
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