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醇-0.1%磷酸水溶液及甲醇-水进行梯度洗脱、切换

波长测定，结果表明以甲醇-水为流动相进行梯度洗

脱时，待测组份峰形理想，分离效果好，操作简便。 
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摘要：目的  建立地衣芽孢杆菌活菌颗粒杂菌检查方法。方法  控制菌检查采用平皿涂布法；非致病性杂菌检查以杂菌

率不得过 0.1%为限度指标，采用营养琼脂平皿涂布法 37 ℃培养；真菌计数采用玫瑰红钠琼脂平皿涂布法 25 ℃培养。结

果  控制菌检查、非致病性杂菌检查和真菌计数方法均满足中国药典 2010 年版验证试验的基本要求。结论  该方法可作

为地衣芽孢杆菌活菌颗粒杂菌检查方法。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for contaminating microorganisms test in Bacillus licheniformis particles. 
METHODS  Spread plate method was used in the control bacteria examination; the non-pathogenic microbes was counted in 

nutrient agar and growth at 37 ℃, the maximum acceptable count was suggested in 0.1% of total microbes; the sodium rose 

Bengal agar and growth at 25 ℃ was used to do the fungi count. RESULTS  The method was accepted in validation test of 

Chinese pharmacopoeia 2010. CONCLUSION  The method can be used in contaminants test for Bacillus licheniformis 
particles control. 
KEY WORDS: Bacillus licheniformis; viable particles; contaminating microorganisms test 
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地衣芽孢杆菌活菌颗粒属于微生态活菌制

剂，用于治疗急慢性肠炎、痢疾及各种因素引起

的肠道菌群失调、腹泻等[1-2]。杂菌率是地衣芽孢

杆菌活菌颗粒质量控制的重要指标。中国药典

2010 年版三部微生态活菌制品总论项下附录 3 虽

列出微生态活菌制品杂菌检查法的一般规定，但

并没有列出各个品种项下不同活菌制剂杂菌检查

法的具体检测方法[3]。由于微生态活菌制剂种类繁
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多，不同种属的功能微生物培养检测方法各有差

异，杂菌检查方法也不尽相同。为了安全有效地

控制地衣芽孢杆菌活菌颗粒的质量，笔者根据中

国药典微生态活菌制品杂菌检查法和微生物限度

检查法中方法验证规定对本品的杂菌检查方法开

展相关的方法学验证研究[3]。本实验对地衣芽孢杆

菌活菌颗粒杂菌检查项目中的控制菌检查、非致

病性杂菌和真菌计数分别开展了方法学验证，建

立了地衣芽孢杆菌活菌颗粒杂菌检查方法，并对

微生态活菌制品非致病性杂菌检查标准进行了

探讨。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

调速多用振荡器 HY-4 型(国华电器有限公

司)；Vitek 2 Compact 全自动生化分析仪(法国梅里

埃)。 

1.2  菌株 

枯草芽孢杆菌[CMCC(B)63501]、金黄色葡萄

球菌 [CMCC(B)26003] 、大肠埃希菌 [CMCC(F) 

44102]、铜绿假单胞菌[CMCC(B)10104]和白色念

珠菌[CMCC(F)98001]均由中国医学细菌保藏中心

提供；黑曲霉[CMCC(F)98003，中国药品生物制品

检定所]；痢疾志贺氏菌(CGMCC1.1869，中国微

生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心)。 

1.3  培养基与试剂 

营养琼脂培养基、玫瑰红钠琼脂培养基、三

塘铁琼脂培养基(TSI)、PDP 琼脂培养基和半固体

琼脂由青岛海博生物技术有限公司提供；胆盐乳

糖培养基、4-甲基伞形酮葡糖苷酸培养基(MUG)、

曙红亚甲蓝培养基、沙门、志贺菌属培养基和甘

露醇氯化钠琼脂培养基由北京三药科技开发公司

提供；NAC 液体培养基和 NAC 琼脂培养基由北

京奥博星生物技术有限公司提供；7.5%氯化钠肉

汤培养基(北京陆桥技术有限责任公司)。以上培养

基适用性检查均符合中国药典 2010 年版规定[3]。

氧化酶试纸和兔血浆由青岛海博生物技术有限公

司提供；氯化三苯基四氮唑(TTC，国药集团化学

试剂有限公司)；所用试剂均为分析纯。 

1.4  样品 

地衣芽孢杆菌活菌颗粒(浙江京新药业股份有

限公司，活菌含量：2.2×109 CFU·g1，批号：

1305242，1305243，1305244，规格：0.5 g)。 

2  方法与结果 

2.1  菌液制备 

接种金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、痢疾

志贺氏菌和大肠埃希菌的新鲜培养物至营养肉汤

培养基中，35 ℃培养 24 h；接种枯草芽孢杆菌新

鲜培养物至营养琼脂斜面，35 ℃培养 24 h；接种

白色念珠菌的新鲜培养物至改良马丁培养基中，

25 ℃培养 48 h；接种黑曲霉的新鲜培养物至改良

马丁琼脂培养基中，25 ℃培养 5 d。每种新鲜培养

物按不同实验要求稀释制备菌悬液。 

2.2  控制菌检查方法验证 

2.2.1  方法  取样品 1 g，加至 9 mL 不同的控制

菌检查用培养基中，再加入 10~100 CFU 对应控制

菌作为试验组，于 37 ℃培养 18 h 后，分别取培养

物 0.1 mL 涂布接种于相应的选择性琼脂培养基，1

式 3 份。除志贺氏菌、沙门氏菌检查培养 40 h 外，

其余均培养 18 h。同时不加试验菌液其余同试验

组操作，作为供试品对照组。不同控制菌检查用增

菌培养基和选择性琼脂培养基，见表 1。涂布培养

完取试验组的可疑菌落按药典规定进行生化鉴定。 

表 1  不同控制菌检查对应的增菌培养基和选择性琼脂培养基 

Tab. 1  The enrichment culture mediums and selective agar mediums of different specified microorganisms tests 

控制菌 大肠埃希菌 志贺氏菌 沙门氏菌 铜绿假单胞菌 金黄色葡萄球菌 

增菌培养基 胆盐乳糖培养基 胆盐乳糖培养基 胆盐乳糖培养基 NAC 液体培养基 7.5%氯化钠肉汤培养基 

选择性琼脂培养基 曙红亚甲蓝培养基 沙门、志贺菌属培养基 沙门、志贺菌属培养基 NAC 琼脂培养基 甘露醇氯化钠琼脂培养基

 

2.2.2  结果  控制菌检查选择性培养结果中试验

组均有典型菌落生长；供试品对照组除甘露醇氯

化钠琼脂平板外，均无菌生长。供试品对照组中

甘露醇氯化钠琼脂培养基上长有淡黄色菌落，试

验组中该平板上除长有金黄色菌落外，也长有淡

黄色菌落。取试验组和供试品对照组中的淡黄色

菌落采用 Vitek 进行生化鉴定，鉴定结果均为地衣

芽孢杆菌，因此表明地衣芽孢杆菌在 7.5%氯化钠

肉汤培养基和甘露醇氯化钠琼脂培养基中均能够

生长。控制菌检查方法验证详细结果见表 2和表 3。

从表 2 和表 3 可见试验组均检出阳性控制菌，因此

控制菌检查可采用上述涂布培养方法进行检验。
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表 2  试验组和供试品对照组选择性培养结果 

Tab. 2  Results of selective culture for specified microorganisms test 

批号 组 别 大肠埃希菌 志贺氏菌 沙门氏菌 铜绿假单胞菌 金黄色葡萄球菌 

试验组 典型菌落生长 典型菌落生长 典型菌落生长 典型菌落生长 典型菌落生长 
1305242 

供试品对照组     淡黄色菌落生长 

试验组 典型菌落生长 典型菌落生长 典型菌落生长 典型菌落生长 典型菌落生长 
1305243 

供试品对照组     淡黄色菌落生长 

试验组 典型菌落生长 典型菌落生长 典型菌落生长 典型菌落生长 典型菌落生长 
1305244 

供试品对照组     淡黄色菌落生长 

注：“–”代表无菌落生长。 

Note: “–” means no bacterial growth. 

表 3  试验组疑似菌落生化鉴定结果 

Tab. 3  Results of biochemical identification for test group suspected colonies 

疑似菌  1305242 1305243 1305244 

 染色 MUG 靛基质 染色 MUG 靛基质 染色 MUG 靛基质 
大肠埃希菌 

 G杆菌 + + G杆菌 + + G杆菌 + + 

 染色 TSI 动力 生化鉴定 染色 TSI 动力 生化鉴定 染色 TSI 动力 生化鉴定
志贺氏菌 

 G杆菌 + – + G杆菌 + – + G杆菌 + – + 

 染色 TSI 生化鉴定 染色 TSI 生化鉴定 染色 TSI 生化鉴定
沙门氏菌 

 G杆菌 + + G杆菌 + + G杆菌 + + 

 染色 氧化酶 绿脓菌素 染色 氧化酶 绿脓菌素 染色 氧化酶 绿脓菌素
铜绿假单胞菌 

 G杆菌 + + G杆菌 + + G杆菌 + + 

 染色 血浆凝固酶 染色 血浆凝固酶 染色 血浆凝固酶 
金黄色葡萄球菌 

 G+球菌 + G+球菌 + G+球菌 + 

注：TSI “+”代表三塘铁琼脂穿刺实验结果符合疑似菌的实验特征；生化鉴定“+”代表采用 Vitek 2 Compact 全自动生化分析仪鉴定检出疑似

菌；其余“+”代表阳性反应，“–”代表阴性反应。 

Note: TSI “+” means positive reaction; biochemical identification “+” means the suspected bacteria was checked by Vitek 2 Compact; other “+” means 
positive reaction, “–” means negative reaction. 

2.3  非致病性杂菌检查和真菌计数方法验证 

在本产品检测项目中有一项效力实验，效力实

验表明地衣芽孢杆菌对金黄色葡萄球菌有明显的

抑制作用，故在非致病性杂菌检查方法学验证时，

金黄色葡萄球菌不列为验证菌的范围。根据中国药

典微生物限度检查法方法验证规定，选用了大肠埃

希菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌和黑曲霉作为方

法验证实验用菌株[3]。本品的非致病性杂菌检查参

照中国农业行业标准(微生物饲料添加剂-地衣芽胞

杆菌 NY/T 1461-2007)规定，以地衣芽孢杆菌的杂

菌率不得过 0.1%为限度指标进行验证[4]。 

2.3.1  供试液的制备  非致病性杂菌检查：取样

品 1 g，加 0.9%无菌氯化钠溶液 9 mL，振荡混匀

后再取 1∶10 供试液 0.5 mL，加 0.9%无菌氯化钠

溶液 9.5 mL，混匀制成 1∶200 供试液；之后按 10

倍梯度关系稀释，制成 1∶2×106 供试液作为对照

组供试液。再取 2 份样品各 1 g，分别加 0.9%无菌

氯化钠溶液 9 mL，振荡混匀后再分别取 1∶10 供

试液 0.5 mL，加 0.9%无菌氯化钠溶液 8.5 mL，振

荡混匀后再分别加“2.1”项下浓度范围为(0.5~1)×

107 CFU·mL1 的大肠埃希菌和枯草芽孢杆菌的菌

液各 1 mL 混匀制成 1∶200 供试液；之后按 10 倍

梯度关系稀释，制成 1∶2×106 供试液作为不同试

验组供试液。 

真菌计数：取样品 1 g，加 0.9%无菌氯化钠溶

液 9 mL，放置在振荡器中混匀制成对照组供试液。

同时取 2 份样品各 1 g，分别加 0.9%无菌氯化钠溶

液 8 mL，振荡混匀后再分别加“2.1”项下浓度范

围(0.5~1)×104 CFU·mL1 的白色念珠菌和黑曲霉

的菌液各 1 mL，混匀制成不同试验组供试液。 

2.3.2  方法  非致病性杂菌检查方法验证：取试

验组供试液 1 mL，平均涂布接种于 5 个营养琼脂
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平皿中，一式 3 份，置 37 ℃培养，计数 5 块平皿

实验用菌株菌落数之和作为试验组；取对照组供

试液 1 mL同法操作为供试品对照组；不加入样品，

同法测定加入相应的试验菌，作为菌液组。 

真菌计数方法验证：取试验组供试液 0.1 mL，

涂布接种于玫瑰红钠琼脂平皿中，一式 3 份，置

25 ℃培养，计数菌落数作为试验组；取对照组供

试液 0.1 mL 同法实验作为供试品对照组；不加入

样品，同法测定加入相应的试验菌，作为菌液组。

计算回收率：回收率/%=[(试验组平均菌落数供试

品对照组平均菌落数)/菌液组平均菌落数]×100%。 

2.3.3  结果  试验组中的大肠埃希菌、枯草芽孢

杆菌、白色念珠菌和黑曲霉对 3 个批号样品回收

率均>70%，符合中国药典对药品微生物验证试验

要求，结果见表 4。因此非致病性杂菌检查和真菌

计数可按上述方法进行检查。 

表 4  4 种试验菌有效性验证回收试验结果 

Tab. 4  Results of validation recycling test for four test 
organisms  

菌种 批号 
实验组/

CFU 

菌液组/ 

CFU 

样品对照 

组/CFU 

实验组

回收率/%

平均回

收率/%

1305242 83 99 0  84 

1305243 79 99 0  80 
大肠 

埃希菌
1305244 84 99 0  85 

 83 

1305242 53 60 0  88 

1305243 57 63 0  90 
枯草芽

孢杆菌
1305244 54 60 0  90 

 89 

1305242 58 59 0  97 

1305243 61 59 0 103 
白色 

念珠菌
1305244 60 59 0 101 

100 

1305242 58 57 0 103 

1305243 57 57 0 101 黑曲霉

1305244 54 57 0  95 

100 

2.4  样品杂菌检查 

取 6 批地衣芽孢杆菌活菌颗粒按照“2.2”和

“2.3”项进行杂菌检查，结果见表 5。

表 5  地衣芽孢杆菌活菌颗粒样品杂菌检查结果 

Tab. 5  The results of contaminants test for Bacillus licheniformis particles 
批 号 

杂 菌 
1305242 1305243 1305244 1305231 1305232 1305233 

大肠埃希菌 – – – – – – 

志贺氏菌 – – – – – – 

沙门氏菌 – – – – – – 

铜绿假单胞菌 – – – – – – 

金黄色葡萄球菌 – – – – – – 

非致病性杂菌检查(杂菌率)/% <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

真菌计数/CFU·g1 <100 <100 <100 <100 <100 <100 

注：“–”代表该项致病菌未检出。 

Note: “–” means the pathogenic bacteria was not checked out. 

3  讨论 

微生态制剂一般采用显微镜检法和微生物学

检验进行杂菌含量的检测。前者只能大致了解微

生物的数量，无法确切区分活菌与死菌、功能微

生物与杂菌；后者主要通过平板法培养计数[5]。中

国药典 2010 年版中微生态制剂杂菌检查是采用选

择性培养基对样品进行稀释涂布平板培养检测。

本实验采用选择性培养基平板涂布培养对地衣芽

孢杆菌活菌颗粒进行控制菌检查和真菌计数验

证，结果满足验证试验的要求。 

但对非致病性杂菌检查进行方法验证时，由

于样品中含地衣芽孢杆菌活菌数高达 1 ×

109 CFU·g1 以上，而杂菌检查中非致病性杂菌的

菌落数限度仅为样品的百万分之一(中国药典规定

口服微生态活菌制品成品的非致病性杂菌数不得

超过 1 000 CFU·g1)，在非选择性平板上巨量的功

能微生物活菌会掩盖计数平板中的杂菌，因此对

其进行菌落计数非常困难。 

笔者认为口服微生态活菌制品的非致病性杂

菌数控制指标应和微生态制剂产品本身活菌浓度

挂钩比较适宜，所以应以杂菌率作为控制指标。

例如本品可参照中国农业行业标准(微生物饲料添

加剂-地衣芽胞杆菌 NY/T 1461-2007)规定，以地

衣芽孢杆菌的杂菌率不得过 0.1%为限度指标[4]。

杂菌率是指杂菌占总菌数的百分率，即杂菌率=杂

菌数/(功能微生物的有效活菌数+杂菌数)×100%。

此限度杂菌率的控制检查可依据中国药典 2010 年

版规定采用营养琼脂培养基用于非致病性杂菌的

计数。因此，“2.4”项下本品非致病性杂菌检查以

杂菌率不得过 0.1%为限度指标，将样品稀释至含

地衣芽孢杆菌约 1 000 CFU·mL1，然后取 1 mL 平

均分至 5 个营养琼脂平皿中，玻棒涂匀后培养计
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数杂菌和地衣芽孢杆菌。作者采用此方法对本品

的非致病性杂菌检查进行方法学验证，结果证明

该方法准确可靠，可作为同类微生态制剂产品质

量控制、安全评价的参考。 

一般根据 pH 值、抑制剂和指示剂等原理配制

选择性培养基[6]。本实验也尝试了 pH 法和指示剂

法对非致病性杂菌计数方法进行研究。因地衣芽

孢杆菌对酸度特别敏感，所以将营养琼脂培养基

的 pH 值分别调为 5. 0，5.5，6.0 和 6.5 共 4 个梯

度，结果前 3 个 pH 值虽然对地衣芽孢杆菌的生长

有一定的抑制作用，但是对验证菌株大肠埃希菌

和枯草芽孢杆菌也有抑制作用，而当 pH 值 6.5 时

对地衣芽孢杆菌已无明显抑制作用。指示剂法采

用了营养琼脂培养基中添加一定浓度的 TTC，TTC

添加后可以将验证菌株大肠埃希菌和地衣芽孢杆

菌区分开来，从而计算出大肠埃希菌的回收率，

但是验证菌株枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌几乎

无法区分。可见若采用选择性培养基对样品进行

杂菌计数，选择性培养基除抑制目的菌外，一般

也会抑制其他非致病性杂菌。如马青竹等采用麦

康凯琼脂选择性培养基对多菌株混合微生态制剂

产品进行杂菌计数，该培养基同时抑制部分革兰

氏阴性菌，从而无法对杂菌的总数进行准确的计

数[7]。此外作为活菌制剂产品，不同规格产品中的

活菌浓度差异较大，因此达到药效浓度的剂量差

异也对应较大，如果产品标准中参照口服药微生

物限度标准[8]，仍然以单位重量的绝对杂菌数进行

产品的质量控制显然并不科学。因此药典中口服

微生态活菌制品成品非致病性杂菌数不得超过

1 000 CFU·g1 这一指标值得商榷。 
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