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摘要： 目的　 研究更年宁微生物负载状况。 方法　 建立微生物限度检查方法并对全部样品进行微生物限度检查， 分离

培养检查中出现的污染菌， 使用 ＶＩＴＥＫ ＭＳ 飞行时间质谱及 ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 全自动微生物分析系统对分离菌株进行鉴

定。 结果　 样品需氧菌总数存在不同程度的微生物污染问题， 霉菌、 酵母菌总数及控制菌各项指标良好。 需氧菌污染

菌株以芽孢杆菌属为主， 其他种类需氧菌较少被检出， ２ 种方法对菌种的鉴定结果存在差异。 结论　 更年宁需氧菌总

数微生物污染问题不容忽视， 但未发现有严重致病性微生物。 ＶＩＴＥＫ ＭＳ 及 ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 联用时结果展现更丰富、
直观、 高效， 可为调查污染来源提供重要参考。
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　 　 更年宁是由柴胡、 黄芩、 白芍等 ２２ 味中药组成的丸

剂， 执行标准收载于 《中华人民共和国卫生部药品标准

（中药成方制剂第六册） 》 ［１］ ， 制法提示该品种含药材原

粉。 前期中药材微生物污染研究表明， 经处理入药的药材

尚含有一定量的致病菌和条件致病菌［２］ ， 由于微生物代谢

活跃的特殊性， 其在中成药中可能产生未知化合物， 甚至

分解有效成分， 导致药品本身质量及其安全性受到影

响［３⁃４］ 。 微生物污染是国际上药品召回事件发生的重要原因

之一［５］ ， 也是目前制约我国中药制剂走向国际市场的重大

因素［６］ 。
药品微生物质量控制正向过程控制转变， 这种转变需

要全面掌握药品生产过程原材料、 环境、 人员、 设备、 终

产品等方面可能存在的微生物菌群， 在出现微生物异常事

件时便于进行回顾性调查。 本研究通过调查分析 ２０２２ 年国

家药品监督抽检品种中成药制剂更年宁的微生物污染状况，
旨在全面了解目前市场流通的该制剂微生物负载状况， 以
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期为调查污染来源、 控制药品质量提供参考。
１　 材料

１ １　 样品　 ２０２２ 年国家药品监督抽检品种更年宁共收集

到 ６６ 批， 均为水蜜丸， 覆盖 ２２ 个省、 市及自治区， 涉及 ５
家生产企业 （Ａ～Ｅ）， 见表 １。

表 １　 更年宁信息

生产厂家 批次 ／ 批 来源

Ａ ３１ 宁夏、福建、吉林、湖北、山东、重庆、陕西、青海、贵州、湖南、四川、河北、内蒙古、云南、西藏、海南

Ｂ １８ 四川、吉林、重庆、新疆、湖北、江苏、山东、安徽、云南

Ｃ ６ 福建、湖北、重庆、河南、内蒙古

Ｄ ９ 山西、河南、云南、贵州、广东、辽宁、内蒙古

Ｅ ２ 四川、内蒙古

１ ２ 　 培 养 基 　 胰酪大豆胨琼脂培养基 （ ＴＳＡ， 批 号

００９１４５０）、 沙氏葡萄糖琼脂培养基 （批号 ０１５４８５６）、 胰酪

大豆胨液体培养基 （ＴＳＢ， 批号 １０２６７０５、 ９２３１５５８） （美国

ＢＤ 公司）。
１ ３　 仪器　 ＢＤ２６０ 恒温培养箱 （德国 Ｂｉｎｄｅｒ 公司）； ＡＣ２⁃
４Ｓ１ 生物安全柜 （新加坡艺思高科技有限公司）； ＶＩＴＥＫ 微

生物自动鉴定系统、 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 飞行时间质谱 （法国

梅里埃公司）。
２　 方法

２ １　 微生物限度检查

２ １ １　 供试品溶液制备　 取本品 １０ ｇ， 加入胰酪大豆胨液

体培养基至 １００ ｍＬ， 匀浆混匀， 制成 １ ∶ １０ 供试品溶液，
取 １ ｍＬ， 加到 ９ ｍＬ 胰酪大豆胨液体培养基中， 制成 １ ∶
１００ 供试品溶液。
２ １ ２　 需氧菌总数、 霉菌和酵母菌总数检查　 采用平皿倾

注法， 取 １ ｍＬ １ ∶ １０ 供试品溶液， 注入直径 ９０ ｍｍ 的平皿

中， 平行制备 ２ 个； 另取 １ ｍＬ １ ∶ １００ 供试品溶液， 注入直

径 ９０ ｍｍ 的平皿中， 平行制备 ２ 个。

２ １ ３　 控制菌检查　 大肠埃希菌检查法： 取 １ ∶ １０ 供试品

溶液 １０ ｍＬ， 加到 １００ ｍＬ 胰酪大豆胨液体培养基中， 增菌

培养。 沙门菌检查法： 取供试品 １０ ｇ， 加到 ２００ ｍＬ 胰酪大

豆胨液体培养基中， 增菌培养。 耐胆盐革兰阴性菌： 取

１ ∶ １０、 １ ∶ １００、 １ ∶ １ ０００ 供试品溶液各 １ ｍＬ， 加到 １０ ｍＬ
肠道菌增菌液体培养基中， 增菌培养。 后续步骤按 ２０２０ 年

版 《中国药典》 四部通则 １１０６ 项下方法进行。
２ １ ４　 方法适用性试验　 每个厂家取 ３ 批样品， 依据 ２０２０
年版 《中国药典》 四部通则 １１０５、 １１０６ 项下方法进行微生

物限度方法学适用性试验， 抽检样品不足 ３ 批的， 以其中

一批重复 ２ 次。 在需氧菌总数、 霉菌和酵母菌总数计数方

法适用性试验中， 使用 １ ∶ １０ 供试品溶液平皿倾注法， 发

现各试验菌试验组菌落数减去供试品对照组菌落数的值与

菌液对照组菌落数的比值均在 ０ ５ ～ ２ 范围内， 见表 ２。 在

各控制菌检查方法适用性试验中， 培养基中加入供试品溶

液及相应试验菌菌悬液的样品作为试验组， 仅加入供试品

溶液的样品作为供试品组， 仅加入稀释剂的样品作为阴性

对照组， 发现试验组均检出试验菌， 见表 ３。
表 ２　 平皿倾注法回收试验结果

批号（厂家）
需氧菌总数 霉菌和酵母菌总数

金黄色葡萄球菌 铜绿假单胞菌 枯草芽孢杆菌 白色念珠菌 黑曲霉 白色念珠菌 黑曲霉

２１０８０８（Ａ） ０ ８７ ０ ９７ １ ２３ １ ０７ １ ０６ １ ０１ ０ ８７
２１０８０５（Ａ） １ １０ １ ２９ ０ ９２ １ ２６ ０ ９４ １ ０２ ０ ９５
２０１２０９（Ａ） １ ０７ １ ０９ １ １６ １ １０ １ ０７ １ ０３ ０ ９０
２１１２０１（Ｂ） ０ ９７ １ ０７ ０ ８２ １ １１ １ ０２ １ １４ ０ ７６
２１０６０１（Ｂ） １ ０２ １ ３０ ０ ９７ １ ０７ １ ０１ １ １３ １ ０９
２１１００１（Ｂ） １ １５ ０ ９８ ０ ７５ １ １８ ０ ９１ １ ０５ ０ ９３
２００７０２（Ｃ） １ ０３ ０ ９９ １ ２５ ０ ９２ ０ ８６ ０ ８５ ０ ９０
２０１２０１（Ｃ） ０ ８６ １ ０８ ０ ９３ ０ ９５ ０ ８１ １ ０８ １ ０３
２０１２０３（Ｃ） ０ ６６ ０ ８９ ０ ９５ ０ ７３ ０ ７１ １ ０１ ０ ９３

２１０３３７９１（Ｄ） ０ ８７ ０ ９３ ０ ８８ ０ ８１ ０ ７０ １ １５ １ ００
２１０３０５３６（Ｄ） ０ ８５ ０ ８６ ０ ７６ ０ ８５ ０ ７２ １ ０９ ０ ９５
２１０３０５３６（Ｄ） ０ ９３ ０ ９１ ０ ７６ ０ ７５ ０ ６４ ０ ９４ １ ０８
１９１００１（Ｅ） １ １６ ０ ８２ ０ ６６ １ ０８ １ ０７ ０ ９３ １ ０２
１９１００２（Ｅ） １ ０７ ０ ８３ １ １０ １ ２８ １ ０５ １ ０９ ０ ８８
１９１００２（Ｅ） ０ ９４ １ １７ １ ０７ ０ ９４ ０ ９２ １ ０１ ０ ９３

２ ２　 菌种鉴定　 取需氧菌总数检查培养平皿及控制菌选择

性平板上生长的菌株， 挑取单个菌落划线， 进行分离纯化，
按照不同仪器要求进行菌种鉴定。
２ ２ １　 ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 法　 取 ３２ ℃下培养 １８ ～ ２４ ｈ 已分

离纯化的菌株， 依据革兰氏染色镜检结果选取相应鉴定卡，

制备适宜浓度的菌悬液后进行鉴定。
２ ２ ２　 ＶＩＴＥＫ ＭＳ 飞行时间质谱法 　 取培养 １８ ～ ２４ ｈ 已分

离纯化的菌株， 挑取单菌落涂抹于靶点上， 加入 １ μＬ
ＣＨＣＡ 基质液， 待干燥后放入 ＶＩＴＥＫ ＭＳ 仪器中， 启动程

序， 将待测菌株、 仪器数据库质谱图进行匹配。
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表 ３　 控制菌检查方法适用性试验结果

批号（厂家）
大肠埃希菌 沙门菌 耐胆盐革兰阴性菌

试验组 供试品组 阴性对照组 试验组 供试品组 阴性对照组 试验组 供试品组 阴性对照组

２１０８０８（Ａ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
２１０８０５（Ａ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
２０１２０９（Ａ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
２１１２０１（Ｂ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
２１０６０１（Ｂ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
２１１００１（Ｂ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
２００７０２（Ｃ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
２０１２０１（Ｃ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
２０１２０３（Ｃ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －

２１０３３７９１（Ｄ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
２１０３０５３６（Ｄ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
２１０３０５３６（Ｄ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
１９１００１（Ｅ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
１９１００２（Ｅ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －
１９１００２（Ｅ） ＋ － － ＋ － － ＋ － －

　 　 注： ＋表示平板上有典型阳性菌落生长， －表示平板上无菌落生长。

３　 结果

３ １　 需氧菌总数　 ５ 个厂家中均有部分样品在规定标准范

围内不同程度地检出需氧菌， 根据数据分布特点分为 ３ 个

范围， 见图 １。 由此可知， 约 ５１ ５％ 的样品需氧菌总数小于

１０ ｃｆｕ ／ ｇ， 约 ４７ ０％ 的样品在 １０ ～ １ ０００ ｃｆｕ ／ ｇ 范围内， 仅

１ ５％ 的样品大于 １ ０００ ｃｆｕ ／ ｇ， 且实际检验结果为２ ０００ ｃｆｕ ／
ｇ， 仍远低于标准规定的 ３×１０４ ｃｆｕ ／ ｇ； 厂家 Ａ 抽样量较大，
约占据总体样品量的 ４７ ０％ ， 该厂家样品需氧菌总数计数

结果在以上 ３ 个范围内的分别占比 ５８ １％ 、 ３８ ７％ 、 ３ ２％ ，
和总样品趋势基本一致； 其余 ４ 个厂家由于抽样量小， 且

均未检出需氧菌总数大于１ ０００ ｃｆｕ ／ ｇ 的样品， 导致该比例

存在较大差异。 以计数结果＜１０ ｃｆｕ ／ ｇ、 １０～ １ ０００ ｃｆｕ ／ ｇ 计，
厂家 Ｂ 分别为 ７７ ８％ 、 ２２ ２％ ； 厂家 Ｃ 分别为 １６ ７％ 、
８３ ３％ ； 厂家 Ｄ 样品量虽有 ９ 批， 但按不同生产批号计数

的仅有 ２ 批， 且均在 １０～１ ０００ ｃｆｕ ／ ｇ 范围内； 厂家 Ｅ 仅有 ２
批样品， 计数结果占比各 ５０％ 。

图 １　 更年宁需氧菌总数样品量

３ ２　 霉菌、 酵母菌总数　 各批样品霉菌、 酵母菌总数均在

标准规定范围内， 仅有 ３ 批大于 １０ ｃｆｕ ／ ｇ， 其余均 ＜ １０
ｃｆｕ ／ ｇ。
３ ３　 控制菌检查 　 １ ｇ 样品中均未检出大肠埃希菌， １０ ｇ
样品中均未检出沙门菌， １ ｇ样品中耐胆盐革兰氏阴性菌均

小于 １０ ｃｆｕ。
３ ４　 鉴定结果　 对分离纯化后的菌株分别采用 “２ ２ １”

“２ ２ ２” 项下仪器进行鉴定， 受菌株本身特性、 培养时间、
革兰氏染色结果、 仪器参数及其他未知因素影响， ２ 台仪器

鉴定结果存在部分误差， 且部分菌株均不能得到有效鉴定

结果。 因此， 本实验以 ２ 种仪器所鉴定的结果互为补充参

考， 见表 ４～７。
３ ５　 负载微生物种类　 在已有的对 ２ 种仪器比较研究中，
ＶＩＴＥＫ ＭＳ 结果较为准确［７］ ， 且在临床微生物标本鉴定中具

有较高的特异度和准确度［８］ ； ２ 种仪器对临床常见病原菌

鉴定一致性分析中， 两者鉴定结果较为一致， 但 ＶＩＴＥＫ ＭＳ
准确率更高［９］ 。 由表 ４～ ７ 可知， ２ 种仪器对同一菌株进行

鉴定时部分结果存在差异， 在使用 ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 鉴定

时， 需要依赖待测菌株的革兰氏染色结果， 而部分芽孢杆

菌属、 类芽孢杆菌属革兰氏染色结果受到培养时间长短的

影响， 且类芽孢杆菌属染色结果存在不稳定性［１０］ ， 可能会

影响鉴定。 因此， 如果存在 ２ 种仪器鉴定结果不同的情况，
以 ＶＩＴＥＫ ＭＳ 鉴定结果为准。

６６ 批样品中共分离鉴定出 ８８ 株菌株， 包括芽孢杆菌属

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ７８ 株、 类芽孢杆菌属 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ５ 株、 短小芽孢

杆菌属 Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ２ 株及克洛诺菌属 Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ、 沙雷氏

菌属 Ｓｅｒｒａｔｉａ、 棒状杆菌属 Ｃｏｒｙｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ 各 １ 株， 见表 ８。
４　 讨论

４ １　 污染微生物类群分析　 厂家 Ａ～ Ｄ 更年宁中芽孢杆菌

属所占比例分别高达 ９３ ９％ 、 ７３ ７％ 、 ９０ ０％ 、 ９６ ０％ ， 说

明芽孢杆菌属在该制剂中属于微生物污染的优势菌株。 由

于芽孢杆菌属及类芽孢杆菌属可溶解难溶性磷， 促进植物

吸收［１１］ ， 巨大芽孢杆菌及枯草芽孢杆菌可产生生长素促进

植物生长［１２⁃１３］ ， 因此其被作为益生菌被广泛应用于农业畜

牧业领域的生物防治［１４⁃１５］ 。 我国是中药材种植大国， 但多

年连种及化肥不合理使用严重影响中药材的质量［１６］ ， 近年

来无公害种植的推广使得微生物肥料在中药材种植中的应

用日渐广泛［１７］ ， 因此原料药中极大可能会携带该类微生

物。 研究表明， 中药材中沾染高丰度的细菌和真菌［１８］ ， 制

５２５３

２０２４ 年 １０ 月

第 ４６ 卷　 第 １０ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． １０



　 　 　 表 ４　 厂家 Ａ 分离菌株鉴定结果

编号 ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ ＶＩＴＥＫ ＭＳ
Ａ１ Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｄｕｂｌｉｎｅｎｓｉｓ ｓｓｐ． ｄｕｂｌｉｎｅｎｓｉｓ —
Ａ２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ａ３ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｌａｕｓｉｉ
Ａ４ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｒａｄｉｏｂａｃｔｅｒ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
Ａ５ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ａ６ Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｈｏｓｈｉｎｅｎｓｉｓ —
Ａ７ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ａ８ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ａ９ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
Ａ１０ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ａ１１ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ａ１２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ａ１３ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｒａｄｉｏｂａｃｔｅｒ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ａ１４ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ａ１５ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ
Ａ１６ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ａ１７ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ａ１８ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ａ１９ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ａ２０ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ａ２１ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ
Ａ２２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉｍｐｌｅｘ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉｍｐｌｅｘ
Ａ２３ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐｐ．
Ａ２４ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ
Ａ２５ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ
Ａ２６ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ —
Ａ２７ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ —
Ａ２８ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ —
Ａ２９ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ —
Ａ３０ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ａ３１ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ —
Ａ３２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ —
Ａ３３ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ —
Ａ３４ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ

　 　 注：—表示未得到有效结果。

表 ５　 厂家 Ｂ 分离菌株鉴定结果

编号 ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ ＶＩＴＥＫ ＭＳ
Ｂ１ Ｓｅｒｒａｔｉａ ｆｏｎｔｉｃｏｌａ —
Ｂ２ Ｅｇｇｅｒｔｈｉａ ｃａｔｅｎａｆｏｒｍｉｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉｍｐｌｅｘ
Ｂ３ Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｄｕｂｌｉｎｅｎｓｉｓ ｓｓｐ． ｄｕｂｌｉｎｅｎｓｉｓ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｕｔｕｓ
Ｂ４ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
Ｂ５ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ
Ｂ６ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｂ７ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｂ８ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｊｅｉｋｅｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉｍｐｌｅｘ
Ｂ９ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ｇｒｏｕｐ
Ｂ１０ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ
Ｂ１１ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｂ１２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｔｒｏｐｈａｅｒｕｓ
Ｂ１３ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｂ１４ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｏｌｙｍｙｘａ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｂｕｌｉ
Ｂ１５ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｂ１６ — Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｇｌｕｃａｎｏｌｙｔｉｃｕｓ
Ｂ１７ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｐａｕｃｉｍｏｂｉｌｉｓ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｇｌｕｃａｎｏｌｙｔｉｃｕｓ
Ｂ１８ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｂ１９ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ

　 　 注：—表示未得到有效结果。
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表 ６　 厂家 Ｃ 分离菌株鉴定结果

编号 ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ ＶＩＴＥＫ ＭＳ
Ｃ１ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｊｅｉｋｅｉｕｍ —
Ｃ２ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｃ３ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｃ４ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｃ５ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｃ６ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
Ｃ７ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｃ８ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｃ９ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ —
Ｃ１０ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ —

　 　 注：—表示未得到有效结果。

表 ７　 厂家 Ｄ 分离菌株鉴定结果

编号 ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ ＶＩＴＥＫ ＭＳ
Ｄ１ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ
Ｄ３ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ４ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ
Ｄ５ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ６ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｄ７ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ
Ｄ８ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ９ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ１０ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ
Ｄ１１ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ１２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ１３ — Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ１４ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｄ１５ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｄ１６ — Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｙｔｉｃｕｓ
Ｄ１７ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ１８ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｄ１９ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ
Ｄ２０ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ２１ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ２２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ —
Ｄ２３ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ —
Ｄ２４ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ
Ｄ２５ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ

　 　 注：—表示未得到有效结果。

剂与原料药的微生物污染具有相关性［１９］ ， 可能导致本实验

中鉴定为芽孢杆菌属的占比较高。
使用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 手段时， 能检测到更多批次中药饮片中

存在的污染菌［２０］ 。 芽孢杆菌属部分种类生长过程中会产生

抗菌物质， 对其他种类细菌或真菌生存有抑制作用［２１］ ， 导

致部分种类的污染菌株在初培养、 分离纯化过程中不易被

检出， 说明传统的平板分离、 表型鉴定方法对数量较少的

污染菌可能存在漏检风险。 因此， 在日常药品生产、 流通

及监管过程中， 有必要提高对该类中药制剂微生物污染控

制的警惕性。
４ ２　 微生物鉴定与微生物限度检查　 传统微生物限度检查

方法的有效性已经过充分验证， 但随着技术手段不断进步，
其局限性日渐凸显， 其中需氧菌总数和霉菌酵母菌总数只

能体现污染微生物数量水平。 对从产品中分离出的污染微

生物进行鉴定， 能帮助调查人员更好地调查污染来源， 并

根据微生物种类对产品进行风险评估。 ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 和
ＶＩＴＥＫ ＭＳ 均为微生物表型鉴定手段， ２０２０ 年版 《中国药

典》 四部通则 ９２０４ 项下微生物鉴定指导原则指出， 许多初

始培养物中分离出的受损微生物可能无法完全显示其表型

属性， 且这 ２ 种鉴定手段都依赖于自身数据库大小［２２］ ， 故

两者联用可最大程度地得到有效结果， 并可互相佐证以确

保其可信度。
２０２０ 年版 《中国药典》 明确规定， 当控制菌检查选择

性平皿上出现疑似菌落时， 需进行分离、 纯化及适宜的鉴

定试验。 与传统生化鉴定比较， 微生物鉴定仪自动化程度

更高， 人力消耗更低， 覆盖面更广， 结果更直观， 但需要
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　 　 　 　 表 ８　 污染微生物种类及其数量

厂家 菌株 数量 ／ 株
Ａ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ １０

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ １０
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ ５

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ４
Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｈｏｓｈｉｎｅｎｓｉｓ １

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｌａｕｓｉｉ １
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉｍｐｌｅｘ １
Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐｐ． １

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｄｕｂｌｉｎｅｎｓｉｓ ｓｓｐ ｄｕｂｌｉｎｅｎｓｉｓ １
Ｂ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ ６

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ２
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ ２
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｇｌｕｃａｎｏｌｙｔｉｃｕｓ ２

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ １
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ｇｒｏｕｐ １
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｔｒｏｐｈａｅｒｕｓ １
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｕｔｕｓ １
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｂｕｌｉ １
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ １
Ｓｅｒｒａｔｉａ ｆｏｎｔｉｃｏｌａ １

Ｃ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ ７
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ２

Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｊｅｉｋｅｉｕｍ １
Ｄ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ １３

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／ ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ ６
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ ／ ｐｕｍｉｌｕｓ ５
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｙｔｉｃｕｓ １

配备仪器， 培训检验人员， 成本较高， 普及度较低。 在本

实验对更年宁的调查中， 控制菌选择性平皿上并未发现疑

似菌落， 但也只能代表某一种或几种特定的微生物在该次

试验中未检出， 结果具有一定随机性。 因此， 使用 ＶＩＴＥＫ２
Ｃｏｍｐａｃｔ、 ＶＩＴＥＫ ＭＳ 等微生物鉴定手段有助于更全面掌握

该产品的微生物污染状况。
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