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培养基是否合格，对微生物的生长、分离、鉴定及检验结

果的正确与否起着至关重要的作用，因此，对培养基的质量控

制十分必要。适宜的培养基配制方法、合理存放以及质量控

制试验，是提供优质培养基的保证[1-2]。

2005年版《中国药典》未规定对培养基进行适用性检查，

经过修订，2010年版《中国药典》不但规定了培养基需进行适

用性检查，而且该版一部附录中规定：“若采用已验证的配制

和灭菌程序制备培养基且过程受控，那么同一批脱水培养基

的适用性检查实验可只进行一次；如果培养基的制备过程未

经验证，那么每一批培养基均要进行适用性检查试验”[2]。本

次验证试验的目的就是通过验证规范培养基的配制和灭菌过

程，使培养基的整个配制和灭菌过程受控，同时确定培养基的

贮存条件和贮存效期。

关于该验证试验如何进行，尚未见相关文献报道。本验

证试验通过风险评估，选取接近效期的培养基（质量状况最

差）进行验证试验，以确保验证试验结果的可信度。

1 材料
1.1 培养基

营养琼脂培养基（NA，批号：110324）、玫瑰红钠琼脂培养

基（RBA，批号：100921）、胆盐乳糖琼脂培养基（BL，批号：

1011302）、曙红亚甲蓝琼脂培养基（EMB，批号：100125）均由

北京三药科技开发公司生产；NA 对照品（批号：135003-

201002）和 RBA 对照品（批号：135005-201002）由中国食品药

品检定研究院提供；MUG培养基（批号：200907）由北京牛牛

基因有限公司生产。

1.2 菌种

大肠埃希菌（Escherichia coli，简写为 E. coli）[CMCC（B）

44102]、金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus，S. aureus）

[CMCC（B）26003]、枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis，B. subtil-

is）[CMCC（B）63501]、白色念珠菌（Candida albicans，C. albi-

cans）[CMCC（F）98001]、黑曲霉（Aspergillus niger，A. niger）

[CMCC（F）98003]均购自中国食品药品检定研究院。

1.3 仪器设备

Thermo KS12型生物安全柜（美国赛默飞世尔科技公

司）；KB400型和BD240型生化培养箱[德国宾得亚太（香港）

有限公司]；JJ200型电子天平（常熟双杰测试仪器厂）；XG1.D

型脉动真空灭菌柜（山东新华医疗器械股份有限公司）。

2 方法与结果
2.1 试验环境

试验在洁净度为 A 级的单向流空气的生物安全柜内进

行，其环境洁净度为C级。检验过程严格遵守无菌操作。

2.2 培养基的配制方法和灭菌参数

2.2.1 培养基的选择。分别随机抽取接近效期的 5种脱水培

养基各 3瓶，按照 2010年版《中国药典》培养基适用性检查中

规定的方法，分别进行 3次独立试验，每次从 5种培养基中各
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选取1瓶进行试验。

2.2.2 配制方法。按照培养基包装上的配制说明，固体培养

基称取一定量的培养基置于容量为 500 ml的旋盖试剂瓶中，

将纯化水加热煮沸后，量取定量纯化水注入装有培养基的试

剂瓶中，将培养基溶解，每个试剂瓶配制量300 ml，盖上但不拧

紧瓶盖；液体培养基称取一定量的培养基，加入对应量的纯化

水，加热溶解后分装于 1 000 ml的旋盖试剂瓶中。BL分装量

为每瓶900 ml，盖上但不拧紧瓶盖；MUG分装于试管中，每管

5 ml，包扎。

2.2.3 灭菌参数。配制、包扎好的培养基，装入脉动真空灭菌

柜中，以液体程序（灭菌参数为121 ℃，15 min）进行灭菌，灭菌

后测pH值。

2.3 灭菌后培养基的贮存和贮存后使用方法

2.3.1 贮存条件。灭菌后的培养基旋紧密封旋盖，置于C级洁

净区中密闭贮存45 d，每天记录洁净区温湿度。结果45 d内温

度为18～26 ℃、湿度为40％～60％。

2.3.2 贮存后的使用方法。灭菌贮存后的已经凝固的固体培

养基使用前先于微波炉中融化（只能融化1次[3]），待培养基完

全融化后，置于45 ℃左右的恒温水浴锅中，待培养基温度达到

45 ℃后使用；灭菌后的液体培养基可直接分装使用。

2.3.3 贮存时间、适用性检查项目和试验菌种。分别选取灭

菌后贮存 0（即刚灭菌后未凝固的培养基）、15、30、45 d后的 5

种培养基进行适用性检查，检查项目和试验菌种见表 1（表中

“√”为考察项，“×”为不考察项）。

表1 各类培养基的适用性检查项目和试验菌种

Tab 1 Examination items and test strains of the applicabili-

ty test of various medium

培养基名称
NA

RBA

EMB

MUG

BL

无菌性
√
√
√
√
√

促生长能力
√
√
√
√
√

抑制能力
×

×

×

×

√

指示能力
×

×

√
√
×

试验菌株
E. coli、S. aureus、B. subtilis

C. albicans、A. niger

E. coli

E. coli

E. coli、S. aureus

2.4 菌悬液的制备

参照 2010年版《中国药典》附录[2]中的方法制备E. coli、S.

aureus、B. subtilis、C. albicans 和 A. niger 的菌悬液，用无菌的

0.9％氯化钠溶液制成 1 ml含菌数为 50～100 CFU的菌悬液。

并用NA对照测定各试验组中加入E. coli、S. aureus和B. subti-

lis的数量，用RBA对照测定各试验组中加入C. albicans和A.

niger的数量。

2.5 培养基适用性检查的试验方法及结果

2.5.1 NA 和RBA 计数培养基的促生长能力检查。按照表 1

中的检查项目，取上述制备的 5种试验菌菌悬液各 1 ml（含菌

数50～100 CFU），分别注入无菌平皿中，立即倾注对应的被检

培养基和和对照培养基，每株试验菌平行制备4个平皿（2个被

检培养基和 2个对照），混匀，凝固后，NA置于 30～35 ℃培养

48 h，RBA置于 23～28 ℃培养 72 h。培养结束后分别计数各

平板平均菌落数和菌液回收率，结果见表2（表中“+”表示无菌

性检查平板上有菌落生长，“-”表示无菌落生长）。

从表2可以看出，3次试验中3种试验菌在被检NA上的平

均菌落数和2种试验菌在被检RBA的平均菌落数均不小于相

应对照上菌落平均数的 70％，且菌落形态大小与对照上的菌

落一致。

表2 NA和RBA培养基适用性检查结果

Tab 2 Results of applicability test of NA and RBA medium

组次

1

2

３

贮存时
间，d

0

15

30

45

0

15

30

45

0

15

30

45

NA

促生长能力检查

被检培养基平均菌落数（CFU）/对照
培养基平均菌落数（CFU）/菌液回收

率（％）

E. coli

81/84/96

64/71/90

70/73/96

83/92/90

70/77/91

62/69/90

76/80/95

75/79/95

80/81/99

77/82/94

66/67/99

63/67/94

S. aureus

70/73/96

78/84/93

81/86/94

74/81/91

79/83/95

71/75/95

68/72/94

59/67/88

74/77/96

79/83/95

77/80/96

78/82/95

B. subtilis

83/84/99

70/72/97

74/75/99

81/86/94

73/75/97

72/78/92

62/72/86

58/66/88

80/82/98

67/72/93

68/71/96

72/75/96

无菌
性检
查

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

RBA

促生长能力检查

被检培养基平均菌落数（CFU）/对照
培养基平均菌落数（CFU）/菌液回收

率（％）

C.albicans

63/67/94

62/73/85

55/56/98

69/73/95

74/82/90

65/66/98

57/61/93

57/62/92

57/62/92

67/73/92

66/70/94

55/58/95

A.niger

51/54/94

59/64/92

53/59/90

62/63/98

56/63/89

67/70/96

58/62/94

59/66/89

52/55/95

60/62/97

57/59/97

55/59/93

无菌
性检
查

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

2.5.2 EMB固体选择性培养基促生长能力和指示能力检查。

取 E. coli 菌悬液 0.1 ml（含菌数 10～100 CFU）涂布于被检

EMB平板上，在30～35 ℃培养18 h，结果见表3、表4[注：表中

BL“+”表示试验菌生长良好、培养基浑浊，“-”表示试验菌被抑

制、不生长、培养基澄清；MUG（促生长能力）“+”表示试验菌

生长良好、培养基变浑浊，“-”表示试验菌被抑制、不生长、培

养基澄清；MUG（指示能力）“+”表示有荧光反应，“-”表示无荧

光反应；EMB“+”表示试验菌生长良好，且菌落形态符合E. co-

li典型菌落形态，“-”表示无典型菌落或者无菌落生长]。

表3 BL、MUG和EMB培养基加入试验菌后测定结果

Tab 3 Results of test strains added into BL，MUG and

EMB medium

组次

1

2

3

贮存时
间，d

0

15

30

45

0

15

30

45

0

15

30

45

EMB稀释度/
平均菌落数（CFU）

E. coli

10－6/73

10－6/82

10－6/70

10－6/87

10－6/69

10－6/70

10－6/75

10－6/74

10－6/82

10－6/78

10－6/74

10－6/69

MUG稀释度/
平均菌落数（CFU）

E. coli

10－7/84

10－7/71

10－7/73

10－7/92

10－7/77

10－7/69

10－7/80

10－7/79

10－7/81

10－7/82

10－7/67

10－7/67

BL稀释度/
平均菌落数（CFU）

E. coli

10－7/84

10－7/71

10－7/73

10－7/92

10－7/77

10－7/69

10－7/80

10－7/79

10－7/81

10－7/82

10－7/67

10－7/67

S. aureus

10－7/137

10－7/156

10－7/162

10－7/159

10－7/162

10－7/146

10－7/145

10－7/137

10－7/149

10－7/163

10－7/146

10－7/159

3次试验中试验菌在被检培养基上生长良好，长出紫黑

色、菌落中心呈深紫色、稍凸起、边缘整齐、表面光滑湿润、有

金属光泽的圆形菌落，其菌落大小、形态特征、指示反应情况

均符合E. coli的典型特征，与《中国药典》中描述的一致[2]。

2.5.3 MUG 液体培养基促生长能力和指示能力检查。取 E.

coli 菌悬液 1 ml（含菌数不大于 100 CFU）接种到 5 ml 被检

MUG中，MUG在30～35 ℃培养5 h后观察。结果3次试验中

试验菌在 2种被检液体培养基中生长良好，培养基变浑浊，于

365 nm紫外光下呈现荧光反应，测定结果见表3、表4。
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表4 BL、MUG和EMB培养基适用性检查结果

Tab 4 Results of applicability test of BL，MUG and EMB

medium

组次

1

2

3

贮存
时间，

d

0

15

30

45

0

15

30

45

0

15

30

45

BL

促生长能
力E. coli

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

抑制能力
S. aureus

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

无菌性
检查

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

MUG

促生长能
力E. coli

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

指示能力
E. coli

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

无菌性
检查

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

EMB

促生长能
力E. coli

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

抑制能力
S. aureus

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

无菌性
检查

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

2.5.4 BL液体培养基促生长能力和抑制能力检查。取E. coli

菌悬液 1 ml（含菌数不大于 100 CFU）接种到 1瓶 100 ml被检

BL 中，置于 30～35 ℃培养 18 h 后观察；取 S. aureus 菌悬液 2

ml（不少于 100 CFU）接种到另 1瓶 100 ml 被检 BL 中，置于

30～35 ℃培养 24 h后观察。结果 3次试验中E. coli在被检培

养基中生长良好，培养基变浑浊；S. aureus在被检培养基中被

抑制、不生长、培养基澄清，详见表3、表4。

2.5.5 无菌检查试验。培养基灭菌后，不接种任何样品，在对

应的培养条件下培养，结果见表 3、表 4。可以得出，固体培养

基（NA、RBA和EMB）无菌落生长；液体培养基（MUG和BL）

澄清，与对照一致，均满足无菌要求。

按照“2.2.2”项下方法配制 NA、RBA、BL、MUG、EMB 培

养基，以121 ℃、15 min的灭菌参数进行灭菌后，贮存于洁净度

为C级的环境中，分别于贮存0、15、30、45 d时对培养基的适用

性进行考察。试验结果表明3次独立试验中，贮存45 d内的培

养基，无菌性、促生长能力、指示能力和抑制能力均符合 2010

年版《中国药典》规定。为了更有把握地确保培养基的质量，

确定5种培养基的贮存有效期为30 d。

3 讨论
3.1 人员对培养基贮存效期验证的影响

不同实验人员的操作，特别是配制过程和贮存过程的操

作，会对每批培养基质量的一致性产生影响。验证之后将配

制、灭菌、贮存和使用的操作方法详细规定在《培养基配制、灭

菌、贮存和使用的标准操作规程》文件中，指导操作；验证中的

3次独立操作由不同的实验人员来进行；为确保验证方法操作

的一致性，应对相关人员进行培训。

3.2 环境对培养基贮存效期验证的影响

培养基配制和贮存的环境可能会造成培养基的质量差

异。验证试验中培养基配制在室温条件、一般操作间环境下

进行；灭菌后培养基在C级洁净区（湿度在 40％～60％，温度

在18～26 ℃）内贮存；验证过程中试验环境均满足洁净区的温

湿度要求。

3.3 脱水培养基对培养基贮存效期验证的影响

原料脱水培养基的不同厂家和不同批号，会对配制培养

基的质量产生显著影响；原料在使用前的贮存条件和贮存时

间也会对配制培养基的质量产生影响。故：（1）本验证试验固

定供应商：药品检验用培养基均为北京三药科技开发公司生

产，如更换脱水培养基生产商，则需重新进行本验证；（2）本次

验证选用了同一个批次的脱水培养基，因此规定，如生产商不

变，但更换了脱水培养基的批号，也应重新对该批脱水培养基

进行适用性检查；（3）本次验证选取最差条件者，即抽取3瓶近

效期的脱水培养基进行考察。

3.4 灭菌程序对培养基贮存效期验证的影响

灭菌设备和灭菌参数（121 ℃，15 min）的选择，会对培养

基的质量产生显著影响。本验证中使用的灭菌柜通过了性能

确认，并定期开展再确认；灭菌程序在《培养基配制、灭菌和贮

存标准操作规程》文件中明确规定，灭菌参数严格参照各类培

养基的使用说明执行。

3.5 培养基的配制方法、灭菌程序和贮存期验证工作的意义

口服中药制剂微生物限度检查中，主要检查项目有细菌、

霉菌和酵母菌的计数检查以及大肠埃希菌的定性检查，使用

的培养基主要有NA、RBA、BL、MUG和EMB培养基。故本试

验选取使用频率较高的 5种培养基进行配制方法、灭菌参数

（121 ℃，15 min）和贮存期的验证试验。通过这次验证试验，

一方面由原来配制每批培养基进行1次适用性检查，变为现在

每个批号的脱水培养基只需进行1次适用性检查，仅该项每月

可节约 6 d工时；更重要的是通过这次验证，改变了灭菌后培

养基贮存效期没有数据支持的现状，确认了贮存效期为30 d，

不但减少了培养基的配制频次，而且使培养基的整个配制、灭

菌和贮存过程受控，确保每次配制的培养基满足微生物限度

检查的要求。
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