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表 2  百灵安神片中主要成分含量 

Tab 2  The results of main constituents in five batches of Bailing Anshen tablets 

主要成分 
批号 

绿原酸/% 芒果苷/% 二苯乙烯苷/% 斯皮诺素/% 木犀草苷/% 槲皮苷/% 3,5-二咖啡酰奎宁酸/%

100901 0.583 8 1.235 6.062 0.535 8 0.328 6 0.596 5 0.946 6 

100902 0.545 8 1.516 6.712 0.582 4 0.382 4 0.621 2 0.994 2 

100903 0.623 7 1.321 6.304 0.651 6 0.423 5 0.556 5 0.854 4 

111001 0.592 1 1.007 5.568 0.477 2 0.391 4 0.470 6 0.764 1 

120602 0.650 2 1.412 7.116 0.613 4 0.470 4 0.663 4 0.834 0 

 

3  讨论 

3.1  检测波长的选择  

通过使用 DAD 检测器进行紫外区全波长扫

描，分别提取 220，240，254，280，340 nm 波长

处的色谱图，结果显示待测 7 种成分在 340 nm 处

具有较高吸光度，并且分离度良好，满足定量测

定要求。 

3.2  流动相的选择  

采用甲醇-0.1%磷酸水，乙腈-0.1%磷酸水，甲

醇-乙腈-0.1%磷酸水系统等不同流动相组合考察

结果显示，以乙腈-0.1%磷酸水为流动相梯度洗脱，

样品中的待测组分分离度良好。在色谱条件的优

化时，采用了不同的梯度进行洗脱，以期缩短分

析时间，但均会影响 4 号峰和 5 号峰的分离度，6

号峰和 7 号峰的分离度，为准确测定百灵安神片中

的主要成分的含量，保留了目前的梯度分离条件。 

本实验采用 UPLC 测定 5 批次百灵安神片中 7

种主要活性成分含量，测定结果稳定，表明生产

工艺成熟，产品质量稳定，提供了一种快速全面

控制百灵安神片质量的方法。 
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实时荧光定量 PCR 方法应用于药品无菌快速检测的研究 
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摘要：目的  建立应用实时荧光定量 PCR 进行无菌快速检测的方法。方法  选取金黄色葡萄球菌及大肠埃希菌，用裂解

试剂盒抽提细菌基因组 DNA，进行实时荧光定量 PCR 检测，并应用叠氮溴化丙锭(PMA)抑制样品中死菌基因组 DNA 的

PCR 扩增。结果  PMA 能有效去除样品中死菌干扰，针对 16S rRNA 基因保守序列进行扩增的荧光定量 PCR 方法具有较

高的灵敏度。在金黄色葡萄球菌和大肠埃希氏菌检测中，最低含菌量组与阴性对照组 Ct 值有明显差异(P<0.05)，其最低

检出限为 2 CFU/PCR。在对人工污染药品的无菌检测中，该方法与药典检测方法结果一致。结论  进行无菌检查时，采

用 PMA 去除样品中死菌基因组 DNA 干扰，以裂解试剂盒抽提细菌基因组后用荧光定量 PCR 分析样品中细菌污染，可将

检测时间缩短到 4 h 左右，操作简单，灵敏性高，可应用于药品无菌检查的快速筛查。 
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Real-time Fluorescence PCR Assay for Fast Detection of Drug Sterility Test 
 
WANG Xiaochong1, ZHOU Jichang2, LI Jun1, WANG Xiaowei1, YING Guohong1*(1.Shenzhen Institute for Drug 

Control, Shenzhen 518000, China; 2.Shenzhen Center for Chronic Disease Control, Shenzhen 518000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a real-time PCR assay to fast detect bacterial contamination in drugs. METHODS   
Staphylococcus aureaus and Escherichia coli were used as representative, and the bacterial genomic DNA was isolated by lysis 
buffer kit and then quantitatively detected by Taqman real-time PCR. Propidium monoazide (PMA) was used as a pretreatment 
for the DNA molecules in dead cells and inhibited the PCR amplification of the DNA molecules. RESULTS  PMA treatment 
was effective and the real-time PCR targeting conservative 16S rRNA gene showed high sensitivity. The Ct value of the lowest 
bacterial dose groups in both S. aureaus and E. coli were statistically different from the negative control with a minimal detection 
quality of 2 CFU/PCR. The result of real-time PCR was accordant to the pharmacopoeia test in the sterile test of contaminated 
drugs. CONCLUSION  The lysis buffer kit used to extract bacterial genomic DNA with subsequent real-time PCR is 
convenient and sensitive, and may be applied to fast detection of drug sterility test. 
KEY WORDS: real-time fluorescence quantitative PCR; propidium monoazide (PMA); bacterial contamination; fast detection 

 

注射用药中的细菌污染，可致患者出现热原

反应，严重的还会引起脓毒血症、败血症、内毒

素中毒甚至死亡。传统的无菌检测方法耗时较长

(需培养 14 d)，需要专业的无菌操作和各种培养设

备，费时费力，而且药品中存在的细菌可能处于

活的非可培养状态(viable but nonculturable state，

VBNC)[1]，难以检出，更由于培养基本身限制，只

能检出在该培养条件下的可培养菌。随着分子生

物学的发展，国内外一些学者将实时荧光定量

PCR 技术(RT-PCR)引入到微生物的检测中[2-3]，大

大缩短了检测时间，提高了灵敏度。但目前的应

用研究主要集中在医学领域，在药品检测领域中

的应用研究尚未见报道。普通的 RT-PCR 检测特异

性差，灵敏度低，尤其当菌量少时，样品中存在

的死菌和DNA片段产生干扰，会形成假阳性结果，

造成实际应用的困难。笔者从筛选高效细菌基因

组抽提方法入手，利用叠氮溴化丙锭(PMA)抑制死

菌 DNA 扩增特性，针对细菌 16S rRNA 基因保守

序列，设计通用引物进行 PCR 扩增[4-5]，初步建立

了高特异性、高灵敏度的药品细菌污染的分子生

物学快速检测方法。 

1  菌种、试剂与仪器 

菌株：金黄色葡萄球菌[CMCC(B)26003]，大

肠 埃 希 菌 [CMCC(B)44102] ， 枯 草 芽 孢 杆 菌

[CMCC(B)63501]，生孢梭菌[CMCC(B)64941]均购

自中国食品药品检定研究院，其他菌种来自本所

环境菌种库，由本实验室保存。 

氯化钠注射液(河南科伦药业有限公司，批号：

A12081402-2，规格 250 mL：2.25 g)；细菌裂解试

剂盒(TAKARA 大连宝生物公司，批号：20120402)，

PMA(美国 Sigma 公司)；Taqman 荧光定量 PCR 试

剂(TAKARA 大连宝生物公司)；LightCycler® 480

型实时荧光定量 PCR仪(德国 Roche Diagnostics公

司)；电泳仪(美国 Bio-Rad 公司)；3K15 型超速冷

冻离心机(美国 Sigma 公司)。 

2  方法 

2.1  细菌基因组 DNA 抽提 

分别挑取大肠埃希菌，金黄色葡萄球菌单菌

落接种于 10 mL 营养肉汤培养基中，37 ℃培养

16 h，用生理盐水进行稀释，取不同稀释倍数的菌

悬液各 1 mL(未加入细菌的生理盐水 1 mL 作为阴

性对照)，应用裂解试剂盒提取 DNA。抽提步骤：

12 000 r·min1 离心 10 min，小心吸弃上清，加入

50 μL 裂解液，吹打均匀，80 ℃热变性 15 min 后，

低速离心 1 min，取 5 μL 裂解后的上清液作为 PCR

反应模版。同时取相应的菌悬液各 1 mL，用于计

数相应样品中的细菌个数。 

2.2  验证引物、探针通用性 

利用细菌 16S rRNA 基因通用引物，上游引

物：5'-TCCT- ACGGGAGGCAGCAGT-3'，下游引

物：5'-GGACTACCAGGGTATCTAATCCT-3'，探

针：FAM-5'-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3'- 

TAMRA，对金黄色葡萄球菌、大肠埃希氏菌、铜

绿假单胞菌、蜡样芽孢杆菌及阴性对照(水)和阳性
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对照(克隆阳性质粒)进行荧光定量 PCR 检测。产

物在 1.5%琼脂糖凝胶上电泳，观察扩增产物的分

子量，Mark 为 DL2 500(2 000，10 00，750，500，

250，100 bp)。 

2.3  构建质粒 

应用上述引物扩增大肠埃希菌标准菌株，PCR

产物为 466 bp，回收 PCR 产物纯化后与 PMD18-T

载体相连接，转化感受态大肠杆菌 DH5α，抽提质

粒进行酶切鉴定和测序鉴定。 

2.4  PMA 抑制样品中死菌 DNA RT-PCR 扩增能

力测定 

经灭菌生理盐水洗涤的大肠埃希菌菌悬液，

调整浓度后分别取 1 mL 转移至完全相同的 6 个离

心管，每管内活菌数分别达到 2×106，2×105，

2×104，2×103，2×102，2×101，95 ℃水浴加热

10 min 活细胞致死处理后，冷却至室温。另一组

实验，同第一组，但不经过水浴加热活细胞致死

处理。0.5 mL 无菌生理盐水作为阴性对照。 

向 2 组实验菌悬液中分别加入 0.2 mg·mL1 的

PMA 溶液，使 PMA 的终浓度为 3 μg·mL1。将菌

悬液在黑暗处室温放置 5 min，然后将离心管开盖

置冰上，在距离卤素灯管 16 cm 处曝光 10 min。

曝光后的混合菌悬液以 12 000 r·min1离心 10 min，

收集菌体，倒掉上清液，再次重悬于 100 μL 生理

盐水中，提取 DNA 后用于 RT-PCR。 

2.5  RT-PCR 检测 

应用 RT-PCR 对上述抽提的细菌基因组 DNA

模版进行检测，引物、探针同上。PCR 反应体系：

反应体系 25 μL，引物和探针(由英潍捷基公司合

成 )终浓度为 0.2 μmol·L1 ， dNTP 终浓度为

200 μmol·L1，Mg2+终浓度为 2.5 mmol·L1，Hot Ex 

Taq HS 0.05 U，然后加入 5 μL DNA 模版。PCR 反

应条件：预变性(95 ℃，30 s)；扩增(95 ℃ 5 s，60 ℃ 

1 min，40 cycles)。每个 RT-PCR 反应重复 3 次，

得到平均 Ct 值和标准背离值。所得数据以 sx  表

示，应用 SPSS 11.0 统计软件对数据进行 t 检验，

P<0.05 表示差异具有统计学意义。 

2.6  与药典无菌检测方法的比较 

分别取新鲜培养的大肠埃希菌、金黄色葡萄

球菌、枯草芽孢杆菌、生孢梭菌菌液，用无菌生

理盐水梯度稀释至浓度<50 CFU·mL1 的菌悬液，

取 1 mL 菌悬液，用倾注法进行计数。 

取无菌氯化钠注射液，以 9 瓶为 1 组，各取 4

组，将上述稀释好的大肠埃希菌、金黄色葡萄球

菌、枯草芽孢杆菌、生孢梭菌菌悬液各 1 mL 加入

到 9 瓶氯化钠注射液中，作为污染组，模拟药品

细菌污染；另取 1 组氯化钠注射液，不加菌，作

为对照组。 

取污染组和对照组，用薄膜过滤法收集菌体

(滤膜孔径<0.45 μm)，用 10 mL 无菌生理盐水将滤

膜表面菌洗下，冲洗液 10 000 r·min1 离心 10 min，

弃上清，收集菌体，再次重悬于 1 mL 无菌生理盐

水中，并取 1 mL 无菌生理盐水，作为阴性对照，

加入 PMA 进行前处理，前处理后的菌悬液，用裂

解试剂盒提取 DNA 后用于 RT-PCR 检测；另取同

样的污染样品组和对照组按药典无菌检测方法进

行检测，比较检测结果。 

3  结果 

3.1  验证引物、探针通用性 

应用细菌 16S rRNA 基因通用引物对克隆阳

性质粒、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假

单胞菌、生孢梭菌、蜡样芽胞杆菌等做 RT-PCR 检

测，结果都为阳性。产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳

鉴定，在 466 bp 处出现特异性条带，证明该引物和

探针可以检测到大部分常见环境菌。结果见图 1。 

 
图 1  引物通用性 
0mark；1金黄色葡萄球菌；2大肠埃希菌；3铜绿假单胞菌；4
表皮葡萄球菌；5蜡样芽胞杆菌；6短小芽孢杆菌；7生孢梭菌；8

枯草芽孢杆菌；9克隆阳性质粒；10阴性对照 

Fig 1  Universal of the primer 
0mark; 1Staphylococcus aureaus; 2Escherichia coli; 3Pseudomonas 

aeruginosa; 4Staphylococcus epidermidis; 5Bacillus cereus; 6Bacillus 

pumilus; 7Clostridium sporogenes; 8Bacillus subtilis; 9-cloned 

plusmid; 10negative control 

3.2  PMA 抑制样品中死菌 DNA RT-PCR 扩增能力 

经 PMA 处理，当大肠埃希菌活细胞数由 2×
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106 减少到 2×101 时，Ct 值从 16.20±0.62 线性增

大到 30.42±0.55；同样经 PMA 处理的热致死细

胞，当细胞数由 2×106 减少到 2×10 时，对应

RT-PCR 的 Ct 值从 31.06±0.62 变化至 32.82±

0.56，此时阴性对照的 Ct 值为 32.94±0.69。这表

明，对大肠埃希菌死细胞来说，PMA 有效抑制了

其 DNA 的 RT-PCR 扩增，在 RT-PCR 扩增体系中，

几乎不存在可扩增 DNA，因此其 Ct 值与阴性对照

的 Ct 值差异无统计学意义(P>0.05)；而 PMA 对活

细胞 DNA 的 RT-PCR 扩增几乎没有影响，随着细

胞数的减少，Ct 值逐渐增大，各 Ct 值与阴性对照

差异均具有统计学意义(P<0.05)。结果见图 2。 

 
图 2  PMA 抑制死细菌 DNA RT-PCR 扩增能力 

Fig 2  Inhibitory effect of PMA on RT-PCR amplification of 
DNA from dead bacterial 

3.3  RT-PCR 检测无菌药品中存在的细菌污染 

应用裂解试剂盒提取不同浓度的金黄色葡萄

球菌及大肠埃希菌基因组 DNA 作为模版，并用荧

光定量 PCR 仪进行检测。结果显示：金黄色葡萄

球菌经稀释后，每管样品中对应的菌量分别为 2，5，

10，50，100，1 000 CFU·PCR1。荧光定量 PCR 检

测分析其 Ct 值分别为：30.32±0.54、29.87±0.32、

28.94±0.52、26.21±0.69、24.47±0.64、20.64±

0.55，阴性对照 Ct 值为 32.91±0.42。最低含菌量

样品组与阴性对照组 Ct 值相差>2，经 t 检验证明

Ct 值差异有统计学意义(P<0.05)。大肠埃希菌经稀

释后，每管样品中对应的菌量分别为 2，5，10，

20，100，1 000 CFU·PCR1，荧光定量 PCR 检测

分析其 Ct 值分别为：30.67±0.56，30.12±0.48，

29.42±0.34，26.87±0.66，25.11±0.44，21.44±

0.58，阴性对照 Ct 值为 33.12±0.36。最低含菌量

样品组与阴性对照组 Ct 值相差>2，经 t 检验证明

Ct 值差异有统计学意义(P<0.05)。 

3.4  与药典无菌检测方法的比较 

将人工污染大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、

枯草芽孢杆菌、生孢梭菌的样品分别用 RT-PCR 和

药典方法进行无菌检查。RT-PCR 检测到的 Ct 值

与阴性对照组 Ct 值相差>2，经 t 检验证明 Ct 值差

异有统计学意义(P<0.05)，判定检出细菌污染，与

按药典方法检测的结果一致，结果见表 1。这表明，

RT-PCR 可应用于无菌检验，且与药典判定结果需

培养 14 d 比，时间大大缩短，只需 4 h。

表 1  RT-PCR 检测和药典检测方法测定结果比较 

Tab 1  Results comparison of RT-PCR with pharmacopoeia sterile test 

RT-PCR 药典 
菌 种 

接菌量/ 

CFU·mL1 Ct 值 P 结果判定 时间/h 结果判定 时间/h 

金黄色葡萄球菌 26 29.86±0.64 <0.05 + 4 + 24 

大肠埃希菌 38 29.38±0.52 <0.05 + 4 + 24 

枯草芽孢杆菌 32 29.16±0.38 <0.05 + 4 + 24 

生孢梭菌 40 29.58±0.28 <0.05 + 4 + 24 

对照组  0 32.24±0.50 >0.05  4  14 

阴性对照组 / 32.96±0.32      

注：+代表检出菌；代表未检出菌 

Note: + Detected bacterias;  not detected bacterias 

4  讨论 

近年来有文献报道应用 RT-PCR 检测无菌制

品中的细菌污染，具有快速、简便、灵敏性好等

优点，但同时也发现该技术应用于无菌检测仍存

在一些不足之处：首先，细菌能否被充分裂解并

释放其基因组DNA直接关系到检测的灵敏度和特

异性。目前，国外学者多使用全自动核酸提取仪

提取细菌基因组 DNA[6-7]，方法操作简便，灵敏度

可达到 1 CFU·PCR1，相当于 50 CFU·mL1，但该

方法特异性低，当样品中菌含量低时，阳性和阴

性结果区分不明显，给结果判定带来难度，且抽

提需要特殊仪器，试剂盒成本高，并不适用于常
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规检测。本实验通过对不同提取方法比较，Takara

公司的 Lysis Buffer for Microorganism to Direct 

PCR 试剂盒，能够快速裂解大部分微生物，使其

释放核酸，并可直接用于 PCR 检测反应，不仅节

省时间，且减少了样品之间的污染，使检测灵敏

度大大提高。金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌经稀

释后少至 2 CFU·PCR1，相当于 20 CFU·mL1 也可

被检测出。 

其次，如何去除样品中存在的死菌及其基因

组 DNA 的干扰？本研究利用 PMA 能渗透到细胞

壁或者细胞膜不完整的死细胞体内，插入 DNA 共

价结合，从而使死细胞中的 DNA 不能进行 PCR

扩增；而活细胞的完整细胞壁、细胞膜能够阻止

PMA 渗透到菌体内与 DNA 共价结合，因而其 PCR

扩增几乎不受影响[8-9]。PMA 的这种性质为 PCR

检测区分样品中死活菌提供了可靠的方法依据。

本研究发现，当 PMA 终浓度为 3 g·mL1，使用

500 W 卤素灯曝光 10 min，可有效抑制样品中死

细胞 DNA 的 PCR 扩增，因此 PMA 与 RT-PCR 技

术的结合能够更加准确检测出样品中活菌的存在。 

在对人工污染药品的无菌检测中，RT-PCR 与

药典方法的检测结果一致，表明 RT-PCR 可应用于

无菌检验，且该法具有灵敏度高、特异性好、耗

时少(从基因组抽提到 PCR 扩增整个过程只需要

4 h 左右)的优势，显示该法在大量无菌样品的快速

检测方面，具有明确的可操作性和实际应用价值。 
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HPLC-MS 同时测定人血浆中卡马西平和苯妥英钠的血药浓度 
  

任秀华，杜光，杨惠，刘东*
(华中科技大学同济医学院附属同济医院药学部，武汉 430030)  

 
摘要：目的  建立一种快速、灵敏并同时测定人血浆中卡马西平(CBZ)和苯妥英钠(PT)浓度的高效液相色谱-质谱联用检

测方法。方法  以兰索拉唑为内标，血浆样品经乙腈沉淀后，经 HPLC-MS 分离分析。采用 Diamonsil C18 柱(2.1 mm×

150 mm，5 μm)，流动相：甲醇-水(含 0.1%甲酸)=0.20∶0.10；流速：0.3 mL·min1，采用电喷雾离子源(ESI)，以多反应监

测方式(MRM)进行正离子监测，CBZ、PT 和兰索拉唑的定量分析离子对分别为 m/z 237.0/194.0，253.2/182.0，392.0/188.2。

结果  CBZ 在 40.30~20 150.00 ng·mL1(r=0.993 7)内线性良好，为 40.3 ng·mL1，低(66.08 ng·mL1)、中(660.8 ng·mL1)、

高(16 120 ng·mL1)3 个浓度的平均回收率 RSD 均<15%。PT 在 80.1~40 050.0 ng·mL1(r=0.997 6)内线性良好，最低定量限

为 80.1 ng·mL1，低(133.5 ng·mL1)、中(1 335.00 ng·mL1)、高(32 040.00 ng·mL1)3 个浓度的平均回收率 RSD 均<15%。

结论  该方法快速简便，灵敏准确，可用于 CBZ 和 PT 同时应用时两者的血药浓度监测及其药动学研究。 
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