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60Co-γ射线辐照灭菌对水蛭药粉品质的影响研究
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摘要：目的　研究不同剂量60Co-γ射线辐照灭菌对水蛭药粉成分及卫生学指标的影响，为水蛭灭菌工艺提升提供依

据。方法　使用不同剂量60Co-γ射线对水蛭药粉进行辐照灭菌，对灭菌前后的水蛭的水分、总灰分、酸不溶性灰分、

pH值、重金属及有害元素、黄曲霉毒素、抗凝活性等药典要求检查项进行测定，以及对微生物含量等卫生学指标进行

测定，并对不同剂量60Co-γ射线辐照灭菌的水蛭药粉进行化学成分 HPLC图谱分析。结果　不同剂量60Co-γ射线辐照

前后水蛭药粉中的水分、总灰分、酸不溶性灰分、pH值、重金属及有害元素、黄曲霉毒素和抗凝活性无明显差异；水蛭

药粉在不同剂量60Co-γ射线辐照灭菌前后，各试验组之间卫生学指标差异明显，8 kGy及以上的60Co-γ射线动态辐照可

对微生物进行有效杀灭；高效液相色谱测定灭菌前后 7种化学成分无明显差异，灭菌前后质量稳定。结论　60Co-γ射

线辐照可有效杀灭水蛭药粉中微生物，8～10 kGy的剂量效果最佳，辐照灭菌前后药粉药典检查项无明显差异，辐照

后的药粉品质更优。
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Abstract：    Objective　To study the effect of 60Co-γ ray irradiation sterilization on the composition and hygiene index of

leech medicine powder, and provide a basis for the improvement of leech sterilization process. Methods　Irradiation steril-

ization of leech powder with different doses of 60Co-γ rays, measure moisture, total ash, acid-insoluble ash, pH value, heavy

metals and harmful elements, aflatoxin, anticoagulant activity according to pharmacopoeia requirements and other hygienic

indicators such as microbial content before and after sterilization. The chemical constituents of leech powder sterilized by ir-

radiation with different doses of 60Co-γ rays were analyzed by HPLC. Results　There were no significant difference in mois-

ture, total ash, acid-insoluble ash, pH value, heavy metals and harmful elements, aflatoxin and anticoagulant activity in the

peony  powder  before  and  after  irradiation  with  different  doses  of  60Co-γ  rays.  Before  and  after  sterilization  with  different

doses of 60Co-γ ray irradiation, the hygienic parameters of the experimental groups were significantly different. Dynamic irra-

diation with 60Co-γ rays at 8 kGy and above could effectively kill microorganisms. There were no significant differences in 7

chemical  components  before  and  after  sterilization  by  HPLC,  and  the  quality  was  stable  before  and  after  sterilization.

Conclusions　 60Co-γ  ray  irradiation  can  effectively  kill  microorganisms  in  medicinal  powder,  and  the  dose  effect  of

8～10 kGy is the best. There is no significant difference in the pharmacopoeia check items before and after irradiation steril-

ization, and the quality of the powder after irradiation is better.
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水蛭为水蛭科动物蚂蟥 (Whitmania pigra Whit-

man)、水蛭 (Hirudo nipponica Whitman)或柳叶蚂蟥

(Whitmania acranulata Whitman)的干燥全体，主要用

于血瘀经闭、癥瘕痞块、中风偏瘫、跌扑损伤等 [1]。 
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水蛭中含有多种肽类及胺类物质 [2]，临床应用众多。

近期研究表明，水蛭在心脑血管病变、脏腑纤维化、

子宫内膜异位、血管性痴呆等疾病的治疗中均发挥了

关键作用 [3-7]。现有多种中成药以水蛭生粉入药，然

而，由于水蛭的水生生活环境以及贮藏过程中易霉

变[8]，导致以水蛭生药粉入药的中成药的卫生学指标

难以控制，其药材细粉在固体制剂中微生物超标严

重，极大地限制了相关中成药的药理药效的研究及

临床应用，因此，控制水蛭药材质量的重要性愈发凸

显[9-10]。为保证含水蛭生粉入药的中成药的临床用药

安全性，所以对水蛭药粉中的微生物含量的控制尤为

重要。

目前，辐照射线常用于医学诊断及治疗领域，是

治疗肿瘤的主要手段之一，引领“精确放疗”时代[11-13]。

中药药材饮片普遍的灭菌方法[14] 包括：水洗灭菌

法、化学灭菌法、热压灭菌法和射线灭菌法等，其中水

洗灭菌法适用药材的初步处理，去除药材表面菌；化

学灭菌法使用化学试剂，所得灭菌后药材会有化学残

留；热压灭菌法包括干热灭菌法和湿热灭菌法，二者

温度较高，适用于植物药材饮片灭菌，但不适用于动

物药材灭菌，容易造成动物药材蛋白变性影响后面有

效成分提取；射线灭菌法包括辐射灭菌法、紫外线灭

菌法和微波灭菌法，紫外灭菌法适用于空气灭菌和表

面灭菌，微波灭菌法适用于植物药材饮片灭菌，不适

合动物药材灭菌，易造成蛋白变性，60Co-γ射线辐照

灭菌法，是药材灭菌中一种新型、高效的灭菌方法，其

灭菌特点操作简单，穿透能力强，速度快，可在常温下

进行，尤其是对含热敏性成分药材的灭菌有重要意

义，具有灭菌彻底、无污染、无残留等优势[15]。60Co-γ

射线辐照灭菌法于多种中药材饮片的灭菌中进行应

用[16-17]，如黄精、地黄、龙胆、黄岑、天南星等[18-19]，以及

蜈蚣、蝉蜕等动物药也有应用[20]，灭菌效果显著。本

实验采用60Co-γ射线辐照灭菌法对直接粉碎入药的

水蛭生药粉进行辐照灭菌，以确定不同剂量60Co-γ射

线辐照对水蛭药粉质量的影响，确定最佳灭菌剂量，

对水蛭药粉灭菌工艺提升提供科学依据。

1    材料与方法

1.1    材料    高效液相色谱仪（1260，安捷伦科技有限

公司），粉碎机，超净工作台（JD-CJ-1A），生化培养箱

（BJPX-200型），电子分析天平（ME1002，METTLER

TOLEDO），80目药筛。

胰酪大豆胨琼脂（批号：EP1812027）、沙氏葡萄糖

琼脂（批号：EP1812027）、铜绿假单胞菌（cmcc（B）10104）、

大肠艾希菌（cmcc（B）44102）、乙型副伤寒沙门菌（cmcc

（B）50094）；高效液相使用试剂为色谱纯，其余所用试

剂均为分析纯。

水蛭购于扬州，经鲁南厚普制药有限公司质检中

心鉴定，为水蛭科动物水蛭（Hirudo nipponica Whit-

man）的干燥全体，符合《中国药典》2015年版药材水

蛭项下来源规定，将上述水蛭药材粉碎，过 80目药

筛，保存备用。

1.2    方法    

1.2.1    辐照剂量研究     称取水蛭药粉 15份，每份

200 g，以无菌自封袋密封，分别编号 1～15，分为 5组

进行试验；1～3号无操作，为阴性对照组，其余 12份

分别以 4、6、8、10 kGy的60Co-γ射线进行动态辐照操

作，为实验组。

1.2.2    药典检查项指标测定    按《中国药典》2015年

版水蛭项下要求，对经不同剂量的60Co-γ射线辐照灭

菌的水蛭药粉进行水分、总灰分、酸不溶性灰分、pH

值、重金属及有害元素、黄曲霉毒素和抗凝血酶指标

测定。

1.2.3    卫生学指标测定    对经不同剂量的60Co-γ射线

辐照灭菌的水蛭药粉进行微生物含量的卫生学指标

测定，需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数照《中国药典》

2015年版四部通则 1105“非无菌产品微生物限度检

查；微生物计数法”检测，控制菌照《中国药典》2015

年版 1106“非无菌产品微生物限度检查：控制菌检查

法”检测。

1.2.4    化学成分图谱的测定    对经不同剂量的60Co-γ

射线辐照灭菌的水蛭药粉进行高效液相化学成分测

定，检测方法参照刘武占等[21] 研究中，对水蛭中尿嘧

啶、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、水蛭胺 C、水蛭胺 A、水

蛭胺 B 7种成分同时测定的方法。

2    结果

2.1    辐照剂量研究    经观察，不同剂量的60Co-γ射线

辐照的水蛭药粉，灭菌前后外观性状无明显差异，棕

红色，腥气重。5个试验组水蛭药粉形态、颜色、气味

均一稳定。

2.2    药典检查项指标测定    按《中国药典》2015年版

水蛭项下要求，对经不同剂量的60Co-γ射线辐照灭菌

的水蛭药粉进行指标测定，测定结果见表 1。
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2.3    卫生学指标测定    对经不同剂量的60Co-γ射线

辐照灭菌的水蛭药粉进行微生物含量的卫生学指标

测定，需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数及微生物限度

检查测定结果见表 2。
 
 

表 2    不同辐照剂量水蛭药粉卫生学指标测定结果（n=3）

剂量/kGy 需氧菌总数/（cfg/g） 霉菌、酵母菌总数/（cfg/g） 耐胆盐革兰氏阴性菌/（cfg/g） 大肠埃希菌/（cfg/g） 沙门菌/（cfg/g）

  0 18 000 1 600 > 100 未检出 未检出

  4     870    90   < 10 未检出 未检出

  6     540    70   < 10 未检出 未检出

  8     400 <10   < 10 未检出 未检出

10      10 <10   < 10 未检出 未检出
 
 

2.4    化学成分图谱的测定     对经不同剂量的 60Co-

γ射线辐照灭菌的水蛭药粉进行高效液相化学成分测

定，液相色谱图见图 1。
从图 1可以看出，60Co-γ射线辐照各组（≤ 10 kGy）

对水蛭生药粉的 HPLC指纹图谱与阴性对照组指纹图

谱所含成分基本一致，水蛭中 7个有效成分尿嘧啶保留

时间为 8.352 min、次黄嘌呤保留时间为 14.997 min、黄
嘌呤保留时间为 18.084 min、尿苷保留时间为 19.883 min、
水蛭胺 C保留时间为 30.926 min、水蛭胺 A保留时间

为 31.512 min、水蛭胺 B保留时间为 37.169 min,各有

效成分保留时间无明显差异，表明经过辐照灭菌后水

蛭中未有成分增加或减少变化。
 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43

S6

S5

S4

S3

S2

S1

时间/min

　　　　注：S1为阴性对照组，S2 辐照剂量 4 kGy实验组，S3辐照剂量 6 kGy实验组，S4辐照剂量 8 kGy实验组，S5辐照剂量

　　　　10 kGy实验组，S6为标准品对照

图 1    不同辐照剂量水蛭药粉 HPLC图谱
 

 

对 5组不同辐照剂量（0、4、6、8、10，kGy）水蛭药

粉化学成分液相图谱进行分析，分别将尿嘧啶、次黄

嘌呤、黄嘌呤、尿苷、水蛭胺 C、水蛭胺 A、水蛭胺 B
7种成分的峰面积与阴性对照组的 7种成分的峰面

表 1    不同辐照剂量水蛭药粉药典检查项指标测定结果（n=3）

剂量/kGy 水分/% 总灰分/% 酸不溶性灰分/% pH值
重金属及有害元素/ppm

黄曲霉毒素/ppm
抗凝

血酶铅 镉 砷 汞

0 10.2 6.5 1.50 5.8 5.00 0.50 3.10 0.60 0.005 8 20U

4 10.3 5.8 1.50 5.9 4.80 0.40 2.90 0.50 0.005 4 19U

6 9.8 6.3 1.60 6.2 5.10 0.50 2.90 0.50 0.004 8 20U

8 10.1 5.9 1.40 5.7 5.00 0.48 2.80 0.49 0.005 2 18U

10 9.6 5.9 1.50 6.0 5.10 0.49 3.00 0.57 0.005 1 19U
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积进行对比计算（公式：比值 = A试验组 ÷ A阴性对照组），

比值结果见表 3。
  

表 3    不同辐照剂量水蛭药粉试验组 7种成分峰面积与

阴性对照组峰面积比值

成分名称
剂量/kGy

4 6 8 10

尿嘧啶 1.02 1.04 1      1     

次黄嘌呤 1.03 1.02 0.99 0.99

黄嘌呤 1.03 1.04 1.08 1.05

尿苷 1.02 0.99 0.96 1.01

水蛭胺C 0.98 0.99 1      0.97

水蛭胺B 0.87 0.99 1.08 1.04

水蛭胺A 1.10 1.09 1.03 1.02

3    讨论

3.1    不同辐照剂量水蛭药粉药典检查项测定结果分

析    从表 1可以看出，不同辐照剂量水蛭药粉水分值

有轻微减少，当辐照量为 10 kGy时最低，为 9.6%；总

灰分值为未经辐照操作的药粉含量最高，比辐照后的

水蛭药粉总灰分平均值高 9%，酸不溶性灰分无明显

差异；5个试验组水蛭药粉酸碱度均处于 6左右；重金

属及有害元素中，铅元素含量最高为 6 kGy、10 kGy

辐照剂量时，为 5.1 ppm，最低为 4 kGy辐照剂量时

的 4.8 ppm，差值为 0.30 ppm，其余金属元素除砷元素

含量最大值与最小值为 0.30 ppm，5个实试验组的镉元

素含量、汞元素含量差值在 0.1 ppm左右；未经60Co-γ

射线辐照灭菌的阴性对照组中黄曲霉毒素含量最高，为

0.005  8  ppm，比辐照灭菌后的含量最低值（6  kGy

辐照试验组）高出 20%；不同辐照剂量试验组水蛭药

粉抗凝血酶无明显差异。60Co-γ射线辐照（≤ 10 kGy）

灭菌前后水蛭药粉中的水分、总灰分、酸不溶性灰分、

酸碱度、重金属、黄曲霉素和抗凝血酶含量 4个试验

组与阴性对照组虽存在差异，但各指标均仍符合

2015版《中国药典》项下限度要求，灭菌前后药粉质

量稳定性良好。

3.2    不同辐照剂量水蛭药粉卫生学指标测定结果分

析    由表 2可以知道，未经60Co-γ射线辐照的阴性对

照组需氧菌总数为 18 000 cfg/g，霉菌和酵母菌总数为

1 600 cfg/g，耐胆盐革兰氏阴性菌个数大于 100 cfg/g，远

超过药典限度标准，而经 4 kGy以上辐照剂量灭菌的

试验组需氧菌总数急剧降低，其中 4 kGy辐照剂量试

验组较阴性对照组减少了 20倍，当辐照剂量增加时，

需氧菌总数与辐照剂量呈反比降低，辐照剂量增加至

10 kGy时，需氧菌总数为降至 10 cfg/g；霉菌和酵母

菌总数在接受60Co-γ射线辐照灭菌后总数比阴性对

照组降低了 18倍，继续增加辐照剂量，霉菌和酵母菌

总数持续降低，直降至 10 cfg/g以下；耐胆盐革兰氏

阴性菌由大于 100 cfg/g接受 4 kGy辐照灭菌后减少

至小于 10 cfg/g，其余辐照剂量检测的耐胆盐革兰氏

阴性菌均小于 10 cfg/g；试验过程中无论是否接受60Co-γ

射线辐照灭菌，均未检出大肠埃希菌与沙门菌。依照

非无菌含药材原粉的中药制剂的微生物标准，经 4 kGy

以上辐照剂量灭菌的试验组微生物限度均符合含生

药粉口服固体制剂卫生学标准，但综上分析，在辐照

剂量 0～10 kGy中，8 kGy或 8 kGy以上剂量辐照灭

菌效果最佳。

3.3    不同辐照剂量水蛭药粉化学成分图谱分析    如

表 3所示，不同剂量60Co-γ射线辐照后水蛭中尿嘧啶

与阴性对照组峰面积之比为 1.00～1.04、次黄嘌呤与

阴性对照组峰面积之比为 0.99～1.03、黄嘌呤与阴性

对照组峰面积之比为 1.03～1.08、尿苷与阴性对照组

峰面积之比为 0.96～1.02、水蛭胺 C与阴性对照组峰

面积之比为 0.97～1.00、水蛭胺 A与阴性对照组峰面

积之比为 0.87～1.08、水蛭胺 B与阴性对照组峰面积

之比为 1.02～1.10，7个成分的峰面积之比均接近 1，

7个成分含量灭菌前后均无明显差异。

3.4    结论    本实验对不同剂量60Co-γ射线辐照灭菌

对水蛭药粉质量的影响进行了研究，研究发现水蛭药

粉接受 4～10 kGy剂量60Co-γ射线辐照后，颜色、气

味、外观形态以及药典检查项和化学成分液相图谱等

方面较灭菌前均无明显差异，说明60Co-γ射线辐照灭

菌对水蛭药粉质量无明显影响；但水蛭药粉接受60Co-

γ射线辐照灭菌后，微生物含量差异明显，当辐照剂

量为 8 kGy及 8 kGy以上时灭菌效果最佳，此时水蛭

的各项理化指标均符合药典项下水蛭的要求；参考国

家食品药品监督管理局发布的《中药辐照灭菌技术指

导原则》（2015年第 86号），中药最大总体平均辐照

剂量不超过 10 kGy，确定 8～10 kGy的60Co-γ射线辐

照灭菌为水蛭药粉的灭菌剂量。但辐照后的残留有

待进一步研究。
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