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摘!要!目的!建立 C种医院抑菌制剂的微生物限度检查方法# 方法!按照-中华人民共和国药典!四部.$"#$U 年版%的规定"采
用平皿法&培养基稀释法&薄膜过滤法和中和法进行 C种医院抑菌制剂的微生物计数及控制菌检查方法适用性试验# 结果!所建
立的检查方法对金黄色葡萄球菌&铜绿假单胞菌&枯草芽孢杆菌&白色念珠菌和黑曲霉 U种验证菌株的回收率均在 #IUm"I#"控制
菌$金黄色葡萄球菌&铜绿假单胞菌和大肠埃希菌%可检出# 结论!结合平皿法&培养基稀释法&薄膜过滤法和中和法建立了多种
含抗菌药物&消毒防腐药等抑菌制剂的微生物限度检查方法"方法简便可行"结果准确可靠#
关键词!微生物限度检查) 抑菌制剂) 培养基稀释法) 薄膜过滤法) 中和法
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!!医院制剂以临床需求为导向&生产灵活&能够弥补上市药
品供给不足等缺点&是医院临床用药的重要组成部分+$, % 国
家卫生健康委员会等六部委发布的-关于印发加强医疗机构
药事管理促进合理用药的意见的通知. +",中指出&应’加强医
疗机构药品配备管理00研究医疗联合体内临床急需的医疗
机构制剂调剂和使用管理制度&合理促进在医疗联合体内共
享使用(% 医院制剂应保证产品质量稳定&建立质量控制体
系% 微生物限度检查是药品质量控制的重要环节&对检查方
法进行适用性验证是保证药品检验结果可靠的基本要求+B, %
复方替硝唑溶液+成制字#"#$C$b>#U#$>,*新面醑+总制字
#"#$>$X>#U#$$,*复方呋喃西林滴鼻液 +成制字 # "#$C$
b>#U#$C,*樟脑苯酚溶液+成制字#"#$C$b>#U#BC,*维生素 &
珍珠乳膏+总制字#"#$%$X>#U#$U,和复方碘溶液 +成制字

#"#$C$b>#U#$B,均为医院自制制剂&上述 C 种制剂均有不同
程度的抑菌作用+@, % 制剂中的抑菌成分会干扰微生物限度检
查&故对含抑菌成分的制剂进行微生物限度检查时&应先消除
其抑菌活性&以保证方法的适用性+U, % 对于含不同抑菌成分
及抑菌成分含量不同的抑菌制剂&应建立专属性强*重复性
好的微生物限度检查方法% 本研究拟采用平皿法*培养基稀
释法*薄膜过滤法和中和法针对不同剂型*含不同抑菌成分
的医院制剂进行微生物限度适用性试验&消除其抑菌活性&
建立准确可靠的微生物限度检查方法&以用于相关制剂质量
控制检验%

EF材料
EGEF仪器

bR5"型架盘天平#上海医用激光仪器厂$)TA_5># 型生
化培养箱#上海一恒科技有限公司$)P#QO5O"@5b型台式灭菌
器#山东新华医疗器械股份有限公司$)9Q$#$5"Db<型电热鼓
风干燥箱#重庆康诚永生实验设备有限公司$)bQ95$###5"5
D"型生物安全柜#苏州华宇净化设备有限公司$%
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EGHF药品
复方替硝唑溶液#成分"替硝唑*醋酸氯己定等)批号"

$=$""@$&新面醑 #成分"甲硝唑*氯霉素*水杨酸等)批号"
"##B"B$&复方呋喃西林滴鼻液#成分"呋喃西林*盐酸麻黄碱
等)批号"$=$#"%$&樟脑苯酚溶液#成分"樟脑*苯酚等)批号"
$=#=#U$&维生素&珍珠乳膏#成分"维生素 &*珍珠粉及羟苯
乙酯等)批号""##$#>$&复方碘溶液#成分"碘*碘化钾等)批
号"$=$"$>$&均为陆军军医大学第二附属医院自制%
EGIF菌株

金黄色葡萄球菌 +9P99#b$ "C##B,*铜绿假单胞菌
+9P99#b$$#$#@,*枯草芽孢杆菌+9P99#b$CBU#$,*白色念
珠菌+9P99#X$=%##$,和大肠埃希菌+9P99#b$@@$#",由中
国食品药品检定研究院菌种保藏中心提供&均为第 $ 代冷冻
保存菌株)黑曲霉+9P99#X$=%##B,由北京三药科技开发公
司提供&为第 @代冷冻保存菌株%
EGMF培养基(试剂及稀释液

胰酪大豆胨琼脂培养基#批号"$%#@">$*胰酪大豆胨液体
培养基 #批号" $>$"$%$*沙氏葡萄糖琼脂培养基 #批号"
$>#B$C$*沙氏葡萄糖液体培养基#批号"$C$$$%$*麦康凯液体
培养基#批号"$>#B$B$*麦康凯琼脂培养基#批号"$>$"$$$*溴
化十六烷基三甲铵琼脂培养基#批号"$%$"">$和甘露醇氯化
钠琼脂培养基#批号"$%#B"C$均购自北京陆桥技术股份有限
公司&经过适用性试验验证&符合-中国人民共和国药典"四
部.#"#$U年版$的规定)聚山梨酯5%##成都市科隆化学品有限
公司&批号""#$>#=$=#$$&硫代硫酸钠#上海强顺化工有限公
司&批号""##%#%""$)稀释液为 #I= f氯化钠注射液#四川科
伦药业股份有限公司&批号"P$=#C$U#U5$$%

HF方法与结果
HGEF供试液的制备

取复方替硝唑溶液#D$*新面醑#b$和复方呋喃西林滴鼻
液#9$各 $# L)&用稀释液逐级稀释制成 $e$#*$e$###-&-$的
供试液)取樟脑苯酚溶液#F$ $# L)&加入温热融化的聚山梨
酯5%# $# L)&用稀释液逐级稀释制成 $ e$#*$ e$###-&-$的供
试液)维生素 &珍珠乳膏#&$ $# 4&加入温热融化的聚山梨

酯5%# $# L)&用稀释液逐级稀释制成 $ e$#*$ e$###4&-$的供
试液)取复方碘溶液#X$$# L)&加入 #IU L-)JL)的硫代硫酸钠
溶液 $# L)&用稀释液稀释制成 $e$##-&-$的供试液%
HGHF菌液的制备

按照-中国人民共和国药典"四部.#"#$U年版$通则 $$#U和
通则 $$#C中规定的菌液制备方法&制成适宜浓度的各菌悬液%
HGIF需氧菌总数(霉菌和酵母菌总数计数方法的适用性试验

分别取D*b*9和F供试液 $# L)以薄膜过滤&用稀释液
冲洗滤膜数次&每次 $## L)&在最后 $ 次冲洗液中分别加
入’$## M2*JL)的金黄色葡萄球菌*铜绿假单胞菌*枯草芽孢
杆菌*白色念珠菌和黑曲霉的菌悬液 $ L)&混匀&过滤&取出
滤膜菌面朝上贴于琼脂培养基平板上% 分别取 &*X供试液
=I= L)&分别加入’$# ### M2*JL)的金黄色葡萄球菌*铜绿假
单胞菌*枯草芽孢杆菌*白色念珠菌和黑曲霉的菌悬液
#I$ L)&混匀&取 $ L)置无菌平皿中&注入 $Um"# L)温度’
@U t熔化的琼脂培养基&混匀&凝固% 胰酪大豆胨琼脂培养
基于 B"IU t培养 " /&作为需氧菌计数检查)沙氏葡萄糖琼
脂培养基于 ""IU t培养 B /&作为霉菌和酵母菌计数检查&
作为试验组% 供试品对照组以稀释液代替菌液&菌液对照组
以稀释液代替供试液&乳化剂对照组以聚山梨酯5%# 代替供
试品&中和剂对照组以硫代硫酸钠溶液代替供试品&其余均
同试验组操作%

计算回收率"试验组的回收率p#试验组平均菌落数E供
试品对照组平均菌落数$J菌液对照组平均菌落数)乳化剂对
照组的回收率p乳化剂对照组平均菌落数J菌液对照组平均菌
落数)中和剂对照组的回收率p中和剂对照组平均菌落数J菌
液对照组平均菌落数% 需氧菌*霉菌和酵母菌各试验菌株的
回收率见表 $% 供试品D*b*9和F采用薄膜过滤法经 B## L)
冲洗液冲洗进行需氧菌*霉菌和酵母菌计数检查)供试品 &以
$e$##稀释级进行需氧菌计数检查&$e$# 稀释级进行霉菌及
酵母菌计数检查)供试品 X选用 #IU L-)JL)的硫代硫酸钠溶
液作为中和剂进行需氧菌*霉菌和酵母菌计数检查&方法可
行% 经验证&$#f的聚山梨酯5%#及 #IU L-)JL)的硫代硫酸钠
溶液不会干扰上述各菌株的生长%

表 EF需氧菌(霉菌和酵母菌各试验菌株的回收率##aH$
1$REF!"&(S"%/ %$6"#(-S$%+(0#6"#6R$&6"%+$5#6%$+)#(-$"%(R+&R$&6"%+$% ,(57#$)7/"$#6###aH$

样品 试验方法 稀释级别 需氧菌 霉菌和酵母菌
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

D 薄膜过滤法 $e$## $I#@ $I#> #I>C #I%C #I>C #I=$ #I>>
b 薄膜过滤法 $e$## #I>= #I%@ #I%" #I=U $I#C $I$B #I%%
9 薄膜过滤法 $e$## #I=B #I=> $I#C #I%% #I%> #I=B #I=B
F 薄膜过滤法 $e$## $I#B #I=> $I#" #I%$ #I=$ #I%U #I>=
& 平皿法 $e$##J$e$# #I=@ #I=# #I%% #I%% #I>= #I%> #I=U
X 中和法 $e$# #I%" $I#C $I$U #I=% #I%U #I=B $I#B

HGMF控制菌检查方法的适用性试验
分别取 $e$#的D*b*9和F供试液 $# L)&以薄膜过滤&用

稀释液冲洗滤膜数次&每次 $## L)&在最后 $次冲洗液中分别加
入’$## M2*JL)的金黄色葡萄球菌*铜绿假单胞菌或大肠埃希
菌的菌悬液 $ L)&混匀*过滤&取出滤膜&加至适宜体积的胰酪大
豆胨液体培养基中)取 $ e$# 的 &*X供试液 $# L)&及’
$## M2*JL)的金黄色葡萄球菌*铜绿假单胞菌或大肠埃希菌菌
悬液 $ L)&加至适宜体积的胰酪大豆胨液体培养基中% 上述培

养物照-中华人民共和国药典"四部.#"#$U年版$通则 $$#C中
控制菌检查方法进行检查&作为试验组% 供试品对照组以稀释
液代替菌液&阴性对照组以稀释液代替供试液和菌液&阳性对照
组以稀释液代替供试液&乳化剂对照组以聚山梨酯5%#代替供试
品&中和剂对照组以中和剂代替供试品&其余均同试验组操作%

C种制剂采用不同的方法&控制菌金黄色葡萄球菌*铜绿
假单胞菌或大肠埃希菌可检出&见表 "% 其中&复方碘溶液在
供试品制备过程中加入同体积的 #IU L-)JL)硫代硫酸钠溶
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!!!! 表 HF控制菌检查的适用性试验结果
1$RHF!"#056#(-$KK5+&$R+5+6/ 6"#6(-&()6%(5R$&6"%+$ 7"6"&6+()

样品 试验方法 冲洗体积JL) 胰酪大豆胨液体培养基体积JL) 组别 金黄色葡萄球菌 铜绿假单胞菌 大肠埃希菌
D 薄膜过滤法 $## $## $ n n n

" E E E
B E E E
@ n n n

b 薄膜过滤法 $## $## $ n n J
" E E J
B E E J
@ n n J

9 薄膜过滤法 $## $## $ n n n
" E E E
B E E E
@ n n n

F 薄膜过滤法n培养基稀释法 $## "## $ n n J
" E E J
B E E J
@ n n J
U n n J

& 培养基稀释法 J C## $ n n J
" E E J
B E E J
@ n n J
U n n J

X 中和法 J $## $ J J n
" J J E
B J J E
@ J J n
C J J n

!!注"$;试验组)";供试品对照组)B;阴性对照组)@;阳性对照组)U;乳化剂对照组)C;中和剂对照组)’n(表示正常生长)’E(表示未生长)’J(表示无需试验
<-+6" $;6]863,L6.+()43-*8) ";M-.+3-)43-*8 -21(L8)61) B;.64(+,’6M-.+3-)43-*8) @;8-1,+,’6M-.+3-)43-*8) U;M-.+3-)43-*8 -26L*)1,2,63) C;M-.+3-)43-*8 -2.6*+3(),g,.4(46.+) ’n( ,./,M(+61.-3L()

43-d+7& ’E( ,./,M(+61.-43-d+7& ’J( ,./,M(+61.-+61+,136c*,36/

液进行试验&检查方法可行% 经验证乳化剂及中和剂对 B种菌
种均无毒性%

IF讨论
本研究建立了 C种有抑菌作用的医院制剂的微生物限度

检查方法% 对于具有抑菌活性的供试品&若在最低稀释级无法
进行方法适用性试验时&根据相应的微生物限度标准和菌数报
告规则&在不影响结果判断的前提下&通过增加稀释级的方法
进行试验% 若供试品的抑菌活性较强&可经过中和*稀释或薄
膜过滤处理后再加入菌液进行方法适用性试验&必要时可联合
使用多种方法+C, % 本研究选用适宜的试验方法&有效消除了
含多种抑菌成分制剂的抑菌活性%

替硝唑和甲硝唑属硝基咪唑类药物&对厌氧菌具有较高的
活性+>5=, )氯霉素和呋喃西林属广谱抗菌药物&对多种革兰阳
性菌和革兰阴性菌有显著的抑制作用+$#5$$, )醋酸氯己定为阳
离子表面活性剂&对普通细菌及厌氧菌均有良好的杀菌作用&
即使低浓度下也具有较强的抑菌效果+$"5$@, % 上述药物易溶于
水&且相应的复方替硝唑溶液*新面醑和复方呋喃西林滴鼻液
B种制剂均属液体制剂&因此&优先采用薄膜过滤法&以消除其
抑菌作用% 樟脑对白色念珠菌*金黄色葡萄球菌等有抗菌作
用+$U5$C, )苯酚对细菌和霉菌均有抑菌作用&尤其对金黄色葡萄
球菌有较强的抑制作用+$>, % 本研究中&对樟脑苯酚溶液采用
薄膜过滤法进行微生物计数检查&采用薄膜过滤法结合培养基
稀释法进行控制菌检查% 维生素 &珍珠乳膏因添加防腐剂羟
苯乙酯而具有抑菌作用&羟苯乙酯可使微生物蛋白质变性而起
到抑制菌落生长的作用&对革兰阳性菌*革兰阴性菌*酵母菌和
霉菌都有一定的抑制作用+$%5$=, % 本研究中&通过增加供试品

稀释级进行微生物计数检查&增加接种培养基体积进行控制菌
检查&可消除维生素 &珍珠乳膏的抑菌活性% 碘因强氧化性
能有效灭活病原体&对细菌*真菌*病毒及芽孢等微生物均有较
强的杀灭作用+"#5"$, % 本研究中&对复方碘溶液采用中和法&通
过硫代硫酸钠将碘还原成碘离子&从而消除其抑菌活性%

复方替硝唑溶液*新面醑*复方呋喃西林滴鼻液和樟脑苯
酚溶液均采用 $e$##稀释级进行薄膜过滤% 前期试验及文献
报道显示&该类制剂以 $e$#稀释级进行试验时&薄膜过滤冲洗
体积均lU## L)&且需多种方法联合使用方可消除其抑菌活性&
试验耗损较大+""5"@, % -中华人民共和国药典"四部. #"#"# 年
版$ +"U,通则中的微生物限度检查薄膜过滤法部分新增总冲洗
量一般’U## L)&本研究中的试验方法符合该规定% 对于含多
种抗菌成分的强抑菌制剂&在符合-中华人民共和国药典.规
定下&通过增加供试液稀释级再进行薄膜过滤&能有效减少冲
洗液的体积)油性*乳膏等水不溶性制剂&难以被普通的稀释液
稀释&可加入适量的乳化剂助其溶解&形成均一*稳定的供试
液&从而更加准确地检测出相应菌种)乳膏制剂易造成薄膜堵
塞&选择培养基稀释法进行试验&从而更加简便*准确地进行微
生物限度检查)含有易于被其他物质中和的成分的制剂&优先
采用中和法进行试验&可克服薄膜过滤法和培养基稀释法操作
繁琐且试验耗费大等缺点%

本研究建立了含替硝唑*甲硝唑*氯霉素和呋喃西林等抗
菌药物及含醋酸氯己定*樟脑*苯酚*羟苯乙酯和碘等消毒防腐
药的微生物限度检查方法&针对不同剂型*不同抑菌成分的制
剂采用不同的试验方法&可精准消除抑菌成分对微生物限度检
查的干扰&使操作简便*快捷&结果准确*可靠% 本研究所建立
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的方法也同样适用于-中华人民共和国药典. #"#"# 年版$标
准&为医院制剂的质量控制提供了可靠的检测手段&也为类似
制剂的微生物限度检查方法适用性试验提供了参考%
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