
检查用水k¶l作溶剂 o将细菌内毒素工作标准品稀释成 u Κo

tΚos qxΚos quxΚ的稀释液 o与灵敏度 Κ¶� s qux ∞�#°�p t的鲎

试剂反应 o结果见表 u ∀结果表明 }s qxΚ¶� Κ·� u qsΚ¶o符合中

国药典对细菌内毒素检查有效性的规定 ∀

表 2  干扰试验结果

Ταβ 2  � ¶̈∏̄·¶²©¬±«¬¥¬·¬²± ²µ ±̈«¤±¦̈ ° ±̈··̈¶·

× ��批号 样品批号
内毒素浓度r ∞�#°�p t

s qx s qux s qtux s qsyu
阴性对照 ∞·

susuutu �∞× 水 n n n n n n n n n n n n p p p p p p ∞¶s qtux

ussttutw n n n n n n n n n n n p p p p p p p s qtw|

ussustu{ n n n n n n n n n n p p p p p p p p s qtz{

ussusxsv n n n n n n n n n n n p p p p p p p s qtw|

suswtu n n n n n n n n n n p p p p p p p p s qtz{

susyts n n n n n n n n n n n p p p p p p p s qtw|

susytu n n n n n n n n n n n p p p p p p p s qtw|

susust n n n n n n n n n n n p p p p p p p s qtw|

sususu n n n n n n n n n n n p p p p p p p s qtw|

sususv n n n n n n n n n n p p p p p p p p s qtz{

sus|szx �∞× 水 n n n n n n n n n p p p p p p p p p s quts

ussttutw n n n n n n n n n n p p p p p p p p s qtz{

ussustu{ n n n n n n n n n p p p p p p p p p s quts

ussusxsv n n n n n n n n n n p p p p p p p p s qtz{

suswtu n n n n n n n n n p p p p p p p p p s quts

susyts n n n n n n n n n p p p p p p p p p s quts

susytu n n n n n n n n n p p p p p p p p p s quts

susust n n n n n n n n n n p p p p p p p p s qtz{

sususu n n n n n n n n n n n p p p p p p p s qtw|

sususv n n n n n n n n n n p p p p p p p p s qtz{

表 3  细菌内毒素检查结果

Ταβ 3  × «̈ µ̈¶∏̄·¶²©·«̈ ¥¤¦·̈µ¬¤̄ ±̈§²·²¬¬±¶·̈¶·

× ��批号 样品批号 样品管
样品阳

性管kuΚl
阳性 阴性

susuutu ussttutw p p n n n n p p

ussustu{ p p n n n n p p

ussusxsv p p n n n n p p

suswtu p p n n n n p p

susyts p p n n n n p p

susytu p p n n n n p p

susust p p n n n n p p

sususu p p n n n n p p

sususv p p n n n n p p

sus|szx ussttutw p p n n n n p p

ussustu{ p p n n n n p p

ussusxsv p p n n n n p p

suswtu p p n n n n p p

susyts p p n n n n p p

susytu p p n n n n p p

susust p p n n n n p p

sususu p p n n n n p p

sususv p p n n n n p p

2 q4  供试品细菌内毒素检查

阿莫西林钠的 �值为每 t°ª阿莫西林中含内毒素的量

应小于 s qu∞� ∀取供试品 o按5中国药典6usss 年版附录细

菌内毒素检查法检查 o结果见表 v ∀结果表明 o|批样品均符

合规定 o与热原检查结果完全符合 ∀

3  讨论

以上实验结果证实 o阿莫西林钠原料及注射剂在进行细

菌内毒素检查时不存在干扰因素的影响 o可直接用细菌内毒

素检查法替代家兔法检查 ∀阿莫西林钠的细菌内毒素检查

法为 }取本品 o依法检查 o每 t°ª阿莫西林含内毒素的量应小

于 s qu∞� ∀

收稿日期 }ussv2sz2tx

应用滤膜法作抗菌滴眼剂菌数测定的研究
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摘要 }目的  建立抗菌滴眼剂菌数测定的方法 ∀方法  采用常规法和薄膜过滤法 o对抗菌滴眼剂中添加活微生物进行回收验

证 ∀结果  常规法微生物回收率为 s o薄膜过滤法平均回收率大于 yx h ∀结论  薄膜过滤法能作为抗菌滴眼剂菌数测定的方

法 ∀
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  中国药典 usss年版二部附录对滴眼剂分为二大类 o一

类为供角膜创伤或手术用的滴眼剂 o照无菌检查法检查 ~另

一类为一般滴眼剂 o要求做微生物限度检查 o规定每 t°�供

试品不得检出霉菌和酵母菌 !金黄色葡萄球菌及铜绿假单胞

菌 o并且细菌总数不得过 tss个 ∀根据中国药典 o含抑菌成

分供试品如干扰控制菌检验 o必须将供试品处理后依法检

查≈t  ∀对于抑菌作用较强的抗菌滴眼剂 o其控制菌检查可采

用薄膜过滤法消除抑菌成分的干扰后依法检查 ~而细菌总数

测定采用常规法和培养基稀释法均不能去除抑菌成分 o因此

不能如实反映检品实际染菌情况 ∀中国药典尚未提供其他

方法对供试品的抑菌成分进行处理 ∀本实验采用薄膜过滤

操作 o探讨抗菌滴眼剂菌数测定的方法 ∀

1  材料和仪器

1 q1  仪器

� × ≠ p ¶型智能集菌仪 o反复使用集菌培养器 o微孔滤

膜k直径 xs°° o孔径 s qwxΛ°l o均购于杭州高得医疗器械有

限公司 ~• �°2wss隔水式电热恒温培养箱 ∀

1 q2  菌种

金黄色葡萄球菌≈≤ � ≤≤k�luyssv  !铜绿假单胞菌≈≤ � 2

≤≤k�ltstsw  o大肠杆菌≈≤ � ≤≤k�lwwtsu 均由中国药品生

物制品检定所提供 o用前取相应菌株的营养琼脂培养基斜面

新鲜培养物 t 白金耳 o接种至营养肉汤培养基中 o在kvy ?

tl ε 培养 t{ ∗ us«o取出后置冰箱可保存一周 o临用时用 s q

| h无菌氯化钠溶液稀释至 tΒtsy o作为对照用菌液 ∀

1 q3  培养基

营养琼脂培养基 o营养肉汤培养基 o均由北京三药科技

开发公司生产 ∀

1 q4  试剂

氯化钠 !磷酸氢二钠 !磷酸二氢钾均为化学纯 o蛋白胨为

生化试剂 ∀配成稀释剂 }≠ s q| h氯化钠溶液 ~ � ³�z qs缓

冲氯化钠2蛋白胨水k含蛋白胨为 s qt h l ∀

1 q5  供试品

�抗炎润睛滴眼液k有效成分为氧氟沙星 o加有适量蜂

蜜 ∀批号 }ussttss{ !ussuswt|l ~�复方抗炎润睛滴眼液k在

抗炎润睛滴眼液处方中加入醋酸地塞米松 ∀批号 }

ussttttv !ussuswt|l ~� 与 �由惠州市中医院制剂室提供 ∀

≤ 复方氯霉素滴眼液k批号 }susxt|l ~⁄泰利必妥滴眼液k批

号 }susxt|l ~∞复方妥布霉素滴眼液k批号 }susystl ~ƒ 妥布

霉素滴眼液 k批号 }susystl ~� 利福平滴眼液 k批号 }

susxt|l ~≤ 至 �均由惠州市中心人民医院制剂室提供 ∀ �

氯霉素滴眼液k批号 }ussusxts o广州东康药业有限公司 ~批

号 }ussusxu| o广州天心药业股份有限公司 ~批号 }ussuswtu o

山东正大福瑞达制药有限公司 ∀l

2  方法和结果

2 q1  细菌回收试验

2 q1 q1  常规法  分别取供试品 0 qt°�o加 tss ∗ uss≤ƒ �k同

时用平皿计数l金黄色葡萄球菌 !大肠杆菌或铜绿假单胞菌 o

注入约 wx ε 的营养琼脂培养基 tx ∗ us°�o于 vs ∗ vx ε 培养

w{«o结果平皿均无菌落生长 o即三种细菌添加回收率均为 s ∀

2 q1 q2  滤膜法≈u   取供试品 t°�o加入 tss°�稀释剂中混

匀 o加 tss ∗ uss≤ƒ �k同时用平皿计数l金黄色葡萄球菌 o迅

速薄膜过滤操作 o用稀释剂冲洗滤膜 v次 o每次 tss°�o作为

试验组 ~同时以不加供试品同法操作为对照组 o取出滤膜贴

于营养琼脂培养基表面 o换已灭菌的陶瓦盖于 vs ∗ vx ε 倒置

培养 w{«o每组平行作 u ∗ v份 o计数平均菌落数 o以对照组计

数为基础 o计算试验组的回收率 ∀另取 v批供试品分别作大

肠杆菌和铜绿假单胞菌添加回收试验 o分别计算回收率 ∀结

果见表 t ∀

表 1  滤膜法微生物回收试验结果

Ταβ 1  × «̈ µ̈¶∏̄·¶²© °¬¦µ²¥¬¤̄ µ̈¦²√ µ̈¼ ·̈¶·¥¼ °¨°¥µ¤±̈ ©¬̄2

·µ¤·¬²±

供 试 品

回收率k h l

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌 铜绿假单胞菌

稀释剂

≠

稀释剂

�

稀释剂

≠

稀释剂

�

稀释剂

≠

稀释剂

�

�ussttss{ |x qu |z qs

�ussuswt| zv qu zx qt yy qv z{ qy zs qv zx qv

≤susxt| {z qv {v qy zu qv {u qx zx qu z| qx

⁄susxt| zt qw zs q| yx qt zy qx yv qy z{ qx

∞susyst yx qt yz qu

ƒsusyst zt qw y{ qz

�susxt| zz q{ z| qt

�ussusxts {z qv {z qv

平均回收率 z{ qy z{ qy yz q| z| qu yy qw zz q{

2 q2  样品测定

取供试品 t°�o不加菌液 o其余同 u qt qu操作 o平行作 u

#stv# ≤«¬± �� �° oussw �∏ª∏¶·o∂ ²̄ qut �²qw                中国现代应用药学杂志 ussw年 {月第 ut卷第 w期



∗ v份 o计数平均菌落数 o结果见表 u ∀

表 2  供试品菌数测定结果

Ταβ 2  × «̈ µ̈¶∏̄·¶²© §̈·̈¦·¬±ª¥¤¦·̈µ¬¤̄ ¤°²∏±·©²µ¶¤°³̄¨

供 试 品
细菌总数k≤ƒ �r°�l

稀释剂 ≠ 稀释剂 �

�ussttss{ x ts

�ussuswt| u u

�ussttttv tz us

�ussuswt| { x

≤susxt| y y

⁄susxt| w v

∞susyst v t

ƒsusyst u v

�susxt| tw tv

�ussusxts x w

�ussusxu| x v

�ussuswtu v u

3  讨论

3 q1  由常规法和滤膜法细菌回收试验结果可见 o采用薄膜

过滤法去除抗菌滴眼剂中抑菌成分的干扰后再进行菌数测

定 o是非常有意义和必要的 ∀

3 q2  实验中 o采用正面向上贴膜 o贴膜时要注意排尽气泡 o

使滤膜紧贴培养基 o并加干燥的陶瓦盖倒置培养 ∀结果发现

菌落生长饱满凸现 o菌落形态 !颜色各异 o互不干扰 o有利于

计数和分离 ∀曾经将陶瓦盖换以玻璃盖试验 o结果滤膜上细

菌菌落蔓延生长 o边缘不清 o无法计数 ∀这是由于滤膜带有

水分 o加上培养基表面冷凝水的影响 ∀在减少菌落蔓延生长

方面采用陶瓦盖明显优越 ∀

3 q3  由于滤膜的直径为 50 °° o菌落少 o计数误差则大 ~菌落

多 o则难于培养生长和计数 ∀滤膜法计数宜选 vs ∗ tss≤ƒ �r

°�∀

3 q4  如果生长菌落的颜色与滤膜白色背景相似 o可进行滤

膜染色或培养基中加 × × ≤ ∀

3 q5  实验中滤膜法采用两种稀释剂分别对供试品进行处

理 o从营养成分来说 o³�z qs缓冲氯化钠2蛋白胨水更有利于

受抑制和损伤的细菌修复 o有待进一步深入研究 ∀
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·¬√¨µ̈¦²√ µ̈¬̈¶²©±¬° ¶̈∏̄¬§̈ º µ̈̈ tsx q{ h o|z qxx h ¤±§|y q{| h oµ̈¶³̈¦·¬√¨̄¼ qΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  × «̈ ° ·̈«²§¬¶¶∏¬·¤¥̄¨©²µ§̈·̈µ2

#ttv#中国现代应用药学杂志 ussw年 {月第 ut卷第 w期                ≤«¬± �� �° oussw �∏ª∏¶·o∂ ²̄ qut �²qw




