
表 4  有关物质检查结果 kν � vl

Ταβ 4  ⁄ ·̈̈µ°¬±¤·¬²± ²©µ̈ ¤̄·̈§¶∏¥¶·¤±¦̈ ¬± � ⁄≥ ¥¼ �°�≤ kν

� vl

批号 有关物质总量 rh � �≥rh � ≥⁄rh

÷svswst vqxy uqx{ sqw

÷svswsu yqsu wqxv sqx

÷svswsv uqz{ tq|u squ

3  讨论

3q1  检测波长的选择

� ⁄≥在 uxw ±°和 vuy ±°处有最大吸收 ouxw ±°处的吸

收度约为 vuy ±°处的 tqu倍 o为了提高 � ⁄≥和有关物质测

定的检测灵敏度 o实验选择 uxw ±°为检测波长 ∀

3q2  色谱柱的选择

选用了 ≤t{
柱 !≤{

柱 !≤v
柱 !≤t

柱 !°�柱 !≥�2�´柱 !��u
柱

k正 !反相 l和 ≤�柱 k正相 l等不同极性的色谱柱进行了考

察 o实验发现 o由于 � ⁄≥为极性化合物 o在不加离子对的情

况下 o改变不同的流动相成分 !组成 !比例和 ³�值 o� ⁄≥均没

有保留 ∀

3q3  离子对试剂类型的选择

为增强 � ⁄≥在色谱柱上的保留值 o考察比较了四甲基

溴化铵 k×� ��l!四乙基氯化铵 k×∞�≤ l和四丁基溴化铵

k×���l三种离子对试剂以及不同类型离子对的浓度 !³�

值 !流动相的比例等条件 o实验显示当使用 ×���为离子对

试剂时 o通过优化流动相比例 !离子对试剂的浓度 !流动相

³�值 !缓冲盐浓度等条件 o� ⁄≥在 ≤{
色谱柱上得到了良好的

保留 o并且 � ⁄≥和 � �≥有良好的分离度 ∀

3q4  离子对试剂浓度的选择

设定乙腈与水相的比例为 w{Βxuk√r√lo水相不调节 ³� o

分别以 xotsotxousoux和 vs °°²̄ # �
pt浓度的 ×���o以

� ⁄≥和 � �≥的保留时间 k·� l!柱效 k�l和它们之间的分离度

k� l为判断标准 o进行 ×���浓度的考察 ∀当 ×���的浓度

低于 ts °°²̄# �
pt时 o� ⁄≥和 � �≥在色谱柱上没有保留 o而

当 ×���的浓度在 tx ∗ ux °°²̄# �
pt的范围内 o随着浓度的

升高 o供试品的保留时间缩短 !柱效增强 !两者的分离度增

大 o当浓度大于 ux °°²̄ # �
pt时 o这种改变则不是很明显 ∀

因此 o选择 ux °°²̄# �
pt为离子对试剂 ×���的浓度 ∀

3q5  流动相 ³�值的选择

在乙腈与水相的比例为 w{Βxuk√r√lo×���的浓度为 ux

°°²̄# �
pt的前提下 o用 ×∞�调节水相的 ³�值为 wqwoxquo

yqsoyq{ozqx和 {qso以 � ⁄≥和 � �≥的保留时间 k·� l!柱效

k�l和它们之间的分离度 k� l为判断标准 o进行流动相 ³�

值的考察 ∀随着水相 ³�值的增加 o� ⁄≥和 � �≥在色谱柱上

的保留时间缩短 !柱效增强 !两者的分离度增大 o但当 ³�值

大于 zqx时 o改变则不明显 ∀因此 o实验选择流动相水相的

³�值为 zqx∀

3q6  流动相离子强度的选择

实验选择磷酸二氢钾为缓冲盐进行水相离子强度的调

节 ∀实验考察了不同的离子强度对供试品保留值和分离情

况的影响 ∀离子强度以磷酸二氢钾的浓度来表示 ∀实验在

选择乙腈与水相 k×���的浓度为 ux °°²̄ # �
pt
o×∞�调节

³�为 zqxl的比例为 w{Βxuk√r√l的前提下 o分别调节水相中

磷酸二氢钾的浓度为 xotsotx和 us °°²̄ # �
pt
o以 � ⁄≥和

� �≥的保留时间 k·� l!柱效 k�l和它们之间的分离度 k� l为

判断标准 o进行离子强度的考察 ∀随着水相中离子强度的增

强 o� ⁄≥和 � �≥在色谱柱上的保留时间缩短 !两者的分离度

增大 o但柱效未发生明显改变 ∀实验选择流动相水相中磷酸

二氢钾的浓度为 ts °°²̄# �
pt ∀

参考文献

≈1  ≤�∞�≤ ∞o����� q�¦¬§¬° ·̈µ¬¦§̈ ·̈µ°¬±¤·¬²± ²©¶²§¬∏° ¶¤̄·¶

²©�2¶∏¥¶·¬·∏·̈§¶∏̄©∏µ¬¦¤¦¬§ ≈� q �±¤̄¼¶¬¶�¤¥²µ¤·²µ¼k分析试

验室 loussuoutktl}|t2|uq

≈2  ��� × � o± ��� • � q≥·∏§¼ ²© ²̄±ª¦«¤¬± ¤̄®¼̄ ±¤³«·«¤̄ ±̈¨¶²§¬2

∏° ¶∏̄©²±¤·̈¶¥¼ µ̈√ µ̈¶̈§2³«¤¶̈ ¬²± ¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ ≈� q�±¤̄¼·¬2

¦¤̄ ≤«̈ °¬¶·µ¼k分析化学 loussvovtk{l}|{x2|{{q

≈3  ÷ ��� ÷ � o���÷ q� √̈ µ̈¶̈§2³«¤¶̈ «¬ª« ³̈ µ©²µ°¤±¦̈ ¬̄́∏¬§¦«µ²2

°¤·²ªµ¤³«¬¦¶̈³¤µ¤·¬²± ²© ¬̄± ¤̈µ¤̄®¼̄ ¥̈ ±½̈ ± ¶̈∏̄¶∏̄©²±¤·̈ «²°²2

²̄ª∏̈ ¶¤±§ ³²¶¬·¬²±¤̄ ¶̄²° µ̈¶ ≈ � q ≤«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ousswouu}

tyt2tywq

收稿日期 }ussy2tt2ut

布洛伪麻胶囊微生物限度检查方法验证试验研究

袁林娜 k贵州省药品检验所 o贵阳 xxssswl

摘要 }目的  建立布洛伪麻胶囊微生物限度检查方法 ∀方法  按中国药典 ussx版微生物限度检查方法进行验证试验 ∀结果

 试验组枯草芽孢杆菌采用低速离心 !培养基稀释法菌回收率为 {yh以上 ~大肠埃希菌 !金黄色葡萄球菌采用低速离心 !平皿

法菌回收率为 {vh以上 ~黑曲霉 !白色念珠菌采用沉降法 !培养基稀释法菌回收率为 {xh以上 ~控制菌检查试验组采用常规

法 o可检出大肠埃希菌 ∀结论  本法为布洛伪麻胶囊微生物限度检查方法的建立提供依据 ∀

关键词 }验证试验 ~低速离心 ~沉降法 ~培养基稀释法 ~回收率

中图分类号 }� |uzqvu   文献标识码 }�   文章编号 }tssz2zy|vkusszlsv2suu|2sv

#|uu#中国现代应用药学杂志 ussz年 y月第 uw卷第 v期                ≤«¬± �� �°oussz �∏± ö∂ ²̄quw �²qv
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©²µ ¶̈·¤¥̄¬¶«¬±ª¤° ·̈«²§²©°¬¦µ²¥¬¤̄ ¬̄°¬··̈¶·¶²©�∏̄∏²̄ ¬̈°¤q

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: √¤̄¬§¤·¬²±~ ²̄º ¶³̈ §̈ ¦̈±·µ¬©∏ª¤·¬²±~ ¶̈§¬° ±̈·¤·¬²± ° ·̈«²§~ §¬̄∏·¬±ª° ·̈«²§²©¦∏̄·∏µ̈ ° §̈¬∏°~ µ̈¦²√ µ̈¼

  布洛伪麻胶囊是由布洛芬 !盐酸伪麻黄碱组成的复方制

剂 o为常用的口服抗感冒药 ≈t  ∀在非规定灭菌制剂 ≈u 的微生

物限度常规检验中 o化学药品细菌 !霉菌 !酵母菌及控制菌的

检出率都较低 o因采用的检验方法未经方法学验证 o所以不

能确定是该类药品基本无污染 o还是检验方法不具科学性 ∀

本试验用 ussx年版中国药典规定的 v株细菌 !u株真菌 k大

肠埃希菌 !金黄色葡萄球菌 !枯草芽孢杆菌 !黑曲霉 !白色念

珠菌 l对三批布洛伪麻胶囊进行了微生物限度检查法的验

证试验 o以确认所采用的方法是否适合于该药品的细菌 !霉

菌 !酵母菌数的测定和控制菌检查及检查药品本身污染微生

物的状况 o结果报道如下 ∀

1  实验材料

1q1  仪器

{ss型离心沉淀器 k上海手术器械十厂 l~ ≥∞usus电子

天平 k梅特勒 2托利多常州衡器有限公司 l∀

1q2  试药

营养琼脂培养基 k批号 svttuwl~营养肉汤培养基 k批号

sxstutl~玫瑰红钠琼脂培养基 k批号 swsusul~��培养基

k批号 sxsvutl~³�zqs氯化钠 2蛋白胨缓冲液 ksysuuvl北京

三药科技开发公司 ∀ � ��培养基 k批号 svstsu l北京牛牛

基因技术有限公司 ∀氯化钠 k批号 swtsttl成都五环高欣化

学试剂厂 ∀

1q3  供试品

布洛伪麻胶囊 k批号为 ussxs{su!ussxs|sz!ussxttttl∀

1q4  菌种

大肠埃希菌 ≈ ≤� ≤≤ k�lwwtsu ~枯草芽孢杆菌 ≈ ≤� ≤≤

k�lyvxst ~金黄色葡萄球菌 ≈ ≤� ≤≤ k�l uyssv ~黑曲霉

≈≤� ≤≤kƒl|{ssv ~白色念珠菌 ≈ ≤� ≤≤ kƒl|{sst 均由中国

药品生物制品检定所提供 ∀

2  方法与结果

2q1  菌液制备

将上述 x株菌的新鲜培养物分别接种至规定培养基 o细

菌培养 ty «~酵母菌培养 uw «~霉菌培养 x §o按中国药典

ussx年版二部附录方法制备菌 k孢子 l悬液 o备用 ∀

2q2  供试液制备

取供试品 ts ªo按中国药典 ussx年版二部附录方法制

成 tΒts供试液 o备用 ∀

2q3  细菌 !霉菌及酵母菌计数方法的验证

2q3q1  试验组  供试液 t °�和 xs ∗ tss≤ƒ�试验菌 o分别

注入平皿中 o每株菌平行制备 u个平皿 ∀

2q3q2  菌液组  测定所加的试验菌数 ∀

2q3q3  供试品对照组  取试验组供试液注皿量 o测定供试

品本底菌数 ∀

2q3q4  稀释剂对照组  ³� zqs无菌氯化钠 2蛋白胨缓冲液

中加入试验菌 o使每 °�菌数为 xs ∗ tss≤ƒ�o同试验组方法

测定其菌数 ∀

2q3q5  回收率计算  回收率 h � ≈k试验组平均菌落数 p供

试品对照组平均菌落数 l Α菌液组平均菌落数   ≅ tssh ∀

2q3q6  结果判断  在 v次平行试验中 o试验组的菌回收率

均应在 zsh以上 ~若低于 zsh o应采用适宜的方法 k设立稀

释剂对照组 o试验菌的回收率应在 zsh 以上 o该方法成立 l

重新进行验证试验 ∀

预试验 }取供试液 tosqxsosqvvosqu °�分别注 t皿为

一组 o每组加入 t种试验菌菌液 o共 x组 ∀除大肠埃希菌 squ

°�#皿 p t的回收率为 {{h外 o其余 w株菌 squ °�# 皿 p t的

菌回收率均为 sh ∀

供试液低速离心 kxss µ# °¬±
pt
lw °¬± o取上层液 k以下

简称离心液 l混匀后注皿 o白色念珠菌 !黑曲霉 !金黄色葡萄

球菌 !大肠埃希菌 t ° �#皿 p t的回收率为 {sh以上 o枯草芽

孢杆菌 squ °�#皿 p t的回收率为 zyh ∀

低速离心稀释剂对照组 ov株细菌回收率均为 zsh 以

上 ou株真菌回收率低于 zsh ∀

供试液采用沉降法 ≈v 沉降 x °¬±o取上层液 k以下简称沉

降液 l混匀后注皿 o白色念珠菌 !黑曲霉 squ °�# 皿 p t的菌

回收率为 zsh以上 ∀

沉降法稀释剂对照组 ou株真菌回收率均为 zsh以上 ∀

根据预试验结果 o金黄色葡萄球菌 !大肠埃希菌 !枯草芽

孢杆菌分别取离心液 totosqu °�#皿 p t
kt °�分注 x皿 l~

白色念珠菌 !黑曲霉分别取沉降液 squ °�#皿 p t进行验证试

验 ∀结果见表 tk表 t试验组数据除枯草芽孢杆菌 !白色念珠

菌 !黑曲霉为 ts皿平均值外 o其余 u株菌及菌液组 !稀释剂

对照组均为 u皿平均值 l∀
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表 1  细菌 !霉菌及酵母菌计数方法验证

Ταβ 1  ×«̈ ° ·̈«²§¶√¤̄¬§¤·¬²± ²©¦²∏±·¬±ª¥¤¦·̈µ¬¤o°²̄§¶¤±§¶²¦¦«¤µ°¼¦̈¶

ussxs{su ussxs|sz ussxtttt 稀释剂对照组

菌液组 试验组 回收率 菌液组 试验组 回收率 菌液组 试验组 回收率 菌液组 试验组 回收率

≤ƒ� tssh ≤ƒ� tssh ≤ƒ� tssh ≤ƒ� tssh

大肠埃希菌 |{ |t |v |s {xqx |x z{ zuqx |v zxqx zxqx tss

金黄色葡萄球菌 |y {w {{ {w zx {| tss {v {v yzqx x| {z

枯草芽孢杆菌 xy xw |y zv yv {y yy x{ {{ ttt |z {z

白色念珠菌 {z z{ |s |x |v |{ {{qx {t |u zx zuqx |z

黑曲霉 ywqx x|qy |u |t zz {x zv zt |z |{ |wqx |y

2q4  控制菌检查方法的验证

2q4q1  试验组  供试液 ts °�及 ts ∗ tss≤ƒ�大肠埃希菌

加入 ��培养基中 o按中国药典 ussx年版二部附录大肠埃希

菌检查法检查 ∀

2q4q2  阴性菌对照组  方法同试验组 o以金黄色葡萄球菌

作为阴性对照菌 ∀

2q4q3  结果判断  阴性菌对照组不得检出阴性对照菌 ~试

验组应检出试验菌 o该试验方法成立 ∀试验结果见表 u∀

表 2  控制菌检查方法验证

Ταβ 2  ×«̈ ° ·̈«²§√¤̄¬§¤·¬²± ²©¬±¶³̈ ¦·¬±ª¦²±·µ²̄ §̈¥¤¦·̈µ¬¤

项目
加菌量

k≤ƒ�l

��培养基

ktss °�l

� ��培养基

� ��) �
∞� �琼脂 结果

供试品组 ussxs{su % % % 未检出

ussxs|sz % % % 未检出

ussxtttt % % % 未检出

试验组 大肠埃希菌 ussxs{su n n n 检出

yw ussxs|sz n n n 检出

ussxtttt n n n 检出

阴性菌对照组 金黄色葡萄球菌 ussxs{su % % % 未检出

zu ussxs|sz % % % 未检出

ussxtttt % % % 未检出

阴性对照 % % % 未检出

2q4q4  采用经验证的方法检查三批布洛伪麻胶囊 o霉菌 !酵

母菌数小于 ts ≤ƒ� # ª
pt
o细菌数 ussxs{su! ussxs|sz!

ussxtttt分别为 vsoxsots ≤ƒ�# ª
pt
o未检出大肠埃希菌 ∀

3  讨论

3q1  进行药品微生物限度检查时 o当供试品具有抑菌活性 o

应采用适宜的方法消除供试液的抑菌活性 o再依法进行检

查 ∀在日常的检验工作中 o对具有抑菌活性的中药不溶性沉

淀或化学药品难溶 !微溶性成分 o通常采用离心沉淀集菌法

中的低速离心 kxss µ# °¬±
pt
lx °¬±除去 o取上层液进行微

生物限度检查 ∀理论上在此转速下的菌细胞大部分存在于

上层液中 o少部分菌细胞和大部分药物颗粒沉于管底 o对菌

细胞的检出不会造成太大影响 ∀在多次进行的稀释剂对照

组试验中 o大肠埃希菌 !枯草芽孢杆菌低速离心 x °¬±o回收

率可达 zsh以上 o金黄色葡萄球菌则偶有低于 zsh的现象 o

所以将离心时间设置为 w °¬±∀ u株真菌低速离心 kxss µ#

°¬±
pt
lx °¬±o菌细胞 k孢子 l绝大部分沉于管底 o将离心时间

缩短至 v °¬±回收率仍达不到 zsh o选择沉降法 x °¬±o回收

率可达 zsh以上 ∀从以上数据看 o沉降法较为适宜作为真菌

检查时去除供试液中不溶性抑菌活性成分的方法选择 ∀

3q2  为了考察沉降法的可行性 o本试验增加了稀释剂对照

组经振荡器振摇 xotxovs °¬±k按每时段取出一瓶 l后再沉降

的试验 o白色念珠菌 !黑曲霉的菌回收率均在 zsh以上 ∀

3q3  微生物限度检查方法学验证采用预试验方法 o以 t皿

试验初步考察供试液对验证用菌株抑菌活性的强弱 o既可

为正式试验的方法提供依据 o又可以减少工作量及试药 !试

剂的浪费 o提高工作效率 ∀

3q4  经验证 }生产企业在原 !辅料 !生产和检验等条件不变

的情况下 o布洛伪麻胶囊的微生物限度检查可按以下方法进

行检验 ∀供试液低速离心 kxss µ# °¬±
pt
lw °¬±o上层液 t °�

分注 x皿 o每皿 squ °�o测定细菌数 ~供试液沉降法 x °¬±o上

层液 t °�分注 x皿 o每皿 squ °�计霉菌及酵母菌数 ∀供试

液 ts °�加入 tss °���培养基中 o按 ussx年版中国药典微

生物限度检查法大肠埃希菌检查法检验控制菌 ∀
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