
表 4  有关物质检查结果 ν

Ταβ 4  ⁄ ∏ ⁄≥ ° ≤ ν

批号 有关物质总量 ≥ ≥⁄

÷

÷

÷

3  讨论

3 1  检测波长的选择

⁄≥在 和 处有最大吸收 处的吸

收度约为 处的 倍 为了提高 ⁄≥和有关物质测

定的检测灵敏度 实验选择 为检测波长 ∀

3 2  色谱柱的选择

选用了 ≤ 柱 !≤ 柱 !≤ 柱 !≤ 柱 !° 柱 !≥ 2 柱 ! 柱

正 !反相 和 ≤ 柱 正相 等不同极性的色谱柱进行了考

察 实验发现 由于 ⁄≥为极性化合物 在不加离子对的情

况下 改变不同的流动相成分 !组成 !比例和 值 ⁄≥均没

有保留 ∀

3 3  离子对试剂类型的选择

为增强 ⁄≥在色谱柱上的保留值 考察比较了四甲基

溴化铵 × !四乙基氯化铵 ×∞ ≤ 和四丁基溴化铵

× 三种离子对试剂以及不同类型离子对的浓度 !

值 !流动相的比例等条件 实验显示当使用 × 为离子对

试剂时 通过优化流动相比例 !离子对试剂的浓度 !流动相

值 !缓冲盐浓度等条件 ⁄≥在 ≤ 色谱柱上得到了良好的

保留 并且 ⁄≥和 ≥有良好的分离度 ∀

3 4  离子对试剂浓度的选择

设定乙腈与水相的比例为 Β √ √ 水相不调节

分别以 和 # 浓度的 × 以

⁄≥和 ≥的保留时间 !柱效 和它们之间的分离度

为判断标准 进行 × 浓度的考察 ∀当 × 的浓度

低于 # 时 ⁄≥和 ≥在色谱柱上没有保留 而

当 × 的浓度在 ∗ # 的范围内 随着浓度的

升高 供试品的保留时间缩短 !柱效增强 !两者的分离度增

大 当浓度大于 # 时 这种改变则不是很明显 ∀

因此 选择 # 为离子对试剂 × 的浓度 ∀

3 5  流动相 值的选择

在乙腈与水相的比例为 Β √ √ × 的浓度为

# 的前提下 用 ×∞ 调节水相的 值为

和 以 ⁄≥和 ≥的保留时间 !柱效

和它们之间的分离度 为判断标准 进行流动相

值的考察 ∀随着水相 值的增加 ⁄≥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 但当 值

大于 时 改变则不明显 ∀因此 实验选择流动相水相的

值为 ∀

3 6  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 × 的浓度为 # ×∞ 调节

为 的比例为 Β √ √ 的前提下 分别调节水相中

磷酸二氢钾的浓度为 和 # 以 ⁄≥和

≥的保留时间 !柱效 和它们之间的分离度 为

判断标准 进行离子强度的考察 ∀随着水相中离子强度的增

强 ⁄≥和 ≥在色谱柱上的保留时间缩短 !两者的分离度

增大 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 # ∀
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布洛伪麻胶囊微生物限度检查方法验证试验研究

袁林娜 贵州省药品检验所 贵阳

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 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 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 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 以上 控制菌检查试验组采用常规

法 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 ∀
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Στυδψ ον τηε ς αλιδατιον Μετηοδ οφΜιχροβιαλΛιµ ιτ Τεστσφορ Βυλυοωειµ α Χαπσυλε

≠ 2 (Γυιζηου ΠροϖινχιαλΙνστιτυτε φορ∆ρυγ Χοντρολ, Γυιψανγ , Χηινα)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × ∏∏ ∏ ΜΕΤΗΟ∆ Σ ∂ 2

° ≤ Ρ ΕΣΥΛΤΣ × √ ∏ ∏

∏ √ ∏ ∏ ∏ ∏ ∏ ∏ × √ 2

∏ ∏ ∏ √ ∏ ∏ × √

∏ √ ∏ ∏ ∏ ∏ ∏

∞ √ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  × ∏ √ √

∏∏

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: √ ∏ ∏ ∏ ∏ ∏ √

  布洛伪麻胶囊是由布洛芬 !盐酸伪麻黄碱组成的复方制

剂 为常用的口服抗感冒药 ≈ ∀在非规定灭菌制剂 ≈ 的微生

物限度常规检验中 化学药品细菌 !霉菌 !酵母菌及控制菌的

检出率都较低 因采用的检验方法未经方法学验证 所以不

能确定是该类药品基本无污染 还是检验方法不具科学性 ∀

本试验用 年版中国药典规定的 株细菌 ! 株真菌 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 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 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 结果报道如下 ∀

1  实验材料

1 1  仪器

型离心沉淀器 上海手术器械十厂 ≥∞ 电子

天平 梅特勒 2托利多常州衡器有限公司 ∀

1 2  试药

营养琼脂培养基 批号 营养肉汤培养基 批号

玫瑰红钠琼脂培养基 批号 培养基

批号 氯化钠 2蛋白胨缓冲液 北京

三药科技开发公司 ∀ 培养基 批号 北京牛牛

基因技术有限公司 ∀氯化钠 批号 成都五环高欣化

学试剂厂 ∀

1 3  供试品

布洛伪麻胶囊 批号为 ! ! ∀

1 4  菌种

大肠埃希菌 ≈ ≤ ≤≤ 枯草芽孢杆菌 ≈ ≤ ≤≤

金黄色葡萄球菌 ≈ ≤ ≤≤ 黑曲霉

≈≤ ≤≤ ƒ 白色念珠菌 ≈ ≤ ≤≤ ƒ 均由中国

药品生物制品检定所提供 ∀

2  方法与结果

2 1  菌液制备

将上述 株菌的新鲜培养物分别接种至规定培养基 细

菌培养 酵母菌培养 霉菌培养 按中国药典

年版二部附录方法制备菌 孢子 悬液 备用 ∀

2 2  供试液制备

取供试品 按中国药典 年版二部附录方法制

成 Β 供试液 备用 ∀

2 3  细菌 !霉菌及酵母菌计数方法的验证

2 3 1  试验组  供试液 和 ∗ ≤ƒ 试验菌 分别

注入平皿中 每株菌平行制备 个平皿 ∀

2 3 2  菌液组  测定所加的试验菌数 ∀

2 3 3  供试品对照组  取试验组供试液注皿量 测定供试

品本底菌数 ∀

2 3 4  稀释剂对照组  无菌氯化钠 2蛋白胨缓冲液

中加入试验菌 使每 菌数为 ∗ ≤ƒ 同试验组方法

测定其菌数 ∀

2 3 5  回收率计算  回收率 ≈ 试验组平均菌落数 供

试品对照组平均菌落数 Α菌液组平均菌落数 ≅ ∀

2 3 6  结果判断  在 次平行试验中 试验组的菌回收率

均应在 以上 若低于 应采用适宜的方法 设立稀

释剂对照组 试验菌的回收率应在 以上 该方法成立

重新进行验证试验 ∀

预试验 取供试液 分别注 皿为

一组 每组加入 种试验菌菌液 共 组 ∀除大肠埃希菌

#皿 的回收率为 外 其余 株菌 # 皿 的

菌回收率均为 ∀

供试液低速离心 # 取上层液 以下

简称离心液 混匀后注皿 白色念珠菌 !黑曲霉 !金黄色葡萄

球菌 !大肠埃希菌 #皿 的回收率为 以上 枯草芽

孢杆菌 #皿 的回收率为 ∀

低速离心稀释剂对照组 株细菌回收率均为 以

上 株真菌回收率低于 ∀

供试液采用沉降法 ≈ 沉降 取上层液 以下简称沉

降液 混匀后注皿 白色念珠菌 !黑曲霉 # 皿 的菌

回收率为 以上 ∀

沉降法稀释剂对照组 株真菌回收率均为 以上 ∀

根据预试验结果 金黄色葡萄球菌 !大肠埃希菌 !枯草芽

孢杆菌分别取离心液 #皿 分注 皿

白色念珠菌 !黑曲霉分别取沉降液 #皿 进行验证试

验 ∀结果见表 表 试验组数据除枯草芽孢杆菌 !白色念珠

菌 !黑曲霉为 皿平均值外 其余 株菌及菌液组 !稀释剂

对照组均为 皿平均值 ∀
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表 1  细菌 !霉菌及酵母菌计数方法验证

Ταβ 1  × √ ∏

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 ≤ƒ ≤ƒ ≤ƒ

大肠埃希菌

金黄色葡萄球菌

枯草芽孢杆菌

白色念珠菌

黑曲霉

2 4  控制菌检查方法的验证

2 4 1  试验组  供试液 及 ∗ ≤ƒ 大肠埃希菌

加入 培养基中 按中国药典 年版二部附录大肠埃希

菌检查法检查 ∀

2 4 2  阴性菌对照组  方法同试验组 以金黄色葡萄球菌

作为阴性对照菌 ∀

2 4 3  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 该试验方法成立 ∀试验结果见表 ∀

表 2  控制菌检查方法验证

Ταβ 2  × √

项目
加菌量

≤ƒ

培养基 培养基

)
∞ 琼脂 结果

供试品组 % % % 未检出

% % % 未检出

% % % 未检出

试验组 大肠埃希菌 检出

检出

检出

阴性菌对照组 金黄色葡萄球菌 % % % 未检出

% % % 未检出

% % % 未检出

阴性对照 % % % 未检出

2 4 4  采用经验证的方法检查三批布洛伪麻胶囊 霉菌 !酵

母菌数小于 ≤ƒ # 细菌数 ! !

分别为 ≤ƒ # 未检出大肠埃希菌 ∀

3  讨论

3 1  进行药品微生物限度检查时 当供试品具有抑菌活性

应采用适宜的方法消除供试液的抑菌活性 再依法进行检

查 ∀在日常的检验工作中 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 通常采用离心沉淀集菌法

中的低速离心 # 除去 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 少部分菌细胞和大部分药物颗粒沉于管底 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 大肠埃希菌 !枯草芽孢杆菌低速离心 回收

率可达 以上 金黄色葡萄球菌则偶有低于 的现象

所以将离心时间设置为 ∀ 株真菌低速离心 #

菌细胞 孢子 绝大部分沉于管底 将离心时间

缩短至 回收率仍达不到 选择沉降法 回收

率可达 以上 ∀从以上数据看 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 ∀

3 2  为了考察沉降法的可行性 本试验增加了稀释剂对照

组经振荡器振摇 按每时段取出一瓶 后再沉降

的试验 白色念珠菌 !黑曲霉的菌回收率均在 以上 ∀

3 3  微生物限度检查方法学验证采用预试验方法 以 皿

试验初步考察供试液对验证用菌株抑菌活性的强弱 既可

为正式试验的方法提供依据 又可以减少工作量及试药 !试

剂的浪费 提高工作效率 ∀

3 4  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 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 # 上层液

分注 皿 每皿 测定细菌数 供试液沉降法 上

层液 分注 皿 每皿 计霉菌及酵母菌数 ∀供试

液 加入 培养基中 按 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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