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果表明华蟾酥毒基和脂蟾毒配基２４ｈ内基本稳定。
２１０　重复性试验

取同一批号样品（批号：０６０９０３）６份，按“２．２”项
下方法制备供试液，按上述色谱条件测定，结果华蟾

酥毒基含量为０５７７５ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为０８１％；脂蟾
毒配基含量为０６８５２ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为０７３％。
２１１　样品含量测定结果

按含量测定方法测定 １０批样品的含量（以华
蟾酥基和脂蟾毒配基总量计），结果见表３。
表３　含量测定结果（ｎ＝２）
Ｔａｂ３　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝２）

批号 含量／μｇ·丸 －１

０６０４０１ ２５．３７
０６０９０２ ２５．５９
０６０９０３ ２４．６６
０６１００４ ２４．９２
０６１００５ ２５．１１
０６１００６ ２４．９８
０６１００７ ２４．８３
０６１００８ ２４．９４
０６１００９ ２５．０９
０６１１１０ ２５．３０

３　讨论
３１　蟾酥为有毒中药，在含有蟾酥的中药制剂中，
对蟾酥进行含量测定对保证药品的使用安全和有效

是必要的。根据以上 １０批样品的含量测定结果

（平均含量为２５０８μｇ·丸 －１，ＲＳＤ＝１２％），参考
有关文献［１］，按平均含量的８０％和１２０％计算，暂订
本品每丸含蟾酥以华蟾酥毒基和脂蟾毒配基总量计

为２０～３０μｇ。
３２　在１９０～４００ｎｍ波长范围内对华蟾酥毒基、脂
蟾毒配基对照品进行紫外扫描测定，结果华蟾酥毒

基在２９５ｎｍ处有最大吸收，脂蟾毒配基在２９７ｎｍ
处有最大吸收，根据中国药典［１］２６５２６６和本试验结果，

在２９６ｎｍ处，辅料基本没有干扰，故选用２９６ｎｍ波
长来测定，结果灵敏、准确。

３３　本实验对提取溶剂及提取时间均进行优化试
验，结果显示：用甲醇提取效果优于５０％甲醇和乙
醇，加热回流提取效果与超声提取６０ｍｉｎ比较无显
著性差异，故选择超声提取６０ｍｉｎ作为本实验的提
取条件。

３４　含量测定中流动相采用０５％磷酸二氢钾溶
液（ｐＨ３２）乙腈（５２∶４８）比例时华蟾酥毒基峰和
脂蟾毒配基峰能达到基线分离，分离效果最佳。
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注射用甲磺酸培氟沙星无菌检查方法学研究
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摘要：目的　对注射用甲磺酸培氟沙星无菌检查的方法进行研究。方法　对普通的薄膜过滤冲洗法和培养基中加中和剂处
理的方法进行对比研究，同时研究确定中和剂的最佳加入量。结果　在培养基中加入适量中和剂处理的方法优于普通的薄
膜过滤冲洗法，其中和剂的最适加入量为３ｍＬ的０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４溶液。结论　在培养基中加入适量中和剂处理的方法
可有效地降低冲洗剂的用量，该法适用于注射用甲磺酸培氟沙星的无菌检查。
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ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ｐｅｆｌｏｘａｃｉｎｍｅｓｙｌａｔｅｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｓｔｅｒｉｌｉｔｙｔｅｓｔ；ｎｅｕｔｒａｌｉｚｅｒ

　　注射用甲磺酸培氟沙星为甲磺酸培氟沙星的无
菌冻干品，属于喹诺酮类抗感染药物，临床主要用于

治疗敏感菌所致感染。现全国有许多厂家均生产，

规格分别为０．２ｇ和０．４ｇ。笔者采用涵盖各种配
方工艺的有代表性的２０个生产厂家２个规格的产
品进行了无菌检查方法学研究，现将试验结果报告

如下。

１　材料与仪器
１．１　试药

注射用甲磺酸培氟沙星：武汉人福药业有限责

任公司、海南卫康制药（潜山）有限公司、黑龙江迪

龙制药有限公司、西南药业股份有限公司、蚌埠市宏

业生化制药厂、浙江杭康海洋生物药业有限公司、苏

州三叶制药有限公司、浙江亚太药业有限公司、常州

金远药业制造有限公司、开封康诺药业有限公司、江

苏奥赛药业有限公司，以上公司产品规格均为０．４
ｇ，共１１个批次；华北制药集团制剂有限公司、成都
天台山制药有限公司、江西赣南海欣药业股份有限

公司、江苏吴中医药集团有限公司苏州第六制药厂、

浙江贝得药业有限公司、宜昌人福药业有限责任公

司、哈尔滨松鹤制药有限公司、山东凤凰制药股份有

限公司、吉林马应龙制药有限公司，以上公司产品规

格均为０．２ｇ，共９个批次。硫乙醇酸盐流体培养基
（批号：０６０１１８）、改良马丁培养基（批号：０５０７０６）、
营养肉汤培养基（批号：０６０３２２），以上培养基均由
中国药品生物制品检定所提供，经灵敏度实验符合

中国药典２００５年版规定［１］。

１．２　试验菌株
金黄色葡萄球菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３］、大肠埃希

菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２］、铜绿假单胞菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）
１０１０４］、枯草芽孢杆菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１］、生孢梭
菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）６４９４１］、白色念珠菌［ＣＭＣＣ（Ｆ）
９８００１］、黑曲霉［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３］，以上菌株均由中
国药品生物制品检定所提供。

１．３　仪器
ＫＤＧＢ３３０一次性使用全封闭集菌器（杭州泰林

生物技术设备有限公司）。

２　方法与结果
２．１　菌液制备

接种金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞

菌、枯草芽孢杆菌的新鲜培养物至营养肉汤培养基

中，接种生孢梭菌的新鲜培养物至硫乙醇酸盐流体

培养基中，３０～３５℃培养２４ｈ；接种白色念珠菌的
新鲜培养物至改良马丁培养基中，２３～２８℃培养４８
ｈ，上述培养物用０．９％无菌氯化钠溶液制成每１ｍＬ
含菌数小于１００ｃｆｕ的菌悬液。接种黑曲霉的新鲜
培养物至改良马丁琼脂斜面培养基上，２３～２８℃培
养７ｄ，用０．９％无菌氯化钠溶液制成每１ｍＬ含孢
子数小于１００ｃｆｕ的孢子悬液。上述菌悬液每次试
验前新鲜配制，备用。

２．２　好氧菌、厌氧菌检查方法选择
２．２．１　普通薄膜过滤法冲洗量考察

取单个滤筒１５个，分成３组，每组５个，将规定
量的供试品（武汉人福产品，规格：０．４ｇ）按每５瓶
溶于５０ｍＬ０．１％蛋白胨水溶液的方法进行溶解，薄
膜过滤，每一滤筒中过滤５瓶供试品制成的溶液，再
用ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液冲洗滤膜，每次冲
洗量为１００ｍＬ，每组滤筒每膜冲洗总量分别为３００，
５００，７００ｍＬ。冲洗完毕后，加入５种试验菌液各１
ｍＬ。同时另取５个装有同体积培养基的容器，分别
加入５种试验菌液１ｍＬ，作为阳性对照。于适宜条
件下培养２～７ｄ，结果各种试验菌采用每管冲洗
５００ｍＬ和７００ｍＬ冲洗量时于接种后４８ｈ均生长良
好，但采用每管３００ｍＬ冲洗量时，只有金黄色葡萄
球菌和生孢梭菌４８ｈ生长良好，铜绿假单胞菌和枯
草芽孢杆菌均接种后第５天才生长良好，而大肠埃
希菌需在接种后第７天才生长良好。
２．２．２　加入中和剂处理的试验方法的初步考察

根据文献［２３］介绍，在培养基中加入适量的硫酸

锰溶液可使其抑菌活性降低，故进行了以下试验：取

单个滤筒５个，将规定量的供试品（武汉人福产品，
规格：０．４ｇ）按每５瓶溶于５０ｍＬ０．１％蛋白胨水溶
液的方法进行溶解，薄膜过滤，每一滤筒中过滤５瓶
供试品制成的溶液，再用 ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓
冲液冲洗滤膜，每次冲洗量为１００ｍＬ，每膜冲洗总
量为２００ｍＬ，冲洗完毕后，将硫乙醇酸盐培养基加
至滤筒中，再在５个滤筒中分别加入金黄色葡萄球
菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、生孢

梭菌５种试验菌液各１ｍＬ。取５个装有同体积培
养基的容器，分别加入５个试验菌液１ｍＬ，作为阳
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性对照。同时另取５个装有同体积培养基的容器，
加入等量试验菌，再加入５ｍＬ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４
溶液，作为中和剂对照。培养２～７ｄ，逐日观察记
录，结果各试验菌试验管、阳性对照管和中和剂对照

管均于４８ｈ内生长良好。
上述２个试验结果显示，采用普通的薄膜过滤

法，冲洗量每膜至少要５００ｍＬ以上，而在培养液中
加入适量硫酸锰可以有效减少冲洗剂用量，故初步

确定了冲洗量 ２００ｍＬ及培养基中加入 ５ｍＬ０．１
ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４溶液的试验方法，并进行了下面的
确认试验。

２．２．３　加入中和剂处理的试验方法的初步确认
对２０批样品采用冲洗量２００ｍＬ及培养基中加

入５ｍＬ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４溶液的方法进行了试
验。根据“２．２．１”项下的考察试验显示，甲磺酸培
氟沙星对大肠埃希菌的生长影响最大，故选用了大

肠埃希菌作为试验菌，结果：２０批样品中有１０批样
品试验菌于４８ｈ内生长良好，但另外１０批样品（分
别为苏州三叶、浙江亚太、浙江贝得、常州金远、开封

康诺、宜昌人福、哈尔滨松鹤、山东凤凰、江苏奥赛、

吉林马应龙产品）均出现不同程度的生长缓慢（４～
７ｄ后试验菌才出现生长），说明上述方法并不成
熟，需进一步改进。

２．２．４　加入中和剂处理的试验方法的进一步改进
２．２．４．１　增加冲洗量和增加中和剂用量方法的比
较　采用“２．２．３”试验中试验菌生长缓慢的１０批
样品进行试验，试验菌同样选用大肠埃希菌，其中６
批样品（宜昌人福、哈尔滨松鹤、浙江亚太、常州金

远、江苏奥赛、吉林马应龙）加大冲洗量至４００ｍＬ，
另外４批样品（浙江贝得、开封康诺、山东凤凰、苏
州三叶）增加中和剂（０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４溶液）用
量至１０ｍＬ。结果加大冲洗量至４００ｍＬ的６批样
品除２批样品试验菌４８ｈ内生长良好外，其余４批
样品（浙江亚太、常州金远、江苏奥赛、吉林马应龙）

还是出现试验菌生长缓慢的现象（４～６ｄ后试验菌
才出现生长）；增加中和剂用量的４批样品中３批样
品试验菌４８ｈ内生长良好，但也有１批样品（苏州
三叶）试验菌生长缓慢。同时对该用量中和剂对５
种细菌的生长影响情况也进行了考察，结果均无影

响。上述结果显示，２种方法均不能完全改进试验
效果，但增加中和剂用量的方法相比较而言对试验

效果的改变要优于增加冲洗量的方法，故最终考虑

从改变中和剂用量来着手方法学改进。

２．２．４．２　中和剂对试验菌株的生长影响　前面在

方法摸索中也对部分用量的中和剂对试验菌株的生

长影响进行了考察，但为了选到一个最佳的中和剂

用量，笔者进行了下面比较系统的考察。将中和剂

的浓度由原来的 ０．１ｍｏｌ· Ｌ－１提高到 ０．５
ｍｏｌ·Ｌ－１，取装有“２．２．２”项下试验中同体积培养
基的容器１５个，分为３组，每组均分别加入５种试
验菌液各１ｍＬ，再按组分别加入 ２，３，４ｍＬ的０．５
ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４溶液，作为实验组；另取５个装有
同体积培养基的容器，分别加入 ５个试验菌液 １
ｍＬ，作为阳性对照。按规定条件培养２～７ｄ，逐日
观察，结果在中和剂用量为２ｍＬ及３ｍＬ时，各标准
菌株均于４８ｈ内生长良好；用量为４ｍＬ时，金黄色
葡萄球菌生长迟缓（６～７ｄ试验菌才出现生长），对
其他菌株生长无影响。

２．２．４．３　中和剂用量的选择　根据“２．２．４．２”项
下的试验结果，０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４溶液２ｍＬ和３
ｍＬ对菌株生长均无影响，“２．２．４．１”项下的试验结
果则显示，加入中和剂０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４溶液１０
ｍＬ（相当于０．５ｍｏｌ·Ｌ－１２ｍＬ）进行试验的４批样
品中只有１批样品出现试验菌生长缓慢的现象。由
于试验时冲洗的方式对试验结果有一定的影响，同

时也为了寻找最佳中和剂加入量，笔者用７批样品
（宜昌人福、哈尔滨松鹤、浙江亚太、常州金远、江苏

奥赛、吉林马应龙、苏州三叶）对冲洗剂用量 ２００
ｍＬ、中和剂（０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４溶液）用量２ｍＬ
和３ｍＬ分别进行了考察，试验菌选用了金黄色葡萄
球菌、大肠埃希菌。结果对加入３ｍＬ０．５ｍｏｌ·Ｌ－１

ＭｎＳＯ４溶液的样品各试验菌生长良好；而加入２ｍＬ
０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４溶液的样品，试验菌均出现不
同程度的生长缓慢情况。综合上述试验结果，最终

确定好氧菌、厌氧菌的实验方法为采用每膜２００ｍＬ
冲洗，再在培养基中加入３ｍＬ０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４
溶液作为中和剂的方法。

２．２．５　加入中和剂处理的试验方法的最终确认
采用“２．２．４．３”项下的７批样品，对冲洗量２００

ｍＬ，加入０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４溶液３ｍＬ的实验方
法进行了进一步考察，试验用菌选用金黄色葡萄球

菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、生孢

梭菌５种试验菌，结果各菌均于４８ｈ内生长良好。
２．３　真菌检查方法研究

根据报道，喹诺酮类对真菌类无抑菌作用，故采

用了下述方法采用“２．２．４．３”项下的７批样品对真
菌检查方法进行了考察：将样品溶于５０ｍＬ０．１％蛋
白胨水溶液中，薄膜过滤后，直接接种试验菌（白色
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念珠菌、黑曲霉），结果各管在７２ｈ内均生长良好。
３　结论

试验结果显示，甲磺酸培氟沙星对细菌中的大

肠埃希菌、铜绿假单胞菌和枯草芽孢杆菌生长有明

显抑制作用，尤其对大肠埃希菌的生长影响明显。

通过对其方法学进行研究，显示采用薄膜过滤法，用

适量冲洗液冲洗，再在培养基中加入适量中和剂

（硫酸锰溶液），阳性对照菌选用大肠埃希菌的方法

是可行的。由此，建立的注射用甲磺酸培氟沙星无

菌检查方法如下：将规定量样品溶于１５０ｍＬ０．１％
蛋白胨水溶液中，薄膜过滤后，真菌培养管直接加

入适宜的培养基；好氧菌、厌氧菌培养管及阳性对照

管每膜采用不少于２００ｍＬ的冲洗液冲洗后，再加入
适宜的培养基，同时在两管培养基中分别加入０．５
ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸锰溶液３ｍＬ，以大肠埃希菌作为阳性
对照菌，依法进行无菌检查。

４　讨论
４．１　喹诺酮类药物属于高效、速效、广谱的抗菌药，
对包括厌氧菌在内的Ｇ阳性菌和Ｇ阴性菌都有很强
的广谱抗菌能力，并对衣原体也有良好的抗菌作用。

由于其抗菌谱广，抗菌作用强，故在无菌检查过程中

往往需１０００ｍＬ以上的冲洗液进行少量多次反复冲
冼，才能完全灭活其抗菌活性［４］，笔者在普通薄膜过

滤法冲洗量考察试验的结果证实了这一点。而在培

养基中加入适量硫酸锰溶液作为中和剂，可明显降低

薄膜的冲洗剂用量，这一点已有文献进行了报道，本

试验结果也证实了这一点。但试验中也发现，同一品

种的注射用甲磺酸培氟沙星，不同厂家的产品所需中

和剂的量或冲洗剂的用量又存在着较大差别。根据

各厂家提供的资料，注射用甲磺酸培氟沙星的处方工

艺大致有５大类：①只有主药，无辅料；②主药＋甘露
醇；③主药＋甘露醇＋依地酸二钠；④主药＋甘露醇

＋焦亚硫酸钠；⑤主药＋甘露醇＋亚硫酸氢钠。在对
加入中和剂０．５ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸锰溶液２ｍＬ处理的试
验方法的初步确认试验中，出现２０批样品有１０批样
品加入的试验菌均出现了不同程度的生长抑制。而

另１０批试验菌生长良好的样品经处方分析，涵盖了
上述５种配方，显然表示并不是处方中加入的其他辅
料（如赋型剂、金属络合剂、抗氧化剂）所产生的影响，

导致其中和剂的效能降低。同时，对试验菌生长有影

响的１０批样品和试验菌生长良好的１０批样品中，均
存在２种规格（０．２ｇ和０．４ｇ），说明规格对其冲洗剂
和中和剂的用量并无太大关联。故该品种无菌检查

时，不同厂家的产品出现冲洗剂用量和中和剂用量不

同的原因应该与处方组成及规格无关，其原因有待进

一步的研究。

４．２　本试验结果显示，一定量的硫酸锰可使甲磺酸
培氟沙星的抗菌活性有效降低，但超过一定量后，硫

酸锰溶液本身则具有一定的抑菌作用，中和剂用量

考察试验显示，其对金黄色葡萄球菌的生长影响尤

为明显，故硫酸锰溶液的用量一定要适量。
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ＬＣＭＳ检测复方川羚定喘胶囊中添加的醋酸泼尼松

张西如，姜建国，张素萍（河北省药品检验所，石家庄０５００１１）

摘要：目的　建立检测制剂中醋酸泼尼松的专属性方法。方法　采用液相色谱质谱联用法。选用 ＶｅｎｕｓｉｌＭＰＣ１８柱，以０．０１

ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵（含０．１％醋酸）乙腈（６０∶４０）为流动相，对非法添加醋酸泼尼松的复方川羚定喘胶囊制剂的提取液进行液相

色谱质谱联用分析。通过与对照品的色谱、紫外及质谱行为相比较，对此类非法添加醋酸泼尼松的药物进行定量测定和定性

鉴别。结果　在这些制剂中均检出醋酸泼尼松，且回收率为９８．６２％（ｎ＝６）。结论　该方法选择性强，灵敏度高，可作为分析
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