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分离效果没有 ＩＮＮＯＷＡＸ弹性石英毛细管柱好，因
此选择ＩＮＮＯＷＡＸ（ＰＥＧ－２０Ｍ）弹性石英毛细管柱。
４．２　超声时间比较：本制剂制法为冰片药材直接加
入，文献报道［２］超声４０ｍｉｎ时测定含量最高，本实
验比较了超声０，５，１０，２０，３０ｍｉｎ时的含量，结果发
现没有增加趋势 （分别为 ９６．８４％，１００．０％，
９７．０３％，９６．３１％，９７．９４％，以超声５ｍｉｎ的含量折
算），且结果无太大差别（ＲＳＤ＝１．５％）。为确保各
个厂家产品冰片均有良好溶出，故选择超声５ｍｉｎ。
４．３　本气相色谱条件在同类型不同内径的毛细管
柱（ＩＮＮＯＷＡＸ１３３号柱：内径０．２５ｍｍ；ＩＮＮＯＷＡＸ
１１３号柱：内径０．３２ｍｍ）上均得到很好的分离，且
含量测定结果无太大差别（ＣＶ＝０．２％）。
４．４　曾比较不同柱温：１４０℃恒温（中国药典２００５
版冰片含量测定方法）、初始温度 １００℃以 ７
℃·ｍｉｎ－１升温至 １６０℃、初始温度 ８０℃以 ５
℃·ｍｉｎ－１升温至１５０℃，分离效果以最后一个程序
升温方法最好，故选择柱温为初始温度 ８０℃以 ５
℃·ｍｉｎ－１升温至１５０℃。
４．５　冰片（合成龙脑）含有龙脑和异龙脑，中国药

典２００５年版中冰片（合成龙脑）的含量是以龙脑
计，其他文献［２４］也参考药典方法，将冰片（合成龙

脑）的含量以龙脑计，笔者认为以此方法无法完全

反映冰片质量，应以冰片计更为合理。曾比较以龙

脑和异龙脑的总量计与以冰片计的含量测定结果差

异，发现具有一致性（ＣＶ＝０．３％），故本方法选用冰
片为对照品，含量以冰片计。
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头孢呋辛酯胶囊微生物限度检查方法的验证实验研究

汤杨 （贵州省药品检验所，贵阳５５０００４）

摘要：目的　建立头孢呋辛酯胶囊微生物限度检查方法。方法　通过对试验菌活菌数回收测定进行方法选择、确定敏感菌

株，采用低速离心沉淀处理供试液与薄膜过滤方法去除头孢呋辛酯的抗菌活性，经验证试验来确认其抑菌活性是否去除。结

果　枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌为敏感菌；经验证本方法达到中国药典２００５年版验证试验的要求。结论　本方法可有效

的控制头孢呋辛酯胶囊质量，可作为头孢呋辛酯胶囊的微生物限度检查方法。
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　　头孢呋辛酯为半合成第二代头孢菌素类药物，
广谱抗菌杀菌力强 。其作用机制是抑制细菌细胞

壁合成使其不能生长繁殖，对 β内酰胺酶有内在稳
定性。临床主用于急性咽炎、扁桃体炎、急性中耳

炎、上颌窦炎、慢支、急支、尿路感染、宫颈炎等；中国

药典２００５年版二部收载。头孢呋辛酯胶囊为口服
制剂，中国药典２００５年版二部对受微生物污染的微
生物限度标准有明确要求。对具有抗菌活性的药品

进行微生物限度检查，首先应排除抗菌活性，经验证

试验来确认其抑菌活性是否去除而不影响检验结

果，以保证检验结果的准确性。查文献资料目前尚

未见有关头孢呋辛酯胶囊微生物限度检查方法完整

的研究的报道，为建立头孢呋辛酯胶囊微生物限度

检查方法，参考了中国药典等［１２］文献，以试验菌的

回收测定为主要方法，测定头孢呋辛酯胶囊在微生

物限度检查条件下对细菌、霉菌、酵母菌的代表菌的

抑菌活性，并进行方法选择试验，对筛选出的敏感菌

选择用离心沉淀与薄膜过滤法联用可消除其抑菌活

性，经选择试验确定供试液浓度及冲洗条件，并进行

细菌、霉菌及酵母菌计数方法的有效性验证，对方法

进行评价。对控制菌检查方法进行了验证试验研

究，根据验证研究结果，建立头孢呋辛酯胶囊的微生

物限度检查方法，并对方法进行了总结。现报道

如下：

１　实验材料及仪器
１．１　仪器

ＨＴＹ２０００型智能集菌仪、多次使用集菌器、一
次性薄膜过滤器（杭州泰林生物技术设备有限公

司）；离心机（８００型沉淀离心机 上海手术器械十
厂）。

１．２　样品
头孢呋辛酯胶囊（贵州同济堂制药股份有限公

司，批号：２００６０６０１、２００６０６０２、２００６０６０３）。
１．３　试验用菌种

大肠埃希菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）
４４１０２］、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）
［ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３］、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
［ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１］、白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）
［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１］、黑曲霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）
［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３］，均来源于中国医学细菌保存中
心。

１．４　培养基及冲洗液
营养琼脂、营养肉汤、玫瑰红钠琼脂、胆盐乳糖

增菌培养基、４甲基伞形酮葡糖苷酸（ＭＵＧ）培养
基；ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液、０．９％氯化钠
溶液，中国北京三科科技开发公司生产。

２　方法与结果
方法参照中国药典２００５年版二部附录微生物

限度检查法计数方法的验证、控制菌检查方法的验

证。

２．１　菌液制备
取经（３６±１）℃培养１６～１８ｈ的金黄色葡萄球

菌、大肠埃希菌、枯草芽孢杆菌肉汤培养物，用营养

肉汤稀释为５０～１００ｃｆｕ·ｍＬ－１。取经２５～２６℃培
养２４～２８ｈ的白色念珠菌的改良马丁液体培养物，
用０．９％氯化钠溶液稀释为 ５０～１００ｃｆｕ·ｍＬ－１。
取经２５～２６℃培养５～７ｄ的黑曲霉改良马丁斜面
培养物，加适量０．９％氯化钠溶液洗下孢子，取孢子
悬液 用 ０．９％ 氯 化 钠 溶 液 稀 释 为 ５０～１００
ｃｆｕ·ｍＬ－１孢子悬液。
２．２　供试液制备

由于按常规方法制备１∶１０供试液粘性大、沉淀
多，故采用１∶２０供试液。取样品１０ｇ，分离囊壳与
内容物，分别加入 ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲
液至１００ｍＬ振摇，两液混合，即为１∶２０供试液①；
取１０ｍＬ１∶２０供试液①经５００ｒ·ｍｉｎ－１离心４～５
ｍｉｎ（低速离心），取全部上层液混匀，为１∶２０供试
液②。
２．３　细菌、霉菌及酵母菌计数方法选择试验及结果

为选择能有效去除头孢呋辛酯抑菌活性的方

法，采用了平皿稀释法、低速离心沉淀处理供试液与

平皿稀释法联用［２］及与薄膜过滤法联用［３］，用金黄

色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠埃希菌为细菌代表

菌，白色念珠菌、黑曲霉为真菌代表菌［１］进行活菌

计数回收试验，比较几种方法对各菌的回收结果，确

定敏感菌［４］，并选择出回收率在７０％以上的方法作
为可去除抑菌活性的有效方法。

２．３．１　方法与结果
２．３．１．１　平皿稀释法　平皿中加入１∶２０供试液①
２ｍＬ，分别各加入试验菌５０～１００ｃｆｕ，立即倾注琼
脂培养基，每种试验菌平行制备 ２个皿，作为试验
组。不加入供试液，同时测定相应加入的试验菌数，
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为菌液组；不加入试验菌，同法测定供试液２ｍＬ中
的本底菌数作为空白组；计算回收率：回收率（％）
＝［（样品组平均菌落数－空白组平均菌落数）÷菌
液组平均菌落数］×１００％。
２．３．１．２　低速离心沉淀［２］与平皿稀释方法　取
１∶２０供试液① １ｍＬ、０．２ｍＬ注皿，以下操作按平皿
稀释法。

２．３．１．３　低速离心沉淀与薄膜过滤法　取１∶２０供
试液② １０，１，２ｍＬ分别加入装有约９０ｍＬ冲洗液
的滤器中，过滤，用 ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲
液冲洗３００ｍＬ，在最后一次冲洗液中加入５０～１００
ｃｆｕ试验菌，过滤，取膜贴于营养琼脂平板，平行制备
２个膜；同时测定相应加入的试验菌数，作为菌液组
及空白组；计算回收率。由于上法枯草芽孢杆菌回

收达不到要求，同上法将 ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白
胨缓冲液温度提高至４０～４５℃进行冲洗，并增加冲
洗次数，作试验比较。

２．３．１．４　结果　平皿稀释法白色念珠菌、黑曲霉回
收率为８６％、８２％；金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌
回收率均为０；大肠埃希菌采用低速离心沉淀与平
皿稀释方法供试液加入２ｍＬ、０．２ｍＬ的回收率为
１７％、９２％。金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌采用低
速离心沉淀与薄膜过滤法，结果见表１。
表１　金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌计数方法选择试验回
收率／％
Ｔａｂ１　 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｓｅｌｅｃｔｉｖｅ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｏｆｔｅｓｅｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

供试液／ｍＬ

枯草芽孢杆菌

冲洗量／ｍＬ

金黄色葡萄球菌

冲洗量／ｍＬ

３００ ５００ ３００１） ３００ ３００１）

１０ ３７ １０

１ ６３ ６６ １０２ １００

２ ７９ ８８

注：１）冲洗液温度为４０～４５℃，冲洗３００ｍＬ，每次６０ｍＬ

Ｎｏｔｅ：１）Ｗａｓｈｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｆｌｕｓｈｆｌｕｉｄｗａｓｓｅｔａｔ４０－４５℃，６０ｍＬａ

ｔｉｍｅｗｉｔｈｔｈｅｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅｏｆ３００ｍＬ

２．４　验证试验方法及结果
根据方法选择试验结果确定各试验菌验证方法。

采用可去除抑菌活性的方法对上述各试验菌作

３个批号样品的验证试验，以确定方法的有效性。
２．４．１　大肠埃希菌、白色念珠菌、黑曲霉计数回收
试验方法及结果　取１∶２０供试液①２ｍＬ按平皿稀
释法作白色念珠菌、黑曲霉回收试验；取１∶２０供试
液②０．２ｍＬ按低速离心沉淀与平皿稀释方法作大
肠埃希菌回收试验，结果见表２。

表２　白色念珠菌、黑曲霉、大肠埃希菌回收试验结果
Ｔａｂ２　ＲｅａｖｅｒｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ，Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｎｉｇｅｒ，Ｅ．ｃｏｌｉ

试验 批号

ｃｆｕ

菌液组 空白组 试验组

回收率

／％

２００６０６０１ ０ ４ ３９ ３１ ９１
大肠埃希菌 ２００６０６０２ ４０ ３７ ０ ０ ３２ ２９ ７９

２００６０６０３ ０ ０ ３１ ３９ ９１
２００６０６０１ ０ ０ ６６ ５３ ８６

白色念珠菌 ２００６０６０２ ６５ ７３ ０ ０ ７５ ７０ １０５
２００６０６０３ ０ ０ ６７ ６５ ９６
２００６０６０１ ０ ０ ８２ ７１ ８４

黑曲霉 ２００６０６０２１０１ ８２ ０ ０ ６１ ７５ ７４
２００６０６０３ ０ ０ ６８ ８４ ８３

２．４．２　枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌回收试验方
法及结果　试验组取１∶２０供试液② ２ｍＬ加入９０
ｍＬ４０～４５℃冲洗液中，过滤，４０～４５℃冲洗液冲洗
３００ｍＬ，６０ｍＬ·次－１，最后一次冲洗液中加入５０～
１００ｃｆｕ试验菌，过滤，取膜贴于营养琼脂平板，平行
制备２个膜，同时作菌液组，空白组。结果见表３。
表３　金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌验证回收试验结果
Ｔａｂ３　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ
ｒｅｓｕｌｔｓ

试验菌 批号
ｃｆｕ

加菌数 试验组

试验组

回收率／％

金黄色葡萄球菌 ２００６０６０１ ４０ ４８ ８５
２００６０６０２ ５０ ５４ ３８ ５４ ８８
２００６０６０３ ４５ ４９ ９０
２００６０６０１ ７１ ７２ ９８

枯草芽孢杆菌 ２００６０６０２ ６０ ８６ ７３ ７１ ９９
２００６０６０３ ６７ ６０ ８７

２．４．３　稀释剂对照组　由于枯草芽孢杆菌、金黄色
葡萄球菌计数方法供试液需经低速离心沉淀处理及

采用膜法，为考察供试液在低速离心沉淀处理、过滤

中微生物受影响的程度，作稀释剂对照组回收试验。

取ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液分别加入试验
菌，浓度为５０～１００ｃｆｕ·ｍＬ－１；５００ｒ·ｍｉｎ－１离心４
ｍｉｎ，与样品试验组相同量取出上层液混匀，按试验
组方法过滤冲洗测定菌数作为试验组；各试验菌同

时作菌液组，计算回收率：稀释剂对照组回收率％＝
试验组平均菌落数 ÷菌液组平均菌落数 ×１００％。
结果金黄色葡萄球菌回收率为７７％，枯草芽孢杆菌
回收率为７５％，均能达到７０％以上。
２．５　控制菌检查验证试验方法及结果：
２．５．１　大肠埃希菌检查方法选择　取１∶２０供试液
２０ｍＬ共５份，分别加入ＢＬ增菌培养基１００ｍＬ（常
规法）、２００、３００ｍＬ（稀释法）中、１份用 ５００
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ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取出全部上清液加入 ＢＬ增菌
培养基 ２００ｍＬ（离心法）；另 ２份分别用 ５００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取出全部上清液膜法冲洗３００
ｍＬ（离心与膜法），取膜加入 ＢＬ增菌培养基 １００、
２００ｍＬ，均加入大肠埃希菌１０～１００ｃｆｕ，以下按中
国药典２００５年版微生物限度检查法中大肠埃希菌
方法验证，进行比较。结果常规法、稀释法、离心法

均未检出大肠埃希菌，采用离心与膜法，１００、２００ｍＬ
均检出大肠埃希菌。

２．５．２　大肠埃希菌检查方法验证试验方法及结果
　据方法选择试验结果，取１∶２０供试液２０ｍＬ，用
５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取出全部上清液，过滤冲洗
３００ｍＬ，１００ｍＬ·次 －１，取膜加入 ＢＬ增菌培养基
１００ｍＬ，加入大肠埃希菌１０～１００ｃｆｕ为试验组，同
时作阴性菌对照组加入金黄色葡萄球菌；作３个批
号的验证试验，结果３个批号的试验组均检出大肠
埃希菌，阴性菌对照组均未检出金黄色葡萄球菌。

３　讨论
３．１　头孢呋辛酯为广谱抗菌药，该试验研究以中国
药典规定的验证用试验菌分别进行活菌数回收，从

方法选择试验结果看，枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球

菌平皿稀释法、离心沉淀＋平皿稀释法均无回收、离
心沉淀＋薄膜过滤法１∶２０供试液１０ｍＬ回收率为
３７％、１０％，可见药物对两种细菌有强抗菌活性；对
革兰阴性大肠埃希菌用离心沉淀＋平皿稀释法回收
才能达到７０％以上，显示有抑菌作用；结果对真菌
未显示抑菌活性；因此筛选出枯草芽孢杆菌、金黄色

葡萄球菌为敏感菌进行试验方法、条件的筛选［４］；

采用了离心沉淀＋薄膜过滤法进行细菌计数、控制
菌检查方法验证。

３．２　敏感菌采用离心沉淀与薄膜过滤法，对供试液
的量、冲洗量、冲洗温度及冲洗次数对验证试验的影

响进行了试验：从表１结果中，两株敏感菌取１０ｍＬ
供试液冲洗３００ｍＬ，回收率均小于７０％；取１ｍＬ供
试液，枯草芽孢杆菌冲洗 ３００、５００ｍＬ回收率为
６３％、６６％较前法提高，但仍小于７０％；也说明冲洗
量对回收率影响不大；当增加冲洗液温度至４０～４５
℃、增加冲洗次数至 ５次，每次 ６０ｍＬ，回收率为
１０２％，同法金黄色葡萄球菌回收率大于７０％。取２
ｍＬ供试液，枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌按上法
冲洗回收率均大于７０％；增加冲洗液温度至４０～４５
℃及冲洗次数对冲洗效果、排除抑菌活性影响较大，
分析是由于头孢呋辛酯难溶于水，膜法过滤冲洗液

温度较低时，药物及辅料溶解不充分，造成药物堵塞

滤膜不能冲洗干净。表３验证试验结果证实筛选出
的方法３个批号样品敏感菌回收均在７０％以上，验
证了该法排除抑菌活性的有效性。

３．３　控制菌大肠埃希菌检查方法：在计数方法选择
试验中已反应出本品对大肠埃希菌的抑菌作用，据

方法选择及验证试验结果，采用离心沉淀与薄膜过

滤法可有效消除抑菌作用，重复性好。

３．４　该试验研究样品取自同一生产企业产品，供试
液制备方法要求囊壳与内容物分离，存在一定局限

性，有待于对不同来源的样品进行考察，但该样品１
∶１０供试液沉淀较多，不适宜低速离心操作，因此必
须采用１∶２０供试液。
４　结论

根据以上验证试验研究的结果，建立头孢呋辛

酯胶囊微生物限度检查方法：细菌计数 取样品１０
ｇ，在无菌条件下使囊壳与内容药物分离，囊壳与内
容药物分别加入 ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液
至１００ｍＬ，振摇数分钟，两液混合即为１∶２０供试液
①。取 １∶２０的供试液１０ｍＬ于５００ｒ·ｍｉｎ－１离心４
ｍｉｎ，取全部上清液混匀为供试液②，取２ｍＬ至４０
～４５℃ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液中混匀过
滤，冲洗３００ｍＬ，６０ｍＬ·次 －１，平行作２个膜，按薄
膜过滤法操作、计数。计数结果计算：Ｘ＝Ａ×Ｋ，Ｘ
为菌数（ｃｆｕ·ｇ－１）；Ａ为菌落平均数；Ｋ＝１０。霉菌
和酵母菌计数：取 １∶２０的供试液① ２ｍＬ注入平皿
中，按平皿法操作、计数。

大肠埃希菌检查：取１∶２０供试液② ２０ｍＬ，加
至ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液的滤器中过滤，
冲洗３００ｍＬ，１００ｍＬ·次 －１，取膜加至相应的增菌

培养基１００ｍＬ中，按大肠埃希菌相应方法检查。以
上建立的方法可有效的控制药品质量，可作为头孢

呋辛酯胶囊的微生物限度检查方法。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ

［１］ Ｃｈ．Ｐ（２００５）ＶｏｌⅡ（中国药典 ２００５年版．二部）［Ｓ］２００５：
Ａｐｐｅｎｄｉｘ９３１０１．

［２］ ＹＵＡＮＬＮ，ＳＯＮＧＱ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｂａｃｔｅｒｉａ
ａｎｄｆｕｎｇｉｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆｌｏｗｓｐｅｅｄｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｌｉｍｉｔ
ｔｅｓｔｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍＡｎａｌ（药物分析杂志），２００７，２７（１０）：
１６２０１６２２．

［３］ Ｎａｔｉｏｎｉｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｄｒｕｇａｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ．
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标准操作规范）［Ｍ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒ，２００５：３２５．

［４］ ＬＩＵＰ，ＭＡ ＳＨ．Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｌｉｍｉｔｔｅｓｔｏｆ
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