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吡诺克辛滴眼液的抑菌效力评价 
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摘要：目的  分别按中国药典 2010 年版和中国药典 2015 年版通则公示稿 1121 抑菌效力检查法测定吡诺克辛滴眼液的抑

菌效力。方法  以金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希菌、黑曲霉和白色念珠菌为试验菌株，进行菌落计数方法

学验证，然后进行微生物的挑战试验，按验证方法测定各时间点的菌落数。结果  吡诺克辛滴眼液中抑菌剂的抑菌效力

符合中国药典 2010 年版的规定，但不符合中国药典 2015 年版通则公示稿 1121 抑菌效力检查法的规定。结论  中国药典

2010 年版和中国药典 2015 年版通则公示稿 1121 抑菌效力判断标准差异较大，部分已上市品种的抑菌剂效力达不到中国

药典 2015 年版抑菌效力的要求。 
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Study on the Preservatives-effectiveness of Pirenoxine Ophthalmic Solution 
 
JIANG Zhijie, LI Yuli, LIU Wenjie*, GAO Chun(Beijing Institute for Drug Control, Beijing 100035, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the evaluation of preservatives-effectiveness of pirenoxine ophthalmic solution  
respectively by the Ch.P (2010) and the general public draft 1121 of Ch.P (2015). METHODS  Using Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Aspergillus and Candida albicans as test strains, the colony-count method validation 
was studied. According to the verified method, the preservation efficacy test was carried out, the number of colony at each point 
was determined. RESULTS  The effect of bacteriostatic agent of pirenoxine ophthalmic solution was confoumable to the 
standard of Ch.P (2010), but was not confoumable to the standard of the general public draft 1121 of Ch.P (2015). 
CONCLUSION  There are great differences for the estimate standard of preservatives-effectiveness between the Ch.P (2010) 
and the general public draft 1121 of Ch.P (2015), and the preservatives-effectiveness in part of the listed varieties do not meet 
requirement of the latter. 
KEY WORDS: pirenoxine ophthalmic solution; preservatives-effectiveness; evaluation 

 

                              

作者简介：江志杰，男，硕士，主管药师    Tel: (010)83284464    E-mail: jiangzhijie@126.com    *通信作者：刘文杰，女，主管药师    Tel: 

(010)83284464    E-mail: liuwenjie@bidc.org.cn 

眼用制剂是直接用于眼部发挥治疗作用的制

剂，由于其为多剂量包装制剂，容易在贮藏和使

用过程中发生微生物污染和繁殖，对药物的质量

以及疗效产生影响[1]，需要加入抑菌剂，避免微生

物生长与繁殖[2]。如果没有合理的防腐体系，环境

中的微生物一旦大量侵入，有可能破坏产品的品

质或是对人体造成直接的感染，损害消费者的健

康。建立良好的防腐体系，保证产品的微生物安

全性，对于滴眼液的品质十分重要[3]。吡诺克辛滴

眼液，适应证为初期老年性白内障。在治疗的过
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程中，需要反复打开使用，容易在使用和保存过

程中被泪液及空气中的微生物污染，进而产生安

全性隐患[4-5]。对其抑菌剂的抑菌效力进行测定可

有效保障产品的质量，考虑与中国药典 2010 年版

相比[6]，中国药典 2015 年版通则公示稿 1121 抑菌

效力检查变化比较大，因此分别按照中国药典

2010 年版二部附录中的抑菌剂效力检查法指导原

则和中国药典 2015 年版通则公示稿 1121 抑菌效

力检查法对吡诺克辛滴眼液中的抑菌效力进行了

考察，验证产品中的抑菌剂的效果。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器   

1500A2 型生物安全柜(力康生物医疗科技控

股有限公司)；SPX-250B-Z 型生化培养箱(上海博

讯实业有限公司医疗设备厂)；XG1.DMXD-0.36

型高压蒸汽灭菌器(山东新华医疗器械股份有限公

司)，电子天平(常熟市双杰测试仪器厂)。 

1.2  菌种  

金黄色葡萄球菌[CMCC(B)26003]、铜绿假单

胞菌 [CMCC(B)10104]、大肠埃希菌 [CMCC(B) 

44102]、白色念珠菌 [CMCC(F)98001]、黑曲霉

[CMCC(F)98003]均购自中国食品药品检定研究

院，菌株传代数均为第 3 代。 

1.3  样品  

吡诺克辛滴眼液 ( 某企业，每包规格：

0.75 mg∶87 mg，批号：E0004/E004)该样品所使

用的抑菌剂是羟苯甲酯和三氯叔丁醇。 

1.4  培养基  

胰酪胨大豆肉汤培养基、胰酪胨大豆琼脂培

养基、沙氏葡萄糖液体培养基、沙氏葡萄糖琼脂

培养基和 pH 7.0 氯化钠-蛋白胨缓冲液均购自北京

陆桥技术有限责任公司，均按照中国药典 2010 年

版二部附录要求配制，培养基适用性检查实验结

果符合药典要求。 

2  方法 

2.1  菌液的制备 

接种金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌和铜绿假

单胞菌的新鲜培养物至 10 mL 胰酪胨大豆肉汤培

养基中，33 ℃培养 24 h；接种白色念珠菌的新鲜

培养物至 10 mL 沙氏葡萄糖液体培养基中，25 ℃

培养 24 h。上述培养物用 0.9%无菌氯化钠溶液制

成适宜浓度的菌悬液。 

接种黑曲霉的新鲜培养物至沙氏葡萄糖琼脂

斜面培养基中，25 ℃培养 7 d，加入 3 mL 含 0.05%

聚山梨酯 80 的 0.9%无菌氯化钠溶液，将孢子洗

脱。过滤菌丝吸出孢子悬液至无菌试管内，用含

0.05%聚山梨酯 80 的 0.9%无菌氯化钠溶液制成适

宜浓度的孢子悬液。 

2.2  菌落计数方法验证 

2.2.1  菌液对照组  取 pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨

缓冲液代替供试液，加入“2.1”项下制备好的试

验菌液，混匀，使每 1 mL 稀释液中含菌量≤

100 cfu。取此稀释液 1 mL 注皿，采用平皿计数法，

测定其每毫升的活菌数，结果为 A。 

2.2.2  供试品对照组  取吡诺克辛滴眼液的供试

品原液 50 mL，分置于 5 支无菌试管中，每管

10 mL。分别加入等量的稀释液来代替试验菌液，

混匀。取此供试液 1 mL，注入平皿中，测定供试

品本底的细菌数、霉菌和酵母菌数，测定结果为 B。 

2.2.3  试验组  取吡诺克辛滴眼液的供试品原液

50 mL，分置于 5 支无菌试管中，每管 10 mL。分

别加入上述制备好的 5 株菌的试验菌液，混匀，

使每 1 mL稀释液中含菌量≤100 cfu。注入平皿中，

测定供试品本底的细菌数、霉菌和酵母菌数，测

定结果为 C。 

2.2.4  中和剂对照组  分别取菌液对照组中加入

细菌菌液的稀释液 1 mL，采用平皿计数法，培养

基为含 1.5%聚山梨酯 80、0.15%卵磷脂的胰酪胨

大豆琼脂培养基，测定结果为 D。 

上述所加菌液的体积应不超过供试液体积的

1%。已注入供试液的平皿，细菌计数倾注含 1.5%

聚山梨酯 80、0.15%卵磷脂的胰酪胨大豆琼脂培养

基，待凝固后，置 33 ℃培养 3 d，逐日观察结果；

霉菌和酵母菌计数倾注沙氏葡萄糖琼脂培养基，待

凝固后，置 25 ℃培养 5 d，逐日观察结果。 

2.2.5  回收率的计算  试验菌的回收率/%=(菌落

数 C菌落数 B)/菌落数 A×100%；中和剂对照组

的回收率=菌落数 D/菌落数 A×100%。 

2.3  抑菌效力试验 

2.3.1  样品组  取 5 个无菌棕色蓝盖试剂瓶，加

入供试液原液 30 mL，然后分别加入金黄色葡萄球

菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希菌、黑曲霉和白色

念珠菌，使其 终浓度细菌为 106 cfu·mL1，酵母

菌和霉菌为 105 cfu·mL1，接种菌液的体积为供试
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品体积的 1%，充分混合，使供试品中的试验菌均

匀分布，在试验期间置 23 ℃，避光贮存。 

2.3.2  菌液组  取 5 个无菌棕色蓝盖试剂瓶，加

入 0.9%氯化钠溶液 30 mL，然后与样品组同法操

作分别加入金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、大

肠埃希菌、黑曲霉和白色念珠菌，充分混合，使

供试品中的试验菌均匀分布，采用倾注法进行菌

数的测定，即用 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液

稀释成 1∶10，1∶100，1∶1 000 等稀释级，分别

吸取适宜的稀释级 1 mL，注入平皿中，倾注琼脂

培养基，待凝固后，置相应温度培养，观察结果。 

2.3.3  存活菌数测定  在刚接种(0 d)和 6 h，1，7，

14，28 d 分别从上述细菌的无菌棕色蓝盖试剂瓶

中取样品 1 mL，用 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓

冲液稀释成 1∶10，1∶100，1∶1 000 等稀释级。

按“2.2”项下方法进行细菌计数，取供试液 1 mL，

注入平皿中，萘敏维滴眼液的样品组倾注胰酪胨

大豆琼脂培养基，吡诺克辛滴眼液样品组倾注含

1.5%聚山梨酯 80 和 0.15%卵磷脂的胰酪胨大豆琼

脂培养基，待凝固后，置 33 ℃培养 3 d，逐日观

察结果。在刚接种(0 d)和 7，14，28 d 分别从上述

真菌的无菌棕色蓝盖试剂瓶中取样品 1 mL，用 pH 

7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液稀释成 1∶10，1∶

100，1∶1 000 等稀释级。按“2.2”项下方法进行

霉菌和酵母菌计数，取供试液 1 mL，注入平皿中，

倾注沙氏葡萄糖琼脂培养基，待凝固后，置 25 ℃

培养 5 d 逐日观察结果。根据菌落测定结果，计算

1 mL 供试品各试验中所加的菌数及各间隔时间的

菌数，并换算成 lg 值。 

3  结果 

3.1  中和剂验证和细菌、霉菌和酵母菌计数方法

适用性考察结果 

按照中国药典 2015 年版通则公示稿 1105 非

无菌产品微生物限度检查：微生物计数法，采用

常规法进行预检验，结果显示吡诺克辛滴眼液金

黄色葡萄球菌的回收率>70%；采用中和法(在胰

酪胨大豆琼脂培养基中加入 1.5%聚山梨酯 80 和

0.15%卵磷脂)，结果显示吡诺克辛滴眼液金黄色

葡萄球菌、铜绿假单胞菌和大肠埃希菌的的回收

率均>80%，满足药典要求(>70%)，而黑曲霉和

白色念珠菌采用常规法，回收率均>70%，结果

见图 1。 

 
图 1  计数方法适用性考察结果 

Fig. 1  The experimental results of counting method suitability 

培养基中添加 1.5%聚山梨酯 80 和 0.15%卵磷

脂，金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌和大肠埃希

菌的回收率均在 90%左右，可见该条件下的聚山

梨酯和卵磷脂对试验菌株无毒性，结果见图 2。因

此细菌、霉菌和酵母菌的计数方法确定为：取本

品 30 mL，混匀，即为供试液。细菌计数，取供试

液 1 mL，注入平皿中，倾注含 1.5%聚山梨酯 80

和 0.15%卵磷脂的胰酪胨大豆琼脂培养基，待凝固

后，置 33 ℃培养 3 d，逐日观察结果。霉菌和酵

母菌计数，取供试液 1 mL，注入平皿中，倾注沙

氏葡萄糖琼脂培养基，待凝固后，置 25 ℃培养 5 d，

逐日观察结果。 

 
图 2  中和剂验证结果 

Fig. 2  Results of neutralizer validation 

3.2  抑菌效力试验结果 

3.2.1  按中国药典 2010 年版进行抑菌效力检查的

结果  根据中国药典 2010 年版中的抑菌剂效力检

查法和中国药典 2015 年版通则公示稿 1121 抑菌

效力检查法，考察各间隔时间的菌数 lg 值相对于

原始接入菌数 lg 值或初始值(0 时菌数 lg 值)减少

程度，结果显示，菌液组的细菌 终浓度均

>106 cfu·mL1，真菌 终浓度均为 105~106 cfu·mL1，

且接种菌液的体积为供试品体积的 1%，满足药典

接种要求。结果见表 1。 
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表 1   微生物挑战性试验结果 

Tab. 1  The results of microbial challenge test  

菌液组 样品组 

试验菌接种 0 h 试验菌接种 6 h 试验菌接种 1 d 试验菌接种 7 d 试验菌接种 14 d 试验菌接种 28 d 菌种 细菌浓度/ 

cfu·mL1 
lg 值 细菌浓度/ 

cfu·mL1 
lg 值 

细菌浓度/ 

cfu·mL1 lg 值
细菌浓度/ 

cfu·mL1 lg 值
细菌浓度/ 

cfu·mL1 lg 值
细菌浓度/ 

cfu·mL1 
lg 值 

细菌浓度/ 

cfu·mL1 lg 值

金黄色葡萄球菌 1.9×106 6.3 2.0×106 6.3 3.7×103 3.6 64 1.8 0 <0 0 <0 0 <0

铜绿假单胞菌 3.6×106 6.6 3.0×106 6.5 2.3×106 6.4 3.4×105 5.5 0 <0 0 <0 0 <0

大肠埃希菌 3.2×106 6.5 3.1×106 6.5 2×106 6.3 9.4×105 6.0 2×102 2.3 0 <0 0 <0

黑曲霉 8.3×105 5.9 8.4×105 5.9 / / / / 3.4×104 4.5 3.2×104 4.5 7.7×104 4.9

白色念珠菌 1.2×106 6.1 1.0×106 6.0 / / / / 4.6×105 5.7 0 <0 0 <0

 

与初始值比较，7 d 后存活的金黄色葡萄球菌

数、铜绿假单胞菌数和大肠埃希菌数的 lg 值下降

均>1.0lg，符合中国药典 2010 年版规定；与初始

值比，14 d 后存活的金黄色葡萄球菌数、铜绿假

单胞菌数和大肠埃希菌数的 lg 值下降均>3.0lg，符

合中国药典 2010 年版规定；与 14 d 的菌数相比，

28 d 后存活的金黄色葡萄球菌数和大肠埃希菌菌

数均未增加，符合中国药典 2010 年版规定；样品

的真菌数与初始值比，7，14，28 d 的霉菌数和白

色念珠菌数均未增加，符合中国药典 2010 年版要

求。由此可看出吡诺克辛滴眼液的抑菌剂的抑菌

效力符合中国药典 2010 年版中抑菌剂效力检查法

的判断标准。结果见表 2。 

表 2  7，14，28 d 与初始值相比下降的 lg 值 

Tab. 2  Decline in the lg value compared to the initial value 
of 7, 14, 28 d 

lg 值 
菌类 

7 d 14 d 28 d 

金黄色葡萄球菌数 6.3 6.3 6.3 

铜绿假单胞菌数 6.5 6.5 6.5 

大肠埃希菌数 4.2 6.5 6.5 

黑曲霉 1.4 1.4 1.4 

白色念珠菌 0.3 6.0 6.0 

3.2.2  按中国药典 2015 年版公示稿进行抑菌效力

检查的结果  与接种的细菌菌数 lg 值相比，6 h 存

活的铜绿假单胞菌数和大肠埃希菌数 lg 值下降

<1.0lg，不能满足公示稿中的应达到的抑菌效力

“A”标准；1 d 存活的大肠埃希菌数 lg 值下降

<1.0lg，不能满足公示稿中的应达到的抑菌效力

“B”标准；7 d 存活的金黄色葡萄球菌数、铜绿

假单胞菌数和大肠埃希菌数的 lg 值下降均>3.0lg，

14 d 和 28 d 均未检出试验菌。由此可以看出吡诺

克辛滴眼液的抑菌剂的抑菌效力不符合公示稿中

的抑菌剂效力判断“A”或“B”标准。结果见表 3。 

表 3  与接种细菌菌数 lg 值相比不同时间点下降的 lg 值 

Tab. 3  Decline in the lg value compared to the inoculation 
of bacteria count at different times 

lg 值 
菌类 

6 h 1 d 7 d 14 d 28 d 

金黄色葡萄球菌数 2.7 4.5 6.3 6.3 6.3 

铜绿假单胞菌数 0.2 1.1 6.6 6.6 6.6 

大肠埃希菌数 0.2 0.5 4.2 6.5 6.5 

由表 4 可以看出，与接种的真菌菌数 lg 值相

比，7 d 存活的黑曲霉和白色念珠菌的 lg 值下降不

能满足公示稿中的应达到的抑菌效力“A”标准；

14 d 存活的黑曲霉和白色念珠菌的 lg 值下降满足

公示稿中的应达到的抑菌效力“B”标准；而且与

14 d 的真菌菌数相比，28 d 存活的黑曲霉和白色

念珠菌的菌数未增加(黑曲霉增加的数量为 0.4lg，

未超过 0.5lg)，满足公示稿中的应达到的抑菌效力

“B”标准。从试验结果来看，只有大肠埃希菌不

符合公示稿中的抑菌剂效力判断“B”标准，但欧

洲药典中，只有进行口服制剂的抑菌效力检查，

大肠埃希菌才被推荐使用。 

表 4  与接种真菌菌数 lg 值相比不同时间点下降的 lg 值 

Tab. 4  Decline in the lg value compared to the inoculation 
of number of fungi at different times 

lg 值 
菌类 

7 d 14 d 28 d 

黑曲霉 1.4 1.4 1.0 

白色念珠菌 0.4 6.0 6.0 

4  讨论 

4.1  微生物计数方法适用性考察 

微生物检验方法的正确与否，关系能否真实

反映药品微生物的污染程度，而微生物检验方法

适用性考察可以避免抑菌作用对结果的影响，提
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高检验结果的准确性。中国药典 2015 年版通则公

示稿 1105 非无菌产品微生物限度检查方法适用性

考察方法比中国药典 2010 年版更严格，将试验菌

株直接加入供试液中，故采用此方法进行适用性

考察。本试验中，采用 1.5%聚山梨酯 80 和 0.15%

卵磷脂作为中和剂，该中和剂能中和该滴眼液中

抑菌剂的抑菌作用，并且不影响微生物的生长，

与文献[7]报道一致。 

4.2  抑菌剂的抑菌效力检查法的必要性和重要性 

抑菌效力检查无论是对消费者还是生产企业

都至关重要，防腐剂的量添加过少，会使微生物

繁殖而引起污染，防腐剂的量过大，会引起许多

不适作用或过敏等不良反应，因此，适量添加防

腐剂就显得尤为重要，添加 少的抑菌剂，而又

能保证其样品的抑菌效力是 科学的。美国药典

和欧洲药典将抑菌效力检查作为滴眼液的必检项

目，中国药典 2010 年版二部附录首次收载了抑菌

效力检查法指导原则，许多工作者开展了许多相

关的研究[8-15]。随着新版药典的实施，抑菌剂的使

用要求越来越严格。但对于如何选择抑菌剂，以

及如何实现药物中所含抑菌剂的量为 低有效剂

量，仍为抑菌效力检查试验的难点[16-17]。抑菌剂

使用的量一直都界限模糊，过了则容易导致人体

受损，不足则增加微生物污染的可能性[1]，目前国

内市场上的滴眼剂可能存在防腐剂远远超过抑菌

效力的要求。比如，张世磊等[2]发现萘敏维滴眼液

抑菌效力试验中 7 d 所有的试验菌株的菌落数均

下降为 0；肖璜等[5]研究发现现行产品氯霉素滴眼

液中的尼泊金乙酯处方浓度偏高。建议国内开展

滴眼剂的防腐剂的抑菌效力检查的抽验工作，全

面了解其抑菌剂的使用情况，为下一步工作提供

数据支持。 
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