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摘要：目的  建立唑来膦酸的微生物限度检查方法以及唑来膦酸注射液的无菌检查方法。方法  按中国药典 2015 年版四

部要求进行方法适用性试验。结果  唑来膦酸微生物限度检查法采用薄膜过滤法，需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数

方法适用性试验 5 种试验菌回收率比值均在 0.5~2 之间；控制菌大肠埃希菌检查试验组可检出大肠埃希菌。唑来膦酸注

射液无菌检查方法采用薄膜过滤法，6 种试验菌均能检出。结论  唑来膦酸的微生物限度检查方法及唑来膦酸注射液的

无菌检查方法均宜采用薄膜过滤法。 
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唑来膦酸是一种特异性的作用于骨的二磷酸

化合物，能抑制破骨活性增加导致的骨吸收[1-2]，其

制剂唑来膦酸注射液(规格为 100 mL∶5 mg)主要

用于骨质疏松症、变形性骨炎等[3]。中国药典 2005

年版开始引入微生物检查方法验证试验，文献报道

也较多[4-7]，发展到中国药典 2015 年版微生物学检

验在培养基体系、加菌方式、培养条件、检验方法

等方面都有了重大变化[8-9]，因此微生物学检查方法

适用性试验日益受到重视，提升到了一个新高度[10]。 

本研究以唑来膦酸原料药及其制剂为研究对

象，通过对微生物限度与无菌检查的方法适用性

试验进行系统研究，阐明中国药典 2015 年版微生

物学检验方面的新变化。在研究初期发现唑来膦

酸注射液(100 mL∶5 mg)抑菌性较小，而唑来膦酸

原料药有很强的抑菌性，且 1∶10 供试液呈过饱

和状态，因此不宜采用平皿法计数，经试验认为

采用薄膜过滤法更适合。  

1  仪器与材料 

1.1  仪器设备 

IPP 260 培养箱(德国 3M 公司)；KB 240 培养

箱(德国 BINDER 公司)；集菌仪(美国 Millipore 公

司)；洁净工作台、BSC-1000ⅡA2 生物安全柜(新

加坡 ESCO 公司 )； PL602-L 电子天平 (瑞士

METTLER 公司)；一次性集菌器(浙江泰林生物技

术服务有限公司)；SX-700 高压蒸汽灭菌器(日本

TOMY 公司)；101-3AB 电热恒温干燥箱(天津泰斯

特仪器有限公司)。 

1.2  样品 

唑来膦酸原料药 (批号分别为 20140501，

20140502，20140601)和唑来膦酸注射液(批号分别

为 20140701 ， 20140702 ， 20140703 ，规格为

100 mL∶5 mg)各 3 批均购自东仁堂药房。 
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1.3  培养基 

胰酪大豆胨琼脂培养基(tryptose soya agar，

TSA，批号：140424)、沙氏葡萄糖琼脂培养基

(sabaurauds agar，SDA，批号：141030)、胰酪大

豆胨液体培养基(批号：140922)、麦康凯液体培养

基(批号：140219)均购自北京陆桥技术股份有限公

司。沙氏葡萄糖液体培养基(北京三药科技开发公

司，批号：140918)；麦康凯琼脂培养基[碧迪医疗

器械(上海)有限公司，批号：3228219]；pH 7.0 氯

化钠-蛋白胨缓冲液(批号：140424)、硫乙醇酸盐

流体培养基(北京陆桥技术股份有限公司，批号：

140630)均在验证合格的灭菌程序下灭菌，适用性

试验均符合要求。 

1.4  菌种 

金黄色葡萄球菌 [Staphylococcus aureus ，

CMCC(B)26003] 、铜绿假单胞菌 [Pseudomonas 

aeruginosa ， CMCC(B)10104] 、枯草芽孢杆菌

[Bacillus subtilis，CMCC(B)63501]、大肠埃希菌

[Escherichia coli，CMCC(B)44102]、生孢梭菌

[Clostridium sporogenes，CMCC(B)64941]、白色

念珠菌[Candida albicans，CMCC(F)98001]、黑曲

霉[Aspergillus niger，CMCC(F)98003]均由中国食

品药品检定研究院提供。 

1.5  试验环境 

符合中国药典 2015 年版的要求，环境洁净度

B 级背景下的 A 级单向流空气区域内进行。无菌

室、洁净工作台及生物安全柜洁净度经监测符合

相关要求。每次试验洁净工作台沉降菌监测记录

均符合规定。 

2  方法  

2.1  菌液制备 

接种金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、枯草芽

孢杆菌、铜绿假单胞菌的新鲜培养物至 10 mL 胰

酪大豆胨液体培养基中，33 ℃培养 24 h。接种白

色念珠菌的新鲜培养物至沙氏葡萄糖液体培养基

中，24 ℃培养 48 h。上述培养物用 pH 7.0 无菌氯

化钠-蛋白胨缓冲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

斜面上，24 ℃培养 5 d，加入 5 mL 含 0.05%聚山

梨酯-80 的 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液，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 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋

白胨缓冲液制成适宜浓度的孢子悬液。接种生孢

梭菌的新鲜培养物至硫乙醇酸盐流体培养基中，

33 ℃培养 24 h。上述培养物用 pH 7.0 无菌氯化钠

-蛋白胨缓冲液制成适宜浓度的菌悬液。 

2.2  微生物限度检查用供试液的制备 

取本品 10 g，加 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓

冲液至 1 000 mL，振摇使溶解，制成 1∶100 的供

试液。3 批样品分别进行试验。 

2.3  需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数方法适

用性试验 

2.3.1  样品组  取 1∶100 的供试液 10 mL，滤过，

用 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液冲洗 3 次，每

次 100 mL，滤过，取下滤膜，贴于已制备好的胰

酪大豆胨琼脂培养基平板上，33 ℃培养 5 d；或

贴于已制备好的沙氏葡萄糖琼脂培养基平板上，

24 ℃培养 5 d。3 批样品分别进行试验。 

2.3.2  试验组  取 1∶100 的供试液 10 mL 3 份，

滤过，用 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液冲洗 3

次，每次 100 mL，在 后一次冲洗液中分别加入

≤100 cfu 金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草

芽孢杆菌，滤过，取下滤膜，贴于已制备好的胰

酪大豆胨琼脂培养基平板上，33 ℃培养 3 d；取

1∶100 的供试液 10 mL 2 份，滤过，用 pH 7.0 无

菌氯化钠-蛋白胨缓冲液冲洗 3 次，每次 100 mL，

在 后一次冲洗液中分别加入≤100 cfu 白色念珠

菌、黑曲霉菌，滤过，取下滤膜，贴于已制备好

的胰酪大豆胨琼脂培养基平板上，33 ℃培养 5 d；

取 1∶100 的供试液 10 mL 2 份，滤过，用 pH 7.0

无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液冲洗 3次，每次 100 mL，

在 后一次冲洗液中分别加入≤100 cfu 白色念珠

菌、黑曲霉菌，滤过，取下滤膜，贴于已制备好

的沙氏葡萄糖琼脂培养基平板上，24 ℃培养 5 d。

3 批样品分别进行试验。 

2.3.3  菌液组  取 pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲

液 10 mL 7 份，滤过，用 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白

胨缓冲液冲洗 3 次，每次 100 mL，在 后一次冲

洗液中加入≤100 cfu 试验菌，其他同“2.3.2”项

下方法操作，5 种试验菌逐一进行试验。 

2.3.4  阴性组  以 pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲

液 10 mL 代替供试液，其他同“2.3.1”项下方法

操作。 

2.3.5  计算  回收率比值分别按下列公式进行计算： 

菌液组菌落数

样品组菌落数试验组菌落数
回收率比值  
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2.4  控制菌大肠埃希菌检查方法适用性试验 

2.4.1  样品组  取 1∶100 供试液 100 mL，滤过，

用 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液冲洗 3 次，每

次 100 mL，滤过，取下滤膜，加至胰酪大豆胨液

体培养基 100 mL 中，混 ，置 33 ℃培养 18 h。

取上述培养物 1 mL 接种至 100 mL 麦康凯液体培

养基中，43 ℃培养 24 h，取麦康凯液体培养物划

线接种于麦康凯琼脂培养基平板上，33 ℃培养

18 h，观察是否有疑似菌落。3 批样品分别进行试验。 

2.4.2  试验组  取 1∶100 供试液 100 mL，滤过，

用 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液冲洗 3 次，每

次 100 mL，在 后一次冲洗液中加入≤100 cfu 大

肠埃希菌，其他同“2.4.1”项下方法操作。3 批样

品分别进行试验。 

2.4.3  阴性组  以 pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲

液 100 mL 代替供试液，其他同“2.3.1”项下方法

操作。 

2.5  唑来膦酸注射液无菌检查方法适用性试验 

2.5.1  试验组  取样品 30 袋，每 10 袋分别平均

过滤于 2 个滤筒，共 6 个滤筒，每膜用 pH 7.0 无

菌氯化钠-蛋白胨缓冲液 100 mL 冲洗 1 次，在冲

洗液中分别加入<100 cfu 的金黄色葡萄球菌、大肠

埃希菌、生孢梭菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、

黑曲霉，滤过，加金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、

生孢梭菌的滤筒分别加入 100 mL硫乙醇酸盐流体

培养基，置 33 ℃培养 5 d，每日观察，记录结果，

加枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉的滤筒分

别加入 100 mL 胰酪大豆胨液体培养基，置 24 ℃

培养 5 d，每日观察，记录结果。3 批样品分别进

行试验。 

2.5.2  样品组  取样品 10 袋，平均过滤于 2 个滤

筒，每膜用 pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液

100 mL 冲洗 1 次，过滤，分别加入 100 mL 硫乙

醇酸盐流体培养基和胰酪大豆胨液体培养基，置

规定温度培养 5 d，每日观察，记录结果。3 批样

品分别进行试验。 

2.5.3  阴性组  取 PY220 集菌器一套，每膜用 pH 

7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液 100 mL 冲洗 1 次，

滤过，分别加入 100 mL 硫乙醇酸盐流体培养基和

胰酪大豆胨液体培养基，置规定温度培养 5 d，每

日观察，记录结果。 

2.5.4  阳性组  取装有同体积培养基的容器，加

入等量试验菌作为对照。6 种试验菌分别进行试

验，置规定温度培养 5 d，每日观察，记录结果。  

3  结果 

3.1  唑来膦酸需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计

数验证结果 

根据中国药典 2015 年版四部规定：若各试验

菌回收率比值均在 0.5~2，可认为该供试液制备方

法和计数方法可用于该样品的菌落计数；若该比

值<0.5，可认为该供试液制备方法和计数方法不能

用于该样品的菌落计数。计算试验组菌落数减去

供试品对照组菌落数的值与菌液对照组菌落数的

比值，结果均在 0.5~2 之间，认为该供试液制备方

法和计数方法适用于该样品的微生物计数，结果

见表 1。 

表 1  各验证菌的回收率比值 

Tab. 1  Recovery of validation strains 

批号 

回收率比值 

金黄色葡

萄球菌

铜绿假

单胞菌

枯草芽

孢杆菌 

白色念珠菌

TSA/SDA 

黑曲霉

TSA/SDA

20140501 0.9 0.9 0.9 0.9/0.9 0.9/0.8 

20140502 0.9 0.9 0.9 0.9/0.8 0.8/0.9 

20140601 0.8 1.0 0.9 0.9/0.9 0.8/1.0 

3.2  唑来膦酸大肠埃希菌验证结果 

样品组和阴性组均未检出大肠埃希菌，试验组

均检出大肠埃希菌，可认为该供试液制备方法和检

查方法适合于本品大肠埃希菌检查，结果见表 2。 

表 2  大肠埃希菌试验组验证结果 

Tab. 2  Results of validation Escherichia coli in experimental 
group 

批号 麦康凯液体培养基 麦康凯琼脂平板 

20140501 + + 

20140502 + + 

20140601 + + 

3.3  唑来膦酸注射液无菌验证结果 

样品组和阴性组均无菌生长，与阳性组比较，

试验组各容器中试验菌均生长良好，对 6 种试验

菌的敏感程度无差异，敏感菌可采用金黄色葡萄

球菌，供试品的该检验量在该检验条件下无抑菌

作用或其抑菌作用可以忽略不计，可照此检查方

法进行本品的无菌检查，结果见表 3。 

4  讨论 

本研究表明，制剂抑菌性不强，不代表其原

料的抑菌性不强，可能会因为原料药限度检查所

用供试液浓度大，使得采用常规法检验会呈现出

很强的抑菌性。另一方面，原料药抑菌性不强，

也不代表其制剂的抑菌性不强，可能会因为制剂 
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表 3  无菌验证结果 

Tab. 3  Results of sterility test validation 

培养 阳性对照菌 管别 
验证结果 

1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 

硫乙醇酸盐流体

培养基 

33.0 ℃ 

金黄色葡萄球菌 
试验组 

20140501 + + + + + 

20140502 + + + + + 

20140601 + + + + + 

阳性组 + + + + + 

大肠埃希菌 
试验组 

20140501 + + + + + 

20140502 + + + + + 

20140601 + + + + + 

阳性组 + + + + + 

生孢梭菌 
试验组 

20140501 + + + + + 

20140502 + + + + + 

20140601 + + + + + 

阳性组 + + + + + 

胰酪大豆胨液体

培养基 

24.0 ℃ 

枯草芽孢杆菌 
试验组 

20140501 + + + + + 

20140502 + + + + + 

20140601 + + + + + 

阳性组 + + + + + 

白色念珠菌 
试验组 

20140501 - + + + + 

20140502 - + + + + 

20140601 - + + + + 

阳性组 - + + + + 

黑曲霉菌 
试验组 

20140501 - + + + + 

20140502 - + + + + 

20140601 - + + + + 

阳性组 - + + + + 

 

在工艺过程中添加辅料、渗透压调节剂、pH 值调

节剂、增溶剂、助溶剂、抗氧剂、抑菌剂、乳化

剂、助悬剂等改变其抑菌性，必须通过方法适用

性试验研究来考察其抑菌性的大小，制定适合产

品的微生物学检查方法。 

由于唑来膦酸在 pH 7.0 无菌氯化钠蛋白胨、

水等稀释剂中溶解度较小，常规取样 10 g 的供试

品，加 pH 7.0 无菌氯化钠蛋胨至 100 mL，远不能

完全溶解，而 1∶100 的供试液恰能完全溶解，从

而使得薄膜过滤法成为可能，并能有效去除其抑

菌性。故供试品的理化性质是制备供试液时要考

虑的必要因素。 

一般说来，平皿法计数操作简单，但是对于

某些有抑菌性、溶解度较差、限度标准数值较低

的样品，配制一个较低浓度的供试液，采用薄膜

过滤法进行微生物计数，有着平皿法无可比拟的

优越性。 
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