
空白血浆中分别加入罗红霉素对照溶液 tssΛ�o使其浓

度为 sqxxy!uquy!xqxy!ttqv!uuqyΛª# °�
pt
o按前述样品预

处理法处理测定 ∀以对照品罗红霉素峰面积与内标克拉霉

素峰面积比值 k≠ l对其浓度 k≤ l进行线性回归 o结果在 sqx

∗ uxΛª# °�
pt范围内线性关系良好 o其回归方程为 }Ψ �

s. ty{Χ p s. svu{(ρ � s. |||z) ,最低检测浓度为 squΛª#

°�
pt ∀

4q3  回收率实验

按 / wqu0项下方法 o配制 sqxs!xqs!uxΛª# °�
pt低 !中 !

高 v种浓度的质量控制样品 k± ≤l各 x份 o按 / vqu0项下方法

处理后进样 o计算方法回收率 k÷ ? � ≥⁄l分别为 ktsxqs ?

wqwulh !k||qwx ? wqyvlh !ktstqs ? uqvylh ∀

4q4  方法精密度

按 / wqu0项下方法 o配制 sqxxy!xqxy!uuqyΛª# °�
pt低 !

中 !高 v种浓度的质量控制样品 k± ≤ lo按 / vqu0项下方法处

理后进 � °�≤分析 ∀日内平行做 x次 ~隔日做 x次 o分别计算

日内 !日间精密度 ∀低 !中 !高 v种浓度的日内平均浓度分别

为 sqx||Λª# °�
pt ! xqyvΛª# °�

pt ! uuq{vΛª# °�
pt
o其

� ≥⁄h为 wqt{!wqyy!uqvv∀低 !中 !高 v种浓度的日间平均

浓度分别为 sqytsΛª# °�
pt ! xq|tΛª# °�

pt ! uvqu{Λª#

°�
pt
o其 � ≥⁄h为 vqt|!xqx{!yqt|∀

5  讨论

5q1  流动相 ³�对色谱保留行为的影响

文献报道的罗红霉素流动相的 ³� 一般均为 zqs以

上 ≈t 
o本实验经过多次筛选 o结果表明在该流动相体系下 o当

³�小于 x时 o内标与罗红霉素不能完全分离 o当 ³�为 z时 o

两者保留时间相差过大 ∀因此最终确定流动相为乙腈 2甲醇 2

us°� 磷酸二氢钠 ksquh三乙胺 o³� xqxlkvzΒt{Βwxlo罗红

霉素与内标的分离良好 o同时避免了流动相过碱对色谱柱寿

命的影响 ∀

5q2  色谱条件的选择

在测定罗红霉素时 o文献大多以红霉素为内标 ≈t 
o但由

于红霉素易水解 o故本实验采用罗红霉素的结构类似物克拉

霉素为内标 o其色谱行为与罗红霉素具有更好的相似性 o从

而保证了方法的准确度和重现性 ∀也有文献报道罗红霉素

血药浓度测定采用电化学检测器 ≈u 
o用电化学检测器虽然灵

敏度高 o但不易平衡 o易受外界干扰 o且电化学检测器不普

及 ∀本实验通过改进血浆样品的预处理方法及采用进口色

谱纯试剂降低流动相本底吸收 o采用紫外检测器在 uts±°处

测定罗红霉素 o最低检测浓度为 squΛª# °�
pt
o可满足血药

浓度测定和药动学研究的要求 ∀

5q3  血浆样品预处理方法选择

实验中曾选用二氯甲烷 !乙醚萃取直接进样 o二氯甲烷

萃取再用正己烷萃取的方法 o结果对测定均有干扰 o经多次

反复实验 o最终确定用乙醚在碱性条件下萃取 o见 vqu项下

方法处理 o对罗红霉素的测定无干扰 ∀

6  结论

本法采用克拉霉素为内标的 � °�≤法 o具有简便 !快速 o

定量准确的特点 o适合于人血浆中罗红霉素的测定 ∀
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颠茄合剂微生物限度检查的方法验证

夏建洪 o周桂芳 k浙江省金华市人民医院 o浙江  金华 vutsssl

摘要 }目的  对颠茄合剂的微生物限度检查进行方法验证 ∀方法  微生物限度检查及无菌检查 ∀结果  试验组的菌回收率

均达到 zsh以上 o试验组 � ��及靛基质试验均为阳性 o检出大肠埃希菌 o阴性对照菌金黄色葡萄球菌未检出 ∀结论  对颠茄

合剂的微生物限度检查及无菌检查可按常规法进行检验 ∀

关键词 }颠茄合剂 ~微生物限度检查 ~无菌检查

中图分类号 }� |uzqtu   文献标识码 }�   文章编号 }tssz2zy|vkussyls|2s|uv2su

  颠茄合剂 ≈t 为解痉药 o用于治疗胃肠痉挛效果较佳 o为

各医院制剂室的常规规范制剂 ∀微生物限度检查及无菌检

查是涉及制剂安全性的重要质量指标 ≈u  ∀非无菌制剂一般

应进行微生物限度检查 o目的是检查其受微生物污染程

度 ≈v  ∀中国药典 usss版及以前的版本虽然收载了微生物限

度检查及无菌检查法 o但在如何保证检验方法的科学性及检

验结果的准确性方面存在一些问题 ∀ ussx版药典则明确规

定当进行药品微生物限度检查或无菌检查时应进行方法验
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证 o因为只有通过方法验证 o才能确定具体制剂的具体检验

方法 o保证采用的方法科学性和检验结果的准确性 ∀为此我

们对颠茄合剂的微生物限度检查及无菌检查进行方法验证 ∀

1  样品

颠茄合剂 k本院制剂 l规格 tss°�o批号 } sxs{sy!

sxs{uz!sxs|t{∀

2  验证用菌种

大肠埃希菌 ≈≤� ≤≤k�lwwtsu !金黄色葡萄球菌 ≈≤� ≤2

≤�k�luyssv !枯草芽孢杆菌 ≈ ≤� ≤≤ k�lyvxst !黑曲霉

≈≤� ≤≤kƒl|{ssv !白色念珠菌 ≈ ≤� ≤≤ kƒl|{sst 上述菌种

均由金华市药品检验所所提供 o本院保藏 o均为五代以内 ∀

3  培养基

营养琼脂培养基 !玫瑰红钠琼脂培养基 !胆盐乳糖培养

基 !改良马丁液体培养基 !改良马丁琼脂培养基 !w2甲基伞形

酮葡糖苷酸培养基 o以上培养基均为北京三药科技开发公司

生产 ∀

4  稀释剂

sq|h无菌氯化钠溶液 !³�zqs无菌氯化钠蛋白胨缓冲

液 ∀

5  方法

照 5中国药典 ussx年版二部附录 ÷ ��6有关微生物限度

检查法方法验证试验 ∀

6  具体操作方法

6q1  菌液制备

ktl取经 vzε 培养 t{ ∗ uw«的金黄色葡萄球菌 !大肠埃

希菌 !枯草芽孢杆菌的营养肉汤培养物 t°�n |°�sq|h生理

盐水管 ots倍稀释至 ts
py ∗ ts

pz
o做活菌计数备用 ∀

kul取经 uyε 培养 t{ ∗ uw«的白色念珠菌改良马丁液体

培养物 t°�n |°�sq|h 生理盐水管 ots倍稀释至 ts
px
o做

活菌计数备用 ∀

kvl取经 uyε 培养 x§的黑曲霉改良马丁琼脂斜面培养

物 o加 v°�生理盐水洗下霉菌孢子 o吸取出菌液 o然后取 t°�

n |°�sq|h生理盐水管 ots倍稀释至 ts
px
o做活菌计数备

用 ∀

6q2  供试液制备

取样品 ts°�o加入 ³�zqs无菌氯化钠蛋白胨缓冲液

|s°�置灭菌三角烧瓶中成 tΒts供试液 o人工污染上述 x种

菌株 ∀

6q3  回收率测定  见表 t∀

表 1  微生物检查方法验证

Ταβ 1  � ¶̈∏̄·¶²©µ̈¦²√ µ̈¼

人工染菌回收率 h

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

sxs{sy |wq{ |xqs tssq| |uqs |xqx

sxs{uz |zq| |tqu |tq{ |{qv tsyqw

sxs|t{ |sqy {uq| tsvqy |sqy |{qx

6q4  ≠ 试验组 }摇匀 o分别取 tΒts供试液 t°�!加入上述备

用的试验菌液 t°�o加入平皿中 o立即倾注琼脂培养基 o测定

细菌用营养肉汤琼脂培养基 !测定白色念珠菌及黑曲霉采用

改良马丁琼脂培养基 o待凝固后 o置规定温度培养 uw ∗ zu«

观察结果 ∀ �菌液组 }取 t°�o测定加入的菌数 ∀ ≈ 供试液

对照组 }取供试品 t°�o测定供试品本底菌数 ∀

6q5  菌落计数结果  见表 u!表 v∀

表 2  菌液组菌落计数 k¦©∏r°�lkw{«计数 l

Ταβ 2  ¦©∏¦²∏±·µ̈¶∏̄·¶

大肠埃

希菌 tspz

金黄色葡

萄球菌 tspy

枯草芽孢

杆菌 tspy

白色念

珠菌 tspx

黑曲霉

tspx

xurwx tzvrtyy tswrttx tw|rtv| ttsr|u

注 }本底菌数均为 s个 rª∀

表 3  供试品对照组菌落计数 k¦©∏r°�lkw{«计数 l

Ταβ 3  ¦©∏¦²∏±·µ̈¶∏̄·¶²©¶¤°³̄ ¶̈

大肠埃希

菌 tspz

金黄色葡萄

球菌 tspy

枯草芽孢

杆菌 tspy

白色念珠

菌 tspy

黑曲霉

tspx

t w|rwu tw|rtzw ttzrtsx twvrtuu ||r|w

u wxrw| tv{rtzu tswr|{ tvtrtxu tsurttv

v vxrxu txwrtu{ tu{rtss tu|rtvu |srts|

6q6  结果  试验组的菌回收率均达到 zsh以上 o本品可按

常规法进行菌数测定 ∀ k注 }常规法为 t°�供试液加 tx ∗

us°�菌落计数用培养基 l∀

7  大肠埃希菌检查

7q1  菌种  取经 vzε 培养 t{ ∗ uw«的大肠埃希氏菌营养肉

汤培养物 t°�n |°�sq|h 生理盐水管 ots倍稀释至 ts
pz
o

做活菌计数备用 ∀

7q2  试验组  取大肠埃希菌菌液 t°�k含菌量为 vy个 r

°�l和 ts°�供试液 o同时加入 tss°�胆盐乳糖增菌液中 ∀

按 ussx年版中国药典附录 ¾ �项下微生物限度检查法大肠

埃希菌检查法项下依法检查 ∀

7q3  阴性对照组  同时以金黄色葡萄球菌作为阴性对照

菌 o方法同试验组 ∀加入量为 t°�k含菌量 ys个 r°�l∀按

ussx年版中国药典附录 ¾ �项下微生物限度检查法金黄色

葡萄球菌检查法项下依法检查 ∀

7q4  结果  试验组 � ��及靛基质试验均为阳性 o检出大肠

埃希菌 o阴性对照菌金黄色葡萄球菌未检出 ∀

7q5  根据验证结果 o控制菌的检查可用上述方法制备的供

试液 o按常规法进行检验 ∀

8  结论

根据以上的方法验证 o说明对颠茄合剂的微生物限度检

查及无菌检查可按常规法进行检验 ∀
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