
点法计算含量 o每个样品含量为平行测定 v次所得平均值 kν

� vl∀结果见下表 v∀

表 3  各产地批次的罗布麻叶中金丝桃苷含量测定结果

Ταβ 3  ⁄ ·̈̈µ°¬±¤·¬²± µ̈¶∏̄·¶²©«¼³̈ µ²¶¬§̈ ¬± ¶¤°³̄ ¶̈

品名  产地  批号
含量

kh l

平均含量

kh l

� ≥⁄

h

红麻叶 山西运城 sws{tt sqzs

山西运城 svtss| sqyy

山西运城 svs{tu sqys

陕西 swsysvt sqzt
sqzt tuqx

陕西 sws{uw sqy{

河北 sws|vs sqzv

河北 swstsust sq|t

广东 sws|uu sqzt

大叶白麻叶 山西运城 svs|su sqxs

广西 swszsv sqv| sqw{ tzqs

青海格尔木 sws|uu sqxx

白麻叶 青海格尔木 sws|us sqvw
sqv{ twq{

青海格尔木 swtsts sqwu

3  讨论

3q1  在选择检测波长时 o我们取对照品溶液 o进行全波长扫

描 o测得金丝桃苷最大吸收波长为 uxy ±°和 vys ±°∀经试

验研究 o表明 vys ±°处测得供试品溶液干扰较少 o且分离效

果良好 o故本试验选用 vys ±°为测定波长 ∀

3q2  试验中我们发现金丝桃苷受温度影响较大 o同 t§的分

析中 o由于室温不同 o其保留时间会有 u ∗ v °¬±的变化 ∀所

以在试验中使用柱温箱恒温在 vsε o使其保留时间保持

稳定 ∀

3q3  对于提取时间考察了索氏提取 uovowox«o从考察结果

看出 o随提取时间延长 o含量逐渐升高 ow«时最高 o继续提取

含量下降 k可能由于部分黄酮苷类被破坏 lo故确定提取时间

为 w«∀

3q4  经对方法耐用性进行了考察 o使用 �µ²°¤¶¬̄≤t{ kwqy°°

≅ uxs°°oxΛ°l色谱柱 k其他条件同前 lo结果金丝桃苷色谱

峰对称 ktqss ∗ tqsvlo理论塔板数按金丝桃苷计不小于 x

ssso重复性良好 ox次连续进样峰面积 � ≥⁄ � tquh ∀

3q5  天然植物中的金丝桃苷已经证明具有明显的降血

脂 ≈t  !抗心肌缺血 ≈u  !对缺氧缺糖引起的脑损伤的保护 ≈u 等

多种作用 ∀本实验首次对罗布麻叶中金丝桃苷进行高效液

相定量研究 o建立了含量测定方法 ≈v 
o尽量体现指标成分的

有效性 o方法快速简便 o准确可靠 o可以作为罗布麻叶药材和

相关制剂的质量标准 ∀

3q6  本实验对不同产地和种属的罗布麻叶比较发现两属之

间金丝桃苷含量有明显差异 ∀罗布麻属罗布麻叶金丝桃苷

含量平均为 sqzth o远高于白麻属两种 ksqw{h和 sqv{h lo

提示金丝桃苷的含量可能在一定程度上能够作为一种区分

罗布麻叶正品和混淆品的依据 o但是这一点的确证尚需要收

集更大量样本加以深入研究 ∀对于同一品种 o以红麻叶为

例 o不同产地之间差异较大 o河北产的最高达到 sq|th o而山

西产 ksvs{tul仅为 sqysh o以这一点看以河北产的罗布麻

叶质量较优 o山西运城产的略差 ∀综上 o罗布麻叶中金丝桃

苷的含量在一定程度上能够反映药材的真伪优劣 o可作为质

量控制的指标 o本实验结果为临床合理用药 !进一步开发利

用罗布麻叶提供了实验依据 ∀

参考文献

≈1  李贵海 o孙敬勇 o张希林 o等 q山楂降血脂有效成分的实验研究

≈� q中草药 oussuovvktl}xs

≈2  辛勤 o陈思维 q金丝桃苷对组织器官缺血性损伤保护作用的研

究进展 ≈� q中药材 oussvouykvl}utv

≈3  万德光 o裴瑾 o严铸云 q几种金丝桃属药用植物的金丝桃苷含

量测定 ≈� q中药材 ousswo uzkyl}v|z

收稿日期 }ussx2sw2uy

非水溶性抗生素原料的微生物限度检查方法及验证

俞虹 t
o寿文虹 t

o蒋玉芳 t
o吴志刚 t

o马安宇 t
o施月娟 u

ktq浙江省金华市药品检验所 o浙江  金华 vutsss~uq浙江省迪耳药业有限

公司 o浙江  金华 vutsssl

摘要 }目的  建立非水溶性抗生素原料的微生物限度检查方法并对其进行验证 ∀方法  抗生素原料 o用经干热灭菌的 xh吐

温 2{s作湿润剂 o³�zqs氯化钠蛋白胨缓冲液稀释 o上清液 xssµ# °¬±
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1  材料

usss�� ×≠ 2智能集菌仪 k杭州泰林医疗器械厂 lo偏聚氟

乙稀滤膜 k孔径 sqwxΛ°上海亚东核级树脂有限公司 lo�� � 2

uxs�生化培养箱 k广东医疗器械厂 l∀

培养基 !营养肉汤培养基 !玫瑰红钠琼脂培养基 !改良马

丁培养基 o上述培养基均为北京三药科技开发公司产品 ~

sq|h氯化钠溶液 !³�zqs氯化钠蛋白胨缓冲液 !sqth 蛋白

胨冲洗液 k金华市药品检验所配制 l~磷酸二氢钾 k�� 上海

试剂总厂 l~磷酸二氢钠 k�� 宜兴第二化学试剂厂 l~蛋白胨

k上海东海制药厂 l~聚山梨酯 {sk吐温 2{so浙江温州东南化

工试剂厂 l∀克拉霉素 k浙江耐司康药业有限公司 sxs{szlo

氟罗沙星 k浙江九旭药业有限公司 sxs{ssstslo阿洛西林

k浙江康恩贝生物制药股份有限公司 sxszsy2utl∀大肠埃希

菌 kΕσχηεριχηια χολιl ≈ ≤� ≤≤ k�l wwtsu  金黄色葡萄球菌

kΣταπηψλοχοχχυσ αυρευσl ≈ ≤� ≤≤ k�l uyssv  枯草芽孢杆菌

kΒαχιλλυσ συβτιλλισl≈ ≤� ≤≤ k�lyvxst 白色念珠菌 kΧανδιδα

αλβιχανσl≈≤� ≤≤kƒl|{sst 黑曲霉 kΑσπεργιλλυσ νιγερl≈ ≤� ≤≤

kƒl|{ssv 以上菌种均由中国药品生物制品检定所提供 ∀

2  方法和结果

2q1  菌液的制备

取金黄色葡萄球菌 !大肠埃希菌 !枯草芽孢杆菌 v种菌

种的新鲜培养物 o分别接种于 ts°�营养肉汤培养基中 o置

vzε 培养 uw«o用 sq|h无菌氯化钠溶液稀释至 ts
px ∗ ts

pz
o

使每毫升菌液中含 xs ∗ tss≤ƒ�备用 ∀白色念珠菌接种于

ts°�改良马丁培养基中 o置 uxε 培养 uw«o用 sq|h 无菌氯

化钠溶液稀释至 ts
px
o使每毫升菌液中含 xs ∗ tss≤ƒ�备

用 ∀黑曲霉的新鲜培养物接种于改良马丁琼脂斜面培养基

中 ouxε 培养 tus«o加 v°�sq|h无菌氯化钠溶液 o将孢子洗

脱 o洗液用 sq|h无菌氯化钠溶液制成每毫升菌液中含孢子

数 xs ∗ tss≤ƒ�孢子悬液备用 ∀

2q2  供试液的制备

称取样品各 tsªo加经干热灭菌的 xh吐温 2{s squ°�o加

³�zqs氯化钠蛋白胨缓冲液至 tss°�o边加边摇使成混悬

液 o静置 x°¬±使分层 o倾取上清液置离心机中 xss µ# °¬±
pt

离心 x°¬±o取上清液作供试液 ∀

2q3  验证方法 ≈u 

≠ 试验组 }取供试液各 ts °�k¤l及上述五种备用菌液

t°�k¥lo先取 ¤加入到 tss°�的 sqth蛋白胨冲洗液中 o摇

匀后用薄膜过滤器进行薄膜过滤 k滤前滤膜先用冲洗液浸

润 lo并取 tvss°�sqth 蛋白胨冲洗液进行逐次冲洗 k每次

tss °�lo蠕动泵转速 {sµ# °¬±
pt
o在最后一次冲洗时加入

¥t°�o薄膜分别置琼脂培养平板及改良马丁培养平板上培

养 ∀按薄膜菌落计数 ∀ � 活菌组 }即以加 ¥的方式同法操

作 o测定所加的试验菌落数 ∀ ≈ 供试品对照组 }即以规定量

供试液 ¤的方式同法操作 o测定供试液本底菌落数 ∀ …稀释

剂组 }为考察供试液制备过程中微生物受影响的程度 o用

³�zqs氯化钠蛋白胨缓冲液替代样品从供试液的制备起同

法制备成空白液 k¦lo并以 ¦n ¥方式用薄膜过滤器进行薄膜

过滤 k滤前滤膜先用冲洗液浸润 lo并取 t sss°�sqth蛋白

胨冲洗液进行逐次冲洗 k每次 tss °�lo蠕动泵转速 {sµ#

°¬±
pt
o在最后一次冲洗时加入 ¥t°�o薄膜分别置琼脂培养

平板及改良马丁培养平板上培养 o测定其菌落数 ∀均同法进

行 v次独立的平行试验 ∀

2q4  回收率计算

试验组细菌回收率 h � k试验组平均菌落数 p供试品对

照组平均菌落数 l Α活菌组平均菌落数 ≅ tssh

稀释剂组细菌回收率 h �稀释剂组平均菌落数 Α活菌

组平均菌落数 ≅ tssh

2q4q1  冲洗液用量的验证  取各供试液 ts°�及稀释液

ts°�分别用 sqth 蛋白胨冲洗液 ysso{ssot sssot usso

t wss°�同法置薄膜过滤器进行薄膜过滤并逐次冲洗后 k每

次 tss °�lo蠕动泵转速 {sµ# °¬±
pt
o在最后一次冲洗时加

入各菌液 t°�o结果见表 t∀

2q4q2  稀释剂的验证  取经干热灭菌的 xh 吐温 2{s squ

°�o加 ³�zqs氯化钠蛋白胨缓冲液至 tss°�o用薄膜过滤器

进行薄膜过滤 k滤前滤膜先用冲洗液浸润 lo并取 t sss°�

sqth蛋白胨冲洗液进行逐次冲洗 k每次 tss °�lo蠕动泵转

速 {sµ# °¬±
pt
o在最后一次冲洗时分别加入 ¥t°�o薄膜分别

置琼脂培养平板及改良马丁培养平板上培养 ∀结果见表 u∀

2q4q3  样品的验证结果  见表 v∀

#x|v#中国现代应用药学杂志 ussy年 ts月第 uv卷第 x期                ≤«¬± �� �°oussy �¦·²¥̈ µo∂ ²̄quv �²qx



表 1  不同冲洗量各种菌回收率 kh l

Ταβ 1  ×«̈ µ̈¦²√ µ̈¬̈¶²©√¤µ¬²∏¶¥¤¦·̈µ¬¤¤©·̈µº¤¶«¬±ªº¬·«§¬©©̈µ̈±·√²̄∏°¨²©¶²̄∏·¬²±kh l

冲洗量

k°�l

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

� � ≤ � � ≤ � � ≤ � � ≤ � � ≤

yss x{qv ztqy ysq| zsqy yyqs z|qu zuq{ yzqv yyqv {|qv |sqv |vqu |sqv |vqt |sqy

{ss zsqy zyqv {yqt z|qt {sqt z|qv zyqv zyq{ zvqv {yq| |tqy |yqw |{qv |xqv |xq|

t sss {yq{ {sq| |sqv {|qs {yqv {wqv z|qy {uqv {yqs |yqv |squ |xqt |xqz |{qv |yq|

t uss |wqy |vqt |tqv |tqw |tqu {xq| {vq| {yqu |sq| |sq{ |sqw |wqv |vqy {|qz |wqv

t wss |wq{ |vqy |tqv |tqy |vqy |squ {yq| |sqx |sqy ||qy |xqv |yqw |{qv |sqy |sq|

注 }�}氟罗沙星 ~�}克拉霉素 ~≤}阿洛西林

�²·̈}�}©∏̄∏²¶«¤¬¬±ª~�}¦̄¤µ¬·«µ²°¼¦¬±~≤}¤½̄²¦¬̄̄¬±

表 2  稀释剂的验证结果 k对照组 l

Ταβ 2  ⁄¬̄∏̈ ±·¦²±©¬µ°¤·¬²± µ̈¶∏̄·k¦²°³¤µ¬¶²± ªµ²∏³l

菌种 …稀释剂 加入菌数 k活菌数 l 回收菌数 回收率 kh l

大肠埃希菌 tsu {y {wqv

金黄色葡萄球菌 z{ zx |yqu

枯草芽孢杆菌 xu wz |sqw

白色念珠菌 yt yu tstqu

黑曲霉 xv xu |{qt

表 3  供试品组细菌回收率 kh l

Ταβ 3  ×«̈ µ̈¦²√ µ̈¼ ²©¥¤¦·̈µ¬∏° ²©·«̈ ¶¤°³̄ k̈h l

药品名称 大肠杆菌
金黄色

葡萄球菌

枯草芽

孢杆菌

白色

念珠菌
黑曲霉

氟罗沙星 |tqt |tqy |tqu |xqy ||qv

克拉霉素 |yqv {yqw |uqx ||qv |sqt

阿洛西林 |xqv |sq{ |uqy |sqv |uq|

注 }空白的菌落数均为 s个 r°�

�²·̈}·«̈ ∏́¤±·¬·¼ ²©¥̄¤±® ¦²̄²±¼ ¬¶sr°¯

3  讨论

3q1  非水溶性抗生素原料应用于口服制剂有着相当多的品

种 o建立其微生物限度检查方法并对其进行验证有着极其重

要的意义 ∀从表 t可看出 o冲洗量达 {ss°�的细菌回收率均

已在 zsh以上 ot sss ∗ t wss°�可达到较为满意的效果 o表

u显示稀释剂 k对照组 l菌回收率也均在 zsh以上 o按中国药

典 ussx年版规定菌回收率均须达到 zsh以上才符合验证要

求 o本方法符合验证要求 ∀

3q2  为避免操作上的个体差异 o笔者建议选用 t sss°�的

冲洗量较为合适 o如表 v所示 o本法能达到满意的验证效果 ∀

3q3  具强抗菌活性的非水溶性抗生素原料通过本法采用少

量 xh吐温 2{s首先解决了在稀释剂中不溶而致漂浮的现

象 o选用吐温 2{s解决非水溶性原料在水中的分散性较调节

稀释剂的 ³�值效果好 o稀释剂的 ³�值下降会致抑菌作用

的增强 ∀这类性质的抗生素虽然溶解度极底 o但还是有一定

的溶解性 o笔者多次用培养基稀释法或离心法试验均无法消

除抗菌活性 o采用湿润后离心再薄膜过滤法方可消除内在干

扰 o对冲洗剂的用量从表 v看出 o过滤前滤膜先用冲洗液浸

润可减少滤膜对抗生素的吸附 ∀

3q4  另外先将吐温 2{s稀释后再干热灭菌作为湿润剂较无

菌操作时直接用灭菌过的吐温 2{s更为方便 o此处采用 xh

吐温 2{s squ°�只是作为湿润剂而非增溶剂 o吐温 2{s的量越

大冲洗的难度随之增加 ∀采用本法的用量 o不失为是一种简

便而行之有效的好方法 ∀
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