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8 种医院制剂微生物限度检查法的适用性试验

严筱楠 *，高 霞，高 娟，杨芊钰，武丽梅

（榆林市药品检验所，榆林 719000）

摘 要：目的 探究八项医院制剂微生物限量检测技术的适用性。方法 研究方法依据依据《中国华人民共和国药

典》2020 年版（四部）通则 1105 至 1107 章节的指导原则，采用平板培养法与薄膜过滤技术，对选定的八种医院制

剂进行了微生物限量检测技术的适用性验证实验。结果 研究结果显示，在采用经过优化筛选的检测手段进行微生

物限量验证测试时，对于微生物数量测定部分，所有试验组中添加的五种测试菌株的回收率均保持在 0.5 至 2.0 的

合格范围内；而在控制菌种检测环节，所有试验组均能准确识别并呈现出所添加测试菌种的特定反应特征，同时，

阴性对照组中则未检测到任何控制菌种的存在。结论 研究结论表明，本研究开发的检测流程不仅操作简便快捷，

而且检测结果精确度高、可靠性强，完全能够满足上述八种医院制剂在质量控制方面的需求。
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0  引  言

医疗自制药品，也常被称为医院内部制剂或临床特制药

剂，指的是医疗机构依据自身临床实际需求，在获得相关批准

后，专门制备的不在市场上流通且具有独特配方的自用药物。

这些医院制剂凭借其确切的治疗效果及独特作用机制，在临床

治疗中扮演着补充角色，对于维护民众健康及新药研发均展现

出了积极的贡献与价值。本研究涵盖了八种医院自制药品，具

体涉及三类口服制剂：氯化钾口服溶液、氯化铵混合液、颠茄

混合液；三类皮肤用药：维生素 E 乳膏、炉甘石洗剂、爽身

粉；一种耳部用药——碳酸氢钠耳用滴剂；以及一种兼具口服

与直肠给药功能的制剂——水合氯醛溶液。在药品质量控制体

系中，微生物限度检测是衡量药品安全性的关键指标之一。通

过实施微生物限度测试，可以评估药品是否被污染、污染的程

度如何，追溯污染源，并采取有效措施加以控制，从而确保药

品质量，保障用药的安全性和有效性。根据《中华人民共和

国药典》2020 年版第四部的相关规定（具体条目 1105、1106、

1107），在执行微生物限度测试之际，必须对供试品的微生物数

量统计手段及特定菌种检验流程实施适用性校验，旨在验证所

构建的方法能否精确契合该药品所需的菌落统计与控制菌种鉴

别标准 [1]。本研究通过一系列的适用性验证试验，为上述八种

医院自制药品建立了科学的微生物限度检查方法，为提升这些

制剂的质量控制水平提供了坚实的技术支撑 [2]。

1  材料与方法

1.1  仪器

生物安全柜（BSC–1500IIA2–X，济南鑫贝西生物技术

有限公司）；霉菌培养箱（上海博讯医疗生物仪器股份有限公

司）；生化培养箱（SPX–250，上海冉绘实业有限公司）；立

式灭菌器（LMQ.C80EP，MOST–L85，山东新华医疗器械股

份有限公司）；电热恒温水箱（天津市泰斯特仪器有限公司）；

电子天平（YP601N，上海精密科学仪器有限公司）；集菌仪

（Htysteritest601，浙江泰林生物技术股份有限公司）；一次性薄

膜过滤器（FC752, 批号：2022072101）；显微镜（CX31RTSF，日

本奥林巴斯）[3]。

1.2  菌种

从中国食品药品检定研究院引入了以下菌种：金黄色葡

萄球菌［编号为 CMCC（B）26003］；铜绿假单胞菌［编号

为 CMCC（B）10104］； 枯 草 芽 孢 杆 菌［ 编 号 为 CMCC（B）

63501］；白色念珠菌［编号为 CMCC（F）98001］；黑曲霉［编

号为 CMCC（F）98003］，以及大肠埃希菌［编号为 CMCC（B）

44102］。这些菌种均来自权威机构，确保了实验材料的高质

量和可靠性 [4]。

1.3  样品

维生素 E 霜（批号：220712），碳酸氢钠滴耳液（批号：

230701），扑粉（批号：220830），炉甘石洗剂（批号：220703），
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氯化钾溶液（批号：220924），氯化铵合剂（批号：230611），颠

茄合剂（批号：230723），水合氯醛溶液（批号：230301）均为西

安交通大学第一附属医院榆林医院自制 [5]。

1.4  培养基、试剂及稀释液

采购的微生物培养基及缓冲液包括：批号 116241 的胰蛋

白胨大豆琼脂培养基（改良型 TSA）、批号 221011A10 的胰蛋

白胨大豆肉汤（TSB 液体版）、批号 1115451 的沙堡氏葡萄糖

琼脂（SDA）、批号 1101401 的麦康凯氏琼脂平板（MA）、批号

1110651 的麦康凯氏液体培养基（MB 液体型）、批号 1110051 的

肠道菌富集培养基（EE 型）、批号 1091351 的十六烷基三甲基溴

化铵琼脂（CTAB 琼脂）、批号 1105362 的甘露醇 – 氯化钠琼脂

培养基，以及批号 1110631 的 pH 7.0 无菌氯化钠 – 蛋白胨缓冲

溶液，以上所有产品均源自广东环凯公司，以上培养基均经过

适用性试验 , 符合中华人民共和国药典规定 [6]。聚山梨酯 -80（吐

温 -80，天津科密欧试剂有限公司，批号：20220117）；0.9% 氯

化钠溶液（天津科密欧试剂有限公司，批号：20210618）。

1.5  菌液制备

将金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌及枯草芽孢杆菌的新鲜

培养体接种至胰蛋白胨大豆肉汤（TSB）环境中，并于 35℃ 条件

下培育 24 小时。随后，采用 0.9% 浓度的无菌氯化钠溶液对上

述培养物进行稀释，直至达到 5000 至 10000 菌落形成单位每

毫升（CFU/mL）的菌悬液浓度。对于白色念珠菌，其新鲜培养

体则被接种至沙堡氏葡萄糖肉汤（SDB）中，于 25℃ 条件下培

养 3 天，并以同样浓度的无菌氯化钠溶液稀释，制备成 5000 至

10000 CFU/mL 的菌悬液，以备后续使用 [7]。

至于黑曲霉的新鲜培养体，则被接种至沙氏葡萄糖琼脂

（SDA）培养基上，并在 25℃ 条件下培养 7 天。为了获取孢子悬

液，向培养好的 SDA 中加入含有 0.05%（g/mL）吐温 80 的 0.9%

无菌氯化钠溶液，以洗脱孢子。随后，将洗脱得到的孢子悬液

转移至无菌试管中，通过适当稀释，最终制备成含有 5000 至

10000 CFU/mL 的孢子悬液。

1.6  供试液的制备 

随机抽取 2 个最小包装的供试品混匀。（1）碳酸氢钠滴耳

液、水合氯醛溶液、氯化钾溶液、氯化铵合剂、颠茄合剂：分

别取供试品 10 mL，加 TSB 90 mL，混匀，作为 1∶10 供试液，

根据需要，按递增法稀释 [8]。（2）维生素 E 霜：称取样品 10 g，

加 TSB 90 mL，40℃ 恒温振摇 15 分钟使其分散均匀，制得

1∶10 供试液。（3）扑粉、炉甘石洗剂：①取供试品 10 g（mL），

加 TSB 90 mL，混匀，制得 1∶10 供试液，根据需要，按递增

法稀释；②薄膜过滤法，取上述 1∶10 供试液 1 mL，以薄膜过

滤，用稀释液冲洗滤膜数次，每次 100 mL，在最后一次冲洗液

中分别加入菌悬液 0.1 mL，混匀，过滤，取出滤膜，加至 TSA

或 SDA 中培养计数；③称取样品 10 g，加入含吐温 -80（0.1%）

的TSB 90 mL，分散均匀，500 r/min离心 3 min后，取上清液，

作为 1∶10 供试液，根据需要，按递增法稀释。制备后 1h 内完

成接种 [9]。

2  结果与分析

2.1  计数方法适用性试验

①实验组设置：将预先准备好的测试溶液分别注入五个无

菌试管内，每管容量为 9.9 mL。随后，向每个试管中分别加

入 0.1 mL 已制备好的、菌浓度介于 5000 至 10000 菌落形成单

位（CFU）之间的五种试验菌液，具体包括金黄色葡萄球菌、铜

绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌以及黑曲霉。②对

照品组配置：取制备完成的测试溶液 9.9 mL，并向其中加入

0.1 mL 胰蛋白胨大豆肉汤（TSB），以此作为供试品的对照组。

③菌液对照组设计：将胰蛋白胨大豆肉汤（TSB）分别分配至五

个无菌试管，每管容量同样为 9.9 mL。随后，按照实验组的操

作步骤，向每个试管中分别加入 0.1 mL 已制备好的、菌浓度在

5000~10000 CFU 范围内的五种试验菌液，包括金黄色葡萄球

菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌和黑曲霉，以

此作为菌液的对照组。

每种菌测试 3 次，取供试品溶液 1 mL，置直径 90 cm 的

无菌平皿中，进行需氧菌计数时，倾注温度不超过 45℃ 熔化

的 TSA 约 20 mL，混匀，凝固，30~35℃ 培养 3 d，逐日观察

计数；进行霉菌和酵母菌计数时，注入温度不超过 45℃ 熔化的

SDA 约 20 mL，混匀，凝固，待样品凝固之后，需在 20~25℃

环境中进行为期 5 天的培养，期间需每日进行观察并记录菌落

数量。针对每一种试验菌株，研究人员都准备了两个平行的培

养皿来进行菌落数的测定，这构成了试验组的数据基础。 为了

得出菌株的回收效率，研究人员采用了一个特定的计算公式。

这个公式将试验组的平均菌落数减去供试品对照组的平均菌落

数，然后再除以菌液对照组的平均菌落数。通过这个计算，研

究人员可以得到每个菌株的回收值 [10]。

需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数适用性验证试验结果

见表 1~2，维生素 E 霜、碳酸氢钠滴耳液、水合氯醛溶液、氯

化钾溶液、氯化铵合剂、颠茄合剂 6 种医院制剂，采用平皿

法，1∶10 的供试液，各试验菌的回收比值均在 0.5~2 范围内，

表明方法可行。

扑粉使用常规平皿法（1∶10），5 种菌的回收率均低于 0.5，

进一步稀释后使用平皿法（1∶50）进行试验时，枯草芽孢杆菌和

白色念珠菌的需氧菌总数计数方法回收率值小于 0.5，可能与该

制剂含有氧化锌，具有一定抑菌作用有关 [6]。薄膜过滤法试验

结果表明，枯草芽孢杆菌和白色念珠菌的回收率仍低于 0.5，

且难以过滤，供试液中大量不溶于水的氧化锌粉末依然残留在

滤膜上，抑菌性并未完全消除。因此实验采用 1∶10 供试液
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低速（500 r/min）离心 3 min 后取上清液，各菌株的回收比值均

在 0.5~2.0 之间，满足药典要求。炉甘石洗剂，采用平皿法，

1∶10 稀释级别供试液，铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌、黑

曲霉的回收率符合要求，但是枯草芽孢杆菌和白色念珠菌的回

收率低于 0.5，亦采用 1∶10 供试液低速（500 r/min）离心 3 min

后取上清液进行回收率试验，5 种菌的回收率均满足要求。

表 1 需氧菌总数计数方法适用性试验回收率

样品名称 方法
金黄色葡萄球菌 铜绿假单胞菌 枯草芽孢杆菌 白色念珠菌 黑曲霉

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

维生素 E 霜 平皿法 0.93 0.85 0.97 0.92 0.87 0.95 0.91 1.06 0.85 0.88 0.86 0.80 0.88 0.88 0.96

碳酸氢钠滴耳液 平皿法 0.96 0.95 0.91 0.89 0.99 0.91 0.91 1.01 0.97 0.93 0.93 0.88 0.89 0.93 0.92

扑粉

平皿法（1∶10） 0.28 0.21 0.25 0.30 0.24 0.20 0.18 0.21 0.28 0.16 0.10 0.21 0.20 0.27 0.24

平皿法（1∶50） 0.62 0.58 0.70 0.61 0.66 0.59 0.31 0.30 0.34 0.26 0.31 0.40 0.52 0.58 0.60

薄膜过滤法 0.58 0.55 0.60 0.69 0.63 0.62 0.33 0.28 0.30 0.44 0.35 0.36 0.51 0.71 0.56

平皿法（离心过滤 1∶10） 0.71 0.77 0.72 0.62 0.72 0.60 0.67 0.72 0.65 0.59 0.66 0.60 0.76 0.67 0.61

炉甘石洗剂
平皿法（1∶10） 0.66 0.65 0.70 0.62 0.60 0.67 0.38 0.40 0.51 0.42 0.40 0.48 0.70 0.69 0.64

平皿法（离心过滤 1∶10） 0.82 0.93 0.81 0.89 0.71 0.74 0.89 0.75 0.79 0.89 0.84 0.85 0.85 0.91 0.82

水合氯醛溶液 平皿法 0.84 0.81 0.78 0.78 0.80 0.81 0.87 0.89 0.90 0.71 0.75 0.78 0.64 0.68 0.60

氯化钾溶液 平皿法 0.99 1.08 0.96 0.82 0.81 0.74 1.07 0.89 0.92 0.92 0.66 0.95 0.72 0.86 0.95

氯化铵合剂 平皿法 0.88 1.00 0.98 0.87 1.00 0.98 0.84 0.77 0.88 0.96 0.99 0.86 1.10 0.95 0.94

颠茄合剂 平皿法 0.95 0.84 0.98 0.92 0.94 0.97 0.93 1.11 1.06 0.87 1.02 0.94 0.89 0.98 0.94

表 2 霉菌和酵母菌计数方法适用性试验回收率

样品名称 方法
白色念珠菌 黑曲霉

1 2 3 1 2 3

维生素 E 霜 平皿法 0.91 0.86 0.82 0.83 0.86 0.79

碳酸氢钠滴耳液 平皿法 0.92 0.88 0.86 0.97 0.86 0.71

扑粉

平皿法（1∶10） 0.32 0.35 0.30 0.28 0.25 0.31

平皿法（1∶50） 0.35 0.30 0.34 0.39 0.40 0.36

薄膜过滤法 0.41 0.45 0.36 0.51 0.47 0.41

平皿法（离心过滤） 0.80 0.76 0.70 0.73 0.82 0.81

炉甘石洗剂
平皿法（1∶10） 0.39 0.45 0.48 0.70 0.65 0.78

平皿法（离心过滤） 0.97 0.95 0.86 0.99 1.02 0.85

水合氯醛溶液 平皿法 0.88 0.88 0.98 1.03 0.89 0.94

氯化钾溶液 平皿法 0.94 0.58 0.88 0.84 0.90 0.99

氯化铵合剂 平皿法 0.76 0.88 0.90 0.88 0.90 1.01

颠茄合剂 平皿法 0.78 0.90 0.91 0.90 0.91 0.84

2.2  控制菌检查法适用性试验

①大肠杆菌验证流程：各制剂按 1∶10 比例制备供试液，

与大肠杆菌试验菌株悬液混合后，在 33℃ 培养 18 至 24 小时，

再接种至麦康凯液体培养基培养，最后划线接种于麦康凯琼脂

平板观察结果。

②金黄色葡萄球菌验证流程：同样按 1∶10 比例制备供试

液，混合金黄色葡萄球菌试验菌株悬液后，在 33℃ 培养，随后

划线接种于甘露醇氯化钠琼脂培养基平板观察 [11]。

③铜绿假单胞菌验证流程：供试液与铜绿假单胞菌试验菌

株悬液混合培养后，接种至麦康凯液体培养基，再划线接种于

麦康凯琼脂平板观察。

④对照组设置：阳性对照组用 TSB 稀释液替换样品液；供

试品对照组用 TSB 稀释液替换菌种悬液；阴性对照组同时替换

样品液和菌种悬液 [12]。

表格 3 详尽地呈现了控制菌种适用性试验的各项结果数

据。特别地，该验证过程涵盖了针对大肠埃希氏菌、金黄色葡

萄菌以及铜绿假单胞菌三种菌种的适用性测试，确保了所用方

法的准确性和可靠性。试验组均成功识别并呈现出各自独特的

反应特征。具体而言，对于大肠埃希菌的检测，采用麦康凯琼

脂培养基进行平板培养后，观察到了鲜明的桃红色圆形菌落，

且菌落中心呈现出更深的桃红色调 [13]。进一步通过革兰染色法

进行显微镜观察，确认其为 G- 杆菌。这一结果不仅验证了检测

方法的准确性，也确保了后续试验的有效性和可靠性。金黄色

葡萄球菌甘露醇氯化钠琼脂平板显示金黄色，圆形凸起，外围
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有黄色环，革兰氏染色镜检为 G+ 球菌。铜绿假单胞菌溴化十六

烷基三甲铵琼脂培养基平板显示灰白色，表面湿润，周围有蓝

色素扩散，革兰染色镜检为 G- 芽孢杆菌。阴性对照均无菌生

长，说明方法可行 [14]。

表 3 控制菌检查

控制菌
试验组 阳性

对照组

供试品

对照组

阴性

对照组维生素 E 霜 碳酸氢钠滴耳液 扑粉 炉甘石洗剂 水合氯醛溶液 氯化钾溶液 氯化铵合剂 颠茄合剂

金黄色葡萄球菌 + + + + + / / / + - -

铜绿假单胞菌 + + + + + / / / + - -

大肠埃希菌 / / / / + + + + + - -

注：表中“－”代表无菌落生长；“+”表示典型菌落生长；“／”表示无需进行实验

3  讨论与结论

在控制菌检查法适用性试验中，对八种医院制剂分别进

行了大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌及铜绿假单胞菌的适用性

测试。按 1∶10 比例制备各制剂的供试液，随后将其与相应

试验菌株悬液混合，在特定温度下进行初步培养。对于大肠

埃希菌和铜绿假单胞菌，初步培养后还需接种至麦康凯液体

培养基中继续培养，最后划线接种于麦康凯琼脂平板上观察

结果。金黄色葡萄球菌则直接划线接种于甘露醇氯化钠琼脂

培养基平板 [15]。

设立阳性对照组、供试品对照组和阴性对照组。阳性对照

组用胰蛋白胨大豆肉汤（TSB）稀释液替换样品液，以验证培养

基和菌株的活性；供试品对照组用 TSB 稀释液替换菌种悬液，

以检查供试液本身是否有抑菌作用；阴性替换对照组则同时样

品液和菌种悬液，作为无菌生长的对照。结果显示，试验组均

成功识别并呈现出各自菌种的特定反应特征 [16]。大肠埃希菌在

麦康凯琼脂平板上形成鲜明的桃红色圆形菌落，金黄色葡萄球

菌在甘露醇氯化钠琼脂平板上呈现金黄色圆形凸起菌落，铜绿

假单胞菌则在麦康凯琼脂平板上显示为灰白色湿润菌落，并伴

有蓝色素扩散。阴性对照组均未检测到菌落生长，证明实验方

法的有效性和可靠性。针对不同制剂的特性，如炉甘石洗剂和

扑粉，由于其含有的成分可能具有抑菌作用，采用了低速离心

后取上清液的方法进行处理，显著提高了测试菌株的回收率，

满足了药典要求 [17]。

综上所述，本研究通过一系列适用性试验，为八种医院制

剂建立了科学有效的控制菌检查方法，不仅操作简便快捷，而

且检测结果准确可靠，为提升这些制剂的质量控制水平提供了

坚实的技术支撑。
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