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人干扰素 α１ｂ喷雾剂抑菌剂筛选及抑菌效力研究

刘琳琳，董历子，崔越，朱秋媚，苏畅，张宇，刘景会

（长春生物制品研究所有限责任公司，长春 １３００１２）

摘要　目的：探索人干扰素 α１ｂ喷雾剂制剂处方中抑菌剂及其最低有效抑菌浓度，确定抑菌剂的合理添
加剂量。方法：应用生物学活性检测方法进行人干扰素 α１ｂ喷雾剂制剂处方中抑菌剂的筛选，确定抑菌
剂，然后按照２０２０年版《中华人民共和国药典》通则１１２１抑菌效力检查法测定抑菌效力确定抑菌剂的
最低有效抑菌浓度。以金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌和黑曲霉为试验菌株，进行菌落计

数方法适用性试验。设计抑菌剂剂量筛选试验，对不同浓度的抑菌剂分别对４种试验菌的抑菌效果进
行考察，筛选出抑菌剂的合理添加量。结果：筛选出人干扰素 α１ｂ喷雾剂制剂处方中的抑菌剂为苯扎溴
铵；苯扎溴铵浓度为００５～０１ｍｇ·ｍＬ－１时对金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌和黑曲霉的
抑菌效力均符合 Ａ级。结论：确定了人干扰素 α１ｂ喷雾剂制剂处方中抑菌剂苯扎溴铵的最低有效抑菌
浓度为００５ｍｇ·ｍＬ－１。
关键词：人干扰素α１ｂ；喷雾剂；抑菌剂；苯扎溴铵；抑菌效力；最低有效抑菌浓度
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ａｎｄｔｈｅｒｅａｓｏｎａｂｌｅｄｏｓａｇｅｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｇｅｎｔｗａｓｓｅｌｅｃｔｅｄＲｅｓｕｌｔｓ：Ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅｗａｓｓｃｒｅｅｎｅｄｏｕｔ
ａｓｔｈｅｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｇｅｎｔｉｎｔｈｅｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎα１ｂｓｐｒａｙＷｈｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＢｅｎｚａｌｋｏ
ｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅｗａｓ００５－０１ｍｇ·ｍＬ－１，ｉｔｓｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙａｇａｉｎｓｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｍｅｔｔｈｅｇｒａｄｅＡｃｒｉｔｅｒｉａＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎα１ｂｓｐｒａｙｉｓｄｅｔｅｒ
ｍｉｎｅｄｔｏｂｅ００５ｍｇ·ｍＬ－１
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎα１ｂ；ｓｐｒａｙ；ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｇｅｎｔ；ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ；ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙ；
ｍｉｎｉｍｕｍｅｆｆｅｃｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

　　人干扰素α１ｂ喷雾剂为多剂量包装的液体型喷
雾剂，通过鼻腔给药，药物经鼻黏膜的吸收，发挥治

疗上呼吸道病毒感染的作用。按照２０２０年版《中华
人民共和国药典》（简称《中国药典》）三部制剂通则

０１０６鼻用制剂的规定［１］８，鼻用制剂溶液应澄清，不

得有沉淀和异物，无刺激性，对鼻黏膜及其纤毛不应

产生毒副作用，多剂量水性介质鼻用制剂应添加适

宜浓度的抑菌剂。

鼻用制剂中常加入的抑菌剂种类：第一类为酸

及盐类，如苯酚、间甲酚、苯甲醇、苯甲酸、山梨酸等；

第二类为醇类，如三氯叔丁醇等；第三类为酯类，如

对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲

酸丙酯、对羟基苯甲酸丁酯；第四类为季铵盐类，如

苯扎氯铵、苯扎溴铵［２］。

因本制剂为喷鼻剂，不能选择有特别刺激性气

味的抑菌剂。因为苯酚、间甲酚有酚臭，山梨酸有微

弱特异臭，三氯叔丁醇有陈腐、樟脑的特臭气味；苯

甲酸、对羟基苯甲酸甲酯和对羟基苯甲酸丁酯对眼

睛和粘膜有轻度刺激，不适宜用作鼻和眼用制剂；苯

甲醇抑菌谱较窄，且不稳定，易被氧化成苯甲醛和苯

甲醚［３］。因此，都不宜选作人干扰素 α１ｂ喷雾剂的
抑菌剂。

苯扎氯铵和苯扎溴铵是眼用制剂和鼻用制剂

应用最广泛的抑菌剂，有轻微芬芳气臭味，极易溶

于水，酸碱度 ｐＨ为５～８，对细菌、酵母菌和霉菌都
有广泛的抑制作用，在 ｐＨ４～１０之间均有抗菌活
性，活性随 ｐＨ升高而增强。综上所述，结合本制剂
的自身特点并对比各种抑菌剂的性能，拟选择苯扎

氯铵和苯扎溴铵进行人干扰素 α１ｂ喷雾剂的抑菌
剂筛选。

对于生物制品而言，生物学活性是药品储存过

程中的易变指标，同时，也是确保药品有效性的关

键指标，因此，评价制剂处方的优劣也应以制剂处

方是否能保证药品生物学活性恒定或延缓生物学

活性降低为衡量标准。且生物制品大多对温度敏

感，一般存储温度为２～８℃，高温可导致药品在较
短的储存期内即产生生物学活性下降的现象，因

此，根据２０２０年版《中国药典》三部通则３５２３干扰
素生物学活性测定法（第二法报告基因法）和通则

９４０２生物制品稳定性试验指导原则，通过３７℃高
温加速试验，对生物学活性进行不同时间点取样监

测，即可在短期内初步对比出制剂中抑菌剂保护效

果的优劣［１］３５４。

制剂处方中的抑菌剂抑菌效力应符合 ２０２０年
版《中国药典》三部通则１１２１抑菌效力检查法的相
应规定［１］１７６，对不同浓度的抑菌剂的抑菌效力进行测

试，筛选出最低有效抑菌浓度，从而确定抑菌剂的合

理添加剂量。

１　仪器与材料
１１　仪器

ＥＳＪ２００－４Ｂ万分之一电子天平（沈阳亮衡天平
仪器有限公司）；ＢＳＣ－１３００ＩＩＡ２生物安全柜（苏净
集团苏州安泰空气技术有限公司）；ＸＤＳ－１Ｂ倒置显
微镜（重庆光电仪器有限公司）；ＳＹＮＥＲＧＹ／ＨＴＸ化
学发光酶标仪（Ｂｉｏｔｅｋ公司）；Ｅ１９１ＩＲ二氧化碳培养
箱（西蒙国际集团西蒙（北京）仪器有限公司）；

ＧＦ１２０ＤＲ立式自动压力蒸汽灭菌器（致微（厦门）仪
器有限公司）；ＤＨＦ－９２７２电热恒温培养箱（上海一
恒科学仪器有限公司）。

１２　菌种
金黄色葡萄球菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３］（批号

９ａ４－１）、绿脓假单胞菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４］（批号
２ａ２９－２）、白色念珠菌［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１］（批号
２ａ２２－２）、黑 曲 霉 ［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３］（批 号
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０Ａ１００５）均购自中国食品药品检定研究院，为 ０
代菌种。

１３　培养基
胰酪 大 豆 胨 琼 脂 培 养 基 （ＴＳＡ）（批 号

２００ＴＳＡＩＩ２０２１１４）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ）
（批号 ２００ＳＤＡ２０２１０４）、胰酪大豆胨液体培养基
（ＴＳＢ）（批号１００ＴＳＢ２０２１３４）、沙氏葡萄糖液体培养
基（ＳＤＢ）（批号１００ＳＤＢ２０２１０４）均来自长春生物制
品研究所有限责任公司培养基室，依据 ２０２０年版
《中国药典》三部通则１１２１抑菌效力检查法进行培
养基适用性检查，结果符合规定。

胰酪大豆胨琼脂对照培养基（批号 １３５０２５－
２０２１０５）、沙式葡萄糖琼脂对照培养基（批号 １３５０１３－
２０２１０４）购自中国食品药品检定研究院，均按使用说明
书配制。

１４　试药
苯扎氯铵（批号 ２０１１０３，纯度 ９９７％）购自江

西阿尔法高科技有限公司），苯扎溴铵（批号

２１０４０１，纯度９６０％）购自四川博利恒药业有限公
司，ＭＥＭ细胞培养基（批号 ３２６２１００４）购自 Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ、消化液（批号２４６２６３３）购自 Ｇｉｂｃｏ，胎牛血清
（批号２００８０５０１）购自浙江天杭生物科技股份有限
公司，细胞裂解液（批号００００５２１２４４）购自 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司，荧光素酶报告基因检测试剂盒（批号

７Ｅ６５２Ｅ２）购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
１５　细胞

ＨＥＫ２９３ｐｕｒｏＩＳＲＥ－Ｌｕｃ细胞购自中国食品药品
检定研究院。

１６　人干扰素α１ｂ喷雾剂样品
人干扰素α１ｂ喷雾剂样品（长春生物制品研究所

有限责任公司），苯扎溴铵含量分别为 ００１、００２、
００３、００４、００５、００８和０１ｍｇ·ｍＬ－１，样品编号依
次为Ｂ－１、Ｂ－２、Ｂ－３、Ｂ－４、Ｂ－５、Ｂ－６、Ｂ－７。

人干扰素α１ｂ喷雾剂样品（含苯扎氯铵或苯扎
溴铵），分别用电子天平称量２ｍｇ的苯扎氯铵和苯
扎溴铵加入到１００ｍＬ的人干扰素 α１ｂ喷雾剂样品
溶液中混匀，使其中苯扎氯铵和苯扎溴铵的含量均

为００２ｍｇ·ｍＬ－１。
１７　标准品

重组人干扰素 α１ｂ国家活性标准品（批号 ９７／
０１，中国食品药品检定研究院），中国细菌浊度标准
国家标准品（批号２３００２１－２０２１６２，每支４５ｍＬ，中

国食品药品检定研究院）。

２　方法
２１　抑菌剂筛选

参照ＦＤＡ非活性成分搜索已批准的药品（Ｉｎａｃ
ｔｉｖｅＩｎｇｒｅｄｉｅｎｔＳｅａｒｃｈｆｏｒＡｐｐｒｏｖｅｄＤｒｕｇＰｒｏｄｕｃｔｓ），苯
扎溴铵作为眼科制剂抑菌剂的最大剂量为００１％。
参照《药用辅料手册》（第六版）［４］，苯扎氯铵浓度为

０００２％～００２％（ｗ／ｖ）时可用作鼻用和耳用制剂的
的抑菌防腐剂。因此，在人干扰素 α１ｂ喷雾剂制剂
处方溶液中分别加入 ００２ｍｇ·ｍＬ－１苯扎氯铵和
００２ｍｇ·ｍＬ－１苯扎溴铵进行筛选。将未加入抑菌
剂的制剂处方溶液作为空白对照。空白对照与加入

抑菌剂的制剂处方溶液均分别过滤除菌后分装，空

白对照标记编号为１－０，加入００２ｍｇ·ｍＬ－１苯扎
氯铵的标记编号为１－１，加入００２ｍｇ·ｍＬ－１苯扎
溴铵的标记编号为１－２，全部避光置于３７℃电热恒
温培养箱中，选 ５个时间点取样，进行生物学活性
检测。

２２　抑菌效力检查
２２１　菌液制备

依据２０２０年版《中国药典》三部通则１２１１抑菌
效力检查法分别制备金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞

菌、白色念珠菌和黑曲霉的菌液。

２２２　培养基适用性检查
依据２０２０年版《中国药典》三部通则 １２１１抑

菌效力检查法进行培养基适用性检查，合格标准

为：若被检培养基上的菌落平均数不小于对照培养

基上菌落平均数的５０％，且菌落形态大小与对照培
养基上的菌落一致，判定培养基的适用性检查符合

规定。

２２３　抑菌剂剂量筛选设计
参照 ＦＤＡＩｎａｃｔｉｖｅＩｎｇｒｅｄｉｅｎｔＳｅａｒｃｈｆｏｒＡｐ

ｐｒｏｖｅｄＤｒｕｇＰｒｏｄｕｃｔｓ，设计抑菌剂剂量筛选试验，用
不同浓度的抑菌剂分别对４种试验菌的抑菌效果进
行考察，筛选出抑菌剂的合理添加量。苯扎溴铵作

为眼科制剂抑菌剂的最大剂量为００１％。因此，将
苯扎溴铵的抑菌浓度０００１％～００１％作为筛选点，
有效抑菌浓度筛选点确定为００１、００２、００３、００４、
００５、００８和０１０ｍｇ·ｍＬ－１，依次按照处方配制供
试品。将含有不同浓度苯扎溴铵的人干扰素 α１ｂ喷
雾剂样品标记编号 Ｂ－１、Ｂ－２、Ｂ－３、Ｂ－４、Ｂ－５、
Ｂ－６、Ｂ－７。
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２２４　微生物计数方法适用性检查
依据２０２０年版《中国药典》三部通则１１０５非无

菌产品微生物限度检查：微生物计数法进行计数方

法适用性试验［１］１６０，本试验采用平皿法中的倾注法进

行微生物计数。合格标准为：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

应在０５～２范围内。
供试品制备至加入检验用培养基，不得超过 １

ｈ，并使其中含有０１０ｍｇ·ｍＬ－１（抑菌剂拟筛选浓
度的上限）的苯扎溴铵，以验证针对本供试品的微生

物计数方法是否适用性良好。取供试品，用 ｐＨ７０
无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液，或 ｐＨ７２磷酸盐缓冲
液，或胰酪大豆胨液体培养基溶解或稀释制成１∶１０
供试品。要控制供试品ｐＨ至６～８。必要时，用同一
稀释液将供试品进一步１０倍系列稀释。所加菌液
的体积应不超过供试品体积的１％。为确认供试品
中的微生物能被充分检出，首先应选择最低稀释级

的供试品进行计数方法适用性试验。

（１）试验组：取试验可能用的最低稀释级（１∶１０、
１∶１０２、１∶１０３、１∶１０４、１∶１０５）供试品加入菌液混匀，使
１ｍＬ供试品中含菌量为１０～１００ｃｆｕ。

（２）菌液组：取与试验组供试品的相同体积的稀
释液加入菌液混匀，使 １ｍＬ稀释液中含菌量为
１０～１００ｃｆｕ。

（３）供试品对照组：取试验可能用的最低稀释级
（１∶１０、１∶１０２、１∶１０３、１∶１０４、１∶１０５）供试品加入与菌
液相同体积的稀释液混匀。

以上３组均取１ｍＬ注入平皿中，立即倾注培养
基（测定细菌用胰酪大豆胨琼脂培养基，混匀，凝固，

倒置培养，培养条件为３０～３５℃培养２ｄ，不超过３
ｄ；测定真菌用沙氏葡萄糖琼脂培养基，培养条件为
２０～２５℃培养３ｄ，不超过５ｄ，下同），每株试验菌平
行制备２个平皿，按平皿法测定其菌数。
２２５　抑菌效力检查
２２５１　供试品接种　取相同体积的未加入抑菌
剂苯扎溴铵的供试品溶液做阳性对照；将配制好的

每１种供试品溶液和阳性对照溶液分作４份，每份
９９ｍＬ，分别接种金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、
白色念珠菌、黑曲霉菌悬液，每１ｍＬ供试品的接菌
量为１０５～１０６ｃｆｕ，接种菌液的体积（０１ｍＬ）不得超
过供试品体积的１％，充分混合，使试验菌均匀分布，
然后置２０～２５℃避光贮存。

２２５２　存活菌数测定　在供试品刚接种（０时）及
规定的时间间隔（５、８、１９、２６、３３ｄ）取样，每份供试
品取样１ｍＬ（共２８份），用 ｐＨ７０无菌氯化钠 －蛋
白胨缓冲液分别进行１０倍系列稀释（１∶１０、１∶１０２、１∶
１０３、１∶１０４、１∶１０５），备用。每稀释级每种培养基至少
制备２个平板，取稀释后浓度≤１００ｃｆｕ·ｍＬ－１的供
试品各１ｍＬ，分别加入到无菌平皿中。

接种金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌的供试品

和稀释液注入１５～２０ｍＬ温度不超过４５℃熔化的
胰酪大豆胨琼脂培养基，接种的每个平板平行制备２
个，混匀、凝固，倒置３０～３５℃培养３～５ｄ。接种白
色念珠菌、黑曲霉菌悬液的供试品和稀释液注入

１５～２０ｍＬ温度不超过４５℃熔化的沙氏葡萄糖琼脂
培养基，接种的每个平板平行制备２个，混匀、凝固，
倒置２０～２５℃培养 ５～７ｄ，分别观察菌落生长情
况，点计平板上生长的所有菌落数，菌落蔓延生长成

片的平板不宜计数，计算各稀释级供试液的平均菌

落数，按菌数报告规则报告菌数，计数并报告，若同

稀释级的２个平板的菌落数平均值≥１５，则２个平板
的菌落数不能相差１倍或以上。以稀释液代替供试
品溶液进行阴性对照试验，阴性对照试验应无菌

生长。

２０２０年版《中国药典》三部通则１２１１抑菌效力
检查法供试品（耳用制剂、鼻用制剂、皮肤给药制剂、

吸入制剂）抑菌效力评价标准见表１，表中的“减少的
ｌｇ值”是指各间隔时间测定的菌数ｌｇ值与１ｍＬ供试
品中接种的菌数ｌｇ值的相差值。表中“Ａ”是指应达
到的抑菌效力标准，特殊情况下，如抑菌剂可能增

加不良反应的风险，则至少应达到“Ｂ”的抑菌效力
标准。试验结果按有效数字的修约规则进舍，保留

小数点后１位有效数字。结果符合“抑菌剂抑菌效
力判断标准表”要求可判定该产品抑菌效力符合

规定。

３　结果
３１　抑菌剂筛选结果

人干扰素α１ｂ喷雾剂制剂处方抑菌剂筛选的生
物学活性检测结果见表２，生物学活性变化趋势见图
１，由生物学活性检测结果及变化趋势图分析可知，
相对于空白对照来说，加入抑菌剂苯扎溴铵要比苯

扎氯铵的制剂溶液干扰素生物学活性趋势有可视效

果上的减缓；因此，最终选择季铵盐类的苯扎溴铵作

为人干扰素α１ｂ喷雾剂的抑菌剂。
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表１　抑菌效力判断标准
Ｔａｂ１　Ｃｒｉｔｅｒｉａｆｏｒｊｕｄｇｉｎｇｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙ

判断标准 　 　

（ｃｒｉｔｅｒｉａ）　 　

减少的ｌｇ值（ｒｅｄｕｃｅｄｌｇｖａｌｕｅ）

２ｄ ７ｄ １４ｄ ２８ｄ

细菌（ｂａｃｔｅｒｉｕｍ） Ａ ２ ３ － ＮＩ

Ｂ － － ３ ＮＩ

真菌（ｆｕｎｇｕｓ） Ａ － － ２ ＮＩ

Ｂ － － １ ＮＩ

　注（ｎｏｔｅ）：ＮＩ表示未增加，是指对前一个测定时间，试验菌增加的

数值不超过０５ｌｇ（ＮＩｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｔｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｃｈｍｅａｎｓｔｈａｔｆｏｒｔｈｅ

ｐｒｅｖｉｏｕｓｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｔｉｍｅ，ｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｖａｌｕｅｏｆｔｅｓｔｂａｃｔｅｒｉａｄｏｅｓｎｏｔ

ｅｘｃｅｅｄ０５ｌｇ）

表２　抑菌剂筛选的生物学活性检测结果
Ｔａｂ２　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ

ａｇｅｎｔｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

时间

（ｔｉｍｅ）／ｄ

生物学活性（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙ）／（×１０５ＩＵ·ｍＬ－１）

空白对照

（ｂｌａｎｋ

ｃｏｎｔｒｏｌ）

苯扎氯铵

（ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍ

ｃｈｌｏｒｉｄｅ）

苯扎溴铵

（ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍ

ｂｒｏｍｉｄｅ）

０ ５００ ４８４ ５１８

５ ４４４ ４１９ ５０５

８ ４１６ ４２４ ４６９

１９ ４１３ ４４７ ５５３

２６ ３４９ ３８２ ４７７

３３ ３３５ ３５０ ３７７

１．空白对照（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）　２．苯扎氯铵（ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ）　

３．苯扎溴铵（ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ）

图１　抑菌剂筛选的生物学活性检测趋势图

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｔｒｅｎｄｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ

ａｇｅｎｔｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

３２　抑菌效力检查结果
３２１　培养基适用性检查结果

培养基适用性检查结果见表３，被检培养基上的
菌落平均数不小于对照培养基上菌落平均数的

５０％，且菌落形态大小与对照培养基上的菌落一致，
所以可以判定本公司培养基室提供的胰酪大豆胨琼

脂培养基和沙氏葡萄糖琼脂培养基的适用性良好，

可满足试验需求。

３２２　微生物计数方法适用性检查结果
微生物计数方法适用性检查结果见表４，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

表３　培养基适用性检查结果
Ｔａｂ３　Ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｅｄｉｕｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ

供试菌种类　　

（ｔｙｐｅｏｆｔｅｓｔｂａｃｔｅｒｉａ）　　

被检培养基（ｔｅｓｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ） 对照培养基（ｃｏｎｔｒａｓｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ）

计数

（ｃｏｕｎｔ）／ｃｆｕ

均值

（ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ）

计数

（ｃｏｕｎｔ）／ｃｆｕ

均值

（ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ）

比例

（ｒａｔｉｏ）／

％

金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ） ４２ ３９ ３９ ４１ ９５

３５ ４２

铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ） ７１ ６４ ６５ ５８ １１０

５７ ５０

白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ） ５３ ５５ ５５ ５４ １０２

５７ ５３

黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ） １８ １９ ２０ ２０ ９５

１９ １９

　注（ｎｏｔｅ）：对照培养基购自中国食品药品检定研究院（ｃｏｎｔｒａｓｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｗａｓｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ）

菌落数的比值均在０５～２范围内；所以可以判定应
用平皿法中的倾注法进行微生物计数，方法适用性

良好，可满足本制剂抑菌剂最低有效浓度筛选过程

中的微生物计数要求。



·３６４　　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
,

）　　 　　 　

表４　微生物计数方法适用性检查结果
Ｔａｂ４　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄ

培养基种类　 　 　

（ｔｙｐｅｏｆｃｕｌｔｕｒｅ　 　 　

ｍｅｄｉｕｍ）　　　

供试液稀释级

（ｄｉｌｕｔｉｏｎｌｅｖｅｌ

ｏｆｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ）

供试菌种类及计数（ｔｙｐｅａｎｄｃｏｕｎｔｏｆｔｅｓｔｂａｃｔｅｒｉａ）／ｃｆｕ

金黄色葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）

铜绿假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）

白色念珠菌

（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）

黑曲霉

（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）

对照组（ｃｏｎｔｒａｓｔｇｒｏｕｐ） ０ ０ ０ ０

试验组（ｔｅｓｔｇｒｏｕｐ） １∶１０ ６９ ３３ ５６ １７

６３ ５５ ４４ １３

平均值（ａｖｅｒａｇｅ） ６６ ４４ ５０ １５

比值（ｒａｔｉｏ） １１０ １１９ ０８８ ０８８

试验组（ｔｅｓｔｇｒｏｕｐ） １∶１０２ ５３ ４１ ６０ １８

７７ ３９ ６６ １６

平均值（ａｖｅｒａｇｅ） ６５ ４０ ６３ １７

比值（ｒａｔｉｏ） １０８ １０８ １１１ １００

试验组（ｔｅｓｔｇｒｏｕｐ） １∶１０３ ７１ ４４ ５８ １６

５５ ３８ ５８ １８

平均值（ａｖｅｒａｇｅ） ６３ ４１ ５８ １７

比值（ｒａｔｉｏ） １０５ １１１ １０２ １００

试验组（ｔｅｓｔｇｒｏｕｐ） １∶１０４ ５８ ３２ ４６ １２

７８ ４４ ６６ ２０

平均值（ａｖｅｒａｇｅ） ６８ ３８ ５６ １６

比值（ｒａｔｉｏ） １１３ １０３ ０９８ ０９４

试验组（ｔｅｓｔｇｒｏｕｐ） １∶１０５ ５１ ３３ ４８ ２０

６７ ３１ ４８ １６

平均值（ａｖｅｒａｇｅ） ５９ ３２ ４８ １８

比值（ｒａｔｉｏ） ０９８ ０８６ ０８４ １０６

菌液组（ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｉｑｕｉｄｇｒｏｕｐ） ６３ ３８ ５７ １９

５７ ３６ ５７ １５

平均值（ａｖｅｒａｇｅ） ６０ ３７ ５７ １７

３２３　抑菌效力检查结果
抑菌效力检查结果见表５，根据抑菌效力判断标

准可以看出，苯扎溴铵浓度为００４～０１ｍｇ·ｍＬ－１时
对金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌的抑菌效力均符合

Ａ级；苯扎溴铵浓度为００５～０１ｍｇ·ｍＬ－１时对白色
念珠菌、黑曲霉的抑菌效力均符合Ａ级；继续采用苯
扎溴铵抑菌浓度为００４ｍｇ·ｍＬ－１和００５ｍｇ·ｍＬ－１

进行抑菌效力验证。

３２４　抑菌效力检查验证结果
抑菌效力检查验证结果见表６，根据抑菌效力判

断标准可以看出，苯扎溴铵浓度为００４～０１ｍｇ·
ｍＬ－１时对铜绿假单胞菌和黑曲霉的抑菌效力均符合
Ａ级；苯扎溴铵浓度为００５～０１ｍｇ·ｍＬ－１时对金
黄色葡萄球菌和白色念珠菌的抑菌效力均符合 Ａ
级；确定了人干扰素 α１ｂ喷雾剂制剂处方中抑菌剂

苯扎溴铵的最低有效抑菌浓度为００５ｍｇ·ｍＬ－１，苯
扎溴铵的合理添加剂量为００５～０１ｍｇ·ｍＬ－１。
４　讨论

本文采用生物学活性检测方法筛选了人干扰素

α１ｂ喷雾剂制剂处方中抑菌剂。结果可以看出，相对
于空白对照来说，抑菌剂苯扎溴铵比苯扎氯铵对蛋白

的保护效果要好一点，所以，最终选择苯扎溴铵作为人

干扰素α１ｂ喷雾剂的抑菌剂进行抑菌效力测定。
由于任何一种抑菌剂均具有一定的毒性，因此，

制剂中抑菌剂的量应为最低有效量，同时，为保证用

药安全，成品制剂中的抑菌剂有效浓度应低于对人

体有害的浓度［５－１２］。已有文献表明了苯扎溴铵具有

良好的抑菌性。抑菌效力测试对于药品制剂的用药

安全非常重要，对于抑菌剂的添加一定要在最低有

效量的范围内，不能过少，更不能肆意添加［１３－１６］。
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表５　抑菌效力检查结果
Ｔａｂ５　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙｔｅｓｔ

苯扎溴铵浓度　　

（ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ　　

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ｍｇ·ｍＬ－１）　　

供试品中菌落计数（以ｌｇ值计）

［ｃｏｌｏｎｙｃｏｕｎｔｉｎｔｈｅｔｅｓｔｓａｍｐｌｅ（ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｌｇｖａｌｕｅ）］

０ｄ ２ｄ ７ｄ １４ｄ ２８ｄ

是否符合规定

（ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅｗｉｔｈ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ）

金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）

００１ ６２ ５４（０８） ４１（２１） ４３（１９） ４３（１９） 否（Ｎｏ）

００２ ６０ ５２（０８） ３３（２７） ３２（２８） ３３（２７） 否（Ｎｏ）

００３ ６０ ４４（１６） ３２（２８） ２９（３１） ２９（３１） 否（Ｎｏ）

００４ ５７ ３７（２０） ２６（３１） ２５（３２） ２５（３２） 是（Ｙｅｓ）

００５ ５４ ３１（２３） ２３（３１） ２３（３１） ２１（３３） 是（Ｙｅｓ）

００８ ４８ ２３（２５） １７（３１） １４（３４） １４（３４） 是（Ｙｅｓ）

０１ ４０ ２０（２０） １０（３０） １０（３０） １０（３０） 是（Ｙｅｓ）

阳性对照组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ６２ ６２ ６０ ６４ ５７ 是（Ｙｅｓ）

铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）

００１ ６５ ５０（１５） ４２（２３） ４２（２３） ４２（２３） 否（Ｎｏ）

００２ ６４ ５０（１４） ４１（２３） ４１（２３） ４１（２３） 否（Ｎｏ）

００３ ６４ ５０（１４） ４０（２４） ４０（２４） ４０（２４） 否（Ｎｏ）

００４ ６４ ４０（２４） ３０（３４） ２９（３５） ２９（３５） 是（Ｙｅｓ）

００５ ６３ ４０（２３） ２９（３４） ２９（３４） ２９（３４） 是（Ｙｅｓ）

００８ ６３ ４０（２３） ２８（３５） ２８（３５） ２７（３６） 是（Ｙｅｓ）

０１ ６３ ３９（２４） ２７（３６） ２７（３６） ２５（３８） 是（Ｙｅｓ）

阳性对照组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ６４ ５９ ５９ ６０ ６１ 是（Ｙｅｓ）

白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）

００１ ６１ ５１（１０） ５２（０９） ５１（１０） ５１（１０） 否（Ｎｏ）

００２ ６３ ５１（１２） ５１（１２） ４７（１６） ４８（１５） 否（Ｎｏ）

００３ ６２ ５２（１０） ４９（１３） ４３（１９） ４２（２０） 否（Ｎｏ）

００４ ６２ ５２（１０） ４８（１４） ４２（２０） ４２（２０） 否（Ｎｏ）

００５ ６１ ４０（２１） ２７（３４） ２１（４０） ２０（４１） 是（Ｙｅｓ）

００８ ６１ ３９（２２） ２４（３７） １８（４３） １３（４８） 是（Ｙｅｓ）

０１ ６２ ３０（３２） ２３（３９） １６（４６） １３（４９） 是（Ｙｅｓ）

阳性对照组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ６１ ６３ ６３ ６４ ６４ 是（Ｙｅｓ）

黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）

００１ ５３ ４２（１１） ４２（１１） ４１（１２） ３３（２０） 否（Ｎｏ）

００２ ５３ ４０（１３） ３７（１６） ３５（１８） ２３（３０） 否（Ｎｏ）

００３ ５４ ３５（１９） ２１（３３） ２０（３４） ２０（３４） 否（Ｎｏ）

００４ ５３ ３４（１９） ２３（３０） ２０（３３） １９（３４） 否（Ｎｏ）

００５ ５４ ３３（２１） ２３（３１） １８（３６） １８（３６） 是（Ｙｅｓ）

００８ ５２ ３２（２０） ２２（３０） １７（３５） １７（３５） 是（Ｙｅｓ）

０１ ５３ ３１（２２） ２１（３２） １５（３８） １５（３８） 是（Ｙｅｓ）

阳性对照组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ５３ ５２ ５３ ５４ ５５ 是（Ｙｅｓ）

阴性对照组（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） － － － － － 是（Ｙｅｓ）

　注（ｎｏｔｅ）：括号内数值为与０ｄ相比减少的ｌｇ值（ｔｈｅｖａｌｕｅｓｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｒｅｄｕｃｅｄｌｇｖａｌｕｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ０ｄ）
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表６　抑菌效力验证检查结果
Ｔａｂ６　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙｔｅｓｔ

苯扎溴铵浓度　　

（ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ　　

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ｍｇ·ｍＬ－１）　　

供试品中菌落计数（以ｌｇ值计）

［ｃｏｌｏｎｙｃｏｕｎｔｉｎｔｈｅｔｅｓｔｓａｍｐｌｅ（ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｌｇｖａｌｕｅ）］

０ｄ ２ｄ ７ｄ １４ｄ ２８ｄ

是否符合规定

（ｃｏｍｐｌｉａｎｃｅｗｉｔｈ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ）

金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）

００４ ６０ ４９（１１） ３９（２１） ２９（３１） ２７（３３） 否（Ｎｏ）

００５ ５９ ３２（２７） ２９（３０） ２５（３４） ２１（３８） 是（Ｙｅｓ）

阳性对照组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ５９ ６３ ６１ ６１ ６０ 是（Ｙｅｓ）

铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）

００４ ６０ ３９（２１） ２９（３１） ２９（３１） ２８（３２） 是（Ｙｅｓ）

００５ ６０ ３９（２１） ２９（３１） ２９（３１） ２６（３４） 是（Ｙｅｓ）

阳性对照组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ６４ ５８ ６０ ６１ ６４ 是（Ｙｅｓ）

白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）

００４ ５８ ５５（０３） ４８（１０） ４２（１６） ３５（２３） 否（Ｎｏ）

００５ ５８ ３３（２５） ２７（３１） ２３（３５） ２３（３５） 是（Ｙｅｓ）

阳性对照组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ５７ ６１ ６２ ６１ ６２ 是（Ｙｅｓ）

黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）

００４ ５３ ２３（３０） ２３（３０） ２３（３０） ２３（３０） 是（Ｙｅｓ）

００５ ５２ ２２（３０） ２１（３１） ２０（３２） １７（３５） 是（Ｙｅｓ）

阳性对照组（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ５４ ５３ ５４ ５２ ５２ 是（Ｙｅｓ）

阴性对照组（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） － － － － － 是（Ｙｅｓ）

　注（ｎｏｔｅ）：括号内数值为与０ｄ相比减少的ｌｇ值（ｔｈｅｖａｌｕｅｓｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｒｅｄｕｃｅｄｌｇｖａｌｕｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ０ｄ）

　　苯扎溴铵毒性低，对皮肤黏膜也是低刺激性，急性
毒性的半数致死量（ＬＤ５０，大鼠、口服）为２３０ｍｇ·ｋｇ

－１，

参照 ＦＤＡＩｎａｃｔｉｖｅＩｎｇｒｅｄｉｅｎｔＳｅａｒｃｈｆｏｒＡｐｐｒｏｖｅｄＤｒｕｇ
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，苯扎溴铵作为眼科制剂的抑菌剂的最大剂
量为００１％［１７］。本文依据２０２０年版《中国药典》通
则１１２１抑菌效力检查法，以金黄色葡萄球菌、铜绿
假单胞菌、白色念珠菌和黑曲霉为试验菌株，进行培

养基适用性检查，菌落计数方法适用性检查，及不同

浓度的苯扎溴铵分别对４种试验菌的抑菌效力检查
及验证。在培养基适用性良好，应用平皿法中的倾

注法进行微生物计数，方法适用性良好的基础上，确

定了苯扎溴铵的最低有效抑菌浓度为 ００５ｍｇ·
ｍＬ－１，苯扎溴铵的合理添加剂量为００５～０１ｍｇ·
ｍＬ－１。既达到了抑制微生物生长的目的，又使抑菌
剂苯扎溴铵对人体的刺激和损害降至最低，以确保

产品质量可靠，安全有效和稳定。
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