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３种中药口服液体制剂抑菌效力测定与评价

曹寒梅 １，２，杨晓莉 ３，蔡 虎 ４，常 春 １，傅 强 １△
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摘要：目的 测定和评价３种中药口服液体制剂的抑菌效力。方法 按２０１５年版《中国药典（四部）》通则１１２１抑菌效力检查法，以金黄
色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希菌、白色念珠菌和黑曲霉为试验菌株，分别加至银翘解毒合剂、止咳枇杷合剂、参术止带糖浆中，

进行微生物的挑战试验，在不同时间点检测样品中微生物的存活菌落数，并换算成对数（ｌｇ）值。结果 ３种样品的抑菌效力符合２０１５年
版《中国药典（四部）》相关规定。结论 银翘解毒合剂、止咳枇杷合剂、参术止带糖浆抑菌效力充分，可避免在贮藏和使用过程中引发微

生物污染。
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中药口服液体制剂（如合剂、糖浆剂、酒剂等）多含

动植物成分，蛋白质和糖分含量高，且原材料中携带大

量微生物，产品在生产、贮藏和使用过程中易受微生物

污染，甚至发生霉变，故应确认药物的抗菌活性。如药品

本身抑菌效力不足，应根据制剂特性添加适宜的抑菌

剂，以防止潜在的微生物污染犤１－５犦。抑菌剂（也称防腐

剂）是一类防止或限制微生物生长与繁殖的化学药品，

其主要作用是保证药剂质量，防止药剂尤其是多剂量包

装制剂的微生物污染犤６犦。银翘解毒合剂、止咳枇杷合剂、

参术止带糖浆均为多剂量口服制剂，使用过程中会多次

打开包装，有被污染的风险，其处方中需添加抑菌

剂，因抑菌剂有毒，故添加量应为最低有效量犤７犦。目前，

国内对中药制剂抑菌效力的研究较少。本研究中考察了

上述３种口服液体制剂的抑菌效力是否符合卫生安全。
现报道如下。

１ 仪器、材料与试药

仪器：ＬＤＺＸ－８０ＫＣＳ型压力蒸汽灭菌器（上海申安
医疗器械厂）；ＨＦｓａｆｅ－１８００ＴＥⅡ，Ｂ２型生物安全柜
（上海力申科学仪器有限公司）；ＬＲＨ－２５０Ｆ型生化培
养箱；ＭＪ２５０ＦＩ型霉菌培养箱（上海一恒科学仪器有限
公司）；ＶＯＲＴＥＸ－５型涡旋混合器（海门市其林贝尔仪
器制造有限公司）；ＤｅｎｓｉＣＨＥＫＰｌｕｓ比浊仪（美国生物
梅里埃公司）。

培养基及稀释液：胰酪大豆胨琼脂培养基（ＴＳＡ），
沙式葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ），胰酪大豆胨液体培养基
（ＴＳＢ），沙氏葡萄糖液体培养基（ＳＤＢ），ｐＨ７．０无菌氯
化钠－蛋白胨缓冲液，均由北京三药科技开发公司提
供，培养基适用性检查符合２０１５年版《中国药典》要求。

菌种：细菌，包括金黄色葡萄球菌〔ＣＭＣＣ（Ｂ）
２６００３〕、铜绿假单胞菌〔ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４〕和大肠埃希菌
〔ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２〕；真菌，包括白色念珠菌〔ＣＭＣＣ（Ｆ）
９８００１〕和黑曲霉〔ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３〕。上述５种标准菌株均
购自中国食品药品检定研究院，工作用菌株为第２代。

试药：银翘解毒合剂（样品 Ａ为每瓶 １００ｍＬ，抑菌
剂为山梨酸，含量为 ０．１％）；止咳枇杷合剂（样品 Ｂ为
每瓶１２０ｍＬ，抑菌剂为苯甲酸钠，含量为０．２６％）；参术
止带糖浆（样品 Ｃ为每瓶 ２１０ｍＬ，抑菌剂为苯甲酸钠，
含量为０．３０％）。
２ 方法与结果

２．１ 菌液制备
接种金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌及铜绿假单胞菌

的新鲜培养物至ＴＳＢ液体培养基中，３５℃培养１８ｈ；接
种白色念珠菌于 ＳＤＢ液体培养基，２５℃培养 ２４ｈ；用
０．９％无菌氯化钠溶液稀释并制成试验所需浓度的菌悬
液。接种黑曲霉的新鲜培养物至ＳＤＡ琼脂培养基中，２５℃

培养 ７ｄ或直至获得丰富的孢子，加入 ３～５ｍＬ含
０．０５％聚山梨酯 ８０的 ０．９％无菌氯化钠溶液，将孢子
洗脱，然后吸出孢子悬液置无菌试管内；用含０．０５％聚
山梨酯 ８０的 ０．９％无菌氯化钠溶液稀释，并制成试验
所需浓度的菌悬液。

２．２ 方法学考察
供试液制备：取各样品 １０ｍＬ，分别加入 ９０ｍＬ

ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液，４５℃恒温振荡
１５ｍｉｎ，制成１∶１０（Ｖ∶Ｖ）的供试液。

计数方法适用性试验：取５种供试液，分装于５个
无菌试管中，每管装量９．９ｍＬ，再分别加入含菌量不大于
１０４ｃｆｕ／ｍＬ的金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、大肠埃
希菌、白色念珠菌、黑曲霉试验菌液 ０．１ｍＬ。用０．１ｍＬ
ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液代替菌液同法制备
供试品对照组，以及不加样品的菌液对照组。分别

吸取试验组、供试品对照组、菌液对照组液体各 １ｍＬ，
置直径９０ｍｍ的无菌平皿中，平行 ２份，细菌注入约
２０ｍＬ温度不超过４５℃融化的ＴＳＡ培养基，摇匀，凝固
后置 ３５℃倒置培养 ２～３ｄ；真菌注入约 ２０ｍＬ不超过
４５℃融化的 ＳＤＡ培养基，摇匀，凝固后置 ２５℃倒置
培养 ３～５ｄ。

计数方法适用性试验回收率：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计算

回收率，结果见表 １。各试验菌的回收率均在 ０．８～１．０
范围内，符合要求，说明抑菌效力试验中的微生物存活

菌落数的测试可采用平皿法（１∶１０，１ｍＬ）进行。

２．３ 抑菌效力测试犤８－１０犦

２．３．１ 样品制备

菌悬液：首先制备浓度较高、干扰较少的菌悬液。取

２．２项下制备好的新鲜液体培养物铜绿假单胞菌、金黄
色葡萄球菌、大肠埃希菌、白色念珠菌，离心收集菌体，

采用比浊法制成每１ｍＬ含菌数约为１０８ｃｆｕ的菌悬液。
取多份含有丰富孢子的黑曲霉琼脂培养物，２．１项下方
法制成每１ｍＬ含孢子数约为１０８ｃｆｕ的孢子悬液。

供试品：３种样品均含有少量沉淀，且原包装装量较
满，开启后密封性不好，加入菌液不易混匀，故选在无菌瓶

中试验。每种样品各取３瓶，在５００ｍＬ无菌瓶中混合均匀
后，无菌条件下取２０ｍＬ置无菌玻璃瓶中，按目标菌的个
数平行制备５瓶，每瓶接种制备好的５种菌悬液各０．２ｍＬ
（接种菌悬液的体积不得超过供试品体积的 １％），

表１ 计数方法适用性回收试验结果

样品

Ａ
Ｂ
Ｃ

金黄色葡萄球菌

０．９４
０．８３
０．７８

大肠埃希菌

１．０３
０．９５
１．０３

铜绿假单胞菌

０．８２
０．８４
０．７８

白色念珠菌

０．９６
０．９０
０．９５

黑曲霉

０．９５
０．９５
０．９６
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样品 菌种

Ａ

Ｂ

Ｃ

金黄色葡萄球菌

大肠埃希菌

铜绿假单胞菌

白色念珠菌

黑曲霉

金黄色葡萄球菌

大肠埃希菌

铜绿假单胞菌

白色念珠菌

黑曲霉

金黄色葡萄球菌

大肠埃希菌

铜绿假单胞菌

白色念珠菌

黑曲霉

菌数（×１０５，ｃｆｕ）

４．１０
５．３５
４．２０
２．４５
３．６５
４．１０
５．３５
４．２０
２．４５
３．６５
４．１０
５．３５
４．２０
２．４５
３．６５

ｌｇ值

５．６１
５．７３
５．６２
５．３９
５．５６
５．６１
５．７３
５．６２
５．３９
５．５６
５．６１
５．７３
５．６２
５．３９
５．５６

菌数（ｃｆｕ）

＜１０
＜１０
＜１０
４６０
３２０
＜１０
＜１０
＜１０
＜１０
１２０
＜１０
＜１０
＜１０
５００
６５００

ｌｇ值
＜１
＜１
＜１
２．６６
２．５１
＜１
＜１
＜１
＜１
２．０８
＜１
＜１
＜１
２．７０
３．８１

ｌｇ降
＞４．６１
＞４．７３
＞４．６２
２．７３
３．０５
＞４．６１
＞４．７３
＞４．６２
＞４．３９
３．４８
＞４．６１
＞４．７３
＞４．６２
２．６９
１．７５

菌数（ｃｆｕ牘
＜１０
＜１０
＜１０
＜１０
９０
＜１０
＜１０
＜１０
＜１０
３０
＜１０
＜１０
＜１０
２０

１７００

ｌｇ值
＜１
＜１
＜１
＜１
１．９５
＜１
＜１
＜１
＜１
１．４８
＜１
＜１
＜１
１．３０
３．２３

ｌｇ降

ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
ＮＩ
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ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

使 １ｍＬ供试品接种菌量为 １０５～１０６ｃｆｕ，充分混合，使
供试品中的试验菌均匀分布。

２．３．２ 初始加菌量计数

在上述“供试品”项下试验的同时，分别吸取 １ｍＬ
供试品，置直径 ９０ｍｍ的无菌平皿中，平行 ２份，按
２．２项下方法操作及培养，得 １ｍＬ供试品中各试验
菌初始加菌量。

２．３．３ 试验方法及结果

将２．３．１项下含菌液供试品置２５℃培养箱中避光
贮存，依据 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则 １１２１“抑
菌效力检查法”项下抑菌效力评价标准表，培养 １４ｄ
和２８ｄ时，分别取供试品各 １ｍＬ，通过梯度稀释测定
每份所含菌落数，测定细菌用胰酪大豆胨琼脂培养基，

测定真菌用沙式葡萄糖琼脂培养基。根据存活菌数测定

结果，计算１ｍＬ供试品各试验菌所加的菌落数及各间
隔时间的菌落数。结果见表２。

２０１５年版《中国药典（四部）》对口服液体制剂抑菌
效力判断标准要求，培养 １４ｄ时，细菌 ｌｇ值减少 ３，真
菌ｌｇ值减少１；培养２８ｄ时，细菌、真菌未增加（与１４ｄ
比较，试验菌增加数量的ｌｇ值不超过０．５）。将上述试验

结果与判断

标准进行比

较，３种样品
对细菌的抑

制结果与接

菌量比较，培

养１４ｄ及２８ｄ菌落数ｌｇ值下降均大于４．６，说明该３种
样品对细菌的抑制能力较强，符合要求。３种样品对真
菌的抑制结果与接种菌量比较，培养 １４ｄ时的 ｌｇ值下
降均大于１．８，培养２８ｄ菌落数也呈下降趋势，未增加。
可看出药物对真菌的抑制作用不如细菌，有少量真菌存

在，但依然满足要求。３种样品抑菌剂系统有效，能保证
药品不易受微生物污染，安全有效，建议在处方中对防

腐剂的最小有效量或对种类另作考察，以确保该药在使

用过程中安全、有效。

３ 讨论

药品在使用和保存过程中有可能被空气中的微生

物污染，进而产生安全隐患。抑菌剂是药物制剂中常

见的一种附加剂，企业在开发阶段都必须确认药品中

抑菌剂的抑菌效力。近年来，国产制剂抑菌剂滥用问

题越来越受关注。２０１０年版《中国药典》首次收载了抑
菌效力检查法，制定了控制标准和检测方法，２０１５年
版《中国药典》对抑菌效力检查法做了很大调整。现有

文献主要着眼于眼用制剂抑菌剂抑菌效力的检查犤８－９犦，

其他剂型抑菌效力检测方法的探讨目前较少犤１０犦。本研

究中依据药典方法对 ３种中药口服液体制剂进行了
加菌试验，比较试验菌在样品中的存活率，以探讨样品的

抑菌效力，对生产企业研发阶段抑菌浓度的确定有一定

参考价值犤１１犦。
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表２ 抑菌效力试验结果

０ｈ １４ｄ ２８ｄ

注：培养２８ｄ时，试验菌增加数的ｌｇ值相比培养１４ｄ时均不超过
０．５。ＮＩ指未增加，即前一个测定时间，试验菌增加的数量不超过０．５ｌｇ。


