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氧氟沙星对需氧革兰阴性杆菌、肠杆菌科、假单胞

菌属、支原体、衣原体、非典型分枝杆菌等均有良好的抗

菌活性，尤其对需氧革兰阴性杆菌的抗菌活性最强。对

该品种进行微生物限度检查时，需要消除样品的抑菌活

性，真实地反映其微生物污染情况，防止出现假阴性检

查结果。本研究中依照 ２０１５年版《中国药典（四部）》犤１犦

进行方法适用性试验，利用氯化镁与喹诺酮类抗菌药物的

络合作用及聚山梨酯８０的中和作用，通过薄膜过滤法，
在稀释剂、冲洗液、培养基中添加氯化镁及聚山梨酯８０
消除抑菌活性，建立氧氟沙星胶囊的微生物限度和控

制菌大肠埃希菌的检查方法犤２－３犦。现报道如下。

１ 材料

菌种：金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）
犤ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３犦、铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉ
ｎｏｓａ）犤ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４犦、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂ
ｔｉｌｉｓ）犤ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１犦，白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）

犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１犦、黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）犤ＣＭＣＣ（Ｆ）
９８００３犦，大 肠 埃 希 菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）犤ＣＭＣＣ（Ｂ）
４４１０２犦，均购自中国医学细菌保藏管理中心，工作用菌
株均为第３代。

仪器：ＬＤＺＸ－３０ＫＢＳ型压力蒸汽灭菌器（上海申安
医疗器械厂）；ＸＹ５００ＪＣ型电子天平（常州市幸运电子设
备有限公司）；ＨＦｓａｆｅ－１８００ＴＥⅡＢ２型生物安全柜（上
海力申科学仪器有限公司）；ＢＳＤ－ＴＸ３４５型台式恒温
振荡器（上海博讯实业有限公司）；ＨＨ－系列电热恒温
水浴锅（北京科伟永兴仪器有限公司）；ＬＲＨ－２５０Ｆ型
生化培养箱、ＭＪ２５０ＦＩ型霉菌培养箱牗上海一恒科学仪
器有限公司牘；ＦＣ７５２型薄膜过滤器（杭州泰林生物技术
设备有限公司，批号为２０１６０１０２）。

试药：氧氟沙星胶囊（某制药公司，批号为１５０８０１，
规格为每粒 ０．１ｇ）；胰酪大豆胨琼脂培养基（批号为
１５１１０７）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（批号为 １５０８２４）、

氧氟沙星胶囊微生物限度检查方法的建立

曹寒梅 １，２，蔡 虎 ３，杨晓莉 ４，常 春 １，傅 强 １△

（１．西安交通大学药学院，陕西 西安 ７１００６１； ２．陕西浩瀚管理技术咨询有限公司，陕西 西安 ７１００６５；
３．陕西省医疗器械质量监督检验院，陕西 咸阳 ７１２０４６； ４．陕西省食品药品监督检验研究院，陕西 西安 ７１００６５）
摘要：目的 建立氧氟沙星胶囊的微生物限度检查方法。方法 在供试液中添加氯化镁和聚山梨酯８０，冲洗液中添加聚山梨酯８０，采用
薄膜过滤法对氧氟沙星胶囊需氧菌、霉菌和酵母菌总数的计数方法及控制菌大肠埃希菌的检查方法进行适用性试验。结果 采用上述

方法可有效消除氧氟沙星胶囊的抑菌作用，需氧菌、霉菌和酵母菌的总数计数方法适用性试验中的回收比值均在０．５～２．０之间；控制
菌检查方法适用性试验检出阳性试验菌。结论 所建立的方法可作为氧氟沙星的微生物限度检查方法。

关键词：氧氟沙星胶囊；微生物限度检查；方法适用性试验；氯化镁；薄膜过滤法
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方法菌株

注：中和剂为聚山梨酯８０和氯化镁。

金

铜

枯

白

黑

冲 ５次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ５次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ５次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ５次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ５次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ

菌对组

６８
５６
７４
７０
４９
５５
６８
５４
７７
７２
６５
５７
７０
６４
５７
６６
５２
４９
４５
５２

试验组

３０
５３
６９
６５
２５
５３
６４
５３
３０
７６
６７
５３
６４
６８
６２
６３
５０
４７
４７
５５

供对组

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

中对组

６６
５８
６５
６６
４４
５８
６２
５１
７５
６８
６９
５７
７２
６２
６５
６１
５１
４９
５０
５７

试验组

０．４４
０．９５
０．９３
０．９３
０．５１
０．９６
０．９４
０．９８
０．３９
１．０６
１．０３
０．９３
０．９１
１．０６
１．０９
０．９５
０．９６
０．９６
１．０４
１．０６

中对组

０．９７
１．０４
０．８８
０．９４
０．９０
１．０５
０．９１
０．９４
０．９７
０．９４
１．０６
１．００
１．０３
０．９７
１．１４
０．９２
０．９８
１．００
１．１１
１．１０

菌株 方法

金

铜

枯

白

黑

冲５次，每次１００ｍＬ
冲８次，每次１００ｍＬ
冲５次，每次１００ｍＬ
冲８次，每次１００ｍＬ
冲５次，每次１００ｍＬ
冲８次，每次１００ｍＬ
冲５次，每次１００ｍＬ
冲８次，每次１００ｍＬ
冲５次，每次１００ｍＬ
冲８次，每次１００ｍＬ

菌对组

７４
６７
７３
７３
６１
６０
７３
０
５４
５２

试验组

１６
２５
１２
２９
０
１０
７４
７２
５８
５９

供对组

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

中对组

７６
６５
６８
７３
５７
５８
６９
７２
５７
５３

试验组

０．２２
０．３７
０．１６
０．４０
０
０．１７
１．０１
０．２２
１．０７
１．１３

中对组

１．０３
０．９７
０．９３
１．００
０．９３
０．９７
０．９５
１．０３
１．０６
１．０２

表１ 需氧菌总数计数方法的回收结果

菌落数（ｃｆｕ／膜） 回收比值

注：金为金黄色葡萄球菌，铜为铜绿假单胞菌，枯为枯草芽孢

杆菌，白为白色念珠菌，黑为黑曲霉；菌对组为菌液对照组，供对

组为供试品对照组，中对组为中和剂对照组。表 ２、表 ３同。中和
剂为聚山梨酯８０，表３同。

菌落数（ｃｆｕ／膜） 回收比值

表２ 需氧菌总数计数方法回收结果

胰酪大豆胨液体培养基（批号为 １５１１１４）、沙氏葡萄糖
液体培养基（批号为 １５０５２５２）、蛋白胨培养基（批号为
１６０１１９）、麦康凯液体培养基（批号为 １５０９１１）、麦康凯
琼脂培养基（批号为１５０４１６２），均购自北京三药科技开
发公司；氯化钠（天津市致远化学试剂有限公司，批号为

２０１６０６０１）；氯化镁（天津市百世化工有限公司，批号为
２０１５０１０３）。
２ 方法与结果犤１，４－６犦

２．１ 菌液制备
将金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、

大肠埃希菌的新鲜培养物分别接种于胰酪大豆胨液体

培养基中，３５℃培养２４ｈ；将白色念珠菌的新鲜培养物
接种于沙氏葡萄糖液体培养基中，２５℃培养 ３ｄ。上述
培养物用无菌 ０．９％氯化钠溶液制成适宜浓度的菌悬
液；将黑曲霉的新鲜培养物接种于沙氏葡萄糖琼脂培养

基上，２５℃培养７ｄ或直至获得丰富的孢子，加入５ｍＬ
含 ０．０５％聚山梨酯 ８０的无菌 ０．９％氯化钠溶液，洗脱
孢子，收集孢子悬液，用含 ０．０５％聚山梨酯 ８０的无菌
０．９％氯化钠溶液制成适宜浓度的孢子悬液。
２．２ 供试液制备

取供试品 １０ｇ，加含 ５％聚山梨酯 ８０的胰酪大
豆胨液体培养基至１００ｍＬ，４５℃恒温振荡１５ｍｉｎ，制成
１∶１０牗ｍ／Ｖ牘的供试液 Ａ。取供试品 １０ｇ，加含 ５％聚
山梨酯 ８０的胰酪大豆胨液体培养基至 ９０ｍＬ，再加入
１０ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ的氯化镁溶液，４５℃恒温振荡 １５ｍｉｎ，
制成 １∶１０牗ｍ／Ｖ牘的供试液 Ｂ（即得含 ０．１ｍｏｌ／Ｌ氯化
镁的供试液）。

２．３ 微生物计数方法适用性试验
需氧菌总数计数方法：采用薄膜过滤法。试验组，取

２．２项下供试液 Ａ、供试液 Ｂ各 １ｍＬ，置含 １００ｍＬ１％
聚山梨酯 ８０的 ０．１％蛋白胨水溶液的薄膜过滤器中，
滤过，用含１％聚山梨酯８０的０．１％蛋白胨水溶液分别
试验冲洗５次、８次，每次１００ｍＬ。在最后一次冲洗液中
分别加入菌落数不超过 １００ｃｆｕ／ｍＬ的金黄色葡萄球
菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌和黑曲霉

试验菌液各 １ｍＬ。制备好的滤膜，菌面朝上，贴于胰酪
大豆胨琼脂培养基平板上。供试品对照组，取制备好的

供试液，以稀释液代替菌液，同试验组操作。菌液对照

组，取不含中和剂的相应稀释液替代供试液，按试验组

方法操作。中和剂对照组，取相应量稀释液替代供试品，

同试验组方法操作。各组每株菌平行制备２皿，３０～３５℃
培养２～３ｄ。计算平均菌落数，结果见表１和表２。

霉菌和酵母菌总数计数方法：采用平皿法。试验组，取

２．２项下供试液 Ａ分装于 ２个无菌试管中，每管装量
９．９ｍＬ，再分别加入制备好的含菌量不大于１０４ｃｆｕ／ｍＬ

的白色念珠菌、黑曲霉试验菌液各０．１ｍＬ。取制备好的
试验组样品液１ｍＬ，置直径为９０ｍｍ的无菌平皿中，注
入温度不超过 ４５℃熔化的沙氏葡萄糖琼脂培养基约
２０ｍＬ，混匀，凝固，每株菌平行制备 ２皿，２０～２５℃培
养 ３～５ｄ。同法测定供试品对照组、菌液对照组及中和
剂对照组，并计算各组的平均菌落数。结果见表３。
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菌株

白

黑

菌对组

７５
６６
５３
７２
４５
５３
５５

试验组

７７
６８
５２
６８
４８
５１
５３

供对组

０
０
０
０
０
０
０

中对组

７３
６２
５１
６７
４１
５５
５２

试验组

１．０３
１．０３
０．９８
０．９３
１．０７
０．９６
０．９６

中对组

０．９７
０．９４
０．９６
０．９４
０．９１
１．０４
０．９５

稀释液 体积（ｍＬ） 薄膜过滤法

胰酪大豆胨

液体培养基

含１％１ｍｏｌ／Ｌ氯化
镁胰酪大豆胨

液体培养基

３００
３００
３００
１００

冲 ３次，每次 １００ｍＬ
冲 ５次，每次 １００ｍＬ
冲 ８次，每次 １００ｍＬ
冲 ３次，每次 １００ｍＬ

Ａ基

－
－
－
＋

Ｂ基
无菌落生长

无菌落生长

无菌落生长

典型菌落生长

Ａ基

－
－
－
－

Ｂ基
无菌落生长

无菌落生长

无菌落生长

无菌落生长

表３ 霉菌和酵母菌计数方法的回收结果

菌落数（ｃｆｕ／膜） 回收比值

注：“＋”表示浑浊，有菌生长；“－”表示澄清，无菌生长。Ａ基
指麦康凯液体培养基，Ｂ基指麦康凯琼脂培养基。

表４ 大肠埃希菌检查方法不同培养基不同体积的结果

试验组 阴性对照组

２．４ 控制菌检查方法适用性试验犤７－９犦

试验组：取供试液 Ａ１０ｍＬ，加入含 １００ｍＬ１％聚
山梨酯８０的０．１％蛋白胨水溶液的滤器中，混匀，薄膜
过滤，用含１％聚山梨酯８０的０．１％蛋白胨水溶液分别
冲洗 ３次、５次、８次，每次 １００ｍＬ。滤完，取出滤膜，接
种至３００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中，各接入１ｍＬ含
菌量不大于 １００ｃｆｕ的大肠埃希菌菌液，混匀，３５℃培
养 １８ｈ。同法取供试液 Ａ１０ｍＬ，加入含 １００ｍＬ１％聚
山梨酯 ８０的 ０．１％蛋白胨水溶液的滤器中，混匀薄膜
过滤，用含１％聚山梨酯８０的０．１％蛋白胨水溶液冲洗
３次，每次 １００ｍＬ。滤完，取出滤膜，接入至 ９０ｍＬ胰酪
大豆胨液体培养基中，再加入１０ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ的氯化镁
溶液（即得含０．１ｍｏｌ／Ｌ氯化镁的胰酪大豆胨液体培养
基），接入 １ｍＬ含菌量不大于 １００ｃｆｕ的大肠埃希菌菌
液，混匀，３５℃培养１８ｈ。取上述各培养物１ｍＬ接种至
１００ｍＬ麦康凯液体培养基，４２℃培养２４ｈ。取麦康凯液
体培养物划线接种于麦康凯琼脂培养基平板上，３５℃
培养１８ｈ。阴性对照试验：以稀释液代替供试液，照相应
控制菌检查方法检查。结果见表４。

由表１至表３可见，含５％聚山梨酯８０或／和含有
氯化镁的中和剂对照组的回收比值在 ０．５～２．０范围
内，说明５％聚山梨酯８０或／和含有０．１ｍｏｌ／Ｌ氯化镁
的中和剂对试验菌株无毒害作用。由表１及表 ２可见，
氧氟沙星对细菌的抑制作用很强，采用含聚山梨酯 ８０

的中和剂，冲洗 ８００ｍＬ时，金黄色葡萄球菌、铜绿假单
胞菌和枯草芽孢杆菌的回收比值均小于０．５，不能消除
氧氟沙星胶囊对３种细菌的抑制作用，当在含聚山梨酯
８０稀释液中再添加氯化镁时，冲洗８００ｍＬ，可使金黄色
葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌和

黑曲霉的回收比值均大于０．９，表明可采用该方法作为
需要菌总数的计数方法。由表 ３可见，氧氟沙星胶囊对
白色念珠菌和黑曲霉的抑制作用较弱，可采用含５％聚
山梨酯８０中和剂的常规法（１ｍＬ／皿，１０－１）作为霉菌和
酵母菌总数的计数方法。由表４可见，当冲洗量为８００ｍＬ
且加大培养基体积为 ３００ｍＬ时，亦无法消除氧氟沙星
对大肠埃希菌的抑制作用。当冲洗量为３００ｍＬ时，滤过
后，将膜接入含０．１ｍｏｌ／Ｌ氯化镁的胰酪大豆胨液体培
养基１００ｍＬ，即可检出阳性试验菌大肠埃希菌，且阴性
对照试验无菌生长。说明该方法可作为控制菌大肠埃希

菌的检查方法。

３ 讨论

氧氟沙星胶囊对霉菌和酵母菌抑制作用较弱，因此

霉菌和酵母菌总数采用常规平皿法即可。在预试验中，

需氧菌以常规法试验，供试液稀释到１∶１００（Ｖ∶Ｖ）时，
金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌的回收

比值皆为 ０。由此可见，氧氟沙星对细菌有很强的抑菌
活性，遂在薄膜过滤法过程中采用了最后一次冲洗时加

入试验菌的方法，并取制备的 １∶１０供试液１ｍＬ或１０
ｍＬ加入含 １００ｍＬ冲洗液滤器中，混匀后过滤，可有效
防止药物颗粒堵塞薄膜。在中和剂的选择上，第一，氧氟

沙星有较强的抑菌活性，首选添加聚山梨酯８０，因为一
定浓度的聚山梨酯 ８０能促进胶囊剂的乳化与分散，并
对抑菌活性有中和作用；第二，氧氟沙星为喹诺酮类抗

菌药物，可与金属离子（Ｃａ２＋，Ｍｇ２＋，Ｆｅ３＋，Ａｌ３＋）发生络
合反应，使抗菌活性下降。试验中选择 １％ １ｍｏｌ／Ｌ氯
化镁和 ５％聚山梨酯 ８０作为中和剂加入供试液中及
１％聚山梨酯８０加入冲洗液中。结果表明，在制备供试
液中添加一定量的氯化镁并采用薄膜过滤法，对需氧菌

的抑菌活性有明显的减弱作用，且在控制菌大肠埃希菌

检查的方法适用性试验组，增大培养基体积和加大冲洗

次数都较增菌培养基中直接添加氯化镁消除抑菌效力弱。

在日后的探索中，可以尝试将金属离子中和剂直接添加

至琼脂培养基中，探索效果是否更佳，且可探索消除该

类产品抑菌活性的金属离子的最低有效浓度犤１０－１１犦。
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