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注射用甲磺酸左氧氟沙星无菌方法学研究
闵 红，谢毓华，贾 萌，杨晓莉△

（陕西省食品药品监督检验研究院，陕西 西安 ７１００６５）
摘要：目的 建立注射用甲磺酸左氧氟沙星的无菌检查方法。方法 参考２０１５年版《中国药典（四部）》、第４１版《美国药典》、第９版《欧
洲药典》、第１７版《日本药局方》中的微生物计数法，采用薄膜过滤法结合中和法等方法对注射用甲磺酸左氧氟沙星进行无菌方法学研
究。结果 可采用薄膜过滤法，以０．１％蛋白胨水溶液作冲洗液，加入硫酸镁，并以大肠埃希菌为阳性对照菌，进行注射用甲磺酸左氧氟
沙星的无菌检查。结论 该方法可为注射用甲磺酸左氧氟沙星的无菌检查提供借鉴。

关键词：注射用甲磺酸左氧氟沙星；无菌检查方法；薄膜过滤法；中和剂；硫酸镁
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注射用甲磺酸左氧氟沙星为喹诺酮类广谱抗菌

药物，其为氧氟沙星左旋体，抗菌活性约为氧氟沙星

的 ２倍，抗菌谱广、抗菌作用强，但对厌氧菌抗菌作
用较差。２０１５年版《中国药典（四部）》通则１１０１无菌检
查法犤１犦１３６－１４０规定，药品进行无菌检查前，应首先进行方

法适用性试验，以确定其适宜性，避免造成微生物漏检。

因为大部分药品对微生物有一定的抑菌性，特别是抑菌

性很强的抗菌类药品，受微生物污染后，微生物受其抑

菌性的影响不能正常繁殖，细胞受损伤但并未死亡，服

用该药品后，药品在患者体内的抑菌性逐渐减弱，受损微

生物逐渐复苏并进行正常繁殖，从而对患者造成危害犤２犦。

常规方法无法检出药品污染微生物情况，只能通过稀释

液或培养基稀释、薄膜过滤、加中和剂或灭活剂等方法

消除药品的抑菌性后才可充分检出污染微生物。本研究

中参考 ２０１５年版《中国药典（四部）》犤１犦１４０－１４４、第 ４１版
《美国药典》、第 ９版《欧洲药典》、２０１６年版《日本药局
方》的微生物计数法对注射用甲磺酸左氧氟沙星进行无

菌方法学研究，以提高药品的无菌检出率。现报道如下。
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表１ 菌液稀释度及接种量

Ｘ
试验菌株 代数 菌液稀释度 接种量（ｍＬ）

计数结果（ｃｆｕ／皿）

１ 材料与方法

１．１ 仪器与材料
仪器：ＨＴＹ－６０１型集菌仪（杭州泰林生物技术设备

有限公司）；ＳＨＩＮＶＬＭＱＣ型压力蒸汽灭菌器（山东新华医
疗器械股份有限公司）；ＷＧＰ－６００型恒水式电热恒温培
养箱（重庆万达实验仪器厂）；ＬＲＨ－２５０型生化培养箱（上
海一恒科学仪器有限公司）；ＨＦｓａｆｅ－７６０Ｓ型生物安全柜
（上海力申科学仪器有限公司）；ＰＢ－１０ｐＨ酸度计（德国
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；涡旋振荡仪（德国ＩＫＡ公司）；ＤＧＢ２２０型
薄膜过滤器（杭州泰林生物技术设备有限公司）。

试药：注射用甲磺酸左氧氟沙星注射剂犤陕西博森
生物制药股份集团有限公司，批号为 ２０１７０４２８－５，规
格为０．３ｇ（以左氧氟沙星计）犦。

培养基与冲洗液：硫乙醇酸盐流体培养基（ＦＴＭ，批
号为 ２０１８０４１８），胰酪大豆胨液体培养基（ＴＳＢ，批号为
２０１８０６３０），沙氏葡萄糖液体培养基（ＳＤＢ，批号为
１８０９１６），沙 氏葡 萄 糖琼 脂 培养 基 （ＳＤＡ，批 号为
１７０３１６），０．１％蛋白胨水溶液（批号为２０１７０６０２），均购
于北京陆桥技术有限责任公司。

菌株：金黄色葡萄球菌 牗Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）
犤ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３犦，枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
犤ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１犦，生孢梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ）
犤ＣＭＣＣ（Ｂ）６４９４１犦，大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）犤ＣＭＣＣ
（Ｂ）４４１０２犦，白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）犤ＣＭＣＣ（Ｆ）
９３００１犦，黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９１００３犦，上
述标准菌株均来源于中国医学细菌保藏管理中心，工作

用菌株为第３代。
１．２ 方法
１．２．１ 试验菌株制备

将金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、枯草芽孢杆菌分

别接种于胰酪大豆胨液体培养基中，生孢梭菌接种于硫

乙醇酸盐液体培养基中，３５℃条件下培养２４ｈ；将白色
念珠菌接种于沙氏葡萄糖液体培养基中，２５℃条件下
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；将黑曲霉接种于沙氏葡萄糖琼脂培养基

上，２５℃条件下培养 ７ｄ，加入 ５ｍＬ含 ０．０５％（Ｖ／Ｖ）
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，用相同无菌 ０．９％氯化钠溶液制成适宜浓
度的孢子悬液。菌液稀释度及接种量见表１。
１．２．２ 无菌方法适用性研究

试验Ⅰ组：开启集菌仪，取供试品 ２０支，每支以
０．１％蛋白胨水溶液约１０ｍＬ溶解，取半量导入薄膜过
滤器内，用０．１％蛋白胨水溶液冲洗滤膜３次，每次１００ｍＬ，
最后１次冲洗过程在滤膜内留少量溶液，再分别加菌落
数小于１００ｃｆｕ的６种试验菌，过滤。每个培养管内灌注

１００ｍＬ培养基，金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、枯草芽
孢杆菌和生孢梭菌采用硫乙醇酸盐流体培养基，白色念

珠菌和黑曲霉采用胰酪大豆胨液体培养基。硫乙醇酸盐

流体培养基 ３５℃条件下培养，胰酪大豆胨液体培养基
２５℃条件下培养，均培养５ｄ。

试验Ⅱ组：最后一次冲洗过程在滤膜内留少量溶
液，后加入２ｍＬＭｇＳＯ４溶液（１ｍｏｌ／Ｌ），混匀，使其在滤
膜上作用３ｍｉｎ，其余操作同试验Ⅰ组。

试验Ⅲ组：操作基本同试验Ⅱ组，仅 ＭｇＳＯ４加入量
由２ｍＬ增加至４ｍＬ。

试验Ⅳ组：操作基本同试验Ⅰ组，仅冲洗液中加入
５％聚山梨酯８０，且冲洗滤膜次数由３次增加至６次。

试验Ⅴ组：操作基本同试验Ⅱ组，仅冲洗滤膜次数
由３次增加至６次。

试验Ⅵ组：操作基本同试验Ⅲ组，仅冲洗滤膜次数
由３次增加至６次。

阳性对照组：分别将菌落数小于 １００ｃｆｕ的 ６种试
验菌加入１００ｍＬ相应培养基中。

阴性对照组：不加供试液和试验菌，按试验组方法

同法操作。

标准规定，与阴性对照组比较，试验组和阳性对照

组的试验菌均浑浊或生长良好，可根据此方法进行该供

试品的无菌检查。若试验组的试验菌生长微弱、缓慢或

不生长，则应采用增加冲洗量、使用中和剂或灭活剂、更

换滤膜等方法重新进行无菌方法学研究。

２ 结果

结果见表２。可见，当采用０．１％蛋白胨水溶液冲洗
滤膜 ３００ｍＬ时（试验Ⅰ组），６种试验菌均未变浑浊；
冲洗量增至 ６００ｍＬ并在冲洗液中添加终体积分数为
５％聚山梨酯８０时（试验Ⅳ组），白色念珠菌和黑曲霉变
浑浊，其余 ４种细菌始终澄清；当采用 ０．１％蛋白胨
水溶液冲洗滤膜 ３００ｍＬ并在最后 １次冲洗过程添加
２ｍＬ浓度为 １ｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＳＯ４时（试验Ⅱ组），金黄色
葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、生孢梭菌、白色念珠菌和黑曲

霉均变浑浊，而大肠埃希菌始终澄清；即使将 １ｍｏｌ／Ｌ
的 ＭｇＳＯ４加入量增至４ｍＬ时（试验Ⅲ组），或冲洗次数
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表２ 注射用甲磺酸左氧氟沙星无菌方法适用性试验结果

注：“金”指金黄色葡萄球菌，“大”指大肠埃希菌，“枯”指枯

草芽孢杆菌，“生”指生孢梭菌，“白”指白色念珠菌，“黑”指黑曲

霉；“阳性”指阳性对照组，“阴性”指阴性对照组；“Ｓ”代表硫乙醇
酸盐流体培养基，“Ｔ”代表胰酪大豆胨液体培养基；“＋”表示混浊
牗有菌牘，“－”表示澄清牗无菌牘，“／”表示未开展该试验。
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增至６次时牗Ⅴ组牘，也未去除甲磺酸左氧氟沙星对大肠
埃希菌的抑菌性；当采用 ０．１％蛋白胨水溶液 ６００ｍＬ
冲洗滤膜并添加４ｍＬ浓度为１ｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＳＯ４时（试
验Ⅵ组），大肠埃希菌变浑浊。因此，可取规定量供试品，
每支同步以０．１％蛋白胨水溶液约１０ｍＬ溶解，导入集
菌过滤器内，采用薄膜过滤法，用 ０．１％蛋白胨水溶液
６００ｍＬ冲洗滤膜，最后 １次冲洗过程在滤膜内留少量
溶液，加入１ｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４溶液４ｍＬ，作用２０ｍｉｎ，最后
在培养管内加入 １００ｍＬ适宜培养基进行无菌检查，并
以大肠埃希菌为阳性对照菌。

３ 讨论

无菌检查是有关药品安全性的一种定性试验犤３－４犦。

无菌检查法是针对无菌工艺产品和最终灭菌产品的无

菌性而建立的检验法，药典要求，无菌药品包括各类注

射用制剂、眼科用制剂及用于手术、严重烧伤、严重创伤

等的产品。即进入人体血液循环系统、植入或埋入肌肉、

皮下组织、与创伤部位接触的产品、材料、器械及医学使

用上要求无菌的品种，均可按本方法进行无菌检查犤５犦。

注射用甲磺酸左氧氟沙星直接进入人体血液循环，故应

对其进行无菌检查，以确保用药安全。

无菌检查法主要包括薄膜过滤法和直接接种法犤６犦。

薄膜过滤法将规定量的供试品或供试液通过薄膜过滤

处理，使产品中可能存在的微生物被截留于滤膜上，然

后接种于适宜的培养基，使滤膜上截留的微生物得以生

长繁殖到肉眼能观察到的状态而被检出犤７犦；有抑菌性的

供试品经薄膜过滤后，用适量的冲洗液冲洗滤膜，充分

消除残留的抑菌成分，使滤膜上阻留的微生物得以生长

繁殖到肉眼能观察到的状态而被检出犤８犦。直接接种法将

规定量供试品直接接种到适宜的培养基中培养，使供试

品中可能存在的微生物得以生长繁殖到肉眼能观察到

的状态而被检出犤９犦。薄膜过滤法可以检测更大的样品

量，以保证所得结果更有统计学意义，对于具有抑菌性

的供试品还可通过加大冲洗量去除样品的抑菌成分，是

药品首选的无菌检测方法。直接接种法可弥补无法用薄

膜过滤法进行无菌检查的供试品。

本研究中采用薄膜过滤法及薄膜过滤结合中和剂

法开展无菌方法适用性研究，结果表明，注射用甲磺酸

左氧氟沙星的抑菌性对大肠埃希菌很强，对金黄色葡萄

球菌、枯草芽孢杆菌、生孢梭菌较强，对白色念珠菌和黑

曲霉较弱。在微生物无菌方法适用性研究中，金黄色葡

萄球菌代表革兰阳性菌，大肠埃希菌代表革兰阴性菌，

枯草芽孢杆菌代表芽孢杆菌，生孢梭菌代表厌氧菌，白

色念珠菌代表酵母菌，黑曲霉代表霉菌犤２犦。本研究结果

显示，喹诺酮类抗菌药物对革兰阴性菌表现出很强的抑

菌性，对革兰阳性菌、芽孢杆菌和厌氧菌的抑菌性稍逊，

对霉菌和酵母菌的抑菌性较弱。

中和剂或灭活剂可用于消除供试品干扰物的抑菌

活性。对于抑菌性较强的药品可通过添加中和剂或灭活剂

消除其抑菌性。聚山梨酯８０为非离子表面活性剂，作为助
溶剂和中和剂被广泛应用于药物无菌检查试验。聚山梨酯

８０常被添加在冲洗液或培养基中，使药品充分溶解并
有效中和其抑菌成分，从而降低药品的抑菌性犤１０－１１犦。本

研究在冲洗液中添加体积分数为５％的聚山梨酯８０（若
添加更高体积分数的聚山梨酯 ８０，在冲洗过程会产生
大量泡沫而影响结果观察犤１２犦）作为冲洗液，冲洗量增至


