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均匀分散的抗菌类药品供试液及其上清液对菌落回收的影响
佘 凡 １，高 翔 ２

（１．陕西省杨凌农业高新技术产业示范区药品检验监测评价中心微生物室，陕西 杨凌 ７１２１００；
２．陕西省食品药品监督检验研究院，陕西 西安 ７１００６５）

摘要：目的 比较抗菌类药品供试液上清液及均匀分散的供试液对菌落回收的影响。方法 选取３种抗菌类药品，参照２０１５年版《中国
药典（四部）》测定金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌、黑曲霉的回收比值。结果 敏感菌株同一稀释级回收比

值，供试液上清液高于均匀分散的供试液；非敏感菌株，２种供试液回收比值无明显差异。结论 抗菌类药品均匀分散的供试液抑菌性

强于供试液上清液。进行微生物限度检查时，应按适用性试验确定的方法进行供试液制备，以保证检验结果的准确性。
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中图分类号：Ｒ９１７；Ｒ９７８．１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０１９牘１８－００２１－０４

ＥｆｆｅｃｔｏｆＵｎｉｆｏｒｍｌｙＤｉｓｐｅｒｓｅｄＴｅｓｔＳｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｔｈｅＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＴｅｓｔＳｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒ
ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＤｒｕｇｓｏｎｔｈｅＲｅｃｏｖｅｒｙｏｆＢａｃｔｅｒｉａｌＣｏｌｏｎｙ

ＳＨＥＦａｎ１，ＧＡＯＸｉａｎｇ２

牗１．ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＤｒｕｇＴｅｓｔｉｎｇＭｏｎｉｔｏｒｉｎｇａｎｄＥｖａｌｕａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒ，ＹａｎｇｌｉｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＨｉｇｈ－ＴｅｃｈＩｎｄｕｓｔｒｉａｌＤｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎＺｏｎｅ，

Ｙａｎｇｌｉｎｇ，Ｓｈａａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ ７１２１００； ２．ＳｈａａｎｘｉＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｘｉ′ａｎ，Ｓｈａａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ ７１００６５）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｔｈｅｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｕｎｉｆｏｒｍｌｙｄｉｓｐｅｒｓｅｄｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｄｒｕｇｓｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｌｏｎｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＴｈｒｅｅａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｄｒｕｇｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｉｏｓｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒ
ｍａｃｏｐｏｅｉａ（２０１５ｅｄｉｔｉｏｎ，ｖｏｌｕｍｅⅣ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ａｔｔｈｅｓａｍｅｄｉｌｕｔｉｏｎｌｅｖｅｌ，ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｉｏｏｆｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｔｅｓｔ
ｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｕｎｉｆｏｒｍｌｙｄｉｓｐｅｒｓｅｄｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｉｏｏｆｎｏｎ－
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｕｎｉｆｏｒｍｌｙｄｉｓｐｅｒｓｅｄｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏ
ｂｉａｌｄｒｕｇｓｉｓｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｔｈｅｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ．Ｉｎｔｈｅｍｉｃｒｏｂｉａｌｌｉｍｉｔｔｅｓｔ，ｔｈｅｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓｈｏｕｌｄｂｅｐｒｅｐａｒｅｄ
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微生物限度检查方法适用性试验和微生物限度检

查首先均需要均匀分散的供试液及其上清液，２０１０年
版《中国药典牗一部牘》对有抑菌性的样品进行离心沉淀，
取上清液混合犤１犦，但 ２０１５年版《中国药典牗四部牘》删除
了该方法犤２－３犦。本研究旨在考察均匀分散的抗菌类药品

供试液与其上清液的抑菌性是否等同，现报道如下。

１ 材料

仪器：ＨＴＹ－６０１型集菌仪（杭州泰林生物技术设备
有限公司）；ＦＣ７５２型薄膜过滤器、ＬＳ－Ｂ５０Ｌ型压力蒸
汽灭菌器牗上海华线医用核子仪器公司牘；ＨＦｓａｆｅ－７６０Ｓ型
生物安全柜（上海精宏实验设备有限公司）；ＭＪ－２５０－
Ⅲ型霉菌培养箱（上海跃进医疗器械有限公司）；ＳＰＸ－
１５０型生化培养箱（上海金杨州惠科电子有限公司）。

试药：甲硝唑片牗金华企业＜集团＞股份有限公司，
批号为 １７０９１５，规格为每片 ０．２ｇ牘；红霉素肠溶片（西
安利君制药有限责任公司，批号为１６０８４３９－１，规格为
每片 ０．１２５ｇ）；盐酸左氧氟沙星片（山东鲁抗医药集团
赛特有限责任公司，批号为１７０６０１，规格为每片０．１ｇ）；

吐温 ８０（天津市天理化学试剂有限公司）；无水硫酸镁
（西陇化工股份有限公司）。

培养基、稀释液、冲洗液、中和剂：胰酪大豆胨液体

培养基（ＴＳＢ，批号为 １５０９２２）、胰酪大豆胨琼脂培养基
（ＴＳＡ，批号为 １６０２０４）、沙氏葡萄糖液体培养基（ＳＤＢ，
批号为 １５０８０１），沙氏葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ，批号为
１６０６０２），ｐＨ６．８磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，批号为２０１７０３１７），
ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液（批号为 ２０１７０３１０），均购
自北京路桥技术有限责任公司。

菌属：金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）
〔ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３〕、铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉ
ｎｏｓａ）〔ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４〕、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂ
ｔｉｌｉｓ）〔ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１〕、白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）
〔ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１〕、黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）〔ＣＭＣＣ（Ｆ）
９８００３〕，均来源于中国医学菌种保藏中心。
２ 方法与结果

２．１ 菌液制备
将金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌
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注：“金”指金黄色葡萄球菌，“枯”指枯草芽孢杆菌，“铜”指铜

绿假单胞菌，“白”指白色念珠菌，“黑”指黑曲霉；下表同。为采用

ＴＳＡ培养基 牞＃为采用 ＳＤＡ培养基。“供对组”指供试品对照组。

菌株 溶液

Ａ１
Ａ２
Ａ１
Ａ２
Ａ１
Ａ２
Ａ１
Ａ２
Ａ１
Ａ２
Ａ１
Ａ２
Ａ１
Ａ２

１∶１０
７５
０
０
０
７２
１８
３５
３７
４０
３９
３８
３６
４１
４２

１∶２０
７９
０
０
０
７７
２２

１∶５０
８３
４７
２５
０
８５
４２

１∶１００
９４
８４
３８
０
９６
８１

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

９２

６６

９７

３８

４９

４２

４５

１∶１０
０．８２
０．００
０．００
０．００
０．７４
０．１９
０．９２
０．９７
０．８２
０．８０
０．９０
０．８６
０．９１
０．９３

１∶２０
０．８６
０．００
０．００
０．００
０．７９
０．２３

１∶５０
０．９０
０．５１
０．３８
０．００
０．８７
０．４３

１∶１００
１．０２
０．９１
０．５８
０．００
０．９９
０．８４

菌株 溶液

需氧菌 金

枯

铜

白

黑

霉菌酵母菌 白

黑

Ｂ１
Ｂ２
Ｂ１
Ｂ２
Ｂ１
Ｂ２
Ｂ１
Ｂ２
Ｂ１
Ｂ２
Ｂ１
Ｂ２
Ｂ１
Ｂ２

１∶１０（平皿法）

０．８２
０．８５
０．９１
０．８７
０．８９
０．９１
０．９２
０．９４

１∶１００（平皿法）

０．００
０．００
０．００
０．００
０．１１
０．００

１∶１０（薄膜过滤法）

０．７１
０．００
０．８０
０．００
０．８４
０．２８

０．９１

０．８９

０．９４

０．９７

０．９１

·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

金

枯

铜

白

黑

白＃

黑＃

试验组 回收比值

表１ Ａ１液及 Ａ２液各组菌落数及回收比值

供对组 菌液组

分别接种于ＴＳＢ中，３３℃培养２４ｈ；接种白色念珠菌的
新鲜培养物至ＳＤＢ中，２３℃培养４８ｈ。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
的新鲜培养物接种至ＳＤＡ上，２３℃培养７ｄ，洗脱孢子，
收集孢子悬液，用含 ０．０５％吐温 ８０的无菌 ０．９％氯化
钠溶液制成含菌１０３～１０４ｃｆｕ／ｍＬ孢子悬液。
２．２ 供试液制备

甲硝唑片供试液上清液（Ａ１液）：取甲硝唑片１０ｇ，
加ＴＳＢ至１００ｍＬ，４０℃条件下水浴振摇１０ｍｉｎ，使充分
溶解，静置３０ｍｉｎ，使出现明显分层，取上清液，制成１∶１０
（Ｖ／Ｖ）的 Ａ１液，用 ＴＳＢ进一步稀释成 １∶２０，１∶５０，
１∶１００（Ｖ／Ｖ）的系列溶液。

甲硝唑片均匀分散供试液（Ａ２液）：同Ａ１液制备方
法，不静置，吸取前用力振摇，使分散均匀，制成 Ａ２系
列溶液。

红霉素肠溶片供试液上清液（Ｂ１液）：取红霉素肠溶
片适量，置无菌研钵研成粉末，取１０ｇ，加ｐＨ６．８ＰＢＳ至
１００ｍＬ，４０℃条件下水浴振摇１０ｍｉｎ，静置３０ｍｉｎ，取上
清液，制成１∶１０（Ｖ／Ｖ）的Ｂ１液，再用ｐＨ６．８ＰＢＳ进一步
稀释成１∶１００（Ｖ／Ｖ）的Ｂ１液。

红霉素肠溶片均匀分散供试液（Ｂ２液）：同Ｂ１液制备
方法，不静置，吸取前用力振摇，使分散均匀，制成Ｂ２液。

盐酸左氧氟沙星片供试液上清液（Ｃ１液）：取供试
品１０ｇ，加ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液定容至１００ｍＬ，
其余同 Ａ１液制备方法，制成 １∶１０（Ｖ／Ｖ）的 Ｃ１液，再
用ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液进一步稀释成１∶１００的
Ｃ１液。

盐酸左氧氟沙星片均匀分散供试液（Ｃ２液）：同 Ｃ１
液制备方法，不静置，吸取前用力振摇，使分散均匀，制

成Ｃ２液。
２．３ 方法适用性试验
２．３．１ Ａ１液及Ａ２液方法适用性试验（平皿法）

试验组：取 Ａ１系列溶液各 ９．９ｍＬ，加相应菌液
０．１ｍＬ，充分混匀，使小于１００ｃｆｕ／ｍＬ，各取１ｍＬ置平
皿中。菌液组：取 ＴＳＢ９．９ｍＬ，其余同试验组方法。供试
品对照组：取 Ａ１系列溶液，加 ＴＳＢ０．１ｍＬ，充分混匀，
各取 １ｍＬ置平皿中，加入 ＴＳＡ或 ＳＤＡ，置规定温度培
养。同法操作 Ａ２系列溶液。甲硝唑片敏感菌株金黄色
葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌在Ａ１液中的回收
比值大于Ａ２液，金黄色葡萄球、铜绿假单胞菌随着稀释级
的增大，药物浓度的降低，Ａ１液和Ａ２液回收比值犤回收
比值＝（试验组平均菌落数 －供试品对照组平均菌落
数）／菌液组平均菌落数犦差距逐渐缩小。详见表１。
２．３．２ Ｂ１液及Ｂ２液方法适用性试验（平皿法）

取 Ｂ１系列溶液及 Ｂ２系列溶液各 ９．９ｍＬ，分组及

操作均同２．３．１项下方法。Ｂ１液中铜绿假单胞菌、金黄色
葡萄球菌、枯草芽孢杆菌，Ｂ２液中金黄色葡萄球菌、枯草芽
孢杆菌、铜绿假单胞菌的回收比值均不超过０．１１，表明此
３种菌为红霉素肠溶片敏感菌株。详见表２。冲洗液对照组
回收比值＝冲洗液对照组平均菌落数／菌液组平均菌落数。

２．３．３ Ｂ１液及Ｂ２液方法适用性试验（薄膜过滤法）
试验组：取 １∶１０（Ｖ／Ｖ）Ｂ１液 １ｍＬ，加入 １００ｍＬ

含 １％吐温 ８０的 ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液 １００ｍＬ
的过滤器中，滤过，用含１％吐温８０的ｐＨ７．０氯化钠蛋
白胨缓冲液 ９００ｍＬ冲洗，每次 １００ｍＬ，最后 １次冲洗

表２ Ｂ液回收比值（ｎ＝３）

冲洗液

对照组

试验组



２３
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菌株

需氧菌 金

枯

铜

白

黑

霉菌酵母菌 白

黑

溶液

Ｃ１
Ｃ２
Ｃ１
Ｃ２
Ｃ１
Ｃ２
Ｃ１
Ｃ２
Ｃ１
Ｃ２
Ｃ１
Ｃ２
Ｃ１
Ｃ２

１∶１０
（平皿法）

０．８４
０．８８
０．８７
０．９１
０．８８
０．９２
０．９３
０．９５

１∶１００
（平皿法）

０．００
０．００
０．００
０．００
０．００
０．００

１∶１０
（薄膜过滤法）

０．７９
０．００
０．７１
０．００
０．８２
０．００

平皿法

０．９２

０．８７

０．８９

０．９５

０．９４

薄膜过

滤法

０．８３

０．９５

０．８７

０．８５

０．９１
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试验组 中和剂对照组

表３ Ｃ液回收比值（ｎ＝３）

液加入菌落数小于 １００ｃｆｕ的相应菌液，滤干后取滤膜
菌面朝上贴于ＴＳＡ平板上。菌液组：不加Ｂ１液，用ｐＨ７．０
氯化钠蛋白胨缓冲液同法冲洗，其余同试验组。冲洗液对

照组：不加 Ｂ１液，用含 １％吐温 ８０的 ｐＨ７．０氯化钠蛋
白胨缓冲液同法冲洗，其余同试验组；供试品对照组：不加

菌液，其余同试验组；同法操作１∶１０（Ｖ／Ｖ）的 Ｂ２液。Ｂ１
液中３种菌的回收比值大于Ｂ２液。结果见表２。
２．３．４ Ｃ１液及Ｃ２液方法适用性试验（平皿法）

试验组：取 Ｃ１系列溶液各 ９．９ｍＬ，加相应菌液
０．１ｍＬ，充分混匀，使小于１００ｃｆｕ／ｍＬ，各取１ｍＬ置含
有１ｍｏＬ／Ｌ硫酸镁溶液１ｍＬ平皿中（倾注ＳＤＡ不加中
和剂硫酸镁溶液）。菌液组：不加供试液，不加中和剂，其

余同试验组。供试品对照组：不加菌液，其余同试验组。

中和剂对照组：同菌液组，置含有１ｍｏＬ／Ｌ硫酸镁溶液
１ｍＬ平皿中。同法操作Ｃ２系列溶液。结果见表３。

２．３．５ Ｃ１液及Ｃ２液方法适用性试验（薄膜过滤法）
试验组：取１∶１０（Ｖ／Ｖ）Ｃ１液１ｍＬ，加入ｐＨ７．０氯

化钠蛋白胨缓冲液 １００ｍＬ的滤器中，滤过，用 ｐＨ７．０
氯化钠蛋白胨缓冲液 ９００ｍＬ冲洗，每次 １００ｍＬ，最
后 １次冲洗液加入菌落数小于１００ｃｆｕ的菌悬液，滤干
后取滤膜贴于含有１ｍｏＬ／Ｌ硫酸镁溶液（中和液）１ｍＬ
的ＴＳＡ预制平板上；同法操作Ｃ２系列液。菌液组：不加
供试液，不加中和剂，其余同试验组。供试品对照组：不

加菌液，其余同试验组。中和剂对照组：同菌液组操作，

滤干后取滤膜贴于含有 １ｍｏＬ／Ｌ硫酸镁溶液 １ｍＬ的
ＴＳＡ预制平板上。平皿法金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞
菌、枯草芽孢杆菌回收比值均为 ０，表明此 ３株菌为盐
酸左氧氟沙星片的敏感菌株。薄膜过滤法 Ｃ１液的回收

比值大于 Ｃ２液，中和剂对照组回收比值（该值 ＝中和
剂对照组平均菌落数／菌液组平均菌数）大于０．５，说明
１ｍｏＬ／Ｌ的硫酸镁溶液对微生物无毒性，不影响微生物
的回收。结果见表３。
３ 讨论

微生物试验结果易受试验条件的影响，特别是药

品中含有对微生物生长有抑制作用的成分时影响更显

著 犤４－５犦。抗菌类药品抑菌性较强，同一样品同一稀释级

均匀分散的供试液和供试液上清液敏感菌株的回收比值

不同，抑菌性也不同，前者回收比值比后者低，表明前者抑

菌性更强。平皿法中取均匀分散的供试液时所含药物固体

颗粒及药物含量较上清液多，注皿时可见较多细小的药物

固体颗粒；薄膜过滤法中取均匀分散的供试液时，相比于

上清液有较多药物固体颗粒被截留在滤膜上，不溶性颗粒

无法冲洗干净，抑菌性不易去除，造成回收比值较上清液

低。供试液经自然静置后的沉降作用，上清液中药物含量

明显低于均匀分散的供试液，导致了回收比值的差异。

本试验中选取３种抗菌药品进行方法适用性试验，
取均匀分散的供试液进行需氧菌总数测定时，抑菌性

并未去除，原本污染的微生物难以检出，导致假阴性

结果，表明供试液的制备和取样直接影响试验结果的

准确性犤６犦。

均匀分散的供试液和供试液上清液中非敏感菌株

回收比值无明显差异，表明不同的供试液均不影响非敏感

菌株微生物的回收。因此本试验中选取的１∶１０（Ｖ／Ｖ）
均匀分散的供试液或供试液上清液进行霉菌和酵母菌

总数测定均可，均不影响检验结果的准确性和可靠性。

常用的抗菌药物有八大类，本试验中选取了硝咪唑

类的甲硝唑片犤７犦、大环内酯类的红霉素肠溶片犤８犦和喹诺

酮类的左氧氟沙星片犤９犦。２０１５年版《中国药典牗四部牘》
规定，供试品有抗菌活性，应尽可能去除或中和，当回收

比值大于 ０．５，方可消除供试品的抑菌活性，常联用增
加稀释液、加入中和剂、采用薄膜过滤法等方法犤１０犦。

文献报道的 β－内酰胺类的阿莫西林胶囊犤１１犦、头孢

类的盐酸头孢他美酯干混悬剂犤１２犦、大环内酯类的抗生

素微生物限度方法验证时均取其上清液进行验证试验犤１３犦，

若取均匀分散的供试液，则不能有效检出供试品中污染

的微生物，导致试验结果无法体现污染的真实情况。

综上所述，抗菌类药品均匀分散的供试液抑菌性强

于供试液上清液。微生物限度检查时，应按适用性试验

确定的方法制备供试液，以保证检验结果的准确性犤１４犦。
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