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为研究骨碎补毛（鳞片）的保留情况对柚皮苷含量

的影响程度，试验还考察了烫制前后骨碎补毛（鳞片）中

柚皮苷的含量，结果表明，骨碎补毛（鳞片）中柚皮苷含

量为根茎主体的１０％左右，烫制后柚皮苷略有上升。因
其质量占比较低，故骨碎补毛的保留程度对骨碎补砂烫

后造成的影响可忽略不计。

参考文献：

犤１犦国家药典委员会 ．中华人民共和国药典（一部）犤Ｍ犦．北京：
中国医药科技出版社，２０１５：２５６．

犤２犦江丽霞，袁瑞娟．骨碎补总黄酮促进骨膜细胞增殖及对兔骨
不连的治疗作用犤Ｊ犦．中国组织工程研究，２０１９，２３（１９）：
２９５３－２９５６．

犤３犦史 岩，马秋野，喻一东，等．骨碎补总黄酮促进骨质疏松性
骨折愈合中参与 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的初步研究犤Ｊ犦．

中医药学报，２０１８，４６（２）：４９－５２．
犤４犦黄 晶．中药骨碎补真伪鉴别与质量控制研究犤Ｄ犦．长沙：湖
南师范大学，２０１７．

犤５犦欧琴华，欧阳荣．骨碎补炮制前后所含柚皮苷含量的变化犤Ｊ犦．
国际医药卫生导报，２００３，９（８）：１０３－１０４．

犤６犦杨海玲，吴丽丹，谢 鹏，等．ＵＰＬＣ法比较骨碎补不同炮制品
中柚皮苷、５－羟甲基糠醛含量犤Ｊ犦．中药材，２０１６，３９（１１）：
２５０９－２５１２．

犤７犦封传华，李 刚，张 静，等．烫骨碎补中总黄酮及柚皮苷的
含量测定犤Ｊ犦．中国药业，２０１６，２５（１）：６３－６５．

犤８犦马才敬，方 谨，李玲玲，等．炮制骨碎补的提取及其柚皮苷的
纯化研究犤Ｊ犦．中国药业，２０１２，２１（２）：４３－４４．

犤９犦刘瑞连，杨 莹，蒋孟良 ．不同炮制法对柚皮苷含量影响的
研究犤Ｊ犦．中南药学，２０１０，８（５）：３６７－３７０．
牗收稿日期：２０１９－０６－０３；修回日期：２０１９－０８－１５牘

檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨

恩替卡韦是一种鸟嘌呤核苷类似物，对慢性乙型病

毒多聚酶有强效抑制作用，抗慢性乙型病毒活性强犤１－２犦，

是公认的抗病毒效果较强且耐药性低的药物。其于

２００５年被美国食品药物管理局牗ＦＤＡ牘批准用于病毒复
制活跃，血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）持续升高或肝脏

组织学显示有活动性病变的慢性成人乙型肝炎的治疗犤３犦。

恩替卡韦分散片具有崩解时间短、吸收快、生物利用度

高等优势犤４犦，且价格较便宜，为患者广泛接受犤５犦。微生物

限度检查是评价非终端灭菌制剂受微生物污染程度的

有效方法 犤６犦，是药品安全性检查的重要项目 犤７犦。根据

恩替卡韦分散片微生物限度检查方法适用性研究

吴伟平，陈宇 ，黄丽华，梁蔚阳△

（广东省药品检验所生物制品室·国家药品监督管理局血液制品质量控制重点实验室·广东省药品监督管理局

血液制品质量控制研究重点实验室，广东 广州 ５１０６６３）
摘要：目的 建立恩替卡韦分散片的微生物限度检查方法。方法 参照２０１５年版《中国药典》《药品微生物检验手册》和《中国药品检验标
准操作规范》（２０１０版）收载的微生物限度检验方法检查恩替卡韦分散片微生物限度。结果 采用１∶２０的供试液进行试验，计数方法用
平皿法（倾注法），各试验菌比值均在０．５～２．０内；控制菌用《中国药典》方法，各阳性试验菌均检出，阴性对照菌均无菌生长。结论 所

建立的微生物限度检查方法可行，能有效检出该药品中污染存活的微生物。

关键词：恩替卡韦分散片；微生物限度检查法；适用性
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２０１５年版《中国药典牗四部牘》要求，供试品检查时，应根
据供试品理化特性和微生物限度标准等因素选择计数

方法和控制菌检查，所选方法的适用性须经确认犤８犦。本

研究中采用 １∶２０的供试液进行平皿法（倾注法）对恩
替卡韦分散片的微生物限度检查方法进行了适用性试

验，以消除药品中抑菌成分及不溶性颗粒的干扰，并探

讨该方法检出药品中污染存活的微生物数量的有效性。

现报道如下。

１ 试药、菌种与仪器

样品：恩替卡韦分散片，样品１牗山东鲁抗医药股份
有限公司，批号为１７０１０１，规格为每片０．５ｍｇ）；样品 ２
牗苏州东瑞制药有限公司，批号为１６０５１７１０５，规格为每
片 ０．５ｍｇ）；样品 ３牗安徽贝克生物制药有限公司，批号
为１６７０７００５８，规格为每片０．５ｍｇ）；样品４牗海南中和药
业股份有限公司，批号为２０１７０１０１，规格为每片０．５ｍｇ）；
样品 ５牗正大天晴药业集团股份有限公司，批号为
１７０２０９１０１，规格为每片０．５ｍｇ牘；样品６牗江西青峰药业
有限公司，批号为２０１７０１１１，规格为每片０．５ｍｇ牘。

菌种：大肠埃希菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２犦，金黄色葡萄
球 菌 犤ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３犦，铜 绿假 单胞 菌 犤ＣＭＣＣ（Ｂ）
１０１０４犦，枯草芽孢杆菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３犦，白色念珠菌
犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１犦，黑曲霉犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３犦，均由中国
食品药品检定研究院提供，均为第３代。

培养基：胰酪大豆胨琼脂培养基（ＴＳＡ）、沙氏葡萄
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）、麦康凯液体培养基、麦康
凯琼脂培养基（ＭＡＣ），均由中国食品药品检定研究院提
供，按使用说明书配制，培养基适用性符合规定。

仪器：ＣＬ－４０Ｍ型高压灭菌器（日本 ＡＬＰ株式会
社）；ＧＲＸ－１２Ａ型干热消毒箱（上海森信实验仪器有限
公司）；ＬＲＨ－２５０Ａ型生化培养箱（广东省医疗器械厂）；
ＭＩＲ－２５４－ＰＣ型恒温培养箱（松下健康医疗器械株式
会社）；ＢＳ３２３Ｓ型电子天平（赛多利斯公司，万分之一）。
２ 方法与结果

２．１ 计数方法适用性试验
２．１．１ 菌液制备

分别接种金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽

孢杆菌的新鲜培养物至 ＴＳＢ中，经 ３２℃培养 ２４ｈ后，
培养物用无菌 ０．９％氯化钠溶液 １０倍稀释至每 １ｍＬ
含菌数为不大于 １×１０４ｃｆｕ的菌悬液，备用。接种白色
念珠菌的新鲜培养物至 ＳＤＢ中，经 ２３℃培养 ４８ｈ后，
培养物用无菌０．９％氯化钠溶液制成每１ｍＬ含菌数为
不大于 １×１０４ｃｆｕ的菌悬液，备用。接种黑曲霉的新鲜
培养物至ＳＤＡ斜面培养基中，经２３℃培养７ｄ后，加入
５ｍＬ含０．０５％聚山梨酯８０的无菌０．９％氯化钠溶液，

将孢子洗脱，吸出孢子悬液置无菌试管内，用含０．０５％
聚山梨酯 ８０的无菌 ０．９％氯化钠溶液制成每 １ｍＬ含
孢子数不大于１×１０４ｃｆｕ的孢子悬液。备用。
２．１．２ 供试液制备

称取样品 １０ｇ，加 ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓
冲液至１００ｍＬ，混匀，作为１∶１０的供试液。取上述供试
液５０ｍＬ，加ｐＨ７．０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液至１００
ｍＬ，作为１∶２０的供试液。
２．１．３ 回收比值测定

采用平皿法（倾注法）测定。

试验组：取含菌量不大于 １×１０４ｃｆｕ／ｍＬ的菌悬液
０．１ｍＬ分别加至 １０．０ｍＬ（１∶１０，１∶２０）供试液中，混
匀。取上述供试液 １．０ｍＬ，置直径为 ９０ｍｍ的平皿中，
注入 ２０ｍＬ温度不超过４５℃熔化的培养基（金黄色葡
萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌组倾注ＴＳＡ，白色
念珠菌、黑曲霉组倾注 ＴＳＡ和 ＳＤＡ２种培养基），每株
试验菌每种培养基分别平行制备２组平皿，混匀，凝固。
ＴＳＡ倒置于 ３２℃培养箱培养 ３ｄ，ＳＤＡ倒置于 ２３℃培
养箱培养５ｄ，观察培养结果，并计数。

供试品对照组：取供试液，以ｐＨ７．０无菌氯化钠－蛋
白胨缓冲液代替菌液，同试验组方法操作。

菌液对照组：取 ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲
液替代供试液，按试验组方法操作加入试验菌液，并进

行微生物回收试验。

计算方法：回收比值 ＝（试验组平均菌落数 －供试
品对照组平均菌落数）／菌液对照组平均菌落数。
２．１．４ 方法适用性试验结果

６个样品的平皿法（１∶１０供试液，１∶２０供试液）微生
物限度检查计数方法适用性试验结果见表 １。可见，供
试品对金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、

白色念珠菌均有微弱的抑制作用，回收比值范围为

０．５～２．０；对黑曲霉未表现出抑菌作用，回收比值均大
于０．８６。随着供试品浓度的稀释，供试品对５种代表菌
株的抑制作用均有不同程度的减弱，回收比值增大，数

值稳定。根据计数方法适用性试验结果，确定恩替卡韦

分散片微生物限度检查法为需氧菌总数、霉菌和酵母菌

总数均采用１∶２０的供试品进行平皿法（倾注法）检查。
２．２ 控制菌检查方法适用性试验
２．２．１ 检测依据

恩替卡韦分散片为口服给药制剂，按２０１５年版《中
国药典牗四部牘》微生物限度要求，应对大肠埃希菌作控
制菌检查。

２．２．２ 溶液制备

称取样品 １０ｇ，加 ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓
冲液至２００ｍＬ，混匀，作为１∶２０的供试液。接种大肠埃

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ



４３

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年２月５日 第２９卷第３期
Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．３牞Ｆｅｂｒｕａｒｙ５牞２０２０

组别

金黄色葡萄球菌

铜绿假单胞菌

枯草芽孢杆菌

白色念珠菌（ＴＳＡ）

黑曲霉（ＴＳＡ）

白色念珠菌（ＳＤＡ）

黑曲霉（ＳＤＡ）

样品１
０．８０／０．９４
０．８６／０．８８
０．８１／１．００
０．５９／０．８７
０．９６／０．９１
０．７７／０．９６
０．８６／１．０１

样品２
０．８７／０．９１
０．９６／０．９４
０．８３／０．９７
０．７４／０．９５
０．９２／０．９２
０．８５／１．１２
０．８９／１．０９

样品３
０．７７／０．８９
０．８５／１．０５
０．７２／０．９０
０．８９／０．９８
０．９６／０．９６
０．８４／０．９８
１．０６／１．１４

样品４
０．８２／１．０４
０．８６／０．９０
０．９０／０．９４
０．６８／０．９１
０．８９／０．９５
０．７９／０．９７
０．９３／０．９８

样品５
０．７５／１．１１
０．８３／１．０８
０．８８／１．０６
０．８８／１．０３
０．８８／０．９９
０．８６／０．９３
１．０２／０．９６

样品６
０．８４／０．９８
０．９９／０．９４
０．８６／０．９３
０．７５／０．８７
１．０３／０．９０
０．８９／１．０７
１．０６／０．９８

样品

样品１
样品２
样品３

试验组

＋
＋
＋

菌液对照组

＋
＋
＋

供试品对照组

－
－
－

样品

样品４
样品５
样品６

试验组

＋
＋
＋

菌液对照组

＋
＋
＋

供试品对照组

－
－
－

表１ 恩替卡韦分散片微生物检查回收比值（１∶１０供试液 ／１∶２０供试液）

表２ 恩替卡韦分散片控制菌检查方法适用性试验结果

注：“＋”为阳性，“－”为阴性。

协 办

重庆赢英康医疗器械有限公司

本栏目由

希菌的新鲜培养物至 ＴＳＢ中，经 ３２℃培养 ２４ｈ后，培
养物用无菌 ０．９％氯化钠溶液 １０倍稀释至每 １ｍＬ含
菌数不大于１×１０２ｃｆｕ的菌悬液，备用。
２．２．３ 方法适用性试验与结果

试验组：取上述１∶２０供试液２０ｍＬ及含菌量为不
大于 １×１０２ｃｆｕ／ｍＬ大肠埃希菌的菌悬液 １ｍＬ加至
２００ｍＬＴＳＢ中，３２℃培养２４ｈ后，取培养物１ｍＬ接种
至１００ｍＬ麦康凯液体培养基中，４３℃培养４８ｈ。取麦康凯
液体培养物划线接种于ＭＡＣ平板上，３２℃培养７２ｈ。

供试品对照组：取制备好的供试液，以ｐＨ＝７．０无菌
氯化钠－蛋白胨缓冲液代替菌液，同试验组方法操作。

菌液对照组：取 ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲
液替代供试液，同试验组方法操作。

结果见表２。可见，６个样品控制菌试验组与菌液对
照组结果均为阳性（＋），检出大肠埃希菌，供试品对照
组均未检出，表明恩替卡韦分散片可按２０１５年版《中国
药典牗四部牘》控制菌（大肠埃希菌）检查法行大肠埃希菌
检查，经方法适用性试验成立。

３ 讨论

微生物限度检查计数方法适用性试验与控制菌检

查方法适用性试验是确认供试品在所采用检查方法和

检验条件下，药物抑菌作用尽可能被降低甚至达到无抑

菌作用，以保证供试品中被污染的微生物能被检出。具

有抑菌成分的药物进行微生物限度检查时，要求供试品

本身在试验条

件下有效排除

其抑菌作用，使

其不干扰染菌

的限度检验，结

果方属有效 犤９犦。

当有几种计数方法回收比值同时达到 ０．５～２．０时，应
综合考察结果的稳定性，操作的易行性及观察的直观

性，采用风险系数最小的检查方法。

本试验中收集了市面上 ６个药品生产企业生产的
恩替卡韦分散片，覆盖面广，有一定代表性。在试验中发

现，制备 １∶１０的恩替卡韦分散片溶液呈乳白色混悬
液，存在不溶性白色颗粒物，对菌落的回收试验产生干

扰。选取的６个企业生产的恩替卡韦分散片含量及溶出
度均符合规定，但对细菌和酵母菌抑制力的不同，提示

分散片不同的处方工艺对菌落可产生不同的抑制作用。

将供试液进一步稀释成１∶２０时，不溶性颗粒物对菌落
回收的干扰大幅减少，６个企业生产的恩替卡韦分散片
对细菌和酵母菌的抑制作用均大幅减少，回收比值趋于

稳定，提示可通过提高供试液的稀释级来降低药品的抑

菌作用。本试验中建立的恩替卡韦分散片微生物限度检

查方法，采用平皿法（倾注法）能真实、准确、有效地反映

药品中污染存活的微生物。
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