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到本试验的最佳条件为Ａ２Ｂ３Ｃ１。故可优选出最佳工艺条
件为Ａ２Ｂ３Ｃ１，即以粉碎粒度为粗粉，浸渍时间为１５ｄ，乙
醇浓度为４５％。

在中药制剂的提取工艺研究过程中，由于中药成分

的复杂性，有效成分难以完全确定，故某单一成分或提

取率不应作为考察的唯一标准犤５－６犦。双指标甚至多指标

加权评分法的应用，可更好地作为考量标准，有效地控

制制剂提取工艺。

皂苷类为三七的主要活性成分。本研究结果显示，

人参皂苷Ｒｇ１与人参皂苷Ｒｅ分离不好，三七皂苷Ｒ１与
处方中其他成分分离不好，影响定量的准确性，最终选

定人参皂苷Ｒｂ１作为考察指标犤７－８犦。
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硫酸沙丁胺醇吸入气雾剂微生物限度检查方法的建立和验证
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摘要：目的 建立和验证硫酸沙丁胺醇吸入气雾剂的微生物限度检查方法。方法 根据２０１５年版《中国药典（四部）》非无菌产品微生物
限度检查方法，采用薄膜过滤法测定试验菌株的回收率，确立需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数方法、控制菌检查方法，并进行验证。

结果 需氧菌、霉菌和酵母菌总数计数采用薄膜过滤法时，回收率均在 ０．５～２．０范围内；控制菌的检查采用常规法，结果均符合２０１５
年版《中国药典牗四部牘》的规定。结论 该方法准确、可靠，可用于硫酸沙丁胺醇吸入气雾剂的微生物限度检查。
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硫酸沙丁胺醇吸入气雾剂为葛兰素史克公司产品 万托林（Ｖｅｎｔｏｌｉｎ）的仿制药，临床主要用于缓解哮喘或
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慢性阻塞性肺疾病（可逆性气道阻塞疾病）患者的支气

管痉挛，以及预防急性运动诱发的哮喘，或其他过敏原

诱发的支气管痉挛犤１犦。按 ２０１５年版《中国药典（四部）》
通则 ０１１１中吸入制剂要求，吸入制剂在生产和贮藏期
间微生物限度应符合要求。本研究中根据２０１５年版《中
国药典（四部）》（通则 １１０５及通则 １１０６）非无菌产品
微生物限度检查方法，建立并验证其微生物限度检查方

法，对３批产品进行方法适用性试验。现报道如下。
１ 仪器与材料

１．１ 仪器
ＳＷＣＪ－Ａ型净化工作台（上海浦东荣丰科学仪器

有限公司）；ＹＰ５００２型电子天平（上海佑科仪器有限公
司）；ＢＰＨ－９１６２型精密恒温培养箱（上海一恒科学仪
器有限公司）；ＳＨＰ－２５０型智能生化培养箱（上海三发
科学仪器有限公司）；ＬＴ－ＣＰＳ８０Ｃ型立式压力蒸汽灭
菌器（立德泰 ＜上海＞科学仪器公司）；ＳＰＸ－２５０Ｂ型
生化培养箱（上海跃进医疗器械有限公司）；ＨＴＹ－６０１
型集菌仪（杭州泰林生物技术设备公司）。

１．２ 材料
标准菌种：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）６３５０１犦、大肠埃希菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２犦、白色念珠菌
犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１犦、黑曲霉犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３犦，均购自中
国食品药品检定研究院。

培养基：胰酪大豆胨琼脂培养基、沙氏葡萄糖琼脂

培养基、ｐＨ７．０氯化钠－蛋白胨缓冲液、胰酪大豆胨液体
培养基、甘露醇氯化钠琼脂培养基、溴化十六烷基三甲铵

琼脂培养基、沙氏葡萄糖液体培养基、麦康凯液体培养基、

麦康凯琼脂培养基、肠道菌增菌液体培养基、紫红胆盐葡

萄糖琼脂培养基，均购自广东环凯微生物科技有限公司。

试药：硫酸沙丁胺醇吸入气雾剂（广东同德药业有

限公司，批号分别为２０１６０２０１，２０１６０２０２，２０１６０３０１）。
２ 方法与结果

２．１ 溶液制备
２．１．１ 供试液制备

需氧菌、霉菌和酵母菌：取６０瓶供试品，置－２０℃
冰箱内冷冻约１ｈ，取出，迅速消毒品开启部位，用无菌
钢锥在该部位钻１个小孔，放至室温，并轻轻转动容器，
使抛射剂缓缓全部释出。用无菌注射器吸出全部药液，

然后取供试品 １０ｍＬ，加无菌 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨
缓冲液至１００ｍＬ，摇匀，制成１∶１０的供试液。用同一稀
释液将１∶１０供试液同法稀释成１∶２０的供试液。

控制菌：取供试品 １０ｍＬ，加无菌胰酪大豆胨液体
培养基至１００ｍＬ，摇匀，制成１∶１０的供试液。混匀，置
２０～２５℃培养２ｈ。

２．１．２ 菌液制备

需氧菌、霉菌和酵母菌：取金黄色葡萄球菌、铜绿假

单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌的新鲜培养物，用

ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液或无菌 ０．９％氯化钠溶
液制成适宜浓度的菌悬液。取黑曲霉的新鲜培养物加人

３～５ｍＬ含 ０．０５％聚山梨酯 ８０的 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋
白胨缓冲液或无菌 ０．９％氯化钠溶液，将孢子洗脱。采
用适宜方法吸出孢子悬液置无菌试管内，用含 ０．０５％
聚山梨酯 ８０的 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液或无菌
０．９％氯化钠溶液制成适宜浓度的黑曲霉孢子悬液。作
为做活菌计数，备用。

控制菌：将大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单

胞菌分别接种于胰酪大豆胨液体培养基中或在胰酪大

豆胨琼脂培养基上，３０～３５℃培养１８～２４ｈ，取培养物
１ｍＬ，用无菌０．９％氯化钠溶液稀释成适宜浓度的菌悬液。
２．２ 需氧菌、霉菌和酵母菌总数计算方法适用性试验
２．２．１ 需氧菌犤２－６犦

试验组：取１∶２０供试液９．９ｍＬ，加入不大于１０００ｃｆｕ
铜绿假单胞菌菌液０．１ｍＬ，混匀，置１００ｍＬ０．９％氯化
钠溶液中全量过滤，使每张滤膜所滤过的供试液中含

铜绿假胞菌不大于 １００ｃｆｕ，再用 ０．９％氯化钠溶液冲
洗５次，每次冲洗１００ｍＬ，取出滤膜，菌面朝上，贴于胰酪
大豆胨琼脂平板上，倒置３０～３５℃培养３ｄ，计数试验组
的菌落数。每株试验菌制备２张膜。按上述方法同法操作
金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉。

菌液对照组：取 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液
９．９ｍＬ，加入不大于１０００ｃｆｕ铜绿假单胞菌菌液０．１ｍＬ，
混匀，置 １００ｍＬ０．９％氯化钠溶液中全量过滤，使每张
滤膜所滤过的供试液中含铜绿假单胞菌不大于１００ｃｆｕ，
再用 ０．９％氯化钠溶液冲洗 ５次，每次冲洗 １００ｍＬ，然
后取出滤膜，菌面朝上，贴于胰酪大豆胨琼脂平板上，倒

置 ３０～３５℃培养 ３ｄ，计数菌液对照组的菌落数。每株
试验菌制备２张膜。按上述方法同法操作金黄色葡萄球
菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉。

供试品对照组：取 １∶２０供试液 ９．９ｍＬ，加入 ｐＨ
７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液 ０．１ｍＬ，混匀，置 １００ｍＬ
０．９％氯化钠溶液中全量过滤，用 ０．９％氯化钠溶液冲
洗５次，每次冲洗１００ｍＬ，然后取出滤膜，菌面朝上，贴
于胰酪大豆胨琼脂平板上，倒置 ３０～３５℃培养 ３ｄ，计
数供试品的需氧菌总数。平行制备２张膜。
２．２．２ 霉菌和酵母菌犤２－６犦

试验组：取１∶２０供试液９．９ｍＬ，加入不大于１０００ｃｆｕ
白色念珠菌菌液０．１ｍＬ，混匀，置１００ｍＬ０．９％氯化钠溶
液中全量过滤，使每张滤膜所滤过的供试液中含白色念

珠菌不大于 １００ｃｆｕ，再用 ０．９％氯化钠溶液冲洗 ５次，
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菌种

铜绿假单胞菌

金黄色葡萄球菌

枯草芽孢杆菌

白色念珠菌

黑曲霉

白色念珠菌

黑曲霉

培养基

Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ｂ

２０１６０２０１
０．６２
０．７５
０．８４
１．０１
０．９５
０．８３
０．７８

回收率（％）

２０１６０２０２
０．６９
０．７０
０．８４
０．９８
０．９２
０．８０
０．７０

２０１６０３０１
０．６４
０．６９
０．８０
１．０５
０．８８
０．８７
０．７２

每次冲洗 １００ｍＬ，然后取出滤膜，菌面朝上，贴于沙氏
葡萄糖琼脂平板上，倒置 ２０～２５℃培养５ｄ，计数试验
组的菌落数。每株试验菌制备２张膜。同法操作黑曲霉。

菌液对照组：取 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液
９．９ｍＬ，加入不大于１０００ｃｆｕ白色念珠菌菌液０．１ｍＬ，
混匀，置 １００ｍＬ０．９％氯化钠溶液中全量过滤，使每张
滤膜所滤过的供试液中含白色念珠菌不大于 １００ｃｆｕ，
再用 ０．９％氯化钠溶液冲洗 ５次，每次冲洗 １００ｍＬ，然
后取出滤膜，菌面朝上，贴于沙氏葡萄糖琼脂平板上，倒

置 ２０～２５℃培养 ５ｄ，计数菌液对照组的菌落数。每株
试验菌制备２张膜。同法操作黑曲霉。

供试品对照组：取 １∶２０供试液 ９．９ｍＬ，加入 ｐＨ
７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液 ０．１ｍＬ，混匀，置 １００ｍＬ
０．９％氯化钠溶液中全量过滤，再用 ０．９％氯化钠溶液
冲洗５次，每次冲洗１００ｍＬ，然后取出滤膜，菌面朝上，
贴于沙氏葡萄糖琼脂平板上，倒置２０～２５℃培养 ５ｄ，
计数供试品的霉菌和酵母菌总数。平行制备２张膜。
２．２．３ 回收率犤７犦

试验菌株的回收率＝（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。结果见表１。
３批样品采用薄膜过滤法，铜绿假单胞菌、金黄色葡萄
球菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉的菌落比值均

在０．５～２．０范围内，结果表明，该方法可用于检查本品
的需氧菌、霉菌和酵母菌总数。

２．３ 控制菌检查方法适用性试验犤３－６，８－１１犦

２．３．１ 耐胆盐革兰阴性菌

试验组：取 １∶１０供试液 １０ｍＬ置 １００ｍＬ无菌
０．９％氯化钠溶液中全量过滤，再用无菌 ０．９％氯化钠
溶液冲洗 ３次，每次 １００ｍＬ，在最后 １次无菌 ０．９％氯
化钠溶液中加入不大于１０００ｃｆｕ的大肠埃希菌和铜绿
假单胞菌菌液 ０．１ｍＬ，取出滤膜，置 １００ｍＬ肠道菌增
菌液体培养基中，在３０～３５℃培养箱中培养２４～４８ｈ，
取上述培养物，划线接种于紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基

平板上，３０～３５℃培养１８～２４ｈ，依法检查。
阳性对照组：取 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液

１０ｍＬ置 １００ｍＬ无菌 ０．９％氯化钠溶液中全量过滤，
再用无菌 ０．９％氯化钠溶液冲洗 ３次，每次 １００ｍＬ，在
最后１次无菌０．９％氯化钠溶液中加入不大于１０００ｃｆｕ
的大肠埃希菌和铜绿假单胞菌菌液０．１ｍＬ，取出滤膜，
置 １００ｍＬ肠道菌增菌液体培养基中，３０～３５℃培养
２４～４８ｈ，同试验组操作。

阴性对照组：取 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液
１０ｍＬ置１００ｍＬ无菌０．９％氯化钠溶液中全量过滤，再用
无菌０．９％氯化钠溶液冲洗３次，每次 １００ｍＬ，取出滤
膜，置 １００ｍＬ肠道菌增菌液体培养基中，３０～３５℃培
养２４～４８ｈ，同试验组操作。
２．３．２ 大肠埃希菌

试验组：取 １∶１０供试液 １０ｍＬ置 １００ｍＬ无菌
０．９％氯化钠溶液中全量过滤，再用无菌 ０．９％氯化钠
溶液冲洗 ３次，每次 １００ｍＬ，在最后 １次无菌 ０．９％氯
化钠溶液中加入不大于 １０００ｃｆｕ的大肠埃希菌菌液
０．１ｍＬ，取出滤膜，置１００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中，
３０～３５℃培养１８～２４ｈ，取上述培养物 １ｍＬ置 １００ｍＬ
麦康凯液体培养基中，４２～４４℃培养２４～４８ｈ，然后划
线接种于麦康凯琼脂培养基的平板上，３０～３５℃培养
１８～７２ｈ，依法检查。

阳性对照组：取 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液
１０ｍＬ置 １００ｍＬ无菌 ０．９％氯化钠溶液中全量过滤，
再用无菌 ０．９％氯化钠溶液冲洗 ３次，每次 １００ｍＬ，在
最后１次无菌０．９％氯化钠溶液中加入不大于１０００ｃｆｕ
的大肠埃希菌菌液 ０．１ｍＬ，取出滤膜，置 １００ｍＬ胰酪
大豆胨液体培养基中，在３０～３５℃培养箱中培养２４～
４８ｈ，同试验组操作。

阴性对照组：取 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液
１０ｍＬ置１００ｍＬ无菌０．９％氯化钠溶液中全量过滤，再用
无菌０．９％氯化钠溶液冲洗３次，每次冲洗１００ｍＬ，取出
滤膜，置 １００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中，３０～３５℃
培养２４～４８ｈ，同试验组操作。
２．３．３ 铜绿假单胞菌

试验组：取 １∶１０的供试液 １０ｍＬ置 １００ｍＬ无菌
０．９％氯化钠溶液中全量过滤，再用无菌 ０．９％氯化钠
溶液冲洗 ３次，每次 １００ｍＬ，在最后 １次无菌 ０．９％氯
化钠溶液中加入不大于 １０００ｃｆｕ的铜绿假单胞菌液
０．１ｍＬ，过滤，取出滤膜，置１００ｍＬ胰酪大豆胨液体培
养基中，３０～３５℃培养１８～２４ｈ，取上述培养物，划线接
种于溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基平板上，３０～３５℃培
养１８～７２ｈ，依法检查。

阳性对照组：取 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液
１０ｍＬ置 １００ｍＬ无菌 ０．９％氯化钠溶液中全量过滤，
再用无菌０．９％氯化钠溶液冲洗３次，每次１００ｍＬ，在最

表１ 需氧菌、霉菌和酵母菌总数计数方法适用性试验结果

注：Ａ为胰酪大豆胨琼脂培养基，Ｂ为沙氏葡萄糖琼脂培养基。
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批号

２０１６０２０１
２０１６０２０２
２０１６０３０１

需氧菌

总数

＜１０２ｃｆｕ／ｍＬ
＜１０２ｃｆｕ／ｍＬ
＜１０２ｃｆｕ／ｍＬ

霉菌和酵

母菌总数

＜１０ｃｆｕ／ｍＬ
＜１０ｃｆｕ／ｍＬ
＜１０ｃｆｕ／ｍＬ

耐胆盐革

兰阴性菌

未检出

未检出

未检出

大肠

埃希菌

未检出

未检出

未检出

铜绿假

单胞菌

未检出

未检出

未检出

金黄色葡

萄球菌

未检出

未检出

未检出

表２ 控制菌检查方法适用性试验结果

２０１６０２０１
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

试验组

２０１６０２０２
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

２０１６０３０１
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

阳性

对照组

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

阴性

对照组

－
－
－
－
－
－
－
－
－

注：“＋”表示有菌生长或阳性反应，“－”表示无菌生长或阴

性反应。

菌种

耐胆盐革

兰阴性菌

大肠埃

希菌

铜绿假单

胞菌

金黄色葡

萄球菌

培养基

肠道菌增菌液体培养基

紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基

胰酪大豆胨液体培养基

麦康凯液体培养基

麦康凯琼脂培养基

胰酪大豆胨液体培养基

溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基

胰酪大豆胨液体培养基

甘露醇氯化钠琼脂培养基

表３ 硫酸沙丁胺醇吸入气雾剂微生物限度检查结果

后 １次无菌 ０．９％氯化钠溶液中加入不大于 １０００ｃｆｕ
的铜绿假单胞菌菌液 ０．１ｍＬ，然后取出滤膜置 １００ｍＬ
的胰酪大豆胨液体培养基中，３０～３５℃培养１８～２４ｈ，
同试验组操作。

阴性对照组：取 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液
１０ｍＬ置１００ｍＬ无菌０．９％氯化钠溶液中全量过滤，再用
无菌０．９％氯化钠溶液冲洗３次，每次１００ｍＬ，取出滤
膜，置 １００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中，３０～３５℃培
养１８～２４ｈ，同试验组操作。
２．３．４ 金黄色葡萄球菌

试验组：取 １∶１０供试液 １０ｍＬ置 １００ｍＬ无菌
０．９％氯化钠溶液中全量过滤，再用无菌 ０．９％氯化钠
溶液冲洗 ３次，每次 １００ｍＬ，在最后 １次无菌 ０．９％氯
化钠溶液中加入不大于 １０００ｃｆｕ金黄色葡萄球菌液
０．１ｍＬ，取出滤膜置１００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中，
３０～３５℃培养１８～２４ｈ，取上述培养物，划线接种于甘
露醇氯化钠琼脂培养基平板上，３０～３５℃培养１８～７２ｈ，
依法检查。

阳性对照组：取 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液
１０ｍＬ置１００ｍＬ无菌０．９％氯化钠溶液中全量过滤，再用
无菌０．９％氯化钠溶液冲洗 ３次，每次１００ｍＬ，在最后
１次无菌０．９％氯化钠溶液中加入不大于１０００ｃｆｕ的金
黄色葡萄球菌液０．１ｍＬ，取出滤膜置１００ｍＬ胰酪大豆胨
液体培养基中，３０～３５℃培养１８～２４ｈ，同试验组操作。

阴性对照组：取 ｐＨ７．０氯化钠 －蛋白胨缓冲液
１０ｍＬ置１００ｍＬ无菌０．９％氯化钠溶液中全量过滤，再用
无菌０．９％氯化钠溶液冲洗３次，每次１００ｍＬ，取出滤
膜，置 １００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中，３０～３５℃培
养１８～２４ｈ，同试验组操作。
２．３．５ 控制菌检查方法验证结果

结果见表 ２。上述方法相应的试验组、阳性对照组
检出耐胆盐革兰阴性菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、金

黄色葡萄球菌，阴性对照组无菌生长，表明硫酸沙丁胺

醇吸入气雾剂可用该方法检查本品的耐胆盐革兰阴性

菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌。

２．４ 供试品微生物限度检查
采用薄膜过滤法，冲洗液为 ０．９％氯化钠溶液；需

氧菌、霉菌和酵母菌总数每张滤膜冲洗 ５次，每次
１００ｍＬ；控制菌耐胆盐革兰阴性菌、大肠埃希菌、铜绿
假单胞菌、金黄色葡萄球菌每张滤膜冲洗 ３次，每次
１００ｍＬ，依法测定。结果见表３。

３ 讨论

硫酸沙丁胺醇吸入气雾剂为吸入制剂，根据２０１５年
版《中国药典牗四部牘》通则１１０７中微生物限度检查法的
规定，硫酸沙丁胺醇吸入气雾剂的需氧菌总数每 １ｍＬ
不得超过 １０２ｃｆｕ，霉菌和酵母菌总数每 １ｍＬ不得超过
１０ｃｆｕ，耐胆盐革兰阴性菌、大肠埃希菌、金黄色葡萄球
菌和铜绿假单胞菌每１ｍＬ不得检出。
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