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阿法替尼和塞瑞替尼微生物限度检查方法验证
张光华，李玉立，刘文杰，牛振东，江志杰△

（北京市药品检验所中药成分分析与生物评价北京市重点实验室，北京 １０２２０６）
摘要：目的 建立并验证阿法替尼片和塞瑞替尼胶囊的微生物限度检查方法。方法 按 ２０１５年版《中国药典牗四部牘》通则１１０５，１１０６，

１１０７项下方法进行微生物限度检查方法适用性试验，采用常规法和稀释法筛查药品的抑菌性，利用稀释和中和的原理改进供试液的
制备，在稀释剂和培养基里添加３％吐温８０和 ０．３％ 卵磷脂，消除药品的抑菌性。结果 稀释法和中和法联用消除了阿法替尼片和塞

瑞替尼胶囊对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和白色念珠菌的抑菌作用，各试验菌的计数回收比值均在０．５～２．０范围内，控制菌阳性
对照生长良好。结论 建立的微生物限度检查方法准确可行，可用于阿法替尼片和塞瑞替尼胶囊的质量控制，为口服替尼类抗癌药物

的微生物限度检查提供了参考。

关键词：阿法替尼；塞瑞替尼；微生物限度；方法适用性试验；吐温８０；卵磷脂
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阿法替尼是新一代口服小分子酪氨酸激酶抑制剂

（ＴＫＩ），可关闭癌细胞信号通路、抑制肿瘤生长，主要用
于非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）的治疗。塞瑞替尼是间变性淋
巴瘤激酶（ＡＬＫ）抑制剂，用于一线治疗 ＡＬＫ＋转移性
ＮＳＣＬＣ。２０１５年版《中国药典（四部）》通则 １１０７犤１犦非无
菌药品微生物限度标准规定，口服片剂、胶囊剂需氧菌

总数不得超过 １０３ｃｆｕ／ｇ，霉菌和酵母菌总数不得超过
１０２ｃｆｕ／ｇ，１ｇ中不得检出大肠埃希菌。本研究中按照
２０１５年版《中国药典（四部）》通则 １１０５和通则 １１０６犤１犦

的要求，综合考虑消除抑菌性及简便易操作等因素，建

立了适合阿法替尼片、塞瑞替尼胶囊的微生物限度检查

方法，并对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
ＬＲＨ－２５０型生化培养箱（上海一恒科学仪器有限

公司）；ＸＧ１．ＤＭＸＤ－０．３６型电热脉动真空灭菌器（山
东新华医疗器械股份有限公司）；１３００ＳＥＲＩＥＳＡ２型生
物安全柜（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＭＬ１６０２型电
子天平（梅特勒公司，精度为０．０１ｇ）；ＳＨＫＥ６０００－１ＣＥ
型恒温摇床（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。
１．２ 药品

阿法替尼片牗Ｓ１，ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＩｎｇｅｌｈｅｉｍＰｈａｒｍａＧｍｂＨ

·质量研究·
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Ｓ１Ａ
１∶１０
０
０
０
０
０
０
０

Ｓ１Ａ
１∶１００
０
０
０
０
０
－
－

Ｓ２Ａ
１∶１０
０
０
０
０
０
０
０

Ｓ２Ａ
１∶１００
０
０
０
０
０
－
－

Ｓ１Ａ
１∶１０
０
２９
０
７３
５３
８２
５０

Ｓ１Ａ
１∶１００
０
５１
０
７１
５１
－
－

Ｓ２Ａ
１∶１０
０
３０
０
０
３９
０
３７

Ｓ２Ａ
１∶１００
０
３９
０
１０
４９
－
－

Ｓ１Ａ
１∶１０
０
０．５５
０
１．０４
０．９８
１．０５
１．０６

Ｓ１Ａ
１∶１００
０
０．９６
０
１．０１
０．９４
－
－

Ｓ２Ａ
１∶１０
０
０．５６
０
０
０．７２
０
０．７９

Ｓ２Ａ
１∶１００
０
０．７３
０
０．１４
０．９１
－
－

＆ Ｃｏ．ＫＧ 公 司 ，批 号 分 别 为 ２０２５２５Ｕ，３０６３４２，
３０５９２１Ｂ，编号分别为 １，２，３，规格为每片 ５０ｍｇ牘；塞瑞
替尼胶囊牗Ｓ２，ＮｏｖａｒｔｉｓＰｈａｒｍａＳｔｅｉｎＡＧ公司，批号分别
为 Ｓ０００９Ｄ，Ｓ００１１，Ｓ００１０Ａ，编号分别为 １，２，３，规格为
每粒１５０ｍｇ牘。
１．３ 试验菌种

枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ犤ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１犦，
铜 绿 假 单 胞 菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ犤ＣＭＣＣ（Ｂ）
１０１０４犦，金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ犤ＣＭＣＣ
（Ｂ）２６００３犦，大 肠 埃 希 菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ犤ＣＭＣＣ（Ｂ）
４４１０２犦，白 色 念 珠 菌 Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ犤ＣＭＣＣ（Ｆ）
９８００１犦，黑曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３犦，均购
自中国食品药品检定研究院，菌株传代数为第３代。
１．４ 培养基和试剂

胰酪大豆胨液体培养基（ＴＳＢ），胰酪大豆胨琼脂培
养基（ＴＳＡ），沙氏葡萄糖液体培养基（ＳＤＢ），沙氏葡萄糖琼
脂培养基（ＳＤＡ牘，均购自美国ＢＤ公司；ｐＨ７．０无菌氯化钠－
蛋白胨缓冲液，麦康凯液体培养基，麦康凯琼脂培养基，均

购自北京奥博星生物技术有限责任公司；吐温８０牗国药集
团化学试剂有限公司牘；卵磷脂牗Ｓｉｇｍａ公司牘。
２ 方法与结果

２．１ 溶液制备
２．１．１ 菌液制备

按 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则 １１０５犤１犦微生
物计数法制备菌液。

２．１．２ 供试液制备

取供试品 Ｓ１和 Ｓ２各 １０ｇ，分别置 １００ｍＬ锥形瓶
中，加ｐＨ７．０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液至刻度，充分
振摇，制成 １∶１０的供试液 Ｓ１Ａ和 Ｓ２Ａ。取 １∶１０的供
试液１ｍＬ，置ｐＨ７．０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液９ｍＬ
中，即得１∶１００的供试液Ｓ１Ａ和Ｓ２Ａ。

取供试品 Ｓ１和 Ｓ２各 １０ｇ，分别置 １００ｍＬ锥形瓶
中，加入含有３％吐温８０和０．３％ 卵磷脂的 ｐＨ７．０无

菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液至刻度，充分振摇，制成１∶
１０的供试液 Ｓ１Ｂ和Ｓ２Ｂ。取１∶１０的供试液１ｍＬ，置含
３％吐温 ８０和 ０．３％ 卵磷脂的 ｐＨ７．０无菌氯化钠 －
蛋白胨缓冲液 ９ｍＬ中，即得 １∶１００的供试液 Ｓ１Ｂ和
Ｓ２Ｂ。
２．２ 培养基适用性检查

培养基均在验证合格的灭菌程序下灭菌，按 ２０１５
年版《中国药典（四部）》通则１１０５犤１犦微生物计数法中培
养基的适用性检查方法进行，结果均符合要求。

２．３ 微生物计数方法抑菌性筛查试验
２．３．１ 常规稀释剂１∶１０供试液和１∶１００供试液

菌液对照组：取 ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲
液 ９．９ｍＬ，加入制备好的试验菌液 ０．１ｍＬ（细菌、酵母
菌５００～１０００ｃｆｕ，霉菌３００～６００ｃｆｕ），混匀，使每１ｍＬ
稀释液中含菌量为３０～１００ｃｆｕ。分别取上述菌悬液１ｍＬ
注入平皿中，测定每１ｍＬ的活菌数。

供试品对照组：取１∶１０供试液Ｓ１Ａ和Ｓ２Ａ各９．９ｍＬ，
分别加入稀释剂０．１ｍＬ，混匀，取１ｍＬ注入平皿中，测
定供试品的需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数。取 １∶１００
供试液Ｓ１Ａ和Ｓ２Ａ各９．９ｍＬ，分别加入稀释剂０．１ｍＬ，
混匀，取１ｍＬ注入平皿中，测定其需氧菌总数。

试验组：取 １∶１０的供试液 Ｓ１Ａ和 Ｓ２Ａ９．９ｍＬ各
５份，分别加入制备好的试验菌液０．１ｍＬ，混匀，取１ｍＬ
注入平皿中，测定需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数。取

１∶１００供试液 Ｓ１Ａ和 Ｓ２Ａ９．９ｍＬ各５份，分别加入制
备好的试验菌液０．１ｍＬ，混匀，取１ｍＬ注入平皿中，测
定需氧菌总数。

检测方法：需氧菌总数测定用 ＴＳＡ，置 ３３℃培养
５ｄ，逐日观察结果；霉菌和酵母菌总数测定用 ＳＤＡ，置
２３℃培养７ｄ，逐日观察结果。

结果分析：结果见表１。可见，Ｓ１Ａ的微生物计数采
用 １∶１０和 １∶１００供试液用平皿法检查，枯草芽孢杆
菌、金黄色葡萄球菌的回收比值均为 ０，表明 Ｓ１Ａ的

供试品对照组（ｃｆｕ） 试验组（ｃｆｕ） 回收比值

菌种

枯草芽孢杆菌（ＴＳＡ）

铜绿假单胞菌（ＴＳＡ）

金黄色葡萄球菌（ＴＳＡ）

白色念珠菌（ＴＳＡ）

黑曲霉（ＴＳＡ）

白色念珠菌（ＳＤＡ）

黑曲霉（ＳＤＡ）

菌液对照组

（ｃｆｕ）

９７
５３
１０６
７０
５４
７８
４７

注：表中数值为２个平行平皿的平均值；“－”表示不用做筛查试验。表２至表４同。

表１ Ｓ１Ａ和 Ｓ２Ａ微生物计数抑菌性筛查试验结果

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ



５７

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年９月５日 第２９卷第１７期
Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．１７牞Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ５牞２０２０

Ｓ２Ｂ
１∶１０
－
－
－
０

Ｓ１Ｂ
１∶１００
０
０
－
－

Ｓ２Ｂ
１∶１００
０
０
０
－

Ｓ２Ｂ
１∶１０
－
－
－
４９

Ｓ１Ｂ
１∶１００
４６
７６
－
－

Ｓ２Ｂ
１∶１００
６
１５
７２
－

Ｓ２Ｂ
１∶１０
－
－
－
０．４８

Ｓ１Ｂ
１∶１００
０．８８
０．９０
－
－

Ｓ２Ｂ
１∶１００
０．１２
０．１８
０．７３
－

Ｓ２Ｂ
１∶１０
－
－
０

Ｓ２Ｂ
１∶１００
０
０
－

Ｓ２Ｂ
１∶１０
－
－
７３

Ｓ２Ｂ
１∶１００
６１
９４
－

Ｓ２Ｂ
１∶１０
－
－
１．００

Ｓ２Ｂ
１∶１００
１．０２
１．０８
－

表２ Ｓ１Ｂ和 Ｓ２Ｂ微生物计数抑菌性筛查试验结果

供试品对照组（ｃｆｕ） 试验组（ｃｆｕ） 回收比值

表３ Ｓ２Ｂ微生物计数抑菌性筛查试验结果

供试品对照组（ｃｆｕ） 试验组（ｃｆｕ） 回收比值

菌种

枯草芽孢杆菌（ＴＳＡ）

金黄色葡萄球菌（ＴＳＡ）

白色念珠菌（ＴＳＡ）

白色念珠菌（ＳＤＡ）

菌液对照组

（ｃｆｕ）

５２
８４
９８
１０２

菌种

枯草芽孢杆菌（ＴＳＡ）

金黄色葡萄球菌（ＴＳＡ）

白色念珠菌（ＳＤＡ）

菌液对照组

（ｃｆｕ）

６０
８７
７３

１∶１０和 １∶１００供试液对枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄
球菌有抑菌性，该方法不适合 Ｓ１的需氧菌总数计数。
Ｓ１Ａ的１∶１０供试液白色念珠菌（ＳＤＡ）和黑曲霉（ＳＤＡ）
的回收比值在０．５～２．０范围内，该方法适合Ｓ１的霉菌
和酵母菌总数计数。Ｓ２Ａ的微生物计数采用 １∶１０和
１∶１００供试液用平皿法检查，枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄
球菌的回收比值均为０，白色念珠菌的回收比值为０和
０．１４，表明 Ｓ２Ａ的 １∶１０和 １∶１００供试液对枯草芽孢
杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌有抑菌性，该方法

不适合Ｓ２的需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数。
２．３．２ 稀释剂添加３％吐温８０和０．３％卵磷脂

用于验证２．３．１项下回收比值小于０．５的供试液。
菌液对照组：同２．３．１项下菌液对照组。
供试品对照组：取 １∶１０供试液 Ｓ２Ｂ９．９ｍＬ，加入

稀释剂 ０．１ｍＬ，混匀，取 １ｍＬ注入平皿中，测定供试
品的霉菌和酵母菌总数；取 １∶１００供试液 Ｓ１Ｂ和 Ｓ２Ｂ
９．９ｍＬ，分别加入稀释剂０．１ｍＬ，混匀，取１ｍＬ注入平
皿中，测定供试品的需氧菌总数。

试验组：取 １∶１０供试液 Ｓ２Ｂ９．９ｍＬ，加入制备好
的白色念珠菌试验菌液 ０．１ｍＬ，混匀，取 １ｍＬ注入平
皿中，测定霉菌和酵母菌总数；取 １∶１００供试液 Ｓ１Ｂ
和Ｓ２Ｂ９．９ｍＬ各 ５份，分别加入制备好的试验菌液
０．１ｍＬ，混匀，取１ｍＬ注入平皿中，测定需氧菌总数。

检测方法：需氧菌总数测定用 ＴＳＡ，置 ３３℃培养
５ｄ，逐日观察结果；霉菌和酵母菌总数测定用 ＳＤＡ，置
２３℃培养７ｄ，逐日观察结果。

结果分析：结果见表 ２。可见，Ｓ１Ｂ的需氧菌总数计
数采用１∶１００供试液用平皿法检查，枯草芽孢杆菌、金
黄色葡萄球菌的回收比值均在 ０．５～２．０范围内，表明

Ｓ１Ｂ的 １∶１００供试液对枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球
菌的抑菌性已消除，该方法适合Ｓ１的需氧菌总数计数。
Ｓ２Ｂ的需氧菌总数计数采用１∶１００供试液用平皿法检
查，枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌的回收比值均小于

０．５，表明Ｓ２Ｂ的１∶１００供试液对枯草芽孢杆菌和金黄
色葡萄球菌有抑菌性，该方法不适合 Ｓ２的需氧菌总数
计数。Ｓ２Ｂ的霉菌和酵母菌数总数计数采用１∶１０供试
液用平皿法检查，白色念珠菌的回收比值小于 ０．５，表
明Ｓ２Ｂ的１∶１０供试液对白色念珠菌有抑菌性，该方法
不适合Ｓ２的霉菌和酵母菌总数计数。
２．３．３ 稀释剂和培养基均添加 ３％吐温 ８０和 ０．３％
卵磷脂

用于验证２．３．２项下回收比值小于０．５的供试液。
菌液对照组：同２．３．１项下菌液对照组。
供试品对照组：取 １∶１０供试液 Ｓ２Ｂ９．９ｍＬ，加入

稀释剂０．１ｍＬ，混匀，取１ｍＬ注入平皿中，测定供试品
的霉菌和酵母菌总数。取１∶１００供试液Ｓ２Ｂ９．９ｍＬ，加
入稀释剂０．１ｍＬ，混匀，取１ｍＬ注入平皿中，测定供试
品的需氧菌总数。

试验组：取 １∶１０供试液 Ｓ２Ｂ９．９ｍＬ，加入制备好
的白色念珠菌试验菌液 ０．１ｍＬ，混匀，取 １ｍＬ注入平
皿中，测定霉菌和酵母菌总数。取 １∶１００供试液 Ｓ２Ｂ
９．９ｍＬ各５份，分别加入制备好的试验菌液０．１ｍＬ，混
匀，取１ｍＬ注入平皿中，测定需氧菌总数。

检测方法：需氧菌总数测定用含 ３％吐温 ８０和
０．３％ 卵磷脂的 ＴＳＡ，置３３℃培养５ｄ，逐日观察结果；
霉菌和酵母菌总数测定用含３％吐温８０和０．３％ 卵磷
脂的ＳＤＡ，置２３℃培养７ｄ，逐日观察结果。

测定结果：结果见表３。可见，Ｓ２Ｂ的需氧菌总数计
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６６

５３

５０

８８

４０

８２

３４

编号

１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３
１
２
３

Ｓ１

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

Ｓ２

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

６４
６６
６５
６６
６４
６２
６２
５９
６４
８０
８４
８６
３６
４０
３６
７６
７８
８４
３３
３４
３２

Ｓ１

６７
６８
７０
４９
５２
５１
４５
４３
５６
９０
８４
８７
４４
４７
４１
７８
８６
８１
２９
３３
３４

Ｓ２

７２
６８
６６
６５
６０
６４
５９
６４
６４
８２
７９
７９
４０
３９
３６
７４
６５
７２
３２
３０
３０

７０
７１
７４
５９
６２
６４
５７
６０
６３
８９
８７
８９
４８
４３
４４
８４
８０
８１
３６
３５
３２

Ｓ１

１．０２
１．０３
１．０６
０．９２
０．９８
０．９６
０．９０
０．８６
１．１２
１．０２
０．９５
０．９９
１．１０
１．１８
０．９３
０．９５
１．０５
０．９９
０．８５
０．９７
１．００

Ｓ２

１．０９
１．０３
１．００
１．２３
１．１３
１．２１
１．１８
１．２８
１．２８
０．９３
０．９０
０．９０
１．００
０．９８
０．９０
０．９０
０．７９
０．８８
０．９４
０．８８
０．８８

稀释剂

对照组

０．９７
１．００
０．９８
１．２４
１．２１
１．１７
１．２４
１．１８
１．２８
０．９１
０．９５
０．９８
０．９０
１．００
０．９０
０．９３
０．９５
１．０２
０．９７
１．００
０．９４

加中和剂培

养基对照组

１．０６
１．０８
１．１２
１．１１
１．１７
１．２１
１．１４
１．２０
１．２６
１．０１
０．９９
１．０１
１．２０
１．０８
１．１０
１．０２
０．９８
０．９９
１．０６
１．０３
１．００

表４ Ｓ１和 Ｓ２微生物计数方法适用性试验结果（ｎ＝３）

菌液对照组

（ｃｆｕ）

供试品对照组（ｃｆｕ） 试验组（ｃｆｕ） 回收比值稀释剂

对照组

（ｃｆｕ）

加中和剂

培养基对

照组（ｃｆｕ）
菌种

枯草芽孢杆菌（ＴＳＡ）

铜绿假单胞菌（ＴＳＡ）

金黄色葡萄球菌（ＴＳＡ）

白色念珠菌（ＴＳＡ）

黑曲霉（ＴＳＡ）

白色念珠菌（ＳＤＡ）

黑曲霉（ＳＤＡ）

数采用 １∶１００供试液用平皿法检查，培养基用含 ３％
吐温８０和０．３％卵磷脂的ＴＳＡ，枯草芽孢杆菌、金黄色
葡萄球菌的回收比值均在 ０．５～２．０范围内，表明 Ｓ２Ｂ
的 １∶１００供试液对枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌的
抑菌性已消除，该方法适合 Ｓ２的需氧菌总数计数。Ｓ２Ｂ
的霉菌和酵母菌数总数计数采用 １∶１０供试液用平皿
法检查，培养基用含 ３％吐温 ８０和 ０．３％ 卵磷脂的
ＳＤＡ，白色念珠菌的回收比值在０．５～２．０范围内，表明
Ｓ２Ｂ的１∶１０供试液对白色念珠菌的抑菌性已消除，该
方法适合Ｓ２的霉菌和酵母菌总数计数。
２．４ 微生物计数方法适用性试验

菌液组：取 ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液
９．９ｍＬ，加入制备好的试验菌液 ０．１ｍＬ（细菌、酵母菌
５００～１０００ｃｆｕ，霉菌３００～６００ｃｆｕ），混匀，使每１ｍＬ稀
释液中含菌 ３０～１００ｃｆｕ。分别取 １ｍＬ注入平皿，测定
每１ｍＬ的活菌数。

供试品对照组：取 Ｓ１Ｂ和 Ｓ２Ｂ的 １∶１００供试液
９．９ｍＬ，分别加入稀释剂０．１ｍＬ，混匀，取１ｍＬ注入平
皿，测定供试品的需氧菌总数；取 Ｓ１Ｂ和 Ｓ２Ｂ的 １∶１０
供试液９．９ｍＬ，加入稀释剂０．１ｍＬ，混匀，取１ｍＬ注入
平皿，测定其霉菌和酵母菌总数。

试验组：分别取Ｓ１Ｂ和Ｓ２Ｂ的１∶１００供试液９．９ｍＬ
各５份，加制备好的试验菌液０．１ｍＬ，混匀，取１ｍＬ注
入平皿，测定需氧菌总数。分别取 Ｓ１Ｂ和 Ｓ２Ｂ的 １∶１０
供试液 ９．９ｍＬ各 ２份，加制备好的真菌菌液 ０．１ｍＬ，
混匀，取１ｍＬ注入平皿，测定霉菌和酵母菌数。

稀释剂对照组：分别取含３％吐温８０和０．３％卵磷
脂的ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液９．９ｍＬ５份，
加入制备好的试验菌液０．１ｍＬ（３００～１０００ｃｆｕ），混匀，
取１ｍＬ注入平皿，测定每１ｍＬ的活菌数。

添加中和剂的培养基对照组：分别取菌液组制备好的

菌液１ｍＬ注入平皿，测定需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数。
检测方法：上述已注入供试液的平皿，Ｓ１需氧菌总

数测定倾注 ＴＳＡ，霉菌和酵母菌总数测定倾注 ＳＤＡ。Ｓ２
及添加中和剂的培养基对照组，需氧菌总数测定倾注含

３％吐温８０和０．３％卵磷脂的ＴＳＡ，霉菌和酵母菌总数测
定倾注含３％吐温８０和０．３％卵磷脂的ＳＤＡ。需氧菌总数
测定置３３℃培养５ｄ，逐日观察结果；霉菌和酵母菌总数
测定置２３℃培养７ｄ，逐日观察结果。

结果分析：结果见表４。可见，稀释剂对照组回收比
值均在 ０．５～２．０范围内，表明含 ３％吐温 ８０和 ０．３％
卵磷脂的ｐＨ７．０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液对微生物
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培养基

胰酪大豆胨液体培养基

麦康凯液体培养基

麦康凯琼脂平板

Ｓ１
－
－
－

Ｓ２
－
－
－

阴性

对照组

－
－
－

Ｓ１
＋
＋
＋

Ｓ２
＋
＋
＋

表５ 控制菌检查方法适用性试验结果

供试品对照组 阳性对照组

注：“－”为阴性，“＋”为阳性。

无毒性犤３－４犦。Ｓ１和 Ｓ２枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、金
黄色葡萄球菌、白色念珠菌、黑曲霉菌的回收比值均在

０．５～２．０范围内，提示 ３％吐温 ８０和 ０．３％ 卵磷脂在
本研究中的有效性犤３－４犦，该方法进行Ｓ１和Ｓ２的需氧菌总
数计数、霉菌和酵母菌总数计数方法准确、可行。

２．５ 控制菌检查方法适用性试验
供试品对照组：取 Ｓ１Ｂ和 Ｓ２Ｂ的 １∶１０供试

液１０ｍＬ，分别加入ＴＳＢ１００ｍＬ中，３３℃培养２４ｈ。
阴性对照组：取稀释液 １０ｍＬ，置 ＴＳＢ１００ｍＬ中，

３３℃培养２４ｈ。
阳性对照组：取Ｓ１Ｂ和Ｓ２Ｂ的１∶１０供试液１０ｍＬ，分

别加入ＴＳＢ１００ｍＬ中，再加入不大于１００ｃｆｕ的大肠埃
希菌，３３℃培养２４ｈ。

检测方法：分别取上述预培养物１ｍＬ，加入麦康凯
液体培养基１００ｍＬ中，４２℃培养 ２４ｈ后，再分别划线
于麦康凯琼脂平板上，３３℃培养２４ｈ，观察结果。

结果分析：结果见表５。可见，Ｓ１和 Ｓ２阳性对照菌
生长良好，表明Ｓ１和Ｓ２在该条件下对大肠埃希菌无抑
菌作用或其抑菌作用可忽略不计。表明采用该方法进行

Ｓ１和Ｓ２的大肠埃希菌检查方法可行。

３ 讨论

３．１ 中和剂吐温８０和卵磷脂的应用
吐温８０和卵磷脂是《中国药典》《欧洲药典》收载的

常用中和剂，可添加至稀释剂或培养基中犤１－２犦。试验证

明，３％吐温８０和０．３％卵磷脂对微生物无毒性。吐温８０
为非离子表面活性剂，卵磷脂为两性离子表面活性剂，

均可降低季铵类化合物、酚、醛、对羟基苯甲酸类、二

重双肌类、碘酒、洗必泰类、石炭酸类药物的活性犤３犦。

卵磷脂是细胞膜上最主要的脂质，其脂肪酸种类会

影响细胞的流动性及通透性；通过影响细胞膜上许

多酵素的功能来调控细胞生长；可改变细胞膜功

能，是细胞膜修复的营养剂。３％吐温 ８０和 ０．３％ 卵
磷脂对部分有抑菌作用化学药可作为中和剂，可降低

抑菌作用犤３－６犦。

３．２ 微生物限度检查方法的确立
阿法替尼片：取供试品 １０ｇ，加含 ３％吐温 ８０和

０．３％ 卵磷脂的 ｐＨ７．０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液至
１００ｍＬ，充分振摇，制成１∶１０的供试液，取１∶１０供试

液１ｍＬ，置含３％吐温８０和０．３％卵磷脂的ｐＨ７．０无
菌氯化钠－蛋白胨缓冲液９ｍＬ中，即为１∶１００的供试
液。需氧菌总数计数取 １∶１００供试液 １ｍＬ注入平皿，
按 ２０１５年版《中国药典》通则 １１０５方法检查；霉菌和
酵母菌总数计数，取 １∶１０供试液 １ｍＬ注入平皿，按
２０１５年版《中国药典》通则１１０５方法检查。大肠埃希菌
检查，取 １∶１０供试液 １０ｍＬ，置 ＴＳＡ１００ｍＬ中，按
２０１５年版《中国药典》通则１１０６方法检查。

塞瑞替尼胶囊：取供试品 １０ｇ，加入含 ３％吐温 ８０
和０．３％ 卵磷脂的 ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液
至１００ｍＬ，充分振摇，制成１∶１０的供试液，取１∶１０供
试液１ｍＬ，置含３％吐温８０和０．３％ 卵磷脂的 ｐＨ７．０
无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液９ｍＬ中，即得１∶１００的供
试液。需氧菌总数计数取 １∶１００供试液 １ｍＬ注入平
皿，培养基为含３％吐温８０和０．３％ 卵磷脂的 ＴＳＡ，按
２０１５年版《中国药典》通则１１０５方法检查；霉菌和酵母
菌总数计数，取 １∶１０供试液 １ｍＬ注皿，培养基为含
３％吐温８０和０．３％卵磷脂的ＳＤＡ，按２０１５年版《中国
药典》通则 １１０５方法检查；大肠埃希菌检查，取 １∶１０
供试液１０ｍＬ，置 ＴＳＢ１００ｍＬ中，按２０１５年版《中国药
典》通则１１０６方法检查。
３．３ 替尼类抗癌药物的微生物检查方法建立的思路

替尼类抗癌药物对微生物都有一定的抑菌作用，尤

其是对细菌。抑菌性筛查试验结果也表明，Ｓ１和 Ｓ２对
枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌均有很强

的抑菌作用。建议可直接采用含 ３％吐温 ８０和 ０．３％
卵磷脂的稀释液，如 １∶１０供试液的回收率低于《中国
药典》要求，直接采用 １∶１００供试液进行试验，抑菌性
更强的可选择在培养基中添加３％吐温８０和０．３％卵
磷脂。本研究中的２种替尼类抗癌药物，通过稀释法和
中和法，均消除了其抑菌作用，符合《中国药典》的相关

规定，可用于产品的质量控制，并为口服替尼类抗癌药

物的微生物限度的检查提供了参考。
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