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医院制剂主要是针对本院临床需要且需求量小、不

适合工厂批量生产的品种，控制其质量是保证临床安全

用药的前提。对药品的微生物进行控制是控制药品质量

的一项重要检查项目犤１犦，也是保障制剂安全性的重要组

成部分。尿素软膏、维生素 Ｅ乳膏、复方苯甲酸软膏均
为我院院内制剂，疗效确切，临床应用广泛。为控制其质

量，保证检测方法的可靠性和准确性，确保其微生物限

度达到要求犤２犦，本研究中参考文献犤３－８犦，按２０１５年版
《中国药典（四部）》通则 １１０５，１１０６，１１０７项下要求犤９犦，

通过试验验证，建立了３种外用制剂微生物限度的检查
方法。现报道如下。

１ 仪器与材料

１．１ 仪器
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ－１３８１Ａ２型生物安全柜（美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＴＢ１２４Ｓ型分析天平（梅特勒托利多仪器

＜上海＞有限公司，精度为百分之一）；ＬＲＨ－１５０Ｆ型生
化培养箱（重庆四达实验仪器公司）；ＭＪ－１８０－Ⅱ型霉菌
培养箱（上海跃进医疗器械有限公司）；ＬＤＺＦ－３０ＫＢ－Ⅱ
型立式压力蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂）。

１．２ 材料
试药：复方苯甲酸软膏（批号为 １８０２２６，规格为每

盒 １８ｇ），维生素 Ｅ乳膏（批号为 １８０１３０，规格为每支
５０ｇ），尿素软膏（批号为 １８０１０８，规格为每盒 １８ｇ），均
由陆军军医大学第一附属医院药剂科提供。

培养基：胰酪大豆胨液体培养基（批号为１７０３０２２），
胰酪大豆胨琼脂培养基（批号为１７０６２６２），沙氏葡萄糖
琼脂培养基（批号为１７０２１３４），甘露醇氯化钠琼脂培养
基（批号为 １７０１０４），溴化十六烷基三甲胺琼脂培养基
（批号为１７０１０３），均由北京三药科技开发公司提供。

菌种：铜绿假单胞菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４犦，枯草芽孢

３种医院外用制剂微生物限度检查方法的建立

邓 莉，陈勇川，胡 斌，马 攀，胡 婧△

（中国人民解放军陆军军医大学第一附属医院药剂科，重庆 ４０００３８）
摘要：目的 建立尿素软膏、维生素 Ｅ乳膏、复方苯甲酸软膏３种医院外用制剂的微生物限度检查方法。方法 根据２０１５年版《中国药
典（四部）》通则１１０５，１１０６，１１０７项下方法进行试验，分别对样品进行５种试验菌回收率试验及控制菌检查方法验证。结果 在适宜的

供试品配制条件下，需氧菌总数检查，尿素软膏采用常规法，维生素Ｅ乳膏采用培养基稀释法，复方苯甲酸软膏采用中和法和培养基稀
释法联用；霉菌及酵母菌总数检查，尿素软膏、维生素 Ｅ乳膏可采用常规法，复方苯甲酸软膏可采用中和法和培养基稀释法联用；金黄
色葡萄球菌、铜绿假单胞菌检查，尿素软膏、维生素 Ｅ乳膏采用常规法，复方苯甲酸软膏采用中和法和培养基稀释法联用。结论 该方

法适用于３种医院制剂的微生物限度检查。
关键词：尿素软膏；维生素Ｅ乳膏；复方苯甲酸软膏；微生物限度检查；方法适用性试验
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Ⅰ
０．９６
１．０１
０
１．０２

Ⅱ
０．９７
０．９８
０
０．９８

Ⅲ
１．０１
１．０５
０
１．０５

Ⅰ
０．９８
１．０３
０
０．９２

Ⅱ
０．９７
１．０９
０
０．９５

Ⅲ
０．９２
０．９９
０
０．９９

样品

尿素软膏

维生素 Ｅ乳膏

复方苯甲酸软膏

验证方法

常规法

常规法

稀释法

稀释法

中和法 ＋稀释法

白色念珠菌 黑曲霉

表１ 霉菌和酵母菌回收率比值

样品

尿素软膏

维生素 Ｅ乳膏
复方苯甲酸软膏

验证方法

常规法

常规法

稀释法

中和法 ＋稀释法

金黄色葡萄球菌 铜绿假单胞菌 枯草芽孢杆菌 白色念珠菌 黑曲霉

Ⅰ
０．９８
０．４２
０．７５
０
０．７８

Ⅱ
１．０３
０．３９
０．７８
０
０．８７

Ⅲ
１．１０
０．４３
０．８０
０
０．７６

Ⅰ
０．７４
０．７８
１．１９
０
１．１２

Ⅱ
０．６９
０．７６
１．１８
０
１．０８

Ⅲ
０．７２
０．７９
１．１６
０
１．１３

Ⅰ
１．０７
０．３１
０．７６
０
０．７５

Ⅱ
１．０８
０．４２
０．７８
０
０．７０

Ⅲ
１．１０
０．４３
０．８０
０
０．７８

Ⅰ
０．９８
０．７１
０．８７
０
１．０４

Ⅱ
０．８９
０．６９
０．８５
０
０．９８

Ⅲ
０．９５
０．６７
０．９０
０
０．９０

Ⅰ
０．８９
０．７３
０．９８
０
０．９９

Ⅱ
０．９１
０．７６
０．９０
０
１．０３

Ⅲ
０．９６
０．７０
０．９７
０
１．００

表２ 需氧菌总数回收率比值

杆菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１犦，金黄色葡萄球菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）
２６００３犦，黑曲霉犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３犦，白色念珠菌犤ＣＭＣＣ
（Ｆ）９８００１犦，大肠埃希菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２犦，均由中国食
品药品检定研究院提供。

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项下方
法制备菌液。

２．１．２ 供试液制备

尿素软膏供试液：取尿素软膏 １０ｇ，加入含无菌十
四烷酸异丙酯２０ｍＬ和无菌玻璃珠的三角瓶中，振摇，
混匀，再加入ｐＨ７．０的４５℃无菌氯化钠－蛋白胨缓冲
液１００ｍＬ，振摇，混匀，静置，待油水明显分层，取水层，
作为１∶１０的供试液。

维生素Ｅ乳膏供试液犤１０犦：取维生素Ｅ乳膏１０ｇ，加
入ｐＨ７．０的４５℃无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液１００ｍＬ，振
摇，混匀，作为 １∶１０的供试液。取 ２０ｍＬ１∶１０的供试
液，加入 ｐＨ７．０无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液 １００ｍＬ，
摇匀，制成１∶５０的供试液。

复方苯甲酸软膏供试液：方法一，取复方苯甲酸软

膏１０ｇ，加入含２０ｍＬ无菌十四烷酸异丙酯和无菌玻璃
珠的三角瓶中，振摇，混匀，加入ｐＨ７．０的４５℃无菌氯
化钠－蛋白胨缓冲液１００ｍＬ，振摇，混匀，静置，待油水
分层，取水层，作为１∶１０的供试液；取 １∶１０的供试液
１０ｍＬ，加入ｐＨ７．０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液１００ｍＬ，
摇匀，制成 １∶１００的供试液。方法二，取复方苯甲酸软
膏１０ｇ，加入含无菌十四烷酸异丙酯２０ｍＬ和无菌玻璃
珠的三角瓶中，充分振摇，混匀，加入１１ｍＬ的１ｍｏｌ／Ｌ无
菌氢氧化钠溶液，再加４５℃的ｐＨ７．０无菌氯化钠－蛋白
胨缓冲液８９ｍＬ，振摇，混匀，静置，待油水分层明显，取水
层，作为１∶１０的供试液；进一步稀释为１∶１００的供试液。
２．２ 需氧菌、霉菌和酵母菌总数计数方法适用性试验

试验组犤１１－１２犦：取 ２．１．２项下尿素软膏 １∶１０供试
液、维生素 Ｅ乳膏 １∶１０供试液和 １∶５０供试液各
９．９ｍＬ，２．１．２项下复方苯甲酸软膏方法一中 １∶１００
供试液和方法二中１∶１００供试液９．９ｍＬ，各５份，每份

分别加入金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆

菌、白色念珠菌及黑曲霉菌菌悬液各０．１ｍＬ，使供试液
每 １ｍＬ含菌数不大于 １００ｃｆｕ，混匀，吸取各染菌供试
液 １ｍＬ，注入平皿，每份平行制备 ２个平皿，倾注胰酪
大豆胨琼脂培养基，置３５℃培养３ｄ，测定需氧菌总数。
取 ２．１．２项下尿素软膏、维生素 Ｅ乳膏 １∶１０供试液
９．９ｍＬ，复方苯甲酸软膏方法一中 １∶１００供试液和方
法二中１∶１００供试液９．９ｍＬ，各２份，分别加入白色念
珠菌和黑曲霉菌悬液各０．１ｍＬ，使供试液每１ｍＬ含菌
数不大于 １００ｃｆｕ，混匀，吸取各染菌供试液 １ｍＬ注入
平皿，平行制备２个平皿，倾注沙氏葡萄糖琼脂培养基，
置２５℃培养５ｄ，测定霉菌及酵母菌总数。

菌液对照组：用稀释液代替供试液，同试验组操作。

供试品组：用稀释液代替菌液，同试验组操作。

稀释剂组：用稀释液代替供试液、菌液，同试验组操作。

回收率：试验组菌比值＝（试验组平均菌落数－供试
品组的平均菌落数）／菌液对照组的平均菌落数。霉菌
和酵母菌总数见表１，需氧菌总数验证试验结果见表２。

验证结果：按 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则
１１０５微生物计数法进行验证，做３次平行试验。需氧菌
总数检查，尿素软膏采用常规法，维生素 Ｅ乳膏采用培
养基稀释法，复方苯甲酸软膏采用中和法和培养基稀释

法联用，５种试验菌回收率比值均在０．５～２．０范围内；
霉菌及酵母菌总数检查，尿素软膏、维生素 Ｅ乳膏采用
常规法、复方苯甲酸软膏可用中和法和培养基稀释法联

用，２种试验菌回收率比值均在０．５～２．０范围内。结果
均符合药典规定。

２．３ 控制菌检查方法适用性试验
２．３．１ 金黄色葡萄球菌

试验组：取 ２．１．２项下 １∶１０尿素软膏、维生素 Ｅ
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试验组

＋（２４ｈ）

＋（２４ｈ）

＋（２４ｈ）

菌液对照组

＋（２４ｈ）

＋（２４ｈ）

＋（２４ｈ）

供试品组

－（２４ｈ）

－（２４ｈ）

－（２４ｈ）

阴性对照组

－
－
－

试验组

＋（２ｈ）

＋（２ｈ）

＋（２ｈ）

菌液对照组

＋（２ｈ）

＋（２４ｈ）

＋（２４ｈ）

供试品组

－（２４ｈ）

－（２４ｈ）

－（２４ｈ）

阴性对照组

－
－
－

表３ 控制菌检查结果

尿素软膏

维生素Ｅ乳膏
复方苯甲酸软膏

常规法

常规法

中和法＋稀释法

金黄色葡萄球菌 铜绿假单胞菌

注：“－”表示无菌生长；“＋”表示试验菌生长良好。

样品 测定方法

乳膏供试液各１０ｍＬ及含菌量不大于１００ｃｆｕ的金黄色
葡萄球菌，同时分别接种至 １００ｍＬ胰酪大豆胨液体培
养基中，混匀；取 ２．１．２项下复方苯甲酸软膏方法二中
１∶１０供试液 １０ｍＬ及含菌量不大于 １００ｃｆｕ的金黄色
葡萄球菌，同时接种至 ２００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基
中，混匀，３５℃培养２４ｈ，观察结果。

菌液对照组：用稀释液代替供试液，同试验组操作。

供试品组：用稀释液代替菌液，同试验组操作。

稀释剂组：用稀释液代替供试液、菌液，同试验组操作。

验证结果：结果见表３。
２．３．２ 铜绿假单胞菌

试验组：取 ２．１．２项下 １∶１０尿素软膏、维生素 Ｅ
乳膏供试液各１０ｍＬ及含菌量不大于１００ｃｆｕ的铜绿假
单胞菌菌悬液，同时分别接种至１００ｍＬ胰酪大豆胨液
体培养基中，混匀；取２．１．２项下复方苯甲酸软膏方法
二中１∶１０供试液１０ｍＬ及含菌量不大于１００ｃｆｕ的铜
绿假单胞菌菌悬液，同时接种至２００ｍＬ胰酪大豆胨液
体培养基中，混匀，３５℃培养２４ｈ，观察结果。

菌液对照组：用稀释液代替供试液，同试验组操作。

供试品组：用稀释液代替菌液，同试验组操作。

稀释剂组：用稀释液代替供试液、菌液，同试验组操作。

验证结果：结果见表 ３。可见，控制菌检查中，尿素
软膏、维生素 Ｅ乳膏采用常规法，试验组相应阳性菌能
正常检出。复方苯甲酸软膏采用中和法加稀释法，试验

组相应阳性菌均能正常检出。

３ 讨论

不同医院配制的制剂，即使名称相同，由于采用的

工艺和辅料等不同，制剂仍可能表现出不同的抑菌特

性，故微生物限度检查方法不能简单复制犤１３犦，需经各单

位针对各制剂进行方法学验证。在对医院制剂的方法验

证活动中应遵从“就简不就繁”，尽量按常规法、培养基

稀释法，或考虑培养基稀释法与中和法联用，最后采取

薄膜过滤法的顺序进行。

本研究结果显示，尿素软膏的微生物限度检查方法

为需氧菌总数检查、霉菌和酵母菌总数检查、控制菌检

查，均可采用常规法；维生素 Ｅ乳膏的微生物限度检查
方法为需氧菌总数检查，可采用稀释法（１∶５０），霉菌和
酵母菌总数检查可采用常规法，控制菌检查均可采用常

规法；复方苯甲酸软膏的微生物限度检查方法为需氧

菌总数检查、霉菌和酵母菌总数检查，可采用中和法

加稀释法（２．１．２项下复方苯甲酸软膏方法二１∶１００），
控制菌检查均可采用中和法加稀释法，取２．１．２项下复
方苯甲酸软膏方法二 １∶１０供试液加入不少于２００ｍＬ
胰酪大豆胨液体培养基中。

在建立这３个制剂的方法验证时，开始都采用无菌
十四烷酸异丙酯萃取，结果软膏较理想，油相和水相分

层较清晰。而乳膏萃取时不能很好地分散，经比较，最终确

定的样品分散方法为：样品１０ｇ，加恒温４５℃的ｐＨ７．０
无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液１００ｍＬ。

３个制剂中，尿素软膏具有抗菌、止痒等作用，在验
证中采用常规法，回收率比值为 ０．５～２．０，方法准确、
可靠；维生素 Ｅ为维生素类药物，其并无抑菌作用，由
于配方中加入了布罗波尔防腐剂，用常规法无法消除其抑

菌性，采用１∶５０的稀释法能使回收率比值为０．５～２．０，
消除了其抑菌成分；在对复方苯甲酸软膏的验证时，最

初采用了１∶１０和１∶１００的稀释法，５种菌株均未见生
长。苯甲酸、水杨酸均有抗细菌、真菌作用。苯甲酸在酸

性环境中抑菌作用强，在碱性环境下作用减弱，两者

配伍应用可增强抗菌作用 犤１４犦。测得 １∶１０供试液 ｐＨ
为 ３．５，后考虑酸碱中和法，改变溶液 ｐＨ来排除苯甲
酸和水杨酸对微生物限度检查结果的干扰。经试验得

出中和剂的量为 １１ｍＬ的 １ｍｏｌ／Ｌ无菌氢氧化钠溶
液，可调节 １∶１０供试液的 ｐＨ至 ６～８，同时采用测试
菌株对中和剂进行了回收试验，回收率比值均为

０．５～２．０。表明此中和剂和中和产物的有效性及对微
生物的无毒性可满足试验的要求，可消除该制剂中抑

菌成分的干扰，可确保方法的科学性和检查结果的准

确性。
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