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小儿止咳糖浆苯甲酸钠处方添加量及抑菌效力评估
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摘要：目的 评估不同厂家小儿止咳糖浆中抑菌剂苯甲酸钠的添加量。方法 采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定小儿止咳糖浆中苯甲酸
钠含量，色谱柱为 ＷｏｂｕｒｎＳｔａｍｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇－０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵（５∶９５，Ｖ／Ｖ），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，
检测波长为２３０ｎｍ，柱温为３０℃。按２０２０年版《中国药典（四部）》选择金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌、鲁氏酵
母菌、黑曲霉，加入样品进行抑菌效力试验，检测微生物在不同时间段的存活情况。结果 苯甲酸钠质量浓度在０．２１２６～１．２７５６μｇ／ｍＬ范
围内与峰面积线性关系良好，精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于１％牗ｎ＝６牘；不同厂家、批次样品抑菌剂的种类、添加量、抑菌
效力均符合２０２０年版《中国药典》规定；苯甲酸钠添加量为０．２％时，１４ｄ内细菌、真菌数量下降的ｌｇ值均符合标准规定，２８ｄ内细菌、真菌
数量的 ｌｇ值均未增加。结论 添加０．２％苯甲酸钠作为小儿止咳糖浆的抑菌剂，抑菌效果较好，且能保证产品的安全性和有效性。
关键词：小儿止咳糖浆；抑菌剂；苯甲酸钠；添加量；抑菌效力
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小儿止咳糖浆本身不具有充分的抗菌活性，且为多

剂量包装，使用过程中需反复开启，存在被污染的风险，

为保证产品的正常储存和使用，避免微生物生长与繁

殖，根据制剂特性添加了抑菌剂苯甲酸钠犤１－２犦。小儿止

咳糖浆曾收载于《中华人民共和国卫生部药品标准·中

药成方制剂（第五册）》《国家中成药标准汇编中成药地

方标准上升为国家标准部分口腔肿瘤儿科分册》，苯甲

酸钠的处方添加量为 ０．５％。最近 ３版《中国药典（一
部）》均收载了该制剂的质量标准，其中２０２０年版规定，
苯甲酸钠的处方添加量为 ０．２％犤３犦，并将 ２０１０年版首
次收载的抑菌剂效力检查法指导原则上升为抑菌剂效

力检查法，要求更高，定位更准确犤４犦。但该制剂质量标准

未制订苯甲酸钠具体的质量控制指标，作为药品的安全

性评估，抑菌剂的添加量、抑菌效力是考察的重点，故本

研究中对此进行了考察。现报道如下。

１ 材料

１．１ 仪器

２６９５型高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；压力
蒸汽灭菌器（上海华成医用核子仪器公司）；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）；ＬＲＨ－２５０Ｆ型生化培养箱（上海一恒科学仪器有

·检验检测·
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限公司）；ＰＲ２２４ＺＨ型电子天平牗美国奥豪斯公司牘。
１．２ 试药

苯甲酸钠对照品（中国食品药品检定研究院，批号

为１００４３３－２０１７０２，供含量测定用）；小儿止咳糖浆（样
品 Ａ１－Ａ３，华润三九 ＜郴州＞制药有限公司，国药准字
Ｚ４３０２０３８５，批号分别为１８０４０３３Ｎ，１９０５０１６Ｎ，１９０５０１５Ｎ，
规格为每瓶 １２０ｍＬ；样品 Ｂ，广西维威制药有限公司，
国药准字 Ｚ４５０２１８５８，批号为 １８０１０２，规格为每瓶
１２０ｍＬ；样品 Ｃ，江西远东药业股份有限公司，国药准
字 Ｚ３６０２０２５１，批号为 Ｂ１８０５３１，规格为每瓶１２０ｍＬ；
样品 Ｄ，湖北诺得胜制药有限公司，国药准字
Ｚ４２０２０２４５，批号为 １８１００１，规格为每瓶 １００ｍＬ），包装
均为口服液体药用聚乙烯瓶；甲醇、乙酸铵均为色谱纯；

水为纯化水。

１．３ 培养基

胰酪大豆胨琼脂培养基、胰酪大豆胨液体培养基、

沙氏葡萄糖琼脂培养基、沙氏葡萄糖液体培养基，批号

分别为１８０２０５２，１９０５０８，１８０１１５２，１９０７０２，均购于北京
三药科技开发公司。培养基适用性检查符合２０２０年版
《中国药典》要求。

１．４ 菌种

金黄色葡萄球菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３犦，大肠埃希菌
犤ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２犦，铜绿假单胞菌犤ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４犦，白
色念珠菌犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１犦，黑曲霉犤ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３犦，
鲁氏酵母菌犤ＣＩＣＣ１４１７犦；工作用菌株均为第３代。鲁氏
酵母菌来源于上海保藏生物技术中心，其他菌种来源于

中国医学菌种保藏中心。

２ 方法与结果

２．１ 苯甲酸钠含量测定

２．１．１ 色谱条件

色谱柱：ＷｏｂｕｒｎＳｔａｍｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：甲醇 －０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵 （５∶９５，Ｖ／Ｖ）；流
速：１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２３０ｎｍ；柱温：３０℃。
２．１．２ 溶液制备

取苯甲酸钠对照品适量，精密称定，加水溶解，制成

每１ｍＬ含苯甲酸钠０．１ｍｇ的对照品溶液；精密量取样
品 ２ｍＬ，置５０ｍＬ容量瓶中，加水约 ４０ｍＬ，超声（功率
为３００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）处理２０ｍｉｎ，取出，放冷，加水
定容，摇匀，作为供试品溶液；取缺苯甲酸钠的阴性样

品，同供试品溶液制备方法制成阴性对照品溶液。

２．１．３ 方法学考察

专属性试验：取 ２．１．２项下 ３种溶液，按 ２．１．１项
下色谱条件进样测定。结果阴性对照品溶液色谱中，在

与苯甲酸钠对照品溶液色谱相同保留时间处无干扰峰，

表明专属性良好。详见图１。
线性关系考察：分别精密吸取苯甲酸钠对照品溶液

（０．１０６３ｍｇ／ｍＬ）２，４，６，８，１０，１２μＬ，按２．１．１项下色
谱条件进样，测定峰面积。以峰面积值 （Ｙ）为纵坐标、
质量浓度（Ｘ，μｇ）为横坐标进行线性回归，得回归方程
Ｙ＝３２２８０６８Ｘ－７５９１０，ｒ＝０．９９９９（ｎ＝６）。结果表
明，苯甲酸钠质量浓度在 ０．２１２６～１．２７５６μｇ／ｍＬ范
围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取 ２．１．２项下对照品溶液，按 ２．１．１
项下色谱条件重复进样６次，测定峰面积。结果的 ＲＳＤ
为０．４６％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一样品（批号为 １８０４０３３Ｎ）供
试品溶液，在室温下分别于 ０，２，４，８，１２，２４ｈ时按
２．１．１项下色谱条件进样，测定峰面积。结果的 ＲＳＤ为
０．１９％（ｎ＝６），表明供试品溶液在室温下２４ｈ内稳定。

重复性试验：取同一批牗含量为１８０４０３３Ｎ牘样品，依
法制备供试品溶液，平行制备６份，按 ２．１．１项下色谱
条件进样测定。结果平均含量为２．０５４ｍｇ／ｍＬ，ＲＳＤ为
０．８６％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：精密量取已知含量的样品 （批号为

１８０４０３３Ｎ）１．０ｍＬ，共９份，置５０ｍＬ容量瓶中，分别加
入对照品溶液 １４，１８，２２ｍＬ，平行加入 ３份，依法制备
供试品溶液，按２．１．１项下色谱条件进样测定，记录峰
面积并计算回收率，结果见表１。
２．１．４ 样品含量测定

取不同批次样品适量，按２．１．２项下方法制备供试

Ａ Ｂ Ｃ

０．２４

０．２０

０．１６

０．１２

０．０８

０．０４

０

ＡＵ

２ ４ ６ ８ １０ １２ １４
ｔ／ｍｉｎ

０．２４

０．２０

０．１６

０．１２

０．０８

０．０４

０

ＡＵ

２ ４ ６ ８ １０ １２ １４
ｔ／ｍｉｎ

０．２４

０．２０

０．１６

０．１２

０．０８

０．０４

０

ＡＵ

２ ４ ６ ８ １０ １２ １４
ｔ／ｍｉｎ

１
１

１．苯甲酸钠

Ａ．阴性对照品溶液 Ｂ．对照品溶液 Ｃ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图

１．ｓｏｄｉｕｍｂｅｎｚｏａｔｅ

Ａ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝９）

样品含量牗ｍｇ牘
１．８８
１．８８
１．８８
１．８８
１．８８
１．８８
１．８８
１．８８
１．８８

加入量牗ｍｇ牘
１．４４８
１．４４８
１．４４８
１．８６１
１．８６１
１．８６１
２．２７５
２．２７５
２．２７５

测得量牗ｍｇ牘
３．２７４
３．３２９
３．２９０
３．６８７
３．６８４
３．６９５
４．１００
４．１１２
４．１４９

回收率牗％牘
９６．２７
１００．０７
９７．３８
９７．１０
９６．９４
９７．５３
９７．５８
９８．１１
９９．７４

Ｘ牗％牘

９７．８６

ＲＳＤ牗％牘

１．２９

Ａ１／Ａ２／Ａ３

Ｂ／Ｃ／Ｄ

金葡

大肠

铜绿

白念

鲁氏

黑曲

金葡

大肠

铜绿

白念

鲁氏

黑曲

接菌量（ｃｆｕ／ｍＬ）

４．３×１０６

１．４３×１０６

１．２９×１０６

９．６×１０５

４．４×１０５

７．２×１０５

２．５３×１０６

１．３５×１０６

５．１×１０６

３．６×１０６

６．２×１０５

５．４×１０６

ｌｇ值
６．６
６．２
６．１
６．０
５．６
５．９
６．４
６．１
６．７
６．６
５．８
６．７

含菌量（ｃｆｕ／ｍＬ）
＜１０／＜１０／＜１０
＜１０／＜１０／＜１０
＜１０／＜１０／＜１０
１７０／１９０／２８０
４５００／４８０／７４０
６１０／２９００／２１００
＜１０／＜１０／＜１０
２０／＜１０／＜１０
＜１０／＜１０／＜１０
７８００／３５００／８６００
２８００／１９００／３３００
４７０／７９００／１４００

ｌｇ值
＜１／＜１／＜１
＜１／＜１／＜１
＜１／＜１／＜１
２．２／２．３／２．４
３．７／２．７／２．９
２．８／３．５／３．３
＜１／＜１／＜１
１．３／＜１／＜１
＜１／＜１／＜１
３．９／３．５／３．９
３．４／３．３／３．５
２．７／３．９／３．１

含菌量（ｃｆｕ／ｍＬ）
＜１０／＜１０／＜１０
＜１０／＜１０／＜１０
＜１０／＜１０／＜１０
５０／４２／９０
５９０／３８０／５７０
１００／８０／１５０
＜１０／＜１０／１０
＜１０／＜１０／１０
＜１０／＜１０／＜１０
２２００／８９０／６１００
４９００／９２０／２７００
２０／１８０／１１０

ｌｇ值
＜１／＜１／＜１
＜１／＜１／＜１
＜１／＜１／＜１
１．７／１．６／２．０
２．８／２．６／２．８
２．０／１．９／２．２
＜１／＜１／１
＜１／＜１／１
＜１／＜１／＜１
３．３／２．９／３．８
３．７／３．０／３．４
１．３／２．３／２．０
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菌液组 样品组（１４ｄ） 样品组（２８ｄ）
样品编号 菌种

表２ 小儿止咳糖浆接菌量、含菌量及 ｌｇ值
Ｔａｂ．２ Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ－ｐａｔｈｏｇｅｎｑｕａｎｔｉｔｙ，ｇｅｒｍ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｑｕａｎｔｉｔｙａｎｄｌｇｖａｌｕｅｏｆＸｉａｏｅｒＺｈｉｋｅＳｙｒｕｐ

品溶液，再按２．１．１项下色谱条件进样测定，记录峰面
积，并计算样品含量。结果样品Ａ１，Ａ２，Ａ３，Ｂ，Ｃ，Ｄ的含量分
别为 ２．０５，２．０１，１．８８，１．９０，１．９２，１．８４ｍｇ／ｍＬ，平均
１．９３ｍｇ／ｍＬ。
２．２ 抑菌效力测定

２．２．１ 菌液制备

取金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、白

色念珠菌、鲁氏酵母菌的新鲜培养物，用无菌 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，加入适量含０．０５％（Ｖ／Ｖ）聚山梨酯８０的ｐＨ７．０无
菌氯化钠－蛋白胨缓冲液，洗脱孢子。然后，采用适宜方
法吸出孢子悬液至无菌试管内，用无菌０．９％氯化钠溶
液制成适宜浓度的孢子悬液。

２．２．２ 方法适用性试验

进行抑菌效力检查前，需对供试品的计数方法进行

验证，以确定该方法在抑菌剂效力检查时能有效检测出

供试品中所有试验菌。按２０２０年版《中国药典（四部）》
存活菌数测定方法及方法适用性试验，对细菌数和真菌

数采用１∶１０的平皿法（直径９ｃｍ）进行计数。

２．２．３ 抑菌效力测定方法

菌液组：无菌条件下，吸取 ２０ｍＬ无菌 ０．９％氯化
钠溶液加入无菌玻璃瓶中，平行制备６份，将与样品组
相同量的目标菌悬液加入其中，梯度稀释，采用平皿计

数法计数，细菌于 ３０～３５℃培养 ３～５ｄ，真菌于 ２０～
２５℃培养５～７ｄ后，计算样品中试验菌菌数（即初始接
种菌液浓度），并换算对数（ｌｇ）值。详见表 ２牗表 ２、表 ３
中“金葡”为金黄色葡萄球菌，“大肠”为大肠埃希菌，“铜

绿”为铜绿假单胞菌，“白念”为白色念珠菌，“鲁氏”为鲁

氏酵母菌，“黑曲”为黑曲霉牘。
样品组：小儿止咳糖浆原包装瓶样品与菌液充分混

匀。无菌条件下留取原包装瓶中样品 ２０ｍＬ，按目标菌
的个数平行制备６份，将２．２．１项下制备的菌悬液各吸取
０．２ｍＬ加入其中，使１ｍＬ供试品接菌量为１０５～１０６ｃｆｕ，
加菌量不超过容器中样品量的１％，于涡旋振荡仪振荡
均匀。将制备好的供试液置２３℃培养箱避光储存，分别
在１４ｄ和２８ｄ对供试液中存活的微生物进行计数。

存活菌数测定：分别于第１４，２８天将样品于涡旋振
荡仪振荡均匀，无菌条件下，量取样品 １ｍＬ，用无菌
０．９％氯化钠溶液梯度稀释制成１∶１０，１∶１０２，１∶１０３的
系列溶液，测定。培养物置规定温度、规定时间培养，逐

日观察结果。根据菌落测定结果，计算１ｍＬ样品组各间
隔时间的试验菌数量，并换算成ｌｇ值。详见表２。

口服制剂抑菌效力判断标准：按种１４ｄ时，金黄色
葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌数量的ｌｇ值减少不
小于３，白色念珠菌、鲁氏酵母菌、黑曲霉数量的ｌｇ值减少
不小于１。试验菌增加数量的ｌｇ值不超过０．５为未增加。

结果判断：供试液中试验菌数量减少的 ｌｇ值为与
前一测定时间点比较（１４ｄ比初始，２８ｄ比 １４ｄ）。接种
试验菌 １４ｄ时其数量的 ｌｇ值下降情况见表 ３。结果与
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样品编号

Ａ１
Ａ２
Ａ３
Ｂ
Ｃ
Ｄ

金葡

＞５．６
＞５．６
＞５．６
＞５．４
＞５．４
＞５．４

大肠

＞５．２
＞５．２
＞５．２
４．８
＞５．１
＞５．１

铜绿

＞５．１
＞５．１
＞５．１
＞５．７
＞５．７
＞５．７

白念

３．８
３．７
３．６
２．７
３．１
２．７

鲁氏

１．９
２．９
２．７
２．４
２．５
２．３

黑曲

３．１
２．４
２．６
４．０
２．８
３．６
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表３ 小儿止咳糖浆中第１４天时试验菌数量的ｌｇ值降低情况
Ｔａｂ．３ ＴｈｅｌｇｖａｌｕｅｏｆｄｅｃｒｅａｓｅｏｆｔｅｓｔｂａｃｔｅｒｉａｉｎＸｉａｏｅｒＺｈｉｋｅ

Ｓｙｒｕｐｏｎｔｈｅ１４ｔｈｄａｙ

１４ｄ时比较，２８ｄ时各样品中各类试验菌数量的 ｌｇ值
均未增加。

３ 讨论

本研究中参考文献犤５－６犦，建立了小儿止咳糖浆中
苯甲酸钠含量测定方法。该方法操作简便、结果准确、重

复性好，可为小儿止咳糖浆中苯甲酸钠的含量测定提供

参考。同时还对制剂中常用抑菌剂山梨酸钾、对羟基苯

甲酸甲酯、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯进行

测定，均未检出。

４个厂家、６批次样品中的苯甲酸钠含量由高到低
依次为 Ａ１＞Ａ２＞Ｃ＞Ｂ＞Ａ３＞Ｄ，添加量范围为
１．８～２．１ｍｇ／ｍＬ，平均１．９３ｍｇ／ｍＬ，测定结果均在处
方添加量的 ９０％～１１０％内。表明不同厂家、不同批次
的样品抑菌剂种类、添加量、抑菌效力均符合药典标准。

糖浆剂系含有原料药物的浓蔗糖水溶液，蔗糖量应

不低于 ４５％（ｇ／ｍＬ），小儿止咳糖浆蔗糖量为 ６５％。
２０２０年版《中国药典》规定含高浓度蔗糖的口服制剂抑
菌剂效力测定时还应选用鲁氏酵母菌为试验菌株。鲁氏

酵母菌耐高糖高盐高渗环境，可耐受 ６０％蔗糖 １２％氯
化钠，易致药物腐败，为糖浆剂常见的污染微生物。若小

儿止咳糖浆加入鲁氏酵母菌进行抑菌效力试验，防腐体

系的考察将更加科学、全面。

评估抑菌效力须先考察抑菌剂种类和添加量，防止

企业因盲目追求抑菌效力，过量添加或联合添加的问题。

企业应制订严格的内控质量标准，增加抑菌剂含量的质量

控制方法。在确定抑菌剂种类和添加量的基础上，进一步

考察抑菌体系控制微生物的能力，全面了解抑菌剂的使用

情况，否则单纯评估抑菌效力意义不大犤７－８犦。

本试验中随着贮存时间的延长，细菌和真菌数量呈

下降趋势；苯甲酸钠对细菌的抑制作用十分明显，但对

真菌的抑制作用相对较弱，与相关文献报道一致犤９－１０犦。

抑菌剂添加量“毒性－活性”的平衡，要求最低有效
量，避免增加药品不良反应犤１１犦。２０１０年版以前的各版药
典处方中抑菌剂的添加多依据使用经验和相关文献，缺

乏试验数据支撑，添加量无验证依据。小儿止咳糖浆中

苯甲酸钠的处方添加量由 ０．５％降至 ０．２％，１４ｄ时细
菌、真菌下降的ｌｇ值均符合规定。

抑菌剂具有一定的毒性，浓度过高会对婴幼儿产

生潜在危害。人体每日的苯甲酸钠允许摄入量为

０～５ｍｇ／ｋｇ犤１２犦。依据药品说明书，５岁（体质量约１７ｋｇ）
患儿口服小儿止咳糖浆 １次 ５～１０ｍＬ，１ｄ３～４次，即
１５～４０ｍＬ／ｄ，含苯甲酸钠３０～８０ｍｇ，已接近其允许最
大摄入量（８５ｍｇ／ｄ）。企业需进一步优化处方工艺，在保
障抑菌效力的前提下，探讨更合理的添加量。

小儿止咳糖浆中含有大量的糖类物质，适合真菌生

长。空气中的酵母菌、霉菌可致糖浆发酵、霉变、酸败及

产生浑浊变质。建议企业开发单剂量包装，减少使用过

程中的污染风险，进而减少抑菌剂的添加量，进一步提

高药品的安全性。

处方中甘草流浸膏、桔梗流浸膏、橙皮酊均为乙醇

浸出物，有辅助抑菌作用，故抑菌效力和抑菌剂添加量

不完全呈正相关，样品Ａ１并未显示比样品Ｄ更好的抑菌
效力。抑菌剂发挥抑菌效力，还需结合药物活性成分、ｐＨ、
包装容器（如吸附作用）、辅料等因素进一步考察犤１３犦，但本

研究中未做进一步探讨，有待后续试验开展研究。
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