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孟鲁司特钠片微生物限度检查方法适用性研究孟鲁司特钠片微生物限度检查方法适用性研究
郑 露 1，周 剑 2，陈 洁 2△

（1. 重庆医药高等专科学校，重庆 401331； 2. 重庆市食品药品检验检测研究院·国家药品监督管理局麻醉精神

药品质量监测重点实验室，重庆 401121）
摘要摘要：：目的 建立孟鲁司特钠片的微生物限度检测方法。方法 按 2020年版《中国药典（四部）》通则 1105、1106要求，分别采用薄膜过

滤法和稀释法及常规法对需氧菌总数及霉菌和酵母菌总数计数，控制菌（大肠埃希菌）检查采用常规法。结果 需氧菌总数检查用 1∶100
（m / V）供试液，采用薄膜过滤法（500 mL /膜）。常规法中，样品对金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌有较强抑菌作用，阳性菌

回收率均小于 0. 5；薄膜过滤法和稀释法中，样品对以上菌的回收率均大于 0. 5，对白色念珠菌、黑曲霉无明显抑菌作用，阳性菌回收率大

于 0. 5；样品对控制菌无明显抑制作用。结论 需氧菌检查宜采用薄膜过滤法；霉菌和酵母菌总数计数及控制菌检查均可采用常规法。

关键词关键词：：孟鲁斯特钠片；微生物限度；薄膜过滤法；稀释法

Study on the Applicability of Microbial Limit Test for Montelukast Sodium Tablets
ZHENG Lu1，ZHOU Jian2，CHEN Jie2

（1. Chongqing Medical and Pharmaceutical College，Chongqing，China 401331； 2. Chongqing Institute for Food and Drug Control · NMPA Key
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AbstractAbstract：：Objective To establish a microbial limit test method for Montelukast Sodium Tablets. Methods Based on the
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requirements of general rules 1105 and 1106 of the Chinese Pharmacopoeia（2020 Edition，Volume Ⅳ），the total count of aerobic
bacteria and the total count of molds and yeasts were tested by the membrane filtration + convention and dilution methods，
respectively，the control bacteria （Escherichia coli） were tested by the conventional methods. Results The total count of aerobic
bacteria was tested by a 1∶100（m / V） test solution and membrane filtration method（500 mL / membrane）. In the conventional
method，the samples had a strong antibacterial effect on Staphylococcus aureus，Pseudomonas aeruginosa and Bacillus subtilis，and the
recovery ratio of positive bacteria was lower than 0. 5. In both membrane filtration and dilution methods，the recovery rate of the
above bacteria in the samples was greater than 0. 5；samples had no significant antibacterial effect on Candida albicans and
Aspergillus niger，and the recovery rate of positive bacteria was greater than 0. 5. Samples had no significant inhibitory effect on the
control bacteria. Conclusion Membrane filtration method is suitable for aerobic bacterial test；conventional methods can be used for
mold and yeast counting and control bacteria test.
Key wordsKey words：：Montelukast Sodium Tablets；microbial limit；membrane filtration method；dilution method

孟鲁司特钠为白三烯受体拮抗剂，口服给药后可

抑制白三烯产生的炎性反应，减缓流涕、鼻塞等不适，

是治疗儿童过敏性鼻炎和哮喘的常用药［1］。2020年版

《中国药典（四部）》通则 1105、1106［2］规定，对其微生物

限度检查时要有必要的方法适用性试验［3］。而查询相关

文献，未见对孟鲁司特钠的微生物检验方法的报道。鉴

于此，本研究中进行了孟鲁司特钠微生物限度方法的

适用性试验。现报道如下。

1 仪器、试药与菌株

1. 1 仪器

QUINTIX612 - 1CN型电子天平（梅特勒托利多仪

器 <上海 >有限公司，精度为 0. 01 g）；SHH - 250LD型

生化培养箱（重庆四达实验仪器公司）；HVA - 110型高

压蒸汽灭菌器（日本Hirayama公司）；HFsafe - 1200型
生物安全柜（上海力申科学仪器有限公司）。

1. 2 试药

孟鲁司特钠片（某厂，批号分别为 MOE21001，
MOE21002，MOE21003，规格均为每片 10 mg）；胰酪大

豆胨液体培养基（批号为 211009）、胰酪大豆胨琼脂培

养基（批号为 2208012）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（批号

为 220221）、沙氏葡萄糖液体培养基（批号为 201013）、

麦康凯液体培养基（批号为 220217）、麦康凯琼脂培养

基（批号为 201229）、0. 1% 蛋白胨水溶液（批号为

2106032）、pH 7. 0氯化钠 - 蛋白胨缓冲液（批号为

220314），均购自北京三药科技有限公司。

1. 3 试验菌株

金黄色葡萄球菌［CMCC（B）26003］、铜绿假单胞菌

［CMCC（B）101043］、枯草芽孢杆菌［CMCC（B）63501］、

白 色 念 珠 菌［CMCC（F）98001］、黑 曲 霉［CMCC（F）
98003］、大肠埃希菌［CMCC（B）44102］，均购自中国食

品药品检定研究院。

2 方法与结果

2. 1 需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数方法学验证

2. 1. 1 溶液制备

菌液：35 ℃条件下培养金黄色葡萄球菌、枯草芽孢

杆菌、铜绿假单胞菌 24 h，25 ℃条件下培养白色念珠菌

48 h。取液体培养物各适量，分别用 0. 9%无菌氯化钠溶

液稀释为含菌 103～104 cfu / mL菌悬液，作活菌计数备

用。25 ℃条件下培养黑曲霉菌 6 d，取培养物适量，加入

含0. 05%聚山梨酯80的0. 9%无菌氯化钠溶液，洗脱孢

子，吸出悬液（用管口带有薄的无菌棉花或纱布过滤菌

丝的无菌毛细吸管）至无菌试管内，用 0. 9%无菌氯化

钠溶液制成含菌103～104 cfu / mL的孢子悬液。

供试液：取样品 10 g，加 pH 7. 0无菌氯化钠 -蛋白

胨缓冲液至100 mL，混匀，作为1∶10供试液。

2. 1. 2 试验方法

试验组：方法 1［4 - 7］，取 1∶10供试液 9. 9 mL，加入

0. 1 mL含菌 103～104 cfu / mL的菌悬液，使每 1 mL供试

液含菌量不大于 100 cfu，混匀，静置 5 min［4 - 7］，取上清

液 1 mL，加入平皿中，立即倒入琼脂培养基，凝固后置

规定温度（需氧菌 35 ℃、3 d，霉菌和酵母菌 25 ℃、5 d；
下同）培养，计数。方法 2，取 1∶10供试液 10 mL，加 pH
7. 0无菌氯化钠 -蛋白胨缓冲液至 100 mL，混匀，制成

1∶100供试液，静置 5 min，取上清液 1 mL，置 100 mL
0. 1%无菌蛋白胨水溶液，经薄膜滤过，用 0. 1%无菌蛋

白胨水溶液冲洗5次（每次100 mL），在最后一次冲洗液

中加入含菌量不大于 100 cfu的试验菌，将膜贴于平板，

置规定温度培养，计数。

菌液组：以稀释液代替供试液，同试验组操作，置

规定温度培养，计数。

供试液对照组：取供试液适量，分别按试验组方法

1，2制备，以稀释液替代菌液同试验组操作，置规定温

度培养。

稀释剂对照组：取稀释液 100 mL，加入适宜浓度的

菌悬液以达到试验组含菌浓度，静置 5 min，取上层液

体，同供试液对照组操作。

阴性对照组：取稀释液替代供试液和菌液，同试验

组操作。

回收率计算：根据不同组含菌数计算，公式为，回

收率 =（试验组含菌数 -供试液对照组含菌数）/菌液
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组含菌数（各试验菌回收率应在 0. 5～2范围内）。供试

液对照组、阴性对照组同；2. 2项同。

2. 1. 3 结果

结果见表1和表2（两表中“ /”均为未检出）。
表1 需氧菌总数回收率试验结果

Tab. 1 Results of recovery test for total count of aerobic bacterial

菌种名称

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

批号

MOE21001

MOE21002

MOE21003

MOE21001

MOE21002

MOE21003

MOE21001

MOE21002

MOE21003

MOE21001

MOE21002

MOE21003

MOE21001

MOE21002

MOE21003

方法

方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2

含菌量（cfu）
试验组

0
60
0
64
0
66
22
55
24
56
23
54
0
57
0
55
0
58
62
56
62
67
62
52
60
53
54
52
52
53

菌液组

78
70
76
72
83
75
65
61
69
63
66
59
63
61
66
60
67
64
66
60
67
73
65
57
63
57
59
54
55
58

供试液对照组

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

试验组

回收率

0
0. 86
0
0. 89
0
0. 88
0. 34
0. 90
0. 35
0. 89
0. 35
0. 92
0
0. 93
0
0. 92
0
0. 91
0. 94
0. 93
0. 93
0. 92
0. 95
0. 91
0. 95
0. 93
0. 92
0. 96
0. 95
0. 91

阴性对照组

含菌量（cfu）
/
67
/
70
/
71
/
58
/
59
/
57
/
58
/
56
/
60
/
58
/
68
/
54
/
54
/
53
/
56

回收率

/
0. 96
/

0. 97
/

0. 95
/

0. 95
/

0. 94
/

0. 97
/

0. 95
/

0. 93
/

0. 94
/

0. 97
/

0. 93
/

0. 95
/

0. 95
/

0. 98
/

0. 97
2. 2 控制菌大肠埃希菌方法适用性试验

2. 2. 1 菌液制备

35 ℃条件下以胰酪大豆胨液体培养基培养大肠埃

希菌 24 h，取培养物适量，用 0. 9%无菌氯化钠溶液稀

释为每1 mL含菌不大于100 cfu的菌悬液。

2. 2. 2 试验方法

试验组：取 2. 1. 1项下 1∶10供试液 10 mL与大肠埃

希菌菌悬液 1 mL，同时置 100 mL胰酪大豆胨液体培养

基中，按 2020年版《中国药典（四部）》通则 1106微生物

限度检查法（控制菌检查：大肠埃希菌检查方法）检查。

菌液组、供试液对照组、阴性对照组：取稀释液，分

别替代菌液、供试液及同时替代，后续均同试验组操作。

2. 2. 3 结果

结果见表 3（“ -”为无菌生长；“ +”为试验菌生长

良好）。
表2 霉菌、酵母菌总数回收率试验结果

Tab. 2 Results of recovery test for total count of molds and yeasts

菌种名称

白色念珠菌

黑曲霉

批号

MOE21001

MOE21002

MOE21003

MOE21001

MOE21002

MOE21003

方法

方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2
方法1
方法2

含菌量（cfu）
试验组

62
56
61
54
54
53
55
53
56
49
51
47

菌液组

66
62
64
58
59
56
60
57
59
53
56
52

供试液对照组

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

试验组

回收率

0. 94
0. 9
0. 95
0. 93
0. 92
0. 95
0. 92
0. 93
0. 95
0. 92
0. 91
0. 9

阴性对照组

含菌量（cfu）
/
57
/
56
/
54
/
54
/
50
/
48

回收率

/
0. 92
/

0. 97
/

0. 96
/

0. 95
/

0. 94
/

0. 92
表3 大肠埃希菌检测验证试验结果

Tab. 3 Results of verification test of Escherichia coli test

样品批号

MOE21001
MOE21002
MOE21003

试验组

+（18 h）
+（18 h）
+（18 h）

菌液组

+（18 h）
+（18 h）
+（18 h）

供试液对照组

-
-
-

阴性对照组

-
-
-

3 讨论

本研究结果显示，孟鲁司特钠对金黄色葡萄球菌

和枯草芽孢杆菌有较强抑制作用，对铜绿假单胞菌有

一定抑制作用，因此，在检测该药品的需氧菌总数时不

宜采用常规法。而方法 2对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢

杆菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌和黑曲霉的回收率均

大于 0. 85，因此在检测该种药品需氧菌总数时应采用

方法 2 + 薄膜过滤法。孟鲁司特钠对白色念珠菌和黑

曲霉无抑菌作用或作用较弱，2种方法的回收率均在

0. 90以上，因此在检测该种药品霉菌、酵母菌总数时

应采用常规法。采用常规法检测时未见孟鲁司特钠对

控制菌（大肠埃希菌）有抑菌作用，可检测得出正确

结论。

查阅相关文献可知，对于有抑菌作用的样品，还可

采用离心集菌［8］的方式消除抑菌作用。但采用该方法存

在损耗样品中微生物的可能性［9］，且在 pH 7. 0无菌氯

化钠 -蛋白胨缓冲液中呈混悬状态，影响结果观察。因

此，在对样品的预处理中，采用静置［10］后取上清液的方
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