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头孢菌素是临床广泛使用的抗菌药物，抗菌谱涵

盖了革兰阳性菌、革兰阴性菌及部分厌氧菌，能有效应

对多种细菌感染性疾病，其口服剂型包括片剂、胶囊、

干混悬剂、颗粒等［1］。头孢菌素类药品进行微生物限度

检查时，受自身抑菌活性影响，可能会掩盖药物真实染

菌情况，干扰检查结果的准确性［2 - 7］。此外，不同代数头

孢菌素因结构差异对不同细菌活性的影响不同，第 1代
的头孢羟氨苄片，主要对革兰阳性菌展现出较强的抗

菌活性；第 2代的头孢丙烯干混悬剂、头孢克洛干混悬

剂，不仅保留了对革兰阳性菌的作用，还显著增强了对

革兰阴性菌的抗菌能力；第 3代的头孢克肟胶囊、头孢

地尼胶囊、头孢托仑匹酯颗粒，对革兰阴性菌的抗菌活

性进一步提升，且对多种β -内酰胺酶更稳定［1，8］。因此

不同代数的头孢菌素对微生物限度检查方法干扰类

型、范围和强度均存在差异。微生物限度检查时针对抑

菌活性强的药物常使用表面活性剂中和或酶解的方式

来消除或减弱药物抑菌性［9 - 11］。头孢菌素酶是一种β -
内酰胺酶，能特异性水解头孢菌素的β - 内酰胺环，使

药物失去抗菌活性，因此将其应用于微生物限度检查

时可消除或减弱头孢菌素对微生物计数结果的影响，

提高检查准确性［12 - 14］。受药物抑菌能力影响，头孢菌

素酶在不同头孢菌素中的使用效果存在差异。本研究

拟通过建立 6种第 1 - 3代不同剂型头孢菌素类药品微

生物限度检查法，探讨不同头孢菌素酶的应用和检查

方法的差异。现报道如下。

1 仪器、试药与菌种

仪器：FLS - 1000型立式压力蒸汽灭菌器（日本

TOMY公司）；LRH - 250型生化培养箱（上海一恒科学

仪器有限公司）；BSC - 1300IIA2型、BSC - 1300IIB2型
生物安全柜（苏州安泰空气技术有限公司）；PTC - 6型
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（海南省检验检测研究院，海南 海口 570216）
摘要摘要：：目的 建立 6种第 1 - 3代不同剂型的头孢菌素类药品微生物限度检查法。方法 根据头孢羟氨苄片、头孢丙烯干混悬剂、头孢

克洛干混悬剂、头孢克肟胶囊、头孢地尼胶囊、头孢托仑匹酯颗粒的理化性质和抗菌活性，按 2025年版《中国药典（四部）》通则方法，

分别采用薄膜过滤法、薄膜过滤法联合中和法、平皿法及中和法的微生物限度方法进行适用性试验。结果 6种制剂的金黄色葡萄球

菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌、黑曲霉回收比均在 0. 87～1. 20范围内；控制菌适用性试验中试验组和阳性对照组均

能检出大肠埃希菌，供试品溶液组和阴性对照组均未检出该菌。结论 所建立的方法适用于 6种头孢菌素类药品的微生物限度检查，

可有效解决假阴性及难过滤的问题。

关键词关键词：：头孢菌素酶；头孢菌素；薄膜过滤法；微生物限度检查

Examination of Suitability for Microbial Limit Testing of Six Cephalosporin Drugs
ZHUANG Caijing，FU Ceyi△

（Hainan Institute for Inspection and Testing，Haikou，Hainan 570216，China）

AbstractAbstract：：Objective To establish microbial limit testing methods for six different dosage forms of first - to third - generation
cephalosporin drugs. Methods Based on the physicochemical properties and antibacterial activities of Cefadroxil Tablets，Cefprozil
for Suspension，Cefaclor for Suspension，Cefixime Capsules，Cefdinir Capsules，and Cefditoren Pivoxil Granules，and following the
general rule of the Chinese Pharmacopoeia（Volume Ⅳ，2025 edition），suitability tests were conducted for microbial limit methods
using membrane filtration method，membrane filtration combined with neutralization method，pour plate method，and neutralization
method. Results The recovery ratios of Staphylococcus aureus，Bacillus subtilis，Pseudomonas aeruginosa，Candida albicans，
and Aspergillus niger for six preparations ranged from 0. 87 to 1. 20. Escherichia coli was detected in both the test group and the
positive control group in the suitability tests for specified microorganisms，while no such microorganism was detected in the test
solution group or the negative control group. Conclusion The established methods are suitable for the microbial limit testing of the
six cephalosporin drugs，effectively resolving issues of false negatives and filtration difficulty.
Key wordsKey words：：cephalosporinase；cephalosporins；membrane filtration；microbial limit testing
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超级恒温水浴锅（山西海金沙科技有限公司）；HTY -
APL01型集菌仪（浙江泰林生物科技股份有限公司）。

试药：头孢菌素酶（杭州北望生物技术有限公司，

批号为 7042431D，酶活性 ≥ 200万单位 /支）；头孢羟氨

苄片（企业A，批号为AY3221101，规格为每片含 1 g，编
号A）；头孢克洛干混悬剂（企业B，批号为TK220601，规
格为每袋含0. 125 g，编号B）；头孢丙烯干混悬剂（企业C，
规格为每袋 2. 5 g，批号为 20240701，编号C）；头孢克肟

胶囊（企业D，批号为 S0323051，规格为每粒含 0. 1 g，编
号D）；头孢地尼胶囊（企业E，批号为 20221001，规格为

每粒含 0. 1 g，编号E）；头孢托仑匹酯颗粒（企业F，批号

为 20230402，规格为每袋含 50 mg，编号F）；大豆卵磷脂

（批号为 240812B10），pH 7. 0氯化钠 - 蛋白胨缓冲液

（PB，批号为 240604K10），胰酪大豆胨琼脂培养基

（TSA，批号为 240822A10），沙氏葡萄糖琼脂培养基

（SDA，批号为 240628A10），胰酪大豆胨液体培养基

（TSB，批号为 240725A20），均购自广东环凯生物技术

有 限 公 司 ；0. 1% 蛋 白 胨 水 溶 液（PW，批 号 为

230925A40），麦 康 凯 液 体 培 养 基（MCB，批 号 为

240702），麦康凯琼脂培养基（MCA，批号为 230302），马

铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA，批号为 220610），均购自

北京三药科技有限公司；聚山梨酯 80（西陇科学股份有

限公司，批号为 240130A1）；氯化钠（广东光华科技股份

有限公司，批号为2020321）。

菌种：金黄色葡萄球菌［CMCC（B）26003］、枯草芽

孢杆菌［CMCC（B）63501］、铜绿假单胞菌［CMCC（B）
10104］、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。黑曲霉试验用菌株为第 3代，其

余5种试验用菌株均为第4代。

2 方法与结果

2. 1 溶液制备

菌液：按 2025 年版《中国药典（四部）》通则方

法［15］，取金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞

菌和大肠埃希菌各适量，置 TSB中，30～35 ℃下培养

18～24 h；取白色念珠菌适量，置 SDA中，20～25 ℃ 下

培养 2 d；将上述培养物分别用 0. 9%无菌氯化钠溶液

制成（0. 5～1. 0）× 104 CFU / mL和 ≤ 100 CFU / mL的菌

液。取黑曲霉适量，置 PDA中，20～25 ℃下 培养 5 d，加
入含 0. 05%聚山梨酯 80的 0. 9% 无菌氯化钠溶液，将

孢子洗脱至无菌试管中，以含 0. 05%聚山梨酯 80的
0. 9% 无菌氯化钠溶液制成（0. 5～1. 0）× 104 CFU / mL
和 ≤ 100 CFU / mL 的 菌 液 。大 肠 埃 希 菌 制 备 成

≤ 100 CFU / mL的菌液。

供试品溶液：取样品 A、B、C 各 10 g，置 250 mL无
菌锥形瓶中，分别加入 PB至 100 mL；取样品 D 和 E各

10 g，置 250 mL无菌锥形瓶中，分别加入含 0. 5%聚山

梨酯 80的 PB至 100 mL；取样品 F 10 g，置 250 mL无菌

锥形瓶中，加入含 0. 1%卵磷脂和 0. 5%聚山梨酯 80的
PB至 100 mL。均置 40 ℃水浴中分散溶解，摇匀，静置

5 min，取上清液或将其倒入侧边带滤网的无菌均质袋

中，取续滤液作为1∶10（V / V）的供试品溶液A - F；取供

试品溶液A、F各适量，加相应稀释液制成 1∶50（V / V）
的供试品溶液 A - 1、F - 1。
2. 2 需氧菌总数计数方法适用性预试验

平皿法试验组：取供试品溶液 A - 1 9. 9 mL，各
3份，各加入 ≤ 104 CFU / mL的金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、铜绿假单胞菌的菌液各0. 1mL，混匀，取1. 0 mL，加入无

菌平皿中，注入15～20 mL温度不超过45 ℃熔化的TSA，
混匀，凝固，33. 5 ℃下倒置培养不超过3 d，逐日观察。

预混菌再过滤法试验组：分别取供试品溶液A - B
9. 9 mL，各3份，各加入 ≤ 104 CFU / mL的金黄色葡萄球

菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌的菌液各 0. 1 mL，混
匀，取 1. 0 mL，分别加入含 20 mL PW的薄膜过滤器中，

过滤，用 100 mL PW冲洗（重复 3次），滤干，取出滤膜，

取出滤膜菌面朝上贴于 TSA平板上，33. 5 ℃下倒置培

养不超过3 d，逐日观察。

薄膜过滤法试验组：分别取供试品溶液A - D 1. 0 mL，
各加入含 20 mL PB / PW的薄膜过滤器中，过滤，各用

100 mL冲洗液冲洗滤膜（分别重复2，3，4，5次），并在最

后一次冲洗液中加入 1. 0 mL ≤ 100 CFU / mL的金黄色

葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和铜绿假单胞菌的菌液，滤

干，取出滤膜，取出滤膜菌面朝上贴于 TSA平板上，

33. 5 ℃下倒置培养不超过3 d，逐日观察。

薄膜过滤法联合中和法试验组：分别取供试品溶

液A - F / F - 1 10 mL，加入 10万、20万、40万、100万、

120万、150万、200万单位的头孢菌素酶，反应 15 min /
30 min，取 1. 0 mL，分别加入含 20 mL的 pH 7. 0 PB /
PW的薄膜过滤器中，过滤，各用 100 mL冲洗液冲洗滤

膜（分别重复 2，3，4，5，6，8次），并在最后一次冲洗液中

加入 1. 0 mL ≤ 100 CFU / mL的金黄色葡萄球菌、枯草

芽孢杆菌、铜绿假单胞菌的菌液，滤干，取出滤膜，取出

滤膜菌面朝上贴于 TSA平板上，33. 5 ℃下倒置培养不

超过3 d，逐日观察。

结果：金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和铜绿假单

胞菌预试验结果见表1。可见，最适方法为取供试品A - E
及F - 1进行后续试验。除供试品A采用薄膜过滤法外，

其余均需采用薄膜过滤法联合中和法。当供试品液A冲

洗量为 300 mL；供试品B添加 40万单位头孢菌素酶（冲

洗量 400 mL）；供试品C和供试品D添加 20万单位头孢

菌素酶（冲洗量 300 mL）；供试品E添加 150万单位头孢

菌素酶（冲洗量600 mL）；供试品溶液F - 1添加100万单
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薄膜过滤法联合中和法
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30
30

30

15
30
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0
1. 05
0. 42
1. 00
1. 10
1. 10
0. 92
1. 10
0
0
0
0. 57
1. 00
1. 20
0. 87
0
1. 00
0. 93
1. 00
0. 96
0. 94
0. 98
0. 61
1. 00
0. 32
1. 10
0. 89
1. 01
0. 87
0. 02
0. 58
0. 54
1. 00
1. 10
0. 95
0. 94
0. 93
0
0. 04
0. 03
0. 25
0
0. 54

0
0. 81
0. 53
0. 91
1. 0 0
1. 10
0. 95
0. 94
0
0
0
0. 75
1. 20
1. 00
0. 91
1. 20
0. 94
1. 20
1. 10
1. 10
1. 10
1. 10
0. 94
1. 10
0. 38
1. 00
0. 88
0. 89
1. 07
0. 38
0. 80
0. 86
1. 00
0. 92
0. 92
0. 97
1. 20
0. 06
0. 75
0. 27
1. 00
0. 34
0. 74

0. 93
0. 92
0. 96
1. 10
1. 09
1. 02
0. 91
0. 95
0. 97
1. 10
0. 97
0. 96
0. 94
0. 89
0. 90
0. 60
0. 90
0. 98
0. 88
0. 89
0. 89
0. 81
0. 83
0. 86
0. 77
0. 88
0. 85
0. 89
0. 88
0. 89
0. 95
0. 98
1. 10
1. 20
1. 10
0. 96
1. 10

PW
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PB
PB
PB
PB
PB
PB
PB
PB
PB
PB
PB
PB
PB
PB
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PB
Δ
PB
Δ
PB
Δ

MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE

供试品

编号
方法 稀释级

加酶量

（× 104 U / mL）
反应时间

（min）
冲洗量

（mL）
回收比

金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 铜绿假单胞菌
冲洗液

过滤器

材质

表1 需氧菌总数计数预试验结果（n = 3）
Tab. 1 Preliminary test results for total aerobic microbial count（n = 3）
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薄膜过滤法联合中和法

1∶10
1∶10
1∶10
1∶50
1∶50
1∶50
1∶50
1∶100

20. 00
200
200
100
100
100
100
100

30
30
30
30
30
15
30
30

600
600
800
400
600
400
400
600

0. 75
0
0
1. 00
1. 10
0. 91
1. 00
1. 02

0. 63
0. 87
0. 88
1. 00
0. 94
1. 20
0. 93
0. 88

0. 73
0. 75
0. 99
0. 94
0. 92
1. 10
1. 10

Δ
PW
PW
PW
PW
PW
PW
PW

N66
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE
MCE

供试品

编号
方法 稀释级

加酶量

（× 104 U / mL）
反应时间

（min）
冲洗量

（mL）
回收比

金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 铜绿假单胞菌
冲洗液

过滤器

材质

续表1 需氧菌总数计数预试验结果（n = 3）
continued Tab. 1 Preliminary test results for total aerobic microbial count（n = 3）

注：Δ为含0. 1%卵磷脂和0. 5%吐温80的pH 7. 0无菌PB；MCE为亲水性混合纤维素酯滤膜；N66为尼龙66膜。

Note：Δ indicates sterile pH 7. 0 sodium chloride - peptone buffer containing 0. 1% lecithin and 0. 5% Tween 80；MCE indicates hydrophilic
mixed cellulose ester membrane；N66 indicates nylon 66 membrane.
位头孢菌素酶（冲洗量400 mL）时，需氧菌总数计数回收

比均在0. 87～1. 20范围内，效果适宜。

2. 3 霉菌和酵母菌总数计数方法适用性预试验

由于头孢菌素对霉菌和酵母菌抑菌作用不明显，

因此采用平皿法对霉菌和酵母菌总数进行预试验。

试验组：分别取供试品溶液A - F 9. 9 mL，各2份，各

加入0. 1 mL ≤ 104CFU / mL的白色念珠菌液和黑曲霉孢

子液，混匀，吸取2. 0 mL，注入含温度 ≤ 45 ℃SDA的平皿

中，冷凝，于23. 5 ℃倒置培养，不超过5 d，逐日观察。

供试品溶液组：以供试品溶液代替菌液，其余操作

同试验组。

阴性对照组：以稀释液代替供试品溶液和菌液，其

余操作同试验组。

菌液对照组：以稀释液代替供试品溶液，其余操作

同试验组。

结果：霉菌和黑曲霉预试验回收比见表 2。可知，最

适方法为供试品溶液A - F的霉菌和酵母菌总数均采

用平皿法进行后续试验，计数回收比均在 0. 89～1. 10
范围，符合《中国药典》规定。

2. 4 控制菌（大肠埃希菌）适用性预试验

培养基稀释法联合中和法试验组：取头孢菌素酶

适量，分别置含 10 mL供试品溶液A - F中，接种至 TSB
中，各加入 1. 0 mL ≤ 100 CFU / mL的大肠埃希菌液，混

匀，33. 5 ℃下培养 18～24 h，取 1 mL，置 100 mL MCB

中，43. 0 ℃下培养 24～48 h。取培养物划线接种于MCA
上，33. 5 ℃下培养18～72 h，逐日观察。

薄膜过滤法或薄膜过滤法联合中和法试验组：分

别取供试品溶液A - F 10 mL，加入含 50 mL的 PB / PW
的薄膜过滤器中，混匀，过滤，冲洗滤膜，在最后一次冲

洗液中加入 1. 0 mL ≤ 100 CFU / mL的大肠埃希菌液，

取出滤膜，接种至 100 mL的 TSB或含适量头孢菌素酶

的 TSB中，混匀，33. 5 ℃下培养 18～24 h，取 1 mL，置
100 mL MCB中，43. 0 ℃下培养 24～48 h。取培养物划线

接种于MCA上，33. 5 ℃下培养18～72 h，逐日观察。

按 2. 3项下方法制备供试品溶液组、阴性对照组及

阳性对照组，按2. 4方法检查大肠埃希菌。

结果：控制菌方法适用性预试验结果见表 3。可见，

最适方法为供试品A - F均取10 mL，均以TSB（100 mL）
培养。供试品A采用薄膜过滤法，冲洗量为200 mL；供试

品B、C均采用直接法（中和法），添加20万单位的头孢菌

素酶；供试品D - F均采用薄膜过滤法联合中和法，供试

品D添加 20万单位的头孢菌素酶（冲洗量 300 mL），供

试品E添加 80万单位的头孢菌素酶（冲洗量 200 mL），

供试品F添加50万单位的头孢菌素酶（冲洗量200 mL），

结果试验组均检出阳性菌，符合《中国药典》规定。

2. 5 验证试验

根据上述结果确定的最适方法重复进行 3次独立

实验，回收率均符合《中国药典》要求，方法可行。结果

见表4至表6。
由表 4可见，供试品A - E稀释级为 1∶10，供试品F

稀释级为 1∶50，除供试品 A采用薄膜过滤法外，其余

均采用薄膜过滤法联合中和法。当供试品A冲洗量为

300 mL；供试品 B添加 40万单位头孢菌素酶（冲洗量

400 mL）；供试品C和供试品D添加 20万单位头孢菌素

酶（冲洗量 300 mL）；供试品E添加 150万单位头孢菌素
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表2 霉菌和酵母菌总数计数预试验结果（n = 2）
Tab. 2 Preliminary test results for total combined yeasts and

molds count（n = 2）

供试品编号

A
B
C

白色念珠菌

1. 10
0. 96
1. 10

黑曲霉

0. 99
1. 00
1. 10

供试品编号

D
E
F

白色念珠菌

1. 00
0. 97
0. 98

黑曲霉

0. 92
1. 10
1. 10
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酶（冲洗量 600 mL）；供试品F添加 100万单位头孢菌素

酶（冲洗量 400 mL）时，需氧菌总数计数回收比均在

0. 87～1. 20范围内，效果适宜。

表3 控制菌方法适用性预试验结果（试验组 /阳性对照组 /供试品溶液组 /阴性对照组）

Tab. 3 Preliminary test results for the suitability of specified microorganism testing methods（test group / positive reference group / test
solution group / negative reference group）

供试品编号

A

B

C

D

TSB体积（mL）
100

100

100

100
200
300
500

加酶量（× 104 U / mL）

1. 0
5. 0
1. 0
2. 0
4. 0
1. 0
2. 0
4. 0

10. 0
15. 0
15. 0
10. 0

冲洗量（mL）
200

400

方法

薄膜过滤法

直接法（中和法）

直接法（中和法）

直接法（中和法）

薄膜过滤法

直接法（中和法）

结果

+ / + / - / -
- / + / - / -
- / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -
- / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -
- / + / - / -
- / + / - / -
- / + / - / -
- / + / - / -

供试品编号

E

F

TSB体积（mL）
100

100

200
300
300
500
100
200
200

300

加酶量（× 104 U / mL）

2. 0
8. 0
10. 0
15. 0
10. 0
30. 0
25. 0
5. 0
5. 0
5. 0
8. 0
10. 0
3. 0

冲洗量（mL）
300
300
200
200

200

方法

薄膜过滤法

薄膜过滤法联合中和法

薄膜过滤法联合中和法

直接法（中和法）

薄膜过滤法联合中和法

薄膜过滤法联合中和法

直接法（中和法）

直接法（中和法）

结果

- / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -
- / + / - / -
- / + / - / -
- / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -
+ / + / - / -

注：+ 为试验菌生长良好；- 为无菌生长。表6同。

Note：+ indicates good growth of the test microorganism；– indicates no microorganism growth（for Tab. 3 and Tab. 6）.
表4 需氧菌总数方法适用性试验结果

Tab. 4 Suitability test results for total aerobic microbial count

供试品

编号

A

B
C
D

E
F

方法

薄膜过滤法

薄膜过滤法联合中和法

薄膜过滤法联合中和法

薄膜过滤法联合中和法

薄膜过滤法

薄膜过滤法联合中和法

薄膜过滤法联合中和法

薄膜过滤法联合中和法

稀释级

1∶10
1∶10
1∶10
1∶10
1∶10
1∶10
1∶10
1∶50

加酶量

（× 104 U / mL）

1. 0
4. 0
2. 0

2. 0
15. 0
10. 0

反应时间

（min）

30
30
30

30
30
30

冲洗量

（mL）
300
200
400
300
500
300
600
400

回收比

金黄色葡萄球菌

1
0. 96
0. 93
0. 98
0. 94
1. 00
0. 95
0. 97
1. 00

2
0. 89
0. 98
1. 10
1. 00
0. 92
0. 90
1. 00
0. 91

3
0. 91
0. 95
0. 89
0. 98
0. 89
1. 00
0. 99
0. 96

枯草芽孢杆菌

1
0. 93
0. 90
0. 92
0. 95
1. 10
0. 98
0. 99
0. 94

2
0. 95
0. 91
0. 89
1. 10
0. 98
0. 92
0. 93
0. 88

3
0. 90
0. 93
0. 92
0. 96
0. 95
0. 94
0. 97
0. 92

铜绿假单胞菌

1
0. 95
0. 91
0. 93
0. 99
0. 96
0. 88
0. 95
0. 98

2
1. 1
0. 88
0. 92
0. 87
0. 87
0. 92
1. 10
0. 97

3
0. 92
0. 94
0. 89
0. 89
0. 88
0. 95
0. 99
0. 95

白色念珠菌

1
1. 00
1. 10
0. 95
0. 89
0. 98
0. 93
0. 96
0. 95

2
0. 95
0. 96
0. 91
0. 95
0. 95
0. 97
0. 89
0. 97

3
1. 10
1. 00
0. 88
0. 94
0. 93
0. 96
0. 91
0. 93

黑曲霉

1
0. 99
0. 93
1. 10
1. 10
0. 98
0. 95
1. 20
0. 92

2
0. 94
0. 89
0. 89
0. 94
0. 98
0. 99
1. 10
1. 10

3
0. 97
0. 96
0. 88
0. 95
0. 96
0. 97
0. 96
0. 96

表5 霉菌和酵母菌总数方法适用性试验结果

Tab. 5 Suitability test results for total combined yeasts and
molds count

供试品

编号

A
B
C
D
E
F

方法

平皿法

稀释级

1∶10
1∶10
1∶10
1∶10
1∶10
1∶10

回收比

白色念珠菌

1
0. 92
0. 96
1. 10
1. 0 0
0. 97
0. 98

2
0. 97
0. 99
0. 96
0. 91
0. 96
0. 93

3
0. 95
0. 93
0. 93
0. 98
0. 94
0. 99

黑曲霉

1
0. 99
1. 0 0
1. 10
0. 92
1. 10
0. 89

2
1. 10
0. 89
0. 92
0. 97
0. 90
0. 94

3
0. 90
0. 91
0. 95
0. 96
0. 98
0. 95

表6 控制菌方法适用性试验结果

Tab. 6 Suitability test results for specified microorganism testing
methods

供试品

编号

A
B
C

D
E

F

TSB体积

（mL）
100
100
100
100
100
100
500
100
200
300

加酶量（万单

位 / 10 mL）

20
20

20
80
250
50
50
30

冲洗量

（mL）
200

400
300
200

200

检测方法

薄膜过滤法

直接法（中和法）

直接法（中和法）

薄膜过滤法

薄膜过滤法联合中和法

薄膜过滤法联合中和法

直接法（中和法）

薄膜过滤法联合中和法

直接法（中和法）

直接法（中和法）

试验组

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

阳性对

照组

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

供试品

溶液组

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

阴性对

照组

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
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由表5可见，供试品A - F稀释级为1∶10，采用平皿法。

霉菌和酵母菌总数计数回收比均在0. 89～1. 10范围内。

由表 6可见，供试品A采用薄膜过滤法（稀释级为

1∶10），冲洗量 200 mL，TSB体积 100 mL；供试品B和供

试品C采用直接法（中和法），TSB（100 mL）中添加 20万
单位的头孢菌素酶；供试品D - F均采用薄膜过滤法联

合中和法，供试品D的 TSB（100 mL）中添加 20万单位

的头孢菌素酶（冲洗量 300 mL）；供试品 E的冲洗量为

TSB（100 mL）中添加 80万单位的头孢菌素酶（冲洗量

200mL）；供试品 F的 TSB（100 mL）中添加 50万单位的

头孢菌素酶（冲洗量 200 mL），结果试验组和阳性对照

组均检出大肠埃希菌，供试品溶液组和阴性对照组均

未检出该菌。

3 讨论

本研究针对 6种第 1 - 3代口服头孢菌素类药物的

微生物限度检查方法进行系统优化，围绕稀释液、滤

膜、酶解时间、加菌方式、冲洗量及头孢菌素酶用量等

关键条件开展对比考察，为该类药物微生物限度检查

方法的建立提供科学依据。

在稀释液与滤膜选择上，第 1代的头孢羟氨苄及第

2代的头孢克洛、头孢丙烯抗菌活性较弱、溶解性较好，

采用PB即可满足试验需求［13］。第3代的头孢克肟、头孢

地尼溶解度低且抗菌活性强，在上述缓冲液中添加

0. 5%聚山梨酯 80可改善溶解性并消除部分抑菌作

用［12 - 14］；头孢托仑匹酯结构复杂、疏水性强，在上述缓

冲液中联用0. 1%大豆卵磷脂与0. 5%聚山梨酯80可提

升分散性与酶解效果［5，12 - 14］。滤膜筛选结果显示，MCE
与N66对头孢托仑匹酯颗粒回收比相近，鉴于成本因素

选用MCE。控制菌检查时，将冲洗液温度控制在 40 ℃左

右可减轻堵膜现象，提高过滤效率［15 - 16］。
酶解时间考察表明，供试品A - C、供试品E在15 min

与 30 min酶解反应条件下回收比无明显差异，而供试

品D、F在 30 min时结果更优，因此统一采用 30 min作
为酶解反应时间。以供试品A - B为考察对象，对加菌

方式进行考察，结果显示，预混菌后过滤仅适用于抗菌

活性较弱的第 1代头孢，对第 2代及以上头孢适用性较

差，因此后续试验均采用末次冲洗液加菌的方式进行

方法适用性试验［17 - 18］。
冲洗量与头孢菌素酶用量是消除头孢类药物抑菌

活性的关键因素。随着药物代际升高，抗菌活性与结构

复杂度增加，对试验菌抑制作用增强，所需酶用量与冲

洗量需同步增加，才能有效消除抑菌干扰，保证微生物

计数结果准确可靠。

当前部分企业在头孢菌素类药品微生物限度检查

研究中仍存在供试液堵膜、酶解不完全、酶过量使用及

盲目提高稀释级等问题，反映出方法研究的科学性与

合理性有待提升。本研究明确了不同代际头孢药物在

微生物限度检查中的关键影响因素与优化方向，可为

建立规范、适用的微生物限度检查方法提供技术参考，

助力提升头孢菌素类药品质量控制水平。
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