
窑药剂学窑

复方参芪五味咀嚼片微生物限度检查的方法验证

何摇 进员袁史国兵员袁高摇 军员袁杨晓东圆 渊员援 沈阳军区总医院药剂科袁辽宁 沈阳 员员园愿源园曰圆援 大连医科大学临床药学袁辽宁 大连

员员远园圆苑 冤

咱作者简介暂摇 何摇 进渊员怨缘愿鄄冤袁女袁硕士援 耘鄄皂葬蚤造院澡藻躁蚤灶员圆苑岳 泽蚤灶葬援 糟燥皂郾

摇 摇 咱摘要暂摇 目的摇 对复方参芪五味咀嚼片微生物限度检查方法进行验证遥 方法摇 采用平皿计数法袁通过 缘 种阳性对照菌回收

率试验进行细菌尧霉菌及酵母菌计数方法的验证曰采用相同的实验条件袁观察大肠埃希菌在试验组尧阳性对照组和阴性对照组中

的检出情况验证控制菌检查方法遥 结果摇 细菌尧霉菌及酵母菌计数用常规法时袁各试验菌回收率在 苑园豫以上曰控制菌检查中袁试
验组和阳性对照组检出大肠埃希菌袁阴性对照组未检出菌遥 结论摇 本方法简便可行袁结果准确袁适合于微生物限度检查遥
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摇 摇 复方参芪五味咀嚼片是在原生脉饮的基础上袁
增加黄芪制成的新型中药复方口服制剂 袁由黄芪尧
人参尧五味子尧麦冬等中药材组成袁具有提高机体免

疫力袁抗疲劳等功效遥 按照中国药典渊圆园员园 年版冤一
部附录相关要求袁要进行微生物限度检查遥 笔者主

要对复方参芪五味咀嚼片的细菌尧霉菌及酵母菌计

数方法袁及控制菌大肠埃希菌的检查方法进行验证袁
以建立适合于该制剂的微生物限度检查方法袁为制

剂进一步开发提供依据遥
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军区 总 医 院袁 批 号 园怨园怨圆缘袁 园怨员园圆怨袁 园怨员园猿园 冤曰
园郾 怨豫 氯 化 钠 注 射 液 渊 沈 阳 军 区 总 医 院袁
圆园园愿园圆圆圆园苑冤遥 营养琼脂培养基渊批号 园苑园员园源冤曰
营养肉汤培养基渊批号 园苑员园园愿冤曰玫瑰红钠琼脂培

养基渊批号 园愿园圆员远冤曰改良马丁琼脂培养基渊批号

园苑园源圆远冤曰胆盐乳糖渊月蕴冤培养基渊批号 园苑园缘员苑冤曰源鄄
甲基 伞 形 酮 葡 糖 苷 酸 蛋 白 胨 培 养 基 渊 批 号

园苑园远园源冤曰蛋白胨渊批号 园苑园苑员圆冤曰均购自北京三药

科技开发公司遥
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渊月冤 源源员园圆暂尧 金黄色葡萄球菌渊 杂贼葬责澡赠造燥糟燥糟糟怎泽 葬怎鄄
则藻怎泽冤咱 悦酝悦悦 渊 月冤 圆远园园猿暂尧枯草芽孢杆菌 渊月葬糟蚤造造怎泽
泽怎遭贼蚤造蚤泽冤咱 悦酝悦悦渊月冤 远猿缘园员暂尧白色念珠菌 渊悦葬灶凿蚤凿葬
葬造遭蚤糟葬灶泽冤咱悦酝悦悦渊月冤怨愿园园员暂和黑曲霉渊粤泽责藻则早蚤造造怎泽 灶蚤鄄
早藻则冤咱悦酝悦悦渊月冤怨愿园园猿暂袁均为第 猿 代菌株袁购自辽宁

省药检所遥
员 援 猿摇 仪器 摇 在云鄄玉型三用紫外分析仪渊上海顾村

电光 仪 器 厂 冤曰 晕悦猿园猿鄄源粤 电 热 恒 温 培 养 箱 和

晕悦猿园猿鄄源 电热恒温培养箱 渊南京长江仪器厂冤曰
再载圆愿园月 手提式不锈钢消毒器渊上海三申医疗器械

有限公司冤遥
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圆摇 方法和结果

圆援 员摇 责匀 苑援 园 氯化钠鄄蛋白胨缓冲液的制备摇 取磷

酸二氢钾 猿援 缘远 早尧磷酸氢二钠 苑援 圆猿 早尧氯化钠 源援 猿园
早尧蛋白胨 员援 园 早袁加水 员 园园园 皂造袁微温溶解袁滤清袁分
装袁灭菌遥
圆援 圆摇 供试液的制备摇 取复方参芪五味咀嚼片 员园 早袁
置灭菌乳钵研成粉末袁加适量 责匀苑援 园 无菌氯化钠鄄蛋
白胨缓冲液研匀并转移到灭菌烧瓶中袁加 责匀苑援 园 无

菌氯化钠鄄蛋白胨缓冲液至 员园园 皂造袁在 源缘 益恒温水

浴中保温震荡混匀袁制成 员员园 倍的供试液遥
圆援 猿摇 菌液制备摇 分别取经 猿缘 益培养 圆源 澡 的大肠

埃希菌尧金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的新鲜培

养物袁以及经 圆缘 益培养 源愿 澡 的白色念珠菌新鲜培

养物袁用 园援 怨豫无菌氯化钠溶液 员园 倍递增稀释成每

员 皂造 含菌数 缘园 耀 员园园 糟枣怎 的菌悬液曰取经 圆缘 益培养

缘 凿 的黑曲霉新鲜培养物袁用 缘 皂造 园援 怨豫无菌氯化钠

溶液袁将孢子洗脱袁吸出孢子悬液袁用 园援 怨豫 无菌氯

化钠溶液 员园 倍递增稀释成每 员 皂造 含孢子数 缘园 耀
员园园 糟枣怎 的孢子悬液遥 以上各菌悬液或孢子悬液同

时各取 圆 份注入琼脂培养基培养袁采用平皿计数法

计数袁结果见表 员遥

表 员摇 微生物限度检查活菌计数

菌株 稀释级数
活菌计数渊糟枣怎 辕 皂造冤

员 号平皿 圆 号平皿

大肠埃希菌 员 伊 员园 原缘 缘苑 缘怨
金黄色葡萄球菌 员 伊 员园 原缘 愿缘 怨猿
枯草芽孢杆菌 员 伊 员园 原缘 怨远 员园园
白色念珠菌 员 伊 员园 原缘 愿园 苑园
黑曲霉 员 伊 员园 原缘 远怨 缘怨

圆援 源摇 细菌尧霉菌及酵母菌计数方法的验证

圆援 源援 员摇 验证方法与结果摇 淤试验组院采用平皿法袁
取 员院员园 供试液及 缘园 耀 员园园 糟枣怎 辕 皂造 辕 试验菌各 员 皂造袁
依次加入平皿中袁立即倾注相应琼脂培养基 圆园 皂造袁
每株试验菌平行制备 圆 个平皿袁待凝固后袁按规定温

度培养 源愿 耀 苑圆 澡袁按菌落计数方法测定其菌数袁进行

猿 次的独立平行试验袁并分别计算试验组和稀释剂

对照组的菌回收率遥 依据叶中华人民共和国药典曳
圆园员园 年版一部附录微生物限度检查方法进行判定遥
结果见表 圆遥 于菌液组院测定所加的试验菌数遥 盂
供试品对照组院取规定量 员院员园 供试液袁按菌落计数

方法测定样品本底菌数遥 结果均未见菌生长遥 榆稀

释剂对照组院取稀释液 员园 皂造袁同试验组方法测定菌

数遥 结果 缘 种试验菌回收率均大于 苑园豫 遥

表 圆摇 细菌尧霉菌和酵母菌计数方法回收率结果渊豫袁灶 越猿冤
组别 大肠埃希菌 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 白色念珠菌 黑曲霉

试验组 怨猿援 远 依 猿援 缘 苑缘援 愿 依 远援 猿 缘愿援 苑 依 远援 缘 苑源援 圆 依 苑援 缘 愿圆援 缘 依 缘援 怨
菌液组 原 原 原 原 原
供试品对照组 原 原 原 原 原
稀释剂对照组 怨源援 员 依 苑援 猿 怨源援 缘 依 员援 圆 怨园援 怨 依 苑援 远 愿远援 员 依 远援 远 愿苑援 圆 依 源援 园

圆援源援圆摇 样品细菌尧霉菌或酵母菌计数检查摇 取 猿 批样

品各 员园 早袁分别用 责匀 苑援 园 无菌氯化钠鄄蛋白胨缓冲液

员园园 皂造 制成 员院员园 的供试液遥 取 员员园 供试液 员园 皂造袁加
责匀 苑援 园 无菌氯化钠鄄蛋白胨缓冲液至 员园园 皂造袁制成 员
员园园 的供试液遥 再取员员园园 供试液员园 皂造袁加 责匀 苑援 园 无

菌氯化钠渊蛋白胨缓冲液至 员园园 皂造袁制成 员员 园园园 的供

试液遥 取猿 批样品各稀释级供试液各员 皂造 分别注入无

菌平皿中袁然后倾入 圆园 皂造 冷至 源缘 益的营养琼脂培养

基渊细菌计数冤袁另取 员员园 和 员员园园 供试液各 员 皂造 分
别置无菌平皿中袁倾入 圆园 皂造 冷至 源缘 益的玫瑰红钠琼

脂培养基渊霉菌尧酵母菌计数冤袁混匀袁凝固后倒置于特

定温度的培养箱中培养渊营养琼脂培养基的培养温度

为 猿缘 益袁培养时间为 源愿 澡曰玫瑰红钠琼脂培养基的培

养温度为 圆缘 益袁培养时间为 苑圆 澡冤遥 每个稀释级的供

试液平行作 圆 份曰另取稀释液 员 皂造 作阴性对照遥 结果

表明袁猿 批样品按验证方法检查袁细菌尧霉菌或酵母菌总

数均 约员园 糟枣怎 辕 皂造袁均符合规定遥

圆援 缘摇 控制菌检查方法的验证

圆援 缘援 员摇 菌种选择摇 复方参芪五味咀嚼片为中药口

服固体制剂袁不含生药原粉袁按照 圆园员园 年版叶中华人

民共和国药典曳一部附录微生物限度检查法中的有

关控制菌检查方法袁应检查大肠埃希菌遥
圆援 缘援 圆摇 菌液和供试液的制备摇 菌液按 圆援 猿 项下方

法制备袁菌数控制在 员园 耀 员园园 糟枣怎 辕 皂造遥 供试液按 圆援 圆
项下方法制备遥
圆援缘援猿摇 验证方法与结果摇 取 员园园 皂造 胆盐乳糖渊月蕴冤培
养基 远 份袁 圆 份分别加入 造园 皂造 供试液及 员 皂造 员园 耀员园园
糟枣怎 大肠埃希菌悬液作为实验组袁圆 份分别加入 员皂造 员园
耀员园园 糟枣怎 大肠埃希菌悬液作为阳性对照组袁圆 份分别

加入稀释剂 员园 皂造 作为阴性对照组袁均在 猿缘 耀猿苑 益培

养 员愿 耀圆源 澡遥 取上述各培养物 园郾 圆 皂造袁接种至含 缘 皂造
酝哉郧 培养基的试管内袁培养袁于 缘尧圆源 澡 在 猿远远 灶皂 紫外

光下观察袁同时用未接种的 酝哉郧 培养基作本底对照袁
依据叶中华人民共和国药典曳圆园员园 年版一部附录微生物
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限度检查方法进行判定袁结果见表 猿遥
表 猿摇 控制菌检查法验证结果

组别
结果

增菌培养 酝哉郧 缘 澡 酝哉郧 圆源 澡 靛基质反应

试验组 垣 垣 垣 垣
阳性对照组 垣 垣 垣 垣
阴性对照组 原 原 原 原
本底对照 原 原 原 原
注院 垣 阳性反应曰 原 阴性反应

结果显示袁控制菌检查阳性菌生长良好袁阴性对

照无菌生长遥
圆援 缘援 源摇 样品控制菌检查摇 取 猿 批样品 员员园 的供

试液各 员园 皂造袁分别接种至胆盐乳糖培养基 员园园 皂造
中曰另取大肠埃希菌的 员园 耀 员园园 糟枣怎 辕 皂造 菌悬液 员 皂造尧
责匀苑援 园 无菌氯化钠鄄蛋白胨缓冲液 员园 皂造 分别接种至

同样培养基中作为阳性对照和阴性对照遥 按野圆援 缘援
猿冶项下方法操作袁结果见表 源遥

表 源摇 样品控制菌检查结果

批号 组别
结果

酝哉郧 缘 澡 酝哉郧 圆源 澡 靛基质反应

园怨园怨圆缘 粤 原 原 原
月 原 原 原
悦 垣 垣 垣
阅 原 原 原

园怨员园圆怨 粤 原 原 原
月 原 原 原
悦 垣 垣 垣
阅 原 原 原

园怨员园猿园 粤 原 原 原
月 原 原 原
悦 垣 垣 垣
阅 原 原 原

注院粤鄄实验组曰 月鄄阴性对照组曰 悦鄄阳性对照组曰阅鄄本底对照组

结果表明袁猿 批样品按验证方法检查袁阳性对照

检出大肠埃希菌袁样品均未检出大肠埃希菌袁阴性对

照未见菌生长袁结果符合规定遥
猿摇 讨论

猿援 员摇 方法验证摇 复方参芪五味咀嚼片采用常规法

进行细菌尧霉菌和酵母菌计数方法验证时袁缘 种试验

菌回收率均大于 苑园豫 袁表明本品对细菌尧霉菌和酵

母菌无抑制作用袁可用常规法进行细菌尧霉菌和酵母

菌计数检查遥
猿援 圆摇 菌液制备摇 细菌尧霉菌和酵母菌计数中菌液的

制备尤为重要遥 菌液含菌数过多或过少袁在回收率

测定时误差都会增大遥 因此需要通过反复多次试

验袁摸索出接种环刮取菌苔的量及稀释菌液的经验

方法袁在菌液制备好时袁同时进行活菌计数和供试品

的方法验证袁才能将菌数控制在 缘园 耀 员园园 糟枣怎 辕 皂造 之
间袁而且在进行 猿 次独立平行试验时袁猿 次试验的菌

原液浓度应尽量一致袁除黑曲霉孢子悬液外其他试

验菌菌悬液最好现用现配袁这样才能保证验证结果

准确可靠遥
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