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［摘　 要］ 　 建立了双葛止泻口服液的微生物限度检查方法。 根据 ２０１５ 年版 《中华人民共和国兽

药典（二部）》通则 １１０２ 非无菌产品微生物限度检查：微生物计数法，以及通则 １１０３ 非无菌产品微

生物限度检查：控制菌检查法和通则 １１０４ 非无菌兽药微生物限度标准进行方法适用性试验。 结果

表明，采用薄膜过滤法对样品进行需氧菌总数、霉菌和酵母菌计数方法适用性试验，试验组与菌液

对照组的比值为 ０． ５ ～ ２，采用常规法进行控制菌检查方法适用性试验，试验组检出阳性试验菌。 所

建立的方法可作为双葛止泻口服液微生物限度的检查方法。
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　 　 双葛止泻口服液是由洛阳惠中兽药有限公司、

普莱柯生物工程股份有限公司和河南新正好生物

工程有限公司联合研制的三类新兽药。 双葛止泻

口服液由金银花、葛根、黄芩、黄连、白芍和炙甘草

组成，来源于《伤寒论》中的“葛根芩连汤”。 方中

金银花具有解热、抗炎、抗病毒等药理作用［１ － ２］，葛
根芩连汤对感染性腹泻具有一定的治疗作用［３ － ４］。

由于中药复方成分复杂，中药制剂中的不同成分对

微生物有一定的抑制和杀灭作用，常规法进行微生

物限度检测，不能真实反应样品中的微生物情况，

需采用适当的方法，例如薄膜过滤法、中和剂、培养

基稀释法等，去除其抑菌作用，并对方法进行验证

来确定所采用的微生物限度检查方法的可行性和

有效性［５ － ７］。 依据 ２０１５ 年版 《中华人民共和国兽

药典（二部）》通则 １１０２ 非无菌产品微生物限度检

查：微生物计数法，以及通则 １１０３ 非无菌产品微生

物限度检查：控制菌检查法和通则 １１０４ 非无菌兽

药微生物限度标准进行方法适用性试验，建立适合

双葛止泻口服液的微生物限度检查方法。

１　 材料与方法

１． １　 试验材料

１． １． １　 仪器　 集菌仪，型号 ＨＴＹ － ６０２，浙江泰林

生物技术股份有限公司；电子天平，型号 ＪＡ２００３，上

海上平仪器有限公司；电热恒温培养箱，型号 ＤＮＰ

－ ９２７２ＢＳ － Ⅲ，上海新苗医疗器械制造有限公司；

生化培养箱，型号 ＳＰＸ －１５０ＢＳＨ － Ⅱ，上海新苗医

疗器械制造有限公司；生物安全柜，型号 Ｎｕ － ４２５

－ ４００Ｓ，美国 Ｎｕａｉｒｅ 公司；全自动立式电热压力蒸

汽灭菌锅，型号 ＹＸＱ － ＬＳ － １００Ａ，上海博迅医疗生

物仪器股份有限公司；微量移液器，规格 １００ μＬ、

１０００ μＬ、５ ｍＬ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司；电动移液枪，

型号 Ｅ４ＸＬＳ，规格 ２０ ～ ２００ μＬ，美国 Ｒａｉｎｉｎ 公司。

１． １． ２ 　 供 试 品 　 双 葛 止 泻 口 服 液； 批 号：

２０１７０２０１；规格：每 １ ｍＬ 相当于原生药 ０． ４５ ｇ；包

装：口服液体药用聚丙烯瓶；生产厂家：洛阳惠中兽

药有限公司。

１． １． ３ 　 菌株、试剂及材料 　 金黄色葡萄球菌

〔ＣＭＣＣ（Ｂ） ２６００３〕、铜绿假单胞菌 〔 ＣＭＣＣ （ Ｂ）

１０１０４〕、枯草芽孢杆菌〔ＣＭＣＣ（Ｂ） ６３５０１〕、大肠埃

希菌〔ＣＭＣＣ（Ｂ） ４４１０２〕、白色念珠菌〔ＣＭＣＣ（Ｆ）

９８００１〕、黑曲霉菌〔ＣＭＣＣ（Ｆ） ９８００３〕，购自中国食

品药品检定研究院医学菌种保藏中心。

胰酪大豆蛋白胨液体培养基，批号 ２０１７０１１６；

胰酪大豆蛋白胨琼脂培养基，批号 ２０１６１０１８；沙氏

葡萄糖琼脂培养基，批号 ２０１６０９２４；沙氏葡萄糖液

体培养基，批号 ２０１６０２２４；麦康凯琼脂培养基，批号

２０１７０１１３；麦康凯液体培养基，批号 ２０１６１２２２；麦康

凯琼脂培养基，批号 ２０１６１０２１；ｐＨ 值 ７． ０ 无菌氯化

钠 －蛋白胨缓冲液，批号 ２０１６０３２１；Ｋｏｖａｃｓ 氏靛基

质，批号 ２０１６１１１７；甲基红试剂盒，批号 ２０１６１２０８；

Ｖ － Ｐ 试剂盒批号，２０１７０２１４，均购自青岛高科园海

博生物技术有限公司。 量筒、ＥＰ 管、一次性无菌平

皿、涂布棒、试管架、酒精灯、镊子。 无菌薄膜过滤

器，型号 ＦＣ７５２，浙江泰林生物技术股份有限公司。

１． ２　 试验方法　 依照 ２０１５ 版《中华人民共和国兽

药典（二部）》通则 １１０２、１１０３、１１０４［８］ 有关非无菌

产品微生物限度检查方法进行验证。

１． ２． １ 　 菌液制备　 取金黄色葡萄球菌、铜绿假单

胞菌、枯草芽孢杆菌第二代甘油保存物 １００ μＬ 加

到 １０ ｍＬ 胰酪大豆蛋白液体培养基中，置 ３５ ℃培

养 ２４ ｈ。 取金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草

芽孢杆菌培养物 １ ｍＬ 加入 ９ ｍＬ ０． ９％氯化钠溶液

中，１０ 倍稀释至 １０ － ５、１０ － ６、１０ － ７，取稀释液各 ０． １

ｍＬ 加入制备好的胰酪大豆蛋白胨琼脂平皿，涂布

棒涂匀后置 ３５ ℃培养 ２４ ｈ，每个稀释度 ３ 个重复，

计菌落数。

取白色念珠菌的第二代甘油保存物 １００ μＬ 加

到 １０ ｍＬ 沙氏葡萄糖液体培养基中，置 ２５ ℃培养

４８ ｈ。 取培养物 １ ｍＬ，加入 ９ ｍＬ ０． ９％氯化钠溶液

中，１０ 倍稀释至 １０ － ４、１０ － ５、１０ － ６，取稀释液各 ０． １

ｍＬ 加入制备好的沙氏葡萄糖琼脂平皿，涂布棒涂

匀后置 ２５ ℃培养 ２ ｄ，每个稀释度 ３ 个重复，计菌

落数。

取黑曲霉冻干粉，溶于 ０． ９％氯化钠溶液中，混
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匀，用接种环蘸取，划线接种于沙氏葡萄糖琼脂斜

面培养基上，置 ２５ ℃培养 ５ ｄ。 取沙氏葡萄糖琼脂

斜面培养物，加 ０． ９％氯化钠溶液 ５ ｍＬ，洗下孢子，

转移至另一空管，取 １ ｍＬ 加入 ９ ｍＬ ０． ９％ 氯化钠

溶液中，１０ 倍稀释至 １０ － ４、１０ － ５、１０ － ６，取稀释液各

０． １ ｍＬ 加入制备好的沙氏葡萄糖琼脂平皿，涂布

棒涂匀后置 ２５ ℃培养 ５ ｄ，每个稀释度 ３ 个重复，

计菌落数。

１． ２． ２　 计数方法适用性试验　

１． ２． ２． １　 常规法（培养基平皿倾注） 　 试验组：无

菌取供试液 １ ｍＬ 和稀释至不大于 １００ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的

金黄色葡萄球菌 １ ｍＬ 注入无菌培养皿后，倾注 ２０

ｍＬ 胰酪大豆胨琼脂培养基于平皿中，混匀，制备 ２

份平行样本的平皿放入培养箱中，３５ ℃培养 ４８ ｈ，

计数后取平均值。 供试品对照组：参照试验组的方

法，不加菌液，测供试品的菌数。 菌液对照组：参照

试验组的方法，不加供试品，测供菌液的菌数。 结

果判定：菌液回收比值 ＝ （试验组菌数 － 供试品对

照组菌数） ／菌液对照组菌数。

１． ２． ２． ２　 薄膜过滤法　 制备供试液：无菌操作取 ２

瓶双葛止泻口服液混合均匀后，取出 １０ ｍＬ 至无菌

玻璃瓶中，加入 ｐＨ 值 ７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋白胨缓

冲液至 １００ ｍＬ，混匀，作为 １∶ １０ 的供试液。 分别按

以下方法对 ５ 种试验菌株进行计数方法适用性试

验。 试验组：用 ｐＨ 值 ７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋白胨缓

冲液，润湿滤膜后（水膜），取供试液 １０ ｍＬ 加入

１００ ｍＬ ｐＨ 值 ７． ０ 无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液中混

匀，加入薄膜过滤器的滤筒中过滤，用 ｐＨ 值 ７． ０ 无

菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液冲洗 ３ 次，每次 １００ ｍＬ，

最后一次冲洗时，冲洗液中加入不大于 １００ ＣＦＵ ／ ｍＬ

的试验菌 １ ｍＬ，摇匀后，滤过滤膜。

供试品对照组：用 ｐＨ 值 ７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋

白胨缓冲液，润湿滤膜后（水膜），取供试液 １０ ｍＬ

加入 １００ ｍＬ ｐＨ 值 ７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋白胨缓冲

液中混匀，加入薄膜过滤器的滤筒中过滤，用 ｐＨ 值

７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋白胨缓冲液冲洗 ３ 次，每次

１００ ｍＬ。

菌液对照组：用 ｐＨ 值 ７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋白

胨缓冲液，润湿滤膜后（水膜），用 １００ ｍＬ ｐＨ 值７． ０

无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液代替供试液过滤，再用

ｐＨ 值 ７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋白胨缓缓冲液冲洗 ３

次，每次 １００ ｍＬ，最后一次冲洗时，冲洗液中加入不

大于 １００ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的试验菌 １ ｍＬ，摇匀后，滤过

滤膜。

阴性对照组：用 ｐＨ 值 ７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋白

胨缓冲液，润湿滤膜后（水膜），用 ｐＨ 值 ７． ０ 无菌

氯化钠 －蛋白胨缓冲液冲洗 ３ 次，每次 １００ ｍＬ。

过滤完成后将滤膜取出，将滤膜的菌面朝上贴

于琼脂平板上。 金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、

枯草芽孢杆菌制备的滤膜贴于胰酪大豆胨琼脂培

养基，３５ ℃培养 ３ ｄ，计数。 白色念珠菌和黑曲霉

平行制备 ２ 份滤膜，一份贴于胰酪大豆胨琼脂培养

基，３５ ℃培养 ５ ｄ，计数；另一份贴于沙氏葡萄糖琼

脂培养基上，２５ ℃培养 ５ ｄ，计数。

１． ２． ３　 控制菌检查（常规法） 　 无菌操作取 ２ 瓶双

葛止泻口服液混合均匀后，取出 １０ ｍＬ 至无菌玻璃

瓶中，加入 ｐＨ 值 ７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋白胨缓冲液

至 １００ ｍＬ，混匀，作为 １∶ １０ 的供试液。

取 １００ ｍＬ 胰酪大豆胨液体培养基 ３ 瓶，试验组

加入 １０ ｍＬ 供试液及不大于 １００ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的大肠埃

希菌 １ ｍＬ；菌液对照组加入 １０ ｍＬ ｐＨ 值 ７． ０ 无菌氯

化钠 －蛋白胨缓冲液及不大于 １００ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的大肠

埃希菌 １ ｍＬ；供试品对照组加入 １０ ｍＬ 供试液。 同

时设阴性对照组。 混匀后置于 ３５ ℃培养 ２４ ｈ。

取上述培养物 １ ｍＬ 接种至 １００ ｍＬ 麦康凯液

体培养基中，４２ ℃培养 ２４ ｈ。 取麦康凯液体培养物

划线接种于麦康凯琼脂培养基上，３５ ℃培养 ２４ ｈ。

麦康凯琼脂培养基上若有菌落生长，挑取符合大肠

埃希菌菌落特征（鲜桃红色，圆形，边缘整齐、表面

光滑）的菌落在麦康凯琼脂培养基上划线培养，挑

取符合大肠埃希菌菌落特征的菌落进行靛基质试

验、ＭＲ － ＶＰ 试验和柠檬酸盐利用实验。 大肠埃希

菌与非大肠埃希菌的生化鉴别见表 １（ＧＢ ４７８９． ３８

－ ２０１２）。
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表 １　 大肠埃希菌与非大肠埃希菌的生化鉴别

Ｔａｂ １　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ ａｎｄ ｎｏｎ － Ｅ． ｃｏｌｉ

靛基质
（Ｉ）

甲基红
（ＭＲ） ＶＰ 试验

柠檬酸盐
（Ｃ） 鉴定（型别）

＋ ＋ － － 典型大肠埃希菌

－ ＋ － － 非典型大肠埃希菌

＋ ＋ － ＋ 典型中间型

－ ＋ － ＋ 非典型中间型

－ － ＋ ＋ 典型产气肠杆菌

＋ － ＋ ＋ 非典型产气肠杆菌

１：如出现表 １ 以外的生化反应类型，表明培养

物可能不纯，应重新划线分离，必要时做重复试验。
２：ＩＭＶｉＣ 生化试验为“ ＋ ＋ － － ”或“ － ＋ － － ”判
定为大肠埃希菌。

判定依据：试验组检出大肠埃希菌，阴性对照

组无菌生长，则试验成立。 反之，则判断试验无效。
试验组若未检出试验菌，应消除供试品的抑菌活

性，并重新进行方法适用性试验。
试验成立时，供试品组麦康凯琼脂培养基平板

上无菌生长，或者虽有菌生长但鉴定结果为阴性，
判定未检出大肠埃希菌。
２　 结果与分析

２． １　 菌液计数 　 各菌株菌落计数结果如表 ２ 所

示，根据计数结果用 ０． ９％ 氯化钠溶液将金黄色葡

萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌 １０ 倍稀释至

１０ － ７，白色念珠菌 １０ 倍稀释至 １０ － ６，黑曲霉菌 １０
倍稀释至 １０ － ５，约为不大于 １００ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的菌悬液

备用。

表 ２　 细菌计数结果（ＣＦＵ ／ ｍＬ）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｕｎｔ （ＣＦＵ ／ ｍＬ）
稀释倍数 １０ － ４ １０ － ５ １０ － ６ １０ － ７

试验次数 １ ２ ３ １ ２ ３ １ ２ ３ １ ２ ３

金黄色葡萄球菌 ／ ／ ／ Ｐ Ｐ Ｐ ４２ ３８ ４０ ６ ４ ５

铜绿假单胞菌 ／ ／ ／ １４２ １２８ １３５ １６ １１ １５ １ １ ３

枯草芽孢杆菌 ／ ／ ／ １９２ ２１３ ２０２ ２１ ２３ ２２ １ ＜ １ ２

白色念珠菌 ２１９ ２３４ ２０８ ３１ １２ １８ １ ４ ３ ／ ／ ／

黑曲霉 Ｐ Ｐ Ｐ ４ ３ ３ ＜ １ ＜ １ ＜ １ ／ ／ ／

　 “Ｐ”表示菌数多不可数，无法计数；“ ＜ １”表示无菌生长。 “ ／ ”表示该稀释度未进行计数。

２． ２　 计数方法适用性试验结果　
２． ２． １　 常规法（培养基平皿倾注） 　 采用常规平皿

法培养基倾注进行样品中需氧菌总数的方法验证，
具体结果见表 ３ 所示。

表 ３　 常规法进行方法适用性检查

Ｔａｂ ３　 Ｒｏｕｔｉｎｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｍｅｔｈｏｄ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ
组别 试验组 供试品对照组 菌液对照组 菌液回收比值

２８ ２ ５９

２３ １ ５５

平均值 ２５． ５ １． ５ ５７ ０． ４２１

　 　 结果分析：选用计数方法适用性试验中较常见

的金黄色葡萄球菌作为添加菌株，由计数方法适用

性试验结果可知，菌液回收比值为 ０． ４２１，未在药典

规定的 ０． ５ ～ ２ 之间，菌液回收率较低，表明本试验

供试品双葛止泻口服液具有一定的抑菌作用，需要

采用一定的方法消除其抑菌作用，保证菌液回收率

在 ０． ５ ～ ２ 范围内再进行微生物计数检测。
２． ２． ２ 　 薄膜过滤法　 采用薄膜过滤法，每个样品

冲洗 ３ 次， １００ ｍＬ ／次，并重复进行 ３ 次独立平行薄

膜过滤法试验验证，计数验证结果见表 ４ 和表 ５。
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表 ４　 需氧菌总数计数方法验证结果（ＣＦＵ ／皿）

Ｔａｂ ４　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｅｒｏｂｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔ ｍｅｔｈｏｄ （ＣＦＵ ／ ｄｉｓｈ）
菌株 组别 试验组 菌液组 供试液对照组 阴性对照组 （试验组 － 供试液对照组） ／ 菌液组

金黄色葡萄球菌

１ ５０ ５８ ２ ＜ １ ０． ８３
２ ６４ ６２ １ ＜ １ １． ０２
３ ７１ ７９ ３ ＜ １ ０． ８６

铜绿假单胞菌

１ ６３ ６８ ２ ＜ １ ０． ８９
２ ４６ ５２ １ ＜ １ ０． ８６
３ ６０ ７１ １ ＜ １ ０． ８３

枯草芽孢杆菌

１ ４２ ３４ ＜ １ ＜ １ １． ２３
２ ３８ ４６ ＜ １ ＜ １ ０． ８２
３ ４９ ３７ １ ＜ １ １． ２９

白色念珠菌

１ ３４ ３８ ６ ＜ １ ０． ７４
２ ４０ ３３ ２ ＜ １ １． １５
３ ３７ ４２ ３ ＜ １ ０． ８１

黑曲霉

１ ３ ４ ＜ １ ＜ １ ０． ７５
２ ３ ３ ＜ １ ＜ １ １． ００
３ ２ ３ ＜ １ ＜ １ ０． ６６

表 ５　 霉菌和酵母菌总数计数方法验证结果（ＣＦＵ ／皿）

Ｔａｂ ５　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｏｌｄｓ ａｎｄ ｙｅａｓｔｓ （ＣＦＵ ／ ｄｉｓｈ）
菌株 组别 试验组 菌液组 供试液对照组 阴性对照组 （试验组 － 供试液对照组） ／ 菌液组

白色念珠菌

１ ６２ ５９ ＜ １ ＜ １ １． ０５
２ ７０ ７６ ＜ １ ＜ １ ０． ９２
３ ６６ ６８ ＜ １ ＜ １ ０． ９７

黑曲霉

１ ４ ５ ＜ １ ＜ １ ０． ８０
２ ３ ４ ＜ １ ＜ １ ０． ７５
３ ３ ４ ＜ １ ＜ １ ０． ７５

　 　 结果分析：由常规法可知，双葛止泻口服液具

有一定的抑菌作用，需要采用一定的方法消除供试

品的抑菌活性。 由于本产品为中药口服溶液，水溶

性好，可顺利通过滤膜，故采用较常用且去除抑菌

作用效果好的薄膜过滤法进行方法验证。
结果可知，各试验菌试验组菌落数减去供试液

对照组菌落数的值与菌液对照组菌落数的比值均

在 ０． ５ ～ ２ 范围内，符合《中华人民共和国兽药典》
适用性试验要求规定。 且阴性对照均无菌生长，本

方法可用于双葛止泻口服液需氧菌和霉菌及酵母

菌的总数测定。
２． ３　 控制菌检查结果　 依据《中华人民共和国兽

药典》２０１５ 版二部 １１０３ 非无菌产品微生物限度检

查：控制菌检查法和 １１０４ 非无菌产品微生物限度

标准，本产品双葛止泻口服液，应检测的控制菌为

大肠埃希菌。 采用常规法进行控制菌方法验证，结
果如表 ６ 所示。

表 ６　 控制菌方法验证结果

Ｔａｂ ６　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｍｅｔｈｏｄ
组别 麦康凯琼脂 靛基质（Ｉ） 甲基红（ＭＲ） ＶＰ 试验 枸橼酸盐（Ｃ）

试验组 有菌落生长 ＋ ＋ － －

供试品组 无菌生长 ／ ／ ／ ／

菌液对照组 有菌落生长 ＋ ＋ － －

阴性对照组 无菌生长 ／ ／ ／ ／
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　 　 ＩＭＶｉＣ 生化试验为 ＋ ＋ － － 或 － ＋ － － 判定

为大肠埃希菌。
结果分析：试验组与菌液对照组麦康凯平板上

有菌落生长，ＩＭＶｉＣ 生化试验鉴定结果均为“ ＋ ＋
－ － ”，供试品对照组和阴性对照组无菌生长。 证

实了常规法可用于双葛止泻口服液大肠埃希菌控

制菌检查，此方法成立。
３　 讨论与结论

３． １　 方法验证的必要性 　 中药制剂成分复杂，其
中任何成分具有抑菌性均可影响微生物限度检查

的准确性。 ２０１５ 版《中华人民共和国兽药典》规

定，中药制剂进行微生物限度检查时，对可能具有

抑菌作用的产品，必须首先采用合适的方法消除其

抑菌作用，再进行对应供试品的检查。 因此，微生

物检测方法必须经过方法的适用性试验验证［９ － １０］，
才可确保微生物检查方法的可靠性和检查结果的

准确性。
３． ２　 微生物计数法 　 双葛止泻口服液由金银花、
葛根、黄芩、黄连、白芍和炙甘草组成，其组分中金

银花、黄芩对金黄色葡萄球菌等菌株均有一定的抑

制作用［１１］，由本试验结果可知，常规法进行需氧菌

总数的测定时，菌液回收比值较低（０． ４２１），未能达

到试验要求（菌液回收比值 ０． ５ ～ ２）。 故采取薄膜

过滤法消除其抑菌作用后，再次进行微生物计数方

法学考察，薄膜过滤法采用一次性无菌过滤器，将
外界影响和操作者的主观因素减少到最低，是检验

各种成分剂型的首选方法［１２］。 双葛止泻口服液采

用薄膜过滤法可消除其抑菌作用，各菌回收率均在

规定范围内。
３． ３　 控制菌检查法　 依照《中华人民共和国兽药

典》２０１５ 版规定［８］，双葛止泻口服液应对大肠埃希

菌进行控制菌检查，本研究采用常规法进行控制菌

检查，方法成立。 供试品双葛止泻口服液在微生物

计数法验证时，常规法菌落回收比值（０． ４），低于

０． ５，表明本产品具有一定的抑菌作用，但抑菌作用

较轻微。 在进行控制菌检查时，常规法方法验证合

格。 分析原因为控制菌检查时所用培养基体积较

多，有培养基稀释去除抑菌作用的原因。 故本供试

品检查时，微生物计数法需采用薄膜过滤法，控制

菌检查法可采用常规法。
供试品双葛止泻口服液的细菌、霉菌和酵母菌

计数方法采用薄膜过滤法，控制菌检查方法可采用

常规方法进行。
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［摘　 要］ 　 建立了烯丙孕素微囊中烯丙孕素的高效液相色谱含量测定方法，采用 Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００ － ５
Ｃ１８ （２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ， ５ μｍ） 色谱柱，以流动相水 － 乙腈（３０∶ ７０，Ｖ ／ Ｖ）、检测波长 ２３６ ｎｍ、流速

１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ、柱温 ３０ ℃、进样量 ２０ μＬ 为色谱条件，无水乙醇为溶剂对微囊进行加热超声提取。 结

果表明，在烯丙孕素保留时间无干扰峰出现，在 ５ ～ ３０ μｇ ／ ｍＬ 的浓度范围内线性关系良好（Ｒ２ ＝
０． ９９９３），回归方程为 Ａ ＝ ２１４６８Ｃ － １０８８７；总平均回收率为（１００． ９６ ± １． １４）％ ，ＲＳＤ 为 １． １３％ ；三个

浓度水平下 ＲＳＤ 分别为 ０． ８３％ 、１． １６％和 １． ８％ 。 该方法准确可靠、选择性好、简便、快速，可用于

烯丙孕素微囊含量测定及质量评价。
［关键词］ 　 烯丙孕素；微囊；高效液相色谱法；含量测定
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