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［摘　 要］ 　 通过抑菌效力研究确定了双葛止泻口服液中抑菌剂的合理添加量。 根据《中国兽药典》
２０１５ 年版一部附录“１１２１ 抑菌效力检查法”要求，以金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希菌、
白色念珠菌和黑曲霉为试验菌株，建立双葛止泻口服液抑菌效力检查方法，对不同苯甲酸钠含量的

双葛止泻口服液进行抑菌效力测定，筛选出供试品中抑菌剂合理添加量。 结果表明，０． ３％ 的苯甲

酸钠对微生物生长繁殖具有良好的抑制作用，且为最低有效剂量。 因此，０． ３％ 的苯甲酸钠可作为

双葛止泻口服液的抑菌剂用量。
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　 　 双葛止泻口服液由金银花、葛根等经提取、浓
缩、纯化及制剂成型而成的中药口服溶液，功能清

热燥湿，解毒止泻，用于仔猪湿热泄泻，实验室研究

其具有止泻、抗炎的作用。 在兽药生产、贮藏和使

用过程中，为防止双葛止泻口服液中微生物生长繁

殖，需要加入适宜的抑菌剂用以增加抑菌作用。 抑

菌剂是指抑制微生物生长的化学物质，有时也称防

腐剂［１］。 在口服制剂中，苯甲酸钠因其对酵母、霉
菌和部分细菌都有较好的抑制作用而被广泛应

用［２ － ３］，其用量范围一般为 ０． １％ ～０． ５％ ［４］。 由于

抑菌剂都具有一定的毒性，制剂中抑菌剂的量应为

最低有效量［１］。
抑菌剂的抑菌有效性主要是通过抑菌效力检

查法进行测定的。 抑菌效力检查是对供试品中微

生物的存活情况的动态监测过程。 既要研究供试

品被微生物污染后在短时间内抑菌剂对大量入侵

微生物的抑制或杀灭的情况，又要研究随着时间的

推移微生物对周围环境产生耐受或抑菌剂的稳定

性发生改变后，供试品中微生物的总量是否仍能够

被控制在合理范围内。
本研究依据《中国兽药典》２０１５ 年版一部附录

“１１２１ 抑菌效力检查法”的要求，对双葛止泻口服

液中的抑菌剂用量进行筛选，用以确定抑菌剂的最

低有效用量。 参考《中国兽药典》２０１５ 年版二部附

录“１１０２ 非无菌产品微生物限度检查：微生物计数

法”和附录“１１０４ 非无菌兽药微生物限度标准”进

行微生物计数方法适用性研究，确定供试品合适的

微生物计数方法。
１　 材料与方法

１． １　 试验材料

１． １． １ 　 仪器 　 　 ＹＰ１０００２ 型电子天平，金诺天平

仪器有限公司；ＹＸＱ － ＬＳ － １００Ａ 型全自动立式电

热压力蒸汽灭菌器，上海博讯实业有限公司医疗设

备厂；电热恒温水浴锅，型号 ＳＳＷ － ４２０ － ２Ｓ，上海

博讯实业有限公司；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；双
人超净工作台，型号 ＳＷ － ＣＪ － ２ＦＤ，上海博讯实业

有限公司；集菌仪，型号 ＨＴＹ － ６０２，浙江泰林生物

技术股份有限公司；微量移液器，规格 １００ μＬ、
１０００ μＬ、５ ｍＬ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司；
１． １． ２　 培养基及稀释液　 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；
ｐＨ 值 ７． ０ 氯化钠蛋白胨缓冲液，批号 ２０１６０３２１；均
购自青岛高科园海博生物技术有限公司。 培养基

适用性检查符合《中国兽药典》２０１５ 年版要求。
１． １． ３ 　 菌 种 　 金黄色葡萄球菌 〔 ＣＭＣＣ （ Ｂ）
２６００３〕、铜绿假单胞菌〔ＣＭＣＣ（Ｂ） １０１０４〕、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。
１． １． ４　 试药　 双葛止泻口服液，规格：每 １ ｍＬ 相

当于原生药 ０． ４５ ｇ，２５０ ｍＬ ／瓶。 按照双葛止泻口

服液制备工艺制备苯甲酸钠含量分别为 ０． １％ 、
０． ２％ 、０． ３％和 ０． ５％的样品。
１． ２　 试验方法

１． ２． １　 菌液的制备　 取经 ３５ ℃培养 ２４ ｈ 的金黄

色葡萄球菌、铜绿假单胞菌及大肠埃希菌的胰酪大

豆胨琼脂斜面培养物适量，另取经 ２５ ℃培养 ４８ ｈ
的白色念珠菌的沙氏葡萄糖琼脂培养基斜面培养

物适量，加入适量的无菌 ０． ９％氯化钠溶液，制成含

菌数约为 １０７ ～ １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ 的菌悬液（用于抑菌效

力检查）。 取上述菌悬液用无菌 ０． ９％ 氯化钠溶液

稀释成含菌数约为 ５０ ～ １００ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的菌悬液（用
于微生物计数方法适应性研究）。 取经 ２５ ℃培养

７ ｄ 的黑曲霉沙氏葡萄糖琼脂培养基斜面培养物，
加入 ５ ｍＬ 含 ０． ０５％ （Ｖ∶ Ｖ）聚山梨酯 ８０ 的 ０． ９％
氯化钠溶液，洗下孢子，制成含孢子数约为 １０７ ～
１０８ＣＦＵ ／ ｍＬ的孢子悬液（用于抑菌效力检查）。 取

上述孢子悬液用含 ０． ０５％ （Ｖ∶ Ｖ）聚山梨酯 ８０ 的

０ ９％ 氯化钠溶液稀释成含孢子数约为 ５０ ～
１００ ＣＦＵ ／ ｍＬ的孢子悬液（用于微生物计数方法适

应性研究）。
１． ２． ２　 微生物计数方法适用性研究　 考虑到抑菌

剂苯甲酸钠具较强的抗菌活性，因此，在细菌计数
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试验时应采用薄膜过滤法去除其抑菌活性；由于抑

菌剂的浓度与抑菌效果成正相关，故本研究以最大

添加抑菌剂 ０． ５％苯甲酸钠的供试品进行方法适用

性研究，以保证所有浓度抑菌剂供试品微生物计数

方法均能符合要求。
１． ２． ２． １ 　 供试液的制备 　 取苯甲酸钠含量为

０ ５％的双葛止泻口服液供试品 １０ ｍＬ 至无菌玻璃

瓶中，分别加入 ９０ ｍＬ ｐＨ ７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋白

胨缓冲液，充分混合，制成１∶ １０（Ｖ∶ Ｖ）的供试液。
１． ２． ２． ２　 计数方法适用性试验方法（薄膜过滤法）

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 １ 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 ５０ ～
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 １ 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 － 蛋白胨缓冲液冲洗 ３ 次，每次

１００ ｍＬ，最后一次冲洗时，冲洗液中加入 ５０ ～ 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　 抑菌效力测定方法

１． ２． ３． １　 供试品制备　 取包装完整的苯甲酸钠含

量分别为 ０． １％ 、０． ２％ 、０． ３％ 和 ０． ５％ 的双葛止泻

口服液供试品各 １０ ｍＬ 至无菌玻璃瓶中，分别加入

９０ ｍＬ ｐＨ ７． ０ 无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液，充分混

合，制成 １∶ １０（Ｖ∶ Ｖ）的供试液。
１． ２． ３． ２　 供试品接种　 取“１． ２． １”项下制成的金

黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌及大肠埃希菌的菌悬

液（含菌数约为 １０７ ～ １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ）及孢子悬液（含
孢子数约为 １０７ ～ １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ），分别取 ０． １ ｍＬ 试

验菌于上述 ４ 份供试液中，每一容器接种一种试验

菌，充分混合，使供试液中的试验菌均匀分布，置
２５ ℃培养箱中，避光贮存。
１． ２． ３． ３　 存活菌数测定　 根据《中国兽药典》２０１５
年版一部附录“１１２１ 抑菌效力检查法”中表 ２ － 表 ３
的规定，在供试品接种 ０ ｈ、１４ ｄ、２８ ｄ 时，分别从上述

每个供试品容器中取供试品 １ ｍＬ，用 ｐＨ７． ０ 无菌氯

化钠 －蛋白胨缓冲液稀释成 １∶ １０、１∶ １０２、１∶ １０３等稀

释级，测定每份供试品中所含的菌数。 其中测定方

法依据 １． ２． ２． ２ 方法适用性试验验证合格的方法

（薄膜过滤法）进行供试品中微生物计数。
１． ２． ３． ４　 抑菌效力判断标准　 内服制剂的抑菌效

力判断标准见表 １。 表中“减少的 ｌｇ 值”是指各间

隔时间测定的菌落 ｌｇ 值与 １ ｍＬ 供试品中接种的菌

数 ｌｇ 值的差值。
表 １　 内服制剂的抑菌效力判断标准

Ｔａｂ １　 Ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ

ｏｒａｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ

减少的 ｌｇ 值

１４ ｄ ２８ ｄ

细菌 ３ ＮＩ

真菌 １ ＮＩ

　 注：ＮＩ 指未增加，是指对前一个测定时间，试验菌增加的数量不

超过 ０． ５ ｌｇ。

２　 结果与分析

２． １　 方法适用性试验结果 　 根据《中国兽药典》
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２０１５ 年版二部要求，方法适用性检查各试验菌的回

收率不得低于 ７０％ 。 试验组菌落数减去供试品对

照组菌落数的值与菌液对照组菌落数的比值计算

回收率，结果见表 ２。
表 ２　 计数方法适用性试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

次
数

阳性菌回收率 ／ ％

金黄色
葡萄球

菌

大肠埃
希菌

铜绿假
单胞菌

白色念
珠菌

黑曲霉
白色念
珠菌

黑曲霉

胰酪大豆胨琼脂培养基
沙氏葡萄糖
琼脂培养基

１ ８８． ７ ９３． ３ １０４． ８ １００． ０ ９５． ７ １０１． ２ ９２． ２

２ ８５． ３ ９６． ７ １１６． ７ １１３． ０ ８８． ５ ９８． ７ ８９． ４

３ ９２． ６ ８７． ５ １１１． １ １０９． １ ９２． ０ ９０． ４ ８４． ７

２． ２　 抑菌效力测定结果　 抑菌效力测定结果见表 ３。
参考内服制剂的抑菌效力判断标准，双葛止泻口服

液中苯甲酸钠含量为 ０． １％ 时，对白色念珠菌的抑

制作用在间隔 １４ ｄ 和 ２８ ｄ 均减少了 ０． ７ ｌｇ，未达到

药典规定的至少降低 １ ｌｇ 的标准；双葛止泻口服液

中苯甲酸钠含量为 ０． ２％ 时，对白色念珠菌的抑制

作用在间隔 １４ ｄ 和 ２８ ｄ 均减少了 ０． ９ ｌｇ，未达到药

典规定的至少降低 １ ｌｇ 的标准；双葛止泻口服液中

苯甲酸钠含量为 ０． ３％ 和 ０． ５％ 时，对细菌和真菌

的抑菌效力均达到了《中国兽药典》２０１５ 年版的抑

菌效力判定标准。
表 ３　 接种后 ０ ｈ 细菌计数结果（ＣＦＵ ／ ｍＬ）

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｕｎｔ ０ ｈ ａｆｔｅｒ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ（ＣＦＵ ／ ｍＬ）

试验菌株 １０ － ２稀释 １０ － ３稀释 １０ － ４稀释

大肠杆菌 Ｐ Ｐ ２２９ ２８９ ３１ ３

金黄色葡萄球菌 Ｐ Ｐ １５３ ２０１ ２０ １７

铜绿假单胞菌 Ｐ Ｐ ６０ ７２ ３ ３

白色念珠菌 ２６６ ２５３ ２７ ２３ ８ ７

黑曲霉 Ｐ Ｐ １６ ２２ ２ ３

表 ４　 接种后 １４ ｄ 细菌计数结果（ＣＦＵ ／ ｍＬ）

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｕｎｔ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ（ＣＦＵ ／ ｍＬ）

苯甲酸
钠含量

金黄色葡
萄球菌

铜绿假
单胞菌

大肠埃
希菌

白色念
珠菌

黑曲霉

１００稀释 １００稀释 １００稀释 １０ － ２稀释 １０ － ２稀释

０％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４８ ５２ １０ ８

０． １％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３４ ３０ ４ ３

０． ３％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０． ５％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

表 ５　 接种后 ２８ ｄ 细菌计数结果（ＣＦＵ ／ ｍＬ）

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｕｎｔ ２８ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ（ＣＦＵ ／ ｍＬ）

苯甲酸
钠含量

金黄色葡
萄球菌

铜绿假
单胞菌

大肠埃
希菌

白色念
珠菌

黑曲霉

１００稀释 １００稀释 １００稀释 １０ － １稀释１０ － １稀释

０％ ０ ０ ０ ０ １０ １０ Ｐ Ｐ ０ ０

０． １％ ０ ０ ０ ０ ４ ４ Ｐ Ｐ ０ ０

０． ３％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０． ５％ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

３　 讨论与结论

３． １　 抑菌剂用量筛选方法选择的依据　 双葛止泻

口服液为非无菌制剂，在制剂中添加适宜的抑菌

剂，用以防止制剂在正常贮藏或使用过程中由于微

生物的生长繁殖影响药物质量。 抑菌效力检査法

是筛选抑菌剂用量的有效方法，可用于测定无菌及

非无菌制剂的抑菌活性，用于指导研发阶段制剂中

抑菌剂用量的确定［５ － １０］，因此本研究采用抑菌效力

检查法筛选抑菌剂的用量。
３． ２　 抑菌剂用量筛选的重要性　 抑菌剂用量的筛

选非常重要，抑菌剂添加量过少，会使微生物生产

繁殖从而引起污染，抑菌剂添加量过多，会引起不

适或过敏等变态反应。 理想的抑菌剂应作用迅速，
其应在使用浓度范围内安全无毒，与制剂中其他成

分和包装材料相容性良好［１１ － １２］。 由于苯甲酸钠价

格便宜，被广泛用于食品、制药行业［４］，双葛止泻口

服液拟用于仔猪腹泻，考虑到经济动物使用成本因

素，因此选择苯甲酸钠作为双葛止泻口服液的抑菌
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表 ６　 含不同用量苯甲酸钠的双葛止泻口服液样品抑菌效力检查结果

Ｔａｂ ６　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｓｈｕａｎｇｇｅ Ｚｈｉｘｉｅ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓａｇｅｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｂｅｎｚｏａｔｅ

苯甲酸钠
含量（％ ） 试验菌

供试品中存活菌数（ｌｇ） 减少的 ｌｇ 值 减少的 ｌｇ 值判断标准

０ ｈ １４ ｄ ２８ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ
判断
结果

０． １

金黄色葡萄球菌 ６． ２ ０ ０ ６． ２ ６． ２ ３ ＮＩ

铜绿假单胞菌 ５． ８ ０ ０ ５． ８ ５． ８ ３ ＮＩ

大肠埃希菌 ６． ４ ０ ０ ６． ４ ６． ４ ３ ＮＩ

白色念珠菌 ５． ４ ４． ７ ４． ７ ０． ７ ０． ７ １ ＮＩ

黑曲霉 ５． ３ ３． ９ ３． ９ １． ４ １． ４ １ ＮＩ

不符合
规定

０． ２

金黄色葡萄球菌 ６． ２ ０ ０ ６． ２ ６． ２ ３ ＮＩ

铜绿假单胞菌 ５． ８ ０ ０ ５． ８ ５． ８ ３ ＮＩ

大肠埃希菌 ６． ４ ０ ０ ６． ４ ６． ４ ３ ＮＩ

白色念珠菌 ５． ４ ４． ５ ４． ５ ０． ９ ０． ９ １ ＮＩ

黑曲霉 ５． ３ ３． ５ ３． ５ １． ８ １． ８ １ ＮＩ

不符合
规定

０． ３

金黄色葡萄球菌 ６． ２ ０ ０ ６． ２ ６． ２ ３ ＮＩ

铜绿假单胞菌 ５． ８ ０ ０ ５． ８ ５． ８ ３ ＮＩ

大肠埃希菌 ６． ４ ０ ０ ６． ４ ６． ４ ３ ＮＩ

白色念珠菌 ５． ４ ０ ０ ５． ４ ５． ４ １ ＮＩ

黑曲霉 ５． ３ ０ ０ ５． ３ ５． ３ １ ＮＩ

符合
规定

０． ５

金黄色葡萄球菌 ６． ２ ０ ０ ６． ２ ６． ２ ３ ＮＩ

铜绿假单胞菌 ５． ８ ０ ０ ５． ８ ５． ８ ３ ＮＩ

大肠埃希菌 ６． ４ ０ ０ ６． ４ ６． ４ ３ ＮＩ

白色念珠菌 ５． ４ ０ ０ ５． ４ ５． ４ １ ＮＩ

黑曲霉 ５． ３ ０ ０ ５． ３ ５． ３ １ ＮＩ

符合
规定

剂。 苯甲酸钠防腐作用依靠苯甲酸未解离分子，因

此，ｐＨ 值对其抑菌效果影响较大，双葛止泻口服液

为弱酸性液体，因此选用苯甲酸钠作为防腐剂是合

理的。 按照 《中国兽药典》 ２０１５ 年版一部附录

“１１２１ 抑菌效力检查法”内服制剂抑菌剂效力判断

标准，双葛止泻口服液中苯甲酸钠含量为 ０． ３％ 和

０． ５％时，均能满足抑菌剂效力试验要求，但根据最

小有效量添加的原则，确定双葛止泻口服液中苯甲

酸钠含量为 ０． ３％ ，本结果与同类中药口服液体制

剂考察结果基本一致［９］。

３． ３　 结论　 综上，根据《中国兽药典》２０１５ 年版一

部附录“１１２１ 抑菌效力检查法”的要求，０． ３％ 的苯

甲酸钠可作为双葛止泻口服液的抑菌剂用量。
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