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［摘要］ 目的 建立快立洁手消毒凝胶的微生物限度检查方法。方法 采用薄膜过滤法，按照《中国药典》2010 年版

二部有关微生物限度检查法的相关要求进行快立洁手消毒凝胶的微生物限度检查方法验证。方法学验证试验以枯草芽孢杆

菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、白色念珠菌、黑曲霉为试验菌，铜绿假单胞菌和金黄色葡萄球菌为控制菌。验证试验进行 3 次

独立的平行试验，并分别计算各试验菌每次试验的回收率。结果 细菌、真菌和酵母菌计数方法验证试验中，试验菌的回收

率、控制菌检查结果均符合要求。结论 薄膜过滤法有效可行，可用于快立洁手消毒凝胶的微生物限度检查。
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Validation of method for microbial limit test of fast vertical liquid hand disinfect-
ant gel
TAN Qiaoting，YAN Jia，ZHOU Xin，SONG Hongtao ( Department of Pharmacy，Fuzhou General Hospital of Nanjing Military Ｒegion，

Fuzhou 350025，China)

［Abstract］ Objective To establish a method for microbial limit test of fast vertical liquid hand disinfectant gel．Methods The
membrane filtration method，in accordance with the Chinese Pharmacopoeia 2010 Edition ( part two) relevant requirements of microbial
limit test method for validation of microbial limit test for fast vertical liquid hand disinfectant gel． Bacillus subtilis，Staphylococcus aureus，
Escherichia coli，Candida a lbicans，Aspergillus niger were taken as test bacteria，Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus were
taken as control bacteria． Verification test was carried out in parallel test for 3 independent，recoveries and every trail rate were calculat-
ed． Ｒesults In bacteria，molds and yeasts count method validation test，recovery test strain rate，the control bacteria test results met the
requirements． Conclusion The membrane filtration method was feasible and effective，which could be used for microbial limit test of fast
vertical liquid hand disinfectant gel．

［Key words］ fast vertical liquid hand disinfectant gel; microbial limit test; method validation; membrane filtration method

快立洁手消毒凝胶是本院自主研发制剂，临床

上用于外科洗手消毒、手卫生消毒以及一般皮肤消

毒。根据《中国药典》2010 年版二部规定，凝胶剂必

须做微生物限度检查。建立该制剂微生物限度检查

法时，应进行细菌、真菌及酵母菌计数方法的验证，

以确认所采用的方法是否适合于该制剂的细菌、真
菌及酵母菌数的测定［1］。该凝胶中含有三氯生、乙
醇等抑菌成分，进行微生物限度检查时应降低或消

除其抑菌作用。经查阅相关资料和文献［2-6］，对于抑

菌活性强的制剂，微生物限度检查多采用薄膜过滤

法，因此采用薄膜过滤法建立快立洁手消毒凝胶微

生物限度检查方法。

1 试验材料

1． 1 样品 快立洁手消毒凝胶( 批号 20121112 ) ，

由南京军区福州总医院制剂室提供。
1． 2 试验菌种 试验用菌均由福建省药检所提供，

分别 是: 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ( Staphylococcus aureus )

［CMCC ( B ) 26003］; 大 肠 杆 菌 ( Escherichia coli )
［CMCC( B) 44102］; 枯草芽孢杆菌( Bacillus subtilis)
［CMCC( B) 63501］; 白色念珠菌( Candida a lbicans)
［CMCC( F) 98001］; 黑曲霉( Aspergillus niger) ［CM-
CC( F) 98003］; 铜绿假单胞菌 ( Pseudomonas aerugi-
nosa) ［CMCC( F) 10104］。
1． 3 培养基及稀释液 营养肉汤培养基 ( 批号

101213) 、营养琼脂培养基( 批号 110325) 、玫瑰红钠

琼脂培养基( 批号 110401) 、改良马丁培养基( 批号

1011282) 、改良马丁琼脂培养基( 批号 1010272) 、胆
盐乳糖培养基( 批号 1012012 ) 、甘露醇氯化钠琼脂

培养基( 批号 101201) 、溴化十六烷基三甲胺琼脂培
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养基( 批号 101124 ) 和 pH 7． 0 无菌氯化钠-蛋白胨

缓冲液( 批号 120329 ) 均由北京三药科技开发公司

提供。
1． 4 仪器 隔水式电热恒温培养箱 ( 型号: GHP-
9160) 、电热恒温鼓风干燥箱 ( 型号: DHG-9145A) 、
无菌检查仪 ( 型号: WJ-6 ) 、净化工作台 ( 型号: SW-
CJ-1B) 、真菌培养箱( 型号: MJPS-150 ) 、立式压力蒸

汽灭菌器( 型号: LDZX-40KBS) 。

2 验证方法

按照《中国药典》2010 年版二部附录 XI J 微生

物限度检查法，进行 3 次独立的平行试验，并分别计

算各试验菌每次试验的回收率。
2． 1 菌液和供试液制备

2． 1． 1 菌液制备 分别取经 35 ℃ 培养 24 h 后的

金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假

单胞菌的新鲜培养物，以及 26 ℃ 培养 48 h 的白色

念珠菌新鲜培养物，用 9 ml 0． 9% 无菌氯化钠溶液

依次 10 倍稀释至 10 －7 ; 取经 26 ℃培养 7 d 后的黑

曲霉新鲜培养物，用 5 ml 含 0． 05% ( ml /ml) 聚山梨

酯 80 的 0． 9%无菌氯化钠溶液将孢子洗脱，吸出孢

子悬液，再 10 倍递增稀释。以上菌悬液同时取 2 份

注入琼脂培养基培养，采用平皿法计数，得到所需菌

落数( 50 ～ 100 CFU /ml) 的菌液稀释级。
2． 1． 2 供试液制备 取样品 1 ml，置于 100 ml pH
7． 0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液中，振摇，使其均匀

分散，作为 1∶100 供试液，备用。
2． 2 回收率测定

2． 2． 1 结果判断标准 试验组的菌回收率( % ) =
［( 试验组平均菌落数 － 供试品对 照 组 平 均 菌 落

数) /菌液组平均菌落数］× 100%
稀释剂对照组的菌回收率( % ) = ( 稀释剂对照

组的平均菌落数 /菌液组的平均菌数) × 100%
2． 2． 2 细菌、真菌计数方法验证 ①试验组: 取供

试液 1 ml，注入薄膜过滤器，用 pH 7． 0 无菌氯化钠-
蛋白胨缓冲液过滤，冲洗 3 次，每次 100 ml，在最后

一次的冲洗液中加入试验菌菌悬液 1 ml ( 50 ～ 100
CFU /ml) ，过滤后取出滤膜，菌面朝上贴于相应琼脂

培养基上，培养观察。②菌液组: 操作同试验组，仅

加菌液。③供试品对照组: 操作同试验组，仅加供试

液。④稀释剂对照组: 取稀释液 1 ml 替代供试液，

操作同试验组。

表 1 细菌、真菌计数方法验证试验结果( n = 3)

菌株
菌落计数( CFU /ml)

试验组 菌液组 供试品对照组 稀释剂对照组
试验组回收率( % ) 稀释剂对照组回收率( % )

大肠杆菌 49 58 0 52 84． 5 89． 7
74 78． 5 0 72 94． 3 91． 7
68 79 0 60 86． 1 75． 9

金黄色葡萄球菌 84 92 0 80 91． 3 87． 0
75． 5 90 0 85 83． 9 94． 4
70 93 0 79 75． 3 84． 9

枯草芽孢杆菌 76． 5 88 0 65 86． 9 73． 9
72 79． 5 0 66 90． 6 83． 0
68． 5 82 0 72． 5 83． 5 88． 4

白色念珠菌 72． 5 90 0 83 80． 6 92． 2
70 81 0 70． 5 86． 4 87． 0
61． 5 79 0 64 77． 8 81． 0

黑曲霉 82 96 0 80 85． 4 83． 3
62 77． 5 0 71 80 91． 6
78 85 0 74 91． 8 87． 1

由表 1 可见: 回收率均大于 70%，结果符合药

典要求。
2． 3 控制菌检查方法的验证［7］

2． 3． 1 试验组 铜绿假单胞菌: 取供试液 1 ml，注入

过滤器中，用 pH 7． 0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液过

滤，冲洗 3 次，在最后一次冲洗液中加入试验菌 1 ml
( 50 ～100 CFU/ml) ，过滤，取出滤膜，接种至 100 ml
的胆盐乳糖培养基中，培养 24 h。取上述培养物划线

接种于溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基的平板上，培

养 24 h，观察结果。金黄色葡萄球菌: 同铜绿假单胞

菌培养方法，取出滤膜，接种至 100 ml 的营养肉汤培

养基中，培养 24 h，取上述培养物划线接种于甘露醇

氯化钠琼脂培养基的平板上，培养 72 h，观察结果。
2． 3． 2 菌液组 铜绿假单胞菌: 过滤器中先注入少

量缓冲液，再注入菌悬液各 1 ml ( 50 ～ 100 CFU /
ml) ，不加供试液，过滤( 同 2． 3． 1 试验组操作) 。金

黄色葡萄球菌: 同上述铜绿假单胞菌培养方法，过滤

( 下转第 382 页)
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3． 4 自我防护意识 从急诊科和骨科门诊接诊统

计情况来看，有 7 例为意外损伤，在救灾现场，广大

指战员舍生忘死地搜救幸存者，自我保护意识已经

淡漠，作为部队的指挥者应该在战士当中树立既要

有勇于献身精神，又要有自我防护的意识，避免不必

要的救援人员伤亡事件发生。
3 ． 5 疫源性和人员密集 在笔者收集的处方中

有 7 例为已经确诊或待查的肺结核患者，2010 年

全国第五次结核病流行病学现场调查结果显示，

与 2000 年相比，全国肺结核患病率继续呈现下降

趋势［4］。但在抗震救灾的现场，在极其恶劣的环

境下，肺结核感染可能有上升的苗头，这应该引起

有关部门的关注。加强平时部队计划免疫，在条

件允许时，对参加应急任务人员在出发前增加一

次接种疫苗的机会。
笔者认为，切实做好救灾人员的各项防护措施，

可以使我们的救援人员既在关键时刻做出快速反

应，又能胜任未来的险峻救灾任务，并且降低救灾人

员的意外受伤和发病率。
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后取出滤膜置于营养肉汤培养基中，培养、划线( 同

2． 3． 1 试验组) 。
2． 3． 3 供试品对照组 同试验组，加供试液，不加

菌液。
2． 3． 4 稀释剂对照组 取与供试液等量的稀释剂

与供试品组同法操作，作为阴性对照。

表 2 控制菌检查方法验证试验结果

菌种 试验组 菌液组 供试品对照组 稀释剂对照组

金黄色葡萄球菌 + + － －
铜绿假单胞菌 + + － －

注: 表中“+”呈阳性，“－”呈阴性，符合《中华人民共和国药典》要求

3 讨论

3． 1 样品具有抑菌作用，根据凝胶微生物限度检查

方法的文献报道［2-6］，采用薄膜过滤法，能有效降低

或消除抑菌作用，检查结果符合要求。在验证试验

过程中，供试品分别制成 1∶10，1∶20，1∶50 的供

试液时，薄膜过滤缓慢，滤膜易堵，试验菌生长不规

则，甚至不生长，菌回收率低于 70%，不符合药典要

求。试验最终选取 1∶100 供试液，菌落生长良好，

薄膜过滤较为顺畅，菌回收率均高于 70%，验证结

果符合要求。
3． 2 微生物限度检查的整个步骤相当复杂，相关程

序特别多，在检测的过程中，任何的检测程序中的操

作不当和硬件条件不够，都会对药品微生物限度检查

结果造成不同程度的影响，从而导致误差的出现［8］。

4 结论

经验证试验，采用薄膜过滤法对样品进行细菌、
真菌、酵母菌检查及控制菌检查，将样品制成 1∶
100 供试液，用 pH 7． 0 的无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液

冲洗 3 次，每次 100 ml，试验菌回收率及控制菌检查

结果均符合《中华人民共和国药典》规定。因此，在

此试验条件下，采用薄膜过滤法建立快立洁手消毒

凝胶微生物限度检查有效可行。
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