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［摘要］ 目的 建立稀苯扎溴铵溶液微生物限度检查方法并进行方法学验证，确保方法的有效性。方法 按《中国药

典》2010 年版二部附录 XI J 方法验证试验的要求，对稀苯扎溴铵溶液进行微生物限度检查法的方法学验证。结果 对本溶液

的微生物限度检查可采用薄膜过滤法进行细菌、霉菌和酵母菌计数; 可采用薄膜过滤法进行控制菌的检查。结论 通过对溶

液进行微生物限度方法学验证而建立的检查方法时，需先考虑消除其抑菌性后，再依法检查。
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Methodology establishment and validation of microbial limit examination of dilu-
ted benzalkonium bromide solution
ZHANG Guoqing，DU Jianhong，ZHU Hui，LIU Hui，FANG Chen( Institute for Drug and Instrument Control，Chengdu Military Ｒegion，

Chengdu 610017，China)

［Abstract］ Objective To establish a microbial limit examination method and a verified methodology for diluted benzalkonium
bromide solution，and ensure the effectiveness of the method．Methods Microbial limit test of diluted benzalkonium bromide solution
was used as the validation methodology according to the validation test requirements of appendix XI J of the second version of the“Chi-
nese Pharmacopoeia”published in 2010． Ｒesults Membrane filtration method could be used for counting bacteria，mold and yeast
count in the microbial limit examination of the diluted benzalkonium bromide solution; membrane filtration method could be adopted to
control the bacteria． Conclusion Antibacterial activity of diluted benzalkonium bromide solution should be fully considered before ex-
amination when building its examination method through microbial limit methodology validation．
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稀苯扎溴铵溶液为 2002 年版《中国人民解放军

医疗机构制剂规范》所收载的外用非灭菌溶液剂，具

有消毒、防腐作用，用于皮肤消毒。由于 2002 年版

《中国人民解放军医疗机构制剂规范》［2］未给出确切

的微生物限度检查方法，而 2005 年版之前的《中国药

典》对微生物限度检查法也未规定对检验方法的适用

性进行验证，不能确保在该检验条件下的样品浓度是

否足以抑制污染微生物的生长，使供试品中污染的微

生物得以真实的反映，从而保证结果的科学性与准确

性。因此，依据《中国药典》2010 年版［1］二部的附录

XI J《微生物限度检查法》中方法验证试验的要求，同

时参照文献［3 ～6］对本品建立微生物限度检查方法

并进行方法学验证，确保方法的有效性。

1 仪器与材料

1． 1 仪器 BSC-1000IIA2 生物安全柜 ( 苏州安泰

空气技术有限公司) ; SW-CJ-1FD 洁净工作台( 苏州

安泰空气技术有限公司) ; LDZH 高压灭菌器( 上海

申安医疗器械厂) ; DNP-9272 电热恒温培养箱( 上

海精宏实验设备有限公司) ; SHH 250 L 生化培养

箱( 重庆四达试验仪器有限公司) ; DKB8A 电热恒

温水浴箱( 上海精宏实验设备有限公司) ; HTY601
集菌仪( 杭州泰林生物技术设备有限公司) ; GDHD-
4 电热恒温鼓风干燥箱( 厦门医疗电子仪器厂) 。
1． 2 材 料 稀 苯 扎 溴 铵 溶 液 ( 批 号: 20130901，

20130902，20130903，解 放 军 452 医 院 配 制 ) 。
0. 9%无菌氯化钠溶液原料药 ( 成都市科龙化工试

剂厂，批号: 20120411 ) ，后自行配制。0． 9% 无菌氯

化 钠 溶 液 ( 四 川 科 伦 药 业，批 号: M13082302 ) 。
pH7． 0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液( 北京三药科技开

发公司，批号: 1303112) ，后按标签说明进行配制。
1． 3 菌种 大肠杆菌［CMCC( B) 44102］、金黄色葡

萄球菌［CMCC ( B) 26003］、枯草芽孢杆菌［CMCC
( B) 63501］、白色念珠菌［CMCC( F) 98001］、黑曲霉
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［CMCC ( F ) 98003］、铜 绿 假 单 胞 菌［CMCC ( B )

10104］均来源于成都市食品药品生物制品检定所，

均为第 3 代培养物。
1． 4 培养基 营养琼脂培养基( 111222) ; 玫瑰红

钠琼 脂 培 养 基 ( 1303262 ) ; 营 养 肉 汤 培 养 基

( 111207) ; 改良马丁培养基( 111214 ) ; 改良马丁琼

脂培养基( 121122) ; 胆盐乳糖培养基( 1203192) ; 甘

露醇氯化钠琼脂培养基( 120419) ; 溴化十六烷基三

甲胺琼脂培养基 ( 1109282 ) ; 以上培养基均由北京

三药科技开发公司生产，按标签说明进行配制。

2 方法

2． 1 菌液制备 按《中国药典》2010 年版二部的附

录微生物限度检查法进行制备。取经 35 ℃培养 24 h
的大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌的营养

肉汤培养基培养物，用 0． 9%无菌氯化钠溶液 10 倍稀

释至约含 50 ～ 100 CFU/ml 的菌悬液，做活菌计数备

用; 取经 25 ℃培养 24 h 的白色念珠菌改良马丁培养

基培养物，用 0． 9%无菌氯化钠溶液 10 倍稀释至约含

50 ～100 CFU/ml 的菌悬液，做活菌计数备用; 取经 25
℃培养 7 d 的黑曲霉改良马丁琼脂培养基斜面培养

物，加 5 ml 生理盐水洗下孢子，吸出孢子悬液( 用管

口带有薄纱布的无菌毛细吸管吸出胞子悬液) 至无菌

试管中，用 0． 9% 无菌氯化钠溶液 10 倍稀释至约含

50 ～100 CFU/ml 的孢子悬液，做活菌计数备用。
2． 2 供试液制备 取本品 10 ml，加 pH 7． 0 的无菌

氯化钠-蛋白胨缓冲液至 100 ml，混匀，即得 1∶10
供试液。
2． 3 回收率测定

2． 3． 1 供试品对照组 采用薄膜过滤法测定供试

品本底细菌数。加入 50 ml pH 7． 0 无菌氯化钠-蛋
白胨缓冲液过滤润湿滤膜，取供试液 10 ml 加至 50
ml pH 7． 0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液，混匀，过滤。
用 pH 7． 0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液冲洗滤膜 4
次，每次 100 ml。冲洗后取出滤膜，菌面朝上贴于营

养琼脂培养基上，置规定温度下培养。
采用薄膜过滤法测定供试品本底霉菌和酵母菌

数。方法同上，冲洗后取出滤膜，菌面朝上贴于玫瑰

红钠琼脂培养基上，置规定温度下培养。
2． 3． 2 菌液组 分别取上述大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉 5 种菌悬

液 1 ml，注入平皿，每株试验菌平行制备 2 个平皿，

倾注琼脂培养基，待凝固后，置规定温度培养，测定

所加的试验菌数。
2． 3． 3 试验组 采用薄膜过滤法测定细菌数。采

用“2． 3． 1”方法，在最后一次的冲洗液中分别加入

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌 1 ml，混

匀，过滤。最后用少量的冲洗液冲洗滤器内壁。冲

洗后取出滤膜，菌面朝上贴于营养琼脂培养基上，35
℃培养 72 h。每种菌制备 2 张滤膜。采用薄膜过滤

法测定霉菌和酵母菌数。方法同上，在最后一次的

冲洗液中分别加入白色念珠菌、黑曲霉菌 1 ml，混

匀，过滤。最后用少量的冲洗液冲洗滤器内壁。冲

洗后取出滤膜，菌面朝上贴于玫瑰红钠琼脂培养基

上，25 ℃培养 5 d( 延至 7 d) ，每种菌制备 2 张滤膜。
2． 3． 4 稀释剂对照组 用 pH 7． 0 无菌氯化钠-蛋
白胨缓冲液替代供试品。按试验组的方法和条件冲

洗，在最后一次的冲洗液中分别加入各阳性试验菌

1 ml，混匀，过滤，测定其菌数。
2． 3． 5 结果 各验证菌回收率测定结果见表 1。

表 2 微生物限度检查( 薄膜过滤法) 各验证菌的回收率( n = 3)

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

试验组 稀释剂对照组

大肠杆菌 1 75 65 71 0 115 109
2 66 62 65 0 106 104
3 81 72 79 0 112 110

金黄色葡萄球菌 1 64 67 62 0 96 92
2 82 86 79 0 95 92
3 72 81 74 0 89 91

枯草芽孢杆菌 1 42 58 43 0 72 74
2 40 55 42 0 73 76
3 44 62 48 0 71 77

白色念珠菌 1 54 69 49 0 78 71
2 41 53 43 0 77 81
3 40 55 41 0 73 74

黑曲霉 1 52 65 54 0 80 83
2 44 56 50 0 78 89
3 41 52 43 0 79 83
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2． 4 控制菌检查方法的验证

2． 4． 1 供试液制备 同“2． 2”。
2． 4． 2 铜绿假单胞菌检查方法的验证( 结果见表2)。

表 2 铜绿假单胞菌检查方法验证结果

组别
胆盐乳糖培养基

( 100 ml)
溴化十六烷基

三甲铵平板
检查结果

试验组试验组 + + 检出

阴性对照组 － － 未检出

阳性对照组 + + 检出

供试品对照组 － － 未检出

2． 4． 2． 1 供试品对照组 加入 50 ml pH 7． 0 无菌氯

化钠-蛋白胨缓冲液过滤润湿滤膜，取供试液 10 ml 加

至 50 ml pH 7． 0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液中，混匀，

过滤。用 pH 7． 0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液冲洗滤

膜 4 次，每次 100 ml。最后用少量的冲洗液冲洗滤器

内壁。冲洗后取出滤膜，放入 100 ml 胆盐乳糖培养

基中 35 ℃培养 22 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 22 h
后，和阳性对照组比较，观察是否有典型菌落生长。
2． 4． 2． 2 试验组 方法同供试品对照组，在最后一

次的冲洗液中加入铜绿假单胞菌悬液 1 ml，混匀，过

滤。最后用少量的冲洗液冲洗滤器内壁。冲洗后取

出滤膜，放入 100 ml 胆盐乳糖培养基中 35 ℃ 培养

22 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 22 h 后，和阳性对

照组比较，观察是否有典型菌落生长。
2． 4． 2． 3 阳性对照组 取制备好的铜绿假单胞菌

菌悬液 1 ml 加入 100 ml 的胆盐乳糖培养基中，35
℃培养 22 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 22 h 后，观

察细菌生长情况。
2． 4． 2． 4 阴性对照组 取制备好的大肠杆菌菌悬

液 1 ml 加入 100 ml 的胆盐乳糖培养基中，35 ℃ 培

养 22 h。取上述培养物，划线接种于溴化十六烷基

三甲铵琼脂培养基平板上，培养 22 h 后，观察细菌

生长情况 。
2． 4． 3 金黄色葡萄球菌检查方法的验证 ( 结果见

表 3) 。

表 3 金黄色葡萄球菌检查方法验证结果

组别
营养肉汤培养基

( 100 ml)
甘露醇氯化钠

平板
检查结果

试验组 + + 检出

阴性对照组 － － 未检出

阳性对照组 + + 检出

供试品对照组 － － 未检出

2． 4． 3． 1 供试品对照组 加入 50 ml pH 7． 0 无菌

氯化钠-蛋白胨缓冲液过滤润湿滤膜，取供试液 10
ml 加至 50 ml pH 7． 0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液，

混匀，过滤。用 pH 7． 0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液

冲洗滤膜 4 次，每次 100 ml。最后用少量的冲洗液

冲洗滤器内壁。冲洗后取出滤膜，放入 100 ml 营养

肉汤培养基中 35 ℃培养 22 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 22
h 后，和阳性对照组比较，观察是否有典型菌落生

长。
2． 4． 3． 2 试验组 方法同供试品对照组，在最后一

次的冲洗液中加入金黄色葡萄球菌悬液 1 ml，混匀，

过滤。最后用少量的冲洗液冲洗滤器内壁。冲洗后

取出滤膜，放入 100 ml 营养肉汤培养基中 35 ℃ 培

养 22 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 22 h 后，和阳性对照组

比较，观察是否有典型菌落生长。
2． 4． 3． 3 阳性对照组 取制备好的金黄色葡萄球

菌菌悬液 1 ml 加入 100 ml 的营养肉汤培养基中，35
℃培养 22 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 22 h 后，观察细菌

生长情况。
2． 4． 3． 4 阴性对照组 取制备好的大肠杆菌菌悬

液 1 ml 加入 100 ml 的营养肉汤培养基中，35 ℃ 培

养 22 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 22 h 后，观察细菌生长

情况。

3 结果

3． 1 菌落计数验证结果 由表 1 可知，本品采用薄

膜过滤法对细菌的人工染菌回收率进行测定，大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的回收率均

高于 70% ; 采用薄膜过滤法对霉菌和酵母菌数的人

工染菌回收率进行测定，白色念珠菌、黑曲霉的人

工染菌回收率均高于 70%，同时，稀释剂对照组的

人工染菌回收率均高于 70%。因此，本品的细菌、
霉菌和酵母菌数的计数均可采用薄膜过滤法进行测

定( 冲洗量: 100 ml /次，冲洗 4 次) 。
3． 2 控制菌检查的验证结果 由表 2 可知，供试品

对照组未检出铜绿假单胞菌，试验组、阳性对照组均

检出铜绿假单胞菌，本品对铜绿假单胞菌的检查采

用薄膜过滤法( 冲洗量: 100 ml /次，冲洗 4 次) 。
由表 3 可知，供试品对照组未检出金黄色葡萄

球菌，试验组、阳性对照组均检出金黄色葡萄球菌，

本品对金黄色葡萄球菌的检查采用薄膜过滤法( 冲

洗量: 100 ml /次，冲洗 4 次) 。
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4 方法验证结论及标准修订

本品可采用薄膜过滤法进行细菌、霉菌和酵母

菌计数，另可采用薄膜过滤法进行控制菌的检查。
根据验证结果将微生物限度检查方法记录如下:

微生物限度 取本品 10 ml，加 pH 7． 0 的无菌

氯化钠-蛋白胨缓冲液至 100 ml，混匀，得 1∶10 供

试液。细菌计数采用薄膜过滤法( 冲洗量: 100 ml /
次，冲洗 4 次) ，霉菌和酵母菌计数采用薄膜过滤法

( 冲洗量: 100 ml /次，冲洗 4 次) ，控制菌采用薄膜过

滤法进行检查( 培养基: 100 ml; 冲洗量: 100 ml /次，

冲洗 4 次) ( 中国药典 2010 年版二部附录Ⅺ J) ，应

符合规定。

5 讨论与建议

5 ． 1 在选用微生物限度验证方法时，有通用原

则，即:“就简不就繁”。而笔者不能直接判定稀苯

扎溴铵溶液对细菌、霉菌和酵母菌以及控制菌的

抑菌程度，所以在采用薄膜过滤法之前，还考察了

常规法和培养基稀释法( 0． 1 ml /皿 ) ，由于采用此

二法则供试品对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和枯

草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉的人工染菌回收

率低于 70%。因此，本品细菌、霉菌及酵母菌的计

数均应重新选择适当的方法，消除其抑菌活性后

再进行验证，并且控制菌也不能检出。所以笔者

选用薄膜过滤法。
5． 2 本品为 2002 年版《中国人民解放军医疗机构

制剂规范》外用非灭菌溶液剂，可参照 2010 年版

《中国药典》中对洗剂或搽剂的检查标准。由于在

临床上用于皮肤的消毒，因此建议微生物限度规定

值比普通外用制剂的标准更加严格，可以规定为细

菌数应不得过 10 CFU /ml，霉菌和酵母菌数应不得

过 10 CFU / ml，每 1 毫升不得检出金黄色葡萄球菌

和铜绿假单胞菌。
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