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　 　 ［摘要］ 　目的 　考察微生物在复方间苯二酚洗剂中的存活性 ，确认复方间苯二酚洗剂的杀菌作用 。方法 　在复方间苯

二酚制剂中分别加入大肠埃希菌 、金黄色葡萄球菌 、枯草芽孢杆菌 、白色念珠菌 、黑曲霉 ５个菌种 ，放置 ２４ h ，再按薄膜过滤法
分别对 ５个菌种进行微生物限度检测 。结果 　 在复方间苯二酚洗剂中 ５种微生物菌种均未长菌 ，说明均被杀死 ，回收率均为

零 。结论 　 复方间苯二酚洗剂中微生物不能存活 。
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Study on microbial viability of compound resorcinol lotion
HUANG Xiongwei ，GAO Jinghua ，GAO Chunhong （Department of Pharmacy ，Shanghai Yangpu Hospital Affiliated to Tongji
University ，Shanghai ２０００９０ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To study the microorganism viability in compound resorcinol lotion ，confirming with bactericidal
compound resorcinol lotion ．Methods 　 ５ bottles of compound resorcinol lotion were respectively added Escherichia coli ，Staph唱
y lococcus aureus ，Bacillus subtilis ，Candida ，A spergillus niger ，placed ２４ h ，then the membrane filtration method was used
respectively in ５ species of microbial limit test ．Results 　 In compound resorcinol lotion ，５ microbial strains were not given birth
to bacterium ，were killed ，the recovery rate was zero ．Conclusion 　 Microbial cannot survive in compound resorcinol lotion ．

　 　 ［Key words］ 　 compound resorcinol lotion ；microbial viability ；membrane filtration method

　 　复方间苯二酚洗剂为我院自制制剂 。该制剂主

要用于治疗霉菌性皮肤病 ，如手足癣 、体癣 、股癣 、脂

溢性皮炎 。制剂主要成分为硼酸 、间苯二酚 、苯酚 、

丙酮 。药品微生物限度检查是控制药品质量的重要

检查项目 ，２０１０ 年版枟中国药典枠规定 ，所有普通制

剂品种进行药品检验时均应做微生物限度检测 ，含

有抑菌成分的制剂必须消除抑菌成分后再对其进行

微生物限度检测［１］
。复方间苯二酚洗剂为强抑菌制

剂 ，为了证实该制剂是否具有杀菌作用 ，笔者通过在

制剂中加入菌种 ，再观察其存活情况 ，证明微生物在

该制剂中不能存活 。现介绍如下 。

1 　仪器材料

1 ．1 　仪器 　霉菌培养箱（MJ唱IDO ，上海跃进医疗器

械有限公司） ；生化培养箱（SPX唱８０B ，上海跃进医疗

器械厂） ；生物安全柜（BHC唱１３００ Ⅱ A ／B３ 型 ，苏州

净化设备有限公司） 。

1 ．2 　试验菌株 　大肠埃希菌［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］ 、
铜绿假单胞菌 ［CMCC （B）１０１０４］ 、黑曲霉［CMCC
（F）９８００３］二代冻存管 ，均购自上海科佳生物制品
有限公司 ，以上菌株传代次数均不超过 ５代 。

1 ．3 　培养基及试药 　营养琼脂培养基（１３０５２７） ，玫
瑰红钠琼脂培养基 （１３０７２２ ） ，营养肉汤培养基

（１３０９２３） ，改良马丁培养基（１３１００８） ，改良马丁琼脂

培养基（１３０６０２７） ，胆盐乳糖培养基（１３０８１６） ，溴化
十六烷基三甲铵琼脂培养基（１３０７１２） ，卵黄磷脂氯

化钠琼脂培养基（１３０１１５） ，以上均为上海中科昆虫
生物技术开发有限公司产品 ，并通过培养基适用性

检查 。 ０畅９％ 无菌氯化钠注射液（批号 ：２０１３１２３０ ，广
东大冢制药有限公司） ，其他试剂均为分析纯或化
学纯 。

2 　方法与结果［2］

2 ．1 　 菌液制备 　 接种大肠埃希菌 、金黄色葡萄球
菌 、枯草芽孢杆菌新鲜培养物至营养肉汤培养基中 ，

置 ３０ ～ ３５ ℃ 培养 １８ ～ ２４ h ，分别取上述培养物各
１ ml ，加 ０畅９％ 无菌氯化钠溶液 ９ ml ，１０倍递增稀释
制成 ５０ ～ １００ cfu／ml的菌悬液 。接种白色念珠菌的
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新鲜培养物至改良马丁培养基中 ，置 ２３ ～ ２８ ℃培养

２４ ～ ４８ h ，取培养物各１ ml ，加 ０畅９％ 无菌氯化钠溶

液 ９ ml ，１０倍递增稀释制成 ５０ ～ １００ cfu／ml的菌悬
液 。接种黑曲霉的新鲜培养物至改良马丁琼脂斜面

培养基中 ，置 ２３ ～ ２８ ℃ 培养 ５ ～ ７ d ，加入 ５ ml 含
０畅０５％ 聚山梨酯 ８０的 ０ ．９％ 无菌氯化钠溶液 ，将孢

子洗脱 。吸出孢子悬液置无菌试管内 ，取原液１ ml ，
加入含 ０畅０５％ 聚山梨酯 ８０的 ０ ．９％ 无菌氯化钠溶

液 ９ ml ，１０倍递增稀释制成 ５０ ～ １００ cfu／ml的孢子
悬液 。

2 ．2 　供试液制备 　即为原制剂溶液 。

2 ．3 　实验方法
2 ．3 ．1 　试验组细菌培养 　 取 ５０ ml 灭菌容量瓶 ３

个 ，各加入复方间苯二酚洗剂原液 １０ ml ，分别加入
大肠埃希菌 、金黄色葡萄球菌 、枯草芽孢杆菌 ３个菌

种 １ ml（含菌数为 ５０ ～ １００ cfu／ml） ，放置 ２４ h ，用微
孔薄膜过滤器全量过滤 ，用 ０ ．９％ 无菌氯化钠溶液

（１００ ml／次）冲洗 ４ 次 ，取出滤膜 ，菌面朝上贴于已

制备的营养琼脂培养基平板 ，平行制备 ２个薄膜 ，置

３０ ～ ３５ ℃培养箱培养 ３ d ，逐日观察 ，测定其菌数 。

2 ．3 ．2 　试验组霉菌培养 　 取 ５０ ml 灭菌容量瓶 ２

个 ，各加入复方间苯二酚洗剂原液 １０ ml ，分别加入
白色念珠菌 、黑曲霉 ２ 个菌种１ ml（含菌数为 ５０ ～

１００ cfu／ml） ，放置 ２４ h ，用微孔薄膜过滤器全量过
滤 ，用 ０ ．９％ 无菌氯化钠溶液 （１００ ml／次）冲洗 ４

次 ，取出滤膜 ，菌面朝上贴于已制备的玫瑰红钠琼脂

培养基平板上 ，平行制备 ２个薄膜 ，置 ２３ ～ ２８ ℃培

养箱培养 ５ d ，逐日观察 ，测定其菌数 。

2 ．3 ．3 　对照试验 　取 ５０ ml灭菌容量瓶 ３个 ，各加

入 ０ ．９％ 无菌氯化钠溶液 １０ ml ，分别加入大肠埃希
菌 、金黄色葡萄球菌 、枯草芽孢杆菌 ３ 个菌种 １ ml
（含菌数为 ５０ ～ １００ cfu／ml） ，放置 ２４ h ，余下按
“２ ．３ ．１”项下操作 ，测定细菌数 。取 ５０ ml灭菌容量
瓶 ２个 ，各加入 ０ ．９％ 无菌氯化钠溶液 １０ ml ，分别
加入白色念珠菌 、黑曲霉 ２ 个菌种１ ml（含菌数为
５０ ～ １００ cfu／ml） ，放置 ２４ h ，余下按“２ ．３ ．２”项下操

作 ，测定霉菌数 。

2 ．3 ．4 　 菌液组菌种培养 　 取 ０ ．９％ 无菌氯化钠溶

液 １０ ml ，用微孔薄膜过滤器全量过滤 ，用 ０ ．９％ 无

菌氯化钠溶液（１００ ml／次）冲洗 ４次 ，在最后１００ ml
加入菌种 ，余下按“２ ．３ ．１”和“２ ．３ ．２”项操作 ，测定各

菌种菌落数 。

2 ．3 ．5 　空白组试验 　取 ５０ ml灭菌容量瓶 ２个 ，各

加入 ０ ．９％ 无菌氯化钠溶液 １０ ml ，不加菌液 ，放置

２４ h ，余下分别按“２ ．３ ．１”和“２ ．３ ．２”项操作 ，测定空

白菌落数 。

2 ．3 ．6 　 供试液本底菌测定 　取 ５０ ml灭菌容量瓶
２个 ，各加入复方间苯二酚洗剂溶液 １０ ml ，不加菌
液 ，放置 ２４ h ，余下分别按“２ ．３ ．１”和“２ ．３ ．２”项操

作 ，测定供试液本底菌落数 。本底菌落数均未检出 ，

均被杀死 。

　 　试验组细菌回收率 ＝ （试验组平均菌落数 －空

白组平均菌落数）／菌液组平均菌落数 × １００％ 。

　 　对照组细菌回收率 ＝ （对照组平均菌落数 －空

白组平均菌落数）／菌液组平均菌落数 × １００％

　 　空白组主要检测操作过程中污染菌落数 。计算

细菌 、霉菌回收率时分别取各自空白 。以上各组试

验均做 ３次 ，求得平均值数据 ，回收率亦为平均值 ，

结果见表 １ ，表中各试验数据均为 ３ 次试验数据

均值 。

表 1 　二组菌种回收率试验结果（n ＝ ３）

菌种
菌液组
菌落数
（cfu／ml）

对照组

菌落数
（cfu／ml）

回收率
（％ ）

试验组

菌落数
（cfu／ml）

回收率
（％ ）

大肠埃希菌 ７６ �７０ 苘９２ M０ 佑０ D
金黄色葡萄球菌 ８３ �８０ 苘９６ M０ 佑０ D
枯草芽孢杆菌 ８４ �７６ 苘９０ M０ 佑０ D
白色念珠菌 ７８ �７２ 苘９２ M０ 佑０ D
黑曲霉菌 ８４ �７７ 苘９２ M０ 佑０

2 ．4 　控制菌存活验证
2 ．4 ．1 　铜绿假单胞菌检测
2 ．4 ．1 ．1 　试验组 　取 ５０ ml灭菌容量瓶 ，加入复方

间苯二酚洗剂原液 １０ ml ，加铜绿假单胞菌１ ml
（５０ ～ １００ cfu） ，放置 ２４ h ，用微孔薄膜过滤器全量
过滤 ，用 ０ ．９％ 无菌氯化钠溶液（１００ ml／次）冲洗 ４

次 ，取出滤膜 ，菌面朝上贴于已制备的溴化十六烷基

三甲胺琼脂培养基 ３５ ℃培养 ２４ h 。
2 ．4 ．1 ．2 　阳性对照组 　取 ５０ ml灭菌容量瓶 ，加入

０ ．９％ 无菌氯化钠溶液 １０ ml ，加铜绿假单胞菌１ ml
（５０ ～ １００ cfu） ，放置 ２４ h ，余下按试验组操作 。

2 ．4 ．1 ．3 　阴性对照组 　取 ５０ ml灭菌容量瓶 ，加入

０ ．９％ 无菌氯化钠溶液 １０ ml ，以 ０ ．９％ 无菌氯化钠

溶液释液取代供试液 ，不加菌液 ，其余操作同试

验组 。

2 ．4 ．1 ．4 　结果 　试验组未检出铜绿假单胞菌 ；阳性

对照组检出铜绿假单胞菌 ；阴性对照组无菌生长 。

铜绿假单胞菌在复方间苯二酚洗剂中不能存活 。上

述验证重复一次 ，结果相同 。

2 ．4 ．2 　金黄色葡萄球菌检测
2 ．4 ．2 ．1 　试验组 　取 ５０ ml灭菌容量瓶 ，加入复方

间苯二酚洗剂原液 １０ ml ，加金黄色葡萄球菌１ ml
（５０ ～ １００ cfu） ，放置 ２４ h ，用微孔薄膜过滤器全量
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过滤 ，用 ０ ．９％ 无菌氯化钠溶液 （１００ ml／次）冲洗 ４

次 ，取出滤膜 ，菌面朝上贴于已制备的卵黄磷脂氯化

钠琼脂培养基 ３５ ℃培养 ２４ h 。
2 ．4 ．2 ．2 　阳性对照组 　取 ５０ ml灭菌容量瓶 ，加入

０ ．９％ 无菌氯化钠溶液 １０ ml ，加金黄色葡萄球菌
１ ml（５０ ～ １００ cfu） ，放置 ２４ h ，余下按试验组操作 。

2 ．4 ．2 ．3 　阴性对照组 　取 ５０ ml灭菌容量瓶 ，加入

０ ．９％ 无菌氯化钠溶液 １０ ml ，以 ０ ．９％ 无菌氯化钠

溶液释液取代供试液 ，不加菌液 ，其余操作同试验

组 。

2 ．4 ．2 ．4 　结果 　试验组未检出金黄色葡萄球 ；阳性

对照组检出金黄色葡萄球 ；阴性对照组无菌生长 。

金黄色葡萄球菌在复方间苯二酚洗剂不能存活 。上

述验证重复一次 ，结果相同 。

3 　讨论

　 　从表 １可见 ，在复方间苯二酚洗剂中 ，各菌种回

收率均为零 。控制菌验证（铜绿假单胞菌 、金黄色葡

萄球菌）为阴性 ，说明本制剂具有杀菌作用 。

　 　按中国药典规定 ，含有抑菌成分的制剂需消除

抑菌作用后再进行微生物限度检测 。普通制剂配制

是在 １０ ～ ３０万级净化环境中操作的 ，在这样环境下

配制出来的制剂或多或少都含有细菌 ，但只要不超

标（１００ cfu／ml）就视为合格 。药品微生物限度检测

是对制剂全配制过程污染程度的检验 。若制剂中的

微生物被其中的抑菌成分所抑制而不能生长 ，但在

消除其抑菌作用后 ，微生物又能生长 ，这说明制剂中

的成分仅能抑制微生物生长 ，而不能杀死微生物 。

若制剂具有杀菌作用 ，将微生物结构破坏 、杀死 ，无

论制剂中是否有微生物存在 ，无论用哪种方法消除

杀菌成分 ，均不能检查出微生物 ，也就是说这样的制

剂进行微生物限度检测似乎意义不大 。制剂若经 ６

种微生物（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 、铜绿假单胞菌）验证证明

在其中不能存活的 ，是否一定做微生物限度检测 ，有

待各方专家达成共识 ，笔者倾向于不做 。

　 　本制剂含有苯酚 、间苯二酚 、硼酸等成分 ，均具

有抗菌作用 ，且苯酚浓度为 １％ ，间苯二酚浓度高达

１０％ ，对细菌 、霉菌等多数菌种具有较强杀灭作用 ，

一般微生物在这样的环境中不能存活 ，无论是制剂

本底菌还是加入菌 ，均不能存活 ，故这类制剂进行微

生物限度检测意义不大 。
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镇痛作用 ，５０ mg／kg 剂量时有显著的抗炎活性 。均

印证了挥发油为鹅掌柴镇痛抗炎的有效成分之一 ，同

时对民间治疗外伤多用鲜叶入药提供了科学依据 。

　 　鹅掌柴资源丰富 ，野生和种植均普遍存在 。本

研究为进一步开发利用该药用植物资源提供了科学

依据 。
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