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［摘　 要］ 　 对马波沙星注射液的无菌检查方法进行适用性研究。 按《中国兽药典》２０１５ 年版一部

附录 １１０１ 进行试验，采用薄膜过滤法对马波沙星注射液进行无菌检查。 结果：马波沙星注射液经

用 ０． １％无菌蛋白胨水溶液冲洗滤膜，每膜每次 １００ ｍＬ，冲洗 ６ 次后，试验组菌生长良好，与阳性对

照组一致。 结果表明，薄膜过滤法可用于马波沙星注射液的无菌检查。
［关键词］ 　 马波沙星注射液；无菌检查；方法适用性；薄膜过滤法

作者简介： 赵富华，副研究员，从事兽药检验工作。

通讯作者： 董玲玲，Ｅ － ｍａｉｌ：ｄｌｌ － ｌｙｎｎ＠ １６３． ｃｏｍ

Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｎ Ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ Ｔｅｓｔ Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ＺＨＡＯ Ｆｕ － ｈｕａ，ＹＵ Ｘｉａｏ － ｈｕｉ，ＹＡＮＧ Ｘｉｎｇ，ＧＯＮＧ Ｘｕ － ｈａｏ，ＭＡ Ｑｉｕ － ｒａｎ，ＤＯＮＧ Ｌｉｎｇ － ｌｉｎｇ∗

（Ｃｈｉｎａ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８１，Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＤＯＮＧ Ｌｉｎｇ － ｌｉｎｇ，Ｅ － ｍａｉｌ：ｄｌｌ＿ｌｙｎｎ＠１６３． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ （２０１５ Ｅｄｉｔｉｏｎ Ｏｎｅ Ａｐｐｅｎｄｉｘ １１０１），ｔｈｅ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ
ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｂｙ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ ｇｒｅｗ ｗｅｌｌ ａｆｔｅｒ ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗａｓｈｅｄ
ｗｉｔｈ ０． １％ ｓｔｅｒｉｌｅ ｐｅｐｔｏｎｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ １００ ｍＬ ／ ｍｅｍｂｒａｎｅ，ａｆｔｅｒ ｗａｓｈｉｎｇ ｆｏｒ ６ ｔｉｍｅｓ，ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ
ｆｏｒ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ； ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ； ｍｅｍｂｒａｎｅ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

　 　 马波沙星作为第三代喹诺酮类抗菌药物，具有

抗菌谱广，消除半衰期长，生物利用度高的特点，在
兽药市场具有良好的发展前景，国内企业自 ２０１４
年起陆续申报马波沙星及其制剂，拟在《中国兽药

典》２０２０ 年版中制定马波沙星及制剂的质量标准。
为控制产品质量，需对马波沙星注射液进行无菌检

查方法的研究［１ － ２］。 马波沙星具有抑菌作用，所以

拟采用薄膜过滤法对马波沙星注射液的无菌检查

进行方法学研究［３ － ５］。
１　 材料与仪器

１． １　 样品　 马波沙星注射液（河北远征药业有限

公司生产，规格：１００ ｍＬ：１０ ｇ，批号为 １６Ｂ１８０３０１、
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１６Ｂ１８０３０２、１６Ｂ１８０３０３）。
１． ２　 稀释剂及培养基　 ０． １％无菌蛋白胨水溶液、
硫乙醇酸盐流体培养基（批号 ２０１８０７１０）、胰酪大

豆胨液体培养基（批号 ２０１８０７１０）、胰酪大豆胨琼

脂培养基（批号 ２０１８０７１０）、沙氏葡萄糖液体培养

基（批号 ２０１８０７１０）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（批号

２０１８０７１０），均由北京中海生物科技有限公司提供。
１． ３　 菌种　 金黄色葡萄球菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３］、
大肠埃希菌 ［ ＣＭＣＣ （ Ｂ） ４４１０２ ］、铜绿假单胞菌

［ＣＭＣＣ（ Ｂ） １０１０４ ］、枯草芽孢杆菌 ［ ＣＭＣＣ （ Ｂ）
６３５０１］、生孢梭菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）６４９４１］、白色念珠菌

［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１］、黑曲霉［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３］，均
购自中国药品生物制品检定研究院。
１． ４　 试验仪器 　 ＨＴＹ － １６５０ＡＧ３ 型无菌隔离器

（浙江泰林生物技术股份有限公司）、无菌试验集菌

培养器（浙江泰林生物技术股份有限公司，型号：
ＥＶＳ３，批号：２０１７０８１２）、生物安全柜（美国 Ｎｕａｉｒｅ
公司）、ＳＰＸ －２５０Ｂ － Ｚ 型生化培养箱（上海博迅实

业有限公司医疗设备厂）、ＧＩ７ － ２ 型恒温培养箱

（美国 Ｓｈｅｌｌａｂ 公司）。
２　 方法与结果

２． １　 菌液的制备 　 分别取金黄色葡萄球菌、铜绿

假单胞菌、枯草芽胞杆菌、大肠埃希菌的新鲜培养

物 １ 白金耳，接种于 １０ ｍＬ 胰酪大豆胨液体培养基

中，经 ３０ ～ ３５ ℃培养 １８ ～ ２４ ｈ，取 １ ｍＬ 分别加入

９ ｍＬ ｐＨ ７． ０无菌氯化钠 － 蛋白胨缓冲液，作为

１０ － １管，逐管 １０ 倍稀释至小于 １００ ｃｆｕ ／ ｍＬ，活菌计

数备用。
取生孢梭菌的新鲜培养物 １ 白金耳，接种于

１０ ｍＬ硫乙醇酸盐流体培养基中，经 ３０ ～ ３５ ℃培养

１８ ～ ２４ ｈ，取 １ ｍＬ 加入 ９ ｍＬ ｐＨ ７． ０ 无菌氯化钠 －
蛋白胨缓冲液，作为 １０ － １管，逐管 １０ 倍稀释至小于

１００ ｃｆｕ ／ ｍＬ，活菌计数备用。
取白色念珠菌的新鲜培养物 １ 白金耳，接种于

１０ ｍＬ 沙氏葡萄糖液体培养基中，经 ２０ ～ ２５ ℃培养

２４ ～ ４８ ｈ，取 １ ｍＬ 加入 ９ ｍＬ ｐＨ ７． ０ 无菌氯化钠 －
蛋白胨缓冲液，作为 １０ － １管，逐管 １０ 倍稀释至小于

１００ ｃｆｕ ／ ｍＬ，活菌计数备用。

接种黑曲霉的新鲜培养物至沙氏葡萄糖琼脂

斜面培养基上，２０ ～２５ ℃培养 ５ ～７ ｄ，加入 ３ ～ ５ ｍＬ
含 ０． ０５％聚山梨酯 ８０ 的 ｐＨ ７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋

白胨缓冲液，将孢子洗脱，吸出孢子悬液至无菌试

管内，取 １ ｍＬ 加入 ９ ｍＬ 含 ０． ０５％聚山梨酯 ８０ 的

ｐＨ ７． ０ 无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液，作为 １０ － １管，
逐管 １０ 倍稀释至小于 １００ ｃｆｕ ／ ｍＬ，活菌计数备用。
２． ２　 活菌计数　 分别取上述细菌菌液 １ ｍＬ 加入

培养皿，每种菌液做 ２ 个平皿，注入胰酪大豆胨琼

脂培养基约 １８ ｍＬ，置 ３０ ～ ３５ ℃培养 ２４ ～ ４８ ｈ。 取

生孢梭菌菌液 １ ｍＬ，置于 ２００ ｍＬ 硫乙醇酸盐流体

培养基中，置 ３０ ～ ３５ ℃培养 ２４ ～ ４８ ｈ。 分别取上

述真菌菌液 １ ｍＬ 加入培养皿，每种菌液做 ２ 个平

皿，注入沙氏葡萄糖琼脂培养基约 １８ ｍＬ，置 ２０ ～
２５ ℃培养 ４８ ～ ７２ ｈ。 计数结果见表 １。

表 １　 活菌计数结果

Ｔａｂ １　 ｖｉａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

菌种 代数 稀释级
菌落数 ／ （ｃｆｕ ／ ｍＬ）

１ ２ 平均值

金黄色葡萄球菌 ３ １０ － ７ ７２ ７４ ７３

大肠埃希菌 ３ １０ － ７ ６８ ７２ ７０

枯草芽孢杆菌 ３ １０ － ４ ６４ ６８ ６６

铜绿假单孢菌 ３ １０ － ６ ６０ ６２ ６１

生孢梭菌 ３ １０ － ５ ５５ ５８ ５６． ５

白色念珠菌 ３ １０ － ５ ９２ ９０ ９１

黑曲霉 ３ １０ － ５ ９８ ９７ ９７． ５

２． ３　 培养基的灵敏度检查　 取每管装量为 １２ ｍＬ

的硫乙醇酸盐流体培养基 ７ 支，分别接种小于

１００ ｃｆｕ的金黄色葡萄球菌、铜绿假单孢菌、生孢梭

菌各 ２ 支，另 １ 支不接种作为空白对照，培养 ３ ｄ。
另取每管装量为 ９ ｍＬ 的胰酪大豆胨液体培养基 ７
支，分别接种小于 １００ ｃｆｕ 的枯草芽孢杆菌、白色念

珠菌、黑曲霉各 ２ 支，另 １ 支不接种作为空白对照，
培养 ５ ｄ。 以空白对照管应无菌生长，加菌的培养

基管生长良好来判定该培养基的灵敏度检查符合

规定。 试验结果见表 ２。
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表 ２　 培养基灵敏度检查结果

Ｔａｂ ２　 ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

培养基 菌种
培养基灵敏度结果

１ ｄ ２ ｄ ３ ｄ ４ ｄ ５ ｄ

硫乙醇酸盐
流体培养基

金黄色葡萄球菌

铜绿假单孢菌

生孢梭菌

空白对照

１ ＋ ＋ ＋ ／ ／

２ ＋ ＋ ＋ ／ ／

１ ＋ ＋ ＋ ／ ／

２ ＋ ＋ ＋ ／ ／

１ ＋ ＋ ＋ ／ ／

２ ＋ ＋ ＋ ／ ／

１ － － － ／ ／

胰酪大豆胨
液体培养基

枯草芽孢杆菌

白色念珠菌

黑曲霉

空白对照

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１ － ＋ ＋ ＋ ＋

２ － ＋ ＋ ＋ ＋

１ － ＋ ＋ ＋ ＋

２ － ＋ ＋ ＋ ＋

１ － － － － －

　 “ ＋ ”表示有菌生长，呈阳性；“ － ”表示无菌生长，呈阴性；“ ／ ”表

示未考察。

经检查，空白对照管均无菌生长，加菌培养基

生长良好，该培养基的灵敏度检查符合规定。
２． ４　 无菌检查方法适用性试验（薄膜过滤法）

２． ４． １　 供试品阳性菌试验组　 取供试品 １０ 支，每
支取 ２０ ｍＬ，用封闭式薄膜过滤器过滤后，用 ０． １％

无菌蛋白胨水溶液冲洗滤膜，每膜每次 １００ ｍＬ，冲
洗 ６ 次， 在最后一次冲洗液中分别加入小于

１００ ｃｆｕ ／ ｍＬ的菌液 １ ｍＬ，过滤后，每个滤筒内灌注

培养基，其中金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、生孢梭

菌在硫乙醇酸盐流体培养基中，３０ ～ ３５ ℃ 条件下

培养 ５ ｄ，枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉在胰

酪大豆胨液体培养基中，２０ ～ ２５ ℃条件下培养５ ｄ，

各 ２ 组。
２． ４． ２ 　 阳性菌对照组　 取封闭式滤筒，其中三滤

筒加入硫乙醇酸盐流体培养基，分别接种小于

１００ ｃｆｕ ／ ｍＬ的金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、生孢梭

菌各 １ ｍＬ，３０ ～３５ ℃条件下培养 ５ ｄ；另三筒加入胰

酪大豆胨液体培养基，分别接种小于 １００ ｃｆｕ ／ ｍＬ 的

枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉 １ ｍＬ，２０ ～

２５ ℃条件下培养 ５ ｄ。
２． ４． ３　 供试品阴性组 　 取供试品 １０ 支，每支

取２０ ｍＬ， 用 封 闭 式 薄 膜 过 滤 器 过 滤 后， 用

０ １％ 无菌蛋白胨水溶液冲洗滤膜，每膜每次

１００ ｍＬ，冲洗 ６ 次，再分别加入硫乙醇酸盐流

体培养基和胰酪大豆胨液体培养基，置规定温

度下培养 ５ ｄ。
２． ４． ４ 　 阴 性 对 照 组 　 取封闭式滤筒 ２ 个，用

０ １％ 无菌蛋白胨水溶液冲洗，冲洗次数与冲洗

量与试验组相同，向滤筒中分别加入硫乙醇酸盐

流体培养基和胰酪大豆胨液体培养基，置规定温

度下培养 ５ ｄ。

２． ４． ５　 方法适用性试验结果　 结果表明（表 ３、表
４），本品采用薄膜过滤后，含供试品的阳性菌试验

组冲洗 ６ 次时试验菌均生长良好，表明冲洗 ６ 次

后，供试品对细菌生长没有影响。
表 ３　 供试品阳性菌试验组与阳性菌对照组试验结果

Ｔａｂ ３　 ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

菌种
培养时间 ／ ｄ

１ ２ ３ ４ ５

金黄色葡
萄球菌

供试品阳性菌试验组

阳性菌对照组

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

大肠埃
希菌

供试品阳性菌试验组

阳性菌对照组

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

生孢梭菌
供试品阳性菌试验组

阳性菌对照组

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

枯草芽
孢杆菌

供试品阳性菌试验组

阳性菌对照组

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

白色念珠菌

供试品阳性菌试验组

阳性菌对照组

１ － ＋ ＋ ＋ ＋

２ － ＋ ＋ ＋ ＋

１ － ＋ ＋ ＋ ＋

黑曲霉
供试品阳性菌试验组

阳性菌对照组

１ － ＋ ＋ ＋ ＋

２ － ＋ ＋ ＋ ＋

１ － ＋ ＋ ＋ ＋
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表 ４　 供试品阴性组与阴性对照组试验结果

Ｔａｂ ４　 ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

试验组 培养基
培养时间 ／ ｄ

１ ２ ３ ４ ５

供试品
阴性组

硫乙醇酸盐流体培养基 － － － － －

胰酪大豆胨液体培养基 － － － － －

阴性对照组
硫乙醇酸盐流体培养基 － － － － －

胰酪大豆胨液体培养基 － － － － －

２． ４． ６ 　 供试品无菌检查　 取三批供试品，按照验

证过的无菌检验方法进行检查。 结果显示，阳性对

照菌在 ２４ ｈ 内生长良好，阴性对照 １４ ｄ 内均澄清，
无菌生长，供试品 １４ ｄ 内均澄清，无菌生长，无菌

检查结果符合规定。
３　 讨论与结论

本试验依据《中国兽药典》２０１５ 年版一部附录

１１０１ 无菌检查法方法适用性试验的要求［６］ （亦符

合《中国兽药典》 ２０２０ 年版一部附录 １１０１ 的要

求），对马波沙星注射液无菌检查方法进行验证，因
马波沙星具有抑菌作用，故采用薄膜过滤法，考察

冲洗次数，用 ０． １％无菌蛋白胨水溶液冲洗滤膜，每
膜每次１００ ｍＬ，冲洗 ３、４、５ 次，结果冲洗 ３、４、５ 次

时，除白色念珠菌和黑曲霉供试品阳性生长外，其
他供试品阳性菌均无菌生长，说明冲洗 ５ 次时供试

品还有抑菌作用，根据预实验结果，确定冲洗 ６ 次，
结果与阳性菌对照组相比，供试品阳性菌试验组生

长情况均良好，说明该条件下能够有效清除药物自

身的抑菌活性且不影响试验菌的生长，而供试品阴

性对照组与阴性对照组中均无细菌生长，说明前处

理及操作过程中不会引入其他细菌的污染。 最终

确立检查方法为：取本品，经薄膜过滤法处理，依法

检查（附录 １１０１），应符合规定。 具体操作步骤：供
试品取 １０ 支，每支取 ２０ ｍＬ，用 ０． １％ 无菌蛋白胨

水溶液冲洗滤膜，每膜每次 １００ ｍＬ，冲洗 ６ 次，该方

法科学、可靠，在该无菌检查条件下可去除药物的

抑菌干扰。

薄膜过滤法可用于马波沙星注射液的无菌检

查。 在做马波沙星注射液无菌检查时，一定要注意

冲洗次数，否则易致试验失败（供试品阳性菌不生

长）。
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