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［摘　 要］ 　 将阿莫西林乳房注入剂无菌检查方法由直接接种法优化为薄膜过滤法。 采用肉豆蔻酸

异丙酯将样品破乳，与 ｐＨ ６． ０ 磷酸盐缓冲液混合进行萃取，取萃取后的水相薄膜过滤，采用 ｐＨ ７． ０
无菌氯化钠 －蛋白胨缓冲液进行冲洗，冲洗完毕加入硫乙醇酸盐液体培养基和胰酪大豆胨液体培

养基，定量加入青霉素酶破坏残余的阿莫西林，按照规定条件培养。 该方法与直接接种法相比，操
作简单，可靠性增强，结果判断准确性提高。
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　 　 阿莫西林乳房注入剂是由阿莫西林、舒巴坦、 泼尼松龙与矿物油制成的供乳房灌注用灭菌混悬
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油溶液，用于奶牛泌乳期乳房炎的治疗。 β － 内酰

胺酶抑制剂舒巴坦与 β － 内酰胺类抗生素阿莫西

林联用，可起到增效和扩大抗菌谱作用［１ － ２］，糖皮

质激素药物泼尼松龙可增加机体对炎症的耐受性

以及降低炎症的血管反应与细胞反应。 无菌检查

是控制乳房注入剂安全性的重要项目。 复方阿莫

西林乳房注入剂的质量标准收载于《兽药质量标准

汇编》（２０１３ 年版） ［３］ 中，无菌检查采用直接接种

法。 经国家兽药基础数据库［４］查询，目前有 ４ 家兽

药生产企业获得了该品种的批准文号，相应产品执

行该标准。 ２０１９ 年，农业农村部公告第 １５０ 号［５］批

准了该品种的变更注册，并发布了修订后的质量标

准，但无菌检查方法并未发生变更。 部分企业在执

行该无菌检查标准的过程中反映，供试品接种后呈

混悬状态，无法准确判断是否有菌生长，且操作繁

琐，易受外源性微生物污染，对人员操作和环境洁

净程度要求较高。 而薄膜过滤法作为各国药典收

载的无菌检查的首选方法［６ － ７］，可克服上述问题。
因此，拟将复方阿莫西林乳房注入剂无菌检查方法

进行优化，优先考虑采用薄膜过滤法。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 供试品　 共收集到来自 ２ 家兽药生产企业

的 ４ 批样品，见表 １。

表 １　 样品信息

Ｔａｂ１　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ
序号 生产企业 产品批号

１ 齐鲁动物保健品有限公司（以下简称齐鲁） １７０９００７

２ 佛山市南海东方澳龙制药有限公司（以下简称澳龙） ２０１７０５０１

３ 佛山市南海东方澳龙制药有限公司 ２０１７０５０２

４ 佛山市南海东方澳龙制药有限公司 ２０１７０５０３

１． １． ２　 试验菌种 　 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］ 和黑曲霉 ［ ＣＭＣＣ （ Ｆ）
９８００３］ 均购自中国食品药品检定研究院。
１． １． ３ 　 培养基　 硫乙醇酸盐液体培养基、胰酪大

豆胨液体培养基、胰酪大豆胨琼脂培养基、沙氏葡

萄糖液体培养基、沙氏葡萄糖琼脂培养基均购自北

京中海生物科技有限公司。
１． １． ４　 仪器及耗材　 无菌隔离器（ＨＴＹ －１６５０Ｇ３）
和一次性无菌滤器（ＥＶＳ３、ＥＶＳ２）均购自浙江泰林

生物技术股份有限公司。 青霉素酶（３０ 万单位 ／ ｍＬ）
购自中国食品药品检定研究院。
１． ２　 方法

１． ２． １　 薄膜过滤无菌检查方法的建立

１． ２． １． １　 萃取溶剂种类的筛选　 萃取的油相溶剂

采用无抑菌干扰作用且破乳效果良好的肉豆蔻酸

异丙 酯。 将 １０ ｇ 供 试 品 （ 来 源 ／批 号： 齐 鲁 ／
１７０９００７）置 ２００ ｍＬ 肉豆蔻酸异丙酯中，混匀，得均

匀混悬液。 采用三种水相溶剂 ０． １％ 蛋白胨溶液、
ｐＨ ７． ０ 氯化钠 －蛋白胨缓冲液和 ｐＨ ６． ０ 磷酸盐缓

冲液分别对破乳后的混悬液进行萃取，并对水油分

离效果进行比较，以选择适宜的水相溶剂。
１． ２． １． ２　 萃取溶剂体积的选择　 将收集到的两个

生产企业的样品分别采用不同体积的油相溶剂

（６００ ｍＬ 和 ２００ ｍＬ） 和水相溶剂 （ ３００ ｍＬ 和

１００ ｍＬ）进行萃取，并对水油分离效果进行比较，以
选择适宜的萃取溶剂体积。
１． ２． １． ３　 萃取回收率的考察　 为保证样品中油相

包被的菌均分配至水相中，同时为验证水相溶剂对

菌的生长无抑制作用，对萃取回收率进行了考察。
取灭菌后的辅料 １０ ｇ，置分液漏斗中，加入小于

１００ ｃｆｕ ／ ｍＬ的金黄色葡萄球菌菌液 ２ ｍＬ，加６００ ｍＬ
肉豆蔻酸异丙酯，混匀，加入 ３００ ｍＬ ｐＨ ６． ０ 磷酸盐

缓冲液，振摇后静置，取水层置二联滤器上过滤。
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过滤后取下滤膜置胰酪大豆胨琼脂平板上培养，
３２． ５ ℃培养 ２４ ｈ 后计数。
１． ２． １． ４ 　 冲洗液体积的选择 　 取 １０ ｇ 供试品置

６００ ｍＬ 肉豆蔻酸异丙酯中，混匀，加入 ３００ ｍＬ ｐＨ
６． ０ 磷酸盐缓冲液，振摇后静置，取水层置二联滤

器上 过 滤 后， 分 别 用 ３００ ｍＬ ／膜、 ６００ ｍＬ ／膜、
９００ ｍＬ ／膜ｐＨ ７． ０ 氯化钠 － 蛋白胨缓冲液进行冲

洗后，每个滤筒加入约 １００ ｍＬ 硫乙醇酸盐液体培

养基，再加入小于 １００ ｃｆｕ 的金黄色葡萄球菌，
３２． ５ ℃培养并与阳性对照菌的生长情况进行比

较，以选择适宜的冲洗体积。
１． ２． １． ５　 青霉素酶用量的选择　 取 １０ ｇ 供试品置

６００ ｍＬ 肉豆蔻酸异丙酯中，混匀，加入 ３００ ｍＬ ｐＨ
６． ０ 磷酸盐缓冲液，振摇后静置，取水层置二联滤

器上过滤后，用 ３００ ｍＬ ／膜 ｐＨ ７． ０ 氯化钠 －蛋白胨

缓冲液进行冲洗，每个滤筒加入约 １００ ｍＬ 硫乙醇

酸盐液体培养基，重复制备 ５ 个滤筒，分别加入 ３００
万单位 ／膜、３０ 万单位 ／膜、３ 万单位 ／膜、３ 千单位 ／
膜、３００ 单位 ／膜的青霉素酶，再加入小于 １００ ｃｆｕ 的

金黄色葡萄球菌，３２． ５ ℃培养并与阳性对照菌的

生长情况进行比较，以选择适宜的青霉素酶用量。
１． ２． ２　 拟建立的薄膜过滤无菌检查法　 取混匀后

的本品 １０ ｇ，置灭菌的分液漏斗中，加无菌肉豆蔻

酸异丙酯 ６００ ｍＬ，充分振摇，再加 ｐＨ ６． ０ 磷酸盐缓

冲液 ３００ ｍＬ，振摇，静置，取水层用薄膜过滤法处

理，用 ｐＨ ７． ０ 无菌氯化钠 － 蛋白胨缓冲液为冲洗

液冲洗滤膜，每次冲洗 １００ ｍＬ ／膜，共冲洗 ３ 次。 每

膜加入不少于 ３ 万单位青霉素酶。 依法检查（附录

１１０１），应符合规定。
１． ２． ３　 方法学验证　 按照《中国兽药典》一部附录

１１０１［８］的要求，对上述方法进行验证。
１． ２． ３． 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。

取生孢梭菌接种于硫乙醇酸盐流体培养基中，
取白色念珠菌接种于沙氏葡萄糖液体培养基中，取
黑曲霉接种于沙氏葡萄糖琼脂斜面培养基上，同法

操作。
１． ２． ３． 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。 取生孢梭菌菌液置于硫乙醇酸盐流体培养

基中，取真菌菌液注入沙氏葡萄糖琼脂培养基中，
同法操作。
１． ２． ３． 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。
１． ２． ３． ４　 薄膜过滤无菌检查法适用性试验　 ①供

试品阳性菌试验组：取供试品 １０ 支，挤出内容物，
混匀，取混合样品 １０ ｇ，置灭菌的分液漏斗中，照
１． ２． ２项操作，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

培养基和 ３ 万单位青霉素酶，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阳性菌对照组：除不加供试品外，其余同法

操作。
③供试品组：除不加阳性菌外，其余同法操作。
④阴性对照组：除不加供试品和阳性菌外，其

余同法操作。
１． ２． ４　 供试品的无菌检查　 因上市抽验样品的最

少检验数量不包括阳性对照用量，因此在进行供试

品无菌检查实际操作时应增加二分之一的最少检
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验数量作阳性对照用，即取供试品 １５ 支，挤出内容

物，混匀。 取混合样品 １０ ｇ，置灭菌的分液漏斗中，
加灭菌肉豆蔻酸异丙酯 ６００ ｍＬ 充分振摇，再加 ｐＨ
６． ０ 磷酸盐缓冲液 ３００ ｍＬ，振摇，静置，取水层。 再

取混合样品 ５ ｇ，置灭菌的分液漏斗中，加无菌肉豆

蔻酸异丙酯 ３００ ｍＬ 充分振摇，再加 ｐＨ ６． ０ 磷酸盐

缓冲液 １５０ ｍＬ，振摇，静置，取水层。 将两次萃取的

水层合并，照 １． ２． ２ 项操作。
２　 结果与分析

２． １　 薄膜过滤无菌检查方法的建立

２． １． １　 萃取溶剂种类的筛选　 ｐＨ ６． ０ 磷酸盐缓冲

液相对常规的无菌检查用溶剂 ０． １％蛋白胨溶液和

ｐＨ ７． ０ 氯化钠 －蛋白胨缓冲液而言，明显减轻了乳

化现象，实现了完全分离，提高了萃取效率（表 ２）。

表 ２　 萃取溶剂种类的选择

Ｔａｂ ２　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ
萃取溶剂种类 水油两相分离效果

０． １％蛋白胨溶液 乳化严重，无法完全分离

ｐＨ ７． ０ 氯化钠 － 蛋白胨缓冲液 乳化严重，无法完全分离

ｐＨ ６． ０ 磷酸盐缓冲液 乳化较轻，通过静置可实现完全分离

２． １． ２　 萃取溶剂体积的选择　 齐鲁与澳龙两家企

业的产品黏度差异较大，齐鲁的样品较稀，澳龙的

样品较粘稠。 因此，在考察了齐鲁的样品的萃取效

果后，将供试品换为澳龙的样品。 采用上述萃取溶

剂进行萃取，结果发现又出现了严重乳化现象。 因

此将萃取溶剂量进行了增大。 采用 ６００ ｍＬ 肉豆蔻

酸异丙酯与 ３００ ｍＬ ｐＨ ６． ０ 磷酸盐缓冲液，对上述

２ 家企业的各 １０ ｇ 供试品进行萃取，均可完全分层

（表 ３）。

表 ３　 萃取溶剂体积的选择

Ｔａｂ ３　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ
样品来源 ／ 取样量 油相体积 ／ 水相体积 水油两相分离效果

齐鲁 ／ １０ ｇ ２００ ｍＬ ／ １００ ｍＬ 完全分离

澳龙 ／ １０ ｇ ２００ ｍＬ ／ １００ ｍＬ 乳化严重，无法完全分离

澳龙 ／ １０ ｇ ６００ ｍＬ ／ ３００ ｍＬ 完全分离

２． １． ３ 　 萃取回收率的考察　 萃取后每膜菌落数 ／
每 １ ｍＬ 菌落数 ＝ （７７ ＋ ６５） ／ （６３ ＋ ６８） ＝ １０８％ ，在
５０％ ～２００％的范围内。 说明萃取后样品中的菌均

分配至水相，且 ｐＨ ６． ０ 磷酸盐缓冲液对菌的生长

无抑制作用。
２． １． ４　 冲洗液体积的选择　 结果见表 ４，该结果表

明即便冲洗 ９００ ｍＬ ／膜仍不能消除阿莫西林对菌生

长的抑制作用，需要加青霉素酶使阿莫西林降解以

消除影响。
表 ４　 冲洗液体积的选择

Ｔａｂ ４　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｓｈｉｎｇ ｆｌｕｉｄ ｖｏｌｕｍｅ
１８ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

阳性对照 ＋ ＋ ＋ ＋

３００ ｍＬ ／ 膜 — — — ＋

６００ ｍＬ ／ 膜 — — — ＋

９００ ｍＬ ／ 膜 — — ＋ ＋

　 　 “ ＋ ”表示有菌生长，呈阳性；“—”表示无菌生长，呈阴性；“ ／ ”
表示未考察。

２． １． ５　 青霉素酶用量的选择　 结果见表 ５，该结果

表明，３０００ 单位 ／膜是可消除阿莫西林抑菌作用的

临界青霉素酶浓度。 但考虑到不同品牌和种类的

滤膜对阿莫西林的截留量存在差异，亦考虑到不同

试验人员操作手法有所差异，拟采用青霉素酶的用

量为 ３ 万单位 ／膜。
表 ５　 青霉素酶用量的选择

Ｔａｂ ５　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｏｓａｇｅ
１８ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ

阳性对照 ＋ ＋ ＋

３００ 万单位 ／ 膜 ＋ ＋ ＋

３０ 万单位 ／ 膜 ＋ ＋ ＋

３ 万单位 ／ 膜 ＋ ＋ ＋

３０００ 单位 ／ 膜 ＋ ＋ ＋

３００ 单位 ／ 膜 — — ＋

２． ２　 方法学验证

２． ２． １　 活菌计数　 结果见表 ６，该结果表明，在各

自对应稀释级别下，各检定菌株浓度均在 ５０ ～
１００ ｃｆｕ ／ ｍＬ范围，符合无菌检查阳性菌浓度要求。
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表 ６　 活菌计数结果

Ｔａｂ ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｖｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｕｎｔｓ

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 ５７

白色念珠菌 ３ １０ － ５ ９２ ９０ ９１

黑曲霉 ３ １０ － ５ ９８ ９７ ９８

２． ２． ２　 培养基的灵敏度检查　 各细菌检定菌株均

在 ２４ ｈ 内生长，各霉菌检定菌株均在 ４８ ｈ 内生长，
符合无菌检查用菌要求。
２． ２． ３ 　 无菌检查方法适用性试验　 薄膜过滤后，
含供试品的阳性菌试验组试验菌均生长良好，供试

品对菌生长没有影响。
２． ３　 供试品的无菌检查　 ４ 批供试品进行无菌检

查后，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，４ 批供试品 １４ ｄ 内均澄

清，无菌生长，无菌检查结果均符合规定。
３　 讨论与小结

３． １　 薄膜过滤法与直接接种法的优劣性分析［９］ 　
在样品有抑菌作用干扰时，直接接种法由于难以排

除样品干扰，仅可采用减少取样量的方法进行稀

释，因此，样品取样量不可过大，无菌检查结果对整

批样品的代表性降低；另外，对于油性基质的样品

而言，与培养基混合后会形成混悬液，难以与阳性

对照进行区分，结果判断困难，需进一步采用转种

的方式进行次代培养，方可准确判断结果，但操作

步骤增多又增大了污染的可能性；再者，直接接种

法的所有操作均在开放性容器中进行，对人员操作

和环境洁净度的要求较为严格。
薄膜过滤法由于可采用冲洗液将样品冲洗去

除，取样量较直接接种法可有所增大，结果代表性

增强；对于油性基质的样品，可选择采用聚山梨酯

８０ 等水油互溶性表面活性剂溶解后过滤，但如果

采用上述手段仍无法使样品顺利过膜，可考虑破乳

萃取水相的方式，但需注意选择适宜的萃取溶剂以

避免乳化；另外，薄膜过滤法可采用全封闭式滤器，
避免了外源性微生物的污染，操作更为简便；再者，
薄膜过滤法的培养基避免了油相的干扰，结果易于

观察。
对于本方法而言，萃取乳化严重的特殊情况导

致即便采用薄膜过滤法亦无法较直接接种法［１０］ 进

一步增大取样量，但方法操作更为便捷，方法可靠

性增强，结果判断准确性提高。
３． ２　 萃取用溶剂的选择分析　 乳房注入剂用于奶

牛乳房炎的治疗时，需向患病乳区灌注药物，药物

在乳区局部留置，以充分发挥药效，基于药效设计

的乳房注入剂多为油性基质的混悬液或乳膏状半

固体［１１］。 但对于上述基质的样品而言，无菌的薄

膜过滤法如将样品直接过膜往往会因为堵膜而无

法进行。 对现有乳房注入剂质量标准中无菌检查

项方法进行了梳理，发现采用薄膜过滤法的方法大

部分将样品进行了萃取，再取水相过膜。 萃取用的

油相溶剂多采用肉豆蔻酸异丙酯，萃取的水相溶剂

多采用附录 １１０１ 推荐的常用溶剂 ０． １％ 蛋白胨溶

液或 ｐＨ ７． ０ 氯化钠 － 蛋白胨缓冲液。 但本制剂采

用上述常规溶剂萃取乳化现象严重，无法实现两相

分离。 分析认为乳化现象严重的原因是主药阿莫

西林三水合物在 ｐＨ 中性的缓冲液中溶解性差，而
酸性缓冲液中阿莫西林溶解度提高，可使乳化现象

减轻。 但酸性过强的缓冲液亦会对菌的生长产生

影响，因此，尝试采用弱酸性的 ｐＨ ６． ０ 磷酸盐缓冲

液作为萃取的水相溶剂，在解决乳化问题的同时亦

避免了溶剂本身对菌的损伤。
本试验采用薄膜过滤法对复方阿莫西林乳房

注入剂进行无菌检查。 通过萃取溶剂的选择，解决

了萃取乳化严重、萃取效率低的问题；通过增大萃

取溶剂体积，实现了对不同生产企业制剂的通用

性；通过萃取后过滤水相，解决了供试品直接过滤

容易堵膜甚至因系统压力过高而崩裂滤器管路的

问题；通过青霉素酶加入量的考察，选择适宜的酶

加入量，在去除了供试品干扰作用的前提下，实现
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了试剂的节约。
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