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摘要    目的： 建立硝酸布康唑栓微生物限度检查方法。方法：按照《中国药典》2015年版四部通则进行硝

酸布康唑栓微生物限度检查方法适用性试验，对中和剂的种类、薄膜过滤冲洗液体积、菌液加入时间等进

行考察，通过试验菌株的回收试验，确立需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数方法，并确立金黄色葡萄球

菌、铜绿假单胞菌和白色念珠菌的检查方法。结果：试验样品硝酸布康唑栓对细菌和真菌均具有较强的抑

菌性。采用薄膜过滤法和中和法联用的方法可有效去除其抑菌性。结论：建立的硝酸布康唑栓微生物限度

检查方法符合《中国药典》2015年版要求，可用于常规的药品质量控制检验工作。
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Abstract   Objective:  To establish testing methods of microbial limits for Butoconazole Nitrate Suppositories. 
Methods: Applicability tests were conducted according to the general principles of Chinese Pharmacopoeia 
(2015 edition), Experiments were made on the varieties of neutralizing agent, the volume of rinsing solution and 
the addition time of bacteria suspension. The count methods were established by the recovery tests with tested 
strains. The methods for the examination of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Candida 
albicans were also established. Results: Butoconazole Nitrate Suppositories had strong antimicrobial activities 
both on bacteria and fungi. The antimicrobial activities could be effectively eliminated with the membrane 
filtration method combined with the neutralization method. Conclusion: The method meets the requirements of 
Chinese Pharmacopoeia (2015 edition), and can be used in routine microbial limits test for Butoconazole Nitrate 
Suppositories.
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硝酸布康唑栓微生物限度检查方法适用性试验研究

潘震宇，汤茜 *，李瑞莲（湖南省食品药品检验研究院，长沙市 410001）

硝酸布康唑的化学名为1-{4-(4-氯苯基)-2-

[(2,6-二氯苯基)硫代]丁基}-1H-咪唑硝酸盐[1]。硝

酸布康唑作为一种新型咪唑类抗真菌药物，对革兰

阳性细菌、真菌和念珠菌具有优良的抗菌活性，在

体内对白色念珠菌的作用优于其他已上市的同类药

物，临床上对白色念珠菌、热带念珠菌等引起的阴
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道感染高度有效，起效迅速，用药安全，具有广阔

的应用前景[2-5]。

2015年版《中国药典》对非无菌产品的微生物

控制与国际标准趋于一致，实现了与国际ICH要求

的统一协调；同时，2015年版《中国药典》编制大

纲也突出强调，要加强药品无菌与微生物限度检查

方法的建立与验证方面的标准研究工作[6]。本文按照

《中国药典》2015年版四部非无菌产品微生物限度

检查：微生物计数法（通则1105）、非无菌产品微

生物限度检查：控制菌检查法（通则1106）、非无

菌产品微生物限度标准（通则1107）的具体规定[7]，

对硝酸布康唑栓的需氧菌总数、霉菌和酵母菌总

数，以及控制菌金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌和

白色念珠菌的检查方法，进行了适用性试验，其试

验情况和结果的归纳对于2015年版《中国药典》有

关内容的贯彻执行将起到促进作用。

1   仪器与材料
1.1   仪器

HTY-2000B集菌仪（杭州泰林生物技术设备

有限公司），BHC-1300ⅡA/B3生物安全柜（苏州

净化设备有限公司），VB-95全自动高压蒸汽灭

菌器（德国SYSTEC公司），Binder 240恒温培养箱

（德国BINDER公司），SPX-380生化培养箱（宁

波东南仪器有限公司），PL602-L电子天平（瑞士

梅特勒-托利多公司），FC752薄膜过滤器（批号：

20150320，杭州泰林生物技术设备有限公司）。

1.2   样品

硝酸布康唑栓（规格：0.1 g·粒-1，湖南某制

药公司生产）。

1.3   培养基

胰酪胨大豆琼脂培养基（批号：140701，北

京三药科技开发公司），沙氏葡萄糖琼脂培养基

（批号：131227，北京三药科技开发公司），沙氏

葡萄糖液体培养基（批号：1310162，北京三药科

技开发公司），胰酪大豆胨液体培养基（批号：

20140108，北京奥博星生物技术有限责任公司），

甘露醇氯化钠琼脂培养基（批号：3103250，广东

环凯微生物科技有限公司），溴化十六烷基三甲铵

琼脂培养基（批号：130316，北京路桥技术有限责

任公司）。

1.4   菌种

金黄色葡萄球菌( Staphylococcus aureus  ) 

[CMCC(B) 26003]、枯草芽孢杆菌( Bacillus subtilis ) 
[CMCC(B) 63501]、铜绿假单胞菌（Pseudomonas 
aeruginosa）[CMCC(B)  10104]、白色念珠菌

( Candida albicans ) [CMCC(F ) 98001]、黑曲霉

( Aspergillus niger ) [CMCC(F)98003]，均来源于中国

医学细菌保藏管理中心。

1.5   稀释液及冲洗液

pH7.0氯化钠-蛋白胨缓冲液（批号：130614，

北京三药科技开发有限公司）。

2   方法与结果
按照《中国药典》2015年版四部非无菌产品

微生物限度检查：微生物计数法（通则1105）和非

无菌产品微生物限度检查：控制菌检查法（通则

1106）的有关规定，对硝酸布康唑栓微生物限度检

查方法进行方法适用性试验。

2.1   菌液制备

接种枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿

假单胞菌的新鲜培养物至胰酪大豆胨液体培养基

中，30~35℃培养18~24 h，取此培养物用0.9%无

菌氯化钠溶液稀释至菌数不大于100 cfu·mL-1。

接种白色念珠菌的新鲜培养物至沙氏葡萄糖液体培

养基中，20~25℃培养2~3d，取此培养物用0.9%无

菌氯化钠溶液稀释至菌数不大于100 cfu·mL-1。

接种黑曲霉的新鲜培养物至沙氏葡萄糖琼脂斜

面培养基中，20~25℃培养5~7d，用3~5mL含

0.05%（mL/mL）聚山梨酯80的0.9%无菌氯化钠溶

液洗下霉菌孢子，吸取孢子悬液置无菌试管内，用

含0.05%（mL/mL）聚山梨酯80的0.9%无菌氯化钠

溶液稀释至孢子数不大于100 cfu·mL-1。

2.2   供试液制备

取本品10 g，加pH7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲

液至100 mL，45℃保温振摇，制成1∶10的均匀供

试液。

2.3   微生物计数方法适用性试验

2.3.1   方法的选择过程

经查阅文献，硝酸布康唑对革兰阳性细菌、

真菌和念珠菌具有较强的抗菌活性，且经试验，结

果也表明常规平皿法不适合本品微生物限度检查。

本品剂型为栓剂，采用pH7.0无菌氯化钠-蛋

白胨缓冲液作为稀释液，经45℃保温振摇，可制备

成1∶10的均匀供试液，且滤过性好，确定薄膜过

滤法为试验方法[8-12]。
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按照《中国药典》2015年版四部通则1105的要

求，试验组菌落数减去供试品对照组菌落数的值与

菌液对照组菌落数的比值应在0.5～2范围内。经试

验，采用敏感菌白色念珠菌和金黄色葡萄球菌作为

试验菌，以双联薄膜过滤器进行试验，用pH7.0无菌

氯化钠-蛋白胨缓冲溶液冲洗滤膜，每张滤膜冲洗

1000 mL，共冲洗2000 mL，也无法消除1 g供试品的

抑菌性。即单一采用薄膜过滤法，冲洗量即使达到

每张滤膜允许的最大限量（1000 mL·膜-1），回收

试验结果也不符合要求。试验结果见表1。

试验菌
冲洗体积 /

（m L·膜 -1）
中和剂 菌落数 回收比值

白色念珠菌 500 / 0 0

1000 / 0 0

金黄色葡萄球菌 500 / 0 0

1000 / 1 0.01

表 1   单一采用薄膜过滤法回收试验结果

根据上述试验情况，考虑采用薄膜过滤法和

中和法联用的方法消除供试品的抑菌性[13]。鉴于

金属离子的络合作用，考虑在培养基中分别添加

0.1M硫酸锰、0.1M硫酸镁、0.2M硫代硫酸钠、

0.1M硫代硫酸钠等中和剂，试验结果见表2。

试验菌
薄膜冲洗量 /

（m L·膜 -1）
中和剂 菌落数 回收比值

白色念珠菌

1000 0.1M 硫酸锰  0 0

1000 0.1M 硫代硫酸钠  0 0

1000 0.2M 硫代硫酸钠  0 0

 500 0.1M 硫酸镁 14 0.2

1000 0.1M 硫酸镁 60 0.8

表 2   采用不同中和剂回收试验结果

由表2可以看出，在培养基中添加硫酸锰或硫

代硫酸钠，均无明显效果；而采用在培养基中添加

0.1M硫酸镁的方法，同时冲洗量为1000 mL·膜-1

时，白色念珠菌的回收比值达0.8，试验结果符合

要求。

《中国药典》2015年版四部通则1105在菌液加

入时间方面，采用将菌液直接加入供试品溶液进行

试验的方法，指出若因供试品抗菌活性的原因导致

方法适用性试验失败，可在薄膜过滤处理后再加入

菌悬液进行试验。这表明菌液加入时间的确定原则

是越早加入越好。故本试验对菌液加入方式也进行

了考察，具体试验结果见表3。
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试验菌
薄膜冲洗量 /

（mL·膜 -1）
中和剂 菌液加入方式 菌落数 回收比值

白色念珠菌
1000 0.1M 硫酸镁 供试液 0 0

1000 0.1M 硫酸镁 冲洗后 60 0.8

表 3  菌液不同加入时间回收试验结果

结果表明，应在采用薄膜过滤法进行冲洗，

消除供试品部分抑菌性后方可加入菌液；若将菌液

加入1∶10供试液，即使立即进行抽滤冲洗，回收

试验仍会失败。

2.3.2  需氧菌总数计数方法适用性试验

经过上述试验过程的分析，确定采用薄膜过

滤法和中和法联用的方法进行需氧菌总数计数方法

适用性试验。试验时取1∶10的供试液10 mL，加至

100 mL pH7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲溶液中，使

分散均匀，抽滤入双联薄膜过滤器，全量滤过，以

pH7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲溶液冲洗滤膜，每次

200 mL，总冲洗量为2000 mL（1000 mL·膜-1），

在最后一次冲洗液中分别加入不大于100 cfu的铜绿

假单胞菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、白色

念珠菌、黑曲霉菌液，混匀，抽滤，取膜，菌面朝

上贴于含0.1M 硫酸镁的胰酪胨大豆琼脂培养基平

板上，按药典方法培养、计数。试验结果见表4。

由试验结果可见，该方法适合硝酸布康唑栓需氧菌

总数计数。

试验菌
试验组 /

cfu

菌液对照组 /

cfu

供试品对照组 /

cfu

中和剂对照组 /

cfu

试验组

回收比值

中和剂对照组

回收比值

铜绿假单胞菌 68 66 0 70 1.0 1.1

金黄色葡萄球菌 86 91 0 89 0.9 1.0

枯草芽孢杆菌 58 56 0 50 1.0 0.9

白色念珠菌 72 85 0 81 0.8 1.0

黑曲霉 46 54 0 52 0.8 1.0

表 4   需氧菌总数微生物回收试验结果

试验菌
试验组 /

cfu

菌液对照组 /

cfu

供试品对照组 /

cfu

中和剂对照组 /

cfu

试验组

回收比值

中和剂对照组

回收比值

白色念珠菌 70 84 0 88 0.8 1.0

黑曲霉 47 54 0 49 0.9 0.9

表 5   霉菌和酵母菌总数微生物回收试验结果

2.3.3  霉菌和酵母菌总数计数方法适用性试验

试验方法同需氧菌总数适用性试验。试验菌

为白色念珠菌和黑曲霉。试验结果见表5。由试验

结果可见，该方法适合硝酸布康唑栓霉菌和酵母菌

总数计数。
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2.3.4  控制菌检查方法适用性试验

本品应考察的控制菌为金黄色葡萄球菌、铜

绿假单胞菌和白色念珠菌。试验时取1∶10供试

液10 mL，加至100 mL pH7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓

冲溶液中，使分散均匀，抽滤入双联薄膜过滤器，

冲洗方式与体积同需氧菌总数方法适用性试验。取

膜，接种至含0.1M 硫酸镁胰酪大豆胨液体培养基或

沙氏葡萄糖液体培养基中，对培养基的体积进行了试

验摸索。试验结果见表6。结果表明，金黄色葡萄球

菌、铜绿假单胞菌和白色念珠菌分别采用500 mL、

200 mL和800 mL体积的增菌液，试验组显示阳性结

果。经分离、纯化和鉴定，其结果均为阳性。

金黄色葡萄球菌 铜绿假单胞菌 白色念珠菌

培养基体积 /mL 试验结果 培养基体积 /mL 试验结果 培养基体积 /mL 试验结果

100 - 100 - 100 -

200 - 200 + 200 -

300 - 300 + 300 -

500 + / / 500 -

800 + / / 800 +

表 6   控制菌检查培养基不同体积结果比较

3   讨论
3.1   敏感试验菌株的选择

硝酸布康唑对于细菌和真菌均具有较强的抑

菌性。据文献报道，硝酸布康唑的抗菌谱与其他咪

唑类化合物类似，对革兰阳性细菌具有抗菌活性，

对曲霉属真菌和念珠菌抗菌活性良好，对革兰阴性

细菌无活性[2]。故本试验采用白色念珠菌和金黄色

葡萄球菌作为方法摸索阶段的试验菌。但试验过程

显示，本品对铜绿假单胞菌具有一定的抑菌活性，

在进行控制菌铜绿假单胞菌检查方法适用性试验时

发现，当增菌培养基体积为100 mL时，试验组在

18 h观察不到阳性结果；而在进行需氧菌总数计

数方法试验时，发现铜绿假单胞菌试验组在不含

硫酸镁的琼脂平板上，菌落形态明显比添加硫酸

镁培养基上的小，表明细菌的生长繁殖受到了一

定程度的影响。

3.2   增加滤膜数量

由于薄膜过滤方法自身的局限性，冲洗液体

积不宜过大，按照2015年版药典通则规定，每张膜

总冲洗量不得超过1000 mL，以避免滤膜上的微生

物受到损伤。本试验采用了增加滤膜数量的方法，

选用双联薄膜过滤器，滤过的供试品量不变，总冲

洗量可增至2倍。

3.3   中和剂的选择

据文献报道，金属离子的络合作用，可以降

低部分药物的抑菌活性[14-15]。试验中采用了中和剂

硫酸锰、硫代硫酸钠和硫酸镁进行试验，结果显示

硫酸镁为本品适宜中和剂，可对今后咪唑类抗真菌

药物的微生物限度或无菌检查方法的确立提供参考

和借鉴。

3.4   薄膜过滤供试品量的确定

在考察同类型药品微生物限度检查方法时，

应尽量采用1 g或1 mL（即取1∶10供试液10 mL）供

试品进行试验。一方面，是由于阴道给药制剂的微

生物限度标准较低；另一方面，也是药典对于薄膜

过滤法的一般规定。而国内不少相关文献报道均以

1∶10供试液1 mL的取用量进行方法试验，存在供

试品量过低的情况，从而降低了对产品微生物污染

状况的真实反映程度[9]。

3.5   菌液加入时间点的探讨

2015年版药典通则对此类试验的菌液加入时

间点进行了修订，要求将试验菌液加入供试液（所

加菌液体积不得超过供试液体积的1%），混匀后

再行试验。该修订提高了试验结果的可靠性，体现

出方法的科学性和严谨性。本试验针对此修订对菌

液加入时间点进行了考察，结果是将白色念珠菌液
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加入供试液中进行试验，试验组回收率为0；而在

对供试液进行薄膜过滤冲洗后，再加入菌液，试验

组回收比值可达0.8。上述试验结果提示，对于抑

菌性较强的供试品，可能仍需在采用适宜方法消除

供试品部分抑菌性后，方可加入试验菌液。
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