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摘要   目的：通过对一株样品分离菌株洋葱伯克霍尔德菌耐受力的考察及其对苯扎氯铵防腐体系的挑

战，对产品抑菌效力评价体系的一些思考和建议，以供业内借鉴和参考。方法：采用微量稀释法测定

质控菌株 ( 洋葱伯克霍尔德菌 )、样品中及其分离传代后的洋葱伯克霍尔德菌对苯扎溴铵的 MIC 值 , 并

通过活菌计数法考察了回接到未受污染样品中的存活状态；在《中国药典》2015 年版第四部 1121 抑

菌效力检查法的基础上，增加洋葱伯克霍尔德菌作为挑战菌，对三种含不同浓度苯扎氯铵的玻璃酸钠

滴眼液的抑菌效力进行评价。结果：苯扎溴铵对未经传代培养的野生型洋葱伯克霍尔德菌 MIC 值为

128μg·mL-1，高于分离传代后的洋葱伯克霍尔德菌和质控菌株的 MIC 值（均为 64μg·mL-1）；回接

试验表明，在接种后 24 h 内，菌量下降，24 h 后菌量逐渐回升，28 天菌量回升至初始水平；洋葱伯克

霍尔德菌能耐受 0.03 g·L-1 和 0.05 g·L-1 苯扎氯铵防腐体系，只有最高浓度的的苯扎氯铵防腐体系（0.10 

g·L-1）抑菌效力符合药典规定。结论：环境或样品中分离出来的野生菌株对抑菌剂的耐受性有可能会

高于实验室培养菌株或标准菌株，提示我们在进行产品的防腐剂抑菌效力评价时，企业应考虑环境和样

品中的常见分离菌株，并针对相应的添加菌株建立相对完善的文件体系，以保障抑菌效力评价体系的有

效性和完整性。
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Abstract   Objective:  To put forward some thoughts and suggestions on the evaluation system for bacteriostasis 
efficacy of the product through the investigation of the tolerance of Burkholderia cepacia isolated from a sample 
and its challenge to the bacteriostatic system of benzalkonium chloride so as to provide references for the industry. 
Methods: The micro-dilution method was used to determine the MIC value of the control strain (Burkholderia 
cepacia), sample and its isolated and subcultured strains against benzalkonium bromide.The isolated and 
subcultured strains were returned to the uncontaminated samples, and the viability of the strains was observed 
by counting the viable bacteria. According to the 1121 preservative effectiveness test method of the Chinese 
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洋葱伯克霍尔德菌是一种广泛存在于水、土

壤、植物和人体中的革兰氏阴性杆菌。最早由美

国植物病理学家Walter H. Burkholder 于1947年从

腐烂的洋葱中分离发现，也因此称为洋葱假单胞

菌[1]。1992年Yabuuchi等将其正式归属为伯克霍尔

德菌属。该属目前已确认有122个种[2]，其中洋葱

伯克霍尔德菌在医院临床上常常被分离到，是一

种多重耐药菌，对人类的危害极大，可引起人类

肺部囊肿性纤维化（CF）感染，是CF患者的高毒

力、高致病性病原菌，也是引起抵抗力低下患者

感染的重要病原菌[3]。1981年，美国因洋葱伯克霍

尔德菌污染吸入剂导致数名囊泡性纤维症（Cystic 

Fibrosis）患者死亡，进而引起FDA对该菌的注

意，并在后来将该菌明确列为不可接受微生物。

在2004-2011年FDA召回的非无菌制剂中有害微生

物种类统计分析显示，因洋葱伯克霍尔德菌污染

而召回的非无菌药品占因微生物污染召回总量的

34%。报告显示近三十年来，洋葱伯克霍尔德菌已

逐渐成为全球制药业产品中检出率最高的不可接

受微生物之一。此外，在2004-2011年召回的非无

菌制剂中，因抑菌效力失败召回的占总召回量的

5%[4]。

本实验室在一起医疗事件的调查分析过程

中，从含有0.1 mg·mL-1的苯扎溴铵样品中分离获

得了一株洋葱伯克霍尔德菌，其能够在该样品的防

腐体系中存活和生长。苯扎溴铵和苯扎氯铵是一类

常用的阳离子型抑菌、杀菌剂。苯扎溴铵又称新洁

尔灭，国内使用较多。苯扎氯铵又称洁尔灭，在国

内外都有使用。苯扎溴铵和苯扎氯铵的杀菌机理相

同，通过改变细菌细胞膜的通透性，使胞内物质外

渗，阻碍代谢而杀死菌体。《中国药典》1121抑菌

效力检查法中指出“添加事宜的抑菌剂目的是防止

制剂在正常贮藏或使用过程中由于微生物污染和繁

殖，使药物变质而对使用者造成危害”。日本《医

药品添加事物典》中规定，眼科制剂中苯扎氯铵的

最大使用量为0.1 mg·mL-1 [5]。为了考察该菌对抑

菌剂和产品防腐体系的耐受能力，测定了该菌在

样品中初始状态与分离传代后对苯扎溴铵的最低抑

菌浓度（MIC）值，并将分离传代后的培养物回接

到未受污染样品中，观察其存活状态；最后将其作

为挑战菌接入三个含有不同浓度苯扎氯铵的样品防

腐体系产品，按照《中国药典》2015年版四部通则

1121抑菌效力检查法的操作要求进行挑战试验[6]，

以考察苯扎氯铵防腐体系对洋葱伯克霍尔德菌的抑

菌有效性。

1   材料与试验样品
1.1   仪器

YAMATO SQ810C型高压蒸汽灭菌器；Sartorius 

BJ-2202S型电子天平；Thermo 1285 4FT型生物安

全柜；BINDER KD240培养箱；BD麦氏比浊仪。

Pharmacopeia (2015 edition) part IV, the Burkholderia cepacia was used as challenge bacteria to evaluate 
the antibacterial effect of three different concentrations of benzalkonium chloride. Results: The MIC value of 
benzalkonium bromide to wild-type Burkholderia cepacia that was not subcultured was 128 μg·mL-1, which 
was higher than the MIC value of Burkholderia cepacia and isolated and subcultured quality control strain (both 
64 μg·mL-1). The back-test showed that the amount of bacteria decreased within 24 hours after inoculation, and 
the amount of bacteria gradually increased after 24 hours. The number of bacteria returned to the initial level in 
28 days. Burkholderia cepacia could tolerate 0.03 g·L-1 and 0.05 g·L-1 bacteriostatic system of benzalkonium 
chloride. The antibacterial effect of benzalkonium chloride with the highest concentration 0.10 g·L-1 was in 
line with the requirement of Chinese Pharmacopeia, while the other two concentrations were not. Conclusion: 
The tolerance of wild strains isolated from environment or samples for antimicrobial agents may be higher than 
that of laboratory cultured strains or standard strains. This suggests that manufacturers should consider common 
strains isolated from environment or samples when evaluating the antimicrobial efficacy of products' antiseptic 
prescriptions and establish a relatively complete documentation system for the corresponding added strains so as 
to ensure the effectiveness and integrity of the evaluation system for bacteriostasis efficacy.
Keywords：  burkholderia cepacia; preservative tolerance; evaluation of antibacterial effects; benzalkonium 
bromide; benzalkonium chloride
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1.2   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]；白色念珠菌[CMCC（F）98001]；黑

曲霉[CMCC（F）98003]；以上菌株均来自中国医

学菌种保藏中心。

洋葱伯克霍尔德菌两株：一株为本实验室从

含0.01%苯扎溴铵的凝胶样品中分离获得，另一株

CICC10857（ATCC25416）来自工业微生物菌种保

藏中心。

1.3   培养基

胰酪大豆胨琼脂培养基（TSA）、胰酪大豆

胨肉汤培养基（TSB）、沙氏葡萄糖琼脂培养基

（SDA）、沙氏葡萄糖液体培养（SDB）、MH肉

汤（MHB）、马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）、

96孔板。

1.4   试验样品

从市场上获得，共涉及三个厂家的玻璃酸钠

滴眼液，本文分别以A、B和C代表。

2   试验方法
2.1   MIC值的测定

质控菌株和分离传代洋葱伯克霍尔德菌的菌

液制备：挑取TSA平板上新鲜培养的洋葱伯克霍尔

德菌，用MH肉汤制备菌液，并用浊度仪调至0.5麦

氏浊度，十倍稀释后制备成工作菌液。

苯扎溴铵梯度液制备：无菌96孔板第1~11

列加入无菌MH肉汤100μL，取5%苯扎溴铵溶液

65.5μL加入第1列，再加34.5μL MH肉汤将第1列

补齐至200μL，逐次倍比稀释至第11列（每孔液

体终体积是100μL），第1列孔中苯扎溴铵浓度为

8192 g·mL-1，第11列孔的浓度为8 g·mL-1。第12

列A~D孔加入100μL/孔无菌MH肉汤作为阳性对

照，第12列E~H孔加入200μL/孔无菌MH肉汤作为

阴性对照。

接种培养：将制备好的工作菌液按100μL/孔

加入含100μL苯扎溴铵梯度液的96孔板中（第12

列E~H孔不加菌），接种后，盖好板盖，置33℃恒

温箱培养20～24小时观察结果。 

将含菌量约为105cfu·mL-1的原样品作为工作

菌液（0801-Y）按上述操作进行测定。

2.2   回接试验

将分离纯化后的洋葱伯克霍尔德菌新鲜培养

物制备成一定浓度的菌悬液，按样品量1%的体积

比接入到未污染的样品中，涡旋混匀，置于25℃条

件下，并在接种后1、2、7、14、28 d分别进行活

菌计数。 

2.3   抑菌效力评价

2.3.1   菌液制备

挑取金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假

单胞菌、洋葱伯克霍尔德菌的新鲜培养物至TSA 

上，30～35℃培养18～24 h；白色念珠菌接种于

SDA上，20～25℃培养24～48 h。各取上述培养

物，用0.9%无菌氯化钠溶液制备成菌悬液，并

用浊度仪调整浊度。黑曲霉接种于PDA斜面上，

20～25 ℃培养5～7 d，至有丰富的孢子产生，用含

0.05%（mL·mL-1）聚山梨酯80 的0.9%无菌氯化

钠溶液，将孢子洗脱，然后用灭菌移液管吸出孢子

悬液至无菌试管内，用含0.05%（mL·mL-1）聚山

梨酯80的0.9%无菌氯化钠溶液制成适宜浓度的孢

子悬液。

2.3.2   方法适用性试验

三个厂家产品的处方（见表5）中均添加苯扎

氯铵和依地酸二钠，C厂家还含有硼酸和硼砂，在

这些成分中苯扎氯铵为主要防腐剂，硼酸硼砂也有

一定的抑菌作用，依地酸二钠具有协同作用，综合

各成分作用及含量，选择苯扎氯铵含量最高的C厂

家产品进行方法适用性实验。

平皿法：取C厂家产品作为试验供试品，用无

菌生理盐水按10倍梯度进行稀释，按试验菌种类

制备供试品稀释液六组，每组供试品稀释至10-4；

以生理盐水替代供试品稀释液作为对照组。将制

备好的菌液稀释至适宜浓度，按1%体积比接入到

各组供试品稀释液中，涡旋混匀，取1mL至无菌

平皿中，加入15～20 mL 温度不超过45℃胰酪胨大

豆琼脂，平行制备2个平板，混匀，凝固，细菌置

30～35℃培养不超过3 d；真菌采用沙氏葡萄糖琼脂

培养基，并置20～25℃培养，培养时间不超过5 d。

薄膜过滤法：当平皿法的回收率不能满足规

定或对供试品原液进行计数时，可采用薄膜过滤法

去除抑菌性。取1 mL供试品原液，加入到含100 mL

无菌生理盐水的滤器中混匀，过滤后用生理盐水进

行冲洗，依据供试品的抑菌性冲洗量分别设为0、

100、200、300 mL，并在最后一次冲洗液中接入不

大于100 cfu的菌，完全过滤后取下滤膜，有菌面朝
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上贴于相应的琼脂平板上，置于规定的温度进行培

养；对照组以生理盐水代替供试品，不冲洗，其他

同供试品组。

2.3.3   供试品接种与计数

不同厂家的玻璃酸钠滴眼液供试品各取6 支，

每支装量5 mL，按1%的体积比接种试验菌，一种

试验菌（大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、金黄色葡

萄球菌、洋葱伯克霍尔德菌、白色念珠菌、黑曲

霉）分别接种一支供试品，充分混合均匀，然后

置20～25℃避光贮存。在规定的时间间隔（6 h、

24 h、7 d、14 d、28 d）按2.3.2节下确认的方法进

行计数。

2.3.4   菌液对照组制备与计数

制备与供试品等体积的0.9%的无菌生理盐水

管，按1%的体积比接入各试验菌，涡旋混匀作为

菌液组，并按照供试品组的操作进行培养计数，计

数结果作为供试品的初始接菌量。

3   试验结果
3.1   MIC值

对样品中分离传代培养后的洋葱伯克霍尔德

菌（编号0801）、样品中所含的最初状态的洋葱伯

克霍尔德菌（编号0801-Y）以及从工业微生物菌

种保藏中心购买的洋葱伯克霍尔德菌标准质控菌株

（CICC10857），参照美国CLSI M07 A10细菌的稀

释抗菌敏感性试验方法中微量稀释法进行MIC值测

定，测定结果见表1，CICC10857和0801对苯扎溴

铵的MIC值低于0801-Y的MIC值。

表 1   洋葱伯克霍尔德菌对苯扎溴铵的MIC值

菌株 CICC10857 0801 0801-Y

MIC/（µg·mL-1） 64 64 128

3.2   回接实验

将分离菌回接到样品中，在特定的时间间隔

进行活菌计数，观察样品中洋葱伯克霍尔德菌的存

活状态，结果见图1。在回接后的24 h内，菌数下

降，但24 h后，菌数逐渐升高，28 d时恢复至初始

水平，表明洋葱伯克霍尔德菌在回接到含苯扎溴铵

的样品中后，最初受到抑制，随时间增加，对苯扎

溴铵逐渐产生耐受，至28 d时恢复至初始水平。

图 1   洋葱伯克霍尔德菌回接样品后的存活状态

3.3   抑菌效力评价方法适用性

检验方法是数据稳定、准确、可靠的前提，

《中国药典》规定：供试品的微生物计数方法应进

行方法适用性试验，以确认所采用的方法适合于该

产品的微生物计数。因此，在进行挑战之前，首先

对平皿法进行适用性试验，试验结果见表2。试验

结果表明金黄色葡萄球菌对苯扎氯铵的敏感性最

强，在供试品10-2级稀释液中的回收率低于70%，

不符合规定，因此，在对含菌供试品进行存活菌计

数时，当存活菌量低于104 CFU·mL-1时，为保证

结果的准确性，应该采用薄膜过滤法进行计数。

在对薄膜过滤法进行方法适用性试验时，选

择对该防腐剂最为敏感的菌株-金黄色葡萄球菌作

为试验菌来确定去除抑菌性的最小冲洗量，试验结

果见表3。
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表2   平皿法回收率（%） 

菌株 10-1 稀释液 10-2 稀释液 10-3 稀释液 10-4 稀释液

大肠埃希菌 91 85 82 92

金黄色葡萄球菌 32 46 72 80

铜绿假单胞菌 63 154 139 139

洋葱伯克霍尔德菌（0801） 102 104 100 99

白色念珠菌 88 112 100 125

黑曲霉 92 108 131 112

表 3   金黄色葡萄球菌薄膜过滤法培养计数结果

冲洗量 /mL 0 100 200 300

回收率 /% 22 102 98 109

表 4   薄膜过滤法验证结果

菌株 大肠埃希菌 金黄色葡萄球菌 铜绿假单胞菌 0801 白色念珠菌 黑曲霉

回收率 /% 108 92 92 101 109 88

表 5   玻璃酸钠滴眼液处方中的抑菌剂含量

抑菌剂 苯扎氯铵 /（mg·mL-1） 依地二酸钠 /（mg·mL-1）  硼酸 /（mg·mL-1） 硼砂 /（mg·mL-1）

A 0.03 N — —

B 0.05 0.50 — —

C 0.10 0.01 12.0 0.56

注：N 表示产品体系中含有该物质，但含量未知。 

由表3可知，当冲洗量为100 mL时，回收率为

102%，大于70%，符合规定。采用该冲洗量，对

其余菌株进行方法确认，回收率均大于70%（见表

4）。因而在对供试品的存活菌数进行测定时，当

对高于10-2稀释级的样液进行计数时，可采用平皿

法，当样液稀释级低于或等于10-2时，应采用薄膜

过滤，以最低冲洗量为100 mL进行检验。

3.4   接种与计数 

将样品分离的洋葱伯克霍尔德菌与药典中规

定的菌株一起作为挑战菌对三种不同浓度的苯扎氯

铵（见表5）进行评价，评价结果见表6。
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表 6   不同浓度的苯扎氯铵防腐体系中细菌的下降对数值

厂家 菌株 接入菌量 6 h 24 h 7 d 14 d 28 d

A 标
细菌

— 2 3 — — NR

B 标 — — 1 3 — NI

A（0.03 mg·mL-1）

大肠埃希菌 7 ＞ 3 ＞ 6 7 — 7

金黄色葡萄球菌 6 ＞ 3 ＞ 6 6 — 6

铜绿假单胞菌 7 ＞ 4 ＞ 6 7 — 7

0801 6 0 0 0 — 0

B（0.05 mg·mL-1）

大肠埃希菌 7 ＞ 3 ＞ 5 7 — 7

金黄色葡萄球菌 6 ＞ 3 ＞ 4 6 — 6

铜绿假单胞菌 7 ＞ 3 ＞ 5 7 — 7

0801 6 1 0 -1 — 1

C（0.10 mg·mL-1）

大肠埃希菌 7 ＞ 3 ＞ 5 7 — 7

金黄色葡萄球菌 6 ＞ 3 ＞ 4 6 — 6

铜绿假单胞菌 7 ＞ 3 ＞ 5 7 — 7

0801 6 4 6 6 — 6

注：NR 表示试验菌生长，NI 表示未增加。

表 7   不同浓度的苯扎氯铵防腐体系中真菌的下降对数值

厂家 菌株 接入菌量 6 h 24 h 7 d 14 d  28 d

A 标
真菌

— — — 2 — NR

B 标 — — — — 1 NI

A（0.03 mg·mL-1）
白色念珠菌 5 — — 5 5 5

黑曲霉 5 — — 4 5 5

B（0.05 mg·mL-1）
白色念珠菌 5 — — 5 5 5

黑曲霉 5 — — 5 5 5

C（0.10 mg·mL-1）
白色念珠菌 5 — — 5 5 5

黑曲霉 5 — — 5 5 5

注：NR 表示试验菌生长，NI 表示未增加。

由 表 5 、 表 6 和 表 7 可 知 ， 在 含 量 为 0 . 0 3 

mg·mL-1、0.05 mg·mL-1和0.10 mg·mL-1的苯扎

氯铵防腐体系中，按照《中国药典》2015年版四

部通则1121抑菌效力检查法进行评价，均符合药

典规定的A标，但对洋葱伯克霍尔德菌，只有0.10 

mg·mL-1的苯扎氯铵对洋葱伯克霍尔德菌抑菌作

用符合规定。  

4   讨论
苯扎溴铵对最初状态的洋葱伯克霍尔德菌的

MIC值为128 g·mL-1，高于分离传代后和标准质控

菌株（64 g·mL-1）；将经过多次传代后的分离菌

株回接至含有苯扎溴铵的样品后，活菌量在接入
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24 h内显著下降，24 h后逐渐恢复至初始菌量。本

试验的结果与Jeong Myeong Kim团队[7]的研究发现类

似：将洋葱伯克霍尔德菌从不含苯扎氯铵的环境中

接入到含有亚致死剂量的苯扎氯铵环境中，在接触

的前20min内，菌体回收量迅速下降，但20min后菌

体回收量又迅速回升。Youngbeom Ahn等[8]研究发

现，洋葱伯克霍尔德菌复合菌群（BCC）中的菌株

对苯扎氯铵存在天然耐受，其能利用自身的外排系

统和代谢系统降低苯扎氯铵的伤害。将分离获得的

洋葱伯克霍尔德菌作为抑菌效力评价的挑战菌株，

对含苯扎氯铵的滴眼液防腐体系进行挑战，结果表

明：只有含有0.10 mg·mL-1苯扎氯铵的防腐体系对

其的抑制效力符合规定，而0.1 mg·mL-1苯扎氯铵

是日本《医药品添加事物典》中规定的眼科制剂中

的最大使用量。

上述结论表明，在特定环境下的野生菌株对

抑菌剂的耐受性有可能会高于实验室培养菌株，提

示在进行防腐剂效力评价时，为了客观评价其防腐

效力，模拟实际使用情况，应考虑加入环境或样品

中常分离的菌作为挑战菌。对此国内外药典也都有

提及，如中国药典第四部1121抑菌效力检查法：若

需要，制剂中常见的污染微生物也可作为试验菌

株[6]；美国药典[9]中规定：菌株对产品防腐体系的

真实活性评价有益，药典中规定的菌株不影响其他

菌株的使用[9]。欧洲药典[10]：适当条件下，添加可

能污染制剂的代表菌株或指定的微生物进行试验。

但环境或样品分离菌的加入并不是将分离菌

加入到挑战菌列表中那么简单，一方面添加菌株的

选择必须慎重，所选菌株必须有一套可靠的、合理

的文件记录，以保障所选菌株的合理性和有效性。

如本试验中分离的洋葱伯克霍尔德菌，在原始状态

下对苯扎溴铵的抗性较强，但通过传代培养后，

其抗性下降或消失，如何保持原始菌株的性状，

是实验室需要考虑的一个问题；另一方面对于挑

战失败的防腐体系必须有一个明确的应对体系[11]。

各国药典均规定防腐剂的添加应遵循“最低有效

的原则”，而环境分离菌的引入可能会导致原有

防腐体系的失败，如本研究中，0.03 mg·mL-1和

0.05 mg·mL-1的苯扎氯铵防腐体系对洋葱伯克霍

尔德菌无效。因此，在将分离菌加入到挑战菌行列

之后，如何在“最低有效原则”的前提下改进防腐

体系，保障防腐效果也是各制药企业所需要考虑的

问题。
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