
2023年 5月 20日 第 32卷第 10期

Vol. 32，No. 10，May 20，2023 China Pharmaceuticals

中图分类号：R978.1 + 5；R917 文献标志码：A 文章编号：1006 - 4931（2023）10 - 0085 - 05
doi:10.3969 / j.issn.1006 - 4931.2023.10.021

阿奇霉素是氮杂类化合物，属大环内酯类抗生素，

2020年版《中国药典（二部）》收载的剂型有干混悬剂、

片剂、胶囊剂、颗粒剂及注射剂［1］，其中干混悬剂始载于

2000年版《中国药典》。不同剂型阿奇霉素的微生物限

度检查方法多以离心后的上清液作为供试液［2 - 5］，或用

含中和剂的稀释液制备供试液［6］，再通过薄膜过滤法消

除其强抑菌性。在采用薄膜过滤法探索阿奇霉素干混

悬剂的需氧菌和控制菌限度检查方法时，发现过滤速

率影响微生物限度检查方法适用性试验结果，但《中国

药典》对其并无明确规定。因此本研究中根据 2020年版

《中国药典（四部）》通则 1105，1106［7］规定，对阿奇霉素

干混悬剂进行方法适用性研究，建立了无离心、无中和

剂的微生物限度检查方法；同时也对薄膜过滤法中的

冲洗液过滤速率与去除该药抗菌性的关系进行初步探

索，为薄膜过滤法试验条件的改进提供参考。现报道

如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与菌株

仪器：SHP - 160型生化培养箱、GNP - 9160E型隔

水式培养箱（上海三发科学仪器有限公司）；INE500型
电热恒温培养箱（德国Memmert公司）；HTY - 302G型

微生物限度检验仪（杭州泰林生物技术设备有限公司）；
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过滤速率对阿奇霉素干混悬剂微生物限度检查方法的影响
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摘要：目的 建立阿奇霉素干混悬剂的微生物限度检查方法，并探讨薄膜过滤法的冲洗液过滤速率与去除抗菌药物抑菌性的关系。

方法 按 2020年版《中国药典（四部）》通则 1105及 1106要求进行方法适用性试验，需氧菌计数联用薄膜过滤法和稀释法，霉菌和酵

母菌计数采用平皿法；控制菌检查联用薄膜过滤法和稀释法，所用薄膜过滤法设定冲洗液过滤速率为 200，100，50 mL / min。结果 需氧

菌计数［1∶10（m / V）供试液，稀释至 1∶500（V / V）］宜采用薄膜过滤法（过滤速率为 50 mL / min）联合前加菌法，控制菌（大肠埃希菌）

检查宜采用薄膜过滤法（5张滤膜，过滤速率为 50 mL / min）联合培养基稀释法（增菌培养基体积为 700 mL）。结论 所建立的方法可

用于阿奇霉素干混悬剂的微生物限度检查，并确定了适宜的薄膜过滤法冲洗液过滤速率。
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Effect of Filtration Rate on the Microbial Limit Test of Azithromycin for Suspension
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AbstractAbstract：：Objective To establish a microbial limit test of Azithromycin for Suspension，and to investigate the relationship between
the filtration rate of the washing liquid in membrane filtration method and the removing bacteriostasis of antibacterial drugs.
Methods The suitability test was conducted according to the requirements of general rule 1105 and 1106 of the Chinese

Pharmacopoeia（2020 Edition，Volume Ⅳ）. The aerobic bacteria count was tested by the membrane filtration method combined with
dilution method，and the mold and yeast counts were tested by the plate method. The specified microorganism was tested by the
membrane filtration method combined with dilution method，and the filtration rates of the washing liquid were set to 200，100，
50 mL / min in the membrane filtration method. Results Aerobic bacterial count［1∶10（m / V） test solution，diluted to 1∶500（V / V）］
was suitable for test by the membrane filtration method （filtration rate of 50 mL / min） combined with bacteria - addition before
filtration method. The specified microorganism （Escherichia coli） was suitable for test by the membrane filtration method （five
filtration membranes，with filtration rate of 50 mL / min） combined with the culture - medium dilution method（with a volume of
700 mL of enrichment medium）. Conclusion The established method can be used for the microbial limit test of Azithromycin for
Suspension，and the suitable filtration rate of washing liquid in the membrane filtration method has been determined.
Key wordsKey words：：Azithromycin for Suspension；membrane filtration method；filtration rate；microbial limit
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TD型电子天平（余姚金诺天平仪器有限公司）；RH basic 2型
磁力搅拌器（德国 IKA公司）。

试药：阿奇霉素干混悬剂［辉瑞制药有限公司

（HR），批号分别为DJ4557，DE7924，DK1763；黑龙江诺

捷制药有限责任公司（NJ），批号为 1902334；石药集团

欧意药业有限公司（SY），批号为 063191021；山东绿因

药业有限公司（LY），批号为207220416；规格均为0. 1 g］；
胰酪大豆胨琼脂培养基（TSA，批号为 20201124），胰酪

大豆胨液体培养基（TSB，批号为 20201123），沙氏葡萄

糖琼脂培养基（SDA，批号为 20200628），麦康凯液体培

养基（批号为 20190211），pH 7. 0氯化钠 - 蛋白胨缓冲

液（批号为 20210112），大豆卵磷脂（批号为 20200901），

均购自青岛海博生物科技有限公司；沙氏葡萄糖液体

培养基（SDB，批号为20190630），麦康凯琼脂培养基（批

号为 20190723），均购自青岛日水生物技术有限公司；

聚山梨酯 80（国药集团化学试剂有限公司，批号为

20201027）。

菌株：金黄色葡萄球菌［CMCC（B）26003］、枯草芽

孢杆菌［CMCC（B）63501］、铜绿假单胞菌［CMCC（B）
10104］、白色念珠菌［CMCC（F）98001］、黑曲霉［CMCC
（F）98003］、大肠埃希菌［CMCC（B）44102］，均购自中

国食品药品检定研究院。

1. 2 方法

1. 2. 1 溶液制备

取各菌株适量，依法制备浓度为 ≤ 104 cfu / mL
和 ≤ 102 cfu / mL的各试验菌菌悬液［2］。取样品 10 g，用
缓冲液（pH 7. 0无菌氯化钠 - 蛋白胨缓冲液，下同）定

容至 100 mL，混匀，作为不含中和剂的 1∶10（m∶V）供试

液（供试液Ⅰ）；取适量，用缓冲液分别依次稀释成 1∶50
（V∶V）、1∶100（V∶V）、1∶500（V∶V）不含中和剂的供试液

（供试液Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ）。取样品 10 g，用含 3%聚山梨酯 80
及 0. 3%大豆卵磷脂的缓冲液定容至 100 mL，混匀，作

为含中和剂的1∶10（V / V）供试液（供试液Ⅴ）。

1. 2. 2 微生物计数方法适用性试验

1）需氧菌计数方法适用性试验

试验组 1（前加菌）：在滤杯中加入缓冲液 100 mL，
加入 1. 2. 1项下供试液Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ各 1 mL，以及菌浓

度 ≤ 102 cfu / mL的各需氧菌（金黄色葡萄球菌、铜绿假

单胞菌、枯草芽孢杆菌、黑曲霉、白色念珠菌）菌液1 mL，
滤过，并用缓冲液冲洗滤膜，每次100 mL，共冲洗4次。

试验组 2（后加菌）：在滤杯中加入缓冲液 100 mL，
取 1. 2. 1项下供试液Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ各 1 mL，滤过，并用缓冲

液冲洗滤膜，每次100 mL，共冲洗4次，末次冲洗时加入

菌浓度 ≤ 102 cfu / mL的各需氧菌菌液1 mL。
菌液对照组：以缓冲液代替供试液，以200 mL / min

的过滤速率进行过滤。同相应试验组操作。

供试液对照组：以 0. 9%无菌氯化钠溶液代替菌

液。同相应试验组操作。

低速对照组：以缓冲液代替供试液，分别以100mL /min
或 50 mL / min的过滤速率进行过滤。同试验组 1操作。

用于需氧菌计数的滤膜置 TSA平皿上。将 TSA平皿置

30～35 ℃培养箱，并每日计数。试验组回收比 =（试验组

平均菌落数 -供试液对照组平均菌落数）/菌液对照组

平均菌落数；低速对照组回收比 = 低速对照组平均菌

落数 /菌液对照组平均菌落数。

方法：分别以不同过滤速率冲洗试验组 1及试验

组2的滤膜，过滤速率分别约为200，100，50 mL / min。
2）霉菌和酵母菌计数方法适用性试验

试验组 3：取 1. 2. 1项下供试液Ⅰ 10 mL，置无菌试

管中，并分别加入菌浓度 ≤ 104 cfu / mL的白色念珠菌

菌液或黑曲霉孢子悬液0. 1 mL，混匀。

菌液对照组：以缓冲液代替供试液。同试验组 3
操作。

供试液对照组：以 0. 9%无菌氯化钠溶液代替菌

液。同试验组3操作。

方法：取含菌供试液各 2 mL，置平皿中，每日 1 mL，
倒入温度 ≤ 45 ℃的 SDA。将用于霉菌和酵母菌计数的

平皿置20～25 ℃培养箱中，并每日计数。

1. 2. 3 控制菌（大肠埃希菌）检查方法适用性试验

试验组1（直接接种法）：取1. 2. 1项下供试液Ⅰ10mL，
加入TSB中，混匀。

试验组2（直接接种法）：取1. 2. 1项下供试液Ⅴ10mL，
加入含3%聚山梨酯80及0. 3%大豆卵磷脂的TSB中。

试验组 3（薄膜过滤法）：取缓冲液 100 mL，共 5份，

分别加入 1. 2. 1项下供试液Ⅴ 2 mL，摇匀，将含药缓

冲液全部加至滤杯中，过滤，用缓冲液冲洗滤膜，每次

100 mL，每张滤膜冲洗5次。5张滤膜置同一TSB中。

菌液对照组：以缓冲液代替供试液，同相应试验组

操作。试验组 3的菌液对照组以 150 mL / min的过滤速

率进行过滤。

供试液对照组：以 0. 9%无菌氯化钠溶液代替菌

液。同相应试验组操作。

低速对照组：以缓冲液代替供试液，分别以100mL /min
或50 mL / min的过滤速率进行过滤。同试验组3操作。

阴性对照组：以缓冲液代替供试液，以 0. 9%无菌

氯化钠溶液代替菌液。同相应试验组操作。

方法：设增菌培养基体积分别为 200，500，700，
1 000 mL，并在加入供试液或滤膜后向培养基中分别加

入菌浓度 ≤ 102 cfu / mL的大肠埃希菌，考察不同体积

增菌培养基对大肠埃希菌检查方法适用性试验的影
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响。过滤速率分别设为 150，100，50 mL / min，试验组 3
考察冲洗液的不同过滤速率对大肠埃希菌检出的影

响。将以上含菌培养基置 30～35 ℃培养箱中培养 24 h。
取培养物各1 mL，加入100 mL麦康凯液体培养基中，置

42～44 ℃培养箱中培养 24 h。用无菌接种环将麦康凯

液体培养基培养物划线接种至麦康凯琼脂培养基平皿

上，置30～35 ℃培养箱中培养24 h。
2 结果

2. 1 金黄色葡萄球菌计数方法适用性试验

用受抑制最大的金黄色葡萄球菌进行试验，确定

需氧菌计数方法。当冲洗液过滤速率为 50 mL / min时，

试验组 1的 3批供试液Ⅳ（HR）的金黄色葡萄球菌回收

比均为 0. 5～2. 0，试验组 2仅 1批供试液Ⅲ（HR）的回

收比为0. 5～2. 0。详见表1、表2。
表1 前加菌薄膜过滤法金黄色葡萄球菌的回收试验结果（n = 3）
Tab. 1 Results of the recovery test of Staphylococcus aureus by
the membrane filtration method with bacteria - addition before

filtration（n = 3）

批号

DJ4557

DE7924

DK1763

供试液

Ⅲ
Ⅳ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅲ
Ⅳ

过滤速率

200 mL / min
0
0
0
0. 03
0
0

100 mL / min
0
0
0
0. 19
0
0. 45

50 mL / min
0
0. 77
0
0. 90
0
0. 94

表2 后加菌薄膜过滤法金黄色葡萄球菌的回收试验结果

（n = 3）
Tab. 2 Results of the recovery test of Staphylococcus aureus by

the membrane filtration method with bacteria - addition after
filtration（n = 3）

批号

DJ4557

DE7924

DK1763

供试液

Ⅲ
Ⅳ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅲ
Ⅳ

过滤速率

200 mL / min
0
0
0
0
0
0

100 mL / min
0
0. 10
0. 02
0. 19
0
0. 50

50 mL / min
0. 32
0. 83
0. 56
0. 96
0. 49
0. 86

2. 2 需氧菌低速对照组各试验菌的回收结果

按试验组 1（前加菌）方法，当冲洗液过滤速率为

50 mL / min或 100 mL / min时，低速对照组各试验菌的

回收比均为0. 5～2. 0。详见表3。
2. 3 需氧菌计数方法的确定

根据表 1至表 3结果，确定样品（HR）需氧菌计数

方法采用薄膜过滤法（试验组 1，前加菌），过滤速率为

50 mL / min，取 1∶500（V / V）供试液 1 mL进行试验。

2. 4 其他需氧菌计数方法适用性试验结果

根据确认的需氧菌计数方法对其他需氧菌计数方

法进行适用性试验，回收比均为 0. 5～2. 0；3批样品

（HR）按平皿法操作，霉菌和酵母菌的回收比也均为

0. 5～2. 0，符合药典要求。详见表4。
表4 微生物计数方法适用性试验结果（n = 3）

Tab. 4 Results of the suitability test for microbial counting method
（n= 3）

方法

薄膜过滤法

平皿法

试验菌

枯草芽孢杆菌

铜绿假单胞菌

白色念珠菌

黑曲霉

白色念珠菌

黑曲霉

批号

DJ4557
0. 88
0. 81
1. 04
0. 95
0. 93
1. 09

DE7924
0. 96
0. 98
1. 03
0. 82
1. 04
0. 95

DK1763
0. 87
1. 02
1. 09
0. 73
0. 89
0. 82

2. 5 控制菌（大肠埃希菌）限度检查方法适用性试验结果

样品（HR）控制菌检查可联用薄膜过滤法（5张滤

膜）和培养基稀释法，过滤速率为50 mL / min，增菌培养

基体积为700 mL。详见表5、表6。
2. 6 其他企业微生物限度检查方法适用性试验结果

根据 3批样品（HR）确定的微生物限度检查方法，

对另外 3家企业的样品进行关键菌微生物限度检查方

法适用性试验，金黄色葡萄球菌的计数采用薄膜过滤

法（试验组 1，前加菌），过滤速率为 50 mL / min，取不同

稀释度供试液1 mL进行试验。详见表7。控制菌（大肠埃

希菌）检查联用薄膜过滤法（5张滤膜）和稀释法，过滤

速率为50 mL / min，增菌培养基体积为200～1 200 mL。
3 讨论

抗生素类药物在确定微生物限度检查方法时，为

消除抑菌性，常采用薄膜过滤法、添加中和剂、增加稀

释液或培养基体积及联用上述方法［7 - 10］。阿奇霉素干

混悬剂具有较强抑菌活性，以常规缓冲液作为稀释液

和冲洗液，采用 200 mL / min过滤速率进行薄膜过滤
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表3 前加菌需氧菌低速对照组的回收试验结果（n = 3）
Tab. 3 Results of the recovery test of low - filtration - rate control
group of aerobic bacteria by bacteria - addition before filtration（n= 3）

需氧菌

金黄色葡萄球菌

枯草芽孢杆菌

铜绿假单胞菌

白色念珠菌

黑曲霉

过滤速率

100 mL / min
1. 05
1. 18
0. 96
0. 94
1. 00

50 mL / min
0. 90
0. 98
1. 04
0. 96
0. 94

87



2023年 5月 20日 第 32卷第 10期

Vol. 32，No. 10，May 20，2023China Pharmaceuticals

时，无法消除其对金黄色葡萄球菌的抗菌活性；用直接

接种法进行控制菌检验时，在供试液和增菌培养基中加

入常用中和剂［11 - 12］，也无法消除其对大肠埃希菌的抑

制作用。本研究中通过降低薄膜过滤法的过滤速率，并

联用多种方法，降低该药的抑菌性，使其需氧菌和控制

菌的限度检查方法适用性试验结果符合药典规定。

阿奇霉素不溶于水、脂溶性高、呈弱碱性、味苦，将

其制成干混悬剂，可遮盖苦味使其易于吞咽，且干混悬

剂还具有易分装、胃肠道刺激性小、易吸收等优点［13］。
分析低速过滤可使微生物限度结果符合要求的原因，

可能与该药辅料的溶解有关，如阿奇霉素干混悬剂样

品（HR）的辅料为蔗糖、无水磷酸三钠、羟丙基纤维素、

合成生物聚合胶、香精，低速过滤使水溶性辅料溶解时

间延长，辅料溶解后，有抑菌作用的阿奇霉素也随冲洗

液被冲洗过滤掉；而用相对高的速率冲洗时，不利于水

溶性辅料的溶解，未溶解的辅料和抑菌药物仍残留在

滤膜上，当滤膜移至培养基，辅料会进一步溶解，暴露

出来的阿奇霉素作用于微生物，导致结果不符合要求。

本研究中进行需氧菌计数方法适用性试验时，为

得到更高稀释度的试验方法，又采用后加菌的方式进

行薄膜过滤试验，虽然后加菌的供试液Ⅲ回收试验结

果较前加菌试验高，但 3批样品（HR）回收比并未全部

达到 0. 5，因此依据前后加菌试验的结果，确定以前加

菌的方式进行需氧菌的薄膜过滤试验。采用薄膜过滤法

进行控制菌检验时，将混匀的10 mL供试液Ⅰ直接加至

1个滤杯或平分加入 2个滤杯中进行过滤时，样品的颗

粒会堵塞滤膜；当将供试液分成 5份，每份 2 mL，分别

加至 5个滤杯中进行过滤时，滤膜未堵塞，但因加入药

量较计数试验时多，最大过滤速率也相应降低（由计

数试验的 200 mL / min降至 150 mL / min）。因此，将供

试液分于多张滤膜过滤，使每张滤膜上的样品量减少；

用低速（50 mL / min）分别对其进行冲洗，进一步降低每

张滤膜上的抑菌成分；并将滤膜置增加的培养基中，即

联用多种方法去除样品对大肠埃希菌的抑菌性。

薄膜过滤法是用冲洗液将滤膜上残留的药物冲洗

过滤掉，减少或消除滤膜上抗菌药物及其抑菌性。药典

对薄膜过滤法的滤膜、冲洗量等因素均作了明确规

定［7］，但对过滤速率并未要求。近年来，随着抗生素微生

物限度检查方法研究的深入，薄膜过滤法的应用也在

不断发展，包括发明双滤膜过滤法防止滤膜堵塞［14］及
通过增加滤膜数量的方式增加冲洗量［15］，但对薄膜过

滤速率的研究较少。本研究中通过对阿奇霉素干混悬

剂需氧菌、控制菌限度检查方法的研究，证明薄膜过滤

法的冲洗液流速影响微生物的计数回收结果和控制菌

的检出，低流速在不影响试验菌回收的情况下，增加了

药物中水溶性成分的溶解时间，使其与抑菌药物相继

被冲洗掉，且流速越低对药物抑菌性的消除作用越强。

故本研究结果为完善薄膜过滤试验条件、增加去除抗

菌药物的方法及相关研究提供了依据和新思路。
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表5 控制菌检查方法适用性试验（直接接种法）结果

Tab. 5 Results of the suitability test for specified microorganism
test（direct inoculation）

增菌培养基

TSB

含中和剂TSB

增菌培养基体积（mL）
200
500
700
1 000
200
500
700
1 000

试验组

-
-
-
-
-
-
-
-

菌液对照组

+
+
+
+
+
+
+
+

供试液对照组

-
-
-
-
-
-
-
-

阴性对照组

-
-
-
-
-
-
-
-

注：- 为阴性；+ 为阳性。表6、表7同。

Note：- indicates that the test result is negative，and + indicates
that the test result is positive（for Tab. 5 - 7）.

表6 控制菌检查方法适用性试验（薄膜过滤法）结果

Tab. 6 Results of the suitability test for specified microorganism
test（membrane filtration）

TSB体积

（mL）
200
500
700

试验组

①
-
-
-

②
-
-
-

③
-
-
+

菌液对照组

①
+
+
+

②
+
+
+

③
+
+
+

供试液对照组

①
-
-
-

②
-
-
-

③
-
-
-

低速对照组

②
+
+
+

③
+
+
+

阴性对照组

①
-
-
-

②
-
-
-

③
-
-
-

注：①②③表示过滤速率分别为150，100，50 mL / min。
Note：①，② and ③ indicate that the filtration rates are 150，100，

50 mL / min respectively.
表7 其他样品微生物限度检查方法适用性试验结果

Tab. 7 Results of the suitability test of microbial limit test for
other samples

企业

NJ
SY
LY

金黄色葡萄球菌回收结果（n = 3）
供试液Ⅰ

0
0
0

供试液Ⅱ
0
0. 76
0

供试液Ⅲ
0. 80
0. 97
0. 02

供试液Ⅳ
1. 01
0. 98
0. 84

控制菌（大肠埃希菌）增菌培养基体积

200 mL
+
+
-

500 mL

-

1 000 mL

-

1 200 mL

+
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