
辛夷鼻炎丸微生物限度检查法的建立
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摘摇 要摇 目的摇 建立辛夷鼻炎丸微生物限度检查方法,并对方法进行验证。 方法 摇 依据《中华人民共和国药典》
2010 年版一部附录愈芋C 微生物限度检查法进行。 细菌计数为薄膜过滤法(冲洗量每皿 400 mL),真菌和酵母菌计数以

及控制菌检查均为常规法。 结果摇 在 3 次独立的平行实验中,5 株实验菌回收率均>70% ,符合验证要求。 结论摇 该方

法消除了样品的抑菌性,可用于该品种的微生物限度检查。
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摇 摇 辛夷鼻炎丸收载于《卫生部药品标准中药成方制

剂》第 10 册,并被列入 2010 年版《中华人民共和国药

典》一部增补本拟收载品种目录。 该药处方由辛夷、
薄荷、紫苏叶、甘草、广藿香、苍耳子、鹅不食草、板蓝

根、山白芷、防风、鱼腥草、菊花、三叉苦等 13 味药组

成,具有祛风清热、消炎解毒的功效,用于治疗鼻炎

(包括过敏性鼻炎、慢性鼻炎等)、神经性头痛、感冒流

涕、鼻塞不通等[1鄄5]。 方中板蓝根、鱼腥草等具有很强

的抑菌作用。 笔者根据《中华人民共和国药典》2010
年版的要求,建立了该药微生物限度检查方法,并进行

了验证。
1摇 仪器与试药摇
1. 1摇 仪器摇 LDZX鄄40BI 立式自动电热压力蒸气灭菌

器(上海申安医疗器械厂),DNP鄄9162 型电热恒温培

养箱(上海精宏实验设备有限公司),HH·B11·600
型电热恒温培养箱 (上海跃进医疗器械厂), LRH鄄
150B 生化培养箱(广东医疗器械厂),超净台(苏净集

团安泰公司)。
1. 2摇 培养基 摇 营养琼脂培养基、玫瑰红钠琼脂培养

基、营养肉汤培养基、胆盐乳糖培养基、胆盐乳糖发酵

培养基、乳糖发酵培养基、改良马丁培养基、改良马丁

琼脂培养基、MUG 培养基、曙红亚甲蓝琼脂培养基(四
川省食品药品检验所)。
1. 3 摇 阳性对照菌 摇 金黄色葡萄球菌 [ CMCC ( B)
26003]、大肠埃希菌[CMCC(B)44102]、枯草芽孢杆

菌[CMCC(B)63501]、白念珠菌[CMCC(F)98001]、黑
曲霉菌[CMCC(F)98003](四川省食品药品检验所)。
1. 4摇 供试品 摇 辛夷鼻炎丸(四川省新鹿药业有限公

司制备,批号:100901,100902,100903)。
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2摇 方法与结果摇
2. 1摇 供试液的制备 摇 取供试品细粉 10 g,加 pH7. 0
无菌氯化钠鄄蛋白胨缓冲液至 100 mL,混匀,作为 1
10 供试液。
2. 2摇 阳性对照菌液的制备摇 取大肠埃希菌、金黄色葡

萄球菌、枯草芽孢杆菌的新鲜培养物,接种于营养肉汤

培养基中,30 ~ 35 益培养 18 h,用无菌 0. 9%氯化钠溶

液 10 倍递增稀释成每毫升含菌 50 ~ 100 cfu 的菌悬

液,备用;接种白念珠菌的新鲜培养物于改良马丁琼脂

培养基,25 益培养 24 h,用无菌 0. 9% 氯化钠溶液 10
倍递增稀释制成每毫升含菌 50 ~ 100 cfu 的菌悬液,备
用;接种黑曲霉的新鲜培养物于改良马丁琼脂斜面培

养基,25 益培养 5 d,加入含 0. 05%聚山梨酯 80 的无

菌 0. 9%氯化钠溶液 5 mL,将孢子洗脱,吸出孢子悬液

至无菌试管内,用含 0. 05%聚山梨酯 80 的无菌 0. 9%
氯化钠溶液 10 倍递增稀释,制成每毫升孢子数 50 ~
100 cfu 的悬液,备用。
2. 3摇 实验方法摇
2. 3. 1摇 常规法摇 取供试液 1 mL 注皿。
2. 3. 2摇 培养基稀释法摇 第一法:取供试液 1 mL 注入

5 个平皿中(每皿 0. 2 mL);第二法:取供试液 1 mL 注

入 10 个平皿中(每皿 0. 1 mL)。
2. 3. 3摇 薄膜过滤法摇 取供试液 10 mL,加至 pH7. 0 无

菌氯化钠鄄蛋白胨缓冲液 100 mL 中,混匀,薄膜过滤,
总冲洗量为 400 mL。
2. 4摇 回收率实验摇
2. 4. 1 摇 实验组 摇 取规定量供试液及各实验菌 50 ~
100 cfu,分别注入同一平皿中,立即倾注琼脂培养基,
平行制备 2 个平皿,凝固后,置规定温度下,细菌培养

24 ~ 48 h,白念珠菌和黑曲霉培养 48 ~ 72 h。
2. 4. 2摇 菌液组 摇 取 50 ~ 100 cfu 各实验菌注入平皿

中,立即倾注琼脂培养基,平行制备 2 个平皿,凝固后,
置规定温度下,细菌培养 24 ~ 48 h,白念珠菌和黑曲霉
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培养 48 ~ 72 h,测定所加入的实验菌数。
2. 4. 3摇 供试品对照组摇 取规定量供试液,立即倾注琼

脂培养基,凝固后,置规定温度下,细菌培养 24 ~ 48 h,
白念珠菌和黑曲霉培养 48 ~ 72 h,测定供试品本底菌

数。
2. 4. 4摇 稀释剂对照组摇 取稀释剂 pH7. 0 无菌氯化钠鄄
蛋白胨缓冲液 1 mL 和实验菌 50 ~ 100 cfu,分别注入

同一平皿中。 考察稀释剂对实验有无干扰。
2. 4. 5摇 回收率计算摇 回收率(% )= [(实验组平均菌

落数-供试品对照组平均菌落数) /菌液组平均菌落

数]伊100% 。
2. 5摇 稀释剂干扰实验摇 使用常规法对稀释剂进行回

收率实验,稀释剂对照组大肠埃希菌、金黄色葡萄球

菌、枯草芽孢杆菌、白念珠菌、黑曲霉菌回收率分别为

100. 6% ,97. 8% ,100. 5% ,97. 3% 和 96. 1% 。 结果表

明稀释剂 pH7. 0 无菌氯化钠鄄蛋白胨缓冲液无抑菌作

用,对实验无干扰(表 1)。
2. 6摇 细菌、真菌和酵母菌计数测定方法的确定摇 对辛

夷鼻炎丸按常规法、培养基稀释法(每皿 0. 2 mL)、培
养基稀释法(每皿 0. 1 mL)、薄膜过滤法(冲洗量每皿

400 mL)的顺序进行实验。 在薄膜过滤法实验中,另
设稀释剂对照组,取稀释剂 10 mL,薄膜过滤,用 0. 9%
氯化钠溶液冲洗 4 次,每次 100 mL,在最后一次冲洗

液中加入实验菌 50 ~ 100 cfu,过滤,取出滤膜,菌面朝

上贴于琼脂平板,置规定温度培养 48 h 观察,测定稀

释剂对照组的回收率。 用 3 批辛夷鼻炎丸样品进行验

证。 见表 2,3。
结果表明,辛夷鼻炎丸的微生物限度检验,真菌、

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 稀释剂回收率实验结果摇 cfu

组别
大肠埃希菌

1 次 2 次

金黄色葡萄球菌

1 次 2 次

枯草芽孢杆菌

1 次 2 次

白念珠菌

1 次 2 次

黑曲霉菌

1 次 2 次

稀释剂对照组 91 87 85 89 93 95 90 93 88 84
菌液组 88 89 86 92 90 97 94 94 92 87

摇 摇 表 2摇 消除供试品抑菌活性回收率实验结果摇 %

测定方法
大肠

埃希菌

枯草芽

孢杆菌

金黄色

葡萄球菌

白念

珠菌

黑曲

霉菌

常规法 80. 2 28. 4 47. 9 89. 7 91. 2
培养基稀释法(每皿 0. 2 mL) 87. 6 41. 0 74. 7 … …
培养基稀释法(每皿 0. 1 mL) 89. 9 68. 7 89. 3 … …
薄膜过滤法(每皿 400 mL) 93. 0 87. 0 93. 5 … …
稀释剂对照组 98. 3 96. 8 101. 7 … …

摇 摇 “…冶表示未检测到

摇 摇 摇 摇 表 3摇 3 批辛夷鼻炎丸回收率实验结果摇 %

批号
大肠

埃希菌

枯草芽

孢杆菌

金黄色

葡萄球菌

白念

珠菌

黑曲

霉菌

100901 90. 1 84. 5 95. 1 92. 6 92. 7
100902 87. 9 80. 7 89. 7 89. 1 88. 3
100903 88. 6 91. 0 92. 2 91. 4 84. 5

酵母菌采用常规法其回收率均>70% ,采用薄膜过滤法

(冲洗量每皿 400 mL),可确保细菌数的回收率均>
70% ,符合《中华人民共和国药典》2010 年版的规定,
方法可行。
2. 7摇 控制菌大肠埃希菌检验方法的建立及验证摇
2. 7. 1摇 菌液的制备摇 菌液的制备同“2. 2冶项。
2. 7. 2摇 常规法摇 实验组:取 110 供试液 10 mL,接种

至胆盐乳糖培养基 100 mL,同时加入大肠埃希菌 50 ~
100 cfu,35 益培养 24 ~ 48 h。 取培养物 0. 2 mL 接种

至含 MUG 培养基 5 mL 的试管中,35 益 培养 24 h,
366 nm波长紫外灯下观察荧光,然后进行靛基质实验,
观察结果。 另取培养物划线接种于曙红亚甲蓝平板,
35 益培养 18 ~ 24 h,观察其菌落形态。 阴性菌对照

组:取金黄色葡萄球菌作为阴性对照实验菌,方法同实

验组。
常规法实验结果:经胆盐乳糖培养基增菌培养后,

实验组有明显产酸产气现象,检出大肠埃希菌,而阴性

对照组未检出大肠埃希菌。 结果表明采用常规法进行

大肠埃希菌检验,方法成立(表 4)。
表 4摇 大肠埃希菌检查常规法实验结果摇

组别
胆盐乳糖

培养基

MUG,
靛基质

曙红亚

甲蓝平板

实验组 + +,+ +
阴性对照组 - -,- -

摇 摇 “+冶表示检查出,“-冶表示未检查出

3摇 讨论摇
辛夷鼻炎丸的微生物限度检查方法:细菌计数方

法为薄膜过滤法(冲洗量每皿 400 mL),真菌及酵母菌

计数方法为常规法,控制菌大肠埃希菌检查采用常规

法。
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乙酰半胱氨酸口服溶液的制备与质量控制

包倩倩1,2,温天文1,陶亮1,夏秋月1,孙柏旺2,朱怀柏1,邢华训1

(1. 南京市纳米粒口服溶液工程技术中心、南京特丰药业股份有限公司,211314;2. 东南大学化学化工学院,南京

摇 210096)

摘摇 要摇 目的摇 制备乙酰半胱氨酸口服溶液并建立其质量控制方法。 方法摇 以乙酰半胱氨酸为主药,采用溶剂煮

沸、充氮气保护等措施制备口服溶液,采用高效液相色谱法测定乙酰半胱氨酸含量,并进行方法学验证和初步稳定性考

察。 结果摇 制得的口服溶液澄清透明,味甜,气清香,质量稳定;建立的含量测定方法,浓度在 0. 1 ~ 2. 0 mg·mL-1范围内

与峰面积呈良好线性关系,回归方程为 A= -50 714. 33+7. 21伊106伊C,r=0. 999 5;精密度实验 RSD=0. 922% (n=5);平均

回收率 99. 32% ,RSD=0. 826% (n=5)。 结论摇 该口服溶液处方组成、制备工艺、质量控制方法科学、合理,适用于该产

品工业化生产和质量控制。
关键词摇 乙酰半胱氨酸;质量控制;色谱法,高效液相
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摇 摇 乙酰半胱氨酸(acetylcysteine,NAC),化学名称为

N鄄乙酰基鄄L鄄半胱氨酸,是 L鄄半胱氨酸的乙酰化合物,
因其含有活跃的巯基(鄄SH),在 20 世纪 60 年代初就

作为祛痰药用于临床,是一种疗效好、安全性高的治疗

呼吸道感染的祛痰药。 近年来,随着研究的深入,很多

文献报道[1鄄2],NAC 不仅具有溶解黏液的作用,还具有

较强的抗氧化作用和促进肺表面活性物质生成的作

用。 目前 NAC 产品剂型有注射剂[3鄄5]、泡腾片、颗粒

剂、胶囊剂、喷雾剂。 与现有 NAC 产品比较,口服溶液

具有使用更方便、用药更准确等优点,更适宜于儿童及

老年人临床用药。 由于 NAC 易氧化,制备口服溶液有

一定难度,导致目前国内还没有该药的口服溶液剂型

生产。 笔者在本实验中对 NAC 口服溶液的处方及制

备工艺进行研究,同时建立其质量控制方法。
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1摇 仪器与试药摇
1. 1摇 仪器摇 万分之一电子分析天平(北京赛多利斯

仪器系统有限公司), LC鄄10ATvp ( VP) 液相色谱仪

( SHIMADZU ), SPD鄄10Avp ( VP ) UV鄄VIS 检 测 器

(SHIMADZU),pHS鄄3CW 实验室 pH 计(上海理达仪

器厂)。
1. 2 摇 试药 摇 NAC 对照品(中国药品生物制品检定

所),NAC 原料药(武汉远大弘元药业有限公司,批号:
20100903, 含 量: 99. 8% ), 磷 酸 二 氢 钾 ( 批 号:
11012720094)和硫酸铵(批号:101222)均由上海凌峰

化学试剂有限公司生产,庚烷磺酸钠(天津市化学试

剂研究所,批号:20101129),氢氧化钠(NaOH,上海化

学试剂有限公司)和维生素 C(批号:F20101020)、乙
二胺四乙酸二钠(批号:F20091021)均由国药集团化

学试剂有限公司生产等。
2摇 方法与结果摇
2. 1摇 处方与制备摇 每瓶 10 mL,含 NAC 0. 2 g,阿斯巴

甜 0. 01 g,维生素 C 0. 004 g,乙二胺四乙酸二钠

0. 000 3 g,山梨酸钾 0. 001 g,橘子香精0. 000 6 g,柠
檬香精 0. 000 3 g,按扩大 1 000 倍进行制备。

配制 0. 1 mol·L-1NaOH 溶液作为溶剂,煮沸,通
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