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青霉素V钾属β-内酰胺类抗生素[1]，抗菌谱与青霉素相同，

其作用机制是抑制细菌细胞壁的合成，使细菌迅速破裂溶

解。根据2010年版《中国药典》（二部）微生物限度检查法有关

规定[2]，应建立青霉素V钾胶囊微生物限度检查法并对其进行

验证。为此，笔者建立了相关方法并进行了方法学验证，以为

产品的质量控制提供参考。
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摘 要 目的：建立青霉素V钾胶囊的微生物限度检查方法。方法：分别采用平皿法、培养基稀释法和薄膜过滤法（每膜100、300、

500 ml+青霉素酶）对青霉素V钾胶囊进行微生物限度检查法的研究及控制菌的检查（每膜100、200 ml）。结果 ：细菌检查采用薄

膜过滤法（每膜500 ml、大于300万u青霉素酶），霉菌和酵母菌采用平皿法，控制菌采用薄膜过滤法（每膜200 ml）时，细菌、霉菌和

酵母菌回收率均大于70％。结论：采用薄膜过滤法检查青霉素V钾胶囊中的细菌，平皿法检查霉菌及酵母菌，薄膜过滤法检查控

制菌，结果可靠。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a microbial limit test method for Penicillin V potassium capsules. METHODS：Microbial

limit test for Penicillin V potassium capsules was researched by using plating method，culture medium diluted method and mem-

brane-filter method（100，300，500 ml per membrane + panicillinase），and control bacteria was tested（100，200 ml per mem-

brane）. RESULTS：Membrane-filter method was used for bacterial detection（500 ml per membrane，＞3×106 u penicillinase）；plat-

ing method was for the detection of fungus and yeast fungus；membrane-filter method was used for control bacterial detection（200

ml per membrane）. Recoveries of bacteria，fungus and yeast fungus were greater than 70％ . CONCLUSIONS：It is reliable to

adopt membrane-filter method to detect bacteria in Penicillin V potassium capsules，use plating method to detect fungus and yeast

fungus and membrane-filter method to detect control bacteria.
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平（北京Sartorius仪器系统有限公司）；PYX-DHS细菌培养箱

（上海跃进医疗器械厂）；MJ-160B霉菌培养箱（上海跃进医疗

器械厂）。

1.2 药品与试剂

药品均为2012年青霉素V钾口服制剂抽验药品青霉素V

钾胶囊[目前国内共3个厂家生产，本次试验选取9批，分别为

A 厂 20111201、20120305、20120402，B 厂 120202、111002、

111001，C 厂 110706、110201、110508，规格：均为每支 0.236 g

（40万u）]；pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液（北京三药科技开

发公司）。

1.3 培养基

胆盐乳糖培养基（批号：120508）、玫瑰红钠琼脂培养基

（批号：130205）、营养琼脂培养基（批号：121223）、营养肉汤培

养基（批号：121218）、改良马丁培养基（批号：121215）、改良马

丁琼脂培养基（批号：130103）、曙红亚甲蓝琼脂培养基（批号：

120911）、4- 甲基伞形酮葡糖苷酸（MUG）培养基（批号：

120607）均来自北京三药科技开发公司。

1.4 验证菌种

金黄色葡萄球菌 [CMCC（B）26003]、枯草芽孢杆菌 [

CMCC（B）63501]、大肠埃希菌[CMCC（B）44102]、白色念珠菌

[CMCC（F）98001]、黑曲霉[CMCC（F）98003]（中国医学菌种中

心提供）。

2 方法与结果
2.1 菌液制备

参照2010年版《中国药典》附录[2]方法，接种大肠埃希菌、

金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌的新鲜培养物至营养肉汤培

养基中 33 ℃培养 20 h，接种白色念珠菌的新鲜培养物至改良

马丁培养基中25 ℃培养24 h，然后分别用0.9％无菌氯化钠溶

液 10倍递增稀释，制成 50～100 CFU/ml的菌悬液；接种黑曲

霉的新鲜培养物至改良马丁琼脂斜面培养基中培养6 d，加入

5 ml含0.05％聚山梨酯80的0.9％无菌氯化钠溶液，将孢子洗

脱，吸出孢子悬液至无菌试管中，用含 0.05％聚山梨酯 80的

0.9％无菌氯化钠溶液 10倍递增稀释，制成 50～100 CFU/ml

的孢子悬液，备用。

稀释剂为pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液。

2.2 供试液制备

取供试品（包括胶囊）10 g，置于锥形瓶中，加稀释液至100

ml，45 ℃水浴混匀，静置5 min，取上清液作为1 ∶10供试液。

2.3 细菌计数测定

分别采用平皿法、培养基稀释法和薄膜过滤法进行试验。

2.3.1 试验组处理。①（平皿法）：取 1 ∶ 10供试液 1 ml，50～

100 CFU/ml试验菌1 ml 同时加入平皿中，立即注入15～20 ml

营养琼脂培养基中，待凝固后，置于 30～35 ℃培养 24～72 h，

逐日观察结果，统计菌落数。②（培养基稀释法）：分别取1 ∶ 10
供试液 0.5、0.2、0.1 ml与 50～100 CFU/ml试验菌 1 ml同时加

入平皿中，立即注入15～20 ml营养琼脂培养基中，待凝固后，

置于30～35 ℃培养24～72 h，逐日观察结果，统计菌落数。③

（薄膜过滤法）：取 1 ∶ 10供试液 1 ml，注入薄膜过滤器中，分别

用稀释剂 100、300、500 ml冲洗，在最后一次加 100 ml冲洗液

前加入1 ml青霉素酶（大于300万u/ml）、50～100 CFU/ml试验

菌 1 ml 同时加入（将试验菌加入最后一次冲洗液中），立即贴

膜于倾注了营养琼脂培养基的平皿内，置于 30～35 ℃培养箱

培养24～72 h，逐日观察结果，统计菌落数。

2.3.2 菌液组处理。以 1 ml稀释剂替代供试液，照“2.3.1”项

下③方法处理后，立即贴膜于倾注了营养琼脂培养基的平皿

内，置于 30～35 ℃培养箱培养 24～72 h，逐日观察结果，测定

每一菌株所加的试验菌数。

2.3.3 供试品对照组处理。取 1 ∶ 10供试液 1 ml，照“2.3.1”项

下③方法处理后（不加试验菌），立即贴膜于倾注了营养琼脂

培养基的平皿内，置于30～35 ℃培养箱培养24～72 h，逐日观

察结果，计数。

2.4 霉菌及酵母菌计数测定

采用平皿法进行试验。

2.4.1 试验组处理。取 1 ∶ 10供试液 1 ml 与 50～100 CFU/ml

试验菌1 ml 同时加入平皿中，立即注入15～20 ml玫瑰红钠琼

脂培养基中，待凝固后，置于 30～35 ℃培养 24～72 h，逐日观

察结果，计数。

2.4.2 菌液组处理。取稀释剂1 ml与50～100 CFU/ml试验菌

1 ml 同时加入平皿中，立即注入15～20 ml玫瑰红钠琼脂培养

基中，待凝固后，置于 30～35 ℃培养 24～72 h逐日观察结果，

测定每一菌株所加的试验菌数。

2.4.3 供试品对照组处理。取 1 ∶ 10供试液 1 ml，立即注入

15～20 ml玫瑰红钠琼脂培养基中，待凝固后，置于30～35 ℃

培养24～27 h逐日观察结果，测定供试品本底菌数。

2.5 回收率的计算

按如下公式计算试验组的回收率，各试验结果见表1。

试验组回收率＝（试验组平均菌落数－供试品对照组的

平均菌落数）/菌液组的平均菌落数×100％。

表1 不同方法试验菌平均回收率结果（％％，n＝10）

Tab 1 Bacterial recoveries of different microbial limit test

methods（％％，n＝10）

菌种

金黄色葡萄球菌
大肠埃希菌
枯草芽孢杆菌
白色念珠菌
黑曲霉

平皿法

0

-

-

82

84

培养基稀释法
0.5 ml

0

-

-

-

-

0.2 ml

0

-

-

-

-

0.1 ml

0

-

-

-

-

薄膜过滤法
100 ml

26

-

-

-

-

300 ml

53

-

-

-

-

500 ml

89

91

93

-

-

注：“-”表示未试验

note：“-”meas not tested

从表1结果可以看出，采用薄膜过滤法（每膜500 ml）后，3

种细菌菌株的回收率均大于70％；采用平皿法，白色念珠菌及

黑曲霉的回收率均大于70％，平行3次试验结果均符合要求。

因此，细菌检查可采用薄膜过滤法（每膜500 ml）测定，酵母及

霉菌检查可采用平皿法测定。

2.6 控制菌检查方法的验证

因样品为口服给药制剂，故应对大肠埃希菌进行控制菌

验证试验[2]。

2.6.1 供试液的制备。同“2.2”项下方法。

2.6.2 试验组处理。取供试液（批号：120202）10 ml注入薄膜

过滤器中，分别用稀释剂 100、200 ml冲洗，每次 100 ml，加入

50～100 CFU大肠埃希菌试验菌（将试验菌加入最后一次冲洗

液中），取膜加入100 ml的胆盐乳糖增菌液中，置于35 ℃培养

24 h。取上述培养物 0.2 ml，接种至含 5 ml 的MUG培养基的

试管内，培养，分别于 5、24 h后在 366 nm波长紫外线下观察，
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同时用未接种的MUG培养基作本底对照，平行2管。观察后，

沿管壁加入数滴靛基质试液，再观察。同时取胆盐乳糖培养
基的培养物划线接种于曙红亚甲蓝琼脂培养基，培养 18～24

h，平行2管，观察有无典型菌落生长。

2.6.3 阴性对照组处理。取稀释剂 10 ml照“2.6.2”试验组方
法处理（不加试验菌）。

2.6.4 验证试验结果。见表2。

表2 大肠埃希菌检查法方法学验证试验结果

Tab 2 Methodology validation of Escherichia coli

大肠埃希菌检查

胆盐乳糖增菌培养基
MUG 靛基质试验
曙红亚甲蓝琼脂平板
加入菌数（CFU）

试验组
100 ml

-

--

无菌落生长
66，60

200 ml

+

++

典型菌落生长

阴性对照组

-

--

无菌落生长

注：“+”表示结果为阳性；“-”表示结果为阴性

note：“+”meas positive；“-”meas negative

从表 2结果可以看出，青霉素V钾胶囊控制菌（大肠埃希
菌）检查采用薄膜过滤法时，若用稀释液 100 ml冲洗，试验组
MUG未现荧光，MUG呈阴性反应，靛基质试液液面呈试剂本
色，未检出所加入的大肠埃希菌，说明不能消除该药物的抑菌
成分；而采用稀释剂200 ml冲洗，每次100 ml，试验组MUG呈
现荧光，MUG呈阳性反应，靛基质试液液面呈玫瑰红色，结果
检出大肠埃希菌，说明可以消除该药物的抑菌成分，可以用于
控制菌的检查。

2.7 样品检查

本文首先对 1家企业生产的青霉素V钾胶囊进行微生物
方法学验证，方法建立后应用于其他厂家样品的微生物方法
学验证，结果见表3。

表3 3个厂家9批次样品的微生物限度检查结果

Tab 3 Results of microbial limit test for 9 batches of Penicil-

lin V potassium capsules from 3 manufacturers

厂家

A

B

C

剂型

胶囊
胶囊
胶囊
胶囊
胶囊
胶囊
胶囊
胶囊
胶囊

批号

20111201

20120305

20120402

120202

111002

111001

110706

110201

110508

回收率，％

金黄色葡
萄球菌

91

89

86

81

86

92

90

92

85

大肠埃
希菌

91

91

85

81

85

90

89

87

86

枯草芽
孢杆菌

85

91

82

88

90

93

89

89

93

白色念
珠菌

87

92

81

90

87

87

88

89

92

黑曲
霉

84

88

93

88

91

86

88

86

91

大肠埃希菌检查

试验组

+

+

+

+

+

+

+

+

+

阴性对
照组

-

-

-

-

-

-

-

-

-

注：“+”表示结果为阳性；“-”表示结果为阴性

note：“+”meas positive；“-”meas negative

从表3可以看出，本文建立的青霉素V钾胶囊微生物检查
方法即细菌检查可采用薄膜过滤法（每膜500 ml、加入1 ml青
霉素酶），霉菌和酵母菌检查可采用平皿法，控制菌采用薄膜
过滤法（每膜200 ml），可以满足国内厂家生产的青霉素V钾胶
囊的微生物限度检查，具有普遍的适用性。

3 讨论
（1）周建等[3]报道的供试液处理方法是采用萃取法以及离

心沉淀法处理样品并对 8种标准菌株进行回收率试验。笔者

采用45 ℃水浴法也能成功将样品胶囊溶化，振荡混匀溶解样

品，静置5 min后，不溶于稀释剂的辅料沉于底部，取上清液进

行试验。

（2）青霉素V钾属β-内酰胺类抗生素[4]，抗菌谱与青霉素相

同，对多数革兰阳性菌、革兰阴性球菌、个别革兰阴性杆菌（如

嗜血杆菌属）、螺旋体和放线菌均有抗菌活性。因此笔者首先

选取金黄色葡萄球菌作为敏感菌株进行试验，当试验方法确

定后再选取枯草芽孢杆菌和大肠埃希菌进行验证。

（3）在对具有抗菌活性的药品进行微生物限度检查时，应

首先消除其抗菌活性。王艳等[5]采用平皿法考察了阿莫西林

口服制剂微生物限度检查，彭洁等[6]采用薄膜过滤法考察了 3

个品种β-内酰胺类抗生素药品的试验菌回收率。笔者为了有

效去除青霉素V钾胶囊的抑菌成分，采用薄膜过滤法，考察了

不同冲洗量对药物抑菌性的作用：用 100、300 ml的稀释液每

次 100 ml进行冲洗，在最后一次加 100 ml冲洗液前加入 1 ml

青霉素酶（大于300万u/ml），均不能消除该药物对敏感菌株金

黄色葡萄球菌的抗菌作用，回收率试验均低于70％；最后用稀

释液500 ml分5次冲洗，在最后一次加100 ml冲洗液前加入1

ml青霉素酶（大于300万u/ml），结果可消除该药物对3种试验

菌的抗菌作用。

（4）β-内酰胺类抗生素具有较强的抗菌活性，单纯采用薄

膜过滤法，不能去除β-内酰胺类抗生素的抗菌活性，β-内酰胺

酶能与β-内酰胺类抗生素的羰基碳的酞胺键相互作用，使β-内

酰胺类抗生素失活[7-8]。如酶的加入量过小，不能完全消除药

物的抗菌活性；而酶的加入量过大，会造成不必要的浪费，容

易污染[9]。因此，在最后一次加100 ml冲洗液前加入1 ml青霉

素酶，可消除青霉素V钾胶囊的抑菌作用。

综上所述，本文采用薄膜过滤法检查青霉素V钾胶囊中

的细菌，平皿法检查霉菌及酵母菌，薄膜过滤法检查控制菌，

结果可靠。
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