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盐酸左氧氟沙星是第三代喹诺酮类药氧氟沙星的左旋体[1]，

由日本第一制药株式会社开发研制，于1994 年初在日本首次

上市，其作用机制为通过抑制细菌脱氧核糖核酸（DNA）旋转

酶活性、抑制细菌DNA 复制而发挥杀菌作用[2]。目前，随着研

究的深入，其应用范围越来越广泛，但尚未见有盐酸左氧氟沙

星片微生物限度检查方法的文献报道。因此，笔者根据 2010

年版《中国药典》（二部）微生物限度检查法有关规定[3]，建立了

盐酸左氧氟沙星片的微生物限度检查法并对其进行了方法学

验证。结果表明，采用薄膜过滤法加中和剂硫酸镁检查盐酸

左氧氟沙星片中的细菌，平皿法检查霉菌及酵母菌，薄膜过滤

法加中和剂硫酸镁检查控制菌的方法可行，结果可靠。
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1.1 仪器

1384 BSC生物安全柜（美国热电赛默飞世尔科技公司）；

HTY-2000 集菌仪（杭州市泰林医疗器械厂）；T601-L电子天

平（北京赛多利斯仪器系统有限公司）；PYX-DHS 细菌培养
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摘 要 目的：建立盐酸左氧氟沙星片的微生物限度检查方法。方法：采用平皿法、薄膜过滤法和薄膜过滤法加中和剂（硫酸镁）

对盐酸左氧氟沙星片进行微生物限度检查法研究。结果：细菌检查采用含0.1 mol/L硫酸镁的pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液

（稀释液）500 ml分5次冲洗的薄膜过滤法（培养基中再加入1 mol/L硫酸镁溶液1 ml），可以有效消除抑菌成分对试验的影响，霉菌

和酵母菌检查采用平皿法，5种阳性菌的回收率均可达到70％；控制菌采用含0.1 mol/L硫酸镁的稀释液300 ml冲洗的薄膜过滤法

进行验证后结果符合要求。结论：建立的盐酸左氧氟沙星片微生物限度检查方法操作简单、可行，结果可靠。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the microbial test method for Levofloxacin hydrochloride tablets. METHODS：Microbial

limit test for Levofloxacin hydrochloride tablets were carried out by using plating method，membrane-filter method and mem-

brane-filter method with neutralizing agent of magnesium sulfate. RESULTS：The membrane-filter method（1 mol/L magnesium sul-

fate solution 1 ml added into culture medium），as pH 7.0 sterile sodium chloride-peptone buffer 500 ml containing 0.1 mol/L neu-

tralizer magnesium sulfate for flushing 5 times，could be used for the microbial limit test. The method can effectively eliminate the

effects of anti-microbial component on the test. Plating method was used to detect mould and saccharomycetes，and recovery rate of

5 kinds of positive bacteria had reached 70％. It was in line with the requirements that membrane-filter method of pH 7.0 sterile so-

dium chloride-peptone buffer 300 ml containing 0.1 mol/L neutralizer magnesium sulfate was used for the controlled bacteria limit

test. CONCLUSIONS：The established microbial test method for Levofloxacin hydrochloride tablets is simple，feasible and reliable.
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箱、MJ-160B霉菌培养箱（上海跃进医疗器械厂）。

1.2 样品

盐酸左氧氟沙星片[江西制药有限责任公司，批号：1301018、

1304064、1307118，规格：每片0.1 g（以左氧氟沙星计）]。

1.3 稀释液与试剂

稀释液为 pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液（广东环凯微

生物科技有限公司，批号：3102112）；硫酸镁（佛山西陇化工有

限公司，批号：20121017）。

1.4 培养基

胆盐乳糖培养基（批号：130126）、玫瑰红钠琼脂培养基

（批号：130216）、营养琼脂培养基（批号：130126）、营养肉汤培

养基（批号：121026）、改良马丁培养基（批号：120912）、改良马

丁琼脂培养基（批号：121012）、曙红亚甲蓝琼脂培养基（批号：

120915）、胆盐乳糖增菌培养基（批号：121015）、4-甲基伞形酮

葡糖苷酸（MUG）培养基（批号：121026）均来自北京路桥技术

有限责任公司。

1.5 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]均来自中国医学

菌种中心。

2 方法与结果
2.1 菌液制备

参照 2010年版《中国药典》附录[3]，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，置于 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。

2.2 供试液制备

取供试品10 g，置于研钵中研细，加pH 7.0无菌氯化钠-蛋

白胨缓冲液 100 ml，振摇混匀，静置 30 min，取上清液作为 1 ∶
10供试液。

2.3 回收率的测定

2.3.1 细菌数薄膜过滤法测定。

（1）试验组。由于左氧氟沙星对细菌具有较强的抑菌作

用，故采用薄膜过滤法和薄膜过滤法（不同冲洗量的冲洗液）

加中和剂硫酸镁去除抑菌性，方法见A～E。

A：取1 ∶ 10供试液1 ml注入微生物限度用薄膜过滤器中，

用稀释液 500 ml分 5次冲洗，在最后一次冲洗液中加入 50～

100 CFU试验菌，过滤，取出滤膜，菌面朝上贴于营养琼脂培

养基平板上，置于30～35 ℃培养24～72 h，逐日观察结果，统

计菌落数。

B：取1 ∶ 10供试液1 ml注入微生物限度用薄膜过滤器中，

用含 0.1 mol/L硫酸镁的稀释液 500 ml分 5次冲洗，其余操作

同“A”。

C：取1 ∶ 10供试液1 ml注入微生物限度用薄膜过滤器中，

用含 0.1 mol/L硫酸镁的稀释液 800 ml分 8次冲洗，其余操作

同“A”。

D：取1 ∶ 10供试液1 ml注入微生物限度用薄膜过滤器中，

用含 0.1 mol/L硫酸镁的稀释液 300 ml分 3次冲洗，在最后一

次冲洗液中加入50～100 CFU试验菌，过滤，取出滤膜，菌面朝

上贴于营养琼脂培养基平板上（加入 1 mol/L 硫酸镁溶液 1

ml），置于30～35℃培养24～72 h逐日观察结果，统计菌落数。

E：取1 ∶ 10供试液1 ml注入微生物限度用薄膜过滤器中，

用含 0.1 mol/L硫酸镁的稀释液 500 ml分 5次冲洗，其余操作

同“D”。

（2）菌液组。以 1 ml稀释液替代供试液，照“（1）项下 A、

B、C、D、E”试验组方法处理后，立即贴膜于营养琼脂培养基平

板上（加入 1 mol/L 硫酸镁溶液 1 ml），置于 30～35 ℃培养

24～72 h，逐日观察结果，统计菌落数。

（3）供试品对照组。取 1 ∶ 10供试液 1 ml，照“（1）项下A、

B、C、D、E”试验组方法处理后（不加试验菌），立即贴膜于营养

琼脂培养基平板上（加入1 mol/L硫酸镁溶液1 ml），置于30～

35 ℃培养24～72 h，逐日观察结果，统计菌落数。

2.3.2 霉菌及酵母菌平皿法测定。

（1）试验组。取1 ∶ 10供试液1 ml及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23～28 ℃培养24～120 h，逐日观察结

果，统计菌落数。

（2）菌液组。取稀释液 1 ml 及 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 23～28 ℃培养 24～120 h，逐日观察结果，

统计菌落数。

（3）供试品对照组。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23～28 ℃培养

24～120 h，逐日观察结果，测定供试品本底菌数。

2.3.3 回收率的计算。

按如下公式计算试验组的加菌回收率，结果见表1。

试验组的加菌回收率＝（试验组的平均菌落数－供试品

对照组的平均菌落数）/菌液组的平均菌落数×100％。

表1 不同方法各试验菌平均回收率结果（％％，n＝3）

Tab 1 Average recovery rate of test bacterial by different

methods（％％，n＝3）

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

/

/

/

90

82

薄膜过滤法
A

0

0

0

/

/

B

20

10

50

/

/

C

30

25

60

/

/

D

60

65

75

/

/

E

98

82

80

/

/

注：“/”为空白，表示未试验

note：“/”means blank，no test

2.3.4 结果。

从表1结果可以看出，采用薄膜过滤法，用含0.1 mol/L硫

酸镁的稀释液 500 ml分 5次冲洗，琼脂培养基中加入 1 mol/L

硫酸镁溶液1 ml后（即方法E），3种细菌菌株的回收率均大于
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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（用含 0.1 mol/L硫酸镁的稀释液 500 ml分 5次冲

洗，琼脂培养基中加入1 mol/L硫酸镁溶液1 ml）测定，酵母及

霉菌检查可采用平皿法。

2.4 控制菌检查方法的验证

2.4.1 供试液的制备。

同“2.2”项下方法制备。

2.4.2 试验组。

取供试液10 ml注入微生物限度用薄膜过滤器中，分别用

含0.1 mol/L硫酸镁的稀释液100、300 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），取滤膜加入 100 ml的胆盐乳糖增菌培养基液中，置

于35 ℃培养24 h。取上述培养物0.2 ml，接种至含5 ml MUG

培养基的试管内培养，于5、24 h在366 nm紫外线下观察，同时

用未接种的MUG培养基作本底对照。观察后，沿管壁加入数

滴靛基质试液，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，观察有无典型

菌落生长。

2.4.3 阴性对照组。

取稀释液10 ml照”2.4.2”试验组方法处理（不加试验菌），

观察有无菌落生长，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 results of E. coli test

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
86，80

300 ml

+

++

典型菌落生长

阴性对照组

-

--

无菌落生长
/

注：“+”为阳性，“-”为阴性，“/”为空白

note：“+”means positive，“-”means negative，“/”means blank

2.4.4 结果。

从表 2结果可以看出，盐酸左氧氟沙星片控制菌（大肠埃

希菌）检查采用薄膜过滤法，采用含 0.1 mol/L 硫酸镁稀释液

300 ml冲洗，每次100 ml。试验组MUG呈现荧光，MUG阳性，

靛基质试液液面呈玫瑰红色，阴性对照组未检出试验菌，试验

组均检出试验菌。表明该法可消除该药物的抑菌成分，可用

于控制菌的检查。

2.5 硫酸镁溶液对试验的影响

参考文献[4]，本文考察了含 1 mol/L硫酸镁溶液 1 ml的营

养琼脂培养基平板对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌及枯草芽

孢杆菌生长的影响情况。分别取50～100 CFU试验菌注入微

生物限度用薄膜过滤器中，用稀释液 100 ml冲洗，取出滤膜，

菌面朝上贴于营养琼脂培养基平板和含1 mol/L硫酸镁溶液1

ml的营养琼脂培养基平板上，置于 30～35 ℃培养 24～72 h，

逐日观察结果，统计菌落数。结果表明，含1 mol/L硫酸镁溶液

1 ml的营养琼脂培养基平板对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌及

枯草芽孢杆菌生长均未见明显影响，结果见表3。

表3 硫酸镁对3种试验菌生长的影响

Tab 3 Effects of magnesium sulfate on the growth of 3

kinds of test bacterials

菌种

大肠埃希菌
金黄色葡萄球菌
枯草芽孢杆菌

菌落数

含1 mol/L硫酸镁溶液1 ml的营养
琼脂培养基平板

62

75

70

营养琼脂培养基平板

65

78

70

2.6 样品检查

取其余 2批盐酸左氧氟沙星片样品，按“2.2”项下方法制

备供试液，采用“2.3.1（1）项下E”方法进行细菌检查，“2.3.2”项

下方法进行霉菌及酵母菌检查，“2.4”项下方法进行控制菌检

查，结果均符合规定。

3 讨论
杨小春[5]等采用离心加薄膜过滤法进行了盐酸左氧氟沙

星胶囊的细菌微生物限度检查；而本文采用薄膜过滤法，供试

液无需离心处理，故操作更简单。

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[6]。盐酸左氧氟沙星具有较强的抗菌活性，

单纯采用薄膜过滤法，不能去除抗菌活性。从喹诺酮类药化

学性质方面进行分析，该药与金属离子（Fe2+，Mg2+，Mn2+）等络

合能形成稳定的六元环络合物，掩盖其活性基团，使抗菌活性

消失[7]；有文献表明，金属离子与喹诺酮类药可发生络合反应，

显著降低其抑菌作用[4]。因此笔者首先分别用 500、800 ml含

0.1 mol/L硫酸镁的稀释液每次 100 ml进行冲洗，但均不能消

除该药物对3种试验菌的抗菌作用，回收率均低于70％。考虑

到药物与Mg2+反应时间较短，随后在培养基中加入1 mol/L硫

酸镁溶液 1 ml，分别用 300、500 ml含 0.1 mol/L硫酸镁的稀释

液每次 100 ml进行冲洗，其中 300 ml冲洗后仅有枯草芽孢杆

菌回收率大于70％，500 ml冲洗后能消除该药物对3种试验菌

的抗菌作用，回收率均高于70％，符合要求。
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