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１０％水杨酸软膏微生物限度检查方法的适用性试验

沈秋莲，叶财发，倪晓霞，陈锦珊

　 　 ［摘要］ 　 目的　 建立医院制剂 １０％水杨酸软膏的微生物限度检查方法。 　 方法　 根据《中国药典》２０１５ 年版四部通则

１１０５、１１０６ 及 １１０７ 检测规则，对 １０％水杨酸软膏微生物限度检查的稀释剂种类、稀释级及 ｐＨ 值等进行考察，并对需氧菌总数、霉
菌和酵母菌总数计数及控制菌检查方法进行适用性验证。 　 结果　 以 ０􀆰 ９％氯化钠注射液作为供试液稀释剂时，１ ∶ １０～１ ∶ １００
稀释级供试液 ｐＨ 值在 ２􀆰 ３０～２􀆰 ８１ 之间，采用常规法、培养基稀释法时 ５ 种试验菌种的回收率均低于 ０􀆰 ５，且该制剂有抑菌作用，
表明选用的稀释剂及方法不适用。 以 ｐＨ ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白胨缓冲液为供试液稀释剂时，１ ∶ １０ ～ １ ∶ １００ 稀释级供试液 ｐＨ 在

５􀆰 ５３～６􀆰 ８８ 之间，采用常规法时 ５ 种试验菌种的回收率均在 ０􀆰 ５～２􀆰 ０ 范围内，且该制剂无抑菌作用，表明选用的稀释剂及方法适

用。 结论　 １０％水杨酸软膏微生物限度检查宜选用 ｐＨ ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白胨缓冲液作为供试液的稀释剂，检查方法为常规法。
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０　 引　 　 言

１０％水杨酸软膏为《中国人民解放军医疗机构制

剂规范》（以下简称《军队制剂规范》）２０１５ 年版（第

·９５１·东南国防医药 ２０２１ 年 ３ 月第 ２３ 卷第 ２ 期　 Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ，Ｖｏｌ．２３，Ｎｏ．２，Ｍａｒｃｈ，２０２１



一册）收载的标准制剂［１］，临床用于治疗皮脂溢出、脂

溢性皮炎、银屑病、浅部真菌病、趾疣、鸡眼及局部角

质增生。 《中国药典》２０１５ 年版仅收载 ２％、５％水杨

酸软膏，《军队制剂规范》虽然收载有 １０％水杨酸软

膏，但未明确其微生物限度检查的具体方法，经文献

查新亦未见相关报道。 鉴于 １０％水杨酸软膏配制过

程中容易引入微生物等污染源，因此加强质量控制至

关重要。 为此，笔者以《中国药典》２０１５ 年版四部通

则 １１０５、１１０６ 及 １１０７ 检测规则为依据，通过考察供试

液的稀释剂、稀释级及 ｐＨ 等因素，同时对 １０％水杨

酸软膏进行处理以消除其抗菌性［２⁃３］，最终建立微生

物限度检查方法，现报道如下。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 仪器　 ＨＨ⁃Ｗ２１⁃４２０ 电热恒温水浴箱（上海医

用恒温设备厂）、ＫＱ⁃５００Ｂ 型超声波清洗仪（昆山市

超声仪器有限公司）、ＬＤＺＨ⁃１５０ＫＢＳ 立式压力蒸汽灭

菌器（上海申安医疗器械厂）、ＬＲＨＳ⁃４００⁃Ⅲ恒温恒湿

培养箱（上海跃进医疗器械有限公司）、ＨＷＳ⁃４００ 型

恒温恒湿培养箱（上海精宏实验设备有限公司）、电

子天平（上海浦春计量仪器有限公司）、７８⁃１ 磁力加

热搅拌器（金坛市科析仪器有限公司）、ＰＨＳ⁃３Ｃ 酸度

计（杭州雷磁有限公司）。

１􀆰 １􀆰 ２ 　 试 药 　 水 杨 酸 软 膏 （批 号： ２０１９０３２１１、

２０１９０３２１２、２０１９０３２１３，规格 ２０ ｇ ∶２ ｇ，联勤保障部队

第 ９０９ 医院自制）。

１􀆰 １􀆰 ３　 稀释液与试剂　 ０􀆰 ９％氯化钠注射液（批号：

２０１９１１１３，联勤保障部队第 ９０９ 医院自制），ｐＨ７􀆰 ０ 氯

化钠⁃蛋白胨缓冲液（批号：１０７１４６１，广东环凯微生物

科技有限公司），肉豆蔻酸异丙酯（批号：２０１９０８０７１，

成都艾科达化学试剂有限公司）、二甲基亚砜（批号：

１８０７２８，浙江杭州双林化工试剂厂），均为分析纯。

１􀆰 １􀆰 ４　 培养基 　 胰酪大豆胨琼脂培养基（批号：

１０８２４６１）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（批号：１０８１８０１）、

胰酪大豆胨液体培养基（批号：１０８２４５１）、沙氏葡萄糖

液体培养基（批号：３１０６０３２）、甘露醇氯化钠琼脂培养

基（批号：１０８２１３２）、溴代十六烷基三甲铵琼脂培养基

（批号：１０７３８０１），以上均来源于广东环凯微生物科技

有限公司。

１􀆰 １􀆰 ５　 菌 种 　 金黄色葡萄球菌 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

ａｕｒｅｕｓ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）２６ ００３］、铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏ⁃

ｍｏｎａａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ）［ＣＭＣＣ（Ｂ） １０ １０４］、枯草芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ） ［ＣＭＣＣ（Ｂ）６３ ５０１］、白色念珠菌

（Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ）［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８ ００１］及黑曲霉（Ａｓ⁃

ｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８ ００３］（以上均来源于中

国食品药品检定研究院，且均为 ３ 代）。

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌液制备　 取经 ３０～３５ ℃培养 １８～２４ ｈ 的金

黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌胰酪大

豆胨液体培养基各 １ ｍＬ 和经 ２０～２５ ℃培养２～３ ｄ 的

白色念珠菌沙氏葡萄糖液体培养基 １ ｍＬ，分别用两

种稀释剂（０􀆰 ９％氯化钠注射液和无菌的 ｐＨ７􀆰 ０ 氯化

钠⁃蛋白胨缓冲液）制成每 １ ｍＬ 含菌数不大于 １００ ｃｆｕ

的菌悬液［３⁃６］。

取经 ２０ ～ ２５ ℃培养 ５ ～ ７ ｄ 的黑曲霉沙氏葡萄

糖琼脂斜面培养物，分别加入 ３ ～ ５ ｍＬ 含 ０􀆰 ０５％

（ｍＬ ／ ｍＬ）聚山梨酯 ８０ 的两种稀释剂。 将孢子洗

脱，再用适宜的方法吸出孢子悬液至无菌试管内，

分别用含 ０􀆰 ０５％（ｍＬ ／ ｍＬ）聚山梨酯 ８０ 的两种稀

释剂制成每 １ ｍＬ 含菌数不大于 １００ ｃｆｕ 的菌

悬液［３⁃６］ 。

１􀆰 ２􀆰 ２　 供试液制备 　 称取供试品 ２０ ｇ，加至含 ２０

ｍＬ 肉豆蔻酸异丙酯、２０ ｍＬ 二甲基亚砜和玻璃珠的

无菌三角烧瓶中，再分别加入 ０􀆰 ９％氯化钠注射液

和无菌的 ｐＨ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白胨缓冲液至 ２００ ｍＬ，

振摇，４５ ℃水浴超声 ３０ ｍｉｎ 充分混匀后静置，取水

层作为１ ∶１０供试液。 从 １ ∶ １０ 供试液中取５０ ｍＬ、

２０ ｍＬ、１０ ｍＬ，分别加入 ０􀆰 ９％氯化钠注射液和无菌

的 ｐＨ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白胨缓冲液至 １００ ｍＬ，充分混

匀，作为 １ ∶２０、１ ∶５０、１ ∶１００ 供试液。

１􀆰 ２􀆰 ３　 微生物计数方法适用性试验　 （１）以 ０􀆰 ９％

氯化钠注射液为稀释剂，采用常规法［７⁃８］ 进行微生

物计数适用性试验：①试验组：取制备好的供试液

９􀆰 ９ ｍＬ，加入试验菌菌液 ０􀆰 １ ｍＬ，混匀，使每 １ ｍＬ

供试液中含菌量不大于 １００ ｃｆｕ，取含菌量不大于

１００ ｃｆｕ 的供试液 １ ｍＬ，注入平皿中，立即倾注培养

基（需氧菌总数测定用胰酪大豆胨琼脂培养基，
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霉菌和酵母菌总数测定用沙氏葡萄糖琼脂培养

基），置规定温度培养 ３ ～ ５ ｄ，每个菌株平行制备 ２
个平皿，点计菌落数。 ②菌液组：用稀释剂代替供

试液，按“试验组”的操作加入试验菌液，点计菌落

数。 ③供试品对照组：吸取上述制备好的供试液 １
ｍＬ，用稀释剂代替菌液，其余操作同“试验组”，测定

供试品的本底菌数。 ④阴性对照组：用稀释剂代替

供试液和菌液，其余操作同“试验组”，以测定稀释

剂的本底菌数。 （２）以 ０􀆰 ９％氯化钠注射液为稀释

剂，采用培养基稀释法［９⁃１０］ 进行微生物计数适用性

试验：试验组：取制备好的供试液 ９􀆰 ９ ｍＬ，加入试验

菌菌液 ０􀆰 １ ｍＬ，混匀，使每 １ ｍＬ 供试液中含菌量不

大于 １００ ｃｆｕ，取含菌量不大于 １００ ｃｆｕ 的供试液 ０􀆰 ２
ｍＬ，注入平皿中，立即倾注胰酪大豆胨琼脂培养基

或沙氏葡萄糖琼脂培养基，置规定温度培养 ３～５ ｄ，
每个菌株平行制备 １０ 个平皿，点计菌落数。 供试品

对照组、菌液组及阴性对照组同“常规法”操作，测
定菌落数，计算回收率。 （３）以 ｐＨ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白

胨缓冲液为稀释剂，采用常规法进行微生物计数适

用性试验：用 ｐＨ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白胨缓冲液代替

０􀆰 ９％氯化钠注射液，试验组、供试品对照组、菌液组

及阴性对照组同“常规法”操作。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肉豆蔻酸异丙酯和二甲基亚砜的抗菌性考

察　 按“１􀆰 ２􀆰 ２”项下要求制备供试液，分别在含有

８０ ｍＬ０􀆰 ９％氯化钠注射液和 ｐＨ ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白胨

缓冲液的无菌三角烧瓶中加入 １０ ｍＬ１０％肉豆蔻酸

异丙酯和 １０ ｍＬ１０％二甲基亚砜，振摇混匀，即得

１ ∶１０供试液。 用上述供试液，采用常规法进行微生

物计数方法试验，以 ５ 种常用菌作为试验菌用常规

法考察肉豆蔻酸异丙酯和二甲基亚砜对抗菌活性

的影响。
１􀆰 ２􀆰 ５　 控制菌方法适用性试验 　 分别取“１􀆰 ２􀆰 ２”
项下制备好的 １ ∶ １０ 供试液 １０ ｍＬ 和“１􀆰 ２􀆰 １”项下

制备好的金黄色葡萄球菌与铜绿假单胞菌菌悬液

１ ｍＬ（含菌量≤１００ ｃｆｕ），按《中国药典》２０１５ 年版

四部金黄色葡萄球菌与铜绿假单胞菌检查项下进

行试验。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 供试液酸碱度测定结果 　 以 ０􀆰 ９％氯化钠注

射液为稀释剂时，１ ∶ １０ ～ １ ∶ １００ 各稀释级供试液

ｐＨ 值在 ２􀆰 ３０～２􀆰 ８１ 之间。 以 ｐＨ ７􀆰 ０ 氯化钠－蛋白

胨缓冲液为稀释剂时，１ ∶ １０～１ ∶ １００ 各稀释级供试

液 ｐＨ 值在 ５􀆰 ５３～６􀆰 ８８ 之间。 见表 １。

表 １　 两种稀释剂下各稀释级供试液的 ｐＨ 值

稀释剂
稀释级

１ ∶ １０ １ ∶ ２０ １ ∶ ５０ １ ∶ １００
０􀆰 ９％氯化钠注射液 ２􀆰 ３０ ２􀆰 ５０ ２􀆰 ７０ ２􀆰 ８１
ｐＨ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白胨缓冲液 ５􀆰 ５３ ６􀆰 ３５ ６􀆰 ５１ ６􀆰 ８８
　

２􀆰 ２　 微生物计数方法适用性试验结果 　 以 ０􀆰 ９％
氯化钠注射液为稀释剂时，分别取 １ ∶ １０ ～ １ ∶ １００
供试液，采用常规法和培养基稀释法对水杨酸软

膏进行微生物计数方法试验显示，５ 种试验菌种的

回收率均低于 ０􀆰 ５，不符合《中国药典》 ２０１５ 年版

四部通则要求， 见表 ２、表 ３。 ｐＨ ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白

胨缓冲液为稀释剂常规法试验显示，５ 种试验菌种

的回收率均在 ０􀆰 ５ ～ ２􀆰 ０ 范围内，符合《中国药典》
２０１５ 年版四部通则的要求，见表 ４。 故以 ｐＨ ７􀆰 ０
氯化钠⁃蛋白胨缓冲液为稀释剂，取 １ ∶ １０ 供试液

１ ｍＬ，采用常规法可作为水杨酸软膏的微生物计

数方法。

表 ２　 ０􀆰 ９％氯化钠注射液为稀释剂常规法试验回收率（ｎ＝３）

菌株类型
稀释级

１ ∶ １０ １ ∶ ２０ １ ∶ ５０ １ ∶ １００
需氧菌总数

金黄色葡萄球菌 － － － ０􀆰 １６

铜绿假单胞菌 － － － ０􀆰 ０８

枯草芽孢杆菌 － － － ０􀆰 ０５

白色念珠菌 － ０􀆰 ０３ ０􀆰 １１ ０􀆰 １７

黑曲霉 － ０􀆰 ０３ ０􀆰 ０９ ０􀆰 ２１

霉菌和酵母菌总数

白色念珠菌 － ０􀆰 ０３ ０􀆰 １５ ０􀆰 ２２

黑曲霉 － ０􀆰 ０５ ０􀆰 １３ ０􀆰 ２５
“－”表示试验组、供试品对照组及阴性对照组无菌落生长，
菌液组有典型菌落生长

２􀆰 ３　 肉豆蔻酸异丙酯和二甲基亚砜的抗菌性考察

结果　 ５ 种试验菌种的回收率均在 ０􀆰 ５ ～ ２􀆰 ０ 范围

内，符合《中国药典》２０１５ 年版四部通则的要求。 故

可以用 １０％肉豆蔻酸异丙酯和 １０％二甲基亚砜作

为增溶剂。 见表 ５。
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表 ３　 ０􀆰 ９％氯化钠注射液为稀释剂培养基稀释法试验回收

率（ｎ＝３）

菌株类型
稀释级

１ ∶ １０ １ ∶ ２０ １ ∶ ５０ １ ∶ １００
需氧菌总数

　 金黄色葡萄球菌 － － ０􀆰 １２ ０􀆰 ２６

　 铜绿假单胞菌 － － ０􀆰 ０９ ０􀆰 １３

　 枯草芽孢杆菌 － － － ０􀆰 １６

　 白色念珠菌 － ０􀆰 ０９ ０􀆰 １６ ０􀆰 ２１

　 黑曲霉 － ０􀆰 ０７ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ３９

霉菌和酵母菌总数

　 白色念珠菌 － ０􀆰 ０７ ０􀆰 ３５ ０􀆰 ５１

　 黑曲霉 － ０􀆰 ０５ ０􀆰 １２ ０􀆰 ３７
　 “－”表示试验组、供试品对照组及阴性对照组无菌落生
长，菌液组有典型菌落生长

表 ４　 　 ｐＨ ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白胨缓冲液为稀释剂常规法试验

结果（１ ∶ １０ 供试液，ｎ＝３）

菌株类型

菌落数（ｃｆｕ）

试验组 菌液组
供试品
对照组

阴性
对照组

回收率

需氧菌总数

　 金黄色葡萄球菌 １０５ １１２ ０ ０ ０􀆰 ９４

　 铜绿假单胞菌 ９２ １０１ ０ ０ ０􀆰 ９１

　 枯草芽孢杆菌 ８６ ９０ ０ ０ ０􀆰 ９５

　 白色念珠菌 ８８ ９２ ０ ０ ０􀆰 ９６

　 黑曲霉 １１０ １１９ ０ ０ ０􀆰 ９２

霉菌和酵母菌总数

　 白色念珠菌 ８５ ９５ ０ ０ ０􀆰 ８９

　 黑曲霉 １０６ １１５ ０ ０ ０􀆰 ９２
　

表 ５　 肉豆蔻酸异丙酯和二甲基亚砜在两种稀释剂下的试

验回收率（ｎ＝３）

菌株类型
稀释剂

０􀆰 ９％氯化钠
注射液

ｐＨ７􀆰 ０ 氯化钠⁃
蛋白胨缓冲液

需氧菌总数

　 金黄色葡萄球菌 ０􀆰 ８９ ０􀆰 ９１

　 铜绿假单胞菌 ０􀆰 ９０ ０􀆰 ９５

　 枯草芽孢杆菌 ０􀆰 ９３ ０􀆰 ９０

　 白色念珠菌 ０􀆰 ９５ ０􀆰 ８９

　 黑曲霉 ０􀆰 ９２ ０􀆰 ９６

霉菌和酵母菌总数

　 白色念珠菌 ０􀆰 ８９ ０􀆰 ９２

　 黑曲霉 ０􀆰 ９５ ０􀆰 ８８
　
２􀆰 ４　 控制菌方法适用性试验结果　 以 ０􀆰 ９％氯化钠

注射液为稀释剂时，试验组、供试品对照组及阴性对

照组无菌落生长，菌液组有典型菌落生长，表明供

试液对控制菌生长有抑制作用。 以 ｐＨ ７􀆰 ０ 氯化钠⁃

蛋白胨缓冲液为稀释剂时，试验组、菌液组有典型

菌落生长，供试品对照组及阴性对照组无菌落生

长，表明供试液对控制菌生长无抑制作用。 因此，

根据《中国药典》２０１５ 年版四部通则 １１０６ 控制菌检

查要求，宜选用 ｐＨ ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白胨缓冲液为稀

释剂，并采用常规法用于控制菌检查。 见表 ６。

表 ６　 控制菌验证结果（ｎ＝３）

稀释剂 菌种 试验组 菌液组
供试品
对照组

阴性
对照组

０􀆰 ９％氯化钠注射液 金黄色葡萄球菌 － ＋ － －

铜绿假单胞菌 － ＋ － －

ｐＨ７􀆰 ０氯化钠⁃蛋白胨缓冲液 金黄色葡萄球菌 ＋ ＋ － －

铜绿假单胞菌 ＋ ＋ － －
　 “－” 表示无菌落生长；“＋”表示有典型菌落生长

３　 讨　 　 论

３􀆰 １　 开展本试验研究的必要性 　 现行的《中国药

典》和《军队制剂规范》均无 １０％水杨酸软膏微生物

限度检查方法，亦未见相关研究报道，因此进行试

验研究及方法学验证对保证其质量具有重要意义。

３􀆰 ２　 供试液制备增溶剂的选择　 水杨酸软膏由水

杨酸、羊毛脂、黄凡士林等配制而成［１］。 水杨酸是

一种脂溶性的有机酸［１１］，具有部分酸的通性，在水

中的溶解性较差，而黄凡士林的熔点为 ４５ ～ ６０

℃ ［１２］，具有一定的拉丝性，因此供试液制备时必须

遴选适宜的增溶剂。 经试验，我们采取加入 １０％肉

豆蔻酸异丙酯和 １０％二甲基亚砜置于 ４５ ℃水浴超

声 ３０ ｍｉｎ，发现其不但没有影响微生物生长繁殖，还

明显提高了水杨酸软膏的溶解性。 其中，肉豆蔻酸

异丙酯具有良好的溶解、润滑、促透作用，还具有一

定的自乳化作用，而二甲基亚砜具有强极性、脂水

双亲性及其在液态所处温度范围广等特性，是兼容

有机物和无机物的万能溶剂，两者对难溶性或脂溶

性药物具有增溶作用［１３⁃１４］。

３􀆰 ３　 供试液 ｐＨ 值对抗菌活性的影响　 ｐＨ 值与微

生物生长代谢密切相关，不同微生物有不同的适宜

ｐＨ 值，可根据需要调节 ｐＨ 值以适应不同微生物
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生长需求［１５］。 对好氧微生物而言，ｐＨ 值维持在 ５ ～

９ 最优。 前期我们选用 ０􀆰 ９％氯化钠注射液为稀释

剂时，制备所得 １ ∶ １０ ～ １ ∶ １００ 供试液 ｐＨ 值在

２􀆰 ３０～２􀆰 ８１ 之间，采用常规法、培养基稀释法 ５ 种试

验菌株的回收率均低于 ０􀆰 ５，推测强酸环境是导致

试验菌株不生长的主要原因。 后期我们改用具有

ｐＨ 缓冲作用的 ｐＨ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白胨缓冲液为稀释

剂，制备所得 １ ∶ １０～１ ∶ １００ 供试液 ｐＨ 值在 ５􀆰 ５３～

６􀆰 ８８ 之间，采用常规法 ５ 种试验菌株的回收率均在

０􀆰 ５～２ 的标准范围内，而且很好地去除了水杨酸软

膏的抑菌性。

综上所述，经验证，以 ｐＨ７􀆰 ０ 氯化钠⁃蛋白胨缓

冲液为稀释剂，采用常规法可作为 １０％水杨酸软膏

的微生物限度检查方法。
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