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添加防腐剂的五氯柳胺混悬液抑菌效力的检测与评价
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（中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所，甘肃兰州７３００５０）

　　摘要：为了比较添加防腐剂的五氯柳胺混悬液与未添加此类防腐剂的五氯柳胺混悬液的抑菌效力，探讨其防腐剂
添加的合理性及必要性，选取未添加防腐剂和原药、未添加防腐剂、添加防腐剂的制剂，采用《中华人民共和国药典》

２０１５版四部１１２１抑菌效力检查法，以铜绿假单胞菌、大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠菌、黑曲霉５种菌株对其
进行抑菌效力测定。结果表明：添加防腐剂的五氯柳胺混悬液均达到《中华人民共和国药典》２０１５版抑菌效力标准；
不添加防腐剂的未能达到抑菌效力标准。可见五氯柳胺混悬液中防腐剂的添加是合理的，不含防腐剂的五氯柳胺混

悬液可能存在潜在的风险。
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　　在国外，五氯柳胺是水杨苯胺类抗寄生虫类药物，对吸虫
病具有优良的疗效，主要用于治疗牛羊肝片吸虫病，同时对绦

虫和线虫均具有良好的治疗效果。但在国内，五氯柳胺尚无

成品制剂上市。本试验对添加防腐剂（对羟基苯甲酸甲酯、

对羟基苯甲酸丙酯）的五氯柳胺混悬液的抑菌效力进行了探

究。口服制剂在使用过程中容易存在微生物污染问题，《中

华人民共和国药典》２０１５年版（ＣｈＰ２０１５）允许这类产品添加
防腐剂，但是过量的防腐剂存在危害，所以对防腐剂的应用进

行评价［１－３］。本试验针对未添加防腐剂的五氯柳胺（主药）

和添加防腐剂的五氯柳胺混悬剂的抑菌效力进行考察，探究

其防腐剂添加的合理性。

１　试验样品、仪器及试验设计

１．１　供试品
五氯柳胺混悬液（中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究

所自制），考察其抑菌效力情况。

１．２　仪器
隔水式恒温培养箱（上海一恒科学仪器有限公司）、

ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ型双人单面净化工作台、ＬＤＺＭ－６０ＫＣＳ－Ⅱ
立式压力蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂）、电热恒温鼓风

干燥箱、恒温振荡器、优普超纯水制造系统、ＴＨＯＭＡＳ细胞密
度计、比色杯（光径为１０ｍｍ）、ＫＱ３２００ＤＥ数控超声波清洗
器、ＢＳＡ４２３Ｓ－ＣＷ天平（ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）、烧杯、三角瓶等。
１．３　培养基及试剂

胰酪大豆胨液体培养基（ＴＳＢ）（产品批号：１０７３０５１）、沙
氏葡萄糖液体培养基（ＳＤＢ）（产品批号：１０７３０５１）、胰酪胨大
豆琼脂培养基（ＴＳＡ）（产品批号：１０７３１９１）、沙氏葡萄糖琼脂
培养基（ＳＤＡ）（产品批号：１０７２４０１）均来自广东环凯微生物
科技有限公司；培养基适用性检查结果符合中华人民共和国

药典要求；对羟基苯甲酸甲酯（批号：２０１８０１１８）和对羟基苯
甲酸丙酯（批号：２０１３０８３０）购自国药集团化学试剂有限公
司，氯化钠（批号：Ｌ２１８０４１９１０）购自四川科伦药业股份有限
公司。
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１．４　菌种
大肠埃希菌（Ｅ．ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２］、金黄色葡

萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３］、铜绿假单
胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４］、白色念珠
菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１］、黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｎｉｇｅｒ）［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３］菌种均来自中国食品药品检定研
究院［１－５］。

１．５　试验设计
参照《中华人民共和国药典》２０１５年版（ＣｈＰ２０１５）四部

附录通则［２］１１０５中“微生物学计数法”对五氯柳胺混悬液计
数方法进行方法适用性试验［１］。根据试验结果，按照抑菌剂

效力检查法（《中华人民共和国药典》２０１５年版四部１１２１抑
菌效力检查法）对样品进行抑菌剂效力测定［４－１１］。

２　方法与结果

２．１　菌液的制备
参照“《中华人民共和国药典》２０１５年版（ＣｈＰ２０１５）四部

１１２１抑菌效力检查法”的方法进行菌液制备［１］。采用适宜方

法制成含菌量约为１０７～１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，备用［９－１９］。

２．２　计数方法的适用性
２．２．１　平皿法　取供试液，加入小于供试液体积１％的菌悬
液，使每 １ｍＬ供试液中含菌量不大于 １００ＣＦＵ，混匀后取
１ｍＬ置直径９０ｍｍ的无菌平皿中，用于细菌培养的平皿注入
２０ｍＬ温度不超过４５℃的胰酪胨大豆琼脂培养基，用于真菌
培养的平皿注入２０ｍＬ温度不超过４５℃的沙氏葡萄糖琼脂
培养基，按规定条件培养，计数［１，２０－２２］。

２．２．２　计数方法　回收率计算公式为：回收率 ＝（试验组平
均菌落数－供试品对照组平均菌落数）／菌液组平均菌落数，
５种试验菌回收率均高于９０％，结果（表１）表明该方法可用
于该供试品试验。

表１　计数方法适应性试验结果

菌种

平均菌落数

大肠

埃希菌

金黄色

葡萄球菌

铜绿假

单胞菌
黑曲霉

白色

念珠菌

试验组 ８３ ８５ ８０ ７１ ８２
对照组 ０ ０ ０ ０ ０
菌液组 ８９ ８８ ８５ ７６ ８９
回收率（％）９３．２ ９６．５ ９４．１ ９３．４ ９２．１

２．３　抑菌效力测定
取供试品转移至带塞塑料管中，每管５０ｍＬ，混匀，作为

供试品溶液备用。同法制备５份。分别取菌液制备中的菌悬
液（或孢子悬液）０．５ｍＬ接种于上述供试品溶液中，每个容器
接种１种试验菌，混合，使供试品溶液中的试验菌均匀分
布［１］。在试验期间，接种的供试品溶液置２５℃培养箱中避光
贮存。根据《中华人民共和国药典》２０１５年版四部通则１１２１
“抑菌效力检查法”抑菌剂效力，按口服制剂规定的间隔时

间，分别从每个接种过的供试品容器中取供试品 １ｍＬ，用
０９％氯化钠进行１０倍倍比稀释，对各稀释级按相应的微生
物计数方法进行操作。根据各间隔时间的菌数 ｌｇ值相对于
初始菌数ｌｇ值减少程度进行评价［２３－２７］。

２．４　抑菌效力评价标准
五氯柳胺混悬液抑菌效力评价标准按照《中华人民共和

国药典》２０１５年版（ＣｈＰ２０１５）四部通则１１２１“抑菌效力检查
法”中口服制剂的抑菌效力判断标准［１］。该判断标准分为

Ａ、Ｂ２个标准，“Ａ”是指应达到的抑菌效力标准，特殊情况
下，如抑菌剂可能增加不良反应的风险，则至少应达到“Ｂ”的
抑菌效力标准，满足《中华人民共和国药典》２０１５年版
（ＣｈＰ２０１５）四部通则中抑菌效力检查法对口服制剂和直肠给
药制剂抑菌效力的规定，与接菌量比较，１４ｄ细菌数下降均
不小于３ｌｇ值，真菌数下降均不小于１ｌｇ值，２８ｄ细菌和真菌
数对前一个测定时间增加的数量不超过０．５ｌｇ值［１，２５－３０］。

２．５　未添加防腐剂和原药、添加防腐剂的制剂及主药（未添
加防腐剂）的抑菌效力结果

未添加防腐剂和原药的五氯柳胺混悬液抑菌效力结果见

表２。添加防腐剂五氯柳胺混悬液制剂抑菌效力结果见表３。
主药（未添加防腐剂五氯柳胺混悬液）抑菌效力结果见表４。

表２　未添加防腐剂和原药的五氯柳胺混悬液抑菌效力试验结果

检查

菌种

接菌时

菌落数 ｌｇ值
１４ｄ

菌落数 ｌｇ值
ｌｇ值降 ２８ｄ菌落

数ｌｇ值

大肠埃希菌 ２００００００６．３ １００００ ４．０ ２．３ ＮＩ
金黄色葡萄球菌１８０００００６．２ １１０００ ４．０ ２．２ ＮＩ
铜绿假单胞菌 ４１０００００６．６ １６０００ ４．２ ２．４ ＮＩ
白色念珠菌 ３７００００ ５．５ ９００００ ４．９ ０．６ ＮＩ
黑曲霉 １１００００ ５．５ ８７０００ ４．９ ０．６ ＮＩ

　　注：ＮＲ：试验菌未恢复生长；ＮＩ：未增加，是指相对前一个测定时

间，试验菌增加的数量不超过０．５ｌｇ［１］。表３、表４同。

表３　添加防腐剂的制剂的五氯柳胺混悬液抑菌效力试验结果

检查

菌种

接菌时

菌落数 ｌｇ值
１４ｄ

菌落数 ｌｇ值
ｌｇ值降 ２８ｄ菌落

数ｌｇ值

大肠埃希菌 ２００００００６．３ ＜１０ ＜１ ＞５ ＮＲ
金黄色葡萄球菌１８０００００６．２ ＜１０ ＜１ ＞５ ＮＲ
铜绿假单胞菌 ４１０００００６．６ ＜１０ ＜１ ＞５ ＮＲ
白色念珠菌 ３７００００ ５．５ ＜１０ ＜１ ＞４ ＮＲ
黑曲霉 １１００００ ５．５ ＜１０ ＜１ ＞４ ＮＲ

表４　主药抑菌效力试验结果

检查

菌种

接菌时

菌落数 ｌｇ值
１４ｄ

菌落数 ｌｇ值
ｌｇ值降 ２８ｄ菌落

数ｌｇ值

大肠埃希菌 ２００００００６．３ ３２００ ３．５ ２．８ ＮＲ
金黄色葡萄球菌１８０００００６．２ １８００ ３．２ ３．０ ＮＲ
铜绿假单胞菌 ４１０００００６．６ ５５００ ３．７ ２．９ ＮＲ
白色念珠菌 ３７００００ ５．５ ４００００ ４．６ ０．９ ＮＲ
黑曲霉 １１００００ ５．５ ５２０００ ４．７ ０．８ ＮＲ

３　讨论

３．１　处方分析
主药五氯柳胺对革兰氏阳性菌特别是金黄色葡萄球菌有

较强的抑菌作用，对部分革兰氏阴性菌也有一定的抑制作用，

对霉菌的抑菌作用较弱。防腐剂（对羟基苯甲酸甲酯、对羟

基苯甲酸丙酯）对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌以及霉菌都
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有一定的抑制作用。五氯柳胺与防腐剂配合使用后，具有较

为理想的广谱抗菌作用［１２］。

３．２　抑菌效力结果分析
表２表明未添加防腐剂和原药的五氯柳胺混悬液在进行

抑菌效力测试中，细菌中的金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌和铜

绿假单胞菌１４ｄ菌数下降大于２．０ｌｇ，但是均达不到《中华人
民共和国药典》２０１５年版（ＣｈＰ２０１５）的要求；真菌中黑曲霉
１４ｄ菌数下降大于０．５ｌｇ且小于１．０ｌｇ，可知其不符合《中华
人民共和国药典》２０１５年版（ＣｈＰ２０１５）的抑菌效力标准。表
３表明添加防腐剂的五氯柳胺混悬液制剂在进行抑菌效力测
试中，细菌和真菌１４ｄ菌数下降大于３．０ｌｇ，２８ｄ未恢复生长，
从测试结果得出其符合《中华人民共和国药典》２０１５年版
（ＣｈＰ２０１５）的抑菌效力标准。表４数据显示，主药进行抑菌
效力测试中，细菌：１４ｄ菌数下降只有金黄色葡萄球菌大于
３０ｌｇ，且２８ｄ时未恢复生长；大肠埃希菌和铜绿假单胞菌
１４ｄ菌数下降大于２０ｌｇ，小于３．０ｌｇ，虽然 ２８ｄ时未恢复生
长，但未能达到《中华人民共和国药典》２０１５年版（ＣｈＰ２０１５）
的１４ｄ抑菌效力标准。真菌：白色念珠菌和黑曲霉１４ｄ下降
均小于１．０ｌｇ，未能达到《中华人民共和国药典》２０１５年版
（ＣｈＰ２０１５）的抑菌效力标准［１］。

３．３　添加防腐剂的必要性
防腐剂可以用于抑制微生物的生长繁殖，防止微生物污

染而影响产品质量。若药品制剂不具有足够的抑菌作用，为

了防止药品制剂在使用中发生微生物污染，产生危害，在药品

制剂中应加入合适的防腐剂，特别是口服液这样的药品制

剂［１２，３１］。《中华人民共和国药典》２０１５年版（ＣｈＰ２０１５）中抑
菌效力检查法项下规定，用于存活菌数测定的方法，其方法适

应性验证试验菌的回收率不得低于７０％。本次测试中不添
加防腐剂（对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯甲酸丙酯）的五氯柳

胺混悬液未能达到《中华人民共和国药典》２０１５年版
（ＣｈＰ２０１５）的抑菌效力标准。抑菌效力检查结果证明，在五
氯柳胺混悬液处方中加入防腐剂可达到《中华人民共和国药

典》２０１５年版（ＣｈＰ２０１５）抑菌效力要求［１］。
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