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盐酸莫西沙星微生物检验技术的应用研究

焦明辉 李彩华 李丹丹
天方药业有限公司 河南 驻马店 463000

摘� 要：目的根据现行的《中国药典》（2020版）要求，建立盐酸莫西沙星原料药微生物限度检验方法。方法
微生物计数中的需氧菌计数检查法采用中和剂联合薄膜过滤法，霉菌和酵母菌计数检查法采用平皿法，大肠埃希菌

检查采用中和剂联合薄膜过滤法，中和剂使用0.1%的硫酸镁溶液。结果采用以上方法试验组微生物回收率在0.7-1.0之
间，符合2020年版《中国药典》的0.5-2.0的规定，可用于此药品微生物检验的质量控制。结论 薄膜过滤联合中和剂硫
酸镁能有效消除盐酸莫西沙星的抑菌抗菌活性，能作为盐酸莫西沙星原料药的微生物检查。
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盐酸莫西沙星为全身用抗菌药可用于急性细菌性鼻

窦炎、慢性支气管炎急性发作、社区获得性肺炎、非复

杂性皮肤和皮肤组织感染等疾病的治疗。莫西沙星为第

四代新型的氟喹诺酮类抗生素，它对革兰阳性杆菌（金

黄色葡萄球菌等）、革兰阴性菌（大肠杆菌等）、厌氧

菌与非典型病原体均有良好的抗菌活性。盐酸莫西沙星

含有喹诺酮环分子结构，此分子结构能与金属离子发生

络合反应，能引起盐酸莫西沙星的抗菌活性下降，所以

可以选择含镁离子的硫酸镁或氯化镁作为中和剂降低该

药物的抗菌活性。

1 仪器与试药

1.1  仪器
HTY-305S微生物检测仪；VC-S-1300型 净化工作

台；XG1.DWX-0.36D灭菌柜；BSC-1300IIA2生物安全
柜；BD-SPX-430需氧菌培养箱；BD-SPX-250霉菌和酵母
菌培养箱；BD-SPX-430大肠埃希菌培养箱。

1.2  试药
盐酸莫西沙星原料药 （批号201106004 201206001 

201206002）；胰酪大豆胨琼脂干粉培养基（每100ml中
含0.1mol/L硫酸镁溶液5ml） ；沙氏葡萄糖琼脂干粉培
养基；胰酪大豆胨液体培养基（每100ml中含0.1mol/L硫
酸镁溶液5ml），麦康凯液体培养基；麦康凯琼脂培养
基；上述培养基均已经过培养基的适用性检查，满足现

行《中国药典》的要求； 7水硫酸镁；磷酸二氢钾；氢
氧化钠。

1.3  菌种
铜绿假单胞菌〔CMCC（B）10 104〕金黄色葡萄球

菌〔CMCC（B）26 003〕枯草芽孢杆菌〔CMCC（B）63 
501〕白色念珠菌〔CMCC（F）98 001〕黑曲霉〔CMCC
（F）98 003〕大肠埃希菌〔CMCC（B）44 102〕来源：

中国食品药品检定研究院

2 方法与结果

2.1   菌液及缓冲液制备
按2020版《中国药典》的方法分别制备金黄色葡萄

球菌、白色念珠菌、黑曲霉、枯草芽孢杆菌、铜绿假单

胞菌等适宜浓度的菌悬液。制备后将它们保存在2～8℃
冰箱，当天内使用。

缓冲液配制：取0.2mol/L磷酸二氢钾溶液250ml加入
0.2mol/L氢氧化钠溶液118ml，用水稀释至1000ml，摇
匀，过滤灭菌备用。

2.2  供试液的制备
称取规定量的供试品10g，至三角瓶中，加缓冲液至

100ml，振摇、搅拌5分钟使其混合均匀，作为1：10的供
试品原液，静置备用。

2.3  需氧菌总数计数采用的方法：中和剂联合薄膜过
滤法（滤膜孔径0.45μm，直径为50mm）

2.3.1  试验组：取上述制备好的供试品原液上清液
1ml（相当于供试品0.1g），加入至400ml稀释液中，搅
拌、振摇使其溶解后，加入中和剂60ml，混合均匀，作
为供试液。静置约3分钟后，使用微生物限度检查仪将供
试液过滤，全部过滤完成后，用冲洗液冲洗滤膜，每次

进行冲洗100ml，总量冲洗500ml。在最后100ml的冲洗液
中添加不大于100cfu的金黄色葡萄球菌菌悬液，进行过
滤冲洗后，取出滤膜，菌面朝上贴于胰酪大豆胨琼脂平

板培养基表面上，将其倒置在30~35℃的培养箱中，培养
3天，每日观察并计数。照上述同样的方法，分别以铜绿
假单胞菌、枯草芽孢杆菌为试验菌进行试验，于30~35℃
的培养箱中倒置3天，并逐日观察计数；分别以白色念珠
菌、黑曲霉为试验菌进行试验，于30~35℃的培养箱中倒
置培养5天，计数。
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2.3.2  菌液对照组：分别取缓冲液（不含中和剂）替
代供试液，加入金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿

假单胞菌、黑曲霉、白色念珠菌菌液，同试验组操作，

作为菌液对照组。

2.3.3  中和剂对照组：分别取缓冲液（含中和剂硫
酸镁）替代供试液，加入金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、铜绿假单胞菌、黑曲霉、白色念珠菌菌液，同试验

组操作，作为中和剂对照组。

2.3.4  需氧菌总数计数方法适用性结果
需氧菌总数计数试验微生物回收如下表1(胰酪大豆胨

琼脂培养基)：

表1 需氧菌总数计数方法验证结果

批号 试验菌 试验组
菌液
对照组

中和剂
对照组

试验组菌落
数回收比值

中和剂对组菌落
数回收比值

201106004
铜绿假
单胞菌

54cfu

67cfu 68cfu

0.81

1.01201206001 57cfu 0.84

201206002 55cfu 0.82

201106004
金黄色
葡萄球菌

60cfu

80cfu 77cfu

0.75

0.96201206001 59cfu 0.73

201206002 63cfu 0.79

201106004
枯草芽
孢杆菌

58cfu

73cfu 71cfu

0.79

0.97201206001 61cfu 0.82

201206002 56cfu 0.77

201106004

白色念珠菌

78cfu

83cfu 79cfu

0.94

0.95201206001 81cfu 0.96

201206002 75cfu 0.90

201106004

黑曲霉

70cfu

75 cfu 73cfu

0.93

0.97  201206001 72cfu 0.95

201206002 71cfu 0.95

注：表中菌落数回收率等于试验组菌落数减去供试品对照组菌落数的值除以菌液对照组菌落数。

结果分析：取供试品溶液上清液，采用薄膜过滤法

联合中和剂（硫酸镁），能够有效的抑制盐酸莫西沙星

中的抗菌活性，使得试验组菌落数回收比值和中和剂对

照组菌落数回收比值均达到0.5-2.0之间，同时也证明了
此中和剂对试验菌株的生长无影响，满足《中国药典》

（2020版）的要求，此方法可以用于需氧菌总数计数。
2.4  霉菌和酵母菌总数计数采用的方法：平皿倾注法
2.4.1  试验组：取9.9ml 1：10的供试品原液上清液，

加入0.1ml的白色念珠菌菌悬液（含不大于1000cfu），
混合均匀，各取其1ml，注入到直径为90mm的2个无菌
平皿中，然后再注入20ml左右，温度为30-40℃熔化的沙
氏葡萄糖琼脂培养基，将它们混合均匀，待其凝固后，

倒置于20~25℃的培养箱中培养5天，每日观察计数。照
上述同样的方法，以黑曲霉为试验菌制备2个平皿，进行
20~25℃倒置培养5天，计数。

2.4.2  菌液对照组：分别取缓冲液替代供试液，加入
白色念珠菌菌悬液、黑曲霉菌液同试验组操作，作为菌

液对照组。

2.4.3  供试品对照组：取供试品原液，以缓冲液代替
菌液按试验组的方法进行操作。

2.4.4  霉菌和酵母菌总数计数方法适用性结果
霉菌和酵母菌总数计数试验微生物回收如下表2（沙

氏葡萄糖琼脂培养基）：

表2 霉菌和酵母菌总数计数方法验证结果

批号 试验菌 试验组 菌液对照组
菌落数回收
比值

201106004

白色念珠菌

73cfu

79cfu

0.92

201206001 75cfu 0.95

201206002 70cfu 0.89

201106004

黑曲霉

68cfu

72cfu

0.94

201206001 62cfu 0.86

201206002 67cfu 0.93

结果分析：盐酸莫西沙星原料药对黑曲霉、白色念

珠菌等真菌的抗菌作用较低，试验组的菌落数回收比值

在0.8-1.0，满足《中国药典》（2020年版）的要求，此方
法可以用于霉菌和酵母菌总数计数。

2.5  大肠埃希菌检查采用的方法：
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2.5.1  试验组：量取制备好的供试品原液上清液10ml
（相当于供试品1g），加入至400ml缓冲液中，搅拌、
振摇使其溶解后，加入40ml中和剂，混合均匀，作为供
试液。静置约3分钟后，使用微生物限度检查仪将供试
液过滤，全部过滤完成后，用冲洗液冲洗滤膜，每次冲

洗100ml，共冲洗5次。在最后100ml的冲洗液中加入不
大于100cfu的大肠埃希菌菌悬液，过滤后，取出滤膜加
入至每瓶装量为200毫升的胰酪大豆胨液体培养基中，
混合均匀，置培养箱（温度为30~35℃）中培养18小时
后，取出培养后的培养物1ml接种到10麦康凯液体培养基
（100ml）中，置培养箱（温度为42~44℃）中培养24小
时。培养结束后再取麦康凯液体培养物划线接种于麦康

凯琼脂培养基平板上，置培养箱（温度为30~35℃）中培
养18小时。确证是否为大肠埃希菌。

2.5.2  中和剂对照组：取缓冲液替代供试液，按试验
组方法加入大肠埃希菌进行操作，作为中和剂对照组。

2.5.3  阴性对照组：取缓冲液代替供试液，不加入试
验菌，其它与试验组同法操作，作为阴性对照。

2.5.4  大肠埃希菌控制菌方法适用性结果如下表3
表3 大肠埃希菌控制菌方法验证结果

批号 试验菌 试验组 中和剂对照组 阴性对照组

201106004

大肠埃希菌

+

+

-

201206001 + -

201206002 + -

结果分析：供试品的大肠埃希菌检查方法研究试验

中，阴性对照组应无菌生长，中和剂对照组、试验组经

分离菌落生长典型，确证为大肠埃希菌，符合规定。

3 讨论

盐酸莫西沙星对于革兰阴性杆菌（大肠杆菌等）、

革兰阳性菌（金黄色葡萄球菌等）、非典型病原体与厌

氧菌均有良好的抗菌活性，采用培养基加中和剂、冲洗

剂加中和剂和薄膜过滤法，能够有效的去除盐酸莫西沙

星的抗菌活性。培养基添加中和剂的量和冲洗剂中添加

中和剂的量需要进一步优化。霉菌和酵母菌的回收试验

中发现盐酸莫西沙星对真菌也具有一定的抑制作用，可

以进一步优化供试液浓度的比例。

需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数计数方法的试验

中，各试验菌的回收率均在0.5~2.0范围内，各试验菌的
微生物回收试验符合《中国药典》2020年版要求；大肠
埃希菌控制菌的检查生长正常，因此，该供试品原液的

制备方法以及微生物计数中的需氧菌计数检查法采用中

和剂联合薄膜过滤法、霉菌和酵母菌总数计数采用平皿

倾注法、控制菌检查法采用中和剂联合薄膜过滤法适用

于盐酸莫西沙星的微生物限度检查。
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