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四季抗病毒合剂中抑菌剂的抑菌效力观察
高飞１，李秋菲２，佘凡３

（１．榆林市药品检验所，陕西 榆林　７１９０００；２．陕西省食品药品检验所，陕西 西安　７１００６１；
３．杨凌示范区药品检验监测评价中心，陕西 杨凌　７１２１００）

摘要：目的　探索四季抗病毒合剂中抑菌剂的合理加入量。方法　对３种抑菌剂（苯甲酸钠０．３％、苯甲酸钠０．３％＋尼泊金
乙酯０．０４％、苯甲酸钠０．３％＋尼泊金乙酯０．０５％）的抑菌效果进行考察，筛选出抑菌剂的合理加入量。选择有代表性的微
生物加入供试品中进行抑菌效力试验，测试微生物在不同时间段的存活情况。结果　０．３％苯甲酸钠对铜绿假单胞菌、大肠
埃希菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠菌和黑曲霉５种代表试验菌均有良好的抑制作用，为最低有效剂量。结论　０．３％苯甲酸
钠可作为四季抗病毒合剂的抑菌剂，且抑菌效力安全有效。

关键词：四季抗病毒合剂；抑菌效力；苯甲酸钠
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　　四季抗病毒合剂是由鱼腥草、桔梗、苦杏仁、菊
花等１１味中药组成，清热解毒、消炎退热。主要用
于上呼吸道感染、病毒性感冒、流感等病毒性感染

疾患。四季抗病毒合剂为多剂量口服制剂，由于其

在使用过程中存在多次打开包装而被污染的风险，

需要添加一定量的抑菌剂保证产品的正常储存和

使用，避免微生物生长与繁殖［１３］。如果药物本身

不具有充分的抗菌效力，那么应根据制剂特性（如

水溶液制剂）添加适宜的抑菌剂，以防止制剂在正

常贮藏或使用过程中可能发生的微生物污染和繁

殖使药物变质而对使用者造成危害，尤其是多剂量

包装的制剂。

抑菌剂（也称防腐剂）是一类防止或限制微生

物生长与繁殖的化学药品，其主要作用是保证药品

品质，防止药剂被微生物污染。所有的抑菌剂都有

一定的毒性，制剂中抑菌剂的量应为最低有效量。

本试验自２０１６年６月至２０１７年１月采用适宜的方
法对该产品进行了３种配比浓度的抑菌剂效力进行
测试，筛选处方中所添加的抑菌剂是否安全有效。测

试方法为《中国药典》［４］２０１５版１１２１抑菌效力检查
法，接种５种代表微生物，分别在ｄ１４、ｄ２８测试微生
物存活情况，综合评判所添加抑菌剂的抑菌效力。

１　仪器与试药
１．１　仪器　ＭＪ系列真菌培养箱培养箱（上海一恒
科技有限公司）；ＳＰＸ２５０生化培养箱（上海佳胜实
验设备有限公司）；超净台（上海锦屏仪器仪表有

限公司）。

１．２　培养基　胰酪胨大豆琼脂培养基（ＴＳＡ）（生
产批号 １４０５０５）、胰酪胨大豆肉汤培养基（ＴＳＢ）
（生产批号１３０２２２）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ）
（生产批号１４０３１２）、ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液
（生产批号１４０４２４）均购于北京陆桥技术有限责任
公司。培养基适用性检查实验结果均符合中国药

典２０１５年版要求。
１．３　菌种　金黄色葡萄球菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３］、
大肠埃希菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２］、铜绿假单胞菌［ＣＭ
ＣＣ（Ｂ）１０１０４］、白色念珠菌［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１］、黑
曲霉［ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３］均源自中国医学细菌保藏
中心，验证试验所用的菌株均为第３代。
１．４　供试品　四季抗病毒合剂，陕西海天制药，生

产批号２０１５０９２５。
２　方法与结果
２．１　菌种制备　接种金黄色葡萄球菌、大肠埃希
菌、铜绿假单胞菌的新鲜培养物至胰酪胨大豆琼脂

斜面上，３０～３５℃培养１８～２４ｈ；接种白色念珠菌
至沙氏葡萄糖琼脂斜面，２０～２５℃培养２４～４８ｈ；
接种黑曲霉的新鲜培养物至沙氏葡萄糖琼脂斜面，

２３～２８℃培养５～７ｄ加入含０．０５％聚山梨酯８０
的０．９％无菌氯化钠溶液，将孢子洗脱后制成每１
ｍＬ含孢子数１０７～１０８ｃｆｕ的菌悬液。
２．２　抑菌剂浓度筛选　该中药产品成分主要为鱼
腥草、桔梗、苦杏仁、菊花、桑叶、荆芥、薄荷、芦根、

甘草、连翘、紫苏叶。根据《药用辅料手册》收载［５］

本品成分及包装与所选抑菌剂无配伍禁忌。设定

此口服液的防腐剂使用浓度分别为 １＃（苯甲酸钠
０．３％）；２＃（苯甲酸钠 ０．３％ ＋尼泊金乙酯
０．０４％）；３＃（苯甲酸钠 ０．３％ ＋尼泊金乙酯
０．０５％）。产品组分及防腐剂添加情况见表１。

表１　 产品组分及防腐剂添加情况

组别 防腐剂添加量 产品组分

１＃ 苯甲酸钠０．３％ 鱼腥草、桔梗、苦杏仁、菊花

２＃
苯甲酸钠０．３％ ＋尼泊金

乙酯０．０４％
桑叶、荆芥、薄荷

３＃
苯甲酸钠０．３％ ＋尼泊金

乙酯０．０５％
芦根、甘草、连翘、紫苏叶

２．３　方法适用性试验及结果判断　进行抑菌效力
检查前，需对供试品的计数方法进行验证，以确定

该方法在防腐剂效力检查时是否能有效检测出供

试品中所有试验菌 。选取抑菌浓度最高３＃进行方
法适用性试验。

２．３．１　供试液制备　取３＃供试品１０ｍＬ，加 ＴＳＢ
至１００ｍＬ，制备成１∶１０供试液。
２．３．２　平皿计数方法　试验组 ：吸取１∶１０供试液
９．９ｍＬ共５份，每份加入０．１ｍＬ的试验菌悬液摇
匀后，使加入后每１ｍＬ供试液含菌量不大于 １００
ｃｆｕ，分别从所有试验菌管中吸取１ｍＬ注入直径为
９０ｍｍ的平皿中，细菌平皿中加入ＴＳＡ，真菌平皿中
加入ＳＤＡ。供试品对照组 ：吸取４份１∶１０供试液１
ｍＬ注入直径为９０ｍｍ的平皿中，平行，其中两个平
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板中注入ＴＳＡ培养基中，另两个注入 ＳＤＡ培养基，
摇匀，测定供试品的本底菌数。菌液组：分别吸取５
份９．９ｍＬｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液，每份中加入
与试验组相同的菌悬液后摇匀。从各菌液试管中吸

取１ｍＬ注入直径为９０ｍｍ的平皿中测定。阴性对
照组：以稀释液替代供试品，同供试品对照组进行试

验。ＴＳＡ平皿放入３０～３５℃培养３ｄ，ＳＤＡ平皿放入
２０～２５℃培养３～５ｄ。方法适用性结果见表２。

表２　３＃样品方法适用性回收率

组别 第一次试验 第二次试验 第三次试验

试验组／％
　金黄色葡萄球菌 ７８ ８０ ７６
　大肠埃希菌 ９４ ８９ ９２
　铜绿假单胞菌 ８２ ７８ ８４
　白色念珠菌 ９０ ９１ ９３
　黑曲霉 ８４ ８７ ８６
供试品对照组／ｃｆｕ·ｍＬ－１ ０ ０ ０
阴性对照组／ｃｆｕ·ｍＬ－１ ０ ０ ０

　　结果表明，３＃样试验组金黄色葡萄球菌、大肠
埃希菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌、黑曲霉回收率

均高于７０％，满足２０１５版药典要求。最终建立的
方法为平皿法取１∶１０的供试液，每皿１ｍＬ进行计
数，细菌计数采用 ＴＳＡ培养基，真菌计数采用 ＳＤＡ
培养基。

２．４　未添加抑菌剂样品抑菌效力测试　考察在未
添加抑菌剂的情况下四季抗病毒合剂本身对微生

物抑制或杀灭能力，根据结果，评估本品中加入抑

菌剂的必要性［５］。

２．４．１　方法　取未添加抑菌剂的样品５瓶，分别接
种金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、白

色念珠菌、黑曲霉，使接种后供试液染菌量未１０５～
１０６ｃｆｕ·ｍＬ－１，充分混匀，模拟正常的使用条件２０～
２５℃避光培养箱培养过程中，分别在ｄ１４、ｄ２８对供
试品中存活的微生物进行计数，同时取与样品量相

同的０．９％无菌氯化钠溶液５瓶，加入与上述样品
组相同的试验菌液，通过梯度稀释，用平皿计数法进

行计数，细菌于３０～３５℃培养３～５ｄ，真菌于２０～２５
℃培养５～７ｄ后计算样品中所加试验菌菌数即初始

（０时）菌液浓度。并换算成Ｌｏｇ值见表３。
为准确计数ｄ１４、ｄ２８样品所含微生物，应按方法

适用性试验进行测试，３＃方法适用性也适合未添加抑
菌剂的本品，最低稀释级为１∶１０的供试液进一步稀
释成１∶１０２、１∶１０３、１∶１０４等稀释级，测试结果见表３。
２．４．２　结果分析　金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、
铜绿假单胞菌ｄ１４与初始值即０时比较下降的 ｌｏｇ
值均＜３．０；白色念珠菌、黑曲霉１４ｄ与初始值比较
下降的ｌｏｇ值均 ＜１．０。细菌和真菌不符合中国药
典２０１５版抑菌剂效力检查的要求。四季抗病毒合
剂本身并不具备充分的抗菌活性，为保证用药按

全，应添加适宜抑菌剂。

２．５　抑菌效力测定
２．５．１　样品组　无菌条件下吸取的供试品２０ｍＬ
至原包装瓶中，按照目标菌的个数平行制备５份，
将菌悬液各吸取０．１ｍＬ加入其中，使其最终浓度
细菌为 １０６ｃｆｕ·ｍＬ－１，真菌和酵母菌为 １０５ｃｆｕ·
ｍＬ－１于旋涡振荡仪上振荡均匀。加菌量不得超过
容器中样品量的 １％。将制备好的样品置于
２０～２５℃的培养箱中储存，分别在 ｄ１４和 ｄ２８对供
试品中存活的微生物进行计数。

２．５．２　菌液组　无菌条件吸取２０ｍＬ０．９％氯化
钠溶液加入无菌玻璃瓶中，平行制备５份，将与样
品组相同量的目标菌悬液加入其中，通过梯度稀

释，用平皿计数法进行计数，细菌于３０～３５℃培养
３～５ｄ，真菌于２０～２５℃培养５～７ｄ后，计算样品
中所加试验菌菌数即初始菌液浓度。并换算成 ｌｏｇ
值见表４。
２．５．３　存活菌数测定　分别在 ｄ１４、ｄ２８将样品于
旋涡振荡仪上振荡均匀，无菌量取样品１ｍＬ用ＴＳＢ
通过梯度稀释稀释成１∶１０的供试液，进一步稀释成
１∶１０２、１∶１０３、１∶１０４等稀释级进行测定，置规定温度
规定时间培养，逐日观察结果。根据菌落测定结

果，计算１ｍＬ样品组各间隔时间的菌数，并换算成
ｌｏｇ值见表４。
　　分别计算１＃、２＃、３＃样品 ｄ１４、ｄ２８与初始值比
较减少ｌｏｇ值及判断标准，结果见表５。

表３　四季抗病毒合剂本身抑菌效力检查结果

时间

金黄色葡萄球菌

含菌量／
ＣＦＵ·ｍＬ－１

ｌｏｇ值

大肠埃希菌

含菌量／
ＣＦＵ·ｍＬ－１

ｌｏｇ值

铜绿假单胞菌

含菌量／
ＣＦＵ·ｍＬ－１

ｌｏｇ值

白色念珠菌

含菌量／
ＣＦＵ·ｍＬ－１

ｌｏｇ值

黑曲霉

含菌量／
ＣＦＵ·ｍＬ－１

ｌｏｇ值

０时 ４．０２×１０６ ６．６ ２．８２×１０６ ６．５ ５．３×１０６ ６．７ ５．６×１０５ ５．７ ２．４×１０５ ５．４

ｄ１４ １．０７×１０６ ６．０ １．５６×１０６ ６．２ ２．４５×１０６ ６．４ ５．８５×１０５ ５．８ １．９５×１０５ ５．３

ｄ２８ ４．８５×１０５ ５．７ ２．７８×１０６ ６．４ ２．１５×１０６ ６．３ ３．７８×１０５ ５．６ ２．０６×１０５ ５．３
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表４　１＃、２＃、３＃抑菌效力测试结果

组别 菌种
初始值（菌液组）

含菌量／ＣＦＵ·ｍＬ－１ ｌｏｇ值

试验菌接种１４ｄ（样品组）

含菌量／ＣＦＵ·ｍＬ－１ ｌｏｇ值

试验菌接种２８ｄ（样品组）

含菌量／ＣＦＵ·ｍＬ－１ ｌｏｇ值
１＃ 金黄色葡萄球菌 ３．９５×１０６ ６．６ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１

大肠埃希菌 ４．７５×１０６ ６．７ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１
铜绿假单胞菌 ５．８×１０６ ６．８ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１
白色念珠菌 ４．３５×１０５ ５．６ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１
黑曲霉 １．３×１０５ ５．１ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１

２＃ 金黄色葡萄球菌 ３．９５×１０６ ６．６ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１
大肠埃希菌 ４．７５×１０６ ６．７ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１
铜绿假单胞菌 ５．８×１０６ ６．８ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１
白色念珠菌 ４．３５×１０５ ５．６ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１
黑曲霉 １．３×１０５ ５．１ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１

３＃ 金黄色葡萄球菌 ３．９５×１０６ ６．６ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１
大肠埃希菌 ４．７５×１０６ ６．７ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１
铜绿假单胞菌 ５．８×１０６ ６．８ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１
白色念珠菌 ４．３５×１０５ ５．６ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１
黑曲霉 １．３×１０５ ５．１ ＜１０ ＜１ ＜１０ ＜１

表５　１＃样、２＃样、３＃样品ｄ１４、ｄ２８与初始值比较减少Ｌｏｇ值及判断标准

菌种
１＃样品减少ｌｏｇ值

ｄ１４ ｄ２８

２＃样品减少ｌｏｇ值

ｄ１４ ｄ２８

３＃样品减少ｌｏｇ值

ｄ１４ ｄ２８

口服制剂抑菌效力判断标准

ｄ１４ ｄ２８
细菌

　金黄色葡萄球菌 ＞５．６ ＮＩ ＞５．６ ＮＩ ＞５．６ ＮＩ ３ ＮＩ
　大肠埃希菌 ＞５．７ ＮＩ ＞５．７ ＮＩ ＞５．７ ＮＩ ＮＩ
　铜绿假单胞菌 ＞５．８ ＮＩ ＞５．８ ＮＩ ＞５．８ ＮＩ ＮＩ
真菌

　白色念珠菌 ＞４．６ ＮＩ ＞４．６ ＮＩ ＞４．６ ＮＩ １ ＮＩ
　黑曲霉 ＞４．１ ＮＩ ＞４．１ ＮＩ ＞４．１ ＮＩ ＮＩ

　　注：ＮＩ为未增加，是指对前一个测定时间，试验菌增加的数量不超过０．５ｌｏｇ

２．５．４　结果分析　１＃样、２＃样、３＃样 ｄ１４存活的金
黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌菌数与

接种的细菌菌数初始值的ｌｏｇ值相比下降均 ＞３．０；
ｄ１４存活的白色念珠菌、黑曲真菌数与接种真菌菌
数初始值的ｌｏｇ值比较下降均 ＞１．０；ｄ２８金黄色葡
萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌细菌菌数 ｌｏｇ值
与ｄ１４细菌菌数 ｌｏｇ值比较未增加，ｄ２８白色念珠
菌、黑曲真菌数的ｌｏｇ值与ｄ１４真菌菌数ｌｏｇ值比较
未增加。由此可以看出３个样品的抑菌剂效力检
查符合中国药典２０１５版的要求。
３　讨论

抑菌剂效力测试至关重要，抑菌剂的量添加过

少，会使微生物繁殖而引起污染，抑菌剂（尼泊金乙

酯）［６］的量过大，会引起许多不适或过敏等变态反

应，因此，适量的添加抑菌剂显得尤为重要，按照

《中国药典》２０１５年版四部１１２１（抑菌剂效力检查
法）口服制剂抑菌剂效力判断标准，三个样品均能

满足抑菌剂效能试验要求，但根据最小有效量添加

的原则［７］，最终选择 １＃样品，抑菌剂苯甲酸钠浓度
０．３％，为合理添加量。

四季抗病毒合剂根据需要加入适宜的防腐剂，不

得影响成品的稳定性，并避免对检验产生干扰。苯甲

酸属于低级脂肪酸，在水溶液中很少电离，大部分保

持分子态，对微生物的抑制主要是分子态，此种防腐

剂在酸性条件下为佳。四季抗病毒合剂ＰＨ值４～６，
属于偏酸环境，添加苯甲酸能更好发挥抑菌效力。
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