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聚乙二醇400微生物限度检查方法学验证
车亚云

南京威尔药业集团股份有限公司  江苏  南京  210000

[摘　要]根据《中国药典》2020版四部聚乙二醇400的特性制订检验方法和检验条件，按制定的方法进行试验，根据验证

结果判断是否符合验证标准。若符合，按验证的方法和条件进行聚乙二醇400产品的微生物限度检查；若不符合，重新建立制

订检验方法和检验条件，再进行验证，直至验证结果符合设立的验证标准。
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1 供试品与仪器

聚乙二醇400三批   20211101 20211102 20211103

电热恒温鼓风干燥箱    电热恒温振荡器

水浴锅       直径9cm培养皿

立式灭菌器   无菌刻度吸管（10ml、1ml）

电子天平       试管18×180

具塞三角瓶  生物安全柜   菌落计数器

生化培养箱        霉菌培养箱

2 培养基、稀释剂及试剂

2.1培养基（见表一）

表一 培养基

名  称 批   号 生 产 厂 家

胰酪大豆胨琼脂对照培养基 135025-201402
中国食品药品检定研究院

沙氏葡萄糖琼脂对照培养基 135013-201001

胰酪大豆胨琼脂培养基 210706
北京三药科技有限公司

沙氏葡萄糖琼脂培养基 210914

2.2稀释剂

0.9%无菌氯化钠溶液

pH7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液

0.05%（ml/ml）聚山梨酯80的0.9%无菌氯化钠溶液

2.3验证用菌株（见表二）

表二  验证用菌株

菌液名称 编    号 传代次数 来   源

枯草芽孢杆菌 [CMCC（B）63501] 第三代

实验室转种

金黄色葡萄球菌 [CMCC（B）26003] 第三代

铜绿假单胞菌 [CMCC（B）10104] 第三代

白色念珠菌 [CMCC（F）98001] 第三代

黑曲霉 [CMCC（F）98003] 第四代

3 方法

参照《中国药典》2020版四部部通则1105非无菌产品微

生物限度检查：微生物计数法。

3.1验证用菌液制备

3.1.1金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌菌

液制备

接种金色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌的新

鲜培养物至胰酪大豆胨液体培养基中，30～35℃培养18～24

小时。将上述培养液1ml加0.9%无菌氯化钠溶液9ml，采用10

倍递增稀释法，稀释至10-4～10-7，制成每1ml含菌数不大于

10000cfu和100cfu的菌悬液，做活菌计数备用。

3.1.2白色念珠菌菌液制备

a.接种白色念珠菌的新鲜培养物至沙氏葡萄糖液体培养

基中，20～25℃培养2-3天；取此培养液1ml加0.9%无菌氯化

钠溶液9ml，采用10倍递增稀释法，稀释至10-3～10-5，制成每

1ml含菌数不大于10000cfu和100cfu的菌悬液，做活菌计数备

用。

b.接种黑曲霉的新鲜培养物至沙氏葡萄糖琼脂培养基

中，20～25℃培养5～7天，加入3～5ml 含0.05%（ml/ml）聚

山梨酯80的0.9%无菌氯化钠溶液，将孢子洗脱，吸至管口包

有无菌棉花且能过滤菌丝的无菌试管内，取1ml加0.9%无菌氯

化钠溶液9ml，采用10倍递增稀释法，稀释至10-2～10-5，制成

每1ml含孢子数不大于10000cfu和100cfu的孢子悬液，做活菌

计数备用。

3.2培养基适用性检查，计数用培养基适用性检查

a.接种不大于100cfu的金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞

菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉菌液至胰酪大豆

胨琼脂培养基中平板中，每一试验菌株平行制备2个平皿。

30～35℃培养需氧菌时间不超过3天，霉菌和酵母菌培养时间

不超过5天。

b.接种不大于100cfu的白色念珠菌、黑曲霉菌液至沙氏

葡萄糖琼脂培养基中平板中，每一试验菌株平行制备2个平

皿。20～25℃培养时间不超过5天。

c.接种不大于100cfu的白色念珠菌、黑曲霉菌液至沙氏

葡萄糖琼脂对照培养基中平板中，每一试验菌株平行制备2个

平皿。20～25℃培养时间不超过5天。

3.2.2结果如下：（见表三、表四）

表三 需氧菌计数用培养基适用性检查结果

菌   液

胰酪大豆

胨琼脂

培养基

平均数

胰酪大豆

胨琼脂

对照培养基

平均数

被检培养基占

对照培养基

的比值

结  果

金黄色葡萄球菌 67 70 0.96 符合规定

铜绿假单胞菌 66 69 0.96 符合规定

枯草芽孢杆菌 48 51 0.94 符合规定

白色念珠菌 44 48 0.92 符合规定

黑曲霉 52 56 0.93 符合规定

表四 霉菌和酵母菌计数用培养基适用性检查结果

菌   液
沙氏葡萄糖

琼脂平均数

沙氏葡萄

糖琼脂

对照培养

基平均数

被检培养基占

对照培养基的比值
结 果

白色念珠菌 58 60 0.97 符合规定

黑曲霉 51 54 0.94 符合规定

3.2.2结果分析

被检培养基上的菌落平均数与对照培养基上的菌落平均

数的比值应在0.5-2范围内，且菌落形态大小应于对照培养基

上的菌落一致。被检培养基符合规定。

3.3供试液制备

无菌条件取10ml聚乙二醇400加入预热至40℃无菌氯化

钠-蛋白胨缓冲液（pH7.0）至100ml，置电热恒温振荡器上振
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摇均匀，制成1：10的供试液。

3.4微生物计数方法学验证

a.试验组：取1：10供试液9.9ml加入0.1ml含有1000CFU

试验菌液；

b.供试品对照组：取1：10供试液9.9ml加入0.1ml稀释

液；

c.菌液对照组：测定所加的试验菌数，取9.9ml稀释液加

入0.1ml含有1000CFU试验菌液。

d.取试验组1ml置直径90mm的无菌平皿中，倾注15～20ml

温度不超过45℃溶化的胰酪大豆胨琼脂和沙氏葡萄糖琼脂，

每株试验菌每种培养基各制备2个平皿。混匀待凝固。

e.取供试品对照组1ml置直径90mm的无菌平皿中，倾注

15～20ml温度不超过45℃溶化的胰酪大豆胨琼脂和沙氏葡萄

糖琼脂，每种培养基各制备2个平皿。混匀待凝固。

f.取菌液组1ml置直径90mm的无菌平皿中，倾注15～20ml

温度不超过45℃溶化的胰酪大豆胨琼脂和沙氏葡萄糖琼脂，

每株试验菌每种培养基各制备2个平皿。混匀待凝固。

g.各组已凝固胰酪大豆胨琼脂的平皿倒置30-35℃培养需

氧菌时间不超过3天，将各组已凝固沙氏葡萄糖琼脂20-25℃

霉菌和酵母菌培养时间不超过5天。

3.4.1结果判断

试验组菌落数减去供试品对照组菌落数的值与菌液对照

组菌落数的比值应在0.5-2范围内。（见表五、表六）

3.4.2结论

根据常规法平皿法测定聚乙二醇400的需氧菌总数、霉菌

和酵母菌总数，方法适用性检查符合规定。

3.5供试品的检查

3.5.1检验量

一般随机抽取不少于2个最小包装的供试品，混合，取

10ml。

3.5.2供试品的计数检查

取1：10供试液10倍稀释1：100、1：1000三个稀释级。

各稀释级供试液1ml，置直径90mm的无菌平皿中，倾注15-

20ml温度不超过45℃溶化的胰酪大豆胨琼脂，取1：10、1：

100供试液两个稀释级，各稀释级供试液1ml，置直径90mm的

无菌平皿中，倾注15-20ml温度不超过45℃溶化的和沙氏葡萄

糖琼脂，每株试验菌每种培养基各制备2个平皿。混匀待凝

固。需氧菌胰酪大豆胨琼脂平板30～35℃培养3～5天，霉菌

和酵母菌沙氏葡萄糖琼脂平板20-25℃培养时间过5～7天。

3.6结果如下（见表七）：

3.6.1结果判定

观察菌落生长情况，点计平板上生长的所有菌落数，计

数并报告。菌落蔓延生长成片的平板不宜计数，点计菌落数

后，计算各稀释级供试液的平均菌落数，按菌数报告规则报

告菌数，若同稀释级两个平板的菌落平均数值不小于15，则

两个平板的菌落数不能相差一倍或以上。需氧菌总数测定宜

表五 方法适用性检查结果

需氧菌总数计数
金黄色葡萄球菌 铜绿假单胞菌 枯草芽孢杆菌 白色念珠菌 黑曲霉

a b c a b c a b c a b c a b c

试验组

1 65 67 66 60 62 58 45 42 44 52 58 59 40 42 39

2 59 61 62 56 58 56 47 40 46 54 52 53 36 40 35

平均 62 64 64 58 60 57 46 41 45 53 55 56 38 41 37

菌液对照组

1 69 62 46 59 45

2 71 65 44 62 41

平均 70 64 45 60 43

供试品

对照组

a 平均 0

b 平均 0

c 平均 0

（试验组平均菌落数-供试品对照组

平均菌落数）/菌液对照组=
0.89 0.91 0.91 0.91 0.94 0.89 1.02 0.91 1 0.88 0.92 0.93 0.88 0.95 0.86

表六 方法适用性检查结果

霉菌和酵母菌计数
白色念珠菌 黑 曲 霉

1 2 3 1 2 3

试验组

1 57 54 53 46 42 47

2 61 51 51 42 40 41

平均 59 53 52 44 41 44

菌液对照组

1 58 45

2 56 47

平均 57 46

供试品对照组

a 平均 0

b 平均 0

c 平均 0

（试验组平均菌落数-供试品对照组平均菌落数）/菌液

对照组=
1.04 0.93 0.91 0.96 0.89 0.96
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选取平均菌落数小于300cfu的稀释级、霉菌和酵母菌宜选取

平均菌落数小于100cfu的稀释级，作为菌数报告的依据，取

最高的平均菌落数，计算1ml供试品中所含的微生物数，取两

位有效数字报告。如各稀释级的平板均无菌落生长，或仅最

低稀释级的平板有菌落生长，但平均菌落数小于1时，以＜1

乘以最低稀释倍数的值报告菌数。

4 结论

根据以上验证结果，用常规平皿法测定聚乙二醇400需氧

菌总数、霉菌和酵母菌总数的检查，验证过程中发生的异常

情况，按照《偏差处理程序》进行处理。再验证时，检验条

件发生改变可能影响检验结果。
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