
􀅰基础研究􀅰

３种骨科外用散剂的微生物限度检查方法适用性研究

福建中医药大学附属宁德市中医院制剂室 (宁德３５２０００) 　潘丕阑　吴　安　吴军军１　沈廷明

基金项目:福建中医药大学校管临床专项 (XB２０２１２０６)

１　通信作者

【摘　要】　目的　建立医院制剂宽筋健骨散、舒筋消肿散和蠲痹搜风散的微生物限度检查方法.方法　根据 «中国药

典»２０２０版规范建立宽筋健骨散等３种骨科外用散剂的微生物限度检查方法,并对上述方法进行适用性研究.结果　宽筋

健骨散采用培养基稀释法,蠲痹搜风散和舒筋消肿散采用常规法分别测定污染试验菌的回收比值,各试验组的回收比值均在

０􀆰５~２范围内,说明上述方法适用性良好.控制菌检查接种于１∶１００供试液中,结果检出试验菌,说明该方法适用.结论

宽筋健骨散等３种骨科外用散剂的微生物限度检查方法适用性良好,可以作为制剂成品的微生物限度检查方法.
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　　宽筋健骨散、蠲痹搜风散和舒筋消肿散为骨科

外用散剂,是我院制剂协定处方,其中宽筋健骨散

(原熏洗方Ⅲ号),由肉桂、吴茱萸、独活、茯苓、
威灵仙等１３味中药粉碎混合而成,具有舒利关节、
壮骨强筋的功效,适用于筋骨冷痛、腿脚麻木、胀

痛、风湿性关节痛等.蠲痹搜风散 (原熏洗方Ⅱ
号),由制南星、白薇、赤芍、红花、川芎等１７味

中药粉碎混合而成,具有除湿蠲痹、搜风刮络的功

效,适用于各型痹症表现为筋骨冷痛、腿脚麻木、
胀痛、关节僵硬等.舒筋消肿散 (原熏洗方Ⅰ号),
由红花、赤芍、桂枝、合欢皮、制川乌等１４味中

药粉碎混合而成,具有活血消肿、舒筋活络的功

效,适用于跌打损伤恢复期局部疼痛、痹症肌肉无

力萎缩、骨折脱位后功能关节受限等.宽筋健骨散

等３种骨科外用散剂在我院临床应用多年,效果显

著,值得进一步推广应用.本文的目的是建立宽筋

健骨散等骨科外用散剂的微生物限度检查方法,并

进行相应的方法学适用性研究.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:

１􀆰１􀆰１　试验用阳性菌株:铜绿假单胞菌 [CCMC
(B)１０１０４]、 金 黄 色 葡 萄 球 菌 [CCMC (B)

２６００３]、枯草芽胞杆菌 [CCMC (B)６３５０１]、白

色念球菌 [CCMC (F)９８００１]、黑曲霉 [CCMC
(F)９８００３],以上各菌株传代次数均不超过５代.

１􀆰１􀆰２　供试品:宽筋健骨散 (批号:２０２００５００１、

２０２００５００２、２０２００５００３)、 蠲 痹 搜 风 散 (批 号:

２０２００４００１、２０２００４００２、２０２００４００３)和舒筋消肿

散 (批 号:２０２００４００４、２０２００４００５、２０２００４００６),
由宁德市中医院制剂室提供.

１􀆰１􀆰３　培养基:胰酪大豆胨液体培养基 (TSB)、
胰酪大豆胨琼脂培养基 (TSA)、沙氏葡萄糖液体

培养基 (SDB)、沙氏葡萄糖琼脂培养基 (SDA)、
甘露醇氯化钠琼脂培养基 (MSN)、溴化十六烷基

三甲铵琼脂培养基 (CAM).

１􀆰１􀆰４　设备:电热恒温培养箱和霉菌培养箱.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　计数用阳性菌液的制备:

１􀆰２􀆰１􀆰１　阳性细菌溶液的制备:分别取铜绿假单

胞菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽胞杆菌成品菌株,
用菌珠复溶液溶解后,再将菌液接种于无菌 TSB
中,３０~３５ ℃培养１８~２４h,作为新鲜培养物,
分别吸取新鲜培养物１０mL,加无菌 TSB９０mL,
逐级稀释,用无菌TSB稀释至每１mL含菌量１０３~
１０４cfu的阳性菌液.

１􀆰２􀆰１􀆰２　白色念球菌悬液的制备:另取白色念球

菌,复溶后接种至无菌SDB中,２０~２５℃培养２~
３d,作为新鲜培养物,吸取新鲜培养物１０ mL,
加无菌SDB９０mL,逐级稀释,用无菌SDB稀释

至每１mL含菌量１０３~１０４cfu的阳性菌液.

１􀆰２􀆰１􀆰３　黑曲霉孢子悬液的制备:另取黑曲霉,
复溶后制成菌悬液接种于SDA 中,２０~２５℃培养

５~７d,加入５mL含０􀆰０５％聚山梨酯Ｇ８０的pH
７􀆰０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液,洗脱孢子,制得

孢子混悬液.吸取孢子混悬液１􀆰０mL于试管中,
加入含０􀆰０５％聚山梨酯Ｇ８０的pH７􀆰０无菌氯化钠Ｇ
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蛋白胨缓冲液９􀆰０mL,逐级稀释至每１mL含孢子

量１０３~１０４cfu的黑曲霉孢子悬液.

１􀆰２􀆰２　 供试液的制备:取供试品 １０g,加无菌

TSB至１００mL,振摇,使分散均匀,制得１∶１０
供试液.吸取１∶１０供试液１０mL至 TSB９０mL
中,制得１∶１００供试液;吸取１∶１００供试液２０
mL,至 TSB８０mL中,制得１∶５００供试液.

１􀆰２􀆰３　供试液需氧菌总数、霉菌及酵母菌总数计

数方法:蠲痹搜风散和舒筋消肿散采用常规法,吸

取１∶５００供试液１􀆰０mL接种于 Ф９０mm 平皿中,
平行２平皿;宽筋健骨散采用培养基稀释法,吸取

１∶５００供试液０􀆰２mL接种于Ф９０mm 平皿中,平

行５平皿;需氧菌组灌注无菌 TSA,于３０~３５℃
培养３d.霉菌及酵母菌组灌注SDA,于２４~２８℃
培养５d.

１􀆰２􀆰４　计数方法适用性试验:

１􀆰２􀆰４􀆰１　试验组:取１∶５００供试液９􀆰９mL,分

别加入０􀆰１mL阳性菌液、菌悬液或孢子悬液,使

含菌量不超过１００cfu/mL,混匀即得,照常规法或

培养基稀释法进行计数检查.

１􀆰２􀆰４􀆰２　菌液组:分别吸取０􀆰１mL阳性菌液、菌

悬液或孢子悬液接种于９􀆰９mL无菌 TSB中,混合

均匀,使含菌量不超过１００cfu/mL,照常规法或培

养基稀释法进行计数检查.

１􀆰２􀆰４􀆰３　供试品对照组:取１∶５００供试液,照常

规法或培养基稀释法进行计数检查.

１􀆰２􀆰４􀆰４　空白对照组:取无菌 TSB,照常规法或

培养基稀释法进行计数检查.

１􀆰２􀆰４􀆰５　微生物回收与结果判断:照１􀆰２􀆰３ 条件

培养,统计平皿菌落数,回收比值 R＝ (试验组菌

落数—供试品对照组菌落数)/菌液组菌落数.当

R值在０􀆰５~２范围内时,说明该计数检查方法适

用性良好.

１􀆰２􀆰５　控制菌检查适用性试验:宽筋建骨散、蠲

痹搜风散和舒筋消肿散均为骨科外用散剂,需要检

查的控制菌为金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌.取

金黄色葡萄球菌或铜绿假单胞菌阳性菌液０􀆰１mL,
接种于１∶１００供试液９􀆰９mL中,混合均匀,制得

试验组供试液.分别取试验组供试液、１∶１００供试

液、阳性菌液和空白对照用无菌 TSB各１􀆰０mL,
接种于 Ф９０mm 平皿中,平行２平皿.金葡菌检查

组灌注 MSN,铜绿菌检查组灌注CAM,置３０~３５
℃培养３d;霉菌和酵母菌计数检查,置２４~２８℃
培养５d.观察各组平皿阳性菌生长情况.

１􀆰２􀆰６　微生物限度标准:需氧菌总数每１g不超过

１０４cfu,霉菌和酵母菌总数每１g不超过１０２cfu,
每１g不得检出金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌[１].

２　结果

２􀆰１　计数方法适用性试验:蠲痹搜风散和舒筋消

肿散采用常规法检查,宽筋健骨散采用培养基稀释

法检查,其计数方法适用性试验下各阳性菌回收比

值见表１.

表１　计数方法适用性试验下各阳性菌回收比值结果

　　试验项目
试验

次数

铜绿假

单胞菌

金黄色

葡萄球菌

枯草芽

胞杆菌

白色

念珠菌
黑曲霉

舒筋消肿散,１∶
５００ 供 试 液, 常

规法

１ ０􀆰８１ １􀆰２２ １􀆰３６ ０􀆰６８ ０􀆰９１

２ ０􀆰７７ １􀆰４５ １􀆰６１ ０􀆰６１ ０􀆰８８

３ ０􀆰９４ １􀆰３３ １􀆰５５ ０􀆰７５ １􀆰０９

蠲痹搜风散,１∶
５００ 供 试 液, 常

规法

１ ０􀆰７９ １􀆰１４ １􀆰５１ ０􀆰７９ １􀆰０６

２ ０􀆰６９ １􀆰２６ １􀆰６６ ０􀆰７５ １􀆰１９

３ ０􀆰５８ １􀆰０７ １􀆰４３ ０􀆰８８ １􀆰０１

宽筋健骨散,１∶
５００供试液,培养

基稀释法

１ ０􀆰７１ ０􀆰６６ ０􀆰９１ ０􀆰５８ ０􀆰８８

２ ０􀆰８６ ０􀆰７９ ０􀆰７８ ０􀆰６８ ０􀆰８１

３ ０􀆰７７ ０􀆰６８ ０􀆰８９ ０􀆰６３ ０􀆰７１

根据表１,宽筋健骨散等３种骨科外用散剂在

相应的微生物限度检查方法下,经计数方法适用性

试验,回收比值均在０􀆰５~２范围内,说明建立的

计数检查方法适用性良好.

２􀆰２　控制菌检查方法适用性试验:宽筋健骨散等３
种骨科外用散剂均采用１∶１００供试液,进行常规

法检查,其检查方法适用性试验结果见表２和图１
(见封四).

表２　控制菌检查适用性试验结果

试验项目
铜绿假单胞菌采用CAM 平皿检查 金黄色葡萄球菌采用 MSN平皿检查

试验组 菌液组 供试品对照组 空白对照组 试验组 菌液组 供试品对照组 空白对照组

舒筋消肿散 ＋ ＋ — — ＋ ＋ — —
蠲痹搜风散 ＋ ＋ — — ＋ ＋ — —
宽筋健骨散 ＋ ＋ — — ＋ ＋ — —
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　　根据表２和图１ (见封四)试验结果,宽筋健

骨散等３种骨科外用散剂控制菌适用性试验中,供

试品对照组和空白对照组均未检出控制菌;而试验

组和菌液组均检出铜绿菌或金葡菌阳性菌落,且阳

性菌落生长良好,说明建立的控制菌检查方法适用

性良好.

３　讨论

通过对舒筋消肿散、蠲痹搜风散和宽筋健骨散

的处方分析,可以为选择微生物限度检查方法提供

方向.舒筋消肿散和蠲痹搜风散的处方中不含挥发

性抑菌成分,故可采用常规法进行微生物计数检查

和控制菌检查.宽筋健骨散处方中含有肉桂,其挥

发油成分 (如 桂 皮 醛 等)具 有 一 定 的 抗 抑 菌 作

用[２],因此需要采用培养基稀释法,通过稀释其挥

发性成分最大限度地减弱其抗抑菌作用,从而使其

微生物限度计数检查的回收比值R不低于０􀆰５.
控制菌检查是评估制剂污染微生物风险的重要

方法之一[３].宽筋健骨散等３种骨科外用散剂制作

工艺简单,仅粉碎、混合、分装等工序,部分药材

应用简单炮制工艺前处理,在加工过程中需要注意

微生物的污染.铜绿假单胞菌和金黄色葡萄球菌属

于条件 致 病 菌,可 能 引 起 皮 肤 伤 口、血 液 的 感

染[４].虽然宽筋健骨散等制剂应用于皮肤表面完整

的部位,熏蒸泡洗过程中引起感染的可能性较小,
但是依旧提示存在着一定的用药风险,因此需要进

一步完善控制菌检查方法,并在工艺方面增加灭菌

流程,例如在粉碎、混合后增加微波灭菌或辐照灭

菌,再进行分装和包装[５].
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腹腔镜下侧腹壁悬吊术治疗重度盆腔脏器脱垂的近期疗效评价

(见正文第２０页)

　　注:a,裁剪前钛乐 “T４”网片;b,裁剪后钛乐 “T４”网片,保留两侧短臂呈双叶 “十”形状;c, “十”双叶网

片分为前叶 (长舌状)、后叶 (短舌状),可将两侧臂预先卷曲固定进腹.
图１　修剪后的钛乐 “T４”网片

　　注:２a,铺平修剪后网片,前叶置于膀胱宫颈间隙、阴道间隙;２b,可吸收线固定钛网片;２c,弯钳夹住同侧网片

短臂沿腹膜后隧道拉至皮下;２d,可吸收线缝合腹膜反折,包埋网片.
图２　腹腔镜钛网片侧腹壁悬吊术实施过程

３种骨科外用散剂的微生物限度检查方法适用性研究

(见正文第１１１页)

　　注:A１为CAM 空白对照组;A２为供试品对照组;A３为铜绿菌阳性对照组;A４为铜绿菌试验组;A５为 MSN空

白对照组;A６为供试品对照组;A７为金葡菌阳性对照;A８为金葡菌试验组.
图１　控制菌检查适用性试验平皿培养情况 (３５℃,３d)


