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两性霉素 B 脂质体无菌检查法研究

娄晓春 赵霞芬 朱其兵
’

(江苏省药品检验所
,

南京 2 1 0 0 0 8)

摘 要 在一般无菌检查方法的基础上
,

结合两性霉素 B 与卵磷脂的理化特点
,

确立了两性霉

素 B 脂质体的无菌检查方法
。

用无菌甲醇 40 ml 溶解样品 (含两性霉素 B 4 m s)
,

通过 0
.

朽 以m 薄膜

( T Y P E F H M I L L IP o R E )
,

用 p H 7
.

s 磷酸盐缓冲液 (含 0
.

1%吐温 5 0
,

0
.

0 0 2 %甘牛胆酸钠 )和生理盐

水各 20 0 m l 先后冲洗
,

按一般无菌方法进行检验
。

实验结果表明
,

本方法简单
、

易行
、

可靠
。
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两性霉素 B 脂质体是近年来研制的一种

抗深部真菌新型制剂
。

由天然卵磷脂为主要

膜材
,

通过一定 的制备工艺 包裹两性霉素 B

而制得
。

由于脂质体是 70 年代末
、

80 年代初

发展起来的一种新型药物载体
,

国内外药典

均未收载
。

以磷脂为主要成分的膜材以及所

包裹的药物特定的理化特性而使一般的无菌

检查法难以适用
。

为配合两性霉素 B 脂质体

的研制
,

我们在一般无菌检查法的基础上
,

结

合卵磷脂和两性霉素 B 的理化特性
,

对两性

霉素 B 脂质体 的无菌检查法进行了探讨
,

较

好地解决了该产品的溶解
、

过膜及冲洗等问

题
。

实验证明
,

本方法简单
、

易行
,

可顺利地

进行该产品的无菌检查
。

实验部分

1
.

1 材料
、

试剂及样品

0
.

4 5 林m 薄膜 ( T Y p E F H M一L L IP o R E ) ;

无菌用薄膜过滤器
; 吐温 80 (浙江龙游化工

试剂厂 ) ;
甘牛胆酸钠 (上海化学试剂采购供

应站 )
。

金 黄色葡萄球 菌 〔C M e e ( B ) 6 5 5 0 2 〕 ; 白

色念球菌 〔1 0 2 3 1〕 ; ( 以上菌种 由卫生部药品

生物制 品检定所提供 ) ; 两性霉素 B 脂质体

(2 m g /支
,

南京药 物 研 究所
,

批 号 9 2 1 0 20
,

9 3 0 1 0 6
,

9 3 0 4 0 5 )
。

1
.

2 p H 7
.

3 磷酸盐缓冲液的配制 〔’ ]

精密称取磷酸氢二钠 1
.

9 7 3 4 9
,

磷酸二

氢钾 0
.

2 2 4 5 9
,

甘 牛胆 酸 钠 0
.

02 9
,

溶 于

1 0 0 0 m l 蒸馏水中
,

过滤
,

加吐温 8 0 1
.

0 m l
,

于 1 15 ℃ 高压灭菌 30 m in 后备用
。

1
.

2
.

1 过滤用具

分别将 直径 2
.

5 c m
,

3
.

5 c m 薄膜过 滤

器
,

内装 0
.

45 o m 薄膜后
,

灭菌备用
。

1
.

2
.

2 无菌甲醉的制备

取 甲醇适量用灭菌过的过滤器过滤
,

收

集溶液备用
。

1
.

2
.

3 菌液的制备

枯草杆菌液
:

取枯草芽胞杆菌悬液
: ’ 1

,

用

肉汤稀释成 l : 1 0 与 l : 1 0 00 0
,

备用
。

白色念球菌液
:

将菌种接种于菌种小斜

面上
,

经 (2 5士 2) C培养 3 d
,

用灭菌水将菌苔

洗下
,

用肉汤稀释成 1 : 10 0 0 0
,

备用
。

1
.

3 菌种对甲醉的敏惑度试验

取 2 组灭菌小试管
,

每组 8 根
,

分别进行

枯草杆菌与白色念球菌的细菌敏感度试验
。

分别于第 1 至第 8 管中加枯草菌液 ( 1 :

1 0 0 0 0 )与白色念珠菌液 ( x
: 1 0 0 0 0 ) 2 m l

,

从

第 1 管起加 甲醇 2 m l
,

混 匀
,

吸 Z ml 至第 2

管
,

同法稀释直至第 7 管
.

弃去最后第 7 管的
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2 m l
。

第 8管作为生长对照管
。

经 ( 53 士 )2 C

培养
,

霉 菌于 ( 25 士 2) C 培养
,

20 h 后观察
。

实验结果表明
:

两组菌均于第 4 管有菌生长
,

说明最低抑菌浓度均为第 3 管浓度 ( 甲醇浓

度为 l :

8)
。

两种菌对甲醇的敏感度一致
。

1
.

4 D 值 ( eD
e im a l R目 u e t i o n )汉心定 [ , ]

试验菌种采用枯草杆菌与白色念球菌
。

因白色念珠菌为两性霉素 B 的敏感菌
,

而且
,

两者对 甲醇的敏感度一致
,

故 只进行枯草杆

菌的 0 值测定
。

实验过程为取样品 2 支 (约相当于两性

霉素 B 4m g
,

用无菌 甲醇 40 ml 溶解
,

加入 l(

: 1 0 )枯草芽胞杆菌液 0
.

s ml
,

混匀
,

于 0
、

3 0
、

6 0 m i n 各取 溶 液 2 m l
,

通 过 薄膜
,

用

p H 7
.

3 磷 酸盐缓 冲液 2 00 m l 冲洗
,

最后用

2 0 0 m l 无菌生理盐水洗净
,

将薄膜放入 1 00

m l 肉汤培养基 中
,

用力振摇数分钟
,

取 l m l

接种至无菌双碟中
,

同时加入已溶化并保温

至 5 0 C 的营 养 琼脂 20 ml
,

摇 匀
,

于 ( 35 士

2 ) C 培养 4 8 h
。

实验结果表明 。 值大于 60 m in
。

故本实

验中使用甲醇对细菌生长没有影响
。

1
.

5 薄膜试验

为考察使用的脂溶性膜受缓冲液及水溶

性溶剂的影响
,

特进行了薄膜试验
。

取无菌 甲醇 40 ml 通过薄膜后
,

取金黄

色葡萄球 菌 ( l : 1 0 ,
) 1 m l 过膜

,

用 2 0 0 m l

p H 7
.

3 缓冲液冲洗
,

最后用 2 00 ml 无菌生理

盐水 冲洗
,

取薄膜贴 于营 养琼脂平皿上
,

于

( 35 士 2 ) C 培养 48 h
。

另取金黄色葡萄球菌

( l :

10
7

)l ml 直接接种于灭菌双碟中
,

作 阳

性对照
。

同时加入 已溶化并保温至 50 C的营

养琼脂 2 0 m l
,

于 ( 3 5士 2 ) C 培养 4 8 h
,

作菌落

计数
。

通过薄膜组与阳性对照组平均菌落数分

别为 1 40 与 1 45 个
。

说明在本实验中使用脂

溶性薄膜不会 由于使用缓冲液冲洗而影响薄

膜的孔径
。

1
.

6 两性霉素 B 脂质体无 菌检验方法

取 样 品 2 支 ( 约相 当于 两性 霉素 B 4

m g )
,

加无菌 甲醇 4 0 m l 溶解
,

通过 0
.

4 5 o m

薄膜后
,

分别用 p H 7
.

3 磷酸盐缓冲液和生理

盐水各
”
00 m l 冲洗

,

取 出薄膜
,

分 4 份
,

分别

接种于需气管
、

厌气管
、

霉菌管及阳性管
。

阳

性对照菌为 1 :

10
6

金黄色葡萄球菌 l ml
。

细

菌培养基放置 ( 35 士 2) C 培养 7 d
,

霉菌于 ( 25

士 2 ) ℃培养 7 d
,

对照管应于 24 h 内有菌生

长
。

其余各管径 7 d 培养后
,

均应无菌生长
。

结论与讨论

2
.

1 结论

用以上方法对三个批号样品进行检验
,

其结果均符合规定
。

2
.

2 讨论

l) 本实验应严格遵循无菌操作法
。

2) 两性霉素 B 在水中不溶解
,

在 甲醇中极微

溶解
,

根据中国药典凡例中规定
:

极微溶解系

指 1 9 溶质溶于 1 0 0 0 m l 不到 1 0 0 0 0 m 一的溶

剂 中的概念 [` ]
,

取 4 m g 两性霉素 B 于 4 0 m -

甲醇中
,

能达到完全溶解
;脂质体在甲醇 中易

溶
。

因此
,

本实验中溶解与破膜同时进行
。

3) 两性霉素 B 为两性化合物
,

可形成各种盐

而增加其溶解度 s[]
,

我们采用磷酸盐缓冲液

冲洗
,

使两性霉素 B 在缓冲液中形成磷酸盐

而达到溶解样品
、

冲洗薄膜的作用
。

考虑到

p H 过高
、

过低 对细 菌 生长 的影 响
,

选择 了

p H .7 3磷酸盐缓冲液
。

4) 由于本品含有磷脂 质
,

对于脂溶性药物
,

国内外药典常用加入吐温 80 的方法增加溶

解度6[,
’ 〕 ;
由于两性霉素 B 亦为脂溶性药物

,

吐温 80 的加入
,

对两性霉素 B 的溶解变可起

到协同作用
。

5) 两性霉素 B 与胆酸盐的复合物在水中可

形成稳定的胶体溶液川
,

使得两性霉素 B 在

水中的溶解度增加
。

因此
,

在缓冲液中加入了

0
.

0 0 2%的甘牛胆酸钠
。
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6) 中国药典 90 年版中收载有注射用两性霉

素 B
,

其无菌检查用阳性对照菌为金黄色葡

萄球菌 1 :

10
6 ,

因此
,

本实验阳性对 照菌参

照该品种项下无菌检查法
,

阳性对照菌亦采

用金葡菌 1 : 1 06
。

考虑到两性霉素 B 为抗真

菌药物
,

可补充真菌的阳性对照实验
,

有待进

一步实验
。

7) 用 甲醇作溶媒
,

溶解样品及膜材
,

使用薄

膜为脂溶性薄膜 ( T Y P E F H M I L L一p o p E )
,

但

冲洗液为 p H 7
.

3 磷酸盐缓冲液
。

实验表明吐

温 80 的加入可有效地防止脂溶性薄膜在水

溶液中的溶化与孔径的扩大
。
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M I L L P o R E )
.
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.

3
,

0
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