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药品微生物限度检查误差的影响因素及控制方法
张小莉

（陕西省咸阳市食品药品检验检测中心，陕西咸阳７１２０００）
摘要：目的分析药品微生物限度检查误差的影响因素及控制方法。方法从人、机、料、法、环５个途径着手分析，通过解读２０１５年版
《中国药典（四部）》通则９２０３和通则９２０５，并结合微生物实验室工作经验，提出简单可行及保障结果准确的措施。结果与结论为避免
实验误差，上述５条途径均需加以注意。人，微生物实验员应具备极强的责任心和专业理论水平；机，应使用合格设备；料，注意抽样代
表性和抽样环境，保证培养基质量并定期更换消毒液；法，选用合适、准确的方法标准、判断标准和人员操作标准及规范；环，按照《中国
药典》要求控制环境。
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用制剂）的无菌检查和绝大部分非无菌药品的微生物限
度检查。药品微生物限度检查法是指非规定灭菌制剂及
其原料、辅料受微生物污染程度的检查方法，包括染菌
量及控制菌的检查。１９７２年版《中国药典》开展了药品
微生物限度检查犤 １ 犦，但直到１９９５年版才正式收载此方
法。药品微生物限度是对生产单位所用的药品原料、器
具设备、工艺流程、生产环境和操作者的卫生状况进行
卫生评价的综合依据犤 ２ 犦。药品一旦受到微生物污染，将
造成药品变质，主成分分解而失效，也可能分解产生毒
素，造成机体反应，引起疾病甚至威胁生命。本研究中从
人、机、料、法、环５个途径查找药品受到微生物污染的
可能途径，以寻找控制污染之法。
１ 污染途径分析与控制
１． １ 人员

供试液制备过程为主要影响因素，由于供试液制备
由实验人员完成，因此，微生物实验的操作人员是主要
影响因素犤 ３ － ４ 犦。实验者因实践经验、理论专业和文化水
平的差异而对同一标准理解不同，操作和检验方法选择
不同，可能因操作产生差异而造成最终结果错误。

人员素质：操作人员应有极高的职业素质，要有责
任心，才能按要求犤 ５ 犦严格控制实验环境；还要有专业素
质，即操作规范、熟练。人员操作过程保证真实的药品
污染状态犤 ６ 犦，不杀死微生物，也不污染样品，避免因操
作不当样品污染实验环境，且严格控制检验时间（不
超过１ ｈ）。

无菌观念：微生物实验室不同于一般理化实验室，
对环境控制很严格，工作人员必须有无菌观念。首先，进
入实验室的器具应采用适当方法灭菌；其次，工作人员
须身体健康，不能带某些传染病（如感冒）进入实验室，
保证实验室不被污染；再次，人员装束符合微生物实验
室要求（如不能佩戴饰物，要求穿洁净服）犤 ７ 犦；最后，完成
实验及时清理实验垃圾，以免滋生微生物而污染环境。

相关规定：按２０１５年版《中国药典（四部）》通则
９２０３（《药品微生物实验室质量管理指导原则》牗以下简
称通则９２０３ 牘和通则９２０５《药品洁净室微生物监测和控
制指导原则》牗以下简称通则９２０５）中要求执行，其中，
通则９２０３规定了操作环境的标准，通则９２０５规定了控
制环境频次的最低要求。
１． ２ 设备

仪器核检：包括所用设备检定犤压力容器、天平、冰
箱和培养箱用的温度监测仪、空气检测设备（如测定浮
游菌、悬浮粒子）犦或校准（烤箱、培养箱、加液枪、分液器
或刻度吸管）。超净台或生物安全柜也要按规程检定。环
境处理过程所用的高效过滤器、超净台或生物安全柜，

检验过程的天平，培养过程的培养箱，一方面定期核查，
保证运行正常，另一方面定期处理，保证不污染样品。

设备和耗材优化：选用适于本实验室且易于操作的
设备，过去用刻度吸管采样，现在可用加液枪（加液枪换
枪头比换刻度吸管方便）；配备匀浆仪和水域震荡仪加
速样品的释放；涡旋震荡仪混匀样品。也可使用一次性
耗材，提高工作效率，缩短实验时间，减少污染。
１． ３ 物料

检验对象：因样品污染的不均匀性，正确的抽样方
法（抽样代表性、抽样环境）很重要犤 ８ 犦。

培养基：所用培养基须经过适用性检查。现在，一般
实验室使用商品培养基，且按照药典或培养基使用说明
要求进行配制和严格灭菌，既不破坏成分，又可保证灭菌
彻底。培养基要求参见通则９２０３中对培养基的要求。注
意高压后培养基的营养成分和ｐＨ犤９犦，以保证培养基的灵
敏度。保存依赖于其质量、贮存条件和培养基种类。制备
好的培养基一般可于２ ～ ８ ℃冰箱保存３０ ～ ６０ ｄ犤１０ － １１ 犦。

其他：检验用水的水质须符合实验要求；实验室所
用消毒液定期更换，以免产生耐受菌株；实验所用器具
及物品应清洗干净，不残留抑菌物质犤 １２ 犦；注意所用菌种
生物特征是否典型。
１． ４ 方法

合理选择检验方法：《中国药典》从２００５年版开始
进行微生物方法学验证，以保证选用方法准确、可靠。一
般参照企业提供有可靠、准确方法和明确结论的资料，
但也有部分例外，如某企业产品菌落计数中产品资料需
氧菌总数仅１０ － １用薄膜过滤法，１０ － ２，１０ － ３未说明，如
直接选用平皿法，可能出现假阴性，造成漏检。此时应先
与企业沟通，无果时再选薄膜过滤法。又如食品标准中
根据水来源不同分为生活饮用水、包装饮用水和饮用天
然矿泉水，３种水微生物指标均不同，如果用错标准导
致误判，将造成浪费或不合格产品流入市场，甚至造成
严重后果。

菌落计数误差控制犤 １３ 犦及控制菌的培养时间：２０１５
年版《中国药典》选用的培养基应用范围比以前更适合
微生物生长，需氧菌总数选用胰酪大豆胨琼脂培养基，
比以前的营养琼脂更适于微生物生长。统计霉菌和酵母
菌总数时选择的沙氏葡萄糖琼脂培养基比玫瑰红钠琼
脂培养基（选择性培养基）计数范围更广，而且规定生长
细菌也计数。笔者做某一外用药物制剂方法适用性试验
时发现，外用药金黄色葡萄球菌（３０ ～ ３５ ℃）预培养时
间为１８ ～ ２４ ｈ，按照规定培养２４ ｈ接种至琼脂平板，阳性
对照生长１８ ｈ生长良好，但供试品阳性对照培养７２ ｈ
未生长。预培养时间延长至３６ ｈ，供试品阳性对照在琼
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脂平板在７２ ｈ内生长良好。其原因是金黄色葡萄球菌
敏感，容易被抑制，由于受到供试液的干扰，微生物受
损，修复较慢，延长预培养时间很有必要。

灭菌方法：压力容器定期用生物指示剂进行灭菌验
证；每次用化学指示卡进行灭菌验证，保证灭菌彻底。

判定标准掌控：２０１５年版《中国药典》通则１１０７《非
无菌药品微生物限度标准》中有可接受范围犤 １４ 犦，但如不
严控生产质量，就会造成微生物限度标准要求降低的错
觉。作为生产企业的标准，有内控指标以保证贮存期药
品合格，不能考虑可接受范围，否则进行检验结果偏差
（ＯＯＳ）调查犤 １５ 犦。

实验细节：一是注意对照试验，开展阴性对照试验，
以便确定样品本身实际情况，避免环境或操作人员带
入，阳性对照（控制菌）实验则可确认该方法是否适用于
本实验室；二是实验前正确保存样品，以避免开检前污
染，同时做好标记，以免混淆样品。
１． ５ 环境控制

样品检验环境：微生物实验室药品严于食品犤 １６ 犦，应
符合实验室设计要求，即通则９２０３对环境的总要求，实
验室参数犤空气悬浮粒子、浮游菌、沉降菌、无菌手套和
无菌服的表面微生物和物理参数（温度、相对湿度、换气
次数、气流速度、压差）犦均须满足实验要求。且应依据通
则９２０５定期监测实验室的空气质量（悬浮粒子、浮游
菌、沉降菌）犤 １７ 犦。

检验前药品储存环境：保持样品原有状态，做好标
记，并保证药品不受污染和不过度灭菌。

供试品培养环境：保持培养箱和培养室洁净。
２ 值得探讨的问题

除上面提到的问题及相应的控制方法外，在实践中
还遇到以下问题值得探讨。

样品稀释液选择：为了让微生物尽快修复但不是繁
殖，一般制样选择ｐＨ ＝ ７． ０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲
液，但有耐胆盐革兰阴性菌检查项目选择稀释剂胰酪大
豆胨液体培养基（ＴＳＢ），应观察菌落计数是否增加。

制剂与稀释剂产生反应：如某口服液１０ ｍＬ加至
ｐＨ ＝ ７． ０无菌氯化钠蛋白胨１００ ｍＬ或胰酪大豆胨液体
培养基１００ ｍＬ时有沉淀产生，静置析出固体颗粒物。是
否反应产生新物质影响原液，有待考证。

培养基与样品发生反应：某些成分复杂的中药制剂
如沙门菌的预培养物０． １ ｍＬ加至１０ ｍＬ ＲＶ培养基后
发生反应，颜色变成白色，类似于阳性对照培养后的颜
色，干扰初步判断。主要的分离增菌的培养基与样品发
生反应，造成培养基有效成分损失，可能降低沙门菌的
生长能力，以至于影响检出率。

菌落污染问题：药品中污染的微生物菌落致病性强
于药典中规定的控制菌，这种情况下，即使发现菌落总
数超标或控制菌检查药典以外的菌落，也要进行鉴定，
确定药品污染可能的途径，以采取预防措施。

实验中阳性对照菌株使用：某些情况下，企业选用
菌种虽然一样，但亚型不一样，在第三方实验室阳性对
照不明显（如沙门菌），不一定是方法问题。这值得注意。

其他：可开发控制菌鉴定培养基，以减少实验步
骤及微生物分离或鉴定仪器在实验室的使用，进一步
减少人为误差。
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