
2024年 4月 20日 第 33卷第 8期

Vol. 33，No. 8，April 20，2024 China Pharmaceuticals

素的 ICP - MS 分析与评价［J］. 现代中药研究与实践，

2020，34（4）：53 - 58.
［16］燕鸿鹏 . 微波消解 - 电感耦合等离子体质谱法同时测定

垃圾渗滤液中 8 种生物毒性元素［J］. 化学分析计量，

2019，28（6）：35 - 38.
［17］刘 燕，兑靖冬，兰瑞容，等 . ICP - MS测定珍黄胶囊中铅、汞、

镉、铜、砷的含量［J］. 华西药学杂志，2020，35（2）：208 - 210.
［18］朱晓东，盛 萍，王长健，等 . 基于化学计量学的青翘和老翘

中重金属与有害元素残留规律研究［J］. 中国中药杂志，

2020，45（15）：3694 - 3699.
［19］胡 幸，沈丹丹，匡鑫玉，等 . 电感耦合等离子体质谱法测

定咪达唑仑注射液中 18 种元素杂质含量［J］. 中国药业，

2023，32（19）：22 - 25.
［20］龚子珊，蒋学慧，杨 雨，等 . 电感耦合等离子体质谱中的

基质效应［J］. 分析测试学报，2020，39（8）：1058 - 1064.
（收稿日期：2023 - 05 - 31；修回日期：2023 - 10 - 30）

􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁􀤁

中图分类号：R927.1 文献标志码：A 文章编号：1006 - 4931（2024）08 - 0067 - 04
doi:10.3969 / j.issn.1006 - 4931.2024.08.016

无菌检查中污染微生物多样性分析及数据偏差调查无菌检查中污染微生物多样性分析及数据偏差调查**
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摘要摘要：：目的 对无菌检查中污染微生物进行多样性分析及数据偏差调查。方法 以曲安奈德注射液为例，按 2020年版《中国药典》方

法进行无菌检查，对污染微生物分离纯化后进行生化鉴定及基于 16S rRNA的微生物多样性分析，与实验环境中的环境菌库进行比较

并溯源，同时进行微生物数据检查偏差数据调查（MDD）。结果 样品中检出表皮葡萄球菌、克式柠檬酸杆菌、唾液链球菌，且均在试验

环境菌库 39株环境菌中。MDD 结果表明，样品中污染的微生物是由操作人员未完全按无菌隔离器使用的标准操作规程进行规范

操作而导致的。即样品中污染的微生物来源于环境，而非样品本身，试验结果无效，应重试。结论 对无菌检查中污染微生物进行溯源

及数据偏差调查，可确认其阳性结果的准确性。

关键词关键词：：无菌检查；曲安奈德注射液；细菌；生化鉴定；微生物多样性；溯源；偏差数据调查
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AbstractAbstract：：Objective To carry out microbial diversity analysis and data deviation investigation on contaminated microorganisms in
sterility test. Methods Triamcinolone Acetonide Injection was taken as an example for sterility test according to the Chinese
Pharmacopoeia（2020 Edition）. Biochemical identification and microbial diversity analysis based on 16S rRNA were performed on
contaminated microorganisms after separation and purification；the above results were compared and traced to the experimental
environment bacterial bank；the microbial data deviation（MDD） investigation was carried out at the same time. Results Staphylococcus
epidermidis，Citrobacter koseri and Streptococcus salivarius were detected in the samples，all of which were found in the 39 strains
of environmental bacteria in the experimental environment bacterial bank. The MDD investigation showed that the microbial
contamination of samples were caused by the operator′s failure to fully follow the operation standards for the use of sterile isolators，
that was，the contaminated microorganisms in the samples were from the environment rather than the samples，the test were invalid
and should be retried. Conclusion Traceability and MDD investigation of contaminated microorganisms in sterility test can confirm
the accuracy of positive results.
Key wordsKey words：：sterility test；Triamcinolone Acetonide Injection；bacteria；biochemical identification；microbial diversity；traceability；
investigation of data deviation
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无菌检查法用于检查药典规定无菌的药品、生物

制品、医疗器具、原料、辅料及其他品种是否无菌，是注

射用药品安全性评价指标之一。无菌检查结果的判断

是一个非常重要和复杂的步骤。国际人用药品注册技
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术协调会（ICH）规定，无菌检出结果以一次检出为准，

不得复试［1］。2020年版《中国药典》规定，当供试品管检

出微生物时，若有证据能充分证明生长的微生物非供

试品本身引起，可判定试验无效，可重试，否则应判定

供试品不符合无菌检查法的要求［2］。无菌检查判断如出

现假阴性结果，会造成已污染微生物的无菌药品流向

市场（如“欣弗事件”“刺五加事件”），严重威胁患者生

命；如出现假阳性结果，因无菌药品生产企业均为高风

险产品企业，企业必须召回上市产品，停业整顿，给企

业带来不可估量的损失，同时也会对药品监管检验机

构的公信力造成不良影响。药品生产企业或药品检验

机构应具备微生物污染溯源的能力。首先应对污染微

生物进行分离纯化，根据染色镜检结果采用生化反应

鉴定法确定细菌种属，并与环境微生物数据库进行比

对。当日常微生物或生化鉴定技术灵敏度偏低或不足

以提供明确的证据证明 2种分离的微生物为同一来源

时，应采用更敏感的试验方法（如基因型微生物鉴定）

来测定分离的微生物是否为克隆关系及由同一菌株繁

殖而成。无菌检查法作为终产品检查法虽能防止问题

产品流向消费领域，却无法对药品检验进行过程控制，

无法解决药品微生物污染来源问题。本研究中以曲安

奈德注射液为例，旨在探索当药品的无菌检查出现阳

性结果后，样品微生物与环境微生物之间的类聚特征

与同源性关系，并结合本实验室的微生物数据偏差数

据调查（MDD）程序，以期排查从样品到检验过程的污

染原因，追溯阳性微生物的来源。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

STI - 1800DTC型无菌隔离器（浙江泰林生物技术

股份有限公司）；HPP260eco型生化培养箱（德国Mem‑
mert公司）；AC2 - 4S1级 A2型生物安全柜（ESCO Air‑
stream®，新加坡 ESCO公司）；DM300型 LED正置显微

成像系统（德国Leica公司）；VITEK 2 Compact型全自动

细菌鉴定及药敏分析系统（法国Bio Mérieux公司）。

1. 2 试药

曲安奈德注射液（国内A企业，批号为 220724，规
格为每支 1 mL）；硫乙醇酸盐流体培养基（FTM）及胰酪

大豆胨琼脂、液体培养基（TSA，TSB），均购自北京三药

科技开发公司，批号分别为20220405，220331，20220412；
革兰阴性细菌及革兰阳性细菌鉴定卡（GP及 GN，

美 国 Bio Mérieux 公 司 ，批 号 分 别 为 2411814203，
2422281503）。

2 方法与结果

2. 1 无菌检查

曲安奈德注射液为混悬液无菌产品，按 2020年版

《中国药典（四部）》通则 1101无菌检查法下直接接种法

进行无菌检查。培养期间定期观察接种了供试品的

FTM，第 10天发现其中 1管氧化层颜色变淡，因制剂本

身为白色混悬液，接种后培养基管均出现浑浊，故从外

观上不能判断有无微生物生长。培养至第 14天，取该培

养液 1 mL置同种新鲜培养基中，继续培养不少于 4 d，
新鲜培养基再出现浑浊，则判断为有菌生长。

2. 2 细菌的分离纯化及鉴定

2. 2. 1 细菌的分离培养及染色

取上述培养物，用 TSA划板，分离纯化，培养结果

染色镜检［3］，结果见表1。
2. 2. 2 全自动细菌生化鉴定

根据革兰染色镜检结果，选择对应的生化鉴定卡

片，对分离纯化得到的 2个菌株进行生化鉴定，试验结

果置信度极佳。详见表 1至表 3（其中，+ 代表阳性，

-代表阴性）。
表1 镜检及生化鉴定结果

Tab. 1 Results of microscopic examination and biochemical
identification

染色结果

革兰阳性

革兰阴性

菌落形态

白色，圆形不透明，边缘整齐

灰白色，略凸起，圆形，边缘

整齐，不透明

鉴定卡片

GP
GN

生化鉴定率（%）

93. 00
98. 00

生化鉴定结果

表皮葡萄球菌

克氏柠檬酸杆菌

表2 表皮葡萄球菌生化鉴定结果

Fig. 2 Results of biochemical identification of Staphylococcus

epidermidis

成分

AMY
PIPLC
dXYL
ADH1
BGAL
AGLU
APPA
CDEX
AspA
BGAR
AMAN

结果

-
-
-
+
+
+
-
-
-
-
-

成分

PHOS
LeuA
ProA
BGURr
AGAL
PyrA
BGUR
AIaA
TyrA
dSOR
URE

结果

+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+

成分

POLYB
dGAL
dRIB
ILATK
LAC
NAG
dMAL
BACI
NOVO
NC6. 5
dMAN

结果

+
+
-
-
-
+
+
+
-
+
-

成分

dMNE
MBdG
PUL
dRAF
O129R
SAL
SAC
dTRE
ADH2s
OPTO

结果

+
-
-
-
+
-
+
-
-
+

2. 2. 3 微生物多样性分析

委托北京擎科生物科技股份有限公司昆明分公司

对出现浑浊长菌的培养管进行微生物多样性分析。提

取样品总DNA后，根据DNA保守区设计引物（在引物

末端加上测序接头）进行聚合酶链反应（PCR）。并对其

产物进行纯化、定量和均一化，形成测序文库，对原始

测序序列进行质量控制（包括低质量过滤、长度过滤），

得到高质量序列，参数内容见表4。
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对高质量序列进行过滤及去噪，首先使用 Trimmo‑
matic v0. 33软件对测序得到的 Raw Reads进行过滤；然

后使用 cutadapt 1. 9. 1软件进行引物序列的识别与去

除，得到不包含引物序列的Clean Reads。第二步，DADA2
去噪：使用 QIIME2 2020. 6［4］中的 DADA2方法［5］进行

去噪，双端序列拼接并去除嵌合体序列，得到最终有效

数据（Non - chimeric Reads）。

信息分析内容，划分OTUs / ASVs（Feature），并根据

Feature的序列组成得到其物种分类。进一步进行多样

性分析、差异分析、相关性分析及功能预测分析。最后

根据 16S rRNA或内转录间隔区（ITS）基因测序结果，通

过功能预测分析对样品进行基因功能或表型预测并计

算功能基因或表型丰度，结果检测到 3种细菌，分别为

表皮葡萄球菌、克氏柠檬酸杆菌及唾液链球菌。详见表5
（其中，系列数指该微生物被检测到的系列条数，不代

表该微生物的绝对数量；相对丰度指该微生物所占同

类微生物的百分比）。

2. 3 与实验室环境菌库比较

收集2021年至2022年隔离器内部A级环境及隔离

器放置的D级背景的微生物，得 39株环境菌。首先进行

菌落形态特征观察，然后进行革兰染色，再用正置显微

成像系统镜检，根据染色结果使用 VITEK 2 Compact
全自动微生物鉴定仪进行鉴定，对其中有疑问的进行

16S rRNA测序鉴定［6］，结果包含了样品中检出的表皮

葡萄球菌、克氏柠檬酸杆菌及唾液链球菌，具体为表皮

葡萄球菌 7株，沃氏葡萄球菌 6株，克氏库克菌 5株，头

状葡萄球菌 3株，克氏柠檬酸杆菌、藤黄微球菌、唾液链

球菌、肺炎链球菌各 2株，腐生葡萄球菌、痤疮丙酸杆菌

各1株，未鉴定出的有8株。

2. 4 微生物数据 MDD 分析［7］

按 2020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，对检验过程中出现的

与微生物相关的不合规范的数据进行实验室MDD。
仪器状态调查：隔离器系统安全舱灭菌程序调查，

因当日实验样品较多，操作人员未按隔离器典型装载

方式进行物料装载，目测物品装载已超过该台隔离器

年度验证时的最大装载方式，部分样品装载时未完全

分开，样品之间未充分暴露表面，因隔离器灭菌方式为

气化过氧化氢表面灭菌，未暴露的表面可能因未接触

到过氧化氢而不能充分灭菌。仪器本次和上次运行状

态正常，日常维护与保养记录正常，仪器处于再验证合

格期内。

培养基及冲洗液质量调查：培养基来源清楚、稳

定，处于有效期内，保存条件满足说明书要求，其他试

剂及耗材满足试验标准要求。

洁净保障：试验人员遵守无菌操作，手套检漏合

格，沉降菌和表面微生物符合规定，本试验不涉及浮游

菌监测，阴性对照及阳性对照符合规定。

检验操作过程：供试品的内外包装和取样量符合

标准要求，检验标准使用正确。

其他需要说明的情况：当天同时进行的其他 2批曲

安奈德注射液无菌检查符合规定，未见异常。

纠正和预防措施：对所有无菌试验人员再次进行

无菌隔离器使用规范培训，再次确认隔离器的典型装

载方式及满载状态，确保今后试验中装载量不会超过

经验证合格的仪器满载状态。此外，MDD调查结果表

明，样品中污染的微生物是由试验操作人员未完全按

无菌隔离器使用的标准操作规程进行规范操作而引起

的污染，污染菌来源于环境中。由于样品的装载方式存

表3 克氏柠檬酸杆菌生化鉴定结果

Fig. 3 Results of biochemical identification of Citrobacter koseri

成分

APPA
ADO
PyrA
IARL
dCEL
BGAL
H2S
BNAG
AGLTp
dGLU
GGT
OFF

结果

-
+
+
-
+
+
-
-
-
+
+
+

成分

BGLU
dMAL
dMAN
dMNE
BXYL
BAIap
ProA
LIP
PLE
TyrA
URE
dSOR

结果

-
+
+
+
-
-
+
-
+
+
-
+

成分

SAC
dTAG
dTRE
CIT
MNT
5KG
ILATk
AGLU
SUCT
NAGA
AGAL
PHOS

结果

+
-
+
+
+
+
+
-
+
-
-
-

成分

GIyA
ODC
LDC
IHISa
CMT
BGUR
O129R
GGAA
IMLTa
ELLM
ILATa

结果

+
+
-
-
+
-
+
-
-
+
-

表4 参数内容与信息

Tab. 4 Content and information of parameters

参数内容

扩增子信息

引物信息

物种注释方法

参数信息

16s v3 + v4_b
正向：ACTCCTACGGGAGGCAGCA
反向：GGACTACHVGGGTWTCTAAT
bayesian

参数内容

物种注释数据库

特征获取方法

特征过滤条件

参数信息

Silva 138
DADA2
2

表5 16S rRNA系列分析结果

Tab. 5 Results of 16S rRNA analysis

层级

属

种

名称

柠檬酸杆菌属

葡萄球菌属

链球菌属

克氏柠檬酸杆菌

表皮葡萄球菌

唾液链球菌

系列数

11 583
8 417
4 853
11 503
8 099
3 474

相对丰度（%）

42. 43
30. 83
17. 78
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在问题，造成样品表面灭菌不完全。该样品的无菌检查

法为直接接种法，导致培养管更易污染环境中的细菌。

故本次无菌试验结果无效，应重试。

2. 5 无菌试验重试结果

取同批次同量供试品，同 2. 1项下方法进行无菌

试验。将上述接种供试品后的培养基容器分别按各培

养基规定的温度培养不少于 14 d。培养期间逐日观察，

结果阳性对照菌 24 h生长良好，阴性对照各管在培养

期间无菌生长，供试品管无菌生长，判定样品无菌检查

符合规定。

3 讨论

2020年版《中国药典（四部）》通则 1101规定，当无

菌检查培养基任何 1管浑浊并确认微生物污染时，若能

证明污染的微生物非样品所含，可判定试验结果无效，

并对该样品的无菌试验进行重试。对供试品管中有菌

生长的无菌试验结果应认真分析产生的原因，如果分

析原因符合下列其中 1条，可判定试验结果无效。1）无

菌检查试验所用设备及环境的微生物监控结果不符合

无菌检查法中对设备及环境的要求；2）回顾整个无菌

试验操作过程，有充分证据表明在其中某一环节有可

能引起供试品管的微生物污染；3）阴性对照管有微生

物污染，当供试品管有菌生长时，阴性对照试验对判断

无菌试验结果的有效性非常重要。供试品管中生长的

微生物经鉴定后，应与环境微生物数据库中的数据进

行比较，以确认是否为同一来源。但该判断方法与所用

鉴定技术关系很大，需采用更敏感的试验来判断 2种分

离的微生物是否为克隆关系或由同一菌株繁殖而成，

目前微生物常用鉴定同源性分析方法有生化反应鉴定

法、16S rRNA的微生物多样性分析、核糖体分型RP鉴
定方法、飞行时间质谱法、脉冲场凝胶电泳法等［8］。

微生物多样性研究是以扩增序列变体为分子标记

研究环境样品中微生物系统分类、物种构成。16S rRNA
为核糖体小亚基的组分，普遍存在于所有细菌中，具有

拷贝数多、分子大小适中、有突变序列也有保守序列、

信息量较大且能体现不同菌株种属间差异的特点，是

细菌系统分类研究中最常用的“分子钟”，作为细菌系

统发育和分类鉴定最常用的标准标识序列，素有“细菌

化石”之称［9 - 10］。微生物多样性是基于 Illumina Nova‑
Seq测序平台，利用双末端测序（Paired - End）的方法，

构建小片段文库进行测序。通过对 Reads拼接过滤，聚

类或去噪，并进行物种注释及丰度分析，可揭示样品的

物种构成；进一步进行α多样性分析（Alpha Diversity）、

β多样性分析（Beta Diversity）、显著物种差异分析、相关

性分析、功能预测分析等，以挖掘样品之间的差异。目

前，基于 16S rRNA的微生物多样性分析已广泛应用于

菌株的鉴定研究。

目前，微生物污染的溯源依然是很多药品生产企

业操作的难点，尽管如此，药品生产企业或药品检验机

构仍应积极建立洁净区环境微生物数据库，企业可通

过数据库实现对生产全过程的微生物监控，有利于生

产各环节的控制，发现生产过程中的风险点，从被动的

排查污染上升到主动预防，当监测数据超过警戒线和

纠偏限时，就应高度重视，启动相应程序，让洁净区始

终保持受控状态［11］。检验机构建立污染趋势分析图，可

应用到溯源分析及污染调查中［12］，当样品的检验结果

异常时，调取环境中微生物数据库的菌种进行比对分

析。因此，环境微生物数据库的建立对药品生产企业和

药品检验机构来说均非常重要且必要。
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