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摘要：目的　建立注射用单磷酸阿糖腺苷无菌检查方法标准。方法　按照２０１５年版《中国药典》规定，采用薄膜过滤法，对１４
家企业生产的注射用单磷酸阿糖腺苷进行无菌方法适用性研究。结果　确定了规格为０．１ｇ注射用单磷酸阿糖腺苷的无菌
检查方法。１４家企业（共１１１批次）无菌检验方法均为：取样品６０支，采用薄膜过滤法，用ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液冲洗，
每次１００ｍＬ，共冲洗２次。结论　通过对１４家企业生产的注射用单磷酸阿糖腺苷的方法验证资料进行整理、归纳、分析、试
验，最终确定严谨统一的无菌检查方法。
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　　注射用单磷酸阿糖腺苷常用于治疗疱疹病毒
感染所致的口炎、皮炎、脑炎，也用于治疗免疫抑制

患者的带状疱疹和水痘感染，但对巨细胞病毒无

效。注射用单磷酸阿糖腺苷治疗儿科呼吸道病毒

感染、小儿手足口病、小儿病毒性脑炎、病毒性肺

炎，疗效明显，能迅速缓解患儿临床症状，改善患儿

的生活质量［１４］。为确保临床用药安全，建立相应

的质量控制标准很有必要。无菌是注射剂质量控

制的一个重要指标，根据２０１５年版《中国药典》四
部要求，进行产品无菌检查时，应进行方法适用性

试验，以确认所采用的方法适合于该产品的无菌检

查，避免对检验结果的误判［５］。对不同厂家生产的

同品种、同规格注射用单磷酸阿糖腺苷无菌检查方

法适用性进行合理统一，既避免资源的浪费，也方

便了检验。

１　仪器与试药
１．１　样品　１４家企业生产的规格０．１ｇ的注射用
单磷酸阿糖腺苷共计１１１批次，生产企业（每家企
业随机抽取一个批次进行方法适用性试验），提供

的无菌方法学验证实验统计见表１。
１．２　仪器与设备　压力蒸汽灭菌器（上海华成医
用核子仪器公司）；ＨＦｓａｆｅ７６０Ｓ型生物安全柜（上
海力申科学仪器有限公司）；ＷＧＰ６００型恒水式电
热恒温培养箱（重庆万达实验仪器厂）；ＬＲＨ２５０
型生化培养箱（上海一恒科学仪器有限公司）；ＨＴＹ
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表１　１４家企业无菌检查方法验证统计表

序号 生产企业 批号 取样数量／支 冲洗液 冲洗量／ｍＬ

１ 企业Ａ（１６批） １５０５０６ ６０ ０．１％蛋白胨水溶液 ５００

２ 企业Ｂ（３批） Ｂ１５０１１４０５ １２０ ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液 ３００

３ 企业Ｃ（６批） １５０４０１１ １２０ ０．９％氯化钠溶液 ４００

４ 企业Ｄ（１５批） １５０４１１１ ３０ ０．１％蛋白胨水溶液 ３００

５ 企业Ｅ（７批） ２０１５０６０１ １２０ 溶解于０．９％氯化钠溶液５００ｍＬ中过滤 不冲洗

６ 企业Ｆ（９批） １５０１０３１ ６０ 直接接种法 不冲洗

７ 企业Ｇ（６批） ２０１５０１１００２ ３０ 薄膜过滤法 不冲洗

８ 企业Ｈ（１４批） ２０１５０４０１ ６０ ０．１％蛋白胨水溶液 ２００

９ 企业Ｉ（４批） ２０１５０３０１１ ６０ ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液 ２００

１０ 企业Ｊ（４批） １５０４０２ ６０ ０．１％蛋白胨水溶液 １００

１１ 企业Ｋ（５批） ２０１５０３０２１ ６０ ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液 ３００

１２ 企业Ｌ（２批） ２０１４１２０３ １２０ ０．９％氯化钠溶液 ２００

１３ 企业Ｍ（１８批） ２０１５０１０８ ６０ ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液 ３００

１４ 企业Ｎ（２批） ２０１５０１０３０３ ６０ ｐＨ７．０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液 ３００

６０１型集菌仪（杭州泰林生物技术设备有限公司）；
集菌培养器（杭州泰林生物技术设备有限公司，型

号：ＤＧＢ２２０，批号：２０１５０３２３、ＤＧＢ３３０、２０１５０４０２）；
超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司，型号：

ＳＷＣＪ２Ｆ）。
１．３　培养基及冲洗液　胰酪大豆胨液体培养基
（批号：１５０９２２）；胰酪大豆胨琼脂培养基（批号：
１６０２０４）；沙氏葡萄糖液体培养基（批号：１５０８０１）；
沙氏葡萄糖琼脂培养基（批号：１５０６０２）硫乙醇酸盐
流体培养基（批号：１５０９２２），以上培养基由北京路
桥技术有限责任公司生产，培养基的适用性检查符

合《中国药典》２０１５版四部无菌检查法的要求。冲
洗液：ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液（北京路桥技
术有限责任公司生产，批号：１５０８０１）；０．９％无菌氯
化钠溶液（氯化钠分析纯，国药集团化学试剂有限

公司，批号：２０１５０７１６）。
２　方法与结果
２．１　菌液制备　将金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆
菌、大肠埃希菌分别接种于胰酪大豆胨液体培养基

中，生孢梭菌的新鲜培养物接种至硫乙醇酸盐流体

培养基中，３３℃培养２４ｈ；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，２３℃培养４８ｈ。
上述培养物用０．９％无菌氯化钠溶液制成适宜浓度
的菌悬液，计数备用；接种黑曲霉的新鲜培养物至沙

氏葡萄糖琼脂培养基上，２３℃培养７ｄ，洗脱孢子，收
集孢子悬液，用含０．０５％聚山梨酯８０的０９％无菌
氯化钠溶液制成适宜浓度的孢子悬液计数备用。

２．２　方法适用性试验
２．２．１　试验方法思路　注射用单磷酸阿糖腺苷为

抗病毒药，经查阅相关文献，抗病毒药一般无抑菌

作用［６７］。方法适用性试验优先选择薄膜过滤

法［８９］。选取验证方法有代表性的 ７家生产企业
（直接接种法１家；不同取样量、不同冲洗液、不同
冲洗量，薄膜过滤法６家），按照药典规定６株菌进
行试验，选用不同冲洗量进行冲洗，以确定适宜的

冲洗量。根据药品成分筛选试验方法，确定试验条

件后再进行全面验证的思路［１０］，以保证试验方法的

有效性。

２．２．２　供试液制备　按照《中国药典》２０１５年版四
部无菌检查法的要求，接种每种培养基的检验数量

为２０支，每支接入每种培养基的最少量为５０ｍｇ。
按无菌操作法处理，每支用 ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨
缓冲液冲液５ｍＬ溶解，备用。
２．２．３　冲洗量的确定　７家企业生产规格０．１ｇ取
规定量供试品，每膜接种量为１０００ｍｇ，按薄膜过滤
法过滤，用ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液冲洗，每次
１００ｍＬ，冲洗量分别为每膜１００、２００、３００ｍＬ，于最
后一次冲洗液中加入小于１００ＣＦＵ的试验菌，同时
做阳性对照管。不同冲洗量试验结果见表２。结果
显示：生产企业Ａ和生产企业Ｎ冲洗１００ｍＬ后，试
验管金黄色葡萄球菌与阳性对照管比较，生长缓

慢；７家生产企业在冲洗２００、３００ｍＬ后，金黄色葡
萄球菌、大肠埃希菌、枯草芽孢杆菌，生孢梭菌各试

验管与阳性对照管比较２４～４８ｈ内均生长良好；冲
洗１００、２００、３００ｍＬ后各试验管黑曲霉和白色念珠
菌与阳性对照管比较２４～４８ｈ内均生长良好。确
定方法适用性试验适宜冲洗量为每膜２００ｍＬ。无
菌检查选择金黄色葡萄球菌为阳性对照菌。
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表２　７家生产企业不同冲洗量试验结果

菌种

企业Ａ（试验管）

冲洗量／ｍＬ
培养天数／ｄ

１ ２ ３

企业Ｃ（试验管）

冲洗量／ｍＬ
培养天数／ｄ

１ ２ ３

企业Ｆ（试验管）

冲洗量／ｍＬ
培养天数／ｄ

１ ２ ３

企业Ｇ（试验管）

冲洗量／ｍＬ
培养天数／ｄ

１ ２ ３

金黄色葡萄球菌 １００ － ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋

２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋

３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋

大肠埃希菌 １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋

２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋

３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋

生孢梭菌 １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋

２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋

３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋

枯草芽孢杆菌 １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋

２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋

３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋

白色念珠菌 １００ － ＋ ＋ １００ － ＋ ＋ １００ － ＋ ＋ １００ － ＋ ＋

２００ － ＋ ＋ ２００ － ＋ ＋ ２００ － ＋ ＋ ２００ － ＋ ＋

３００ － ＋ ＋ ３００ － ＋ ＋ ３００ － ＋ ＋ ３００ － ＋ ＋

黑曲霉 １００ － ＋ ＋ １００ － ＋ ＋ １００ － ＋ ＋ １００ － ＋ ＋

２００ － ＋ ＋ ２００ － ＋ ＋ ２００ － ＋ ＋ ２００ － ＋ ＋

３００ － ＋ ＋ ３００ － ＋ ＋ ３００ － ＋ ＋ ３００ － ＋ ＋

菌种

企业Ｉ（试验管）

冲洗量／ｍＬ
培养天数／ｄ

１ ２ ３

企业Ｌ（试验管）

冲洗量／ｍＬ
培养天数／ｄ

１ ２ ３

企业Ｎ（试验管）

冲洗量／ｍＬ
培养天数／ｄ

１ ２ ３

阳性对照管

培养天数／ｄ

１ ２ ３

金黄色葡萄球菌 １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

大肠埃希菌 １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

生孢梭菌 １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

枯草芽孢杆菌 １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ １００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ２００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ３００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

白色念珠菌 １００ － ＋ ＋ １００ － ＋ ＋ １００ － ＋ ＋ － ＋ ＋

２００ － ＋ ＋ ２００ － ＋ ＋ ２００ － ＋ ＋ － ＋ ＋

３００ － ＋ ＋ ３００ － ＋ ＋ ３００ － ＋ ＋ － ＋ ＋

黑曲霉 １００ － ＋ ＋ １００ － ＋ ＋ １００ － ＋ ＋ － ＋ ＋

２００ － ＋ ＋ ２００ － ＋ ＋ ２００ － ＋ ＋ － ＋ ＋

３００ － ＋ ＋ ３００ － ＋ ＋ ３００ － ＋ ＋ － ＋ ＋

　　注：“＋”表示浑浊，“－”表示澄清。

２．２．４　方法适用性试验　供试液制备同“２．２．２”
项：（１）试验组：取制备好的供试液２０支，用ｐＨ７．０
氯化钠蛋白胨缓冲液润洗滤膜，再将供试液导入集
菌过滤器内，每膜接种量为１０００ｍｇ，按薄膜过滤法

过滤，每个滤筒用 ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液冲
洗，每次１００ｍＬ，冲洗２次，于最后一次冲洗液中加
入小于 １００ＣＦＵ的试验菌，每个滤筒灌注培养基
１００ｍＬ。置规定条件下培养（硫乙醇酸盐流体培养
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基３３℃，胰酪大豆胨液体培养基２３℃），并逐日观
察其结果；（２）阳性对照组：同试验组操作，不加供
试液，加入同体积培养基，并接种等量试验菌；（３）
阴性对照组：以等量稀释剂代替等量供试液，不接

种试验菌，其他操作同试验组。１４家企业样品无菌
检查方法适用性试验结果见表３。结果显示：与阳
性对照管比较，含金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、枯

草芽孢杆菌、生孢梭菌各试验管，２４ｈ内生长良好；
含白色念珠菌、黑曲霉各试验管与阳性对照管比较

２４～４８ｈ内均生长良好，说明供试品的该检验量在
该检验条件下其抑菌作用可以忽略不计，方法适用

性试验通过。

２．２．５　结果判断　与阳性对照组比较，如含供试
品各容器中的试验菌均生长良好，则说明供试品的

该检验量在该检验条件下无抑菌作用，照此检查方

法和检查条件进行供试品的无菌检查。如含供试

品的任一容器中的试验菌生长微弱、缓慢或不生

长，则说明供试品的该检验量在该检验条件下有抑

菌作用，则需采取适宜的方法消除供试品的抑菌作

用，并重新进行方法适用性试验。

２．２．６　方法适用性结果　通过对１４家企业，不同
批次，相同规格０．１ｇ注射用单磷酸阿糖腺苷的方
法适用性进行试验，每批样品６０支，检验方法为薄
膜过滤法，接种量为每膜１０００ｍｇ，用ｐＨ７．０无菌
氯化钠蛋白胨缓冲液冲洗，每次１００ｍＬ，共冲洗２
次，以金黄色葡萄球菌为阳性对照菌，进行无菌检查。

３　样品无菌检查
取供试品６０支，每支用ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨

缓冲液５ｍＬ溶解，采用薄膜过滤法，于集菌仪上通
过ＤＧＢ３３０集菌培养器，接种量为每膜１０００ｍｇ，以
ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液为冲洗液，冲洗量为
每膜２００ｍＬ，在两管泵入各１００ｍＬ硫乙醇酸盐流
体培养基，其中一管接种小于１００ＣＦＵ的金黄色葡
萄球菌为阳性对照；另一管泵入１００ｍＬ胰酪大豆
胨液体培养基。另取 ＤＧＢ２２０集菌培养器，取上述
冲洗液同法操作，不接种供试品，分别泵入硫乙醇酸

盐流体培养基和胰酪大豆胨液体培养基各１００ｍＬ，
作为阴性对照，置规定温度培养１４ｄ，逐日观察记录。

表３　１４家样品无菌方法适用性试验结果

菌种
培养

时间

试验组

企业Ａ企业Ｂ企业Ｃ企业Ｄ企业Ｅ企业Ｆ企业Ｇ企业Ｈ企业Ｉ企业Ｊ企业Ｋ企业Ｌ企业Ｍ企业Ｎ

阳性

对照

阴性

对照

金黄色葡萄球菌 １ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

２ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

３ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

大肠埃希菌 １ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

２ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

３ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

生孢梭菌
１ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

２ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

３ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

枯草芽孢杆菌
１ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

２ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

３ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

白色念珠菌
１ｄ － － － － － － － － － － － － － － － －

２ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

３ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

黑曲霉 １ｄ － － － － － － － － － － － － － － － －

２ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

３ｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

　　注：“＋”表示浑浊；“－”表示澄清。
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　　国家监督抽检样品，注射用单磷酸阿糖腺苷１４
家企业共计１１１批次（规格０．１ｇ）进行无菌检查，
结果供试品管和阴性对照管培养１４ｄ后均澄清，阳
性对照管金黄色葡萄球菌２４ｈ内生长良好，无菌检
查结果均符合规定。

４　讨论
　　建立无菌检查法，可用直接接种法或薄膜过滤
法，只要供试品性状允许，应采取薄膜过滤法［１１］。

收集到验证资料，同品种、同规格，因各企业试验水

平不同，不同的企业其验证资料的无菌检查法不一

样，１家企业采用直接接种法，１３家企业采用薄膜
过滤法（１４家企业均采用金黄色葡萄球菌为阳性对
照菌），但在检验数量、冲洗液种类及冲洗量方面，

各企业的方法验证差别比较大。检验方法不统一，

同品种同规格药品无菌检查用不同检验方法，影响

到药品无菌检查的工作质量和评判标准。不同企业

用不同检查方法，这给日常检验带来较大的麻烦，另

外还有失公平公正之嫌。同品种同规格应该归纳出

统一无菌检查方法，可以按从严方式来归纳［１２］。

由于方法不统一，不规范产生的误差，导致药

品检验报告书权威性存在问题，所以确定科学合理

检验方法至关重要［１３］。建立准确、可信、可行的方

法适用性试验，为进一步规范无菌检查，提供科学

依据。２０１５年版《中国药典》编制大纲也突出强调，
要加强药品无菌与微生物限度检查方法的建立与

验证方面的标准研究工作［１４］。同一品种的药物无

菌检查法可简化、统一，形成标准操作规范，其它各

类药品无菌检查，经长期的，大量的系统方法学研

究也可逐步规范和统一，形成正式的药品标准［１５］。

建立统一方法适用性试验，可避免生产企业重复多

次的验证造成方法不统一和验证资料不规范等问

题，同时节约了大量的人力和物力，便于企业参考

和运用，实现了资源共享。

ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓冲液、０．１％无菌蛋白
胨水溶液、０．９％无菌氯化钠溶液均可作为药品无
菌检查时的稀释液和冲洗液，但作用机制不同。

０１％无菌蛋白胨水溶液含有提供碳源、氮源等营
养物质的蛋白胨有利于微生物的恢复生长；ｐＨ７．０
氯化钠蛋白胨缓冲液除还有与０．１％无菌蛋白胨

水溶液含量相同的蛋白胨外，还含有磷酸氢二钾、

磷酸氢二钠、氯化钠等无机盐和矿物质元素，其稳

定的ｐＨ环境与营养物质更有利于微生物的复苏；
０．９％无菌氯化钠溶液仅提供稳定的渗透压，避免
细胞破裂［１６１７］，所以选择 ｐＨ７．０氯化钠蛋白胨缓
冲液作为稀释液和冲洗液更有利于本品微生物的

检出。
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