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［摘　 要］ 　 注射剂是我国兽药普遍使用的一类剂型，其制剂工艺多源于传统工艺，无菌保障意识薄

弱，研发的广度和深度方面存在不足，势必导致产品质量下降和临床疗效降低，引发用药隐患。 针

对兽用化学药品注射剂中问题突出的灭菌工艺，从工艺选择、工艺验证、指示剂使用、数据评判和影

响因素等方面进行探讨，并提出建议，以供研发者和生产者参考。
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　 　 兽用注射剂系指原料药物或与适宜的辅料制

成的供注入体内的无菌制剂，可分为注射液、注射

用无菌粉末与注射用浓溶液［１］。 注射剂因其起效

迅速、剂量准确，不经过胃肠道故不受消化系统和

食物影响等优点是目前兽药普遍应用的一类剂型。

目前我国虽是兽用化学药品制剂大国，但非制剂强

国，在制剂工艺方面与欧美国家相比存在一定差

距，尤其是高风险的注射剂，同一品种的产品，即使

国内外生产商价格相差悬殊，大中型养殖企业临床

上也更倾向于使用价高的欧美国家产品。 从目前

国内兽用注射剂的注册资料看，灭菌工艺部分存在

的问题比较突出，导致注册不能顺利获得批准。 究
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其原因，除部分已批准注射剂的生产工艺局限于当

时认知水平等历史遗留问题外，部分研发和生产者

尚滞留在传统的研发经验和生产经验上，无菌保障

意识薄弱，对灭菌工艺的广度和深度研究不足，造

成产品质量的下降和临床疗效的降低，引发用药隐

患。 针对问题突出的灭菌工艺（现行兽用生产质量

管理规范（ＧＭＰ）中注射剂按工艺的不同划分为最

终灭菌和非最终灭菌注射剂［２］ ）部分，从注射剂灭

菌工艺的选择原则、工艺验证、指示剂使用、验证数

据的分析和评判及灭菌效果的影响因素等方面进

行探讨，分析灭菌工艺中可能存在的安全性风险，

以期为相关研发和生产者提供借鉴和参考。

１　 灭菌工艺选择原则

根据产品的稳定性，参考欧洲药品管理局

（Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ，ＥＭＡ）颁布的灭菌工

艺决策树［３－５］进行注射剂灭菌工艺的选择（图 １ ～
图 ２）。 首选最终灭菌工艺， 其无菌保证水平

（Ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ａｓｓｕｒａｎｃｅ ｌｅｖｅｌ，ＳＡＬ）≤１０－６，即产品中污

染菌存活的概率不大于百万分之一，如果能够耐受

过度杀灭法（Ｆ０≥１２，Ｆ０ 为标准灭菌时间，即灭菌

过程赋予被灭菌产品 １２１ ℃下的灭菌时间；美国食

品药品监督管理局 ＦＤＡ 和 ＥＭＡ 规定的过度杀灭

法的 Ｆ０ 值分别为 １２ 和 １５），则首选过度杀灭法；如
不能耐受过度杀灭的条件，可采用残存概率法（８≤
Ｆ０＜１２） ［６］。 如果有充分依据证明不适宜采用最终

灭菌工艺，可采用无菌生产工艺，其 ＳＡＬ≤１０－３。 只

要可能，应对非最终灭菌的注射剂做补充性处理，
如流通蒸汽。 随着认知水平的提高，早期采用的流

通蒸汽灭菌目前仅可用于无菌工艺的辅助手段，
ＥＭＡ 指导原则［３］明确规定，对于灭菌而言，温度低

于 １１０ ℃的热处理是不可接受的。 在进行工艺选

择时，不能因为选择使用热不稳定包材而降低工艺

的 ＳＡＬ，但也应避免为提高产品的 ＳＡＬ，不对产品

的特性做全面、深入的研究就选择灭菌工艺。

图 １　 水性制剂的灭菌工艺决策树［５］

Ｆｉｇ １　 Ｄｅｃｉｓｉｏｎ ｔｒｅｅ ｆｏｒ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｈｏｉｃｅｓ ｆｏｒ ａｑｕｅｏｕｓ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２　 工艺验证

工艺验证对保障注射剂 ＳＡＬ 的重要性不言而

喻，ＦＤＡ 实施的最终灭菌工艺的参数放行［７］，即强

调工艺的全过程控制，只有经过严格的工艺验证并

按照验证确认的条件进行严格控制的生产过程，才
能保障注射剂的 ＳＡＬ，而不再简单依赖于最终产品

的无菌检验报告，因为抽样检验毕竟数量有限，且
微生物在产品中分布并不均匀，因此，抽样的结果
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图 ２　 非水性液体、半固体和干粉制剂的灭菌工艺决策树［５］

Ｆｉｇ ２　 Ｄｅｃｉｓｉｏｎ ｔｒｅｅ ｆｏｒ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｈｏｉｃｅｓ ｆｏｒ ｎｏｎ－ａｑｕｅｏｕｓ ｌｉｑｕｉｄ， ｓｅｍｉ－ｓｏｌｉｄ ｏｒ ｄｒｙ ｐｏｗｄｅｒ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

不能真实反映整批产品的无菌状态。
２．１　 灭菌工艺 　 通常包括湿热过度杀灭法、残存

概率法和辐射灭菌法，根据工艺的不同，验证内容

的侧重点有所不同，除共性的微生物负荷、微生物

挑战、容器密封系统等验证内容外，湿热灭菌主要

还包括热分布和热穿透试验等，辐射灭菌需进行产

品抗辐射强度等研究。
２．１．１　 热分布和热穿透试验　 热分布试验是了解

整个装载区的温度分布状况，热穿透试验是确认产

品内部能达到预定的灭菌程序，通过提交 ３ 批运行

的试验数据证明所采用灭菌程序一致性、重现性符

合拟定的标准［８］。 提供灭菌器温度分布的最高、最
低值及其相应的 Ｆ０ 值，根据 Ｆ０ 计算公式［９］：

Ｆ０ ＝△ｔ∑１０（Ｔ－１２１） ／ Ｚ

式中：△ｔ 是测量被灭菌产品温度的时间间隔；
Ｔ 是每个时间间隔△ｔ 所测得的被灭菌产品的温度；
在湿热灭菌时，参比温度定为 １２１ ℃，Ｚ 值为 １０ ℃。
从公式看 Ｆ０ 值随产品温度（Ｔ）变化而呈指数变化，

即温度出现很小的差异，都将对 Ｆ０ 值产生显著的

影响。 一个灭菌程序的总标准灭菌时间 Ｆ０，包括加

热和冷却过程，即 Ｆ０ 为“升温＋灭菌程序＋降温”的
积分过程。 对于过度杀灭法，虽然产品对热稳定，
但产品过热灭菌不仅浪费能源，也会导致热降解趋

势增大、稳定性下降、有效期缩短，因此其为相对的

过度。 对于残存概率法，灭菌程序的 Ｆ０ 值要满足

产品可耐受的 Ｆ０ 值范围（Ｆ最低 ～Ｆ最高），既要保证装

载产品的冷点获得足够的杀灭时间（Ｆ最低≥８），也
要保证热点符合产品质量要求（≤Ｆ最高）。 由于产

品性状、装载方式（最大、最小和典型装载）等不同会

带来一定的影响，因此，也需进行相应的验证研究。
２．１．２　 微生物负荷　 测定被灭菌产品（包括原料、
辅料和内包材）中微生物负荷、细菌内毒素水平、生
产和灭菌过程中引入的那些可能会对注射剂中的

细菌内毒素水平产生影响的因素。 为确保注射剂

中可接受的细菌内毒素水平，被灭菌产品的微生物

污染应尽可能低。 对于灭菌工艺，ＧＭＰ 条件下被灭
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菌产品的微生物负荷可接受限度为 １０２ＣＦＵ ／ １００ｇ

或 ｍＬ（需氧菌总数计数），则无需提供进一步的证

据。 残存概率法需监测每批产品的微生物负荷；过

度杀灭法假设的微生物负荷数量和耐热性一般均

高于实际控制要求，不需监测每批产品微生物负

荷，仅需定期监测。 对于无菌工艺，ＧＭＰ 条件下被

除菌 产 品 的 微 生 物 负 荷 可 接 受 限 度 不 超 过

１０１ＣＦＵ ／ １００ ｍＬ（需氧菌总数计数），每批产品均需

进行监测，如果另外安装有预除菌过滤器，则最接

近最终容器灌装点的过滤器通常作为除菌过滤器。

２．１．３　 微生物挑战试验　 工艺验证所用生物指示

剂的耐热性和数量应对灭菌工艺构成必要的挑战。

主要是对产品中分离的芽孢或环境中形成的芽孢

（如采用沸腾试验：１００ ℃加热 １０ ｍｉｎ 判断是否有

耐热芽孢存在）与生物指示剂芽孢的耐热性进行比

较，以证明污染菌的耐热性小于生物指示剂的耐热

性。 验证时，指示剂的微生物用量应比日常检出的

微生物污染量大、耐受性强，以保证灭菌工艺留有

安全余量。

２．１．４　 抗辐射强度研究　 除提供与辐射剂量相关

联的辐射前微生物负荷研究，还需确认不同装载方

式下灭菌产品吸收的最小和最大辐射剂量，最小剂

量应保证达到的灭菌要求，最大剂量意味着超过该

值的产品不可接受，使实际的辐射剂量达到 ＳＡＬ 的

要求。

２．２　 无菌工艺　 通常包括除菌过滤和无菌分装工

艺，验证内容除提供微生物负荷、微生物挑战试验、

培养基模拟灌装试验外，前者还需提供除菌过滤系

统验证，后者需提供产品的无菌验证试验。

２．２．１　 除菌过滤系统验证　 包括过滤系统相容性测

试、过滤前后滤膜完整性测试和滤膜的微生物截留

量测试。 此外还应明确工艺的具体过程控制，如过

滤体积、过滤时间、放置时间等关键工艺参数范围。

２．２．２　 培养基模拟灌装试验　 尽可能模拟常规的

无菌生产工艺，包括所有对无菌结果有影响的关键

操作、生产中可能出现的各种干预和最差条件，各

种干预和最差条件的考虑需要体现风险控制的理

念。 灌装培养基时，每个容器的灌装体积一般为

１ ／ ３～１ ／ ２ 之间，最多不能超过容器的 ８５％［１０］。 对

于冻干粉针的验证，在培养基灌装半压塞后，只需

模拟产品进入和移出冻干机的过程即可，而不必模

拟冻干过程，以保证一旦有细菌能保持较好的生存

能力，同时还应模拟一些可能造成污染的抽真空、

充氮等操作。 培养基模拟灌装试验需要对所有灌

装样品进行培养和无菌检查，其目标是零污染，一

旦发现污染，需进行偏差调查，包括污染菌的鉴别、

污染情况的评估、是否可以重复进行试验等。 该试

验是对设备、环境和人员操作的一种系统验证，在

线至少灌装 ３ 批。

３　 指示剂使用

指示剂一般分化学监测器和生物指示剂［１１］。

化学监测器是对一个或多个关键灭菌参数有响应

的装置，可作为定性指示剂，表明产品已灭过菌，其

又分为化学指示剂和化学综合指示剂。 化学指示

剂是以非定量形式提供即时结果作为参数标识（如

颜色变化），但不能显示产品是否无菌，不能指示达

到的最高温度和持续的时间，只能说明某温度阈值

已达到。 化学综合指示剂是多参数的化学指示剂，

可定量综合指示灭菌程序中的参数，如温度、时间

或湿度，可定量反映关键灭菌程序的物理状态，提

供与微生物灭活相关量化结果的记录。 在湿热灭

菌的验证中，化学监测器不能代替生物指示剂和温

度 ／压力 ／时间等仪器测量。

生物指示剂是一类特殊的活微生物制品，生物

指示剂的被杀灭程度，是评价一个灭菌 ／无菌工艺

有效性最直观的指标，可用于确认设备的性能、工

艺的验证、生产过程灭菌 ／无菌效果的监控等。 用

于验证的生物指示剂一般是细菌的孢子，湿热过度

杀灭法常用生物指示剂为嗜热脂肪芽孢杆菌孢子，

残存概率法常用生孢梭菌孢子；辐射灭菌法常用短

小芽孢杆菌孢子；过滤除菌法常用缺陷假单孢菌。

可使用市售的标准生物指示剂，也可使用由日常生

产污染菌监控中分离的耐受性最强的微生物制备

的孢子，在使用其做验证时，应确定孢子在实际使

·３８·
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用条件下的 Ｄ 值（微生物的耐热参数，系指一定温

度下将微生物杀灭 ９０％所需的时间，以分钟表示），

并测定孢子的纯度和数量。

４　 数据分析和评判

经过灭菌 ／无菌工艺后，需要对工艺的性能和

产品的稳定性进行分析、评判。

性能确认包括物理确认和生物指示剂确认，确

认试验数据符合验证方案中规定的合格标准，如物

理确认中最低和最高温度及相应的 Ｆ０ 值，最少正

常运行的探头数；生物指示剂确认中规定微生物挑

战试验中孢子的对数下降值符合预期标准、规定的

阳性和阴性对照符合设定要求等。

产品的稳定性研究是考察工艺对产品性质稳

定性影响的试验，包括产品的降解、含量测定、ｐＨ

值、颜色、缓冲能力和具体产品的质量特性，应符合

拟定的质量标准。 进行灭菌 ／无菌工艺前后产品质

量的对比研究时，考察项目应全面、考察条件和方

法应合理、相关方法应经过验证，同时研究用样品

应具有代表性。

５　 灭菌效果的影响因素

５．１　 工艺设计　 随着制药界对药品影响因素认知

的不断深入，质量通过检验控制、通过生产过程控

制，直至通过良好设计来生产进行控制，即质量源

于设计［１１－１５］ 逐渐成为共识，从研发初始就考虑终

产品质量，在处方和工艺筛选、参数优化、物料控制

等各方面进行深入研究，才能确保产品质量。 如早

期我国兽用注射剂曾采用的 １００ ℃ ３０ ｍｉｎ 流通蒸

汽工艺，其 Ｆ０ 值往往达不到灭菌工艺的要求，在此

情况下，即使严格按照工艺生产也不能保证产品的

质量。 因此，在对药物结构和稳定性进行研究的基

础上，对注射剂的灭菌温度和时间等关键工艺参数

进行深入研究，积累详实的数据，才能为确定最终

工艺参数预留安全的设计空间。 对易氧化产品采

取除氧、加入抗氧剂或采用充氮等设计以提高其稳

定性。

５．２　 微生物负荷　 原辅料引入和生产环境存在的

微生物数量和耐热性影响灭菌工艺的灭菌效果。

一般注射剂的原辅料应首选注射用级别的原辅料。

对尚无市售的注射用原料药，需控制微生物限度、

细菌内毒素和不溶性微粒等检查项以提高内控质

量标准的安全性；对尚无市售的注射用辅料，注射

剂中已有文献支持但尚无符合注射用标准的辅料，

根据来源和用量的不同也应制定微生物限度、细菌

内毒素等安全性内控指标，必要时还应进行相关的

安全性试验研究。

监测生产环境的微生物种类和数量，建立微生

物负荷报警和纠偏措施的限度，按 ＧＭＰ 规范生产

的产品实际微生物负荷一般较低，主要是对环境中

形成的芽孢或从产品中分离的芽孢与生物指示剂

的耐热性进行比较，以证明在最差的条件下的灭菌

工艺处于安全状态。

５．３　 灭菌器选择 　 灭菌方法和装载方式确定后，

根据产品 Ｆ０ 范围重现性的需求，选择适宜的灭菌

工艺类型和灭菌器。 在确保产品灭菌前后完好性

前提下，要求灭菌程序的重现性良好。 按灭菌工艺

类型不同，灭菌器分为饱和蒸汽（预真空、重力法）

和空气加压（蒸汽－空气混合气体、过热水）灭菌，

前者常用于多孔 ／坚硬物品灭菌；后者常用于液体

装置灭菌。 对于湿热灭菌工艺，应依据注射剂液体

装载或多孔 ／坚硬装载、Ｆ０ 控制重现性等选择合适

工艺类型的生产设备。 如过热水加压灭菌器常用

于残存概率法液体装置药品的灭菌，其加热和冷却

快速易控，不受产品装载和其他公用设施的影响，

被灭菌产品的 Ｆ０ 范围窄，重现性好。

５．４　 其他因素　 饱和蒸汽、蒸汽－空气混合物和过

热水等不同加热介质对热传递速率和热分布等存

在一定的影响；容器的特性和几何形状等影响热转

移速率；在生产过程中与注射剂直接接触的部分辅

助物料如不锈钢器皿、管道、服装等灭菌工艺的无菌

保证水平等均会对灭菌效果产生或多或少的影响。

综上所述，注射剂灭菌工艺的研究是一个系统

的质量管理体系，最终灭菌工艺是将最终密封的产

品进行适当的灭菌来生产无菌注射剂，无菌工艺是

在无菌环境下，通过无菌操作（除菌过滤、分装）来

·４８·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ５２ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

生产无菌注射剂，二者由于在实现产品无菌的方法

上有本质上的差异，导致其最终产品的无菌保证水

平不同，因此，应将灭菌工艺降解引起的风险与无

菌生产引起的风险进行权衡，同时还需考虑产品的

剂量和降解产物的性质，对选择的工艺进行全面的

获益风险评估。 随着欧美“质量源于设计”研发理

念的推行，随着对注射剂认知的不断深入，强调注

射剂的设计和过程控制，将风险管理运用到产品研

发、生产全过程直至整个产品的生命周期，才能确

保兽药的安全、有效、质量可控。
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