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［摘　 要］ 　 为分析影响无菌检验结果的因素，探寻无菌检验方法优化的思路，对中国、欧盟国家、美
国兽用生物制品无菌检验方法进行了全面比较。 结果发现，《中国兽药典》中，兽用生物制品通用的

无菌检验无论是从培养基种类、培养条件、培养基质量控制还是操作方法均与欧洲药典及美国《联
邦法规》第九卷中方法存在差异，对这些差异进行进一步比对验证，可为我国兽用生物制品无菌检

验的优化提供借鉴。
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　 　 无菌检验是兽用生物制品质量控制的重要检

验项目，关系到兽用生物制品的安全性，准确的检

验结果不仅能够客观公正地评价相关制品的质量，
还能够为生产企业提供技术参考，为行业监管和行
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政决策提供坚强的依据［１］。 提高无菌检验敏感性，
降低无菌检验操作难度，进一步优化现有无菌检验

方法不仅可为行业内兽用生物制品生产企业提供

便利，还可进一步保障兽药安全、促进养殖业发展。
本文从无菌检验的依据、培养基及培养条件、培养

基质量控制、无菌检验的具体方法几个方面，对国

内外主流兽用生物制品无菌检验方法进行比较分

析，以探讨影响无菌检验结果的因素，为无菌检验

方法的优化提供参考。
１　 无菌检验依据

中国兽用生物制品无菌检验依据现行《中国兽

药典》２０２０ 年版三部［２］；欧盟国家兽用生物制品无

菌检验依据《欧洲药典》１０． ０ 版［３］，且人药和兽药

无菌检验遵循一致依据；美国兽用生物制品无菌检

验依据《美国联邦法规》第九卷（９ＣＦＲ） ［４］，而人药

无菌检验依据《美国药典》第 １９ 版，但是 ９ＣＦＲ 中

明确规定，无菌检验培养基的质量控制需遵守《美
国药典》相关规定。
２　 无菌检验培养基及培养条件

２． １　 培养基种类 　 现行《中国兽药典》 《欧洲药

典》及 ９ＣＦＲ 中无菌检验培养基相同之处在于均使

用两种常规培养基，分别是硫乙醇酸盐流体培养基

（ＴＧ）及胰酪大豆胨液体培养基（ＴＳＢ）。 其中，ＴＧ

培养基主要用于厌氧菌和需氧菌的检查，ＴＳＢ 培养

基主要用于真菌及需氧菌的检查。
２． ２　 培养基配方 　 现行《中国兽药典》 《欧洲药

典》及 ９ＣＦＲ 中无菌检验培养基的配方有所区别。
《中国兽药典》ＴＧ 和 ＴＳＢ 培养基配方唯一。 《欧洲

药典》中 ＴＧ 培养基有两种，一种与中国兽药典中

所列 ＴＧ 培养基配方一致，另一种省略了琼脂和刃

天青溶液。 ９ＣＦＲ 中 ＴＧ 培养基有两种，一种与中国

兽药典中所列 ＴＧ 培养基配方一致，另一种额外添

加了 ０． ５％牛肉膏。 此外，《中国兽药典》另使用酪

胨琼脂培养基（ＧＡ）用于需氧菌的检查，９ＣＦＲ 中另

使用脑心浸液琼脂用于真菌和需氧菌的检查。
２． ３　 培养条件　 《中国兽药典》中规定，ＴＧ 及 ＧＡ
培养基的培养温度是 ３５ ～ ３７ ℃及 ２３ ～ ２５ ℃，ＴＳＢ
培养基的培养温度是 ２３ ～ ２５ ℃；欧洲药典规定 ＴＧ
培养基的培养温度是 ３０ ～ ３５ ℃，ＴＳＢ 培养基的培

养温度是 ２０ ～ ２５ ℃，对于含汞类防腐剂的兽用生

物制品，用 ＴＧ 替代 ＴＳＢ 置于 ２０ ～ ２５ ℃培养；９ＣＦＲ
规定 ＴＧ 培养基的培养温度是 ３０ ～ ３５ ℃，ＴＳＢ 培养

基的培养温度是 ３０ ～ ３５ ℃或者 ２０ ～ ２５ ℃，对于含

汞类防腐剂的兽用生物制品，用 ＴＧ 替代 ＴＳＢ 置于

２０ ～ ２５ ℃培养。 三种方法版本的无菌检验用培养

基及培养温度见表 １。

表 １　 无菌检验用培养基及培养温度

Ｔａｂ １　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

方法版本
培养温度

ＴＧ ＴＧ（不含琼脂和刃天青） ＴＧ（含 ０． ５％牛肉膏） ＴＳＢ ＧＡ 脑心浸液琼脂

中国兽药典
３５ ～ ３７ ℃

及 ２３ ～ ２５ ℃ ／ ／ ２３ ～ ２５ ℃ ３５ ～ ３７ ℃
及 ２３ ～ ２５ ℃ ／

欧洲药典
３０ ～ ３５ ℃

及 ／ 或 ２０ ～ ２５ ℃
３０ ～ ３５ ℃

及 ／ 或 ２０ ～ ２５ ℃ ／ ２０ ～ ２５ ℃ ／ ／

９ＣＦＲ ３０ ～ ３５ ℃
及 ／ 或 ２０ ～ ２５ ℃ ／ ３０ ～ ３５ ℃及 ／ 或

２０ ～ ２５ ℃
２０ ～ ２５ ℃及 ／
或 ３０ ～ ３５ ℃ ／ ３０ ～ ３５ ℃及

２０ ～ ２５ ℃

　 ＴＧ 为硫乙醇酸盐流体培养基；ＴＳＢ 为胰酪大豆胨液体培养基；ＧＡ 为酪胨琼脂培养基；９ＣＦＲ 为美国《联邦法规》第九卷

３　 无菌检验培养基质量控制

国内外无菌检验培养基质量控制的要点均为

无菌检验和微生物促生长能力。

３． １　 无菌检验　 《中国兽药典》要求将三种培养基

均分别置于３５ ～３７ ℃及２３ ～２５ ℃培养７ ｄ，《欧洲药

典》及 ９ＣＦＲ 要求将 ＴＧ 和 ＴＳＢ 分别置于 ３０ ～ ３５ ℃

·９５·
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及２３ ～２５ ℃培养１４ ｄ，未发现有菌生长后方可使用。
对于抽检比例，《中国兽药典》规定每批培养基随机

抽取 １０ 支（瓶），《欧洲药典》及 ９ＣＦＲ 仅要求抽取部

分培养基进行无菌检验，具体数量未做要求。
３． ２　 微生物促生长能力　 《欧洲药典》及 ９ＣＦＲ 使

用 ６ 株质控菌种控制培养基质量，菌种代次不得超

过 ５ 代；《中国兽药典》使用 ５ 株质控菌种，与《欧洲

药典》及 ９ＣＦＲ 相比少一株枯草芽孢杆菌，质控菌

种代次无具体要求。 《欧洲药典》及 ９ＣＦＲ 具体规

定如下：取不超过 １００ ＣＦＵ 的金黄色葡萄球菌、铜
绿假单胞菌、生孢梭菌菌种悬液分别接种 ＴＧ 培养

基，于 ３０ ～ ３５ ℃培养不超过 ３ ｄ；取不超过 １００ ＣＦＵ

的白色念珠菌、巴西曲霉、枯草芽孢杆菌菌种悬液

分别接种 ＴＳＢ 培养基，于 ２０ ～ ２５ ℃ 培养不超过

５ ｄ；若有菌生长，则培养基微生物促生长能力符合

要求。 《中国兽药典》中规定，取不超过 ５０ ＣＦＵ 的

金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、生孢梭菌菌种悬

液分别接种 ＴＧ 培养基，于 ３５ ～ ３７ ℃培养 ３ ｄ；取不

超过 ５０ ＣＦＵ 的金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌菌

种悬液分别接种 ＧＡ 培养基，于 ３５ ～ ３７ ℃培养 ３ ｄ；
取不超过 ５０ ＣＦＵ 的白色念珠菌、巴西曲霉菌种悬

液分别接种 ＴＳＢ 培养基，于 ２３ ～ ２５ ℃培养 ５ ｄ；若
有菌生长，则培养基微生物促生长能力符合要求。
质控菌种信息见表 ２。

表 ２　 微生物促生长能力试验质控菌种表

Ｔａｂ ２　 Ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｍｉｃｒｏ － ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｕｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
菌种类别 菌种 中国兽药典 欧洲药典 ９ＣＦＲ

需氧菌

金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ √ √ √

枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ／ √ √

铜绿假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ √ √ √

厌氧菌 生孢梭菌 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓ √ √ √

真菌
白色念珠菌 Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ √ √ √

巴西曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ √ √ √

　 　 其他常规质量控制参数中，《欧洲药典》关于 ＴＧ

培养基装量有特殊要求。 ＴＧ 培养基由于分为氧化

层和厌氧层，要求储存于密闭无菌容器内，且培养基

的上层表面积和深度之间需要遵循一定比例，保证

在培养结束时，培养基氧化层在培养基高度的一半

以内。 《中国兽药典》与 ９ＣＦＲ 无上述要求。

４　 无菌检验方法适用性检测

《欧洲药典》要求，对新制品进行无菌检验时或

者检验方法有更改时，需进行方法适用性检测（与

检品的无菌检验同时进行）。

４． １　 膜过滤法适用性检测　 在将待检样品转移至

滤膜过滤后，在用于洗涤滤器的无菌稀释液中加入

不超过 １００ ＣＦＵ 的质控菌种。

４． ２　 直接接种法适用性检测　 在将待检样品接入

培养基后，在培养基内加入不超过 １００ ＣＦＵ 的质控

菌种。 两种方法适用性检测均需用表 ２ 中所列的 ６

种菌种分别进行。 将所有的样品在适宜温度培养

不超过 ５ ｄ。 如果待检样品管内质控菌种生长状态

与阳性对照一致，则说明该样品在当前检验方法下

无抗菌活性或者其抗菌活性已经被中和且符合要

求，该方法可以直接应用；如果与阳性对照相比，待

检样品管内质控菌种未见明显生长，则说明该样品

的抗菌活性在当前方法下未被成功中和，当前方法

需要进行修改并重新进行适用性检测。

５　 无菌检验操作方法

《中国兽药典》和 ９ＣＦＲ 中，兽用生物制品无菌

检验只有直接培养法，样品的最小抽检量和最小取

样量均需遵循表 ３ 规定。
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表 ３　 《中国兽药典》与 ９ＣＦＲ 样品最小抽检量及最小取样量

Ｔａｂ ３　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｔｅｍｓ ｔｏ ｂｅ ｔｅｓｔｅｄ ａｎｄ ｍｉｎｉｍｕｍ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｔｏ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｍｅｄｉｕｍ ｉｎ ＣＶＰ ａｎｄ ９ＣＦＲ

样品种类
最小抽检量 最小取样量

中国兽药典 ９ＣＦＲ 中国兽药典 ９ＣＦＲ

细菌原液、病毒原液 ２ ｍＬ ４ ｍＬ ０． ２ ｍＬ ０． ２ ｍＬ

配苗组织乳剂、稳定剂、半成品 ２ ｍＬ ／ ０． ２ ｍＬ ／

细胞系、原代细胞、配苗用动物源材料 ／ ２０ ｍＬ ／ １． ０ ｍＬ

灭活菌液、毒液、类毒素 ２ ｍＬ ／ ０． ２ ｍＬ ／

灭活苗成品
按瓶数百分之一抽样，不
少于 ５ 瓶不多于 １０ 瓶

１０ 瓶
装量大于 １． ０ ｍＬ 时取
１． ０ ｍＬ，不足１． ０ ｍＬ 时取
全部内容物

装量大于 ２． ０ ｍＬ 时取
１． ０ ｍＬ，不足 ２． ０ ｍＬ 时
则取一半内容物分别接
种 ＴＧ 和 ＴＳＢ

活苗成品
按瓶数百分之一抽样，不
少于 ５ 瓶不多于 １０ 瓶

１０ 瓶

原装量大于 １． ０ ｍＬ 时，恢
复至原量，取 １． ０ ｍＬ；原
装量小于 １． ０ ｍＬ 时，恢复
至原量，取全部内容物

０． ２ ｍＬ

　 　 《欧洲药典》中，无菌检验用到的方法分别为膜

过滤法和直接培养法。 对于具体方法的选择，《欧
洲药典》规定如下：只要检品性质允许，在当前使用

方法下无抗菌活性，均使用膜过滤法［５］。 不论选择

哪种方法，样品的最小抽检量和最小取样量均需遵

循表 ４ 和表 ５ 规定。

表 ４　 《欧洲药典》样品最小抽检量

Ｔａｂ ４　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｔｅｍｓ ｔｏ ｂｅ ｔｅｓｔｅｄ ｉｎ ＥＰ
剂型 每批产品数量　 　 　 最小抽检量　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

注射制剂
–不超过 １００ 瓶
–超过 １００ 但不超过 ５００ 瓶
–超过 ５００ 瓶

抽检 １０％但不少于 ４ 瓶
１０ 瓶
抽检 ２％但不超过 ２０ 瓶（装量大的制品只需抽取 １０ 瓶）

其他非注射制剂

–不超过 ２００ 瓶
–超过 ２００ 瓶
–如果产品装量为 １ 头份 ／ 羽份，按注射制
剂进行抽检

５％但不少于 ２ 瓶
１０ 瓶

整包固体制品
–不超过 ４ 瓶
–超过 ４ 瓶但不超过 ５０ 瓶
–超过 ５０ 瓶

全部
２０％但不少于 ４ 瓶
２％但不少于 １０ 瓶

　 　 如果不清楚本批产品数量，则按照最大量进行抽检；如果单瓶苗的装量足够接种两种培养基，本表所列出的抽检数量即为无菌检验所需

全部抽检数量

表 ５　 《欧洲药典》样品最小取样量

Ｔａｂ ５　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｔｏ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｍｅｄｉｕｍ ｉｎ ＥＰ

样品类型 样品装量 最小取样量

液体

–少于 １ ｍＬ
– １ － ４０ ｍＬ
–超过 ４０ ｍＬ 不超过 １００ ｍＬ
–超过 １００ ｍＬ

样品全部装量
样品装量的一半但不少于 １ ｍＬ
２０ ｍＬ
装量的 １０％但不少于 ２０ ｍＬ

固体

–不足 ５０ ｍｇ
–超过 ５０ ｍｇ 不足 ３００ ｍｇ
–超过 ３００ ｍｇ 不足 ５ ｇ
–超过 ５ ｇ

样品全部装量
样品装量的一半但不少于 ５０ ｍｇ
１５０ ｍｇ
５００ ｍｇ
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５． １　 膜过滤法 　 选择滤膜孔径不超过 ０． ４５ μｍ、
截留微生物能力被验证过的、滤膜直径大小为

５０ ｍｍ的膜式过滤器。 水溶性制品、油性制品以及

稀醇制品选择硝酸纤维素滤膜；浓醇制品选择醋酸

纤维素滤膜。 如果改变滤膜直径，稀释液以及洗液

的体积也需相应调整。 过滤装置和滤膜须保证自

身无菌，且样品在无菌条件下通过过滤装置过滤，
膜需要在无菌条件下取出并且放置于培养基内，或
者可直接在无菌条件下将培养基加入到过滤装置

中并培养。
５． ２　 直接培养法 　 《中国兽药典》 《欧洲药典》及
９ＣＦＲ 中无菌检验均涉及直接培养法，但具体操作有

所差别，此部分主要阐述各标准中培养法的差异。
５． ２． １　 《中国兽药典》直接培养法　 样品按表 ３ 进

行抽样后，半成品直接接种 ＴＧ、ＴＳＢ、ＧＡ 小管培养

３ ～ ７ ｄ 后判定结果。 成品样品经过 ５０ ｍＬ ＴＧ 小瓶

增菌 ３ ｄ，再移植至 ＴＧ、ＴＳＢ、ＧＡ 小管继续培养 ７ ｄ
后判定结果。
５． ２． ２　 《欧洲药典》直接培养法　 按照表 ４ 及表 ５
进行抽样，取适量的样品直接接种于培养基，除非

有特殊规定，样品接种量不低于培养基体积的

１０％ 。 如果待检样品有抗菌活性，需用适宜中和剂

中和其抗菌活性或者将样品接入足够量的培养基

中以达到稀释的作用。 如果样品的量大，则使用经

过浓缩的、后续需稀释的培养基就更为合适。 如果

有必要，可以直接将浓缩的培养基加到样品的容器

中。 将接种样品后的培养基培养不少于 １４ ｄ。 在

培养期间观察培养基。 油苗需每天轻轻摇晃，但是

需要注意为了保证硫盐培养基的厌氧环境，摇晃培

养基的频率和振幅需控制在最小。
５． ２． ３　 ９ＣＦＲ 直接培养法　 含 ０． ５％ 牛肉膏的 ＴＧ
培养基、ＴＳＢ 培养基用于含梭菌类毒素、菌苗、以及

菌苗 －类毒素制品的无菌检验；含或者不含 ０． ５％
牛肉膏的 ＴＧ 培养基、ＴＳＢ 培养基用于其他灭活苗、
细胞系、原代细胞及动物源材料的无菌检验。

病毒类活苗、原始毒种的无菌检验选用 ＴＳＢ 培

养基（检测细菌和真菌生长均用 ＴＳＢ，培养温度上

进行区分）。 需要保证样品可能带有的抑菌或者抑

真菌活性被中和。
细菌类活苗、原始菌种的无菌检验选用 ＴＧ（检

测细菌）和 ＴＳＢ（检测真菌）培养基。 冻干制品需按

照瓶签注明的头份 ／羽份数用随样品携带的稀释液

或者无菌纯水复溶。 推荐每 １０００ 头份 ／羽份疫苗

用 ３０ ｍＬ 水复溶。
除注射外其他给药方式的鸡胚源活疫苗，未检

测或者按照常规活苗检验方法检测有菌生长时，选
择每毫升含 ５００ Ｋｉｎｅｔｉｃ （Ｋｅｒｓｅｙ）单位青霉素的脑

心浸液琼脂平皿进行检验。
６　 讨　 论

６． １ 　 无菌检验的依据　 无外源细菌和真菌污染，
是兽用生物制品安全应用的重要保障。 无菌检验

作为检测制品是否污染外源细菌和真菌的检验参

数，存在于所有兽用生物制品的质量标准中（《中国

兽药典》细菌类活苗中为纯粹检验） ［６］。 无菌检验方

法敏感性的高低，直接决定结果的准确性。 中国和

美国对于兽用生物制品的无菌检验均有单独的规定

且区分于人用药品，而欧盟国家对于兽药和人药的

无菌检验依据是一致的。 考虑到检验成本、适用对

象、产品工艺及剂型差别，适当的区分更有利于检验

技术的推广和开展。
６． ２　 无菌检验培养基的质量控制　 无菌检验培养

基的质量直接影响无菌检验结果。 培养基质量的

关键在于微生物促生长能力，《中国兽药典》中检验

方法与国外最大的区别在于用于 ＴＳＢ 培养基质量

控制的质控菌株只有白假丝酵母菌和巴西曲霉，少
一株枯草芽孢杆菌。 由于 ＴＳＢ 培养基应用目的是

检测需氧菌和真菌的生长，因此使用枯草芽孢杆菌

作为检测 ＴＳＢ 培养基促进需氧菌生长能力的质控

菌株是有必要的。 对于微生物促生长能力的检测

限，国外为培养基需检出 １００ ＣＦＵ 的质控菌，而我

国规定需能检出 ５０ 个 ＣＦＵ 的质控菌，从这个角度

来说，我国对于培养基质量要求相对更高。 自身无

菌也是控制无菌检验培养基质量的重点，国内与国

外方法在这方面的差别在于培养时长，《中国兽药

典》中规定培养 ７ ｄ，国外方法要求 １４ ｄ。 《美国药

典》和《欧洲药典》分别于 ２０００ 年和 １９９８ 年将培养
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基的无菌检验周期从７ ｄ修改为 １４ ｄ，原因在于考

虑到 ７ ｄ 的周期可能无法检测到部分“生长缓慢”
的微生物，这为我国无菌检验培养基质量控制提供

了参考。 此外，对于培养基的抽样比例也有所区

别。 《中国兽药典》规定每批次培养基随机抽取 １０
支（瓶）进行检验，《美国药典》和《欧洲药典》规定

抽取部分培养基进行检验，未明确具体抽检数量。
６． ３　 无菌检验培养基种类及培养条件的选择 　
《中国兽药典》对于无菌检验培养基的选择比较单

一，而《欧洲药典》和 ９ＣＦＲ 对于无菌检验培养基均

做过适当调整，使培养基可以更适合于当前样品的

培养。 《欧洲药典》和 ９ＣＦＲ 中 ＴＧ 及 ＴＳＢ 培养基常

规培养温度比《中国兽药典》中规定的温度略低，基
于无菌检验的目的主要是检测生产过程中可能污

染的环境杂菌，此类杂菌可适应 ３０ ～ ３５ ℃ 以及

２０ ～ ２５ ℃的培养条件，然而不同培养温度对方法

敏感性的影响还有待研究。 《中国兽药典》内无菌

检验培养基装量恒定，《欧洲药典》和 ９ＣＦＲ 内无菌

检验培养基装量根据检品不同而不同。 理论上来

说，充足的培养基更有利于潜在污染菌的生长。 考

虑到 ＴＧ 培养基的特性，《欧洲药典》特地对其装量

表面积和深度有所规定，是为了保证检验结束时，
培养基内仍能保证需氧和厌氧两个环境，对于潜在

污染菌的检出是值得借鉴的规定。 ９ＣＦＲ 中对于不

同制品，培养基和培养条件均有差别。 比如对于病

毒类活疫苗，就不再选用 ＴＧ 培养基。 这一点可能

基于病毒活疫苗生产过程中培养基和培养方式，不
利于厌氧菌的生长，且有利于营养苛求需氧菌的生

长，故选用 ＴＳＢ 培养基在 ３０ ～３５ ℃培养以检出样品

中潜在污染菌。 对方法的细化有利于提高无菌检验

方法的敏感性和准确性。 近年来在检验过程中发

现，ＴＳＢ 培养基无法检出组织源制品中污染营养苛

求菌（如副猪嗜血杆菌、链球菌等），导致制品出现

“假阴性”结果；或者因组织强毒污染导致无法客观

评价被检疫苗的免疫效力。 筛选出营养特性好的培

养基用于特殊样品的检验非常值得深入研究。
６． ４　 无菌检验方法　 对于具体无菌检验方法的选

择，除《欧洲药典》中列出且首选膜过滤法外，《中

国兽药典》和 ９ＣＦＲ 对于兽用生物制品均选用直接

培养法［７］。 直接培养法从仪器设备、操作难度、经
济成本方面来说都是优于膜过滤法的选择，推广简

单上手容易，更利于兽用生物制品生产企业对于技

术的掌握。 然而，膜过滤法通过对样品中潜在污染

菌的浓缩、培养，从检验结果的准确性来说更胜一

筹。 而对无菌检验方法控制上，９ＣＦＲ 中要求检验

时需添加质控菌作为阳性对照，还需同时设置阴性

对照。 《欧洲药典》除增加阴阳性对照外，在检验方

法或者检验条件改变时还需进行方法适用性检测保

证体系的适用性。 对方法的控制可有力确保单次结

果的准确性，排除非样品原因导致的检验结果异常。
《中国兽药典》 《欧洲药典》及 ９ＣＦＲ 中对供试

品的抽检量各有规定，与本批制品的生产量直接相

关，然而对于每一瓶样品的接种量却各有不同。
《中国兽药典》和 ９ＣＦＲ 中，样品的接种量是固定

的，与样品分类有关而与本身装量基本无关。 《欧
洲药典》里，样品的接种量和样品装量直接相关，且
规定样品接种量不能少于培养基装量的 １０％ 。 更

为细致的接种量的选择，对于保障结果准确性，减
少漏检率是有意义的。

《中国兽药典》中对于成品的无菌检验均需按

照接种 － 移植的步骤进行，国外方法均为一步培

养，仅在观察过程中由于疫苗的性质导致结果不易

判定时才需进一步移植。 统一接种 － 移植的步骤

可以稀释防腐剂或抗生素、减少培养基用量，但是

增加了操作程序且稀释了样品用量，对于某些对营

养要求高的菌类，用 ＴＧ 小瓶培养 ３ ｄ 可能导致为

数不多的菌死亡，从而造成漏检。
６． ５　 小结　 无菌检验最早于 １９３２ 年出现在《英国

药典》中，作为样品安全性的重要指标，几十年来世

界各国对于其方法的优化和完善一直在进行［８］。 通

过对《中国兽药典》《欧洲药典》和 ９ＣＦＲ 系统的比较

发现，我国兽用生物制品无菌检验方法仍然存在优

化和探讨的空间。 从培养基、培养条件、接种方式进

行优化和验证，结合国情制定更为完善的无菌检验

方法，对我国兽用生物制品的生产和管理具有重要

意义。 （下转第 ６４ 页）
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