
中国兽药杂志 ２０２３ 年 ８ 月第 ５７ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０． １１７５１ ／ ＩＳＳＮ． １００２ － １２８０． ２０２３． ０８． １０

关于兽药制剂无菌检查法几个问题的探讨

李应超，刘 佳，高 婷，王亚芳，张小飞
（北京市兽药饲料监测中心，北京 １０２２９９）

［收稿日期］ ２０２３ － ０２ － ２４　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２ － １２８０ （２０２３） ０８ － ００７２ － ０７　 ［中图分类号］Ｓ８５９． ７９

［摘　 要］ 　 无菌检查法是无菌兽药制剂重要的质量检查方法。 根据目前国内外相关文献的研究报

道，分别从无菌检查法的特点、替代方案以及兽药制剂特殊性等方面进行论述，以期最大程度降低无菌

检查法缺点的影响，规范我国兽药制剂的无菌检查方法，为兽药无菌检查的研究提供参考和依据。

［关键词］ 　 兽药制剂；无菌检查；局限性；替代方法；参数放行

作者简介： 李应超，高级兽医师，从事兽药检测、研发及标准制定。 Ｅ － ｍａｉｌ：ｂｊｓｙｊｃｓ２１０＠ ｓｏｈｕ． ｃｏｍ

Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｎ Ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｏｆ Ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ Ｔｅｓｔ Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ

ＬＩ Ｙｉｎｇ － ｃｈａｏ， ＬＩＵ Ｊｉａ， ＧＡＯ Ｔｉｎｇ， ＷＡＮＧ Ｙａ － ｆａｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｘｉａｏ － ｆｅｉ
（Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ ａｎｄ Ｆｅｅｄ Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ Ｃｅｎｔｅｒ，Ｂｅｉｊｉｎｇ １０２２９９， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｔｅｒｉｌｅ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ．

Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ａｎｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅｓ， ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｓｕｍｍａｒｉｅｄ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ

ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ， ｔｏ ｍｉｎｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ

ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅ ｔｈｅ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ． Ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｉｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｉｎ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ； ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ； ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ； ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄｓ； ｐａｒａｍｅｔｒｉｃ ｒｅｌｅａｓｅ

　 　 无菌检查法系用于检查兽药典要求无菌的兽

药、原料、辅料、兽医医疗器具及其他品种是否无菌

的一种方法，是作为无菌兽药制剂放行检验或监督

管理部门对无菌产品质量监督中的一个重要方

法［１］。 无菌检查最早出现在上世纪三十年代英国

药典中［２］，我国最早收载于 １９５３ 年版的药典及

１９９０ 年版兽药典，历经数次修订，我国现行兽药典

中无菌检查试验方法与药典基本一致，与欧美药典

大体相似。 其主要依靠所捕获回收的微生物在培

养基上自然生长，通过肉眼观察培养基浑浊的方法

来判定产品的无菌状况［３ － ５］。 虽然方法沿用至今，

但这种无菌检查法天生存在一定的局限性。

１　 无菌检查法的局限性

１． １　 统计学理论分析［６ － ８］ 　 有学者采用二项式展

开法分析了无菌检查的局限性。 其主要表现为：一

是无菌检查的可信度很低（假设通过无菌检查（即
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没有取得染菌样）的概率为 Ｐｎ ＝ （１ － Ｑ） ｎ，检出批

污染（即取得染菌样）的概率为 １ － Ｐｎ ＝ １ － （１ －

Ｑ） ｎ，其中 Ｑ 为批产品的染菌率，ｎ 为取样数）。 当

染菌率为 ２％ 、样本数为 ２ 时，该批药品通过无菌检

查的概率为 ９６％ ；即使将样本数增至 １０，取不到污

染品的概率仍高达 ８１． ７％ 。 二是批产品的污染率

越低，根据无菌检查结果来判定批药品是否无菌的

风险就越大，如染菌率为 ３０％ ，而样本数为 ２ 时，误

判合格的概率为 ４９％ ；当染菌率为 １％而样本数不

变时，误判合格的概率为 ９８％ 。 三是取样数量越

小，染菌样检出的概率越小，无菌检查误判的可能

性越大；同一污染水平条件下，增加无菌检查的取

样数，在一定程度上可以提高无菌检查的可信度，

但在产品实际污染比较低的情况下，取样数增大，

对检出污染品的概率改观不大。

１． ２　 日常实验操作　 首先，无菌检查周期较长（１４ ～

１７ ｄ），增加了产品的生产和使用成本；其次，具有破

坏性，该方法为破坏性试验，对于抽检的产品，检验

之后不能再使用，造成不必要的产品报废；再者，不

能代表整体，无菌检查不可能对同一个批次的所有

产品做检查。 所以，即使被称为无菌产品，往往不

是绝对无菌而是有可能存在某种程度的微生物污

染。 此外，重现性差，无菌兽药本身是“无菌”的，其

污染率极低、且污染水平极低、微生物分布不均匀

的特点使得无菌检查不需进行复试。 除非断为“试

验结果无效”的结果则需复试，但其复试结果未必

与首次试验一致或真实反映污染的情况，也就是说

有将已经发现的阳性结果当作“试验结果无效”进

行复检从而错失检出污染品的机会；最后，该方法

检测过程操作繁琐、劳动量大、自动化程度低［９］；并

且需人工逐日观察培养基变化，受检测人员的经验

影响较大，灵敏度低且具有一定的主观性，影响结

果判断的准确性。

２　 无菌检查的替代方案

鉴于传统无菌检查法的上述局限性，近年来有

许多新的检查方法及理论应用于药品无菌检查中，

并且《中国兽药典》 （２０２０ 年版）收录的“兽药微生

物检验替代方法验证指导原则”中也对替代方法需

验证的参数进行了明确的规定。 这些替代方案主

要包括两类。

２． １　 基于微生物生长的方法　 该类方法基于微生

物培养生长后进行检测，主要有检测气体变化的测

定法［１０］、三磷酸腺苷（ＡＴＰ）发光检测技术［１１］ 和微

量量热技术［１２］。

检测气体变化的测定法是通过传感器检测微

生物的生长及响应、气体气压或成分的变化，或通

过传感器的比色响应生长介质中的物理化学变化，

检测下限为 １ ～ １０ ＣＦＵ，检测周期需要 ２ ～ ７ ｄ，代

表性产品有 ＢａｃＴＡＬＥＲＴ（ＢＴＡ）系统和 Ｂａｃｔｅｃ 系统

等。 有研究者［１３ － １４］ 采用 ＢＴＡ 系统对多种剂型生

物制品进行快速无菌检查方法验证，并采用 ＢＴＡ

双温系统进行注射剂无菌检查研究，所有样本验证

结果显示该方法均等同或者优于标准方法，在所有

样本中，ＢａｃＴ ／ ＡＬＥＲＴ®系统在 ２． ５ ～ ５． ７７ ｄ 内检测

到所有被检测的微生物，最低检测水平在 １ ～ ２

ＣＦＵ 范围内，其等效性、耐用性、灵敏度、检测时间

和重复性与药典标准相当或更好，且 ＢＴＡ 双温系

统比较适用于无抑菌性且装量低于 １０ ｍＬ 的注射

剂产品。 同时 ＢＴＡ 快速无菌检查系统作为无菌检

查法的替代技术在 ２００４ 年被 ＦＤＡ 批准可用于赛诺

菲 Ｇｅｎｚｙｍｅ 公司生产的细胞疗法药物的无菌检

查［１５ － １７］。 此外，厉高慜等［１８］ 运用 ＶｅｒｓａＴｒｅｋ®快速

微生物检测系统对细胞制品开展无菌检查研究，

１０ 种菌株（包括 ６ 种药典规定菌株在内）均能检出，

其最长周期小于 ７ ｄ，方法专属性、检测限等性能

与药典方法相当，其可作为药典无菌检查的替代方

法用于特定细胞产品的快速放行。 李珏等［１９］ 运用

ＢａｃＴＡＬＥＲＴ®３Ｄ 微生物检测系统作为替代技术，对

无抑菌性水溶性注射剂、抑菌性水溶性注射剂及油

性注射剂等不同特性注射剂产品进行了无菌检查

的可行性研究，发现该方法对无抑菌性水溶性注射

剂时，检测限小于 ５ ＣＦＵ，检测周期为 ７２ ｈ，其专属

·３７·
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性、检测限、重复性以及耐用性方面与药典方法基

本相当或更好；而对于具有抑菌性水溶性注射剂和

油性注射剂时则可产生假阴性和假阳性的可能。

三磷酸腺苷（ＡＴＰ）发光检测技术是利用存在

于生物体中的 ＡＴＰ 与虫荧光素 －虫荧光素酶反应，

产生的荧光被高灵敏度的检测器检测，并利用光的

强度定量分析样品中的含菌量。 该法快速简便，

但其检测下限为 １０００ ＣＦＵ，为了提高灵敏度，通

常需要预培养 ２ ～７ ｄ 以提高样品中微生物的数量。

代表性产品有 Ｐａｌｌｃｈｅｋ 微生物快速分析系统和

Ｍｉｌｌｉｆｌｅｘ 快速微生物检测系统等。 Ｐａｌｌｃｈｅｋ 系统于

２００４ 年被 ＦＤＡ 批准可以应用于 ＧＳＫ 公司生产的

鼻喷雾剂产品的检查，是最早获得批准应用于制药

行业质量管理的快速微生物检测方法［２０］；Ｍｉｌｌｉｆｌｅｘ

系统作为无菌检查替代技术在 ２０１０ 年被欧洲药物

管理局 （ ＥＭＡ） 批准用于诺华制药公司的无菌

检查［２１］。

微量量热法主要基于生命体系的热力学过程

和化学反应所产生热量变化的生物热反应［２２］，而

这些能量能够被微量量热系统所检视。 Ｂｒｕｅｃｋｎｅｒ

等［２３］通过等温微量量热法对多种单克隆抗体药物

进行无菌评价，结果表明该法速度快且灵敏度、稳

定性高。 国内研究者［１２，２４］ 建立的微量量热无菌检

查法，能够在 １０ ｈ 内检出无菌检查方法学要求的

各阳性菌，检出限度均小于 １００ ＣＦＵ，并能够快速

检出模式药物未灭菌样品与灭菌不彻底样品，并能

实现自动在线监测；同时，发现不同微生物的生物

热活性曲线具有典型的特征图谱性及生物热动力

学曲线，可以作为微生物污染物追踪认定的有效

手段。

２． ２　 直接测定微生物法　 该类方法主要依靠染色

和荧光底物来区分细胞的死活，然后对活细胞进行

计数，主要有固相细胞计数法和流式细胞计数法。

固相细胞计数法是运用激光扫描技术对样品

过滤截留的、并经过荧光标记的微生物进行计数的

方法，检测下限为 １ ～ １０ ＣＦＵ，检测时间为 ２ ～ ３ ｈ，

代表性产品有 ＳｃａｎＲＤＩ 系统和 ＭｕＳｃａｎ 系统等。

ＦＤＡ 和 ＥＭＡ 分别于 ２００７ 和 ２０１１ 年批准 ＳｃａｎＲＤＩ

用于爱尔康公司生产隐形眼镜的无菌检查［２５］。

Ｓｍｉｔｈ 等［４］采用 ＳｃａｎＲＤＩ 系统与美国药典、欧洲药

典、日本药局方中无菌检查方法对水溶液中低浓度

活的 ８ 种微生物进行比较检测和评估，结果显示，

采用 ＳｃａｎＲＤＩ 系统得到的数值和统计结果均不低

于传统药典 ＭＰＮ 方法的检测结果。

流式细胞计数法是通过光学或电子检测器对悬

浮于流体中的微小颗粒进行多参数计数和分选，检

测下限为 １０ ～ １００ ＣＦＵ，代表性产品有 ＦＡＣＳａｎａｌｙｓｉｓ

系统和 Ｂａｃｔ － Ｆｌｏｗ 系统等［２６］。 卢昕等［２６］ 采用流式

细胞技术对接触镜护理液进行快速无菌检查研究，

结果显示该方法的检出限均 ＜ １００ ＣＦＵ。 当污染量

在 １ ～１０９ＣＦＵ 范围时，可直接得出含菌量，检出时间

比常规方法缩短 ４０％ ～ ７０％。 宋光艳等［２７］ 采用流

式细胞技术对溶液型注射液和注射用无菌粉末两种

类型的药品开展无菌检查研究，结果表明溶液型注

射液和注射用无菌粉末两种类型的药品采用流式细

胞技术检测检出限均 ＜ １０ ＣＦＵ，当规定检验量的样

品中微生物污染量 ＞ １０５ＣＦＵ 时采用流式细胞技术

可直接检出，当污染量在 ＜ １０ ＣＦＵ ～１０４ＣＦＵ 范围时

检出时间比常规方法缩短 ４０％ ～７０％。

３　 参数放行理论

根据美国 ＦＤＡ 规定参数放行即为一种基于对

已通过验证的灭菌程序的有效质量控制、监测和系

统文件管理的，替代依赖于最终产品检验的无菌放

行程序。 欧洲质量组织规定参数放行的概念为：基

于药品生产过程中采集的数据信息以及与 ＧＭＰ 中

参数放行的相关规定的符合程度，能够提供保证一

批药品符合预定质量标准的放行系统。 我国参考

美国、欧盟等发达国家的参数放行的原则要求，对

参数放行的定义是：根据有效的控制、监测以及灭

菌工艺验证的数据资料，对产品的无菌保证进行评

价，以替代根据成品无菌检查结果的放行系统［２８］。

参数放行的实质就是控制生产全过程，是将无菌药
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品的质量控制从以前的“事后控制”转为“事前控

制”和“事中控制”，将药品质量控制的重心放在生

产全过程的管理和控制上，以此来克服无菌检查的

局限性，确保产品达到最终无菌的目的。 它是药品

质量管理核心思想的最佳体现，也是其发展的新方

向和必然趋势。

参数放行源于 ２０ 世纪 ８０ 年代的美国，是为了

克服成品抽样检查存在的局限性，以保证最终灭菌

产品在用药方面的安全。 １９８５ 年 １ 月，ＦＤＡ 首次

批准百特公司对其输液生产实行参数放行；１９８７

年，美国 ＦＤＡ 正式颁布了参数放行法规指南。

２００５ 年 ３ 月 １ 日，我国食品药品监督管理总局批准

广州百特医疗用品有限公司和无锡华瑞制药有限

公司作为为期两年的参数放行试点，对使用湿热灭

菌法进行最终灭菌的大容量注射剂实施参数

放行［８］。

在欧美等国家，参数放行均是由企业根据药品

品种自愿提出申请，药品监管部门根据相关的指南

要求进行资料审核和现场检查后，决定是否批准企

业的申请。 已获批准的药品如果发生生产地址等

重要因素的变更，必须重新申请。 批准后的日常监

督管理，除了要求相关药品符合 ＧＭＰ 管理以外，还

必须符合专门的参数放行指南。

运用参数放行法的品种一般是已经批准上市

的药品，因为批准上市的药品已经积累了一定的生

产和质量管理经验，且相当一段时期满意的无菌检

查放行结果为其提供了科学完整的验证支持、系统

的工艺验证及有效的工艺过程监控，这些内容也是

构成参数放行法获得批准的前提条件。 当一个新

产品与一个老产品非常相似且测试数据具有相关

性时，也可考虑利用参数放行法。 欧洲药典中规定

的灭菌方法中的蒸汽灭菌、干热灭菌和射线灭菌法

可用于参数放行［２９］。

其次，对施行参数放行的企业在人、机、料、法、

环、测等方面都有严格的要求。 企业需要建立一个

无菌保证系统，并确保生产工艺始终处于良好的受

控状态；对上游企业进行质量审计，以确保使用的原

材料符合质量要求；在生产现场，都必须有相应的资

历的工程技术人员或专家对生产过程进行监督、管

理和指导；并且要对生产环境进行动态的监控，确保

生产环境符合生产要求。 目前，我国的兽药生产企

业经济实力、人才结构、设备自动化等参差不齐，可

能存在在生产过程中按照操作标准规程操作的制度

执行不到位、未及时对生产过程控制参数进行记录、

甚至捏造控制参数的情况，这也是导致有效数据积

累不足，无法顺利实施参数放行的一大原因。

４　 无菌检查方法中的常见问题

４． １　 取样不符合要求　 部分生产企业在运用薄膜

过滤法进行供试品无菌检查时，往往缺少阳性对照

试验所需样品数量，不符合兽药典中对供试品检验

数量的要求。 其次，部分生产企业只遵照抽验产品

的数量进行验证，违背了兽药典中对兽药检验的规

定，应按照出厂产品的最少检验数量而非监督抽样

数量进行兽药检验的要求。

４． ２　 检验方法不规范　 部分申报单位申报材料中

无菌检查法仅简单的提及“采用薄膜过滤法应符合

规定”的描述，并未详细提供方法验证资料，如采用

薄膜过滤法时，未注明萃取液种类、冲洗液种类、冲

洗量、滤膜种类等，方法描述不够详细，缺乏可操作

性；有的申报单位对于无抗菌或抑菌作用的注射

液，如葡萄糖、氯化钠等大输液建立无菌检查方法

时，其冲洗量直接达 １０００ ｍＬ；另外，有些生产企业

无论何种兽药无菌检查都使用直接接种法，而 ２０２０

年版的兽药典中明确指出，只要供试品性质允许，

应采用薄膜过滤法进行试验。 再者，个别企业在采

用直接接种法进行供试品无菌检查过程中，接种的

供试品体积大于培养基体积的 １０％ ，或培养基的用

量和高度同方法适用性试验不一致等；极个别的申

报单位所建立的无菌检查法选择阳性对照菌未按

照其抗菌谱进行选择，而是所有药物均选择金黄色

葡萄球菌或大肠埃希菌，失去了阳性对照菌的

意义。
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５　 兽药制剂的特殊性

兽药是指用于预防、治疗、诊断动物疾病或者

有目的地调节动物生理机能的物质。 与人药相比

较，虽然基础理论是相同的，但其适用对象的不同

及剂型的特殊性决定了其无菌检查方法的特殊性。

为了满足局部和群体用药的需求，开发了多种特殊

剂型和大包装规格的兽药制剂，如乳房注入剂、

子宫注入剂等，这些制剂往往是混悬状的油溶液，

其无菌检查方法往往比较复杂［３０ － ３２］。 ＵＳＰ 收载的

无菌检查法中规定抗生素液体每个容器最少用量

为 １ ｍＬ［３３］，这就降低了该类制剂药物无菌检查的

难度及复杂性，并有利于质量标准的统一；而我国

对这种特殊制剂药物的无菌检查缺少明确的检验

量规定或指导原则而导致该类制剂药物无菌检查

检验量各异，特别是同一种药物在不同标准上的检

验量不同，甚至是同一种药物，不同企业报批药物

的自检报告中检验量也不一致；这就导致了同一种

制剂药物、同一包装规格其所采用的无菌检查方法

不同，甚至检验结果也可能不同；特别是国内企业

仿制进口兽药时，其质量标准往往参考进口兽药的

质量标准，这就导致其建立的无菌检查方法及检验

结果不符合国内兽药典的要求。 同时，为了满足兽

药典对检查数量及检验量的要求，对于较大包装规

格的制剂就需要提高检验量，从而增大了无菌检查

的难度和复杂性。

６　 展　 望

总之，考虑到无菌检查的复杂性和多样性，以

及检查方法的不断创新和改善，在进行无菌验证的

过程中需结合供试品特性选择合适的方法，采用有

效的手段及不同的方法和试验条件进行比较，逐步

完善验证方法，并明确样品在前处理过程中的处理

步骤、采用的具体方法，以及各个环节的操作，以积

累验证数据，提高验证与检验技术水平。

此外，虽然传统的无菌检查法有其自身的缺点

及受到多方面的因素的影响，但对于目前国内大部

分兽药企业自动化程度还不是很高的现状，实施参

数放行还有一定的困难，因此选择传统的无菌检查

作为产品放行的依据也许是目前最为“合情”的一

种方式。 但随着科技的发展，在不远的将来，关于

兽药无菌检查的快速检测方法及先进理论必将在

其领域得到充分的发展和应用。
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