
1 1 0 1 无菌检查法

照 品溶液，用前配制。
测 定 法 精 密 量 取 供 试 品 0.3ml置 试 管 内 ，依次加 

6 % 乙 酸 钠 溶 液 1.3ml、1 % 对 氨 基 苯 磺 酸 溶 液 0.2ml及 

1.3%碘 液 0.1ml，混 匀 ，放 置 10分 钟 ，加 0. 4mol/L硫 

代 硫 酸 钠 溶 液50M1，混匀脱色，加 0. 6 % a-萘 胺 溶 液40^1， 

混 匀 ，室 温 放 置 60分 钟 ，经 每 分 钟 10 000转 离 心 5 分钟 

后 ，取上 清液，照紫外-可 见 分 光 光 度 法 C通 则 0401) , 在 

波 长 520nm处 测 定 吸 光 度 。精密量取不同浓 度的对照品 

溶 液 各 0.3tnl，置 试 管 中 ， 自 “依 次 加 6% 乙 酸钠溶液
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1.3ml”起 ，同法操作。精 密 量 取 水 0.3ml置 试 管 中 ，自 

“加 6 % 乙 酸 钠 溶 液 1.3ml”起 ，同 法 操 作 ，作为空白对 

照 。以对照品溶液的羟胺浓度对相应吸光度作直线回归， 

求得直线回归方程；将测得的供试品的吸光度代人直线回 

归 方 程 ，即 得 供 试 品的 残留 羟 胺浓 度 （nmol/ml) ，再根据 

供 试 品 的 蛋 白 质 含 量 按 下 式 计 算 出 羟 胺 残 留 量 （nmol/mg

蛋白质）。 •

供试品羟胺残留量— 供 试 品 的 残 留 羟 胺 浓 度 （nmol/ml)
(nmol/mg蛋白质） 供 试 品 的 蛋 白 质 含 量 （mg/ml)

微生物检查法

1 1 0 1 无菌检查法

无菌检查法系用于检查药典要求无菌的药品、生物制 
品 、医疗器具、原 料 、辅料及其他品种是否无菌的一种方 
法 。若供试品符合无菌检查法的规定，仅表明了供试品在 
该检验条件下未发现微生物污染。

无菌检查应在无菌条件下进行，试验环境必须达到无 
菌检查的要求，检验全过程应严格遵守无菌操作，防止微 
生物污染，防止污染的措施不得影响供试品中微生物的检 
出。单向流空气E 、工作台面及环境应定期按医药工业洁 
净 室 （区）悬浮粒子、浮游菌和沉降菌的测试方法的现行 

国家标准进行洁净度确认。隔离系统应定期按相关的要求 
进 行 验 证 ，其内 部环境的 洁净 度须 符合 无菌 检查 的要求。 
日常检验还需对试验环境进行监控。

培养基

硫乙醇酸盐流体培养基主要用于厌氧菌的培养，也可用 
于需氧菌培养；胰酪大豆胨液体培养基用于真菌和需氧菌的 

培养。
培养基的制备及培养条件

培养基可按以下处方制备，亦可使用按该处方生产的 
符合规定的脱水培养基或成品培养基。配制后应采用验证 
合 格 的 灭 菌 程 序 灭 菌 。制 备 好 的 培 养 基 应 保 存 在 2 〜 

25°C、避光的环境，若保存于非密闭容器中，一 般 在 3 周 

内使用；若保存于密闭容器中，一般可在一年内使用。
1. 硫乙醇酸盐流体培养基

胰酪胨 15. Og 氯化钠 2. 5g

酵母浸出粉 5. 0g 新 配 制 的 0. 1 % 刃天
无水葡萄糖 5.0g 青溶液 1.0ml

L -胱氨酸 0.5g 琼脂 0.75g

硫乙醇酸钠 0. 5g 水 1000ml

(或硫乙醇酸） （0.3ml)

除葡萄糖和刃天青溶液外，取上述成分混合，微温溶

解 ，调 节 p H 为弱碱性，煮 沸 ，滤 清 ，加人葡萄糖和刃天 

青 溶 液 ，摇 勻 ，调 节 p H , 使 灭 菌 后 在 25°C的 p H 值为 
7.1±0.2。分装至适宜的容器中，其装量与容器髙度的比 

例应 符合 培养 结 束 后 培 养 基 氧 化 层 （粉红色）不超过培养 
基 深 度 的 1/2。灭 菌 。在 供 试 品 接 种 前 ，培养基氧化层的 
高 度 不 得 超 过 培 养 基 深 度 的1/5，否 则 ，须 经 10(TC水浴 
加 热 至 粉 红 色 消 失 （不 超 过 20分钟），迅 速 冷 却 ，只限加 

热一 次，并防止被污染。
除另有规定外，硫 乙 醇 酸 盐 流 体 培 养 基 置 30〜35°C 

培养 。
2. 胰酪大豆胨液体培养基

胰酪胨 17.0g 氯化钠 5.0g

大豆木瓜蛋白酶水解物 3.0g 磷 酸 氢 二 钾 2. 5g

葡萄糖/ 无水葡萄糖 2. 5g/2. 3g 水 1000ml

除葡萄糖外，取 上 述 成 分 ，混 合 ，微 温 溶 解 ，滤 过 ， 
调 节 p H 使 灭 菌 后 在2 5 C 的 p H 值 为 7.3±0.2，加人葡萄 

糖 ，分 装 ，灭 菌 。
胰酪大豆胨液体培养基置20〜25eC 培养。
3. 中和或灭活用培养基

按上述硫乙醇酸盐流体培养基或胰酪大豆胨液体培养 
基的处方及制法，在培养基灭菌或使用前加人适宜的中和 

剂 、灭活剂或表面活性剂，其用量同方法适用性试验。
4. 0.5% 葡萄糖肉汤培养基（用于硫酸链霉素等抗生

素的无菌检查）

胨 10. og 氯化钠 5. 0g

牛肉浸出粉 3.0g 水 1000ml

葡萄糖 5. 0g

除葡萄糖外，取 上 述 成 分 混 合 ，微 温 溶 解 ，调 节 pH

为弱碱性，煮 沸 ，加入葡萄糖溶解后，摇 匀 ，滤 清 ，调节 
p H 使 灭 菌 后 在25eC 的 p H 值 为 7_2±0.2，分 装 ，灭 菌。

5. 胰酪大豆胨琼脂培养基

胰酪胨 15.0g 琼脂 15.0g

大豆木瓜蛋白酶水解物 5. 0g 水 1000ml

氯化钠 5. 0g
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除琼脂外，取 上 述 成 分 ，混 合 ，微 温 溶 解 ，调 节 pH

使 灭 菌 后 在 25°C的 p H 值 为 7. 3±0. 2 , 加 人 琼 脂 ，加 热 . 

溶 化 后 ，摇 匀 ，分 装 ，灭 菌 。
6. 沙氏葡萄糖液体培养基

动物组织胃蛋白酶水解物 水 1000ml

和 胰 酪 胨 等 量 混 合 物 10. Og

葡萄糖 20. Og '

除 葡 萄 糖 外 ，取 上 述 成 分 ，混 合 ，微 温 溶 解 ，调节 
p H 使 灭 菌 后 在 的 p H 值 为 5. 6±0. 2，加 人 葡 萄 糖 ， 

摇 匀 ，分 装 ，灭 菌 。
7. 沙氏葡萄糖琼脂培养基

动物组织胃蛋白酶水解物 琼脂 15. Og

和 胰 酪 胨 等 量 混 合 物 10. Og 水 1000ml

葡萄糖 40. Og

除葡萄糖、琼 脂 外 ，取 上 述 成 分 ，混 合 ，微 温 溶 解 ， 
调 节 p H 使 灭 菌 后 在 25°C的 p H 值 为 5.6±0.2，加人琼 

脂 ，加热溶化后，再加人葡萄糖，摇 匀 ，分 装 ，灭 菌 。 
培养基的适用性检査

无菌检査用的硫乙醇酸盐流体培养基和胰酪大豆胨液体 
培养基等应符合培养基的无菌性检查及灵敏度检查的要求。 

本检查可在供试品的无菌检查前或与供试品的无菌检查同时 

进行。
无 茴 性 检 查 每 批 培 养 基 随 机 取 不 少 于 5 支 （瓶 ）， 

置各培养基规定的温度培养14天 ，应无菌生长。

灵敏度检査

菌 种 培养基灵敏度检查所用的菌株传代次数不得超 
过 5 代 （从菌种保存中心获得的干燥菌种为第0 代），并采 

用适宜的菌种保存技术进行保存，以保证试验菌株的生物 

学特性。
金 黄 色 葡 萄 球 菌 （Staphylococcus aureus )〔 C M C C  ( B)

26 003〕

铜 绿 假 单 胞 菌 （Pseudomonas aeruginosa )〔C M C C  (B)
10 104〕

枯 草 芽 孢 杆 菌 (Bacillus s u b t i l i s )〔C M C C  (B) 63 501〕 

生抱梭菌（C7osZn+AMm s/wogwies)〔C M C C  (B) 64 941]

白色念珠菌（CandWa a如 cans)〔C M C C  (F)98 001〕 

黑 曲 霉 〔C M C C  (F)98 003〕

菌 液 制 备 接种金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯 

草芽孢杆菌的新鲜培养物至胰酪大豆胨液体培养基中或胰 

酪大豆胨琼脂培养基上，接种生孢梭菌的新鲜培养物至硫 

乙醇酸盐流体培养基中，30〜35°C培 养 18〜2 4小 时 ；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或 
沙 氏 葡 萄 糖 琼 脂 培 养 基 上 ，20〜25°C培 养 24〜4 8 小 时 ， 

上 述 培 养 物 用 PH7.0无 菌 氯 化 钠 -蛋 白 胨 缓 冲 液 或 0.9%

无 菌氯化钠 溶液制成 每lml含 菌 数 小 于 lOOcfu (菌落形成 

单位）的菌悬液。接种黑曲霉的新鲜培养物至沙氏葡萄糖 

琼脂斜面培养基上，20〜25°C培 养 5〜7 天 ，加 人 3〜5ml

含 0.05% (ml/ml)聚 山 梨 酯 8 0的 pH7. 0 无菌氯化钠-蛋

白 胨 缓 冲 液 或 0 . 9 %无 菌 氯 化 钠 溶 液 ，将 孢 子 洗 脱 。然 

后 ，采 用 适 宜 的 方 法 吸 出 孢 子 悬 液 至 无 菌 试 管 内 ，用含
0.05% (ml/ml)聚 山 梨 酯 8 0的 pH7. 0 无菌氯化钠-蛋白 

胨 缓 冲 液 或0. 9 % 无 菌 氯 化 钠 溶 液 制 成 每lml含孢子数小 

于 100cfu的孢子悬液。

菌悬液若在室温下放置，应 在 2 小时内使用；若保存 

在 2〜8°C可 在 24小时内使用。熏曲霉孢子悬液可保存在 

2〜8°C，在验证过的贮存期内使用。

培 养 基 接 种 取 每 管 装 量 为 12ml的硫乙醇酸盐流体 

培 养 基 7 支 ，分 别 接 种 小 于 lOOcfu的 金 黄 色 葡 萄 球 菌 、 

铜绿假单胞菌、生 孢 梭 菌 各2 支 ，另 1 支不接种作为空白 

对 照 ，培 养 3 天 ；取 每 管 装 量 为9ml的胰酪大豆胨液体培 

养 基 7 支 ，分 别 接 种 小 于 lOOcfu的 枯 草芽 孢杆菌、白色 

念 珠菌 、黑 曲 霉 各 2 支 ，另 1 支不接种作为空白对照，培 

养 5 天 。逐日观察结果。

结 果 判 定 空白对照管应无菌生长，若加菌的培养基 

管均生长良好，判该培养基的灵敏度检査符合规定。

稀释液、冲洗液及其制备方法

稀释液、冲 洗 液 配 制 后 应 采 用 验 证 合 格 的 灭 菌 程 序  

灭菌。
1. 0.1% 无 菌 蛋 白 胨 水 溶 液 取 蛋 白 胨 l.Og, 加水

1000ml,微 温 溶 解 ，滤 清 ，调 节 p H 值 至 7.1±0.2，分 

装 ，灭 菌 。
2. p H 7 . 0无 菌 氣 化 钠 -蛋白胨缓冲液 取磷酸二氢

钾 3. 56g，无 水 磷 酸 氢 二 钠 5. 77g，氯 化 钠 4.30g，蛋 

白 胨 l.OOg，加 水 1000ml,微 温 溶 解 ，滤 清 ，分 装 ， 

灭 菌 。

根据供试品的特性，可选用其他经验证过的适宜的溶 
液作为稀释液、冲洗液（如 0.9%无菌氯化钠溶液）。

如 需 要 ，可在上述稀释液或冲洗液的灭菌前或灭菌后 

加人表面活性剂或中和剂等。

方法适用性试验

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。若检验程序或 

产品发生变化可能影响检验结果时，应重新进行方法适用 

性试验。

方 法 适 用 性 试 验 按 “供 试 品 的 无 菌 检 査 ” 的规定 

及 下 列 要 求 进 行 操 作 。对 每 一 试 验 菌 应 逐 一 进 行 方 法  

确.认 。
菌 种 及 蔺 液 制 备 除大 肠 埃 希 菌 (Escherichia co li)

〔C M C C  (B) 44 102〕外 ，金 黄 色 葡 萄 球 菌 、枯草芽孢杆 

菌 、生孢梭 菌、白色念珠菌、黑曲霉的菌株及菌液制备同 

培养基灵敏度检查。大肠埃希菌的菌液制备同金黄色葡萄 

球 菌 。

醺 膜 过 滤 法 取每种培养基规定接种的供试品总量按
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薄膜过滤法过滤，冲洗 ，在最后一次的冲洗液中加人小于 

lOOcfu的试验菌，过 滤 。加硫乙醇酸盐流体培养基或胰酪 

大豆胨液体培养基至滤筒内。另取一装有同体积培养基的 

容 器 ，加人等量试验菌，作为对照。置规定温度培养，培 

养 时 间 不 得 超 过5 天 ，各试验菌同法操作。

直 接 接 种 法 取符合直接接种法培养基用量要求的硫 

乙 醇酸 盐 流 体 培 养 基6 管 ，分 别 接 人 小 于 l(50cfu的金黄 

色葡萄球菌、大肠埃希菌、生 孢 梭 菌 各2 管 ，取符合直接 

接种法培养基用量要求的胰酪大豆胨液体培养基6 管 ，分 

别 接 入 小 于 lOOcfu的 枯 草 芽 孢 杆 菌 、白 色念 珠菌 、黑曲 

霉 各 2 管 。其 中 1 管 接 人 每 支 培 养 基 规 定 的 供 试 品 接 种  

量 ，另 1 管作为对照，置规定的温度培养，培养时间不得 

超 过 5 天 。

结 果 判 断 与对照管比较，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 

下无抑菌作用或其抑菌作用可以忽略不计，照此检查方法 

和检查条件进行供试品的无菌检査。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 ，应采 用增 加冲 洗 

量 、增加培养基的用量、使用中和剂或灭活剂、更换滤膜 

品种等方法，消除供试品的抑菌作用，并重新进行方法适 

用性试验。

方法适用性试验也可与供试品的无菌检查同时进行。 

供试品的无菌检查

无菌检查法包括薄膜过滤法和直接接种法。只要供试 

品性质允许，应采用薄膜过滤法。供试品无菌检查所采用 

的 检 查 方 法和检验条件应 与方 法适 用性 试验确认 的方 法 

相 同 。

无菌试验过程中，若需使用表面活性剂、灭 活 剂 、中 

和剂等试剂，应证明其有效性，且对微生物无毒性。

检 验 数 量 检验数量是指一次试验所用供试品最小包 

装容器的数量，成品每亚批均应进行无菌检查。除另有规 

定 外 ，出厂 产 品 按 表1 规 定 ；上市产品监督检验按表2 规 

定 。表 1、表 2 中最少检验数量不包括阳性对照试验的供 

试品用量。

检 验 置 是指供试品每个最小包装接种至每份培养基 

的 最 小 量 （g 或 ml)。除另 有规 定 外 ，供试品检验量按表 

3 规 定 。若 每 支 （瓶 ）供试品的装量按规定足够接种两种 

培 养 基 ，则应分别接种硫乙醇酸盐流体培养基和胰酪大豆 
胨液体培养基。采 用 薄 膜 过 滤 法 时 ，只 要供 试 品 特 性 允  

许 ，应将所有容器内的全部内容物过滤。

阳 性 对 照 应根据供试品特性选择阳性对照菌：无抑 

菌作用及抗革兰阳性菌为主的供试品，以金黄色葡萄球菌 

为对照菌；抗革兰阴性菌为主的供试品以大肠埃希菌为对

照 菌 ；抗厌氧菌的供试品，以生孢梭菌为对照菌；抗真菌 

的供试品，以白色念珠菌为对照菌。阳性对照试验的菌液 
制备同方法适用性试验，加 菌 量 小 于lOOcfu，供试品用量 

同供试品无菌检查时每份培养基接种的样品量。阳性对照 
管 培 养 72小时内应生长良好。

阴 性 对 照 供 试 品 无 菌 检查 时 ，应取相应溶剂和稀释 

液、冲洗液同法操作，作为阴性_对照。阴性对照不得有菌 

生长。
供试品处理及接种培养基

操 作 时 ，用适宜的消毒液对供试品容器表面进行彻底 

消毒，如果供试品容器内有一定的真空度，可用适宜的无 

菌 器 材 （如带有除菌过滤器的针头）向容器内导人无菌空 

气 ，再按无菌操作启开容器取出内容物。

除另有规定外，按下列方法进行供试品处理及接种培 

养基。

1. 薄膜过滤法

薄膜过滤法一般应采用封闭式薄膜过滤器。无菌检查 
用 的 滤 膜 孔 径 应 不 大 于 0.45Mm ，直 径 约 为 5 0 m m。根据 

供试品及其溶剂的特性选择滤膜材质。使 用 时 ，应保证滤 

膜在过滤前后的完整性。

水溶性供试液过滤前应先将少量的冲洗液过滤，以润 

湿滤膜。油类供试品，其滤膜和过滤器在使用前应充分干 

燥 。为发挥滤膜的最大过滤效率，应注意保持供试品溶液及 

冲洗液覆盖整个滤膜表面。供试液经薄膜过滤后，若需要用 

冲洗液冲洗滤膜，每张滤膜每次冲洗量一般为100ml, 且总 
冲洗量不得超过1000ml，以避免滤膜上的微生物受损伤。

水 溶 液 供 试 品 取规定量，直接过滤 ，或混合至含不 
少 于 100ml适 宜 稀 释 液 的 无 菌 容 器 中 ，混 匀 ，立 即 过 滤 。 

如供试品具有抑菌作用，须用冲洗液冲洗滤膜，冲洗次数 

一般不少于三次，所用的冲洗量、冲洗方法同方法适用性 

试 验 。除生物制品外，一般样 品 冲 洗 后 ，1 份滤器中加人 
100ml硫乙醇酸盐流体培养基，1 份 滤 器 中 加 人 100ml胰 

酪大豆胨液体培养基。生物制品 样 品 冲 洗 后 ，2 份滤器中 

加 人 100ml硫 乙 醇 酸 盐 流 体 培 养 基 ，1 份 滤 器 中 加 入  

100ml胰酪大豆胨液体培养基。

水溶性固体供试品 取 规定量，加适宜的稀释液溶解 

或 按 标 签 说 明 复 溶 ，然 后 照 水 溶 液 供 试 品 项 下 的 方 法  

操 作 。

非水溶 性供 试品 取规定量，直接过滤；或混合溶于 
适量 含聚 山 梨 酯8 0或 其 他 适 宜 乳 化 剂 的 稀 释 液 中 ，充分 

混 合 ，立即过滤。用 含 0 . 1 %〜1 % 聚 山 梨 酯 8 0 的冲洗液 

冲洗滤膜至少3 次 。加人含或不含聚山梨酯8 0 的培养基。 

接种培养基照水溶液供试品项下的方法操作。

可溶于十四烷酸异丙酯的裔剂和黏性油剂供试品取 

规 定 量 ，混合至适量的无菌十四烷酸异丙酯^ 中 ，剧烈振

O 无菌十四烷酸异丙酯的制备采用薄膜过滤法过滤除菌，选用孔径为0.22Mm 的适宜滤膜。
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摇 ，使供试品充分溶解，如果需要可适当加热，但温度不 

得 超 过 44°C，趁热迅速过滤。对仍 然 无 法 过 滤的 供试 品， 

于含有适量的无菌十四烷酸异丙酯中的供试液中加人不少 
于 100ml的稀释液，充分振摇萃取，静 置 ，取下层水相作 

为供试液过滤。过滤后滤膜冲洗及接种培养基照非水溶性 

制剂供试品项下的方法操作。 ，

无 菌 气 （喷）雾 剂 供 试 品 取 规 定 量 ，将各容器置 

一20°C或 其 他 适 宜 温 度 冷 冻 约 1 小 时 ，取 出 ，以无菌操 

作迅速在容器上端钻一小孔，释放抛射剂后再无菌开启容 

器 ，并将供试品转移至无菌容器中混合，供试品亦可采用 

其他适宜的方法取出。然后照水溶液或非水溶性制剂供试 

品项下的方法操作。

装有药物的注射器供试品 取规定量，将注射器中的 

内 容 物 （若需要可吸人稀释液或标签所示的溶剂溶解）直 

接 过 滤 ，或混合至含适宜稀释液的无菌容器中，然后照水 

溶液或非水瑢性供试品项下方法操作。同时应采用适宜的 

方法进行包装中所配带的无菌针头的无菌检查。

具有导管的医疗器具（输血、输液袋等）供 试 品 取规 
定 量 ，每 个 最 小 包 装 用 50〜 100ml冲 洗 液 分 别 冲 洗 内 壁 ， 

收集冲洗液于无菌容器中，然后照水溶液供试品项下方法 

操作。同时应采用直接接种法进行包装中所配带的针头的 

无菌检查。

2. 直接接种法

直接接种法适用于无法用薄膜过滤法进行无菌检查的 

供 试 品 ，即取规定量供试品分别等量接种至硫乙醇酸盐流 

体培养基和胰酪大豆胨液体培养基中。除生物制品外，一 

般样品无菌检查时两种培养基接种的瓶或支数相等；生物 

制品无菌检查时硫乙醇酸盐流体培养基和胰酪大豆胨液体 

培 养 基 接 种 的 瓶 或 支 数 为2 ： 1。除 另 有 规 定 外 ，每个容 

器中培养基的用量应符合接种的供试品体积不得大于培养 
基 体 积 的 1 0 % ，同时，硫 乙 醇 酸 盐 流 体 培 养 基 每 管 装 量  

不 少 于 15ml，胰 酪 大 豆 胨 液 体 培 养 基 每 管 装 量 不 少 于  

10ml。供试品检查时，培养基的用量和高度同方法适用性 

试 验 。

混悬液等非澄清水溶液供试品取规定量，等量接种

至各管培养基中。

固 体 供 试 品 取规定量，直接等量接种至各管培养基 

中。或加人适宜的溶剂溶解，或按标签说明复溶后，取规 

定量等量接种至各管培养基中。

非 水 溶 性 供 试 品 取 规 定 量 ，混 合 ，加人适量的聚 
山 梨 酯 80或 其 他 适 宜 的 乳化 剂及 稀释 剂使其乳 化，等量 

接种至各管培养基中。或 直 接 等 量 接 种 至 含 聚 山 梨 酯 80

或其他适宜乳化剂的各管培养基中。

敷 料 供 试 品 取 规 定 数 量 ，以无菌操作拆开每个包 
装 ，于不 同部位剪取约lOOmg或 lcmX 3 c m 的供试品，等 

量接种于各管足以浸没供试品的适量培养基中。
肠线、缝 合线等供试品 肠 线 、缝合线及其他一次性

使用的医用材料按规定量取最小包装，无菌拆开包装，等 

量接种于各管足以浸没供试品的适量培养基中。

灭菌医用器具供试品取规定量，必要时应将其拆散或 

切成小碎段，等量接种于各管足以浸没供试品的适量培养 

基中。

放 射 性 药 品 取 供 试 品 1 瓶•(支 ），等量接种于装量为

7. 5m l 的硫乙醇酸盐流体培养基•和胰酪大豆胨液体培养基

中。每 管 接 种量 为0. 2mi。

培养及观察

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 14天 ；接种生物制品供试品的硫乙醇酸盐 

流体培养基的容器应分成两等份，一 份 置 30〜35°C培 养 ， 

一 份 置 20〜25°C培 养 。培养 期间 应 逐日观察 并记 录是否 

有菌生长。如在加入供试品后或在培养过程中，培养基出 

现 浑浊 ，培 养 14天 后 ，不能从外观上判断有无微生物生 

长 ，可取该培养液适量转种至同种新鲜培养基中，培 养 3 

天 ，观察接种的同种新鲜培养基是否再出现浑浊；或取培 

养液涂片，染 色 ，镜 检 ，判断是否有菌。

结果判断

阳性对照管应生长良好，阴 性对 照 管 不 得 有 菌 生 长 。 

否 则 ，试验无 效。

若供试品管均澄清，或 虽 显 浑 浊 但 经 确 证 无 菌 生 长 ， 

判供试品符合规定；若供试品管中任何一管显浑浊并确证 

有菌生长，判供试品不符合规定，除非能充分证明试验结 

果 无 效 ，即生长的微生物非供试品所含。当符合下列至少 

一个条件时方可判试验结果无效：

(1) 无菌检查试验所用的设备及环境的微生物监控结 

果不符合无菌检查法的要求D

( 2 ) 回顾无菌试验过程，发现有可能引起微生物污染 

的因素。

( 3 )供试品管中生长的微生物经鉴定后，确证是因无 

菌 试 验 中 所 使 用 的 物 品 和 （或 ）无 菌 操 作 技 术 不 当 引  

起 的 。

试验若经确认无效，应 重试。重试时，重新取同量供 

试 品 ，依法 检查 ，若无菌生长，判供试品符合规定；若有 

菌生长，判供试品不符合规定。

表 1 批出厂产品及生物制品的原液和半成品最少检验数量

供试品 批产量AK个）
接种每种培养基的 

最少检验数量

注射剂

<100 10%或 4个（取较多者）

100<N<500 10个

>500 2 %或 20个（取较少者） 
20个（生物制品）

大体积注射剂(>100ml) 2 %或 10个（取较少者） 
20个（生物制品）
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续表

供试品 批产量iV(个）
接种每种培养基的’ 

最少检验数量

冻干血液制品
> 5 m l 每柜冻干< 2 0 0 5 个

每柜冻干> 2 0 0 1 0个
^ 5 m l < 1 0 0 5 个 .

1 0 0 < N < 5 0 0 1 0个
> 5 0 0 2 0个

眼用及其他非注射产品
< 2 0 0 5 % 或2 个(取较多者）
> 2 0 0 1 0个

桶装无菌固体原料
< 4 每个容器

4 < N < 5 0
2 0 %或4 个容器（取较 

多者）

> 5 0
2 % 或1 0个容器（取较 

多者）

抗生素固体原料药(>5g) 6 个容器

生物制品原液或半成品 每个容器（每个容器 
制品的取样量为总量 
的 0 . 1 % 或不少于 
10ml,每开瓶一次，应 
如上法抽验）

体外用诊断制品半成品 每批（抽验量应不少 

于 3ml)

医疗器具
<10 0 1 0 %或4 件(取较多者）

1 0 0 < N < 5 0 0 1 0件

>50 0 2 % 或20件(取较少者）

注：若供试品每个容器内的装量不够接种两种培养基，那么表 

中的最少检验数量应增加相应倍数。

表 2 上市抽验样品的最少检验数量

供试品 供试品最少检验数量（瓶或支）

液体制剂 10

固体制剂 10

血液制品 V < 5 0 m l 6

V > 5 0 m l 2

医疗器具 10

注：1.若供试品每个容器内的装量不够接种两种培养基，那 

么表中的最少检验数量应增加相应倍数。

2 .抗生素粉针剂（> 5 g ) 及抗生素原料药（> 5 g ) 的最少检 

验数量为6 瓶 （或支）。桶装固体原料的最少检验数量为4 个 

包装。

表 3 供试品的最少检验量

供试品 供试品装量
每支供试品接入每种 

培养基的最少量

^ l m l 全量

液体制剂
l m K V -：̂4 0 m l 半量，但不得少于lml

4 0 m K V ^  100ml 20ml

V > 1 0 0 m l 1 0 %但不少于20ml

续表

供试品 供试品装量
每支供试品接人每种 

培养基的最少量

固体制剂

M < C 5 0 m g  

5 0 m g ^ M < C 3 0 0 m g  

3 0 0 m g ^ M < 5 g  

M ^ 5 g  •

全量

半量

150mg

500mg

半量（生物制品）

生物制品 

的原液及 

半成品

半量

医疗器具

外科用敷料棉花及纱布 

缝合线、一次性医用材料 

带导管的一次性医疗器具 

(如输液袋）

其他医疗器具

取 lOOmg 或 l c m X  3cm

整个材料®

二分之一内表面积

整个器具© (切碎或拆 

散开）

注：①如果医用器械体积过大，培养基用量可在2 0 0 0 m l以 

上，将其完全浸没。

1 1 0 5 非无菌产品微生物限度

检查：微生物计数法

微生物计数法系用于能在有氧条件下生长的嗜温细菌 

和真菌的计数。

当本法用于检査非无菌制剂及其原、辅料等是否符合 

相应的微生物限度标准时，应按下述规定进行检验，包括 

样品的取样量和结果的判断等。除另有规定外，本法不适 

用于活菌制剂的检查。

微生物计数 试验 环境应符合微生物限度检查的要求。 

检验全过程必须严格遵守无菌操作，防止再污染，防止污 

染的措施不得影响供试品中微生物的检出。单向流空气区 

域 、工作台面及环境应定期进行监测。

如供试品有抗菌活性，应尽可能去除或中和。供试品 

检查时，若使用了中和剂或灭活剂，应确认其有效性及对 

微生物无毒性。

供试液制备时如果使用了表面活性剂，应确认其对微 

生物无毒性以及与所使用中和剂或灭活剂的相容性。

计数方法

计 数 方 法 包 括 平 皿 法 、薄 膜 过 滤 法 和 最 可 能 数 法  
(Most-Probable-Number Method,简称 M P N  法 ）。MPN  

法用于微生物计数时精确度较差，但对于某些微生物污染 

量很小,的供试品，M P N 法可能是更适合的方法。

供试品检查时，应根据供试品理化特性和微生物限度标 

准等因素选择计数方法，检测的样品量应能保证所获得的试 

验结果能够判断供试品是否符合规定。所选方法的适用性须 

经确认。
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计 数 培 养 基 适 用 性 检 查 和 供 试 品 计 数 方 法 适 用 性 试 验 性 试 验 ’以
确认所采用的方法适合于该产品的微生物计数。

供 试 品 微 生 物 计 数 中 所 使 用 的 培 养 基 应 进 行 适 用 性 若检验程序或产品发生变化可能影响检验结果时，计

检 查 。 数方法应重新进行适用性试验。

表 1 试验菌液的制备和使用

• 计数培养基适用性检査 计数方法适用性试验

试验菌株 试验菌液的制备
需氧菌总数计数

霉菌和酵母菌 

总数计数
需氧菌总数计数

霉菌和酵母菌 

总数计数

金 黄 色 葡 萄 球 菌 胰酪大 豆 胨琼脂 胰酪 大豆 胨琼脂培养 胰酪 大豆 胨琼脂培养

( S ta p h y lo c o c c u s  a u ­ 培 养 基或 胰酪 大豆 基 和胰酪大豆胨液体培 基或胰酪大豆胨液体培

r e u s )  C C M C C ( B ) 胨 液 体 培 养 基 ，培 养 基 ，培 养 温 度 3 0 〜 养基（M P N 法 ），培养温

26 003〕 养 温 度 3 0〜 35aC ， 

培 养 时 间 1 8〜 24 

小时

35X：, 培养时间不超过  

3 天 ，接 种 量 不 大 于  

l O O c f u

度 30〜35°C，培养时间  

不 超 过 3 天 ，接种量不 

大 于 l O O c f u

铜绿假单胞菌 胰酪大豆 胨琼 脂 胰 酪大 豆胨琼脂培养 胰酪 大豆 胨琼脂培养

( P se tidom o na  s aeru - 培养基或胰酪大豆 基和胰酪大豆胨液体培 基或胰酪大豆胨液体培

g-/no5a) C C M C C ( B ) 胨 液 体 培 养 基 ，培 养 基 ，培 养 温 度 3 0 〜 养基（M P N 法），培养温

10 104〕 养 温 度 3 0〜 35°C， 

培 养 时 间 1 8〜 24 

小时

35° C , 培养时间不超过  

3 天 ，接 种 量 不 大 于  

l O O c f u

度 30〜 35°C，培养时间 

不 超 过 3 天 ，接种量不 

大 于 l O O c f u

枯草芽孢杆菌 胰酪大 豆胨 琼脂 胰酪 大豆胨琼脂培养 胰酪 大豆胨琼脂培养

{ B a c i l l u s  s u b t i l i s ) 培养基或胰 酪大 豆 基和胰酪大豆胨液体培 基或胰酪大豆胨液体培

CC M C C C B ) 6 3  501〕 胨 液 体 培 养 基 ，培 

养 温 度 3 0〜 35°C， 

培 养 时 间 1 8〜 24 

小时

养 基 ，培 养 温 度 3 0〜 

35°C，培养时间不 超过  

3 天 ，接 种 量 不 大 于  

l O O c f u

养基（M P N 法），培养温 

度 3 0〜 35°C，+培养时间 

不 超 过 3 天 ，接种量不 

大 于 l O O c f u

白色念珠菌 沙氏葡萄糖琼脂 胰酪 大豆胨琼脂培养 沙氏葡萄糖琼 胰 酪大 豆胨琼脂培养 沙 氏 葡 萄

{ C a n d id a  a lb ic a n s ) 培养基或沙氏葡萄 基 ，培养温度30〜35°C， 脂培养 基，培养 基（M P N 法不适用），培 糖 琼 脂 培 养

C C M C C ( F ) 9 8  001〕 糖 液 体 培 养 基 ，培 培 养 时 间 不 超 过 5 天 ， 温 度 20〜 25°C， 养 温 度 30〜 35°C，培养 基 ， 培 养 温

养 温 度 2 0〜 25°C， 接种量不大于 l O O c f u 培养时间不超过 时 间 不 超 过 5 天 ，接种 度 20〜25°C，

培养时间 2〜3 天 5 天 ，接种量不 

大 于 l O O c f u

量 不 大 于 l O O c f u 培 养 时 间 不

超 过 5 天 ， 

接 种 量 不 大

于 l O O c f u

黑 曲 霉 ( A s p e r g i l - 沙氏葡萄糖琼脂 胰酪大豆胨琼脂培养 沙氏葡萄糖琼 胰 酪大豆胨琼脂培养 沙 氏 葡 萄

l u s  n i g e r  ) 〔C M C C 培 养 基或 马铃 薯葡 基 ，培养温度 30〜35°C， 脂培养基 ，培养 基（M P N 法不适用），培 糖 琼 脂 培 养

(F)98 003〕 萄 糖 琼 脂 培 养 基 ， 培 养 时 间 不 超 过 5 天 ， 温 度 20〜 25°C， 养 温 度 30〜 35°C，培养 基 ，培 养 温

培养温度 20〜25°C， 接种量不大于 l O O c f u 培养时间不超过 时 间 不 超 过 5 天 ，接种 度 20〜25°C，

培 养 时 间 5〜 7 天 ， 5 天 ，接种量不 量 不 大 于 l O O c f u 培 养 时 间 不

或直到获得丰富的 大 于 l O O c f u 超 过 5 天 ，

孢子 接 种 量 不 大

于 l O O c f u

注 ：当需用玫瑰红钠琼脂培养基测定霉菌和酵母菌总数时，应进行培养基适用性检査，检査方法同沙氏葡萄糖琼脂培养基。

菌种及菌液制备

菌 种 试 验 用 菌 株 的 传 代 次 数 不 得 超 过 5 代 （从菌种 

保 藏中 心 获 得 的 干 燥 菌 种 为 第0 代 ），并采用适宜的菌种 

保藏技术进行保存，以保证试验菌株的生物学特性。计数 

培养基适用性检查和计数方法适用性试验用菌株见表1。

菌 液 制 备 按 表 1 规定程序培养各试验菌株。取金黄

色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌 
的 新 鲜 培 养 物 ，用 PH 7 . 0无 菌 氯 化 钠 -蛋 白 胨 缓 冲 液 或

0.9%无菌氯化钠溶液制成适宜浓度的菌悬液；取黑曲霉的 

新 鲜 培 养 物 加 人3〜5ml含 0. 05%(ml/ml)聚 山 梨 酯 8 0的 

pH7. 0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液或0. 9 % 无菌氯化钠溶液, 

将孢子洗脱。然 后 ，采用适宜的方法吸出孢子悬液至无菌
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试管内，用 含 0. 05%(ml/ml)聚 山 梨 酯8 0的 pH7. 0 无菌氯 

化钠•■蛋白胨缓冲液或0. 9 % 无菌氯化钠溶液制成适宜浓度 

的黑曲霉孢子悬液。

菌液制备后若在室温下放置，应 在 2 小 时 内 使 用 ；若 

保 存 在 2〜8°C，可 在 24小 时内 使 用 。黑曲霉孢子悬液可 

保 存 在 2〜8°C，在验证过的贮存期内使用。

阴性对照 _

为 确 认 试 验 条 件 是 否 符 合 要 求 ，应 进行 阴 性 对照 试  

验 ，阴性对照试验应无菌生长。如阴性对照有菌生长，应 

进行偏差调查。

培养基适用性检査

微生物计数用的成品培养基、由脱水培养基或按处方 

配制的培养基均应进行培养基适用性检查。
按 表 1 规 定 ，接 种 不 大 于 lOOcfu的菌液至胰酪大豆 

胨液体培养基管或胰酪大豆胨琼脂培养基平板或沙氏葡萄 

糖琼脂培养基平板，置 表 1 规定条件下培养。每一试验菌 
株 平 行 制 备2 管 或 2 个平皿。同时，用相应的对照培养基 

替代被检培养基进行上述试验。
被检固体培养基上的菌落平均数与对照培养基上的菌 

落 平均 数的比值应在0.5〜2 范 围 内 ，且菌落形态大小应 

与对照培养基上的菌落一致；被检液体培养基管与对照培 

养基管比较，试验菌应生长良好。

计数方法适用性试验

1. 供试液制备

根据供试品的理化特性与生物学特性，采取适宜的方 

法制备供试液。供试液制备若需加温时，应 均 匀 加 热 ，且 

温度 不 应 超 过45°C。供 试液 从制 备至加人检验用培养基， 

不 得 超 过 1 小 时 。

常用的供试液制备方法如下。如果下列供试液制备方 

法经确认均不适用，应建立其他适宜的方法。

(1)水溶性供试品 取供 试品，用 P H 7 . 0 无菌氯化钠- 

蛋白胨缓冲液，或 PH7. 2 磷酸盐缓冲液，或胰酪大豆胨液 

体培养基溶解或稀释制成1 : 10供 试 液 。若 需 要 ，调节供 

试 液 p H 值 至 6〜8。必要时，用同一稀释液将供试液进一 

步 10倍系列稀释。水溶性液体制剂也可用混合的供试品原 

液作为供试液。
(2)水不溶性非油脂类供试品取 供 试 品 ，用 p H 7 . 0

无菌氯化钠-蛋 白 胨 缓 冲 液 ，或 PH7. 2 磷 酸 盐 缓 冲 液 ，或 

胰酪大豆胨液体培养基制备成1: 10供 试液 。分散力较差 

的供试品，可在稀释液中 加人表面 活性剂如0.1% 的聚山 

梨 酯 8 0，使供试品分散均匀。若需 要 ，调 节 供 试 液 p H 值 

至 6〜8。必 要 时 ，用 同一 稀释 液 将 供 试 液 进 一 步10倍系 

列稀释。
(3)油脂类供试品 取 供 试 品 ，加人无菌十四烷酸异 

丙酯使溶解，或与最少量并能使供试品乳化的无菌聚山梨 
酯 80或其他无抑菌性的无菌表面活性剂充分混匀。表面 

活性剂的温度一般不超过40°C(特 殊 情 况 下 ，最多不超过
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45° C),小心 混合 ，若 需 要 可 在 水 浴 中 进 行 ，然后加人预 

热的 稀 释 液 使 成1 : 10供 试 液 ，保 温 ，混 合 ，并在最短时 

间内形成乳状液。必 要 时 ，用稀释液或含上述表面活性剂 

的 稀释液进 一步10倍系列稀释。

(4)需用特殊方法制备供试液的供试品

膜 剂 供 试 品 取 供 试 品 ，剪 碎 ，加 PH7.0无菌氯化 

钠-蛋白胨缓冲液，或 pH7. 2 磷 酸 盐 缓 冲 液 ，或胰酪大豆 

胨液体培养基，浸 泡 ，振 摇 ，制 成 1 : 1 0的供试液。若需 

要 ，调 节 供 试 液p H 值 至 6〜8。必 要 时 ，用同一稀释液将 

供 试 液 进 一 步10倍系列稀释。

肠溶及结肠溶制剂供试品取 供 试 品 ，加 人 p H 6 . 8

无菌磷酸盐缓冲液（用 于 肠 溶 制 剂 ）或 pH7. 6 无菌磷酸盐 

缓冲液（用 于 结 肠 溶 制 剂 ），置 45°C水 浴 中 ，振 摇 ，使溶 

解 ，制 成 1 : 1 0 的供试液。必 要 时 ，用同一稀释液将供试 

液 进 一 步 10倍系列稀释。

气雾剂、喷雾剂供试品 取供试品 ，置一20°C或其他 

适 宜 温 度 冷 冻 约 1 小 时 ，取 出 ，迅 速 消 毒 供 试 品 开 启 部  

位 ，用无菌钢锥在该部位钻一小孔，放 至室温，并轻轻转 

动 容器 ，使抛射剂缓缓全部释出。供试品亦可采用其他适 

宜的方法取出。用无菌注射器从每一容器中吸出药液于无 

菌容器中混合，然后取样检查。

贴膏剂供试品 取供试 品，去掉防粘层，将粘贴面朝 

上放置在无菌玻璃或塑料器皿上，在粘贴面上覆盖一层适 

宜 的无 菌多 孔 材料 （如 无 菌 纱 布 ），避 免贴膏剂 粘 贴 在 一  

起 。将处理后的贴膏剂放人盛有适宜体积并含有表面活性 
剂 （如 聚 山 梨 酯8 0或 卵 磷 脂 ）稀 释 液 的 容 器 中 ，振荡至少 

30分 钟 。必 要 时 ，用 同 一 稀 释 液 将 供 试 液 进 一 步10倍系 

列 稀释 。
2 .接种和稀释

按下列要求进行供试液的接种和稀释，制备微生物回 

收试验用供试液。所加菌液的体积应不超过供试液体积的 

1 % 。为确认供 试品中的微生物能被充分检出，首先应选 

择最低稀释级的供试液进行计数方法适用性试验。

(1)试 验 组 取上述制备好的供试液，加入试 验 菌 液 ， 

混 匀 ，使 每 lml供试液或每张滤膜所滤过的供试液中含菌 

量 不 大 于 lOOcfu。

(2)供试品对照组 取 制 备 好 的 供 试 液 ，以稀释液代 

替菌液同试验组操作。

(3)菌液对照组 取不含中和剂及灭活剂的相应稀释液 

替代供试液，按试验组操作加人试验菌液并进行微生物回收 

试验。
若因供试品抗菌活性或溶解性较差的原因导致无法选 

择最低稀释级的供试液进行方法适用性试验时，应采用适 

宜的方法对供试液进行进一步的处理。如果供试品对微生 

物生长的抑制作用无法以其他方法消除，供试液可经过中 
和 、稀释或薄膜过滤处理后再加入试_ 菌悬液进行方法适 

用性试验。

通 则 82



中国药典 2015年版

3. 抗菌活性的去除或灭活

供试 液接种后，按 下 列 “微生物回收” 规定的方法进 

行微生物计数。若试验组菌落数减去供试品对照组菌落数 
的 值 小 于 菌 液 对 照 组 菌 落 数 值 的50% ，可采用下述方法 

消除供试品的抑菌活性。

(1)增加稀释液或培养基体积。
(2)加人适宜的中和剂或灭活剂。 .

中和剂或 灭活剂（表 2) 可 用 于 消 除 干 扰 物 的 抑 菌 活  

性 ，最 好 在 稀 释 液 或 培 养 基 灭 菌 前 加 人 若 使 用 中 和 剂 或  

灭 活 剂 ，试验中应设中和剂或灭活剂对照组，即取相应量 

稀释液替代供试品同试验组操作，以确认其有效性和对微 

生物无毒性。中和剂或灭活剂对照组的菌落数与菌液对照 

组的菌落数的比值应在0. 5〜2 范围内。

表 2 常见干扰物的中和剂或灭活方法

干扰物 可选用的中和剂或灭活方法

戊二醛、汞制剂 亚硫酸氢钠

酚类、乙醇、醛类、吸附物 稀释法

醛类 甘氨酸

季铵化合物、对羟基苯甲酸、双 卵磷脂

胍类化合物

季铵化合物、碘 、对羟基苯甲酸 聚山梨酯

水银 巯基醋酸盐

水银 、汞化物、醛类 硫代硫酸盐

E D T A 、喹喏酮类抗生素 镁或钙离子

磺胺类 对氨基苯甲酸

■内酰胺类抗生素 ■内酰胺酶

(3)采用薄膜过滤法。

(4)上述几种方法的联合使用。

若没有适宜消除供试品抑菌活性的方法，对特定试验 

菌 回 收的 失 败 ，表 明供 试 品 对 该 试 验 菌 具 有 较 强 抗 菌 活  

性 ，同时也表明供试品不易被该类微生物污染。但 是 ，供 

试品也可能仅对特定试验菌株具有抑制作用，而对其他菌 

株没有抑制作用。因此 ，根据供试品须符合的微生物限度 

标准和菌数报告规则，在 不 影 响 检 验 结 果 判 断 的 前 提 下 ， 

应采用能使微生物生长的更高稀释级的供试液进行计数方 

法适用性试验。若方法适用性试验符合要求，应以该稀释 

级供试液作为最低稀释级的供试液进行供试品检査。

4.供试品中微生物的回收

表 1 所列的计数方法适用性试验用的各试验菌应逐一 

进行微生物回收试验。微生物的回收可采用平皿法、薄膜 

过 滤 法 或 M P N 法 。

(1)平 皿 法 平皿法包括倾注法和涂布法。表 1 中每株 

试验菌每种培养基至少制备2 个平皿，以算术均值作为计数 

结果。

倾 注 法 取 照 上 述 “供 试 液 的 制 备” “接 种 和 稀 释” 

和 “抗菌活性的去除或灭活”制 备 的 供 试 液 I m U 置直径
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9 0 m m 的无菌平皿中，注 人 15〜20ml温 度 不 超 过 45°C熔 

化的胰酪大豆胨琼脂或沙氏葡萄糖琼脂培养基，混 勻 ，凝 

固 ，倒置培养。若使用直径较大的平皿，培养基的用量应 

相应增加。按 表 1 规定条件培养、计 数 。同法测定供试品 

对照组及菌液对照组菌数。计算各试验组的平均菌落数。
涂 布 法 取 15〜20ml温 度 不 超 过 45°C的胰酪大豆胨 

琼脂或沙氏葡萄糖琼脂培养基1 注 人 直 径9 0 m m 的无菌平 

皿 ，凝 固 ，制 成 平 板 ，采 用 适 宜 的 方 法 使 培 养 基 表 面 干  

燥 。若使用直径较大的平皿，培 养 基 用 量 也 应 相 应 增 加 。 

每 一 平 板 表 面 接 种 上 述 照“供试液的制备” “接种和稀释” 

和 “抗 菌 活 性 的 去 除 或 灭 活 ” 制 备 的 供 试 液 不 少 于

0.1ml。按 表 1 规 定 条 件 培 养 、计 数 。同法测定供试品对 

照组及菌液对照组菌数。计算各试验组的平均菌落数。

(2)薄 膜 过 滤 法 薄膜过滤法所采用的滤膜孔径应不 

大 于 0.45Mm ，直 径 一 般 为 5 0 m m ，若采用其他直径的滤 

膜 ，冲洗 量 应 进 行 相 应 的 调 整 。供试 品及其溶 剂应 不 影  

响 滤膜 材 质 对 微生物的截留 。滤 器及 滤膜 使用 前应采用  

适 宜的 方 法 灭 菌 。使 用 时 ，应 保 证 滤 膜 在 过 滤 前 后 的 完  

整 性 。水溶性供 试液 过 滤 前 先 将 少 量 的 冲 洗 液 过 滤 以 润  

湿 滤 膜 。油 类 供 试 品 ，其 滤 膜 和 滤 器 在 使 用 前 应 充 分 干  

燥 。为 发 挥 滤 膜 的 最 大 过 滤 效 率 ，应 注意 保持 供试 品溶 

液 及 冲 洗 液 覆 盖 整 个 滤 膜 表 面 。供 试 液 经 薄 膜 过 滤 后 ， 

若 需 要 用 冲 洗 液 冲 洗 滤 膜 ，每 张 滤 膜 每 次冲 洗量 一般 为 
100ml。总 冲 洗 量 不 得 超 过 1000ml，以 避 免 滤 膜 上 的 微  

生 物 受 损 伤 。

取 照 上 述“供试 液的制备” “接 种和稀释”和 “ 抗菌 

活 性 的 去 除 或 灭 活”制 备 的 供 试 液 适 量 （一 般 取 相 当 于  
lg、lml或 10cm2的供试品，若供试品中所含的菌数较多 

时 ，供 试 液 可 酌 情 减 量 ），加 至 适 量 的 稀 释 液 中 ，混 勻 ， 

过滤。用适量的冲洗液冲洗滤膜。

若测定需氧菌总数，转移滤膜菌面朝上贴于胰酪大豆 

胨琼脂培养基平板上；若测定霉菌和酵母总数，转移滤膜 

菌面朝上贴于沙氏葡萄糖琼脂培养基平板上。按 表 1 规定 

条件培养、计数。每株试验菌每种培养基至少制备一张滤 

膜 。同法测定供试品对照组及菌液对照组菌数。
( 3 ) M P N法 M P N 法的精密度和准确度不及薄膜过 

滤法和平皿计数法，仅在供试品需氧菌总数没有适宜计数 

方 法 的 情 况 下 使 用 ，本 法 不 适 用 于 霉 菌 计 数 。若使用 

M P N 法 ，按下列步骤进行。

取 照 上 述“供试液的制备” “接种 和稀 释”和 “ 抗菌 
活性的去除或灭活”制 备 的 供 试 液 至 少 3 个 连 续 稀 释 级 ， 

每 一 稀 释 级 取3 份 lml分 别 接 种 至3 管 装 有 9〜10ml胰酪 

大豆胨液体培养基中，同法测定菌液对照组菌数。必要时 

可在培养基中加人表面活性剂、中和剂或灭活剂。
接 种 管 置 30〜35°C培 养 3 天 ，逐日观察 各管微生物 

生长情况。如果由于供试品的原因使得结果难以判断，可 

将该管培养物转种至胰酪大豆胨液体培养基或胰酪大豆胨

通则 83

Administrator
高亮



1 1 0 5 非无菌产品微生物限度检查：微生物计数法 中国药典 2 0 1 5年版

琼脂培养基，在 相 同 条 件 下 培 养1〜2 天 ，观察是否有微 

生物生长。根据微生物生长的管数从表3 査被测供试品每 

lg或 每 lml中需氧菌总数的最可能数。

表 3 微生物最可能数检索表

生长管数
需氧菌总数 

最可能数
9 5 % 置信限•

每管含样品的 g 或 m l 数
M P N / g  或 nU 下限 上限

0. 1 0. 01 0. 001

0 0 0 < 3 0 9. 4

0 0 1 3 0. 1 9. 5

0 1 0 3 0. 1 10

0 1 1 6. 1 1. 2 17

0 2 0 6. 2 1.2 17

0

1

3

0

0

0

9. 4

3. 6

3. 5

0. 2

35

17

1 0 1 7. 2 1. 2 17

1 0 2 11 4 35

1 1 0 7. 4 1.3 20

1 1 1 11 4 35

1 2 0 11 4 35

1 2 1 15 5 38

1 3 0 16 5 38

2 0 0 9. 2 1. 5 35

2 0 1 14 4 35

2 0 2 20 5 38

2 1 0 15 4 38

2 1 1 20 5 38

2 1 2 27 9 94

2 2 0 21 5 40

2 2 1 28 9 94

2 2 2 35 9 94

2 3 0 29 9 94

2 3 1 36 9 94

3 0 0 23 5 94

3 0 1 38 9 104

3 0 2 64 16 181

3 1 0 43 9 181

3 1 1 75 17 199

3 1 2 120 30 360

3 1 3 160 30 380

3 2 0 93 18 360

3 2 1 150 30 380

3 2 2 210 30 400

3 2 3 290 90 990

3 3 0 240 40 990

3 3 1 460 90 1980

3 3 2 1100 200 4000

3 3 3 > 1 1 0 0

注 ：表内所列检验量如改用lg(或 ml)、0. lg(或 ml)和 0. Olg 

(或 ml>时 ，表 内 数 字 应 相 应 降 低 1 0倍 ；如 改 用 O.Olg(或 m l )、 

O.OOlg(或 ml)和 0.0001g(或 ml)时 ，表内数字应相应增加1 0倍 ， 

其余类推。
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5. 结果判断

'计 数 方 法 适 用 性 试 验 中 ，采 用 平 皿 法 或 薄 膜 过 滤 法  

时 ，试验组菌落数减去供试品对照组菌落数的值与菌液对 
照组菌落数的比值应在0.5〜2 范 围 内 ；采 用 M P N 法 时 ， 

试 验 组 菌 数 应 在 菌 液 对 照 组 菌 数 的9 5 % 置 信 限 内 。若各 

试验菌的回收试验均符合要求，照所用的供试液制备方法 

及计数方法进行该供试品的需氧菌总数、霉菌和酵母菌总
山,-、I \u t .
数计数。

方法适用性确认时，若采用上述方法还存在一株或多 

株试验菌的回收达不到要求，那么选择回收最接近要求的 

方法和试验条件进行供试品的检查。

供试品检查

检验量

检验量即一次试验所用的供试品量（g、m l或 cm2) 。
一 般 应 随 机 抽 取 不 少 于 2 个 最 小 包 装 的 供 试 品 ，混 

合 ，取规定量供试品进行检验。

除 另 有 规 定 外 ，一 般 供 试 品 的 检 验 量 为 I0g或 

10ml；膜 剂 为 100cm2; 贵 重药 品、微量包装药品的检验 

量 可以 酌减 。检 验 时 ，应 从 2 个 以 上 最 小 包装 单 位 中抽  

取 供 试 品 ，大 蜜 丸 还 不 得 少 于 4 丸 ，膜 剂 还 不 得 少 于  

4 片 。

供试品的检査

按计数方法适用性试验确认的计数方法进行供试品中 

需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数的测定。

胰酪大豆胨琼脂培养基或胰酪大豆胨液体培养基用于 

测定需氧菌总数；沙氏葡萄糖琼脂培养基用于测定霉菌和 

酵母菌总数。

阴性 对照 试 验 以 稀释 液 代替 供 试 液 进 行 阴 性 对照 试  

验 ，阴性对照试验应无菌生长。如 果 阴 性 对 照 有 菌 生 长 ， 

应进行偏差调查。

1. 平皿法

平 皿 法 包 括 倾 注 法 和 涂 布 法 。除 另 有 规 定 外 ，取规 

定 量 供 试 品 ，按方 法 适 用性 试 验 确 认 的 方 法 进 行 供 试 液  

制 备 和 菌 数 测 定 ，每 稀 释 级 每 种 培 养 基 至 少 制 备 2 个 

平 板 。

培 养 和 计 数 除 另 有 规 定 外 ，胰酪大豆胨琼脂培养基 
平 板 在 30〜35°C培 养 3〜5 天 ，沙氏葡萄糖琼脂培养基平 

板 在 20〜25°C培 养 5〜7 天 ，观 察 菌 落 生 长 情 况 ，点计平 

板上生长的所有菌落数，计数并报告。菌落蔓延生长成片 

的平板不宜计数。点计菌落数后，计算各稀释级供试液的 

平均菌落数，按菌数报告规则报告菌数。若同稀释级两个 

平 板 的 菌 落 数 平 均 值 不 小 于15, 则两个平板的菌 落数不 

能 相 差 1 倍或以上。

菌 数 报 告 规 则 需 氧 菌 总 数 测 定 宜 选 取 平 均 菌 落 数 小  

于 300cfu的稀释级、霉 菌和酵母菌 总 数 测 定 宜 选取 平 均  

菌 落 数 小 于 lOOcfu的 稀 释 级 ，作 为 菌 数 报 告 的 依 据 。取
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最高的平均菌落数，计 算 lg、lml或 10cm2供试品中所含 

的微生物数，取两位有效数字报告。 |

如各稀释级的平板均无菌落生长，或仅最低稀释级的 

平板有菌落生长，但 平 均 菌 落 数 小 于1 时 ，以< 1 乘以最 

低稀释倍数的值报告菌数。

2. 薄膜过滤法 .

除另有 规 定外 ，按 计 数 方 法 适 用 性 试 验 确 认 的 方 法  

进 行 供 试 液 制 备 。取 相 当 于 lg、lml或 10cm2供试品的 

供 试 液 ，若 供 试 品 所 含 的 菌 数 较 多 时 ，可 取适宜稀 释级 

的 供 试 液 ，照 方 法 适 用 性 试 验 确 认 的 方 法 加 至 适 量 稀 释  

液 中 ，立 即 过 滤 ，冲 洗 ，冲 洗 后 取 出 滤 膜 ，菌面朝上贴 

于 胰 酪 大 豆 胨 琼 脂 培 养 基 或 沙 氏 葡 萄 糖 琼 脂 培 养 基 上  

培 养 。

培 养 和 计 数 培 养 条 件 和 计 数 方 法 同 平 皿 法 ，每张滤 

膜上的菌落数应 不超过lOOcfu。

菌 数 报 告 规 则 以 相 当 于 lg、lml或 10cm2供试品的 

菌落数报告菌数；若滤膜上无菌落生长，以< 1 报告菌数 

(每 张 滤 膜 过 滤lg、lml或 10cm2供 试 品 ），或< 1 乘以最 

低稀释倍数的值报告菌数。
3. M P N  法

取 规 定 量 供 试 品 ，按 方 法 适 用 性 试 验 确 认 的 方 法 进  

行 供试 液制备和 供试 品接 种，所 有 试 验 管 在 30〜35°C培 

养3〜5天 ，如 果 需 要 确 认 是 否 有 微 生 物 生 长 ，按方法适 

用 性 试 验 确 定 的 方 法 进 行 。记录 每 一 稀 释 级 微 生 物 生 长  
的 管 数 ，从 表 3 查 每 lg或 lml供试品中需氧菌总数的最 

可 能 数 。

结果判断

需 氧菌总数 是指 胰 酪 大 豆 胨 琼脂 培养 基上 生长 的 总  

菌 落 数 （包 括 真 菌 菌 落 数 ）；霉 菌和酵母菌总数是指沙 氏 

葡萄糖琼脂培养基上生长的总菌落数（包括细菌菌落数）。 

若 因 沙 氏 葡萄 糖 琼脂 培养基上生长的细菌 使霉 菌和酵母  

菌 的 计 数 结 果 不 符 合 微 生 物 限 度 要 求 ，可使用含抗生素 

(如 氯 霉 素 、庆大霉素）的 沙氏 葡萄 糖 琼 脂 培 养 基 或 其 他  
选 择 性 培 养 基 （如 玫 瑰 红 钠 琼 脂 培 养 基 ）进 行 霉 菌 和 酵  

母 菌 总 数 测 定 。使 用 选 择 性 培 养 基 时 ，应 进 行 培 养 基  

适 用 性 检 查 。 若 采 用 M P N 法 ，测 定 结 果 为 需 氧 菌  

总 数 。

各品种项下规定的微生物限度标准解释如下：

lO^fu：可接受的最大菌数为20;

102cfu：可接受的最大菌数为200;

103cfu：可接受的最大菌数为2000，依此类推。

若 供 试 品 的 需 氧 菌 总 数 、霉 菌和 酵 母 菌 总 数 的 检查  

结 果 均 符 合 该 品 种 项 下 的 规 定 ，判 供 试 品 符 合 规 定 ； 

若 其 中 任 何 一 项 不 符 合 该 品 种 项 下 的 规 定 ，判供试品 

不 符 合 规 定 。

稀释液、冲洗液及培养基

见非无菌产品微生物限度检查：控 制 菌 检 查 法 （通则 

1106)。

1 1 0 6 非无菌 产品微生物限度

检 查 ：控 _ 菌检查法

控制菌检查法系用于在规定的试验条件下，检查供试 

品中是否存在特定的微生物。

当本法用于检查非无菌制剂及其原、辅料等是否符合 

相应的微生物限度标准时，应按下列规定进行检验，包括 

样品取样量和结果判断等。

供试品检出控制菌或其他致病菌时，按一次检出结果 

为 准 ，不再复试。

供 试液制 备 及 实验 环境 要求 同 “ 非无菌产品微生物限 

度 检 查：微 生 物 计 数 法 （通 则 1105)'

如果供试品具有抗菌活性，应尽可能去除或中和。供 

试品检查时，若使用了中和剂或灭活剂，应确认有效性及 

对微生物无毒性。

供试液制备时如果使用了表面活性剂，应确认其对微 

生物无毒性以及与所使用中和剂或灭活剂的相容性。

培养基适用性检查和控制菌检査方法 

适用性试验

供 试 品 控 制 菌 检 查 中 所 使 用 的 培 养 基 应 进 行 适 用 性  

检 查 。

供试品的控制菌检查方法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控制菌检査。

若检验程序或产品发生变化可能影响检验结果时，控 

制菌检查方法应重新进行适用性试验。

菌种及菌液制备

菌 种 试 验 用 菌 株 的 传 代 次 数 不 得 超 过 5 代 （从菌 

种 保 藏 中 心 获 得 的 干 燥 菌 种 为 第 0 代 ），并 采 用 适 宜 的  

菌 种 保 藏 技 术 进 行 保 存 ， 以 保 证 试 验 菌 株 的 生 物 学  

特 性 。
金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus aureus ) CCMCC 

(B) 26 003〕

铜 绿 假 单 胞 菌 （Pseudomxmas aeruginosa ) 〔CMCC 

(B) 10 104〕

大 肠 埃 希 菌 co/z) 〔CMCC (B) 44 102〕

乙 型 副 伤 寒 沙 门 菌 （Salm onella p a ra ty p h i B  ) CCM- 

CC (B) 50 094〕

白色念珠菌（CandWa ) 〔CMCC  (F) 98 001〕

生 抱 梭 菌 (C lo s tr id iu m  sporogenes ) 〔CMCC ( B) 

64 941〕

1106 非无菌产品微生物限度检查：控制菌检查法
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菌 液 制 备 将金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、大肠 

埃 希 菌 、沙门菌分别接种于胰酪大豆胨液体培养基中或在| 

胰 酪 大 豆 胨 琼 脂 培 养 基 上 ，30〜35°C培 养 18〜2 4小 时 ； 

将 白色 念珠菌 接 种 于 沙 氏 葡萄 糖 琼脂 培养 基上 或 沙 氏 葡  
萄 糖 液 体 培 养 基 中 ，20〜25°C培 养 2〜3 天 ；将生孢梭菌 

接 种 于 梭 菌 增 菌 培 养 基 中 置 厌 氧 条 件 下 30〜 35°C培养 

24〜48小时或接种于硫乙醇酸盐流体培养基+  30〜35eC 

培 养 18〜24小 时 。上 述 培 养 物 用 pH7. 0无菌氯化钠-蛋 

白 胨 缓 冲 液 或0.9% 无 菌 氯 化 钠 溶 液 制 成 适 宜 浓 度 的 菌  

悬 液 。

菌液制备后若在室温下放置，应 在 2 小 时内 使 用 ；若 

保 存 在 2〜8°C，可 在 24小 时 内 使 用 。生孢梭菌孢子悬液

可替代新鲜的菌悬液，孢 子 悬 液 可 保 存 在 2〜8°C，在验 

证过的贮存期内使用。

阴性 对 照

为 确 认 试 验 条 件 是 否 符 合 要 求 ，应 进行 阴性 对照试 

验 ，阴性对照试验应无菌生长。如阴性对照有菌生长，应 

进行偏差调查。

培 养 基 适 用 性 检 査  '
控制菌检查用的成品培养基、由脱水培养基或按处方 

配制的培养基均应进行培养基的适用性检查。

控制菌检查用培养基的适用性检查项目包括促生长能 

力 、抑制能力及指示特性的检査。各培养基的检查项目及 

所 用 的 菌 株 见 表1。

表 1 控 制 茼 检 查 用 培 养 基 的 促 生 长 能 力 、抑 制 能 力 和 指 示 特 性

控制菌检查 培养基 特 性 试验菌株

耐胆盐革兰阴性菌 肠道菌增菌液体培养基 促生长能力 大肠埃希菌、铜绿假单胞菌

抑制能力 金黄色葡萄球菌

紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基 促生长能力+ 指示特性 大肠埃希菌、铜绿假单胞菌

大肠埃希菌 麦康凯液体培养基 促生长能力 大肠埃希菌

抑制能力 金黄色葡萄球菌

麦康凯琼脂培养基 促生长能力+ 指示特性 大肠埃希菌

沙门菌 R V 沙门菌增菌液体培养基 促生长能力 乙型副伤寒沙门菌

抑制能力 金黄色葡萄球菌

木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养基 促生长能力+ 指示特性 乙型副伤寒沙门菌

三糖铁琼脂培养基 指示能力 乙型副伤寒沙门菌

铜绿假单胞菌 溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基 促生长能力 铜绿假单胞菌

抑制能力 大肠埃希菌

金黄色葡萄球菌 甘露醇氯化钠琼脂培养基 促生长能力+ 指示特性 金黄色葡萄球菌

抑制能力 大肠埃希菌

梭菌 梭菌增菌培养基 促生长能力 生孢梭菌

哥伦比亚琼脂培养基 促生长能力 生孢梭菌

白色念珠菌 沙氏葡萄糖液体培养基 促生长能力 白色念珠菌

沙氏葡萄糖琼脂培养基 促生长能力+ 指示特性 白色念珠菌

念珠菌显色培养基 促生长能力+ 指示能力 白色念珠菌

抑制能力 大肠埃希菌

液 体 培 养 基 促 生 长 能 力 检 查 分 别 接 种 不 大 于 lOOcfu 
的 试 验 菌 （表 1 ) 于被 检培 养 基 和 对 照 培 养 基 中 ，在相应 

控制菌检查规定的培养温度及不大于规定的最短培养时间 

下培养，与对照培养基管比较，被检培养基管试验菌应生 

长良好。
固 体 培 养 基 促 生 长 能 力 检 查 用涂布法分别接种不大

于 lOOcfu的 试 验 菌 （表 1 ) 于被检培养基和对照培养基平 

板 上 ，在相应控制菌检查规定的培养温度及不大于规定的
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最短培养时间下培养，被检培养基与对照培养基上生长的 

菌落大小、形态特征应一致。

培 养 基 抑 制 能 力 检 查 接 种 不 少 于 lOOcfu的试验菌 

(表 1 ) 于 被 检 培 养 基 和 对 照 培 养 基 中 ，在相应控制菌检 

查规定的培养温度及不小于规定的最长培养时间下培养， 

试验菌应不得生长。

培 养 基 指 示 特 性 检 查 用 涂 布 法 分 别 接 种 不 大 于  

lOOcfu的试验菌（表 1 ) 于 被 检 培养 基和 对照 培养 基平 板
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上 ，在相应 控 制菌检 查 规定 的 培养 温度 及 不大 于规 定 的 

最 短 培 养 时 间 下 培 养 ，被 检 培 养 基 上 试 验 菌 生 长 的 菌 落  

大 小 、形 态 特 征 、指 示 剂 反 应 情 况 等 应 与 对 照 培 养 基  

一 致 。

控 制 菌 检 査 方 法 适 用 性 试 验

供 试 液 制 备 按 下 列 “供试品检查” $ 的规定制备供

试 液 。

试 验 菌 根 据 各 品 种 项 下 微 生 物 限 度 标 准 中 规 定 检  

查 的 控 制 菌 选 择 相 应 试 验 菌 株 ，确 认 耐 胆 盐 革 兰 阴 性  

菌 检 查 方 法 时 ，采 用 大 肠 埃 希 菌 和 铜 绿 假 单 胞 菌 为 试  

验 菌 。

适 用 性 试 验 按控制菌检查法取规定量供试液及不大 

于 lOOcfu的 试 验 菌 接 入 规 定 的 培 养 基 中 ；采用薄膜过滤 

法 时 ，取规定量供试液，过 滤 ，冲洗，在最后一次冲洗液 

中加人试验菌，过 滤 后 ，注入规定的培养基或取出滤膜接 

人规定的培养基中。依相应的控制菌检查方法，在规定的 

温度和最短时间下培养，应能检出所加试验菌相应的反应 

特 征 。

结 果 判 断 上述试验若检出试验菌，按此供试液制备 

法和控制菌检查方法进行供试品检查；若 未 检 出 试 验 菌 ， 

应消除供试品的抑菌活性[见非 无 菌 产 品 微 生 物 检 查 ：微 
生 物 计 数 法 （通 则 1105)中 的 “ 抗 菌 活 性 的 去 除 或 灭  

活”]，并重新进行方法适用性试验。

如果经过试验确证供试品对试验菌的抗菌作用无法消 

除 ，可认为受抑制的微生物不易存在于该供试品中，选择 

抑菌成分消除相对彻底的方法进行供试品的检查。

供试品检查

供试品的控制菌检查应按经方法适用性试验确认的方 

法进 行。

阳 性 对 照 试 验 阳性对照试验方法同供试品的控制菌 

检 查 ，对照菌的加量应不大于lOOcfu。阳性对照试验应检 

出相应的控制菌。

阴 性 对 照 试 验 以稀释剂代替供试液照相应控制菌检 

查 法 检查 ，阴性对照试验应无菌生长。如果阴性对照有菌 

生 长 ，应进行偏差调査。

耐 胆 盐 革 兰 阴 性 菌 (Bile-lblerant Gram-Negative Bacteria)
供 试 液 制 备 和 预 培 养 取 供 试 品，用胰酪大豆胨液体 

培养基作为 稀 释 剂 照“非无菌产品微生物限度检査：微生物 
计 数 法 （通 则 1105)”制 成 1:10供试液，混匀，在 20〜25°C 

培养，培养时间应使供试品中的细菌充分恢复但不增殖（约 

2小时）。

定 性 试 验

除另有规定外，取 相 当 于lg或 lml供试品的上述预培 

养 物 接 种 至 适 宜 体 积 （经方法适用性试验确定）肠道菌增 
菌液体培养基中，30〜35°C培 养 24〜48小时后，划线接种 

于紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基平板上，30〜35°C培 养 18〜

24小 时。如果平板上无菌落生长，判供试品未检出耐胆盐 

革兰阴性菌。

定 量 试 验

选 择 和 分 离 培 养 取 相 当 于 0. lg、O.Olg和 O.OOlg 

(或 0.1ml、0. 01ml和 0. 001ml) 供 试 品 的 预 培 养 物 或 其  

稀 释 液 分 别 接 种 至 适 宜 体 积 （经方法适用性试验确定）肠 

道 菌增菌液体 培养 基 中，30 二 35°C培 养 24〜4 8小 时 。上 

述每一培养物分别划线接种于紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基 

平 板 上 ，30〜35°C培 养 18〜24小 时 。

结 果 判 断 若紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基平板上有菌 

落生长，则对应培养管为阳性，否则为阴性。根据各培养 

管检查结果，从 表 2 查 lg或 lml供试品中含有耐胆盐革 

兰阴性菌的可能菌数。

表 2 耐 胆 盐 革 兰 阴 性 菌 的 可 能 菌 数 （N)
各供试品量的检查结果 每 lg(或 lml) 

供试品中可能 

的菌数 cfu
0. lg 或 0. lml 0. 01g 或 0. 01ml 0. 001g 或 0. 001ml

+ + + N>103

+ + - 102<N<103

+ - 10<N<102

- - - N<10

注：（1) + 代表紫红胆盐葡萄糖琼脂平板上有菌落生长；一 

代表紫红胆盐葡萄糖琼脂平板上无菌落生长。

( 2 ) 若供试品量减少 1 0倍 （如 O.Ol g或 0.01ml，O.OOlg或 

0.001ml, 0. 0001g或 0. 0 0 0 1 m丨），则 每 lg(或 lml)供试品中可能 

的 菌 数 ( m 应相应增加 10倍 。

大 肠 埃 希 菌 （Escherichia coli)
供 试 液 制 备 和 增 菌 培 养 取供试品，照 “ 非无菌产品

微生物限度检查：微 生 物 计 数 法 （通 则 1105)”制 成 1 : 

10供试 液。取 相 当 于 lg或 lml供 试 品 的 供 试 液 ，接种至 

适 宜 体 积 （经方法适用性试验确定）的胰酪大豆胨液体培 

养 基 中 ，混 匀 ，30〜35°C培 养 18〜24小 时 。

选 择 和 分 离 培 养 取 上 述 培 养 物lml接 种 至 100ml麦 

康 凯液 体 培 养 基 中 ，42〜44°C培 养 24〜4 8小 时 。取麦康 

凯液体培养物划线接种于麦康凯琼脂培养基平板上，30〜 
35°C培 养 18〜72小 时 。

结 果 判 断 若 麦 康 凯琼 脂培 养 基平 板上 有菌落 生长 ， 

应进行分离、纯化及适宜的鉴定试验，确证是否为大肠埃 

希 菌 ；若麦康凯琼脂培养基平板上没有菌落生长，或虽有 

菌 落 生 长 但 鉴 定 结 果 为 阴 性 ，判 供 试 品 未 检 出 大 肠 埃  

希菌。

沙 门 菌 （Sfl/mtmW/fl)
供 试 液 制 备 和 增 菌 培 养 取 10g或 10ml供 试 品 直  

接 或 处 理 后 接 种 至 适 宜 体 积 （经 方 法 适 用 性 试 验 确 定 ） 

的 胰酪 大豆 胨液体培养基 中，混 匀 ，30〜35°C培 养 18〜
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2 4小 时 。

选 择 和 分 离 培 养 取 上 述 培 养 物 0. lml接 种 至 10ml 

R V 沙 门 增 菌 液 体 培 养 基 中 ，30〜 35°C培 养 18〜 2 4 小 

时 。取 少 量 R V 沙 门 菌 增 菌 液 体 培 养 物 划 线 接 种 于 木 糖  

赖 氨 酸 脱 氧 胆 酸 盐 琼 脂 培 养 基 平 板 上 ，30〜 35°C培养 

18〜4 8小 时 。

沙 门 菌 在 木 糖 赖 氨 酸 脱 氧 胆 酸 盐 琼 脂 培 养 基 板 上 生  

长良 好，菌落为淡红色或无色、透明或半透明、中心有或 

无黑 色。用接种针挑选疑似菌落于三糖铁琼脂培养基高层 

斜面上进行斜面和高层穿刺接种，培 养 18〜2 4小 时 ，或 

采用其他适宜方法进一步鉴定。

结 果 判 断 若 木 糖 赖 氨 酸 脱 氧 胆 酸 盐 琼 脂 培 养 基 平  

板 上 有 疑 似 菌 落 生 长 ，且 三 糖 铁 琼 脂 培 养 基 的 斜 面 为 红  

色 、底 层 为 黄 色 ，或 斜 面 黄 色 、底 层 黄 色 或 黑 色 ，应进 

一 步 进 行 适 宜 的 鉴 定 试 验 ，确 证 是 否 为 沙 门 菌 。如果平 

板 上 没 有 菌 落 生 长 ，或 虽 有菌 落生长但鉴定结果为阴性， 

或 三 糖 铁 琼 脂 培 养 基 的 斜 面 未 见 红 色 、底 层 未 见 黄 色 ； 

或 斜 面 黄 色 、底 层 未 见 黄 色 或 黑 色 ，判供 试品未检 出沙 

门菌。

铜 绿 假 单 胞 茴 amig/nosa)

供 试 液 制 备 和 增 菌 培 养 取供试品，照 “ 非无菌产品 

微生物限度检查：微 生 物 计 数 法 （通 则 1105)”制 成 1 : 

10供试 液。取 相 当 于 lg或 lml供 试 品 的 供 试 液 ，接种至 

适 宜 体 积 （经方法适用性试验确定的）的胰酪大豆胨液体 

培养基中，混匀 。30〜35eC 培 养 18〜24小时 。

选 择 和 分 离 培 养 取上述培养物划线接种于溴化十六 

烷 基 三 甲 铵 琼 脂 培 养 基 平 板 上 ，30〜 35°C培 养 18〜72 

小 时 。

取上述平板上生长的菌落进行氧化酶试验，或采用其 

他适宜方法进一步鉴定。

氧 化 酶 试 验 将洁净滤纸片置于平皿内，用无菌玻棒 

取 上 述 平 板 上 生 长 的 菌 落 涂 于 滤 纸 片 上 ，滴加新配制的 
1 % 二 盐 酸 iV，iV-二甲基对苯二胺试液，在 30秒内若培养 

物呈粉红色并逐渐变为紫红色为氧化酶试验阳性，否则为 

阴性。

结 果 判 断 若溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基平板上 

有菌落生长，且氧化酶试验阳性，应进一步进行适宜的鉴 

定试验，确证是否为铜绿假单胞菌。如果平板上没有菌落 

生 长 ，或虽有菌落生长但鉴定结果为阴性，或氧化酶试验 

阴性，判供试品未检出铜绿假单胞菌。

金 黄 色 葡 萄 球 菌 )

供 试 液 制 备 和 增 菌 培 养 取 供 试 品 ，照 “ 非无菌产 

品 微 生 物 限 度 检 查 ：微 生 物 计 数 法 （通 则 1105) ” 制成 

1 : 1 0 供 试 液 。取 相 当 于 l g 或 lml供 试 品 的 供 试 液 ， 

接 种 至 适 宜 体 积 （经 方 法 适 用 性 试 验 确 定 ） 的胰酪大 

豆 胨 液 体 培 养 基 中 ，混 匀 。3 0〜 35°C培 养 1 8〜 24 

小 时 。 .
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选 择 和 分 离 培 养 取上述培养物划线接种于甘露醇氯 

化钠琼脂培养基平板上，30〜35°C培 养 18〜72小 时 。

结 果 判 断 若甘露醇氯化钠琼脂培养基平板上有黄色 

菌落或外周有黄色环的白色菌落生长，应进 行分 离、纯化 

及适宜的鉴定试验，确证是否为金黄色葡萄球菌；若平板 

上没有与上述形态特征相符或疑似的菌落生长，或虽有相 

符或疑似的菌落生长但鉴定结果为炳性，判供试品未检出 

金黄色葡萄球菌。

梭 菌 (Clostridia)

供 试 液 制 备 和 热 处 理 取供试 品，照 “ 非无菌产品微 

生物限度检查：微 生 物 计 数 法 （通 则 1105)”制 成 1 : 10 

供试液。取 相 当 于 lg或 lml供试 品的供试液2 份 ，其 中 1 

份 置 80°C保 温 10分钟后迅速冷却。

增菌、选 择 和 分 离 培 养 将 上 述 2 份供试液分别接种 

至 适 宜 体 积 （经方法适用性试验确定）的梭菌增菌培养基 
中 ，置厌 氧 条 件 下30〜35°C培 养 4 8小 时 。取上述每一培 

养物 少量，分别 涂抹 接种 于哥伦比 亚 琼 脂 培 养 基 平 板 上 ， 
置 厌 氧 条 件 下30〜35°C培 养 48〜72小 时 。

过 氧 化 氢 酶 试 验 取上述平板上生长的菌落，置洁净 

玻 片 上 ，滴 加 3 % 过 氧 化 氢 试 液 ，若 菌 落 表 面 有 气 泡 产  

生 ，为过氧化氢酶试验阳性，否则为阴性。

结 果 判 断 若哥伦比亚琼脂培养基平板上有厌氧杆菌 

生 长 （有或无芽孢），且 过 氧 化 氢 酶 反 应 阴 性 的 ，应进一 

步进行适宜的鉴定试验，确证是否为梭菌；如果哥伦比亚 

琼脂培养基平板上没有厌氧杆菌生长，或虽有相符或疑似 

的菌落生长但鉴定结果为阴性，或 过 氧 化 氢 酶 反 应 阳 性 ， 

判供试品未检出梭菌。

白 色 念 珠 菌 （Candida albicans)

供 试 液 制 备 和 增 菌 培 养 取 供 试 品 ，照 “ 非无菌产 

品 微 生 物 限 度 检 查 ：微 生 物 计 数 法 （通 则 1105)”制成 

1 : 1 0供试 液。取 相 当 于 l g或 lml供 试 品 的 供 试 液 ，接 

种 至 适 宜 体 积 （经方法适用性试验确定）的沙氏葡萄糖液 

体培养基中，混 匀 ，30〜35°C培 养 3〜5 天 。

选 择 和 分 离 取上述预培养物划线接种于沙氏葡萄糖 

琼脂培养基平板上，30〜35°C培 养 24〜48小 时 。

白 色 念 珠 菌 在 沙 氏 葡 萄 糖 琼 脂 培 养 基 上 生 长 的 菌  

落 呈 乳 白 色 ，偶 见 淡 黄 色 ，表 面 光 滑 有 浓 酵 母 气 味 ， 

培 养 时 间 稍 久 则 菌 落 增 大 ，颜 色 变 深 、质 地 变 硬 或 有  

皱 褶 。挑 取 疑 似 菌 落 接 种 至 念 珠 菌 显 色 培 养 基 平 板 上 ， 
培 养 24〜4 8 小 时 （必 要 时 延 长 至 7 2 小 时 ），或采用其 

他 适 宜 方 法 进 一 步 鉴 定 。

结 果 判 断 若沙氏葡萄糖琼脂培养基平板上有疑似菌 

落 生 长 ，且疑似菌在念珠菌显色培养基平板上生长的菌落 

呈阳性反应，应进一步进行适宜的鉴定试验，确证是否为 

白色念珠菌；若沙氏葡萄糖琼脂培养基平板上没有菌落生 

长 ，或虽有菌落生长但鉴定结果为阴性，或疑似菌在念珠 

菌显色培养基平板上生长的菌落呈阴性反应，判供试品未
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检出白色念珠菌。

稀 释 液

稀释液配制后，应采用验证合格的灭菌程序灭菌。
1 . P H 7 . 0 无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液 照无菌检査法

(通 则 1101)制备 。 •

2. pH6. 8 无菌磷酸盐缓冲液、p H 7 . 2无菌磷酸盐缓冲

液、pH7. 6 无 菌 磷 酸 盐 缓 冲 液 照 缓 冲 液 （通 则 8004)

配 制 后 ，过 滤 ，分 装 ，灭 菌 。

如 需 要 ，可在上述稀释液灭菌前或灭菌后加入表面活 

性剂或中和剂等。
3. 0.9% 无 菌 氣 化 钠 溶 液 取 氯 化 钠 9.0g，加水溶解

使 成 1000ml，过 滤 ，分 装 ，灭 菌 。

培养基及其制备方法

培养基可按以下处方制备，也可使用按该处方生产的 

符合要求的脱水培养基。配制 后，应按验证过的高压灭菌 

程序灭菌。

1.胰酪大豆胨液体培养基（TSB)、胰酪大豆胨琼脂 

培养基(TSA)、沙氏葡萄糖液体培养基(SDB)

照 无 菌 检 查 法 （通 则 1101)制 备。
2 .沙氏葡萄糖琼脂培养基(SDA>

照 无 菌 检 查 法 （通 则 1101)制 备 。如使用含抗生素的 

沙氏葡萄糖琼脂培养基，应确认培养基中所加的抗生素量 

不影响供试品中霉菌和酵母菌的生长。
3 .马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA)

马铃薯（去皮） 200g 琼脂 14.0g

葡萄糖 20. 0g 水 1000ml

取 马铃 薯，切 成 小 块 ，加 水 1000ml,煮 沸 20〜3 0分 

钟 ，用 6〜 8 层 纱 布 过 滤 ，取 滤 液 补 水 至 1000ml, 调节 

p H 使 灭 菌 后 在 25°C的 p H 值 为 5. 6士0.2，加 人 谅 脂 ，加 

热 溶 化 后，再加入葡萄糖，摇 匀 ，分 装 ，灭 菌。

4. 玫瑰红钠琼脂培养基

胨 5.0g 玫瑰红钠 0.0133g

葡萄糖 10.0g 琼脂 14.0g

磷酸二氢钾 1. 0g 水 1000ml

硫酸镁 0. 5g

除葡萄糖、玫瑰红钠外，取上述成分，混 合 ，微温溶 

解 ，加人葡萄糖、玫瑰红钠，摇 匀 ，分 装 ，灭 菌 。

5. 硫乙醇酸盐流体培养基

照 无 菌 检 查 法 （通 则 1101)制备。

6. 肠道菌增菌液体培养基

明胶胰酶水解物 10. 0g 二水合磷摩

牛胆盐

葡萄糖

磷酸二氢钾

20. 0g

5.0g 

2. 0g

亮绿

水

除葡萄糖、亮 绿 外 ，取 上 述 成 分 ，混 合 ，微 温 溶 解 ， 

调 节 p H 使 加 热 后 在25°C的 p H 值 为 7. 2士0. 2 , 加人葡萄 

糖 、亮 绿 ，加 热 至 100°C 30分 钟 ，立即冷却。

7. 紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基

酵母浸出粉 3.0g 中性红 30mg

明胶胰酶水解物 7. 0g 结晶紫 2 mg

脱氧胆酸钠 1. 5g 琼脂 15. 0g

葡萄糖 10. 0g 水 1000ml

氯化钠 5. Og

除葡萄糖、中 性 红 、结 晶 紫 、琼 脂 外 ，取 上 述 成 分 ， 
混 合 ，微 温 溶 解 ，调 节 p H 使 加 热 后 在 25°C的 p H 值为 

7.4±0.2。加人葡萄糖、中性红、结 晶 紫 、琼 脂 ，加热煮 

沸 （不能在髙压灭菌器中加热）。

8. 麦康凯液体培养基

明胶胰酶水解物 20. 0g 溴甲酚紫 10mg

乳糖 10. 0g 水 1000ml

牛胆盐 5.0g

除 乳 糖 、溴 甲 酚 紫 外 ，取 上 述 成 分 ，混 合 ，微温溶 
解 ，调 节 p H 使 灭 菌 后 在25°C的 p H 值 为 7.3±0. 2，加人 

乳 糖 、溴 甲酚 紫，分 装 ，灭 菌 。

9. 麦康凯琼脂培养基

明胶胰酶水解物 17. 0g 中性红 30. Omg

胨 3. 0g 结晶紫 lmg

乳糖 10. 0g 琼脂 13. 5g

脱氧胆酸钠 1. 5g 水 1000ml

氯化钠 5. Og

除乳糖、中性红、结 晶紫 、琼脂 外，取 上 述 成 分，混

合 ，微温 溶解 ，调 节 p H 使 灭 菌 后 在 25°C的 p H 值 为 7.1

±0.2，加 人 乳 糖 、中 性 红 、结 晶 紫 、琼 脂 ，加 热 煮 沸 1

分 钟 ，并不断振摇，分 装 ，灭 菌 。
10. R V 沙门菌增菌液体培养基

大豆胨 4. 5g 六 水 合 氯 化 镁 29.0g

氯化钠 8.0g 孔雀绿 36mg

磷酸氢二钾 0. 4g 水 1000ml

磷酸二氢钾 0.6g

除 孔 雀 绿 外 ，取 上 述 成 分 ，混 合 ，微 温 溶 解 ，调节 
p H 使 灭 菌 后 在 25°C的 p H 值 为 5.2±0.2。加 人 孔 雀 绿 ， 

分 装 ，灭 菌 ，灭菌温 度 不 能 超 过115°C。

11. 木糖赖氨酸脱氧胆酸盐琼脂培养基

酵母浸出粉 3. 0g 氯化钠 5. 0g

L-赖氨酸 5. 0g 硫代硫酸钠 6. 8g

木糖 3. 5g 枸橼酸铁铵 0. 8g

二钠 乳糖 7.5g 酚红 80mg

8. 0g 蔗糖 7.5g 琼脂 13. 5g

15mg 脱氧胆酸钠 2. 5g 水 1000ml

1000ml 除三种糖、酚 红 、琼 脂 外 ，取上述成分，混 合 ，微温
溶 解 ，调 节 p H 使 加 热 后 在25°C的 p H 值 为 7.4±0.2, 加
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人 三 种 糖 、酚 红 、琼 脂 ，加 热 至 沸 腾 ，冷 至 50°C倾注平 除葡萄糖外，取 上 述 成 分 ，混 合 ，加 热 煮 沸 使 溶 解 ，

皿 （不能在高压灭菌器中加热）。 并不断搅拌。如需要 ，调 节 p H 使 灭 菌 后 在 25°C的 p H 值

12.三糖铁琼脂培养基（TSI) 为 6. 8±0. 2。加人葡萄糖，混 勻 ，分 装 ，灭 菌 。

胨 20 Og 硫酸亚铁 0. 2g 16. 哥伦比亚琼脂培养基

牛肉浸出粉 5 Og 硫代硫酸钠 0. 2g 胰酪胨 10. 0g 氯化钠 5. 0g

乳糖 10. 0g 0.2%酚磺酞 肉胃蛋白酶水解物 5. 0g 琼脂 10. 0〜15_ 0g

蔗糖 10. 0g 指 示 液 * 12. 5ml 心胰酶水解物 3.0g
0

(依凝固力）
葡萄糖 1. Og 琼脂 12. 0g 酵母浸出粉 5. 0g 水 1000ml

氣化钠 5. Og 水 1000ml 玉米淀粉 1.Og

除 三 种 糖 、0 . 2 %酚 磺酞指示液、琼 脂 外 ，取上述成 

分 ，混 合 ，微 温 溶 解 ，调 节 p H 使 灭 菌 后 在 25°C的 pH

值 为 7. 3士0.1，加 人 琼 脂 ，加 热 溶 化 后 ，再加入其余各 

成 分 ，摇 匀 ，分 装 ，灭 菌 ，制 成 髙 底 层 （2〜 3cm ) 短 

斜 面 。
13. 溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基

明胶胰酶水解物 20. Og 溴化十六烷基 
氯化镁 1.4g 三甲铵 0. 3g

硫酸钾 10. Og 琼脂 13. 6g

甘油 10ml 水 1000ml

除琼脂外 ，取 上 述 成 分 ，混 合 ，微 温 溶 解 ，调 节 pH

使 灭 菌 后 在 25°C的 p H 值 为 7.4±0.2，加 人 琼 脂 ，加热 

煮 沸 1 分 钟 ，分 装 ，灭 菌 。

14. 甘露醇氣化钠琼脂培养基

胰酪胨 5. 0g 氯化钠 75. 0g

动物组织胃蛋白 酚红 25mg

酶水解物 5_ 0g 琼脂 15. 0g

牛肉浸出粉 1.0g 水 1000ml

1>甘露醇 10. 0g

除甘露醇、酚 红 、琼 脂 外 ，取上述成分，混 合 ，微温
溶 解 ，调 节 p H 使 灭 菌 后 在25°C的 p H 值 为 7.4±0.2，加 

热 并 振 摇 ，加 人 甘 露 醇 、酚 红 、琼 脂 ，煮 沸 1 分 钟 ，分 

装 ，灭 菌 。

15. 梭菌增菌培养基

胨

牛肉浸出粉 

酵母浸出粉 

可溶性淀粉 

葡萄糖

10. 0g 盐酸半胱氨酸 0. 5g

10. 0g 乙酸钠 3.0g

3.0g 氯化钠 5. 0g

1.Og 琼脂 0.5g

5.0g 水 1000ml

除琼脂外，取上述成分，混 合 ，加热 煮沸 使溶 解，并 

不断搅拌。如 需 要 ，调 节 p H 使 灭 菌 后 在 25°C的 p H 值为 

7.3±0.2，加 人 琼 脂 ，加 热 溶 化 ，分 装 ，灭 菌 。如有必 

要 ，灭 菌 后 ，冷 至 45〜50°C加 人 相 当 于2 0 m g庆大霉素的 

无菌硫酸庆大霉素，混 匀 ，倾注平皿。

17. 念珠菌显色培养基

胨 10. 2g 琼脂 15g

氢罂素 0. 5g 水 1000ml

色素 22. Og

除琼脂外，取 上 述 成 分 ，混 合 ，微 温 溶 解 ，调 节 pH

使 加 热 后 在25°C的 p H 值 为 6.3±0.2。滤 过 ，加 人 琼 脂 ， 

加热 煮沸 ，不断搅拌至琼脂完全溶解，倾注平皿。

1 1 0 7 非无菌药品微生物限度标准

非无菌药品的微生物限度标准是基于药品的给药途径 

和对患者健康潜在的危害以及药品的特殊性而制订的。药 

品生产、贮 存 、销售过程中的检验，药用原料、辅料及中 

药提取物的检验，新药标准制订，进口药品标准复核，考 

察药品质量及仲裁等，除另有规定外，其微生物限度均以 

本标准为依据。

1.制剂通则、品种项下要求无菌的及标示无菌的制 

剂和原辅料

应符合无菌检查法规定。

2 .用于手术、严重烧伤、严重创伤的局部给药制剂

应符合无菌检查法规定。

3 .非无菌化学药品制剂、生物制品制剂、不含药材 

原粉的中药制剂的微生物限度标准见表1。

表 1 非无菌化学药品制剂、生物制品制剂、不含药材原粉的中药制剂的微生物限度标准

给药途径
需氧菌总数 

(cfu/g、cfu/ml 或 cfu/10cm2)

霉菌和酵母菌总数 

(cfu/g、cfu/ml 或 cfu/10cm2)
控制菌

口服给药® 

固体制剂 103 102 不 得 检 出 大 肠 埃 希 菌 （l g或 lml) ; 含脏器提

液体制剂 102 101 取物的制剂还不得检出沙门菌（10g或 10ml)

口腔黏膜给药制剂 

齿龈给药制剂 

鼻用制剂

10z 101
不得检出大肠埃希菌、金 黄 色 葡 萄球菌、铜 

绿 假 单 胞 菌 （lg、l m l或 10cm2)
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续表

给药途径
需氧菌总数 

(cfu/g、cfu/ml 或 cfu/10cm2)

霉菌和酵母菌总数 

(cfu/g、cfu/ml 或 cfu/10cm2)
控制菌

耳用制剂 

皮肤给药制剂
102 IO1

不 得 检 出 金 黄 色 葡 萄 球 菌 、铜 绿 假 单 胞 菌  

(lg、lml 或 10cm2)

呼吸道吸人给药制剂 102 IO1 不得检出大肠埃希菌、金 黄 色 葡 萄 球 菌 、铜 

绿假单胞菌、耐胆 盐革 兰阴 性菌 （lg或 lml)

阴道、尿道给药制剂 IO2 IO1 不 得 检 出 金 黄 色 葡 萄 球 菌 、铜 绿 假 单 胞 菌 、 

白 色 念 珠 菌 （lg、l m l或 10cm2) ; 中药制剂还 

不 得 检 出 梭 菌 （lg、lm l或 10cm2)

直肠给药

固体制剂 IO3 IO2 不 得 检 出 金 黄 色 葡 萄 球 菌 、铜 绿 假 单 胞 菌

液体制剂 IO2 IO2 (lg 或 lml)

其他局部给药制剂 102 102 不 得 检 出 金 黄 色 葡 萄 球 菌 、铜 绿 假 单 胞 菌  

(lg、lml 或 10cm2)

注 ：①化学药品制剂和生物制品制剂若含有未经提取的动植物来源的成分及矿物质还不得检出沙门菌（10 g或 10ml)。

4 .非无菌含药材原粉的中药制剂的微生物限度标准见表2。

表 2 非无菌含药材原粉的中药制剂的微生物限度标准

给药途径
需氧菌总数 

(cfu/g、cfu/ml 或 cfu/10cm2)

霉菌和酵母菌总数 

(cfu/g、cfu/ml 或 cfu/10cm2)
控制菌

固体口服给药制剂

不含豆豉、神曲等发酵原粉 104 (丸剂 3 X 1 0 4) 10z 不 得 检 出 大 肠 埃 希 菌 （lg) ; 不得检

含豆豉、神曲等发酵原粉 IO5 5 X 1 0 Z 出 沙 门 菌 （10g) ; 耐胆盐革兰阴性菌  

应小于 I02cfu (lg)

液体口服给药制剂

不含豆豉、神曲等发酵原粉 5 X 1 0 2 IO2 不 得 检 出 大 肠 埃 希 菌 （lml) f 不得

含豆豉、神曲等发酵原粉 IO3 10a 检 出 沙 门 菌 （10ml) ; 耐胆盐革兰阴性 

菌 应 小 于 10'cfu (lml)

固体局部给药制剂

用于表皮或黏膜不完整 IO3 IO2 不得检出金黄色葡萄球菌、铜绿假单

用于表皮或黏膜完整 104 IO2 胞 菌 （l g或 10cm2) ; 阴道、尿道给药 

制剂还不得检出白色念珠菌、梭 菌 （lg 

或 10cm2)

液体局部给药制剂

用于表皮或黏膜不完整 102 IO2 不得 检 出金黄 色葡 萄球 菌、铜绿假

用于表皮或黏膜完整 IO2 IO2 单 胞 菌 （l m l ) ;阴道 、尿道给药制剂 

还不得检出白色念珠菌、梭 菌 （lml)

5 .非无菌药用原料及辅料的微生物限度标准见表3。

表 3 非无菌药用原料及辅料的微生物限度标准

需氧菌总数 霉菌和酵母菌总数
^  _  控制菌

(cfu/g 或 cfu/ml) (cfu/g 或 cfu/ml)

药用原料及辅料 103 102 *

^ : 未做统一规定。

6 .中药提取物及中药饮片的微生物限度标准见表4。

表 4 中药提取物及中药饮片的微生物限度标准

需氧菌总数 霉菌和酵母菌总数
控制菌

(cfu/g 或 cfu/ml) (cfu/g 或 cfu/ml)

中药提取物 103 102 *

研粉口服用 

贵细饮片、直 

接口服及泡服 

饮片

* *

不得检出沙 

门 菌 ( log); 

耐胆盐革兰阴 

性 菌 应 小 于

104cfu (lg)

* : 未做统一规定。
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7. 有兼用途径的制剂

应符合各给药途径的标准。 ，

非无菌药品的需氧菌总数、霉 菌 和 酵 母 菌 总 数 照 “ 非 

无 菌产 品 微 生 物 限 度 检 查 ：微 生 物 计 数 法 （通 则 1105)” 

检 查 ；非 无 菌 药 品 的 控 制 菌 照 “ 非无菌产品微生物限度检 

查 ：控 制 菌 检 查 法 （通 则 1106)”检 查 。各品种项下规定 

的需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数标准解释& 下 ：
10Jcfu：可接受的最大菌数为20;

102cfu：可接受的最大菌数为200;

I03cfu：可接受的最大菌数为2000;依此类推。

本限度标准所列的控制菌对于控制某些药品的微生物 

质量可能并不全面，因此 ，对于原料、辅料及某些特定的 

制 剂 ，根据原辅料及其制剂的特性和用途、制剂的生产工 

艺 等 因 素 ，可能还需检查其他具有潜在危害的微生物。

除了本限度标准所列的控制菌外，药品中若检出其他 

可能具有潜在危害性的微生物，应从以下方面进行评估。 

药品的给药途径：给药途径不同，其危害不同；

药品的特性：药品是否促进微生物生长，或者药品是 

否有足够的抑制微生物生长能力；

药品的使用方法；

用 药 人 群 ：用药人群不同，如新生儿、婴幼儿及体弱 

者 ，风险可能不同；

患者使用免疫抑制剂和甾体类固醇激素等药品的情况； 

存 在疾 病、伤残和器官损伤；等等 。

当进行上述相关因素的风险评估时，评估人员应经过 

微生物学和微生物数据分析等方面的专业知识培训。评估 

原辅料微生物质量时，应考虑相应制剂的生产工艺、现有 

的检测技术及原辅料符合该标准的必要性。

1 1 2 1 抑菌效力检查法

抑 菌 剂 是 指 抑 制 微 生 物 生 长 的 化 学 物 质 ，有时也称 

防 腐 剂 。抑菌效力检查 法 系 用 于 测 定 无 菌 及 非 无 菌 制 剂  

的 抑 菌活 性 ，用 于 指 导 生 产 企 业 在 研 发 阶 段 制 剂 中 抑 菌  

剂浓 度 的 确 定 。

如果药物本身不具有充分的抗菌效力，那么应根据制

剂 特 性 （如水溶性制剂）添加适宜的抑菌剂，以防止制剂 

在正常贮藏或使用过程中由于微生物污染和繁殖，使药物 

变质而对使用者造成危害，尤其是多剂量包装的制剂。

在药品生产过程中，抑菌剂不能用于替代药品生产的 

G M P 管 理 ，不能作为非无菌制剂降低微生物污染的唯一 

途 径 ，也不能作为控制多剂量包装制剂灭菌前的生物负载 

的手段。所有抑菌剂都具有一定韧毒性，制剂中抑菌剂的 

量应为最低有效量。同时，为保证用药安全，成品制剂中 

的抑菌剂有效浓度应低于对人体有害的浓度。

抑菌剂的抑菌效力在贮存过程中有可能因药物的成分 

或包装容器等因素影响而变化，因 此，应验证成品制剂的 

抑菌效力在效期内不因贮藏条件而降低。

本试验方法和抑菌剂抑菌效力判断标准用于包装未启 

开的成品制剂。

培 养 基

培养基的制备

胰酿大豆胨液体培养基、胰酪大豆胨琼脂培养基、沙 

氏葡萄糖液体培养基、沙氏葡萄糖琼脂培养基照无菌检查 
法 （通 则 1101)制 备 。

培养基的适用性检査

抑菌效力测定用培养基包括成品培养基、由脱水培养 

基或按处方配制的培养基均应进行培养基的适用性检查。

菌 种 试验所用的菌株传代次数不得超过5 代 （从菌 

种保藏中 心获 得的干燥 菌种 为第0 代 ），并采用适宜的菌 

种保藏技术进行保存，以保证试验菌株的生物学特性。培 

养基适用性检查的菌种及新鲜培养物的制备见表1。

菌 液 制 备 取金黄色葡萄球菌、铜 绿假单胞菌、大肠 

埃希 菌、白 色 念 珠 菌 的 新 鲜 培养 物，用 PH7.0无菌氯化 

钠-蛋白 胨缓冲液 或0. 9%无菌氯化钠溶液制成适宜浓度的 

菌悬液。取 黑 曲 霉 的 新 鲜 培 养 物 加 人 3〜 5ml含 0.05%

(ml/ml)聚 山 梨 酯 8 0 的 pH7 . 0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲 

液 或 0.9 %无 菌氯化钠 溶液，将 孢 子 洗 脱 。然 后 ，采用适 

宜方法吸出孢子悬液至无菌试管内，用 含 0.05% (ml/ml)

聚 山 梨 酯 8 0 的 pH7. 0 无菌氯化钠-蛋 白 胨 缓 冲 液 或0. 9 %

无菌氯化钠溶液制成适宜浓度的孢子悬液。

抑茴效力测定用的试验菌及新鲜培养物制备表 1 培养基适用性检査、方法适用性试验、

试验菌株 试验培养基 培养温度 培养时间

金黄色葡萄球菌

{Staphylococcus aureus) 

〔C M C C  (B) 26 003〕

胰酪大豆胨琼脂培养基或胰酪大豆胨液 

体培养基

30 〜35°C 18〜2 4小时

铜绿假单胞菌

(Pseudomona s aeruginosa )

〔C M C C  (B) 10 104〕

胰酪大豆胨琼脂培养基或胰酪大豆胨液 

体培养基

30 〜35°C 18〜2 4 小时

大肠埃希菌

(Escherichia coll)

〔C M C C  (B) 44 102〕

胰酪大豆胨琼脂培养基或胰酪大豆胨液 

体培养基

30 〜35°C 18〜2 4 小时
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续表

试验菌株 试验培养基‘ 培养温度 培养时间

白色念珠菌 沙氏葡萄糖琼脂培养基或沙氏葡萄糖液 20 〜25°C 24〜4 8小时

(Candida albicans') 体培养基

〔C M C C  (F)98 001〕

黑曲霉 沙氏葡萄糖琼脂培养基或沙氏葡萄糖液 20 〜25°C 5〜7 天或直到获得丰富的孢子

{Aspergillus  m ge r) 体培养基 • 0

〔C M C C  (F)98 003〕

菌液制备后若在室温下放置，应 在 2 小 时 内 使 用 ；若 

保 存 在 2〜8°C，可 在 24小 时内 使 用 。黑曲霉孢子悬液可 

保 存 在 2〜8°C，在验证过的贮存期内使用。

适 用 性 检 查 分 别 接 种 不 大 于 lOOcfu的金黄色葡萄 

球 菌 、铜绿假单胞菌、大肠埃希菌的菌液至胰酪胨大豆琼 

脂 培养 基 ，每 株 试 验 菌 平 行 制 备 2 个 平 板 ，混 匀 ，凝 固 ， 

置 30〜 35°C培 养 不 超 过 3 天 ，计 数 ；分 别 接 种 不 大 于  

lOOcfu的白色念珠菌、黑曲霉的菌液至沙氏葡萄糖琼脂培 

养 基 ，每 株 试 验 菌 平 行 制 备 2 个 平 板 ，混 匀 ，凝 固 ，置 

20〜25°C培 养 不 超 过 5 天 ，计 数 ；同时，用对应的对照培 

养基替代被检培养基进行上述试验。

结 果判 定 若 被 检 培养 基上 的菌 落 平 均 数不 小 于对 照  

培 养 基 上 菌 落 平 均 数 的70% ，且菌落形态大小与对照培  

养基上的菌落一致，判该培养基的适用性检查符合规定。

抑菌效力测定

菌 种 抑 菌 效 力 测 定 用 菌 种 见 表 1，若 需 要 ，制剂中 

常见的污染微生物也可作为试验菌株。

菌 液 制 备 试 验 菌 新 鲜 培 养 物 制 备 见 表 1，铜绿假单 

胞菌、金黄色葡萄球菌、大 肠埃 希菌 、白色念珠菌若为琼 

脂培养物，加 人 适 量 的 0.9%无菌氯化钠溶液将琼脂表面 

的培养物洗脱，并将 菌 悬 液 移至 无 菌 试管 内 ，用 0 . 9 %无 

菌氯化钠溶液稀释并制成每lml含 菌 数 约 为 108cfu的菌悬 

液 ；若为液体培养物，离心收集菌体，用 0.9%无菌氯化钠 

溶液稀释并制成每lml含 菌 数 约 为 108 cfu的菌悬液。取黑 

曲霉的新鲜培养物加人3〜5ml含 0. 0 5 %  (ml/ml)聚山梨 

酯 8 0 的 0 . 9 %无菌氯化钠溶液，将孢子洗脱，然 后 ，用适 

宜方 法吸 出孢 子悬 液至 无菌 试管内，加 人 适 量 的 含 0. 05%

(ml/ml)聚山梨酯8 0的 0.9%无菌氯化钠溶液制成每lml含 

孢 子 数 108cfu的孢子悬液。测 定 lml菌悬液中所含的菌数。

菌液制备后若在室温下放置，应 在 2 小 时内 使 用 ；若 

保 存 在 2〜8°C,可 在 24小 时 内 使 用 。黑曲霉的孢子悬液 

可 保 存 在 2〜8°C，在 1 周内使用。

供 试 品 接 种 抑 菌 效 力 可 能 受 试 验 用 容 器 特 征 的 影  

响 ，如 容 器 的 材 质 、形 状 、体 积 及 封 口 的 方 式 等 。•因 此 ， 

只要供试品每个包装容器的装量足够试验用，同时容器便 

于按无菌操作技术接人试验菌液、混合及取样等，一般应 

将 试 验 菌 直 接 接 种 于 供 试 品 原 包 装 容 器 中 进 行 试 验 。若

因供试品的性状 或每个容 器装量等因素 需将供试 品转 移 

至 无 菌 容 器 时 ，该 容 器 的 材 质 不 得 影 响 供 试 品 的 特 性  

(如 吸附作用），特 别 应 注 意 不 得 影 响 供 试 品 的 p H 值 ， 

p H 值对抑菌剂的活性 影响 很大。

取包装完整的供试品至少5 份 ，直接接种试验菌，或 

取适量供试品分别转移至5 个 适 宜 的 无 菌 容 器 中 （若试验 

菌株数超过5 株 ，应增加相应的供试品份数），每一容器接 

种一种试验菌，lg或 lml供 试 品 中 接 菌 量 为105〜106cfu， 

接 种 菌 液 的 体 积 不 得 超 过 供 试 品 体 积 的 1 % ，充 分 混 合 ， 

使供试品中的试验菌均匀分布，然 后 置 20〜25°C避光贮存。

存 活 菌 数 测 定 根 据 产 品 类 型 ，按 表 2-1、表 2-2、表 

2-3规 定 的 间 隔 时 间 ，分 别 从 上 述 每 个 容 器 中 取 供 试 品  

lml(g)，测定每份供试品中所含的菌数，测定细菌用胰酪 

大豆胨琼脂培养基，测 定 真 菌 用 沙 氏 葡萄 糖 琼脂 培养 基。 

存活菌数测定 方法及方法适用性试验照“ 非无菌产品微生 

物限度检查：微 生 物 计 数 法 （通 则 1105)”进 行 ，方法适 

用 性 试 验 用 菌 株 见 表1，菌 液 制 备 同 培 养 基 适 用 性 检 查 ， 

方法适用性试验试验菌的回收率不得低于70% 。

根 据存活菌数 测 定 结 果 ，计 算 lml(g) 供试品各试验 

菌所加的菌数及各间隔时间的菌数，并 换 算 成 lg值 。

结 果 判 断 供 试 品 抑 菌 效 力 评 价 标 .准 见 表 2-1、表 2-

2、表 2-3，表 中 的 “减 少 的 lg值 ” 是指各间隔时间测定 

的 菌 数lg值 与 lml(g)供 试 品 中 接 种 的 菌 数 lg值的相差 

值 。表 中 “A ”是 指 应 达 到 的 抑 菌 效 力 标 准 ，特殊情况 

下 ，如 抑 菌 剂 可 能 增 加 不 良 反 应 的 风 险 ，则至少应达到 

“B”的抑菌效力标准。

表 2 - 1 注射剂、眼用制剂、用于子宫和乳腺的 

制剂抑菌效力判断标准

减少的ig值

6h 24h 7d 14d 28d

细菌
A

B

2 3 - 

1 ：i —

NR

NI

真菌
A — > — NI

B — — - - 1 NI

注：N R : 试验菌未恢复生长。

NI：未增加，是指对前一个测定时间，试验菌增加的数量不 

超过0.5 lg。
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表 2 - 2 耳用制剂、鼻用制剂、皮肤给药制剂、 

吸入制剂抑菌效力判断标准

减 少 的 lg值

2d 7d 14d 28d

细菌

A

B

2 3

3

NI

NI

A — 一 2 NI

真菌
B — — 1 NI

注 ：N I : 未增加，是指对前一个测定时间，试验菌增加的数 

量不超过 0. 5 lg。

表 2-3 口服制剂、口腔黏膜制剂、直肠给药 

制剂的抑菌效力判断标准

减少的丨g 值

14d 28d

细菌 3 NI

真菌 1 NI

注 ：N I : 未增加，是指对前一个测定时间，试验菌增加的数 

量不超过 0. 5 lg。

1 1 4 1 异常毒性检查法

异常毒性有别于药物本身所具有的毒性特征，是指由 

生产过程中引人或其他原因所致的毒性。

本法系给予动物一定剂量的供试品溶液，在规定时间 

内观察动物出现的异常反应或死亡情况，检查供试品中是 

否污染外源性毒性物质以及是否存在意外的不安全因素。

供试品溶液的制备 按品种项下规定的浓度制成供试 

品溶液。临 用前 ，供试品溶液应平衡至室温。

试 验 用 动 物 应健康合格，在试验前及试验的观察期 

内 ，均应按正常饲养条件饲养。做过本试验的动物不得重 

复使用。

非生物制品试验

除另有规定外，取 小 鼠 5 只 ，体 重 18〜22g，每只小 

鼠分 别 静 脉 给予 供试 品溶液0.5ml。应 在 4〜5 秒内匀速 

注射完毕。规 定 缓 慢 注 射 的 品 种 可 延 长 至30秒 。除另有 

规定 外 ，全 部 小 鼠 在 给 药 后48小 时 内 不 得 有 死 亡 ；如有 

死 亡 时 ，应 另 取 体 重 19〜21g的 小 鼠 1 0只 复 试 ，全部小 

鼠 在 48小时内不得有死亡。

生物制品试验

除另有规定外，异常毒性试验应包括小鼠试验和豚鼠 

试 验 ，试验中应设同批动物空白对照，观察 期内 ，动物全 

部 健 存 ，且无异常反应，到期时每只动物体重应增加，则 

判定试验成立。按照规定的给药途径缓慢注入动物体内。

(1) 小 鼠 试 验 法 除另有规定外，取 小 鼠 5 只 ，注射 

前每只小鼠称体重，应 为 18〜22g。每只小鼠腹腔注射供
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试 品 溶 液 0.5ml，观 察 7 天 。观 察 期 内 ，小 鼠 应 全 部 健  

存 ，且无异常反应，到期时每只小鼠体重应增加，判定供 

试品符合规定。如 不符 合上述要求，应 另 取 体 重 19〜21g

的 小 鼠 10只 复 试 1 次 ，判定标准同前。

(2) 豚 鼠 试 验 法 除另有规定外，取 豚 鼠 2 只 ，注射 

前每只小鼠称体重，应 为 250〜350g。每只豚鼠腹腔注射 

供 试 品 溶 液5. 0ml，观 察 7 天 。观 察 期 内 ，豚鼠应全部健 

存 ，且无异常反应，到期时每只豚鼠体重应增加，判定供 

试品符合规定。如不符合上述要求，可 用 4 只 豚 鼠 复 试 1

次 ，判定标准同前。

1 1 4 2 热原检查法

本法系将一定剂量的供试品，静脉注入家兔体内，在 

规定时间内，观察家兔体温升高的情况，以判定供试品中 

所含热原的限度是否符合规定。

供 试 用 家 兔 供试用的家兔 应健康合格，体 重 1.7kg

以 上 （用 于 生 物 制 品 检 查 用 的 家 兔 体 重 为 1.7〜3. 0kg) ， 

雌兔应无孕。预 测 体 温 前7 日即应用同一饲料饲养，在此 

期间内，体重应不减轻，精 神 、食 欲 、排泄等不得有异常 

现象 。未曾用于热原检查的家兔；或供试品判定为符合规 
定 ，但 组 内 升 温 达0.6°C的家兔 ；或 3 周内未曾使用的家 

兔 ，均应在检查供试品前7 日内预测体温，进行 挑选 。挑 

选试验的条件与检查供试品时相同，仅不注射药液，每隔 

30分 钟 测 量 体 温 1 次 ，共 测 8 次 ，8 次 体 温 均 在 38.0〜 

39.6°C的范围内，且 最 高 与 最 低 体 温 相 差 不 超过0.4°C的 

家 兔 ，方可供热原检查用。用于热原检查后的家兔，如供 

试品判定为符合规定，至 少 应 休 息 4 8小时方可再供热原 
检査 用 ，其 中 升 温 达0.6°C的 家 兔 应 休 息 2 周 以 上 。对用 

于血液制品、抗毒素和其他同一抗原性供试品检测的家兔 

可 在 5 天 内 重 复 使 用1 次 。如 供 试 品 判 定 为 不 符 合 规 定 ， 

则组内全部家兔不再使用。

试 验 前 的 准 备 热 原 检 查 前 1〜2 日，供试用家兔应 

尽可能处于同一温度的环境中，实验室和饲养室的温度相 
差 不 得 大 于 3°C，且 应 控 制 在 17〜25°C，在试验全部过程 

中 ，实验 室温 度变化不得大于3°C，应防止动物骚动并避 

免噪声干扰。家 兔在 试验 前至少1 小时开始停止给食并置 

于宽松适宜的装置中，直至试验完毕。测量家兔体温应使 
用精密度为土0.1°C的 测 温 装 置 。测温探头或肛温计插人 

肛门的深度和时间各兔应相同，深 度 一 般 约 6cm，时间不 

得 少 于 1.5分 钟 ，每 隔 30分 钟 测 量 体 温1 次 ，一 般 测 量 2 

次 ，两次体温之差不得超过0.2°C，以此两次体温的平均 

值作为该兔的正常体温。当日使用的家兔，正常体温应在 
38. 0〜39. 的范围内，且同组各兔间正常体温之差不得

超 过 1.0°C。

与供试品接触的试验用器皿应无菌、无 热 原 。去除热 
原 通 常 采 用 干 热 灭 菌 法 （250°C、3 0分 钟 以 上 ），也可用
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其他适宜的方法。
检 査 法 取 适 用 的 家 兔 3 只 ，测 定 其 正 常 体 温 后 15

分 钟 以 内 ， 自 耳 静 脉 缓 缓 注 人 规 定 剂 量 并 温 热 至 约 38°C 

的供试品溶液，然 后 每 隔 30分钟按前法测量其体 温1 次 ， 

共 测 6 次 ，以 6 次体温中最高的一次减去正常体温，即为 

该兔体温的升高温度（°C)。如 3 只 家 兔 中有1 只体温升高 

0. 6°C或 高 于 0. 6°C，或 3 只家兔体温升高的,d 和 达 1. 3°C 

或 高 于 1.3° C,应 另 取 5 只家兔复试，检查方法同上。

结 果 判 断 在 初 试 的 3 只 家 兔 中 ，体温升高均低于 

0.6°C，并 且 3 只 家 兔 体 温 升 高 总 和 低 于 1.3°C; 或在复 

试 的 5 只 家 兔 中 ，体 温 升 高 0. 6°C或 髙 于 0. 6T：的家兔不 

超 过 1 只 ，并且 初试、复 试 合 并 8 只家兔的体温升髙总和 

为 3.5°C或 低 于 3.5°C，均 判 定 供 试 品 的 热 原 检 查 符 合  

规 定 。
在 初 试 的3 只家兔中，体 温 升 高0. 6°C或 高 于 0.6°C的 

家 兔 超 过1 只 ；或在复试的5 只家兔中，体温升高0.6°C或 

高 于 0.6°C的家兔超过1 只 ；或在初试、复试合并8 只家兔 

的体 温升 高 总和 超过3.5°C，均判定供试品的热原检查不 

符合规定。

当家兔升温为负值时，均 以 0°c计 。

1 1 4 3 细菌内毒素检查法

本法系利用鲎试剂来检测或量化由革兰阴性菌产生的 

细菌内毒素，以判断供试品中细菌内毒素的限量是否符合 

规定的一种方法。

细菌内毒素检查包括两种方法，即凝胶法和光度测定 

法 ，后者包括浊度法和显色基质法。供试品检测时，可使 
用其中任何一种方法进行试验。当测定结果有争议时，除 

另有规定外，以凝胶限度试验结果为准。

本试验操作过程应防止内毒素的污染。

细 菌 内 毒 素 的 量 用 内 毒 素 单 位 （E U ) 表 示 ，1 E U 与 

1 个 内 毒 素 国 际 单 位 （I U ) 相 当 。

细 菌 内 毒 素 国 家 标 准 品 系 自 大 肠 埃 希 菌 提 取 精 制 而  

成 ，用 于标 定、复 核 、仲裁鲎试剂灵敏度、标定细菌内毒 
素工作标准 品的 效 价 ，干 扰 试 验 及 检 査 法 中 编 号 B 和 C

溶液的制备、凝胶法中鲎试剂灵敏度复核试验、光度测定 

法中标准曲线可靠性试验。

细菌内毒素工作标准品系以细菌内毒素国家标准品为 
基准标 定其 效价，用 于 干 扰 试 验 及 检 查 法 中 编 号 B 和 C

溶液的制备、凝胶法中鲎试剂灵敏度复核试验、光度测定 

法中标准曲线可靠性试验。

细菌内毒素检查用水应符合灭菌注射用水标准，其内 
毒 素 含 量 小 于0.0l5EU/ml (用于凝胶法）或 0.005EU/ml

(用于光度测定法），且对内毒素试验无干扰作用。

试验所用的器皿需经处理，以去除可能存在的外源性 

内毒素。耐 热 器 皿 常 用 干 热 灭 菌 法 （250°C、3 0 分钟以

上 ）去 除 ，也可采用其他确证不干扰细菌内毒素检査的适 

宜方法。若使用塑料器具，如微孔板和与微量加样器配套 

的 吸 头 等 ，应 选 用 标 明 无 内 毒 素 并 且 对 试 验 无 干 扰 的  

器 具 。

供 试 品 溶 液 的 制 备 某 些 供 试 品 需 进 行 复 溶 、稀释或 

在水性溶液中浸提制成供试品溶液。必要时，可调节被测 

溶 液 （或其稀释液）的 p H 值 ，u 般供试品溶液和鲎试剂 

混 合 后 溶 液 的 p H 值 在 6.0〜8.0的 范 围 内 为 宜 ，可使用 

适宜的酸、碱 溶 液 或 缓冲 液调 节p H 值 。酸或碱溶液须用 

细菌内毒素检査用水在已去除内毒素的容器中配制。缓冲 

液必须经过验证不含内毒素和干扰因子。

内 毒 素 限 值 的 确 定 药 品 、生物制品的细菌内毒素限 

值 — 般按以下公式确定：
L - K / M

式 中 L 为 供 试 品 的 细 菌 内 毒 素 限 值 ，一 般 以 EU/ml、 

E U / m g 或 E U / U  (活性单位）表 示 ；

K 为人 每千 克体重每 小时最 大 可 接受 的 内 毒素 剂  

量 ，以 EU/ (kg • h ) 表 示 ，注 射 剂 K： =  5EU/

(kg • h)，放 射 性 药 品 注 射 剂 K =  2. 5EU/

(kg - h) , 鞘内用注射剂 K  =  0.2EU/ (kg - h ) ； 

M 为 人 用 每 千 克 体 重 每 小 时 的 最 大 供 试 品 剂 量 ， 
以 ml/ (kg • h)、mg/ (kg • h) 或 U/ (kg • h)

表 示 ，人 均 体 重 按 60kg计 算 ，人 体 表 面 积 按  

1.62m2计 算 。注 射 时 间 若 不 足 1 小 时 ，按 1 小 

时 计 算 。供 试 品 每 平 方 米 体 表 面 积 剂 量 乘 以  
0.027即 可 转 换 为 每 千 克 体 重 剂 量 （M ) 。

按人用剂量计算限值时，如遇特殊情况，可根据生产 

和临床用药实际情况做必要调整，但需说明理由。

确 定 最 大 有 效 稀 释 倍 数 （MV D )  最大有效稀释倍 

数是指在 试验 中 供 试 品溶 液 被允 许 达到 稀释 的 最大 倍 数  

( 1 - M V D ) , 在不超过此稀释倍数的浓度下进行内毒素限 

值的检测。用 以下 公式 来确 定M V D :

M V D =  cL/A 

式 中 L 为供试品的细菌内毒素限值；

c 为 供 试 品 溶 液 的 浓 度 ，当 L 以 E U / m g 或 E U / U

表 示 时 ，c 的 单 位 需 为 mg / m l或 U/ml，当 L 以 

EU/ml表 示 时 ，则 c 等 于 1.0ml/ml。如需计算在 

M V D 时 的 供 试 品 浓 度 ，即 最 小 有 效 稀 释 浓 度 ， 

可 使 用 公 式r =  A/L;

A 为 在 凝 胶 法 中 鲎 试 剂 的 标 示 灵 敏 度 （EU/ml ) ， 

或是在光度测定法中所使用的标准曲线上最低的 

内毒素浓度。

方 法 1 凝胶法

凝胶法系通过鲎试剂与内毒素产生凝集反应的原理进 

行限度检测或半定量检测内毒素的方法。

鲎 试 剂 灵 敏 度 复 核 试 验 在 本 检 查 法 规 定 的 条 件 下 ， 

使鲎试剂产生凝集的内毒素的最低浓度即为鲎试剂的标示
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灵 敏 度 ，用 E U / m l表 示 。当使用新批号的鲎试剂或试验 

条件发生了任何可能影响检验结果的改变时，应进行鲎试 

剂灵敏度复核试验。

根 据 鲎 试 剂 灵 敏 度 的 标 示 值U ) ，将细菌内毒素国家 

标准品或细菌内毒素工作标准品用细菌内毒素检查用水溶 

解 ，在 旋涡 混合 器 上 混 匀 1 5 分 钟 ，然 后 制 成 2X、X、0 .5入 
和 0 .25X四个浓度的内毒素标准溶液，每稀释一步均应在 

旋 涡 混 合 器 上 混 匀3 0秒 。取 分 装 有 0.1ml鲎试剂溶液的 

lOmmX75mm试 管 或 复 溶 后 的 0. lml/支规格的鲎试剂原 

安 瓿 1 8 支 ，其 中 1 6 管 分 别 加 入0.1ml不同浓度的内毒素 

标 准 溶 液 ，每一个内毒素浓度平行做4 管 ；另 外 2 管加人

0.1ml细菌内毒素检查用水作为阴性对照。将试管中溶液 

轻 轻 混 匀 后 ，封 闭 管 口 ，垂 直 放 人 37°C 士 1°C的恒温器 

中 ，保 温 6◦ 分 钟±2分 钟 。

将试管从恒温器中轻轻取出，缓 缓 倒 转 180% 若管内 

形 成 凝胶 ，并且凝胶不变形、不从管壁滑脱者为阳性；未 

形成凝胶或形成的凝胶不坚实、变形并从管壁滑脱者为阴 

性 。保 温 和 拿 取 试 管 过 程 应 避 免 受 到 振 动 ，造成假阴性 

结 果 。
当 最 大 浓 度 以 管 均 为 阳 性 ，最 低 浓 度 0.25X管均为 

阴 性，阴性对照管为阴性，试验方为有效。按下式计算反 

应 终 点 浓 度 的 几 何 平 均 值 ，即为 鲎试 剂 灵 敏 度 的 测 定 值

G c)0

Ac =  antilg (SX/n)

式 中 X 为 反 应 终 点 浓 度 的 对 数 值 （lg) 。反应终点浓度 

是指系列递减的内毒素浓度中最后一个呈阳性结 

果 的 浓 度 ； 
n 为每个浓度的平行管数。

当 ;I。在 0. 5〜2A(包 括 0. 5A和 2A)时 ，方可用于细菌 

内 毒 素 检 査 ，并 以 标 示 灵 敏 度 ;I为该批鲎试剂的灵敏度。

干 扰 试 验 按 表 1 制 备 溶 液 A 、B 、C 和 D ，使用的 

供试品溶液应为未检验出内毒素且不超过最大有效稀释倍 

数 （M V D ) 的溶液，按鲎试剂灵敏度复核试验项下操作。

表 1 凝胶法干扰试验溶液的制备

编号
内毒素浓度/被加人 

内毒素的溶液
稀释用液

稀释

倍数

所含内毒 

素的浓度

平行

管数

A 无/供试品溶液 — — — 2

B 2A/供试品溶液 供试品溶液 1 2A 4

2 1A 4

4 0. 5A 4

8 0. 25A 4

C 2A/检查用水 检查用水 1 2X 2

2 IX 2

4 0. 5A 2

8 0. 25又 2

D 无/检査用水 — — — 2

注 ：A 为供试品溶液；B 为干扰试验系列；C 为鲎试剂标示 

灵敏度的对照系列；D 为阴性对照。

只 有 当 溶 液A 和 阴 性 对 照 溶 液 D 的所有平行管都为 

阴 性，并 且 系 列 溶液C 的结果符合鲎试剂灵敏度复核试验 

要求时 ，试验方为有效。当系 列溶液B 的结果符合鲎试剂 

灵敏度复核试验要求时，认为供试品在该浓度下无干扰作 

用 。其他情况则认为供试品在该浓度下存在干扰作用。若 
供 试品溶 液 在 小 于M V D 的稀释倍数下对试验有干扰，应 

将供试品溶液进行不超过M V D T的进一步稀释，再重复干 

扰试验。

可通过对供试品进行更大倍数的稀释或通过其他适宜 

的 方 法 （如 过滤 、中和、透 析 或 加 热 处 理 等 ）排 除 干 扰 。 

为确保所选择的处理方法能有效地排除干扰且不会使内毒 

素失去活性，要使用预先添加了标准内毒素再经过处理的 

供试品溶液进行干扰试验。

当进行新药的内毒素检查试验前，或无内毒素检查项 

的品种建立内毒素检查法时，须进行干扰试验。

当鲎试剂、供试品的处方、生产工艺改变或试验环境中 

发生了任何有可能影响试验结果的变化时，须重新进行干扰 

试验。

检査法

(1) 凝胶限度试验

按 表 2 制 备 濬 液 A 、B 、C 和 D 。使用稀释倍数不超 

过 M V D 并且已经排除干扰的供试品溶液来制备溶液A 和 

B。按鲎试剂灵敏度复核试验项下操作。

表 2 凝胶限度试验溶液的制备

编号 内毒素浓度/配制内毒素的溶液 平行管数

A 无/供试品溶液 2

B 2入/供试品溶液 2

C 2入/检查用水 2

D 无 /检查用水 2

注 ：A 为供试品溶液；B 为供试品阳性对照; C 为阳性对照；

D 为阴性对照。

结 果 判 断 保 温 6 0分 钟± 2分 钟 后 观 察 结 果 。若阴 

性 对 照 溶 液D 的平行管均为阴性，供试 品阳 性对照溶液B 

的平行管均为阳性，阳 性 对 照 溶 液 C 的平行 管均为阳性， 

试验有效。
若 溶 液 A 的 两 个 平 行 管 均 为 阴 性 ，判定供试品符合 

规定 。若 溶 液 A 的 两 个 平 行 管 均 为 阳 性 ，判定供试品不 

符合规定。若 溶 液 A 的 两 个 平 行 管 中 的 一 管 为 阳 性 ，另 

一管为阴性，需 进 行 复 试 。复 试 时 溶 液 A 需 做 4 支平行 

管 ，若所有平行管均为阴性，判定供试品符合规定，否则 

判定供试品不符合规定。
若供试品的稀释倍数小于M V D 而 溶 液 A 出现不符合 

规定 时 ，需 将 供 试 品 稀释 至M V D 重 新 实 验 ，再对结果进 

行判断。
(2) 凝胶半定量试验

本方法系通过确定反应终点浓度来量化供试品中内毒
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素的含量。按 表 3 制 备 溶 液 A 、B 、C 和 D 。按鲎试剂灵 

敏度复核试验项下操作。 •

结 果 判 断 若 阴 性 对 照 溶 液 D 的 平 行 管 均 为 阴 性 ， 

供 试 品 阳 性 对 照 溶 液 B 的 平 行 管 均 为 阳 性 ，系 列 溶 液 C 

的反应终点浓度的几何平均值在0.5〜2\，试验有效。

系 列 溶 液 A 中每一系列的终点稀释倍数乘以X，为每 

个系列的反应终点浓度。如 果检验的 是经“释 的 供 试 品 ， 

则将 终点 浓度 乘以 供试 品 进 行 半 定量 试验 的 初 始 稀释 倍  
数 ，即得到每一系列内毒素浓度c。

若每一系列内毒素浓度均小于规定的限值，判定供试 

品符合规定。每一系列内毒素浓度的几何平均值即为供试 
品溶液的内毒素浓度[按 公 式 cE =  antilg (Dc/2 ) ] 。若试 

验中供试品溶液的所有平行管均为阴性，应记为内毒素浓 

度 小 于 X (如 果检验的 是 稀 释 过 的 供 试 品 ，则记为小于入 

乘以供试品进行半定量试验的初始稀释倍数）。

若任何系列内毒素浓度不小于规定的限值时，则判定 

供 试品不符 合规定。当 供试 品溶液的 所 有 平 行 管 均 为 阳  

性 ，可 记 为 内 毒 素 的 浓 度 大 于 或 等 于 最 大 的 稀 释 倍 数 乘  

以入。

表 3 凝胶半定量试验溶液的制备

编号
内毒素浓度/被 

加人内毒素的溶液
稀释用液

稀释

倍数

所含内毒 

素的浓度

平行

管数

A 无/供试品溶液 检查用水 1 — 2

2 — 2

4 — 2

8 — 2

B 2A/供试品溶液 1 2A 2

C 2A/检查用水 检查用水 1 2A 2

2 1A 2

4 0. 5A 2

8 0. 25A 2

D 无/检査用水 — — — 2

注：A 为不超过M V D并且通过干扰试验的供试品溶液。从 

通过干扰试验的稀释倍数开始用检查用水稀释至1倍、2倍、4倍 

和8倍，最后的稀释倍数不得超过MVD。

B为2A浓度标准内毒素的溶液A (供试品阳性对照）。

C为鲎试剂标示灵敏度的对照系列。

D 为阴性对照。

方 法 2 光度测定法

光度测定法分为浊度法和显色基质法。

浊度法系利用检测鲎试剂与内毒素反应过程中的浊度 

变化而测定内毒素含量的方法。根据检测原理，可分为终 

点浊度法和动态浊度法。终点浊度法是依据反应混合物中 

的 内 毒 素 浓 度 和 其 在 孵 育 终 止 时 的 浊 度 （吸光度或透光 

率）之间存在的量化关系来测定内毒素含量的方法。动态 

浊度法是检测反应混合物的浊度到达某一预先设定的吸光

度或透光率所需要的反应时间，或是检测浊度增加速度的 

方 法 。

显色基质法系利用检测鲎试剂与内毒素反应过程中产 

生的凝固酶使特定底物释放出呈色团的多少而测定内毒素 

含量的方法。根据检测原理，分为终点显色法和动态显色 

法 。终点显色法是依据反应混合物中内毒素浓度和其在孵 

育终止时释放出的呈色团的量之间存在的量化关系来测定 

内毒素含量的方法。动态显色法是检测反应混合物的吸光 

度 或透 光率 达到某一 预 先 设定 的 检 测值 所 需 要 的 反 应 时  

间 ，或检测值增加速度的方法。

光 度 测 定 试 验 需 在 特 定 的 仪 器 中 进 行 ，温度一般为 
37。〇± 1。〇。

供试品和鲎试剂的加样量、供试品和鲎试剂的比例以 

及保温时间等，参照所用仪器和试剂的有关说明进行。

为保证浊度和显色试验的有效性，应预先进行标准曲 

线的可靠性试验以及供试品的干扰试验。

标 准 曲 线 的 可 靠 性 试验 当 使 用新 批 号的 鲎 试 剂 或试  

验条件有任何可能会影响检验结果的改变时，需进行标准 

曲线的可靠性试验。
用标准内毒素制成溶液，制 成 至 少 3 个浓度的稀释液 

(相 邻 浓 度 间 稀 释 倍 数 不 得 大 于 10) ，最低浓度不得低于 

所 用 鲎 试 剂 的 标 示 检 测 限 。每 一 稀 释 步 骤 的混 匀时间同  
凝 胶 法 ，每 一 浓 度 至 少 做 3 支 平 行 管 。同 时 要 求 做 2 支 

阴 性 对照 ，当阴 性对照的 吸光 度或 透 光 率 小 于 标 准 曲 线  

最 低 点 的 检 测 值 或 反 应 时间大于标准曲 线最低点 的反 应 

时 间 ，将全部数据进行线性回归分析。

根 据 线 性 回 归 分 析 ，标 准 曲 线 的 相 关 系 数 （r) 的绝 

对 值 应 大 于 或 等 于 0.980，试 验 方 为 有 效 。否则须重新 

试 验 。

干扰 试验 选择 标准 曲 线 中 点 或一 个 靠近 中 点 的 内 毒  

素 浓 度 （设 为 Xm) ，作为供试品干扰试验中添加的内毒素 
浓 度 。按 表 4 制 备 溶 液 A 、B 、C 和 D 。

表 4 光度测定法干扰试验溶液的制备

编号 内毒素浓度
被加人内毒 

素的溶液
平行管数

A 无 供试品溶液 至 少 2

B
标 准 曲 线 的 中 点 （或附 

近点）的 浓 度 （设 为 ：U )
供试品溶液 至 少 2

C
至 少 3 个 浓 度 （最低一 

点设定为入）
检查用水

每一浓度 

至 少 2

D 无 检查用水 至 少 2

注：A 为稀释倍数不超过M V D的供试品溶液。

B为加人了标准曲线中点或靠近中点的一个已知内毒素浓度 

的，且与溶液A 有相同稀释倍数的供试品溶液。

C为如“标准曲线的可靠性试验”项下描述的，用于制备标 

准曲线的标准内毒素溶液。

D 为阴性对照。
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按所得线性回归方程分别计算出供试品溶液和含标准 
内 毒 素 的 供 试 品 溶 液 的 内 毒 素 含 量 和 c, ，再按下式计 

算 该 试 验 条 件 下 的 回 收 率0 0 。
尺= (cs-ct ) / \ mX 100%

当内 毒素的回收率在5 0 % 〜200% ，则认为在此试验 

条件下供试品溶液不存在干扰作用。

当内毒素的回收率不在指定的范围内，须 按 “ 凝胶法 

干扰试验”中的方法去除干扰因素，并重复干扰试验来验 

征处理的有效性。

当鲎试剂、供试品的来源、处 方 、生产工艺改变或试 

验环境中发生了任何有可能影响试验结果的变化时，须重 

新进行干扰试验。

检 查 法 按 “光度测定法的干扰试验” 中的操作步骤 

进行 检测 。

使 用 系 列 溶 液 C 生 成 的 标 准 曲 线 来 计 算 溶 液 A 的每 

一个平行管的内毒素浓度。

试验必须符合以下三个条件方为有效：

( 1 )系 列 溶 液 C 的 结 果 要 符 合 “ 标准曲线的可靠性试 

验”中的要求；
( 2 )用 溶 液 B 中的内毒素浓度减去溶液A 中的内毒素 

浓度后，计算出的内毒素的回收率要在5 0 %〜200% 的范围 

内；
(3) 阴性对照的检测值小于标准曲线最低点的检测值 

或反应时间大于标准曲线最低点的反应时间。

结 果 判 断 若供试品溶液所有平行管的平均内毒素浓 

度乘以稀释倍数后，小于规定的内毒素限值，判定供试品 

符合规定。若大于或等于规定的内毒素限值，判定供试品 

不符合规定。

注：本检查法中，“管” 的意思包括其他任何反应容 

器 ，如微孔板中的孔。

3 3 0 1 支原体检查法

主细胞库、工作细胞库、病毒种子批、对照细胞以及 

临床治疗用细胞进行支原体检查时，应同时进行培养法和 

指 示 细 胞 培 养 法 （D N A 染色法）。病毒类疫苗的病毒收获 

液 、原液采用培养法检査支原体，必 要时 ，亦可采用指示 

细胞培养法筛选培养基。也可采用经国家药品检定机构认 

可的其他方法。

第一 法 培 养 法

推荐培养基及其处方

(1) 支原体液体培养基

支原体肉汤培养基 
猪胃消化液 500m丨 氯化钠 2.5g

牛 肉 浸 液 （1 ! 2) 500ml 葡萄糖 5.0g

酵母浸粉 5.0g 酚红 0. 02g

p H 值 7. 6±0. 2。于 121°C灭 菌 1 5分钟。

精氨酸支原体肉汤培养基
猪胃消化液 500ml 葡萄糖 l.Og

牛 肉 浸 液 （1:2) 500ml L -精氨酸 2.0g

酵母浸粉 5.0g 酚红 0.02g

氯化钠 2. 5g

p H 值 7. 1±0. 2。于 121°C灭 菌 15分钟 。

( 2 )支 原 体 半 流 体 培 养 基 • 按 （1 ) 项 处 方 配 制 ，培 

养基中不加酚红，加 人 琼 脂 2. 5〜3. Og。

( 3 )支 原 体 琼 脂 培 养 基 按 （1 ) 项 处 方 配 制 ，培养 

基中不加酚红，加 人 琼 脂 13.0〜15. Og。

除上述推荐培养基外，亦可使用可支持支原体生长的 

其他培养基，但灵敏度必须符合要求。

培养基灵敏度检查（变色单位试验法） （1) 菌种 

肺 炎 支 原 体 （A T C C  15531株 ）、 口 腔 支 原 体 （A T C C  

2 3 7 U 株 ），由国家药品检定机构分发。

( 2 )操 作 将 菌 种 接 种 于 适 宜 的 支 原 体 培 养 基 中 ，经 

36°c士r c 培养至培 养 基 变 色 ，盲 传 两 代 后 ，将培养物接 

种至待检培养基中，做 10倍 系 列 稀 释 ，肺炎支原体稀释 

至 1CT7〜10_9，接 种 在 支 原 体 肉 汤 培 养 基 内 ； 口腔支原 

体 稀 释 至 10-3〜 10- 5，接种在精氨酸支原体肉汤培养基 

内。每 个 稀 释 度 接 种 3 支 试 管 ，置 36°C 士 1°C培 养 7〜14 

天 ，观察培养基变色结果。
( 3 )结 果 判 定 以 接 种 后 培 养 基 管 数 的 2/3以上呈现 

变色的最高稀释度为该培养基的灵敏度。

液 体 培 养 基 的 灵 敏 度 ：肺 炎 支 原 体 （A T C C  15531 

株 ）应 达 到 10—8，口 腔 支 原 体 （A T C C  23714株 ）应达 

到 10_4。

检査法

( 1 )供 试 品 如 在 分 装 后2 4小时以内进行支原体检查 

者 可 贮 存 于2〜8°C;超 过 24小时应置一20°C以下贮存。

(2) 检查支原体采用支原体液体培养基和支原体半流 

体 培 养 基 （或支原 体琼脂培养基 ）。半 流 体 培 养 基 （或琼 

脂培养基）在 使 用 前 应 煮 沸10〜15分 钟 ，冷 却 至 56°C左 

右 ，然 后 加 人 灭 能 小 牛 血 清 （培 养 基 ：血 清 为 8 : 2 ) ，并 

可酌情加人适量青霉素，充分摇勻。液体培养基除无需煮 

沸 外 ，使用前亦应同样补加上述成分。
取每 支 装 量 为1 0m l的 支 原 体 液 体 培 养 基 各 4 支 、相 

应 的 支 原 体 半 流 体 培 养 基 各 2 支 （已 冷 至 36°C±1°C), 

每支培养基接种供试品0. 5〜 1. O m l , 置 3 6 ° C ± r C 培 养 21 

天 。于接种 后的第7 天 从 4 支 支 原 体 液 体 培 养 基 中 各 取2 

支进行次代培养，每支培养基分别转种至相应的支原体半 
流体培养基及支原体液体培养基各2 支 ，置 36°C 士 1°C培 

养 天 ，每 隔 3 天 观 察 1 次 。

( 3 )结 果 判 定 培 养 结 束 时 ，如接种供试品的培养基 

均无支原体生长，则 供 试 品 判 为 合 格 ；如 疑有 支原 体生  

长 ，可取加倍量供试品复试，如无支原体生长，供试品判 

为合格，如仍有支原体生长，则供试品判为不合格。

通 则 98



中国药典 2015年版 3302 外源病毒因子检查法

【附注】质量检定部门应会同培养基制造部门定期抽 

检支原体培养基灵敏度。 -

第 二 法 指 示 细 胞 培 养 法 （D N A 染色法）

将 供 试 品 接 种 于 指 示 细 胞 （无 污 染 的 Vero细胞或经 

国家药品检定机构认可的其他细胞）中培养后，用特异荧 

光染料染色。如供试品污染支原体，在荧光显微镜下可见 

附在细胞表面的支原体D N A 着色 。 ^

试 剂 （1) 二 苯 甲 酰 胺 荧 光 染 料（Hoechst 33258) 浓 

缩 液 称 取 二 苯 甲 酰 胺 荧 光 染 料 5mg，加 人 100ml不含酚 

红 和 碳 酸 氢 钠 的 Hank’s平 衡盐溶液中，在室温用磁力搅 

拌30〜40分 钟 ，使完全溶解，一20°C避光保存。

(2) 二 苯 甲 酰 胺 荧 光 染 料 工 作 液 无 酚 红 和 碳 酸 氢 钠  

的 Hank’s溶 液 100ml中加人二苯甲酰胺荧光染料浓缩液 

lml ,混 勻 。

( 3 ) 固 定 液 乙 酸 ：甲 醇 （1 : 3 ) 混合溶液。

( 4 ) 封 片 液 量 取 0. lmol/L枸 橼 酸 溶 液 22. 2ml、

0. 2mol/L磷 酸 氢 二 钠 溶 液 27.8ml、甘 油 50.0ml混 匀 ， 

调 p H 至 5. 5。

培养基及指示细胞 （1) D M E M 完全培养基。

(2) D M E M 无抗生素培养基。

( 3 )指 示 细 胞 （已 证 明 无 支 原 体 污 染 的 Vero细胞或 

其他传代细胞） 取 培 养 的 Vero细 胞 经 消 化 后 ，制成每 

lml含 105的细胞悬液，以 每 孔 0.5ml接 种 6 孔细胞培养 

板 或其他容器，每孔再加无抗生素培 养基3ml，于 5 %  二 

氧 化 碳 孵 箱 36°C±1°C培养过夜，备 用 。

供试品处理 （1) 细 胞 培 养 物 将 供 试 品 经 无 抗 生  

素培养液至少传一代，然后取细胞已长满的且3 天未换液 

的细胞培养上清液待检。

(2) 毒 种 悬 液如 该 毒 种 对 指 示 细 胞 可 形 成 病 变 并 影  

响结果判定时，应用对支原体无抑制作用的特异抗血清中 
和病毒后或用不产生细胞病变的另一种指示细胞进行检查。

(3) 其 他 供 试 品 检 查 时 所 选 用 的 指 示 细 胞 应 为 该 供  

试品对其生长无影响的细胞。

测 定 法 于 制 备 好 的 指 示 细 胞 培 养 板 中 加 人 供 试 品  

(细 胞 培 养 上 清 液 ）2ml (毒 种 或 其 他 供 试 品 至 少 lml), 

置 5 %  二氧 化 碳 孵 箱36°C 士 1°C培养3〜5 天 。指示细胞培 

养 物 至 少 传 代1 次 ，末次传代培养用含盖玻片的6 孔培养 

板 培 养 3〜5 天 后 ，吸出 培养 孔中 的 培 养 液 ，加人固定液 

5 m l ,放 置 5 分 钟 ，吸出固定液，再 加 5ml固 定 液 固 定 10 

分 钟 ，吸出固定液，使盖玻片在空气中干燥，加二苯甲酰 
胺 荧 光 染 料 （或 其 他 D N A 染料 ）工 作 液 5ml，加 盖 ，室 

温 放 置 30分 钟 ，吸 出 染 液 ，每 孔 用 水 5ml洗 3 次 ，吸出 

水 ，盖玻片于空气中干燥，取 洁 净 载 玻 片 加 封 片 液 1 滴 ， 

分别将盖玻片面向下盖在封片液上制成封片。用荧光显微 

镜 观 察 。
用 无抗生素 培养 基2ml替代供试品，同法操作，作为 

阴性对照。

用已知阳性的供试品标准菌株2ml替代供试品，同法 

操 作 ，作为阳性对照。

结果判定 （1) 阴 性 对 照 仅 见 指 示 细 胞 的 细 胞 核  

呈现黄绿色荧光。
( 2 ) 阳 性 对 照 荧 光 显 微 镜 下 除 细 胞 外 ，可见大小不 

等 、不规则的荧光着色颗粒。

当阴性及阳性对照结果均成立时，试验有效。
如供试品结果为阴性，则供试品判为合格；如供试品 

结果为阳性或可疑时，应进行重试；如仍阳性时，供试品 

判为不合格。

3 3 0 2 外源病毒因子检查法

病毒类制品在毒种选育和生产过程中，经常使用动物 

或细胞基质培养，因 此，有可能造成外源因子的污染。为 

了保证制品质量，需要对毒种和对照细胞进行外源病毒因 

子的检测。

对病毒主种子批或工作种子批，应抽取足够检测试验 

需 要 量 的 供 试 品 进 行 外 源 病 毒 因 子 检 测 。根据病毒的特 

性 ，有些检测需要在试验前中和病毒。病毒中和时尽可能 
不 稀 释 ，但当中和抗体不能有效中和病毒而需要稀释病毒 

时 ，应选择可被中和的最大病毒量，但至少不得超过生产 

接种时毒种的稀释倍数。进行病毒中和时，应采用非人源 

和 非 猴 源 （特殊情况除外）的特异性抗体中和本病毒，为 

降低样品中外源病毒被中和的可能性，最好采用单克隆抗 

体 ，中和过程不应干扰外源病毒的检测。制 备 抗 血 清 （或 

单克隆抗体）所 用 的 免 疫 原 应 采 用 与 生 产 疫 苗 （或 制 品 ） 

不 同种 而且 无外 源 因子 污染 的细 胞 （或动物）制 备 。如果 

病毒曾在禽类组织或细胞中繁殖过，则抗体不能用禽类来 

制 备。若 用鸡胚，应 来 自 S P F 鸡 群 。

病毒种子批外源因子检查

1. 动物试验法
( 1 )小 鼠 试 验 法 取 15〜20g小 鼠 至 少 1 0只 ，取病 

毒 种 子 批 或 经 抗 血 清 中 和 后 的 病 毒 悬 液 ，每只脑内接种
0. 03 ml,同 时 腹 腔 接 种 0. 5tnl，至 少 观 察 2 1 天 。解剖每 

只 在 试 验24小 时 后 死 亡 或 有 患 病 体 征 的 小 鼠 ，直接肉眼 

观察其病理改变，并将有病变的相应的组织制成悬液通过 
脑 内 和 腹 腔 接 种 另 外 至 少5 只 小 鼠 ，并 观 察 2 1天 。接种 

24小 时 内 小 鼠 死 亡 超 过2 0 % , 试 验 无 效 。在观察期内最 

初 接 种 的 乳 鼠 以 及 每 个 盲 传 组 的 小 鼠 至 少 有 8 0 % 健 存 ， 

且小鼠未出现与待测毒种无关的可传播性因子或其他病毒 

感 染 ，为符合要求。

(2)乳 鼠 试 验 法 取 出 生 后 2 4小 时 内 的 乳 鼠 至 少 10 

只 ，取病毒种子批或经抗血清中和后的病毒悬液，脑内接 
种 0.01ml，同 时 腹 腔 接 种 至 少 0. lml。每 天 观 察 至 少 14 

天 。解 剖每 只 在 试验24小时后死亡或有患病体征的乳鼠， 

直 接 肉 眼 观 察 其 病 理 改 变 ，并 取 有 病 变 的 相 应 的 组 织 和
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脑 、脾 制 备 成 悬 液 通 过 脑 内 和 腹 腔 接 种 另 外 至 少 5 只乳 
鼠，并 每天观察至接种后14天 。接 种 24小时内乳鼠死伫 

超 过 2 0 % ，试验无效。在 观 察 期 内 最 初 接 种 的 乳 鼠 以 及  

每 个 盲 传 组 的 乳 鼠 至 少 有8 0 % 健 存 ，且乳鼠未出现与待 

测 毒 种 无 关 的 可 传 播 性 因 子 或 其 他 病 毒 感 染 ，为符合 

要 求 。
2.细胞培养法 •

(1) 非 血 吸 附 病 毒 检 査 取 病 毒 种 子 批 或 用 抗 血 清 中  

和后的病毒悬液，分别接种于人源、猴源和与生产用细胞 

同种细胞。除另有规定外，每 种 细 胞 至 少 接 种 10ml病毒 

悬 液 或 10ml病 毒悬 液用抗血清中和后接种。用人二倍体 

细胞或猴源细胞生产的，还应接种另外一株人二倍体细胞 

或猴源细胞。每种细胞至少接种6 瓶 ，每瓶病毒悬液接种 

量不少于每瓶培养液总量的2 5 % 。于 36°C±PC培 养 ，观 

察 14天 。每种细胞均设置未接种病毒的阴性对照瓶及阳 

性病毒对照瓶。必要时可更换细胞培养液或传代1 次 ，但 
传 代 时 间 距 观 察 期 末 不 得 少 于 7 天 。阴 、阳性对照应成 

立 ，接种待测病毒样本的每种细胞培养物未见细胞病变判 

为 阴 性 ，符合要求。
( 2 )血 吸 附 病 毒 检 查 于 接 种 后 第 6〜 8 天 和 第 14 

天 ，分别取上述接种病毒的每种细胞培养物2 瓶进行血吸 

附病毒检查。用 0 . 2 %〜0 . 5 %鸡和 豚 鼠 红 细胞 混 合 悬 液  

覆盖于细胞表面，一 瓶 于 2〜8°C放 置 30分 钟 ，另一瓶于 

20〜25°C放 置 30分 钟 ，吸弃多余红细胞后观察红细胞吸 

附情况。阴 、阳性对照应成立，接种待测病毒样本的细胞 

应均为阴性。

3 . 鸡胚检査法

在禽类组织或细胞中繁殖过的病毒种子需用鸡胚检查 

禽类病毒的污染。

除另有规定外，取 10ml病 毒 种 子 批 或10ml病毒悬液 

用 抗 血 清 中 和 后 接 种 ，选 用 9〜 1 1 日 和 5〜 7 日龄两组 

S P F鸡 胚 ，每 组 至 少 10枚 ，分别于尿囊腔和卵黄囊接种， 

每 胚 0.5ml。置 于 35°C孵 育 7 天 后 ，观察鸡胚存活，并取 

尿 囊 液 用 0. 2 %〜0.5% 鸡 和豚 鼠红 细胞 混合 悬液 做血 细 

胞 凝 集 试 验 。接 种 的 每 组 鸡 胚 至 少 8 0 % 存 活 7 天 ，且尿 

囊液血凝试验为阴性，为符合要求。

生产用对照细胞外源病毒因子检查

1. 非血吸附病毒检查

( 1 )细 胞 直 接 观 察 每 批 生 产 用 细 胞 应 留 取 5 % 或不 

少 于 500ml细胞悬液不接种病毒，作为对照细胞加人与疫 

苗生产相同的细胞维持液，置与疫苗生产相同的条件下培 

养 至 少 14天 或 至 病 毒 收 获 时 （取时间较长者），在显微镜 

下观察是否有细胞病变出现，无 细 胞 病 变 出 现 者 为 阴 性 ， 
符合要求。在 观 察 期 末 至 少 有 8 0 % 的对照细胞培养物存 

活 ，试验才有效。

( 2 )细 胞 培 养 试 验 上 述 试 验 观 察 期 末 ，收取上清液 

混 合 后 ，取适量接种于猴源和人源的细胞培养物，如果疫
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f 病毒在非猴源或非人源其他细胞系上生产，还应接种于 

同种不同批细胞。每种 细胞至少接种5mi上清混合液，且 

接 种 量 应 不 少 于 每 瓶 细 胞 培 养 液 总 量 的 25% 。置与生产 

相同的培养条件下培养至少14天 。无细胞病变者为阴性， 

符合要求。
2 .血吸附病毒检查

对 上 述 “细胞直接观察”及 “细胞培养试验” 的细胞 
培养 物，在 观 察 期 末 取 至 少 25% 的细胞培养瓶进行血吸 

附 病 毒 检 査 （方法同病毒种子批外源因子检查的血吸附病 

毒检査）。

3 3 0 3 鼠源性病毒检查法

鼠源性单克隆抗体制品具有潜在病毒污染，如出血热 

病 毒 、淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒、II型呼肠孤病毒、仙 

台病毒、脱脚病病毒、小鼠腺病毒、小鼠肺炎病毒、逆转 
录病毒等。其 中 ，前 4 种 病 毒 属I 组 ，为能够感染人与灵 

长类动物的病毒；后 4 种 属 II组 ，为目前尚无迹象表明感 

染人的病毒，但能在体外培养的人、猿和猴源性细胞中进 

行 复 制 ，对人类具有潜在危险性，这些病毒应作为重点进 

行检 测。

本法用于杂交瘤细胞株及鼠源性单克隆抗体制品的鼠 

源性病毒检测。通过细胞试验、动物抗体产生试验、鸡胚 

感染试验等检测活病毒抗原及病毒抗体。
试剂 （1) 0.01mol/L pH7. 4 PBS 称取磷酸氢二 

钠 （NazH P 0 4 • 12H2〇）2. 9g、磷酸二氢钠 0.2g、氯化 

钠 8.0g、氯 化 钾 0.2g，加 水溶 解并 稀释至1000ml。

(2) pH9 . 6包 被 缓 冲 液 称 取 碳 酸 钠 1.59g、碳酸氢 

钠 2.93g、叠 氮 钠 0.20g，加水溶解 并稀释至1000ml。

(3) 0. Olmol/L pH7. 4 P B S 洗 液 称 取 磷 酸 氢 二 钠  

(Na2H P 0 4 • 12HzO) 2_ 9g、磷酸二氢钠 0. 295g、氯化钠

8. 5g、聚 山 梨 酯 80 5tnl，加水溶解 并 稀 释 至1000ml。

( 4 )底 物 缓 冲 液 称 取 磷 酸 氢 二 钠 （Na2H P 0 4 • 

12H20) 12. 9g、 枸 橼 酸 3_26g， 加 水 溶 解 并 稀 释  

至 700ml。

( 5 )底 物 溶 液 称 取 邻 苯 二 胺 4 mg，溶于底物缓冲液 

10ml中 ，再 加 人 3 0 % 过 氧 化 氢 4̂ x1。

( 6 )终 止 液 lmol/L硫酸溶液。

供 试 品 的 制 备 供 试 品 包 括 杂 交 瘤 细 胞 株 、腹水和单 

克隆抗体半成品或成品。杂 交瘤 细胞 株 应 进 行 细 胞 试 验 、 
动物抗体产生试验和鸡胚感染试验；腹水和单克隆抗体半 

成品或成品应进行动物抗体产生试验和鸡胚感染试验。

( 1 )细 胞 试 验 用 的 供 试 品 取 3 瓶生长良好的杂交瘤 

细 胞 ，于一40°C反 复 冻 融 3 次 后 ，在无菌条件下合并分装 

小 管 ，每 管 3ml，换上 胶塞 ，一40°C保 存 。

(2) 动 物 抗 体 产 生 试 验 用 的 供 试 品 单 克 隆 抗 体 腹  

水 、半成品或成品，不 需处 理，一20V保存 。而杂交瘤细
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胞按下述步骤进行处理后使用。
取 7 瓶生长良好的杂交瘤细胞，弃 去培养液，用 PBS 

轻轻将细胞吹打下来，移 人 小 管 ，再 用 P B S 冲 洗 细胞 瓶 ， 

以收集残余的细胞。于 小 管 中 洗 涤 ，以 每 分 钟 1000转离 

心 1 0分 钟 ，弃去上清液，用 P B S 重 新 悬 浮 细 胞 ，以上步 

骤 重 复 2 次 。细 胞 集 中 后 ，悬 浮 于 4ml P B S 中，冻 融 3 

次 ，超声 处理 。以 每 分 钟 10 0 0 0转 离 心 3 0 分 钟 ，吸取上 

清 液 ，以 每 分 钟40 000转 离 心 4 小 时 ，弃上清液，将沉淀 

溶 于 适 量 的 P B S 中 ，即 为 动 物 抗 体 产 生 试 验 用 抗 原 。 

一 4CTC保 存 。

检 査 法 检 查 方 法 包 括 细 胞 试 验 、动物抗体产生试 

验 、鸡胚感染试验等。

1. 细胞试验

用巳知病毒抗体检查供试品中未知病毒抗原。

( 1 )细 胞 培 养 根 据 被 检 的 病 毒 ，选择其 敏 感 的 细  

胞 。每 种 细 胞 6 瓶 ，细 胞 应 生 长 良 好 。用 O.Olmol/L 

pH7. 4 P B S 洗 细 胞 2 次 。每瓶接种供试品0.3ml，每批供 

试 品 接 种 4 瓶 ，另 外 2 瓶为对照。37°C吸 附 1 小 时 ，弃去 

吸附 的供试品液体，加 人 细 胞 维 持 液 。每天观察 细胞 形 
态 ，并记录结果。接种后每隔3〜4 天 换 1 次液。第 1代细 

胞 应 维 持 10〜14天 。冻 融 3 次后 ，将 对 照 组 2 瓶 、供试品 

组 4 瓶分别合并。将收获的对照组和供试品组的细胞悬液 

分别接种同种细胞，接种后，每 隔 3〜4 天 ，换 1 次液.

( 2 )涂 片 培 养 至 10〜 1 4 天 ，吸 出 维 持 液 ，再用 

P B S洗 细 胞 2 次 ，每 瓶 加 消 化 液 0. 15ml，使 细 胞 分 散 、 

脱 壁 ，吸出细胞悬液，再 用 P B S 洗 涤 2 次 。用 适 量 的PBS 

悬浮 细胞，将对照组的正常细胞涂在抗原片的第1 行 ，供 
试 品 组 的 细 胞 涂 在 第 2 行 ，吹 干 ，丙 酮 固 定 ，一 40°C保 

存 ，即为供试品细胞涂片。

( 3 )间 接 免 疫 荧 光 法 检 测 制 备 巳 知 病 毒 抗 原 片 ，将 

已 知 特 异 性 阳 性 血 清 和 阴 性 血 清 进 行1 : 5〜1 : 2 0 的稀 

释 ；应用制备的巳知病毒抗原片作为血清对照，检查供试 

品细胞涂片。将 涂 有 供 试 品细胞的 玻片 ，加 经 P B S 1 0 倍 

稀 释 的 巳 知 阳 性 血 清 、阴 性 血 清 ，置 湿 盒 中 ，37°C放置 

30分 钟 后 ，用 P B S 洗 涤 3 次 ，每 次 浸 泡 5 分 钟 ，待干燥 

后 ，滴加荧光抗体，37°C保 温 3 0分 钟 后 ，用 P B S 洗 涤 3 

次 ，每 次 浸 泡 5 分 钟 ，再 用 水 洗 1 次 ，待干燥后，加 50% 

甘 油 ，用盖玻片封好，镜 检 。

( 4 )结 果 判 定 在 已 知 病 毒 抗 原 片 上 ，阴性对照血清 

与正常细胞孔、病毒细胞孔无荧光，阳性对照血清与正常 

细胞孔无荧光，与病毒细胞孔有荧光；在供试品细胞涂片 

上 ，阴性对照血清与正常细胞孔、供 试 品 细 胞 孔 无 荧 光 ， 

阳性对照血清与正常细胞孔无荧光时，试验成立。阴性对 

照血清与正常细胞孔和供试品细胞孔有荧光反应或阳性对 

照血清与正常细胞孔有荧光反应，试验不成立。供试品细 

胞 涂片上，阳 性 对 照 血 清 与 供 试 品 细 胞 孔 有 荧 光 ，判为 

阳性。

3 3 0 3 鼠源性病毒检查法

2. 动物抗体产生试验

(1) 供 试 品 抗 体 的 制 备 每 批 供 试 品 按 下 表 参 数 注 射  

无 特 定 病 原 体 小 鼠 （B A L B /c或 K M ) 共 5 0只 。

动物

动物数/只 注射

途径

注射剂量/ 

ml - 只- 1
备注

试验组 对照组

乳鼠 10 肌内

0

0. 03

观 察 4 周 ，动 

物的存活率应不 

低 于 8 0 %

3〜4 周龄 

小鼠
10 10 腹腔 0. 03

观 察 4 周 ，动 

物的存活率应不  

低 于 8 0 %

6〜8 周龄 

小鼠
10 10

肌内

和

腹腔

0. 1 +  0. 2

1 0天后重复注 

射 1 次 ，1 4 天后 

采 血 。对照组动 

物 注 射 PBS

(2) 血 清 学 检 查 对 经 肌 内 注 射 和 腹 腔 注 射 的 供 试 品  

组 和对 照组 小鼠分别 采血，分 离 血 清 后 用 E L I S A法检测 

抗 体 。包 被 病 毒 抗 原 和 正 常 细 胞 抗 原 ，每 孔 0.1ml，置 

37°C、1 小 时 后 ，放 4°C过 夜 ，用 洗 液 充 分 洗 涤 ，拍 干 。 

每 份 供 试 品 分 别 加 人 病 毒 抗 原 孔 和 正 常 细 胞 抗 原 孔 各 1 

个 ，37°C培 养 1 小 时 ，用洗液充分洗涤，拍 干 。加酶结合 

物 ，37°C培 养 1 小 时 ，用洗液充分洗涤，拍 干 。每孔加人 

底 物 溶 液 0.1ml, 37°C培 养 10〜2 0分 钟 ，当阳性血清对 

照孔出现颜色，阴 性 对 照 孔 无 颜 色 时 ，每 孔 加 人 lmol/L 

硫 酸 溶 液 0.1ml终止 反应 ，测吸光度。

( 3 )结 果 判 定 P/iV值 不 小 于 2. 1 为阳性；

P / N 值 在 1.5〜2.0为可 疑；

P/iV值 小 于 1.5为阴性。

P 为供试品免疫小鼠血清与病毒抗原的吸光度减去供 

试品免疫小鼠血清与正常细胞抗原的吸光度；
iV为 对 照 组 动 物 血 清 与 病 毒抗原 的吸光度减去 对照  

组动物血清与正常细胞抗原的吸光度。

3. 鸡胚感染试验

于 接 种 前 24小 时 观 察 鸡 胚 。活鸡胚具有清晰的血管 

和鸡胚暗影，较 大 鸡 胚 还 可 看 到 胚 动 。死胚 血管 暗 昏 模  

糊 ，没有胚动。接种前用检卵灯再次检查鸡胚活力，并标 

出气室和胚胎的位置。按无菌操作要求，以卵黄囊、尿囊 

腔和绒毛尿囊膜途径接种供试品。接种 后，每 日观 察 ，培 

养 5 天 。无菌操作收集卵黄囊、绒毛尿囊膜和尿囊液。卵 

黄囊和绒毛尿囊膜经研磨后，离 心 ，取 上清 液，与尿囊液 

分别用豚鼠或鸡红细胞做血凝试验。
取 每 排 8 孔微量血凝反应板，从 第 2 孔 至 第 8 孔每孔 

加 生 理氯 化 钠 溶液50卩1。第 1、2 孔各加经上述处理的供 

试 品 5 0 y，然 后 从 第 1 孔 吸 取 5(^1至 第 3 孔 ，第 3 孔吸 

取 5(^1至 第 4 孔 （以 此 类 推 ）进 行 倍 比 稀 释 ，至 第 7 孔
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时 丢 弃 50卩1。第 8 孔为对照孔。第 1 孔 至 第 8 孔 各 加 1 %  

豚 鼠 红 细 胞 悬 液50m1，混 匀。做 2 块反应板，分别静置于 

4°C和 室温，至对照孔呈现明显阴性时判定结果。

结 果判 定：
+ + + + 红细胞均匀铺于孔底；

+  +  +  红细胞均匀铺于孔底，但边缘不整齐，有下 

滑 趋 向 ； •

+  + 红细胞于孔底形成小环，但周围有小凝集块； 

+ 红细胞于孔底形成小团，边缘可见少许凝集块； 

一 红 细 胞 集 中 在 孔 底 中 央 ，呈一边缘致密的红点。 

以 凝 集 反 应 出 现 “+ + ”，或 “ + + ” 以 上 者 判 为  

阳性。

3304 SV 40核酸序列检査法

本 法 系 通 过 设 计 2 对 特 异 引 物 扩 增 SV40 VP1 lOObp 

(2220〜2319) 和大 T  抗原 C 端 451bp (2619〜3070) 2 

个 片 段 ，采 用 P C R 检 查 供 试 品 中 是 否 存 在 S V 4 0 核酸 

序 列 。

供 试 品 溶 液 及 对 照 溶 液 的 制 备 取 供 试 品 40(^1，加 

2% 蛋白酶 K  溶液 2 5 W、10% SDS 溶液 5(^1、0. 05mol/L 

E D T A 溶 液 （pH8.0) 10^1,置 56°C培 养 1 小 时 ，用等 

体积的酚-三 氯 甲 烷 （1 : 1 ) 混 合 液 抽 提 后 ，再用等体积 

的三 氯甲 烷 抽 提 ，加 2 倍 体 积 的乙 醇 ，一2CTC放 置 16小 

时 ，以 每 分 钟 10 0 0 0 转 离 心 1 5 分 钟 ，沉 淀 用 75% 乙 

醇 溶 液 洗 涤 干 燥 ，加 无 D N A 酶 和 R N A 酶 的 水 10M1， 

使 溶 解 。阳 性 对 照 及 阴 性 对 照 按 上 述 方 法 与 供 试 品 同  

时 处 理 。

引物
VP1 上 游 引 物：2220 5'-ACA C A G  C A A  C C A  C A G  

T G G  TTC-3; 2240

VP1 下 游 引 物：2319 5'-GTA A A C  A G C  C C A  C A A  

A T G  T C A  ACS ' 2297

T  抗原 C 端 上游 引物：3070 5'-G A C  C T G  T G G  C T G  

A G T  T T G  C T C  A-3f 3049

T 抗 原 C 端下游引物：2619 5^ G C T  T T A  T T T  G T A  

A C C  A T T  A T A  A 03' 2641

检 査 法 （1 ) 每 个 待 扩 增 的 供 试 品 引 物 加 量 为 30X 

10~12mol, D N A 模 板 加 量 为 1^1，总 体 积 50^1。在 P CR  

仪 上 以 94°C先 变 性 3 分 钟 ，然 后 94°C变 性 20秒 、50°C退 

火 20秒 、72°C延 伸 40秒 ，共 进 行 40个 循 环 ；72°C延 伸 3 

分 钟 。
( 2 )扩 增 产 物 电 泳 检 查 2 % 琼 脂 糖 凝 胶 （每 lml含 

lyg溴化乙锭），缓 冲 液 为 1 X T A E , 在 100V条件下电泳 

40分 钟 ，检 查 扩 增 片 段 。V P 1 扩 增 片 段 为 lOObp,大 T  

抗 原 C 端 片 段 为 451bp。

( 3 ) 以 同 样 模 板 重 复 扩 增V P 1 片 段 ，排除污染因素

导致的非特异扩增；或将扩增产物及对照从胶上移至H y- 

b c m d N 尼 龙膜 上，与 V P 1 探 针进 行免疫 印 迹 试验 ，以证 

明所扩增片段确为V P 1 片段 。

( 4 )以自动测序仪对供试品及阳性对照的大T 抗 原 C 

端扩增产物进行序列测定。

结 果 判 定 阳 性 对 照 应 得 到 特 异 产 物 ，阴性对照应无 

相 应片 段，则试验成立。 ，
若 未 能 扩 增 出V P 1 片 段 ，则 结 果 判 定 为 未 检 出SV40 

核酸序列。

若 扩 增 出 V P 1 片 段 ，可 重 复 试 验 1 次 ，仍未扩增出 

V H 片段 者，判 定 为 未 检 出SV 4 0核酸序列。

若 重 试 仍 能 扩 增 出 V P 1 片 段 ，则 应 扩 增 大 T 抗 原 C 

端 片 段 ，如 扩 增 出 大 T 抗 原 C 端 片 段 ，应将其扩增产物 

和 阳 性 对 照 扩 增 产 物 进 行 测 序 并 比 较 ，核酸序列一致判 
定 为 检 出 S V 4 0核 酸 序 列 ；如 未 扩 增 出 大 T 抗 原 C 端片 

段 ，则 可 按 上 述 步 骤 （1 ) 〜 (3)重 复 试 验 1 次 ，如仍未 
扩 增 出 大 T 抗 原 C 端 片 段 ，则 可 判 定 为 未 检 出 S V 4 0核 

酸 序 列 。

3 3 0 5 猴体神经毒力试验

本法用于脊髓灰质炎减毒活疫苗检定。
应 使 用 体 重 1.5kg以 上 的 健 康 猕 猴 ，猕 猴 血 清 经  

1 : 4 稀 释后 应 证 明 不 含 同 型 别 病 毒 中 和 抗 体 。试验用猕 

猴必须经选择和检疫，并未做过其他试验，其隔离检疫应 

不 少 于 6 周 ，应 无 结 核 、B 病 毒 感 染 及 其 他 急 性 传 染 病 ， 

血清中无泡沫病毒。凡有严重化脓灶、赘生物以及明显的 

肝 、肾病理改变者不得用于试验，可采用脊髓注射方法或 

脑内注射方法。

脊 髄 法 （1) 猕 猴 的 数 量 猴 体 试 验 必 须 设 立 参 考  

品。评 价 I 、 n 型 供 试 品 及 其 参 考 品 最 少 应 各 使 用i i只 

有 效猕 猴，评 价 in型 供 试 品 应 至 少 使 用 1 8只 有 效 猕 猴 。 

猕猴的大小和性别应随机分配到各试验组。同型参考品可 

用 于 测 试 1 批以上疫苗。

有效猕猴系指脊髓灰质炎病毒引起中枢神经系统的特 

异性神经元损伤的猕猴。

供试品组有效猕猴不足时，允 许补 足，但参考品组应 

同时补充相同数量的猕猴。如 需 补 足 参 考 品 组 有 效 猕 猴 ， 

则供试品组也须同时补充相同数量猕猴。如 试 验 需 要 2 个 

工作日 ，则 每 1 个工作日用供试品和同型参考品接种的猕 

猴只数应相等。为了保证有效猕猴只数，通常要相应地增 

加接种猕猴只数。

(2) 供 试 品 和 参 考 品 的 病 毒 滴 度 供 试 品 和 参 考 品 的  

病毒含量应调整到尽可能接近，每只猕猴于腰髓第一、二 
椎 间 隙 注 射 0.1ml (病 毒 含 量 6. 5〜 7. 5 lg CCID50/ml), 

仅 用 1 个病毒浓度接种动物。
( 3 )检 查 法 全 部 猕 猴 应 观 察 17〜2 2天 。在 接 种 24
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小时后死亡猕猴应做尸体解剖，检查是否系因脊髓灰质炎 

引起的死亡。因其他原因死亡的猕猴在判定时可以剔哮。 
在 观 察 期 内 存 活 的 猕 猴 数 不 低 于8 0 % 时 ，试 验 成 立 。呈 

濒死状态或严重麻痹的猕猴应处死进行尸检。

每只猕猴取中枢神经系统切片进行组织学检查。切片 
厚 度 为 10〜15pm，没食子蓝染色检查切片数如下：

腰 膨 大 12个 切 面 ； ’

颈 膨 大 10个 切 面 ；
延 髓 2 个 切 面 ；

桥 脑 和 小 脑 各1 个 切面 ；

中 脑 1 个 切 面 ；

大脑皮层左右侧和丘脑各1 个 切面 。

应 由 同 一 人 员 统 一 采 用 4 级 计 分 法 判断 其病 变 严 重  

程 度 ：

1 级 仅 有 细 胞 浸 润 （这不足以认为是有效猕猴 

2 级 细 胞 浸 润 伴 有 少 量 的 神 经 元 损 害 ；

3 级 细 胞 浸 润 伴 有 广 泛 的 神 经 元 损 害 ；

4 级 大 量 的 神 经 元 损 害 ，伴有或无细胞浸润。

切 片 中 有 神 经 元 损 害 ，但 未 见 针 迹 者 应 视 为 有 效 猕  

猴 。切片中有外伤引起的损害，而又无特异的病理改变则 

不视为有效猕猴。

严重程度的分值是由腰髓、颈髓和脑组织切片的整个切 

片的计分累计而成的。每只有效挪猴的病变分值（L S )为 :

腰 髓 分 值 总 和 f颈 髓 分 值 总 和 丨脑分值总和 
半 个 切 片 数 〒 半 个 切 片 薮 举 不 切 片 藪  

3

再计算每组有效猕猴的平均分值。

参考品的平均病变分值在上限与下限之间时，才能根 
据 G 、C 2、03 值判定疫苗合格与否。判定标准如下：

疫 苗 的 平 均 病 变 分 值 （叉㈣）与参考品的平均病变分 

值 d f ) 相比较 

合格 X lest—

不 合 格 叉 tesl— X w > c 2

重 试 I X d < c 2 (仅 限 i 次）

重 试 I I 同一次试验中，疫苗组平均分值与参考组平 

均 分值 之差 小于Q 时 ，而疫苗组中如单只猕猴最高分值 

等 于 或 高 于 2. 5，并 大 于 参 考 组单只 猕猴最髙 分值的2 倍 

时 ，本批疫苗应重试。

重试合格

( - ^ (  t e s t j  +  t e s l2  )  ^ ( r e f j  + r e f £  )  )  /  2 < C C 3

重试不合格

d(testj 十 testg > + refg > )/2>C3

脑 内 法 取 健 康 猕 猴 2 0 只。麻醉后在两侧视丘分别 

注 入 0.5ml供 试 品 （应 不 低 于 7.0lg CCID50/ml) 及 1CT1 

供 试 品 各 1 0 只 ，观 察 2 1天 ，到 期 存 活 动 物 数 应 不 低 于  

8 0 % ，有 效 猕 猴 数 应 不 低 于 1 6只 ，试 验 有 效 ，否则应补 

足 。注 射 后 48小时内死亡或出现非特异性麻痹症状者剔

除不计，中途死亡及到期处死动物，做中枢神经系统病理 

组织学检查，判定标准如下。

( 1 )合 格 标 准 凡 符 合 下 列 情 况 之 一 者 判 为 合 格 ：

①中枢神经系统无脊髓灰质炎病理组织学改变；

② 有 2 只猕猴发生轻度及其以下病变；

③1 只猕猴发生中度及其以下病变。

(2 )不合格标准凡符合不列情况之一 者判 为不合格：

①1 只猕猴有中度病变，同 时 1 只猕猴有轻度以上病 

变 者 ；

②1 只猕猴有重度以上病变者。

(3) 重 试 标 准 数 个 亚 批 疫 苗 合 并 试 验 结 果 不 合 格  

者 ，可以分批重试，并按上述标准判定。

3 3 0 6 血液制品生产用人血浆 

病毒核酸检测技术要求

本通则适用于血液制品生产用人血浆的乙盥肝炎病毒 
( H B V - D N A )、丙 型 肝 炎 病 毒 （H C V - R N A ) 和 I 型人类 

免 疫 缺 陷 病 毒 （H I V - 1 -RN A )的核酸检测。

本 通 则 系 采 用 核 酸 检 测 技 术（Nucleic Acid Testing, 

N A T ) 直接检测病原体核酸。N A T 敏 感 性 高 ，可检出标 

本中存在的微量核酸，相对于抗体和抗原酶联免疫检测方 

法 可 以 明 显 缩 短 病 毒 检 出 期 限 ，降 低血 液传 播 病 毒的 风  
险 。 目前应用于血液筛查的N A T 主 要 为 P C R 和转录介导 

的 扩 增 系 统 （T M A ) 方 法 。
(1) P C R 方 法 是 一 种 体 外 模 拟 自 然 D N A 复制过程 

的核酸扩增技术，具有高灵敏性、高特异性和快速简单等 

优 势 。其 基 本 原 理 为 ：P C R 是 D N A 片 段 或 R N A 经反转 

录 成 c D N A 后 的 特 异 性 体 外 扩 增 的 过 程 。反 应 体 系 以  

D N A 或 c D N A 为 模 板 ，在 D N A 聚合酶的催化下，经高温 

变 性 、低温退火、适 温 延 伸 等3 步反应循环进行，使目的 

D N A 得以指数级扩增，其扩增产物可通过多种特异性和 

敏感性好的方法进行分析。通过技术改进，目前已派生出 
不 同 的 P C R 方 法 。

(2)逆 转 录 依 赖 的 扩 增 方 法 包 括 T M A 和核酸序列 

依 赖 扩 增 系 统 （N A S B A ) 。T M A 是 一 种 利 用 逆 转 录 酶 、 

R N A 酶 H 和 R N A 聚合酶 的共 同作 用，在等温条件下扩 

增 R N A 或 D M A 的 反 应 体 系 ，主 要 原 理 为 ： 目标序列在 

逆转录酶作用下，以 引物 为 引 导 进 行 逆 转 录 ，R N A 酶 H  

将杂 合 链 上 的R N A 降解后 ，形成转录复合体，并 在 R N A  

聚合酶作用下，转 录 形 成 大 量 目 标 R N A 序 列 ，且转录形 

成 的 R N A 又 可 以 作 为 下 一 个 循 环 的 模 板 。N A S B A 与 

T M A 原理相似，只是在核酸提取和扩增产物的检测方法 

上有所不同。

材料

供试品

( 1 )供 试 品 处 理 过 程 中 应 采 取 措 施 （如控制供试品处
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理时间和温度），确保核酸序列的稳定性。

( 2 )如使用抗凝剂，则应选择对反应体系无干扰的抗 

凝 剂 ，并 经 评 估 后 使 用 。肝 素 是 T a g酶 的 强 抑 制 剂 ，使 

用 P C R 方法时应不予采用，可 考 虑 采 用 E D T A 及枸橼酸 

钠等其他抗凝剂。

( 3 )应根据验证结果 确定 供试 品的贮存 和运 输条件， 

以确保供试品中待检病毒核酸序列的稳定性,。供试品若在 
72小时内进行检测，可 存 放 于 2〜8°C; 7 2小 时 以 上 ，应 

保存于一20°C及 以下。

检测试剂

检 测 试 剂 应 为 经 批 准 的 用 于 混 合 血 浆 核 酸 检 测 用 试  

剂 。检测试剂的贮存、运输及使用应按试剂盒使用说明书 

进 行 。

测定法

(1)供 试 品 混 合 在 确 保 检 测 试 剂 灵 敏 度 的 前 提 下 ， 

应 按 试 剂 盒 使 用 说 明 书 规 定 的 供 试 品 数 量 及 相 关 要 求 ， 

将 多 个 供 试 品 分 别 等 量 抽 取 再 混 合 制 备 混 合 样 的 供 试  

品 。制 备 过 程 应 确 保 每 份 供 试 品 与 混 合 供 试 品 能 够 互  

相 追 溯 。

进行供试品混合时应有预防交叉污染的措施，操作过 

程中尽可能减少气溶胶的形成，以避免供试品交叉污染而 

导致假阳性结果的出现。

( 2 )核酸 提取、扩 增 及 检 测 按 照 核 酸 检 测 试 剂 盒 说  

明书进行。

( 3 )对 照 设 立 为 保 证 实 验 结 果 可 靠 ，应按照试剂盒 

说明书要求在核酸检测过程设置相应对照，一般包括内质 

控 、阴性对照和阳性对照。

内 质 控 除 另 有 规 定 ，内质控一般是指含有引物结合 

位点的特定核酸序列。内 质 控 在 供 试品 核酸 提取前加 人， 

与供试品一同提取、反转录 、扩增 、检 测 ，用以监测样品 

提 取 、反 转 录 、扩增和检测的全过程。

阴 性 对 照 尽 可 能 选 择 与 待 测 标 本 基 质 相 同 或 相 近 、 

不含靶序列的阴性对照。

阳 性 对 照 尽 可 能 选 择 与 待 测 标 本 基 质 相 同 或 相 近 、 

含有适量靶序列的阳性对照。

上述对照应符合检测试剂盒规定的要求，检测结果视 

为有效。

结果判定

(1) 应按照所用检测试剂说明书的要求对检测结果进 

行评价与判断。

( 2 )当混合供试品检测呈阴性反应时，则对应的单一 

供试品检测结果作阴性处理。

( 3 )当混合供试品检测呈阳性反应时，则按下述程序 

进行进一步检测。

质量控制

(1) 人 员 要 求 核 酸 检 测 人 员 需 经 上 岗 培 训 和 在 岗 持
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续培训。上岗培训内容应至少包括：核酸检测技术及实验 

室管理要求，实验操作技能，质量控制，生物安 全。要求 

掌握相关专业知识和技能，能独立熟练地操作，并经考核 

合格 。在岗持续培训指在工作中根据需要接受培训，要求 

了解相关技术、质控及安全方面的新进展。实验室在使用 

新 方 法 前 ，须对技术人员进行培训。

(2) 实 验 室 要 求 为 保 证 操 作 人 员 和 环 境 的 生 物 安  

全 ，避免供试品的交叉污染，病毒核酸检测实验室应符合 

《药 品 生 产 质 量 管 理 规 范 》 《全 国 艾 滋 病 检 测 技 术 规 范 》 

《实 验 室 生 物 安 全 通 用 要 求 》和 《医 疗 废 弃 物 管 理 条 例 》 

等的相关要求，同时还应满足以下要求。

实 验 室 分 区应 按照 核 酸检 测设 备 的 实 际 情况 进 行设  

置 。一 般而言，核酸扩增前区和核酸扩增后区应分开。核 

酸扩增前区包括试剂准备区和供试品处理区，设在不同房 

间或区域；核 酸 扩 增 后 区 包 括 扩 增 区和 扩增 产物分析区， 

设在不同的房间或区域。应根据分区的功能要求，合理设 

定工作程序和设施、设备安置。

实 验 室 应 配 备 相 应 的 检 测 设 备 、冷藏 设施及生物安 

全 防 护 设 施 等 ；各 区 域 的 设 施 和 设 备 为 该 区 域 专 用 ，不 

得 交 叉 使 用 ；计 量 器 具 和 关 键 设 备 按 规 定 检 定 、校准或 

验 证 。

实验室核酸检测系统应经过有效性验 证 ，验证包括实 

验 仪器 、设备和方法学验证。

实验室生物安全和污染废弃物的处理应符合国家生物 

安全等相关要求。应建立病毒污染的应急处理措施，发生 

污染时 ，应及时查找污染源并清除污染后方可重新启用实 

验室和相关设施、设 备 。

(3) 实 验 室 的 质 量 控 制 应 定 期 开 展 实 验 室 的 质  

量 评 价 ，以 保 证 检 测 体 系 的 稳 定 和 检 测 结 果 的 准 确  

可 靠 。

( 4 )数 据 管 理 应 记 录 并 管 理 包 括 供 试 品 采 集 、供试 

品混合、核酸提取、扩 增反 应、扩增产物分析及最终结果 

报告等相关的所有数据和信息。
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