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药品与其他商品不同，我国对于药品的要求都十分严格，

各项指标都要合格才能出厂销售。其中，对于非无菌药品包装

材料，由于其与药品直接接触，本身具有的微生物会导致药品

活性降低、失去疗效，进而对患者的身体健康造成一定的危

害。因此，为了保证药品的安全可靠，对药品包装材料进行微

生物控制具有极其重要的现实意义。

一、现状

现行的《国家药包材标准》对直接接触药品、不洗即用的

非无菌药品包装材料进行了明确的规定，即必须要进行微生

物限度检查。其中对于药品包装材，对复合膜、硬片、铝箔以及

瓶盖的检查方法需要使用擦拭法制备供试液，对垫片和干燥

剂的检查方法需要使用振摇法制备供试液，然后将所有的供

试液经过薄膜过滤后实现增菌培养，最后进行控制菌检查。长

期的试验研究发现：擦拭法和振摇法制备供试液的生物采集

效率低下，检测结果还可能会出现假阴性的情况，且薄膜过滤

和移植操作流程复杂，还十分容易受到污染。

二、试验目的、所需材料与方法

1.目的
对药品包装材料的复合膜、硬片、铝箔、瓶盖、垫片和干燥

剂进行微生物限度检查，可以为增强药品包装材料控制菌检

提供一种新的思路。

2.试验所需材料
2.1 仪器设备
生物安全柜、立式压力蒸汽灭菌器、微生物过滤装置、电

子天平、恒温水浴锅、低温培养箱、漩涡混合器、拍打式匀浆

器、往复式摇床。

2.2 培养基与试剂
胰酪大豆胨琼脂培养基、胰酪大豆胨液体培养基、硫乙醇

酸盐流体培养基、0.9%无菌氯化钠溶液。

2.3 试验菌种
大肠埃希菌

2.4 试验样品
规格为 500mm*500mm*0.06mm 的药用低密度聚乙烯袋、

0.3mm*210mm 铝/聚乙烯冷成型固体药用复合硬片、0.024
mm伊250 mm 药用铝箔、30mm 口服固体药用低密度聚乙烯防

潮组合瓶盖、29mm 药用聚酯/铝/聚酯封口垫片、药用固体纸

袋装硅胶干燥剂，以上样品在使用前全部需要进行辐照灭菌。

3 方法
3.1 无菌检测
淤选择具有代表性的复合膜、硬片、铝箔、瓶盖、垫片、干

燥剂等的样品，先使用代表性菌株制作人工污染样品，再根据

国家药品包装材料标准规定的方法和直接投入增菌法实现对

药品包装材料控制菌的监测，将其作为计算控制菌检测率的

重要依据。

于将复合膜、硬片、铝箔提前使用无菌工具器、100cm2 无

菌金属模板裁成 100cm2 同样大小的样品，并将其加入含有

TSB 和 ET 培养基的试管内，并严格按照《中华人民共和国药

典》2020 年第 4 版附录 1101 中的无菌检查法对药品包装材

料进行无菌检查。

3.2 菌液制备
淤将大肠埃希菌加入 TSB 中，在 32.5毅C 的环境下培养

18h。

于使用 0.9%无菌氯化钠溶液对新鲜的培养物进行梯度

稀释，制备多个工作浓度梯度用来区分不同方法下的药品包
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【摘 要】就目前情况来看，国内对于药品包装材料控制菌检中，仅仅停留在对样品进行适用性检查和结果误差分析层面上，标

准以外的新方法探索与研究十分鲜少。基于此，文章在遵循《中华人民共和国药典》2020 年第 4 版附录 1101 无菌检

查法中的“直接接种法”原则的基础上，首次对药品包装材料样品直接与增菌培养基接触，进行增菌培养（直接投入增

菌法），旨在能够不断提高微生物采集效率和检出率。

【Abstract】As far as the current situation is concerned, the domestic control bacteria test of drug packaging materials is only kept at
the level of sample applicability inspection and result error analysis, and the exploration and research on new methods
outside the standard is very rare. Based on this, the article in following the fourth edition of the Pharmacopoeia of the
People's Republic of China in 2020 appendix 1101 in the principle of "direct inoculation", on the basis of the first time on
drug packaging material samples directly contact with culture medium, bacteria culture (directly into the bacteria), aims to
be able to continuously improve the efficiency of microbial collection and detection rate.
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装材料控制菌检出率，菌液浓度为 300 CFU·mL-1、150 CFU·
mL-1、100 CFU·mL-1、50 CFU·mL-1。

3.3 人工污染样品制备
淤将复合膜、硬片、铝箔、垫片、干燥剂、瓶盖，平放在无菌

平皿中，使用移液器吸取 100 滋L 菌液（所有浓度共用一份溶

液）。

于将溶液分散在每一种样品朝上的一面，瓶盖分散在瓶

盖内部，接种完成后立即进行干燥，作为人工污染样品备用。

3.4 控制菌检查
3.4.1 供试验增菌法
淤使用一支无菌棉签将复合膜、硬片、铝箔、瓶盖用 0.9%

无菌氯化钠溶液沾湿，擦抹人工样品 5 次，换另外一支无菌棉

签再擦抹 5 次，一共擦抹 10 次，两根棉签擦抹完毕后立即使

用剪刀剪断，并投入盛有 30ml0.9%装有无菌氯化钠溶液的锥

形瓶子中，将擦抹棉签的投入瓶中后，手动快速摇晃瓶子

1min，即得到供试验。

于将供试液使用薄膜过滤，将薄膜放入 100mlTSB 培养

基中进行增菌培养，定时检查。

盂分别取 10 个垫片、干燥剂，放入锥形瓶内，加入

100ml0.9%无菌氯化钠溶液，摇晃 1min，获得 1:10 供试液，取

供试液使用薄膜进行过滤，再将薄膜放入 100mlTSB 培养基

中，在 30-35毅C 的环境下培养 18-24h，定时检查。

3.4.2 适用性试验
淤药品包装材料控制菌检查法需要在特定的试验条件

下，检查药品包装材料中是否具有微生物；

于通过控制菌检查方法检查非无菌制剂、药品包装原材

料、辅助材料等是否符合微生物的限定标准时，检出的控制菌

或者其他类型的致病菌时，按照一次检测结果为主，不再进行

复试。

盂如果供试品具备抗菌活性，应当去除或者进行中和，供

试品检查过程中，如果使用了中和剂或者灭活剂，应当确认其

有效性和无毒性。

榆如果供试剂在制作过程中使用了表面活性剂，应当明

确其对微生物的无毒性、所使用的中和剂与灭火剂之间的相

容性。

3.4.3 菌种和菌液制备
淤试验用的菌株主要包括金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞

菌、大肠埃希菌、耐胆盐革兰阴性菌、异性副伤寒沙门菌、白念

珠菌、生孢梭菌，所有菌种的传代次数不得超过 5 代，并采用

针对性的菌种保存措施进行保存，目的是保证试验菌株的生

物学特性不受破坏；

于将金黄色的葡萄球菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希菌、异

性副伤寒沙门菌和耐胆盐革兰阴性菌全部种植于胰酪大豆胨

液体培养基中，在 30-35毅C 的环境中培养 18-24h；将白念珠

菌接种于沙氏葡萄糖琼脂培养基中，在 20-25毅C 的环境下培

养 2-3 天；将生孢梭菌接种在梭菌增菌培养基中，在 30-35毅C
的环境下培养 18-24h，以上培养物全部使用 pH7.0 无菌氯化

钠原蛋白胨缓冲液制成适宜浓度的菌悬液；菌悬液制备完成

后，如果在常温条件下存放，应在 2 小时之内使用完毕，如果

在 2-8毅C 的环境下存放，应当在 24 小时内使用完毕。

3.4.4 阴性对照
为确认试验条件是否满足相关要求，还应当进行阴性对

照试验，阴性对照试验应确保无菌增长，如果有菌增长，应进

行偏差调查。

3.4.5 适用性检查
用来控制菌检查的成品培养基、脱水培养基或者是按照

处方配置的培养基全部应进行适用性检查，检查项目主要包

括促生长能力、抑制能力以及指标特性检查等等，不同培养基

检查项目和所使用的菌株如表 1 所示：

3.5 直接投入增菌法
3.5.1 增菌培养
将制作而成的人工污染样品的复合膜、硬片、铝箔纸全部

使用剪刀剪碎后投入 100ml 的 TSB 培养基中，在将人工污染

样品的瓶盖、垫片以及干燥剂直接投入 100ml 的 TSB 培养基

中，迅速摇晃 1min 后进行增菌培养，定时检查。

3.5.2 具体要求

表 1 用作控制菌检查培养基的促生产能力尧抑制能力以及指标特性

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

大肠埃希菌
铜绿假单胞菌

抑制 金黄色葡萄球菌

紫红胆盐葡萄糖琼脂培养基 促生长+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 大肠埃希菌
抑制 金黄色葡萄球菌

麦康凯琼脂培养基 促生长+指示特性 大肠埃希菌

沙门菌
RV 沙门菌增菌液体培养基

促生长 乙型副伤寒沙门菌
抑制 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+指示特性 乙型副伤寒沙门菌
三糖铁琼脂培养基 指示 乙型副伤寒沙门菌

铜绿假单胞菌 溴化十六烷三甲铵琼脂培养基
促生长 铜绿假单胞菌
抑制 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+指示特性 金黄色葡萄球菌

抑制 大肠埃希菌

梭菌
梭菌增菌培养基 促生长 生孢梭菌

哥伦比亚琼脂培养基 促生长 生孢梭菌

白色念珠菌

沙氏葡萄糖液体培养基 促生长 白色念珠菌
沙氏葡萄糖液体培养基 促生长+指示特性 白色念珠菌

念珠菌显色培养基
促生长+指示能力 白色念珠菌

抑制 大肠埃希菌
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淤药品包装材料控制菌检的检查室必须定期使用臭氧灭

菌进行消毒，洁净室每次使用完毕后应及时清洁干净，生产期

间每一周使用臭氧灭菌消毒一次对药品包装材料的生产设备

和检验设备每隔两周分别使用 0.2%新洁尔灭溶液和 75%乙

醇溶液进行消毒，擦拭台和墙壁的丝光毛巾应严格分开，不得

混用；

于严格控制制备时间，比如提取和搅拌的时间都不宜过

长，微生物限度检查时间也应严格控制在 1 个小时之内，超时

可能就会出现染菌现象。

盂药品包装材料控制菌检工作人员要严格执行 GMP 的

操作规程，进行岗前培训，树立牢固的无菌意识，不得片面地

认为微生物限度范围比较宽泛，因此而马虎操作，这样十分容

易造成药品包装材料二次污染，难以真实地反映药品包装材

料真实的染菌情况。

榆药品包装材料控制菌检工作人员在每一次工作开始之

前，对控制菌检过程中使用的所有的器具都应当进行彻底地

清理和仔细的灭菌，并对所使用的设备采用干热灭菌法和湿

热灭菌法进行验证。究其原因主要是由于这些环节都有可能

造成药品包装材料出现二次污染，造成实验出现误差。所以，

应当根据控制菌检的实际情况建立科学与完善的操作规程，

并能熟练掌握和了解控制菌检的无菌操作。

虞药品包装材料控制菌检室内应安装下水通道，照明用

灯具应安装在天花板上，室内墙壁应确保光滑平整，室内的温

度、湿度、压差以及洁净级别应当确保准确无误。其中，净化工

作台的洁净级别应为 B 级，无菌室应为 C 级、制剂车间洁

净度应为 D 级；

愚定期检测控制菌室内的净化工作台、无菌室以及洁净

区中的沉降菌和悬浮粒子，每年定期进行不少于三次的沉降

菌和悬浮粒子检测，检测过程中相关人员必须穿戴符合洁净

程度的无菌服装。静态检测时，室内的检测人员不得多于两

人，检测结果不合格的药品包装材料不得使用，经过重新校服

和检验合格后，方可使用；

舆目前大部分的培养基多以干粉培养基为主，虽然使用

十分方便，但十分容易吸潮。为此，应当对其进行妥善的保存，

使用完毕后应将盖子拧紧，并放于阴凉干燥处进行保存，确保

培养基的质量不受影响。如果出现了结块现象，不得使用；

余新鲜制作而成的培养基应在 2毅C-25毅C 的环境下保存，

严禁冻结保存，保存时间不得超过 21 天；

俞每一批培养基在使用之前都应当进行适应性检查

试验；

逾为有效避免培养基应过度受热导致其质量下降和微生

物污染，培养基再融化后只允许使用一次。

三、试验结果

1.无菌检测
对经过辐照灭菌后的药品包装材料样品进行无菌检测，

分别使用 TSB 和 FI 培养基培养 14 天，结果显示全部为无菌

生长。由此可见，药品包装材料样品可以用作下一步的检出率

比较。

2.检出率比较

本次研究分别设置了 4 个菌液浓度梯度，复合膜样品结

果显示菌液浓度较高的情况下（浓度一和浓度二），两组的检

出率一致，均可以达到 100%。但是，随着菌液浓度的不断降

低，两组的阳性检出率结果就会出现差异，接种菌液浓度为浓

度三和浓度四时，直接投入增菌法的检出率远远高于供试验

增菌法。

3.操作过程比较
实际操作过程中，直接投入增菌法将药品包装材料样品

全部剪碎后直接投入至培养基中，省去了制备供试验、薄膜过

滤和移植等的操作步骤，降低了二次污染的可能性。同时，在

检测成本方面，直接投入增菌法不需要薄膜过滤装置和滤膜，

有效降低了成本。

四、结论与讨论

1.结论
我国现行的《国家药包材标准》中明确规定：在对药品包

装材料控制菌检的过程中需要先制备供试液，后再进行增菌

培养。这一方式下的微生物采集效率不仅低下，且还可能会出

现检测结果为假阴性的现象。同时，药品包装材料经过薄膜过

滤后还需要移模，操作过程烦琐，十分容易造成二次污染。所

以，针对现行标准中存在的问题与弊端，本研究根据《中华人

民共和国药典》2020 年版第 4 部无菌检查“直接增菌法”的思

路，对药品包装材料进行控制菌检查。

药品包装材料复合膜、铝箔、瓶盖、垫片以及干燥剂由于

其材质和加工工艺特殊，来自自然污染的概率比较低。本研究

中当菌液的浓度较高时，直接投入增菌法和供试验增菌法全

部具有较高的检出率。随着菌液浓度的不断下降，二者的检出

率也出现了下降，但直接投入增菌法的检出率要远远高于供

试验增菌法的检出率，同时经过统计学分析二者也没有明显

的差异，足以说明至少在检出率方面，直接投入增菌法操作流

程简单、步骤较少、成本低，减少了二次污染概率，降低了薄膜

过滤使用仪器和耗材的使用。虽然说，薄膜过滤法是一种可以

有效去除药品包装材料病菌成分的有效手段，但是截至目前，

依然没有发现具有抗菌作用的复合膜、硬片、铝箔和瓶盖等的

药包材，如此来看，以上药品的包装材料便可以直接投入培养

基中，无需使用薄膜进行过滤。因此，在综合考虑了成本、检出

率和二次污染等因素的基础上，直接投入增菌法在药品包装

材料控制菌检中的应用是切实可行的。

2.讨论
淤本文提出的 4 个菌液浓度梯度，在人工污染药品包装

材料制备时需要经过干燥这一环节，干燥会消灭药品包装材

料上大量的细菌，但无法对依然存活的细菌数量进行统计；

于文章研究的根本目的在于同一浓度下 2 中不同药品包

装材料 2 种不同的检测方法下检出率差异。所以，在对相同样

品的处理过程中，药品包装材料上已经死亡细菌的数量可以

忽略不计。

盂本研究为复合膜、铝箔、瓶盖、垫片和干燥剂等的药品

包装材料控制菌检提供了一种新的思路，也为后续规范和标

准的修订提供了重要的理论支撑与科学依据。

3.不足之处
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直接投入增菌法受现行标准的约束，药品包装材料上的微

生物限度检查需要制备一根供试验才能在培养基中进行试

验，而如果采用直接投入增菌法对药品包装材料进行控制菌

检，除了微生物检查制备过程中需要制备供试验样品之外，还

需要准备其他的更多的样品进行控制菌检测。
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