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摘要　目的：通过４种采样方法检测片材类药包材表面微生物的结果对比，建立适合片材类药包材简便实
用的微生物计数方法。方法：用标准菌株加标方法制备片材类药包材人工污染样品，采用国家药品包装容

器（材料）标准规定的擦拭法，以及自行设计的淋洗法、直接接种法和接触碟法，分别进行表面微生物采集，

计算对应回收率。采用单因素方差对４种采样方法的结果进行统计学分析。结果：回收率由高到低依次
为，接触碟法＞直接接种法＞擦拭法＞淋洗法，接触碟法回收率最高。接触碟法和擦拭法、淋洗法回收率比
较有显著差异（Ｐ＜００５）；接触碟法回收率略高于直接接种法，但二者无显著差异（Ｐ＞００５）；４种方法在
药用膜、药用铝箔、药用硬片回收率无显著差异（Ｐ＞００５）。结论：接触碟法简便、灵敏、准确，可用于片材
类药包材微生物限度计数方法的检查。

关键词：接触碟法；片材类药包材；微生物计数；回收率；直接接种法；擦拭法；淋洗法
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｏｎｔａｃｔｄｉｓｈｍｅｔｈｏｄ；ｓｈｅｅｔｄｒｕｇｐａｃｋａｇｉｎｇｍａｔｅｒｉａｌｓ；ｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｕｎｔ；ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ；ｄｉｒｅｃｔｉｎｏｃｕｌａ
ｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ；Ｗｉｐｉｎｇｍｅｔｈｏｄ；Ｗａｓｈｉｎｇｍｅｔｈｏｄ

　　包装材料质量控制直接影响着药品质量及用
药安全，常用片材类药包材主要包括膜、铝箔和硬

片类，作为直接接触药品的内包材，是药品的重要

组成部分。内包材污染微生物会导致药品质量风

险，给患者造成健康隐患［１－２］。为保证药品质量安

全，必须严格控制包装材料微生物污染程度。控制

内包材微生物负载量，是防止药品微生物污染来源

的方法之一［３］。内包材微生物计数检查主要是对

附着在材料表面的微生物进行采集和检验，有效的

采集方法是获得真实可靠污染数据的前提。因此，

建立一套科学合理、简便高效的微生物检查方法，

对于控制包装用片材质量及药品质量安全有着重

要意义。

当前，药品包装用片材微生物限度检查依照国

家药品包装容器（材料）ＹＢＢ００１５２－２０１５标准采用
擦拭法［４］。擦拭法收集微生物的数量主要受实验人

员擦拭方法、擦拭力度、所用工具及被采样对象等多

种因素的影响，会造成检验结果重现性差，准确性不

高，导致实验结果可能与真实污染状况不相符的情

况发生。在实际检验工作中发现，影响擦拭法检验

结果因素有：客观方面如，使用不同厂家棉签、棉签

头部棉花多少、棉花缠绕松紧及棉签吸水和释放程

度、被采样对象的难易程度等，均会导致不同的实验

结果；并且使用同一棉签反复擦拭可能存在交叉污

染的风险。而从主观方面来说，相同或不同实验人

员使用不同棉签擦拭，因擦拭力度及手法的不同，也

会导致实验结果不尽相同。

有文献报道，擦拭法对微生物的移除率和回收

率均较低，也是造成检验结果的准确性下降的因素

之一［５－６］。鉴于擦拭法的种种局限性，本文借鉴、设

计并采用淋洗法、直接接种法以及２０２０年版《中华
人民共和国药典》四部通则９２０５表面微生物监测中
的接触碟法［７］与标准规定的擦拭法４种方法，对片
材类包材进行微生物回收验证，通过对采样结果进

行比对分析，以期建立一种实用、高效、经济的药品

包装用片材微生物计数检查方法。

１　仪器与材料
１１　仪器、耗材、培养基

ＢＨＣ－１３００ⅡＡ２型生物安全柜，苏净集团苏州
安泰空气技术有限公司；ＬＭＱＣ型立式灭菌器，山东
新华医疗器械股份有限公司；ＨＴＹ－６０１型集菌仪，
杭州泰林生物技术股份有限公司；ＳＰＸ－１５０型生化
培养箱，上海金扬州慧科电子有限公司；ＭＪ－２５０－
Ш霉菌培养箱，上海跃进医疗器械有限公司；ＢＳ２２３Ｓ
电子天平，北京赛多利斯仪器系统有限公司；混匀

仪；移液枪。ＦＣ７５２型薄膜过滤器；接触皿；一次性接
种环；胰酪大豆胨琼脂培养基（ＴＳＡ）；沙氏葡萄糖琼
脂培养基 （ＳＤＡ）；０９％ 氯化钠溶液 （稀释液、
冲洗液）。

１２　定量菌株
定量菌株，北京三药科技有限公司，含量０５×

１０３～１０×１０３ｃｆｕ·颗 －１。将复溶液加入菌株瓶中，

漩涡混匀３０ｓ，即为实验用菌液。
１３　样品

聚酯／铝／聚乙烯药用复合膜（简称药用膜）（批
号１９３４６１４Ｒ－０１）、药品包装用铝箔（简称药用铝
箔）（批号２３０８－６）、聚氯乙烯固体药用硬片（简称
药用硬片）（批号３Ｂ０９０１－Ｃ３００９），上述样品由西安
万隆制药有限责任公司提供。

２　方法与结果
２１　药用膜人工污染样品制备（菌株加标方法）

准备１００ｃｍ２药用膜样品５片（实验前经灭菌处
理）。取样品摆放在生物安全柜操作台经灭菌的牛

皮纸上，依次在药用膜朝上的一面接种１００μＬ金黄
色葡萄球菌的实验用菌液，共用１个一次性接种环
依次将菌液在药用膜上涂抹均匀，后自然待干。弃

去第１片人工污染样品，其余４片人工污染样品，依
次采用擦拭法、淋洗法、直接接种法、接触碟法在其

表面进行微生物采样。

２２　药用膜人工污染样品表面微生物采集方法及
检测

２２１　擦拭法采样及检测　取无菌棉签用氯化钠
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注射液稍沾湿，用１支棉签在药用膜表面擦抹５次，
换另１支棉签再擦抹５次，以此方法共用１０支棉签
擦抹１００ｃｍ２，每支棉签抹完后立即剪断，将棉签头
部投入盛有３０ｍＬ氯化钠注射液的锥形瓶中，待全
部擦抹棉签投入瓶中后，将瓶迅速震摇１ｍｉｎ，静置
１０ｍｉｎ，即得供试品溶液。供试品溶液进行薄膜过滤
后，依据２０１５年版《中国药典》四部通则１１０５检查。
２２２　淋洗法采样及检测　取无菌镊子夹起药用
膜，下端置无菌器皿，用无菌注射器吸取３０ｍＬ氯化
钠注射液，以匀速水流冲洗整个药用膜污染面，收集

全部淋洗液，即得供试品溶液。供试品溶液进行薄

膜过滤后，依据２０１５年版《中国药典》四部通则１１０５
检查。

２２３　直接接种法采样及检测　用无菌剪刀将药
用膜剪成适宜的小块，直接投入盛有３０ｍＬ氯化钠
注射液的锥形瓶中，剪完后将瓶迅速震摇１ｍｉｎ，吸
取全部溶液即得供试品溶液。供试品溶液进行薄膜

过滤后，依据２０１５年版《中国药典》四部通则 １１０５
检查。

２２４　接触碟法采样及检测　取倒好培养基（ＴＳＡ）
接触碟５个，培养基凸出碟口高度约２ｍｍ，直径５５
ｍｍ，面积２５ｃｍ２。取下皿盖，将培养基凸起面按压
在药用膜表面中间部分不少于１０ｓ，按压力度使培养
基不变形为宜。药用膜４个角各用１个接触碟按压，
按压方法相同，按压时施加恒定均匀的压力，不得有

环形或线性运动，确保５个接触碟触压到整个药用
膜表面。按压好后移开，盖盖，转移培养，依据２０１５
年版《中国药典》四部通则１１０５检查。
２３　菌液组检测

取１００μＬ金黄色葡萄球菌的实验用菌液接种
至３０ｍＬ氯化钠注射液的锥形瓶中，将瓶迅速震摇１
ｍｉｎ，静置１０ｍｉｎ，即得供试品溶液。供试品溶液进
行薄膜过滤后，依据２０１５年版《中国药典》四部通则
１１０５检查。
２４　药用膜４种采样方法回收率

分别计算药用膜金黄色葡萄球菌擦拭法、淋洗

法、直接接种法、接触碟法对应回收率。

回收率＝ 菌落数ｎ
菌液组菌落数

×１００％（ｎ＝１，２，３，４）

菌落数１：擦拭法检测菌落数；菌落数２：淋洗法
检测菌落数；菌落数３：直接接种法检测菌落数；菌落
数４：接触碟法检测菌落数。

同法制备药用膜铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆

菌、白色念珠菌、黑曲霉人工污染样品（白色念珠

菌、黑曲霉各制备２份样品，１份用于 ＳＤＡ检测，菌
液组同步用 ＳＤＡ检测），各菌株分别采用４种采样
方法检测，并计算对应回收率。每株试验菌平行独

立６次试验，以 ６次试验结果平均值计，结果
见图１－Ａ。
２５　药用铝箔４种采样方法回收率

药用铝箔人工污染样品制备同药用铝箔，分别

采用擦拭法、淋洗法、直接接种法、接触碟法进行各

菌株的采集，并计算各菌株对应回收率（计算方法同

上）。每株试验菌平行独立６次试验，以６次试验结
果平均值计，结果见图１－Ｂ。
２６　药用硬片４种采样方法回收率

药用硬片人工污染样品制备同药用铝箔，分别

采用擦拭法、淋洗法、直接接种法、接触碟法进行各

菌株的采集，并计算各菌株对应回收率（计算方法同

上）。每株试验菌平行独立６次试验，以６次试验结
果平均值计，结果见图１－Ｃ。
２７　统计学处理

数据分析采用ＳＰＳＳ２２０软件，组间比较采用方
差分析。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。分析结
果见图１。
３　讨论

不同药包材产品，应选择适宜的检验方法，并对

所选方法进行适用性验证，以证明所选方法的有效

性［８］。本文采用４种方法对药品包装用片材人工污
染物进行了验证试验，以回收率高低对方法有效性

进行评价。不同品种片材回收率结果显示，接触碟

法＞直接接种法 ＞擦拭法 ＞淋洗法，接触碟法回收
率最高，接触碟法回收率 ＞８０％，说明接触碟法用于
包装用片材采样能获得更高的微生物捕获率。接触

碟法和擦拭法、淋洗法回收率比较有显著差异 Ｐ＜
００５；接触碟法比直接接种回收率略高，但二者无显
著差异Ｐ＞００５，见图１～３。４种方法在药用膜、药
用铝箔和药用硬片回收率无显著差异Ｐ＞００５，即表
明４种方法在３种片材采集率无差异性。

擦拭法通过擦拭工具先将污染微生物转移至棉

签，再将棉签上微生物洗脱至供试液，后通过过滤供

试液转移至滤膜，在多次转移过程会造成微生物丢

失，同时，擦拭过程也可能会造成污染微生物损伤，

进而影响微生物生长。淋洗法回收率与冲洗液的
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图１　药用膜（Ａ）、药用铝箔（Ｂ）和药用硬片（Ｃ）４种采样方法回收率及结果分析
Ｆｉｇ．１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅａｎｄｒｅｓｕｌｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｏｕｒｓａｍｐｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｍｅｄｉｃｉｎａｌｆｉｌｍｓ（Ａ），ｍｅｄｉｃｉｎａｌａｌｕｍｉｎｕｍｆｏｉｌ（Ｂ）ａｎｄｍｅｄｉｃｉｎａｌｈａｒｄ
ｔａｂｌｅｔｓ（Ｃ）
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量、水流速度、冲洗力度以及冲洗液覆盖率有关［９］。淋

洗法冲洗结束后，一部分水珠附着在片材上，无法收集

到全部的淋洗液。冲洗力度小，污染微生物不易洗脱

下来，冲洗力度大，易造成冲洗液飞溅，使部分污染微

生物损失。反复大量多次冲洗则影响实验效率。采用

擦拭法和淋洗法采集微生物效果均不太理想。也因

此，淋洗法更多应用于设备的清洁验证［１０－１１］。

因文献报道药用膜、铝箔和硬片均无抑菌

性［１２－１３］，文中采用的直接接种法借鉴了药品无菌

检查法中的直接接种法。该方法将包装用片材剪

碎直接接种至稀释液中，通过充分震荡洗剂将片材

表面微生物洗脱至稀释液中，通过收集稀释液中微

生物数量求得片材表面微生物污染结果。此实验

操作过程较擦拭法和淋洗法更为便捷，试验过程污

染风险小，对结果影响因素较少。擦拭法、淋洗法、

直接接种法检验片材类微生物计数需先制备供试

液，再采用薄膜过滤法检测微生物数量，属于间接

采样法。

本研究显示，直接接种法和接触碟法回收率虽

无显著差异，但直接接种法比接触碟法实验方法复

杂。接触碟法采样只需将琼脂培养基凸起面按压在

片材表面，直接转印片材表面微生物至培养基上培

养即可［１４］。相比直接接种法，接触碟法不需制备供

试液，从而节约了实验时间及耗材成本，实验效率得

到了提高。接触碟法操作方法简单，无需借助无菌

模具，取样面积精准，采样仅需一步，降低二次污染

的几率，确保了实验结果的可靠性。接触碟法优化

了实验步骤，减少了影响因素，降低了结果的不确定

性，试验结果准确性得到提高。接触碟法可操作性

强，过程简捷，对实验员技术要求不高，适合各级实

验室人员使用。接触碟法采样，做到了片材类物体

表面与培养基紧密接触，确保了污染微生物充分黏

附于培养基上，提高了采集率和检出率，实验结果能

真实反映物体表面带菌状况。接触碟法应用于片材

类微生物限度实际检验工作中，计数采样１００ｃｍ２面
积只需８个接触碟（需氧菌 ＴＳＡ接触碟４个，霉菌、
酵母菌ＳＤＡ接触碟４个），在需要采样的地方按压接
触即可。

接触碟法是对环境、设备和人员表面的微生物

进行监测的一种较为有效的方法，适宜规则表面或

平面物体表面的取样［１５－１６］。药用膜、药用铝箔、药

用硬片类药包材加工工艺多为热加工［１７］，本身微生

物负载较少，且表面均属平整光滑规整的平面，采用

接触碟法进行微生物计数采样能更好地收集污染微

生物，收集效果优于标准规定的擦拭法等方法。然

而接触碟法也存在一定局限性，如被检物体表面含

菌量过多，表面不平整、不光滑、形状不规则时，被检

测对象表面微生物的采样回收率会受到影响［１８］。接

触碟法用于片材类药包材采样，实验效率高，污染几

率低，采集回收率高，检出率高；用于片材类药包材

检验，实验方法简便、灵敏、可操作性强，结果重复性

好，更好保地证检验结果的有效性。本实验评估了

接触碟法用于片材类药包材微生物采集方法的科学

性，拓宽了接触碟法的使用范围，扩展了接触碟法实

用价值的推广和应用，为片材类微生物限度计数方

法检查提供一种新的思路和方法。
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