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摘要　目的：筛选适用于制药环境中寡营养微生物的监测方法，了解制药用水及洁净环境等寡营养条件下
的生物负载及微生物特征。方法：通过比较Ｒ２Ａ和ＴＳＡ培养基对实验室纯水中微生物在不同温度、培养基

及培养时间的计数结果比较，优化寡营养条件下微生物的培养条件和检测方法。以传统方法与寡营养检测

方法同时开展制药生产环境中寡营养微生物的监测，结合１６ｓｒＤＮＡ测序和ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ等技术，对分
离的微生物开展多相微生物鉴定及分析。结果：菌落计数方法、培养基种类和培养时间在微生物计数中有

显著性影响，采用寡营养Ｒ２Ａ培养基分离环境微生物的效果优于 ＴＳＡ培养基。上述２种培养基的微生物

分离谱差异较大，在Ｒ２Ａ培养基中革兰阴性菌的分离率可达３７０％，在ＴＳＡ培养基中革兰阴性菌的分离率

仅为１４０％。此外，初次分离于Ｒ２Ａ培养基的多株条件致病微生物在ＴＳＡ培养基中生长缓慢，在传统监测

方案中易被漏检。结论：随着制药工艺的发展，以革兰阳性球菌为主的人源性微生物污染比例将逐步下降，

适时选用寡营养微生物监测方法作为传统技术的补充，有助于在早期发现生产环境中潜在的不可接受微生

物污染风险。
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　　寡营养微生物（ｏｌｉｇｏｔｒｏｐｈｓ）是一类可存活于有
机物含量极低环境中（含碳量１～１５ｍｇ·Ｌ－１），并保
持一定生长速率的微生物［１］，主要由非发酵革兰阴

性菌组成，广泛存在于天然水体、空气和土壤等自然

环境样本中［２］。寡营养微生物自身耗氧量低、营养

需求少，极易在药品生产环境及其水系统中长期存

活和生长［３］。寡营养微生物一般都具有较强的环境

耐受性，可产生生物被膜、生物毒素和耐受性等自我

保护机制，同时携带多种抗生素耐药性［４－５］，抵抗一

定浓度的消毒剂［６－７］。此外，该类微生物可共享环境

种群的生物学特性，通过质粒在微生物群落间传播

耐药性和抗逆性［８－９］。在营养条件的选择压力下，寡

营养微生物往往处于活的不可培养状态，很难通过

常规手段培养分离［１０］。已知的寡营养微生物主要为

不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｓｐｐ．）、甲基杆菌属（Ｍｅｔｈｙ
ｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐｐ．）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐｐ．）、
伯克霍尔德菌属（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐｐ．）、寡养单胞菌属
（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｓｐｐ．）、气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｓｐｐ．）、军团菌属（Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａｓｐｐ．）和分枝杆菌属
（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐｐ．）等微生物［１１］。其中，不少寡养

微生物属于条件致病菌，每年可引起上万人感

染［１２－１３］。寡营养微生物可随药品原辅料和生产工

艺最终进入终产品中，导致药品和医院制剂的污

染［１４－１５］，是医药产品中内毒素的主要来源之一［９］，

易感人群、免疫抑制和免疫缺陷患者的安全带来巨

大影响。

制药生产过程中生物负载的监控方式主要以胰

酪大豆胨液体培养基（Ｓｏｙｂｅａｎ－ＣａｓｅｉｎＤｉｇｅｓｔＡｇａｒ，
ＳＣＤＡ）或沙氏葡萄糖琼脂（Ｓａｂｏｕｒａｕｄ’ｓＤｅｘｔｒｏｓｅ
Ａｇａｒ，ＳＤＡ）等富营养培养基为主，适合培养嗜中温微
生物［１０，１６－１７］。该类微生物以人源革兰阳性球菌为

主要污染源［１８－１９］。因在自然环境中寡营养微生物

生可能处于活的不可培养状态（Ｖｉａｂｌｅｂｕｔｎｏｎ－ｃｕｌ
ｔｕｒａｂｌｅ，ＶＢＮＣ），且生长缓慢，在首次复苏培养时无法
迅速适应富营养的培养条件，容易被其他微生物群

落掩盖［２０－２１］，难以在制药行业日常监测中快速获得

可培养和可观察的菌落［２２］。因此，传统制药环境监

测中使用的富营养培养方法可能并不适用于寡营养

微生物种群的监测。

随着技术进步，以基因治疗产品等为代表的新

兴生物制品已全面步入了全封闭生产（隔离系统）和

自动化生产（连续制造）的新阶段。在核心生产工艺

中，操作人员直接接触产品的概率持续降低，预期将

显著减少人源性微生物的污染。药品生产链中污染

微生物的种群必然随着生产工艺进步而变化。已有

研究显示，在临床样本和无菌药物生产车间中大量

分离到了寡营养微生物种群［１５－２３］。制药洁净环境

中由物料、空气和制药用水等为主要污染源的寡营

养微生物极有可能成为未来药品污染微生物的重要

因素之一。探索寡营养微生物的有效监测方法已迫

在眉睫。常见的寡营养培养基主要有 Ｒ２Ａ培养基和
１／１０或其他低浓度的 ＳＣＤＡ等培养基［２４－２５］。为有

效分离水系统寡营养环境引入的微生物污染，提高

微生物检出率，国际主流药典已普遍选用 Ｒ２Ａ培养
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基作为制药用水微生物监测的首选培养基［２６－２７］。

本研究通过筛选适宜的寡营养微生物培养方法，

监测制药企业及药品检验实验室典型环境（制药用

水、洁净空气和洁净表面等），解决传统生物负载监测

技术可能漏检寡营养微生物的问题。依托微生物多相

鉴定技术，分析真实制药环境中微生物的种类与群落

分布，丰富我们对制药行业潜在的风险微生物种类的

认知，为企业建立更为全面的环境微生物监测方案，满

足企业对不可接受微生物的风险评估需求。

１　实验材料、仪器与试剂
１１　实验材料

实验中选用的Ｒ２Ａ和ＴＳＡ培养基均采购自北京
陆桥技术有限责任公司，按厂家说明书制备。表面

菌采样平皿规格为５５ｍｍ，其余平皿规格为９０ｍｍ。
试验用纯化水样本来自上海市食品药品检验研究院

微生物实验室管道纯化水。环境样本来自国内某生

物制药公司细胞生产车间。

１２　实验仪器
试验所用主要仪器为 Ｂｉｏｔｙｐｅｒ基质辅助激光解

吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ，布鲁克公
司）；ＶｅｒｉｔｉｉＰＣＲ扩增仪（赛默飞公司）；ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
紫外凝胶成像仪（伯乐公司）。数据统计软件选用

ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ２０１８。
１３　实验试剂

细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒采购自北京天根生

化科技公司。细菌核酸扩增及测序上游引物 ２７Ｆ：
５’－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３’，下 游 引 物
１４９２Ｒ：５’－ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３’。
ＤＮＡ引物合成与测序服务由生工生物工程（上海）股
份有限公司提供。

２　实验方法
２１　药品检测实验室纯水系统微生物监测

以直接接种法和薄膜过滤法分别监测药品检

测实验室内１０个管道纯水使用点。每个使用点的
纯化水采样量不少于 １００ｍＬ。取 ４份纯化水各
１ｍＬ直接接种于 ＴＳＡ培养基中，于 ２０～２５℃和
３０～３５℃各培养 ２个平皿；另取 ４份纯化水各
１ｍＬ接种于 Ｒ２Ａ培养基中，于 ２０～２５℃和
３０～３５℃培养２个平皿。同法以薄膜过滤法替代
直接接种法接种２种培养基，薄膜过滤法（滤膜孔
径≥０４５μｍ，直径约为 ５０ｍｍ）过滤纯化水量为
１０ｍＬ，并置２个温度培养。记录上述培养物在培
养第３、５和７ｄ时的需氧菌总数计数结果，分别计
算不同条件下的菌落数平均值（ＣＦＵ·ｍＬ－１）。分
析２种培养基在不同培养时间、培养温度和接种方
法对纯化水中需氧菌总数计数结果的影响。

２２　制药企业环境微生物监测
对制药业洁净室的采样按２０２０年版《中华人民

共和国药典》通则９２０５要求执行，生产洁净车间采
样布点示意图见图１。

图１　生产洁净车间微生物采样布点示意图

Ｆｉｇ１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｓａｍｐｌｉｎｇｐｏｉｎｔｓｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃｌｅａｎｒｏｏｍｓ
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　　采用Ｒ２Ａ和ＴＳＡ培养基分别收集生产车间洁净
室的沉降菌、浮游菌、设备与操作人员的表面菌，采

样信息见表１。其中，以ＴＳＡ培养基监测的采样点取

２个样品，以Ｒ２Ａ培养基监测的采样点取１个样品，
墙面均仅取１个样品。采样后置３０～３５℃培养７ｄ，
统计需氧菌总数计数结果。

表１　生产洁净车间微生物采样点信息汇总
Ｔａｂ１　Ｓｕｍｍａｒｙｏｆｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｉｎｇｐｏｉｎｔｓｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃｌｅａｎｒｏｏｍｓ

房间

（ｒｏｏｍ）
功能　　

（ｆｕｎｃｔｉｏｎ）　　

洁净度

（ｃｌｅａｎｌ
ｉｎｅｓｓ）

ＴＳＡ培养基采样点数
（ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｉｎｇｐｏｉｎｔｓｕｓｉｎｇＴＳＡｍｅｄｉａ）

Ｒ２Ａ培养基采样点数
（ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｉｎｇｐｏｉｎｔｓｕｓｉｎｇＲ２Ａｍｅｄｉａ）

ＡＢａ ＳＴ ＳＦ　　 ＡＢ ＳＴ ＳＦ　　

２０６ 一更（１ｓｔｃｈａｎｇｉｎｇｒｏｏｍ） Ｄ ２ ２ － １ － －

２０７ 缓冲间（ｂｕｆｆｅｒｒｏｏｍ） Ｃ ２ ２ 门把手（ｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：２ １ １ 内侧把手（ｉｎｓｉｄｅｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：１

２１０ Ｃ级走道（ｃｌａｓｓＣａｉｓｌｅ） Ｃ ２ ２ 墙面（ｗａｌｌ）：２ １ １ 墙面（ｗａｌｌ）：１

２１９ 缓冲间（ｂｕｆｆｅｒｒｏｏｍ） Ｃ －ｂ － 门把手（ｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：２ － － 内侧把手（ｉｎｓｉｄｅｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：１

２２０ 二更（２ｎｄｃｈａｎｇｉｎｇｒｏｏｍ） Ｂ － － 门把手（ｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：２
墙面（ｗａｌｌ）：２
台面（ｄｅｓｋｔｏｐ）：１

－ － 内侧把手（ｉｎｓｉｄｅｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：１
墙面（ｗａｌｌ）：１

２２６ 准备间（ｐｒｅｐａｒａｔｏｒｙｒｏｏｍ） Ｂ － － 门把手（ｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：１
墙面（ｗａｌｌ）：２
冰箱（ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｏｒ）：１
台面（ｄｅｓｋｔｏｐ）：１

－ － 冰箱（ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｏｒ）：１
台面（ｄｅｓｋｔｏｐ）：１

２２１ Ｂ级走道（ｃｌａｓｓＢａｉｓｌｅ） Ｂ － １ 门把手（ｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：２
墙面（ｗａｌｌ）：２

－ １ 内侧把手（ｉｎｓｉｄｅｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：１
墙面（ｗａｌｌ）：１

２２３ 缓冲（ｂｕｆｆｅｒｒｏｏｍ） Ｂ － － 门把手（ｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：２
墙面（ｗａｌｌ）：２

－ － －

２２５ 缓冲（ｂｕｆｆｅｒｒｏｏｍ） Ｂ － － 门把手（ｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：２
墙面（ｗａｌｌ）：２

－ － －

２３５ 细胞制备间（ｃｅｌｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｒｏｏｍ） Ｂ － １ 门把手（ｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：２
墙面（ｗａｌｌ）：２
台面（ｄｅｓｋｔｏｐ）：１
设备表面（ｅｑｕｉｐｍｅｎｔｓｕｒｆａｃｅ）：７

－ １ 内侧把手（ｉｎｓｉｄｅｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：２
墙面（ｗａｌｌ）：２
台面（ｄｅｓｋｔｏｐ）：１
设备表面（ｅｑｕｉｐｍｅｎｔｓｕｒｆａｃｅ）：２

２３５ 生物安全柜（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｆｅｔｙｃａｂｉｎｅｔ） Ａ ２ ２ 设备表面（ｅｑｕｉｐｍｅｎｔｓｕｒｆａｃｅ）：４ ２ ２ 设备表面（ｅｑｕｉｐｍｅｎｔｓｕｒｆａｃｅ）：２

２３７ 缓冲间（ｂｕｆｆｅｒｒｏｏｍ） Ｂ － － 门把手（ｄｏｏｒｈａｎｄｌｅ）：２
墙面（ｗａｌｌ）：２

－ － －

２３９ 污物走道（ｗａｓｔｅｐａｔｈ） Ｃ １ － 墙面（ｗａｌｌ）：２ １ － 墙面（ｗａｌｌ）：１

采样人员（ｓａｍｐｌｅｒ） － － 手套（ｇｌｏｖｅｓ）：２ － － 手套（ｇｌｏｖｅｓ）：２

总计（ｔｏｔａｌ） ９ １０ ５２ ６ ６ ２１

　注（ｎｏｔｅ）ａＡＢ：浮游菌（ａｉｒｂｏｒｎｅｍｉｃｒｏｂｅｓ）；ＳＴ：沉降菌（ｓｅｔｔｌｉｎｇｍｉｃｒｏｂｅｓ）；ＳＦ：表面菌（ｓｕｒｆａｃｅｍｉｃｒｏｂｅｓ）；ｂ未设置监测点（ｎｏｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｐｏｉｎｔｓｓｅｔ）

２３　微生物的鉴定
挑取每个监测平板中表形形态不同的微生物，

分别划线接种至Ｒ２Ａ和ＴＳＡ培养基，置３０～３５℃培
养纯化。采用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ技术对分离的微生
物进行鉴定，对无法获得准确鉴定结果的微生物（置

信度小于２０），采用１６ＳｒＤＮＡ测序技术鉴定。
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ鉴定方法如下［２８］：采用原位甲

酸提取法，将待测微生物均匀涂抹于检测靶板上，自

然干燥后加入 ７０％甲酸溶液 １μＬ，干燥后加入
α－氰基－４－羟基肉桂酸（ＨＣＣＡ）基质溶液１μＬ，

充分晾干后上机检测，确定微生物鉴定结果。１６Ｓ
ｒＤＮＡ测序鉴定方法如下［２９］：将待测微生物用５００μＬ
生理盐水分散，按细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒说明
书提取核酸，置 １００μＬＴＥ缓冲液 －２０℃保存。
ＰＣＲ反应体系：ＤＮＡ模板 ２μＬ，ｒＴａｇＤＮＡ聚合酶
１Ｕ，１×ＰＣＲ缓冲液，４种ｄＮＴＰ各２００μｍｏｌ·Ｌ－１，上
下游引物各２００ｐｍｏｌ·Ｌ－１，加纯化水至５０μＬ。ＰＣＲ
反应条件：９５℃变性１ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ｓ，５６℃退
火３０ｓ，７２℃延伸 ９０ｓ，共３０个循环；７２℃延伸１０
ｍｉｎ，产物置－２０℃保存、测序。测序数据拼接后与
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ＧｅｎＢａｎｋ数据库 （ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ）的核酸信
息比对，确定菌株鉴定结果。

３　试验结果
３１　纯化水系统微生物监测
３１１　纯化水系统的微生物计数　采用单因素方
差分析方法统计药品检测实验室１０个纯化水点位
的需氧菌总数计数结果（表２）。试验选取的３个主
要参数（计数方法、培养基种类和培养时间）显著影

响水系统需氧菌总数计数结果（Ｐ＜００１）。将每个
监测点的菌落计数结果按计数方法（直接接种法与

薄膜过滤法）、培养基种类（Ｒ２Ａ培养基和 ＴＳＡ培养
基）、培养时间（３、５和７ｄ）和培养温度（２０～２５℃和
３０～３５℃）进行分类汇总，采用 Ｏｒｉｇｉｎ３Ｄ条状图功
能绘图（图２），可更直观地确定开展纯化水寡营养微
生物检查的关键条件，即采用 Ｒ２Ａ培养基直接倾注
法处理，置３０～３５℃培养不少于７ｄ。

表２　纯化水系统寡营养微生物监测数据的单因素方差分析
Ｔａｂ２　Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｌｉｇｏｔｒｏｐｈｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｄａｔａｉｎｐｕｒｉｆｉｅｄｗａｔｅｒｓｙｓｔｅｍｓ

因素　　　　　

（ｆａｃｔｏｒ）　　　　　

自由度

（ｄｅｇｒｅｅｏｆｆｒｅｅｄｏｍ）

平方和

（ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ）

均方

（ｍｅａｎｖａｒｉａｎｃｅ）
Ｆ Ｐ

计数方法（ｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄ） １ ４９８３３２５ ４９８３３２５ ９５１９２ ００００

培养基种类（ｍｅｄｉａ） １ １３４５０７５６ １３４５０７５６ ２５６９３７ ００００

培养时间（ｔｉｍｅ） ２ ５３８３５５９ ２６９１７８０ ５１４１９ ００００

计数方法×培养基种类（ｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄ×ｍｅｄｉａ） １ ６４６３２１１ ６４６３２１１ １２３４６１ ００００

计数方法×培养时间（ｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄ×ｔｉｍｅ） ２ ３２４５３７７ １６２２６８９ ３０９９７ ００００

培养基种类×培养时间（ｍｅｄｉａ×ｔｉｍｅ） ２ ４５９２６０７ ２２９６３０４ ４３８６４ ００００

计数方法×培养基种类×培养时间（ｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄ×ｍｅｄｉａ×ｔｉｍｅ） ２ ３２７４２５１ １６３７１２５ ３１２７３ ００００

模型（ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ） １１ ３２９１５２６９ ２９９２２９７ ５７１５９ ００００

误差（ｅｒｒｏｒ） ３４８ １８２１７９０９ ５２３５０ ００００ ００００

修正整体（ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ） ３５９ ５１１３３１７８ ００００ ００００ ００００

３１２　纯化水系统的微生物鉴定　在１０个纯化水采
样点中，从Ｒ２Ａ和ＴＳＡ培养基共分离并鉴定出６８株
典型微生物。其中，Ｒ２Ａ培养基分离得到菌种数量占
比为４２６％（２９／６８），ＴＳＡ培养基分离得到菌株数量
占比为５７４％（３９／６８）。按菌株初次分离的培养基分
类鉴定结果汇总见表３，不同培养基监测到的微生物
种群有较大差异。本次监测中在ＴＳＡ和Ｒ２Ａ培养基
中共同分离出了７种微生物，其中Ｒａｌｓｔｏｎｉａｐｉｃｋｅｔｔｉｉ是
报道对水基质产品可能具备潜在危害的不可接受微生

物。在Ｒ２Ａ培养基中分离出３种在ＴＳＡ培养基上不
易分离或不易生长的条件致病菌株，即Ｂａｃｉｌｌｕｓａｌｔｉｔｕ
ｄｉｎｉｓ、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ和 Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｃｈｏｓｈｉｎｅｎｓｉｓ。这
３种微生物均可产生芽孢，能抵抗部分高温、消毒等不
利条件。当然，在ＴＳＡ培养基中也分离出独特的微生
物种群，包括葡萄球菌属微生物。ＴＳＡ作为常用监测
培养基可检测到更多的人源性污染微生物，Ｒ２Ａ培养
基作为监测寡营养体系的培养基，可有效分离部分生

长较慢的微生物。因此，在水系统监测过程中，可根据

实际情况联合选用寡营养和富营养培养基，以期更全

面、有效的监控水系统污染微生物种类和数量，制定有

针对性的消杀策略。

３２　制药环境寡营养微生物的监测
３２１　制药环境寡营养微生物的计数　对制药生产
车间１３个采样点位的１０４个监测数据进行统计分析。
排除同一采样点２种培养基上均为零值的结果，将非
零值的监测数据列于表４。其中，Ｒ２Ａ培养基的结果
为平皿计数值，ＴＳＡ培养基的结果为２个重复测试的
平均值。采用Ｒ２Ａ和ＴＳＡ培养基对企业洁净环境监
测的结果均满足２０２０年版《中华人民共和国药典》四
部通则９２０５对洁净环境的要求。以双样本Ｔ检验方
法分析，Ｒ２Ａ和ＴＳＡ培养基的计数结果虽然在统计上
无显著性差异（Ｐ＞００５），但Ｒ２Ａ培养基的计数总平
均值（９６ＣＦＵ·皿－１）大于 ＴＳＡ培养基的计数结果
（３８ＣＦＵ·皿－１）。Ｒ２Ａ培养基菌落计数的结果略高
于ＴＳＡ培养基的计数结果。
３２２　制药环境寡营养微生物的鉴定　在制药环境
各采样点中，共分离出１０５种典型微生物。其中，从
Ｒ２Ａ培养基中共分离微生物 ４９株（占比 ４６７％），
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Ａ．以直接接种法与薄膜过滤法为分类因素（ｄｉｒｅｃｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎａｎｄｍｅｍｂｒａｎｅｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｓｃａｔｅｇｏｒｉｚｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ）　Ｂ．以Ｒ２Ａ培养基和ＴＳＡ培养基为分类因

素（Ｒ２ＡｍｅｄｉｕｍａｎｄＴＳＡｍｅｄｉｕｍａｓｃａｔｅｇｏｒｉｚｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ）　Ｃ．以培养时间分别为３、５和７ｄ为分类因素（ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｓｏｆ３，５ａｎｄ７ｄａｓｃａｔｅｇｏｒｉｚｉｎｇ

ｆａｃｔｏｒｓ）　Ｄ．以培养温度分别为２０～２５℃和３０～３５℃为分类因素（ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｆ２０－２５℃ ａｎｄ３０－３５℃ ａｓｃａｔｅｇｏｒｉｚｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ）

图２　不同影响因素下纯化水系统生物负载计数结果

Ｆｉｇ２　Ｂｉｏｂｕｒｄｅｎｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｐｕｒｉｆｉｅｄｗａｔｅｒｓｙｓｔｅｍｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ

表３　ＴＳＡ与Ｒ２Ａ培养基分离微生物汇总表
Ｔａｂ３　ＳｕｍｍａｒｙｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｓｏｌａｔｅｄｂｙＴＳＡａｎｄＲ２Ａｍｅｄｉａ

初次分离的培养基（ｍｅｄｉｕｍｆｏｒｐｒｉｍａｒｙｉｓｏｌａｔｉｏｎ）　 菌株（ｓｐｅｃｉｅｓ）　　　　　 特性（ｃｈａｒａｃｔｅｒ）　　

初次仅分离于ＴＳＡ培养基（ｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅＴＳＡ 米兰农霉菌（Ａｇｒｏｍｙｃｅｓｍｅｄｉｏｌａｎｕｓ） 真菌（ｆｕｎｇｉ）

ｍｅｄｉｕｍ） 巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｑａｔｅｒｉｕｍ） 产芽孢（ｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ）

壁芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｕｒａｌｉｓ） 产芽孢（ｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ）

短短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ） 产芽孢（ｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ）

滕黄短小杆菌（Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｕｔｅｕｍ） 条件致病菌（ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｓｔｉｃｐａｔｈｏｇｅｎ）

埃吉类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｅｌｑｉｉ） ／

解葡聚糖类芽胞杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｇｌｙｃａｎｉｌｙｔｉｃｕｓ） ／

山羊葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｒａｅ） 条件致病菌（ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｓｔｉｃｐａｔｈｏｇｅｎ）

嗜麦芽窄食单胞菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ） 条件致病菌（ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｓｔｉｃｐａｔｈｏｇｅｎ）

初次仅分离于Ｒ２Ａ培养基（ｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅ 高地芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ） 产芽孢（ｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ）

Ｒ２Ａｍｅｄｉｕｍ） 土壤短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ） 产芽孢（ｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ）

桥石短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｃｈｏｓｈｉｎｅｎｓｉｓ） 产芽孢（ｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ）

在ＴＳＡ和Ｒ２Ａ共同分离的菌株（ｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅ 蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ） 产芽孢（ｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ）

ＴＳＡａｎｄＲ２Ａｍｅｄｉａ） 海泥芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｏｃｅａｎｉｓｅｄｉｍｉｎｉｓ） 产芽孢（ｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ）

简单芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｉｍｐｌｅｘ） 产芽孢（ｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ）

类短短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｂｒｅｖｉｓ） 产芽孢（ｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ）

罗伊氏短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｒｅｕｓｚｅｒｉ） 产芽孢（ｓｐｏｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ）

腐殖质类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｈｕｍｉｃｕｓ） ／

皮氏罗尔斯顿菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｐｉｃｋｅｔｔｉｉ） 条件致病菌（ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｓｔｉｃｐａｔｈｏｇｅｎ）
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表４　制药环境监测点ＴＳＡ与Ｒ２Ａ培养基的计数结果
Ｔａｂ４　ＣｏｌｏｎｙｃｏｕｎｔｓｏｆＴＳＡａｎｄＲ２Ａｍｅｄｉａａｔｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｓｉｔｅｓ

房间号

（ｒｏｏｍ）

监测项目　　

（ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｉｔｅｍ）　　

菌落计数（ｃｏｌｏｎｙｃｏｕｎｔ）／（ＣＦＵ·皿 －１）（ＣＦＵｐｅｒｄｉｓｈ）

Ｒ２Ａ培养基（Ｒ２Ａｍｅｄｉｕｍ） ＴＳＡ培养基（ＴＳＡｍｅｄｉｕｍ）

２０６ 沉降菌（ｓｅｔｔｌｉｎｇｍｉｃｒｏｂｅ） ２８ ２２

２０７ 浮游菌（ａｉｒｂｏｒｎｅｍｉｃｒｏｂｅ） １７ ５

２０７ 把手表面菌（ｓｕｒｆａｃｅｍｉｃｒｏｂｅｏｎｄｏｏｒｈａｎｄｌｅｓ） ２ １

２１０ 沉降菌（ｓｅｔｔｌｉｎｇｍｉｃｒｏｂｅ） ６ ２

２１０ 浮游菌（ａｉｒｂｏｒｎｅｍｉｃｒｏｂｅ） ８ ８

２１９ 把手表面菌（ｓｕｒｆａｃｅｍｉｃｒｏｂｅｏｎｄｏｏｒｈａｎｄｌｅｓ） ＜１＃ １

２２０ 墙面表面菌（ｓｕｒｆａｃｅｍｉｃｒｏｂｅｏｎｗａｌｌｓ） ＜１ ０５

２２０ 把手表面菌（ｓｕｒｆａｃｅｍｉｃｒｏｂｅｏｎｄｏｏｒｈａｎｄｌｅｓ） ２ ＜１

２２１ 沉降菌（ｓｅｔｔｌｉｎｇｍｉｃｒｏｂｅ） ＜１ ０５

２２１ 浮游菌（ａｉｒｂｏｒｎｅｍｉｃｒｏｂｅ） １ ０５

２２４ 沉降菌（ｓｅｔｔｌｉｎｇｍｉｃｒｏｂｅ） ３８ １４５

２３５ 把手表面菌（ｓｕｒｆａｃｅｍｉｃｒｏｂｅｏｎｄｏｏｒｈａｎｄｌｅｓ） ２ ０５

２３９ 浮游菌（ｓｅｔｔｌｉｎｇｍｉｃｒｏｂｅ） １ １５

２３９ 墙面表面菌（ｓｕｒｆａｃｅｍｉｃｒｏｂｅｏｎｗａｌｌｓ） ３８ ＜１

２３５ 把手表面菌（ｓｕｒｆａｃｅｍｉｃｒｏｂｅｏｎｄｏｏｒｈａｎｄｌｅｓ） １ ＜１

　注（ｎｏｔｅ）：表中数据排除了同一采样点２种培养基上均为零值的结果（ｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｔａｂｌｅｅｘｃｌｕｄｅｒｅｓｕｌｔｓｗｉｔｈｚｅｒｏｖａｌｕｅｓｏｎｂｏｔｈｍｅｄｉａａｔｔｈｅｓａｍｅ

ｓａｍｐｌｉｎｇｐｏｉｎｔ）；ＴＳＡ培养基监测数据为２个重复的平均值（ｔｈｅｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｄａｔａｆｒｏｍＴＳＡｍｅｄｉｕｍｗｅｒｅａｖｅｒａｇｅｓｏｆ２ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ）；＃．平皿培养基中

无菌落生长（ｎｏｃｏｌｏｎｙｇｒｏｗｔｈｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｏｎｔｈｅｍｅｄｉａ）

从ＴＳＡ培养基共分离微生物５６株（占比５３３％）。
对上述２种培养基分离的微生物进行鉴定（表５），按
革兰染色结果分类，Ｒ２Ａ培养基中革兰阴性菌的分
离率为３７０％，革兰阳性菌的分离率为６３０％。而
ＴＳＡ培养基中革兰阴性菌的分离率仅为１４０％，革
兰阳性菌的分离率高达 ８６０％。以“属”分类，从
Ｒ２Ａ培养基中分离率最高的前３种微生物为 Ｍｉｃｒｏ
ｃｏｃｃｕｓｓｐｐ．、Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．和Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｓｐｐ．，占
比分别为２２５％、１４３％和１４３％。从 ＴＳＡ培养基
中分离率最高的前 ３种微生物为 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｓｐｐ．、Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｓｐｐ．和 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．，占比分别为
３９３％、１９６％ 和 ８９％。其 中，Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ
ｓｐｐ．在ＴＳＡ培养基中分离率占比仅为１８％。相反
的，在 ＴＳＡ培养基中 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐｐ．的分离率占
比超过３９３％，而该微生物在 Ｒ２Ａ培养基中的分离
率仅为１２２％。

Ｒ２Ａ和ＴＳＡ培养基在同一环境中对微生物种群
的分离率存在明显差异，在 Ｒ２Ａ培养基上单一微生
物种群占比明显低于 ＴＳＡ培养基（图３）。同时，微
生物在Ｒ２Ａ培养基的菌落明显小于 ＴＳＡ培养基，即
Ｒ２Ａ培养基中微生物的生长速度相对较慢，符合寡

营养微生物的生长特点。在充分的培养时间下（７
ｄ），Ｒ２Ａ培养基上的微生物在形成独立菌落前，不易
互相掩盖，有利于非优势种群的发现和分离。

ＴＳＡ培养基适合于监测常见人源性污染微生物，主
要为革兰阳性菌；Ｒ２Ａ培养基更适合监测和分离环
境中革兰阴性微生物，能提高洁净环境中寡养微生

物的检出概率。寡养培养方法可作为常规环境监测

方法的补充，更全面的揭示环境污染风险。

４　讨论
生物负载监控是制药生产过程中的一项重要工

作，其目的是确保在药品全生命周期中微生物污染

保持在可接受水平，以满足法规和产品质量标准的

要求。对具体产品及相应工艺的风险评估要求而

言，工艺中的微生物种类和污染量同样重要。传统

制药工艺中无法有效隔离人员操作的影响，人源性

微生物是制药工业过程中引入外源性污染的主要来

源。因此，采用 ＴＳＡ培养基为主的监控技术可有效
反映传统工艺中微生物的总体污染情况［２９－３０］。Ｒ２Ａ
属于寡营养培养基，有助于抑制常见微生物，尤其是

革兰阳性球菌的生长速度，使得其他寡营养微生物

不易被掩盖。且在Ｒ２Ａ培养基上微生物更容易产生



·１９０６　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
//

）　　 　　 　

　　　 表５　制药环境Ｒ２Ａ和ＴＳＡ培养基中典型微生物的分离率
Ｔａｂ５　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｔｙｐｉｃａｌｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｎＲ２ＡａｎｄＴＳＡｍｅｄｉａｉｎｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

序号

（Ｎｏ．）

微生物种类　　　　

（ｔｙｐｅｏｆｍｉｃｒｏｂｅｓ）　　　　

革兰染色

（Ｇｒａｍｓｔａｉｎ）

分离率（ｉｓｏｌａｔｉｏｎｒａｔｅ）／％

Ｒ２Ａ培养基（Ｒ２Ａｍｅｄｉｕｍ） ＴＳＡ培养基（ＴＳＡｍｅｄｉｕｍ）

１ 微球菌属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｓｐｐ．） Ｇ＋ ２２５ １９６

２ 芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．） Ｇ＋ １４３ ８９

３ 寡养单胞菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｓｐｐ．） Ｇ－ １４３ １８

４ 葡萄球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐｐ．） Ｇ＋ １２２ ３９３

５ 微小杆菌属某些种（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐｐ．） Ｇ＋ ８２ ７１

６ 莫拉菌属某些种（Ｍｏｒａｘｅｌｌａｓｐｐ．） Ｇ－ ６１ １８

７ 假单胞菌属 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐｐ．） Ｇ－ ４１ １８

８ 分枝盐场单胞菌属 （Ｓａｌｉｎａｒｉｍｏｎａｓｓｐｐ．） Ｇ－ ４１ ００

９ 短杆菌属（Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐｐ．） Ｇ＋ ２０ ００

１０ 短杆菌属某些种（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐｐ．） Ｇ＋ ２０ ００

１１ 戈登氏菌属（Ｇｏｒｄｏｎｉａｓｐｐ．） Ｇ＋ ２０ １８

１２ 甲基杆菌属（Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐｐ．） Ｇ－ ２０ ００

１３ 副球菌属（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓｓｐｐ．） Ｇ－ ２０ ００

１４ 鞘氨醇杆菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐｐ．） Ｇ－ ００ ３６

１５ 不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｓｐｐ．） Ｇ－ ００ １８

１６ 嗜碱杆菌属（Ａｌｋａｌｉｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．） Ｇ＋ ００ ３６

１７ 布鲁氏菌属（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓｓｐｐ．） Ｇ－ ００ １８

１８ 皮肤球菌属（Ｄｅｒｍａｃｏｃｃｕｓｓｐｐ．） Ｇ＋ ００ １８

１９ 库克氏菌属（Ｋｏｃｕｒｉａｓｐｐ．） Ｇ＋ ００ １８

２０ 瑙曼氏菌属（Ｎａｕｍａｎｎｅｌｌａｓｐｐ．） Ｇ＋ ００ １８

２１ 泛菌属某些种（Ｐａｎｔｏｅａｓｐｐ．） Ｇ－ ００ １８

色素，便于在菌落形成初期的识别。各国药典已规

定在制药用水的监测中使用寡营养培养基［２６］。尝试

使用 ＴＳＢ和 Ｒ２Ｂ液体培养基分析寡营养微生物
（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｐｉｃｋｅｔｔｉｉ、Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｌａｕｔｕｓ等）的生长情
况，初步结果显示，寡营养液体培养基Ｒ２Ｂ中微生物
的生长速率显著低于富营养培养基 ＴＳＢ，培养６０ｈ
后Ｒ２Ｂ培养基中微生物的终浓度约为ＴＳＢ培养基的
３０％～７０％。

随着制药工艺的不断进步，尤其在细胞治疗产

品和基因治疗产品等新兴生物制药工艺中已广泛应

用隔离系统和密闭式生产工艺，极大的避免了人员

与生产过程的直接接触。可以预测随着自动化与隔

离程度的不断提高，人源性微生物污染比例将显著

下降。而自然界中广泛存在的寡营养微生物，如洋

葱伯克霍尔德菌群（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅｐａｃｉａｃｏｍｐｌｅｘ）、罗
尔斯 通 菌 属 （Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｐｐ．）、寡 氧 单 胞 菌 属
（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｓｐｐ．）、鞘氨醇单胞菌属（Ｓｐｈｉｎ
ｇｏｍｏｎａｓｓｐｐ．）、粘质沙雷菌（Ｓｅｒｒａｔｉａｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）、肺

炎克雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａ）、阴沟肠杆菌（Ｅｎ
ｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ）、不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｓｐｐ．）等
微生物，可能会成为药品工艺污染监控的重点。由于

寡营养微生物的生长特性和培养条件与传统方法监测

的人源性微生物有较大差异，适时引入专属的寡营养

微生物监测技术可以有助于发现生产过程中的潜在风

险，为基于风险的质量管理提供数据。

本研究结果显示平皿倾注法的菌落计数结果优

于薄膜过滤。可能是因为薄膜的有效过滤面积较

小，菌落易重叠，同时在薄膜上不易观察微小菌落，

更易被掩盖。本研究中发现，在 Ｒ２Ａ中分离的３种
微生物，即Ｂａｃｉｌｌｕｓａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ、Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ和Ｂｒｅ
ｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｃｈｏｓｈｉｎｅｎｓｉｓ，虽也可在 ＴＳＡ培养基中生长，
但其生长较为缓慢，培养超过５ｄ后仍较难识别。与
水系统微生物存活状态不同，空气中微生物分布具

有更大随机性。使用空气采样器的采样效率和重复

性较水样采集方法差［３１］。虽然，在洁净环境监测结

果中Ｒ２Ａ和 ＴＳＡ培养基的菌落计数结果在统计上
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ＡＲ２Ａ培养基（Ｒ２Ａｍｅｄｉｕｍ）　ＢＴＳＡ培养基（ＴＳＡｍｅｄｉｕｍ）

图３　制药环境中Ｒ２Ａ和 ＴＳＡ培养基中微生物的分离率

Ｆｉｇ３　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｎＲ２ＡａｎｄＴＳＡｍｅｄｉａｉｎｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

不显著，可能与洁净环境的“零”值结果较多有关，但

Ｒ２Ａ培养基可复苏更为丰富的微生物种群。另一方
面，ＴＳＡ培养基的检测时间较短（２～３ｄ），有利于对
企业对时间成本的控制。企业在选择监控方法时，

可以考虑以传统环境监控技术为基础，辅以寡营养

检测技术，基于风险评估原则建立质量风险管理原

则下的环境微生物质量控制技术体系，分析微生物

污染控制中的风险，有效发现生产过程中的潜在不

可接受微生物，有助于指导环境消毒、方法验证等过

程控制方式，消除潜在隐患。

本研究比较了Ｒ２Ａ和ＴＳＡ培养基在制药用纯化
水系统和常见洁净环境生物负载监测的微生物计数

和鉴定结果，初步形成了较为完善的寡养环境微生

物过程监控模式，为制定微生物污染控制策略提供

有效信息。提高实验室对环境微生物种群多样性的

监测能力，完善制药环境微生物的质量监控体系，为

企业质量风险管理提供案例参考。
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