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摘要　目的：通过药品中污染微生物鉴定和溯源分析能力验证，考察山东省药品生产企业对污染微生物的
鉴定、溯源以及对微生物异常检测结果的处理分析能力。方法：本次能力验证模拟一起药品微生物污染事

件，设计产品污染组（共５个样品，模拟５个产品，其中１个加入２种目标菌混合物，其余４个为阴性）和生
产环节污染组（共５个样品，模拟５个生产环节，其中４个分别加入了单一目标菌或干扰菌，其余１个为阴
性）的能力验证样品，２６４家药品生产企业参与了能力验证活动，从样品检验，微生物种属鉴定，微生物系统
进化分析，污染溯源等方面，评价参加单位的微生物鉴定分析的综合能力。结果：２５９家参与企业报告了结
果。３５％的企业未能正确判断阴性或阳性样品，判为不合格；４９８％的企业虽正确检测了样品，但未能正
确鉴定出微生物种属或未进行微生物鉴定操作，判为合格；４６７％的企业正确鉴定出微生物种属，但未能进
行有效的溯源分析，判为良好；仅有４家企业基于１６ＳｒＲＮＡ基因构建了系统发育树，但未能在菌株水平上
进行近缘关系比对和溯源。结论：多数参与企业基本具备检出污染微生物的能力。但是，污染微生物的鉴

定、溯源分析能力以及处理异常检测结果的能力还需要进一步加强。

关键词：能力验证；微生物鉴定；微生物污染；溯源；亲缘关系比对；微生物检验

中图分类号：Ｒ９１７　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：０２５４－１７９３（２０２４）０３－０４２７－０７
ｄｏｉ：１０１６１５５／ｊ０２５４－１７９３２０２４０３０７

Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｉｎｇｆｏｒｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｔｒａｃｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ

ＸＵＸｉａｏ－ｊｉｅ１，２，３，ＦＥＮＧＤａｎ－ｙａｎｇ１，２，３，ＲＥＮＬｉ－ｈｏｎｇ１，２，３，
ＭＥＮＧＸｉａｏ－ｌｉ１，２，３，ＳＨＥＮＺｈｅｎ１，２，３，ＸＩＮＧＳｈｅｎｇ１，２，３，ＤＩＮＧＢｏ１，２，３，４

（１．ＳｈａｎｄｏｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｊｉｎａｎ２５０１０１，Ｃｈｉｎａ；２．ＳｈａｎｄｏｎｇＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｏｆＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙｆｏｒＳａｆｅｔｙ

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎｏｆＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇ，Ｊｉｎａｎ２５０１０１，Ｃｈｉｎａ；３．ＩｎｄｕｓｔｒｉａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＦｏｕｎｄａｔｉｏｎＰｕｂｌｉｃＳｅｒｖｉｃｅＰｌａｔｆｏｒｍ，Ｊｉｎａｎ２５０１０１，Ｃｈｉｎａ；

４．ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓＳｈａｎｄｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｉｎａｎ２５００１２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｔｒａｃｉｎｇａｎｄａｂｎｏｒｍａｌｏｃｃｕｒｓｉｎｄｒｕｇ
ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｓｂｙｔｈｅｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｉｎｇｆｏｒｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｔｒａｃｅａｂｉｌｉｔｙｉｎＳｈａｎｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ
Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｗａｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍａｎｅｖｅｎｔｏｆｄｒｕｇｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ，ａｎｄｓａｍｐｌｅｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｇｒｏｕｐａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｔｅｓｔｉｎｇａｎｄｔｒａｃｉｎｇｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅｏｆ
２６４ｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｓｆｒｏｍｔｈｏｓｅａｓｐｅｃｔｓｏｆｄｒｕｇｃｏｎｔｒｏｌ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｇｅｎｅｔｉｃｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｎｄｔｒａｃｅａｂｉｌｉｔｙ．Ｔｈｅｃｏｎ
ｔａｍｉｎａｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｇｒｏｕｐｗａｓｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆｆｉｖｅｓｉｍｕｌａｔｅｄｓａｍｐｌｅｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｏｎｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｈｉｃｈｉｎｃｌｕｄｅｄ
　　　　



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

，
..

（
/

）　　 　　 　

ＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅａｎｄＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ａｎｄｆｏｕｒｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｓｔｅｒｉｌｅＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐｗａｓｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆｆｉｖｅｓｉｍｕｌａｔｅｄｓａｍｐｌｅｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｆｏｕｒｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓａｎｄｏｎｅｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ，ｂｕｔｅａｃｈ
ｏｆｔｈｅｆｏｕｒｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｉｎｃｌｕｄｅｄｏｎｌｙｏｎｅｓｔｒａｉｎｏｆＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ，Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓ
ｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓａｎｄＰｓｅｕｄｏｍｏｎｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＲｅｓｕｌｔｓ：２５９ｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｓｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈｅｉｒｒｅｓｕｌｔｓＴｈｅｒａｔｅｏｆ
ｕｎｑｕａｌｉｆｉｅｄ，ｑｕａｌｉｆｉｅｄ，ｇｏｏｄａｎｄｅｘｃｅｌｌｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅ３５％，４９８％，４６７％ ａｎｄ０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＢｕｔｆｏｕｒ
ｒｅｓｕｌｔｓｒｅｐｏｒｔｅｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｗｉｔｈｏｕｔｇｅｎｅｔｉｃｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｔｔｈｅｓｔｒａｉｎｌｅｖｅｌＴｈｅ
ｕｎｑｕａｌｉｆｉｅｄｒｅｓｕｌｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎａｃｃｕｒａｔｅｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅＴｈｅｑｕａｌｉｆｉｅｄｒｅｓｕｌｔｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ａｃｃｕｒａｔｅｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎｂｕｔｉｎａｃｃｕｒａｔｅｓｐｅｃｉｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｒｎｏｔＴｈｅｇｏｏｄｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄａｃｃｕｒａｔｅｓｐｅｃｉｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎｗｉｔｈｏｕｔｅｆｆｅｃｔｉｖｅｔｒａｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｏｓｔｄｒｕｇｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｓｔｏｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔｍｉｃｒｏｏｒ
ｇａｎｉｓｍｓｔｅｓｔｉｎｇａｒｅａｃｃｅｐｔａｂｌｅＢｕｔｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｔｒａｃｅａｂｉｌｉｔｙ，ｔｈｅｐｒｅｃｉｓｅｊｕｄｇｅ
ｍｅｎｔａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｍｅａｓｕｒｅｓｔｏａｎｅｍｅｒｇｅｎｃｙｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｄｒｕｇｓｒｅｍａｉｎｔｏｂｅｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｅｄ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｉｎｇ；ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ；ｔｒａｃｉｎｇ；ｇｅｎｅｔｉｃｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ；ｍｉｃｒｏｂｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌｔｅｓｔ

　　药品微生物污染伴有种类多样，污染环节不确
定，生物负载数量级差异以及污染不均匀性等诸多

特点，受污染产品的分析不能仅仅停留在微生物限

度检查结果上，确定污染菌种属，结合工艺过程，查

找并排除污染源，才能从根本上杜绝污染的再次发

生，为产品质量保驾护航［１］。生产企业在药品微生

物污染的过程控制中负有主体责任，微生物实验室

的检验能力与生产管理水平起到至关重要的作用，

对检出的污染微生物进行菌种鉴定与溯源分析是核

心技术，为偏差调查提供方向，为污染源的清除做好

生物学准备［２－４］。

为了解全省药品生产企业对污染微生物的鉴

定、溯源能力，以及对微生物异常检测结果的处理分

析能力，督促企业加强相关能力建设，履行主体责

任，参照２０２０年版《中国药典》和 ＣＮＡＳ实验室能力
验证的相关要求运作，实施了本次能力验证［５－８］。

１　样品准备和考察
１１　情景设计　在某企业连续生产５个批次产品
的检验中发现，其中１个批次产品受到了微生物污
染。企业立即启动应急预案，回顾生产过程后，对

可能污染样品的操作员的手部、仪器内壁、清洁工

具、罐装区浮游菌、生产纯化水系统等 ５个生产环
节进行采样和分析；对产品中分离出的微生物和上

述生产环节采样分离出的微生物进行鉴定，比对微

生物鉴定结果，分析污染原因，得出初步的解决

方案。

１２　样品设计　本次能力验证为每个参与企业提

供１０个标准样品，分为２组，包括产品组和生产环节
组，每组５个样品。产品组样品中微生物的加入方
法：５个样品中，随机抽取１个，加入阴沟肠杆菌和金
黄色葡萄球菌混合的定量菌株；另外４个样品不加
菌，保持无菌状态。生产环节组样品中微生物的加

入方法：５个采样样品中，随机抽取４个，分别加入阴
沟肠杆菌、金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌（干扰菌）

和铜绿假单胞菌（干扰菌）的定量菌体；剩余１个样
品不加菌，保持无菌状态。标准样品的分组和含菌

情况，见表１。
１３　样品制备　分别接种金黄色葡萄球菌、表皮葡
萄球菌、铜绿假单胞菌和阴沟肠杆菌至１０ｍＬ胰酪
大豆胨液体培养基中，３２５℃培养１８～２４ｈ。取以
上培养物涂布至胰酪大豆胨琼脂平板上，３２５℃培
养２４ｈ。用０１％无菌蛋白胨水溶液１０ｍＬ洗下胰
酪大豆胨琼脂平板上的培养物，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
３ｍｉｎ，清洗３次，最后离心沉淀物加入０１％无菌蛋
白胨水溶液（稀释溶剂）１０ｍＬ。用浊度与该浊度对
应的菌数线性关系计算该浊度对应的菌数。根据冻

干后与冻干前的回收率，将已知菌悬液的浓度稀释

或浓缩至需要的菌浓度。调节好的菌悬液按要求加

入冷冻保护液，混匀后定量分配成型，作为阳性样

品。另取未加入菌悬液的冷冻保护液定量分配成

型，作为阴性样品。以上成型样品放入 －１８℃冰箱
预冻，再放入－８０℃冰箱高冻。高冻后放入真空冷
冻干燥机升华，冷冻干燥结束后进行无菌分装。分

装后放入自封袋内，封口，并对其进行标识。
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表１　能力验证标准样品含菌情况
Ｔａｂ．１　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｏａｄｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅｉｎｔｈｅｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｉｎｇ

样品分组　　　
（ｓａｍｐｌｅｇｒｏｕｐ）　　　

样品　　　　
（ｓａｍｐｌｅ）　　　　

含菌情况

（ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｎｔｅｎｔ）

产品组（ｐｒｏｄｕｃｔｓｇｒｏｕｐ） 产品１（ｐｒｏｄｕｃｔ１） 阴性（无菌）（ｎｅｇａｔｉｖｅ（ｓｔｅｒｉｌｅ））

产品２（ｐｒｏｄｕｃｔ２） 阴性（无菌）（ｎｅｇａｔｉｖｅ（ｓｔｅｒｉｌｅ））

产品３（ｐｒｏｄｕｃｔ３） 阴性（无菌）（ｎｅｇａｔｉｖｅ（ｓｔｅｒｉｌｅ））

产品４（ｐｒｏｄｕｃｔ４） 阴性（无菌）（ｎｅｇａｔｉｖｅ（ｓｔｅｒｉｌｅ））

产品５（ｐｒｏｄｕｃｔ５） 阴沟肠杆菌（１０３～１０４ｃｆｕ）＋金黄色葡萄球菌（１０５～１０６ｃｆｕ）
（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ（１０３～１０４ｃｆｕ）＋Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ（１０５～１０６ｃｆｕ））

生产环节组（ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ） 生产纯化水系统（ｐｕｒｉｆｉｅｄｗａｔｅｒｓｙｓｔｅｍ） 阴沟肠杆菌（１０３～１０５）（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ（１０３～１０５ｃｆｕ））
操作员的手部（ｏｐｅｒａｔｏｒｈａｎｄ） 金黄色葡萄球菌（１０３～１０５ｃｆｕ）或表皮葡萄球菌（１０３～１０５ｃｆｕ）

［Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ（１０３～１０５ｃｆｕ）ｏｒＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓ（１０３～１０５ｃｆｕ）］
灌装区浮游菌（ａｉｒｂｏｒｎｅｂａｃｔｅｒｉａ
ｉｎｆｉｌｌｉｎｇｚｏｎｅ）

表皮葡萄球菌（１０３～１０５ｃｆｕ）或金黄色葡萄球菌（１０３～１０５ｃｆｕ）
［Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓ（１０３～１０５ｃｆｕ）ｏｒＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ（１０３～１０５ｃｆｕ）］

清洁工具（ｃｌｅａｎｉｎｇｔｏｏｌ） 铜绿假单胞菌（１０３～１０５ｃｆｕ）［Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ（１０３～１０５ｃｆｕ）］
仪器内壁（ｉｎｓｉｄｅｗａｌｌｓｏｆｅｑｕｉｐｍｅｎｔ） 无菌（ｓｔｅｒｉｌｅ）

１４　菌数评价　每批随机取 ６个阳性样品，用于
菌落计数，选取平板菌落在３０～３００ｃｆｕ稀释级计
算。取产品组阳性样品，用稀释溶剂１０倍梯度稀
释至１０－４菌悬液，取 １０－４菌悬液 ０１ｍＬ涂布至
胰酪大豆胨琼脂平板，３２５℃培养 ４８ｈ，计数金
黄色葡萄球菌。另取 １０－１菌悬液 ０１ｍＬ涂布至

紫红胆盐葡萄糖琼脂平板上，计数阴沟肠杆菌。

取生产环节组阳性样品，用稀释溶剂稀释至 １０－３

菌悬液，取０１ｍＬ涂布至在胰酪大豆胨琼脂平板
上，３２５℃培养４８ｈ，分别计数相应阳性菌数，计
数结果均在能力验证方案要求的范围内。结果

见表２。

表２　能力验证阳性样品菌数分析
Ｔａｂ．２　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｏｆｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｉｎｇ

样品分组　　　

（ｓａｍｐｌｅｇｒｏｕｐ）　　　

阳性菌　　

（ｐｏｓｉｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａ）　　

计数结果

（ｃｏｕｎｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔ）／ｃｆｕ

计数结果对数值

（ｌｏｇｃｏｕｎｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔ）

ＲＳＤ／

％

产品组（ｐｒｏｄｕｃｔｓｇｒｏｕｐ） 阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ） （２０±０６）×１０３ ３３０±０１５ ４４

金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ） （６６±１１）×１０５ ５８２±００８ １３

生产环节组（ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ） 铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ） （６０±１９）×１０４ ４７８±０１４ ２９

表皮葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓ） （５０±０９）×１０４ ４７０±００８ １７

阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ） （５２±１３）×１０４ ４７１±０１１ ２４

金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ） （４９±１８）×１０４ ４６９±００２ ０３５

１５　均匀度和纯度　产品组阳性样品和生产环节
阳性样品，按标准样品生产批量的７％随机取样，接
种至胰酪大豆胨液体培养基中，３２５℃培养１８ｈ，增
菌培养物划线接种至胰酪大豆胨琼脂平板上，均检

出目标菌，并无其他杂菌污染。

１６　无菌检查　阴性标准样品，按标准样品生产批
量８％随机取样，接种至胰酪大豆胨液体培养基中，
３２５℃培养７ｄ，均无菌生长。
２　能力验证实施
２１　标样分组和储存　产品组随机选取４个阴性

样品和１个含金黄色葡萄球菌和阴沟肠杆菌的阳性
样品，每５支放一个盒子，共制备产品组标样３２０盒，
编号ＰＴ００１－ＰＴ３２０。生产环节组共计３２０盒标样，
编号ＰＴ００１－ＰＴ３２０，每盒５支样品，分别标注生产纯
化水系统、操作员手部、罐装区浮游菌、清洁工具和

仪器内壁，编号和加菌要求，见表３。编号相同的产
品组和生产环节组作为一个标样，置于装有足够冰

袋的隔热泡沫箱，密封。

２２　作业指导书　无菌操作，在西林瓶中加入
１０ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基，溶解，充分混匀后，
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　　　　 表３　生产环节组的标准样品编号
Ｔａｂ．３　Ｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

盒包装编号

（ｓａｍｐｌｅＮｏ）

标样内包装（西林瓶命名）及加菌要求（ｉｎｎｅｒｐａｃｋｉｎｇ（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ－ｂｏｔｔｌｅｎａｍｅｓ）ａｎｄｂａｃｔｅｒｉａ）

生产纯化水系统

（ｐｕｒｉｆｉｅｄｗａｔｅｒｓｙｓｔｅｍ）
操作员的手部

（ｏｐｅｒａｔｏｒｈａｎｄ）
罐装区浮游菌

（ａｉｒｂｏｒｎｅｂａｃｔｅｒｉａｉｎｆｉｌｌｉｎｇｚｏｎｅ）
清洁工具

（ｃｌｅａｎｉｎｇｔｏｏｌ）
仪器内壁

（ｉｎｓｉｄｅｗａｌｌｓｏｆｅｑｕｉｐｍｅｎｔ）

ＰＴ００１至ＰＴ１６０
（ＰＴ００１ｔｏＰＴ１６０）

阴沟肠杆菌

（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ）
金黄色葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）
表皮葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓ）
铜绿假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）
不加菌

（ｓｔｅｒｉｌｅ）

ＰＴ１６１至ＰＴ３２０
（ＰＴ１６１ｔｏＰＴ３２０）

阴沟肠杆菌

（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ）
表皮葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓ）
金黄色葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）
铜绿假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）
不加菌

（ｓｔｅｒｉｌｅ）

转移至１００ｍＬ胰酪大豆胨液体培养基中，作为增菌
液。取上述增菌液，置３０～３５℃培养１８～２４ｈ，以涂
布或划线的方式接种于胰酪大豆胨琼脂培养基，置

３０～３５℃培养３ｄ，逐日观察，必要时可以延长培养
时间，根据菌落生长情况，适时终止培养。仔细观察

平板上的菌落形态，挑取不同形态的菌落进行分离、

纯化、染色境检、菌种鉴定。可选择商业化的生化鉴

定试剂盒、试剂卡或分子生物学方法或其他适宜的

方法，进行菌种鉴定，判定其种属。

本次能力验证要求对比产品组与生产环节组污

染微生物，分析判断产品组阳性样品中分离出的污

染微生物，可能来源于哪个生产环节。并根据检测

结果简要介绍污染控制措施。同时建议有能力的企

业可采用分子生物学方法，构建系统进化树，进一步

分析产品组和生产环节组中的污染微生物的系统进

化关系。

２３　评价原则　（１）检出所有模拟样品中的阳性
样品（包括产品组和生产环节组），判定为结果合

格；有１个及以上阳性样品未检出，或阴性样品错
判为阳性样品，判定为结果不合格；（２）准确鉴定出
阳性样品中的微生物种属，并可以对产品中的污染

微生物来源于哪个生产环节做出正确判断，判定为

良好；（３）采用分子生物学方法，构建系统进化树，
进一步分析产品组和生产环节组污染微生物的系

统进化关系，并给出合理的污染控制措施，判断为

优秀。

２４　结果统计　全省１６地市共有２６４家企业报名
参加本次能力验证，按时报送结果２５９家，１２１家结
果良好，１２９家结果合格，９家结果不合格，分别占比
报送结果企业的４６７％，４９８％和３５％。有４家企
业基于１６ＳＲＮＡ构建了系统发育树，但未能在菌株
水平上进行近缘关系比对和溯源分析，因此，没有企

业获得优秀。

根据生产品种类型不同，将报送结果企业划分

为中药类９１家、化药类８１家、综合类（中药和化药）
２１家、生物制品类１６家、原辅料类４５家和医疗器械
类５家。能力验证结果见图１。

根据生产品种微生物荷载量不同，将报送结果

企业划分为无菌类５４家，非无菌类１８２家和兼有类
（无菌产品和非无菌产品）２３家。能力验证结果
见图２。
９个不合格结果，共计９０个样品瓶，包括４５个

阳性样品瓶和４５个阴性样品瓶。结果呈现多种多
样的错误操作和记录，见表４。
３　讨论
３１　不同生产企业的能力差异　２５９家参与企业
中，有３５％因操作过程中的交叉污染，没有正确完
成相关验证试验，说明基础能力薄弱，判为不合格；

超过９６％的企业被判为合格，这说明在现行的监管
体制下，生产企业微生物检验能力建设是卓有成效

的；在２５９份验证报告中，仅 ４家企业构建了基于
１６ＳｒＲＮＡ基因的系统发育树，但是未能在菌株水平
上进行系统进化关系比对和溯源分析，说明企业在

分子生物学层级的鉴定能力、溯源和亲缘关系的分

析能力上亟待加强。本次能力验证总体情况良好，

但距离真正实现以企业为主体的微生物污染过程控

制目标还有一定距离［９］。

中药类、化药类和原辅料类生产企业均存在不

合格的情况，特别是中药类和原辅料类生产企业，不

合格率高且获得良好的比例低，可能的原因是中药

饮片、中成药和药用辅料等的微生物限度标准较为

宽泛，高温、辐照等灭菌工艺容易降低微生物负载，

因而微生物检验能力未能引起生产企业的足够重

视。而综合类生产企业获得良好结果的比例明显高

于其他类生产企业，且没有不合格的情况。微生物

检验检测能力与产品种类、生产环境、企业规模等
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图１　按生产品种类型分类的能力验证结果

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓｕｍｍａｒｙｏｆｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｉｎｇｆｏｒｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｄｒｕｇｔｙｐｅｓ

图２　按微生物荷载分类的能力验证结果汇总

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｕｍｍａｒｙｏｆｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｉｎｇｆｏｒｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓａｃ

ｃｏｒｄｉｎｇｔｏｂａｃｔｅｒｉａｌｌｏａｄ

因素存在关联性，相对于其他企业，综合类生产企业

规模大，产品质量意识更强，生产研发的洁净环境控

制较好，不断的接受企业内外部的各种检查、培训，

检验检测的硬件和软件建设水平相对较高，其微生

物检验能力可以有效保障产品的微生物质量安全，

但是鉴于本次能力验证结果，企业在分子生物学检

验能力上需要持续加强［１０］。

根据微生物荷载分类的结果，生产环境和产品

中微生物荷载较高的非无菌类生产企业相较于无菌

类生产企业和兼有型生产企业，不合格率更高而良

好率更低。非无菌药品往往只重视微生物数量，即

是否超限，很多异常情况，如批次产品菌数的突然增

加、异常形态的菌落等，不会得到关注。简单的重复

性的工作，其能力得不到锻炼。非无菌类企业应摒

弃产品有菌正常的放行观念，应深入探讨污染菌是

否可接受，不断提高污染菌鉴定和溯源的能力，真正

把过程控制作为质量目标［１１］。
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表４　不合格能力验证结果的分类
Ｔａｂ．４　Ｔｈｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｕｎｑｕａｌｉｆｉｅｄｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ

样品分类　　
（ｓａｍｐｌｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ）　　

类型　　
（ｃａｔｅｇｏｒｙ）　　

错误结果

（ｉｎａｃｃｕｒａｔｅｒｅｓｕｌｔ）

阴性样品（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ） 阴性样品检出有菌（ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｓａｍｐｌｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｐｏｓｉｔｉｖｅ）

报告检出金黄色葡萄球菌、腐生葡萄球菌、表皮葡萄球菌、蜡样芽胞杆菌、枯草芽孢杆

菌、铜绿假单胞菌、阴沟肠杆菌和白色念珠菌（ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ，Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅａｎｄＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）

阳性样品（ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ） 阳性样品未检出（ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓａｍｐｌｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｎｅｇａｔｉｖｅ）

表皮葡萄球菌和阴沟肠杆菌未检出（ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓａｎｄ
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｎｅｇａｔｉｖｅ）

产品组阳性样品（ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓａｍｐｌｅｓｉｎｐｒｏｄｕｃｔｓｇｒｏｕｐ）

目标菌鉴定错误（ｉｎａｃｃｕｒａｔｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

报告检出大肠埃希菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、表皮葡萄球菌、小肠结肠炎耶尔森

杆菌、沙门菌，或仅报告其中一种菌（ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，Ｐｓｅｕｄ
ｏｍｏｎｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓ，Ｙｅｒｓｉｎｉａｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ，Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｅｃｉｅｓ，ｏｎ
ｌｙＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅｏｒＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｂｕｔｂｏｔｈ）

生产环节组阳性样品（ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓａｍｐｌｅｓｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ）

目标菌鉴定错误（ｉｎａｃｃｕｒａｔｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

表皮葡萄球菌报告检出白色念珠菌、蜡样芽胞杆菌、阴沟肠杆菌和金黄色葡萄球菌；阴

沟肠杆菌报告检出枯草芽孢杆菌、表皮葡萄球菌、小肠结肠炎耶尔森杆菌、大肠埃希菌、

柠檬酸肠杆菌和沙门菌（ｔｈｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＣａｎｄｉ
ｄａａｌｂｉｃａｎｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ，ＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅｏｒＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ；Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈ
ＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓ，Ｙｅｒｓｉｎｉａ
ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ，Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｉｔｒａｔｅａｎｄＳａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｅｃｉｅｓ）

菌种溯源（ｓｔｒａｉｎｔｒａｃｉｎｇ） 溯源错误（ｉｎｃｏｒｒｅｃｔｔｒａｃｉｎｇ） 未给出溯源结果；金黄色葡萄球菌溯源到表皮葡萄球菌；阴沟肠杆菌溯源到表皮葡萄球

菌或铜绿假单胞菌（ｒｅｐｏｒｔｓｗｉｔｈｏｕｔｓｔｒａｉｎｔｒａｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔ；Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｗａｓｔｒａｃｅｄ
ｂａｃｋｔｏＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐｉｄｅｍｉｄｉｓ；ＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅｗａｓｔｒａｃｅｄｂａｃｋｔｏＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｏｕｓｅｐ
ｉｄｅｍｉｄｉｓｏｒＰｓｅｕｄｏｍｏｎｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）

３２　企业分离出的污染菌分析　阴性样品中错判
的金黄色葡萄球菌、腐生葡萄球菌和表皮葡萄球菌

为人源性的微生物，蜡样芽胞杆菌、枯草芽孢杆菌、

铜绿假单胞菌和白色念珠菌为环境常见的微生物，

而检出阴沟肠杆菌说明操作过程中存在１０个样品
瓶的交叉污染的可能，操作过程的规范性和洁净环

境控制存在问题；表皮葡萄球菌和阴沟肠杆菌未被

药典收载，部分实验室仅能检测药典要求的控制菌；

金黄色葡萄球菌和阴沟肠杆菌的混合样品仅能检出

一种，这反映了部分企业缺乏解析复杂污染样品的

能力。

葡萄球菌属、芽孢杆菌属和肠道菌群是药品微

生物污染的常见菌，根据《伯杰氏系统细菌学手

册》［１２］，生物学分类同属的细菌有很多相同的生化反

应，因此常规的几个生化反应有时不能有效区分亲

缘关系接近的微生物，需要借助集成的生化反应鉴

定卡或仪器方能鉴定准确［１３－１５］。药品生产企业应

按照通则９２０４［５］微生物的鉴定程序，并结合自身条
件建立菌种鉴定的 ＳＯＰ，能够熟练掌握待检菌的分
离纯化和初筛试验，进而完成表型微生物鉴定。

３３　原始记录中的问题解析　从本次能力验证参
与单位提交的报告书和原始记录中发现诸多问题有

待企业完善，问题如下：（１）实验操作基本功不扎实，

无菌操作、耗材使用、平板划线等不规范，不能分区

划线获得单菌落；（２）原始记录书写不规范，缺少必
要的培养基和仪器介绍，未能严格按照作业指导书

进行实验操作，菌落形态观察不准确、革兰染色结果

异常、生化反应结果等表述不清楚；（３）洁净环境、仪
器设备表面、实验耗材和培养基等消毒灭菌不彻底，

操作过程中存在污染，阴性样品错判为阳性或检出

本次能力验证范围之外的微生物；（４）微生物生化鉴
定能力不足，参与企业仅能按照作业指导书要求进

行至非选择性平板划线，或参照《中华人民共和国药

典》控制菌检查的方法和选择性培养基进行基本判

断，部分参与企业虽使用生化鉴定管或集成的生化

鉴定卡，但由于缺乏经验和生物学知识导致结果的

误判；（５）分子生物学手段鉴定溯源的能力整体欠
缺，２５９家参与企业仅有４家企业委托外部检测机构
进行了１６ＳｒＲＮＡ基因测序，构建了系统发育树，但
是也未达到在菌株水平上鉴定溯源的目的。

３４　检验能力建设的意见　通则９２０３［５］从人员、设
施和环境条件、检验方法、实验记录、结果的判断等

１３个方面对药品微生物实验室质量管理进行了详细
的阐述和规定，而本次能力验证进一步证实了部分

生产企业在微生物实验室质量管理能力上的不足，

缺少合理且健全的管理规程和ＳＯＰ来保障检验结果
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的准确性和可靠性。针对能力验证报告中发现的问

题，结合通则９２０３，提出以下整改意见：（１）切实做好
检验人员的理论教学和实操培训，必须对无菌操作、

菌落形态学观察、菌种的转接、菌种染色和鉴定等基

础的微生物检验技术考核合格后方可上岗，并建立

继续教育平台，及时更新知识和技能，培养具备微生

物学教育背景的管理人员，以应对突发的微生物污

染事件；（２）实验记录必须原始、准确、清晰，需对实
验中涉及的环境、设备、培养基和批号以及培养条件

等记录和保存，具备追溯性。检验人员应严格按照

ＳＯＰ开展试验操作，尽可能降低人员操作造成的系
统误差；（３）实验室的环境监测应根据日常监控和污
染情况及时调整，通过监测结果的统计学分析，完成

洁净室的风险评估，并制定有效的管理手段，保证实

验环境不影响检验结果的准确性。实验室使用前后

的清洁、消毒和卫生要彻底，要根据微生物的污染情

况选择消毒效果最佳的消毒剂；（４）实验耗材和培养
基应严格按照经验证的灭菌程序灭菌，灭菌设备实

际应用的灭菌条件和装载状态需定期使用生物指示

剂进行性能验证，以确保实验用耗材和培养基的无

菌性；（５）微生物鉴定和溯源是生产企业过程控制微
生物污染的理论和实践基础，也是建立符合自己生

产特征污染菌种库的途径，更是药品质量控制的重

要手段，企业应提高风险意识，加强人员管理，加大

设备投入，不断提升药品微生物检验的水平［１－２］。
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