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附件 1：药品污染菌耐受性检查指导原则公示稿（第 1 次）

药品污染菌耐受性检查指导原则1

无菌物品是指物品中不含任何活的微生物，其无菌特性一般通过物品中活微2

生物的概率来表述，即非无菌概率（PNSU）或无菌保证水平（SAL）。在药品灭3

菌中，污染菌的耐受性是指微生物抵抗灭菌作用的能力，可以用 D 值来表示。D4

值是指将微生物杀灭 90%所需的灭菌时间或灭菌剂量。在药品生产时，应关注污5

染菌的耐受性对灭菌工艺的挑战，以保证所采用的灭菌工艺能够彻底杀灭可能存6

在的微生物，并达到预期的无菌保证水平。7

本指导原则主要用于指导湿热灭菌物品中的污染菌的耐受性检查，其它灭菌8

或除菌方法亦应关注微生物的耐受性并开展相关研究和评估工作，以保证灭菌工9

艺的有效性。10

被灭菌物品的 PNSU由公式（1）计算（以湿热灭菌为例）。11

(1)12

(1)式中，13

NF：灭菌后的微生物数量14

N0：灭菌前的微生物数量15

F(T,Z)：假设温度系数为 Z，在 T温度下的等效灭菌时间16

DT：微生物在温度 T下的耐受性17

经最终灭菌工艺处理的无菌物品的 PNSU 不得高于 10-6。已灭菌物品的18

PNSU与灭菌后的微生物数量 NF相对应。如公式（1），PNSU的值与灭菌时间、19

灭菌前的微生物数量以及微生物的耐受性相关。因此，在进行灭菌工艺研究、灭20

菌验证或日常监控时，需要对生产或检验过程中分离的污染微生物进行耐受性的21
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监测和评估，从而证明采用的灭菌工艺能够杀灭可能存在的微生物并有一定的冗22

余，使被灭菌物品的 PNSU达到预期。23

药品污染菌的耐受性评估包括芽孢筛查、沸水浴耐热性评估以及 D 值测定，24

可以根据实际情况选择上述一种或多种方法。25

芽孢筛查26

芽孢筛查是通过一定程度的热处理，杀灭细菌营养体后进行培养，从而判断27

是否有芽孢存在于样品中。28

参考非无菌产品微生物限度检查：微生物计数法（通则 1105）制备供试液29

（液体供试品可直接使用供试品原液）置于适当的容器内，70℃加热 30min 后迅30

速冷却，采用薄膜过滤法处理，将滤膜接种至胰酪大豆胨琼脂培养基或胰酪大豆31

胨液体培养基，或将热处理后的供试液直接接种至适宜体积的胰酪大豆胨液体培32

养基中（接种量不得超过培养基总体积的 10%），30~35℃培养 5~7 天。也可使33

用其它经确认的热处理和培养方法。34

在进行芽孢筛查之前，应考虑待测样品抗菌活性，如有必要，参考非无菌产35

品微生物限度检查：微生物计数法（通则 1105）和控制菌检查法（通则 1106），36

采用枯草芽孢杆菌[CMCC(B)63 501]或其它耐热性芽孢开展方法适用性试验。37

枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）[CMCC(B)63 501]的芽孢悬液制备照药品38

微生物实验室消毒剂效力评估指导原则（指导原则 9210）。39

经过培养后如有菌生长，应进行分离纯化，并进行适当水平的鉴定，如判断40

为含芽孢的细菌，应进行沸水浴耐热性评估或 D值测定。41

沸水浴耐热性评估42

进行沸水浴耐热性评估试验时，可以直接对供试液进行沸水浴处理，也可以43

采用薄膜过滤法对供试液处理后，取滤膜置液体培养基（或其他溶液）中再进行44

沸水浴处理。45

在进行沸水浴评估试验之前，应考虑待测样品抗菌活性，如有必要，参考非46

无菌产品微生物限度检查：微生物计数法（通则 1105）和控制菌检查法（通则47
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1106），采用枯草芽孢杆菌[CMCC(B)63 501]或其它耐热性芽孢开展方法适用性48

试验。芽孢悬液制备同芽孢筛查。49

以下沸水浴耐热性评估法可以根据实际情况进行适当调整，也可以使用其它50

经过验证的方法。51

沸水浴耐热性评估法一52

取被灭菌物品制备成供试液（或直接取待测溶液）经过沸水浴（95~100℃）53

加热一定时间后，采用胰酪大豆胨琼脂培养基或胰酪大豆胨液体培养基于54

30~35℃培养 5~7天。建议进行系列时间的沸水浴处理，选取呈阳性结果最长的55

时间，按照表 1估算其 D121℃值。56

一般情况下，该方法得到的 D121℃值高于其实际值。这一情况考虑到了灭菌57

工艺的冗余，为灭菌工艺验证或灭菌工艺监测提供了安全保障。58

表 1 沸水浴评估法一的 D121℃估计值（min）59
呈阳性结果的沸水浴（95~100℃）处理

时间（min）
D121℃估计值（min）

10 ≥0.1
20 ≥0.2
30 ≥0.3
40 ≥0.4
50 ≥0.5
60 ≥0.6
70 ≥0.7
80 ≥0.8
90 ≥0.9
100 ≥1.0

沸水浴耐热性评估法二60

本方法考虑到了初始芽孢数量，根据沸水浴处理后阳性和阴性结果的数量对61

121℃下的 D值进行估算。以下给出计算公式（2）、一定条件下的估算结果（表62

2）以及试验步骤。63

沸水浴处理一定时间后对应的 121℃下的 D值估算使用公式（2）。64
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（2）65

（2）式中，66

D121℃估计：采用沸水浴方法估计的 121℃下的 D值67

t：沸水浴加热时间（min）68

N0：沸水浴加热的每管初始微生物数量（或芽孢数量）69

M 总：进行沸水浴处理的总管数70

M 阴：进行沸水浴处理后呈阴性结果的管数，一般可取M 阴=171

一般情况下，为灭菌工艺的有效性提供足够冗余，应保证对 D 值的高估，72

计算时取 N0为表中芽孢数量的十分之一，取 M 总=6，M 阴=1，沸水浴处理系列73

时间后，其 D121℃估计见表 2。74

表 2 沸水浴评估法二的 D121℃估计值（min）75

95~100℃热处

理时间（min）

D121℃估计值（min）
初始芽孢数

N0＜103cfu
初始芽孢数

103cfu≤N0≤104cfu
初始芽孢数

104cfu≤N0≤105cfu
10 ≥0.11 ≥0.045 ≥0.029
20 ≥0.21 ≥0.091 ≥0.058
30 ≥0.32 ≥0.14 ≥0.087
40 ≥0.43 ≥0.18 ≥0.12
50 ≥0.53 ≥0.23 ≥0.15
60 ≥0.64 ≥0.27 ≥0.17
70 ≥0.75 ≥0.32 ≥0.20
80 ≥0.85 ≥0.36 ≥0.23
90 ≥0.96 ≥0.41 ≥0.26
100 ≥1.1 ≥0.46 ≥0.29

取芽孢筛查或其它监测得到的含芽孢细菌，采用适宜的方法制备芽孢悬液，76

并进行适当的稀释，可以悬浮于灭菌纯化水（或特定溶液）中。将稀释后的芽孢77

悬液（或取待测溶液）置适当的容器（如玻璃试管）中，制备若干支管，于沸水78

浴（95~100℃）加热一系列时间后，采用胰酪大豆胨琼脂培养基或胰酪大豆胨液79

体培养基于 30~35℃培养 5~7 天。根据有菌生长（即阳性结果）的最长时间和芽80

孢浓度查表 2 得到 D121℃估计。也可按照公式（2），根据试验管数以及阳性和阴性81
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管数计算得到 D121℃估计。82

D值测定83

将分离的含芽孢细菌制备芽孢悬液，置于适当的容器中。按照生物指示剂耐84

受性检查法指导原则（指导原则 9208）的阴性分数法或残存曲线法进行 D 值测85

定。根据需求选择测试温度，通常可以选择低于 121℃的温度。86

87

起草单位：中国食品药品检定研究院 联系电话：010-6709569588

参与单位：上海市药品检验研究院、浙江省食品药品检验研究院、广西壮族89

自治区药品检验研究院、四川省药品检验研究院、陕西省食品药品检验研究院、90

宁夏回族自治区药品检验研究院、新疆维吾尔自治区药品检验研究院、广州市药91

品检验所、苏州市药品检验检测研究中心、苏州百特医疗用品有限公司、费森尤92

斯卡比华瑞制药有限公司、四川科伦药业股份有限公司93
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附件 2：药品污染菌耐受性检查指导原则起草说明

药品污染菌耐受性检查指导原则起草说明94

一、目的意义95

药品污染菌耐受性的研究和评估直接影响灭菌工艺的有效性，对达到一定的96

无菌保证水平至关重要。被灭菌物料中污染的微生物（包括芽孢）来源广泛，其97

对灭菌工艺的耐受性未知。以湿热灭菌为例，根据灭菌工艺的杀灭程度不同，应98

制定灭菌前料液中生物负载的耐热性研究策略。目前国内外标准法规都要求在灭99

菌工艺开发、验证和日常监控时应考虑污染菌的耐受性，但是具体的检测和评估100

方法仅有美国药典 2025 年第 3 版通则 56 “灭菌工艺过程中微生物的耐受性检测101

方法”收载。因此，为了指导行业开展微生物的耐受性研究和评估工作，保证灭102

菌工艺的有效性，国家药典委员会微生物专业委员组织起草了《药品污染菌耐受103

性检查指导原则》。104

二、起草过程105

本指导原则起草依托 2024 年药品标准提高项目“药品污染菌耐受性检测指106

导原则的研究（课题编号：2024Y17）”，由中国食品药品检定研究院牵头，上107

海市药品检验研究院、浙江省食品药品检验研究院、广西壮族自治区药品检验研108

究院、四川省药品检验研究院、陕西省食品药品检验研究院、宁夏回族自治区药109

品检验研究院、新疆维吾尔自治区药品检验研究院、广州市药品检验所、苏州市110

药品检验检测研究中心、苏州百特医疗用品有限公司、费森尤斯卡比华瑞制药有111

限公司、四川科伦药业股份有限公司等单位参与起草。课题组通过开展药典标准、112

文献法规比对研究；对药品生产企业进行调研；开展芽孢筛查、沸水浴耐热性评113

估以及 D值测定的试验研究，确定了指导原则的总体框架和具体试验方法参数，114

形成了指导原则草稿，进一步根据行业专家的意见进行了修改，形成本指导原则115
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公示稿。116

三、总体思路117

根据制药工业和检验机构的实际需求，参考美国药典 2025年第 3版通则 56，118

本指导原则分为四个部分：前言、芽孢筛查、沸水浴耐热性评估和 D值测定。119

前言部分强调污染菌耐受性研究和评估的意义和重要性，明确药品污染菌的120

耐受性评估范围，包括芽孢筛查、沸水浴耐热性评估以及 D值测定。121

芽孢筛查部分给出了供试液处理方法、培养基、培养时间以及结果判定，同122

时，提醒需要考虑供试液抑菌性的去除和开展方法适用性试验。123

沸水浴耐热性评估包括法一和法二。法一采用制药工业普遍采用沸水浴加热124

的方法，该方法与美国药典通则 56 收载的方法一致。法二同样是采用沸水浴加125

热的方法，与法一的不同之处是考虑到了初始芽孢数量，可以通过查表或公式计126

算得到更准确的数据。通过试验数据确认，当初始芽孢数量小于 103cfu 时，法二127

与法一结果一致。当初始芽孢数量大于等于 103cfu 时，法二较法一的估算结果更128

为准确。129

D值测定参考生物指示剂耐受性检查法指导原则（指导原则 9208）进行。130


