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摘  要 

各国药典现行的无菌检查法存在着耗时长、有部分微生物在常规的培养方法下不生长等问题，因此建立

快速的无菌检查新方法，以提高检测灵敏度、准确度、自动化程度，缩短检验时间，补充或替代现行药

典的常规检查方法，已经成为国内外无菌制剂的研究热点。本文就核酸扩增、流式细胞、三磷酸腺苷生

物发光成像及呼吸作用等新技术在无菌快速检测中的研究进展进行了综述。 
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Abstract 
For pharmacopeias in domestic and abroad, there are deficiencies in the existing sterility test in-
cluding long inspection time and some microorganisms unable to grow under routine experimen-
tal conditions, etc. It has become a focus of sterile preparation research to establish a new method 
of sterility test in order to improve its sensitivity, accuracy, automation and also shorten the in-
spection time. Such research aims to supplement or replace routine examination methods in the 
current pharmacopeias. This paper reviews the research progress of rapid sterility test by using 
the advanced technology of nucleic acid amplification, flow cytometry, ATP bioluminescence and 
respiration in recent years. 
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1. 引言 

药品的微生物检查是保证药品质量、降低临床不良反应的必要手段。对于高风险的无菌制剂，无菌

检查在其生产、流通和监管环节具有重要意义。目前各国药典对药品的无菌检查均采用培养基浑浊观察

法来判断其无菌状况[1] [2]。现行的无菌检查法作为法定方法及判定金标准沿用多年，适用范围广，但也

存在着一定的局限性。首先，现行检查法耗时长，需要 14 d 的培养时间。对于短效期的无菌制剂，如部

分细胞和基因治疗产品、正电子发射层析显像产品(PET)等，现行的无菌检查法无法保证在产品使用前完

成检查，不利于产品的快速放行，也不利于企业及早采取纠正措施。而对于无法终端灭菌的产品，也迫

切需要补充快速的检查方法实现在线无菌检查。其次，现行的无菌检查法具有一定的主观性，对于不引

起培养基浑浊的微生物污染，肉眼观察无法识别，可能产生假阴性判断，影响结果的准确性和可靠性。

同时在整个检查过程中需逐日观察，自动化程度低。再者，当药品中的细菌处于活的非可培养状态(viable 
but nonculturable state, VBNC)时，菌落在常规的培养方法下无法生长繁殖，难以被检出[3]。 

鉴于上述问题，探索和创新无菌快速检测技术，弥补药典现行无菌检查法的不足，以缩短检验时间，

提高检测灵敏度、准确度、自动化程度，已经成为国内外无菌制剂的研究热点。中国药典 2010 年版首次

在指导原则中收载了药品微生物检验替代方法验证的内容。美国药典于 2019 年 12 月新增一章节<1071>
《无菌短货架期产品放行的快速微生物检查法：依据风险评估的方法》，为快速微生物检查法的应用提

供指导原则。在该章节中，推荐适用于快速微生物检查的技术包括(按字母顺序排列)：三磷酸腺苷生物发

光成像技术、流式细胞、等温微量热法技术、核酸扩增、呼吸作用、固相细胞计数。其中需要指出，等

温微量热法技术在无菌产品放行试验中的具体应用尚未确定。固相细胞计数需要快速地对可过滤液体中

的微生物进行计数，对不可过滤的产品不适用。因此，本文选取了其中的四项技术，核酸扩增、流式细

胞、三磷酸腺苷生物发光成像技术、呼吸作用，对国内利用这些新技术进行无菌检查的研究进展进行了

综述，以期促进无菌快速检测技术的进一步普及推广，并为无菌制剂的快速检测提供参考。 

2. 核酸扩增 

实时荧光定量 PCR (Real-time fluorescence quantitative PCR)是在传统 PCR 基础上加入荧光信号系统

从而达到实时监测 PCR 扩增的目的。根据信号基团的不同，实时荧光定量 PCR 可以分为染料法和探针

法。染料法成本较低，但存在着类似于普通 PCR 非特异性扩增产物干扰的假阳性问题。探针法中使用的

探针多是 TaqMan 探针，其特异性有引物和探针双重保证，检测结果以更客观的数据形式呈现，可对样

本进行阳性、阴性和可疑的判定，从而确保结果的准确性[4]。与染料法相比，在一定程度上避免了假阳

性问题的出现。 
细菌的 16S rRNA 基因内部结构由可变区和保守区组成，保守区为所有细菌共有，可变区在不同细

菌之间存在不同程度的差异，具有属或种的特异性，选用 16S rRNA 作为分子指标已逐渐成为微生物检
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测和分类鉴定的工具。王晓冲[5]等学者针对细菌 16S rRNA 应用实时荧光定量 PCR 技术开展药品无菌快

速检测的研究。根据细菌的 16S rRNA 基因保守序列，选择通用引物和特异性荧光探针，进行实时荧光

定量 PCR 检测。该研究将样品分别经大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、生孢梭菌人工污染，

利用实时荧光定量 PCR 方法和现行药典方法进行无菌检查，经比对，两种方法检出结果一致。考虑到样

品中可能存在死菌及其基因组，实验中使用叠氮溴化丙锭(PMA)抑制死菌的基因组 DNA 扩增，并通过验

证得出：PMA 可有效去除样品中死菌和其 DNA 片段的干扰，确保实时荧光定量 PCR 方法能准确区分出

样品中活菌的存在。同时，通过考察得出该方法的最低检测限为 2 cfu/PCR，相当于 20 cfu/ml 的污染量

即可被检出。 
研究显示，实时荧光定量 PCR 方法具有准确度高和灵敏度高的特点，并且可以将检测时间缩短至 4

小时左右，在无需培养的情况下即可进行无菌检查，接近实时检测，同时解决了不可培养微生物难以被

检测的问题，具有明确的可操作性和实际应用价值，可以作为药品无菌检查的快速筛查方法[6]。由于该

方法的试剂盒成本高，DNA 抽提过程需要特殊仪器，同时在实验过程中涉及到引物、探针的设计和验证

以及标准曲线的制作，所以一般情况并不适用于常规检测。 

3. 流式细胞 

流式细胞技术(flow cytometry)的检测原理是使用荧光染料标记微生物细胞，当微生物细胞以单细胞

形式通过流式细胞柱时，以高能量激光照射高速流动下被染色的单细胞，检测并测量其产生的散射光和

发射荧光的强度，经数字化处理和识别软件分析，实现对样品中微生物的检测分析。只要是可进行荧光

分子标记的微粒和细胞，均可应用流式细胞仪(flow cytometer)检测。流式细胞技术因其能快速、大量地

对细胞(或微粒)进行定性或定量检测，具有自动化和标准化的优点，在国外细菌实验室的常规检测中应用

广泛，但在国内的发展和起步较晚。 
宋光艳[7]等学者应用流式细胞技术进行药品无菌快速检测的研究。该研究选用荧光染料 SYTO9 对

药品中微生物进行荧光标定，SYTO9 具有很强的微生物细胞膜穿透能力，与核酸结合后信号强度能极大

地增强，因此能够通过荧光强度的强弱将药品中的微生物和非生物粒子区分开，对微生物具有良好的标

定作用[8]。将样品按照不同的污染量，分别人工污染大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌、枯

草芽孢杆菌、生孢梭菌和以上混合菌液，采用流式细胞方法和药典方法进行无菌检查，比对两种方法的

检出结果和检出时间。两种方法的检出结果一致，采用流式细胞仪检测可以大大缩短检出时间，更加快

捷。当样品中微生物污染量达 105 cfu 或更高水平时，采用流式细胞仪无需增菌即可直接检出，染色标定

15 min，上机检测 30 s 便能够得到检测结果。当污染量在 10 cfu 或以上但未达 105 cfu 水平时，流式细胞

方法需经一定时间的微生物富集培养后方可检出，但检出时间仍比药典常规检测方法缩短了 40%~70%。

通过对溶液型注射液和注射用无菌粉末两种模型药品的考察，采用流式细胞方法的检出限均<10 cfu。 
研究显示，流式细胞技术具有自动化及标准化的优点，并可将检测时间大大缩短，在无需培养或只

需较短时间富集培养即可提高检测限的情况下进行无菌检查，具有明确的可操作性和实际应用价值，可

考虑作为法定检查法的有效补充。  

4. 三磷酸腺苷生物发光成像技术 

所有活细胞的能量都以 ATP (Adenosine triphosphate)形式储存，当 ATP 和虫荧光素在荧光素酶和氧

气的催化氧化下，释放能量，产生光信号。通过检测 ATP 在反应过程中产生的荧光强度，可以间接测定

样品中的微生物含量。 
魏树源[9]等学者研究应用 ATP 生物发光技术进行疫苗中间产品的无菌检查。该研究对 59 批麻疹减
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毒活疫苗单次收获液分别用 ATP 生物发光法和药典无菌检查法进行检测，比较两者结果的一致性。采用

前培养法进行增菌培养 72 h 后，通过 ATP 荧光检测仪测量相对荧光值(Relative Light Units, RLU)，无污

染样品获得低 RLU 结果，而污染样品的 RLU 值比无污染样品高出 2 倍以上。通过增菌培养，游离的 ATP 
(如有些培养基成分本身含有的 ATP)基本降解殆尽，而哺乳动物细胞由于培养环境改变很快死亡，从而

可以有效区分微生物与非微生物的 ATP。研究结果显示，两种方法检测结果的阳性符合率为 80%，阴性

符合率为 98.15%，两种方法各有 1 个样品另外一种方法未检测出。经分析，出现这种情况的原因可能为

抽样误差所致。另外，样品本身、ATP 提取剂等含有的离子或者疫苗原液残留的抗生素等因素，都有可

能会对 ATP 的测定产生干扰，需待进一步研究探讨。 
ATP 生物发光技术是一项成熟的技术，因其操作快速简便、重现性好等特点，被惠氏制药、葛兰素

史克等多家国外制药企业采用作为疫苗的微生物检测。由于其检测限约为 103 cfu/ml，灵敏度不高，所以

一般需经过富集培养 24~72 h 后方可检测。但较之现行无菌检查法的 14 d 培养周期，ATP 生物发光法仍

然可以有效地缩短检验时间，减少无菌产品的库存周期，实现无菌制剂的快速检查，为无菌检查提供一

种新的参数放行模式。 

5. 呼吸作用 

微生物液体培养时产生 CO2，可以通过监测密闭容器中 CO2 含量的变化来监测微生物的生长，

BacTALERT® 3D 微生物检测系统正是基于这一原理进行检测。如果检测样品中有微生物存在，当微生物

代谢培养基中的底物时，产生 CO2，CO2 信号被该系统的 LES 感应器捕获，并经过信号转换和放大，系

统发现阳性后立即报警。在适当条件下经过一定天数培养后，如果 CO2 水平无显著改变，则判定样品为

阴性。 
李珏[10]等学者考察研究 BacTALERT® 3D 微生物检测系统在特定注射剂产品中替代无菌检查法的

可行性。该研究选取门冬氨酸钾镁注射液、丹参注射液和鸦胆子油乳注射液三种不同类型的无菌制剂，

分别从专属性、检测限、重复性及耐用性这四个方面，比较采用 BacTALERT® 3D 微生物检测系统及药

典无菌检查法两者检测结果的异同。研究结果显示，对于门冬氨酸钾镁注射液，BacTALERT® 3D 微生物

检测系统与药典无菌检查法的检测结果基本相当，并且可以极大缩短培养时间，细菌 48 h，真菌 72 h 内

可以测定并得到可靠检测结果。但专属性试验结果显示，BacTALERT® 3D 微生物检测系统不适用于丹参

注射液和鸦胆子油乳注射液的无菌检查，存在假阴性或假阳性的情况。由此可见，样品本身的特性对于

BacTALERT® 3D 微生物检测系统的影响是明显的，有其局限性，并非适用于所有样品。因此，在考察替

代方法的可行性时，需要逐一样品进行验证。国内外药典对采用替代方法时均有进行方法验证的规定。

中国药典在药品微生物检验替代方法验证指导原则中规定，采用非药典规定的检验方法(即替代方法)时，

应进行替代方法的验证，确认其应用效果优于或等同于药典的方法。美国药典在新增章节<1071>《无菌

短货架期产品放行的快速微生物检查法》中要求每个专属产品均有方法适用性评估。 
基于呼吸作用原理的微生物检测技术都需要检测微生物的生长和代谢活动，因此通常需要 2~7 d 培

养才能得到结果，但与现行的无菌检查法相比，仍然可以有效地缩短培养和检测时间。此外，BacTALERT® 

3D 微生物检测系统的优点在于转接简单，采用通过传感器检测颜色信号变化的技术，免去了传统无菌检

查法中的繁琐操作和人为的浊度判读法。 

6. 展望 

近年来，生物技术的快速发展为制药行业带来了新的活力和新的挑战，基因治疗药物、细胞治疗药

物等创新药物的出现为患者带来新的希望，对无菌检查也是一个严峻的考验，单一依靠传统的无菌检查
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法将不能适应新的局面。为满足产品质量控制和快速放行的要求，迫切需要改进与创新无菌检查法。 
与现行的无菌检查法相比，新的无菌快速检测技术自动化程度和灵敏度更高，提高了检测通量，重

现性好，可有效缩短检测时间，从 14 d 的检验周期缩短到几天或几小时，部分技术还实现了实时检测。

检查结果的快速和实时获得，使得实验室从被动模式变为主动模式，不仅可以实现无菌制剂的快速放行，

还可以进行在线过程控制，对无菌生产工艺过程作出及时的微生物质量评价。 
各类无菌快速检测技术平台的发展和应用，包括基于微生物培养的快速发现和鉴定技术、活细胞识

别鉴定技术和基因及芯片识别鉴定技术，能够快速发现并鉴定出多种微生物及变异微生物；能明确样品

中微生物的数目；识别微生物的属、种和亚种，为制药过程中的环境监测、污染事件的调查分析和评估

提供了强有力的技术支撑。不仅可以应对创新药物的无菌检查，还可以加强目前已批准产品无菌检查的

保证水平，提高患者的用药安全性。 
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