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摘要 目的：通过对比 3 家不同供应商的无菌预灌装培养平皿实验结果，筛选出质量较好的平皿培养基，

同时探讨其供应商筛选、进厂检查和使用方法，为无菌药品生产企业进行无菌预灌装培养平皿的质量控

制工作提供参考。方法：分别对 3 家供应商的无菌预灌装培养平皿进行 3 个批次的模拟使用，培养基无

菌性、内层包装袋无菌性、平皿密闭性和培养基适用性检查，筛选适合用于无菌生产区洁净环境微生物

监测的平皿培养基。结果：3 家供应商的模拟使用、培养基无菌性和内层包装袋无菌性实验结果没有差

异，供应商 A 的平皿密闭性和培养基适用性实验结果较另外两家更好。结论：本实验方法可用于筛选质

量较好的无菌预灌装培养平皿。
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Abstract Objective: By comparing the tests results from three different suppliers,  the aseptic pre-filling agar 
plate with better quality was chosen. Meanwhile, the selection of suppliers, entry inspection and application of the 
plates were discussed so as to provide references for quality control of the aseptic pre-filling agar plates for sterile 
pharmaceutical manufacturers. Methods: Medium aseptic test, inner packaging bag aseptic test, plate seal test and 
medium suitability test were carried out by simulated use of three different batches of the aseptic pre-filling agar 
plates of three suppliers so as choose suitable one for clean environmental microorganism monitoring in sterile 
production areas. Results: There were no differences in the results of simulated use of three suppliers, including 
the medium aseptic test and the inner packaging bag aseptic test. However, the results of the plate seal test and 
medium suitability test of supplier A were better than those of other two suppliers. Conclusion: This experimental 
method could be used to screen for better aseptic pre-filling agar plates. 
Keywords:  sterile drug production; quality control; aseptic pre-filling agar plates; medium suitability test;  
breathable air bag; material transfer
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无菌预灌装培养平皿的质量控制
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微生物污染是药品质量评估的重要指标[1]，

无菌药品生产企业在生产车间核心区域监测到微

生物污染，说明药品无菌生产过程存在安全隐

患。为避免外源性污染进入药品生产车间[2]，2010

版GMP规定：制药企业需对洁净环境进行动态或静

态监测，使用沉降菌平皿、空气浮游菌平皿和表面
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接触皿评估无菌生产的微生物状况[3]，制药企业一

般通过自配和购买无菌预灌装培养平皿满足其大量

使用的需求。

自配的平皿培养基有一些值得探讨的问题：

①制备无菌平皿培养基需具备配皿、包装、抽真

空、伽马射线终端灭菌等条件，工艺复杂，难以实

现，如不进行终端灭菌易造成假阳性结果[4]；②经

100%的预培养后[5]，需要对平皿培养基进行无菌性

检查，以防带入外来的污染物到监测区；③使用容

器装放平皿，或直接将平皿传入洁净区使用，也会

污染生产区[6]；④自配的平皿有效期短，常小量多

次配制，增加了批间差异和管理成本[7]。

无菌预灌装培养平皿采用双层或三层抽真空

包装，通过伽马射线终端灭菌，在使用时根据物料

传递程序剥除外层包装，避免外源性的微生物和颗

粒通过物料传递过程污染无菌生产区[8]，正逐渐受

到无菌药品生产企业的青睐。

本文对无菌预灌装培养平皿的供应商筛选、

进厂检查和日常使用方法进行了探讨，为无菌药品

生产企业进行无菌预灌装培养平皿的质量控制工作

提供参考。

1   实验材料与方法
1.1   培养基

无菌预灌装培养平皿分别为胰酪大豆胨琼脂

培养基（Tryptose Soya Agar，TSA）和沙氏葡萄糖

琼脂培养基（Sabouraud Dextrose Agar，SDA），规

格为直径90 cm，3层包装，伽马辐照终端灭菌；样

品来自3家不同的供应商，分别以供应商A、供应

商B、供应商C表示。

1.2   主要仪器设备和耗材

BHC-1000ⅡA/B3型生物安全柜（苏州安泰空

气技术有限公司）；DENSIMT型细菌比浊仪（法

国梅里埃诊断产品有限公司）；GNP-9270型隔水

式培养箱（上海精华宏实验设备有限公司）；直径

90 cm空平皿，6004型数字风速计（日本加野麦克

斯公司）；无菌涂布棒，移液器，G560E型电动混

匀器（美国Scientific Industries公司）。

1.3   菌种

金黄色葡萄球菌[CMCC(B)26003]，铜绿假单

胞菌[CMCC(B)10104]，生孢梭菌[CMCC(B)64941]，

枯 草 芽 孢 杆 菌 [ C M C C ( B ) 6 3 5 0 1 ] ， 白 色 念 珠 菌

[CMCC(F)98001]，黑曲霉[CMCC(F)98003]，均购自

中国食品药品检定研究院，试验用菌种的传代次数

不得超过5代。

1.4   实验方法

1.4.1 模拟使用

模拟日常使用过程，人员打开或关闭平皿动作

应流畅，将每家供应商产品进行3个不同批次的独立

试验。平皿堆叠移动时应稳固。

1.4.2 培养基无菌性检查

取2个TSA和SDA，置30～35 ℃和20～25 ℃下

培养72 h和5 d后，观察结果，将每个供应商产品进

行3个不同批次的独立平行试验。经培养后，2个平

皿应无菌生长。

1.4.3 密封内包装无菌性检查

取2袋装TSA和SDA，无菌操作打开第一层和

第二层包装，用TSA接触皿于第二层和第三层包装

表面取样，接触时间应不少于10 s，置30～35 ℃培

养72 h后，观察结果，将每个供应商产品进行3个

不同批次的独立平行试验。第二层和第三层包装应

无菌生长。

1.4.4 平皿密闭性检查

取2个TSA，称量其重量，于较高的侧面风速

下倒置摆放72 h后，再称量其重量，根据前后重量

差计算失水率，将每个供应商产品进行3个不同批

次的独立平行试验。气流可吹至培养皿内，导致平

皿污染、失水，并在皿盖上形成水珠或水雾，应选

择失水率最少的产品。

1.4.5 培养基适用性检查

①样品准备：将待测无菌预灌装培养平皿打

开皿盖，在风速为0.36～0.54 m·s-1的A级单向流

下放置4 h后盖上皿盖；②菌液制备：取金黄色葡

萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠

菌的新鲜培养物，用pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓

冲液制成不大于100 cfu/0.1 mL的菌悬液；取黑曲霉

的新鲜培养物加入3～5 mL含0.05％聚山梨酯80的

pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液，将孢子洗脱，

然后，采用适宜的方法吸出孢子悬液置无菌试管

内，用含0.05％聚山梨酯80的pH 7.0无菌氯化钠-蛋

白胨缓冲液制成不大于100 cfu/0.1 mL的黑曲霉孢

子悬液；③适用性检查：接种0.1 mL不大于100 cfu

的金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆

菌、白色念珠菌、黑曲霉孢子的菌液至TSA，均匀

涂布，在30～35 ℃培养72 h，计数；接种0.1 mL不
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大于100 cfu的白色念珠菌、黑曲霉菌孢子的菌液至

SDA，均匀涂布，在20～25 ℃培养5 d，计数；每

一试验菌株平行制备2个平皿，同时用国家对照培

养基替代被检培养基进行上述试验，将每个供应商

产品进行3个不同批次的独立平行试验。琼脂表面

不应出现裂缝、涟漪、缩小等现象，样品培养基与

对照培养基上菌落平均数的比值在0.5～2，且样品

培养基的菌落形态大小与对照培养基上的一致，无

明显差异[9]。

2   结果
2.1   模拟使用

3家供应商3个不同批次的TSA和SDA模拟日常

使用过程均符合要求。

2.2   培养基无菌性检查

3家供应商3个不同批次的TSA和SDA经培养后

均无菌生长。

2.3   密封内包装无菌性检查

3家供应商3个不同批次的第二层和第三层包

装均无菌生长。

2.4   平皿密闭性检查

以风速为1.44 m·s-1侧吹平皿，测试结果见表

1和图1。供应商A平皿表面外观正常，皿盖没有产

生水珠，失水率最低，与供应商B和C差异明显，

能有效地减少培养过程中外界环境的影响。

表 1   平皿密闭性测试结果

供应商（培养基）
平皿表面外观 皿盖情况 失水率 / %

① ② ③ ① ② ③ ① ② ③

供应商 A（TSA） 正常 正常 正常 没有水珠 没有水珠 没有水珠 3.94 3.67 3.73

供应商 B（TSA） 涟漪 涟漪 涟漪 小量水珠 小量水珠 小量水珠 6.22 6.02 6.61

供应商 C（TSA） 裂缝 裂缝 裂缝 大量水珠 大量水珠 大量水珠 8.48 8.32 8.09

注：①、②、③分别代表 3 个不同的产品批次。

图 1   平皿密闭性测试

2.5   培养基适用性检查

按《中国药典》2015 年版四部“1105 非无菌

产品微生物限度检查：微生物计数法”规定 [5]，培

养基适用性以回收率和菌落形态作判定标准，琼脂

培养基在经过 A 级单向流放置后，含水量对微生

物的促生长起至关重要的作用；普遍以琼脂培养基

是否出现裂缝、涟漪、缩小等现象作为不合格标准，

但较难观察与比较。

本实验采用菌落分布指标 [10]，该指标与琼脂

培养基的含水量相关，当含水量高的培养基在较小

量的菌悬液操作情况下能涂开，于是经培养后菌落

在平板上的分布较均匀；而含水量较少的培养基，

当加入较小量的菌悬液后，培养基立刻将水分吸收，

使菌悬液不能均匀地涂布至平板中，于是经培养后

菌落在平板上的分布较集中，见图 2。基于菌落的

分布情况，使用“很均匀 > 较均匀 > 较集中”表

示菌落均匀程度。

本实验使用 0.1 mL 菌悬液接种涂布 [11]，测试
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结果见表 2 和表 3。供应商 A 培养基质量符合要求；

供应商 B 培养基黑曲霉回收率在第一次测试中不

符合规定（42.2%），且大肠埃希菌的菌落形态和

大小与国家标准培养基上的不一致，见图 3，琼脂

平皿含水量也低；供应商 C 培养基的菌落分布（含

水量）不如供应商 A。

3   讨论
3.1   供应商筛选

本实验经模拟使用，培养基无菌性、密封内

包装无菌性、平皿密闭性和培养基适用性测试后，

发现不同供应商的无菌预灌装培养平皿有差异，本

研究最终选用供应商A的产品。

有的供应商为了减少平皿培养基在培养过程中

的失水量，皿盖与皿底非常密合，这样会造成平皿

培养基打开或关闭时困难，建议在模拟使用测试符

合要求的情况下选用密闭性能较高的平皿培养基。  图 2    菌落分布情况比对

表 2   TSA 培养基适用性检查结果

菌种 
供应商 A 供应商 B 供应商 C

① ② ③ ① ② ③ ① ② ③

金黄葡萄球菌 112.9 104.6 99.3 148.4 112.6 130.9 109.7 96.0 110.3

大肠埃希菌 95.8 87.9 92.0 86.1 82.2 83.2 83.3 74.1 80.3

枯草芽孢杆菌 108.1 96.6 121.7 80.6 87.1 83.3 100.0 103.9 122.5

白色念珠菌 153.3 112.2 124.0 170.0 133.8 143.3 156.7 125.7 172.1

黑曲霉 87.5 97.0 83.9 42.2 61.4 50.3 75.0 71.3 82.6

菌落分布 很均匀 很均匀 很均匀 较集中 较集中 较集中 较均匀 较均匀 较均匀

注：①、②、③分别代表 3 个不同的产品批次。

表 3   SDA 培养基适用性检查结果

菌种 
供应商 A 供应商 B 供应商 C

① ② ③ ① ② ③ ① ② ③

白色念珠菌 133.3 128.7 138.4 163.3 158.4 124.7 122.5 118.8 105.5

黑曲霉 103.1 111.1 108.6 111.5 95.2 105.5 105.3 111.9 115.3

菌落分布 很均匀 很均匀 很均匀 较集中 较集中 较集中 较均匀 较均匀 较均匀

注：①、②、③分别代表 3 个不同的产品批次。

%

%
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图 3   大肠埃希菌菌落形态比对

图 4   含水珠的最内层包装

图 5   外观检查缺陷

3.2   进厂检查

应对每个生产批次的无菌预灌装培养平皿

进行质量控制 [12]，包括核对供应商质检证书 [13]

（Certificate of Authenticity，COA）、外观检查、

培养基无菌性检查、密封内包装无菌性检查和培养

基适用性检查。

外观检查可包括：①冷凝水，最内层包装袋

应不存在明显的水滴和气泡，见图4，平皿盖及皿

盖边缘不应存在流动水滴，平皿培养基表面不应存

在流动水滴；②培养基，皿盖不应有流动水，培养

基表面不应有气泡、流动水、涟漪、开裂、杂物等

现象，见图5。
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3.3   日常使用

建议：①根据自身环境需求，选取带有中和剂

成分的无菌预灌装培养平皿 [14]；②操作人员在使

用前应目视检查质量，包括外观和菌落生长检查；

③要求供应商在最内层包装内附带 1 个或 2 个透气

呼吸袋，将取样后的平皿培养基放入透气呼吸袋内

密封，然后转移至质量控制部培养，培养结束后，

打开包装，点计最终的菌落结果；透气呼吸袋能有

效阻止外源性微生物污染 [15]，避免源于物料传递

或培养过程的假阳性结果。
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