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摘要   目的：研究制药企业洁净区微生物群落的组成及分布规律，为制药企业良好的微生物控制提供依

据。同时，也为超标调查分析、药品检出菌溯源分析及洁净环境菌数据库的建立与分析提供数据支持。

方法：在A、B、C、D、E 五家制药企业的生产洁净车间、洁净实验室、操作人员等监控点采集沉降

菌，运用16S rRNA序列分析、ITS序列分析、看家基因序列分析，将收集获得的细菌、真菌鉴定到属或

种。结果：本研究共收集获得细菌139株，真菌5株。16S rRNA序列分析结果判定葡萄球菌属40株，占

比27.8%；微球菌属27株，占比18.8%；芽孢杆菌属16株，占比11.1%；微杆菌属9株，占比6.3%；不动

杆菌属8株，占比5.6%；假单胞菌属6株，占比4.2%；真菌5株，占比3.5%；其他分属于10个属的菌株共

33株，占比22.9%。结论：制药洁净环境微生物的组成主要为革兰氏阳性球菌包括葡萄球菌、微球菌；

革兰氏阳性杆菌包括芽孢杆菌、微杆菌；少量的革兰氏阴性杆菌如假单胞菌、不动杆菌；还包括少量真

菌。建议制药企业要控制洁净区人员数量，规范人员更衣进场程序和洁净区行为，制定有效的清洁消毒

程序，加强环境监控，定期分析监控数据，研究数据变化趋势，出现异常数据，应及时采取措施，使洁

净区处于良好的受控状态。
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Abstract   Objective:   To study composition and distribution of microflora in clean areas of pharmaceutical 
enterprises, lay a basis for good microbiological control of pharmaceutical enterprises and to provide data for the 
investigation and analysis of standard exceeding, traceability analysis of drug-detecting bacteria and establishment 
and analysis of clean environmental microorganism database. Methods: Airborne environmental microorganisms 
in manufacturing workshops, clean laboratories, personnel and other monitoring points of five pharmaceutical 
enterprises marked A, B, C, D and E were collected. 16S rRNA sequence analysis, ITS sequence analysis, and 
housekeeping gene sequence analysis were used to identify genus or species of the bacteria or fungi collected. 
Results: A total of 139 bacteria and 5 fungi were collected in the study. The results of 16S rRNA sequence analysis 
determined 40 strains of Staphylococci, accounting for 27.8%; 27 strains of Micrococci, accounting for 18.8%; 16 
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strains of Bacilli, accounting for 11.1%; 9 strains of Microbacteria, accounting for 6.3%; 8 strains of Acinetobacters, 
accounting for 5.6%; 6 strains of Pseudomonades, accounting for 4.2%; 5 strains of fungi, accounting for 3.5% 
and other 33 strains belonging to 10 different genera, accounting for 22.9%. Conclusion: The composition 
of microorganisms in pharmaceutical clean areas is mainly Gram-positive cocci including Staphylococci and 
Micrococci; Gram-positive bacilli (Bacilli and Microbacteria included); a small number of Gram-negative bacilli 
such as Pseudomonades, Acinetobacters, as well as a few fungi. It is suggested that pharmaceutical enterprises 
should control the number of personnel in the clean areas, standardize the personnel's dressing procedures and clean 
area behavior, formulate effective cleaning and disinfection procedures, strengthen environmental monitoring, 
regularly analyze monitoring data, study datum trends and take measures in time to deal with abnormal data so as to 
keep the clean areas in a good state of control. 
Keywords：  clean areas; microflora; 16S rRNA gene sequence analysis; dnaJ gene sequence analysis; ITS gene 
sequence analysis

微生物污染是影响药品质量，引发药品安全

问题的重要原因。据文献[1]报道，2004-2011年

间，因微生物污染被美国FDA召回的事件共642

起，在2010-2011年间召回数量明显增加；这些召

回事件中涉及到的产品类型主要包括医疗器械，其

次是药品，其中药品占比26%，包括无菌药品及非

无菌药品。因此，制药环境良好的微生物控制是保

证药品质量安全的重要措施。  

对制药洁净环境污染微生物进行良好的控

制，首先需要了解其污染微生物的组成、分布规律

及特点，以便于更好地控制洁净区人员数量、规范

人员更衣进场程序和洁净区行为、制定有效的清洁

消毒程序，从而使洁净区处于正常的运行和良好的

受控状态下，最大程度地降低药品污染微生物的可

能性。

目前，制药行业洁净区微生物群落分布规律

的相关研究较少，人们对制药环境了解不多[2-3]。

吴根福等[4]通过对洁净室空气、表面和人员中的细

菌进行长期监测，分析洁净室微生物群落的构成及

筛选出优势菌株，用于研究更有效的消毒方法。国

外多篇研究[2-3,5]通过对不同洁净等级的生产环境长

期监测，揭示洁净室微生物群落的分布特征，为质

量管理人员提供可靠的数据参考。       

本研究通过采集A、B、C、D、E五家制药企

业C级和D级区的144株环境菌株，采用16S rRNA序

列分析、ITS序列分析或依据种属信息增加看家基

因的方法，对搜集获得的环境菌株进行鉴定。依据

鉴定结果，分析制药企业环境菌的组成、分布规律

及特点，为制药企业洁净环境良好的微生物控制提

供数据支持。

1   仪器与试剂
T100型PCR仪（BIO-RAD），NU-543-600S型

生物安全柜（NUAIRE），INC821C型恒温培养箱

（Yamato），SQ810C型压力灭菌器（Yamato），

SCIENTZ-48型高通量组织研磨器（宁波新芝生物

科技有限公司），TW12型恒温水浴（Julabo）， 

氯仿、异戊醇、异丙醇、无水乙醇（均为国药化

学试剂有限公司），PrepGEM Bacteria PBA0100

型DNA提取试剂盒（ZyGEM），2×Taq Plus PCR 

MasterMix（TIANGEN），胰酪大豆胨琼脂培养基

（Tryptic Soy Agar，TSA）（北京三药科技开发公

司），沙氏葡萄糖琼脂培养基（Sabouraud Dextrose 

Agar Medium，SDA）（北京三药科技开发公司）。

2   方法及结果
2.1   采样与培养

本研究通过沉降菌采集方式对A、B、C、D、

E五家制药企业的生产洁净车间包括人员气锁、卸

载间、灌装间、洁净实验室、操作人员等多个监控

点采集环境菌株。

使用TSA平板，依据GB/T16294-2010《医药工

业洁净室（区）沉降菌的测试方法》，按采样点布

置图逐一放置，从里到外逐个打开培养皿盖，暴

露于空气中30 min达到规定的时间后盖上培养皿盖

子，于32.5℃培养箱中倒置培养48 h。挑取平板中

菌落，分别进行2次以上TSA或SDA平板划线分离

纯化菌落，用于微生物鉴定，并保存。
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2.2   菌种保存

用接种环挑取分离纯化的菌落置25%甘油管

中，沿壁打散，涡旋至均匀的菌悬液，置于－50℃

冰箱冻存。

2.3   微生物鉴定

2.3.1   基因组提取

依据细菌基因组试剂盒产品说明书提取细菌

基因组。采用十六烷基三甲基溴化铵法（CTAB）

提取真菌基因组。

2.3.2   基因片段扩增      

2.3.2.1   扩增引物

本研究所用基因片段扩增引物见表1。

表 1   基因片段扩增引物

基因 引物 序列

16SrRNA 27F 5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’

1492R 5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’

dnaJ SA-（F） 5’GCCAAAAGAGACTATTATGA3’

SA-（R） 5’ATTGYTTACCYGTTTGTGTACC3’

ITS ITS1 5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’

ITS4 5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’

2.3.2.2   PCR反应体系

16S rRNA：DNA模板1.5 μL，引物各5 pmol，

2×Taq DNA聚合酶12.5 μL，用双蒸水补齐体系至

25 μL。

dnaJ：DNA模板1.5 μL，引物各5 pmol，

2×Taq DNA聚合酶12.5 μL，用双蒸水补齐体系至

25 μL。

ITS：DNA模板2.5 μL，引物各5 pmol，

2×Taq DNA聚合酶12.5 μL，用双蒸水补齐体系至

25 μL。  

2.3.2.3   PCR反应程序

16S rRNA：95 ℃预变性，4 min；95 ℃变性，

30 s，50 ℃退火，45 s，72 ℃延伸，1.5 min，循环

35次；72 ℃延伸，5 min；4 ℃暂存。

dnaJ：94 ℃预变性，3 min；94 ℃变性，30s，

45 ℃退火，30 s，72 ℃延伸，60 s，循环5次；

94 ℃变性，30 s，50 ℃退火，30 s，72 ℃延伸，

60s，循环30次；72 ℃延伸，3 min；4 ℃暂存。

ITS：95 ℃预变性，4 min；95℃变性，30 s，

48 ℃退火，30 s，72 ℃延伸，1 min，循环30次；

72 ℃延伸，5 min；4 ℃暂存。

2.3.3   PCR产物测序及分析   

PCR产物测序交由北京诺赛基因组研究中心有

限公司完成，所得拼接结果输入至BLAST数据库

比对。

2.4   制药企业洁净区环境微生物多样性分析

本研究收集获得的144株环境菌中，16S rRNA

序列分析结果判定葡萄球菌属40株，占比27.8%；

微球菌属27株，占比18.8%；芽孢杆菌属16株，占

比11.1%；微杆菌属9株，占比6.3%；不动杆菌属

8株，占比5.6%；假单胞菌属6株，占比4.2%；真

菌5株，占比3.5%；其他分属于10个属的菌株共33

株，占比22.9%。见图1。

2.5   基因序列分析在制药企业环境菌鉴别中的应用   

搜集到的139株细菌中，16S rRNA序列分析

法能鉴定到属水平的占比100%，葡萄球菌属菌株

鉴定到种水平的占比85%，芽孢杆菌属鉴定到种

水平的占比43.75%，微球菌属鉴定到种水平的占

比51.85%。本研究运用dnaJ基因序列分析对16S 

rRNA未鉴定到种的葡萄球菌属的5株菌分别进行鉴

别，鉴别结果由表2可知，对于X-2、X-2-6、J-2-

6、J-2-37、J-3-11五株菌，16S rRNA序列分析只

能将其鉴定到属的水平，增加dnaJ基因可将其区分

至种水平。
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图1   五家制药企业洁净区微生物群落组成图

表 2   葡萄球菌属分离菌 16S rRNA 和 dnaJ 基因序列分析结果  

菌种编号 16S rRNA 序列分析鉴定结果 相似值 /% dnaJ 序列分析鉴定结果 相似值 /%

X-2 Staphylococcus capitis subsp. capitis/ Staphylococcus caprae ＞ 99 Staphylococcus capitis ＞ 99

X-2-6 Staphylococcus capitis/ Staphylococcus caprae ＞ 99 Staphylococcus capitis ＞ 99

J-2-6 Staphylococcus ＜ 99 Staphylococcus capitis ＞ 99

J-2-37 Staphylococcus capitis subsp. capitis/Staphylococcus caprae ＞ 99 Staphylococcus capitis ＞ 99

J-3-11 Staphylococcus capitis subsp. capitis/Staphylococcus caprae ＞ 99 Staphylococcus capitis ＞ 99

3   讨论        
3.1   研究样本的代表性

影响洁净区微生物群落分析的重要因素包括

两个方面。一是洁净区的类型和位置，二是对搜集

获得的环境菌的鉴定方法[5]。洁净室的类型因需处

理的产品类型不同而在设计功能上有所不同。所选

洁净区是否为符合药品生产质量管理规范（Good 

Manufacturing Practices，GMP）的A、B、C、D洁净

等级区域，洁净室的温湿度不同，出席人数不同，

是否有水系统都将对搜集的微生物的种类和数量产

生重要影响。微生物鉴定方法的类型及数据库的大

小也会对洁净区微生物群落分析产生影响。

本研究选取的五家制药企业均符合GMP生产

车间要求，洁净分区明确，同处北京，温湿度差

异较小。收集菌株数量达144株，具有一定的代表

性。微生物鉴定方法选择16S rRNA序列分析、ITS

序列分析，同时结合看家基因序列分析，这些方法

属于基因型分析方法，准确率高，数据库大，鉴定

结果可靠。

3.2   制药企业洁净区微生物群落分析

本研究发现，制药企业洁净室分布占比最高

的菌群是革兰氏阳性球菌，包括微球菌属和葡萄球

菌属，总占比46.6%；其次是革兰氏阳性杆菌，如

芽孢杆菌属占比11.1%，微杆菌属占比6.3%；还有
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少量的革兰氏阴性杆菌如假单胞菌属、不动杆菌

属总占比9.8%；真菌占比3.5%。分布特点与国外

环境监测相关报道[2，5]基本一致，以葡萄球菌属和

微球菌属为主，总占比40%；其次是芽孢杆菌属，

占比10%；少量的假单胞菌属，占比8%；真菌占

比3%。  

3.3   制药企业洁净区污染源分析

正常运行的制药行业洁净区主要污染来源有

四种途径：人、空气、表面及水[5]。在制药工业中

最常见的微生物群落很难找到确切的来源[2]。葡萄

球菌属和微球菌属等革兰氏阳性球菌，主要来源

于实验室操作人员，可能是与人员皮肤脱落片状

物有关[5-6]。芽孢杆菌属广泛分布于土壤中，这些

微生物可能由灰尘、物料、人员转移至制药企业

洁净室[5]。不动杆菌属、假单胞菌属等革兰氏阴性

杆菌，可能是通过使用纯化水进行日常清洁的过

程中引入[5]。假单胞菌属条件致病微生物，容易分

散附着于潮湿表面，形成生物膜，干扰工业环境

清洁消毒程序的进行[7]，该类微生物的污染，需质

量控制管理人员寻找合适有效的消毒方法。

3.4   制药企业洁净区环境菌的鉴定

制药行业环境菌长期处于清洁消毒环境中，代

谢活动被抑制，生化反应不典型，传统的生化鉴定

方法不适用于其鉴定分析[8]。细菌的16S rRNA基因

既高度保守，又相对可变，序列同源性可用于区分

鉴定微生物的种类，反映微生物的进化信息[9]。16S 

rRNA基因序列分析也成为鉴定细菌或构建细菌系

统发育关系最常用的方法[10]。通过本研究发现，从

属水平上，16S rRNA序列分析法对制药环境分离菌

株鉴别的准确率达到100%。从种水平上来看，在

制药企业洁净室分布占比最高的葡萄球菌属、微球

菌属等革兰氏阳性球菌鉴别的准确率均大于50%，

说明该法可有效区分制药工业大部分环境菌，但对

于部分亲缘关系较近的物种，16S rRNA基因序列分

析的准确度有限[11-12]。  

近年来，利用蛋白编码基因作为系统发育标

记也成为常用的方法之一[13]。gyrB基因编码DNA

螺旋酶的亚单位B蛋白，是一种Ⅱ型DNA拓扑异构

酶，在DNA复制中起着重要作用，在细菌物种中普

遍分布[14]。已有文献报道，gyrB基因可用于假单胞

菌属、分枝杆菌属、沙门氏菌属、志贺氏菌属、埃

希氏菌属及炭疽芽胞杆菌-苏云金芽孢杆菌属的菌

种鉴定。这些研究的结果表明，gyrB是研究物种

系统发育和分类关系的一个合适标记[15-21]。dnaJ，

又称Hsp40，是热休克蛋白（Heat Shock Protein， 

Hsp）家族的成员之一，广泛分布于真核生物细

胞、细菌和古细菌中[22]。有相关研究表明dnaJ基

因序列可能比其他保守基因（包括16S rRNA基

因）在亲缘关系较近的物种识别中更适合作为靶

序列[23-24]。如果企业需要对洁净室微生物多样性

进行深度分析，可针对不同种属细菌，增加看家

基因，结合多种分析手段，综合分析鉴定结果。

3.5   建议

综上所述，人源常见的微生物如葡萄球菌

属、芽孢杆菌属、微球菌属是制药企业洁净区污染

的主要来源，这与国外相关报道基本一致[2-5]，再

次说明人是制药行业洁净区的主要污染源；但假单

胞菌属和不动杆菌属等革兰氏阴性杆菌占比明显，

是由于本研究是针对于C、D低洁净等级且采用纯

水进行日常清洁的区域进行微生物多样性分析。这

些菌株的出现，也提示制药企业对于低等级洁净室

应加强管理，寻找合理有效的清洁消毒方式，以免

该类微生物转移至高等级洁净区域，从而影响终产

品的安全性。

该项研究结果提示制药企业，可以使用限制

性进入系统或隔离系统以部分或完全隔离人员；控

制洁净区人员数量，尽可能减少人员的流动；规范

人员更衣进场程序和洁净区行为，例如：进入洁净

区的人员应穿着与洁净度要求相适应的防护服，佩

戴帽子和口罩；洁净区内应避免跑动和快速走动；

清洁或消毒洁净区时，应从高洁净等级区域逐渐过

渡至低等级区域。 

对洁净区内仪器设备的表面、墙面和地面应

制定科学有效的消毒程序，中效消毒剂如酸性苯

酚、碱性苯酚、异丙醇等，与杀孢子剂如过氧化

氢、过氧乙酸等交叉使用，最大程度减少微生物污

染的可能性。   

制药用水是满足实验需要和人员、设备清洁

所必须的物质。要密切监控纯化水或注射用水的微

生物负载水平；在设备管道、洁净室地板或表面出

现水溢出或长时间有水滞留的地方会滋生细菌，应

及时清除，保持干燥。且注意在清洁或配制消毒剂

时，应使用与洁净等级相适应的水。  

制药企业需对洁净室持续进行环境监测，定
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期分析监控数据，研究数据变化趋势，一旦出现异

常数据应及时采取措施，确认洁净区是否处于良好

的受控状态。例如洁净区内突然发现大量革兰氏阴

性杆菌，需要考虑是否在洁净室内有水的残留，或

者是否与洁净室内湿度突然上升有关。
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