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摘要   目的： 了解企业在无菌工艺模拟试验中存在的问题，把握《无菌工艺模拟试验指南》技术要求，促

进企业规范开展无菌工艺模拟试验，提高无菌药品的无菌保障水平。方法：统计分析 2016-2018 年山东省

药品 GMP 认证中无菌工艺模拟试验开展情况，对缺陷项目进行分类归纳，并结合《无菌工艺模拟试验指

南》的要求提出解决对策。结果：无菌工艺模拟试验中的问题集中在培养与观察、最差条件选择、干预设

计、记录、模拟介质评价、人员培训与操作 6 个方面。结论：建议企业关注灌装产品的培养与观察、合理

设计最差条件和干预、充分评价模拟介质、重视人员培训与操作，确保规范开展无菌工艺模拟试验。
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Abstract   Objective:   To understand the problems in simulating testing of aseptic process and make 
improvement to meet the technical requirements described in Guidance for Simulating Testing of Aseptic 
Process, promote drug manufacturing companies to perform the simulating testing of aseptic process in a right 
way, and improve the sterility assurance level of sterile drugs. Methods: The carrying out of the simulating 
testing of aseptic process in GMP certification work of manufacturers in Shandong Province from 2016 to 2018 
were statistically analyzed. The frequent observed deficiencies were classified and summarized.  Moreover, 
countermeasures were put forward according to the requirements of Guidance for Simulating Testing of Aseptic 
Process. Results: The problems in the simulating testing of aseptic process are as follows, incubation and media 
visual inspection, worst case design, intervention of design, recording, evaluation of simulation medium, personnel 
training and operation. Conclusion: It is recommended that the pharmaceutical companies should pay attention to 
the incubation and visual inspection of the filled products, rationally design the worst cases and interventions, fully 
evaluate the simulation medium, emphasize on personnel training and operation to ensure that simulating testing 
of aseptic process is carried out properly.
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无菌工艺模拟试验中存在的问题与对策

胡敬峰，韩莹（山东省食品药品审评认证中心，济南 250013）

·质量管理·

无菌药品是指法定药品标准中列有无菌检查

项目的制剂和原料药[1]。由于无菌检查无法对整批

产品进行百分之百的检验，同时，用于无菌检查的

培养基也无法保证能检出所有微生物，所以，药品

无菌检查合格并不意味着整批产品一定无菌。在这

种情况下，无菌工艺模拟试验作为一种工具，提
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供了一个评价非终端灭菌产品无菌保障水平的有效

方法[2-3]。

无菌工艺模拟试验是指采用适当的培养基或

其他介质，模拟制剂或原料药生产中无菌操作的全

过程，评价该工艺无菌保障水平的一系列活动。无

菌工艺模拟试验也称为“培养基模拟灌装试验”或

“培养基灌装”（以下简称模拟试验）[4]。为加强

药品生产监管，指导和规范药品生产企业科学系统

地开展模拟试验，国家药品监督管理局组织制定了

《无菌工艺模拟试验指南（无菌原料药）》和《无

菌工艺模拟试验指南（无菌制剂）》，作为实施

《药品生产质量管理规范（2010年修订）》的指导

性文件，自2018年10月1日起施行[5]。

为正确把握《无菌工艺模拟试验指南》的技

术要求，了解模拟试验开展过程中存在的问题，帮

助企业规范开展模拟试验，本文统计分析了近三年

山东省药品GMP认证中无菌工艺模拟试验方面存在

的主要问题并提出了解决对策。

1   检查基本情况
2016年1月1日至2018年12月31日山东省共完

成无菌制剂药品GMP认证94家/次，其中非最终灭

菌产品企业54家/次，占比57%。非最终灭菌产品

企业中存在模拟试验缺陷的企业有26家/次，占比

48%。无菌制剂检查统计情况见图1。

图1   2016-2018年山东省无菌制剂检查情况统计

2016年1月1日至2018年12月31日山东省共完成

原料药药品GMP认证141家/次，其中无菌原料药企

业31家/次且均为非最终灭菌产品。无菌原料药中

存在模拟试验缺陷的有4家/次，占比13%。原料药

检查统计情况见图2。

图2   2016-2018年山东省原料药检查情况统计

年

年
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从统计情况可知，无菌制剂检查中模拟试验

缺陷比例远大于无菌原料药，这一方面说明无菌制

剂中模拟试验问题更为突出，另一方面也说明无菌

制剂检查相比无菌原料药检查更为关注模拟试验开

展情况。

2   模拟试验问题统计
根据无菌药品检查中模拟试验缺陷内容并结

合《无菌工艺模拟试验指南》，归纳模拟试验缺陷

主要有以下几个方面：人员培训与操作、模拟介质

评价、最差条件、干预设计、培养与观察、记录、

偏差处理等。对2016-2018年药品GMP认证中存

在模拟试验缺陷的30家/次企业缺陷项进行分类统

计，发现缺陷频次集中的方面依次是培养与观察、

最差条件选择、干预设计、记录、模拟介质评价、

人员培训与操作。记录方面问题多是企业在模拟试

验开展过程中部分岗位操作或信息未记录造成的，

记录方面缺陷往往与其它方面缺陷交叉存在。缺陷

问题统计见表1。

表 1   模拟试验缺陷问题统计

序号 缺陷方面
缺陷频次 /

（家 / 次）
缺陷内容

1 培养与观察 15 1）培养条件控制不规范（如温度探头布点）;

2）灌装产品剔除不规范（如灌装、扎盖的不良品未进行培养）;

3）培养观察不及时。

2 最差条件选择 12 1）部分工艺未在最差条件下开展 ;

2）最长时限考虑不充分 ;

3）灌装速度设计不合理（如未模拟最大或最小灌装速度）。

3 干预设计 9 1）未根据日常生产活动设计干预类型（如缺少更换灌装器具、设备维修等情况）；

2）未根据日常生产活动确定各类型干预的次数；

3）试验报告未对干预次数进行统计分析。

4 记录 9 1）部分岗位记录（如洗瓶岗位）未纳入验证记录中；

2）部分干预和最差条件（如更换针头、扶倒瓶等）未记录次数和时间；

3）部分记录不完整（如灌装机编号、菌种来源和批号等信息）。

5 模拟介质评价 6 1）培养基促生长试验未开展或不规范；

2）抑菌因素考虑不充分（如生产线上头孢类药品残留对微生物的影响）；

3）模拟介质的适用性考察不充分。

6 人员培训与操作 5 1）模拟试验前未对参加人员完成培训；

2）模拟试验参加人员资格未进行确认或不符合要求；

3）模拟试验过程中人员控制不规范（如缺少参加灌装人员名单）。

7 其它 3 1）模拟试验结束后的清洁未进行确认；

2）模拟试验批量偏小；

3）模拟试验中的偏差调查不充分。

3   解决对策
3.1   关注培养条件，规范培养观察

模拟试验的目标是灌装产品零污染。试验结

果的可靠性依赖于灌装产品的规范培养与观察，模

拟试验的灌装产品须在合适的条件下进行培养，放

弃培养的灌装产品应按照标准剔除并记录，在培养

期间应定期观察培养情况并在培养结束后逐支进行

无菌检查[6]。

灌装产品的培养条件应适宜于一般微生物及

环境分离菌的恢复生长。由于灌装产品批量大且需

要全部培养，生化培养箱体积往往不能满足培养需

求，在这种情况下，很多企业选择自行建设培养室
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进行培养。现场检查中，培养室温度分布验证不充

分、温度监控布点不规范等问题较为集中，企业应

该关注这方面的问题。

灌装产品的剔除应按标准进行，并记录剔除

原因和数量。如果实际工艺中明确规定受干预影响

的产品（容器）应从生产线上剔除，模拟试验时也

可剔除；灌装中有密封性缺陷的灌装产品可以作为

废品剔除；其他情况如外观缺陷、灌装量异常等均

不可剔除。剔除不规范的问题往往从物料平衡中体

现出来，企业应关注模拟灌装数量、培养数量、剔

除数量、培养后检查数量的平衡，对于出现的偏差

进行调查。

培养观察主要包括培养期间的定期观察和培

养结束后的无菌检查。在培养期间，应定期观察培

养基的培养情况，如在培养期间发现有密封缺陷的

灌装产品应进行调查记录。培养结束后，应对所有

模拟灌装产品逐支进行无菌性检查，检查方法应经

过确认，通常应在合适的照度下进行目视观察。培

养观察记录应该及时、准确、全面。

3.2   利用风险评估工具，合理设计最差条件

最差条件是指在正常工作条件边缘下对工艺

条件进行挑战，以确保所有的工作条件均能保证产

品无菌。如果在最差条件下挑战，仍能够达到预期

的可接受标准，那么在正常条件下，对系统的可靠

性将有更高的信心[3]。应注意的是，最差条件并不

是人为创造的超出允许范围的生产状况和环境，也

不能用模拟试验结果来为不合理的操作进行辩护。

最差条件的合理设计是模拟试验关注的重点。

在实际操作中，最差条件应通过风险评估并

结合无菌生产工艺特点来设计。风险评估可以识

别、定义和评价无菌生产工艺中对产品无菌潜在的

不利影响，常用鱼骨头和失效模式影响分析两种风

险评估工具进行[7-9]。风险评估过程中还应结合企

业无菌生产线的具体情况，比如生产过程的最多人

数可能是造成微生物污染的最差条件，但如果人员

减少后操作强度和活动范围增加又会成为新的最差

条件。因此，最差条件应是在风险评估的同时结合

无菌生产工艺、设备装备水平、人员数量和干预等

各方面因素最终确定。

3.3   基于日常生产数据，确定模拟试验干预

干预是指由操作人员按照相关规定参与无菌

工艺生产的所有操作活动。干预可分为固有干预和

纠正性干预。固有干预是指常规和有计划的无菌操

作，如设备安装、装载胶塞、更换料桶、取样、环

境监控等；纠正性干预是指对无菌生产过程的纠正

或调整，如生产过程中清除破碎的瓶子、剔除倒

瓶、排除卡住的胶塞、更换部件、设备故障排除

等。固有干预及经常发生的纠正性干预一般应在每

次模拟中都实施；偶发性的干预可周期性地模拟，

如无菌生产过程意外暂停或重启、无菌状态下设备

偶发故障排除等。模拟试验中干预设计应与实际的

生产活动保持一致，模拟试验不应挑战不合理的干

预，以证明其合理性。

试验方案中合理的干预设计是确保干预规范

开展的关键。首先，要对日常生产干预进行研究，

每半年开展模拟试验前对上一阶段日常生产中的干

预类型和干预次数进行回顾和统计分析，确定日常

生产的所有干预类型和最大干预次数，确保模拟试

验中干预设计与实际的生产活动保持一致。其次，

无菌生产过程中所有干预的类型、次数和时间必须

以文件的形式确定下来，在试验方案中详细写明干

预清单和实施计划。最后，模拟试验中的干预必须

逐一记录，并在模拟试验报告中进行确认。

3.4   合理选择模拟介质，充分进行介质评价

模拟介质包括促进微生物生长的培养基和安

慰剂。模拟介质的选择应该充分考虑被模拟产品的

特点以及模拟介质的特性，不合理的模拟介质选择

会使模拟试验结果缺乏可信度。通常选择胰酪大豆

胨液体培养基，在产品需充惰性气体、储存在无氧

条件或环境中反复发现厌氧菌时可选择硫乙醇酸盐

液体培养基。此外，还可根据剂型特点、生产工艺

及设备选择适当的模拟介质，在使用模拟介质前应

对其适用性进行确认，包括无菌试验、抑菌试验、

溶解度试验等。

应规范开展培养基的促生长试验，考虑因素

包括试验时间、菌种类型、接种量、培养条件等。

促生长试验时间选择应在无菌工艺模拟试验开始

前及14天培养后。选用菌种包括白色念珠菌、黑曲

霉、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞

菌和生孢梭菌（必要时），还应考虑加入环境监测

和无菌检查中发现的典型微生物[10]。促生长试验接

种量应小于100 CFU。

模拟试验应充分考虑抑菌因素。抑菌因素主

要从模拟介质本身是否存在抑菌特性、模拟工艺过
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程是否会对微生物有抑制（如模拟冻干过程、模拟

充氮操作等）、共线的药物残留是否会抑制微生物

生长等方面考虑，模拟试验中应尽量避免抑菌因素

的影响。

3.5   重视人员培训，规范人员操作

证实人员的无菌操作能力能够满足无菌生产

要求，是实施模拟试验的目的之一。模拟试验的参

加人员应接受相关培训并通过资格确认，模拟试验

过程中应对人员进入洁净区进行控制并记录。

人员培训内容应涵盖无菌工艺涉及的所有方

面，至少应包括药品GMP、无菌更衣、无菌操作、

微生物知识、洁净室行为规范、无菌工艺模拟试验

方案等。进入B级区的所有人员，包括操作人员、

检验人员、维修人员等，需要连续3次更衣确认合

格才能取得进入B级区资格。

人员控制主要包括记录各区域的进入人员，

规定每个人员所允许的无菌操作项目。实际生产中

在关键区域进行操作的所有人员均应参加每次的培

养基灌装；授权在生产时进入无菌灌装间的所有人

员，包括观察人员和维修人员，每年至少应参加一

次成功的培养基灌装试验。模拟试验过程中关键区

域人员的进入和操作应该进行记录[11]。

4   讨论
无菌药品必须满足其质量和预定用途的要

求，应最大限度降低微生物、各种微粒和热原的污

染。无菌药品的生产须严格按照精心设计并经验证

的方法及规程进行，生产过程中人员、操作、设

备、工艺过程、环境等方面的控制是达到上述目标

的关键[12]。无菌工艺模拟试验是对非最终灭菌药品

生产过程中的无菌保障水平的综合评估，通过模拟

试验可以证明企业的无菌控制水平能否适应于其无

菌产品的生产。

在开展模拟试验过程中，培养与观察、最差

条件选择、干预设计、记录、模拟介质评价、人员

培训与操作是问题较为集中的方面。企业应该在对

无菌生产工艺有充分认知和经验累积的基础上，结

合工艺、设备、人员和环境等要素，通过风险评估

识别生产过程风险点，科学设计试验方案，确保模

拟试验的说服力和可靠性[13]。

虽然模拟试验能有效评价企业无菌保障水

平，但同时也有其局限性[5]。首先，企业不能通过

模拟试验来证明其某些低于GMP要求的无菌控制方

法的合理性。其次，当产品无菌检查出现阳性时，

也不能以模拟灌装试验结果来排除生产过程所带来

的污染可能性。
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