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摘要：目的  运用多种微生物鉴定技术建立制药企业无菌制剂高风险生产区环境微生物鉴定信息库。方法  连续 4 个季

度对中间体、制药用水、洁净空间、人员设备表面等收集微生物，采用 VITEK 生化鉴定、MALDI-TOF MS 蛋白鉴定和

16S rRNA/ITS 基因鉴定技术进行鉴定，结合微生物形态学和来源信息进行分析，建立相应的微生物鉴定信息库。结果  共

收集获得 89 株细菌和 5 株真菌的鉴定结果，开展相关形态学分析：在收集的 94 株菌中，革兰氏阳性球菌和革兰氏阳性

芽孢杆菌共占比 60.6%，是洁净区常见污染菌；B 级环境收集到 46 株微生物，葡萄球菌是主要优势菌属，占比 45.7%，

其次是芽孢杆菌(17.4%)、微球菌(6.5%)和酵母菌(4.3%)，B 级还分离到 1 株洋葱伯克霍尔德菌；制药用水收集到 29 株微

生物，主要为革兰氏阴性菌(58.6%)。结论  本研究建立了融合生化、蛋白、基因鉴定结果的微生物鉴定信息库并开展相

关分析，为制药企业开展风险控制，加强对不可接受微生物的管理，开展微生物数据偏差调查和溯源分析提供依据；企

业还可利用鉴定结果建立环境微生物地图，有针对性地控制并消除微生物污染，提高无菌保障水平，确保药品质量安全。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an environmental microbial identification information database for a high-risk 
production area of sterile formulations in pharmaceutical enterprises using various microbial identification techniques. 
METHODS  For four consecutive quarters, microorganisms were collected from intermediates, pharmaceutical water, clean 
spaces, personnel and equipment surfaces, and identified using VITEK biochemical identification, MALDI-TOF MS protein 
identification, and 16S rRNA/ITS gene identification techniques. Combined with microbial morphology and source information 
analysis, a corresponding microbial identification information database was established. RESULTS  A total of 89 bacterial and 
5 fungal identification results were collected and related morphological analysis was conducted. Among the 94 collected strains, 
Gram-positive Cocci and Gram-positive Bacillus accounted for 60.6%, which was the common contaminating bacteria in clean 
areas; 46 strains of microorganisms were collected in the B-level environment, with Staphylococcus being the main dominant 
genus, accounting for 45.7%, followed by Bacillus(17.4%), Micrococcus(6.5%), and Yeast(4.3%), one strain of Burkholderia 
cepacia was also isolated in the B-level environment; 29 strains of microorganisms were collected from pharmaceutical water, 
mainly Gram-negative bacteria(58.6%). CONCLUSION  This study establishes a microbial identification information database 
that integrates biochemical, protein, and gene identification results, and conduct relevant analysis to provide a basis for 
pharmaceutical enterprises to carry out risk control, strengthen the management of unacceptable microorganisms, and conduct 
microbial data deviation surveys and traceability analysis; enterprises can also use the identification results to establish an 
environmental microbial map, control and eliminate microbial pollution in a targeted manner, improve the level of sterility 
assurance, and ensure the quality and safety of drugs. 
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药品微生物污染是影响药品质量、引发临床

药害事件的主要因素之一[1]。药品生产区域范围

大，物料流转线路长，产品接触微生物概率高，

药品在生产过程中易受微生物污染，导致产品微
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生物指标不合格，轻者产品召回、企业利益和声

誉受损，重者则严重危害患者的身体健康。国内

的“欣弗事件”和“刺五加事件”就是无菌药品

因受微生物污染而对公众健康造成了严重危害和

无法挽回的损失。微生物污染也是目前美国 FDA
药品召回的主要原因之一，2015—2017 年，美国 
FDA 公布的药品召回事件中，由微生物污染风险

引起的召回事件占 50%[2]。如何在药品生产的各个

环节严格把控微生物污染风险已成为保障药品安

全性的重要研究内容。实现药品微生物的有效控

制，需要实施有效的污染控制策略，即建立覆盖

药品全生命周期的微生物污染监控方案和微生物

快速鉴定方法，构建完善的制药环境微生物鉴定

信息库，便于开展微生物污染调查与溯源分析，

进而通过改善生产工艺，增加中间控制措施，改

进清洁或消毒方法，加强人员管理等方式，靶向

控制并消除微生物污染，更好地保障药品的安全，

这也是监管部门和生产企业努力的方向。 
药企对微生物的检测由 初主要依赖人工的

传统检测方法，包括观察菌落形态、革兰氏染色

镜检、生化鉴定及血清学分型等，后来进展到自

动化仪器检测方法，包括 VITEK 生化鉴定和基质

辅助激光解析电离飞行时间质谱 (MALDI-TOF 
MS)蛋白鉴定，再到近年来逐渐普及的基因序列鉴

定等方法。相较传统方法的操作繁琐，耗时长，敏

感度低且特异性较差，基因序列鉴定以其快速、准

确、灵敏的优势被广泛应用于微生物鉴定及溯源领

域，为药企建立微生物数据库提供了技术支撑。 
本研究运用 VITEK 生化鉴定、MALDI-TOF 

MS 蛋白鉴定和 16S rRNA/ITS 基因测序鉴定 3 种

技术帮扶药企进行快速鉴定并开展污染分析，进

而探讨微生物鉴定结果如何助力完善药企微生物

风险控制和质量保障体系。 
1  材料与方法 
1.1  仪器、培养基和试剂 

BX53 生物显微镜 (日本奥林巴斯 )；Color 
Gram 12 染色仪、VITEK 2 COMPACT 微生物鉴定

系统(生物梅里埃)；Microflex LT/SH smart 微生物

鉴定质谱仪(德国布鲁克)；ABI 3500 测序仪(美国

赛默飞)。 
HCCA portioned(德国布鲁克，批号：602012 

2059)；TSA 培养基(批号：1100645)、R2A 培养基

(批号：1108435)均购自广东环凯公司。 

1.2  微生物的收集    
连续 4 个季度对辖区内某企业无菌制剂高风

险生产区中的 A/B 级(每次采集)、C/D 级和水系统

(取关键点位采集)采集微生物，通过微生物限度检

测法(中间体和制药用水)、沉降菌法、浮游菌法、

接触碟法(人员和设备表面)进行样本采集及检测，

结果显示，A 级环境控制良好，未分离到微生物，

B 级共分离到 46 株，C 级关键区域(如称量室、配

液室)18 株，D 级关键区域(洗瓶室)1 株，水系统

关键取样点(总送水点和总回水点)29 株菌。将收集

的菌种进行分离、纯化、鉴定，同时用磁珠保存

管置−70 ℃保存。 
1.3  VITEK 生化鉴定 

VITEK 2 Compact 全自动微生物鉴定及药敏分

析系统是通过微生物的微量生化反应产生不同的

浊度，再由光学仪器判读，从而快速鉴定微生物。

对分离纯化获得的菌株进行菌落形态学观察、革兰

氏染色，然后根据镜检结果选择相应鉴定卡，按照

VITEK 2 Compact 操作程序进行生化鉴定。 
1.4  MALDI-TOF MS 蛋白鉴定 

MALDI-TOF MS 通过检测微生物的蛋白质指

纹图谱来鉴定微生物。本研究采用甲酸提取法对

菌株进行前处理，再取 1 μL 上清液点样于靶板，

添加 1 μL HCCA 基质，晾干， 后用 Microflex 
LT/SH smart 微生物鉴定质谱仪分析鉴定。 
1.5  16S rRNA/ITS 基因鉴定 

16S rRNA/ITS 基因鉴定以特征核酸序列作为

目标检测物来鉴定微生物。细菌采用 16S rRNA 基

因(正向引物 16SV1F 和反向引物 16SV3R)，丝状

真菌采用 ITS区域序列(正向引物 ITS5和反向引物

ITS4)，酵母采用 D2 区域序列(正向引物 D2_NL1
和反向引物 D2_NL4)，进行扩增、测序，测序结

果拼接核对后，与经验证的专业数据库进行全局

比对，基于相似度获得菌种的鉴定信息。 
2  结果与分析 
2.1  环境微生物的鉴定结果 

对无菌制剂高风险生产区进行 12 个月的持续

采样收集微生物，通过 V I T E K 生化鉴定、

MALDI-TOF MS 蛋白鉴定和 16S rRNA/ITS 基因

测序鉴定技术进行鉴定，共获得 89 株细菌和 5 株

真菌的鉴定结果，再结合样本采集信息，初步构

建了融合生化、蛋白、基因鉴定结果的环境微生

物鉴定信息库，见表 1。由表 1 可见，VITEK 生

化鉴定和 16S rRNA/ITS 基因测序鉴定成功率均为 
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表 1  无菌制剂高风险生产区环境微生物鉴定信息库 
Tab. 1  Environmental microbial identification information database for high risk production areas of sterile formulations 

编号 采样日期 采集来源 测序鉴定结果 质谱鉴定结果 VITEK 2 鉴定结果 
1 2021.12.08 c Chitinophaga varians 

多变噬几丁质菌 
Unidentified 
无法鉴定 

Sphingomonas paucimobilis 
少动鞘氨醇单胞菌 

2 2021.12.09 a Pseudomonas juntendi 
顺天堂大学假单胞菌 

Pseudomonas monteilii 
蒙太利假单胞菌 

Pseudomonas putida 
恶臭假单胞菌 

3 2021.12.09 a Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

4 2021.12.09 a Pseudomonas juntendi 
顺天堂大学假单胞菌 

Pseudomonas monteilii 
蒙太利假单胞菌 

Pseudomonas putida 
恶臭假单胞菌 

5 2021.12.09 a Stenotrophomonas indicatrix 
指示器寡养单胞菌 

Stenotrophomonas maltophilia 
嗜麦芽窄食单胞菌 

Stenotrophomonas maltophilia 
嗜麦芽窄食单胞菌 

6 2021.12.09 a Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

7 2021.12.12 e Staphylococcus epidermidis 
表皮葡萄球菌 

Staphylococcus epidermidis 
表皮葡萄球菌 

Staphylococcus epidermidis 
表皮葡萄球菌 

8 2021.12.14 b Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

9 2021.12.14 b Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

Comamonas testosteroni 
睾丸酮丛毛单胞菌 

10 2021.12.20 b Staphylococcus saprophyticus 
腐生葡萄球菌 

Staphylococcus saprophyticus 
腐生葡萄球菌 

Staphylococcus saprophyticus 
腐生葡萄球菌 

11 2021.12.20 b Haematomicrobium sanguinnis 
未译名 

Unidentified 
无法鉴定 

Microbacterium spp. 
微杆菌属 

12 2021.12.28 a Stenotrophomonas indicatrix 
指示器寡养单胞菌 

Stenotrophomonas maltophilia 
嗜麦芽窄食单胞菌 

Stenotrophomonas maltophilia 
嗜麦芽窄食单胞菌 

13 2021.12.28 a Brevundimonas vesicularis 
泡囊短波单胞菌 

Brevundimonas vesicularis 
泡囊短波单胞菌 

Sphingomonas paucimobilis 
少动鞘氨醇单胞菌 

14 2021.12.28 a Brevibacterium casei 
乳酪短杆菌 

Brevibacterium casei 
乳酪短杆菌 

Brevibacterium casei 
乳酪短杆菌 

15 2021.12.28 a Tsukamurella pulmonis 
肺冢村氏菌 

Tsukamurella paurometabola 
稍变(少代谢)冢村氏菌 

Alicyclobacillus acidoterrestris 
/acidocaldarius 

酸土/酸热脂环酸芽孢杆菌 
16 2021.12.28 a Sphingomonas pseudosanguinis 

假(伪)血鞘氨醇单胞菌 
Sphingomonas pseudosanguinis 
假(伪)血鞘氨醇单胞菌 

Sphingomonas paucimobilis 
少动鞘氨醇单胞菌 

17 2022.01.05 c Staphylococcus saprophyticus 
腐生葡萄球菌 

Unidentified 
无法鉴定 

Staphylococcus saprophyticus 
腐生葡萄球菌 

18 2022.01.06 c Metabacillus idriensis 
传染病研究所副芽孢杆菌 

Lactobacillus paraplantarum 
类植物乳杆菌 

Clavibacter michiganensis 
密歇根棍状杆菌 

19 2022.01.07 d Staphylococcus hominis 
人葡萄球菌 

Staphylococcus hominis 
人葡萄球菌 

Kocuria rhizophila 
嗜根库克菌 

20 2022.01.12 d Staphylococcus hominis 
人葡萄球菌 

Staphylococcus hominis 
人葡萄球菌 

Staphylococcus hominis ssp. 
hominis 

人葡萄球菌人亚种 
21 2022.01.12 d Micrococcus antarcticus 

南极微球菌 
Micrococcus sp. 
微球菌属 

Micrococcus luteus/lylae 
藤黄/里拉微球菌 

22 2022.01.13 g Paenibacillus glucanolyticus 
解葡糖类芽孢杆菌 

Paenibacillus glucanolyticus 
解葡糖类芽孢杆菌 

Cronobacter sakazakii group 
阪崎克洛诺杆菌群 

23 2022.01.13 g Paenibacillus glucanolyticus 
解葡糖类芽孢杆菌 

Paenibacillus glucanolyticus 
解葡糖类芽孢杆菌 

Paenibacillus amylolyticus 
解淀粉类芽孢杆菌 

24 2022.01.14 g Paenibacillus glucanolyticus 
解葡糖类芽孢杆菌 

Paenibacillus glucanolyticus 
解葡糖类芽孢杆菌 

Paenibacillus amylolyticus 
解淀粉类芽孢杆菌 

25 2022.01.14 g Paenibacillus glucanolyticus 
解葡糖类芽孢杆菌 

Paenibacillus glucanolyticus 
解葡糖类芽孢杆菌 

Paenibacillus amylolyticus 
解淀粉类芽孢杆菌 

26 2022.01.26 e Staphylococcus warneri 
沃氏葡萄球菌 

Staphylococcus warneri 
沃氏葡萄球菌 

Staphylococcus warneri 
沃氏葡萄球菌 

27 2022.01.26 e Staphylococcus ureilyticus 
解脲葡萄球菌 

Unidentified 
无法鉴定 

Staphylococcus cohnii 
ssp.urealyticus 

科氏葡萄球菌解脲亚种 
28 2022.01.27 e Staphylococcus borealis 

挪威北部葡萄球菌 
Staphylococcus haemolyticus 
溶血葡萄球菌 

Staphylococcus haemolyticus 
溶血葡萄球菌 

29 2022.01.27 e Staphylococcus saprophyticus 
腐生葡萄球菌 

Staphylococcus saprophyticus 
腐生葡萄球菌 

Staphylococcus saprophyticus 
腐生葡萄球菌 

30 2022.01.27 e Micrococcus luteus 
藤黄微球菌 

Unidentified 
无法鉴定 

Micrococcus luteus/lylae 
藤黄/里拉微球菌 

31 2022.01.29 e Staphylococcus capitis 
头状葡萄球菌 

Staphylococcus capitis 
头状葡萄球菌 

Staphylococcus capitis 
头状葡萄球菌 
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续表 1 
编号 采样日期 采集来源 测序鉴定结果 质谱鉴定结果 VITEK 2 鉴定结果 

32 2022.01.29 e Micrococcus luteus 
藤黄微球菌 

Micrococcus luteus 
藤黄微球菌 

Micrococcus luteus/lylae 
藤黄/里拉微球菌 

33 2022.02.07 b Meyerozyma guilliermondii 
季也蒙迈耶氏酵母 

Candida guilliermondii 
季也蒙假丝酵母 

Candida guilliermondii 
季也蒙假丝酵母 

34 2022.02.07 b Meyerozyma guilliermondii 
季也蒙迈耶氏酵母 

Candida guilliermondii 
季也蒙假丝酵母 

Candida guilliermondii 
季也蒙假丝酵母 

35 2022.02.08 a Paenibacillus typhae 
香蒲类芽孢杆菌 

Unidentified 
无法鉴定 

Cronobacter sakazakii group 
坂崎克洛诺杆菌属 

36 2022.02.08 a Paenibacillus xylanexedens 
解木聚糖类芽孢杆菌 

Paenibacillus amylolyticus 
解淀粉类芽孢杆菌 

Sphingomonas paucimobilis 
少动鞘氨醇单胞菌 

37 2022.02.08 a Pantoea dispersa 
分散泛菌 

Pantoea dispersa 
分散泛菌 

Pantoea spp. 
泛菌属 

38 2022.02.09 g Bacillus stratosphericus 
同温层芽孢杆菌 

Bacillus pumilus 
短小芽孢杆菌 

Bacillus pumilus 
短小芽孢杆菌 

39 2022.02.09 e Staphylococcus lugdunensis 
路邓葡萄球菌 

Staphylococcus lugdunensis 
路邓葡萄球菌 

Staphylococcus lugdunensis 
路邓葡萄球菌 

40 2022.02.09 e Micrococcus luteus 
藤黄微球菌 

Micrococcus luteus 
藤黄微球菌 

Micrococcus luteus/lylae 
藤黄/里拉微球菌 

41 2022.02.09 c Staphylococcus warneri 
沃氏葡萄球菌 

Staphylococcus warneri 
沃氏葡萄球菌 

Staphylococcus warneri 
沃氏葡萄球菌 

42 2022.02.10 g Bacillus cereus 
蜡样芽孢杆菌 

Bacillus cereus 
蜡样芽孢杆菌 

Bacillus cereus/Bacillus thuringiensis
/Bacillus mycoides 

蜡样/苏云金/蕈状芽孢杆菌 
43 2022.02.17 g Bacillus infantis 

婴儿芽孢杆菌 
Bacillus infantis 
婴儿芽孢杆菌 

Bacillus clausii 
克劳斯芽孢杆菌 

44 2022.02.17 c Staphylococcus cohnii 
科氏葡萄球菌 

Staphylococcus cohnii 
科氏葡萄球菌 

Staphylococcus cohnii ssp. cohnii 
科氏葡萄球菌科氏亚种 

45 2022.02.19 c Staphylococcus cohnii 
科氏葡萄球菌 

Staphylococcus cohnii 
科氏葡萄球菌 

Staphylococcus cohnii ssp. urealyticus
科氏葡萄球菌解脲亚种 

46 2022.02.19 c Staphylococcus borealis 
挪威北部葡萄球菌 

Unidentified 
无法鉴定 

Staphylococcus saprophyticus 
腐生葡萄球菌 

47 2022.02.28 d Alkalihalobacillus okhensis 
奥卡港嗜碱盐芽孢杆菌 

Bacillus wakoensis 
和光芽孢杆菌 

Sphingomonas paucimobilis 
少动鞘氨醇单胞菌 

48 2022.03.04 b Metabacillus idriensis 
传染病研究所副芽孢杆菌 

Unidentified 
无法鉴定 

Sphingomonas paucimobilis 
少动鞘氨醇单胞菌 

49 2022.03.08 b Bacillus licheniformis 
地衣芽孢杆菌 

Bacillus licheniformis 
地衣芽孢杆菌 

Bacillus licheniformis 
地衣芽孢杆菌 

50 2022.03.08 e Moraxella osloensis 
奥斯陆莫拉菌 

Moraxella osloensis 
奥斯陆莫拉菌 

Moraxella group 
莫拉菌群 

51 2022.03.14 c Sphingomonas aquatilis 
水生鞘氨醇单胞菌 

Sphingomonas aquatilis 
水生鞘氨醇单胞菌 

Sphingomonas paucimobilis 
少动鞘氨醇单胞菌 

52 2022.03.22 g Bacillus thuringiensis 
苏云金芽孢杆菌 

Bacillus cereus 
蜡样芽孢杆菌 

Bacillus cereus/Bacillus thuringiensis
 /Bacillus mycoides 
蜡样/苏云金/蕈状芽孢杆菌 

53 2022.03.31 e Rhodotorula mucilaginosa 
胶红酵母 

Rhodotorula mucilaginosa 
胶红酵母 

Rhodotorula glutinis/Rhodotorula 
  mucilaginosa 
粘红酵母/胶红酵母 

54 2022.04.01 e Staphylococcus haemolyticus 
溶血葡萄球菌 

Staphylococcus haemolyticus 
溶血葡萄球菌 

Staphylococcus haemolyticus 
溶血葡萄球菌 

55 2022.04.02 e Staphylococcus petrasii subsp.petrasii 
未译名 

Staphylococcus petrasii 
佩氏葡萄球菌 

Staphylococcus warneri 
沃氏葡萄球菌 

56 2022.04.02 a Brevibacterium celere 
速生短杆菌 

Unidentified 
无法鉴定 

Brevibacterium casei 
乳酪短杆菌 

57 2022.04.05 a Tsukamurella pulmonis 
肺冢村氏菌 

Tsukamurella paurometabola 
稍变(少代谢)冢村氏菌 

Alicyclobacillus acidoterrestris/ 
acidocaldarius 

酸土/酸热脂环酸芽孢杆菌 
58 2022.04.07 g Bacillus pumilus 

短小芽孢杆菌 
Bacillus pumilus 
短小芽孢杆菌 

Bacillus pumilus 
短小芽孢杆菌 

59 2022.04.10 c Staphylococcus cohnii 
科氏葡萄球菌 

Staphylococcus cohnii 
科氏葡萄球菌 

Enterococcus faecium 
屎肠球菌 

60 2022.04.11 a Brevibacterium celere 
速生短杆菌 

Brevibacterium sanguinis 
血短杆菌 

Brevibacterium casei 
乳酪短杆菌 

61 2022.04.13 a Sphingomonas parapaucimobilis 
类少动鞘氨醇单胞菌 

Sphingomonas parapaucimobilis
类少动鞘氨醇单胞菌 

Sphingomonas paucimobilis 
少动鞘氨醇单胞菌 

62 2022.04.13 b Chryseobacterium indologenes 
产吲哚金黄杆菌 

Chryseobacterium indologenes 
产吲哚金黄杆菌 

Chryseobacterium indologenes 
产吲哚金黄杆菌 
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续表 1 
编号 采样日期 采集来源 测序鉴定结果 质谱鉴定结果 VITEK 2 鉴定结果 

63 2022.04.19 c Pseudomonas zhaodongensis
肇东假单胞菌 

Pseudomonas xanthomarina
黄色海假单胞菌 

Pseudomonas stutzeri 
斯氏假单胞菌 

64 2022.04.25 c Meyerozyma guilliermondii
季也蒙迈耶氏酵母 

Candida guilliermondii
季也蒙假丝酵母 

Candida famata 
无名假丝酵母 

65 2022.05.01 d Micrococcus cohnii 
科氏微球菌 

Micrococcus cohnii
科氏微球菌 

Alloiococcus otitis 
耳炎差异球菌 

66 2022.05.01 c Burkholderia cepacia 
洋葱伯克霍尔德氏菌 

Burkholderia cepacia
洋葱伯克霍尔德氏菌 

Burkholderia cepacia group
洋葱伯克霍尔德菌群 

67 2022.05.23 c Dietzia kunjamensis 
印度冻原迪茨氏菌 

Dietzia maris
海迪茨氏菌 

Dietzia spp. 
迪茨菌属 

68 2022.05.24 g Meyerozyma guilliermondii
季也蒙迈耶氏酵母 

Candida guilliermondii
季也蒙假丝酵母 

Candida guilliermondii 
季也蒙假丝酵母 

69 2022.05.25 g Peribacillus simplex 
简单近芽孢杆菌 

Bacillus simplex
简单芽孢杆菌 

Bacillus simplex 
简单芽孢杆菌 

70 2022.05.25 c Paenibacillus campinasensis
坎皮纳斯市类芽孢杆菌 

Paenibacillus lactis
乳类芽孢杆菌 

Sphingomonas paucimobilis
少动鞘氨醇单胞菌 

71 2022.06.06 c Luteibacter anthropi 
人类藤黄色杆菌 

Unidentified
无法鉴定 

Aeromonas salmonicida 
杀鲑气单胞菌 

72 2022.06.10 c Microbacterium paraoxydans
副氧化微杆菌 

Microbacterium paraoxydans
副氧化微杆菌 

Sphingomonas paucimobilis
少动鞘氨醇单胞菌 

73 2022.06.14 e Brevibacterium celere 
速生短杆菌 

Brevibacterium celere
速生短杆菌 

Brevibacterium casei 
乳酪短杆菌 

74 2022.08.09 d Staphylococcus pettenkoferi
皮氏葡萄球菌 

Staphylococcus pettenkoferi
皮氏葡萄球菌 

Staphylococcus capitis 
头状葡萄球菌 

75 2022.08.14 c Bacillus badius 
栗褐芽孢杆菌 

Bacillus badius
栗褐芽孢杆菌 

Geobacillus toebii 
堆肥土杆菌 

76 2022.08.25 c Paenibacillus provencensis
普罗旺斯类芽孢杆菌 

Paenibacillus provencensis
普罗旺斯类芽孢杆菌 

Sphingomonas paucimobilis
少动鞘氨醇单胞菌 

77 2022.09.23 d Kytococcus schroeteri 
斯氏皮肤球菌 

Kytococcus schroeteri
斯氏皮肤球菌 

Dermacoccus nishinomiyaensis/
Kytococcus sedentarius 

西宫皮球菌/坐皮肤球菌 
78 2022.10.25 g Cytobacillus oceanisediminis

大洋沉积物纤维芽孢杆菌 
Bacillus firmus
坚强芽孢杆菌 

Bacillus firmus 
坚强芽孢杆菌 

79 2022.10.25 e Naganishia diffluens 
流散长西氏酵母 

Cryptococcus diffluens
流散隐球菌 

Cryptococcus albidus 
浅白隐球菌 

80 2022.10.28 b Sphingomonas panaciterrae
鱼池鞘氨醇单胞菌 

Unidentified
无法鉴定 

Brevundimonas diminuta/vesicularis
缺陷/泡囊短波单胞菌 

81 2022.11.01 b Ponticoccus gilvus 
海滑行球菌属 

Unidentified
无法鉴定 

Micrococcus luteus/lylae 
藤黄/里拉微球菌 

82 2022.11.02 c Oceanobacillus kimchii
泡菜大洋芽孢杆菌 

Oceanobacillus kimchii
泡菜大洋芽孢杆菌 

Pasteurella canis 
犬巴斯德菌 

83 2022.11.08 b Priestia aryabhattai 
阿氏普里斯特氏菌 

Bacillus megaterium
巨大芽孢杆菌 

Bacillus megaterium 
巨大芽孢杆菌 

84 2022.11.14 f Staphylococcus capitis 
头状葡萄球菌 

Unidentified
无法鉴定 

Staphylococcus capitis 
头状葡萄球菌 

85 2022.11.28 d Brevundimonas naejangsanensis
内藏山短波单胞菌 

Brevundimonas diminuta
缺陷短波单胞菌 

Brevundimonas diminuta/vesicularis
缺陷/泡囊短波单胞菌 

86 2022.12.22 f Staphylococcus ureilyticus
解脲葡萄球菌 

Unidentified
无法鉴定 

Staphylococcus cohnii ssp. cohnii
科氏葡萄球菌科氏亚种 

87 2022.12.22 f Staphylococcus ureilyticus
解脲葡萄球菌 

Unidentified
无法鉴定 

Staphylococcus carnosus ssp.carnosus
肉葡萄球菌肉球亚种 

88 2022.12.22 f Streptococcus agalactiae
无乳链球菌 

Streptococcus agalactiae
无乳链球菌 

Streptococcus agalactiae 
无乳链球菌 

89 2022.12.28 f Staphylococcus epidermidis
表皮葡萄球菌 

Unidentified
无法鉴定 

Staphylococcus epidermidis
表皮葡萄球菌 

90 2022.12.29 f Staphylococcus cohnii 
科氏葡萄球菌 

Unidentified
无法鉴定 

Staphylococcus cohnii ssp. cohnii
科氏葡萄球菌科氏亚种 

91 2023.01.13 c Staphylococcus borealis
挪威北部葡萄球菌 

Unidentified
无法鉴定 

Staphylococcus hominis ssp. hominis
人葡萄球菌人亚种 

92 2023.01.16 f Cytobacillus kochii 
科赫氏纤维芽孢杆菌 

Bacillus kochii
科赫氏芽孢杆菌 

Brevibacillus choshinensis 
铫子短小芽孢杆菌 

93 2023.01.16 f Janibacter limosus 
泥两面神菌 

Janibacter indicus
印度两面神菌 

Alicyclobacillus acidoterrestris/
acidocaldarius 

酸土/酸热脂环酸芽孢杆菌 
94 2023.01.16 f Cytobacillus gottheilii 

戈特海尔氏纤维芽孢杆菌  
Unidentified
无法鉴定 

Brevibacillus choshinensis 
铫子短小芽孢杆菌 

注：a−纯化水；b−注射用水；c−沉降菌；d−浮游菌；e−人员表面微生物；f−设备表面微生物；g−注射剂中间体。 
Note: a−purified water; b−water for injection; c−sedimentation microorganism; d−planktonic microorganism; e−microorganism on the surface of 
personnel; f−microorganism on the surface of the equipment; g−injection intermediate. 
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100.0%(94/94)，质谱鉴定成功率为 79.8%(75/94)。
基于属水平统计，质谱与测序鉴定结果一致的占

比为 68.1%；VITEK 与测序鉴定结果一致的占比

为 64.9%；企业可根据自己的需求选择合适的鉴定

方法，如多种技术鉴定结果有冲突，建议以测序

鉴定结果为准。 
无菌制剂高风险生产区环境微生物鉴定信息

库仍需要不断完善，这是一个动态持续的过程。

企业可根据鉴定结果开展相关分析，有针对性地

控制并消除微生物污染，降低微生物负荷，提高无

菌保障水平，为企业后续开展风险评估、溯源分析、

污染调查提供技术支持，保障药品质量安全。 
2.2  无菌制剂高风险生产区微生物形态学分析  

通过形态学上统计分析可发现，革兰氏阳性

球菌占 35.1%、革兰氏阳性芽孢杆菌占 25.5%、

革兰氏阴性杆菌占 25.5%、革兰氏阳性杆菌占

7.4%、酵母占 6.4%。革兰氏阳性球菌和革兰氏阳

性芽孢杆菌共占比 60.6%，是洁净区常见污染菌

类型。此企业环境微生物检出 多的是革兰氏阳

性球菌，表明人员仍是洁净区 大的污染源，这

与报道的制药企业日常微生物监控数据基本一

致[3]。建议企业加强人员管理，提升所有员工的

污染控制意识， 大程度降低由人员引起的微生

物污染风险。同时要重视对芽孢杆菌的有效杀灭，

该类菌的特点是细胞壁厚，孢子耐热、抗氧化能

力极强，是一类难以杀灭的微生物，国际上也将

该类菌列为产品中不可接受微生物[4]。企业日常

使用 38%甲醛熏蒸等进行空间消毒，表明上述消

毒方式未能完全消灭芽孢杆菌，因此需选用更强

效的杀孢子剂。 
2.3  无菌制剂高风险生产区 B 级环境微生物分析 

A/B 级是无菌生产的核心区，对该区域监测到

的微生物都要明确鉴定并采取控制措施。无菌制

剂高风险生产区 A 级未监测到微生物；B 级环境

共检出环境污染菌 46 株，其中从人员表面分离的

有 18 株、设备表面 7 株、沉降菌 18 株、浮游菌 3
株。分析发现，葡萄球菌是主要污染菌，占比

45.7%，芽孢杆菌占比 17.4%，微球菌占比 6.5%，

酵母菌占比 4.3%，伯克菌、短波单胞菌、链球菌、

莫拉菌、鞘氨醇单胞菌分别占比 2.2%，其他占比

15.2%。 
葡萄球菌主要采集于人员表面，并以气锁室

(出)、灌装三更车间尤为明显，此区域是人员更衣

活动的主要场所，因此车间日常应注意控制洁净

区人员数量、加强更衣规范、减少人员的不必要

活动。芽孢杆菌采集于沉降菌和设备表面，以灭

菌后暂存室层流和轧盖室尤为明显，此区域与 A
级生产区紧密相连，需引起高度重视，说明车间

日常应提高空间消毒频率，设备表面消毒应选用

适宜的杀孢子剂。 
在粉碎混合包装室用沉降菌法分离到 1 株致

病微生物——洋葱伯克霍尔德菌 (Burkholderia 
cepacia，BC)，其隶属于洋葱伯克霍尔德菌复合

群(Burkholderia cepacia Complex，BCC)。BCC
作为不可接受微生物[5]，能通过代谢调节、细胞

形态改变，长期存活于土壤和水中，对细菌抑制

剂和抗菌药物有强大的耐受力，可在多种药物中

生长和增殖[6-7]。该位置分离到 BCC 的可能原因

为空间环境控制不当，BCC 通过物料携带或工具

的传递进入洁净区。因此出入人员应严格遵守更

衣和物品传递程序，同时企业应制定科学合理的

清洁消毒程序，尽量减少由人员和环境控制不当

导致的污染。 
2.4  无菌制剂高风险生产区制药用水微生物分析 

水系统微生物的风险控制是药品全生命周

期质量管理的重要一环。在制药用水关键取样点

共检出污染菌 29 株，其中纯化水分离的有 18 株，

注射用水 11 株。分析发现，水系统中污染微生

物主要为革兰氏阴性菌(从毛单胞菌、假单胞菌、

鞘氨醇单胞菌和短波单胞菌等)，占污染微生物

总数的 58.6%，符合制药用水系统中微生物绝大

多数为革兰氏阴性菌的报道[8]，见图 1。革兰氏

阴性菌在水系统中易形成生物膜，生物膜的检测

和去除十分困难，从而成为微生物污染的持续来

源。此外，在制药用水检测到葡萄球菌，推测是

来自人员取样和检测过程的不当操作，因此需要

对检测人员加强培训，严格执行无菌操作，避免

污染。 
3  讨论 
3.1  企业加强对不可接受微生物的控制 

企业通过建立环境微生物数据库，确定对应

自身生产环境的不可接受微生物列表，才能更有

效地采取针对性手段，避免其 终污染产品。根

据表 1 可知企业检测到致病菌 BCC 以及种类多样

且高频出现的芽孢杆菌属等，对于出现的此类不

可接受微生物，在今后环境监控过程中要格外注 
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图 1  无菌制剂高风险生产区水系统优势菌检出率 
Fig. 1  Detection rate of dominant bacteria in the water 
system of high-risk production areas for sterile preparations 

 

意采样点，对每年环境检测数据进行风险评估，

针对高风险点可增加采样频次。从此次数据来看，

人员、中间体为高风险区域，可增加采样频次，

而一些经常被忽视的连接区域，比如原料混合包

装室、轧盖区，也应引起重点关注。真菌，尤其

是霉菌是洁净区更不可接受微生物。真菌可以通

过孢子繁殖，一旦污染很容易发生扩散，还能形

成生物膜，难以杀灭，药企必须加强这方面的防

控。缺乏对真菌污染的有效识别是目前制药行业

的一个令人担忧的现状。准确的丝状真菌鉴定技

术通常使用 18S rRNA/ITS 基因测序，也可选择微

生物质谱结合丝状真菌数据库来快速鉴定。 
为预防不可接受微生物污染，药企更要在源

头上进行控制，需制定有效的消毒灭菌手段，如

提高空间消毒频率，加强设备清洁，注意去除死

角、不易清洁部位的尘埃，交替使用杀孢子剂等；

还要制定更为合理的洁净区人员管理程序及环境

检测程序，比如企业在制定环境检测程序时，霉

菌采集可选择适宜霉菌生长的沙氏琼脂培养基，

采样时应严格按照无菌操作，避免增加人员污染。

在人员采样方面， 好 1 人采样 1 人复核，双人

操作使数据更加可靠。 
3.2  指导企业菌种鉴定手段的选择 

生化鉴定、蛋白鉴定和基因鉴定这 3 种技术

均有其适用领域及优缺点，菌种鉴定手段的合理

选择对于药品质量控制来说至关重要。在实际应

用中，药企环境污染菌的鉴定可根据自身条件、

鉴定目的、不同区域风险等级，综合 3 种鉴定方

法的特点，选择 1~3 种不同的鉴定技术，组合成

多相鉴定的整套方案[9]，以满足控制菌检查、环境

监控、溯源分析、风险评估等需要，提高药品微

生物控制水平，更好地保障药品质量。比如，对

该企业来说，采集到的菌株来源如为洁净区低到

中等风险区域，日常污染菌鉴定采用 VITEK 生化

鉴定结合 MALDI-TOF MS 蛋白鉴定技术，基本可

满足将菌种鉴定到属水平，部分甚至能鉴定到种

水平；对洁净区风险较高的区域，比如 B 级环境

下的 A 级层流、注射剂中间体等，采集的菌株可

采用上述任一方法结合基因鉴定技术，基本可将

菌株鉴定到种水平，达到分析要求。 
3.3  微 生 物 数 据 偏 差 (microbiological data 
deviation，MDD)调查  

微生物实验室出现不合规范的结果通常称为

MDD。MDD 调查分为 2 个阶段，第 1 阶段仅限于

实验室内，焦点集中于确定试验是否无效，第 2
阶段是全面的调查，目的是确定产品不合格的根

本原因。制药环境微生物鉴定信息库包括菌株来

源、采样时间、鉴定结果等相关信息，可为第 2
阶段的调查提供技术支撑，尤其可为微生物污染

的精准溯源奠定基础。例如，企业如果在某次产

品微生物限度检验中检出 BCC，建议企业偏差调

查过程按下列步骤进行：首先进行实验室调查回

顾，查看有无微生物分析的明显错误以及阴阳性

对照出现问题等情况，排除试验因素后，再开展

全面调查(含生产调查)，包括人、机、料、法、环

等环节，涵盖近期实验、生产环境的监测数据、

水系统的检测数据、空调系统的运行、压差、设

备和人员的消毒等以及和历史环境微生物鉴定信

息库的比对情况(本次研究中在粉碎混合包装室用

沉降法检出 1 株 BCC)，同时增加检出批次以及前

后各 3 批终产品(包括原辅料)的多次检测，实验、

生产环境增加环境监测频次(包括沉降、浮游、表

面采样、悬浮粒子)，查看是否再次检出 BCC，从

而判断是偶发性原因还是真实污染； 后是开展

微生物鉴定和溯源分析，比对同种菌的鉴定信息，

包括 VITEK、微生物质谱、16S rRNA 测序鉴定结

果的一致性，有条件的实验室还可以进行全基因

组测序，进一步比对其同源性，根据试验及比对

结果开展溯源调查，精准定位污染区域，确定偏

差原因，作出调查结论并进行批处置(销毁或者符

合工艺流程的再灭菌等)和对应的环境消杀、工艺

改进等措施。 
由于微生物试验的固有特性导致 MDD 调查难

度大，基于制药环境微生物鉴定结果分析的 MDD
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调查方案的完善还需要多方面努力，包括长期持续

收集环境微生物数据、快速精准地鉴定等。 
3.4  建立企业环境微生物地图 

微生物地图是微生物监测数据和鉴定结果的

可视化呈现，具体是指通过对药品生产过程监控

收集的污染微生物进行鉴定，从鉴定信息和采样

来源等方面进行分析，获取药品生产区域污染微

生物的分布和迁移规律[10]。其应用于微生物污染

防控中的效果取决于环境监测计划中微生物采样

点的分布，采样方式、采样频率的设置和鉴定策

略的选取。采样点的选取，应评估各取样点的代

表性，从 有可能导致产品污染的位置取样，从

而有效反映取样环境的洁净度；采样方式为通过

微生物限度检测法(中间体和制药用水等)、沉降菌

法和浮游菌法(空间环境)、接触碟法(人员和设备

表面等)进行样本采集及检测；采样频率应根据环

境的洁净度等级、生产频率、产品特性来决定。

对收集的微生物选择合适的方法进行鉴定，可将

鉴定结果在生产车间平面图上对应的区域标记出

来，并用不同颜色表示不同微生物种类，不断补

充丰富，形成完善的环境微生物地图，从而反映

洁净区微生物群落分布和转变规律；通过密切关

注重点区域微生物变化特点，在趋势变化或发生

异常时，可及时发现污染微生物及来源、推断特

定微生物可能的扩散路径，并开展溯源分析和污

染调查，进而降低终产品微生物污染风险。例如，

本次研究在中间体中收集到 1 株季也蒙迈耶氏酵

母，此酵母之前在注射用水中检出过 2 次，3 株酵

母根据鉴定信息进行同源性分析来源于同一株

菌，中间体是在 C 级背景下的配液室进行配制的，

该房间使用 多的溶剂就是注射用水，根据微生物

地图推测该酵母可能是通过注射用水携带进入配

液室并存活在该房间，进而污染该批次的中间体。 
微生物地图建成后，企业还可根据不同区域

的微生物种群分布情况，选取不同的消毒方式进 
行有效消杀，增加染菌区域和人员手部的消毒频

次，提高无菌保障水平；也可从中挑选优势菌及

危害大的致病菌作为环境代表菌，以验证消毒剂

的消毒效果，这可以作为日常消毒是否有效的重

要评价指标之一；培养基模拟灌装试验，除按照

中国药典要求加入促生长能力试验使用的标准菌

株外，也可考虑加入环境微生物地图中显示的优

势菌。因此，建立环境微生物地图是药企管理环

境污染菌的趋势。 
4  小结 

本研究采用多种微生物鉴定技术，建立了制

药企业高风险生产区域的环境微生物鉴定信息数

据库，并结合微生物形态学和来源信息进行分析，

旨在帮助药企在发现不良趋势和异常时，能及时

采取有效措施，防止污染事件发生。随着研究的

不断深入，数据库将会更加全面和完善，可为企

业开展偏差调查、污染溯源以及日常微生物监控

提供技术支持，并为监管部门实现高效监管和风

险防控提供新思路。 
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