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高风险注射剂生产企业制药用水系统微生物菌库的建立和分析 
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摘要：目的  建立某高风险注射剂生产企业制药用水系统微生物数据库，为企业制药用水系统污染微生物的有效控制和

溯源调查提供指导。方法  连续 4 个季度对某大容量注射剂生产企业的纯化水系统和注射用水系统监控收集微生物，采

用基于 16S rRNA 和 ITS rDNA 序列比对等方法鉴定污染微生物，结合微生物种属和来源信息进行分析，建立企业制药用

水系统的微生物菌库。结果  共分离鉴定 1 499 株细菌和 20 株真菌，注射用水系统和纯化水系统的微生物分别占比 9.0%
和 91.0%。纯化水系统中鞘氨醇单胞菌和甲基杆菌最多，分别占全部分离菌的 28.9%和 25.2%。注射用水系统中葡萄球菌

和微球菌较多，分别占全部收集菌的 24.9%和 18.2%。纯化水系统中污染的微生物主要为革兰氏阴性菌，占污染微生物总

数的 67.0%。注射用水系统中污染的微生物主要为革兰氏阳性菌，占污染微生物总数的 60.3%。制药用水系统中较为常见

的真菌为杂色曲霉菌和产黄青霉。此外，经分析发现，纯化水系统的微生物在第二季度和第三季度数量占比较多，占全

年微生物总量 67.8%，第一季度和第四季度微生物数量则下降；注射用水系统微生物数量则在第二季度较多，其余 3 个

季节数量差不多。结论  建立制药用水系统微生物菌库可指导制药用水系统的运行维护及消毒灭菌，同时也为高风险药

品生产企业的微生物污染事件提供溯源调查基础。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a microbiological database for a pharmaceutical water system in the high-risk 
injection manufacturer, so as to provide guidance for effective control and traceability investigation of microorganisms polluted 
by the pharmaceutical water system. METHODS  Microorganisms were monitored and collected in the purified water system 
and water for injection system of large-capacity injection manufacturer for four consecutive quarters, 16S rRNA and ITS rDNA 
sequencing methods were used to identify contaminated microorganisms. Statistical analysis was performed by combining the 
information of microbial species and source. A microorganisms library of pharmaceutical water system was established. 
RESULTS  It was shown that 1 499 strains of bacteria and 20 strains of mold were isolated from pharmaceutical water system. 
Microorganisms in the water for injection and purified water systems accounted for 9.0% and 91.0%, respectively. Sphingomonas 
and Methylobacteria were the most in purified water system, accounting for 28.9% and 25.2%, respectively. Staphylococcus and 
Micrococcus were most in the water for injection system, accounting for 24.9% and 18.2%, respectively. The contaminated 
microorganisms in the purified water system were mainly Gram-negative bacteria, accounting for 67.0%. The contaminated 
microorganisms in the water for injection system were mainly Gram-positive bacteria, accounting for 60.3%. The more common 
fungi in pharmaceutical water system were Aspergillus versicolor and Penicillium chrysogenum. In addition, the analysis found 
that the number of microorganisms in the purified water system accounted for more in the second and third quarters, accounting 
for 67.8% of the total microorganisms in the year, and the number of microorganisms in the first and fourth quarters decreased. 
The number of microorganisms in the water for injection system was higher in the second quarter, and the numbers were similar 
in the remaining three seasons. CONCLUSION  Establishing a microbial library for a pharmaceutical water system can guide 
the operation and maintenance of pharmaceutical water system and disinfection, and also can provide a source of traceability 
investigation for microbial contamination incidents in high-risk pharmaceutical manufacturer. 
KEYWORDS: sterile pharmaceutical manufacturer; pharmaceutical water system; microbial library; water for injection;  
purified water 
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制药用水是药品生产过程中使用量最大最广

的一种原料，尤其是注射剂生产企业使用的注射

用水，会通过注射直接进入人体，直接影响患者

的安全[1]。制药用水的制备、储存和分配系统是药

品生产的关键系统，《药品生产质量管理规范》

(GMP)规定药品生产企业应根据监控计划对制药

用水的微生物负载等指标进行监测，并通过年度质

量回顾工作分析制药用水是否持续处于稳定、受控

状态。随着新版 GMP 的实施，各制药企业开始关

注制药用水系统的风险控制，尤其是水中微生物的

控制。因为水系统中的微生物可浮游或黏附于管道

和储罐的内壁等部位，并能大量繁殖形成生物膜，

可以持续释放微生物从而形成持久的污染源，同时

生物膜也是形成内毒素的主要原因[2]。 
微生物检测是评价制药用水是否合格的重要

指标，微生物指标的检测与控制是一项必要而复

杂的工作[3-4]。尤其针对高风险无菌药品生产企业，

通过对制药用水系统的微生物进行系统科学的收

集和分析，采用合适的鉴定手段对制药用水正常

状态下微生物进行调研，可以帮助生产企业更好

地对日常制药用水系统运行及消杀情况进行评

价，也可以进一步指导制药用水系统的灭菌、消

毒和清洁[5-6]。建立的制药用水系统微生物菌库也

可为基于微生物和药品特性分析风险等级收集的

药品生产环境菌库奠定数据基础，帮助药品中污

染微生物进行溯源调查。 
1  材料 
1.1  仪器 

ME2002E 电子天平(瑞士梅特勒-托利多公司)；
MLS-3781-PC 高压蒸汽灭菌器(日本三洋公司)；生

物安全柜(力康生物医疗科技控股有限公司)；SF450
灭菌箱、IF450 恒温培养箱、ICP55 低温培养箱均来

自德国 Memmert；HTY-2000B 型集菌仪、FC502 一

次性使用集菌培养器均来自杭州泰林生物技术设备

有限公司；ABI3730-XL 测序仪(美国 ABI 公司)。 
1.2  培养基 

胰 酪 大 豆 胨 琼 脂 培 养 基 (TSA ， 批 号 ：

1064583)、R2A 琼脂培养基(批号：1061327)均由

广东环凯微生物科技有限公司提供；以上培养基

适用性检查均符合中国药典 2015 年版规定[7]。 
2  方法与结果 

2.1  制药用水系统微生物的收集 
本研究连续 4 个季度对某大容量注射剂无菌

药品生产企业纯化水的各分配系统总供水点、回

水点、使用点和注射用水系统供水点、各车间回

水点及使用点进行取样，按照中国药典 2015 年

版纯化水标准进行微生物限度检查。纯化水的各

分配系统总供水点、回水点每天取样检测，各使用

点每月取样检测；注射用水系统供水点、各车间回

水点每天取样检测，各使用点每月取样检测。 
2.2  制药用水系统微生物的分离和保存 

一共收集获得 1 499 株细菌和 20 株真菌，对

收集的微生物进行复苏分离纯化，复苏培养基采

用 TSA 和 R2A 琼脂培养基，采用磁珠保存管置

−70 ℃冰箱保存。部分无法复苏的菌株采用直接单

个纯菌落鉴定。 
2.3  细菌 16S rDNA 全长测序及真菌 ITS rDNA 测

序鉴定 
对制药用水系统收集获得的 1 499 株细菌及

20 株真菌分别采用测序仪进行细菌 16S rDNA 和

真菌 ITS rDNA 测序鉴定。本研究比对的数据库包

含 NCBI-Fungi 和 NCBI-Bacteria(同源性>98.65%
判定为同一种微生物[8])。 
2.4  制药用水系统微生物污染分析   

本次通过 4 个季度连续收集到制药用水系统

微生物菌株共计 1 519 株，包括 1 499 株细菌和 20
株真菌。其中 132 株细菌来源于注射用水系统， 
1 367 株细菌来源于纯化水系统；4 株真菌来源于

注射用水系统，16 株真菌来源于纯化水系统。来

源于注射用水系统的微生物占比 9.0%，来源于纯

化水系统的微生物占比 91.0%。整个制药用水系统

细菌占比 98.7%，真菌占比 1.3%。结果见表 1。 

表 1  菌株数统计 
Tab. 1  Strain number statistics                   株 

用水系统 菌株 第一季度 第二季度 第三季度 第四季度 总计

注射用水系统 细菌 30 63 20 19 132

真菌 2 2 / / 4
纯化水系统 细菌 184 479 447 257 1 367

真菌 3 13 / / 16

微生物总数 219 557 467 276 1 519

  
2.5  随季节微生物污染变化   

纯化水系统的微生物在第二季度和第三季度

数量占比较多，占全年微生物总量 67.8%，第一季

度和第四季度微生物数量则下降；注射用水系统

微生物数量则在第二季度较多，其余三个季节数

量都差不多。结果见表 1。这可能和温度、湿度等



 

中国现代应用药学 2021 年 5 月第 38 卷第 9 期                          Chin J Mod Appl Pharm, 2021 May, Vol.38 No.9        ·1067· 

季节性因素存在关联。也有报道显示，在丰水期

制药用水系统管路内检出革兰氏阴性菌比例上

升，提示在这些时期需注意水系统管路等清洁消

毒是否到位。 
2.6  制药用水系统微生物菌库的建立和分析   

从制药用水系统收集的 1 519 株微生物的测

序鉴定结果统计见表 2。纯化水系统中鞘氨醇单胞

菌和甲基杆菌最多，分别占全部分离菌的 28.9%和

25.2%；其次为微球菌、短杆菌和丛毛单胞菌，分

别占全部收集菌的 12.8%，8.0%和 7.8%。注射用

水系统中葡萄球菌和微球菌较多，分别占全部收

集菌的 24.9%和 18.2%；其次为芽孢杆菌和甲基杆

菌，分别占全部分离菌的 10.3%和 8.8%。本研究

通过对 4 个季度收集的制药用水微生物的测序鉴

定结果进行整理和分析，初步建立了制药用水微

生物菌库。 
 

表 2  制药用水系统微生物鉴定结果 
Tab. 2  Results of pharmaceutical water system microbial 
identification 

菌株 
纯化水系统 
计数/株 

百分比/% 
注射用水系统

计数/株 
百分比/%

鞘氨醇单胞菌 400 28.9 9 6.9
甲基杆菌 349 25.2 12 8.8
微球菌 177 12.8 25 18.2
短杆菌 111 8.0 4 3.2
丛毛单胞菌 108 7.8 8 6.0
葡萄球菌 75 5.4 34 24.9
假单胞菌 51 3.7 4 3.2
芽孢杆菌 28 2.0 14 10.3
罗尔斯顿菌 18 1.3 7 5.0
莫拉菌属 / / 4 3.2
戈登氏菌 18 1.3 5 4.0
真菌 16 1.2 4 3.0
其他 32 2.3 5 3.6
合计 1 383 100 136 100 

 

对微生物鉴定结果分析总结见表 3，纯化水系

统中污染的微生物主要为革兰氏阴性菌，占污染

微生物总数的 67.0%，其中也有芽孢杆菌污染(占
比 2.0%)。注射用水系统中污染的微生物主要为革

兰氏阳性菌，占污染微生物总数的 60.3%，其中芽

孢杆菌污染占比 10.3%。 
本研究从制药用水系统中一共收集到 20 株真

菌，污染真菌种群的多样性分析见图 1。青霉菌是

制药用水系统中主要污染真菌，占比 50%，其中最

常见的为产黄青霉。其次为杂色曲霉菌，占比 20%。

注射用水系统中污染的真菌为团青霉和白腐菌。 

表 3  制药用水系统微生物污染结果 
Tab. 3  Results of pharmaceutical water systems microbial 
contamination  

菌种 
纯化水系统 注射用水系统 

计数/株 百分比/% 计数/株 百分比/%

革兰氏阴性菌 926 67.0 49 36.0 

革兰氏阳性菌 441 31.9 82 60.3 

芽孢杆菌 28 2.0 14 10.3 
 

 

图 1  制药用水系统污染真菌种群多样性分析 
Fig. 1  Fungus population diversity analysis of 
pharmaceutical water system 

 
3  讨论 

从建立的制药用水微生物菌库各方面的对比

情况分析可知，制药用水系统中微生物占比绝大

多数为革兰氏阴性菌，占比 64.2%。其中收集到假

单胞菌 55 株，假单胞菌属的微生物容易形成生物

膜，易造成水系统的微生物负载超标，对产品和

患者安全带来影响，因此需要在水系统中严格控

制，可采用热消毒方式(通常 80 ℃)对这类热敏感

微生物进行杀灭。芽孢类微生物占比 3%，目前国

际上也将芽孢类微生物列为产品中不可接受微生

物，因此制药用水系统中如果出现这类较难消杀

的微生物[9]，也需要引起重视。在制药用水系统中

较为常见的真菌为杂色曲霉菌和产黄青霉。从

FDA 的 Bad Bud Book 致病菌参考手册可知，曲霉

菌属和青霉菌属均属于不可接受微生物范畴，

FDA 也曾经因为产品中出现这两大类微生物把产

品进行召回，因此针对水系统出现的这 2 类霉菌，

需要制定有效的消毒杀菌手段，防止这类微生物

形成生物膜，造成更大的危害。 
本次研究收集的注射用水系统污染的微生物

主要为革兰氏阳性菌，可能革兰氏阳性菌细胞壁

较厚耐热性好，比革兰氏阴性菌更能耐受注射用

水系统温度(70~80 ℃)。而纯化水系统污染的微生

物主要为革兰氏阴性菌，因此可根据纯化水系统

和注射用水系统微生物种类的不同，采取有针对
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性的控制微生物手段。注射用水系统出现的革兰

氏阳性菌主要考虑少量来源于纯化水系统，更多

可能是外部环境带来的污染，因此企业需要重点

考察外部环境对注射用水系统的影响，确保注射

用水系统的清洁干净(包括各个取样点、使用点)，
同时应对注射用水系统进行系统检查，重点检查

维护是否到位、是否存在可能与外部相通的位置。 
本研究通过 4 个季度的持续采样收集制药用

水微生物，初步建立了高风险药品生产企业制药

用水系统的微生物菌库，但是环境微生物库的建

立是个持续动态的过程，因此需要在日常监测中

不断完善[9]。制药用水系统微生物菌库的建立，可

帮助生产企业更好地评价日常水系统运行情况及

消杀效果，并根据菌群建立不同的消杀方案，同

时也为高风险药品生产企业的微生物污染事件提

供溯源调查基础。 
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