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乙腈-甲醇-水或乙腈-0.1%三乙胺，保留时间为

10~43 min[9-10]。加入氨水、三乙胺等改性剂目的

是改善其峰形，提高其灵敏度和准确度。本课题

组前期对氨水、三乙胺和正丁胺 3 种改性剂进行

对比，发现在流动相中加入氨水和三乙胺，基线

不平稳，不利于钩吻素子的测定，而正丁胺则不

存在上述问题。因此本次实验采用乙腈-0.2%正丁

胺水溶液进行钩吻素子含量测定。 

UPLC 具有灵敏度高、特异性强等优点，目前

广泛应用于样品的分析。本实验建立钩吻素子含

量测定的 UPLC，并对方法进行系统的方法学验

证。在流动相为乙腈-0.2%正丁胺水溶液(30∶70)、

流速为 0.5 mL·min1、25 ℃、pH 为 11.77，256 nm

检测波长条件下，钩吻素子与相邻杂质达到理想

分离效果(分离度>15)，保留时间为 1.99 min，缩

短样品的分析时间，同时也提高样品分析效率。

该方法灵敏度高，专属性和重复性良好，精密度

和准确度也符合中国药典 2010 年版的要求。 

耐用性试验主要考察方法本身对于可变试验

因素的抗干扰能力。本实验在主峰的拖尾因子

<2.0，主峰与杂质峰必须达到基线分离的前提下

(分离度>1.5)，分别考察同一批溶液在流动相配比

变化±5%、流动相 pH 为 11.77±0.2、流速(0.5±

0.1)mL·min1、色谱柱温度(25±5)℃的含量，结果

表明流动相比例、pH 值、流速、柱温对测定无显

著影响，确保含量测定时色谱条件的适应性、准

确性、重复性和可信性。 

该方法简单易行、专属性强，准确可靠，为

钩吻素子深入开展毒理、药效和临床研究提供科

学依据。本实验研究提示一定浓度钩吻素子生理

盐水溶液的稳定性，为后续钩吻素子深入开展毒

理、药效和临床研究时制剂配制提供参考。至于

更高浓度和其他温度条件是否也会有类似规律，

还有待更深一步的研究。 
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BacTALERT®3D 微生物检测系统作为无菌检查替代方法可行性的探讨 
 

李珏，王知坚，郑小玲(浙江省食品药品检验研究院，杭州 310004) 

  
摘要：目的  评价 BacTALERT®3D 微生物检测系统在特定注射剂产品中作为替代方法开展无菌检查的可行性。方法  收

集 3 种不同类型的无菌制剂，参照中国药典 2010 年版附录药品微生物检验替代方法验证指导原则的有关内容，考察在专

属性、检测限、重复性以及耐用性这 4 个方面与现行版中国药典无菌检查法是否存在差异。结果  对于单一品种门冬氨

酸钾镁注射液，BacTALERT®3D 微生物检测系统与药典方法基本相当，而专属性试验结果表明该检测系统不适用于其余
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2 种无菌制剂的无菌检查。结论  BacTALERT®3D 微生物检测系统在逐一验证的前提下，对特定注射剂产品可用于生产

过程的无菌质量控制。 
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Discussion on Feasibility of Alternative Sterility Test of BacTALERT®3D Microbial Detection System  
 
LI Jue, WANG Zhijian, ZHENG Xiaoling(Zhejiang Institute for Food and Drug Control, Hangzhou 310004, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To evaluate the feasibility of BacTALERT®3D Microbial Detection System carrying out as an 
alternative method of sterility test in particular injection. METHODS  According to the alternative method validation guiding 
principle in Appendix of Chinese Pharmacopoeia 2010, collecting three different types of injections to validate the specificity, 
limit of detection, reproducibility and durability which were experimental researched and statistical compared with the 
pharmacopoeia method. RESULTS  No statistically substantial difference in test result was found between using the 
BacTALERT®3D Microbial Detection System and the pharmacopoeia method in testing Potassium Aspartate 
and Magnesium Aspartate injection. But specificity test results showed that BacTALERT®3D Detection System did not apply to 
other two injections. CONCLUSION  For a specific product, BacTALERT®3D Microbial Detection System can be used to the 
production process control after validation. 
KEY WORDS: alternative method; BacTALERT®3D; sterility test  

 

药品无菌检查是药品质量中对微生物限量的

高要求，任何微生物的存活对于用药者而言都

可能是致命的。近年来屡屡曝出的药害事件也使

无菌制剂的无菌保障问题成为公众关注的焦点。

新中国第一部药典(1953 年版)就收载了无菌检查

法，在以后的历次药典改版中，对培养基种类及

质量要求、样品的分类及检验量、检验方法等均

进行了不断改进。目前，无菌检查法仍采用逐日

观察，培养 14 d。根据培养管浑浊产生的情况判

定样品是否合格，在执行过程中存在一些问题，

如逐日观察的规定会导致无法及时发现阳性结

果，无菌检查的检验结果均为实验人员手工记录，

实验结果缺乏一定的可追溯性等。当前，商品化

的快速微生物检查法(RMM)[1]以其快速、操作简

便、准确和检测结果的可追溯等优点，充分满足

了质量保证所提出的更高要求，同时，也为过程

分析技术(PAT)[2]的实现提供了技术上的支撑。为

了适应技术发展的需要，中国药典[3]也于 2010 年

版首次在指导原则中收载了替代方法验证的有关

内容。相关的规范性文件的出台为快速微生物检

查法的评价提供了理论依据和指南支持。 

BacTALERT®3D 微生物检测系统的工作原

理：首先将待检样品用无菌注射器注入相应的培

养瓶中，当培养瓶内有微生物生长时，释放出的

二氧化碳信号会被该系统的 LES 感应器捕获，

并将信号进行转换和放大，发现阳性后立即报警。

目前，BacTALERT®3D 微生物检测系统已经被

FDA 批准用于细胞治疗药物以及基因治疗药物。

在国内，该系统也被用于是否为商业无菌产品的

检验，全血及成分血的无菌试验[4]，以及临床血液、

无菌体液的病原学诊断[5]。 

本实验收集了 3 种不同类型的无菌制剂，参

照中国药典 2010 版附录药品微生物检验替代方法

验证指导原则的有关内容，分别考察专属性、检

测限、重复性以及耐用性这 4 个方面与现行版中

国药典无菌检查法相比是否存在差异。评价对于

单一品种无菌检查采用 BacTALERT®3D 微生物检

测系统替代药典无菌检查法的可行性，为该方法作

为产品放行检验和过程控制的技术手段提供依据。 

1  仪器与材料 

试验样品：门冬氨酸钾镁注射液(专属性预试

验，批号：1303111；替代方法验证试验，批号：

1311211)；丹参注射液(批号：1301153)；鸦胆子油

乳注射液(批号：20121209)，以上 3 种试验样品规

格均为 10 mL。 

试验菌株：金黄色葡萄球菌 CMCC(B)26003、

大肠埃希菌 CMCC(B)44102 、铜绿假单胞菌

CMCC(B)10104、生孢梭菌 CMCC(B)64941、枯草芽

孢杆菌 CMCC(B)63501、白色念珠菌 CMCC(F) 

98001、黑曲霉 CMCC(F)98003 均由中国食品药品检

定研究院提供。 

BacTALERT®3D微生物检测系统(法国生物梅
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里埃公司)。 

培养基：硫乙醇酸盐流体培养基、改良马丁

培养基和胰酪胨大豆肉汤培养基均来自广东环凯

微生物科技有限公司。 

2  预试验 

2.1  3 个试验样品无菌检查方法验证 

按照中国药典 2010 年版附录无菌检查法中方

法验证试验的规定，对 3 个试验样品逐一进行验证。 

试验结果表明，3 个试验样品在该检验量以及

检验条件下无抑菌作用。无菌检查方法为薄膜过

滤法，无需冲洗液冲洗。 

2.2  3 个试验样品的专属性预试验 

2.2.1  试验方法  药典组：3 个试验样品按照无菌

检查方法验证结果进行试验；BacTALERT®3D 微

生物检测系统组(3D 组)：采用无菌注射器将 3 个

品种的试验样品分别接种至 3D 瓶中，混匀。然

后将制备好的菌悬液 0.1 mL(含菌量<100 cfu)平行

接种至药典组和 3D 组的样品管(瓶)中，混匀，每

个品种每种菌平行 3 次独立试验。药典组细菌管

于 32.5 ℃，真菌管于 25.5 ℃培养 7 d，每天观察结

果，3D 组上机测定，同药典组温度培养，机器自动

观测，发现阳性后立即报警。 

2.2.2  试验结果  3 个试验样品的预试验结果表

明，2 组的促生长能力基本相当，说明样品存在不

会对检验结果造成影响；鸦胆子油乳注射液 3D 组 7

株试验菌的促生长能力普遍快于药典组，尤其表现

在对白色念珠菌的促生长能力上，需要进一步试验，

排除假阳性的可能；丹参注射液 3D 组 5 株细菌培

养至 7 d 仍为阴性，肉眼观察 3D 瓶中的培养基也为

澄清状态，表明在该样品存在下，3D 检测系统对 5

株试验菌无法恢复生长，替代方法不适用于该品种

的无菌检查。3 个试验样品的预试验结果见表 1。

表 1  预试验结果 

Tab. 1  Pre-test results  

报阳性时间 

门冬氨酸钾镁注射液 丹参注射液 鸦胆子油乳注射液 菌名 

药典组/d 3D 组/h 药典组/d 3D 组/h 药典组/d 3D 组/h 

金黄色葡萄球菌 1 1 1 14 14 14 1 1 1 － － － 1 1 1 14 14 14

大肠埃希菌 1 1 1 13 14 15 1 1 1 － － － 1 1 1 14 14 14

枯草芽孢杆菌 1 1 1 16 16 17 1 1 1 － － － 1 1 1 14 15 16

铜绿假单胞菌 1 1 1 20 20 20 1 1 1 － － － 1 1 1 18 18 19

生孢梭菌 1 1 1 19 19 19 1 1 1 － － － 1 1 1 17 17 16

黑曲霉 2 2 2 50 50 50 2 2 2 64 65 137 2 2 2 33 37 42

白色念珠菌 2 2 2 34 34 34 2 2 2 49 48 49 2 2 2 19 20 23

注：“”表示培养至第 7 天仍未报阳性结果。 

Note: “” no positive reports until the seventh day.  

2.2.3  鸦胆子油乳注射液 3D 组微生物生长确认

试验  鸦胆子油乳注射液为乳白色的乳状液体，

接种至 3D 瓶后培养基表现为浑浊状态，无法直接

从外观上判断是否有微生物生长。需要转种进行

确认试验。试验发现，仅接种样品鸦胆子油乳注

射液不加菌液，检测系统在 1 d 之内阳性报警，取

报阳性的 3D 培养瓶中的培养液 1 mL 转种至胰酪

胨大豆肉汤培养基中，培养 3 d，观察培养基是否

再出现浑浊。经试验确认结果为无菌生长，说明

鸦胆子油乳注射液采用 BacTALERT®3D 微生物检

测系统进行检测会出现假阳性的结果，替代方法

不适用于该品种的无菌检查。 

3  门冬氨酸钾镁注射液替代方法的验证 

3.1  专属性试验  

3.1.1 专属性试验方法  专属性试验应分别考察

替代方法培养体系的促生长试验以及样品对检测

结果的影响。试验方法同专属性预试验。 

3.1.2  专属性试验结果及结果分析  比较观察时

间末的生长率，细菌 48 h，真菌 72 h，在规定时

间内药典组和 3D 组的 7 株试验菌生长率均为

100%，可以认为 2 种方法的专属性没有差异。 

3.2  检测限 

3.2.1  检测限试验方法  药典组和 3D 组样品接

种方法与专属性相同，加菌量每管(瓶)<5 cfu，

每种试验菌重复进行 10 次。 

3.2.2  检测限试验结果及结果分析  采用 SPSS 

V13.0 fisher 确切概率法，对上述 7 株试验菌的检

测限试验结果分别进行统计分析，3D 组与药典

组均无显著性差异。检测限试验结果见表 2。
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表 2  检测限试验结果 

Tab. 2  Limit of detection results 
报阳性时间 

金黄色葡萄球菌 大肠埃希菌 枯草芽孢杆菌 铜绿假单胞菌 生孢梭菌 黑曲霉 白色念珠菌 
实验 

平行 
药典组/d 3D 组/h 药典组/d 3D 组/h 药典组/d 3D 组/h 药典组/d 3D 组/h 药典组/d 3D 组/h 药典组/d 3D 组/h 药典组/d 3D 组/h

1 2 24 1 18 1 32 1 24 2 25 2 74 2 39 

2 2 24 1 18  40 1 24 2 24 2 84 2 40 

3 2 24 1 17  47 1 25 2 32 2 73 2 39 

4 2 25 1 17   1 25 2 32 2 74 2 41 

5 2  1 19   1 25 2 26 2 66 2 39 

6 2  1 17     2 42 2 75 2 43 

7   1 18     2  2 75 2 40 

8   1      3  2 74 2 
9           2 89   

10           2    

注：“”表示培养至第 5 天仍未报阳性结果。 

Note: “” no positive reported until the fifth day.  

3.3  重复性 

3.3.1  方法  于不同的实验时间、由不同的实验

人员进行重复性试验，考察方法的精密度。试验

方法同样品存在专属性试验方法。 

3.3.2  结果分析  比较观察时间末的生长率，细

菌 48 h，真菌 72 h，在规定时间内药典组和 3D 组

的 7 株试验菌生长率均为 100%，结果表明替代方法的

重复性与药典方法相当。 

3.4  耐用性 

3.4.1  方法  改变培养温度(±5 ℃)，其他试验方法

同样品专属性试验方法，对替代方法的耐用性进行

考察。 

3.4.2  结果分析  比较观察时间末的生长率，只

有黑曲霉在 20.5 ℃的培养温度下无法在规定时间

内(真菌 72 h)生长，但适当延长培养时间，仍能给

出阳性结果。结果表明替代方法在培养温度发生

变化的情况下，检验结果可以基本不受影响，方

法可正常使用。 

4  讨论 

预试验结果表明，BacTALERT®3D 微生物检测

系统在替代目前药典规定的无菌检查方法时，有

其局限性，并非适用于所有品种，即便是制剂规

格满足 3D 系统的检验量并且样品本身经过无菌

检查方法验证确认无抑菌性，也可能无法通过替

代 方 法 验 证 试 验 。 样 品 本 身 的 特 性 对 于

BacTALERT®3D 微生物检测系统的影响是显而易

见的。因此，在考察替代方法的可行性时，需要

逐一样品进行验证，而不能简单的用几个品种的

验证结果证明替代方法可以等同于药典方法。 

BacTALERT®3D 微生物检测系统使用的 3D

培养瓶内容物标称为大豆酪蛋白消化物肉汤培养

基(TSB)，实验发现，当平行参照中国药典直接接

种法将 10 mL 丹参注射液接种至干粉配制的

40 mL(装量与 3D 培养瓶保持一致)TSB 培养基中，

同时接种<100 cfu 的金黄色葡萄球菌菌液 0.1 mL，

于 32.5 ℃培养 24 h，生长旺盛。丹参注射液预试

验结果却是培养至 7 d 仍为阴性，认为 3D 培养瓶

中的培养基成分与市售的干粉 TSB 培养基在配方

上并不完全一致，其中的某些组分可能存在抑制

微生物生长的情况。 

鸦胆子油乳注射液采用 BacTALERT®3D 微生

物检测系统进行预试验出现假阳性的结果，从该

系统的工作原理来看，它并不是基于浊度原理，

因此判读错误的原因并不是样品本身的乳白色性

状引起的，而可能是由于样品的加入使得培养瓶内

的氢离子(H+)发生变化，出现假阳性的结果。 

药典方法和替代方法实现严格厌氧环境的原

理是不同的，前者是通过化学手段，而后者是物

理手段。因此，在实验过程中发现，对于严格厌

氧菌的检查，替代方法在操作过程中需要保证操

作环境的严格厌氧。实验考察了替代方法在 2 种

操作环境下(普通生物安全环境和严格厌氧环境)，

生孢梭菌的专属性试验结果，结果见表 3。试验结

果表明，就培养体系促生长试验来看，操作环境

是否严格厌氧对于测定结果没有影响，但对于样

品存在的专属性试验结果影响则十分显著。分析

原因，由于样品存在的专属性试验需要接种 10 mL

的样品，在普通操作环境下导入的氧气量会明显

增多，由于操作环境没有隔绝氧气，对试验结果

的影响就会凸显出来，而当接种量较少时，比如
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培养体系促生长试验，这种影响就会被弱化。因

此，在进行样品检测时，需在厌氧的环境下接种样

品至 3D 厌氧瓶，保证严格厌氧菌能被有效检出。 

表 3  不同操作环境对生孢梭菌试验结果的影响 

Tab. 3  Influence of different operating environment on 
results of Clostridium sporogenes 

报阳性时间/h 
环境条件 

培养体系促生长 样品存在专属性 

普通 19 19 20 64 52 57 

严格厌氧 19 18 19 19 19 19 

本实验从专属性、检测限、重复性、耐用性 4

个方面对单一品种门冬氨酸钾镁注射液无菌检查

替代方法和药典方法进行了验证试验。验证结果

表明，替代方法与药典方法基本相当。但是验证

试验不可能覆盖所有的微生物，由于 2 种方法的

培养基体系不完全相同，因此不能排除对于某些

微生物的促生长能力 2 种方法可能不相当。在下

一步研究中，需要增加试验菌株的种类。 

BacTALERT®3D 微生物检测系统采用简单转

接、连续震荡孵育以及专利的颜色敏感检测技术，

降低了无菌操作污染的风险，实现了检测结果及

时反馈，区别于传统无菌检查的繁琐操作、静态

培养以及人为的浊度判读法，有其结果报告的实

时性、可追溯性以及避免人员干扰的优势。 

替代方法和药典方法无菌检查都是基于培养

的，因此实验结果是否为“无菌生长”在一定程度

是基于标准规定的培养天数，也就是说 14 d“无菌

生长”并不一定意味着 15 d 仍是“无菌生长”。因

此，缩短无菌检查的培养天数是有风险的。通过

替代方法的验证试验，可以认为 BacTALERT®3D

微生物检测系统作为某一具体品种用于过程控制

是可行的。 
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固相萃取-HPLC 测定人血清万古霉素、去甲万古霉素浓度及其与荧光

偏振免疫法测定结果的比较 
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摘要：目的  建立固相萃取-高效液相色谱法(SPE-HPLC)测定人血清中万古霉素和去甲万古霉素浓度，并与荧光偏振免疫

法(FPIA)测定结果进行相关性分析。方法  血清样品经 C18 固相萃取小柱净化后进样。色谱柱为 HyperSil C18 柱(250 mm × 

4.6 mm，5 μm)，流动相为 0.05 mol·L1 磷酸二氢钾-乙腈(91︰9)，柱温 25 ℃，流速 1 mL·min1，检测波长 236 nm，进样

量 30 μL；28 例患者的血浆分别用 SPE-HPLC 和 FPIA 测定，考察 2 种方法的相关程度。结果  万古霉素、去甲万古霉素

的标准曲线范围分别为 0.4~80 mg·L1 和 1~50 mg·L1，回收率分别为 87.2%和 89.8%，日内、日间精密度均<7%；SPE-HPLC

和 FPIA  2 种方法的测定值差异无统计学意义。结论  SPE-HPLC 法快速简便，准确，灵敏度高，适用于万古霉素和去甲

万古霉素血药浓度检测；2 种测定方法有良好的相关性。 
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