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制药企业微生物鉴定技术和监测数据库的建立

摘要   目的：建立制药企业微生物鉴定技术和监测数据库，以达到微生物溯源调查、回顾分析和法规符

合性的要求。方法：建立微生物定向和数值分类鉴定方法，通过对标准菌株的分析鉴定，以确认鉴定方

法的适用性，并将污染菌的来源、菌落、细菌形态和鉴定信息以图片形式保存于 Word、Excel 文档中。

结果：微生物定向和数值分类鉴定法经确认后均符合要求，可用于微生物的鉴定。制药企业污染菌库、

鉴定电子菌库和药品生产过程中微生物监测电子数据库，可用于污染菌的测试、鉴定信息确认和分析调

查。结论：所述的微生物定向和数值分类鉴定法，以及污染菌库、鉴定电子菌库和监测电子数据库为同

行提供一套简单、应用性强、成本低的微生物鉴定技术和建立污染菌库的指导方法及技术平台。
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Abstract   Objective:   To establish microbial identification technology and monitoring database in the 
pharmaceutical company, so as to meet the requirements of microbial traceability investigation, analysis review 
and regulation compliance. Methods: Microbial orientation and numerical classification identification methods 
were established and the applicability of the methods was verified by analysis and identification of standard 
strains. Moreover, the following information of the identified bacterial, including source, colony, morphology 
and API identification information were stored in Word or Excel files in the format of pictures. Results: Both 
the microbial orientation identification and numerical classification identification methods met the requirements, 
which could be used for microbial identification. A library of contaminating bacteria of pharmaceutical company, 
electronic database of microbial identification and microbial monitoring database during the drug production 
could be used for testing, confirming the identification information and analyzing the contaminating bacteria. 
Conclusion: The microbial orientation identification and numerical classification identification methods, library 
of contaminating bacteria, electronic database of microbial identification and microbial monitoring database in this 
article could provide a simple, practical and low-cost microbial identification technology, guidance and platform 
for  establishment of library of contaminating bacteria.
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微生物污染是无菌药品和非无菌药品质量评

估的重要指标，当药物原料、辅料、制药用水、中

间体、终产品和洁净环境受到微生物污染时，会出

现风险持续、调查溯源难、应变慢等严重问题[1]。

因此，建立药品生产过程中环境污染菌库[2]和微生

物污染溯源分析的方法具有极其重要的意义[3]。

微生物污染溯源分析与微生物鉴定技术息息

相关，常采用两种或多种方法鉴定微生物，在许多

质量控制调查中，单独的表型鉴定结果就能给出充

足的信息帮助调查人员进行深入调查，并按需要制

定适宜的纠正措施[4]。

本文结合微生物定向[5]和数值分类鉴定技术[6]

这两种表型鉴定法，在分享实践经验和实例参考的

同时，为同行提供一套简单、应用性强、成本低的

微生物鉴定方法确认和污染菌库建立的技术平台，

以达到微生物溯源调查和回顾分析[7]的要求。

1   实验材料与方法
1.1   试剂和主要设备

Analytic Products Inc（API）鉴定试剂（法国

梅里埃诊断产品有限公司，用于微生物鉴定）：

API STAPH，API 20E，API 20NE，API CORYNE，

API 20 C AUX，API 50CHB。定向鉴定试剂：革

兰氏染色液（广东环凯微生物科技有限公司），

接触酶试剂（法国梅里埃诊断产品有限公司），

氧化酶试剂（法国梅里埃诊断产品有限公司），

靛基质试剂（广东环凯微生物科技有限公司），

3%NaOH溶液，芽孢染色液（广东环凯微生物科技

有限公司）。主要设备：DM500型数码显微镜（德

国Leica公司，用于细菌形态观察）；AC2-4S1型

生物安全柜（新加坡Esco公司，提供微生物操作

环境）；WH-11CA型低温培养箱（德国Wiggens

公司，用于微生物培养）；CL-32L型湿热灭菌柜

（日本ALP公司，用于微生物灭活）。

1.2   菌种

金黄色葡萄球菌[CMCC(B)26003]，铜绿假单胞

菌[CMCC(B)10104]，大肠埃希菌[CMCC(B)44102]，

白 色 念 珠 菌 [ C M C C ( F ) 9 8 0 0 1 ] ， 生 孢 梭 菌

[CMCC(B)64941]，枯草芽孢杆菌[CMCC(B)63501]，

贪婪丙酸杆菌（实验室分离革兰氏阳性杆菌，用于

API CORYNE鉴定条的确认）。

1.3   实验方法

1.3.1   微生物定向鉴定法确认

细菌的形态观察法[8]用于鉴别球菌、杆菌、芽

孢菌属、弧菌、酵母菌或弯曲菌[9]；革兰氏染色法

鉴别革兰氏阳性或阴性菌，以金黄色葡萄球菌(+)

和铜绿假单胞菌(-)为确认菌株；接触酶试验鉴别

微球菌科，以金黄色葡萄球菌(+)和生孢梭菌(-)为

确认菌株；氧化酶试验鉴别假单胞菌科，以铜绿假

单胞菌(+)和金黄色葡萄球菌(-)为确认菌株；靛基

质试验鉴别肠杆菌科，以大肠埃希菌(+)和金黄色

葡萄球菌(-)为确认菌株；拉丝试验辅助革兰氏染

色法，以金铜绿假单胞菌(+)和黄色葡萄球菌(-)为

确认菌株；芽孢染色法鉴别芽孢杆菌属，以枯草芽

孢杆菌(+)和金黄色葡萄球菌(-)为确认菌株。

1.3.2   API鉴定法确认

API STAPH鉴定葡萄球菌属和微球菌属，以金

黄色葡萄球菌为确认菌株；API 20E鉴定肠杆菌科

及其他革兰氏阴性杆菌，以大肠埃希菌为确认菌

株；API 20NE鉴定非肠道革兰氏阴性杆菌，以铜

绿假单胞菌为确认菌株；API CORYNE鉴定棒状杆

菌科，以贪婪丙酸杆菌为确认菌株；API 20 C AUX

鉴定酵母菌属，以白色念珠菌为确认菌株；API 

50CHB鉴定芽孢杆菌属，以枯草芽孢杆菌为确认菌

株；实验人员A、B、C分别对每种鉴定条进行平行

操作。

1.3.3   甘油-生理盐水冷冻管保存法

取单菌落菌苔置菌生理盐水中，使其菌液浓

度大于7.5麦氏浓度，取2 mL的冻存管，分别加入

0.5 mL菌液和0.5 mL的20％无菌甘油，混匀，制备

成10％甘油-生理盐水菌悬液，放置菌株保存盒内

（见图1），至-20℃冰箱保存[10]（见图1）。
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图1   10%甘油-生理盐水冷冻管保存法

1.3.4   微生物电子数据库的建立

将污染菌的来源、菌落、细菌形态和API鉴定

信息以图片形式保存于Word、Excel文档中。

1.4   评价标准

微生物定向鉴定法确认：阳性或阴性确认菌

株应为阳性或阴性反应；API鉴定法确认：将反应

结果输入API鉴定分析软件进行分析，鉴定菌的鉴

定百分比（%ID）应≥80%。

2   结果
2.1   微生物定向鉴定方法确认

经确认，革兰染色法（见图2）、接触酶试验

（见图3）、氧化酶试验（见图4）、靛基质试验

（见图5）、拉丝试验（见图6）、芽孢染色法（见

图7）均符合规定。

图 2   革兰氏染色法

图 4   氧化酶试验

图 3   接触酶试验

图 5   靛基质试验
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图 6   拉丝试验图 图 7   芽孢染色法

2.2   API鉴定法确认

经确认，各种标准菌株的API鉴定试条结果均

符合规定（见表1及图8～13）。

表1   API鉴定法确认

试验条 鉴定菌株 操作人员 鉴定结果 鉴定百分比及评价

API STAPH 金黄色葡萄球菌 A、B、C 金黄色葡萄球菌（图8） 97.8%，好的鉴定

API 20E 大肠埃希菌 A、B、C 大肠埃希菌（图9） 99.9%，极好的鉴定

API 20NE 铜绿假单胞菌 A、B、C 铜绿假单胞菌（图10） 98.6%，好的鉴定

API CORYNE 贪婪丙酸杆菌 A、B、C 贪婪丙酸杆菌（图11） 96.6%，好的鉴定

API 20 C AUX 白色念珠菌 A、B、C 白色念珠菌（图12） 97.2%，好的鉴定

API 50CHB 枯草芽孢杆菌 A、B、C 枯草芽孢杆菌（图13） 99.8%，很好的鉴定

图8   API STAPH金黄色葡萄球菌 图9   API 20E大肠埃希菌
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图10   API 20NE铜绿假单胞菌

图12   API 20 C AUX白色念珠菌

图11   API CORYNE贪婪丙酸杆菌

图13    API 50CHB枯草芽孢杆菌

2.3   制药企业污染菌库的建立

污染菌库来源于药物原料、辅料、制药用

水、中间体、终产品和洁净环境，用于培养基和检

验方法的补充验证，包括微生物污染调查、灭菌效

果补充验证[11]以及环境分离菌株消毒剂杀灭效果评

估[12]。污染菌库包括样品菌库和电子菌库。

样品污染菌库：对所有污染微生物进行微生

物定向和API鉴定；每种污染菌使用10%甘油-生理

盐水冷冻管法保存2管，1管用于传代，1管用于使

用，编号为YYMM-N（保存年月+序号），至药品

有效期1年后销毁。

电子污染菌库：将污染菌的来源、菌落、细

菌形态和API鉴定信息以图片形式保存于Word文档

中，用于污染菌回顾、对比和培训（见图14）。 图14   电子污染菌库样式
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2.4   鉴定电子菌库

根据API鉴定试剂条，分为API STAPH微球菌

科、API CORYNE棒杆菌科、API 50CHB芽孢杆菌

属、API 20NE假单胞菌科、API 20CAUX醇母菌

属、API 20E肠杆菌科6个Word文档；用于鉴定结

果参考、培训和通过菌落快速鉴定污染菌种属（见

图15）。

2.5  药品生产过程中微生物监测电子数据库的建立

建立Excel文档，以不同生产车间的洁净环境

监测结果、原料、辅料或制药用水为工作簿进行记

录，记录生产过程的微生物污染情况（见图16）；

使用Excel中的“筛选”功能[13]，能快速筛选某位

点或某微生物的染菌情况，用于污染菌或监控位点

的溯源调查，并进行定期的菌群回顾分析（见图

17）。

3   讨论
在微生物鉴定过程中，首先完成的实验称为

基本定向试验，错误的定向鉴定结果引导我们选

用错误的鉴定条或鉴定试剂，导致鉴定失败、结

果无效。

微生物定向鉴定注意事项：①革兰氏染色

法，要求使用18～24小时的培养物，有的革兰氏阳

性菌在幼龄时呈阳性，超过24小时可变为阴性；有

的在幼龄时也呈阴性，故培养物越陈旧，菌细胞衰

老、死亡，则染色常为阴性，造成错判[14]。当革兰

染色实验不确定时，拉丝试验可辅助判断。②接触

酶试验，也要求使用18～24小时的培养物，因为陈

旧培养物可能丧失酶活性，出现假阴性反应。③氧

化酶试验，需要在有氧条件下进行，试剂不能滴加

过多，以免妨碍菌苔与空气接触造成假阴性结果，

也不能将试剂直接滴在含培养物的平皿上。④拉丝

试验[15]，应在15秒钟之内溶液的粘性增强并有粘丝

形成，但可能会因为菌落本身的粘性而造成误判；

遇到难以判断的情况时，可将粘液固定、染色，如

果在显微镜下观察不到单个菌体，说明细胞壁已被

破坏，结果为阳性。⑤芽孢杆菌属，未确定的可疑

菌株包括含气泡的细菌以及没有形成芽孢的新鲜菌

落，鉴定时应取菌落中心的样品，并结合细菌学特

征和逐日观察结果辅助判断；可疑菌落大而扁平

（有鞭毛）、外观粗糙（折光）、边缘不规则（有

鞭毛）、蔓延生长（有鞭毛）。⑥菌落或细菌形态

图15   微球菌科鉴定电子菌库样式

图16   微生物监测电子数据库样式

图17   年度车间微生物菌群分析样式

XXX年间XX车间微生物菌群分析
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截图留档，照片越清晰越好，在电子数据库建立过

程中，图片较文字更有说服力，能克服不同技术人

员之间的判断差异，对技术人员所需菌落和细菌形

态学的知识要求不高。

不同于药典标准菌株，实验室分离菌API生化

反应特异性不强，这是由于其生长繁殖代数较多，

在不适合原种的生长条件下发生衰退现象[16]，导致

细胞内缺少大部分酶。在使用API鉴定法时有以下

问题值得探讨：①反应管阴阳性的颜色难以辨别。

②大多数反应管呈阴性结果，其鉴定百分比小于

80%（见图18）。

建议：一是结合微生物定向鉴定结果和鉴定

电子菌库做出最终判断；二是对于微生物溯源调查

而言，即使鉴定百分比小于80%，只要各个反应管

的结果一致，通过电子污染菌库比对，仍可做出为

同种属微生物的判断。
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图18   API 50CHB鉴定结果


