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应用生物指示剂验证
蒸汽灭菌器的灭菌效果
为验证蒸汽灭菌器的灭菌效果——我们设计了对照实验 ：实验组生物指示剂和待灭菌物品在

121℃下灭菌 15 min，对照组生物指示剂没有进行灭菌处理。然后，将实验组生物指示剂和对照

组生物指示剂放在 60℃培养箱中分别培养 48 h 后，发现实验组安瓿的内容物呈紫红色且澄清；

对照组安瓿的内容物呈橘黄色且浑浊。这证明蒸汽灭菌器的灭菌过程有效，可杀灭孢子菌。

文 / 陈世鹏  董炎超

《药
品生产质量管理

规 范（2010 年 修

订）》中将验证定

义为：证明任何操作规程（或方

法 )、生产工艺或系统能够达到预

期结果的一系列活动［1］。并提到

企业的厂房、设施、设备和检验

仪器应当经过确认，应当采用经

过验证的生产工艺、操作规程和

检验方法进行生产、操作和检验，

并保持持续的验证状态［1］。

《中华人民共和国药典（2020

年版 四部）》中将生物指示剂

定义为：一种对特定灭菌程序有

确定及稳定耐受性的特殊活微

生物制成品［2］。并提到湿热灭

菌 121℃的生物指示剂通常选择

嗜热脂肪地芽孢杆菌，且芽孢

数 范 围 在 1.0×105 ～ 5.0×106，

D 值为 1.5 ～ 3 min，存活时间

在 4.5 ～ 14 min， 杀 灭 时 间 在

13.5 ～ 32.0 min。

《中华人民共和国药典（2020

年版 四部）》中将湿热灭菌法定义

为：将物品置于灭菌设备内利用饱

和蒸汽、蒸汽 - 空气混合物、蒸汽 -

空气 - 水混合物、过热水等手段使

微生物菌体中的蛋白质、核酸发

生变性而杀灭微生物的方法［3］。

　　

1 实验目的
为了验证微生物检验过程

中所用物品经灭菌后能否达到无

菌状态，本实验以公司化验室的

蒸汽灭菌器能否杀灭孢子菌为判

断依据进行实验。首先，将生物

指示剂和待灭菌物品一同置于

蒸汽灭菌器中，在 121℃下灭菌

15 min。然后，把生物指示剂放

在 60℃培养箱中培养 48 h。最后，

如果安瓿的内容物呈紫红色且澄

清，则证明公司蒸汽灭菌器的灭

菌过程有效，可杀灭孢子菌；如

果安瓿的内容物呈橘黄色且浑浊，

则证明公司蒸汽灭菌器的灭菌过

程失效，不能杀灭孢子菌。灭菌

过程失效会导致因检验物品引入

微生物，造成假阳性的风险。

　　

2 实验原理
生物指示剂与要经过高压灭

菌的待灭菌物品一起放入高压灭

菌器中［4］，在 121±0.5℃（245 kPa）

的压缩蒸汽中加热 15 min 后，孢

子完全被杀死。高压灭菌后，通

过安瓿的培养检查灭菌过程是否

成功：嗜热脂肪土杆菌没有生长表

明灭菌充分，反之则表明灭菌不

充分。

　　

3 实验过程
3.1 实验材料

3.1.1 设备

本次实验所用到的设备为

YXQ-LS-100G 立式压力蒸汽灭菌

器和 BSP-150 生化培养箱。

3.1.2 物料

本 次 实 验 所 用 到 的 物 料

为 生 物 指 示 剂 Sterikon® plus 
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Bioindicator。

3.2 方法与结果

3.2.1 方法

3.2.1.1 流程

本次实验的思路为通过对生

物指示剂进行灭菌和培养，得到

实验结果并进行数据分析，从而

得出实验结论。

3.2.1.2 过程

步骤 1 ：将 6 支生物指示剂用

标签依次标为 1、2、3、4、5 和 6，

作为实验组；额外多准备 1 支生物

指示剂作为对照组，一起拍照。

步骤 2 ：将实验组 6 支生物指

示剂按照 2支一小组，放在烧杯中。

打开灭菌器，将烧杯按照上、中、

下三层和待灭菌物品放在灭菌器

中，拍照，关闭灭菌器。

步骤 3 ：设置灭菌器的灭菌温

度为 121℃，灭菌时间为 15 min，

打开灭菌器电源进行灭菌。

步骤 4 ：待灭菌结束，将灭菌

后的实验组和对照组生物指示剂

拍照。

步骤 5 ：将灭菌后的生物指

示剂及时放置在培养箱，然后调

节培养温度为 60℃，并培养 48 h。

随后取出培养后的生物指示剂，

观察安瓿的内容物，并与生物指

示剂照片作比较。

重复步骤 1 至步骤 5，连续验

证 3 次。

3.2.2 合格标准

如果经灭菌和培养后，安瓿

的内容物呈紫红色且澄清，则证

明公司化验室的蒸汽灭菌器的灭

菌过程有效，可杀灭孢子菌；

如果经灭菌和培养后，安瓿

的内容物呈橘黄色且浑浊，则证

明公司化验室的蒸汽灭菌器的灭

菌过程失效，不能杀灭孢子菌。

3.2.3 结果

连续验证 3 次后，实验组安

瓿的内容物都呈紫红色且澄清。

实验结果见表 1。

3.3 结论

根据表 1 可得知，公司化

验室的蒸汽灭菌器在 121℃保持

15 min 灭菌的条件下，能够杀灭

孢子菌。化验室在日常微生物检

验过程中，用 121℃条件下灭菌

15 min 的方式能彻底杀灭包括孢

子菌在内的所有微生物，而不会

因为杀菌不彻底，因微生物检验

用物品引入微生物，造成假阳性

的风险。公司化验室的蒸汽灭菌

器可满足日常检验时的灭菌使用

要求。

3.4 注意事项

3.4.1 生物指示剂的运输和储

藏

生物指示剂在运输过程中，

需保持其处于恒定的温度。生物

指示剂送达公司后，应立即置于

冰箱冷藏柜进行冷藏；试验室取出

生物指示剂后，应尽快开始灭菌。

当生物指示剂储存于冰箱中时（恒

定温度为 2 ～ 8℃），应保证其在

包装上打印的有效期之前保持稳

定。室温条件下生物指示剂的储

存周期为 1 ～ 2 周，储存温度超

表 1 生物指示剂验证结果统计

验证次数 序号 实验组（灭菌前） 实验组（培养后） 对照组（灭菌前） 对照组（培养后）

1

1 紫红色、澄清 紫红色、澄清

紫红色、澄清 橘黄色、浑浊

2 紫红色、澄清 紫红色、澄清

3 紫红色、澄清 紫红色、澄清

4 紫红色、澄清 紫红色、澄清

5 紫红色、澄清 紫红色、澄清

6 紫红色、澄清 紫红色、澄清

2

1 紫红色、澄清 紫红色、澄清

紫红色、澄清 橘黄色、浑浊

2 紫红色、澄清 紫红色、澄清

3 紫红色、澄清 紫红色、澄清

4 紫红色、澄清 紫红色、澄清

5 紫红色、澄清 紫红色、澄清

6 紫红色、澄清 紫红色、澄清

3

1 紫红色、澄清 紫红色、澄清

紫红色、澄清 橘黄色、浑浊

2 紫红色、澄清 紫红色、澄清

3 紫红色、澄清 紫红色、澄清

4 紫红色、澄清 紫红色、澄清

5 紫红色、澄清 紫红色、澄清

6 紫红色、澄清 紫红色、澄清
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过 30℃时会影响产品的稳定性。

3.4.2 蒸汽灭菌器的确认

开展蒸汽灭菌器灭菌效果的验证

之前，应对蒸汽灭菌器实施运行确认

和性能确认。运行确认是为了保证蒸

汽灭菌器的运行符合设计标准；性能

确认是为了保证蒸汽灭菌器在正常操

作方法和工艺条件下能够持续符合标

准。

3.4.3 生物指示剂的灭菌

容量不超过 250 L 的蒸汽灭菌器

应至少使用 2 支安瓿进行检查，而容

量超过 250 L 的高压灭菌器应至少使

用 6 支安瓿进行检查。（这里需要注

意的是：在放入蒸汽灭菌器之前，需

用力摇动每支安瓿，以分散孢子。）

为了避免意外破损造成污染，建

议将安瓿放在玻璃烧杯中，并将其放

在高压灭菌器的底部或中部（通常被

认为是最不利灭菌的位置）。灭菌后，

取出安瓿，并在 60±2℃下培养 48 h。

（这里需要注意的是：应避免在超过

125℃的灭菌温度下使用安瓿，以防

止损坏生物指示剂。）

3.4.4 生物指示剂的培养

首先需要对培养生物指示剂的培

养箱实施运行确认和性能确认。运行

确认是为了证明培养箱的运行符合设

计标准；性能确认是为了证明培养箱

在正常操作方法和工艺条件下能够持

续符合标准。将灭菌后的生物指示剂

及时放置在培养箱中，然后调节培养

温度为 60℃，并培养 48 h。

3.4.5 蒸汽灭菌器灭菌效果的验

证频率

蒸汽灭菌器的灭菌效果验证至少

一年开展 1 次。

3.4.6 蒸汽灭菌器灭菌验证的文

件要求

关于蒸汽灭菌器的灭菌效果验

证，首先制定验证方案 , 并经审核、

批准，同时验证方案应当明确职责。

其次，验证应当按照预先确定和批准

的方案实施，并记录。验证工作完成

后 , 应写出报告 , 并经审核、批准。

验证的结果和结论（包括评价和建议）

应记录并存档。最后，应当根据验证

的结果确认工艺规程和操作规程。

　　

4 实验总结
根据《药品生产质量管理规范

（2010 年修订）》、《中华人民共和国

药典（2020 年版 四部）》、《YXQ-

LS-100G 立式压力蒸汽灭菌器使用

说明书》、《BSP-150 生化培养箱（液

晶显示）使用说明书》和《Sterikon® 

plus Bioindicator 使用说明书》制定

了本次“蒸汽灭菌器灭菌效果验证

方案”，经审核、批准后按照方案进

行验证。根据验证结果编写了“蒸

汽灭菌器灭菌效果验证报告”，并经

审核与批准。蒸汽灭菌器验证结论

为：实验组生物指示剂经 121℃灭菌

15 min，60℃培养 48 h 后，在安瓿

的内容物呈紫红色且澄清；而对照组

生物指示剂经 60℃培养 48 h 后，在

安瓿的内容物呈橘黄色且浑浊。这证

明公司化验室的蒸汽灭菌器在 121℃、

灭菌 15 min 的设置下，能够杀灭孢

子菌。化验室在日常微生物检验过程

中，用在 121℃条件下灭菌 15 min 的

方式，能彻底杀灭包括孢子菌在内的

所有微生物，而不会因为杀菌不彻底，

因微生物检验用物品引入微生物，造

成假阳性的风险。公司化验室的蒸汽

灭菌器可满足日常检验时的灭菌使用

要求。                                                 ●
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