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在湿热灭菌工艺中，可以通过检

验生物指示剂灭菌后的存活情况来验证

灭菌效果 [1-5]。生物指示剂是指将特殊

活微生物采用特定方法制备成对特定灭

菌工艺有耐受性的一种生物制品，一般

选用比普通微生物有更强耐受性的微生

物 [4]。生物指示剂目前主要有三种类型：

芽孢悬液型、自含式、载体型生物指示

剂 [6-10]。

评估生物指示剂的关键技术参数

主要有总芽孢数、D 值。总芽孢数即产

品存活孢子数。D 值指在一定暴露条件

下，将试验微生物杀灭 90% 所需的灭

菌时间 / 剂量 [11-13]。D 值越大说明微生

物死亡速率越慢，耐热性也越强。D 值

会受到菌种、细菌或芽孢菌悬液的性质、

灭菌温度 / 剂量影响，不受初始细菌数

量的影响。

D 值在灭菌设备的性能确认、特

定灭菌工艺的开发、生产过程灭菌效果

的检测及评估方面具有重要作用。检测

D 值的方法主要有阴性分数法和残存曲

线法 [14]，测定的 D 值应在标示 D 值的

80％～120％之内。

为验证拟定的灭菌工艺是否能让

产品达到要求的无菌保证水平，本研究

以油浴仪测定嗜热脂肪芽孢杆菌在氯化

钠注射液中的 D 值为例，分析油浴过

程并确定关键点，建立油浴仪残存曲线
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钠注射液中 D 值影响因素研究
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摘要：本文以研究油浴仪法测定 D 值的影响因素为目的，采用残存曲线法多次测定同一批嗜热脂肪芽孢

杆菌在氯化钠注射液中的 D 值，根据不同条件下 D 值测定结果的比较，确定 D 值测定的影响因素。通

过比较 0.05 mL、0.5 mL、1.0 mL 三种菌液量，以及毛细管、安瓿瓶两种分装方式的测定结果发现，

安瓿瓶分装 0.5 mL 菌液 6 次测定 D 值均在标示 D 值的 80％～ 120％之间，测定结果准确稳定。因此，

本文建议油浴仪测定 D 值时将菌液分装在安瓿瓶中，每瓶分装 0.5 mL，并关注油浴仪温度的均匀性和

稳定性。
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表 1    嗜热脂肪芽孢杆菌孢子悬液产品信息

名称 嗜热脂肪芽孢杆菌（ATCC7953）孢子悬液

批号 SSS-942

规格 10 mL

标示 D 值（121.0℃） 2.2 min

标示 Z 值 8.2℃

标示含量 2.0×107 CFU/0.1 mL

来源 美国 Mesalabs 公司

表 2    试验样品

样品 规格 批号

0.9% 氯化钠注射液 100 mL ：0.9 g E22050701、S21101107、T21090806、
S22010803

表 3    培养基

名称 胰酪大豆胨琼脂培养基

批号 20220225

来源 青岛高科技工业园海博生物技术有限公司
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法测定 D 值方法，测定嗜热脂肪芽孢

杆菌在氯化钠注射液中的 D 值，并根

据试验结果指导产品灭菌工艺生物学挑

战验证。

1     材料
本实验主要使用以下试剂、培养

基和仪器（见表 1、表 2、表 3、表 4）。

2     方法与结果
采用油浴仪测定嗜热脂肪芽孢杆

菌在氯化钠注射液中的 D 值，分析油

浴过程并确定关键点，建立油浴仪残存

曲线法测定 D 值方法。

2.1     油浴仪结构

油浴仪是一种可以设定 100℃以上

的恒温设备，由机箱、恒温油槽、控温

系统等 3 部分组成。油浴仪以硅油为介

质，控温系统控制油浴仪的各个位置温

度的均一性。结构见图 1。

2.2      供试品 D 值测定试验方法

菌液体积选择 0.05 mL、0.5 mL、

1 mL 三种，其中 0.05 mL 菌液每组共 6

支毛细管；0.5 mL 和 1 mL 菌液每组共

4 支。

2.2.1      孢子悬液的供试品溶液制备

取合格的孢子悬液，加入到氯化

钠注射液中，将孢子悬液制备成孢子数

为 5×105 ～ 5×106 cfu/mL 的供试品溶

液。其中，0.05 mL/ 支毛细管的 D 值

测定孢子悬液取样体积为 0.05 mL ；安

瓿瓶测定需要菌液体积孢子悬液体积分

别为 0.5 mL 或 1 mL。

2.2.2      分装和密封

采用注射器将 0.05 mL 菌液注射至

毛细管中，采用移液器将 0.5 mL、1 mL

菌液转移至安瓿瓶中。采用酒精喷灯对

上述样品进行封口，封口时避免酒精喷

灯火焰对孢子造成损伤。封口后，进行

封口效果检测，排除漏液的样品。

2.2.3      灭菌处理

将制备好的含孢子悬液的供试品

分为 7 组，于 121℃恒温油浴锅中进行

灭菌处理，每组灭菌时间分别为 0 min、

2.5 min、5 min、7.5 min、10 min、

12.5 min、19 min。灭菌后，样品放入

冰水中冷却，并冷藏，在 2 h 内进行残

余孢子计数。

2.2.4       残余孢子计数

将各试验组样品，置于超声波仪上

充分混匀，表面消毒后，取出供试品液

（尽可能全部取出，无明显残留）。未经

灭菌处理的样品在 95℃～ 100℃水浴热

激 15 min（以供试品达到设定温度开始

计时），热激完成后取出样品，迅速放

入冰水中冷却。采用 10 倍递增稀释法，

逐级稀释至适宜梯度进行计数，其余组

混匀后直接稀释计数。

2.2.5       数据处理

根据培养计数结果，取灭菌时间

为横坐标，存活孢子数的对数值为纵坐

标作图，D 值为该直线斜率的负倒数，

计算嗜热脂肪芽孢杆菌孢子在溶液中的

D 值。

计算公式：   y= kx+b     D121℃ = -1/k 

（式中：k 为直线方程式的斜率）。

结果判断：计算出孢子悬液在产品

介质溶液中的 D 值与孢子悬液标示 D 值

比较，判断所测 D 值是否在标示 D 值的

80% ～ 120% 范围内，线性回归 R2 需大

于 0.80。

2.3     试验结果

采用油浴仪对孢子悬液 D 值测定

共 10 次：其中分装 0.05 mL 菌液（采

用毛细管分装）试验 2 次；1 mL 菌液（采

用安瓿瓶分装）试验 2 次；0.5 mL 菌液

（采用安瓿瓶分装）试验 6 次。

2.3.1       0.05 mL 菌液 D 值测定结果

采用毛细管分装 0.05 mL 菌液，样

品分为 7 组，每组 6 支，油浴后，进行

表 4     仪器

仪器名称 型号 生产厂家

电热恒温培养箱 DNP-9272 上海精宏实验设备有限公司

生物安全柜 BSC-1304 Ⅱ A2 苏州安泰空气技术有限公司

医用冷藏箱 HYC-650 青岛海尔生物医疗股份有限公司

数显超级恒温油浴锅 HH-SA 金坛市晶玻实验仪器厂

漩涡混悬仪 WH-3 上海沪西分析仪器厂有限公司

图 1    油浴仪结构图

表 5     0.05 mL 菌液 D 值测定

灭菌时间

（min）

第一次 第二次

报告数据（cfu/mL） lg 值 报告数据（cfu/mL） lg 值
0 6.4×105 5.81 4.9×105 5.69

2.5 1.8×105 5.25 1.2×105 5.08

5 1.8×104 4.25 9.5×103 3.98

7.5 4.1×103 3.61 2.9×103 3.46

10 1.4×102 2.15 5.8×102 2.76

12.5 24 1.38 66 1.82
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残余孢子数计数。共试验 2 次，结

果见表 5。

2.3.2       1 mL 菌液 D 值测定结果

采用安瓿瓶分装 1 mL 菌液，

样品分为 7 组，每组 4 支，灭菌时

间间隔为 2.5 min，油浴后，进行残

余孢子数计数。共试验 2 次，计数

结果见表 6。

2.3.3       0.5 mL 菌液 D 值测定结果

采用安瓿瓶分装 0.5 mL 菌液，

样品分为 7 组，每组 4 支，灭菌时

间间隔为 2.5 min，油浴后，进行残

余孢子数计数。共试验 6 次，计数

结果见表 7。

2.3.4       D 值计算

取灭菌时间为横坐标，存活孢

子数的对数值为纵坐标，D 值为该

直线斜率的负倒数，计算公式：y= 

kx+b，D121℃ = -1/k  （式中：k 为直

线方程式的斜率）。D 值计算结果

见表 8。

3    讨论
3.1     D 值测定结果分析

根据油浴仪残存曲线法 D 值

测定结果分析，由表 8 可知：采用

0.5 mL 菌液体积的试验，测定 D 值

为标示 D 值的 91%、119%、110%、

111%、115%、113%，均在标示值的

80% ～ 120% 之间，而采用 0.05 mL

菌液体积测定 D 值为标示 D 值的

124%、148%，采用 1 mL 菌液体积测

定 D 值为标示 D 值的 145%、156%，

均未在标示 D 值的 80% ～ 120% 之

间。因此采用 0.5 mL 菌液体积进行

D 值测定较好，测定 D 值更准确。

3.2     不同菌液量之间的比较

不同的菌液体积影响了菌液

的分装载体，0.05 mL 菌液体积采

用毛细管分装，0.5 mL 和 1 mL 菌

液采用安瓿瓶进行分装。①样本

用量比较：采用毛细管进行 D 值测

定，每组样品≥ 6 支，安瓿瓶每组

表 6    1 mL 菌液 D 值测定

灭菌时间

（min）

第一次 第二次

报告数据（CFU/mL） lg 值 报告数据（CFU/mL） lg 值
0 5.3×105 5.72 1.3×105 5.11

2.5 2.5×104 4.40 1.9×104 4.28

5 3.5×103 3.54 3.2×103 3.50

7.5 8.1×102 2.91 4.4×102 2.65

10 2.1×102 2.32 1.4×102 2.13

12.5 40 1.60 29 1.46

表 7    0.5 mL 菌液 D 值测定

灭菌时间

（min）

第一次 第二次

报告数据（CFU/mL） lg 值 报告数据（CFU/mL） lg 值
0 9.4×105 5.97 1.1×106 6.04

2.5 3.4×104 4.53 2.4×105 5.38

5 9.1×102 2.96 2.0×104 4.29

7.5 13 1.11 1.8×103 3.25

10 4 0.60 3.8×102 2.57

12.5 1 0.00 19 1.28 

灭菌时间

（min）

第三次 第四次

报告数据（CFU/mL） lg 值 报告数据（CFU/mL） lg 值
0 3.2×105 5.50 9.0×105 5.95 

2.5 4.0×104 4.60 8.0×104 4.90

5 2.0×103 3.31 1.1×104 4.05 

7.5 3.2×102 2.51 1.3×103 3.10 

10 31 1.49 50 1.70 

12.5 2 0.30 8 0.90 

灭菌时间

（min）

第五次 第六次

报告数据（CFU/mL） lg 值 报告数据（CFU/mL） lg 值
0 8.4×105 5.93 6.1×105 5.79 

2.5 1.6×105 5.20 1.3×105 5.12

5 8.0×103 3.91 1.1×104 4.03

7.5 1.3×103 3.09 2.2×103 3.33

10 81 1.91 79 1.90 

12.5 15 1.18 7 0.85 

表 8    D 值计算结果

k 值 R2 标示 D 值

（min） D 值（min） 测定 D 值占标示 D 值的

百分比

0.05 mL（1） -0.3677 0.98 2.2 2.7 124%

0.05 mL（2） -0.3066 0.99 2.2 3.3 148%

0.5 mL（1） -0.4970 0.96 2.2 2.0 91%

0.5 mL（2） -0.3801 0.99 2.2 2.6 119%

0.5 mL（3） -0.4127 1.00- 2.2 2.4 110%

0.5 mL（4） -0.4092 1.00- 2.2 2.4 111%

0.5 mL（5） -0.3937 0.99 2.2 2.5 115%

0.5 mL（6） -0.4006 0.99 2.2 2.5 113%

1 mL（1） -0.3140 0.98 2.2 3.2 145%

1 mL（2） -0.2920 0.99 2.2 3.4 156%
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样品≥ 4 支，在分装次数上安瓿瓶

分装次数少于毛细管，但总体积为

毛细管最少。②分装方法比较：毛

细管采用注射分装体积，分装时针

头需伸入毛细管中，而安瓿瓶采用

移液器进行分装，因此采用安瓿瓶

分装比毛细管分装更简便。③载体

比较：载体不同也会对样品孢子回

收率产生影响，毛细管体积少，回

收困难，回收率低。④油浴温度的

影响：菌液体积越大吸收的热量越

多，对油浴温度的影响也越大，对

样品的灭菌效果出现较大的影响。

3.3     仪器性能对于 D 值测定的影响

影响测定嗜热脂肪芽孢杆菌在

氯化钠注射液中 D 值的主要因素为

温度、时间，而其中温度对于灭菌

效果的影响非常显著。采用油浴仪

进行 D 值测定，油浴仪对温度稳定

控制较弱，采用循环管道平衡各位

置的温度，受循环泵和硅油流动速

度的影响，油浴仪各位置温度均一

性较差。由于油浴仪内的样品放置

的位置不同，因此每个样本所处位

置的温度不完全一致，放入样品后，

吸收热量导致局部温度出现下降，

灭菌效果下降，可能会对测试结果

有一定影响。这也可能是上述实验

结果中测定的 D 值均比标示 D 值大

的原因之一，真实值比测定值小，

出现误差。因此，测定 D 值所需的

硬件设备对于 D 值测定准确性至关

重要。
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