
工厂装置工程

34	 流程工业 2025-02 制药工艺与装备

气化过氧化氢空间灭菌在疫苗
生产中的应用

成中山

杭州万泰生物技术有限公司

摘要：基于对过氧化氢灭菌技术的探讨，本文对目前主流技术进行了对比分析，并将其应用于肺炎球菌

多糖结合疫苗生产的洁净室空间灭菌。通过将 VHP 灭菌过程与空调系统整合，实现了操作的便捷性与

验证的可行性，满足了用户对于高频率、短灭菌周期的需求。本文为制药行业洁净空间灭菌提供了具体

的应用案例。
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过氧化氢（Hydrogen Peroxide），

化学式为 H2O2，其水溶液通常被称为

双氧水，是一种强氧化剂。常用的使

用浓度为 30% 或 35%，它能够有效杀

灭细菌、病毒、真菌以及芽孢，因此

被认为是一种广谱杀菌剂。由于过氧

化氢分解后产生的副产品完全无害，

它在制药洁净室、食品、医疗和化工

行业的灭菌应用中被广泛采纳。目前，

过氧化氢被认为是世界上最理想的杀

菌剂之一。

1    过氧化氢的灭菌机理
目前，过氧化氢灭菌技术主要分

为 4 种：包括水溶液过氧化氢（AHP: 

Aqueous Hydrogen Peroxide）、气化

过氧化氢（VHP: Vaporized Hydrogen 

Peroxide ）、过氧化氢等离子体（HPP: 

Hydrogen Peroxide Plasma）以及过氧

化氢汽雾（HPV ： Hydrogen Peroxide 

Vapor）。在这些方法中，气化过氧化氢

（VHP）以其常温、高浓度和干燥的特性，

成为一种快速且高效的灭菌方式。

过氧化氢的杀菌机理 [1-8] 涉及两

种自由基：超氧自由基 O2- 和羟基自

由基 OH-。这些自由基能够破坏蛋白

质、多糖和 DNA。被氧化的碱基会

被 DNA 修复机制识别并切割，导致

DNA 分子单链断裂。随着暴露时间和

过氧化氢水溶液浓度的增加，断裂的

数量也会相应增加。对于蛋白质而言，

过氧化氢具有显著的降解作用。在液

相中，蛋白质会发生交联反应；而在

气相中，蛋白质会被分解为更小的肽，

从而达到更佳的灭菌效果。

综合来看，过氧化氢的灭菌机理

主要分为两大类：

● 过氧化氢能够破坏微生物的外

层保护结构，使保护层的渗透性发生

变化，进而引起渗透压的改变。这种

破坏导致微生物细胞内外平衡系统受

损，最终导致微生物的死亡；

● 过氧化氢通过破坏微生物的酶、

蛋白质和 DNA，从而达到杀死微生物

的目的。

2    气态过氧化氢灭菌技术的最

新发展及现状
液态过氧化氢的杀菌效能已在一

个多世纪前得到证实，但它使用后产

生的大量残留物需要额外处理。气态

过氧化氢的杀菌原理大约在 1980 年

代初期被提出。经过大量实验验证 [9]，

相较于嗜热脂肪芽孢杆菌孢子，气化

过氧化氢对枯草芽孢杆菌亚种孢子的

杀灭效果更为显著。

目前，气态过氧化氢灭菌技术

在欧美国家已成为生物净化的关

键技术之一。美国 STERIS（思泰

瑞）所代表的干法 VHP 灭菌和英国

BIOQUELL（贝尔科）公司所代表的

湿法喷雾灭菌 HPV 是其中的两大主

流方法。国内外针对这两种方法已经

进行了广泛的研究和比较 [10]，结果汇

总如表 1 所示。

BIOQUELL HPV 和 STERIS VHP

的技术步骤对比见表 2，两者工艺步

骤基本相同，主要差异在与对环境条

件的要求以及过氧化氢的形态。

表 3 展示了过氧化氢在液态与气

态两种状态下的灭菌效果对比。

作者简介：成中山，杭州万泰生物技术
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研究显示：在确保达到相同灭菌

效果的条件下，气态过氧化氢的灭菌

时间比液态的要短；同时发现，当气

态过氧化氢的浓度在 750 ～ 2000 ppm

时，其灭菌效果与 30000 ppm 过氧化

氢液体相当，因此，气态过氧化氢的

灭菌效果更高。

3    气态过氧化氢灭菌效果评估
3.1    灭菌目标

灭菌是指杀灭细菌及其细菌繁

殖体、芽孢、病毒和真菌孢子等所

有微生物形态的过程。在制药行业，

通常采用国际公认的无菌保证水平

（Sterility Assurance Level，SAL）来

评估灭菌工艺的效果。SAL 定义为产

品经过灭菌处理后，微生物残存的概

率。SAL 值越低，产品中微生物存在

的可能性就越小。因此，国际标准通

常规定，采用湿热灭菌柜的 SAL 值不

得超过 10-6，即灭菌后微生物存活的

概率不得超过 1%。

根据消毒规范技术要求，灭菌目

标设定为生物指示剂（BIs）达到 106

的杀菌率。常用的生物指示剂（BIs）

包括黑色枯草芽孢杆菌和嗜热脂肪芽

孢杆菌。

3.2    气化VHP设备布局

VHP 发生器的送风管道与被灭菌

区域的洁净空调系统送风管道相连。

通过被灭菌区域的洁净送风管道，将

气化的过氧化氢送入被灭菌的洁净室，

随后通过被灭菌区域的回风管道返回

空调机组，实现循环通风灭菌。这一

过程确保气化的过氧化氢能够均匀地

扩散至所有被灭菌区域。

3.3    测试试剂的准备

在进行实验之前，确保所有必须

的测试试剂和方案都已经准备就绪是

非常重要的。测试试剂需要按照实验

要求的纯度和浓度进行准备，以确保

实验结果的准确性和可靠性。

● 实验菌株：选用枯草杆菌黑色变

种和嗜热脂肪芽孢杆菌；

● 染菌载体：包括不锈钢片和

聚四氟乙烯垫片等，染菌量控制在

1 ～ 5×106 cfu/ 载体；

● 培养基：采用胰蛋白胨大豆琼脂

培养基（TSA）和胰蛋白胨大豆肉汤

培养基（TSB），确保使用前经过湿热

灭菌处理；

● 布点策略：确保每个房间均布点

采样，选择远离 VHP 发生器的区域，

以及距离房间回风口较远的位置，作

为评估灭菌效果的关键点。

3.4    评价标准[11]

灭菌合格标准：实验对照组的回

收菌量应为 1 ～ 5×106 cfu/ 载体，阳

表 1    HPV 与 VHP 技术及效果对比表

类别 HPV VHP

技术名称
过氧化氢蒸汽技术 HPV（Hydrogen 

Peroxide Vapor）
气化过氧化氢技术 VHP（Vaporized 

Hydrogen Peroxide ）

灭菌工艺
微冷凝蒸汽工艺在被灭菌物体表面形成一

层细微的冷凝液体薄膜

采用闪蒸气化工艺，确保操作温度

控制在过氧化氢的冷凝点以下，以

维持过氧化氢的干燥气态状态

灭菌效果 可达到 6-log 级别的灭菌效果 可达到 6-log 级别的灭菌效果

材料兼

容性

高浓度的过氧化氢冷凝液体在接触表面

会使材料腐蚀或者损坏电子产品，但对

PVDF、304 和 316 不锈钢的影响不明显

过氧化氢气态对材料温和，对

PVDF、304 和 316 不锈钢的影响

不明显，而且对于 200 g/m2 以上的

镀锌板，其腐蚀作用也相对较小

扩散能力
粒径 <10 μm，喷雾雾化，采用 5% ～ 6%

的过氧化氢 + 稳定剂，扩散能力低

粒径 <5 nm，闪蒸气化，采用

30% ～ 35% 的过氧化氢，扩散

能力高

渗透性
粒径大，渗透性低，对 HEPA 过滤器的

渗透性差

粒径小，渗透性强，对 HEPA 过滤

器的渗透性好

表面残留
在被灭菌表面存在微量残留，需要

人工处理

由于过氧化氢为气化状态，残留相

对较小，且可主导降解

排放时间 表面存在微量残留，排放时间相对较长
过氧化氢维持在气态，排放相对

时间较短

过程控制
灭菌浓度与位置有关，不同位置有差异，

无法实时监测

可以对空气流量和注射率等关键参

数监测，可精准控制

灭菌一

致性

环境的温度、湿度以及雾化气体的分布差

异会导致其效果各异
气体扩散率高，分布好，一致性高。

可验证 可验证 可验证

表 2    BIOQUELL HPV 和 STERIS VHP 的操作工艺对比

步骤 BIOQUELL HPV STERIS VHP

1 Conditioning ：实现理想的环境条件，

维持大约 40% 的相对湿度

Dehumidification：通过除湿降低腔体的

湿度，并提高温度，使液态的过氧化氢

通过“闪蒸”转为气态的过氧化氢

2 Gassing ：进气，汽化 / 喷雾，不断

提升过氧化氢的浓度

Conditioning ：实现环境条件，不断提升

过氧化氢的浓度

3 Gassing Dwell：持续进气，保持浓度，

维持一定的时间灭菌

Decontamination ：保持浓度，维持一定

的时间灭菌

4 Aeration ：通风，从被灭菌区排除

过氧化氢

Aeration ：通风，从被灭菌区排除过氧化

氢

表 3     液相过氧化氢与气相过氧化氢灭菌效果对比

测试用微生物
杀死 90% 的芽孢所需要的时间（H）

液态 400 mg/L(24 ～ 26℃ ) 气态 4 mg/L(24 ～ 26℃ )

嗜热脂肪芽孢杆菌 1.3 ～ 1.6 1.2 ～ 2.5

枯草杆菌 3.1 ～ 6.2 1.3 ～ 2.2

芽孢杆菌 1.2 ～ 1.5 0.6 ～ 1.0
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性对照组应有菌生长；阴性对照组应

无菌生长；实验组应无菌生长。

4    气化过氧化氢空间灭菌在

疫苗生产中的应用
2023 年，笔者有幸参与国内某疫

苗企业新建的肺炎球菌多糖结合疫苗

车间项目，该项目的生产核心区域包

括菌种制备间、Ps 发酵初纯间、Ps 纯

化间、rPly 发酵初纯间、rPly 纯化间、

缓冲液配制间、培养基配制间、CIP 站、

冻干室以及制剂区等。在生产过程中，

原料和中间体会频繁进出生产区域，

因此，迫切需要一种高效且可靠的灭

菌方法，以对物料表面、设备表面及

空间进行彻底灭菌，同时，为了提高

效率，还需要在最短时间内完成物料

的转移。

针对本项目的工艺特点，项目面

临三个主要挑战：

● 灭菌频率高，需尽可能缩短灭

菌操作周期；

● 尽量减少灭菌过程对洁净室环

境的影响；

● 确保人员安全，以及排气对环

境无害。基于这些考量，项目最终决

定采用固定式气化过氧化氢装置与洁

净室空调系统相结合的灭菌方案。

4.1    气化过氧化氢装置的构成及工艺

4.1.1    气化过氧化氢设备系统的构成

气化过氧化氢设备由过氧化氢发

生器、除湿装置、控制装置以及管道

阀门系统组成。设备主体包括柜体、

送风机、储液罐、注射泵、预加热器

和蒸发器。控制系统由 Siemens PLC 

控制系统、触摸屏和打印机构成，负

责监测、控制和输出设备运行数据。

该系统可独立运行，也可由洁净空调

系统控制运行，控制系统的启动、停

止和通风循环，以及收集数据和监控

VHP 系统的状态。管道阀门系统由不

锈钢自控阀门、硅胶管道、CPVC 和

不锈钢风管等构成。

4.1.2    VHP设备系统的工艺流程

VHP 设备系统与洁净空调系统的

送风管道相连，将浓度为 35% 的过氧

化氢液体通过 VHP 发生器闪蒸转化为

VHP 气体。该气体通过分配管道输送

到待灭菌区域的空调送风管道中，通

过洁净室房间顶部的 HEPA 过滤器均

匀分布在各被灭菌区域，保持恒定浓

度并维持一定时间，配合空调系统的

循环运行，对洁净区的空间、设备、

物料表面进行有效灭菌。

4.1.3    气化VHP装置的运行过程

第一步，除湿：降低空间的相对

湿度，以满足气化过氧化氢灭菌所需

的湿度条件。对于洁净区，将湿度控

制在 60% 以下，符合洁净区日常管

理的洁净等级湿度要求。在此阶段，

VHP 发生器连接到洁净空调系统风管

上的阀门保持关闭状态，确保洁净系

统正常运行。

第二步，调节：调整过氧化氢的

注射速率，快速提升 VHP 的浓度。

首先关闭洁净空调系统的新风阀

和排风阀，停止洁净空调系统的冷冻

水和加热介质供应，将空调系统送风

管至各房间的空气调节阀调至全开状

态，同时将 VHP 发生器送风管道至

空调系统连接之间的阀门也调至全开。

启动 VHP 发生器，将气化的过氧化氢

送入空调系统，并通过房间的 HEPA

高效过滤器送风口将 VHP 传输至被灭

菌的洁净区域。此阶段应保持整个空

调系统的相对湿度约为 55%。

第三步，灭菌：在维持一定 VHP

浓度的情况下，对整个空调系统的风管、

房间、设备进行灭菌处理。经过一段时

间的运行后，即可实现灭菌效果。

第四步，通风：灭菌完成后，关

闭 VHP 设备及送风管道上的阀门。开

启空调系统的新风，进行全面排风，

快速降低被灭菌区域的 VHP 浓度，使

残余的过氧化氢通过排放管道上的催

化降解装置后排至室外。当洁净区空

间的过氧化氢浓度降至低于 1 ppm 时，

通风过程结束，洁净空调系统恢复到

正常运行模式。

4.1.4    灭菌参数的设置

灭菌参数的设置是确保灭菌过程

有效性的关键步骤，需要根据 VHP 设

备的特性及被灭菌物品的特性来精确

设定。

● VHP 灭菌浓度设定为 650 mg/m3；

● 房间温度维持在 24~26 ℃ ；

● 房间湿度≤ 55% ；

● 房间换气次数＞ 15 次 /h。

4.2    气化过氧化氢灭菌的洁净室维护

结构设计[12]

洁净室围护结构的密封性对 VHP

的灭菌效果具有显著影响。若空间的湿

度控制（包括温度和湿度的控制）不当，

可能会导致液态过氧化氢冷凝液的形

成，进而对围护结构产生腐蚀作用。

4.2.1    彩钢板

该肺炎球菌多糖结合疫苗项目的

洁净室围护结构采用了 50 mm 厚的夹

芯金属系列彩钢板。

● 墙板彩钢板：采用手工双玻镁

岩棉夹芯，外层为 0.5 mm 厚的灰白

色 PVDF 彩涂钢板（双面），内层粘接

5 mm 厚的玻镁板，两层玻镁板之间填

充岩棉，岩棉的容重为 120 kg/m³ 以

上。所有承插面和密封面需涂满粘合

剂，以确保基板与芯材之间的粘结牢

固，无空鼓、脱层和断裂线现象。彩

钢板的四周使用 0.8 mm 厚的镀锌钢边

框，并采用厚墙体弹片结构进行固定；

● 吊顶用彩钢板：在洁净室一侧彩

涂 PVDF，在技术夹层一侧彩涂 PE 聚

酯。彩钢板成品覆膜上应明确标识涂

层信息。吊顶用彩钢板的其他加工要

求与墙板彩钢板相同。

所有彩钢板的安装缝隙应保持均

匀（2 ～ 3 mm），清洁后用密封胶双

面密封。用于洁净室内所有表面嵌缝

的弹性密封材料为 798 食品级中性硅

酮密封胶。
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4.2.2    地面

采用抗腐蚀性能强，耐磨性好以

及达到 A 级防火标准的聚氨酯彩砂材

料，厚度为 4 ～ 5 mm。

4.2.3    面板门

选用密胺树脂面板门，其表面光

滑细腻。门板厚度为 50 mm，采用铝

蜂窝作为门板夹芯材料。门上配备双

层透明玻璃观察窗，玻璃内充填惰性

气体，采用 5 mm 厚的钢化玻璃，确

保玻璃表面与彩钢板表面平齐。边框

处使用密封胶进行密封处理；门的四

周采用连续的中空硅胶密封条，无卷

边、脱槽、缺口或断裂问题，且该密

封条能承受 VHP 的侵蚀。

4.3    VHP灭菌的洁净室空调系统设计

在现代洁净室的设计中，VHP 灭

菌技术已经成为一个重要的组成部分。

洁净室围护结构及空调系统必须考虑

到 VHP 灭菌技术的特殊要求，以确保

其完整性及灭菌效果。

4.3.1    VHP设备系统与洁净室空调系

统结合

将 VHP 设备系统与洁净室空调系

统相结合，可以实现更为高效和精确

的灭菌效果。这种结合方式的流程示

意图如图 1 所示，它详细展示了如何

将 VHP 灭菌技术融入到洁净室的空调

系统中，以确保整个环境的无菌状态。

4.3.2    VHP气体注入风管的方式

VHP 送风管道垂直插入洁净室空

调送风管，出口与气流方向一致，参

见图 2。

4.3.3    空调系统的材料选型

在设计和构建空调系统的过程中，

空调系统的材料选型不仅仅是一个简

单的选择过程，而是一个需要综合考

虑多种因素的复杂决策。它涉及到对

各种不同材料的性能、成本、耐久性

以及环境影响等多方面因素的综合考

量。正确的选型可以确保系统的高效

运行，延长使用寿命，同时减少对环

境的不良影响。

● 空调系统的送风、回风、排风

管道均采用 304 不锈钢材质，通过

折边压制工艺制成，确保了风管的强

度和耐久性。不锈钢板的厚度控制在

0.5 mm ；

● 洁净室顶部的高效过滤器静压

箱同样采用 304 不锈钢板制作，而

HEPA 过滤器则配置了铝合金边框。

静压箱与过滤器箱体的所有连接处均

采用满焊技术进行焊接，以确保密封

性和结构的完整性。过滤介质选用的

是玻璃纤维。HEPA 滤料与边框的密

封采用聚氨酯材料，而液槽密封则使

用了果冻胶（硅胶）；

● 对于暴露于 VHP 气流中的所有

AHU 空调机箱构件，均采用能够耐受

VHP 的特殊材料进行制造。

4.4    VHP设备系统的日常运行及维护

为了保障 VHP 设备系统的高效运

作，需要对设备进行定期的检查和必

UPS UPS

图 1     VHP 设备系统与空调系统的流程示意图
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要的保养。

● 设备管理部门应根据制造商的

指导和实际使用经验，制定日常运行

的 SOP，定期维护的 SOP 以及保养计

划，并针对那些特别容易发生故障的

部件，做好备件库存；

● 所有的仪表应纳入计量管理计

划，以确保其计量的准确性；

● 制定操作和维护人员的岗位培

训计划。

5     结论
在探讨过氧化氢灭菌技术的基

础上，本文对目前主流技术进行了对

比分析，并将其应用于肺炎球菌多糖

结合疫苗生产的洁净室空间灭菌。将

VHP 灭菌的整个过程与空调系统相结

合，展现了其操作性和可验证性，能

够满足用户对高频率、短灭菌周期的

需求。这为制药行业洁净空间灭菌提

供了具体的应用案例。
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