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生物制药 300 L 独立混合罐灭菌
工艺验证研究

高启涛    赵世煊    张宏    陈刚    杨勇

兰州生物制品研究所有限责任公司

摘要：为验证生物制药生产中两台 300 L 独立不锈钢混合罐的灭菌工艺稳定性及无菌保证效果，采用

山东新华 XG1.D 型脉动真空高压蒸汽灭菌器，设定脉动抽真空 3 次、真空限度 -80 kPa、121℃灭菌

30 min 的工艺参数，开展三次独立验证试验。通过 Ebro 温度压力记录系统（10 个探头测热分布、6 个

探头测热穿透），结合 ATCC7953 嗜热脂肪芽孢杆菌孢子生物指示剂与化学指示卡，进行热性能测试、

微生物挑战及化学验证，利用 Ebro Winlog.Validation V3.71 软件计算各点 F0 值。结果显示，三次试验

中热分布温度波动度≤ 1.95℃、均匀度≤ 1.32℃，最低温度≥ 121.05℃，F0 值均远超 15 min ；热穿

透测试中两台混合罐上中下各位置最低 F0 值达 35.32 min，生物指示剂培养后均无菌生长，化学指示卡

均符合标准。该工艺通过多维度验证，可确保混合罐各部位灭菌充分且一致，F0 值与生物指示剂杀灭

结果均满足接受标准，工艺稳定可靠，符合药品生产质量管理规范（GMP）要求，适用于实际生产。
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在生物制药领域，无菌生产是确保

药品安全性和有效性的核心环节。与产

品直接接触的设备、容器和管路必须经

过有效的灭菌处理，以消除所有可能存

在的微生物污染风险 [1]。对于大型固定

设备（如混合罐），蒸汽灭菌因其高效、

可靠而成为首选方法。根据中国《药品

生产质量管理规范（2010 年修订）》及

其相关附录的要求，关键的灭菌工艺必

须经过严格的验证，以证明其重现性和

有效性 [2]。灭菌工艺验证通常包括安装

确认（IQ）、运行确认（OQ）和性能确

认（PQ），其中性能确认的核心内容即

为热分布和热穿透测试，并结合微生物

挑战试验 [3]。本研究旨在依据法规和行

业标准，对某生物制品生产企业用于物

料混合的两台 300 L 独立不锈钢混合罐

的灭菌工艺进行全面的性能确认。通过

科学布点及连续三次试验，系统评估灭

菌器腔室及罐体内部的热力学性能和实

际灭菌效果，为该工艺在生产中的应用

提供可靠的数据支持。

1    材料与方法
1.1    设备与仪器

验证试验采用经确认符合规范要

求的灭菌设备、待灭菌混合罐系统以

及校准合格的数据采集装置，具体配

置与技术参数如下：

●  灭菌设备：采用 XG1.D 型脉动

真空灭菌器（由山东新华医疗器械股

份有限公司生产），产品标准为 YZB/

鲁 0237-2008，注册号为鲁食药监械

（准）字 2008 第 2570278 号。容器设

计温度为 150℃，容积为 2.5 m3。本次

验证参数设定为：脉动抽真空 3 次，真

空限度为 -80 kPa，温度 121℃，灭菌

时间 30 min ；

●  待灭菌设备：包括两台 300 L 不

锈钢独立混合罐（由上海森松制药设

备工程有限公司制造，编号分别为罐

1、罐 2），工作容积为 0.3 m3，执行

标准为 NB/T47003.1-2009。每台罐的

进、出液口均配置赛多利斯 0.2 μmPTFE

膜 Midisart2000 空气过滤器（型号

17805G）；

●  数据采集系统：使用 Ebro 温度

压力记录仪（温度探头 EBI12T 的量

程为 -85℃ ~+150℃；压力探头 EBI12-

TP 的量程为 -0.09~1 MPa），配套读卡

器 EBI-IF-200，数据处理软件为 Ebro 

Winlog.Validation V3.71（具备 F0 值计

算与审计追踪功能）。所有探头均在

有效校准期内（校准证书编号 ACC-

20250218116 由北京艾科瑞斯科技有限

公司出具）。
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1.2     生物与化学指示物

本验证选用符合药典标准的生物

指示剂与化学指示卡作为灭菌效果直

接监测与过程参数确认工具，其具体

配置与性能参数如下：

●  生物指示剂（BI）：选用嗜热

脂肪芽孢杆菌孢子（ATCC7953），孢

子 量 为 1.0×106 ～ 5.0×106CFU/ 支，

D121℃值为 1.5 ～ 3.0 min[4]。每批次试

验使用 16 支，由 TerragenS.A. 提供；

●  化学指示卡：采用新华牌 121℃

压力蒸汽灭菌化学指示卡，批号为

24M02，由山东新华医疗器械股份有限

公司提供。

1.3    方法

本研究通过规范化的探头布点、

连续灭菌循环测试、F0 值计算、生物

指示剂判读以及接受标准设定五个关

键环节实施验证，具体方案如下。

1.3.1    探头布点方案

探头布点方案针对热穿透测试和

热分布测试分别制定如下布置策略，

并配套设置相应监测组件：

●  热穿透测试：在两台混合罐内

部各布置 3 个温度探头，分别位于罐

内上部、中心部和底部。每个探头旁

同时放置一支生物指示剂和一张化学

指示卡；

●  热分布测试：在灭菌器腔室内布

置 10 个温度探头。位置包括：上左前、

上左后、上右前、上右后、下左前、下

左后、下右前、下右后、中心处以及空

载验证确定的冷点位置 [5]。另有一个带

压力探头的记录仪置于冷凝水排放口。

1.3.2    试验过程

连续进行三次独立的灭菌循环，

每次均按照设定的灭菌程序运行。数

据记录系统自动记录各监测点的温度 -

时间数据。

1.3.3    F0 值计算

参照制药行业灭菌验证技术规范，

软件根据如下公式自动计算各探头的

累计 F0 值。

参 数 设 定：T= 实 时 温 度，

T0=121.1℃，Z=10℃。本次实验起始

温度为 100℃，累计的致命目标时间需

≥ 15 min[6]。用于等效换算灭菌时间，

以确保无菌保障。

1.3.4    生物指示剂培养与判读

灭菌结束后，取出生物指示剂，

并将它置于 58 ～ 62℃恒温培养箱中进

行培养。分别于 10 h 和 14 h 观察结果，

总培养时间为 24 h 。判定标准为：所

有测试的生物指示剂均不变色（表示

无菌生长），同时阳性对照生物指示剂

变色（表示有菌生长）[7]，方为合格。

1.3.5    接受标准

接受标准的具体要求如下：

● 热分布：腔室内各点温度需在

121℃及以上维持时间≥ 30 min，且温度

波动度和均匀度需符合设备性能要求；

● 热穿透与 F0 值：各混合罐内部最

冷点的 F0 值≥ 15 min ；

● 生物指示剂：所有测试的生物指

示剂均无菌生长；

● 化学指示卡：颜色变化达到或深

于标准色。

2    结果与讨论
2.1   热分布测试结果

三次试验的热分布数据（见表 1）

表 1    热分布监测数据

批次 探头编号 波动度 /℃ 均匀度 /℃ 最低温 /℃ 最高温 /℃ F0 值 /min

1 7 1.75 1.00 121.30 123.05 43.97

1 8 1.83 1.00 121.17 123.00 42.66

1 9 1.45 1.00 121.59 123.04 43.36

1 10 1.95 1.00 121.05 123.00 42.45

1 11 1.44 1.00 121.57 123.02 42.85

1 12 1.68 1.00 121.35 123.03 42.85

1 13 1.44 1.00 121.64 123.08 43.50

1 14 1.84 1.00 121.18 123.02 43.15

1 15 1.78 1.00 121.22 123.00 42.52

1 16 1.21 1.00 121.45 122.45 36.96

2 7 1.39 1.01 121.74 123.12 43.27

2 9 1.24 1.01 121.95 123.19 43.77

2 10 1.15 1.01 122.09 123.23 43.60

2 11 1.77 1.01 121.25 123.02 42.50

2 12 1.71 1.01 121.39 123.10 42.98

2 13 1.28 1.01 121.83 123.21 43.88

2 14 1.57 1.01 121.55 123.11 43.17

2 15 1.61 1.01 121.47 123.08 42.82

2 16 1.33 1.01 121.34 122.67 36.61

3 7 1.08 1.32 122.05 123.13 42.48

3 8 1.47 1.32 121.56 123.04 41.54

3 10 1.93 1.32 121.08 123.01 40.91

3 11 1.10 1.32 121.97 123.07 41.88

3 12 1.45 1.32 121.62 123.07 41.39

3 13 1.89 1.32 121.16 123.05 41.15

3 14 1.48 1.32 121.59 123.07 41.33

3 15 1.09 1.32 121.96 123.05 41.79

3 16 1.37 1.32 121.04 122.41 33.96

F0= 10f T–T0

Z
t

0
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表 2    热穿透监测数据（三次试验，两台独立混合罐）

灭菌批次 罐体编号 探头位置 最低温 /℃ 最高温 /℃ F0/min

1 罐 1 上 121.96 123.15 39.25

1 罐 1 中 122.15 123.25 40.06

1 罐 1 下 122.15 123.2 40.08

1 罐 2 上 121.93 123.13 39.05

1 罐 2 中 121.02 122.90 35.32

1 罐 2 下 121.76 123.10 38.31

2 罐 1 上 122.13 123.24 43.63

2 罐 1 中 122.19 123.21 43.90

2 罐 1 下 122.14 123.23 43.62

2 罐 2 上 121.89 123.17 42.50

2 罐 2 中 122.20 123.33 44.11

2 罐 2 下 122.13 123.27 43.88

3 罐 1 上 121.63 123.24 43.61

3 罐 1 中 121.64 123.24 42.90

3 罐 1 下 121.01 123.24 41.64

3 罐 2 上 121.53 123.18 42.18

3 罐 2 中 121.61 123.25 43.82

3 罐 2 下 121.55 123.22 42.86

显示，灭菌器腔室内所有 10 个监测点

的最低温度均高于 121℃，最高温度在

122.41℃至 123.23℃之间。温度波动度

（最高与最低温度之差）最大为 1.95℃，

均匀度（各点平均温度的最大差值）

最大为 1.32℃，表明灭菌器腔室内的

热量分布均匀且稳定，重现性良好 [8]。

所有探头的 F0 值均远高于 15 min 的接

受标准，其中位于冷凝水排放口的 16

号探头因温度略低，F0 值相对较低（最

低 33.96 min），但仍远超标准，确认该

灭菌程序能为腔室提供充分的过程致

死率。如图 1所示的热分布监测曲线（涵

盖抽真空、加热、灭菌、烘干关键阶

段），可直观观察到各阶段温度变化平

稳，无明显波动。

2.2    热穿透与微生物挑战测试结果

热穿透测试数据（见表 2）是验证

的核心，它直接反映了物料（或模拟

设备）内部所接收到的实际灭菌效果。

三次试验中，两台混合罐内 6 个监测点

的 F0 值范围为 35.32 min ～ 44.11 min，

最低 F0 值出现在第一次试验中罐 2 的

中心位置（35.32 min），但仍远高于

15 min 的接受标准。这表明混合罐内

部（包括可能存在气流死角的区域）

均能接收到足够的灭菌热量。与热穿

透探头共同放置的生物指示剂在经过

24 h 培养后，所有 48 支（3 批×16 支）

均显示无菌生长，而阳性对照均显示

有菌生长。此结果与 F0 值数据高度吻

合，共同证明了该灭菌工艺能有效杀

灭高抗性的嗜热脂肪芽孢杆菌孢子，

无菌保证水平（SAL）可达 10-6 或更高

[9]。所有化学指示卡的颜色变化均达到

或深于标准色，提供了快速的现场过

程确认。

2.3    讨论

本研究成功验证了在既定参数下，

采用 XG1.D 型脉动真空灭菌器对两台

300 L 独立混合罐进行灭菌的工艺稳定

且有效。设备工况及纯蒸汽的干度值、

过热度、不凝性气体含量监测均符合

要求 [10]，物理参数（温度、F0 值）与

生物参数（BI 杀灭）均一致满足预定

的严苛接受标准。

F0 值作为量化灭菌效力的关键参

数，其计算基于微生物的 Z 值，能够综

合评估不同温度下的累积杀菌效果。本

研究中所有位置的 F0 值均显著高于标

准，为工艺提供了充足的安全边界。生

物指示剂的成功杀灭，是灭菌工艺有效

性的最直接证据，符合国内外药典和

GMP 对于灭菌验证的基本要求 [11]。

两台混合罐作为独立系统同时进

行灭菌，尽管其内部各点的 F0 值存在

差异，但均达到了规定标准，证明了

灭菌程序设计的合理性和灭菌器性能

的可靠性。验证过程中使用了经过校

图 1    热分布监测曲线（涵盖抽真空、加热、灭菌、烘干关键阶段）
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准且符合数据完整性要求的电子记录

系统，确保了数据的准确性和可追溯 

性 [12]。

3    结论
通过对热分布、热穿透、F0 值及

生物 / 化学指示剂的综合评估，可以

得出结论：在脉动抽真空 3 次、真空

限度为 -80 KPa、温度为 121℃、灭

菌时间为 30 min 的工艺参数下，山

东新华 XG1.D 型脉动真空灭菌器能

够稳定、可靠地使两台 300 L 独立不

锈钢混合罐达到预定的无菌状态。该

灭菌工艺验证成功，所有指标均符合

药品 GMP 要求，可以正式应用于该

生物制品的生产过程，为保证最终产

品的无菌质量提供了坚实保障。
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化验准备
	• 仅需 27 个移液步骤，相较于
其他内毒素检测仪最高可减
少 89%
	• 符合 21 CFR PART 11 和数据可
靠性准则

扫二维码关注
Sievers 分析仪
回复
“ 内毒素 ”
了解更多

热线电话：400 887 8280
邮箱：sievers.china@veolia.com
网站：cn.sieversinstruments.com

Eclipse行业标准

10 mL 242

9分钟 1 mL 27

试剂使用 操作员步骤

60分钟

化验准备时间
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