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【摘要】目的  研究制药企业洁净车间经臭氧消毒后微生物群落的组成及分布规律，

分析臭氧消杀效果，为制药企业相同空间消毒方式提供数据参考。方法  采用基质辅助激

光解吸电离飞行时间质谱（MALDI-TOF MS）技术和全自动微生物分析系统（VITEK® 2 

Compact）鉴定方法，对收集的浮游菌和沉降菌进行鉴定分析。结果  776 株菌均鉴定到属水

平，消毒前 427 株菌，消毒后 339 株菌，A、B、C 3 家企业减少比例分别为 22%、19% 和

23%。消毒前后优势菌属均为葡萄球菌属、芽孢杆菌属、微球菌属，消毒效果最明显为微球

菌属和考克菌属，消毒效果最差为芽孢杆菌属。其中人员更衣区污染菌量减少比例最少，

企业 B 在消毒后的 A 级灌装区仍能采集到污染菌，说明臭氧消毒未完全覆盖可能出现的微

生物污染风险。结论  臭氧消毒是洁净车间空间消毒的常用方式，定期分析消毒后微生物种

群，进一步提高消毒水平，保证药品生产有效性、安全性。
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【Abstract】Objective  To study the composition and distribution rules of microbial 
community in clean workshops of pharmaceutical enterprises after ozone disinfection, analyze the 
effect of ozone disinfection and sterilization, and provide data reference for the same space disinfection 
method of pharmaceutical enterprises. Methods  Using matrix-assisted laser desorption ionization 
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and VITEK® 2 Compact identification methods, 
the collected planktonic and sedimentary bacteria were identified and analyzed. Results  776 strains 
of bacteria were identified at the genus level, with 427 strains before disinfection and 339 strains after 
disinfection. The reduction rates of A, B and C enterprises were 22%, 19% and 23%, respectively. Before 
and after disinfection, the dominant bacterial genera were Staphylococcus, Bacillus, and Micrococcus. 
Micrococcus and Clostridium showed the most obvious disinfection effect, while Bacillus had the worst 
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disinfection effect. The proportion of reduced bacterial contamination in the personnel changing area was the lowest, 
and company B could still collect contaminated bacteria in the A-grade filling area after disinfection, indicating that 
ozone disinfection didn't fully cover the potential risk of microbial contamination. Conclusion  Ozone disinfection 
is a common method for disinfecting clean workshop spaces. After disinfection, the microbial population is regularly 
analyzed, and the disinfection level is further improved to ensure the effectiveness and safety of drug production.

【Keywords】Ozone disinfection; Clean workshop; Microbial community; Matrix-assisted laser desorption 
ionization time-of-flight mass spectrometry; VITEK® 2 Compact

微生物污染是影响药品质量的重要因素，也

是引发药品安全事故的重要原因 [1]。目前，多数

制药企业结合药品生产特性，多采用不同级别洁

净车间来最大限度降低微生物、微粒和热原的污

染，从而减少终产品的微生物污染。各国的药品

生产质量管理规范和相关指导原则都对洁净车间

提出较高要求 [2-4]，制药企业不仅需要建立完善

的微生物环境监测计划，了解生产过程的微生物

负载情况，更要掌握其污染微生物的分布、组成、

来源，确立警戒限与纠偏限，以便对洁净区人员

操作规程、清洁和消毒程序、设施设备的管理等

生产全过程进行风险评估，保证洁净区处于正常

的运行和良好的受控状态。

目前，制药企业对洁净车间污染微生物的研

究大多停留在先根据培养特征进行分类，再通过

几个基础生化反应试验检索微生物的所属范围，

最后选择合适的生化试验条件将微生物鉴别到

种 [5]，该方法操作繁琐、周期长，当药品受到微

生物污染时，往往会出现溯源难、应变慢等问

题。采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（matrix-assisted laser desorption ionization time-

of-flight mass spectrometry，MALDI-TOF MS） 或

16S 核糖体 RNA（16S rRNA）基因测序方法，对

表面蛋白或 DNA 进行检测，快速鉴定到微生物

种或属，且对不常见的生化型及难培养的微生物

等也有很好的鉴定能力，是近几年对大容量污染

菌鉴定的主要技术手段，在复杂的菌种鉴定方面

有广阔的应用前景 [6-8]。

本研究对以臭氧为空间消毒的 A、B、C 3 家

制药企业，按照《中国药典（2020 年版）》四部

要求进行采样，采用 MALDI-TOF MS 和全自动微

生物分析系统（VITEK® 2 Compact）对搜集的环境

菌株进行鉴定。依据鉴定结果，统计 3 家制药企业

环境菌的组成、数量、分布规律，分析臭氧消杀效

果，为相同空间消毒方式制药企业提供数据参考。

1  材料与方法

1.1  主要仪器
MALDI-TOF MS 和 VITEK® 2 Compact 全自

动微生物分析系统购自法国生物梅里埃公司；

DM500 生物显微镜（德国 Leica 公司）；二级生

物 安 全 柜（ 新 加 坡 ESCO）；CHP-9080 型 隔 水

式恒温培养箱（上海一恒科学仪器有限公司）；

STIK BI-450A 型生化培养箱（施都凯仪器设备有

限公司）。

1.2  培养基与试剂
胰酪大豆胨琼脂（tryptic soytone agar，

TSA）培养基（批号：221127）、沙氏葡萄糖琼

脂（sabouraud dextrose agar，SDA）培养基（批号：

220506）、 革 兰 氏 染 色 液（ 批 号：221026）、

霉菌染色液（批号：221206）均购自北京陆桥

技术股份有限公司；VITEK® MS-α-氰基-4-羟

基 肉 桂 酸（α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid，

CHCA，批号：1009312950）、革兰氏阴性细菌

鉴 定 卡（VITEK2 GN， 批 号：2412606503）、

革兰氏阳性细菌鉴定卡（VITEK2 GP，批号：

2422260503）、 棒 状 杆 菌 鉴 定 卡（VITEK2 

CBC， 批 号：2462188203）、 厌 氧 菌 及 棒 状 杆

菌鉴定卡（VITEK2 ANC，批号：2442208503）

及 芽 孢 杆 菌 鉴 定 卡（VITEK2 BCL， 批 号：

2392931203）均购自法国生物梅里埃公司。

1.3  方法
1.3.1  采集与培养

企 业 A、B、C 设 定 臭 氧 浓 度 均 为 20~ 

30  mg/ m3，其中 A 企业为大容量注射剂，平均环

境温度为 22℃，平均湿度为 45%，洁净区分为

A、C、D 级，臭氧消毒时间为 2 h，采集时间为

2023 年 1 月；B 企业为小容量注射剂，平均环

境温度为 20℃，平均湿度为 48%，洁净区分为

A、B、C 级，臭氧消毒时间为 1 h，采集时间为
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2023 年 7 月；C 企业为原料药，平均环境温度

为 23℃，平均湿度为 45%，洁净区均为 D 级，

臭氧消毒时间为 1.5  h，采集时间为 2023 年 8 月。

依据《医药工业洁净室（区）沉降菌的测

试方法》（GB/T16294-2010）和《医药工业洁

净室（区）浮游菌的测试方法》（GB/T 16293—

2010）布置采样点，通过空气沉降和针孔式采样

器进行样本采集，采集完成后将 TSA 平板倒置

32.5℃培养箱中培养 2~3 d。

1.3.2  分离与纯化
挑取 TSA 平板中菌落，分别进行 2 次以上

TSA 或 SDA 平板划线分离纯化。

1.3.3  微生物的鉴定
取分离纯化后的菌株，进行革兰氏染色或霉

菌染色镜检，初步判断所得菌株类型后按照不同

仪器要求进行菌种鉴定。

① VITEK® 2 Compact 法：依据革兰氏染色镜

检结果选取相应鉴定卡，制备适宜浓度的菌悬液

后进行鉴定。

② MALDI-TOF MS 法： 按 照 VITEK® MS 标

本准备流程，加样于靶点上，加入 1 µL CHCA 基

质液，室温自然挥干，干燥后放入 MALDI-TOF 

MS 仪器中，启动程序获取质谱图，将待测菌株

与仪器数据库进行匹配，利用 Myla 软件进行查询。

2  结果

2.1  环境菌的种类
对 3 家企业臭氧消毒前后进行浮游菌和沉降

菌收集，共计 766 株菌，其中 A 企业消毒前收集

108 株菌，消毒后收集 84 株菌；B 企业消毒前收

集 208 株菌，消毒后收集 169 株菌；C 企业消毒

前收集 111 株菌，消毒后收集 86 株菌。对 766

株菌进行镜检染色，消毒前 427 株菌为 24 株真菌、

265 株 G+ 球菌、37 株 G- 球菌、59 株 G+ 杆菌、

42 株 G- 杆菌；消毒后收集 339 株菌为 11 株真菌、

215 株 G+ 球菌、33 株 G- 球菌、57 株 G+ 杆菌、

23 株 G- 杆菌。具体见图 1。

2.2  环境菌的分离纯化
对收集的环境菌分别进行传代，并同时进行

镜检，使用纷腾 H9 扫描仪，采用 RGB 模式，分

辨率 600 ppi，对 2~4 代进行 1 ∶ 1 扫描。图 2 结

果显示，部分分离的菌落形态特征有明显变化，

如某株环境菌 2 代菌落颜色为白色，革兰氏染色

为阳性球菌；3 代菌落为淡黄色，革兰氏染色为

阳性球菌；4 代菌落颜色为金黄色，革兰氏染色

为阳性球菌。对 2、3、4 代菌落分别经 MALDI-

TOF MS 鉴定均为藤黄微球菌，菌落典型特征应

呈金黄色。因此，对收集的环境菌进行传代不仅

可以达到分离纯化的目的，也有利于环境菌典型

特征恢复。

图1  3家制药企业收集菌株形态特征统计图

Figure 1. Statistical chart of morphological characteristics 

of bacterial strains collected by three pharmaceutical 

companies

图2  菌株扫描图

Figure 2. Strain scanning images
注：A. 2代；B. 3代；C. 4代。

A B

C

2.3  菌株鉴定结果
对 搜 集 到 776 株 菌， 经 MALDI-TOF MS 和

VITEK® 2 Compact 鉴定到属水平占比 100%，对

臭氧消毒前后进行数据统计分析，具体见图 3。

消毒前后占比数量最多的优势菌属为葡萄球菌

属、芽孢杆菌属、微球菌属，臭氧消毒后占比提
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高的为芽孢杆菌属，其余菌属均有所下降，占比

下降最多的为微球菌属和考克菌属。

消毒前后菌株的分布情况，企业 A 中在人员更

衣区、缓冲区、核心生产区（C 级）消毒后环

境污染菌减少比例最少，其中人员更衣区（D 级）

消毒后检出环境污染菌多于消毒前；企业 B 中

人员更衣区（B、C 级）、缓冲区、卫生清洁区

（C 级）消毒后环境污染菌减少比例最少 ；企

业 C 中人员更衣区、缓冲区、核心生产区（D 级）

消毒后环境污染菌减少比例最少。3 家制药企业

臭氧消毒前后菌株分布情况详见表 1~ 表 3。

图3  3家制药企业洁净车间臭氧消毒前后微生物

群落组成图

Figure 3. Microbial community composition in clean 

workshops of three pharmaceutical companies before 

and after ozone disinfection
注：A. 消毒前；B. 消毒后。

A

B

统计臭氧消毒后 3 种优势菌属的菌种类别可

得，企业 A 葡萄球菌属鉴定到属水平为 42 株，

最多的是表皮葡萄球菌和人葡萄球菌，均为 14

株；芽孢杆菌属鉴定到属水平为 14 株，最多的

是枯草芽孢杆菌，为 3 株；微球菌属鉴定到属水

平为 4 株，均为藤黄微球菌。企业 B 葡萄球菌属

鉴定到属水平为 42 株，最多的是人葡萄球菌和

表皮葡萄球菌，分别为 13 株和 11 株；芽孢杆菌

属鉴定到属水平为 24 株，最多的是高度/短小芽

孢杆菌和蜡样芽孢杆菌，分别为 11 株和 4 株；

微球菌属鉴定到属水平为 35 株，最多的是藤黄

微球菌，为 30 株。企业 C 葡萄球菌属鉴定到属

水平为 40 株，最多的是腐生葡萄球菌，为 30 株；

芽孢杆菌属鉴定到属水平为 7 株，最多的是蜡样

芽孢杆菌，为 3 株 ；微球菌属鉴定到属水平为 4

株，均为藤黄微球菌，具体见图 4。

2.4  臭氧消毒前后菌株的分布情况
按照不同洁净级别统计 3 家制药企业臭氧

图4  臭氧消毒后葡萄球菌属、芽孢杆菌属、微球

菌属的菌株分布

Figure 4. Distribution of Staphylococcus, Bacillus, and 

Micrococcus strains after ozone disinfection
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表1  企业A臭氧消毒前后菌株的分布情况

Table 1. Distribution of bacterial strains before and after ozone disinfection in enterprise A
序号 采集区域 房间数 面积（m2） 消毒前采集菌株数（株） 消毒后采集菌株数（株） 减少比例（%）

1 核心生产区（灌装区）（A级） —   21.22 0 0     0

2 核心生产区（C级） 4 269.11 21 17   19.0

3 物料准备区（C级） 8   25.19 19 13   31.6

4 卫生清洁区（C级） 5   17.18 16 10   37.5

5 人员更衣区（C级） 6   18.15 17 14   17.6

6 人员更衣区（D级） 2     4.56 10 11 -10.0

7 缓冲区（C级） 12   40.11 25 19   24.0
注：“—”表示C级或者A级背景下局部A级灌装区。

表2  企业B臭氧消毒前后分布情况

Table 2. Distribution of bacterial strains before andafter ozone disinfection in enterprise B
序号 采集区域 房间数 面积（m2） 消毒前采集菌株数（株） 消毒后采集菌株数（株） 减少比例（%）

1 核心生产区（灌装区）（A级） — 7.92 2 1 50.0

2 核心生产区辅助区域（A级） 7 7.03 7 4 42.9

3 核心生产区（B级） 1 63.13 3 0 100.0

4 核心生产区（C级） 2 35.41 18 13 27.7

5 物料准备区（C级） 3 25.58 20 15 25.0

6 卫生清洁区（C级） 5 15.06 35 32 8.5

7 人员更衣区（B级） 6 24.38 23 20 13.0

8 人员更衣区（C级） 10 51.76 49 45 8.2

9 检验区（C级） 4 21.87 22 16 27.3

10 缓冲区（C级） 5 80.59 29 23 20.7

注：“—”表示C级或者A级背景下局部A级灌装区。

表3  企业C臭氧消毒前后分布情况

Table 3. Distribution of bacterial strains before and after ozone disinfection in enterprise C

3  讨论

3.1  采集样本的代表性 
本研究选取的 3 家制药企业均符合药品生产

质量管理规范生产车间要求，洁净分区明确，处

于同一地域，洁净车间温湿度基本一致，在不同

采集时间，对臭氧消毒前进行全面采集，是为了

尽可能多地采集环境污染菌种类和数量，收集菌

株具有一定的代表性；臭氧消毒浓度基本一致，

对臭氧消毒后进行全面采集，是为了研究在不同

条件（包括消毒时间、生产工艺、药品种类）

下臭氧的消杀效力，评价臭氧消毒效率，使得

出的结论更具有客观性。微生物鉴定方法选择

MALDI-TOF MS 和 VITEK® 2 Compact，利用鉴定

不同原理，不同数据库，相互验证鉴定结果，准

确率高，鉴定结果可靠。 

3.2  环境菌分离和纯化
本研究收集的臭氧消毒后菌株因受到长期

低营养、化学消毒剂的作用等因素的影响，代谢

活动被抑制，部分菌株不呈典型菌落形态特征，

生化反应不典型，分离划线需要延长培养时间或

更换培养条件，如使用血平板或兼性厌氧条件，

对环境菌的选择和鉴定有较大影响。需要检验人

员具备科学的判断，优化培养条件，尽量恢复环

境菌典型特征，避免有漏检、错检的环境微生物

存在。

此外，进行 2 次以上 TSA 平板划线后，对培

养皿菌落颜色、形状、边缘、光泽等形态特征进

行判定，对培养特征一致的培养皿，挑取不同菌

落 进 行 MALDI-TOF-MS 和 VITEK® 2 Compact 鉴

定，有的为相同属、不同种，如溶血葡萄球菌和

 沃氏葡萄球菌，有的为相同科、不同属，如溶酪

序号 采集区域 房间数 面积（m2） 消毒前采集菌株数（株） 消毒后采集菌株数（株） 减少比例（%）

1 核心生产区（D级） 4 45.25 22 17 22.7

2 物料准备区（D级） 4 13.67 18 13 27.8

3 卫生清洁区（D级） 5 15.26 22 16 27.2

4 人员更衣区（D级） 5 11.99 25 21 16.0

5 缓冲区（D级） 4 39.60 24 19 20.8
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巨球菌和人葡萄球菌。因此，仅凭培养特征判定

是否已经达到分离纯化目的是不可靠的，还需要

有适当的鉴定，判定是否需要继续传代纯化，保

证鉴定结果准确性。

3.3  洁净区污染源分析
消毒前共收集 427 株污染环境菌，数量最多

的为葡萄球菌属，这类菌株常附殖于人的眼、鼻、

口、耳、喉、头和手 [9-10]，从事药品生产的人员

由于消毒不彻底、动作幅度过大、缺乏无菌操作

意识等原因，带入人源性污染。高抗性芽孢杆菌

属和曲霉菌属广泛分布于空气、土壤和水中，是

自然界常见微生物之一 [11]，主要存在于物料与包

材中，属于因灭菌不彻底引入的污染。微球菌属

污染最多的是藤黄微球菌，占 80% 以上，该菌同

葡萄球菌属主要来源洁净区工作人员。不动杆菌

属是检出最多革兰氏阴性菌，该类微生物在皮肤

和物料上均有检出，因粘附力极强，可能成为贮

菌源 [12]，造成同一区域多次检出，应加强对该菌

属的污染控制，防止扩散。

3.4  臭氧消杀效果分析 
臭氧是一种强氧化性气体，具有高效、广

谱、无二次污染、杀菌彻底等优点，是常用的空

间消毒剂 [13]。3 家制药企业臭氧消毒时间均不少

于 30  min，都是在消毒换气后立即进行全面采样。

根据研究可得，臭氧消毒后共收集 339 株菌，A、

B、C 3 家制药企业洁净车间内污染菌减少比例分

别为 22%、19% 和 23%。消毒前后优势菌属均为

葡萄球菌属、芽孢杆菌属、微球菌属，消毒效果

最明显为微球菌属和考克菌属，消毒效果最差为

芽孢杆菌属。其中人员更衣区污染菌量减少比例

最少，企业 B 在消毒后的 A 级灌装区仍能采集到

污染菌，说明臭氧消毒未完全覆盖可能出现的微

生物污染风险，企业应积极分析影响因素，优化

消毒条件、联合使用紫外线照射或过氧化氢发生

器等手段，提高臭氧消毒效力，或将臭氧消毒后

出现频次高、难杀灭的菌种纳入表面消毒剂验证

范围，进一步提高消杀效果，保证药品生产有效

性、安全性。

3.5  臭氧消杀效果影响因素分析
根据调研，洁净车间在臭氧消毒时有以下情

况：①因设施设备影响部分区域面积大且距离臭

氧发生端远，无法全部维持高浓度消毒剂量；

② 消毒前污染微生物数量多、种类多，各种微生

物因生物结构不同，臭氧对其消杀效果也不同；

③污染微生物负载量大的区域，具有团聚的趋势，

消毒时会有类似臭氧抗性的效果 [14]；④通常洁净

车间的相对湿度控制在 45%~65%，小于标准规

定的大于等于 70% 要求 [15]，会影响臭氧消毒器

的消毒效果；⑤缺乏对消毒时间的验证。

综上所述，制药企业洁净车间的环境控制是

一项长期艰巨的任务，建立微生物数据库，科学

分析每一项管理措施，验证合理有效的清洁消毒

方式，最大程度减少微生物污染的可能性，使产

品的质量处于持续稳定的发展方向。
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