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摘要 应用 ƒ× 法对药品检出菌与微生物检验洁净室环境菌进行相关性考察 通过临界匹配值法和聚类分析

法比较药品检出菌与环境菌 ƒ× 图谱的相似性 构建了洁净室环境菌的 ƒ× 光谱谱库 确定了快速判断药品检出

菌是否为环境菌污染的指标 为药品无菌检查一次性报告的准确性提供了保证 并可以实现对洁净室环境微生物的

动态监控 方法简便 !准确 !快捷 易于在药品微生物控制中推广 ∀

关键词  ƒ× 药品无菌检查 微生物控制 洁净室 相关性
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  药品无菌和微生物限度检查是药品质量控制的

重要组成部分 药品一旦受到微生物的污染 将可能

对患者造成感染 甚至威胁到生命安全 ∀在现代

 °生产条件下 药品中微生物的污染具有高度的

随机性 ∀为保证产品的安全性 各国药典均要求对

无菌检查不合格的药品不得再进行复验 即实行

/一次性报告 0制度 ∀由于实验中的阳性结果还可

能源于实验过程中环境的污染 因此判断检出菌与

环境菌的相关性 是排除实验过程污染 !减少假阳性

结果 !提高检验结果准确性的必不可少的环节 ∀

目前 对微生物进行相似性分析的有效方法为

分子生物学方法 即采用了根据 ≥  序列同

源性建立的系统发育体系 ≈
但适用于药品微生物

检验的微生物快速相似性分析方法尚未见报道 ∀近

年来傅立叶变换红外光谱 ƒ× 技术结合化学计
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量学方法在微生物分析中的应用逐渐受到关注 

ƒ× 法测定的是无损伤微生物的红外光谱 反应

了全细胞组分的综合信息 ∀由于这些细胞组分与基

因表达有关 因此 所得图谱有效地反映了细胞表

型和基因型信息 国外已用于对微生物的鉴定和分

类 ≈ ∗ 
但在药品检验及药品生产控制中的应用尚

未见报道 ∀本文应用 ƒ× 技术对洁净室环境菌和

药物污染菌的相似性进行比较 建立了判断药物中

检出的微生物是否为环境污染菌的方法和标准 不

仅提高了药品无菌实验 /一次性报告 0的准确性 是

对中华人民共和国药典无菌检查方法的补充和扩

展 同时构建的环境菌 ƒ× 谱库 可以实现对洁

净室环境微生物的动态监控 ∀

材料与方法

仪器与材料  ∞∏¬型 ƒ× 分光光度计 

°≥ 1分析软件 德国 ∏公司 微生物

ƒ× 图谱测量专用的 2∏附件 配有 ⁄×≥

检测器  位 ≥载样窗片 德国 ∏公司 

振动接种环 德国 ∏公司   ≥浮游菌采

样器 德国  公司 ∀营养琼脂培养基和胰酪

大豆琼脂 ×≥培养基均为北京三药科技开发公

司产品 ∀标准菌株金葡菌 ≈ Σταπηψλοχοχχυσ αυρευσ

Σ. αυρε ≤ ≤≤ !大肠埃希菌 ≈ Εσχηεριχηια

χολι Ε. χολι ≤ ≤≤  和枯草芽孢杆菌

≈Βαχιλλυσ συβτιλισ Β. συβτ ≤ ≤≤ 由中国

医学细菌管理保藏中心提供 其他参照用菌株由中

国医学细菌管理保藏中心和国家细菌耐药性监测中

心提供 ∀

洁净室环境菌的采集和培养  按照医药工业洁

净室 区 沉降菌和浮游菌的测试方法 ≈
使用营

养琼脂平板对微生物检查洁净室定期进行浮游菌和

沉降菌的采集 于  ε 培养  后 挑选单菌落划

线接种于 ×≥平板上 于  ε 培养  ? 后 

进行 ƒ× 测定 ∀

药品中微生物的检测与处理  按中华人民共和

国药典 ≈的方法对药品进行无菌检查或微生物限

度检查 ∀检出细菌先在 ×≥平板上纯化形成单菌

落 然后挑选单菌落划线接种于该平板上 于  ε

培养  ? 后 进行 ƒ× 测定 ∀

ΦΤΙΡ测定样品的制备  用经过校正的直径为

 的振动铂金接种环从 ×≥培养基上菌落汇集

处取  ∗ 环菌苔 置于灭菌水  Λ中 启动振动

开关制得均匀的菌悬液 量取  Λ置于 ≥窗片

的载样处 立即置于装有硅胶的减压干燥器中 减压

干燥使菌悬液成为透明的薄膜 ∀

ΦΤΙΡ谱图采集  按中华人民共和国药典 ≈的

方法校准仪器 ∀取出 ≥窗片 立即置于 2∏

样品腔中 将样品腔排气后 测定 ƒ× 吸收光谱

图 ∀测量参数 波数范围   ∗  

扫描次

数 次 分辨率  
 ∀

细菌谱库的建立与分析  使用 °≥软件提供

的定性分析方法建立细菌谱库 ∀参照相关文献 ≈

及德国 ∏公司的微生物 ƒ× 分析用户手册 

采用  ε 培养  ? 的菌株的 ƒ× 图谱 按单

谱图建库的方法建立细菌谱库 ∀

参照文献 ≈及 ∏公司微生物 ƒ× 分析

用户手册 采用   ∗  

   ∗  



   ∗   

谱段组合进行微生物判别

分析 这 个谱段分别主要代表了微生物细胞壁多

聚糖 !细胞膜脂肪酸以及细胞质膜蛋白质和类脂成

分的信息 ∀

分别采用临界匹配值法和聚类分析法两种方法

进行分析 ∀参照图谱库中 每一株菌的每一原始光

谱及平均光谱均分别作为独立的组 在对未知样本

的图谱进行判别时 将未知光谱代入谱库 按公式

计算未知光谱与谱库内所有光谱之间的 °

相关系数 ρ然后通过公式转化为光谱距离 匹配

值 得到一系列匹配值 ∀

ρ
Ε (Ξ  Ξ)Ε (Ψ  Ψ)

Ε (Ξ  Ξ) Ε (Ψ  Ψ) 

 


∆  (  ρ) ≅   

式中 Ξ和 Ψ代表响应频率范围的原始光谱强

度 ∆代表光谱距离 ∀

采用临界匹配值法时 使用重现性水平归一化

法  √计算光谱距离 ∆ 以减

少微生物重复制样 !测量对 ƒ× 图谱的影响 ∀

∆ 

Ε ν
ι 

∆ι

 √ι
 

ν


式中 ∆ι根据公式 计算得到 ν为所选

谱段的数目  √ι为重现性水平值 

 √ ∆ Ρ 

式中 ∆和 Ρ值分别为多次实验中相同菌株的

ƒ× 图谱 根据公式 计算得到的距离平均

值和标准偏差 ∀ ∆值越小 相似性越高 将 ∆值

与预先确定的临界值进行比较 确定未知光谱与谱
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库内光谱是否相关 进而判别药物检出菌与环境菌

的相关性 ∀

采用聚类分析方法时 首先对光谱进行一阶导

数处理以消除基线差异并提高分辨率 利用谱库中

的所有平均光谱和未知菌光谱一同进行聚类分析 

根据公式 和 计算 ∆值 采用平均链接算法进

行聚类分析 并根据 ∆值进行归属判断 ∀当 ρ∴

1时 认为两变量存在显著性相关 此时 相应的

∆ [ 故确定临界值为 即 ∆ [ 时两株菌被认

为具有高度相似性 ∀

结果与讨论

1  ΦΤΙΡ谱库的建立

1 . 1  实验条件对细菌 ΦΤΙΡ光谱的影响

1. 1. 1  培养温度的影响  将 Σ. αυρεΕ. χολι和 Β. συβτ

分别于 和  ε 培养  测定其 ƒ× 图谱 ∀先

对 ƒ× 图谱进行一阶导数和矢量归一化预处理 

选择谱段   ∗   ∗  和   ∗  



采用平均链接 √算法 以第一

谱段归一化法 计算光谱距离 

进行聚类分析形成的系统树状图 图 ∀可以看

出 同种细菌在不同培养温度下 所得的 ƒ× 图谱

存在差异 但这种差异小于种间差异 因此通过固定

培养温度可以避免 ∀

Φιγυρε 1  ⁄   ∏

 ƒ×    ∏√  

∏  Σ. αυρε  ε   Σ. αυρε  ε  ≤

Β. συβτ ε  ⁄ Β. συβτ ε  ∞ Ε. χολι ε  ƒ

Ε. χολι ε

1 . 1 . 2  培养时间的影响  从环境中采集蜡样芽胞

杆菌 Βαχιλλυσχερευσ, Β. χερυ培养 和

 后分别测定其 ƒ× 图谱 ∀培养  后 其在

   和  
表

现出吸收峰或峰值增强 并随着培养时间的延长而

增强 而  和   
处的吸收值则随着培

养时间的延长逐渐降低 ∀前者被认为与芽孢的萌生

相一致 ≈
而后者的两个波数分别代表核酸分子

磷酸二酯键的对称 Μ°   和反称伸缩振动吸收

Μ°   
≈

反映培养过程中菌体内的核酸降解过

程 ∀由此可见 不同的培养时间 相同菌株的 ƒ×

图谱差异较大 故标准操作规程应固定培养时间 ∀

1. 2  环境菌 ΦΤΙΡ光谱库的建立

分别构建了总体环境菌和近期环境菌的 ƒ×

谱库 每个月定期采集洁净室内的环境菌 约 

株 共采集 个月 挑选典型菌落测定 ƒ× 图

谱 构成环境菌谱库 将近 个月的图谱作为近期环

境菌谱库 并按月不断调整 即不断加入新的采集菌

图谱 剔除最初月份的图谱 使该谱库能够动态地反

映近期洁净室的微生物状态 其余 个月的图谱作

为总体环境菌谱库 目前约包括 株细菌的 

张光谱 由近期环境菌谱库剔出的图谱汇入总体

环境菌谱库 同时从总体环境菌谱库中剔除最初月

份的图谱 ∀

洁净室内的微生物主要来源于外环境 ∀虽然在

特定时期 洁净室内的微生物与外环境微生物的分

布可能不同 但由于人员流动 !物品传输等因素 长

期积累后总体环境菌谱库中的微生物分布情况应与

外环境的微生物分布情况基本一致 ∀故总体环境菌

库基本代表了外环境微生物的分布情况 而近期环

境菌谱库代表的是特定时期洁净室内微生物的分布

情况 ∀

2  ΦΤΙΡ法判别药物检出菌与环境菌的相关性

采用临界匹配值法和聚类分析法两种方法判别

药物检出菌与环境菌的相关性 ∀

2. 1  临界匹配值法

该方法是参考模式识别中的 2最近邻域法

法 
≈而建立的 是一种有监督的模式识别

方法 ∀首先比较未知样本图谱与谱库中所有样本图

谱的距离 选择距离最小者再与临界值进行比较 当

匹配值大于临界值时 二者不相关 反之 匹配值小

于临界值时 二者相关 进而判断未知样本的归属 ∀

本方法的准确性与临界值的选择有关 ∀本文通过对

实验数据的统计确定临界值 ∀

2. 1 . 1  识别谱段及重现性水平值 (ρεπροδυχιβιλιτψ

λεϖελ, Ρ επρολεϖελ)的确定  为定义每一识别谱段的

重现性水平值 选择了 株细菌 经多次制样 采集

##裴  琳等 ƒ× 法用于药品检出菌与药品微生物检验洁净室环境菌的相关性考察



图谱 计算出不同谱段的重现性水平值 表 最终

实验中用到的 个谱段   ∗     ∗ 

和   ∗   

的重现性水平值分别为 

和 ∀

Ταβλε 1  ⁄ ∏ √

≥

≥  

  ∗
 

  ∗


  ∗
 

  ∗
 

 ∗


Β. συβτν   1 1 1 1 1

Σ. αυρεν   1 1 1 1 1

Ε. χολιν   1 1 1 1 

√     

2 . 1 . 2  临界值的确定  从总体环境谱库 张光

谱中随机抽取 张原始光谱进行交叉验证 这些

图谱应均能够被正确识别 根据分别得到的一系列

从小到大排列的匹配值列表 利用得到的 个最

小匹配值 汇总 绘制直方图和累积百分率 图

确定能正确识别全部 张光谱的最大匹配

值 ∀选取 张未包括在谱库内的其他来源的非环

境菌光谱进行定性分析 理论上这些图谱应均不能

被正确识别 用总体环境谱库对该 张光谱进行

Φιγυρε2  

√∏  1 √∏  

 1  1 √∏

 ∏ 1

分析 得到的一系列从小到大排列的匹配值列表 利

用得到的 个最小匹配值 汇总 绘制直方图和累

积百分率 图 确定不能被总体环境谱库识别的

最小匹配值 ∀由图 可见 匹配值为 1时 张

谱库内部图谱均能被总体环境谱库识别 张外

部图谱中的 张 1 不能被总体环境谱库

识别 故确定谱库的临界值为 1∀该值基本保证

了 以上的图谱能被正确判断 ∀

2. 1 . 3  临界值的验证  将 株分离自肉类 !酒类 !

人体等非洁净室环境源细菌的 ƒ× 光谱代入总体

环境菌库 得到的最小匹配值均大于 1判断正确

率为  ∀

2. 2  聚类分析法 ≈

2 . 2 . 1  聚类分析方法  聚类分析属于无监督的模

式识别方法 尤其适用于样品类别未知的情况 ∀它

用于判断药品检出菌和环境菌的 ƒ× 图谱的相似

性分析时 将相似图谱按组或簇分类 可以明确地表

示出药品检出菌在树状图中的位置 以及该菌的最

近邻域 ∀

利用近期环境菌库对 株药品检出菌进行聚类

分析 结果见图 ∀ 株检出菌与环境菌的最小 ∆

值均大于 即 ρ值均小于 1表明二者之间无

显著相关 说明这些检出菌均不是环境污染菌 ∀

Φιγυρε 3  ∞¬  ∏  

  ∏  

  ∞ ƒ√ ∏

2. 2 . 2  临界值的验证  将 株分离自肉类 !酒类 !

人体等非洁净室环境源的细菌的 ƒ× 光谱分别代

入总体环境菌库进行聚类分析 所有的 ∆值均大于

判断正确率为  说明本方法具有

较强的判别能力 ∀
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2 . 3  分析流程

一般采用临界匹配值法对药品检出菌进行分

析 判断其是否为环境菌 并通过近期环境菌库和总

体环境菌库进一步判断污染来自洁净室或外环境 ∀

也可以采用聚类分析法进行分析 以获得较为直观

的系统树状图 ∀

以临界匹配值法为例说明具体分析过程 图

将药品检出菌的 ƒ× 图谱代入总体环境菌库

进行检索 将得到的最小匹配值 ∆与临界值 1

进行比较 若 ∆  1判断为非环境菌污染 提示药

品检出菌来自药品本身 检验结果成立 若 ∆ [ 1

判断为药品检出菌与环境菌相关 然后将该图谱代

入近期环境菌谱库中检索 若 ∆ [ 1判断为与内

环境菌相关 提示该检出菌与洁净室内细菌相关 提

示该次检验结果可能无效 此时 一方面需要对洁净

室进行清洁和消毒后再重新试验 另一方面应进一

步进行相似菌的 ⁄同源性比较 进一步确证

ƒ× 的结果 若 ∆ 1判断为与近期环境菌不相

关 提示该检出菌不是洁净室内细菌 但与外环境菌

存在较高的相似性 此时对检验结果的处理应慎重 

需仔细回顾实验过程 才能判断检验结果是否成立 ∀

2 . 4  应用

中国药品生物制品检定所微生物实验室 

年 月至 月间共检测到 株药品检出菌 ∀采用

临界匹配值法检验 将其 ƒ× 图谱分别代入总体

环境菌谱库进行检索 结果见表 其中 株 ∆ 

1判断为非环境菌污染 采用聚类分析法分析 这

株菌与环境菌的最小 ∆值均大于 结果与临

界匹配值法一致 提示药品检出菌来自药品本身 检

验结果成立 ∀其他 株检出菌的 ∆ [ 1被判断为

与环境菌相关 将这些菌株图谱代入到检出月近期

环境菌谱库中进一步检索 其中 株检出菌 菌株

的最小 ∆值分别为 11和 1

均小于 1被判断为与洁净室内细菌相关 采用聚

类分析法分析 这 株菌与环境菌的最小 ∆值分别

为 1!1和 1结果与临界匹配值法一致 按

本实验室的标准化操作方法 ≥°对该样品重新

进行了检验 但检验中未再检出同类细菌 提示检出

菌 菌株 系实验中污染 ∀另 株检出菌

菌株 的最小 ∆值分别为

11111和 1均大于 1被

判断为与近期环境菌不相关 但与外环境存在较高

的相似性 采用聚类分析法分析 这 株菌与环境菌

的最小 ∆值均大于 结果与临界匹配值法一致 

经对药品进入洁净室时操作过程的回顾 判断检验

结果有效 ∀

临界匹配值法和聚类分析法进行微生物相关性

分析 本质上都是应用 °相关系数比较变量之

间相似或不相似的程度 故能够达到相同的分析结

果 ∀但临界匹配值法属于有监督的模式识别方法 

而聚类分析法属于无监督的学习方法 二者的距离

生成方式 !距离计算方法均不同 因此理论上二者可

以起到互相补充的作用 ∀实际应用中何种方法最适

用于药品微生物的相似性分析 两种方法在应用中

Φιγυρε 4  °∏∏  ∏√

##裴  琳等 ƒ× 法用于药品检出菌与药品微生物检验洁净室环境菌的相关性考察



Ταβλε 2  ∞¬  √∏  

     

∏

≥ ≥
×



 ∏ √∏

 √

 ≤  2 1  

 ≤  2 1

 ≤  2 1

 ∏∏ 2 1

 ∏∏ 2 1

 ∏∏ 2 1

 ≥¬∏∏ 2 1

 ∏  2 1

 ∏  2 1

 ÷∏ 2 1

 ÷∏ 2 1

 ≥¬∏∏ 2 1

 ≥¬∏∏ 2 1

 ∏ ∏ 2 1

 ∏  2 1

 ° 2 1

 ÷∏ 2 1

 ÷∏ 2 1

 ∏∏ 2 1

 ∏∏ 2 1

是否会出现矛盾 是否可以首先采用临界匹配值法

对药品检出菌进行分析 再通过聚类分析法对结果

进一步确证 以获得较为直观的系统树状图 将在

今后的实际应用中被进一步的比较 !总结和验证 ∀

谱库的有效性和可传递性是本方法的关键 ∀由

于不同的培养条件会导致微生物细胞组分和细胞结

构的变化 从而造成其 ƒ× 图谱的差异 不同的操

作方法 也会带入随机误差 ∀因此为获得高重现性

的 ƒ× 图谱 规定采用  ε 培养  ? 的菌株

的 ƒ× 图谱建立细菌谱库 对实验中的制样和测

量等过程 均应制定严格的 ≥°以保证谱库的有效

性和可传递性 ∀此外 系统地探讨 ƒ× 谱段与微

生物物种 !培养条件等关系 选择合理的谱段及图谱

预处理方法特异的表征细菌的特征 减少培养条件

等影响 是保证本方法应用的另一关键 将在今后继

续研究 ∀

结论

本文建立的比较药品检出菌与环境菌 ƒ× 图

谱相似性的方法 具有简便 !快捷 !直观 !环保的特

点 可作为快速判断药品检出菌是否为环境菌的常

规方法 为我国现行药典无菌 微生物限度检查法的

重要补充和扩展 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ⁄÷  ≤ ≠   ∏ ≥  

≤  常见细菌系统鉴定手册  ≈  

 ≥°   

≈ ∏ ⁄  ⁄    

 ƒ×2  ≈  ∏

  

≈  ⁄ ∏ ⁄    

   ƒ×2  ≈  ƒ∞ ≥

    

≈  ⁄    ≥   

≤      ƒ∏2
   ≈     

  

≈ ≤  ∏  ° °  ≤

     √

   √ 

∏ ≈ ≤     

≈ ∏  ≥   ≥ ≥  

 ¬ ƒ∏2
  ƒ×2   ≈   ≥∞√

    

≈  ∏ ⁄  •     ≤    

⁄   √ 

∏ °≤   Χαµ πψλοβαχτερ χολι 

Χαµ πψλοβαχτερ ϕεϕυνι  ƒ∏2 

 ≈   ∞√   

  

≈ ∏∏  ±∏  × ≥∏√ ×

   中华人民共和国国家标准  ≈ ≥

 ≥°≤ 

≈ ∏∏  ±∏  × ≥∏√ ×

   中华人民共和国国家标准  ≈ ≥

 ≥°≤ 

≈ ≥°≤°.  ∏

≤ °   °.   ∏ 

≤中华人民共和国药典  ≈≥   °

 ≤∏ ° ¬ 



≈ ∏  ≥≥ ≥     

  2   ƒ∏2×
  ≈   ∞√  

  

≈ ∏ ⁄    

≈       ∞  

≤ ≤  •   ≥ 

  

≈ ÷∏ ≥ ÷  ≤化学计量学

方法  ≈     ≥  


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