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引 言

JJF 1071《国家计量校准规范编写规则》、JJF 1001《通用计量术语及定义》和JJF

1059.1《测量不确定度评定与表示》 共同构成支撑本规范制定工作的基础性系列规范。

校准方法及计量特性等主要参考了参考《中华人民共和国药典》2020年版 第四部。

本规范为首次发布。
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无菌过滤检测仪校准规范

1 范围

本规范适用于无菌过滤检测仪的校准。

2 引用文件

本规范引用了下列文件：

国家药典委员会.中华人民共和国药典[M] .四部.北京:中国医药科技出版社, 2020。

JB/T 20195—2020 集菌仪

凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本规范，凡是不注日期的引用文件，

其最新版本（包括所有的修订单）适用于本规范。

3 术语和计量单位

3.1 菌落计数单位 colony forming unit；CFU

指在活菌培养计数时，由单个菌体或聚集成团的多个菌体在固体培养基上生长繁殖

所形成的集落，称为菌落形成单位，以其表达活菌的数量。

3.2 过滤器联数 filter paralleling

过滤器并联的杯体数量。

4 概述

无菌过滤检测仪主要由过滤装置和一次性使用全封闭式培养器组成。将供试品通过

进样管道连续注入过滤器中，利用过滤器内形成的下压，通过0.45 μm或者0.22 μm孔径

的滤膜过滤，供试品中可能存在的微生物被截留收集在滤膜上，通过冲洗滤膜除去供试

品的抑菌成分，然后把所需的培养基通过进样管道直接注入过滤器中，放置规定的温度

培养。根据过滤器内的培养基浑浊程度，推测供试品内是否含有细菌或者真菌，进而对

供试品内的微生物进行检测。
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5 计量特性

5.1 液体流量重复性

5.2 分配均匀性

5.3 无菌性

5.4 微生物恢复生长性能

5.5 微生物挑战性

6 校准条件

6.1 环境条件

6.1.1 环境温度：（15～25）℃。

6.1.2 相对湿度：≤80%。

6.2 标准物质及试剂、仪器

6.2.1 金黄色葡萄球菌、大肠埃希氏菌、生孢梭菌、枯草芽孢杆菌、黑曲霉和白色念珠

菌国家有证标准物质，菌落数量值< 100 CFU。

6.2.2 硫乙醇酸盐流体培养基

6.2.3 胰酪大豆胨液体培养基

6.2.4 0.1%蛋白胨水溶液

6.2.5 磷酸盐蛋白胨水溶液（pH 7.0）

6.2.3 高压灭菌水或注射用水：要求无菌。

6.2.4 移液器：（10～100）μL，（100～1000）μL各1支，经检定合格。

6.2.5 电子天平：分度值0.1 mg，经检定合格。

6.2.6 离心管：15 mL，无菌。

6.2.7 秒表：最大允许误差 ±0.5 s/d。

6.2.8 生物安全柜。

6.2.9 培养箱：温度偏差 ±1.0℃。

6.2.10 高压蒸汽灭菌锅。

7 校准项目和校准方法

7.1 液体流量重复性

打开无菌泵的电源，放置好配套的过滤器，设置仪器的流量参数。准备一个装有足

量高压灭菌水的瓶子，密封后将瓶子倒置，将过滤器导管针头插入瓶中，同时启动秒表
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和无菌泵，采集抽取灭菌水 1 min。待抽取完毕后，用天平称量过滤水的重量，记为

Mi。重复测量 3次，按照公式（1）、（2）、（3）计算得到液体流量重复性 Sr，重复性以

单次测量的相对实验标准偏差表示。

Vi = M�

ρ
（1）

Qi = ��
�

（2）
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式中：

Vi——第 i 次测量，仪器过滤水的体积，mL；

Mi——第 i 次测量，仪器过滤水的重量，g；

ρ——试验温度下水的密度；

Qi——第 i 次测量，仪器液体流量的测量值，mL/min；

��——被校仪器液体流量 3次测量值的平均值，mL/min；

Sr——被校仪器液体流量重复性，%。

n——被校仪器的测量次数。

7.2 分配均匀性

打开无菌泵的电源，放置好配套的过滤器，设置仪器的流量参数，二联过滤器过滤

200 mL体积的高压灭菌水，三联过滤器过滤 300 mL体积的高压灭菌水。过滤结束后，

收集过滤器内的液体，采用重量法，使用天平称取每个过滤器内液体的重量 mn。按照

公式（4）计算分配差异系数 CN。重复测量三次，取三次分配差异系数的平均值作为待

校仪器的分配差异系数。

CN=|1-��
��

| × 100% （4）

式中：

CN——单次的分配差异系数，%；
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mn——单个过滤器内的液体重量，g；

�� ——二个或三个过滤器内的液体重量的平均值，g。

7.3 无菌性

在生物安全柜中，打开无菌泵的电源，放置好配套的过滤器，采用薄膜过滤法，使

用二联过滤器，启动无菌泵 5 s后，对 200 mL体积的灭菌水进行过滤，待抽滤完毕，

其中一瓶加 100 mL硫乙醇酸盐流体培养基，另一瓶加 100 mL胰酪大豆胨液体培养基，

放置于培养箱内进行培养 14天。每日观察培养瓶内的浑浊程度并记录。

7.4 微生物恢复生长检测

待测标准物质菌株包括金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、生孢梭菌、枯草芽孢杆菌、

黑曲霉和白色念珠菌。每种菌株设置 10 CFU/mL和 50 CFU/mL两种浓度，每个浓度设

置 3个平行组。

采用薄膜过滤法，使用三联过滤器进行实验。在生物安全柜中，打开无菌泵的电源，

放置好配套的过滤器，取 3 mL的待测标准物质，启动无菌泵 5 s后，对其进行过滤，

待抽滤完毕，用 100 mL的冲洗液冲洗，待排空软管内液体后，接种金黄色葡萄球菌、

大肠埃希菌、生孢梭菌的每个过滤器内加 100 mL的硫乙醇酸盐流体培养基；接种枯草

芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉的过滤器内加 100 mL的胰酪大豆胨液体培养基。放置

于培养箱内进行培养 14 天。阴性对照组参照 7.3进行。培养过程中每日观察培养瓶内

的浑浊程度并记录。

7.5 微生物挑战性检测

将 1 mL的（106-107）CFU/mL粘质沙雷氏菌（针对标称孔径 0.45 μm级别的滤膜）

或者缺陷假单胞菌（针对标称孔径 0.22 μm级别的滤膜）悬液，使用 PBS溶液进行梯度

稀释，将适宜浓度的菌液过滤到滤膜（20 CFU-60 CFU为宜）上，用已灭菌的镊子将滤

膜放到营养琼脂上进行（37±1）℃ 培养 24 h。设置 3个平行组。对 3个平行组滤膜上

的菌落进行计数，计算平均值，利用稀释倍数计算菌悬液初始菌落数 R1。阴性对照组

使用 100 mL的灭菌水，使用抽滤设备过滤到滤膜上，用已灭菌的镊子将滤膜放到营养

琼脂上进行（37±1）℃ 培养 24 h。
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在生物安全柜中，打开无菌泵的电源，放置好配套的过滤器，采用薄膜过滤法，取

1mL的（106-107）CFU/mL粘质沙雷氏菌或者缺陷假单胞菌悬液进行过滤，并用 100 mL

的冲洗液冲洗，待排空软管内液体后，将所有的滤液收集到无菌离心管中，采用滤膜法，

将所有滤液过滤到滤膜上，用已灭菌的镊子将滤膜放到营养琼脂上进行（37±1）℃培养

24 h。设置 3个平行组。对 3个平行组滤膜上的菌落进行计数，计算平均值 R2。在阴性

对照组无菌生长的前提下，利用公式（5）计算截留效率。

R=（R1- R2）/ R1 （5）

式中：

R——截留效率；

R1——菌悬液初始菌落数，CFU；

R2——滤膜上的菌落数，CFU。

校准原始记录格式见附录 C。

8 校准结果表达

经校准的无菌过滤检测仪，出具校准证书，校准证书应符合 JJF 1071—2010《国家

计量校准规范编写规则》中 5.12的要求，推荐的校准证书（内页）格式内容见附录 D。

9 复校时间间隔

由于复校时间间隔的长短是由仪器的使用情况、使用者、仪器本身质量等诸因素所

决定的，因此，送校单位可根据实际使用情况自主决定复校时间间隔。复校时间间隔建

议不超过1年。
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附录 A

培养基的制备

A.1 硫乙醇酸盐流体培养基

胰酪胨 15.0 g

氯化钠 2.5 g

酵母浸出粉 5.0 g

新配制的0.1%刃天青溶液 1.0 mL

葡萄糖/无水葡萄糖 5.5 g/5.0 g

L-胱氨酸 0.5 g

琼脂 0.75 g

硫乙醇酸钠（或硫乙醇酸） 0.5 g（0.3 mL）

水 1000 mL

除葡萄糖和刃天青溶液外，取上述成分混合，微温溶解，调节pH为弱碱性，煮沸，

滤清，加入葡萄糖和刃天青溶液，摇匀，调节pH，使灭菌后在25 ℃的pH值为7.1±0.2。

分装至适宜的容器中，其装量与容器高度的比例应符合培养结束后培养基氧化层（粉红

色）不超过培养基深度的1/2。灭菌。在供试品接种前，培养基氧化层的高度不得超过培

养基深度的1/3，否则，须经100 ℃水浴加热至粉红色消失（不超过20 min），迅速冷却，

只限加热一次，并防止被污染。

除另有规定外，硫乙醇酸盐流体培养基置（30～35）℃培养。

A.2 胰酪大豆胨液体培养基

胰酪胨 17.0 g

氯化钠 5.0 g

大豆木瓜蛋白酶水解物 3.0 g

磷酸氢二钾 2.5 g

葡萄糖/无水葡萄糖 2.5 g/2.3 g
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水 1000 mL

除葡萄糖外，取上述成分，混合，微温溶解，滤过，调节pH使灭菌后在25 ℃的pH

值为7.3±0.2，加入葡萄糖，分装，灭菌。

胰酪大豆胨液体培养基置（20～25）℃培养。

A.3 胰酪大豆胨琼脂培养基

胰酪胨 15.0 g

琼脂 15.0 g

大豆木瓜蛋白酶水解物 5.0 g

水 1000 mL

氯化钠 5.0 g

除琼脂外，取上述成分，混合，微温溶解，调节pH使灭菌后在25 ℃的pH值为7.3±0.2，

加入琼脂，加热溶化后，摇匀，分装，灭菌。

A.4 沙氏葡萄糖液体培养基

动物组织胃蛋白酶水解物和胰酪胨等量混合物 10.0 g

葡萄糖 20.0 g

水 1000 mL

除葡萄糖外，取上述成分，混合，微温溶解，调节pH使灭菌后在25 ℃的pH值为

5.6±0.2，加入葡萄糖，摇匀，分装，灭菌。

A.5 沙氏葡萄糖琼脂培养基

动物组织胃蛋白酶水解物和胰酪胨等量混合物 10.0 g

琼脂 15.0 g

水 1000 mL

葡萄糖 40.0 g
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除葡萄糖、琼脂外，取上述成分，混合，微温溶解，调节pH使灭菌后在25℃的pH

值为5.6±0.2，加入琼脂，加热溶化后，再加入葡萄糖，摇匀，分装，灭菌。

A.6 马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）

马铃薯（去皮） 200 g

琼脂 14.0 g

葡萄糖 20.0 g

水 1000 mL

取马铃薯，切成小块，加水1000 mL，煮沸（20～30）min，用6～8层纱布过滤，取

滤液补水至1000 mL，调节pH使灭菌后在25℃的pH值为5.6±0.2，加入琼脂，加热溶化

后，再加入葡萄糖，摇匀，分装，灭菌。

A.7 0.1%无菌蛋白胨水溶液

取蛋白胨1.0 g，加水1000 mL，微温溶解，必要时滤过使澄清，调节pH值至7.1±0.2，

分装，灭菌。

A.8 pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液

取磷酸二氢钾3.56 g，无水磷酸氢二钠5.77 g，氯化钠4.30 g，蛋白胨1.00 g，加水1000

mL，微温溶解，必要时滤过使澄清，分装，灭菌。
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附录 B

菌液的制备

接种金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌的新鲜培养物至胰酪大豆胨液

体培养基中或胰酪大豆胨琼脂培养基上，接种生孢梭菌的新鲜培养物至硫乙醇酸盐流体

培养基中，（30～35）℃培养（18～24）h；接种白色念珠菌的新鲜培养物至沙氏葡萄

糖液体培养基中或沙氏葡萄糖琼脂培养基上，（20～25）℃培养（2～3）天，上述培养

物用pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液或0.9%无菌氯化钠溶液制成适宜浓度菌悬液。接种

黑曲霉至沙氏葡萄糖琼脂斜面培养基或马铃薯葡萄糖琼脂培养基上，（20～25）℃培养

（5～7）天或直到获得丰富的孢子，加入适量含0.05%（mL/mL）聚山梨酯80的pH7.0

无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液或含0.05%（mL/mL）聚山梨酯80的0.9%无菌氯化钠溶液，将

孢子洗脱。然后，采用适宜的方法吸出孢子悬液至无菌试管内，用含0.05%（mL/mL）

聚山梨酯80的pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液或含0.05%（mL/mL）聚山梨酯80的0.9%

无菌氯化钠溶液制成适宜浓度的孢子悬液。

菌悬液若在室温下放置，一般应在2 h内使用；若保存在（2～8）℃可在24 h内使用。

黑曲霉孢子悬液可保存在（2～8）℃，在验证过的贮存期内使用。
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附录 C

无菌过滤检测仪校准原始记录格式

（推荐性表格）

客户名称：

联络信息：

器具名称： 生产厂商：

型号/规格： 出厂编号：

委托单号： 证书编号：

校准地点：

校准日期： 年 月 日

环境温度： ℃ 相对湿度： %

表 D.1 液体流量重复性

流量参数

组别 水重量M（g） 流量Q（mL/min） 流量重复性（%）

1

2

3

表 D.2 分配均匀性

过滤器联数

流量参数

组别 称量 过滤器1 过滤器2 分配系数

1

空瓶重量（g）

空瓶+液体重量（g）

液体重量（g）

2 空瓶重量（g）
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空瓶+液体重量（g）

液体重量（g）

3

空瓶重量（g）

空瓶+液体重量（g）

液体重量（g）

表 D.3 微生物恢复生长检测

菌株
数量 （CFU）

10 50

金黄色葡萄球菌

大肠埃希氏菌

枯草芽孢杆菌

生孢梭菌

白色念珠菌

黑曲霉

阴性对照

表 D.4 微生物挑战检测

菌株

孔径

阴性对照(CFU)

组别 平行1 平行2 平行3 平均值

菌悬液初始菌落数(CFU)

滤膜上的菌落数(CFU)

截留效率

校准员： 核验员：
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附录 D

校准证书（内页）格式

（推荐性表格）

序号 校准项目 测量值

1 液体流量重复性

2 分配均匀性

3 无菌性

4 微生物恢复生长检测

5 微生物挑战性检测

校准员： 核验员：
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