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前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草

规则》的规定起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责

任。

本标准不能取代或替代国家对注射剂包装密封完整性的管理要求，例如药品生产管理

规范（GMP）、中国药典和/或部分国家或辖区法规的监管要求。

本标准由浙江省医药行业协会提出并归口。

本标准由浙江省台州市食品药品检验研究院牵头组织制定。

本标准主要起草单位：台州市食品药品检验研究院、浙江泰林医学工程有限公司、正

大青春宝药业有限公司、浙江海正药业股份有限公司、金华市食品药品检验检测研究院、

绍兴市食品药品检验研究院、温州市食品药品检验科学研究院、浙江华海药业股份有限公

司、浙江仙琚制药股份有限公司、浙江医药股份有限公司新昌制药厂、杭州中美华东制药

有限公司、浙江普洛得邦制药有限公司、浙江普利药业有限公司、浙江赛默制药有限公司。

本标准主要起草人：洪亮、刘子健、潘映秋、夏晓久、张万峰、徐静、赵振波、郑斓、

卢启寰、杨芬、凌明、王建东、倪赞、赵丹娜、李凤敏、李林英、徐莎、金龙、于杰、吴

妙兰、熊玉琴、夏厚林

全
国
团
体
标
准
信
息
平
台



T/ZJPA002—2023

1

注射剂包装密封性检查 微生物挑战：浸入式暴露试验要求

1 范围

本标准规定了使用浸入式微生物暴露试验法进行非透气性注射剂包装系统密封性检

查或验证时宜满足的通用要求，并为其提供指南。

本标准适用于注射剂及部分无菌制剂（如滴眼剂、烧伤制剂等）非透气性包装容器的

密封性及密封工艺的研究和验证，以及微生物侵入的风险评估；其中给出的原则及要求可

供药品生产企业、检验机构及科研单位参考。

本标准适用于密封性检测方法的灵敏度对比研究。

本标准不适用于注射剂最终产品的常规放行检查、在线监测及在线检测。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日

期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包

括所有的修改单）适用于本文件。

本部分没有规范性引用文件。

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1 最大允许泄漏限值 Maximum Allowable Leak Limit，MALL

包装容器中允许存在的不会对产品质量造成风险的最大孔隙或泄露率。

3.2 促生长试验 growth promotion test

用于证明培养基具备微生物生长促进能力的试验。

3.3 人工打孔样品 artificially-defected test article

通过人工手段在包装上引入了一定孔径漏孔（或同等泄漏率）的试验样品，用于方法

灵敏度验证试验。

3.4 包装密封性 package integrity
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包装系统防止内容物损失、微生物侵入以及气体（氧气、空气、水蒸气等）或其他物

质进入，保证药品持续符合安全与质量要求的能力，又称容器密封完整性

（container-closure integrity）。

3.5 包装密封性检查 package integrity test

用于检测包装容器中是否存在泄漏缺陷的试验。

3.6 确定性泄漏检测法 deterministic leak test method

根据一系列连续的可预知事件最终导致的结果来检测或测量泄漏的方法。此类泄漏检

测手段以易于控制并监测的理化技术为基础，能得出客观的量化数据。

3.7 概率性泄漏检测法 probabilistic leak test method

与确定性泄漏检测法相对的具有随机性的泄漏检测方法。概率性检测法依赖于一系列

连续和/或同时发生的事件，这些事件产生的随机结果可用概率分布描述。

3.8 挑战悬液 challenge solution

选定用于浸入式暴露试验的微生物悬液。

3.9 微生物活性阳性对照 viability-based positive control

直接接种有挑战微生物的试验样品，用于确认整个试验过程中的挑战微生物的活性。

3.10 泄漏缺陷阳性对照 defect-based positive control

方法灵敏度验证中设置的具有较大泄漏孔径的对照样品。孔径尺寸可通过预实验确定，

保证挑战微生物能通过该漏孔侵入包装容器。

3.11 阴性对照 negative control

包装密封性完整并因此不会发生微生物侵入的预设试验样品。

4 质量管理体系

包装容器密封性是保障注射剂产品质量、安全性及稳定性的关键因素。为确保浸入式

暴露法测试在应用于注射剂包装容器开发、验证及常规检测时始终满足本标准要求，宜建

立适用的可认证的试验规程或质量管理体系。与本标准相关的程序包括但不限于：

——文件及记录的控制；

——适当资源的供应，包括合格人力资源和基础设施；

——外部机构供应产品的控制；
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——整个过程中产品的识别及可追溯性；

——不合格品控制及处置；

——试验仪表仪器的校准；

——人员的培训；

——环境及污染的控制。

5 方法原理

浸入式暴露试验通过将灌装有适当培养基的注射剂包装容器浸至挑战微生物悬液，使

微生物能沿着容器潜在的漏路进入容器内的培养基中，然后将该容器移入适当培养条件，

并在该条件下进行规定时长的培养；培养结束后，观察容器内部培养基是否出现微生物生

长，从而判定该包装容器是否存在可允许微生物侵入的漏路（即包装完整性）。试验过程

中，可对实验参数（如试验压力/真空度、浸没暴露时长、试验温度）进行调节，以模拟

包装容器在运输、储存或工艺中实际可能出现的不同条件。

本方法为概率性泄漏检测方法。与无菌检测方法一样，限定数量的样品的阴性检测结

果并不能保证同一批次所有产品都为阴性；因此，本方法在应用于产品检测前，必须进行

验证。

6 挑战容器

用于浸入式暴露挑战的挑战容器应至少满足以下要求：

——挑战容器宜能提供充足的挑战悬液及样品的容纳空间，保证样品的漏路位置能完

全浸没于挑战悬液中。

——挑战容器宜能保证挑战悬液分布均匀性，并能保持适当的挑战温度。

——挑战容器宜具备良好的密封性能及压力耐受性，可施加并保持试验所需的压差条

件。

——挑战容器宜配置可限制样品活动或可定位样品的固定装置，以保证样品潜在的漏

点能完全暴露于微生物悬液中。

注：为防止因挑战微生物扩散而污染环境，宜将挑战容器设置在独立的实验室或试验区

的密闭环境中进行试验，如生物安全柜（BSC）。
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7 挑战微生物、培养基及培养条件的选择

7.1 挑战微生物的选择

微生物侵入能力很大程度上取决于其运动性和细胞粒径，因此选择挑战微生物时应考

虑使用体积较小且有较强运动活力的微生物。常用的挑战微生物包括缺陷短波单胞菌

（Brevundimonas diminuta）、黏质沙雷菌（Serratia marcescens)、萎缩芽孢杆菌

（Bacillus atrophaeus）等，也可根据实际情况选用其他适用的替代挑战微生物。

7.2 培养基及培养条件的选择

应根据选定的挑战微生物来确定适用的培养基及培养条件。所选培养基及培养条件应

能满足挑战微生物的充分生长，以便能在阳性对照样品中检出挑战微生物。缺陷短波单胞

菌（Brevundimonas diminuta）、黏质沙雷菌（Serratia marcescens)和萎缩芽孢杆菌

（Bacillus atrophaeus）通常使用胰酪大豆胨液体培养基（TSB）进行培养。也可使用

其他适当的培养基，但无论选择何种培养基和培养条件，都必须通过促生长试验确认所选

培养体系的适用性。

8 样品准备

8.1 样品及材料要求

a) 样品及材料应可耐受浸入式暴露挑战过程。

b) 试验前，非固定或可活动产品组件宜使用固定装置来限制扩张或移动。

注：固定装置应能减少柔性包装封口在试验时所承受的压力，并使整个包装封口处压差

保持一致。

8.2 试验样品及对照样品可按照供应商的建议进行灭菌。样品所采用的灭菌条件应能代表

实际生产工艺中使用的条件。

8.3 应至少设置一组阴性对照样品及微生物活性阳性对照样品（见 3.9）。

8.4 宜按照生产工艺要求通过无菌灌装技术对样品容器进行培养基灌装（关于灌装量的建

议见 11，b）。采用最终灭菌工艺的产品，可在灌装完成后进行灭菌。

9 取样原则
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9.1 由于浸入式微生物挑战试验为概率性泄漏检测法，选择用于试验的样品（包括方法灵

敏度验证中使用的人工打孔样品，见附录 A）的样本量宜满足统计分析要求，并足以代表

整个产品批次（或分批次）的包装性能。样本量的选择依据宜进行记录。

9.2 试验前宜对样品进行标识，以便操作人员在必要时定位具体的试验样品。信息记录方

式应可将测试结果及异常情况追溯至单个样品。

10 挑战悬液制备

10.1 使用选定的挑战微生物制备适量的挑战微生物培养液。

注：挑战微生物宜处于对数生长期，以保证其生长及运动活力。

10.2 可将适量挑战微生物加至适量无菌生理盐水（或其他适用的稀释液）中，最终得到

预定浓度（见 11, a)）的挑战悬液。悬液制备体积应能完全浸没所有待测样品的漏路位置。

浸入式暴露试验开始前及结束后，宜对挑战悬液的微生物浓度进行测定，以确认试验

过程中悬液的微生物浓度及生长活力。

11 暴露试验条件

暴露试验条件对于方法的灵敏度至关重要。因此，暴露试验条件宜通过对产品实际使

用、运输或工艺过程进行风险分析后确定，或者采用实际运输、使用及工艺中可能遇到的

最不利条件。其中宜至少包括以下因素：

a) 挑战悬液微生物浓度：在整个暴露试验过程中，挑战悬液的微生物浓度宜维持预

定浓度水平（一般不少于 10
5
CFU/mL，通常约为 10

6
CFU/mL）。该预定浓度水平

宜基于风险评估确定，并在方法验证中加以确认。

b) 培养基灌装量：样品中培养基的灌装量宜能保证在所有潜在漏点形成液路。同时

也宜考虑适当的包装顶空成分及体积，以促进挑战微生物的生长。

c) 真空/压力条件：试验时宜将样品暴露于与环境存在压差的条件，以：

 排除漏路中滞留的空气，保证漏点与培养基之间形成液路。

 模拟产品运输过程中可能出现的压力变化。试验压差条件可根据具体产品运输

条件信息及风险评估结果进行调整。

注：具体绝对压力条件与不同运输海拔之间的关系可参考ASTM D6653/D6653M。

 模拟产品灭菌过程中可能出现的压力波动。
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d) 暴露时长：长时间暴露可提高微生物侵入存在泄漏缺陷样品的机率。但是，暴露

时间过长也可能影响培养基的促生长能力。因此，宜考虑：

 压差条件（真空或过压）暴露时长；

 常压暴露时长。

e) 暴露温度：暴露温度宜能充分促进挑战微生物的生长，同时不会对其运动活力造

成影响。此外，试验时也可考虑对温度进行周期性调整，以促进消除潜在滞留在

挑战悬液中的气泡，同时保证在包装封口处充分与培养基接触。

注：某些微生物的运动活力会受到温度的影响；例如，黏质沙雷菌的运动活力在32°C

（或以上）时会受到抑制。

12 试验程序概述

a) 将待测样品（方法灵敏度验证实验中为人工打孔样品）浸入装有适量制备悬液的

挑战容器中；浸没暴露时长宜基于实际使用条件进行风险评估确定，或者通过验

证研究确定（可参考 11，d)）。

注：样品浸没时可能会发生上浮或移动，因此宜考虑设置固定装置。（见7.1）

b) 若待测样品体积过大导致无法完全浸没，也可将挑战悬液直接加至样品表面，但

在采用该方式前需先证明其合理性。

c) 为保护设备及试验人员，在挑战试验结束后但未开始样品培养前，宜用无菌水清

洗样品外壁残留的挑战悬液，并宜将测试样品及对照样品放入保护容器或无菌袋

中，防止挑战微生物及培养基在培养过程中污染培养箱。

d) 将测试样品及对照样品放入培养箱并在适宜条件下进行培养。

e) 在培养结束后，将适量挑战微生物（接种量宜为 10-100 CFU）接种至阴性对照样

品中并进行培养（即促生长试验），以确认培养体系的促微生物生长能力。

f) 检查样品内的培养基是否出现浑浊。若试验样品本身不易透光，或者因体积过大

导致不易观察，可将测试样品内的部分或全部培养基转移至独立的透明容器中进

行检查。

注：试验结束后，应通过适用的灭活方法（如热力、化学或辐照杀菌）对剩余挑战悬液

进行处理，防止对实验环境造成污染。
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13 可接受标准及结果判定

a) 暴露试验结束后，挑战悬液的最低微生物浓度应满足预定的目标浓度（如 10
6

CFU/mL）。

b) 阴性对照必须未出现微生物生长。

c) 阳性对照必须出现微生物生长。

d) 若测试样品出现微生物生长，那么宜在后续调查中采用适当的方法进行鉴定，确

定其是否为挑战微生物。

e) 促微生物试验必须出现挑战微生物生长。

f) 若测试样品无微生物生长，样品密封性完整。
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A
A

附 录 A

（资料性）

方法灵敏度验证试验

由于浸入式微生物挑战试验为概率性方法，并且试验结果高度依赖于试验条件，因此

试验方法的灵敏度需在确定试验条件后进行验证试验。进行验证试验时，需设置一系列具

有一定标称孔径（或泄漏率）的人工打孔样品，来确认试验所能检出的最小泄漏缺陷（即

方法灵敏度）。

A.1 人工打孔样品

A.1.1 制备方法

宜根据注射剂包装系统容器的类型及材料，来确定人工打孔样品的制备方法。

常见的包装标准漏孔可通过激光钻孔、玻璃微管、金属丝等方式来制备。

a) 激光钻孔法可通过调整波长在包装容器壁形成不同尺寸的漏孔，同时适用于玻璃

容器（如西林瓶、卡式瓶、预充针）和柔性包装容器。激光钻孔是目前应用最为

广泛同时也最为可控的人工漏孔制作手段。通过该法制备的样品漏孔在使用前宜

通过确定性方法对其泄露率进行确认，以防止出现假阴性或不准确结果。

b) 玻璃微管的孔径一般介于 0.1-10 µm。其优势在于能相对一致地制作微小孔径的漏

孔。制作 5 µm 及以下孔径的漏孔可选用该法。

c) 金属丝可模拟密封区异物（如头发）引起的泄漏，一般可模拟 10 µm 及以上孔径

的泄漏缺陷。金属丝可插至注射剂预充针或卡式瓶的柱塞和玻璃针筒之间，或插

至西林瓶的瓶塞和玻璃瓶壁之间来模拟泄漏。

关于以上三种人工打孔样品制备方式的更详细信息见表A.1。
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表 A.1 人工打孔样品制备方法总结

方式
可制备最小漏

孔孔径（µm）
优势 劣势

激光钻孔 2 ± 0.5 µm

可最接近模拟注射剂容器

（裂缝、针孔）实际状态下产

生的缺陷。激光钻孔是模拟柔

性包装泄漏缺陷的有效方法。

成本高；孔径必须通过

校准与泄露率确定关系；实

际制得的漏孔尺寸可能与标

称孔径（或微观测量法测得

的孔径）不一致。

玻璃微管
0.1 µm 可制备极小孔径的泄露缺

陷；制得的液路较为明晰。

易碎；微管插入位置较

难密封；微管尖端断裂较难

检测；使用微生物挑战法检

测时需事先用培养基对微管

进行处理。

金属丝直接插入 10 µm

操作简单，成本较低；可

用于试验方法可行性研究来确

定方法检出范围。

形成的泄漏缺陷的气

体、流体或微生物泄漏动力

学可能与实际缺陷存在很大

不同。

注：本表引自PDA TR 76。本表信息仅供参考。

A.1.2 孔径及样本量选择

方法灵敏度验证时，人工打孔样品组的标称孔径的范围宜包括预期检出限或MALL值。

人工打孔样品的孔径必须通过规定方法(如气体泄漏率测试)进行校准。关于气体泄漏率与

漏孔孔径之间的对应关系，可参考表A.2。人工打孔样品灭菌后，宜使用确定性方法确认

灭菌工艺对孔径及泄漏率的影响。
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表 A.2 气体泄漏率与泄漏孔径尺寸关系

气体泄漏率（std·cm3/s） 泄漏孔径尺寸（μm）

<1.4 × 10-6 < 0.1

1.4 × 10-6 ~ 1.4 × 10-4 0.1 ~ 1.0

>1.4 × 10-4 ~ 3.6 × 10-3 > 1.0 ~ 5.0

>3.6 × 10-3 ~ 1.4 × 10-2 > 5.0 ~ 10.0

>1.4 × 10-2 ~ 0.36 > 10.0 ~ 50.0

> 0.36 > 50.0

注：数据来源于文献报道
[1]
。微生物浸入暴露法的可检孔径一般介于5-10μm之间。

每个标称孔径应设置充分数量的样品，以满足数据统计功效（即p值）及灵敏度的要

求。

除需设置阴性对照样品（不在挑战悬液中暴露）及微生物活性阳性对照样品以外（见

8.3），为了提高试验过程的严谨性和可追溯性，还宜增设泄漏孔径较大的对照样品（即

“泄漏缺陷阳性对照”，制备方法可参照A.1.1），孔径尺寸应确保能发生微生物侵入。

试验时将其与其他试验样品一起浸入挑战悬液进行挑战并培养，以证明微生物可以通过漏

孔缺陷侵入包装，并能被试验方法检出。同时，还可增加一组阴性对照样品（密封完整且

未接种挑战微生物），将其与试验样品一起浸入挑战悬液进行挑战并培养，以证明样品的

制备及封装过程未发生微生物污染。

A.2 灵敏度验证试验程序概述

试验及对照样品的灭菌及灌装宜分别遵循8.2和8.4中建议的原则。挑战悬液可按第10

章规定的程序进行制备及检测。暴露试验条件可按第11章给出的原则确定，其中包括挑战

悬液微生物浓度、培养基灌装量、真空/压力条件、暴露时长及温度。验证试验流程可参

考本文件“12.试验程序概述”章节。
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A.3 结果分析

灵敏度验证试验结果必须满足“13.可接受标准及结果判定”中给出的要求。此外，如

果试验增设了泄漏缺陷阳性对照样品和浸入悬液挑战的阴性对照样品（分别见A.1.2），

那么前者在培养后必须出现微生物生长，后者在培养后应无微生物生长。

试验结果宜标明其统计概率。一般在某个孔径（或泄漏率）的检出概率≥95%（即置

信区间≥95%）时，才能认定该孔径（或泄漏率）为方法的检出限（即灵敏度）。
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B
B

附 录 B

（资料性）

样品试验及方法灵敏度验证试验流程示例

图 B.1 样品试验示例

注：本示例中给出的样本量及其他试验参数仅供演示之用，并不代表其适用于所有产品

和情况。挑战试验时，也可将微生物活性阳性对照与试验样品一起浸入挑战悬液。全
国
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图 B.2 方法灵敏度验证试验流程

注：本示例中给出的样本量及其他试验参数仅供演示之用，并不代表其适用于所有产品

和情况。在验证试验研究中，还宜使用确定性检查方法确认灭菌工艺对人工打孔样

品的孔径及泄漏率的影响。
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