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9207 灭菌用生物指示剂指导原则

生物指示剂是一种对特定灭菌程序有确定及稳定耐受性的特殊活微生物制

成品，可用于灭菌设备的性能确认，特定物品的灭菌工艺研发、建立、验证，生

产过程灭菌效果的监控，也可用于隔离系统和无菌洁净室除菌效果的验证评估等。

生物指示剂的分类

生物指示剂主要有以下三种类型，其特征需符合《医疗保健产品灭菌生物指

示物》GB18281的要求。

(1)载体型生物指示剂 该类生物指示剂是由徽生物芽孢和载体经包装而成，

载体可以是碟形或条状的滤纸、玻璃、塑料或其他材料。

载体和内层包装不得含有物理、化学或微生物的污染物，避免影响生物指示

剂的性能和稳定性；不得被特定的灭菌工艺降解；能被灭菌介质（蒸汽、射线、

化学试剂等）穿透并使灭菌介质与生物指示剂能充分接触。载体和包装的设计应

保证生物指示剂不受污染、并使其所含的微生物在贮存及运输中损失最小，且方

便取样、转移和接种。

(2)芽孢悬液生物指示剂 该类生物指示剂是将芽孢混悬于液体中。若用于

液体物品灭菌，必须测定生物指示剂在灭菌液体物品中的芽孢数和 D值。

(3)自含式生物指示剂 该类生物指示剂是由芽孢和能够恢复微生物生长的

培养基组成的系统，其耐受性是针对整个系统而言，系统中的培养基用于培养灭

菌后的生物指示剂，应制定程序确认该培养基能保证残存微生物的生长。

自含式生物指示剂系统所用的材料不应含有或在使用过程释放出抑制残存

微生物生长的物质。该系统的设计应能够承受运输和使用过程中的影响，不发生

破损，并使原始接种的微生物损失减少到最小。

生物指示剂用微生物的基本要求

生物指示剂含有对灭菌模式有明确耐受性的微生物。除了电离辐射外，微生

物芽孢较菌体有更强的耐受性。一般认为含芽孢的细菌更适合用于制备生物指示

剂。

不同灭菌工艺使用不同的生物指示剂，制备生物指示剂所选用的微生物应具

备以下特性，

(1)菌种的耐受性应大于需灭菌物品中所有可能污染菌的耐受性。

(2)菌种应无致病性。

(3)菌株应稳定，存活期长，易于保存。

(4)易于培养。

(5)生物指示剂的芽孢含量应在 90%以上。

生物指示剂的制备

生物指示剂应按程序进行制备和质控。制备前，需先确定所使用微生物的特
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性。

制备生物指示剂时，将所用的微生物在适宜条件下进行大规模培养、收集和

纯化，然后将休眠（未萌发状态）芽孢悬浮于无营养的液体中保存。生物指示剂

应避免其他微生物的污染，制备后需进行各性能参数测定。应建立和保存相关的

微生物鉴定和制备记录，包括菌株来源，鉴别，与生物指示剂直接相关的材料和

成分的溯源记录，传代次数，培养基及其制备方法，以及热激活处理前后数据，

芽孢的耐受性（D值）等信息。

商品化的生物指示剂应具备详细的生物指示剂的性能特征和使用说明，包括

明确其可用于何种灭菌程序、灭菌后的微生物培养条件和培养基、对灭菌程序的

耐受性包括 D 值、 D 值测定方法、效期内的微生物总数，以及储存条件（包括

温度，相对湿度和其他储存要求）有效期和使用后的废弃措施等信息。

用户亦可根据需求选择可作为生物指示剂的微生物自制供内部使用的生物

指示剂。用户应确定自制生物指示剂的纯度、芽孢数、D值等参数，并制定有效

期，以保证灭菌验证和监控的有效性。

生物指示剂应在标示条件或验证条件下进行储存，避光，远离毒性物质，防

止过热和潮湿。

生物指示剂的应用

生物指示剂的性能评估

生物指示剂的性能评估在灭菌程序的验证中，生物指示剂的被杀灭程度，是

评价一个灭菌程序有效性最直观的指标。

用户应根据使用目的制定商品化生物指示剂的验收标准，以保证生物指示剂

的性能符合相关要求。在生物指示剂验收前，可考虑对 D 值进行评估，必要时

可进行 D 值测定，确认 D 值和微生物数量的稳定性对于长期存放的生物指示剂

尤为重要。接收商品化生物指示剂时，应进行微生物纯度和形态的鉴定及测定微

生物数量。生物指示剂应在有效期内使用，必要时应重新进行耐受性检查。

自制的生物指示剂其性能应符合应用的要求。

生物指示剂的选择

用户应根据被灭菌物品特定的灭菌工艺选择适宜的生物指示剂。生物指示剂

对灭菌过程的挑战必须超出物品的微生物负荷量及耐受性的挑战，以保证灭菌程

序有更大的安全性。

湿热灭菌法 湿热灭菌工艺常用的生物指示剂为嗜热脂肪地芽孢杆菌

(Geobacillus stearothermophilus)。其他耐热芽孢菌，如生孢梭菌 (Clostridium

sporogenes)，枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)和凝结芽孢杆菌(Bacillus coagulans)的

生物指示剂也被用于湿热灭菌工艺的建立和验证。

干热灭菌法 干热灭菌工艺，一般使用萎缩芽孢杆菌(Bacillus atrophaeus)生物
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指示剂进行验证，但更多则采用去热原方法加以验证，因为去热原所需的温度远

高于灭菌温度。

辐射灭菌法 评价辐射灭菌工艺曾采用短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus)生物

指示剂，目前一般不采用生物指示剂进行微生物挑战试验。

环氧乙烷气体灭菌法环氧乙烷气体灭菌工艺，最常使用萎缩芽孢杆菌

(Bacillus atrophaeus)生物指示剂进行验证。

过氧化氢(VHP)汽相灭菌法 VHP 已被证明是一种有效的表面灭菌剂或消毒

剂。生物指示剂可以用于验证表面灭菌效果，一般要求芽孢数下降 3~6个 lg 值。

过氧化氢蒸汽灭菌工艺用生物指示剂一般选用嗜热脂肪地芽孢杆菌

(Geobacillus stearothermophilus)，也可用萎缩芽孢杆菌(Bacillus atrophaeus)、生孢

梭菌(Clostridium sporogenes)或其他微生物。

过氧化氢蒸汽灭菌工艺用生物指示剂可以使用各种含有玻璃、金属或塑料的

不透气载体系统。像纤维基质或其他易于吸收 VHP 或水分的高吸附性表面，可

能对用于微生物灭活的 VHP 的浓度产生不利影响，因此，这类材料不适宜作为

VHP 生物指示剂的载体。

商品化生物指示剂的典型特征实例见表 1。

生物指示剂的应用

用户应合理地选择和使用生物指示剂。在灭菌程序的建立、确定、验证和日

常监控中，需对灭菌产品（包括其材料和包装）进行全面了解，确保灭菌参数能

达到所需的无菌保证水平。生物指示剂的初始微生物的数量、耐受性（菌体面受

性）和放置的位置、方式等情况都会影响其灭活效果，在湿热灭菌工艺中，生物

指示剂的使用是通过生物学的方法来验证其灭菌效果，只要 D值足够，即使初

始微生物数量低于
610 ，使用生物指示剂仍然可以验证其灭菌效果。对湿热灭菌

耐受性差的物品，其无菌保证应通过比较生物指示剂与物品灭菌前微生物的污染

水平（耐受性及微生物污染数量）及灭菌程序验证所获得的数据进行评估。


