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SPF 金黄仓鼠笼具及饮水脉动真空灭菌的效果验证

范方玲∗,赵　 田,张华琼

(成都生物制品研究所有限责任公司,成都　 610023)

　 　 【摘要】 　 目的　 确认脉动真空灭菌器的性能,验证 SPF 金黄仓鼠笼具和饮水在规定的装载方式和灭菌条件

下进行脉动真空灭菌的效果。 方法　 用专业温度探头、生物指示剂通过化学和物理方法对同载的不同物品进行脉

动真空灭菌。 首先进行脉动真空灭菌器空载真空保压试验和 B-D 试验及空载热分布试验,确认灭菌器本身的性

能,然后按照规定的装载方式和灭菌条件进行满载热分布试验 /热穿透试验 /微生物挑战试验,以及无菌试验。
结果　 脉动真空灭菌器的性能合格:真空保压、B-D 试验、空载热分布试验均合格;SPF 金黄仓鼠笼具和饮水按照规

定的装载方式和灭菌条件进行满载热分布试验 /热穿透试验 /微生物挑战试验,所有试验结果合格;抽样高压后的

垫料和饮水接种培养基中培养 14 d 后,培养基中未见菌落生长,无菌试验合格。 结论　 SPF 金黄仓鼠笼具和饮水

在规定的装载方式和灭菌条件下进行脉动真空灭菌后能达到灭菌效果。
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Verification of SPF golden hamster cages and drink water pulsating
vacuum sterilization

FAN Fangling∗, ZHAO Tian, ZHANG Huaqiong
(Chengdu Institute of Biological Products Co.LTD, Chengdu 610023, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To confirm the performance of the pulsating vacuum sterilizer and its effect on SPF golden
hamster cages and drinking water under specified loading and sterilization conditions. Methods 　 The pulsating vacuum
sterilization of different articles in the same load were performed by chemical and physical method with a professional
temperature probe and biological indicator. First, a no-load pressure holding test and B-D test of the pulsating vacuum
sterilizer and no-load heat distribution test were performed to confirm the performance of the sterilizer itself. Then, full-load
heat distribution / heat penetration / microbial challenge, and asepsis tests were performed according to the specified loading
method and sterilization conditions. Results　 The performance of the pulsating vacuum sterilizer was determined: vacuum
holding pressure, B-D test, and no-load heat distribution test were all qualified. The test result of SPF golden hamster cages
and drinking water subjected to full-load heat distribution / heat penetration / microbial challenge tests in accordance with
specified loading method and sterilization conditions were qualified. After high pressure conditions, the sampling pads and
drinking water were placed in culture medium for 14 days, but no bacterial colony growth was observed indicating the
success of the sterility test. Conclusions 　 SPF golden hamster cages and drinking water can be sterilized by pulsating
vacuum sterilization under specified loading method and sterilization conditions.
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　 　 本公司 SPF 金黄仓鼠饲养在屏障环境中,为乙

脑减毒活疫苗的生产提供原代肾细胞。 按照实验

动物环境及设施的国家标准(GB14925 - 2010) 规

定,屏障设施要严格控制人员、物品和环境空气进

出[1]。 动物饲养所需要的笼具、垫料、毛巾、抹布和

动物饮水需要经过灭菌后传递到工作区域[2]。 目

前脉动真空灭菌器所运用的高压蒸汽灭菌技术的

方法是公认的最可靠的灭菌技术之一[3],广泛应用

于实验动物屏障设施,主要承担进入屏障设施内的

动物笼具、饲料、垫料、饮水和实验物品的消毒灭菌

工作[4],是保障屏障设施内环境、动物安全及控制

传染性疾病蔓延的重要环节[5]。 我司也使用脉动

真空灭菌器对进入屏障设施内的动物笼具、垫料、
饮水等耐高温高压物品进行消毒灭菌工作。 脉动

真空灭菌器的设备性能和对物品的灭菌效果将直

接影响到屏障设施内环境及实验动物的质量。 验

证是更加安全和更加先进的质量保证方法[6]。 因

SPF 金黄仓鼠饲养过程中所使用的需要高压灭菌的

物品种类较多,不可能单一品种物品进行高压灭

菌。 故本研究以脉动真空灭菌器的性能验证为基

础,将多种待灭菌物品按照规定的装载方式和灭菌

条件使用脉动真空灭菌器进行灭菌效果的验证,现
将 2014 - 2020 年的验证数据进行统计,结果报道

如下。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

　 　 SPF 金黄仓鼠笼具:育种笼盒(53×38×19 cm)、
运输笼盒(50 × 35 × 20 cm)、繁殖笼盒(30 × 23 × 15
cm)、相应规格笼盖;垫料(适量,预先铺放在每一个

笼盒中,重叠码放,最上面一层笼盒内无垫料,装织

物等)、清洁用抹布、拖布、线手套、洁净操作服、饮
水瓶塞等干物。

饮水:预先灌装入瓶(满瓶),分为 250 mL 瓶

装、500 mL 瓶装。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 B-D 试纸(美国 Mesalabs 公司);生物指示剂

(BI):嗜热脂肪芽孢杆菌芽孢,最小含量 2. 0×106,
D121℃值为 2 min(美国 Mesalabs 公司);硫乙醇酸

盐流体培养基和胰酪大豆胨液体培养基(本公司培

养基室制备)。
校 准 合 格 的 Kaye 温 度 记 录 仪 ( 美 国

Amphenol 公司) ;带 SIM 和配备 T 型热电偶;校

准合格的温度干井 HTR-400 (美国 Amphenol 公
司) ;校准合格的标准铂电阻,型号: IRTD-400
(美国 Amphenol 公司) ;脉动真空灭菌器(山东新

华医疗器械股份有限公司 ) :型号 XG1. GMM-
2. 0;恒温培养箱:型号 BPX-162(上海博讯实业

有限公司医疗设备厂) 。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 灭菌参数和装载方式

　 　 (1)循环 B4(干物)的灭菌参数和装载方式

灭菌程序:织物。
灭菌参数为:真空脉冲次数 3 次,脉动上下限±

80 KPa,灭菌温度 122℃,灭菌时间 1200 s,干燥时

间 240 s。
装载方式有两种:1、B4-1 主要装载物为育种

笼盒、运输笼盒、及笼盖、饮水瓶塞、操作服,每叠 13
个育种笼盒,最上一个盒子装有瓶塞,共 4 叠;每叠

13 个运输笼盒,最上一个盒子装有操作服,共 2 叠;
1 叠育种盒盖,48 个,具体的装载方式和温度探头分

布见图 1。 2、B4-2 主要装载物为繁殖笼盒、笼盖、
操作服、毛巾、抹布、杂物,每叠 13 个繁殖笼盒,最上

一个盒子装有操作服、毛巾、抹布等织物,共 18 叠;1
叠 13 个繁殖笼盒,最上一个盒子装有杂物;1 叠 82
个繁殖盒盖,2 叠,具体的装载方式和温度探头分布

见图 2。
(2)循环 A4(饮水)的灭菌参数和装载方式

灭菌程序:液体。
灭菌参数:置换时间 2400 s,灭菌温度 122℃,

灭菌时间 1800 s。
装载方式有两种:1、A4- 1 主要装载物为 250

mL 瓶和 500 mL 瓶,具体的装载方式和温度探头分

布见图 3。 2、A4-2 主要装载物为 250 mL 瓶,具体

的装载方式和温度探头分布见图 4。
1. 3. 2　 验证方法及评价标准

　 　 (1)真空保压试验

方法:空载状态下,启动脉动真空菌器保压程

序,参数设定如下:保压限度-90 KPa,时间 900 s,泄
露限度≤2 KPa。

判定标准:真空保持 15 min 后,真空检测终点

压力与起点压力之差应≤2 KPa,则视为设备保压

合格。
(2)B-D 试验

方法:选用预真空 122. 0℃ 时灭菌 498 s 的 B-D
试纸,在灭菌器空载状态下将 BD 试纸放在排水口
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注:1~16:热电偶布点,每个热电偶旁放置一个生物指示剂。
所有热电偶均位于盒子中央。 A:13 个育种笼盒,最上一盒

装有瓶塞;B:13 个运输笼盒,最上一盒装有操作服;C:48 个

育种盒盖。

图 1　 循环 B4-1(干物)装载方式和热穿透热电偶布点图

Note. 1~16, TC distribution points, and place one BI adjacent
to the TC. All TCs are placed in the center sides of the boxes. A,
13 breeding cage boxes, the top box contains the bottle stopper.
B, 13 transport cages, the uppermost containing operating suits.
C, 48 breeder cartons.

Figure 1　 Loading mode of cycle B4-1 (dry matter) and
distribution diagram of thermal penetration thermocouple

注:1~16:热电偶布点,每个热电偶旁放置一个生物指示剂。
所有热电偶均位于盒子中央。 A:13 个繁殖笼盒,最上一盒装

有织物;B:13 个繁殖笼盒,最上一盒装有杂物;C:82 个繁殖

盒盖。

图 2　 循环 B4-2(干物)装载方式和热穿透热电偶布点图

Note. 1~16, TC distribution points, and place one BI adjacent to
the TC. All TCs are placed in the center sides of the boxes. A, 13
breeding cages with fabric in the top box. B, 13 breeding cages,
the top box contains sundries. C, 82 breeding cartridge LIDS.

Figure 2　 Loading mode of cycle B4-2 (dry matter) and
distribution diagram of thermal penetration thermocouple

注:1 ~ 16:热电偶布点,每个热电偶旁放置一个生物指示剂。
所有热电偶布置在水瓶底部,保证顶端向上,距离底部不少于

1 cm,不大于 2 cm。

图 3　 循环 A4-1(饮水)装载方式和热穿透热电偶布点图

Note. 1~ 16, TC distribution points, and place one BI Challenge
Vials adjacent to the TC. All TCs are placed in the bottom of
bottles, and verify that the top of the TC up to the bottom more
than 1 cm, but less than 2 cm.

Figure 3　 Loading mode of cycle A4-1 (drink water) and
distribution diagram of thermal penetration thermocouple

上方 10~20 cm 处,标签向上。 设定 BD 程序参数:
脉动 3 次,真空脉动下限-80 KPa,真空脉动上限 80
KPa,灭菌时间 498 s,灭菌温度 122. 0℃。 在完成灭

菌操作程序后,取出试纸包并打开观察 B-D 试纸。
判定标准:试纸颜色变成黑色(说明书给定灭

菌后的合格颜色),且颜色分布均匀,提示脉动真空

灭菌器能够排除冷空气 99%以上,灭菌器真空性能

合格。
(3)空载热分布试验

方法:灭菌器在空载状态下,使用校准合格的

带 SIM 和 T 型热电偶的 Kaye 温度记录仪,通过验证

孔将 16 根热电偶插入蒸汽灭菌柜。 将 15 支热分布

热电偶按几何分布在腔室内,热电偶位置离腔室

壁、地和顶不少于 5 cm,不接触腔室表面或架子(具
体布点见图 5)。 在灭菌器排水口主控温度探头附

近布置 1 支热分布热电偶。 设置 Kaye 验证仪的热

电偶数据记录时间间隔为 30 s,每 30 s 对记录的温

度数据进行统计分析(最小、最大、波动和平均)。
同步 Kaye 记录仪和灭菌器的时钟。 分别按照织物

和液体程序进行灭菌。
判定标准:在灭菌阶段,所有热分布热电偶温

度都在设定点 0℃ ~ +3. 0℃范围内,所有的热电偶

的温度与同一时刻温度平均值的差值在±1℃范围
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内,灭菌器主控温度探头的显示温度和附近热电偶

温度差值在±1. 0℃内,提示灭菌室内的温度分布可

确定为均匀。

注:1-16:热电偶布点,每个热电偶旁放置一个生物指

示剂。 所有热电偶布置在水瓶底部,保证顶端向上,距
离底部不少于 1 cm,不大于 2 cm。

图 4　 循环 A4-2(饮水)装载方式和

热穿透热电偶布点图

Note. 1 - 16, TC distribution points, and place one BI
Challenge Vials adjacent to the TC.All TCs are placed in
the bottom of bottles, and verify that the top of the TC up to
the bottom more than 1 cm, but less than 2 cm.

Figure 4　 Loading mode of cycle A4-2(drink water)and
distribution diagram of thermal penetration thermocouple

(4)满载热分布、热穿透试验

方法:使用校准合格的带 SIM 和 T 型热电偶的

Kaye 温度记录仪,通过验证孔将 32 根热电偶插入

蒸汽灭菌柜中。 将待灭菌物品按规定的装载方式

摆放入腔室,同时将 16 根热穿透热电偶放在待灭菌

物品中,具体的装载方式和温度探头分布见图 1-图
4。 再将 15 支热分布热电偶按几何分布在腔室内

(见图 5),热电偶位置离腔室壁、地和顶不少于 5
cm,不接触腔室表面或架子。 在蒸汽灭菌柜主控温

度探头附近布置 1 支热分布热电偶。
判定标准:灭菌程序结束后进行结果判定,在

灭菌暴露期间,所有热分布热电偶温度都在设定点

-1. 0℃ ~ +3. 0℃范围内,灭菌器主控温度探头的显

示温度和附近热电偶温度差值在±1. 0℃内,在灭菌

阶段所有的热穿透热电偶的标准灭菌时间(F0)≥
18 min,提示灭菌器在规定的装载方式和灭菌条件

下满足灭菌要求。
(5)微生物挑战试验

注:17~32:热电偶布点。

图 5　 热分布热电偶布点图

Note. 17~32, TC distribution points.

Figure 5　 Thermocouple placement of
chamber heat distribution

方法:将待灭菌物品按规定的装载方式摆放,
将生物指示剂按满载热穿透试验所测试的每个点

位的物品中放置 1 份生物指示剂(见图 1 ~图 4)。
按照设定的灭菌程序进行灭菌操作,结束后将经

过挑战的生物指示剂和阳性对照(同批次未经灭

菌的三份生物指示剂)同时在 55℃ ~ 60℃ 下培养

24 h。
判定标准:经灭菌挑战后的所有嗜热脂肪芽孢

杆菌芽孢指示剂管内颜色呈现紫色(说明书给定灭
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菌后的合格颜色),即为培养阴性(-),且阳性对照

管内的生物指示剂颜色不变(黄色),可判定灭菌效

果合格。 若被挑战的生物指示剂有 1 支或多支指示

剂的管内培养液仍为黄色,则判定灭菌效果验证

失败。
(6)无菌试验

方法:在灭菌结束后,分别抽取各装载笼盒中

的垫料和饮水送至本公司质量检定部(QC)进行无

菌试验[7],采用硫乙醇酸盐流体培养基和胰酪大豆

胨液体培养基直接接种培养法,接种后的硫乙醇酸

盐流体培养基在 30℃ ~35℃培养箱中培养 14 d,接
种后的胰酪大豆胨液体培养基在 20℃ ~25℃培养箱

中培养 14 d。
判定标准:所有接种培养基的样品在培养 14 d

后均无菌生长,则判定无菌验证通过,若有 1 例样品

长菌则视为验证失败。

2　 结果

2. 1　 真空保压试验结果

　 　 真空保持 15 min 后,真空检测终点压力与起点

压力之差≤ 2 KPa,保压试验合格(见表 1)。

表 1　 真空保压试验结果(KPa)
Table 1　 Results of vacuum pressure holding test

测试时间
(年)

Test time
(Year)

起点压力
Starting
pressure

终点压力
End pressure

终点压力与
起点压力之差

Difference
between the end
pressure and the
starting pressure

2014 -90 -89 1

2015 -90 -90 0

2016 -90 -90 0

2017 -91 -90 1

2018 -90 -90 0

2019 -90 -90 0

2020 -90 -89 1

2. 2　 B-D 试验结果

　 　 在完成灭菌操作后,取出测试包打开观察 B-D
试纸。 2014-2020 年的 B-D 测试结果均是:试纸颜

色变成黑色且颜色分布均匀,提示脉动真空灭菌器

能够排除冷空气 99%以上,灭菌器的真空性能试验

合格(见图 6)。
2. 3　 空载热分布试验结果

　 　 在完成每个灭菌周期后读取温度记录仪。
数据显示 (见表 2) ,2014 - 2020 年的验证测试

中,两种循环在灭菌过程中,灭菌器主控温度探

头显示温度和附近热电偶温度差值均在± 1. 0℃
内,所有热分布热电偶温度都在设定点 0℃ ~ +
3. 0℃范围内,所有的热电偶的温度与同一时刻

的温度平均值的差值在±1℃范围内,空载热分布

试验合格。

注:a:灭菌前,b:灭菌后。

图 6　 B-D 试纸灭菌前后变化

Note. a, Before sterilization. b, After sterilization.

Figure 6　 Changes of B-D test paper before and
after sterilization

2. 4　 满载热分布 /热穿透 /微生物挑战试验结果

　 　 按规定的装载方式进行装载,并运行相应灭菌

程序。 灭菌程序结束后读取温度记录仪,数据显示

(见表 3),在灭菌暴露期间,2014-2020 年的验证测

试中所有热分布热电偶温度都在设定点-1. 0℃ ~ +
3. 0℃范围内,灭菌器主控温度探头显示温度和附

近热电偶温度差值在±1. 0℃内,所有热穿透热电偶

的 F0 值≥18 min,满载热分布试验合格、热穿透试

验合格。
灭菌程序操作完成后,取出所有被挑战的生物

指示剂观察颜色并同阳性对照一起在 55℃ ~60℃下

培养 24 h。 被灭菌后的生物指示剂管内颜色呈现紫

色,与说明书判定合格颜色一致,为培养阴性( -),
同时阳性对照管内的生物指示剂颜色不变,说明

55℃ ~60℃培养 24 h 后无细菌生长,微生物挑战试

验合格(见表 3)。
2. 5　 无菌试验结果

　 　 垫料和饮水在接种硫乙醇酸盐流体培养基和

胰酪大豆胨液体培养基后,放置在规定温度培养 14
d 后观察细菌生长情况。 2014-2020 年的无菌试验

结果均是:两种培养基中均没有菌落生长,无菌试

验合格。
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表 2　 空载热分布测试结果(℃)
Table 2　 Results of empty chamber heat distribution test

程序
Program

检测时间(年)
Detection time

(Year)

热分布热电偶
最小值

Minimum value of heat
distribution TC

热分布热电偶最大值
Maximum value of heat

distribution TC

所有热电偶的温度与同一
时刻平均值的最大差值

Temperature difference of all the TC
with the average temperature at each time interval

B4

2014 122. 34 123. 92 0. 57
2015 122. 83 124. 78 0. 49
2016 122. 48 124. 81 0. 85
2017 122. 80 124. 99 0. 98
2018 122. 51 124. 54 0. 90
2019 122. 42 124. 90 0. 52
2020 122. 64 124. 57 0. 71

A4

2014 122. 18 124. 57 0. 68
2015 123. 22 124. 61 0. 69
2016 122. 97 124. 97 0. 90
2017 122. 57 124. 72 0. 63
2018 122. 14 124. 58 0. 99
2019 122. 23 124. 59 0. 91
2020 122. 33 124. 87 0. 71

接受标准
Acceptance Criteria 　 ≥121. 0 　 ≤125. 0 ≤1

表 3　 负载热分布 /热穿透 /微生物挑战测试结果
Table 3　 Results of loaded chamber heat distribution / Heat penetration / BI challenge test

程序
Program

检测时间
(年)

Detection time
(Year)

热分布热电偶
最小值(℃)

Minimum value of
heat distribution TC

热分布热电偶
最大值(℃)

Maximum value of
heat distribution TC

热穿透热电偶 F0
最小值(minutes)

Minimum F0 value of
heat penetration TC

BI 测试(降低
数量级)

BI test (Reduce
orders of magnitude)

B4-1

2014 122. 50 124. 06 30. 43 >6
2015 123. 09 124. 25 33. 51 >6
2016 122. 76 124. 78 33. 24 >6
2017 122. 96 124. 52 29. 98 >6
2018 122. 72 124. 05 26. 53 >6
2019 123. 21 124. 61 34. 79 >6
2020 122. 86 124. 98 30. 83 >6

B4-2

2014 122. 62 123. 76 29. 78 >6
2015 123. 01 124. 39 33. 94 >6
2016 122. 88 124. 94 34. 17 >6
2017 122. 23 124. 04 27. 62 >6
2018 121. 63 124. 13 30. 81 >6
2019 122. 64 124. 42 31. 32 >6
2020 122. 44 124. 52 32. 57 >6

A4-1

2014 122. 54 123. 76 43. 28 >6
2015 123. 36 124. 70 46. 49 >6
2016 122. 32 124. 47 34. 35 >6
2017 123. 12 124. 36 42. 56 >6
2018 123. 30 124. 76 38. 15 >6
2019 122. 61 124. 71 34. 53 >6
2020 122. 99 124. 55 42. 62 >6

A4-2

2014 122. 57 124. 58 40. 81 >6
2015 122. 93 124. 24 46. 20 >6
2016 123. 00 124. 88 45. 56 >6
2017 122. 65 124. 99 39. 00 >6
2018 123. 32 124. 54 43. 86 >6
2019 122. 61 124. 07 35. 87 >6
2020 122. 82 124. 12 42. 99 >6

接受标准
Acceptance Criteria ≥121. 0 ≤125. 0 ≥18 　 ≥6
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3　 讨论

　 　 为保证高压蒸汽灭菌物品的灭菌质量[8],灭菌

后还需采取适当方法进行灭菌效果的验证[9]。 设

备的验证和装载方法的验证要定期化和常态化并

且符合设备验证的工艺要求[10]。 本台真空灭菌器

从 2010 年启用以来,每年均进行验证。 在设备的首

次验证及 2014 年之前的再验证中,对每一种程序和

装载的灭菌性能,都采取了测试 3 次的策略,测试结

果均符合标准、验证合格。 根据 2010-2013 年所积

累的设备验证及运行数据,决定从 2014 年开始,每
年对真空灭菌器的历史信息进行回顾性评估:收
集、汇总、分析灭菌柜的验证与再验证情况、去年一

年的运行情况、校准情况、变更情况以及维护保养

情况确认设备运行稳定,从而确认该灭菌器本年度

再验证活动中采取的装载运行次数,确认 2014 年到

2020 年验证测试中每种程序装载每年均测试 1 次。
对实验动物笼盒、垫料、饮水等进行高压灭菌,

各研究采用的灭菌温度、灭菌时间、垫料包装方式

等均有所不同[11-13],但通常温度 121. 3℃ ,稳定持

续 1200 s 即可杀死细菌的繁殖体及芽孢,达到灭菌

效果[14]。 本研究根据所需灭菌物品的具体特点,对
于非液体类的物品采用 122℃、1200 s 的灭菌条件,
垫料分装到笼盒中,笼盒使用重叠法;液体类饮水

122℃、1800 s 的灭菌条件进行灭菌程序试验。 试验

结果显示,不仅安全性能得到保障,而且非液体类

物品灭菌效果合格、可靠,重叠笼盒(垫料)全部达

到灭菌条件,干燥效果好,液体类饮水灭菌效果合

格、可靠、液体损失量小。
单一品种物品的灭菌无论是灭菌过程还是灭

菌程序的验证都相对容易和简单,但 SPF 金黄地鼠

在饲养过程中所需要的物品种类较多,饲养笼盒及

饮水瓶规格均不同,故本研究根据被灭菌物品的特

性采用按照固定的多种物品组合装载的方法进行

灭菌。 通过灭菌器的性能验证、微生物挑战试验和

无菌试验,结合蒸汽灭菌的两大基本要素,即作用

时间、灭菌温度[15],所有试验结果表明各种 SPF 金

黄仓鼠笼具及不同规格动物饮水在规定的装载方

式和灭菌条件下进行脉动真空灭菌验证合格,且符

合现行 GMP 关于对灭菌法的要求。 不仅证明了本

台脉动真空灭菌器设备本身的可靠性,关键是对装

载方式和灭菌程序进行了验证,保证了灭菌效果的

有效性[7],为屏障设施安全与正常运行提供有力保

障。 因此,在日常工作中就必须严格按照验证过程

中的物品包装方式和装载位置进行包装和装载,严
格按照验证的装载灭菌程序进行灭菌,以保证灭菌

的有效性和均一性[16]。 如果灭菌物品种类、装载位

置、或灭菌条件发生改变必须重新做灭菌效果验

证[17]。 验证后在日常生产中的每次灭菌也必须对

各项参数和 F0 值进行监测[18]。
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