
 

药品微生物检验替代方法验证指导原则 

 

本指导原则的目的是为所采用的试验方法能否替代药典规定的方法用于药

品微生物的检验提供指导。 

    随着微生物学的迅速发展，制药领域不断引入了一些新的微生物检验技术 ，

大体可分为三类：⑴基于微生物生长信息的检验技术，如生物发光技术、电化学

技术、比浊法等；⑵直接测定被测介质中的活微生物的检验技术，如固相细胞技

术法、流式细胞计数法等；⑶基于微生物细胞所含有的特定组成成分的分析技术，

如脂肪酸测定技术、核酸扩增技术、基因指纹分析技术等。这些方法与传统检查

方法比较，或简便快速，或具有实时或近实时监控的潜力，使生产早期采取纠正

措施及监控和指导优良生产成为可能，同时新技术的使用也促进了生产成本降低

及检验水平的提高。 

在控制药品微生物质量中，微生物试验室出于各种原因如成本、生产量、快

速简便及提高药品质量等需要采用非药典规定的检验方法（即替代方法）时，应

进行替代方法的验证，确认其应用效果优于或等同于药典的方法。 

 

微生物检验的类型及验证参数 

药品微生物检验方法主要分两种类型：定性试验和定量试验。定性试验就是

测定样品中是否存在活的微生物，如无菌检查及控制菌检查。定量试验就是测定

样品中存在的微生物数量，如菌落计数试验。 

由于生物试验的特殊性，如微生物检验方法中的抽样误差、稀释误差、操作

误差、培养误差和计数误差都会对检验结果造成影响，因此，药品质量标准分析

方法验证指导原则（附录ⅩⅧA）不完全适宜于微生物替代方法的验证。药品微

生物检验替代方法的验证参数见表 1。 

表 1、 不同微生物检验类型验证参数表 

参数 定性检验 定量检验 

准确度 － ＋ 

精密度 － ＋ 



专属性 ＋ ＋ 

检测限 ＋ － 

定量限 － ＋ 

线性 － ＋ 

范围 － ＋ 

耐用性 ＋ ＋ 

重现性 ＋ ＋ 

        注：＋  表示需要验证的参数 

             －  表示不需要验证的参数 

尽管替代方法的验证参数与药品质量标准分析方法验证参数有相似之处，但

是其具体的内容是依据微生物检验特点而设立的。替代方法验证的实验结果需进

行统计分析，当替代方法属于定性检验时，一般采用非参数的统计技术；当替代

方法属于定量检验时，需要采用参数统计技术。 

进行微生物替代方法的验证时，若替代方法只是针对药典方法中的某一环节

进行技术修改，此时，需要验证的对象仅是该项替代技术而不是整个检验方法。

如无菌试验若改为使用含培养基的过滤器，然后通过适宜的技术确认活的微生物

存在，那么，验证时仅需验证所用的微生物回收系统而不是整个无菌试验方法。 

 

替代方法验证的一般要求 

在开展替代方法对样品检验的适用性验证前，有必要对替代方法有一个全面

的了解。首先，所选用的替代方法应具备必要的方法适用性证据，表明在不含样

品的情况下，替代方法在不同类型的微生物检验中所具有的专属性、精密度和检

测限等参数。这些证据或由替代方法的研发者提供，或由方法使用者完成。 

使用者在基本确认替代方法的适用性后，应采用样品按表 1规定的参数逐一

进行验证，以确认替代方法可否用于该样品的检验。验证应至少使用 2个批号的

样品，每批样品应平行进行至少 3次独立实验。 

在开展各参数验证时，涉及的菌种除应包括微生物限度检查法（附录ⅩⅢ C）

和无菌检查法（附录ⅩⅢ B）中培养基适用性检查规定的菌株外，还应根据替代

方法及样品的特点增加相应的菌株。各菌种应分别进行验证。 



 

样品中微生物定性检验方法的验证 

1、专属性 

微生物定性检验的专属性是指检测样品中可能存在的特定微生物种类的能

力。当替代方法以微生物生长作为判断微生物是否存在时，其专属性验证时应确

认所用培养基的促生长试验，还应考虑样品的存在对检验结果的影响。当替代方

法不是以微生物生长作为判断指标时，其专属性验证应确认检测系统中的外来成

分不得干扰试验而影响结果，如确认样品的存在不会对检验结果造成影响。采用

替代方法进行控制菌的检验，还应选择与控制菌具有类似特性的菌株作为验证对

象。 

2、检测限 

微生物定性检验的检测限是指在替代方法设定的检验条件下，样品中能被检

出的微生物的最低数量。由于微生物所具有的特殊性质，检测限是指在稀释或培

养之前初始样品所含有的微生物数量，而不是指检验过程中某一环节的供试液中

所含有的微生物数量。例如，微生物限度检查中规定不得检出沙门菌，对检测限

而言，是指每 10g 样品中能被检出的沙门菌的最低数量。 

检测限确定的方法是在样品中接种较低浓度的试验菌（每单位不超过 5cfu），

然后分别采用药典方法和替代方法对该试验菌进行检验，以检出与否来比较两种

方法的差异。试验菌的接种量须根据试验而定，以接种后采用药典方法 50％的

样品可检出该试验菌为宜。检测限验证至少应重复进行 5次。对于同一种试验菌

可采用卡方检验（χ
2
）来评价两种方法的检测限是否存在差异。 

3、重现性 

微生物定性检验的重现性是指相同的样品在正常的实验条件（如实验地点、

实验人员、仪器、试剂的批次等）发生变化时，所得检验结果的精密度。重现性

可视为微生物检验方法在检验结果上抵抗操作和环境变化的能力。方法使用者应

优先测定该验证参数。在样品中接种一定数量的试验菌（接种量应在检测限以

上），采用药典方法和替代方法，分别由不同人员，在不同时间，使用不同的试

剂（或仪器）进行检验，采用卡方检验（χ
2
）来评价两种方法的重现性是否存

在差异。验证过程中，应关注样品的一致性。 



4、耐用性 

微生物定性检验的耐用性是指当方法参数有小的刻意变化时，检验结果不受

影响的能力，为方法正常使用时的可靠性提供依据。方法使用者应优先测定该验

证参数。与药典方法比较，若替代方法检验条件较为苛刻，则应在方法中加以说

明。替代方法与药典方法的耐用性比较不是必须的，但应单独对替代方法的耐用

性进行评价，以便使用者了解方法的关键操作点。 

 

样品中微生物定量检验方法的验证 

微生物定量检验一般都涉及菌落计数。对计数结果进行数据处理时通常需要

使用统计的方法。由于菌落计数服从泊松分布，因此采用泊松分布的统计方法对

计数结果进行数据处理优于采用正态分布的统计方法。检验者往往习惯采用正态

分布的统计方法，因此也可以通过对数转换或平方根加 1的方法将原始数据转换

为正态分布数据后再进行统计分析。两种统计方法都适用于微生物数据的统计分

析。 

1、准确度 

微生物定量检验的准确度是指替代方法的检验结果与药典方法检验结果一

致的程度。准确度的确认应在检测的范围内，通常用微生物的回收率（％）来表

示。 

检测范围内的准确度都应符合要求，准确度验证的方法是：制备试验菌的菌

悬液，菌悬液的浓度应选择为能够准确计数的最高浓度，然后系列稀释至较低浓

度（如小于 10cfu/ml）。例如，菌落计数平皿法的替代方法，在制备高浓度菌悬

液时，其浓度可以是 10
3
cfu/ml，并系列稀释至 10

0
cfu/ml。每个试验菌应至少选

择 5个菌浓度进行准确度确认，替代方法的检验结果不得少于药典方法检验结果

的 70％，也可以采用合适的统计学方法表明替代方法的回收率至少与药典方法

一致。当替代方法的回收率高于药典方法时，有必要结合专属性项下的有关内容

对准确度进行评价。 

2、精密度 

微生物定量检验的精密度是指在检验范围内，对同一个均匀的样品多次重复

取样测定，其检验结果的一致程度，通常采用标准偏差或相对标准偏差来表示，
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也可以采用其他适宜的方式。 

精密度验证的方法是：制备试验菌的菌悬液，菌悬液的浓度应选择为能够准

确读数的最高浓度，然后系列稀释至较低浓度（如小于 10cfu/ml）。每个试验菌

选择其中至少 5 个浓度的菌悬液进行检验。每一个浓度至少应进行 10 次重复检

验，以便能够采用统计分析方法得到标准偏差或相对标准偏差。一般情况下，可

以接受的相对标准偏差（RSD）应不大于 35％。不考虑特殊的检验结果，替代方

法的相对标准偏差（RSD）应不大于药典方法。例如，药典菌落计数平皿法其可

接受的相对标准偏差（RSD）与含菌浓度的关系见表 2。 

表 2、 不同含菌浓度下预期的相对标准偏差 

cfu/皿 预期 RSD 

＜10 ＜35％ 

10～30 ＜25％ 

30～300 ＜15％ 

3、专属性 

微生物定量检验的专属性是指通过检测适宜的试验菌，以证明检验方法与其

设定目的相适应的能力。例如，菌落计数平皿法其设定目的在于检出一定数量的

微生物，则其专属性验证应证明当样品中存在一定数量的试验菌时，通过平皿法

检验，能够检出试验菌，而样品的存在不会对结果造成影响。专属性验证时，应

能够设计出可能使替代方法出现假阳性的实验模型来挑战替代方法，从而确认替

代方法的适用性。当替代方法不依赖微生物生长出菌落或出现混浊就可以定量时

（如不需要增菌或在 1～50cfu 范围内就可直接测定菌数的定量方法），以上验证

方式就显得更为重要。 

4、定量限 

微生物定量检验的定量限是指样品中能被准确定量测定的微生物最低数量。

由于无法得到含有已知微生物数量的实验样品，因此，在定量限验证时，应选择

在检验范围内至少 5个菌浓度，每个浓度重复取样测定不少于 5次，替代方法的

定量限不得大于药典方法。需要注意的是，由于细菌计数和菌落数服从泊松分布，

可能存在计数结果的误差，因此替代方法的定量限仅需证实在相近的低限度下其

灵敏度至少相当于药典方法。 
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定量限验证的方法是：在检验范围的低限制备 5份不同含菌浓度的菌悬液，

每份菌悬液分别用药典方法和替代方法进行不少于 5次检验，采用统计方法比较

替代方法的检验结果与药典方法结果的差异，从而评价替代方法的定量限。 

5、线性 

微生物定量检验的线性是指在一定范围内，检验结果与样品中微生物数量成

比例关系的程度。线性验证时必须覆盖能够准确测定的所有浓度范围。每株试验

菌应选择至少 5个浓度，每个浓度至少测定 5次。根据以上实验数据，以检验结

果为因变量，以样品中微生物的预期数量为自变量进行线性回归分析，计算相关

系数 r
2
。当相关系数不能准确评估线性时，只能确定简单大约的关系值。替代方

法的相关系数不得低于 0.95。 

6、范围 

微生物定量检验的范围是指能够达到一定的准确度、精密度和线性，检验方

法适用的高低限浓度或数量的区间。 

7、重现性 

微生物定量检验的重现性是指相同的样品在正常的实验条件（如实验地点、

实验人员、仪器、试剂的批次等）发生变化时，所得检验结果的精密度。重现性

可视为微生物检验方法在检验结果上抵抗操作和环境变化的能力。方法使用者应

优先测定该验证参数。在样品中接种一定数量的试验菌（接种量应在定量限以

上），采用药典方法和替代方法，分别由不同人员，在不同时间，使用不同的试

剂（或仪器）进行检验，对检验结果进行统计分析，以相对标准偏差（RSD）来

评价两种方法的重现性差异。验证过程中，应关注样品的一致性。 

8、耐用性 

微生物定量检验的耐用性是指当方法参数有小的刻意变化时，检验结果不受

影响的能力，为方法正常使用时的可靠性提供依据。方法使用者应优先测定该验

证参数。与药典方法比较，若替代方法检验条件较为苛刻，则应在方法中加以说

明。替代方法与药典方法的耐用性比较不是必须的，但应单独对替代方法的耐用

性进行评价，以便使用者了解方法的关键操作点。 

 


