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过氧化氢气体灭菌生物监测失败原因及应对策略
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［摘　要］　过氧化氢气体灭菌是一种应用广泛的低温灭菌技术，但该灭菌技术存在材料兼容性和穿透力限制，生物

监测失败率高。本文通过文献回顾，全面深入地探讨过氧化氢气体灭菌在生物监测失败（包括真阳性、假阳性、假荧

光阴性反应）方面的原因及原理，帮助专业人员分析、判断生物监测失败原因，并为降低失败率提供思路和参考。
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　　过氧化氢气体灭菌是一种常见的低温灭菌方

法，以汽化的过氧化氢作为主要微生物杀灭因子实

现灭菌［１］。根据分解残留过氧化氢的方式不同，可

以进一步分为过氧化氢低温等离子体灭菌和汽化过

氧化氢灭菌。这种灭菌方法因适用于不耐湿和不耐

热的医疗器械而在医院得到广泛应用［２３］。生物监

测是验证该方法灭菌效果的首选，但国内调查［４６］显

示，过氧化氢气体灭菌的生物监测失败率相对较高。

根据行业标准，一旦生物监测失败，应尽快召回前次

生物监测合格以来所有尚未使用的灭菌物品，检查

灭菌过程的各个环节，分析原因并改进；已使用的器

械应对相应患者进行密切观察［７］。因此，生物监测失

败不仅会影响手术顺利进行，增加耗材和人力成本，

还会带来极大的医院感染风险。本文旨在全面分析

过氧化氢气体灭菌生物监测失败的原因，提出具体的

策略和建议，降低监测失败率，为实践提供理论依据。

１　过氧化氢气体灭菌生物监测原理

ＧＢ／Ｔ３３４１７—２０１６《过氧化氢气体生物指示物

检验方法》［１］要求，用于制作过氧化氢气体灭菌生物

指示物的菌株为嗜热脂肪杆菌芽孢（ＡＴＣＣ７９５３或

ＳＳＩＫ３１）。第一代菌片式生物指示物将菌片和培

养基分别封装在生物指示管中，灭菌后混合，再进行

培养。第二代生物指示物为慢速生物指示物，其原

理是在培养基中使用酸碱指示剂。当孢子萌发后，
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其代谢产生的酸性物质会改变培养基ｐＨ 值，从而

改变培养基的颜色，观察培养基的颜色变化可判断

灭菌效果。此产品需１～７ｄ培养时间。第三代生物

指示物为快速生物指示物，具有双读系统。快速部分

可在几十分钟内通过生物阅读器判断灭菌结果［８］。

这种指示物使用非荧光物质甲基伞形酮αＤ葡萄

糖苷（αＭＵＧ）作为培养基，嗜热脂肪杆菌芽孢在萌

发和生长过程中产生α葡萄糖苷酶，与αＭＵＧ发

生水解反应，产生荧光物质甲基伞形酮（ＭＵ）。生

物阅读器内荧光接收器可以捕捉到荧光信号，从而

显示阳性培养结果。反之，若细菌芽孢及其合成酶

在灭菌过程中被破坏，无法产生荧光物质，那么显示

培养结果为阴性［９］。目前，行业内已停止使用第一

代菌片式生物指示物，取而代之的是第二、第三代自

含式生物指示物，大型三甲综合医院普遍采用第三

代生物指示物。

２　过氧化氢气体灭菌生物监测失败原因及应对策略

２．１　缺乏相关明确标准　压力蒸汽灭菌和环氧乙

烷气体灭菌领域已经建立了明确的使用准则，包括

设备参数配置、操作流程及监测方法等，但过氧化氢

气体灭菌作为一种相对年轻的技术，其具体规范和

操作程序的明确标准仍处于研究开发阶段。目前各

品牌灭菌器的生产工艺、灭菌剂装载方式、灭菌剂浓

度及用量存在差异。国际上关于过氧化氢气体灭菌

器的标准目前仅为草案［１０］，国内虽然发布了过氧化

氢气体等离子体低温灭菌器卫生要求［１１］，但多项指

标与非等离子体式灭菌器无相关性，因此不适用于

此类设备。首版关于灭菌过程的开发、验证和常规

控制要求的国际标准［１２］于２０２２年发布，但与之对

应的国内标准尚未发布。生物指示物能否准确监测

灭菌效果，取决于其抗力［８］。目前生物指示物的生

产仅遵循通用标准，因此其适用性尚不明确［５，１３１４］。

尽管ＧＢ／Ｔ３３４１７
［１］规定了过氧化氢气体灭菌生物

指示物的检验方法，但测试Ｄ值时使用的生物指示

物抗力测试仪并无对应标准，故灭菌器制造商各自

开发适用于其设备的生物指示物，而这些指示物的

抗力及阅读器的稳定性均不一致，无法使用标准监

测器材比较不同指示物之间的抗力［１，５，１５１６］。此外，

用于评价灭菌器性能和灭菌过程的标准仍未正式发

布。应用方面，ＡＡＭＩＳＴ５８
［１７］中涵盖了过氧化氢

气体灭菌的特性和应用，但我国现行行业标准［１８］、

《医疗机构消毒技术规范》［１９］和《消毒供应中心管理

与技术指南》［２０］仅对过氧化氢低温等离子体灭菌的

操作给予了指导。因此，国家相关机构应尽快制定

相关规范和指南，完善过氧化氢气体灭菌各类标准，

增加汽化过氧化氢灭菌设备要求和应用规范，为生

产企业和临床操作提供指导；同时，使用部门也应加

强相关的循证研究。

２．２　人员操作因素

２．２．１　灭菌物品的装载量和装载方式　装载量是

影响过氧化氢气体灭菌效果的重要因素［２１２３］，装载

量过多可造成灭菌剂不足。栗英等［２３］用过氧化氢

等离子体同一程序对３种不同装载量的器械灭菌

３０批次后发现，当装载量＞８０％时，生物监测失败

率高达８６．６７％，而装载量＜８０％时，失败率为０。

ＷＳ／Ｔ３６７—２０１２
［１９］及灭菌器说明书均明确规定，

灭菌包应避免叠放和接触灭菌腔内壁。重叠放置、

特卫强包装物品朝向不一致等状况，不利于过氧化

氢的扩散和穿透。此外，装载物品如果触碰到灭菌

舱内壁或电极，会妨碍等离子体产生［１７］；装载物品

距灭菌剂注射口过近，也可能影响过氧化氢气体的

释放和扩散。因此，医疗机构可组织相关培训，帮助

专职人员理解灭菌器的结构及灭菌原理，并要求严

格按照灭菌器说明书要求装载，质控组长及科室负

责人指导并监督装载情况。

２．２．２　灭菌物品和包装材料的选择　材料兼容性

和穿透目标表面的能力是过氧化氢气体灭菌用于医

疗器械最终灭菌的决定性因素［２４］。两种因素对灭

菌效果的影响主要表现在：第一，当包装或灭菌物品

中含有与过氧化氢气体灭菌不兼容的材质时，可降低

灭菌效果。例如，具有吸附或分解过氧化氢性质的物

品可造成过氧化氢气体浓度降低，从而影响灭菌［２５］。

蔡碧兰等［２６］对２２１批因过氧化氢浓度过低致灭菌

失败的情况统计分析后发现，６１．１％由吸附性物品

所致。研究［２７］显示，无纺布包装对过氧化氢的吸附

性大于特卫强包装，且当无纺布放在上层时，其吸附

性大于放在下层。第二，对于表面灭菌，过氧化氢被

消耗时容易接触到新补充的过氧化氢气体，有助于

杀灭微生物。然而过氧化氢气体穿透性较低，只能

通过管腔开口进入内部，若待灭菌物品形状或结构

复杂，特别是细长的管腔器械，可能达不到可靠的灭

菌效果［６，２１２２，２８］。Ｎｏｈ等
［２１］的研究发现管腔的材料

和结构对灭菌性能有明显影响。

ＧＢ２７９５５—２０２０
［１１］规定，过氧化氢等离子体灭

菌器不得用于吸收液体的、不能承受真空的、盲端等

１０种对象的灭菌。对此，应对策略包括遵循医药行
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业标准［２９］及ＡＡＭＩ标准
［３０］规定的过氧化氢灭菌的

材料适应性评价指南，确认灭菌器械的材质与灭菌

方式的兼容性和适应性；重视包装材料的兼容性，

包括评估材料是否会吸收或促进过氧化氢气体的

分解［１２］；关注托盘、附件、垫子、支架、标签、器械盒

等部件对过氧化氢的相容性，并遵守医疗器械和灭

菌器制造商的使用说明。

２．２．３　清洗不彻底　医疗器械上残留的蛋白质、盐

和污垢能为微生物提供防护，阻止其与灭菌剂直接

接触，也有利于细菌黏附和生物膜形成［３１］。临床实

践中，因器械未彻底清洗导致灭菌失败，造成手术部

位感染的案例时有发生［３２３６］。过氧化氢气体灭菌对

清洗质量要求高，器械上的有机物和无机物污染可

能会降低其灭菌效果［８，２５］。器械表面的有机物不仅

会保护细菌芽孢，还会消耗过氧化氢灭菌因子，导致

灭菌失败。Ｒｕｔａｌａ等
［３７］在存在盐和血清污染的器

械接种细菌芽孢后，分别用汽化过氧化氢、环氧乙

烷、过氧化氢气体等离子体和压力蒸汽４种方式进

行灭菌，灭菌失败率为７６．３％、１．９％、１．９％和０，提

示过氧化氢气体灭菌前充分清洁的重要性。无机盐

类（如氯化钠）在灭菌过程中因压力变化导致水分快

速蒸发，结晶体析出并附着在待灭菌物品表面，也可

导致灭菌失败。对此，可考虑的策略包括：参考

ＡＡＭＩＳＴ７９
［３８］指南，使用超声清洗后的自动清洗

消毒器对大多数手术器械进行再处理；至少每周监

测一次（最好每天监测）自动清洗消毒器的清洁效

果；遵守制造商的使用说明书进行器械再处理，并与

制造商探讨器械设计是否能有助于器械的充分清

洗；科室定期组织培训和考核；清洗管腔器械时，先

进行预刷洗及酶液超声清洗，再使用减压沸腾、脉动

真空清洗消毒器等设备，有效提高清洗效率［３９４０］。清

洗质量的检测建议使用目测法结合定量检测，对于管

腔器械，建议使用白通条和管道镜进行检查［３８，４１］。

２．２．４　干燥不充分　灭菌前彻底干燥可提高灭菌

成功率［２３］。水分可吸收过氧化氢，阻碍其接触微生

物并对微生物造成破坏，影响灭菌效果。而抽真空

过程中，水分汽化会带走大量热量，导致过氧化氢冷

凝，同时降低灭菌对象的温度，也不利于灭菌。因

此，对难以干燥的器械可使用高压气枪干燥→低温

真空干燥→高压气枪干燥的处理流程，并使用管道

镜及试纸法检测是否残留水分［２３，４２４３］。

２．２．５　培养过程不规范　灭菌后的生物指示物显

示阳性并不一定代表灭菌失败，也可能因操作不当

而出现“假阳性”，其主要原因包括：①监测前未检查

生物指示物质量，或查看范围不完整；②生物指示物

瓶盖进气口被阻挡；③灭菌剂或指示物未按生产厂

家要求储存而变质；④培养液未与芽孢菌片充分混

合；⑤阅读器孔内存在异物；⑥放置位置不正确；⑦

培养仪温度设置有误；⑧盲端管腔中放置生物指示

物；⑨生物阅读器被放置在高强度环境光直射或光

线变化剧烈处；⑩生物指示物被外界细菌污染；○１１停

电，或从阅读孔内取出指示剂后未及时放回；○１２ 未规

范按压生物指示物致其管身破损；○１３ 生物指示物上

二维码阅读装置不能识别［３，４４］。应对措施包括：双

人核对生物指示物的质量；双人实施生物监测操作；

加强人员培训，组织人员学习生物指示物和生物监

测仪的结构、工作原理，操作规范和流程。

２．２．６　灭菌程序的选择　过氧化氢灭菌剂注入量、

扩散时间、压力、温度等都是影响灭菌器性能的重要

过程参数，尤其是灭菌剂注入量，对灭菌成功率影响

显著［２１］。灭菌剂注入量越多，灭菌效果越好，但过

氧化氢注入量过多，可能导致汽化不充分，从而影响

穿透性并对灭菌物品和患者造成伤害［２４］，因此，过氧

化氢注入量应保持经过验证的固定值。栗英等［２３］发

现，当选择短循环程序对管腔器械进行灭菌时，灭菌

失败率高达４０．００％，而使用长循环程序，失败率可

降至４．７５％。因此，应根据灭菌物品的材质、结构

及灭菌器说明书选择正确的灭菌程序。

２．３　灭菌器　过氧化氢灭菌剂具有强氧化性，可能

会氧化和腐蚀传输管道、阀门等内部元件，甚至导致

泄漏；盛装过氧化氢溶液的蒸发器内部可能出现结

垢、结晶现象，影响其加热效果［４５］。赵燕等［４６］对

２０１０—２０２０年的２８６６起过氧化氢等离子体灭菌器

不良事件进行统计分析，发现灭菌器故障占９２．６％，

主要表现为灭菌剂泄露、灭菌失败等，这些问题与元

件故障、维护使用不当关系密切。长期使用的灭菌

器可能因设备老化增加灭菌失败概率［６］。此外，即

使在使用过程中出现故障，这种“带病”灭菌器也并

不总会报警或中止程序，其对异常状况监测不灵敏，

进一步增加了灭菌失败率。黄锡［４５］报道了一起过

氧化氢气体灭菌器显示“灭菌成功”，而指示卡却显

示灭菌失败的案例，检查设备后发现进液阀泄露。

为应对这些问题，应购买符合国际、国内标准的灭菌

器，严格按照灭菌器说明书要求对设备进行保养和维

护；认真观察每批次灭菌记录，发现问题后及时分析

并处理；按照制造商的参数规定及行业标准，正确判

断物理监测关键指标和化学指示物的变化。
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２．４　生物指示物

２．４．１　管腔生物过程挑战装置（ＰＣＤ）抗力差异大

　根据国家强制性标准 ＧＢ２７９５５—２０２０
［１１］，使用

过氧化氢低温等离子体灭菌管腔器械时，应使用

ＰＣＤ或等效验证装置进行监测。使用管腔生物

ＰＣＤ可以真实反映管腔器械的灭菌效果，但监测失

败率远高于普通生物监测，且不同材质、形状、管腔

内径和长度的生物ＰＣＤ抗力差异大
［６，２１２２，２５，４７４８］。

管腔越细长，生物监测失败率越高；管腔较长且细的

灭菌失败率高；单通道灭菌剂开口结构比双通道开

口结构难灭菌；由全氟烷氧基树脂制成的软式

ＰＣＤ在灭菌器达最大装载量时也不易出现生物监

测失败［２１］；一侧盲端的生物ＰＣＤ不适用于该灭菌

方式［２５］。灭菌时，应正确选择管腔ＰＣＤ与非管腔

ＰＣＤ；监测管腔器械时，应依据管腔器械的实际直

径、长度、结构、材质等选择合适的管腔ＰＣＤ
［４９］。

２．４．２　快速与慢速生物指示物判读结果不一致　

大多数情况下，快速生物指示物的荧光判读与慢速

培养结果一致（一致性≥９７％）
［５０５１］。两种判读结果

不一致的情况较少，往往是快速荧光判读结果阳性，

慢速培养结果阴性。其原因可能是灭菌过程有效性

处于临界状态，体系中残留芽孢数量极少或无残留，

微生物的酸性产物数量不足以使指示剂变色，但尚

存在α葡萄糖苷酶并发挥了催化作用，故提示存在

微生物残留，有致病风险［５２］。极少数情况下，不一

致性表现为快速荧光阅读显示阴性，而慢速培养结

果显示阳性的“假荧光阴性反应”。这种判读结果可

能是由于少量残留芽孢结构受损，被损伤的芽孢并

没有死亡，只是不能（或非常缓慢地）萌发，但可以在

培养基上修复后生长［５３］，荧光监测期间没有产生荧

光物质，阅读器误报阴性，之后孢子通过修复再次生

长，改变了指示剂的颜色。当发现“假荧光阴性反

应”时，未成功灭菌的物品可能已经使用，增加了疾

病传播的风险，应引起高度重视，并明确快速生物阅

读结果后是否还需要进行慢速培养的相关标准。

２．４．３　生物指示物质量问题　广东省６所医院出

现时间聚集性生物监测失败现象，经调查推断可能

是因生物指示物自身质量问题造成的假阳性［４８］，建

议在接收产品时，检查其相关测试证书，并按照说明

书规范存储生物指示物。

２．５　生物阅读器　生物阅读器滤光片腐蚀或损坏

会导致光的波长和强度发生变化，使阅读器无法精

确判读［４４］；阅读器孔内的杂物、漏液、灰尘等也会影

响阅读结果。此外，生物指示物与化学指示物直接

接触，或监测人员的手接触了带有荧光标记的物品，

都可能导致生物阅读器误报阳性［５４］。以下措施有

助于避免上述问题：阅读器放在远离强光处，加防尘

盖；使用生产商建议的清洗剂；触摸生物指示物前洗

手；定期对阅读器进行效验和维护。

过氧化氢气体灭菌生物监测失败原因主要总结

为缺乏相关明确标准、人员操作因素、灭菌器因素、生

物指示物因素和生物阅读器因素５个方面，见表１。

表１　生物监测失败原因及参考文献总结

原因 分类 作者及发表年份

缺乏相关明确标准 　　 　　　　－ 赵燕等［４６］（２０２２）；秦香等［５］（２０２１）

人员操作因素 灭菌物品的装载量和装载方式 栗英等［２３］（２０２１）；Ｎｏｈ等［２１］（２０２０）；江婷等［２２］（２０２０）；ＡＮＳＩ／ＡＡＭＩＳＴ５８［１７］（２０１８）

灭菌物品和包装的选择 陈慧等［２８］（２０２１）；张东芳等［２７］（２０２１）；Ｎｏｈ等［２１］（２０２０）；江婷等［２２］（２０２０）；蔡碧

兰等［２６］（２０１９）；谈智等［２５］（２０１８）；王佳奇等［６］（２０１８）

清洗不彻底 何惠燕等［８］（２０２０）；Ｒｕｔａｌａ等［３７］（２０２０）；谈智等［２５］（２０１８）

干燥不充分 栗英等［２３］（２０２１）

培养过程不规范 徐世琴等［４４］（２０２０）；王辉娥［３］（２０２０）

灭菌程序的选择 栗英等［２３］（２０２１）；Ｎｏｈ等［２１］（２０２０）

灭菌器 　　　　　 　－ 黄锡［４５］（２０２０）；王佳奇等［６］（２０１８）；赵燕等［４６］（２０２２）

生物指示物 ＰＣＤ抗力差异大 Ｎｏｈ等［２１］（２０２０）；谈智等［２５］（２０１８）

快速与慢速判读结果不一致 杜光彬［５２］（２０２２）；Ｕ．Ｓ．ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
［５１］（２００７）

生物指示物自身质量问题 梁金秀等［４８］（２０２１）

生物阅读器 　　　　　　 － 徐世琴等［４４］（２０２０）；刘明秀等［５４］（２０１７）

　　注：－表示内容不存在。
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３　总结

可靠的灭菌效果对患者安全至关重要。尽管过

氧化氢气体灭菌在医疗机构中被普遍使用，但各项

标准和指南还未完善。此外，过氧化氢气体的穿透

力和材料兼容性增加了生物监测失败的复杂度。专

业技术人员需要综合考虑各种影响因素，准确分析

监测失败的原因，鉴别“真阳性”“假阳性”“假荧光阴

性反应”，及早采取针对性措施，确保为患者提供安

全可靠的器械保障。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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