
高压蒸汽灭菌的原理及注意事项

高压蒸汽灭菌的原理

高压蒸汽灭菌用途广，效率高，是微生物学实验中最常用的灭菌方

法。这种灭菌方法是基于水的沸点随着蒸汽压力的升高而升高的原理设

计的。当蒸汽压力达到 0.105MPa 时，水蒸气的温度升高到 121℃，经

15～30min，可全部杀死锅内物品上的各种微生物和它们的孢子或芽孢。

一般培养基、玻璃器皿以及传染性标本和工作服等都可应用此法灭菌。

请注意高压蒸汽灭菌的原理：是基于水的沸点随着蒸汽压力的升高

而升高的原理设计的。

压力：100kPa，水蒸气的温度：115℃，时间：20min，各种微生物

和它们的孢子；

压力：147kPa，水蒸气的温度：121℃，时间：15～30min，各种微

生物和它们的孢子或芽孢；

压力：156kPa，水蒸气的温度：180℃，时间：4h，热原质（Pyrogen）：

热原质即菌体中的脂多糖；

压力：156kPa，水蒸气的温度：250℃，时间：45min，热原质（Pyrogen）：

热原质即菌体中的脂多糖；

压力：156kPa，水蒸气的温度：650℃，时间：1min，热原质（Pyrogen）：

热原质即菌体中的脂多糖；

温度越高，需时越短，热穿透能力越强。一般认定 115℃～121.3℃，

对培养基的成分不产生破坏。



高压蒸汽灭菌锅灭菌使用细节

高压蒸汽灭菌是将待灭菌的物品放在一个密闭的加压灭菌锅内，通

过加热，使灭菌锅隔套间的水沸腾而产生蒸汽。待水蒸汽急剧地将锅内

的冷空气从排气阀中驱尽，然后关闭排气阀，继续加热，此时由于蒸气

不能溢出，而增加了灭菌锅内的压力，从而使沸点增高，得到高于 100℃

的温度。导致菌体蛋白质凝固变性而达到灭菌的目的。在使用高压蒸汽

灭菌锅灭菌时，灭菌锅内冷空气的排除是否完全极为重要，因为空气的

膨胀压大于水蒸汽的膨胀压，以致当水蒸汽中含有空气时，在同一压力

下，含空气蒸汽的温度低于饱和蒸汽的温度。所以饱和蒸汽的灭菌更彻

底。

1. 高压灭菌锅使用前，水须加到水位线；

2. 将需灭菌的培养基、蒸馏水或其它器皿放入灭菌锅内，关闭锅

盖，检查排气阀、安全阀状态（上下排气阀打开，安全阀关合，然后加

热，方便空气排出，上、下排气阀都同时处于开启状态待有水蒸汽从上、

下阀溢出，此状态保持 7、8min 后，即排出空气后上排气阀关合，下排

气阀调小，安全阀保持关合状态）；

3. 打开电源，检查参数设置是否正确，然后按下“work”键，灭菌

锅开始工作；自动排冷气，到 105℃时，底部排气阀门自动关闭，然后

压力开始上升；

4. 压力升至 0.15MPa（121℃）时，灭菌锅再次自动放气，然后开

始记时，一般培养基灭菌 20min，蒸馏水灭菌 30min；



5. 达到规定的灭菌时间后，关闭电源，打开放气阀缓慢放气；当

压力指针降至 0.00MPa 时，放气阀无蒸汽排除时，方可开启锅盖。

6. 注意事项

（1）汽未放尽前，不得开启高压锅；

（2）如果灭菌后的培养基在锅内不及时拿出，需在蒸汽放尽后将

锅盖打开，切忌将培养基封闭在锅内过夜。

（3）压力表指针在 0.05MPa 以上时，不能过快放汽，以防止压力

急速下降，液体滚沸，从培养容器中溢出。

（4）操作过程，请注意安全，小心烫伤。

在一个标准大气压下水的沸点是 100 摄氏度，压力越高,与之对应

压力下的沸点越高，这里是高压蒸汽锅,说明压力肯定大于一个标准大

气压(通常情况下的地表面的大气压强就认为是一个标准大气压)，也就

是说高压蒸汽锅肯定要超过 100 摄氏度才能沸腾，才能产生蒸汽。至少

要等到水煮沸，排出一分钟左右的蒸汽后再把安全阀关闭，这样可以使

高压蒸汽锅里的压力迅速上升，原来沸腾的水因为压力的快速上升而停

止沸腾，压力大，沸点高，水蒸汽就变成液体水，而放出大量的汽化潜

热，就是高温高压的目的，从而达到杀菌的目的。在同一温度下，湿热

的杀菌效力比干热大，其原因有三：

一是湿热中细菌菌体吸收水分，蛋白质较易凝固，因蛋白质含水量

增加，所需凝固温度降低；

二是湿热的穿透力比干热大；



三是湿热的蒸汽有潜热存在，每 1 克水在 100℃时，由气态变为液

态时可放出 2.26kJ 的热量。这种潜热，能迅速提高被灭菌物体的温度，

从而增加灭菌效力。

在使用高压蒸汽灭菌锅灭菌时，灭菌锅内冷空气的排除是否完全极

为重要，因为空气的膨胀压大于水蒸汽的膨胀压，所以，当水蒸汽中含

有空气时，在同一压力下，含空气蒸汽的温度低于饱和蒸汽的温度。如

果压力未降到 0 时，打开排气阀，就会因锅内压力突然下降，使容器内

的培养基由于内外压力不平衡而冲出烧瓶口或试管口，造成棉塞沾染培

养基而发生污染。要 100 度以上，也就是对应压力下的沸点后才能使水

剧烈沸腾，将锅内空气更多的排除。

高压蒸汽灭菌锅操作中常见错误

1. 排气不彻底。在升压前应将锅内冷空气排净，因空气是热不良

导体，若不排净，冷空气就会聚集并滞留在灭菌锅中消毒筒的中下部，

围绕在待灭菌物的周围。在这种情况下，假若锅内仅排除一半空气，当

压力表指针达到 0.105MPa 时，锅内实际温度仅能达到 112℃，比要求

的 121℃低 9℃之多，将导致灭菌不彻底，可能造成大面积染菌。（自

动的高压灭菌锅上下排气阀都要打开然后加热排空气）

2. 排气软管没有按要求插入灭菌筒的下部，或排气软管断裂、缺

失。灭菌锅内的冷空气是通过排气软管排出的，上述情况将造成灭菌筒

外的蒸汽直接经排气阀排出锅外，灭菌锅内的空气排放受阻。

3. 消毒筒内物品堆积太紧、太满，阻碍蒸汽的流通和热交换，使

容器内升温减慢，造成物体内部杀菌不完全。



4. 升温过快。灭菌的时间是以达到要求温度后的持续时间计算的，

但温度的升降过程同样起到杀菌的作用，升降温度过快会通过影响总的

积温而影响灭菌效果。另外，升温过快，特别是使用外源蒸汽的情况下，

会造成被灭菌物体内部升温滞后于压力表指示温度。

5. 灭菌的物体体积（容量）过大。组织培养中或常规微生物实验

中，高温蒸汽灭菌通常要在 121℃（即蒸汽压力约为 1kg／ cm2 或

0.105MPa）下保温 15min。这一规定仅适用于试管、三角瓶中小于 200ml

容量的。若体积太大，特别是固体培养基，会造成灭菌不彻底，应适当

延长灭菌时间。

6. 任意延长灭菌时间。规定的灭菌温度和时间是经过科学试验确

定的，只要按照正确的灭菌程序是能达到灭菌目的的。但在实践中常有

人为了“保证彻底灭菌”而任意延长灭菌时间。这样忽视了杀菌过程中温

度对培养基成分的破坏作用，是得不偿失的。

7. 温度不稳定。灭菌过程中温度（压力）忽高忽低，特别是手提

式高压灭菌锅，它没有控温装置，难于控温。操作者可配置调压变压器，

通过调节电压控温。此外，还常遇到灭菌锅内加水太少（应加 2～3L）；

容器内装的溶液量过多（应少于 2／3）；安全阀失灵等问题。
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