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7 种防晒化妆品微生物检验方法适用性研究
曹 敏，史翔宇，冯 璐

（江苏省泰州市药品检验院，江苏 泰州 225300）
摘要：目的 建立化妆品微生物检验方法适用性试验方法。方法 参照 2015年版《化妆品安全技术规范》和 2020年版《中国药典（四

部）》通则 1105和 1106，对 7种防晒化妆品进行微生物检验方法适用性考察。结果 菌落总数及霉菌和酵母菌总数，1种防晒化妆品

需采用 1∶100（V / V）供试液消除抑菌性后进行微生物检验，其余 6种均可采用常规法检验；控制菌，耐热大肠菌群、金黄色葡萄球菌和

铜绿假单胞菌多可采用常规法检验，仅 1种防晒化妆品需采用 250 mL双倍乳糖胆盐（含中和剂）培养基检验耐热大肠菌群。结论 防

晒化妆品微生物检验前有必要进行方法适用性试验。
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Method Applicability of Microorganism Test on Seven Types of Suncare Products
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（Taizhou Institute for Food and Drug Control，Taizhou，Jiangsu，China 225300）

AbstractAbstract：：Objective To establish a test method for the applicability of microorganism test methods of suncare products.
Methods According to the Safety and Technical Standards for Cosmetics（2015 Edition） and the general rules 1105 and 1106 of
the Chinese Pharmacopoeia（2020 Edition，Volume Ⅳ），the method applicability of the microorganism test of seven suncare products
was investigated. Results The total number of bacterial colonies，molds and yeasts in one type of suncare product should be tested
by 1∶100（V / V） test solution to eliminate bacteriostasis before the microorganism test，while those in the other six types could be
tested by the routine method. Control bacteria，thermotolerant coliforms，Staphylococcus aureus，and Pseudomonas aeruginosa in most
sunscreen products could be tested by the routine method，while the thermotolerant coliforms in one sunscreen product should be
tested by 250 mL of double lactose bile salt（containing neutralizer） culture medium. Conclusion It is necessary to conduct a
method applicability test before the microorganism test of sunscreen products.
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化妆品中常会添加防腐剂以抑制微生物生长。

2015年版《化妆品安全技术规范》［1］（以下简称《规范》）

中用于测定菌落总数的卵磷脂吐温 80营养琼脂培养

基、SCDLP液体培养基、双倍乳糖胆盐培养基中均添加

了不同含量的卵磷脂和吐温 80以中和防腐剂，但不同

化妆品中使用的防腐剂种类及含量差异较大，很难保

证完全中和，可能导致菌落计数结果偏低或致病菌检

验结果假阴性。曹婷婷等［2］对 508批化妆品进行微生物

检验方法研究发现，添加阳性对照菌后，有 18. 5%的大

肠埃希菌阳性对照和 11. 42%的金黄色葡萄球菌阳性

对照未生长。多项研究发现，部分清洁类、洗发护发类、

祛痘抗粉刺类、洗涤类、发用类、眼影、婴幼儿类化妆品
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表3 样品含量测定结果（mg / g，n = 3）
Tab. 3 Results of the content determination of nine components

in samples（mg / g，n = 3）

批号

190205
190702
190802
191002
191109

蛇床子素

1. 214
1. 234
1. 207
1. 246
1. 225

小檗碱

0. 711
0. 726
0. 721
0. 735
0. 742

黄柏碱

0. 288
0. 279
0. 281
0. 305
0. 294

黄柏酮

0. 351
0. 347
0. 339
0. 348
0. 361

梣酮

0. 146
0. 141
0. 138
0. 134
0. 129

苦参碱

0. 214
0. 207
0. 197
0. 223
0. 219

氧化苦参碱

0. 241
0. 237
0. 229
0. 248
0. 231

虎杖苷

0. 462
0. 445
0. 454
0. 441
0. 457

大黄素

0. 766
0. 756
0. 749
0. 773
0. 751
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用常规法进行微生物检验时有不同程度的抑菌性，导

致试验菌的回收比不达标或控制菌阳性对照不生

长［3 - 9］。在此，对7种常见市售防晒化妆品微生物检验方

法的适用性进行研究，观察防晒化妆品是否对微生物的

生长有抑制作用，同时建立相应的微生物检验方法，以

提高防晒化妆品的微生物检出率。现报道如下。

1 材料

1. 1 仪器

1300 SERIES A2型生物安全柜（赛默飞世尔科技

公司）；SHP - 250型生化培养箱（上海三发科学仪器有

限公司）；Scientz - 11L型无菌均质器（宁波新芝生物科

技股份有限公司）。

1. 2 样品

妮维雅防晒隔离润肤露（A，妮维雅 < 上海 > 有限

公司，批号为 328129 A）；露得清轻透亮颜防晒隔离乳

液（紫罗兰，B，强生<中国>有限公司，批号为20190315 -
001）；美加净细嫩柔白防晒乳（C，上海家化联合股份有

限公司，批号为 ASIZS）；新碧多效防晒霜（D，曼秀雷

敦 <中国 >有限公司，批号为A00313）；安热沙水能户外

清透防晒乳（E，株式会社资生堂，批号为93030D - F）；高
姿多维亮白防晒霜（F，上海新高姿化妆品有限公司广

州分公司，批号为 ZNL3063N）；大宝水凝保湿防晒露

（G，北京大宝化妆品有限公司，批号为B191230U）。7种
防晒化妆品前5种成分（按含量排序）见表1。
1. 3 培养基及试剂

卵磷脂吐温 80营养琼脂培养基、孟加拉红培养基、

SCDLP液体培养基、双倍乳糖胆盐（含中和剂）培养基、

伊红美蓝琼脂培养基、Baird Parker平板培养基（北京陆

桥技术股份有限公司，批号分别为 200430，190926，
190806，191223，201027，191225）；十六烷基三甲基溴

化铵培养基（广东环凯微生物科技有限公司，批号为

200430）；液体石蜡、吐温 80、氯化钠（国药集团化学试

剂 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 20201023，20210107，
20210209）；氯化三苯基四氮唑（TTC，广东环凯微生物科

技有限公司，批号为6108026，含量为0. 5%）。
1. 4 菌株

金黄色葡萄球菌［CMCC（B）26003］、铜绿假单胞菌

［CMCC（B）10104］、枯草芽孢杆菌［CMCC（B）63501］、

大肠埃希菌［CMCC（B）44102］、白色念珠菌［CMCC（F）
98001］、黑曲霉［CMCC（F）98003］，均来源于中国食品

药品检定研究院。

2 方法与结果

2. 1 菌液制备

参照 2020年版《中国药典（四部）》通则 1105，1106
微生物限度检查的微生物计数法和控制菌检查法制备

菌液。

2. 2 供试液制备

参照 2015年版《化妆品卫生规范》，根据防晒化妆

品的成分制备。称取样品 10 g，置一次性无菌均质袋中，

加10 mL灭菌液体石蜡，均质3～5 min，再加入10 mL灭
菌吐温 80，均质 3～5 min，最后加入 70 mL灭菌生理盐

水，充分混合，制成 1∶10（V / V）的疏水性供试液。称取

样品 10 g，置装有玻璃珠及 90 mL灭菌生理盐水的三角

瓶，充分振荡混匀，制成1∶10（V / V）的亲水性供试液。

表1 7种防晒化妆品中前5种成分

Tab. 1 The top five components in seven types of suncare products

序号

1
2
3
4
5

A
水

甲氧基肉桂酸乙基己酯

胡莫柳酯

水杨酸乙基己酯

乙醇

B
水

胡莫柳酯

二苯酮 - 3
丁基辛醇水杨酸酯

变性乙醇

C
水

甲氧基肉桂酸乙基己酯

甘油

聚二甲基硅氧烷

亚甲基双 -苯并三唑基四甲基丁基酚

D
水

甲氧基肉桂酸乙基己酯

丁二醇

环五聚二甲基硅氧烷

异十二烷

E
聚二甲基硅氧烷

水

氧化锌

乙醇

甲氧基肉桂酸乙基己酯

F
水

甲氧基肉桂酸乙基己酯

乙醇

C12 - 15醇苯甲酸酯

奥克立林

G
水

甲氧基肉桂酸乙基己酯

C12 - 15醇苯甲酸酯

聚二甲基硅氧烷

苯乙烯 /丙烯酸（酯）类共聚物

表2 菌落总数计数方法适用性试验回收比（1∶10）
Tab. 2 Recovery ratio for the applicability test of the total bacterial count method（1∶10）

样品

A
B
C
D
E
F
G

金黄色葡萄球菌

1
1. 42
1. 19
1. 69
1. 14
0. 08
1. 31
1. 11

2
0. 82
1. 21
1. 06
0. 74
0. 11
0. 84
0. 90

3
0. 92
0. 96
1. 04
0. 80
0. 20
0. 86
1. 14

铜绿假单胞菌

1
0. 67
0. 64
0. 58
0. 62
0. 27
0. 64
0. 59

2
0. 57
0. 70
0. 61
0. 78
0. 37
0. 85
0. 67

3
0. 76
0. 74
0. 68
0. 74
0. 39
0. 64
0. 64

枯草芽孢杆菌

1
1. 20
1. 21
1. 04
0. 93
0. 00
1. 12
0. 53

2
0. 91
1. 14
0. 93
1. 04
0. 00
1. 09
0. 71

3
1. 09
0. 96
0. 97
0. 87
0. 00
1. 07
0. 70

白色念珠菌

1
0. 88
0. 83
1. 14
1. 15
1. 30
1. 02
0. 53

2
0. 72
0. 93
0. 93
0. 94
0. 86
0. 94
0. 82

3
0. 87
0. 83
0. 88
1. 02
1. 01
1. 00
0. 92

黑曲霉

1
0. 87
1. 03
0. 68
0. 61
0. 00
1. 26
0. 97

2
1. 12
0. 92
0. 75
0. 65
0. 00
0. 98
0. 71

3
0. 95
1. 05
0. 75
0. 66
0. 00
1. 04
0. 95
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2. 3 菌落总数及霉菌和酵母菌总数计数方法适用性试验

试验组：取 2. 2项下供试液 9. 9 mL，分别加入金黄

色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠

菌、黑曲霉的试验菌液 0. 1 mL（含菌量小于 1 000 cfu），

混匀，使每 1 mL供试液中含菌量不大于 100 cfu；取
1 mL，置直径 90 mm无菌平皿中，注入 15～20 mL温度

不超过 45 ℃的卵磷脂吐温 80营养琼脂培养基其中可

加入TTC溶液，混匀，凝固，倒置，（36 ± 1）℃培养 3 d。每
株试验菌每种培养基制备2个平皿，计算平均菌落数。

供试液对照组：取制备好的供试液，以稀释液代替

菌液，同试验组操作。

菌液对照组：以稀释液替代供试液，同试验组

操作。

测定 3组菌落数并计算回收比。回收比 =（试验组

菌落数 -供试液对照组菌落数）/菌液对照组菌落数，

正常值应在 0. 5～2. 0范围内。同法计算白色念珠菌、黑

曲霉在孟加拉红琼脂培养基［（28 ± 2）℃培养 5 d］中的

回收情况。

不同样品中，仅样品 E采用 1∶10供试液进行菌落

总数计数方法适用性试验时，金黄色葡萄球菌、铜绿假

单胞菌、枯草芽孢杆菌、黑曲霉的回收比异常（见表 2）；

进行霉菌和酵母菌总数计数方法适用性试验时，黑曲

霉的回收比异常（见表 3）。样品E采用 1∶100供试液进

行菌落总数及霉菌和酵母菌总数计数方法适用性试验

时，各种菌的回收比均正常（见表 4、表 5），因此，样品E
进行菌落总数及霉菌和酵母菌总数计数时应使用1∶100
供试液。其余 6种样品可用常规法检验菌落总数及霉菌

和酵母菌总数。
表3 霉菌和酵母菌总数计数方法适用性试验回收比（1∶10）

Tab. 3 Recovery ratio for the applicability test of the total yeast
and mold count method（1∶10）

样品

A
B
C
D
E
F
G

白色念珠菌

1
0. 82
1. 01
1. 14
0. 94
0. 77
1. 08
0. 65

2
0. 88
0. 84
0. 96
0. 88
0. 74
1. 00
0. 66

3
0. 76
0. 93
0. 92
0. 84
0. 72
0. 99
0. 67

黑曲霉

1
0. 74
0. 71
1. 26
0. 94
0. 49
0. 91
0. 77

2
0. 75
0. 75
1. 00
0. 85
0. 45
0. 78
0. 77

3
0. 69
0. 81
0. 98
0. 81
0. 41
0. 83
0. 73

表4 样品E菌落总数计数方法适用性试验回收比（1∶100）
Tab. 4 Recovery ratio for the applicability test of the total

bacterial count method for the sample E（1∶100）

样品

E

金黄色葡萄球菌

1
1. 02

2
0. 88

3
0. 93

铜绿假单胞菌

1
1. 04

2
0. 89

3
0. 90

枯草芽孢杆菌

1
1. 65

2
0. 92

3
0. 96

白色念珠菌

1
0. 67

2
0. 66

3
0. 73

黑曲霉

1
0. 84

2
0. 94

3
0. 88

表5 样品E霉菌和酵母菌总数计数方法适用性试验回收比（1∶100）
Tab. 5 Recovery ratio for the applicability test of the total yeast

and mold count method for the sample E（1∶100）

样品

E

白色念珠菌

1
1. 49

2
1. 06

3
0. 92

黑曲霉

1
0. 91

2
0. 86

3
1. 00

2. 4 控制菌检验方法适用性试验［10］

耐热大肠菌群：取 1∶10供试液 10 mL，分别接入

2支含双倍乳糖胆盐（含中和剂）培养基的试管（每管含

10 mL），其中 1管接种含菌量不大于 100 cfu的大肠埃

希菌，作为试验组，另一管作为供试品对照组。以稀释

剂代替供试液，同试验组操作，作为阳性对照组。

（44. 5 ± 0. 5）℃培养 24 h，然后划线接种至伊红美蓝琼

脂平板上，（36 ± 1）℃培养18 h。
铜绿假单胞菌：取1∶10供试液10 mL，分别接入2瓶

SCDLP液体培养基（每瓶含 90 mL），其中 1瓶接种含菌

量不大于 100 cfu的铜绿假单胞菌，作为试验组，另 1瓶
作为供试品对照组；以稀释剂代替供试液，同供试品对

照组操作，作为阴性对照组；以稀释剂代替供试液，同试验

组操作，作为阳性对照组。（36 ± 1）℃培养18 h，然后划线

接种至十六烷基三甲基溴化铵琼脂平板上，（36 ± 1）℃
培养18 h。

金黄色葡萄球菌：与铜绿假单胞菌同法分组，

（36 ± 1）℃培养 22 h，然后划线接种至 Baird Parker平
板，（36 ± 1）℃培养48 h。

耐热大肠菌群检验结果见表 6（+ 为检出，- 为未

检出；供对组指供试液对照组，阳对组指阳性对照组；

下表同）。样品E试验组未检出大肠菌群，考虑选择培养基

稀释法，增加双倍乳糖胆盐培养基的体积，稀释至1∶100，
1∶200，1∶500，分别将 10 mL 1∶10供试液加入含 50，
100，250 mL双倍乳糖胆盐（含中和剂）培养基的无菌

瓶，再分别加入 40，90，240 mL灭菌生理盐水，各亚组均

同上述每管 10 mL的双倍乳糖胆盐（含中和剂）培养基

进行耐热大肠菌群检验操作。结果使用 1∶500供试液可

去除样品E对大肠埃希菌的抑制作用（见表7），即样品E
需用 250 mL双倍乳糖胆盐（含中和剂）培养基进行耐热

大肠菌群检验。其余 6种样品可用常规法进行耐热大肠

菌群检验。
表6 耐热大肠菌群检验方法适用性试验结果

Tab. 6 Results of the applicability test of the thermotolerant
coliforms test method

样品

A
B
C
D

试验组

+
+
+
+

供对组

-
-
-
-

阳对组

+
+
+
+

样品

E
F
G

试验组

-
+
+

供对组

-
-
-

阳对组

+
+
+
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表7 样品E耐热大肠菌群检验方法适用性试验结果

Tab. 7 Results of the applicability test of the thermotolerant
coliforms test method for the sample E

组别

试验组

供对组

阳对组

1∶100
-
-
+

1∶200
-
-
+

1∶500
+
-
+

金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌检验结果见表 8。
7种样品的试验组与阳性对照组（阳对组）均检出相应

菌，供试液对照组（供对组）均未检出，表明各样品均可

用常规法进行此2种菌的检验。
表8 金黄色葡萄球菌与铜绿假单胞菌检验方法适用性试验结果

Tab. 8 Results of the applicability test of test methods of
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa

样品

A
B
C
D
E
F
G

金黄色葡萄球菌

试验组

+
+
+
+
+
+
+

供对组

-
-
-
-
-
-
-

阳对组

+
+
+
+
+
+
+

铜绿假单胞菌

试验组

+
+
+
+
+
+
+

供对组

-
-
-
-
-
-
-

阳对组

+
+
+
+
+
+
+

3 讨论

本研究中参照 2020年版《中国药典（四部）》，计数

方法适用性试验所用菌株选择金黄色葡萄球菌、铜绿

假单胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉，而闵红

等［4，6］在研究洗涤类化妆品及洗发护发化妆品微生物

检查方法时用的是大肠埃希菌，而不是铜绿假单胞菌，

后续需加以关注。

《规范》中进行耐热大肠菌群检验时是将 10 mL供
试液接种至 10 mL双倍乳糖胆盐（含中和剂）培养基中，

实际上将培养基进行了对半稀释，故在本研究中采用培

养基稀释法扩大双倍乳糖胆盐（含中和剂）培养基用量

的同时也增加了稀释液，最终使培养基得以对半稀释。

供试液的制备需判断样品的疏水、亲水特性。本研

究中，除样品E因其含量最高的成分是聚二甲基硅氧烷

（有机硅聚合物，不溶于水［11］）按疏水性样品进行供试

液制备外，其余样品含量最高的成分均为水，按亲水性

样品进行供试液制备。

化妆品的成分按含量高低排序，故排在前面的几

个成分可能是导致样品E有较强抑菌性的原因。对于样

品 E最主要成分聚二甲基硅氧烷，赵勋国［12］、毛露甜

等［13］研究发现，普通的聚二甲基硅氧烷经季铵盐烃基

改性后变成一种新型表面活性剂，对多种细菌、酵母菌

和霉菌有较好的抑制作用；对于其成分氧化锌，李马成

等［14］研究发现，纳米氧化锌收敛、抗菌、抑菌效果优于

普通氧化锌，证实了氧化锌的抗菌、抑菌效果；对于其

成分乙醇，乙醇体积分数和杀菌效果不成正比，作为消

毒剂时应为 70%～80%［15］，过高会使细菌表面蛋白变

性凝固形成一层膜，阻碍乙醇深入彻底杀死细菌，过低

则渗透力太弱，即使渗入细菌，也不能将细菌体内的蛋

白凝固，同样不能彻底杀死细菌，样品E中乙醇非主要

成分，含量较低，可排除该成分对样品E抑菌性的影响；

甲氧基肉桂酸乙基己酯为防晒剂，在另 5种样品的成分

表中含量排第 2，而这 5种样品均无抑菌性，排除该成分

对样品E抑菌性的影响。

综上所述，氧化锌可能是导致样品E有较强抑菌性

的主要原因。但防晒化妆品的成分复杂，各种成分间可

能还存在相互影响，具体情况需进一步研究。另一方

面，任何防晒化妆品在进行微生物检验前应先进行方

法适用性考察，找到适宜的检验方法，以提高微生物的

检出率。
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