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II

前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

本文件由广州荃智美肤生物科技研究院有限公司、郑州轻工业大学、徐州工程学院和广东药科大学

提出。

本文件由广东省化妆品科学技术研究会归口。

本文件起草单位：

本文件主要起草人：
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化妆品微生物防腐挑战试验方法

1 范围

本文件规定了化妆品的防腐挑战试验方法，包括术语和定义、仪器及设备、培养基和试剂、生物菌

株、实验步骤和结果计数及报告方法。

本文件适用于亲水性的膏、霜、乳、水剂等常见化妆品的防腐效果测试。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 6682-2008 分析实验室用水规格和试验方法

《化妆品安全技术规范》

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

防腐 preservation

采用物理或化学方法杀灭微生物或抑制微生物生长繁殖及其活性，防止化妆品腐败变质。

防腐挑战试验 anticorrosion challenge test

模拟化妆品可能出现的微生物污染情况，在化妆品中加入一定量的微生物，每隔一段时间检测其中

的活菌量，根据微生物的数量变化来判定产品抗微生物污染的能力和防腐功效。

4 仪器及设备

测试所需仪器及设备如下：

a) 生物安全柜；

b) 高压蒸汽灭菌锅：温度 121 ℃±2 ℃；115 ℃±2 ℃，压力 103 Kpa±5 Kpa；

c) 冰箱：2 ℃～8 ℃；

d) 培养箱：36 ℃±1 ℃、28 ℃±2 ℃、22.5 ℃±2.5 ℃；

e) 恒温水浴锅：45 ℃～50 ℃；

f) 振荡器；

g) 天平：精确至 0.01 g；

h) pH 计；

i) 移液器：容量 1 mL、5 mL 和 10 mL；

j) 无菌试管：15 mm×150 mm；

k) 无菌培养皿：直径 90 mm；

l) 锥形瓶：容量 250 mL；

m) 玻璃珠；

n) 玻璃棒；

o) 均质器；

p) 离心机。
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5 培养基和试剂

通则

所用的试剂和材料应是适用于生物学试验的。实验室可以按照实际情况选用，允许使用验证合格的

其它配方，推荐使用商品化试剂及耗材，并按照生产商提供的说明书使用。

所用的水应为符合GB/T6682规定的三级水。

营养琼脂培养基

5.2.1 成分

营养琼脂培养基所需成分如下：

——蛋白胨 10.0 g；

——牛肉膏粉 3.0 g；

——氯化钠 5.0 g；

——琼脂 15.0 g；

——蒸馏水 1000 mL。

5.2.2 制法

取上述成分混合，溶解，用1 mol/L 氢氧化钠溶液或1 mol/L 盐酸溶液调节pH值至7.3±0.2,分装，

于 121 ℃高压灭菌15 min。

卵磷脂-吐温 80 营养琼脂培养基

5.3.1 成分

卵磷脂-吐温80营养琼脂培养基所需成分如下：

——蛋白胨 20.0 g；

——牛肉膏 3.0 g；

——氯化钠 5.0 g；

——琼脂 15.0 g；

——卵磷脂 1.0 g；

——吐温 80 7.0 g；

——蒸馏水 1000 mL。

5.3.2 制法

先将卵磷脂加到少量蒸馏水中，加热溶解，加入吐温80,将其他成分加到其余的蒸馏水中，溶解。加

入已溶解的卵磷脂、吐温80,混匀，用1 mol/L 氢氧化钠溶液或1 mol/L盐酸溶液调节pH值至7.1～7.4, 分

装，于121 ℃高压灭菌20 min。

沙氏琼脂培养基

5.4.1 成分

沙氏琼脂培养基所需成分如下：

——蛋白胨 10.0 g；

——葡萄糖 40.0 g；

——琼脂 15.0 g；

——氯霉素 0.1 g；

——蒸馏水 1000 mL。

5.4.2 制法

取上述成分混合，溶解，分装，于115 ℃高压灭菌15 min。

卵磷脂-吐温 80 沙氏琼脂培养基
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5.5.1 成分

卵磷脂-吐温 80沙氏琼脂培养基所需成分如下：

——蛋白胨 10.0 g；

——葡萄糖 40.0 g；

——琼脂 15.0 g；

——卵磷脂 1.0 g；

——吐温 80 7 g；

——氯霉素 0.1 g；

——蒸馏水 1000 mL。

5.5.2 制法

取卵磷脂加到少量蒸馏水中，加热溶解，加入吐温80；取除卵磷脂和吐温80外其他成分加到剩余的

蒸馏水中，溶解，再加入已溶解的卵磷脂、吐温80,混匀，分装，于115 ℃高压灭菌15 min。

生理盐水

称取氯化钠8.5 g, 蒸馏水加至1000 mL, 溶解，分装，于121 ℃高压灭菌20 min。

0.05%吐温 80 生理盐水

称取氯化钠8.5 g，0.5 g吐温80，蒸馏水加至1000 mL, 加热溶解，分装，于121 ℃高压灭菌20 min。

SCDLP 液体培养基

5.8.1 成分

——酪蛋白胨 17 g；

——大豆蛋白胨 3 g ；

——氯化钠 5 g；

——磷酸氢二钾 2.5 g；

——葡萄糖 2.5 g；

——卵磷脂 1 g；

——吐温 80 7 g；

——蒸馏水 1000 mL。

5.8.2 制法

先将卵磷脂在少量蒸馏水中加温溶解后，再与其他成分混合，加热溶解，调pH为7.2—7.3分装，每

瓶90 mL，121 ℃高压灭菌20 min。注意振荡，使沉淀于底层的吐温80充分混合，冷却至25 ℃左右使用。
注：如无酪蛋白胨和大豆蛋白胨，也可用多胨代替。

0.5%氯化三苯四氮唑 (TTC)

称取氯化三苯四氮唑粉末0.5 g, 加100 mL蒸馏水溶解，过滤除菌或于115 ℃高压灭菌20 min，装

于棕色试剂瓶，置于4 ℃冰箱备用。

6 试验菌株

应使用下列菌株，根据需要可增加其他菌株作为试验菌株。应使用世界菌种保藏联合会的菌种保藏

机构提供的菌种。菌株代数不应超过5代。

细菌

金黄色葡萄球菌ATCC 6538、大肠杆菌ATCC 8739、铜绿假单胞菌 ATCC 9027、洋葱伯克霍尔德氏菌

ATCC 25416。

真菌
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白色念珠菌ATCC 10231、巴西曲霉ATCC 16404。

7 实验步骤

样品的初始微生物检测

取不少于2个包装单位的产品，按《化妆品安全技术规范》规定的方法进行菌落总数、霉菌和酵母

菌总数检测。

菌液制备

7.2.1 单一细菌悬液制备

7.2.1.1 将待测细菌分别接种到营养琼脂斜面上，于 36 ℃±1 ℃培养 18 h～24 h。

7.2.1.2 将 5 mL～10 mL 的生理盐水加入斜面试管内，反复吹吸洗下菌苔。

7.2.1.3 分别用移液器将每种菌悬液移至相应的无菌试管中，振荡 20 秒，混匀后，稀释至 1×10
8

CFU/mL～9×108 CFU/mL。菌悬液制备后若在室温下放置，应在 2 h 内使用，若保存在 2 ℃～8 ℃,可在

24 h 内使用。

7.2.1.4 取上述菌液 1 mL 加入到 9 mL 生理盐水试管中充分混匀，制成 1:10 稀释液，以此类推制成

1:100，1:1000 等适宜的稀释倍数。取 2～3 个适宜浓度稀释度的稀释液，每个稀释度取 2 mL，分别注

入到两个灭菌平皿内，每皿 1 mL。每次稀释均需更换吸头。

7.2.1.5 将 45 ℃～50 ℃营养琼脂倾注到平皿内，每皿约 15 mL, 随即转动平皿，使样品与培养基充

分混匀，待琼脂凝固后，倒置于 36 ℃±1 ℃培养箱内培养 48 h±2 h，然后观察并计数平皿上的菌落

数量。

7.2.2 单一真菌悬液制备

7.2.2.1 将待测真菌分别接种到沙氏琼脂培养基斜面或其它经验证适用的培养基上，其中，白色假丝

酵母于 28 ℃±2 ℃培养 24 h～48 h，巴西曲霉于 28 ℃±2 ℃培养 5 d～7 d。

7.2.2.2 将 5 mL～10 mL 的无菌 0.05%吐温 80 的生理盐水加入斜面试管内，反复吹吸洗下菌苔。

7.2.2.3 分别用移液器将每种菌悬液移至相应的无菌试管中，振荡 20 秒，混匀后，制备成实验所需浓

度 1×107CFU/mL～9×107CFU/mL。使用 100 μm 细胞过滤器或无菌纱布过滤菌丝体，也可使用离心机离

心获取孢子。菌液制备后可保存在 2 ℃～8 ℃,并在验证过的贮存期内使用。

7.2.2.4 吸取上述菌液 1 mL 加入到 9 mL 的无菌 0.05%吐温 80 生理盐水中充分混匀，制成 1:10 稀释

液，以此类推制成 1:100，1:1000 等适宜的稀释倍数。取 2～3 个适宜浓度稀释度的稀释液,每个稀释度

取 2 mL，分别注入到两个灭菌平皿内，每皿 1 mL。每次稀释均需更换吸头。

7.2.2.5 将45 ℃～50 ℃沙氏琼脂培养基(或根据菌种培养需求自定)倾注到平皿内，每皿约15 mL, 随

即转动平皿，使样品与培养基充分混匀，待琼脂凝固后，置于 28 ℃±2 ℃培养箱内培养 5d，并于第 3

d 起逐日观察计数，以菌落未蔓延生长的最大天数结果报告。

7.2.3 混合细菌悬液制备

按7.2.1中7.2.1.1、7.2.1.2、7.2.1.3制备单一细菌的菌悬液，然后将每种细菌菌液稀释液按等体

积混合，制备成混合细菌悬液后，再按7.2.1.4和7.2.1.5步骤操作。

7.2.4 混合真菌悬液制备

按7.2.2中7.2.2.1、7.2.2.2、7.2.2.3制备单一真菌的菌悬液，然后将每种真菌菌液稀释液按等体

积混合，制备成混合真菌悬液后，再按7.2.2.4和7.2.2.5步骤操作。

样品接种

7.3.1 接种原则

7.3.1.1 当样品中背景菌落数<100 CFU/mL(g) 时，方可进行防腐挑战性测试。

7.3.1.2 接种方式可根据需求选择混合菌接种或单一菌接种。
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7.3.2 单一菌接种

在无菌条件下称取样品于无菌试剂瓶中，每瓶100 g或100 mL。在称好的样品中加入1 mL的单一菌

液。 将菌液和样品充分混合均匀，置于室温(20 ℃～25 ℃)避光贮存。

7.3.3 混合菌接种

在无菌条件下称取样品于两个无菌试剂瓶中，每瓶100 g或100 mL。在称好的2瓶样品中分别加入1 mL

的混合细菌菌液和1 mL的混合真菌菌液。将菌液和样品充分混合均匀，置于室温(20 ℃～25 ℃)避光贮

存。

微生物检测与计数

7.4.1 分别于加菌后第 7 d、14 d、21 d 和 28 d 检测化妆品中的菌落数。取样前，充分混匀样品。

7.4.2 取 10 g 或 10 mL 样品加到装有玻璃珠及 90 mL 灭菌 SCDLP 液体培养基的锥形瓶中，充分振荡

20 秒，或加入到装有 90 mL SCDLP 液体培养基的灭菌均质袋中，使用均质器拍打均质 1 min～2 min，

混匀后，稀释成 1:10 的样品稀释液。
注：也可使用其它验证合格的具有中和作用的稀释液。

7.4.3 吸取 1:10 样品稀释液 2 mL，分别注入到两个灭菌平皿内，每皿 1 mL。另取 1 mL 注入到 9 mL

灭菌 SCDLP 液体培养基试管中，充分混匀，制成 1:100 检液，并吸取 2 mL，分别注入到两个灭菌平皿

内，每皿 1 mL。 如样品含菌量高，还可再稀释成 1:1000,1:10000 等，并吸取各稀释液 2 mL，分别注

入到两个灭菌平皿内，每皿 1 mL。每个稀释度应换 1支吸管。

7.4.4 将 45 ℃～50 ℃培养基倾注到平皿内，每皿约 15 mL,随即转动平皿，使样品与培养基充分混匀。

含细菌样品采用卵磷脂-吐温 80 营养琼脂培养基培养(每 100 mL 卵磷脂-吐温 80 营养琼脂中加入 1

mL0.5% TTC 溶液),含真菌样品采用卵磷脂-吐温 80 沙氏琼脂培养基，摇匀后，待琼脂凝固后进行培养。

7.4.5 细菌培养条件：36 ℃±1 ℃,48 h±2 h，然后做菌落计数；真菌培养条件：28 ℃±2 ℃,5 d，

并于第 3 d 起逐日观察，以菌落未蔓延生长的最大天数结果报告。

7.4.6 菌落计数的具体方法见化妆品安全技术规范中菌落总数及霉菌与酵母菌总数的相关规定。

结果报告

化妆品的防腐效果可以以菌落数的对数减少值（RX)作为评价指标。计算方式见式(1)。

�� = log10 �0 − log10 ��
···············································(1)

式中：

N0——菌液在样品中的初始浓度；

NX——样品在不同检测时间的菌落数。内
部
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A
A

附 录 A

（资料性）

化妆品防腐效果评价标准

表 A.1 化妆品的防腐效果评价标准

菌种类型 细菌 真菌

评价参数 对数减少值��a

测试时间 T7 T14 T21 T28 T7 T14 T21 T28

标准I ≥3 ≥3且NI
b

≥3且NI
b

≥3且NI ≥2 ≥2且NI
b

≥2且NI
b

≥1且NI
b

标准Ⅱ ≥2 ≥3且NI
b

≥3且NI
b

≥3且NI ≥1 ≥1且NI
b

≥1且NI
b

≥1且NI
b

标准Ⅲ - ≥2 ≥3且NI
b

≥3且NI
b

- ≥1 ≥1且NI
b

≥1且NI
b

a:在挑战测试中，可接受偏差范围为0.5log。

b:NI表示与前一个测试时间相比未增长。

注1：标准Ⅰ 微生物风险较高，且没有采取额外的控制方式；

标准Ⅱ 微生物风险中等，且没有采取额外的控制方式；

标准Ⅲ 具有微生物污染风险，但采取了其它的控制方式。

注2：以上标准仅供参考。
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B
B

附 录 B

（资料性）

化妆品中微生物分离与保存的试验方法

B.1 目的

分离并保存化妆品原料、产品或环境中的微生物，以获得产生化妆品污染风险菌种。

B.2 仪器和设备

所需仪器和设备如下：

——天平：0 g～200 g，精确至 0.1 g；

——高压灭菌锅：121 ℃±2 ℃，115 ℃±2 ℃，压力 103 Kpa±5 Kpa；

——摇床：转速的要求；

——250 mL、150 mL 规格的三角瓶；

——玻璃珠；

——10 cm 规格的无菌培养皿；

——灭菌刻度吸管：10 mL、1 mL；

——恒温培养箱：36 ℃±1 ℃、28 ℃±2 ℃、22.5 ℃±2.5 ℃；

——生物安全柜；

——冰箱：-20 ℃；

——恒温水浴箱：40 ℃～44 ℃；

——均质器或研钵；

——灭菌均质袋；

——震荡器。

B.3 培养基和试剂

B.3.1 营养琼脂培养基

见5.2。

B.3.2 卵磷脂、吐温80—营养琼脂培养基

见5.3。

B.3.3 生理盐水

见5.6。

B.3.4 虎红（孟加拉红）培养基

B.3.4.1 成分

虎红（孟加拉红）培养基所需成分如下：

——蛋白胨 5 g；

——葡萄糖 10 g；

——磷酸二氢钾 1 g；

——硫酸镁（含 7H2O） 0.5 g；

——琼脂 20 g；

——1/3000 虎红溶液 100 mL；

——四氯四碘荧光素；

——蒸馏水加至 1000 mL；
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——氯霉素 100 mg。

B.3.4.2 制法

将上述各成分（除虎红外）加入蒸馏水中溶解后，再加入虎红溶液。121 ℃高压灭菌20 min，另用

少量乙醇溶解氯霉素，溶解过滤后加入培养基中，若无氯霉素，使用时每1000 mL加链霉素30 mg。

B.3.5 营养肉汤培养基

B.3.5.1 成分

营养肉汤培养基所需成分如下：

——蛋白胨 10.0 g；

——牛肉膏粉 3.0 g；

——氯化钠 5.0 g。

B.3.5.2 制法

取上述成分，加入蒸馏水或去离子水1 L，搅拌加热煮沸至完全溶解，调节pH值至7.3±0.2，分装

试管或三角瓶，121 ℃高压灭菌15 min，待冷至常温，备用。

B.3.6 马铃薯琼脂培养基

B.3.6.1 成分

马铃薯琼脂培养基所需成分如下：

——蛋白胨 5.0 g；

——磷酸氢二钾 1.0 g；

——硫酸镁 0.5 g；

——酵母浸出粉 2.0 g；

——葡萄糖 20.0 g；

——琼脂 14.0 g。

B.3.6.2 制法

取上述成分混合，溶解，用1 mol/L 氢氧化钠溶液或1 mol/L 盐酸溶液调节pH值至6.4±0.2,分装，

于115 ℃高压灭菌15 min。

B.3.7 改良马丁培养基

B.3.7.1 成分

改良马丁培养基所需成分如下：

——酵母浸出粉 2.0 g；

——葡萄糖 20.0 g；

——磷酸氢二钾 1.0 g；

——硫酸镁 0.5 g。

B.3.7.2 制法

取上述成分混合，溶解，用1 mol/L 氢氧化钠溶液或1 mol/L 盐酸溶液调节pH值至6.4±0.2,分装，

于115 ℃高压灭菌15 min。

B.3.8 灭菌液体石蜡

取液体石蜡50 mL，121 ℃高压灭菌20 min。

B.3.9 灭菌吐温80

取吐温80 50 mL，121 ℃高压灭菌20 min。

B.3.10 灭菌保存菌种的甘油
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用纯水配成80%甘油，121 ℃高压灭菌20 min。

B.4 实验步骤

B.4.1 体待检样品的制备

B.4.1.1 水溶性的液体样品，用灭菌吸管吸取 10 mL 样品加到 90 mL 灭菌生理盐水中，混匀后，制成

1：10 检液。

B.4.1.2 油性液体样品，取样品 10 g，先加 5 mL 灭菌液体石蜡混匀，再加 10 mL 灭菌的吐温 80，在

40 ℃～44 ℃水浴中振荡混合 10 min，加入灭菌的生理盐水 75 mL（在 40 ℃～44 ℃水浴中预温），在

40 ℃～44 ℃水浴中乳化，制成 1：10 的悬液。

B.4.2 膏、霜、乳剂半固体状待测样品的制备

B.4.2.1 亲水性的样品：称取 10 g，加到装有玻璃珠及 90 mL 灭菌生理盐水的三角瓶，充分振荡混匀，

静置 15 min。用其上清液作为 1:10 的检液。

B.4.2.2 疏水性样品：称取 10 g，置于灭菌的研钵中，加 10 mL 灭菌液体石蜡，研磨成粘稠状，再加

入 10 mL 灭菌吐温 80，研磨待溶解后，加 70 mL 灭菌生理盐水，在 40 ℃～44 ℃水 浴中充分混合，制

成 1：10 检液。

B.4.3 固体待测样品的制备

固体样品称取10 g，加到90 mL灭菌生理盐水中，充分振荡混匀，使其分散混悬，静置后，取上清

液作为1：10的检液。 使用均质器时，则采用灭菌均质袋，将上述水溶性膏、霜、粉剂等，称10 g样品

加入90 mL灭菌生理盐水，均质1 min至2 min；疏水性膏、霜及眉笔、口红等，称10 g样品，加10 mL

灭菌液体石蜡，10 mL吐温80，70 mL灭菌生理盐水，均质3 min～5 min。

B.4.4 菌种培养

取1:10的检液以生理盐水为稀释液进行10倍梯度稀释。之后取合适稀释度的菌液各1 mL分别注入灭

菌平板内，每个稀释度各用2个平板，注入融化并冷至45 ℃±1 ℃左右的培养基（细菌用营养琼脂，真

菌用马铃薯琼脂培养基），充分摇匀。凝固后，倒置平板，细菌置36 ℃±1 ℃培养48 h±2 h，置真菌

置28 ℃±2 ℃培养5 d，观察并记录。另取一个不加样品的灭菌空平板作为空白对照。
注：培养基及培养条件可以随拟培养的目标微生物进行改变。

B.4.5 菌种纯培养的获得

无菌接种环挑取上述培养的单个菌落，在生物安全柜中进行划线分离，培养完成后选取单个菌落，

再次接种于固体培养基斜面，获得纯培养物。

B.4.6 菌种保存

将纯化后的菌种采用适宜的方法进行保存。菌种保藏的基本原理是使微生物的生命活动处于半永久

性的休眠状态，也就是将微生物的新陈代谢作用限制在最低范围内。
注：适宜的培养基：细菌选用营养肉汤（琼脂）培养基，霉菌、酵母菌选用改良马丁培养基或马铃薯琼脂培养基；

也可以根据菌种选用其它合适的培养基。

B.4.6.1 甘油/甘油磁珠保藏法

将欲保存的菌种接种于适宜的液体培养基, 按菌种生长要求, 在适宜的气体条件及温度下孵育过

夜或更长时间, 直至生长良好。在生物安全柜中，将甘油和菌液以（80%甘油：菌液=2:5）比例混合移

至甘油管，或将菌液按说明加入到带保存液的磁珠冻存管中，保存于-20 ℃或-70 ℃冰箱中。此方法适

用于菌种的中长期保藏，保藏时间可在1年以上。

B.4.6.2 斜面保藏法

将菌种接种在适宜的固体斜面培养基上，待菌充分生长后转移至4 ℃冰箱中或适宜条件下保藏。保

藏的时间根据微生物的种类而不同，需定期进行传代。
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B.4.6.3 穿刺保藏法

准备一管半固体培养基，用接种针挑取菌种，自半固体培养基的中心垂直刺入，直至接近试管底部，

但不要穿透，然后沿原穿刺线将接种针退出，于4 ℃冰箱保存。此方法同斜面保菌法一样需要定期移种。

B.4.6.4 液体石蜡保藏法

将菌种接种在适宜的固体斜面培养基上，待菌充分生长后注入无菌液体石蜡，使其覆盖整个斜面，

再直立放置在4 ℃冰箱中保藏。

B.4.6.5 沙土保藏法

将培养好的菌种与无菌沙土混合，使菌体吸附在沙土载体上，干燥后转移至4 ℃冰箱保存。

B.4.6.6 冷冻干燥法

将菌种冷冻，在减压下利用升华作用去除水分，制成冻干粉后置于4 ℃冰箱保存。
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