
随着经济发展，我国化妆品行业蓬勃发展，已

经成为全球最大的化妆品消费市场之一［1］，在化妆

品行业快速发展的过程中，人们对化妆品安全问题

的重视程度和要求也逐渐提高，化妆品中的抗生素

违规添加问题也成为消费者对化妆品安全关注的

焦点问题之一。

抗生素是由微生物或高等动植物产生的具有

抗病原体或能够干扰细菌生长繁殖的一类次级代

谢产物［2］，添加抗生素的化妆品有一定的杀菌消炎

作用，在短期内会给消费者带来祛痘效果明显的假

象，并使消费者产生依赖性［3］，但这类化妆品存在安

全隐患，长时间使用可能会使皮肤出现萎缩、角质

受损和红肿过敏等症状［4-5］，同时可能会增强细菌耐

药性［6］，对人体健康造成严重危害。我国《化妆品安

全技术规范（2015年版）》［7］（以下简称《规范》）和欧

洲联盟化妆品相关法规［8］规定，化妆品中禁止添加
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抗生素。

目前，针对化妆品中抗生素的检测方法有大型

理化仪器检测法、免疫学检验方法和微生物检验

法。仪器检测法的成本较高、前处理操作复杂。由

于抗生素种类繁多、单次检测成本高，不适合快速

初筛；免疫学检验方法存在抗原抗体制备困难的问

题；微生物检验法的特点为操作简单、成本低廉，更

适合应用于大量样品的快速定性初筛。

基于上述背景，本研究用化妆品标准处理液制

备抗生素标准溶液以模拟实际样品检测，采用改良

Letheen肉汤培养基（modified Letheen broth，MLEB）
中和样品中的防腐剂，基于抗生素对于细菌的生长

抑制作用，使用紫外可见分光光度计测定添加了指

示菌的化妆品溶液的细菌生长情况，建立了一种能

够对化妆品中的氯霉素、氧氟沙星和头孢克肟 3种
抗生素进行快速初筛的微生物检测方法，可以作为

大型仪器检测方法的补充，用于化妆品中常见抗生

素的快速初筛检测。

1 材料和方法

1.1 材料

菌种为金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus，

ATCC 6538），简称金葡菌。化妆品样品为市售未拆

封化妆品，共计20件，根据国家药监局发布的《化妆

品分类规则和分类目录》［9］（以下称《分类规则》），按

照产品剂型可分类为液体类 10件、霜膏乳类 6件、

贴膜类4件。

卡波姆941、鲸蜡硬脂醇、3⁃（2⁃乙基己氧基）⁃1，
2⁃丙二醇（上海麦克林生化科技有限公司）；1，3⁃丙
二醇、甘油二硬脂酸酯、乙二醇苯醚、氯霉素、头孢

克肟、氧氟沙星（上海阿拉丁生化科技有限公司）；

无水乙醇（北京国药集团化学试剂有限公司）；营养

琼脂、MLEB、SCDLP液体培养基（青岛海博生物技

术有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 标准溶液的配制

化妆品标准品的配制：选取化妆品中常用的配

方组分（表1），混合制得化妆品标准液，用于抗生素

标准溶液的配制。步骤如下：称取0.3 g卡波姆941、
4.5 g 1，3⁃丙二醇、3.5 g甘油硬脂酸酯和 2.5 g鲸蜡

硬脂醇，移入洁净的锥形瓶中，加入 88.0 g灭菌去

离子水，加热至 85 ℃左右，不断搅拌使其充分溶解

并分散均匀，当溶液中无固体沉淀时，停止加热。

待溶液冷却至 40 ℃以下，加入 0.8 g乙二醇苯醚和

0.4 g 3⁃（2⁃乙基己氧基）⁃1，2⁃丙二醇，不断搅拌冷却

至室温，得化妆品标准品。

化妆品标准处理液的配制：取化妆品标准品

2 g，加入18 mL中和剂，振荡以充分混匀，静置15 min
后，经0.22 μm微孔滤膜过滤除菌，得到化妆品标准

处理液。

抗生素标准储备液的配制：用分析天平准确称

取0.3 g氯霉素、0.3 g氧氟沙星和0.3 g头孢克肟，先

加入适量冰醋酸、甲醇和乙醇助溶，再加入化妆品

标准液处理液使溶液总质量为20 g，得到15 mg/g的
抗生素标准储备液，冰箱冷冻保存。

抗生素加标样液的配制：吸取一定量的氯霉素

储备液，加入中和剂进行稀释，配制浓度为1、5、10、
50、250、1 000 μg/g的氯霉素加标样液和浓度为0.2、
1.0、10.0、50.0、250.0、1 000.0 μg/g的氧氟沙星加标

样液和头孢克肟加标样液。

表1 化妆品标准液的配方组分

Table 1 Composition of cosmetic standard solution

International nomenclature cosmetic ingredient
Deionized water
Propanediol
Carbomer 941
Glyceryl stearate
Cetearyl alcohol
Phenoxyethanol
3⁃（2⁃ethylhexyloxy）⁃1，2⁃propanediol

Mass（g）
88.0
04.5
00.3
03.5
02.5
00.8
00.4

Function
Solvent

Humectant
Thickener
Emulsifier
Thickener
Preservative

Preservative auxiliary agent

1.2.2 菌种的选取

金葡菌属于葡萄球菌属，是一种常见的皮肤细

菌。祛痘抗粉刺类化妆品是针对毛囊炎和痤疮等

皮肤问题的功效性产品，违法添加抗生素的情况最

为严重，毛囊炎感染中最为多见的就是由金葡菌引

发的细菌性毛囊炎，因此本实验选用金葡菌为指示
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菌，以进行化妆品中常见的3种抗生素的检测。

1.2.3 中和剂的中和效果验证

化妆品样品的处理：取市售未拆封化妆品20件
（液体类10件、霜膏乳类6件、贴膜类4件，均为水溶

性），称取化妆品样品 1 g，分别加入 9 mL灭菌生理

盐水、营养肉汤、SCDLP液体培养基、MLEB 4种稀释

液，振荡混匀后，静置 15 min，经 0.22 μm微孔滤膜

过滤，得化妆品样品待检液。

金葡菌菌液的制备：取于-40 ℃保存的金葡菌

冻存液，室温解冻，用无菌接种环蘸取一环菌液，划

线于冷却的营养琼脂平板，将培养皿倒置放入恒温

培养箱中，37 ℃孵育 24 h后，挑取适量营养琼脂平

板中的金葡菌菌落，溶解于 0.9%灭菌生理盐水中，

振荡摇匀，参照麦氏比浊管，用灭菌生理盐水进行

梯度稀释，并通过营养琼脂平板培养验证，菌液浓

度约为1×103 cfu/mL。
参考《中国药典》2020年版中的相关方法对4种

稀释液进行微生物计数法适用性检测。计数实验

组：取 9 mL化妆品样品待检液和 1 mL金葡菌菌液

于灭菌试管中（使溶液细菌浓度<100 cfu/mL），充分

混匀后取1 mL注入营养琼脂平板，平行制备2个平

板，37 ℃培养24 h后进行平板计数，菌落数记作N1；

计数对照组：取相应稀释液替代化妆品待检液，其

余按计数对照组操作，菌落数计作N2；待检液对照

组：取相应稀释液替代菌液，其余按计数对照组操

作，菌落数记作N0；无菌对照组：取1 mL稀释液注入

营养琼脂平板，37 ℃培养24 h后计数。计算各稀释

液的细菌回收率（W）=［（N1-N0）/N2］×100%，选取回

收率较高的稀释液作为中和剂用于化妆品样品处

理和计数培养。

1.2.4 菌悬液细菌计数和吸光度的测定

挑取适量金葡菌接种到灭菌生理盐水中，振荡

混匀后，作为标准菌液，分别取 0.5、1.0、1.5、2.0、
2.5 mL于 5个灭菌试管中，加入 0.9%灭菌生理盐水

使溶液总体积达5 mL。取不同浓度的菌悬液各1 mL
于试管中，加入0.5 mL灭菌生理盐水和4.5 mL液体培

养基，充分混匀，制成含等浓度梯度菌液的待测液。

以液体培养基为空白对照，5个浓度的菌悬液

为待测液，在 480 nm波长下，使用紫外可见分光光

度计进行吸光度测定，每个样品测定 3次，取平均

值，测定前用混合器将溶液混匀。同时，用生理盐

水对5个浓度的菌悬液进行梯度稀释并进行营养琼

脂平板计数，平行制备3个平板。用Excel拟合该实

验条件下金葡菌菌液吸光度值和细菌数之间相关

关系的曲线。

1.2.5 抗生素抑菌效果测定

实验组取 0.5 g不同浓度的抗生素加标样液加

入 4.5 mL中和剂（根据 1.2.3的实验结果，选取中和

效果最好的中和剂），分别接种1 mL金葡菌悬液（菌

液浓度约为 1×1011 cfu/mL），37 ℃下培养 45 min和
90 min时，使用紫外可见分光光度计测定溶液吸光

度，每个样品测定 3次，取其平均值；空白组取 0.5 g
灭菌生理盐水替代抗生素溶液，其余按实验组操

作。计算各浓度抗生素的细菌回收率=（实验组吸光

度/空白组吸光度）×100%。以上实验步骤重复3次，

细菌回收率取3次实验的平均值。

1.2.6 实际样品检测

根据1.2.5的实验结果，选取一定浓度下合适的

细菌回收率作为标准回收率，建立实际化妆品样

品的检测标准。取市售未开封化妆品 6件（液体类

4件、贴膜类2件），经本研究建立的检测方法进行检

测。另取未检出抗生素的市售化妆品进行氧氟沙

星、氯霉素和头孢克肟 3种抗生素的加标检测。化

妆品样品的处理同 1.2.1中化妆品标准处理液的方

法。计数实验组：取0.5 g化妆品样品和4.5 mL中和

剂于试管中，振荡均匀后经0.22 μm微孔滤膜过滤，

得样品待检液，以样品待检液∶菌液=5∶1的比例接种

1 mL金葡菌悬液（菌液浓度约为 1×1011 cfu/mL），于
37 ℃下培养45 min和90 min后，使用紫外可见分光光

度计测定溶液吸光度，每个样品测定3次，取其平均

值，记作A样品；计数对照组：用灭菌生理盐水替代化妆

品样品，其余按计数实验组操作，吸光度记作A对照。

计算样品的细菌回收率=（A样品/A对照）×100%。

当待测样品两个培养时间的细菌回收率均大于

对应培养时间的标准回收率时，则判定为抗生素阴

性，否则判定为抗生素阳性，即怀疑该样品非法添

加抗生素，需要使用国标方法进行进一步精确检测。

2 结 果

2.1 4种稀释液的中和效果比较

使用 4种不同稀释液的 20件样品的金葡菌回

收率结果见表2。
结果显示，编号 1~14的样品：使用 0.9%生理盐

水制备的样品加菌回收率为58%~89%，使用营养肉

汤制备的样品加菌回收率为66%~90%，使用SCDLP
液体培养基制备的样品加菌回收率为 80%~102%，

使用MLEB制备的样品加菌回收率为 80%~104%，

均符合《中国药典》2020年版的相关要求。编号15~20

第45卷第2期
2025年2月

成治纬，卫昕怡，王婉莹，等. 化妆品中3种常见抗生素的一种快速检测方法［J］.
南京医科大学学报（自然科学版），2025，45（2）：233-239 ··235



南 京 医 科 大 学 学 报
第45卷第2期
2025年2月

的样品中：使用 0.9%灭菌生理盐水制备待测的样

品，有 6件加菌回收率低于 50%（编号 16~20）；使用

营养肉汤制备待测液的样品中，有 3件加菌回收率

低于50%（编号16、19、20）；使用SCDLP液体培养基

制备待测液的样品中，有 1件加菌回收率低于 50%
（编号 20），不符合《中国药典》2020年版的相关要

求。在20件样品中，12件使用MLEB制备待检液的

样品加菌回收率最高（更接近 100%），且金葡菌回

收率均符合相关要求。由此可见，添加中和剂能

有效中和化妆品样品的抑菌性，其中MLEB对样

品中的防腐剂及其他具有抑菌效果成分的中和效

果最佳。

2.2 金葡菌菌液吸光度和细菌数的相关性

根据朗伯⁃比尔定律，待测样品溶液的浓度过低

或过高，均会影响紫外分光光度计测定的吸光度值

的准确性，吸光度值在 0.2~0.8时，测定的误差相对

较小，准确性好，因此需选择合适浓度的菌悬液进

行梯度稀释。实验测得的不同浓度金葡菌悬液的

吸光度值和营养琼脂平板细菌计数结果见表3。
以 480 nm波长下金葡菌悬液的吸光度值为横

坐标，平板计数得到的细菌数为纵坐标，拟合标准

曲线，建立的回归方程为 y=14.58x-0.86（r=0.994）。
由此可见，菌液细菌数和菌液吸光度之间呈线性相

关，在实验中可以通过测定菌悬液的吸光度以反映

菌悬液中的细菌数量。

2.3 3种抗生素对金葡菌的抑菌效果

不同浓度的氯霉素、氧氟沙星、头孢克肟加标

样液的金葡菌回收率见表4~6。结果表明在本实验

条件下，培养 45 min时，氯霉素、氧氟沙星、头孢克

肟分别在 250 μg/g、10 μg/g、50 μg/g时出现抑菌效

果，对应的细菌回收率分别为94%、95%、95%；培养

90 min时，氯霉素、氧氟沙星、头孢克肟分别在5 μg/g、
1 μg/g、1 μg/g时出现抑菌效果，对应的细菌回收率

分别为 92%、93%、92%。在两个培养时间下，随着

抗生素浓度提高，细菌回收率呈下降趋势。

表4 不同浓度氯霉素加标样液的细菌回收率

Table 4 Bacterial recovery rates of different concentra⁃
tions of chloramphenicol solutions （%）

Concentration of
chloramphenicol（μg/g）

1
5
10
50
250
1 000

45 min
100
100
100
100
094
093

90 min
100
092
090
089
087
084

Bacterial recovery rate

2.4 本方法的最低检测量说明和判定标准建立

由于本研究建立的方法不是针对单个抗生素

绝对量的检测，而是对抑菌效果的反映，无法提供

类似仪器分析中的检出限或最低定量浓度等指标，

但可根据样品的细菌回收率与抗生素加标液的标

准回收率比较，反映抑菌物质存在的浓度，从而指

定最低检测量［10］。根据 2.3中的数据，培养 90 min
时，细菌回收率出现下降时对应的抗生素浓度更

低，而本方法的应用场景为样品初筛，能检出更低

表2 微生物计数法适用性实验回收率

Table 2 Recovery rate of applicability experiment of
microbial counting method （%）

Sample
number

10
20
30
40
50
60
70
80
90
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Normal
saline
75
87
89
78
79
87
86
78
85
73
77
58
87
77
28
11
38
44
05
15

Nutrient
broth
83
88
87
86
88
90
85
76
85
77
74
66
89
75
52
35
58
54
16
38

84
93
95
102
94
92
92
93
94
81
87
80
97
85
81
60
71
73
51
45

SCDLP
83
92

102
98
91
98
96
86
95
83
83
85

104
80
76
89
82
76
58
73

MLEB

表 3 不同浓度金黄色葡萄球菌菌悬液的吸光度和菌落计

数结果

Table 3 Absorbance and bacterial count results of Staphy⁃
lococcus aureus suspension at different concentra⁃
tions

Dilution degree
5
4
3
2
1

Absorbance
0.162
0.318
0.431
0.536
0.618

Bacterial count（×1010 cfu）
1.8
3.5
5.2
6.8
8.5
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浓度抗生素，更有现实意义，因此选择培养 90 min
时各抗生素加标样液开始出现抑菌效果的浓度作

为本方法的最低检测量，即对氯霉素的最低检测量

为 5 μg/g，氧氟沙星和头孢克肟的最低检测量均为

1 μg/g。
在培养45 min时，加标样液开始出现抑菌效果

时，细菌回收率分别为94%、95%、95%；培养90 min
时，其细菌回收率分别为92%、93%、92%。因此，以

95%和93%作为该实验条件下45 min和90 min的标

准回收率。

在实际应用时，使用本方法对化妆品样品进行

处理和测定，当待测样品培养45 min时的细菌回收

率>95%且培养 90 min时的细菌回收率>93%，则判

定该样品为抗生素阴性；反之在任一培养时间的细

菌回收率低于标准回收率，则判定该样品为抗生素

阳性，即怀疑该样品非法添加抗生素，需要使用规

范的标准方法进行进一步精确检测。

2.5 实际样品检测

取市售未开封化妆品 6件，使用本研究建立的

检测方法进行测定，培养45 min的细菌回收率均高

于98.5%，培养90 min的细菌回收率均高于98%，即

检测结果为抗生素阴性。另取不含以上3种抗生素

的市售化妆品，进行 1 μg/g、10 μg/g和 50 μg/g氧氟

沙星和头孢克肟，5 μg/g、10 μg/g和 50 μg/g氯霉素

的加标检测，实验结果均为阳性，符合预期目标。

3 讨 论

抗生素具有杀菌、抑菌功能，但长期使用添加

了大剂量抗生素的化妆品会破坏皮肤屏障作用［11］，

造成细菌耐药性增强［6］、使用者出现过敏症状等［12］，

对消费者身心健康造成严重影响，最大的不良反应

在于细菌耐药性增强。抗生素耐药性是指微生物

在抗微生物药物影响下的生存能力［13］，由于抗生素

滥用，细菌耐药已经成为全球公共卫生安全危机［14］，

耐药细菌感染可造成治疗失败，发病率和病死率上

升和医药费用增加。因此在临床中抗生素使用有

严格限制，在化妆品中抗生素为禁用物质。

高效液相色谱法（high performance liquid chro⁃
matography，HPLC）是化妆品中抗生素检测的常用

方法［15-16］，由于化妆品成分复杂、种类繁多，HPLC法

易存在基质干扰而造成假阳性结果。免疫学检测

方法主要是酶联免疫检测法［17-19］，化妆品中的抗生

素与抗原或抗体相结合，通过酶对底物的显色反应

实现定性或定量检测，该方法可以与化学发光检测

技术结合，具有灵敏度和特异度高的优点。微生物

检测方法主要通过观察微生物的生长情况来进行

抗生素的检测，具有前处理要求低、操作简单、成本

低廉等优点。目前缺少应用于大量样品的快速初

筛方法。

《规范》中，对氯霉素使用HPLC检测，检出限为

3.3 μg/mL；对氧氟沙星使用液相色谱⁃串联质谱法

检测，检出限为10 ng/mL。根据本研究实验数据，本

方法对氯霉素、氧氟沙星的最低检测量分别为5 μg/g、
1 μg/g；头孢克肟属于头孢类抗生素，近年出现不法

商贩于化妆品中添加头孢克肟的事件，但头孢类药

物并不在《规范》的检测范围［20］。目前关于化妆品

中头孢类抗生素测定的文献报道较少，且无相关检

验标准［21］。本研究建立了一种检测化妆品中头孢

克肟的微生物检测方法，最低检测量为1 μg/g。
在检测能力上本方法逊色于标准方法，但化妆

品中的抗生素添加量集中在 1 000~10 000 μg/g［12］，

本方法的最低检测量也已经满足了检测需求，具有

实际应用意义。大型仪器分析方法成本昂贵，检测

时间较长，本方法价格低廉，检测快速，应用场景为

大量样品的初筛检测，这也是本方法的优势。

根据2016—2020年我国化妆品监督抽检结果［12］，

化妆品中抗生素添加量普遍较高，部分添加量已超

表5 不同浓度氧氟沙星加标样液的细菌回收率

Table 5 Bacterial recovery rates of different concentra⁃
tions of ofloxacin solutions （%）

Concentration of
ofloxacin solution（μg/g）

0.2
1.0
10.0
50.0
250.0
1 000.0

45 min
100
100
095
093
088
083

90 min
100
093
087
083
079
071

Bacterial recovery rate

表6 不同浓度头孢克肟加标样液的细菌回收率

Table 6 Bacterial recovery rates of different concentra⁃
tions of cefixime solutions （%）

Concentration of
cefixime solution（μg/g）

0.2
1.0
10.0
50.0
250.0
1 000.0

45 min
100
100
100
095
092
088

90 min
100
092
090
088
073
075

Bacterial recovery rate
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过皮肤临床用量，一种产品加入几种抗生素的情况

也比较多见。这是因为商家添加抗生素的目的是

快速杀菌消炎，而低剂量的抗生素无法产生明显抑

菌效果，所以商家往往会添加多种抗生素并高剂量

添加。化妆品中抗生素低剂量添加的情况比较少

见，因为低剂量添加无法达到上述目的，不符合其

非法添加的商业动机。如果添加的抗生素浓度低

于最低检测量，本实验会出现假阴性结果，则需要

结合实际情况如使用者皮肤症状、过敏史等，应用

大型理化仪器分析方法或其他精确度更高的方法

分析并综合判断。

本实验建立了一种用于检测化妆品中抗生素

时标准溶液的配制方法，将化妆品中常用的各配方

组分混合后（包括防腐剂、防腐剂辅助剂、增稠剂、

乳化剂和保湿剂等），再加入中和剂中和样品中的

防腐剂，得到 1∶10化妆品标准处理液，用于抗生素

标准系列溶液的溶解和稀释。相比目前大多研究

直接使用生理盐水或去离子水对标准物质进行溶

解和稀释，该方法配制的标准溶液更接近实际化妆

品样品复杂的背景基质，从而使相关检测方法更加

接近实际应用时的状态，对于微生物检验而言，还

可以一定程度上排除化妆品基质中其他物质带来

的干扰，提高检测的准确性，该配制方法也可用于

其他化妆品检测方法中标准物质的配制。

由于化妆品成分繁多以及各类防腐剂的使用，

如不能有效消除样品的抑菌性，微生物检测方法的

适用性将受到影响［22］，因此本实验以生理盐水、营

养肉汤、SCDLP液体培养基和MLEB 4种稀释液作

为中和剂，比较了它们对化妆品中防腐剂等抑菌成

分的中和效果。结果显示，添加中和剂能够有效中

和样品中的抑菌性，降低化妆品样品中防腐剂及其

他具有抑菌性的成分对实验结果的干扰，在 4种稀

释液中，MLEB对防腐剂抑菌性的中和效果最好。

根据《分类规则》，按照产品剂型分类，本方法主要

适用液体类、霜膏乳类、贴膜类化妆品，能够涵盖绝

大多数类型日用化妆品。

综上，本研究利用抗生素的抑菌活性，通过紫

外可见分光光度计测定添加了指示菌的化妆品溶

液的细菌生长情况，建立了一种针对化妆品中氯霉

素、氧氟沙星和头孢克肟 3种抗生素的微生物定性

检测方法。该方法具有操作简单、成本低廉、检测速

度相对较快等优点，可以作为大型仪器检测方法的

补充，用于化妆品中常见抗生素的快速初筛检测，

以进一步加强化妆品质量监督，保证化妆品安全。
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