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摘要：目的  介绍中国药典(Chinese Pharmacopoeia，ChP)2020 年版抑菌效力检查法修订情况。方法  对比 ChP 2020 年

版与 ChP 2015 年版抑菌效力检查法内容的主要差异，同时分析 ChP、美国药典(USP)、欧洲药典(EP)、英国药典(BP)、日

本药局方(JP)等主要药典相关内容的区别与联系。结果  ChP 2020 年版抑菌效力检查法在培养体系、测试菌种等方面都

做了修订，更适合指导药物制剂中抑菌剂的筛选和抑菌体系的建立。结论  ChP 2020 年版抑菌效力检查法进一步获得提

高，成为更加完善的方法，既可用于指导药品研发阶段抑菌剂的筛选，也可用于上市药品抑菌剂添加是否科学合理的评

价，有利于保证药品安全有效。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To introduce the main revision situation about antimicrobial effectiveness testing of the Chinese 
Pharmacopoeia(ChP) 2020 Edition. METHODS  Compared antimicrobial effectiveness testing of ChP 2020 Edition to the 
relevant content of the ChP 2015 Edition, the differences and links between the main pharmacopoeias such as ChP, US 
Pharmacopoeia(USP), European Pharmacopoeia(EP), British Pharmacopoeia(BP), and Japanese Pharmacopoeia(JP) were 
analyzed at the same time. RESULTS  The antimicrobial effectiveness testing of ChP 2020 Edition had been revised in the 
culture system, test strains, and so on, it was more suitable to guide the screening of antibacterial agents and the establishment of 
antibacterial systems in the pharmaceutical preparations. CONCLUSION  The antimicrobial effectiveness testing has been 
further improved to become a more complete method, which can be used to guide the screening of bacteriostatic agents in the 
drug development stage, and can also be used for the scientific and reasonable evaluation of the addition of bacteriostatic agents 
for listed drugs, which is conducive to ensuring drug safety and effective. 
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抑菌效力检查法即评价药物制剂抑菌能力的

方法[1]，是当前中国药品微生物控制体系的重要组

成部分。中国药典 2020 年版抑菌效力检查法(以下

简称“新版药典”)在 2015 年版的基础上[2-3]，借

鉴吸收国外药典的技术经验，结合当前药品质量

的实际状况，形成更加符合中国药品高质量发展

要求的检查方法。新版药典抑菌效力检查法对培

养基适用性检查、方法适用性检查、抑菌效力测

定用的试验菌及新鲜培养物制备，抑菌效力测定

菌种等内容进一步修订完善。本文旨在介绍新版

药典抑菌效力检查法的修订情况，分析抑菌效力

检查法应用中遇到的相关问题，展望抑菌效力检

查法的发展趋势，有利于新版药典抑菌效力检查

法的理解和实施。 
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1  抑菌效力检查法概况 
1.1  抑菌效力检查法的起源 

1970 年 9 月 1 日美国药典(USP)第 18 版首次

收载了抑菌效力检查法，这源自 1967 年美国制药

生产协会生物分会(The Biological Section of the 
Pharmaceutical Manufacturer’s Association)给 USP
的一个建议，该建议提出增加药品抑菌剂抑菌效

力的详细检查方法，随后 USP 采纳了这一建议并

开发形成了抑菌效力检查的推荐方法，当前抑菌

效力检查法的诸多要求，包括挑战微生物的种

类、菌株加入方式等内容均来自此建议，1990 年

的 USP 第 22 版中抑菌效力检查法转变为强制标

准[4]。USP 抑菌效力检查法为在样品中分别接种 5
种试验菌制备成 106 cfu·mL−1 的菌悬液与样品的供

试液，培养，在不同的时间间隔取样计数，分别

计算各试验菌减少的 lg 值，并与标准要求比较，

判断药品抑菌效力是否符合标准要求[5]。 
1.2  抑菌效力检查法的发展 

英国药典(BP)1973 年版已有一些关于抑菌剂

的简单要求，1980 年版明确了抑菌剂的检查要求，

欧洲药典(EP) 2.0(1980 年版)草案中已包括了抑菌

效力检查法[6]，目前，BP 与 EP 抑菌效力检查法内

容一致[7-8]，均为非强制标准，与 USP 相关内容在

检查方法、判定标准方面存在差异，日本药局方(JP)
参考 USP 的相关内容开发了抑菌效力检查法，但

在产品分类等方面与 USP 不同[9-10]。 

关于抑菌效力检查法标准的国际协调，USP 与

EP 在 20 世纪末，曾就抑菌效力检查法计划协调，

然而在抑菌效力判定标准方面分歧较大， 终未能

协调一致，协调停止[4]。近年来 USP、BP、EP 的

抑菌效力检查法内容稳定，未进行相关修订[5,11-12]。 
中国药典 2010 年版首次收载抑菌剂效力检查

法指导原则，2015 年版转化为通则。该方法也由

推荐方法转变为法定方法。中国药典 2020 年版抑

菌效力检查法主要参考 EP 9.0，对试验菌株的适用

范围、菌液制备方法、计数方法回收率等问题进

行了修订，各国药典抑菌效力检查法主要差异比

较见表 1。通过比较发现，中国药典 2020 年版的

抑菌效力检查法在计数方法[13]、测定时间间隔、

判断标准等方面比国际主要药典相关内容更科

学、标准更严格、整体理念更严谨。 
2  抑菌效力检查法的修订情况 

中国药典 2020 年版修订过程中，国家药典委

员会分别于 2018 年 11 月 15 日，2019 年 4 月 3 日，

2019 年 7 月 1 日先后 3 次发布了抑菌效力检查法

征求意见稿，以下简要介绍 3 次征求意见稿的修

订情况。 
2.1  第 1 次修订情况 

第 1 次征求意见稿在“用于指导生产企业在

研发阶段制剂中抑菌剂种类和浓度的确定”的表

述中增加了“种类”的内容。USP 要求在滴眼剂

说明书上明确标注所用抑菌剂的种类及浓度[14]， 
 

表 1  各国药典抑菌效力检查法主要内容比较 
Tab. 1  Comparison of main content of antimicrobial effectiveness testing of pharmacopoeia of various countries 

项目 USP 43 JP 17 EP 10.0/BP 2018 ChP 2020 
挑战菌株 大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、金黄

色葡萄球菌、白色念珠菌、巴西

曲霉 

同 USP，糖浆剂增加鲁

氏酵母菌 
除大肠埃希菌外同 USP，口服制剂

推荐大肠埃希菌，糖浆剂推荐鲁

氏酵母菌 

大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、金

黄色葡萄球菌、白色念珠菌、

黑曲霉；大肠埃希菌和鲁氏酵

母菌要求同 EP 和 BP 
培养基 胰酪大豆胨琼脂培养基(TSA)、胰

酪大豆胨液体培养基(TSB)、沙氏

葡萄糖琼脂培养基(SDA)、沙氏

葡萄糖液体培养基(SDB) 

同 USP TSA、SDA(未添加抗菌药物)  同 USP 

分类依据 用药风险，给药途径，水分活度 用药风险，给药途径，

水分活度 
用药风险，给药途径 用药风险，给药途径 

类别 4 类 2 类，其中 1 类再细分 4
亚类 

3 类 3 类 

接种体积 0.5%~1% 0.5%~1% 不超过 1% 不超过 1%  
接种浓度 有差异，1 类产品和 4 类产品不同 有差异，1D 类产品不同 各产品相同 各产品相同 
测定时间 7 d，14 d，28 d 同 USP 6 h，24 h，2 d，7 d，14 d，28 d 同 EP 和 BP 
判定标准 无 A、B 标准 无 A、B 标准  分为 A、B 标准，通常应达到 A 标

准，特殊情况应达到 B 标准 
分为 A、B 标准，通常应达到 A

标准，特殊情况应达到 B 标准

结果判断 NI 为不增加，即不超过 0.5 lg 同 USP NI 为与前一个测定值相比不增加 同 USP 

注：A 标准−应达到的抑菌效力标准；B 标准−特殊情况下，如抑菌剂可能增加不良反应风险应达到的抑菌效力标准。 
Note: Standard A−the antibacterial effect standard that should be achieved; standard B−the antibacterial effect standard that should be achieved under 
special circumstances, such as antibacterial agents may increase the risk of adverse reactions. 
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中国药典 2015 年版仅对抑菌效力检查方法进行了

规定，对于抑菌剂种类和浓度如何筛选，未做详

细规定，抑菌剂的选用对药品制剂质量影响深远，

应引起足够的重视[15]，增加该内容对方法的指导

作用表述更为严谨；在“试验菌及新鲜培养物制

备”增加了“大肠埃希菌仅用于口服制剂的抑菌

效力测定”的规定。这是因为大肠埃希菌常作为

口服制剂的控制微生物，而与注射剂和局部给药

制剂之间没有特定的相关性[6]。尽管对于非口服制

剂，铜绿假单胞菌对抑菌剂的敏感性可能会低于

大肠埃希菌。这一规定要求口服制剂的试验菌增

加大肠埃希菌，相比于中国药典 2015 年版的规定

更为合理。对于多剂量包装的口腔黏膜制剂以及

用于牙龈、唇及口腔黏膜的外用制剂，如含漱液

等，是否适用于大肠埃希菌作为挑战微生物需进

一步研究，考虑到给药途径和潜在风险，此类制

剂建议评估大肠埃希菌的应用问题。 
培养基是菌液制备和计数结果可靠性的基

础，应进行适用性检查。用于存活微生物恢复的

培养基会直接影响抑菌活性的评估，某些培养基

已经被证实，支持健康微生物的生长繁殖，而不

支持受到亚致死的损伤微生物的生长。此外，培

养基的营养性能、温度、培养时间都会影响微生

物细胞的生长繁殖[16]。在“培养基适用性的结果

判定”部分，若被检培养基上的菌落平均数不小

于对照培养基上菌落平均数的 50%，此处的回收

率判定标准由 70%修订为 50%，抑菌效力测定部

分回收率要求与培养基适用性要求相同[17]。菌落

计数结果常具有不均匀性，其对数值呈泊松分布，

一般认为微生物计数同一供试品重复性允差为 2
次测定结果对数值之差不超过 0.3 lg，重现性允差

为 2 次测定结果对数值之差不超过 0.5 lg，新版药

典的允差为 0.3 lg[18]，即计数结果在±0.3 lg 内，该

要求与通则 1105 非无菌产品微生物限度检查：微

生物计数法相关内容保持一致，该修订考虑到微

生物的计数的内在可变性特点，更为严谨。 
2.2  第 2 次修订情况 

第 2 次征求意见稿删除“抑菌剂有时也称防

腐剂”的表述，防腐剂的称谓多用于食品工业，

在中国药典 2010 年版中用于对抑菌剂的进一步解

释说明，随着抑菌效力检查法的实施，抑菌剂的

称谓逐渐得到规范统一，因此没有必要对其名称

做进一步解释说明。修订“表 1”白色念珠菌与黑

曲霉的培养时间，将菌液制备中黑曲霉洗脱量由

3~5 mL 修订为适量，抑菌效力菌液制备做同步修

订，黑曲霉孢子悬液可保存在 2~8 ℃，在 1 周修

订为 7 d 内使用。细菌在 TSA 上 30~35 ℃培养

18~24 h 以保证细菌处于可培养状态并且处于对数

增长期，死细胞的数量 小化，以期获得抑菌剂准

确的抑菌效力反应。酵母菌在 20~25 ℃条件下培

养 48 h 左右，但是≤52 h；霉菌在 6~7 d 时可观察

到丰富的菌苔，6~10 d 的任何时间均可使用，具

体培养时间要根据实际获得较多孢子的时间而

定 [19]。以上修订的主要目的在于增强方法的稳定

性，减少方法内在的可变性，提高方法的可操作

性。由于规定“大肠埃希菌仅用于口服液体制剂”，

因此供试品的具体取样数量做了相应调整[20]。 
2.3  第 3 次修订情况 

第 3 次征求意见稿在抑菌效力测试项下，增

加“例如含高浓度糖的口服制剂还应选用鲁氏酵

母为试验菌株内容” [21]。接合酵母菌属 早由

Barker 在 1901 年描述，并于 1983 年被划定为一

个独立的属，鲁氏酵母即为接合酵母菌属的酵母

菌，鲁氏酵母具有独特的生理特性，它能在低 pH
值，低水分活度，高渗透压和高盐(NaCl)环境中生长，

并且对弱酸性抑菌剂具有较强的抵抗力[22-25]。因而

它可引起低水分活度、高含糖量的食品和药品的

腐败变质，是高含糖量产品开发阶段要考虑的重

要问题。EP、JP 等推荐含高浓度糖的口服制剂选

用鲁氏酵母作为试验菌株之一，以降低该类药品

安全风险。新版药典增加了含高浓度糖的口服制

剂选择鲁氏酵母作为挑战微生物的内容，完善方

法使其更为科学合理。中国药典 2020 年版制剂通

则 0116 糖浆剂中指出糖浆剂在生产与贮藏期间的

含蔗糖量应不低于 45%，即为含高浓度糖的口服

制剂的典型代表。中国药典 2020 年版抑菌效力检

查法的主要修订内容见表 2。 
2.4  修订中收集的主要意见及处理 

中国药典 2020 年版抑菌效力检查法修订过程

中收集反馈意见 21 条，主要集中在试验菌株、菌

液制备、检查方法、判定标准等方面。试验菌株

方面，建议将黑曲霉修改为巴西曲霉、各产品均

使用大肠埃希菌、对含高浓度糖的口服制剂使用

鲁氏酵母。黑曲霉名称问题在中国药典 2020 年版

9204 微生物鉴定指导原则中已有说明，未采纳；

考虑到剂型风险及标准的合理性，参照 EP 和 BP，

规定口服制剂采用大肠埃希菌，其他制剂不做要

求，未采纳；鲁氏酵母菌对高浓度糖具有耐受性， 
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表 2  中国药典 2015 年版和 2020 年版抑菌效力检查法的

主要修订对照表 
Tab. 2  Main revision of antimicrobial effectiveness testing of 
the Chinese Pharmacopoeia 2015 Edition and the 2020 Edition  

项目 中国药典 2015 年版 中国药典 2020 年版 
名称 有时也称防腐剂 无 

菌液制备 白 色 念 珠 菌 培 养 24~ 
48 h ； 黑 曲 霉 培 养

5~7 d，洗脱液加入量
3~5 mL 

白色念珠菌培养 48 h，黑曲

霉培养 6~10 d，洗脱液加

入量适量 

抑菌效力检查法

正文表 1 注 
无 大肠埃希菌仅用于口服制

剂的抑菌效力测定 
回收率要求 不小于 70% 不小于 50% 

特殊规定 无 含高浓度糖的口服制剂还

应选用鲁氏酵母作为试

验菌 
少接种数量 5 份 4 份 

其他 黑曲霉的孢子悬液可保

存在 2~8 ℃，在 1 周

内使用 

黑曲霉的孢子悬液可保存

在 2~8 ℃，在 7 d 内使用

 

如不考虑该试验菌，可能导致药品的抑菌效力存

在潜在风险，予以采纳。菌液制备方面，建议将

抑 菌 效 力 测 定 中 的 黑 曲 霉 孢 子 悬 液 可 保 存 在

2~8 ℃，在 7 d 内使用修改为在验证过的储存期使

用等。抑菌效力检查试验对菌种活性的敏感性要

高于方法适用性试验，为了降低影响，要求相对

严格，因此该建议未采纳。检查方法方面，在建

立计数方法时可参考 USP 对巴西曲霉的要求，建

议选择每个平板上的菌落数选取<80 cfu 计数。尽

管从准确性角度考虑，每个平板细菌及酵母菌为

25~250 cfu，霉菌为 8~80 cfu 较为理想，然而该要

求较严格，且与当前微生物检测体系的总体不符，

综合考虑暂未采纳。判定标准方面，采用 EP 标准

较为严格，建议参照 USP 标准判定。为适应制药

产业的监管和高质量发展需要，中国药典 2015 年

版、2020 年版的抑菌效力检查法标准要求更为严

谨，且方法体系与 EP 体系较为接近，使用 A、B
标准有利于指导和进一步保障药品安全有效和质

量可控，该建议未采纳。 
3  抑菌效力检查法的应用 

中国药典 2015 年版抑菌效力检查法实施以

来，利用抑菌效力检查法对药品中抑菌剂的添加

状况进行评价研究，发现依据经验添加抑菌剂情

况较为普遍，部分已上市药品抑菌效力研究不够

充分，主要表现在抑菌剂的种类和浓度选择不合

理，抑菌体系的构建不合适等。近年来药品评价

性抽验对多个国产滴眼液中的抑菌剂进行过分

析，发现抑菌剂滥用现象严重，不仅使用的抑菌

剂种类繁多(如：苯扎氯铵、苯扎溴铵、尼泊金甲

酯、尼泊金乙酯、尼泊金丙酯、硫柳汞、苯乙酸

汞等)，且相同抑菌剂在不同处方中的添加量差

异也非常大 [1]。生产企业仅依照经验选择抑菌

剂、加入量未进行系统研究等问题突出，存在某

些药品处方中添加抑菌剂量较大，但实际抑菌效

力不佳的问题[26-27]，同时，还存在所选择的抑菌

剂与其所需 佳 pH 不一致等问题。某些具有抗菌

活性的药品本身具有足够的抑菌效力，经研究评

估后可不添加抑菌剂，滥用抑菌剂会造成药品的

安全问题。杨美琴等[28]分析了 28 个国产氧氟沙星

滴眼液处方，发现有 4 个未使用抑菌剂且抑菌效

力满足标准控制要求，说明此类品种经评估后可

不添加抑菌剂，邹谨霜等[29]同样认为应对抗菌药

物品种的眼用制剂是否添加抑菌剂进行评估，刘

广桢等[30]对苯酚滴耳液抑菌效力测定和评价表明

苯酚滴耳液本身已具备充分的抑菌效力，不需要

添加抑菌剂，也可抑制在贮藏和使用过程中发生

微生物污染。 
在新药开发、已上市药品变更、已上市药品

评价等阶段，通过抑菌效力检查法研究抑菌效力，

结合理化抑菌剂含量的测定方法，优化抑菌剂种

类和浓度筛选，是解决抑菌剂使用中存在问题的

有效途径。张文燕等[31]分别对新药酒石酸溴莫尼

定凝胶、已上市中药半夏糖浆/半夏止咳糖浆的抑

菌效力进行评价，酒石酸溴莫尼定凝胶可达到“A”

标准要求，而 H 厂家生产的半夏糖浆和 S 厂家生

产的半夏止咳糖浆的抑菌效力不能达到药典规定

下降的 lg 值[32]，钱凌等[33]通过抑菌效力检查法考

察盐酸卡替洛尔滴眼液中抑菌剂的 适浓度，确

定了苯扎氯铵添加量为 40 μg·mL‒1 是适宜浓度，潘

雯等[34]通过对市售 7 个厂家生产的硫酸软骨素滴

眼液的抑菌效力进行研究，结果发现该产品使用

尼泊金酯类抑菌剂的抑菌效力检查结果不合格。

此外，近年来在药品中抑菌剂的含量测定方面，

报道了 HPLC[14,35-36]、胶束电动毛细管电泳法[37]

等方法可同时测定某些药品中的多种抑菌剂，方

法准确高效，抑菌剂含量测定方法是对抑菌效力检

查法评价抑菌体系有效性和合理性的重要补充。 
4  抑菌效力检查法的发展趋势 

如何精准选择抑菌谱广、添加量合理、不良

反应少的抑菌剂，从整体上构建抑菌体系而不是

仅仅依赖抑菌剂是抑菌效力检查要考虑的重要问
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题，可利用抑菌效力检查法进行抑菌剂的筛选、

优化和评价，并且结合水分活度等因素优化处方，

开发不含或少含抑菌剂的药品。药品的物理化学

属性水分活度是影响微生物生长的关键因素之

一，合理利用水分活度参数将有助于建立和评价

药品的抑菌效力。药品的水分活度可用于药品处

方筛选及抑菌体系有效性评价[38-39]，过低或过高

的 pH，营养缺乏，含有某些表面活性剂，含有抑

菌剂以及低水分活度等药品属性，都将有助于抑

制微生物生长繁殖，因此通过合理组合水分活度、

pH、抑菌剂是新药抑菌体系建立、新药处方开发

的重要考虑因素。尽管中国药典 2020 年版抑菌效

力检查法已较为完备，然而，从可靠性和完整性

角度规范检查方法的过程，吸收新技术新理念的

应用，降低方法可变性风险，提高准确性依然是

方法提高的方向。 
此外，可从包装角度避开多剂量使用药品易

受微生物污染的缺陷，引导开发单剂量包装药品。

单剂量包装药品通过降低使用过程中微生物污染

的风险而降低对抑菌剂的依赖，无疑是药品研发

的另一方向[40]。虽然人们普遍认为单剂量包装对

于维持无菌状态是 佳的，但是却不是 有效和

节约成本的[41-42]。因此，在开发单剂量包装药

品以解决抑菌剂的添加问题时，还应综合考虑成

本和方便性的问题。  
总之，利用抑菌效力检查法评价已有的药品

处方以提升存量药品质量层次，对新药处方进行

系统研究以提高增量药品创新水平是抑菌效力检

查法应用的必然趋势。 
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