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［摘　 要］ 　 概述了兽用化学消毒剂国内外的分类、管理及评审机构。 结合国内现阶段兽用消毒剂

存在的主要问题，着重介绍了杀灭微生物效力试验的依据，兽用消毒剂评价试验中有关中和剂的选

择、鉴定的原则及试验要求。 对兽用消毒剂定性与定量杀菌试验步骤及评价标准进行了探讨，为兽

用消毒剂研发、申报提供有益的参考。
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　 　 从动物的禽流感、猪瘟到人的重症急性呼吸综

合征（ ＳＡＲＳ）、埃博拉疫情及新型冠状病毒肺炎

（ＣＯＶＩＤ － １９），不断出现的新型传染病和爆发流

行，使得传染病的防治受到前所未有的重视。 化学
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消毒剂因其杀菌作用迅速、效果明显、价格低廉，使
用方便等特点，使其在控制和预防传染病传播方面

得到广泛的应用。 因此，化学消毒剂是实现由被动

治疗到主动防治的一种重要手段。 由于食品动物

治疗用药的限制、微生物的耐药性等因素，临床对

兽用消毒剂的需求越来越大。 因此，探讨兽用化学

消毒剂的效力评价试验，对规范和促进环保高效的

兽用化学消毒剂开发具有重要指导意义。
１　 兽用消毒剂概念、分类及管理类型及评审机构

１． １　 兽用消毒剂　 系指用于杀灭动物体表、畜舍、
运输车辆、兽用手术器械等传播媒介上的微生物使

其达到消毒或灭菌的制剂［１］。 消毒（ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ）
系指杀灭或清除传播媒介上病原微生物，使其达到

无害化的处理。 灭菌（ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ）系指杀灭或清除

传播媒介上一切微生物的处理［２］。
１． ２　 消毒剂分类、管理类型及评审机构　 在美国，
将化学消毒剂分为两种，用于处理低风险医疗器械

和医疗器械表面的普通消毒剂（中、低水平消毒

剂）；用于处理高、中度风险医疗器戒的高水平消毒

剂。 中、低水平消毒剂作为农药—抗菌杀虫剂

（Ａｎｔｉｍｉ － ｃｒｏｂｉａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ）进行管理，评审机构为美

国国家环境保护局（ＦＰＡ），高水平消毒剂作为医疗

器械（Ⅱ）进行管理［３ － ５］，评审机构为美国食品和药

物管理局（ ＦＤＡ），在加拿大，消毒剂按消毒药品

（Ｄｉｓｎｆｅｃｔａｎｔｌ Ｄｒｕｇｓ）管理［６］，评审机构为卫生部 －
健康产品与食品检验局（Ｈｅａｌｔｈ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ Ｆｏｏｄ
Ｂｒａｎｃｈ）下属的药物理事会（ＴＰＤ）；在欧洲管理类

别为Ⅱａ 和Ⅱｂ 类，评审机构为第三方认证机构；在
澳大利亚管理类别为Ⅱｂ 类［７］，评审机构为卫生和

老龄部治疗药物管理局（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ
Ａｇｅｉｎｇ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ Ｇｏｏｄｓ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）；墨西哥和

厄瓜多尔（Ⅱ类）等国家和地区作为医疗器械管理；
在中国消毒剂上市审批是由国家卫生和计划生育

委员会负责。
依据《兽药管理条例》和《兽药注册办法》，在

我国兽用消毒剂是完全按照兽药进行管理［８ － ９］。
１９９２ 年农业部颁布了 《兽用消毒剂鉴定技术规

范》，详细介绍了兽用消毒剂对细菌、芽孢、病毒等

微生物作用效果评价的试验方法。 其中兽用消毒

剂效力评价的试验方法与卫生部颁布的《消毒剂技

术规范》 （２０１７ 年修订版）基本相同。 下面将针对

兽用化学消毒剂（简称消毒剂）杀灭微生物的效力

试验所必须进行的实验室残留消毒剂（化学因子）
的去除试验、定性及定量杀菌试验要求进行探讨。
２　 杀灭微生物效力试验的依据

微生物杀灭试验是评价各种用途的消毒剂对

微生物的杀灭效果，是对消毒剂的杀菌能力进行验

证，《兽药注册办法》规定，所有消毒剂均应进行杀

灭微生物效力试验。
２． １　 残留消毒剂（化学因子）的去除方法和中和剂

的选择　 在开展微生物杀灭试验前，必须先按受试

微生物的种类分别进行相应的化学中和剂或其它

残留消毒剂去除法的鉴定试验，以选出适宜的中和

剂。 需要说明的是试验前细菌混悬液的制备及菌

种的选择至关重要。 一般情况下，金黄色葡萄球菌

（ＡＴＣＣ ６５３８）作为细菌繁殖体中化脓菌的代表、绿
脓杆菌（ＡＴＣＣ１５４４２）作为感染最常分离的细菌繁

殖体的代表；大肠杆菌（８０９９）作为细菌繁殖体中肠

道菌的代表；枯草杆菌黑色变种（ＡＴＣＣ９３７２）作为

细菌芽孢的代表、白色葡萄球菌（８０３２）作为空气中

细菌的代表。 在上述规定的菌株基础上，根据消毒

剂特定用途或试验特殊需要，还可增选其他菌株。
在这里对细菌混悬液的制备不做详细的介绍。

消毒剂杀菌效力评价试验中，消毒剂与靶微生

物作用终止后，消毒体系中残留的消毒剂，可能对

微生物的生长繁殖具有一定的抑制作用，从而导致

对杀菌效果偏高的错误判断，甚至产生假阴性的结

果。 因此在化学消毒剂的消毒试验中，当达到规定

的消毒时间终点时，应立即终止残留消毒剂的继续

作用，以便准确检测出消毒体系中残留存活的微生

物及其数量。 残留消毒剂的去除，可排除残留消毒

剂对微生物的抑制，从而使试验获得正确的结果。
２． ２　 去除残留消毒剂方法的原则要求　 可有效去

除残留的消毒剂；对微生物无害，不减少微生物应

有的回收量；不破坏培养基的营养成份，不影响其

透明度；必须按规定方法进行鉴定试验，并认为合
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格者方可在相应的消毒试验中使用。
２． ３　 去除残留消毒剂的方法 　 化学中和法，又称

中和剂法，是指在消毒剂与微生物作用到达规定时

间的终点时，取样加于适宜种类和浓度的中和剂

中，将残留消毒剂迅速中和，使其不再持续杀灭和

抑制微生物的方法［１０］。 本方法同时含有稀释作用

效果（至少 １∶ １ 稀释，常用 １∶ １０ 稀释），是最普遍使

用的方法。 去除残留消毒剂的方法还有吸附法、连
续转种法、稀释法、离心沉淀法或滤膜过滤法［１１］。
２． ４　 中和剂选择 　 选择中和剂时，要根据微生物

的敏感性来选择，既要考虑微生物对中和剂的耐受

能力，同时也要考虑消毒剂有效成分的浓度。 中和

剂选择试验中应选择适宜浓度的消毒剂。 当消毒

剂浓度过高时，中和剂无法完全中和，或者在完全

中和前残留的消毒剂已经将微生物全部杀灭，无法

正确鉴定中和剂；而当消毒剂浓度过低时，则不足

以将高浓度消毒剂全部中和。 所以，在选择一种合

适的中和剂时，要从消毒剂的性质、活性成分组成、
试验微生物、消毒试验种类等多方面进行考虑。 如

含碘消毒剂常用的中和剂硫代硫酸钠，当含量超过

０． ５％时对微生物特别是细菌的生长有明显抑制作

用。 而复方含碘消毒剂由于含有多种活性物质，单
一成分的中和剂可能难以满足要求，需要采用复合

中和剂，以中和所有活性物质［１２］。
３　 中和剂的鉴定试验

３． １　 中和剂的鉴定试验设计原则　 通过所设各组

试验结果综合分析，应可确定所用中和剂是否对测

试消毒剂有良好的中和作用，对试验用细菌及其恢

复期培养是否有害或不良影响；在确定用何种中和

剂进行鉴定试验有困难时，可对多个中和剂进行初

选以确定。 所用试剂，培养基及其它材料都应一致；
试验中所用消毒剂的浓度应以杀菌试验中使用的最

高浓度为准。 浓度过低，则不足以显示能否将高浓

度消毒剂全部中和；鉴定试验中，消毒后去除残留消

毒剂组无菌生长，不能表明中和后细菌是否复苏。
此时可适当缩短作用时间再试，但作用时间最短不

得少于 ３０ 秒。 否则难以控制试验的准确性。 若缩

短作用时间后仍无菌生长，在排除其他原因的基础

上，可适当下调杀菌试验中消毒剂的浓度，再次进行

中和剂鉴定试验；同一消毒剂拟对多种微生物进行

杀灭试验时，所用中和剂应按微生物种类分别进行

鉴定试验，不得取代。 对细菌繁殖体的试验，在大肠

杆菌（８０９９）、金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ６５３８）、绿脓杆

菌（ＡＴＣＣ１５４４２）中任选其一进行试验即可；对细菌

芽孢，以枯草杆菌黑色变种（ＡＴＣＣ９３７２）芽孢进行。
当用其特定微生物进行杀灭试验时，均应以该特定

微生物进行中和剂的鉴定试验；鉴定时根据所用杀

菌试验方法，使用相应的悬液或载体定量试验。
３． ２　 中和剂的鉴定试验分组　 在进行正式的中和

剂的鉴定试验前可进行中和剂的初选试验，选中的

中和剂 ９５％以上均能通过正式的鉴定试验。 如果

初选出多种中和剂，则应依次进行正式鉴定试验，
选其中效果最好者进行杀菌试验。

以大肠杆菌 ８０９９ 和金黄色葡萄球菌 Ｃ８３７０７
为指示菌，中和剂拟采用硫代硫酸钠、吐温 － ８０ 的

营养肉汤，使用前高压灭菌。 消毒剂用无菌硬水稀

释为一定浓度，稀释液用 ０． ０３ ｍｏｌ ／ Ｌ 的无菌磷酸盐

缓冲液，试验一般分六组进行（表 １）。 根据试验分

组，准备足量试管和平皿，依次进行编号。 各组分

别用适宜大小的无菌定量吸管按规定程序吸取或

添加试剂盒试验样本。
第 １ 组：吸取 １． ０ ｍＬ 试验菌悬液与 ４． ０ ｍＬ 消

毒剂置于试管内，旋涡 ２０ ｓ，混匀，作用至预定时

间，吸此样液 ０． ５ ｍＬ 加入含有 ４． ５ ｍＬ 稀释液的试

管内，混匀。 吸取该最终样液 ０． １ ｍＬ 涂布于琼脂

平皿中，置 ３７ ℃培养计数。
第 ２ 组：吸取 １． ０ ｍＬ 试验菌悬液与 ４． ０ ｍＬ 消

毒剂置于试管内，混匀，作用至预定时间，吸此样液

０． ５ ｍＬ 加入含有 ４． ５ ｍＬ 稀释液的试管内，旋涡

２０ ｓ，混匀。 作用 １０ 分钟。 吸取该最终样液 ０． １ ｍＬ
涂布于琼脂平皿中，置 ３７ ℃培养计数。

第 ３ 组：吸取 ０． １ ｍＬ 试验菌悬液与 ４． ９ ｍＬ 中

和剂试管内，旋涡 ２０ ｓ，混匀，作用 １０ 分钟。 吸取

该最终样液 ０． ５ ｍＬ，用中和剂做 １０ 倍系列稀释，分
别吸取每个倍数的稀释液 ０． １ ｍＬ 涂布于琼脂平皿

中，置 ３７ ℃培养计数。
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表 １　 选择适宜中和剂及其浓度实验方法

Ｔａｂ １　 Ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｅｒｓ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

试验组别 说明

１． 消毒剂 ＋ 菌悬液→培养 证明消毒剂在试验浓度下是否有杀菌或抑菌作用

２． （消毒剂 ＋ 菌悬液） ＋ 中和剂→培养 证明中和剂能否中和残留消毒剂的抑菌作用

３． 菌悬液 ＋ 中和剂→培养 证明中和剂有无抑菌作用

４． （消毒剂 ＋ 中和剂） ＋ 菌悬液→培养 证明消毒剂与中和剂的反应产物有无抑菌作用

５． 稀释液 ＋ 菌悬液→培养 比对作用

６． 稀释液 ＋ 中和剂 ＋ 培养基→培养 比对作用

　 　 第 ４ 组：吸取 ０． １ ｍＬ 试验菌悬液与 ４． ９ ｍＬ 中

和产物溶液（０． ４ ｍＬ 消毒剂 ＋ ４． ５ ｍＬ 中和剂，作用

１０ ｍｉｎ）置试管内，混匀，作用 １０ 分钟。 吸取该最

终样液 ０． ５ ｍＬ，用中和剂做 １０ 倍系列稀释，分别吸

取每个倍数的稀释液 ０． １ ｍＬ 涂布于琼脂平皿中，

置 ３７ ℃培养计数。

第 ５ 组：吸取 ０． １ ｍＬ 试验菌悬液与 ４． ９ ｍＬ 中

和剂试管内，作用 １０ 分钟。 吸取该最终样液 ０． ５ ｍＬ，

用稀释液做 １０ 倍系列稀释，分别吸取每个倍数的

稀释液 ０． １ ｍＬ 涂布于琼脂平皿中，置 ３７ ℃ 培养

计数。

第 ６ 组：分别取中和剂、稀释液、无菌硬水 ０． １ ｍＬ

涂布于琼脂平皿中，置 ３７ ℃培养计数。

３． ３　 评价规定 　 试验结果符合以下全部条件的，

选择的中和剂可判断合格：第 １ 组无试验菌，或仅

有极少数试验菌菌落生长；第 ２ 组有较第 １ 组为

多，但较第 ３、４、５（组）为少的试验菌菌落生长，并

符合表 ２ 要求；第 ３、４、５（组）有相似量试验菌生

长，并在 ５х１０５ ｃｆｕ ／ ｍＬ（片） ～ ５х１０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ（片）之

间。 其组间菌落数误差率应不超过 １５％ 。 第 ３、４、

５ 组间菌落数误差率计算公式如下：组间菌落数误

差率 ＝ （两组间菌落平均数 －各组菌落平均数）
３ ×两组间菌落平均数

×

１００％ ；第 ６ 组无菌生长。 否则，说明试剂有污染，

应更换无污染的试剂重新进行试验；连续 ３ 次试验

取得合格评价。

表 ２　 中和剂鉴定试验合格标准对第 １ 组与

第 ２ 组菌落数的要求

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｅｌｉｇｉｂｉｌｉｔｙ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｔｈｅ

ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｃａｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐｌ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ ２

ｉｎ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｅｒｓ
第 １ 组平板平均菌落数 第 ２ 组平板平均菌落数

０ ＞ ５

Ｘ（１ ～ １０） ＞ （Ｘ ＋ ５）

Ｙ（ ＞ １０） ＞ （Ｙ ＋ ０． ５Ｙ）

３． ４ 　 注意事项　 试验所分各组均有其特定意义，

不得任意删减；严守无菌操作，保持试液和器材的

无菌，注意更换吸管，以防止沾染影响试验的准确

性；在计算微生物浓度时，须考虑其稀释倍数；试验

组序应按本规范所列排列。

４　 消毒剂效果鉴定试验

４． １　 定性杀菌试验　 是测定受消毒剂作用后的样

本有无细菌生长的试验方法，用于对消毒剂灭菌效

果的鉴定和消毒剂杀灭细菌效果的初步评价。
４． １． １ 　 试验步骤　 将制备的菌液进行活菌计数，

然后用 ０． ０３ ｍｏｌ ／ Ｌ 的无菌磷酸盐缓冲液稀释，使试

验菌液的含菌量为 ５ × １０５ ｃｆｕ ／ ｍＬ ～ ５ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ。

消毒剂用无菌硬水稀释为所需浓度待用。 将中号

试管 １０ 支编好号排列于试管架上。 第 ２ 至第 １０

的试管中分别加入无菌硬水 ２． ５ ｍＬ。 于第 １ 管加

入稀释并混匀的 ５ ｍＬ 消毒剂，由第 １ 管取 ２． ５ ｍＬ
至第 ２ 管，旋涡混匀后，再从第 ２ 管吸 ２． ５ ｍＬ 至第

·４７·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 １２ 月第 ５４ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

３ 管，以此类推，直至第 ９ 管，混匀后取出 ２． ５ ｍＬ 弃

去，第 １０ 管不加消毒液作为对照。 以每半分钟加 １
管的速度将菌液 ２． ５ ｍＬ 置于每管内，使每管含菌

量为 １０６ｃｆｕ ／ ｍＬ，旋涡混匀。 在室温条件下（２０ ℃
左右）作用 ５、１０、１５、３０、６０ ｍｉｎ，至规定时间后，每
管各取 ０． ５ ｍＬ 加入含 ４． ５ ｍＬ 中和剂的试管中旋

涡混匀，中和 １０ ｍｉｎ，再吸取出最终反应液 ０． ５ ｍＬ
加入 ４． ５ ｍＬ 液体培养基试管中。 将接种最终反应

液的液体培养基置 ３７ ℃培养 ２４ ｈ，观察细菌生长

情况，若发生浑浊即表示有细菌生长。 必要时，可
移植到固体培养基上，观察菌落形态，或进行涂片

染色镜检，以判断生长的是否为试验菌，以排除污

染。 若肉汤不变浑浊，应继续培养至第七天，若仍

不浑浊方可判为无菌生长。
４． １． ２　 结果判定　 以无菌生长管消毒液的最低浓

度为最低杀菌有效浓度，以无菌生长管的最短消毒

时间为该浓度杀菌最快有效时间。
４． ２　 定量杀菌试验　 在试验室内测定消毒剂杀灭

悬液中或载体上细菌繁殖体和细菌芽孢所需剂量，
作为制定实用消毒剂量的参考。 以杀灭率表示结

果，用于对消毒剂杀灭效果的评价。
制备金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、绿脓杆菌和

枯草杆菌黑色变种芽孢悬液或菌片。 此外，根据消

毒药物特定用途或试验特殊需要，准备其他菌种的

悬液或菌片。
消毒剂溶液除有特殊规定者外，应使用无菌硬

水配制。 消毒剂溶液浓度应以所含有效成份为准。
例如，含氯消毒剂以所含有效氯浓度为准，碘伏以

所含有效碘为准，过氧乙酸以所含过氧乙酸量为

准，复方消毒剂浓度以主要杀菌有效成分的量为

准。 各组消毒剂溶液有效成分浓度的计算，应以菌

药混合液中有效成分的最终浓度为准。
４． ２． １ 　 试验步骤　 将制备的菌液进行活菌计数，
然后用 ０． ０３ ｍｏｌ ／ Ｌ 的磷酸盐缓冲液稀释成含菌

１０６ ～ １０７个 ／ ｍＬ 的试验菌液。 消毒剂用无菌硬水

稀释至所需浓度。 吸取 ０． ５ ｍＬ 试验菌液加到

４． ５ ｍＬ待测浓度的消毒剂溶液中。 置 ２０ ℃水浴中

５ ｍｉｎ。 立即吸取上述菌药混合液 ０． ５ ｍＬ，加入 ４． ５ ｍＬ

中和剂试管中旋涡混匀。 中和 １０ 分钟后，取最终

反应液 ０． １ ｍＬ 涂布于琼脂平板，置 ３７ ℃ 培养计

数，进行活菌计数，计算杀菌率和杀菌指数。 以

０． ０３ ｍｏｌ ／ Ｌ 的磷酸盐缓冲液替代消毒液，同时进行

上述各步骤，作为对照组。
４． ２． ２ 　 结果判断　 杀菌率的计算：根据活菌计数

的结果，计算杀菌率（Ｐｔ）。 消毒 ｔ 时的杀菌率（Ｐｔ）

＝ 【（Ｎ０ － Ｎｔ） ／ Ｎ０】 × １００％ ，式中 Ｎ０ 为消毒前或对

照组的活菌数。 Ｎｔ 为消毒后或实验组的活菌数。

杀灭指数的计算：杀灭指数（ＫＩ） ＝ Ｎ０ ／ Ｎｔ。
４． ２． ３ 　 注意事项　 在杀菌试验中，每次均应设置

阳性对照。 试验中所使用的中和剂、稀释液和

培养基等，各批次均应进行无菌检查，发现有菌生

长，则全部试验需换用未污染试剂或培养基重做。
悬液定量杀菌试验时，有机干扰物质一般采用 ３％
（ｇ ／ １００ ｍＬ）牛血清白蛋白贮存溶液，取０． ５ ｍＬ 加

入到消毒体系中（稀释 １０ 倍），进行消毒试验。
４． ２． ４ 　 判断标准　 目的为试验消毒效能，杀菌率

应达 ９９． ９％ 以上，当低于此指标时，则应提高消毒

剂的浓度或延长作用时间。
５　 讨论与结论

定量杀菌试验的消毒剂浓度设置是建立在定

性杀菌试验的基础上的。 由定性杀菌试验结果，可
得知将细菌或者芽孢完全杀灭的浓度范围，也就是

最低杀菌浓度与其后一个浓度之间。 再在这个范

围内设置浓度梯度，做定量杀菌试验，将目标浓度

确定，准确找到杀菌率在 ９９． ９％以上的那个最低浓

度［１３］。 但是在试验过程中发现细菌数量变化对于

结果的影响较大，为了保证结果准确性，需进行多

次重复试验，并弃去误差率（平板间、稀释度间）超
过 １０％的结果，选择可信结果再求其平均数，为最

终结果［１４］。
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