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体外皮肤吸收试验（征求意见稿）
Skin Absorption：In vitro Method
1  范围
本文件规定了体外皮肤吸收试验的基本要求和方法。
本试验方法适用于单一成分的化妆品原料。
2  试验目的
预测和评价化妆品原料在离体皮肤中的经皮吸收率。
3  定义
3.1  受试物 test substances
被测试的化妆品原料，为单一化学物质。
3.2  未吸收量 unabsorbed dose
暴露后从皮肤表面洗掉的受试物，以及非遮挡性遮盖物上存在的受试物，包括暴露期间从皮肤上挥发出来受试物的总量。
3.3  吸收量 absorbed dose
在一定时间内到达皮肤和接收液的受试物的量。
4  试验原理
在特定条件下，将受试物（可以是放射标记物）暴露于扩散池中的皮肤表面一定时间后，采用适当的清洗程序和方法除去皮肤表面的受试物；并在整个试验过程中，设置不同的时间点采集接收液，采用适当的方法测试受试物或其代谢产物的物质的量。
当受试物具有代谢活性时，可以采用适当的方法来分析其代谢活性产物。也可以在试验结束后，采用适当的方法测定受试物及其代谢产物的分布情况。
在本标准和指导性文件所描述的条件下，采用接收液和受试皮肤中的受试物的量来监测给定时间内受试物的吸收情况。同时应测定从皮肤表面冲洗下来的和留在皮肤里的受试物，包括分布和回收率。残留在皮肤角质层中的受试物可能会被吸收。一般试验周期为24 h，角质层的残留量不会显著影响物质的系统暴露量，通常不计入安全评估参数皮肤吸收率的计算。
5  试验方法
5.1  扩散池
扩散池由供给室和接收室组成（图1为典型扩散池样例），离体皮肤放置于两者之间，其与扩散池之间应有良好的密封性，能较好控制扩散池及其内容物的温度，并保证与皮肤接触的接收液的混合良好和取样方便；静态式或流通池式扩散池均可使用。正常情况下，供给室在暴露于有限剂量受试物过程中保持开放，但在无限剂量和部分有限剂量的情况下，供给室可以封闭。
5.2  接收液
接收液应优先选择有益于生理的溶液，需提供接收液的精确组分，并证实受试物在接收液中能充分溶解，不影响皮肤吸收。另外，接收液不能影响皮肤的完整性。在循环流动系统中，流速不能妨碍受试物扩散进入接收液。在静态渗透式系统中，接收液应连续搅拌并有规律取样。如果要研究受试物在皮肤中的代谢效应，整个试验过程中接收液必须能维持皮肤的活性。
5.3  皮肤制备
皮肤来源可为人类或动物，须符合我国相关伦理要求，首选活体皮肤。非活性皮肤，如采用表皮层（酶、热或化学分离的）或用植皮刀分离的皮肤，应避免使用太厚的皮肤（约小于1 mm），证明其皮肤屏障完整性后可使用。同时还应确定皮肤种类、解剖位置以及制备技术。动物皮肤来源首选小型猪。每个受试物至少进行4次重复试验。
5.4  皮肤完整性
应正确制备和储存皮肤标本，使用前检查皮肤及其屏障的完整性。需要研究受试物在皮肤的代谢作用时，应使用新鲜皮肤，并在确保其实验过程中的代谢活性。一般新鲜的离体皮肤应在24 h内使用，也可证明合理可行的情况下，根据代谢酶系统和贮藏温度的不同而适当调整。
5.5  受试物制备 
受试物可以放射性标记或采用其他定量方法。受试样品的制备尽可能与实际使用的状态保持一致，偏离使用情况的制备应做合理说明。
5.6  受试物浓度和组成
通常将受试物配制成系列浓度，其浓度范围应覆盖人体实际接触的可能暴露范围。受试物配制过程中需确保其稳定性和均一性，对于固体、半固体制剂和混悬液，需验证其中受试物的均一性。
5.7  皮肤暴露
根据人体可能接触受试物的情况，一般选择有限剂量暴露。剂量应模仿人体暴露量，通常固体受试物为2 mg/cm2~5 mg/cm2，液体受试物为10 µL/cm2。如有偏差，需根据预期的上样条件、研究目标或试验准备的物理特性进行解释。如实验设计为无限剂量暴露时，则不需遵循上述剂量要求。
5.8  温度
受试物皮肤吸收一般属于被动吸收，其受温度的影响较大，因此实验时扩散室和皮肤应保持恒定接近于皮肤正常温度（32℃±1℃）。不同的扩散池可根据自身情况调整水浴或干加热到一定温度，以确保离体皮肤温度在其正常生理标准。实验室相对湿度保持在30%~70％之间。
5.9  暴露时间和取样
一般情况下安全评估仅做24 h暴露，皮肤完整性超过24 h就会变差，因此采样时间一般不建议超过24 h。但在特殊情况下也可采用更短的暴露时间，如渗透迅速的或实际使用时间非常短暂的受试物。若需要了解受试物透过行为，应根据受试物的吸收特性确定接收液的采样点。接收液的采样点应满足能够以作图形式表现被试物的透皮吸收情况。实际采样频率需基于试验前信息（如受试物理化性质等），试验周期内通常需要6个~12个采样点。
5.10 样品分析
对试验系统的所有组成部分均应进行分析测定，并确定回收率。其中包括供给室、皮肤表面、皮肤中、接收液/池中的所有受试物。试验应得到足够的回收率，放射性标记试验的回收率应为100%±10%，其他定量方法建议回收率应为100%±15%，若偏离应合理解释，必要时重新进行试验。
6  数据处理和计算
应列出接收液的分析结果，不同时间内受试物在试验系统中的分布和吸收情况。对于有限暴露剂量，应计算从皮肤清洗下的受试物的量、与皮肤结合的数量（分析不同皮肤层）以及接收液中受试物的数量（比率、数量与使用剂量的百分率）。经皮吸收试验的结果有时只能用接收液的数据表示，当受试物在试验结束时仍残留于皮肤内的情况，总的吸收量要考虑是否扣除角质层含量，并结合化合物作用位置和透过特性给出合理解释。无限剂量暴露实验时不做吸收百分比的计算。
回收率计算公式（1）：


　　*包含角质层、活性表皮层、真皮层
皮肤吸收率计算公式（2）：


　　#是否去除角质层应给予合理说明
7   试验报告内容
7.1  受试物：
a) 物理特性、理化性质（至少包括相对分子质量和LogPow）、纯度（放射化学物纯度）；
b) 鉴定资料（如批号）；
c) 在接收液中的溶解度。
7.2  受试物制备：
a) 使用制剂的组分和理由；
b) 均一性。
7.3  试验条件
a) 皮肤来源和位置、制备方法、使用前的储藏条件、所有预处理（清洗、抗生素处理等）、皮肤完整 性测量、代谢状况、使用的理由；
b) 扩散池的设计、接收液的组分、接收液的流速或采样次数和规程；
c) 所用试验制剂的详细资料和剂量选择的依据；
d) 受试物暴露持续时间；
e) 从皮肤清除试验制剂的详细内容，如皮肤冲洗；
f) 分析皮肤的细节以及用于说明皮肤分布的分离技术；
g) 扩散池和仪器的清洗规程；
h) 检测方法、提取技术、检出限、受试物稳定性以及分析方法的有效性。
7.4  结果：
a) 受试物的回收情况（皮肤加样量=清洗液含量+皮肤中含量+接收液含量）；
b) 每个反应池的回收情况；
c) 受试物的吸收情况；
d) 经皮吸收数据（一般以百分率表示，需要时可以渗透速度、渗透量表示）。
7.5 　结果讨论
7.6 　结论
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一种用于体外经皮吸收试验的直立式扩散池示例图



体外皮肤吸收试验应用示例（咖啡因）
注：条件不同数据会产生变化，本示例中的数据仅供参考。
[bookmark: _Toc94002617]
1 试验目的 
本次试验根据《体外皮肤吸收试验》文件中的基本原则，参考相关文献中具体方法，研究咖啡因在离体猪皮肤的吸收特性，定量分析咖啡因的透皮吸收率。
[bookmark: _Toc94002618]2 受试物和皮肤类型
试验使用咖啡因（MW=194.2 Dal，LogPow =-0.07，水中溶解度=21.6 mg/mL 25℃）作为受试物。
皮肤模型：3月~4月龄巴马小型猪背部或腹部皮肤。
[bookmark: _Toc94002619]贮藏条件：制备后-20度冻存，10天内使用，冻融不超过2次。
3 试剂和仪器
3.1 试剂
0.9%氯化钠（生理盐水）、甲醇（色谱级）、乙腈（色谱级）、异丙醇（色谱级）、磷酸（色谱级）
3.2 仪器与用具
透皮吸收扩散仪、高效液相色谱仪、色谱柱、体式显微镜、经皮水分流失测定仪、磁力搅拌器、涡旋混匀器、台式高速冷冻离心机、真空离心浓缩仪、氮吹浓缩仪、旋转蒸发仪、离心管、2 mL进样瓶、移液器、枪头、0.45/0.22 µm尼龙滤膜、皮肤胶带、刀片、取皮刀、外科剪刀、2 mL注射器、吸水纸、棉签
4 试验方法
[bookmark: _Toc94002624]4.1 试验装置
透皮吸收扩散仪，配备有Franz扩散池，接收介质体积为8 mL，扩散面积均为1.78 cm2。接收室中设有磁力搅拌棒，保证受试物于接收液中能够均匀扩散。
[bookmark: _Toc94002625]4.2 受试物配制
称取0.1000 g咖啡因，置于10 mL容量瓶中用生理盐水定容，得到10000 mg/L（1%）咖啡因溶液。（若要研究皮肤剂量-吸收曲线，则可增设浓度为0.3%和1%咖啡因溶液用于试验）。取样该溶液，经前处理、稀释等步骤，用液相检测并计算溶液中咖啡因实际含量，用以计算实际加样量。在正式试验前，还应单独测试咖啡因在接收液中的稳定性。对刚配好的咖啡因溶液和试验条件下放置24 h取样，检测咖啡因含量有无变化。
4.3 接收液
保证其满足漏槽条件，即接收液的体积至少是咖啡因达到饱和溶解时所需介质体积的3倍~10倍。
成分组成： 0.9% NaCl水溶液（生理盐水）
配制过程：根据以上成分组成，配制接收液。测定接收液pH，应保持在pH 6.5~pH 7.5范围内。
测定咖啡因在接收液中的稳定性：根据溶液中咖啡因浓度和加样体积估算不同时间点的可能最高和最低浓度设计浓度曲线，于0.5、1、2、4、8、24 h取样检测。
[bookmark: _Toc94002626]4.4 离体猪皮的制备 
离体猪皮采自猪背或腹侧皮肤，符合相关动物伦理要求，保证猪皮角质屏障的完整性（如不可采用热水淋洗或刮毛，以确保皮肤角质层完整性等）。用吸水纸吸干皮肤表面生理盐水，肉眼观察未受损伤的、面积大小合适的皮肤备用。本试验中受试物均设置3个平行重复4次（皮肤来源为4个不同的个体）。
4.6 猪皮肤完整性检查 
在受试物加样前，通过测定经皮水分流失（TEWL）值，以检查皮肤的完整性：提前将水浴加热调整到32±1℃并温度稳定，将皮肤安装固定在扩散池的供给室和接收室之间，皮肤角质层朝向供给室，真皮层一侧朝向接收室,并通过补液管向接收室中加入接收液，去除接收液与皮肤间的气泡，确保猪皮与接收液完全接触，开启磁力搅拌器转速设为600 rpm，扩散池体系在此状态下平衡30 min~45 min。使用经皮水分流失测定仪器于猪皮角质层面测定TEWL值，TEWL值<15 g/m2·h的皮肤才可用于试验。
[bookmark: _Toc94002627]5 试验步骤
5.1 加入接收液
向接收室中加入接收液。通过加样管加入接收液并记录准确的接收液体积。接收液注入接收室后，去除皮肤与接收液接触面滞留的气泡，确保皮肤与接收液完全接触。该扩散池体系在正常试验条件下平衡30 min~45 min后，验证皮肤完整性之后，方可加样处理。
向供给室中皮肤表面加入咖啡因测试溶液，并设置不含咖啡因的生理盐水作为阴性对照。用移液器按照10 µL/cm2的比例将17.8 µL咖啡因溶液均匀涂布于供给室中1.78 cm2皮肤表面，每个浓度样品设3个平行重复4次。
试验期间保持实验室环境湿度为30%~70% RH。设置磁力搅拌器以600 rpm的速度搅拌，保持（32±1）℃恒温水浴。 
5.2  接收液取样
分别于0.5、1、2、4、8、24 h时间点用注射器/自动取样装置取样，具体取样体积可根据化合物预实验中表现出来的透过行为自行确定。0.22 µm或0.45 µm尼龙滤膜过滤后待测。
暴露结束时取样：
供给室清洗：用15 mL生理盐水清洗（每次1 mL，清洗15次），15次清洗液合并，再与皮肤表面残留受试物冲洗液合并，一同检测。 
皮肤表面残留受试物：皮肤暴露于受试物样品24 h，用生理盐水冲洗皮肤表面3次（每次用3 mL生理盐水，共9 mL），所有冲洗液合并震荡，0.22 µm或0.45 µm尼龙滤膜过滤后待测。 
角质层：受试皮肤在干燥条件下，使用皮肤胶带进行角质层取样，重复20次。取样后将所有20张胶带置于50 mL离心管中，加入20 mL甲醇震荡过夜提取、离心，提取液过滤后待测。
除去角质层后的皮肤：去除角质层后的皮肤剪碎，加入10 mL甲醇过夜提取，离心取上清液过滤后待测。
5.3  检测与分析
仪器：高效液相色谱仪（HPLC） 
[bookmark: _Hlk525807237]色谱柱:Phenomenex RP MAX-80A （4 µm 4.6 mm×100 mm）
流动相: A（0.1%磷酸水溶液）和B（乙腈）
洗脱程序:见表3
流速：1.0 mL/min
进样量：/
柱温：40℃	
检测波长：273 nm
表1.梯度洗脱程序
	Time(min)
	A(v%)
	B(v%)

	0
	95
	5

	5.0
	80
	20

	6.0
	10
	90

	8.0
	95
	5



[bookmark: _Toc94002628]6.数据分析 
[bookmark: _Toc94002629]6.1  皮肤吸收率
皮肤吸收率==
其中Q: 接收液中咖啡因总量 ；N: 除角质层皮肤中咖啡因总量。
[bookmark: _Toc94002630]6.2  累计皮下渗透量Q
Q=
其中Cn：各时间点浓度；Ci：样品收集时间点i的浓度, i=1~n-1；Vi：各样品收集时间点i的取样体积1 mL；V0：接收室体积为8 mL。
[bookmark: _Toc94002631]6.3  回收率R
R=
其中Q: 接收液中咖啡因总量；W: 皮肤表面残留受试物+供给室中咖啡因总量；M: 角质层中咖啡因总量；N: 除角质层皮肤中咖啡因总量；回收率应在100％±15%范围内。





	


体外皮肤吸收试验（征求意见稿）起草说明
为加强化妆品的监督管理，进一步提高化妆品使用安全性，中国食品药品检定研究院组织开展了体外皮肤吸收试验研究制定工作。现就工作有关情况说明如下：
1、 起草原则 
为充分衔接和配合化妆品安全评估技术导则（2021年版）的实施。本标准以欧洲经济合作与发展组织（OECD）化学品测试方法TG 428指南为基础，规范了体外皮肤吸收试验的相关技术要求适用于化妆品原料经皮吸收离体皮肤试验中测定暴露风险物质的经皮吸收率。本试验方法适用于单一成分的化妆品原料，非单一成分的原料若使用本方法进行评价，需要提供更多的科学依据说明其可行性。
二、起草过程
化妆品标准专家委员会于2021年9月委托开展体外皮肤吸收试验的制定工作。前期准备工作包括查阅文献、参考相关的国家和行业标准、研究实验方案、化妆品原料的筛选、猪皮的制备和质量指标的筛选等。拟定验证原料对象和验证方案后，开展了实验室间的协作验证，根据专家及企业的意见，完善了评价方法，整理了实验数据和分析结果，经整理归纳后，最终形成了体外皮肤吸收试验文本和验证报告。
三、国内外相关标准情况
2004年OECD发布OECD TG 428 Skin Absorption：in vitro Method，确定透皮吸收方法可用于化学品测试。推荐性国标《化学品 皮肤吸收 体外试验方法》GB/T 27818-2011为TG 428中文翻译版。欧洲药品管理局在2018年发布的《局部外用产品质量和等效性的指南草案》中提供了药品的体外人体皮肤渗透试验等效测试方案。欧盟消费者安全科学委员会（SCCS）2012年发布体外评价化妆品成分皮肤吸收的基本标准，并在2023年发布了第12次修订版本SCCS/1647/22。2022年，世界中医药学会联合会经皮给药专业委员会组织专家探讨，形成了《经皮给药制剂体外经皮渗透试验技术规范专家共识探讨》，规范了经皮给药制剂体外经皮渗透试验的具体操作。上述标准分别对化学品和药品提供了完善的评价方法，但一方面并未考虑我国化妆品行业特点和监管需求，另外对于检测方法的质量控制要求，尤其是皮肤的质量控制标准尚未明确。
SCCS/1647/22中3-3.5.1.1皮肤/经皮吸收明确指出OECD TG 428与SCCS的“基本标准”SCCS/1358/10的结合被认为是对化妆品成分进行适当的体外皮肤吸收研究的必要条件。因此本标准与OECD TG 428技术性内容基本一致，同时重点参考了SCCS/1358/10。
主要包含标准应用范围、术语和定义、试验原理、试验方法（扩散池、接收液、皮肤制备、皮肤完整性、受试物、受试物制备、受试物浓度和组成、皮肤暴露、温度、暴露时间和取样、结果与分析）试验数据和报告。
本标准制在参照OECD TG 428、SCCS/1358/10制定“体外皮肤吸收试验”同时，为提高可操作性也提供了“体外皮肤吸收试验应用示例（咖啡因）”。

表1 主要相关标准列表
	序号
	来源国家或组织
	标准号/
版本号
	标准名称
	检测范围/适用基质

	1
	中国国家标准化管理委员会
	GB/T 27818-2011
	《化学品 皮肤吸收 体外试验方法》
	化学品

	2
	经济合作与发展组织
	TG 428(2004)
	《皮肤吸收：体外试验》(英文版)
	化学品

	3
	欧洲药品管理局
	CHMP/QWP/708282/2018
	局部外用产品质量和等效性的指南草案
	药品

	4
	欧盟消费者安全科学委员会
	SCCS/1358/10   
	体外评价化妆品成分皮肤吸收的基本标准
	化妆品

	5
	欧盟消费者安全科学委员会
	SCCS/1647/22  
	化妆品成分测试及其安全性评价指南说明第12次修订
	化妆品

	6
	世界中医药学会联合会经皮给药专业委员会
	2022
	经皮给药制剂体外经皮渗透试验技术规范专家共识探讨
	药品



四、实验室验证情况
验证单位在“体外皮肤吸收试验”指引下制定了“体外皮肤吸收试验应用示例（咖啡因）”。本次选取咖啡因为研究对象验证了经皮吸收率测定的方法。同时组织4家实验室进行协作验证，充分考量了实测数据的可靠性、重复性和准确性。考虑到离体猪皮作为生物膜是一个不稳定因素。经充分的文献调研、专家论证及行业交流，制定了验证目标。一是检测方法中每个皮瓣的回收率在100土15%数据为可采纳，二是四家机构最终三次累计透皮吸收率（24 h累计透过率和24 h时间点透过率）的平均值，最高与最低值的差异小于20%。
随后开展三方验证。建立生理盐水中咖啡因检测方法。根据溶液中咖啡因浓度和加样体积估算不同时间点的可能最高和最低浓度设计浓度曲线，于0.5、1、2、4、8、24h取样检测。重复条件为分别上样3个平行皮瓣，重复4次（皮瓣需来自6只以上不同猪的皮肤）。设定体系回收率要求为100%±15%。以1%浓度上样咖啡因，测定皮肤清洗液、角质层、去除角质层后皮肤、接收液中咖啡因，计算体系回收率和24 h累计透过率，数据符合回收率要求下，四家机构最终24 h累计透过率平均值最高和最低值差为15.93%，小于20%整体目标误差；同样条件下以0.3%浓度上样咖啡因测定其24 h时间点透过率。数据符合回收率要求下，四家机构最终透过率平均值最高和最低值差为16.99%。小于20%整体目标误差。该三方验证结果显示“体外皮肤吸收试验应用示例（咖啡因）”检测方案在不同检验机构可以稳定复现。“体外皮肤吸收试验”是完备和适用的。
五、其他应予以说明的事项
OECD TG 428中首选推荐的定量方法为放射性。考虑到我国现实情况，本次仅验证了液相定量的方法，同时也对猪皮质量标准做了一定的研究和验证。在“体外皮肤吸收试验应用示例（咖啡因）”中有所体现。
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