


[bookmark: _Toc155249903][bookmark: _Toc27800][bookmark: _Hlk155251177][bookmark: _GoBack]附件3
胶原蛋白凝胶-眼刺激性试验（征求意见稿）
Collagen Hydrogel-Eye Irritation Test
[bookmark: _Toc501702296][bookmark: _Toc40278335][bookmark: _Toc502936854][bookmark: _Toc53216265][bookmark: _Toc503519095][bookmark: _Toc48292396][bookmark: _Toc21230][bookmark: _Toc41467363][bookmark: _Toc501702188][bookmark: _Toc62568678][bookmark: _Toc155249904][bookmark: _Toc61358970][bookmark: _Toc503166218][bookmark: _Toc40174254][bookmark: _Toc6417][bookmark: _Toc61444364][bookmark: _Toc40859805][bookmark: _Toc61515469][bookmark: _Toc502936952][bookmark: _Toc19497][bookmark: _Toc503343069][bookmark: _Toc61444624][bookmark: _Toc40174294][bookmark: _Toc503519659][bookmark: _Toc40174365][bookmark: _Toc54710253][bookmark: _Toc503190402][bookmark: _Toc61444520][bookmark: _Toc61949116][bookmark: _Toc501618229][bookmark: _Toc53216308][bookmark: _Toc21217][bookmark: _Toc63344313][bookmark: _Toc61358997]范围
本方法规定了化妆品用化学原料胶原蛋白凝胶-眼刺激性试验的基本原则、要求和方法。
本方法适用于化妆品用化学原料的眼刺激性/腐蚀性检测。
试验目的
预测和评价化妆品用化学原料对眼睛是否具有刺激性/腐蚀性。
[bookmark: _Toc501618231][bookmark: _Toc63344315][bookmark: _Toc61444626][bookmark: _Toc61515471][bookmark: _Toc61358999][bookmark: _Toc61444366][bookmark: _Toc40174367][bookmark: _Toc40174296][bookmark: _Toc501702190][bookmark: _Toc502936954][bookmark: _Toc61358972][bookmark: _Toc15197][bookmark: _Toc503343071][bookmark: _Toc503519097][bookmark: _Toc3423][bookmark: _Toc53216267][bookmark: _Toc502936856][bookmark: _Toc53216310][bookmark: _Toc61444522][bookmark: _Toc503190404][bookmark: _Toc41467365][bookmark: _Toc40859807][bookmark: _Toc40278337][bookmark: _Toc5710][bookmark: _Toc155249906][bookmark: _Toc40174256][bookmark: _Toc501702298][bookmark: _Toc61949118][bookmark: _Toc20081][bookmark: _Toc54710255][bookmark: _Toc503166220][bookmark: _Toc48292398][bookmark: _Toc62568680][bookmark: _Toc503519661]定义
眼睛刺激性 eye irritation
眼球表面接触受试物后所产生的可逆性炎性变化。
眼睛腐蚀性 eye corrosion
眼球表面接触受试物后引起的不可逆性组织损伤。
跨膜电阻 transepithelial electrical resistance，TEER
跨细胞层的电阻，表征细胞层的完整性，单位Ω·cm2。
[bookmark: _Toc503166221][bookmark: _Toc503343072][bookmark: _Toc501702191][bookmark: _Toc502936857][bookmark: _Toc502936955][bookmark: _Toc53216268][bookmark: _Toc503519662][bookmark: _Toc155249907][bookmark: _Toc501702299][bookmark: _Toc48292399][bookmark: _Toc53216311][bookmark: _Toc31870][bookmark: _Toc40174257][bookmark: _Toc503190405][bookmark: _Toc503519098][bookmark: _Toc24561][bookmark: _Toc396][bookmark: _Toc61358973][bookmark: _Toc16737][bookmark: _Toc155249917][bookmark: _Toc40859809][bookmark: _Toc40174369][bookmark: _Toc41467367][bookmark: _Toc40174263][bookmark: _Toc40174298][bookmark: _Toc40278339][bookmark: _Toc9850][bookmark: _Toc4663]试验原理
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: _Toc5064]将人角膜上皮细胞接种在胶原蛋白凝胶上构建人角膜上皮模型，通过检测暴露于受试物后人角膜上皮模型的跨膜电阻随时间的变化来判断角膜上皮屏障的破坏程度，进而预测和评价受试物的眼刺激性/腐蚀性检测。 
[bookmark: _Toc155249918][bookmark: _Toc61358978]试验材料与试剂
[bookmark: _Toc155249919]细胞株
采用人角膜上皮细胞HCE-T，该细胞为贴壁生长。要求来源清晰，代数明确（＜25代）。
[bookmark: _Toc155249920]培养基
[bookmark: OLE_LINK3]采用DMEM-F12（1：1）混合配养基，加入5%胎牛血清、5 μg/mL人重组胰岛素、10 ng/mL人重组表皮生长因子、0.5%DMSO、100 UI/mL青霉素和100 μg/mL链霉素。
[bookmark: _Toc155249921]受试物的配制
受试物溶液或悬浮液由培养基配制，浓度为2.5%（w/v）。优先选择手动混匀。若受试物不能溶解，则依次选择下述方法促进溶解：
a. 涡旋，时间不超过1 min；
b. 超声，时间不超过2 min；
c. 加热，最高温度不超过70℃。
当受试物通过以上方法仍不能溶解或形成均匀悬浮液，则应涡旋混匀后立即使用。受试物应在使用前新鲜配制，否则必须证实储存不影响其稳定性。
对照溶液的配制
阳性对照溶液：称取250 mg苯扎氯铵，溶解于10 mL培养基中，可以超声加速溶解，现用现配。
参考品对照溶液：称取250 mg乙醇，溶解于10 mL培养基中，现用现配。
阴性对照溶液：称取250 mg生理盐水（0.9%氯化钠溶液），溶解于10 mL培养基中，现用现配。
[bookmark: _Toc155249922]试验步骤
[bookmark: _Toc155249923]角膜上皮模型的制备
胶原蛋白凝胶膜的准备
从4℃冰箱取出嵌入性胶原蛋白干凝胶膜小室，放入12孔板中，恢复至室温，向小室的外侧和内侧分别加入1.5 mL和0.5 mL培养基，平衡10 min，即得到胶原蛋白凝胶膜。
角膜上皮模型的构建
将小室外侧的培养基更换为1.5 mL新鲜培养基，吸走小室内侧的培养基，向小室内加入0.5 mL密度为1.2×105个细胞/mL的细胞悬液（即6×104个细胞/小室），培养2 d后，更换小室外侧的培养基，吸走小室内侧的培养基，气-液界面培养4 d ~ 6 d，隔天更换小室外侧培养基。
角膜上皮模型跨膜电阻的测定
气-液界面培养第6 d时，测定角膜上皮模型的跨膜电阻（TEER）。更换小室外侧的培养基为1.5 mL新鲜培养基，向小室内侧加入0.5 mL新鲜培养基，保持培养基的温度为28 ± 2℃，将电阻计的长和短电极分别插入小室的外和内侧，测定角膜上皮模型的TEER，TEER值介于140 Ω·cm2 ~ 220 Ω·cm2之间时方可使用。TEER的计算见公式1。
[bookmark: OLE_LINK4]	TEER（Ω·cm2） =  R（Ω）×面积（cm2）	公式1
其中，R（Ω）为测量的电阻值，面积为角膜上皮模型的面积。
[bookmark: _Toc155249924]样品测定
分组
2.5%（w/v）的受试物用于试验。应设定空白对照、阴性对照、参考品对照和阳性对照。未种细胞的胶原蛋白凝胶为空白对照。生理盐水、乙醇和苯扎氯铵分别为阴性、参考品和阳性对照。每组3个重复。
受试物的暴露和TEER测定
[bookmark: OLE_LINK6]更换小室外侧的培养基为1.5 mL新鲜培养基，向小室内侧加入0.5 mL待测液，记录3 min内模型TEER值的变化，每10 s记录一次，试验温度为28 ± 2℃。
[bookmark: _Toc155249926]计算
[bookmark: _Hlk155250410]以暴露时间（s）为横坐标，以扣除空白对照的TEER值在初始值中百分比（%）为纵坐标，作图（图1）。根据图1计算延迟时间（s）、强度（%/s）和坪值（%），计算公式见公式2~公式4。
暴露时间（s）
t1
t2
t3
P3
P2
P1
100
TEER（%）

图1  受试物暴露角膜上皮模型后TEER值变化示意图
	延迟时间（s）= t1	公式2
	强度（%/s）= -（P2-P1）/（t2-t1）	公式3
	坪值（%）= 100-P2	公式4
其中，t1表示跨膜电阻维持-0.03%/s＜dP/dT≤0的最长时间；t2表示dP/dT≤-0.03%/s后，跨膜电阻再次变为dP/dT＞-0.03%/s的起始时间；t3表示t2 + 30 s；P1、P2和P3分别表示t1、t2和t3时对应的TEER值的百分比；dP/dt表示以t对P求导数。
[bookmark: _Toc155249927]结果判定
根据表1判定标准进行刺激性判定。
表1  判定标准
	条件
	结果

	[bookmark: _Hlk161307994][bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK13]延迟时间≤180 s，或强度≥0.05%/s，或坪值＞5.0%
	无法判定

	[bookmark: _Hlk161307922]延迟时间＞180 s，或强度＜0.05%/s且坪值≤5.0%
	无刺激性


[bookmark: _Toc155249928]系统成立的条件
[bookmark: _Toc155249929]需同时满足以下4个条件，试验方能成立： 
（1）阴性对照延迟时间＞180 s，或坪值≤5.0%；
[bookmark: OLE_LINK5]（2）阳性对照坪值≥40%；
（3）参考品对照坪值≥10%；
（4）每个样品三次重复测定的电阻值的标准偏差应≤15%。
结果解释
当受试物延迟时间＞180 s，或强度＜0.05%/s且坪值≤5.0%时，则判断该受试物眼刺激强度为无刺激性；当受试物延迟时间≤180 s，或强度≥0.05%/s，或坪值＞5.0%时，则无法判断受试物是否具有眼刺激性，需要加做其他试验加以判定。本试验不适用于pH＜5的原料。





胶原蛋白凝胶-眼刺激性试验（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胶原蛋白凝胶-眼刺激性试验方法的研究制定工作。现就工作有关情况说明如下：
一、起草原则
本方法的编制本着客观、易行、针对性强等原则，采用目前各化妆品检验检测实验室已具备的试验条件、技术能力，保证方法科学规范的同时，兼具和国际标准的接轨性、先进性，以及可操作性、便捷性。
二、起草过程
本方法于 2021 年立项，起草过程包括：拟定研究内容；建立胶原蛋白凝胶-眼刺激性试验方法并确认试验条件；开展实验室间比对；与我国现行的试验方法比较分析；形成方法草案并通过标委会结题验收；根据标委会专家意见，修改完善技术方法，起草征求意见稿。
三、与国内有关现行法律、法规和强制性国家标准的关系
目前，我国检测化妆品眼睛刺激性/腐蚀性的主要依据为《化妆品安全技术规范》中的家兔急性眼刺激性/腐蚀性试验、体外兔角膜上皮细胞短时暴露试验和荧光素渗漏试验。随着3R理念的发展和科学技术的进步，越来越多的替代方法被应用到化妆品毒性的预测中。我国正在努力推进化妆品安全评价中替代方法的研究、验证和技术转化工作，并形成合适的整合评价策略。本研究的主要内容是建立眼刺激性体外替代试验方法，尤其适用于眼刺激试验整合评价策略中“自下而上”方法的起始方法。本方法与《化妆品安全技术规范》内容不冲突，技术方法上形成互补，以期与有关国际条约尽快接轨，为推进我国体外试验工作的开展，建立我国自己的动物体外替代方法体系，促进我国未来的化妆品贸易提供技术支持与保证。
四、与国际同类标准的关系
2019年经济合作和发展组织（OECD）正式发布胶原蛋白凝胶-眼刺激性试验操作指南，将其用于判定眼刺激性试验中无刺激性或轻微刺激性的化学物质，之后于2021年修订该方法的操作指南，现行的指南标准为2021年版。
本方法涵盖了OECD 2021年正式发布“胶原蛋白凝胶-眼刺激性试验操作指南”的要求，而且结合我国实验室特点，对实验操作中的重要质量控制条件进行了确认和优化。本方法草案体现眼刺激性体外试验的试验思路，贴近国内实验室实际情况，更具可操作性。
五、实验室验证情况概述
对OECD Guidelines for Testing of Chemicals（No.494，2021）（OECD《化学品测试指南》494号，2021年）中的各项技术内容进行验证，包括细胞株、培养基、模型构建、受试物配制、对照设置、实验操作、公式和结果计算与判定等。在此基础上，本标准还结合我国实验室检测的特点，对实验操作中的某些条款进行了确认和优化。
[bookmark: _Hlk177049163]在方法转化过程中，参考 OECD 指南及文献数据库选择 10 种参考物质进行了实验室内方法建立，检测结果与 OECD 数据库结果一致。2024 年1-9 月，分别邀请 A、B、C 3 家不同实验室参与了实验室间比对工作。对于阳性物质，3家实验室的检测结果均一致，与OECD的参考数据吻合。对于阴性物质，三家单位对t1判定出现了不同的理解，综合考虑后，我们认为个别非连续点出现dP/dt＜0.03%/s的情况是由该试验本身性质决定的，此时间不应取为t1。按照OECD指南，阴性样品的判定标准为t1＞180 s且强度＜0.05%/s且坪值≤5.0%。实际上，当t1＞180 s时，则不存在t2、P1和P2，强度和坪值无法计算。当t1＞180 s时，可知TEER的最大变化值小于5.4%（180 s × 0.03%/s=5.4%）。在多次重复阴性样品时，出现了t1=110 s，强度=0.029%，坪值=0.13的案例，提醒我们该试验的灵敏性。我们建议阴性结果的判定标准为t1＞180 s或强度＜0.05%/s且坪值≤5.0%。按照这个判定标准，三家实验室的检测结果均一致，表明本方法在我国实验室建立是可行的。
六、其他需要说明的问题
1. 本方法的条件确认
本方法适用于化妆品原料进行体外眼刺激性测试，测试结果的灵敏性、再现性和稳定性良好，可有效替代动物实验，作为整合评价策略中“自下而上”的起始方法。
2. 本方法的可行性分析
本方法的检测终点为跨膜电阻，反应角膜上皮屏障的损坏，相比于其他替代方法中的细胞活性和浊度等检测终点，上皮屏障更能反应眼损伤的早期变化。
本方法操作简便，所需的相关技术、人员、设备等条件易达到。我国开展化妆品注册备案检验检测的机构均具有建立本方法开展检验检测的条件和能力。
本方法的模型构建和测试结果与OECD结果基本一致，表明本方法在我国实验室建立是可行的，建议有条件的实验室尽快开展该项试验。
3. 参考化学物质
附件：参考化学物质目录

附件
参考化学物质目录
参照OECD TG 494，选择10种已知眼刺激性的化妆品原料作为受试物，10种受试物包括了家兔眼刺激性试验为不可逆眼损伤（UN GHS 1类）、可逆眼损伤轻刺激性（UN GHS 2A类）、可逆眼损伤刺激性（UN GHS 2B类）和无刺激性（UN GHS 未分类）四类；其中5个受试物为液体，5个受试物为固体；受试物涵盖了硅化合物、丙烯酸酯、有机盐、醇、腈类化合物、卤化物、硫化物、芳香化合物、二胺和砜类化合物。其名单见表1。
表1 本研究选用的10种受试化妆品原料
	
	CAS
	类别
	形态

	家兔眼刺激试验为不可逆眼损伤（UN GHS 1类）

	N-(2-氨乙基)-3 -氨丙基三甲氧基硅烷
	1760-24-3
	硅化合物
	液体

	四甘醇二丙烯酸酯
	17831-71-9
	丙烯酸酯
	液体

	水杨酸钠
	54-21-7
	有机盐
	固体

	家兔眼刺激为可逆眼损伤轻刺激性（UN GHS 2A类）

	环戊醇
	96-41-3
	醇
	液体

	氰乙酸甲酯
	105-34-0
	腈类化合物
	固体

	家兔眼刺激为可逆眼损伤刺激性（UN GHS 2B类）

	2-甲基乙酰乙酸乙酯
	609-14-3
	酯
	液体

	氯乙酸钠
	3926-62-3
	有机盐，卤化物
	固体

	[bookmark: _Hlk118458602]家兔眼刺激为无刺激性（UN GHS 未分类）

	巯基乙酸异辛酯
	25103-09-7
	硫化物，酯
	液体

	四溴双酚A
	79-94-7
	芳香化合物
	固体

	氨苯砜
	80-08-0
	二胺，砜
	固体
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