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本文件根据GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
本文件由中国香料香精化妆品工业协会提出及归口。
本文件起草单位：水羊化妆品制造有限公司、南京华狮新材料有限公司、纳爱斯（浙江）科技集团有限公司、陕西博溪通用检测科技有限公司、南京盛德梅赛医疗技术有限公司、长沙市食品药品检验所、英狄士检测技术（长沙）有限公司。
[bookmark: _Hlk219205159]本文件主要起草人员：张廷志、钱景茹、秦尧、黄余年、文琪、闫加雷、汪建明、刘珂、俞捷、李晓芳、卢永波、张艳云、刘嘉敏、赵仕兰、周鹏、钟菲菲、刘前、陈应强。
本文件为首次发布。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
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红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试
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	本文件描述了通过红细胞溶血测试或重组人角膜上皮模型测试评估儿童清洁化妆品温和性的方法，并规定了相关的术语定义、缩略语、试验原理和要求、判定标准等。
	本文件适用于以表面活性剂为主的儿童清洁化妆品(如洗发类、沐浴类、洁面类)在配方开发过程中评估和筛选原料、配方的刺激性。
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下列文件中的内容通过规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
SN/T 3824-2014 化妆品光毒性试验-联合红细胞测定法
T/SHRH 012-2018 化妆品眼刺激试验体外重组类似人角膜上皮模型测试
术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

儿童清洁化妆品 children's cleaning cosmetics
用于除去施用部位表面的污垢及附着物的儿童化妆品，包括洗发类、沐浴类、洁面类。
[来源：化妆品分类规则和分类，有修改]

刺激性 irritation
待测物质接触皮肤或眼球后产生的可逆性炎性变化。
[来源：化妆品安全技术规范，有修改]

半溶血率 50% haemolysis
使红细胞出现50%溶血的待测物质的浓度。	
[来源：SN/T 3824--2014，3.6]

重组人角膜上皮模型 reconstructed human corneal mode
以人角膜上皮细胞作为种子细胞，经过体外培养，与人角膜上皮组织具有相似结构及功能的三维组织模型。
缩略语
下列缩略语适用于本文件。
DPBS：杜氏磷酸盐缓冲液（Dulbecco's Phosphate Buffered Saline）
HC50：半溶血率（50% Haemolysis）
OD：吸光度（Optical Density）
PBS：磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffer Saline）
SDS：十二烷基硫酸钠（Sodium Lauryl Sulfate）
MTT：噻唑蓝
原理
红细胞溶血测试：将待测物质与红细胞悬液进行反应，破坏红细胞细胞膜，内部的血红蛋白释放到上清液中。通过离心去除细胞碎片后，使用多功能酶标仪在560 nm波长测量上清液中血红蛋白OD值，来反映其对生物膜的潜在刺激性。即待测物质刺激性越大，细胞膜破损越严重，血红蛋白溶出越多，红细胞溶血率越高。
重组人角膜上皮模型测试：重组人角膜上皮模型由正常人角质细胞的非角质化上皮构成，能够模拟多层角膜上皮。将待测物质涂抹在模型上，暴露一定时间后根据角膜细胞的存活率来判断待测物质的眼刺激性程度。
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a）冷冻离心机；
b）控温摇床；
c）分析天平：感量0.1 mg；
d）二氧化碳培养箱；
e）生物安全柜；
f）多功能酶标仪；
g）水浴锅；
h）组合式冷藏/冷冻冰箱：-24 ℃∽10 ℃；
i）单道可调节式移液枪：0 μL∽20 μL，100 μL∽1000 μL；
j）无菌工作台；
k）容量瓶：100 mL、1000 mL；
l）高温蒸汽灭菌锅；
m）玻璃烧杯；
n）离心管。
试剂
本文件所用试剂和水，除非另有规定，应使用分析纯（AR）和符合GB/T 6682规定的三级水。
a）绵羊红细胞；
b）PBS；
c）生理盐水；
d）6孔、12孔、24孔和96孔培养板；
e）重组人角膜上皮模型；
f）DPBS；
g）乙酰甲酯；
h）MTT粉末：含量大于99%；
i）MTT溶液：取0.5 g MTT粉末至于100 mL容量瓶中，加入PBS定容至刻度线，摇匀得5 mg/mL的MTT溶液。再取5 mg/mL的MTT溶液10 mL，加入40 mL皮肤模型培养液混合均匀，得到1 mg/mL的MTT溶液；
j）细胞穿膜剂：浓度10%；
k）细胞培养液；
l）SDS：含量＞98%；
m）水；
n）0.05 g/L SDS溶液：用分析天平称取0.05 g SDS于1000 mL容量瓶中，加入水定容至刻度线，摇匀；
o）0.1 g/L SDS溶液：用分析天平称取0.1 g SDS于1000 mL容量瓶中，加入水定容至刻度线，摇匀。
试验方法
红细胞溶血测试
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将绵羊红细胞放入离心管中，2000 r/min，4 ℃离心10 min，弃掉上清液。依次用生理盐水和PBS各洗细胞3次后，用PBS稀释至浓度为4×108个/mL，4 ℃保存备用。
红细胞悬液添加量校准
为使不同批次之间数据具有参考性，选择以初次试验0.05 g/L SDS溶液的HC50为定值调节红细胞悬液的添加量。移取240 uL 0.05 g/L SDS溶液到1.5 mL的离心管中，再移取不同体积（如260 uL、360 uL、460 uL、560 uL等）的PBS，摇晃均匀后每个离心管中最终用红细胞悬液填充至1000 uL。在28 ℃-32 ℃下摇晃孵育15 min。结束后，离心5 min，2000 rpm，吸取上清液，在560 nm测其吸光度值，按公式(1)计算溶血率。选择0.05 g/L SDS溶液的HC50在11.5 mg/L-12.5 mg/L之间的红细胞为最终添加量进行后续测试。
	                      (1)
式中：
试验组A560-不同浓度的待测物质溶液的红细胞悬液在560 nm处的吸光度；
阴性对照A560-PBS的红细胞悬液在560 nm处的吸光度；
阳性对照A560-0.1 g/L SDS溶液的红细胞悬液在560 nm处的吸光度。
待测物质配置
根据预试验，选择合适的稀释倍数（一般为3000 mg/L、2000 mg/L、1000 mg/L、500 mg/L、200 mg/L、100 mg/L）配制待测物质系列溶液。每种待测物质稀释5-6个浓度，PBS作为溶剂。
细胞溶血测定
在离心管中，将不同浓度的待测物质与红细胞悬液混合，每个浓度设3个平行实验，以0.1 g/L SDS溶液、PBS与红细胞悬液分别作为阳性对照和阴性对照，测试步骤与6.1.2一致。30 ℃孵育30 min，不断摇晃。结束后，离心5 min，2000 rpm，吸取上清液，在多功能酶标仪(560 nm)测其OD值，按公式(1)计算溶血率平均值，绘制折线图，计算线性回归方程，据公式确定待测物质的HC50值（mg/L）。
刺激性等级分类
根据HC50评估配方开发中原料、配方的刺激程度，刺激性等级分类标准详见表1。
表1 刺激性等级分类标准（红细胞溶血测试）
	HC50（mg/L）
	刺激程度

	500＜
	刺激性

	500-1000
	轻刺激

	1000-2000
	微刺激

	＞2000
	无刺激
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	按T/SHRH 012中规定的方法测定。
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