[bookmark: _GoBack]《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》
编制说明
一、标准起草的基本情况（包括简要的起草过程、主要起草单位、起草人等）
随着美妆行业全面发展，市场需求越来越细分，消费者认知也越来越成熟，而清洁产品作为刚需标准也逐渐提高，消费者最核心关注点在于温和性和安全性。另外，随着美妆全球化发展的不断深入，儿童可用的清洁产品竞争愈发激烈，但国内产品开发水平和研究深度较国际产品还有差距，期望通过借鉴国际先进经验和技术成果，制定符合全球化的标准，提升国货婴童清洁产品开发水平和国际竞争力，促进国货产品的出口和美妆国际贸易的发展。
清洁产品刺激性来源的核心是表面活性剂。表面活性剂作为核心成分，其两亲性使得具有降低表面张力的作用，起到乳化、分散、起泡、增溶等效果，从而能实现污垢的清洁。但表面活性剂的两亲性也使得能与蛋白吸附导致蛋白变性、插入溶解脂质造成屏障破坏，表面活性剂单体渗入进而对活细胞造成影响。目前对于儿童可用配方采用的是动物实验--急性眼刺激/腐蚀性试验方法，基于动物保护主义和3R原则，2013年起欧盟化妆品禁止化妆品原料进行动物试验，同时禁止销售用动物试验测试过的化妆品原料及成品，也不能从世界其他国家或地区进口任何经过动物试验检测的化妆品。此外，动物实验测试价格昂贵，并不适用于日常大量配方刺激性的筛选预估。
因此，为深化国货产品在清洁领域的研究，加速技术创新，先建立一套完整的、能快速有效筛选能通过急性眼刺激配方的测试方法，提高儿童清洁产品开发效率和质量。经水羊化妆品制造有限公司提案，中国香料香精化妆品工业协会提出制定《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》团体标准，经立项公示通过立项，组织制定工作。
1. 工作来源
根据“关于2025年中国香料香精化妆品工业协会团体标准（第四批）立项公示的通知”，由水羊化妆品制造有限公司为牵头单位制定《儿童清洁产品配方开发中的刺激性评估方法》团体标准。
2025年4月，本团体标准经中国香料香精化妆品工业协会审议通过立项，通知见《2025年中国香料香精化妆品工业协会团体标准（第四批）立项名单》。
2. 起草单位与主要起草人
主要起草单位：水羊化妆品制造有限公司。
协作起草单位：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。
主要起草成员：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。
3. 主要工作过程
2025年2月，水羊化妆品制造有限公司作为立项申请人向中国香料香精化妆品工业协会提出《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》团体标准立项提案。
2025年4月27日，经中国香料香精化妆品工业协会初审并征求行业专家立项论证和审核，《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》团体标准正式获批立项，并在协会官方网站进行了为期15个工作日的公示。
2025年5月-7月，水羊化妆品制造有限公司经过文献查阅，资料整理，实验条件摸索，初步形成《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》初稿。
2025年8月，水羊化妆品制造有限公司作为立项单位，联合南京华狮新材料有限公司，纳爱斯（浙江）科技集团有限公司等成立团体标准起草小组。
2025年9月，标准起草小组编制了工作计划，在充分整理研究数据、收集国内外相关法律法规的基础上，经过前期摸索验证及多次深入研讨，进一步形成《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》征求意见稿。
2025年10月-2025年12月，组织单位进行方法验证工作。开展试验数据分析，并基于试验结果修改完善标准草案，项目组内部意见征询后再次修改。
2026年1月，标准起草小组按计划完成了《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》的方法学验证工作和数据整理，编制形成了《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》的编制说明。
2026年1-3月，标准起草小组按修订意见完善形成《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》征求意见稿。
本标准起草过程中对市场上的产品进行收集，根据目前化妆品测试的国内外相关标准要求，通过试验条件的摸索、方法建设优化及验证工作，确定该标准的检验方法和技术指标。并邀请纳爱斯（浙江）科技集团有限公司，南京盛德梅赛医疗技术有限公司，陕西博溪通用检测科技有限公司和英狄士检测技术（长沙）有限公司协作进行了测试方法验证，复核结果显示本团标测试方法和技术指标具有可行性。
二、与我国有关法律法规和其他标准的关系
	在儿童清洁化妆品配方开发中刺激性大小是产品评估的关键环节，为了保证评估结果的科学性和可比性，这些评估方法通常与国内相关标准相结合。本团标中重组人角膜上皮模型测试方法制定参照了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》，该团体标准具体内容于全国团体标准信息平台公开。红细胞溶血测试方法中半溶血率定义参考SN/T 3824-2014《化妆品光毒性试验-联合红细胞测定法》。
三、国外有关法律、法规和标准情况的说明
[bookmark: OLE_LINK9]	目前国际上，尚无关于儿童清洁化妆品开发中刺激性评估方法公开的标准。
四、标准的制（修）订与起草原则
本标准的制定符合产业发展的原则，本着先进性、科学性、合理性和可操作性的原则以及标准的目标、统一性、协调性、适用性、一致性和规范性原则来进行本标准的制定工作。
本标准起草过程中，主要依据《GB/T 1.1标准化工作导则 第1部分:标准化文件的结构和起草规则》进行编写。本标准制定过程中，主要参考了以下标准或文件：
《化妆品眼刺激试验体外重组类似人角膜上皮模型测试》T/SHRH 012—2018
《化妆品光毒性试验联合红细胞测定法》SN/T 3824--2014
5、 确定各项技术内容（如技术指标、参数、公式、试验方法、检验规则等）的依据（与国际相关标准的对比情况，与国际标准不一致的，应当提供科学依据）
	一般刺激性常用鸡胚测试方法或者其他动物测试方法的结果评价分析往往依靠主观观察评分，不同人分析评价结果可能相差较大。本团标使用红细胞溶血实验和重组人角膜上皮模型测试实验两种符合世界伦理要求、能够低成本进行大量原料和配方测试的方法综合评估，结果判定均采用测量吸光度，避免肉眼观察的主观性，因此更为准确和客观。此外两种方法与动物实验结果有一致性，两个方法之间既可以互相参考，也可以根据实验条件选择一种开展作为开发中的刺激性判断。
	红细胞溶血测试的优势在于其原理简单、快速、经济且高度标准化，它直接模拟化学物质对细胞膜的物理性破坏作用，这是许多表面活性剂产生刺激的关键初始机制。相较于其他基于细胞代谢活性的通用细胞毒性测试，它更能特异地反映膜损伤程度，结果直观、重复性好，非常适合作为定量分级手段。在结果分类评判上，现有资料大多是测试并计算得出半数红细胞溶血浓度HC50与血红蛋白变性指数DI的比值H/D，根据比值对测试样品进行“无刺激、微弱刺激、轻度刺激、严重刺激”4个级别的评价。但在儿童清洁化妆品的测试中，大部分的刺激性等级处于“无刺激性”或“微刺激性”水平，无法进行更为细致区分和比较，因而也无法给予产品开发过程中的表面活性剂原料筛选、配方横向比较等提供有效的参考。而通过测试和比较样品的HC50，既能够区分相同刺激性等级下不同样品之间细微的刺激性差异，也可以节省更多测试和计算时间，提高产品研发的效率。因此，本团标标准划分参考经济合作与发展组织（OECD）发布的测试指南第404号《急性皮肤刺激/腐蚀性试验》中关于溶血性分类的经典定义，以及联合国《全球化学品统一分类和标签制度》（GHS，第10修订版）关于化学品皮肤腐蚀性/刺激性分类的阈值逻辑，确定了HC50划分标准，同时经起草工作组内部验证及多家参与单位的协同验证，结果显示其与产品实际使用中的温和性表现具有良好的一致性，能够有效指导儿童清洁化妆品的配方筛选与安全性评估。
	重组人角膜上皮模型测试的优势在于其高度的仿生性和预测相关性，该模型为三维、分化的多层组织，具有完整的屏障功能（类似角膜最外层的上皮层），能更真实地模拟化学物质与眼表组织的复杂相互作用，相比传统的二维细胞培养或鸡胚绒毛尿囊膜试验，它能提供更全面的终点评估，包括细胞毒性、屏障破坏和炎症反应等。该方法与动物实验结果一致性目前已经被多家权威机构验证，结果一致性表现优异。如浙江省食品药品检验研究院发表文章《基于BioOcullar®模型的清洁类化妆品眼刺激性评价方法的建立》中的结果显示三次试验结果,体内外一致率为91.7%，说明该标准可以较准确地区分洁面类化妆品的眼刺激性;上海市疾病预防控制中心发表文章《三维重建人角膜模型在化学品眼刺激分类中的实验研究》中结果显示14种已知眼刺激分类的标准化学品，整体准确率达到100%，有效弥补了单一体外测试方法替代动物试验的空缺。
	综合来说，本团体标准通过对红细胞溶血测试方法中的结果评判方式优化和验证、重组人角膜上皮模型测试方法的权威机构验证均与动物结果具有较强的一致性，能够满足儿童清洁化妆品开发中原料筛选和开发后的产品验证需求，凭借客观的评估方式给出量化的数据结果，提升开发效率。
1.各项技术指标要求
表1 测试指标要求
	
	指标
	本标准要求
	指标制定依据
	依据名称

	实验室环境
	温度
	(20-30)℃
	该温度范围为国际通用的实验室标准环境温度，可保障测试条件的稳定性与重复性，避免温度波动对样品物理化学性质及测试结果的干扰。
	/

	
	湿度
	≤80%RH
	控制湿度可防止样品吸潮、失水或发生水解，确保测试过程中样品状态稳定。该限值为国际实验室环境控制的通用要求，避免湿度对粉体分散性、溶液稳定性等产生影响。
	/

	
	试验环境
	无菌环境
	无菌检查应在B级背景下的A级单向流洁净区域或隔离系统中进行，所有操作均需在生物安全柜或超净工作台内完成。实验人员需穿戴无菌服、无菌手套，严格遵守更衣和进出洁净区的程序。所有取样工具、稀释液、培养基等均需经过灭菌处理，操作区与检测区应物理隔离。
	/

	测试模型
	人角膜上皮模型
	结构完整
	模型应具有分化的复层鳞状上皮结构，形态学（H&E染色）与天然人角膜上皮相似，且阳性对照化学品的细胞存活率呈浓度依赖性显著下降。
	OECD TG 492

	
	绵羊红细胞
	存活率
	采集后3-5天内使用，使用前无明显溶血，在试验条件下的自发溶血率应低于5%。红细胞悬液均匀，无肉眼可见的凝集或沉淀
	/


2.团体标准《儿童清洁化妆品开发中刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》方法验证。
	红细胞溶血测试方法验证：纳爱斯（浙江）科技集团有限公司验证报告见附件1，南京盛德梅赛医疗技术有限公司验证报告见附件2、水羊化妆品制造有限公司验证报告见附件3。






	重组人角膜上皮模型测试方法验证：陕西博溪通用检测科技有限公司验证报告见附件1，英狄士检测技术（长沙）有限公司验证报告见附件2、水羊化妆品制造有限公司验证报告见附件3。






	红细胞溶血实验与动物实验相关性验证：水羊化妆品制造有限公司验证报告见附件1，大水滴保湿净肤洁面慕斯动物实验验证报告见附件2、小迷糊肌简氨基酸表活洁面慕斯动物实验验证报告见附件3。






	重组人角膜上皮模型测试方法与动物实验相关性参考文献：上海市疾病预防控制中心验证结果见附件1，浙江省食品药品检验研究院验证结果见附件2、附件3。






3.主要试验（或验证）情况分析
红细胞溶血测试方法验证：
为了更好的了解该方法在不同实验室、不同操作人员测试情况下，对不同测试时间、不同批次血液测试结果进行了对比，起草工作组选取市面上常用洁面主要表面活性剂按照《儿童清洁产品配方开发中的刺激性评估方法》团体标准中测试流程进行检测,南京盛德梅赛医疗技术有限公司（实验室1）、纳爱斯（浙江）科技集团有限公司（实验室2）、水羊化妆品制造有限公司（实验室3）三家实验室参加了对相关产品的检验工作，该实验由具体检测数据见下表。不用单位测试结果显示，实验数据在误差范围内，稳定性良好，方法可重复高。
表1 三家实验室日间稳定性检测结果汇总
	测试机构
	实验室1
	实验室2
	实验室3

	时间
	测试原料
	平均值
	SD
	%RSD
	平均值
	SD
	%RSD
	平均值
	SD
	%RSD

	Day1
	椰油酰谷氨酸TEA盐
	1133.00
	52.37
	4.62
	1251.54
	23.97
	1.56
	1207.48
	49.22
	1.82

	Day3
	
	1134.67
	53.16
	4.69
	1353.54
	14.70
	0.89
	1217.11
	14.93
	0.51

	Day5
	
	1123.67
	50.50
	4.49
	1361.46
	38.17
	2.29
	1208.03
	28.38
	0.97

	Day1
	月桂基羟基磺基甜菜碱
	487.40
	21.20
	4.35
	581.13
	9.62
	1.35
	514.46
	34.66
	2.77

	Day3
	
	490.60
	21.05
	4.29
	581.32
	13.65
	1.92
	503.59
	29.91
	2.34

	Day5
	
	480.73
	21.07
	4.38
	529.68
	12.11
	1.87
	505.15
	28.65
	2.36


	依据《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》团体标准中的红细胞溶血实验方法步骤，三家测试单位日间测试三次实验结果相当，样品椰油酰谷氨酸TEA盐和月桂基羟基磺基甜菜碱测试结果在误差范围内，稳定性良好。
表2 三家实验室不同批次血液稳定性检测结果汇总
	测试机构
	实验室1
	实验室2
	实验室3

	批次
	测试原料
	平均值
	SD
	%RSD
	平均值
	SD
	%RSD
	平均值
	SD
	%RSD

	批次1
	椰油酰谷氨酸TEA盐
	1126.00
	50.71
	4.50
	1251.54
	23.97
	1.56
	1205.82
	26.22
	0.89

	批次2
	
	1124.67
	50.50
	4.49
	1361.46
	38.17
	2.29
	1221.77
	39.93
	1.40

	批次1
	月桂基羟基磺基甜菜碱
	480.53
	20.52
	4.27
	581.13
	9.62
	1.35
	505.91
	31.20
	2.53

	批次2
	
	480.17
	20.90
	4.35
	529.68
	12.11
	1.87
	509.49
	28.58
	2.29


[bookmark: _Hlk224034441]	依据《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》团体标准中的红细胞溶血实验方法步骤，三家测试单位不同批次测试三次实验结果相当，样品椰油酰谷氨酸TEA盐和月桂基羟基磺基甜菜碱测试结果在误差范围内，稳定性良好。
重组人角膜上皮模型测试方法验证：
为了更好的了解该方法在不同实验室、不同操作人员测试情况下，起草工作组制备了两款儿童洁面慕斯样品按照《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》团体标准中重组人角膜上皮模型测试方法,陕西博溪通用检测科技有限公司（实验室1），英狄士检测技术（长沙）有限公司（实验室2）、水羊化妆品制造有限公司（实验室3）三家实验室参加了对相关产品的检验工作，该实验由具体检测数据见下表。不用单位测试结果显示，实验数据在误差范围内，稳定性良好，方法可重复高。
表3 三家实验室重组人角膜上皮模型测试方法检测结果汇总
	测试机构
	实验室1
	实验室2
	实验室3

	测试样品
	时间
	平均值
	SD
	%RSD
	平均值
	SD
	%RSD
	平均值
	SD
	%RSD

	样品1
(1%)
	15min
	97.26
	4.29
	4.41
	93.48
	6.34
	3.91
	91.96
	6.72
	2.98

	
	45min
	76.21
	6.06
	7.95
	75.45
	9.01
	5.12
	76.09
	6.49
	3.56

	
	90min
	62.87
	6.30
	10.03
	61.29
	11.67
	8.18
	59.29
	5.15
	3.86

	样品2
(1%)
	15min
	35.56
	2.78
	7.83
	31.44
	6.37
	8.28
	28.47
	1.63
	2.34

	
	45min
	4.60
	0.25
	5.44
	3.92
	0.24
	2.72
	3.67
	0.47
	5.59

	
	90min
	1.58
	0.31
	19.47
	1.93
	0.38
	10.54
	1.90
	0.26
	5.60


依据《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》团体标准中的重组人角膜上皮模型测试方法步骤，三家测试单位不同批次测试三次实验结果相当，儿童慕斯样品1和样品2检测结果在误差范围内，稳定性良好。
红细胞溶血实验与动物实验相关性验证：
	测试方法
	红细胞溶血测试
	兔眼刺激性测试

	测试样品
	测试结果
	平均值
	结果判定
	测试结果判断

	大水滴保湿净肤洁面慕斯
	2240.23
	2277.83
	无刺激
	无刺激

	
	2289.09
	
	
	

	
	2304.18
	
	
	

	小迷糊肌简氨基酸表活洁面慕斯
	1830.89
	1858.12
	微刺激
	微刺激

	
	1853.23
	
	
	

	
	1890.24
	
	
	


依据《儿童清洁化妆品开发中眼刺激性评估方法 红细胞溶血测试和重组人角膜上皮模型测试》团体标准中的红细胞溶血实验方法步骤和结果判定划分标准，大水滴保湿净肤洁面慕斯和小迷糊肌简氨基酸表活洁面慕斯与体外动物实验结果一致。
六、征求意见的采纳情况（附《征求意见汇总处理表》、重大意见分歧的处理结果和依据）
无
七、标准实施日期和实施建议
无
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Experimental study on the classification of chemical eye irritation using a

3D reconstructed human corneal model
SUN Jing—qiu", LI Chen, HUO Qian, LIN Tian—yin, HONG Xin—yu, XIAO Ping, TAO Gong-hua
"Shanghai Center for Disease Control and Prevention, Shanghai 200336, China

Abstract: Objective To establish an in vitro eye irritation testing method based on the domestically produced 3D reconstructed
human corneal model, Skin Ethic™ Reconstructed Human Corneal-like Epithelium (HCE), with multiple exposure time points,
and to explore the feasibility and accuracy of applying this single in vitro testing method for the evaluation of chemical eye ir-
ritation. Methods Fourteen standardized chemicals with known eye irritation classifications (covering three categories of eye irr
itation according to UN GHS classification) were selected. Following OECD TG492B guidelines based on the Skin Ethic™ HCE
model, the test substances were exposed at multiple time points according to different characteristics. MTT assays were utilized
to determine cell viability as the endpoint, and the results from multiple time points were combined to predict the UN GHS
classification of severe eye damage/eye irritation for the test substances. Results The multiple time point exposure in vitro eye
irritation testing method correctly classified the eye irritation of 14 chemicals across two rounds of testing, aligning with the UN
GHS classification results, yielding an overall accuracy rate of 100%. The method demonstrated good reproducibility. Conclu-
sion The domestically developed Skin Ethic™ HCE multiple time point exposure in vitro eye irritation testing method effectively
identifies three categories of severe eye damage/eye irritation for chemicals (No Category, Category 2, and Category 1). Com-
pared to the traditional rabbit eye Draize method, this approach offers a shorter experimental cycle, simpler operational steps,
and more objective detection results, making it applicable for the in vitro evaluation of chemical eye irritation.

Keywords: Reconstructed human corneal model; In vitro alternatives; Eye irritation classification
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Yipoe v, HR R E RS T IRREEE
10 min ([ {452 0740 PR HCE B4 E 30 min) .
R HCE BRI F0 5% B R e A% 22 24 fLAkiEA T
MTT 2% (1 mg/ml MTT, 300 wl/ £L) 37°CREGH; 55 3
ho 5 F S B SR HCHT IE , 8 Y IR U e 7% 22 96
FUAR, A AL 2 £L(200 wl/ L) , T 570 nm 4b
M E W EREAE(OD) .

1.5 xR E ARG E AT (O
FLEE BT PBS) FIBHYEXT BE( LR R (FLIR) , Hrh &
2 YRR R AR 2 D P XS TR, 19 (W V) FLRR
[ AR AZ X B XS R, SRR 2D R R] 52 1 4
WA 2 X A B2 TR OD (H R0 I i3
B XTI (non—specific colour in living tissues con—
trol, NSCliving) R[5z {4 4b Bk H AN MTT 143 Bz
XF I A S ] EEE S MTT & AR ROV THEE] 0D
{132 550 I 0 34 AR B2 6 BRI MTT) (non-—specific
colour MTT reduction control, NSMTT) B} 524 b 34
H MTT FIFEE R R s 5 SR PR DL A R I
[F] FsF 585 1% R Xof B BB KOF R (i MTT) K B ot
(A hn MTT) (non-specific colour in killed tissues con—
trol, NSCkilled) B2 {44k Bilid H AT MTT HYBE 2
Xf e

1.6 EHFHAETIRGE

1.6.1 ZEAPEABO T B10 pl(mg) ZiAY)

BT 90 wl H,O T2 I E 30 min 5 WAL K
WA GE, AR YRR A R
R, IR SZ X [ A 68 257 A T
.

1.6.2 MTT HAZRJR N B 30 wl(mg) 329
fi#F 300 pl 1 mg/ml MTT, F 37°C 5%CO0, 514 F %
B 3 h E MR IOE AR E e 25 21
I AR, BRI AZ Y ] T MTT &4
BRSO

1.7 Aaxtampe s id R

1.7 TAEfERE e T 2 A AR 4 A
12 (test tissues, %TT) = ZiXW2H OD / BAMEXTIE OD
x 100%

1.7.2 ZRAYEABGETH THE%TT I, 2
20 OD AT ELANFRIE 2 X B OD (H A TR IE , Bl 37
R4 OD(KIE(E) = 522 OD — OD(NSCigine) o
1.7.3 MTT EEERJERN  HR%TT B, 24
OD {HTF ZHNBRFE K2 X O MTT) OD {i LA#EF 7%
iE, Bz oD (RIEMH) = Z 4 OD - 0D
(NSMTT) .

1.7.4 PIFHEREREBO TR EE TR %TT
i, Z W4l OD {H 5 ZNFRTE K XTI OD {5 At K2
XFRECm MTT) OD {6, F-in L 38 B2 XT J& (8 i MTT)
OD fEVIHA TR IE , RISZ i 4H OD (AL IE(H) = 3214
24 OD — OD(NSCj) — OD(NSMTT) + OD(NSCigp)
1.8 XIb R L 09 5o (AT i) & 5 ¥ itk RS A)
1.8.1  BAMEXTBRZHAY OD ¥ Al $£ 25 F A 1.0<
0D<25,

1.8.2  FHMEXS REZH 1Y 4 B AR X 40 B A7 1% 52 (viability,
via) Y(E [ 4232 {5 [ SR R Yovia(5 min) <50%,
H.%via(16 min)H1%via(120 min)¥ >50% ; 1%FL1R %
via(30 min)>40% , H. 20% < %via(120 min)<70% .
1.8.3  [AlHtR L, 25 525 40 4> F4T HCE A A
[E] %ovia ZEH N < 20%

1.9 R0 RS2 PEIR DL S Z 0 8] 5 R 5
FA AR XS A A5 R SZ i A T SkinEthic™ HCE HR
FF UN GHS 43 20PN, PRI ER 1.

&1 SkinEthic™ HCE R UN GHS 532 PH s
Table 1 SkinEthic™ HCE according to UN GHS classification

Zik SkinEthic™ HCE AR UN GHS 425
PR Tefapa o Zi) 2 21
4% TT(5 min)>50%H , %TT(16 min)F%TT(120 min) %
. ZTT(5 min)>50% , H%TT(16 min) %TT(5 min)<50%, H%TT(16 min)<
LTI A —AN<50%; 24%TT(5 min) < 509%H , %TT(16 min)
>50%M1%TT(120 min)>50% 50% 1% TT(120 min) <50%
F%TT(120 min) 27—~ >50%
ik %TT(30 min)>40% , H.%TT(120min) %TT(30 min)>40% , H.%TT(120 min) < 60%; 5% TT(30 %TT(30 min)<40% , H.%TT(120 min)

>60%

min) <40% , H.%TT(120 min)>60% <60%

L TRER S A no category(No Cat) ;2351 2 247 Category 2(Cat 2) ;2851 1 24 Category 1(Cat 1)
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2 & R

21 FHFRAETFHYHELER  EE 14 FOR
[P IR AR AEAL 22 5 4300k 7 AR AL
(L1-L7) i 7 F [E AR AL 2% fh (S1-S7) 5 #% B UN GHS
A2 SR 2 . 3% 14 Fh T AR BB 28 1Ak 2
s R 4 Ff No Cat Z5fb2z it (CHer 2 B A (2 Fil
[EAR) 6 Bl Cat 2 Zefb2i il (L 3 R fA (3 Al fE
&) F14Fh Cat 1 Zefbzz il CHirr 2 A A 2 A

) o MR IR T A, 4R W 2,85 Al
S6 HAARGEABE A, 70500 B @RI 5 k)
AR, PRI P A i s ZE L EL TG B X I 5 S3 AT S6
A MTT 7= A b U N, Hs s 5
LG IX P27 il i B8 AL B IR Cin MTT) 5 Hovp
S6 WEA [EA B0 5 MTT A BHGEJFN,
WA i T BB B IR A8 KRS R (i MTT)
FIZE BT IR CA T MTT) .

R2 14 E YRS R

Table 2 Identification results of 14 chemical substances

Hi'5 b i AR LB NN CASRN A B, MTT i J5 52 7
L1 2% (10%) ik 64-19-7 X ¥
L2 oS lEdk = SR (2%) QN 112-02-7 ¥ ¥
L3 13- R QN 99-62-7 T T
14 2- LKk -1- Ol Ak 104-76-7 T ¥
L5 PR Tk 67-64-1 G ¥
L6 IR ik 100-51-6 G I
L7 Tk ik 112-40-3 o G
S1 1- ZE 2R EEN 61-31-4 G o
S2 Xof LR HH i ElEN 619-66-9 G x
S3 B Ui EZN 56378-72-4 G H
sS4 1,2— TSR 0EmE -3~ fifi ElZN 2634-33-5 i ¥
S5 2- FHE 14— 2507 ElZN 83-72-7 H ¥
S6 4 KL 3 WYFEARED ElZN 610-81-1 el H
S7 J:3 ElZN 120-12-7 ¥ o

TE WS NSMTT, RIVASZ ) b B A9 8 B BRI MTT) 5° B 3SE NS Cii, RIVASZ 04 20 B (1435
NSClmng ﬂ:ﬂ NSC}QII&(I’ 7H<EF NSCMM E[] [/J %ﬁtq@ﬁfﬁﬁ E@%&X'Jﬁﬁ(/f\ﬂﬂ MTT) o

2.2 Zutia R RERIPRA BRI S ELER 14
Pl LI HR A EME UN GHS 4328 AR ESL 27 i (£ 45 4
Fft No Cat 2,6 Fft Cat 2 251 4 Fh Cat 1 28) £ HCE 4%
I Z2 5 [R] 2 R AR A MR Rk 1 ey P ek, 45
B S B % TT (R 1 BISEM bR T 45 542k
M. 7 B S 25 & 1 BT, =S
RILL%TT (8 S0%E I iERbnE, Hif L3 L7 =
AEHELE A %TT [E4 KT 50%, TR No Cat 2
RPTCfap o328 A dh s L1 A Lo — M [) i Y %
TT {E¥/NT 50%, AT A Cat 1 ZEEN ™ E IR 40 /
XoF HIR 8 BRCAS TT 3 52 ) P £ s R4 1214 F1 LS 7]

&

CXT B CAS N MTT) 3¢ 7 i3 B NSMTT

PEH S Cat 2 2 BRI / BRI 39 B 4 27
S 7 ANER A S LS AP 2 BT R, LL%TT {f
(30 min) 40%F1%TT 1 (120 min) 60%1E A PEHIFRAE
Hrr 83 A1 S7 (9%TT (30 min) (KT 40% Ho%TT
(120 min){E ¥ KT 60% , W] T4 4 No Cat 25;S1 Fl S4
(1% TT(30 min){E¥5/NF 40% H.%TT(120 min) /)
T 60%, " PN Cat 125 H4y S2.S5 F1 S6 AT AT
Ky Cat 2 25, KX 14 A28 1 SkinEthic™ HCE AR
PR/ SER S UN GHS 732885 R T HU#L, 3k
3.4 ATLUTR I, S5O — B, SR R A

iR

& 3 SkinEthic™ HCE 7} 2458 5 UN GHS 732 Hx R4
Table 3 Comparison of SkinEthic™ HCE classification results with UN GHS classification (liquids)

Yovia(x +s)

i SkinEthic™HCE 432§ UN GHS 432 SRR RS
5 min 16 min 120 min
L1 3.2+0.1 4.1+0.1 3.6+0.1 Cat 1 Cat 1 —5
12 59.5+4.8 70.3+0.2 8.2+09 Cat 2 Cat 2 —5
L3 89.8+0.7 96.9+7.0 100.0+ 1.5 No Cat No Cat —5
14 81.7+0.1 89.6+1.3 15.0+9.5 Cat 2 Cat 2 —5
L5 13.1+£99 107.1 +£5.0 100.7 +5.7 Cat 2 Cat 2 —5
L6 40.4+0.9 17.8+£3.7 2.5+0.5 Cat 1 Cat 1 —5
L7 91.8+6.3 97.7+6.6 88.6+1.4 No Cat No Cat —5
https://www.cnki.net
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Figure 1 The results of a time—to—toxicity test for liquids

2 [EAA A P ] B S RSN R R 12

Figure 2 The results of a time—to—toxicity test for solids

4 SkinEthic™ HCE 7)2RE55 UN GHS 4328 Hoxt ([5114)
Table 4 Comparison of SkinEthic™ HCE classification results with UN GHS classification (solids)

Yovia(x £s)

i SkinFEthic™ HCE 432 UN GHS 432 I REE RN
30 min 120 min

S1 1.9%0.1 1.1£0.1 Cat 1 Cat 1 —3

s2 88.314.9 164+8.6 Cat 2 Cat 2 —5

S3 1054+2.1 99.0+1.1 No Cat No Cat —5

S4 46+09 1.1£0.4 Cat 1 Cat 1 —3

S5 85.6 5.5 102402 Cat 2 Cat 2 —5

S6 100.0+1.1 33.0%0.3 Cat 2 Cat 2 —

7 95.940.5 978+ 1.0 No Cat No Cat —5

3 it i 2 F1 No Cat BRANH 2091675, OECD lli+s

BiE 21 t 20 Bt R i B L LAAESh
RIS HU AL Ge sh iR, LIRS k3t 1) 25
PR Z e ) BT AR 4 R A S
AN S A SN AR ZR A b 27 B 1 B R b SR
B, AWK SkinEthic™ HCE fE A SCIGHIRY , 2%
2 R AR R 0 i DA R o o Ty X T A )
S M AN R R R |, B I il — a2 1) — 44544
SRR A A A U R 3T . B4 HCE A7 ]
Jert I AR A, 0D 32 3 g e (o HL o 0 S B
Jo7 R B ARG I JRy 8 g, FLHAR A 37 AN 37 P
il T RATPAR AR sl A, B s v A eE i . %t
FEIT AR SRR 1) N A A A B — ik i) 5 2 R 1A
SRS IR Sa OB S il o L N[k 6 R AN B /B willE S
T2 B S (B SZ ) 2 7% 30 min F1 120
min, RARZIRY) 75 S min. 16 min A1 120 min) ,
MITT 325300 52 40 5 AR A 28 5, 49 i) 38 T A K
YMALAFIE R 40% ([ K F5Z 30 min) F1 60% ( [ 145
# 120 min) 2%, 50% CRAR = AN a] ) 1 R 22 1 ] A5
T TR ARSI A 06 v A AR, LABIF SR (]
— BRIV 6 FO0k S HLAER 19 45 51 Cat 1. Cat

https://www.cnki.net

FAXT 70 NBARZ IR K 81 AR Z i AT 258
S MG UE LT, © & RS 8% TR R AR
HERRRIA R 74.4%, Hrb Catl HERIH 79% , Cat 2 i
i % 69% ,No Cat HfE# R 75% , ik — 43 #r Sk—
inEthic™ HCE 5L 5 45 5 (W AA) ,No Cat 1k 2% i

20.8% 1 F K Cat 2, Cat 2 f2 0 1 20.2%1%F4 Cat
1;SkinEthic™ HCE SZH 45 5 ([E{A) , No Cat fb27 5

25.3% 1% A Cat 2.3.0% = H] K Catl, L] LIF
W, T RN HCE A 7= Az i 40 B B 1k L
Draize g9 505 | e ) HR 40038 o M fgURk, e —Fh R
R T RE RS MIR B R AT R . AR
T LRSS, 27 22 i [R) A5 SR AR AN S i
B 5 R AR EN], DL = R A N A RS 7R (Sk—
inEthic™ HCE) i SZ 5 AL BEFE OECD 38 1 48 31F 1)
14 hRiEfbE gl (LG 7 Ak iR 7 Ak
A2 5 s =R ORTE UN GHS 4328 DL & B [ B i
TR 7 B EAT MTT JE 4585 R A Ak 24 ) 1
ARSI NI TIPS IR, 1 — A5 90 E 3T [ P 7Y
(1) Z2 Hsf 1R 0 2 SR AR AR 8 P 38y vk ) T B A
FRVE T HEASE . IR A R R 14 ME2E A PR
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MEAEs R —2, TR MERF] 100%; H —=F UN GHS
Oy RIER AN, AR AER A 5] 100% ., WF9E R
WSS G I a] — BRI 7 3% AR A IR v ks FH
TIPS A S IR RS AS A R A T B B T
TR , TR R T B — s ] o % R AR /IR ik
K7 e ANREIX 3 Cat 1 I Cat 2 AYMERS, 25— RS2
B Ty VR XA A ™ E IR A IR A
S (No Cat.Cat 2 Fl Catl) FiR 53], [F] Bt 3¢ BH L 1 [H
N SkinEthic™ HCE %t A Ff AR Y () Z2 i) [B) 1 2 i
AR AR P X0 A ) S B0 & A A g T L
H—ERn 1. SEG %R Draize A0 G 1% 051
PESAAE T 5290 R 35V 2D R AT Aar i 45 0y
SISy BRI AGE e STWNG Sy £) | 4 AN e ) L
W ETTAN B3R, AT AR Draize SIS ik, (HIEZ
i 1] A 2 AR A IR P 138 T IR AT A A — 2 1))
R , TCBA RLIX S Cat 2A F1 Cat 2B fh27 0 o PR A 5k
TR 2, HAEPAN IR A sl 1 72
B IANREIZ Draize sh¥)iX 50 L £ 5210005 [ AT
FEE S A5 B AR RSN, X T Se b 2 ) o S A AE Tk
TER I T R SR i T BB . PR i Oy YA 5 Bt —
ARG UE DA i e R 1

28 Rk, KT SkinEthic™ HCE A58 Z2 B[]
F TR RS MR SR8 T vk I ST TR AR T — 1A
D AR S e iy s e, Ay [ oA ) Akt R
PR M EE Sh P e S AT R H T SR R 2
FOARS R, R it — ARz A e E N
SR T I
FIZERZEARE  ABFATETEAE TR oo

S 3k
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Establishment of an evaluation method for eye irritation of cleansers based
on BioOcullar® model
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Abstract: Cleansers are essential daily

basic cosmetics, and these products

contain a high level of surfactants, which

have a certain degree of eye irritation.

When evaluating the eye irritation of Model Recovery Wetting 15 min Rinsing MTT test
cosmetics using the Draize test, such Exposure T h

samples can cause hyperemia and edema

of conjunctiva and changes of cornea opacity of rabbits. In order to reduce the harm to rabbits, an in vitro evaluation
method was established. BioOcullar® is the first commercially available reconstructed human cornea—like epithelium
model developed by a Chinese company. This model has been identified as a useful tool for the testing of irritancy. The
test protocol has also been developed for chemicals. However, this protocol is not suitable for cosmetic formulations,
therefore in this study a method for evaluating the eye irritation of cleansers was established based on BioOcullar®.
The chemicals under test were applied to three tissues, and the tissue viability was measured after exposure and a
post—treatment incubation period. Firstly, the exposure time and post—incubation time should be optimized according
to the barrier function of the tissue. Secondly, the acceptance criteria should also be considered. Three batches of
cleansers with known irritation ( Draize test ) were used to explore the relevant conditions of the method and to select the
appropriate exposure time and post—treatment incubation period. The results showed that, 60 min of exposure was the
most suitable, and the presence of post—treatment incubation period could reduce the sensitivity of the method. Another
12 batches of cleansers with known irritation ( Draize test ) were used to validate the method and determine the criteria.
According to the evaluation results for three times, the acceptance criteria were: no irritation: viability =60%; mild
irritation: 15% <<viability<60%; irritation: viability<15%. Finally, the method was used to predict 12 batches of cleansers
with unknown irritation and compared with the results of the Draize test with an in vitro/in vivo agreement rate of 91.7%
(11/12) . The results indicate that the evaluation method established in this study can differentiate the eye irritation of
cleansers.

Key words: cleanser; eye irritation; BioOcullar®

Received: July 30, 2021; Revised: April 29, 2022.
“Corresponding author. Tel.: +86-571-86457970, E-mail: kuangrong@zjyj.org.cn.
WTLAE 24 i B A R RGBT E (2021024 )

- 529 .





HERS5NA

H A &

< S 52 %

3T BioOcullar BT i 1h I e R P VEr J7i2:
I0}ENYA

GET SENE S IENY T SEN
SR ET Y LT N e T L LI T T EE LS T e es 1
2HUTBERBHEMBEMAR HIEAREMIHRERNRAEAKNEE

L2

KRE, WT MM 310052;
, T WM 310052 )

WE: BTEELEE T EEA AP BRI BioOcullar™ A1 1 2ttt IR MEEN 7 i, BB AR R IR A
W), B I [ e AR A A B A7 5 RN S IR E AR E . HI3HEE AUE (R ek ) v e fet
A XTZOT IR RGBT IR, R TG RO BRI RIS BFE I ), 45 R RV REZ60 min U/ F A RN 5id. 7
Bt e At (KR ) B el dh 207 ik AT BRI A AR, AR = PP S SR I E AR -

TCHRIENE . AR =60%; FRRIE

15% <TG 3R<60%; HIBME: fFEHR<15%, e ot 124 R Al et

TR AT, 5 5 RIEEE RIAT LR, S5 R BRI —BURN91-7% (11/12), BERRIADITE LY

PN T 2 BER A3 DX A3 T At i 1 AR SRR o
SR YIRS s IR s BioOcullar®
FESES: TQ658 TEARIRAE: A

T 8 R R AT R H A ] 20 g B il ol
fh, XIS KRS EA] . SRR DhaL
WA, BRG L BRI SEAL, BT E AR, K
HBAT 7 b HR AT R A B A T K, AR R
ARV E RS o 2 3R A HE S A At i Sh P
FINESAS T, A IZRA L S R R, A
5T RSN 8 AR BEAE L R BRI BioOcullar® % i i
KA S FE TN

BioOcullar®#E# 5% v [ MR A - 52 40 B 7e Ak
AR /NE R SRR, i P A AR R R AR K A7
Yy, BiE— I [a) Jo MR R # FEE 200 B A0 A 05 ok W 52
YR AFLPEREEE 7], BioOcullar™f 123k & 25—k
SRR, S Z4EEUE . ek R A, 2
FEPERAS, HRATCA —Le R H 1200, ff BT A AL 4
AR, PRslE . EmmdERE Z L, REUES, M
H T A A 38 T I 2 A it B Y B R 5[]
SURRIBMEVEN s o ABFRE HISHEC FRIBLME (K
Gk ) B IE AR M i X% T TR AR DA R A TR
R, PRSI MR I RSB R R Syt

XEHS: 1001-1803 (2022) 05-0529-05

B UE I8 FIEARME o FieJim T TT 1568 1 24 oA S ]
PR T TS R AT B, OF 5 R Ak A Rt
Fr R, ar AT DX s 2 At it IR O PP AR
Jrike

1 SEIGERS

L1 EEMH. XFE5EF

BioOcullar® s # A fiy JEFE B RARRL, J7ARTHRA:
YR BRA W) o EmBva =2 Z e, A S iraiEHol
Ll A, A/ IES . SCXK () 2018-0002,
K. 2.0~2.5 kg, MEMERH]. SR T-HLA B &
2y R BRI ST BE SIS bl SRS B T AT
51 SYXK (#f) 2016-0009, TritonX—100. Z.82H g
MTT, Sigma; DPBS ( Jo#5. BEEF ), Gibco; FINMEE,
25 i A=A IR AW

HERAcell150i b iIE 746, Thermo Scientific;
SpectraMax19048#h—n] W% L2 G5 FEpR{L , Molecular
Devices Corporation,

FRIBEE (ZZRIE ) W 2R i W %07 Y 24T SARFE R B,
F1 ZikEm
Tab.1 Test samples
G TE TR 44 it i A i i 44 T i i (e
1 THHIFLA 4 T FLD 7 THTI LG 10 T FL)
2 TH I FLB 5 THIFLE 8 L H 11 THIFLK
3 T FLC 6 T FLE 9 TH Iz 12 TH I FLL
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%5 M fafarpl, % FETBioOcullar™B A (135 T IS A it IR R B4R 5 325 4 Ay

FE S 4 FEfhdRs mh44 eSS 4 SR rh44
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( Fehiki)

1.2 SLEHE 100

1.2.1 RhCERIEFE Z‘; .

FRy A3 R BT BR 2 ( BRI BE ). FHPEXTRELH S 60t L] B
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W) FREHAL. 45 AUAE B AL RER SR (el =

80 ul, [EA&80 mg ), MR, FraHLHEAN20 ul ol .

DPBSTE (37+1)°C., 5%+ 1% CO, (FR#ESLME) T 10k

WFHE 15 min, HEUWERINEE 5 = E ik — @ i iE,
DPBSHhyE 2R TH AL AR, TEPRERI TR E
2h (AJ3E ), BfJERBIALR AL mg/mLBYMTTE W,
PRUESRIE TR E 3 he W9 H 525 12 mL 5 P9 B2 fig
B, 4 CHEfR R, T570 nmig KAMEER OGRS, &
BALEAT24L, IS O

REShODIE-EH OD{H

Ik ODIE—IODIE
1.2.2 ZK%E ( Draize Test ) iXI6 7%

Z M (ol il % R BE ) (20154F/ )
SR R T TR BT R TR, SEBRHT24 h
PR AT IS, P FH 98 6 28 B B 4 B T R LR R A7 4
A, BFEIBOR A IR R R 3 H, K0.1 mL
FEAMA — g5 e, MREA1 s, EH30FEH
SR P A PE AN S5 S R 405 () K vk
30's, JIMHRAEAALERAE A B3I, 7R AZ Y e
1, 24, 48, 72 hDAKEEARFNERTIRXS S IR G 21 Tk
o GUR72 WA BRSO , BT 2 kiR . X T
T AR, TR, — AR 21 d. 1%
(A it 22 A AR BIYE ) (20154F/ ) BR A2 218
Xof MR Pyl i B

2 GRS

2.1 ZEENEMEREERENHEE

FEIE 2R, W I A A H B 2H 215 R T g
gE LN BT, 1k 8 4 25 R I 4 0 A7 0 SR AE
40%~60% [8] () Z 22 IR, 455 8 7% 30~60 min,

x 100%

i =

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
ZFR ][] /min
Bl ALREMNIAERNEERNETHETER
Fig.1 Viability of the tissue barrier test group at corresponding

exposure time

DRI E VRS A i IR 22 8 30 min, )5
WEE2 WA ZRAT, IR DX oA TR Y 5 FRE D A
H560%, HIJCHIEAE: /7R =60%; A HFHM.
1Al R<60%. AT SHZWNTTE, 4G H
FRR TR f14) 20 25 e I 1 20 7 A () 2 i 15 ) ) A7 36
R, PEFE30M60 minfE oy ZERMI ], FFXT L pist e A
JCJ 0 8 I ) X A7 15 R AU IR o PR SHE B ATHIR SR
PERRE AT, S5 R ANSR2FT7R, 60 minfY 2%
i 1) EE 30 min B R DX 73 ) k-5 D0 B, A7 6 R
49 BLR 22 B A R T 5 SRR 5T RE 7 26 b
HE o B R —E W)t SRR, TERR SR F T A
F2h, KB RAEIE RGP R, AR i
TEZEF60 minf5 Al RAERAR, NI A S FEAF
RPN T T RSN AR BRSO ) 2 bR
HE, NPT R, R AP RORIE R A5 R A
HMRNEPE . BIFSE K B BR 22 55 60 minJC 5 % B I AL A7
THRAE60% LA T, HARAN A G R G T60%,
It LA B 58 35 £ 2 85 60 min B )G W& N 5 2045
I

2.2 RIS EAEIRERNRE
MRS S g A 2856, 3t i Pl i MR A R T
e, ANTUERSR . RIEER, RAREER AR
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Tab.2 Effects of different exposure time and post—treatment incubation period on the viability of model
i 2 )ﬁﬁ%f% _ PRI

30min (%) 30min (##) +2h (J5%F ) 60min (##E) 60min (£ ) +2h (J5HEF) s
8 62.2 3.1 71.9+3.0 57.7+4.3 63.6 £4.6 ORI

12 21.8+2.6 435+29 14+0.1 2113 RN
22 83.1+1.2 93.5+6.0 75.3+0.1 89.8 £3.2 JUHE

HE, S 2HLE AR AR A, LA
#2600 minJCJa WA IR A, APRINRSTR . £R
B YR 28 5 LA S B IR RO 551, i 4 7
Wy RN FAIER=60%; BHRHTE: 15%<
FAGR<60%; BENE: FAER<15%. SR PNREE

FRER IR, —BE0H83.3% (10/12), 91.7%
(11/12) }%83.3% (10/12 ). HTAARSMALE A B
PAMEFIEARE, B LEE RTINS . PR 2
1A A A 2 2 28 SR — B 20 3 M 91.7% (11/12),
91.7% (11/12) }91.7% (11/12),

®3 R#HCHREEZEERIFHER (1=3, ¥+SD)
Tab.3 Evaluation results of 12 batches of test samples with known irritation ( =3, X £ SD )
1K 21K 3K
%' - - - - - - PRI 432
PERRTE LS s TRER% e TRER% e
1 10.0+1.7 S 15.2%6.2 L2y 1 9.8+1.1 A L2y
2 17.6+3.4 Ly N 20.1+5.9 LY 21.4%15 RPN LRy
3 28.0%4.9 LSV 35.2+3.8 g 33.4+1.6 Bl LEY I
4 21.2+1.7 L2y 1 38.8+7.3 LD N 28.9+2.4 L2y EETN
5 21.7+3.8 Ly N 40.0+3.8 LY 20.5+5.3 RPN LRy
6 29.0+10.7 LV b 41415 LV b 34.7+2.7 LV b LEY I
7 42.3+35 LEpN 47.7+1.7 BN 40.0 2.7 R R
8 59.2 % 4.6 R 67.2+3.8 JeHE 51.0+5.1 LEPHN [pe
9 24.6+29 LY b 2715+54 LEV 156+1.1 LEV LBYN
10 412+4.9 AR 443+50 LY I 37.4+238 LY IR EEV
11 38.8+2.7 Y 485+1.1 BRI 30.9+3.1 BRI L2V
12 2.2+05 ek 2.9+0.6 ek 1.3+04 ek I
PC 49+1.2 T 11.7+1.2 R 75+0.7 T REE
2.3 N HEMEIER A BOFBIME, AR “1.2.17 IR AR TR
RBRE R . B S S RE ﬁ?ﬁ@j%@ﬁﬁ: Bﬂ‘rﬂa“ﬁﬁéﬂ%ﬁ‘éﬁ (ODfH ) £
HUOMCE T4, 13 R . 3 R R ( 2, 1.0~2.0Z [0, BHPEX BAIAFIE HRAELS%LA T, A5
BRI ). BIREATIRAL (AUflk ), aisUmmsfpm g PRUBAIARIRAEA0%-60% 2 . = ABURIIRISD

44 (0.3% TritonX—100¥¥K ) FIFEARZH . #4053 A mA
AR AR S BRG] (AR80 wL, 480 mg ), MIRHT,
F A AR NN20 ul DPBSTE (37+£1)°C., 5%+ 1%
CO, (FRMEZAE) FME 15 min, 4ILVEREIINFE)S 2= iR
60 min, FHDPBSHEL 2% 0 2= TorE Sk e, Bl
JE BB AL mg/mLIMTTE IR, bRt T
3ho WEEIEE FH2 mLF AR B, 4 CU it
F570 nmife KALERRECRE, ARSI, WS
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T4 DR#LRARFEZIAFERENER (n=3, X£SD)
Tab.4 Evaluation results of 12 batches of test samples with

unknown irritation ( n=3, x £ SD )

S EER% WM S RN S
13 57.6+9.7 BRI ToHE
14 05+0.1 R T
15 62.8+2.9 TeHil TCHI
16 31.7+75 LEY N0 B
17 39.4+9.7 UEVAT R
18 439+44 LY R
19 35.7£35 LY B
20 71.8+5.7 ToRl% Tl
21 82.1+0.2 ToHI4 ToHE
23 80.1+3.4 TCHil TeHIE
24 81.3+26 T ToHE
25 79.1+46 ToH Tl

3 it

1) B BRI A7 35T oAl T A RS (1 b2 R
T 775, GIOECD TG492, {HiX 8675 kA TE
FH AL 5 IR R A, TR AR I, [
WA A ST R T AR AR (8 N A REARE TR () AN kot b
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2) BERIRGE PERA T BT I ey, 5 48
F14) DK SR 2 kg B P ot B A 715 23R L B A 780 (14 o i T
ABo ATrRARE L R BRI T2 LR BT AR, RIBEAY Y
HRAZRE T RARFCHY, YRR B B DI RERE (RS, R
R[] 107 AF N BRGS0 1 B P D e T i B, 5 0
i) 17 A T 5

3) ML SN T AR R, R AR T A A Y
ZE I 18) 60 min, RS RG0S I F N ] 2 AT
ERRBUE, TCEARBIX S ORISR &, AR 5 12
RN GBI

4) ARJ7EFERRE X 5 T JCRIEE . R
PEFURIECE , 6B HE bR 2% B A 77k i) R A

B, R ORI E A B AR R E TG . e =R
SERAR N AN—ECR MO1.7%, U P AR v T LA v
M DX it T R A ot O MR SR o

5) MEARTTIEREIE [, WFFEHkit 7k &oK, Ik
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(1. 310052;

2. 312073)
BioOcular™ EIT o : BioOcular™
EIT 6 Draize o
. Draize BioOcular™ EIT Draize BioOc—

ular™ EIT 100% (6/6) . : BioOcular™ EIT
: BioOcular™: ;
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Eye Irritation Evaluation of Containers for the Ophthalmic
Preparation by BioOcular'™ Corneal Epithelial Model EIT Method"

XIE Zhen' ZHANG Jinsong' SHEN Qin’ HE Licheng' SANG Jing' KUANG Rong'**
(1. Zhejiang Institute for Food and Drug Control Hangzhou 310052 China;
2. Shaoxing Modern Medicine Public Service Center Shaoxing 312073 China)

Abstract Objective: To evaluate the eye irritation of containers for ophthalmic preparation by BioOcular™ corneal—
epithelial model EIT method. Methods: The eye irritation of six batches of containers for the ophthalmic prepara—
tion was tested by BioOcular™ corneal epithelial model EIT method then the test results were compared with that
obtained by Draize method. Results: The test results obtained by Draize and BioOcular™ corneal epithelial model
EIT methods showed non-rritation. The classification consistency of BioOcular™ corneal epithelial model EIT meth—
od and in vivo method was 100% ( 6/6) compared with the Draize method. Conclusion: BioOcular™ corneal epi—
thelial model EIT method has the potential to be the alternative method for eye irritation evaluation of containers for
the ophthalmic preparation.

Key words: BioOcular'; eye irritation; containers for ophthalmic preparation
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A N N o

2015 “YBB000720022015
7 “YBB00062002 ~ 2015
"2
( ;
1 mL/6 cm’ 2110 °C .30 min)
30s 4.24.48.72 h .
Draize

“3R” ( reduction refinement

replacement 3R)

o 3D
2015 7
EpiOcular ® EIT
( OECD)
b 3D
BioOcullar
OECD
o BioOcullar™ EIT
1.1
HERAcell 150i ( Thermo
Scientific ) ; SpectraMax190 -
( Molecular Devices Corporation )
( )
Systec DE-90 ( Systec GmbH) .
1.2
BioOcular ® (
) OcuRecovery ( )
( Sigma . BCBRI040V) : 34 4 5—
2)2 5- ( MTT Sigma
MKBF7873V) : (

:20160108) ; ( DPBS) ( GIB-
CO : 1696567) ; (
:1704142C) ; (
: 16052402) ; (
:20091020)
0.25% o
1.3
6 #1 ~ #4
#5 ~ #6 o
1.4
( ) 5 9
2.0~2.2 kg
:SCXK( ) 20130056
:SYXK( ) 2016-6009.
2
2.1
120 cm’
0.3 cm 50 mL
o 20
mL 110 C 30
min o
2.2 BioOcular™ EIT
) 0.9
mL o
(37+1)C (5+1) %CO, 95% RH) 60 £5
min. (24 +£3) ho
20 wL DPBS (15 £2) min
o 42 nL
(NC) (PC)
(30 £1) min DPBS 10
(120 +5) min,
300 L. 1 mg * mL~"'MTT 24
3 h+5 min,
24 2 mL
o 200 pL 96
570 nm
o oD 0.040 2.

2.3
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op - oD ) x100% 1) >60% (
<60% (UNGHS 2 JUN GHS ).
1 EIT
Tab.1 The test data of samples by BioOcular™ EIT method
0D s cv/
( sample ID) Rl R2 R3 (calibrated average) ( activity ratio) /% ( activity average) /% %  (iritation classification) ( 1/NI)
NC 1.226 6 1.2215 1.1647 1.16 99.91 100. 00 0.12  0.12 NI
1.2117 1.2061 1.201 1 1.17 100. 09
#1 1.2676 1.1394 1.3141 1.20 103. 01 101. 36 2.33  2.30 NI
1.2953 1.106 7 1.203 9 1. 16 99.72
#2 1.1458 1.2057 1.1820 1. 14 97. 64 98. 06 0.59 0.60 NI
1.1647 1.2238 1.1740 1.15 98. 47
#3 1.1838 1.1040 1.0197 1. 06 91.41 92.35 1.33 1. 44 NI
1.2083 1.1091 1.064 0 1.09 93.29
#4 1.0782 1.0591 1.106 6 1. 08 92.61 92.77 0.23 0.24 NI
1.1224 1.0947 1.1516 1.08 92.93
#5 1.1638 1.0342 0.973 6 1.03 88.09 88. 68 0.83 0.9%4 NI
1.1837 1.0573 0.9997 1.04 89.27
#6 1.0958 1.1356 1.1458 1.12 95.92 95.20 1.01  1.06 NI
1.1045 1.1622 1.156 4 1. 10 94.49
PC 0.273 6 0.3389 0.356 6 0.28 24. 28 24.18 0.14 0.59 I
0.2714 0.3365 0.3542 0.28 24.08
2.4 Draize
2.4.1 “2.17 o 200 L 30s
: 200 pl. 30s.
2.4.2 24 h 4.24.48.72 h
3 o 2,
2
Tab.2 Eye irritation test observation of samples of
4 h 24 h 48 h 72 h
(irritation classification)
( sample ID)
( sample) ( control)  (sample)  (control)  (sample) (control) (sample) ( control) (1/NI)
#1 - - - - - - - - NI
) - - - - - - - - NI
" - - - - - - - - NI
#4 - - - - - - - - NI
45 - - - - - - - - NI
# - - - - - - - - NI
- +: o ( Note: = no abnormalities abnormal)
2.5 EIT 100% ( 6/6)
3, 6
Draize
EIT EIT
Draize Draize 6
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2
100% ( 6/6) 100% d ’
(6/6) 0
( EIT)
SOpP —
<50% o
3
Tab.3 The comparison in classification results between BioOc— EIT

ular™EIT method and Draize method

Draize
s O o T
BioOcular EIT B (results of Draize test)
(results of BioOcular™
( total) N
EIT method)
( non-rritation)  ( irritation) ‘3R” °
( non-irritation) 6 0 6
(irritation) 0 0 0 .
(total) 6 0 6

1 Test No.492: Reconstructed human corea-ike epithelium( RhCE)
test method for identifying chemicals not requiring classification and
23 labelling for eye irritation or serious eye damage M . OECD guide-
line for the testing of chemicals 2015:1
2 . ( ( )
» J.
100% ¢ 2012 32( 10) : 1889
LIU Q ZHANG Y GAO H. Biosafety suggestions in current na—
tional drug packaging containers( material) standard J . Chin J

Pharm Anal 2012 32( 10) : 1889

° 2005 6(4) :61
1944 ( Draize ) KUANG PL. Existent problems in standard collection of packaging
Draize materials and containers for direct contact medicines promulgated
by State Food and Drug Administration J . Drug Stand China
2005 6(4) :61

° J. 2009 9(3) : 182
LI XH QIUL QIUZH. Study on short time exposure test of rab—
bit corneal epithelial cells: an alternative to rabbit eye irritation

test J . Pharm Care Res 2009 9(3) :182
MTT

2017 34(5) :662
SANG J ZHANG JS XU LY et al. Evaluation of eye irritation
potential of different shampoos using Draize assay and human cor—
nea-ike epithelial tissue model J . Chin J Mod Appl Pharm
2017 34(5) : 662
( :12017-07-26)
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