[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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化妆品注册和备案检验检测机构序列号：


   20190026


广州质量监督检测研究院


检验报告


检验受理编号 GF00262023539043


样品中文名称 大水滴保湿净肤洁面慕斯


样品外文名称 /


送 检 单 位 水羊化妆品制造有限公司


2023年11月20日
签章规则0   







声    明


      一、本检验报告仅对接收样品负责。


      二、本检验报告涂改增删无效，未加盖检验检测专用章无


          效，复印件无效。


      三、本检验报告及检验检测机构名称不得用于商业广告、


          评优及宣传等。 


      四、本检验报告一式三份，二份交送检单位，一份由检验


          检测机构存档。


      五、本院（中心、省站）电子检验检测报告加盖本院（中


          心、省站）“检验检测专用章（1）”，与纸质版具


          有同等法律效力。


       联系地址：石楼潮田工业区珠江路1-2号


       检验地址：广州市番禺区石楼镇潮田工业区珠江路1-2号


                 广州市越秀区八旗二马路38号


       邮政编码：511447、510110


       联系电话：020-83186957、020-83179105   


签章规则0


防伪查询码：D846376D55F4B92A







                                         {{BGSPZR}}


   授 权 签 字 人
2023年11月20日


检验检测专用章    


广州质量监督检测研究院


检验报告
检验受理编号: GF00262023539043


样 品 中 文 名 称 大水滴保湿净肤洁面慕斯 样 品 数 量 及 规 格 9盒 120ml/盒


进口产品外文名称 / 生 产 日 期 或 批 号 325711S


颜 色 和 物 态 淡黄色透明液体 保质期或限期使用日
期


20260910


受 理 日 期 2023年11月02日 检 验 完 成 日 期 2023年11月20日


检 验 项 目 化妆品安全性评价


检 验 依 据 《化妆品安全技术规范》（2015年版）


送 检 单 位 水羊化妆品制造有限公司


地 址 长沙高新开发区谷苑路390号


生 产 企 业 水羊化妆品制造有限公司


地 址 长沙高新开发区谷苑路390号


境 内 责 任 人 /


地 址 /


结果汇总：
    根据《化妆品安全技术规范》（2015年版）对送检样品（试制品）进行安全性检验，结果如
下：


    （一）微生物检验：菌落总数、霉菌和酵母菌总数、耐热大肠菌群、金黄色葡萄球菌、铜绿假


单胞菌项目检测结果均符合要求。


    （二）理化检验：铅、砷、汞、镉、二噁烷项目检测结果均符合要求。


    （三）毒理学试验：


        1.急性眼刺激性试验结果：在本院试验条件下，30s冲洗试验结果为无刺激性。


        2.急性皮肤刺激性试验结果：在本院试验条件下，试验结果为无刺激性。


                                     (本页以下空白)
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   授 权 签 字 人
2023年11月17日


检验检测专用章    


广州质量监督检测研究院


检验报告
检验受理编号: GF00262023539043


样 品 中 文 名 称 大水滴保湿净肤洁面慕斯 样 品 数 量 及 规 格 2盒 120ml/盒


进口产品外文名称 / 生 产 日 期 或 批 号 325711S


颜 色 和 物 态 淡黄色透明液体 保质期或限期使用日
期


20260910


受 理 日 期 2023年11月02日 检 验 完 成 日 期 2023年11月07日


检 验 项 目 微生物检验项目


检 验 依 据 《化妆品安全技术规范》（2015年版）


送 检 单 位 水羊化妆品制造有限公司


地 址 长沙高新开发区谷苑路390号


生 产 企 业 水羊化妆品制造有限公司


地 址 长沙高新开发区谷苑路390号


境 内 责 任 人 /


地 址 /


检验结果


微生物检验结果


检验项目 单位 检验结果 限 值


菌落总数 CFU/mL ＜10 ≤1000


霉菌和酵母菌总数 CFU/mL ＜10 ≤100


耐热大肠菌群 /mL 未检出 不得检出


金黄色葡萄球菌 /mL 未检出 不得检出


铜绿假单胞菌 /mL 未检出 不得检出


（本页以下空白）
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   授 权 签 字 人
2023年11月20日


检验检测专用章    


广州质量监督检测研究院


检验报告
检验受理编号： GF00262023539043


样 品 中 文 名 称 大水滴保湿净肤洁面慕斯 样 品 数 量 及 规 格 4盒 120ml/盒


进口产品外文名称 / 生 产 日 期 或 批 号 325711S


颜 色 和 物 态 淡黄色透明液体 保质期或限期使用日
期


20260910


受 理 日 期 2023年11月02日 检 验 完 成 日 期 2023年11月08日


检 验 项 目 理化检验项目


检 验 依 据 《化妆品安全技术规范》（2015年版）


送 检 单 位 水羊化妆品制造有限公司


地 址 长沙高新开发区谷苑路390号


生 产 企 业 水羊化妆品制造有限公司


地 址 长沙高新开发区谷苑路390号


境 内 责 任 人 /


地 址 /


检验结果


理化检验结果


检验项目 单位 检验结果 检验方法
方法检出
浓度


限值


汞 mg/kg ＜0.002


第四章 1.2 第一法 


氢化物原子荧光光度


法


0.002 ≤1


铅 mg/kg ＜0.05


第四章 1.3 第一法 


石墨炉原子吸收分光


光度法


0.05 ≤10


砷 mg/kg ＜0.01


第四章 1.4 第一法 


氢化物原子荧光光度


法


0.01 ≤2


镉 mg/kg ＜0.18
第四章 1.5 火焰原


子吸收分光光度法
0.18 ≤5


二噁烷 mg/kg ＜1
第四章 2.19 第二法


气相色谱-质谱法
1 ≤30


（本页以下空白）
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   授 权 签 字 人
2023年11月17日


检验检测专用章    


广州质量监督检测研究院


检验报告
检验受理编号：GF00262023539043


样 品 中 文 名 称 大水滴保湿净肤洁面慕斯 样 品 数 量 及 规 格 1盒 120ml/盒


进口产品外文名称 / 生 产 日 期 或 批 号 325711S


颜 色 和 物 态 淡黄色透明液体 保质期或限期使用日
期


20260910


受 理 日 期 2023年11月02日 检 验 完 成 日 期 2023年11月15日


检 验 项 目 毒理学试验项目


检 验 依 据 《化妆品安全技术规范》（2015年版）


送 检 单 位 水羊化妆品制造有限公司


地 址 长沙高新开发区谷苑路390号


生 产 企 业 水羊化妆品制造有限公司


地 址 长沙高新开发区谷苑路390号


境 内 责 任 人 /


地 址 /


毒理学试验检验结果:


1. 急性眼刺激性试验：在本院试验条件下，30s冲洗试验结果为无刺激性。


2. 急性皮肤刺激性试验：在本院试验条件下，试验结果为无刺激性。


（本页以下空白）
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广州质量监督检测研究院
检验报告


检验受理编号：GF00262023539043


样 品 中 文 名 称 大水滴保湿净肤洁面


慕斯


检 验 开 始 日 期 2023 年 11 月 07 日


检 验 项 目 急性眼刺激性试验 检 验 完 成 日 期 2023 年 11 月 10 日


一、材料和方法


1.受试物：大水滴保湿净肤洁面慕斯，淡黄色透明液体，试验时取受试物原型供试。


2.实验动物和饲养环境：


实验动物：普通级新西兰白色家兔 3只，体重 1.80kg～2.20kg，由广东省医学实验动物中心


（三水基地）提供，实验动物生产许可证号：SCXK（粤）2019-0035，质量合格证号：


No.44411600013380，试验前动物至少检疫 3天，合格后备用。


饲养环境：动物购进后在本院普通区动物房单笼饲养，温度：18℃～26℃，相对湿度：40%～70%，


实验动物使用许可证号：SYXK（粤）2023-0137。


饲料：由广东省医学实验动物中心提供，饲料生产许可证号：粤饲证（2019）05073，饲料合格


证号：No.2309190074。


3.试验方法：


3.1 在试验开始前 24h 对实验家兔的两只眼睛进行检查（包括使用荧光素钠），检查合格的家


兔用于试验。


3.2 轻轻拉开家兔一侧眼睛的下眼睑，将受试物 0.1mL 滴入结膜囊中，使上、下眼睑被动闭合 1s，


至第 30s 时用足量、流速较快但又不会引起动物眼损伤的水流冲洗 30s。另一侧眼睛用纯水冲洗 30s


作自身对照。


3.3 在滴入受试物的 1h、24h、48h 和 72h 对动物眼睛进行检查。在 24h 观察和记录结束后，对


所有动物的眼睛用荧光素钠作进一步检查。在每次检查中均按《化妆品安全技术规范》（2015 年版）


急性眼刺激性/腐蚀性试验表 1眼损害的评分标准记录眼刺激反应的积分。以给受试物后动物角膜、


虹膜或结膜各自在 24h、48h 或 72h 观察时点的刺激反应的最高积分均值和恢复时间评价，按《化妆


品安全技术规范》（2015 年版）急性眼刺激性/腐蚀性试验表 3眼刺激反应分级判定受试物对眼的刺


激强度。


（接下页）
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广州质量监督检测研究院
检验报告


检验受理编号：GF00262023539043


（接上页）


二、试验结果


受试物对家兔急性眼刺激性试验结果


（30s冲洗）


眼刺激性反应积分


1h 24h 48h 72h动物


编号
部位


样品 对照 样品 对照 样品 对照 样品 对照


结膜 1 0 0 0 0 0 0 0
虹膜 0 0 0 0 0 0 0 01


角膜 0 0 0 0 0 0 0 0
结膜 1 0 0 0 0 0 0 0
虹膜 0 0 0 0 0 0 0 02


角膜 0 0 0 0 0 0 0 0
结膜 1 0 0 0 0 0 0 0
虹膜 0 0 0 0 0 0 0 03


角膜 0 0 0 0 0 0 0 0
结膜 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
虹膜 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00


积分


均值
角膜 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00


三、试验结论


受试物对家兔急性眼刺激性试验：在本院试验条件下，30s冲洗试验结果为无刺激性。


（本页以下空白）
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广州质量监督检测研究院
检验报告


检验受理编号：GF00262023539043


样 品 中 文 名 称 大水滴保湿净肤洁面


慕斯


检 验 开 始 日 期 2023 年 11 月 07 日


检 验 项 目 急性皮肤刺激性试验 检 验 完 成 日 期 2023 年 11 月 10 日


一、材料和方法


1.受试物：大水滴保湿净肤洁面慕斯，淡黄色透明液体，试验时取受试物原型供试。


2.实验动物和饲养环境


实验动物：普通级新西兰白色家兔 4只，体重 1.80kg～2.20kg，由广东省医学实验动物中心


（三水基地）提供，实验动物生产许可证号：SCXK（粤）2019-0035，质量合格证号：


No.44411600013513，试验前动物至少检疫 3天，合格后备用。


饲养环境：动物购进后在本院普通区动物房单笼饲养，温度：18℃～26℃，相对湿度：40%～70%，


实验动物使用许可证号：SYXK（粤）2023-0137。


饲料：由广东省医学实验动物中心提供，实验动物许可证号：粤饲证（2019）05073，饲料合格


证号：No.2310300065。


3.试验方法：


3.1 于试验前 24h 将实验动物背部脊柱两侧被毛剪掉，去毛范围各为 3cm×3cm。


3.2 取受试物 0.5mL 涂抹在一侧皮肤上，涂抹面积 2.5cm×2.5cm，然后用二层纱布（2.5cm×


2.5cm）和一层玻璃纸覆盖，再用无刺激性胶布和绷带加以固定。另一侧皮肤不作处理作为对照。采


用封闭试验，敷用时间为 2h。试验结束后用温水清除残留受试物。


3.3 于清除受试物后的 1h、24h、48h 和 72h 观察涂抹部位皮肤反应，按《化妆品安全技术规范》


（2015 年版）皮肤刺激性/腐蚀性试验表 1进行皮肤反应评分，以受试物动物积分的平均值进行综合


评价，根据 24h、48h 和 72h 各观察时点最高积分均值，按《化妆品安全技术规范》（2015 年版）皮


肤刺激性/腐蚀性试验表 2判定皮肤刺激强度。试验中观察是否有皮肤刺激性以外的其它症状。


（接下页）
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检验受理编号：GF00262023539043


（接上页）


二、试验结果


受试物对家兔急性皮肤刺激性试验结果


皮肤刺激性反应积分


1h 24h 48h 72h 


样品 对照 样品 对照 样品 对照 样品 对照


动


物


编


号


性别
体重


(kg)
红


斑


水


肿


总


分


红


斑


水


肿


总


分


红


斑


水


肿


总


分


红


斑


水


肿


总


分


红


斑


水


肿


总


分


红


斑


水


肿


总


分


红


斑


水


肿


总


分


红


斑


水


肿


总


分


1 雌性 1.85 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0


2 雌性 1.90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0


3 雌性 1.88 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0


4 雌性 1.82 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0


积分均值 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00


是否有皮肤刺激性以外的其他症状：无。


三、试验结论


受试物对家兔急性皮肤刺激性试验：在本院试验条件下，试验结果为无刺激性。


（本页以下空白）
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眼刺激是指眼接触一种物质或混合物后发生的
对眼造成完全可逆变化的情况；严重眼损伤是指眼接
触一种物质或混合物后发生的对眼造成不完全可逆
的组织损伤或严重生理视觉衰退的情况[1]。2021 年联
合国全球化学品统一分类和标签制度 [1]（the United
Nation Globally Harmonized System of Classification and


基金项目：上海市第六轮公共卫生体系建设三年行动计划项目
（GWVI-11.1-41，GWVI-4）；上海市化妆品创新研发与检测
评价专业技术服务平台（22DZ2292100）


作者简介：孙静秋（1980—），女，硕士，副主任技师，研究方向：毒理学
安全评估


通信作者：肖萍，E-mail: xiaoping@scdc.sh.cn；陶功华，E-mail: taogonghua
@scdc.sh.cn；肖萍和陶功华为共同通信作者


·实验技术及其应用·


三维重建人角膜模型在化学品眼刺激分类中的
实验研究


孙静秋 1,2，李晨 1,2，霍倩 1,2，林天音 1,2，洪新宇 1,2，肖萍 1,2，陶功华 1,2


1.上海市疾病预防控制中心，上海 200336；
2.国家药品监督管理局化妆品监测评价重点实验室，上海 200336


摘要：目的 建立基于国产的三维重建人角膜模型（SkinEthicTM Reconstructed Human Corneal-like Epithelium, SkinEthicTM


HCE）多时间点暴露体外眼刺激性试验方法并探讨将此单一体外测试方法应用于化学品眼刺激性评价的可行性及准确
性。方法 选取 14个已知眼刺激性分类的标准化学品（涵盖三类眼刺激性 UN GHS 分类），依据 OECD TG492B 基于
SkinEthicTMHCE 模型按不同性状将受试物分别暴露于多个时间点，以 MTT法测定细胞活性作为检测终点，结合多个时
间点的检测结果预测受试物的严重眼损伤 /眼刺激 UN GHS 分类。结果 多时间点暴露体外眼刺激性试验方法对 14
个化学品两轮测试的眼刺激性分类均正确，且与 UN GHS 分类结果相一致，整体准确率 100%，方法的重现性良好。结论
基于国产 SkinEthicTMHCE多时间点暴露体外眼刺激性试验方法能有效识别化学品严重眼损伤 /眼刺激的三个类别


（No Cat、Cat 2和 Cat 1），与传统兔眼 Draize法相比，其实验周期短、操作步骤简便、检测结果更为客观，可应用于化学品
体外眼刺激性评价。
关键词：重建人角膜模型；体外替代；眼刺激分类
中图分类号：TQ460.72 文献标志码：A 文章编号：1003-8507（2024）19-3609-06
DOI：10.20043/j.cnki.MPM.202405182


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 EthicTM 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 EthicTM 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 EthicTM 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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Labelling of Chemicals, UN GHS）对严重眼损伤 /眼刺
激的化学品可分为三类：（1）not classified（no category,
No Cat）：除了类别 1和类别 2（2A/2B）以外的其它类
别，即该类别不属于严重眼损伤 /眼刺激化学品。（2）
eye irritation（UN GHS Category 2, Cat 2）：类别 2，即眼
刺激 /对眼造成可逆影响。（3）serious eye damage（UN
GHS Category 1, Cat 1）：类别 1，即严重眼损伤 /对眼
造成不可逆影响。


对于化学品及其原料的眼刺激评价一直是毒理
学安全性评价中尤为重要的一环，但我国目前各项规
范中涉及到评价化学品眼刺激性试验的经典方法仍
旧是上世纪 40 年代建立的传统兔眼刺激试验 [2]


（Draize法），该方法是将受试物作用于兔结膜囊内，
观察兔眼角膜、结膜及虹膜的变化，依靠较为主观的
人为观察评分进行受试物的 UN GHS 分类。动物试验
不仅结果外推到人的科学性受到质疑，且试验对动物
带来的伤害和痛苦也与国际“3R”原则相违背。因此，
近年来国内外相继提出了多种眼刺激性试验的体外
替代技术方法，2009 年发布的 OECD TG437[3]牛角膜
浑浊和渗透试验可识别 No Cat 或 Cat 1 的化学品；
2009 年发布的 OECD TG438 [4]离体鸡眼试验可识别
No Cat 或 Cat 1 的化学品；2015 年发布的 OECD
TG491 [5]兔角膜上皮细胞体外短时暴露试验可识别
No Cat 或 Cat 1 的化学品；2015 年发布的 OECD
TG492 [6]重建人角膜上皮模型眼刺激性试验可识别
No Cat 的化学品；2017 年发布的 OECD TG460[7]荧光
素漏出试验可识别 Cat 1 的化学品；2019 年发布的
OECD TG496[8]体外大分子试验可识别 No Cat或 Cat 1
的化学品。本实验室前期[9]以 OECD TG492的方法对
11个已知刺激性分类的标准化学品（包括 5个固体
化学品和 6个液体化学品；涵盖不同溶解度、含自身
颜色反应以及与 MTT有直接还原反应的化学品）进
行三轮方法验证，以 MTT法测定细胞活性作为检测
终点，设置相对细胞存活率 50%（固体）或 60%（液
体）作为体外眼刺激性试验替代方法的判定依据来预
测化学品是否具有刺激性。验证结果表明这 11个化
学品中的 4个 No Cat被准确评价为非刺激性物质，
另外 7个（含 3个 Cat 2和 4个 Cat 1）被准确评价为
“No prediction can be made”，即具有潜在风险性的化
学物，受试物均能被正确识别。三维重建人角膜模型
（SkinEthicTM reconstructed human corneal-like epitheli-
um, SkinEthicTMHCE）的体外眼刺激性试验方法在灵
敏度与特异性方面表现均良好，可适用于区分无危险
性分类和具有严重眼损伤 /眼刺激性的化学品。但不
足之处在于该单一时间点暴露体外眼刺激性试验方
法不能进一步区分 Cat 1和 Cat 2的化学品，因此想


要对严重眼损伤 /眼刺激性的受试物进一步分类，尤
其是针对眼部可逆性反应（Cat 2）的分类还需结合其
他体外试验来明确其眼刺激性程度。2022 年 OECD
发布的 TG467 [10]组合策略方法（以 TG437 为核心方
法，整合 TG491或 TG492对非表面活性剂液体化学
品进行评估），虽然通过一组互补性体外方法组合策
略也是一种替代 Draize动物试验的理想测试体系，
但就实验操作简便性、高效性而言，仍不具有较高的
实际推广意义。而 OECD TG492B[11]的发布就很好地
解决了这一难点，该方法可直接应用于液体及固体受
试物，实现了用单一测试方法对化学品眼刺激性 UN
GHS 三大类别的正确识别。目前由于该生物模型的
获取和方法验证等原因，国内尚无相关标准和规范发
布。因此，本研究拟采用国产的三维重建人角膜
（SkinEthicTM）为模型，在 OECD TG492B 的基础上优
化实验条件，对 14种已知眼刺激分类的标准化学品
开展多时间点暴露体外眼刺激性试验方法研究，进一
步验证国产化人角膜模型应用于化学品严重眼损伤
/眼刺激 UN GHS 分类的可行性与准确性，以期为国
内相关标准和法规的制定提供实验室数据支持。


1 材料与方法


1.1 SkinEthicTMHCE模型 本研究中使用的国内商
品化体外重建人角膜模型检测盒由上海斯安肤诺生
物科技有限公司提供，包含 SkinEthicTM HCE三维重
建人角膜模型和维持培养液，其中模型为人角膜上皮
细胞经体外培养形成表面积为 0.5 cm2的 HCE 模型，
且该模型具有良好分层和完整结构，在结构、形态和
功能上与正常人类角膜非常接近，目前可用于化合物
或产品的体外眼刺激性测试。
1.2 标准化学品和试剂 阴性对照品（不会引起眼
刺激的化合物）：无钙镁离子磷酸缓冲盐溶液（PBS），
Gibco 公司；阳性对照品（会引起眼损伤 /眼刺激的化
合物）：乙酸甲酯、乳酸，Sigma 公司；14种标准化学品
（从已有研究数据[12-13]中按性状随机挑选的化合物）：
其中 1,3-二异丙基苯、十二烷、碱式碳酸镁、蒽为无
眼刺激性的标准化学品，乙酸、十六烷基三甲基氯化
铵、2-乙基 -1-己醇、丙酮、苯甲醇、1-萘乙酸钠、对
甲酰基苯甲酸、1,2-苯丙异噻唑 -3-酮、2-羟基 -1,
4-萘醌、4-氨基 -3-硝基苯酚为具有眼损伤 /眼刺
激的标准化学品，以上均 Sigma 公司；其它试剂：四甲
基偶氮唑蓝（MTT）、异丙醇，Sigma 公司。
1.3 仪器 1300 A2 型生物安全柜（美国，Thermo
scientific）、FORMA 3111 型二氧化碳培养箱（美国，
Thermo scientific）、XPE105型电子天平（德国，Mettler
Toledo）、SPECTRO Star Nano 型酶标仪（德国，BMG
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LABTECH）。
1.4 实验方法 实验前在无菌环境下，将检查完好
的 HCE 模型转移至 6孔板（1 ml/孔培养液），置于
37℃、5%CO2、饱和湿度的培养箱中平衡孵育过夜。实
验设阴性对照组、阳性对照组及受试物组，且每组的
各个时间点均设 2孔 HCE 模型，每个模型加 80 μl
（mg）受试物（其中 * 时间点以 20%（W/V）稀释液作
为受试物）于组织表面进行孵育培养，固体受试物另
加盖尼龙网以确保其与组织表面接触均匀。孵育培
养时间根据受试物的性状，分为液体受试物 3个时间
点室温条件下设 5 min、16 min 和 120 min；固体受试
物 2个时间点 37℃条件下设 30 min 和 120 min。孵育
结束后，用无钙镁离子 PBS冲洗 HCE 模型直至受试
物被完全洗净，再用培养液室温条件下后浸没孵育
10 min（固体受试物处理的 HCE 模型孵育 30 min）。
取出 HCE 模型并吸干残留液体，转移至 24孔板进行
MTT反应（1 mg/ml MTT，300 μl/孔）37℃避光培养 3
h。最后用异丙醇提取甲臜，将甲臜提取物转移至 96
孔板，每个模型对应 2 孔（200 μl/孔），于 570 nm 处
测定吸光度值（OD）。
1.5 对照组设置 每次试验均应设置阴性对照（无
钙镁离子 PBS）和阳性对照（乙酸甲酯、乳酸），其中乙
酸甲酯是液体受试物的阳性对照，1%（W/V）乳酸是
固体受试物的阳性对照，实验操作步骤同受试物组。
此外，若受试物固有颜色会干扰到 OD值读数时应设
置活皮对照（non-specific colour in living tissues con-
trol, NSCliving）即受试物处理过且不加 MTT的活皮
对照；若受试物可直接与 MTT发生反应而干扰到 OD
值读数时应设置死皮对照（加 MTT）（non-specific
colour MTT reduction control, NSMTT）即受试物处理过
且加 MTT的死皮对照；若上述两种情况均存在时应
同时设置活皮对照、死皮对照（加 MTT）及死皮对照
（不加 MTT）（non-specific colour in killed tissues con-
trol, NSCkilled）即受试物处理过且不加 MTT的死皮
对照。
1.6 非特异性颜色干扰筛查
1.6.1 受试物固有颜色干扰 取 10 μl（mg）受试物


溶解于 90 μl H2O于室温放置 30 min 后观察该溶液
是否带有颜色。若受试物溶液呈现黄色、蓝色、紫红
色或黑色，则说明待测受试物固有颜色会产生读数干
扰。
1.6.2 MTT直接还原反应 取 30 μl（mg）受试物溶
解于 300 μl 1 mg/ml MTT，于 37℃ 5%CO2条件下孵
育 3 h后观察溶液是否带有特定颜色。若受试物溶液
呈现蓝色或紫色，则说明待测受试物可于 MTT发生
直接还原反应。
1.7 相对细胞存活率计算
1.7.1 无非特异性颜色干扰 受试物组相对细胞存
活率（test tissues, %TT）=受试物组 OD /阴性对照 OD
×100%。
1.7.2 受试物固有颜色干扰 计算%TT 时，受试物
组 OD值需要扣除活皮对照 OD值以进行校正，即受
试物组 OD（校正值）=受试物组 OD - OD（NSCliving）。
1.7.3 MTT直接还原反应 计算%TT 时，受试物组
OD值需要扣除死皮对照（加 MTT）OD值以进行校
正，即受试物组 OD（校正值）=受试物组 OD - OD
（NSMTT）。
1.7.4 两种非特异性颜色干扰均存在 计算%TT
时，受试物组 OD值需要扣除活皮对照 OD值及死皮
对照（加 MTT）OD 值，再加上死皮对照（不加 MTT）
OD值以进行校正，即受试物组 OD（校正值）=受试物
组 OD - OD（NSCliving）- OD（NSMTT）+ OD（NSCkilled）。
1.8 试验成立的条件（各时间点应均满足条件）
1.8.1 阴性对照组的 OD 均值可接受范围为 1.0＜
OD≤2.5。
1.8.2 阳性对照组的细胞相对细胞存活率（viability,
via）均值可接受范围为乙酸甲酯 %via(5 min)≤50%，
且%via(16 min)和%via(120 min)均＞50%；1%乳酸 %
via(30 min)＞40%，且 20%＜%via(120 min)≤70%。
1.8.3 同批次实验中，各实验组两个平行 HCE 模型
间%via差值应＜ 20%。
1.9 结果评价 根据受试物性状以及多时间点暴露
的相对细胞存活率对受试物进行 SkinEthicTM HCE眼
刺激 UN GHS 分类评价，评价依据[11]见表 1。


表 1 SkinEthicTMHCE眼刺激 UN GHS 分类评价依据
Table 1 SkinEthicTMHCE according to UN GHS classification


受试物
性状


SkinEthicTMHCE眼刺激 UN GHS 分类 *


无危险性分类 类别 2 类别 1


液体
%TT(5 min)＞50%，且%TT(16 min)
＞50%和%TT(120 min)＞50%


当%TT(5 min)＞50%时，%TT(16 min)和%TT(120 min)至
少有一个≤50%；当%TT(5 min)≤50%时，%TT(16 min)


和%TT(120 min)至少有一个＞50%


%TT(5 min)≤50%，且%TT(16 min)≤
50%和%TT(120 min)≤50%


固体
%TT(30 min)＞40%，且%TT(120min)


＞60%
%TT(30 min)＞40%，且%TT(120 min)≤60%；或%TT(30


min)≤40%，且%TT(120 min)＞60%
%TT(30 min)≤40%，且%TT(120 min)


≤60%


注：*无危险性分类为 no category（No Cat）；类别 2为 Category 2（Cat 2）；类别 1为 Category 1（Cat 1）。
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L6 苯甲醇 液体 100-51-6 无 无
L7
S1


十二烷
1-萘乙酸钠


液体
固体


112-40-3
61-31-4


无
无


无
无


S2
S3


对甲酰基苯甲酸
碱式碳酸镁 a


固体
固体


619-66-9
56378-72-4


无
无


无
有


S4
S5


1,2-苯并异噻唑 -3-酮
2-羟基 -1,4-萘醌 b


固体
固体


2634-33-5
83-72-7


无
有


无
无


S6
S7


4-氨基 -3-硝基苯酚 c


蒽
固体
固体


610-81-1
120-12-7


有
无


有
无


编号
L1
L2
L3


化学品名称
乙酸（10%）


十六烷基三甲基氯化铵（2%）
1,3-二异丙基苯


物理性状
液体
液体
液体


CASRN
64-19-7
112-02-7
99-62-7


固有颜色
无
无
无


MTT还原反应
无
无
无


L4
L5


2-乙基 -1-己醇
丙酮


液体
液体


104-76-7
67-64-1


无
无


无
无


2 结 果


2.1 非特异性颜色干扰的筛查结果 选取 14种不
同物理性状的标准化学品，分别为 7种液体化学品
（L1-L7）和 7 种固体化学品（S1-S7）；按照 UN GHS
化学品眼刺激分类，这 14种已知眼刺激分类的化学
品分别为 4种 No Cat类化学品（其中 2种液体、2种
固体）、6 种 Cat 2 类化学品（其中 3 种液体、3 种固
体）和 4种 Cat 1类化学品（其中 2种液体、2种固


体）。根据非特异性颜色干扰筛查，结果见表 2，S5和
S6具有本身固有颜色干扰，分别为黄色和暗紫色粉
末，因此这两个化学品需要设置活皮对照；S3和 S6
可与 MTT产生直接还原反应，其溶液颜色呈紫色，因
此这两个化学品需要设置死皮对照（加 MTT）；其中
S6既有固有颜色干扰又与 MTT有直接还原反应，因
此该化学品需要设置活皮对照、死皮对照（加 MTT）
和死皮对照（不加 MTT）。


表 2 14种化学物质的筛查结果
Table 2 Identification results of 14 chemical substances


注：a应设置 NSMTT，即以受试物处理过的死皮对照（加 MTT）；b应设置 NSCliving，即以受试物处理过的活皮对照（不加 MTT）；c应设置 NSMTT、
NSCliving 和 NSCkilled，其中 NSCkilled即以受试物处理过的死皮对照（不加 MTT）。


2.2 多时间点暴露体外眼刺激性试验分类结果 14
种已知眼刺激性 UN GHS 分类的标准化学品（包括 4
种 No Cat类，6种 Cat 2类和 4种 Cat 1类）经 HCE 模
型多时间点暴露体外眼刺激性试验的两轮测试，结合
各时间点的%TT值按表 1的评价标准进行结果分类
评价。7种液体化学品的结果如图 1所示，三个时间
点均以%TT值 50%作为评判标准，其中 L3和 L7三
个时间点的%TT值均大于 50%，可评价为 No Cat类
即无危险性分类的化学品；L1和 L6三个时间点的%
TT值均小于 50%，可评价为 Cat 1类即严重眼损伤 /
对眼造成不可逆影响的化学品；其余 L2、L4和 L5可


评价为 Cat 2类即眼刺激 /对眼造成可逆影响的化学
品。7个固体化学品的结果如图 2所示，以%TT值
（30 min）40%和%TT值（120 min）60%作为评判标准，
其中 S3和 S7的%TT (30 min) 值均大于 40%且%TT
(120 min)值均大于 60%，可评价为 No Cat类；S1和 S4
的%TT(30 min)值均小于 40%且%TT(120 min)值均小
于 60%，可评价为 Cat 1类；其余 S2、S5和 S6可评价
为 Cat 2类。将这 14个化学品的 SkinEthicTMHCE眼
刺激性分类结果与 UN GHS 分类结果进行比较，由表
3、4可以看出，结果比对一致，受试物均能被准确识
别。


表 3 SkinEthicTMHCE分类结果与 UN GHS 分类比对（液体）
Table 3 Comparison of SkinEthicTMHCE classification results with UN GHS classification (liquids)


L1
120 min
3.6±0.1 Cat 1 Cat 1 一致


L2
L3


8.2±0.9
100.0±1.5


Cat 2
No Cat


Cat 2
No Cat


一致
一致


L4
L5


15.0±9.5
100.7±5.7


Cat 2
Cat 2


Cat 2
Cat 2


一致
一致


L6
L7


2.5±0.5
88.6±1.4


Cat 1
No Cat


Cat 1
No Cat


一致
一致


编号
%via（x±s）


SkinEthicTMHCE分类 UN GHS 分类 分类结果比对
5 min 16 min
3.2±0.1 4.1±0.1
59.5±4.8 70.3±0.2
89.8±0.7 96.9±7.0
81.7±0.1 89.6±1.3
13.1±9.9 107.1±5.0
40.4±0.9 17.8±3.7
91.8±6.3 97.7±6.6
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3 讨 论


随着 21世纪毒性测试策略 [14]的提出，以非动物
试验取代传统动物试验，以整体动物试验为基础的毒
性测试体系转向基于人源细胞、细胞系、组织及器官
模型等体外测试体系检测化学物毒性已成为必然趋
势。本研究采用 SkinEthicTMHCE 作为实验模型，此类
三维重建模型将细胞以紧密连接方式建立细胞间及
细胞与胞外基质间的联系，由此形成一定的三维结构
与机体内细胞生长情况更为接近。此外，HCE 模型可
局部应用化合物，减少受试物的用量使其更接近实际
应用浓度以检测局部效应，且对化合物剂型不受限
制，可以评估固体或液体，甚至难溶性化学品。该研
究方法在原有的重建人角膜模型单一时间点暴露体
外眼刺激试验的基础上，将不同性状的受试物分别暴
露于多个时间点（固体受试物暴露 30 min 和 120
min，液体受试物暴露 5 min、16 min 和 120 min），用
MTT法测定细胞活性作为检测终点，分别设置相对
细胞存活率 40%（固体暴露 30 min）和 60%（固体暴
露 120 min）或 50%（液体三个时间点）作为多时间点
暴露体外眼刺激性试验方法的判定依据，以研究时间
-毒性效应关系来实现快速且准确的鉴别 Cat 1、Cat


2和 No Cat眼刺激性分类的化学物质。OECD测试指
南对 70个液体受试物及 81个固体受试物进行多轮
实验室间验证比对，已发表数据[12-13]显示该方法整体
准确率达到 74.4%，其中 Cat1准确率 79%，Cat 2准
确率 69%，No Cat 准确率 75%。进一步分析 Sk-
inEthicTM HCE 实验结果（液体），No Cat 化学品中
20.8%误判为 Cat 2，Cat 2化学品中 20.2%误判为 Cat
1；SkinEthicTMHCE 实验结果（固体），No Cat化学品中
25.3%误判为 Cat 2、3.0%误判为 Cat1。由此可以看
出，该方法使受试物对 HCE 模型产生的细胞毒性比
Draize动物试验引起的眼刺激更为敏感，是一种灵
敏、高效且可靠的体外眼刺激性替代方法。本研究基
于上述实验基础，参考多时间点暴露体外眼刺激性试
验方法的技术原则，以国产商品化人角膜模型（Sk-
inEthicTM HCE）为实验模型，选择 OECD 通过验证的
14个标准化学品（包括 7个固体化学品和 7个液体
化学品；涵盖三种不同 UN GHS 分类以及具有自身颜
色干扰和 /或具有 MTT非特异性反应的化学品）在
本实验室内进行评估测试，进一步验证基于国产模型
的多时间点暴露体外眼刺激性试验方法的预测能力、
重复性及可转移性。研究结果显示，14个化学品两轮


图 1 液体化学品三个时间点暴露体外眼刺激性试验结果
Figure 1 The results of a time-to-toxicity test for liquids


图 2 固体化学品两个时间点暴露体外眼刺激性试验结果
Figure 2 The results of a time-to-toxicity test for solids


表 4 SkinEthicTMHCE分类结果与 UN GHS 分类比对（固体）
Table 4 Comparison of SkinEthicTMHCE classification results with UN GHS classification (solids)


S1


120 min


1.1±0.1 Cat 1 Cat 1 一致


S2


S3


16.4±8.6


99.0±1.1


Cat 2


No Cat


Cat 2


No Cat


一致


一致


S4


S5


1.1±0.4


10.2±0.2


Cat 1


Cat 2


Cat 1


Cat 2


一致


一致


S6


S7


33.0±0.3


97.8±1.0


Cat 2


No Cat


Cat 2


No Cat


一致


一致


编号
%via（x±s）


SkinEthicTMHCE分类 UN GHS 分类 分类结果比对
30 min


1.9±0.1


88.3±4.9


105.4±2.1


4.6±0.9


85.6±5.5


100.0±1.1


95.9±0.5
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测试结果一致，重复性达到 100%；且三种 UN GHS
分类均被正确评价，整体准确率达到 100%。研究表
明结合时间 -毒性效应方法的体外眼刺激性试验用
于评估化学品眼刺激性不仅具有良好的重现性及预
测准确性，还解决了单一时间点暴露体外眼刺激性试
验方法不能区分 Cat 1和 Cat 2的难题，第一次实现
单一测试方法对化学品严重眼损伤 /眼刺激三个类
别（No Cat、Cat 2和 Cat1）的识别，同时也表明基于国
内 SkinEthicTMHCE重建人角膜模型的多时间点暴露
体外眼刺激性试验方法在中国实验室转移和建立具
有一定的可行性。与传统兔眼 Draize法相比，该方法
优势在于实验周期短、操作步骤简便、检测结果更为
客观、实验模型也更接近人类角膜组织，符合“3R”原
则的评价要求，可替代 Draize动物试验方法。但是多
时间点暴露体外眼刺激性试验方法仍存在一定的局
限性，无法有效区分 Cat 2A和 Cat 2B化学品。因为基
于人角膜模型的测试方法，只能评价眼角膜损伤程
度，并不能像 Draize动物试验观察到受试物引起的虹
膜或结膜的刺激反应，对于某些化学物质会存在无法
准确判断眼刺激性的可能。因此该方法仍需要进一
步优化验证以提高其适应性。


综上所述，基于 SkinEthicTM HCE 模型多时间点
暴露体外眼刺激性试验方法的建立弥补了单一体外
测试方法替代动物试验的空缺，为国内的化学品眼刺
激性安全性评价非动物试验提供有效且可靠的科学
技术支持，同时为进一步促进该替代方法在国内的广
泛应用提供了方向。
利益冲突声明 本研究不存在任何利益冲突
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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 


cosmetics using the Draize test, such 


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®


Model Recovery Wetting 15 min
Exposure 1 h


Rinsing MTT test
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清洁类化妆品是人们每日必不可少的基础化妆


品，这类产品主要由大量表面活性剂、保湿剂、功效


成分、香精、防腐剂等组成，配方更新换代频繁。大


部分产品都可使家兔结膜产生充血、水肿，部分角膜


发生混浊度改变。受3R原则的推广和欧盟化妆品动物


实验禁令影响，为减少该类化妆品对家兔的伤害，本


研究用体外重建人角膜样上皮模型BioOcullar®对清洁


类化妆品进行评价。


BioOcullar®模型采用中国人眼角膜上皮细胞在体


外小室中培养而成，其原理是在模型表面涂抹受试


物，暴露一定时间后根据角膜细胞的存活率来判断受


试物眼刺激性程度［7］。BioOcullar®模型是我国第一款


商用人角膜模型，经过多年验证、改良和使用，稳


定性较好，目前已有一些应用［2-6］。角膜模型较兔


眼方便、快捷、准确性和重复性好，灵敏度高，但


目前尚未有适用于清洁类化妆品成品的单暴露时间


点眼刺激性评价方法。本研究用3批已知刺激性（家


兔法）的清洁类化妆品对该方法的相关条件进行探


索，选择合适的暴露时间和后孵育时间。另取12批已


知刺激性（家兔法）的清洁类化妆品对该方法进行


验证并确定判定标准。最后用该方法对12批未知刺


激性的清洁类化妆品进行预测，并与家兔法结果进


行比较，建立可区分清洁类化妆品眼刺激性的评价 


方法。


1 实验部分


1. 1 主要材料、试剂与仪器


BioOcullar®重建人角膜样上皮模型，广东博溪生


物科技有限公司。普通新西兰家兔，桐乡市银海牧业


专业合作社，生产许可证号：SCXK（浙）2018-0002，


体重：2.0~2.5 kg，雌雄皆用。动物饲养于浙江省食品


药品检验研究院实验动物中心，实验动物房使用许可


号：SYXK（浙）2016-0009。TritonX-100、乙酸甲酯、


MTT，Sigma；DPBS（无钙、镁离子），Gibco；异丙醇，


国药集团化学试剂有限公司。


HERAcell150i二氧化碳培养箱，Thermo Scientific；


SpectraMax190紫外-可见光连续光谱酶标仪，Molecular 


Devices Corporation。


受试样品信息见表1。


基于BioOcullar®模型的清洁类化妆品眼刺激性评价方法
的建立


何立成 1, 2，孙叶丹 1, 2，朱社敏 1, 2，匡  荣 1, 2, *


（1. 浙江省食品药品检验研究院 国家药品监督管理局化妆品动物替代试验技术重点实验室，浙江 杭州 310052； 


2. 浙江省食品药品检验研究院 浙江省药品接触材料质量控制研究重点实验室，浙江 杭州 310052）


摘要：旨在建立基于重建人角膜样上皮模型BioOcullar®的清洁类化妆品眼刺激性评价方法，其原理是在模型表面涂抹受


试物，暴露一定时间后根据角膜细胞的存活率来评价受试物眼刺激性程度。用3批已知刺激性（家兔法）的清洁类化妆


品对该方法的相关条件进行探索，选择合适的暴露时间和后孵育时间，结果表明暴露60 min无后孵育时间最为合适。另


取12批已知刺激性（家兔法）的清洁类化妆品对该方法进行验证并确定判定标准，根据三次评价结果确定判定标准为：


无刺激性：存活率≥60%；轻刺激性：15%≤存活率<60%；刺激性：存活率<15%。最后用该方法对12批未知刺激性的


清洁类化妆品进行预测，并与家兔法结果进行比较，结果显示体内外一致率为91.7%（11/12）。结果表明本研究建立的


评价方法能较好地区分清洁类化妆品的眼刺激性。


关键词：清洁类化妆品；眼刺激性；BioOcullar®


中图分类号：TQ658   文献标识码：A   文章编号：1001-1803（2022）05-0529-05


表 1  受试样品


Tab. 1  Test samples


样品编号 品名 样品编号 品名 样品编号 品名 样品编号 品名


1 洁面乳A 4 洁面乳D 7 洁面乳G 10 洁面乳J


2 洁面乳B 5 洁面乳E 8 洁面乳H 11 洁面乳K


3 洁面乳C 6 洁面乳F 9 洁面乳I 12 洁面乳L
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1. 2 实验方法


1. 2. 1 RhCE试验方法


取复苏后的模型，随机分成若干组，每组3个


模型，分别为阳性对照组（乙酸甲酯）、阴性对照组


（纯化水）、组织屏障功能测试组（0.3% TritonX-100溶


液）和样品组。各组分别加入相应样品或试剂（液体


80 μL，固体80 mg）。测试前，所有组织模型加20 μL 


DPBS在（37±1） ℃、5%±1% CO2（标准条件）下


孵育15 min。组织模型加样后室温接触一定时间，用


DPBS冲洗组织表面至无样品残留，在标准条件下孵育


2 h（可选），随后将模型放入1 mg/mL的MTT溶液中，


标准条件下孵育3 h。孵育完后用2 mL异丙醇溶解甲


瓒，4 ℃溶解过夜。于570 nm波长处读取吸光度，每


模型平行2孔，测试后取平均值。


1. 2. 2 家兔法（Draize Test）试验方法


参照《化妆品安全技术规范》（2015年版）中


“急性眼刺激性/腐蚀性”项下所示方法，实验前24 h


肉眼检查后，再用荧光素钠及裂隙灯对双眼进行检


查，每个样品取没有眼病的健康家兔3只，将0.1 mL


样品加入一侧结膜囊中，眼闭合1 s，至第30秒时用


足量、流速较快但又不会引起动物眼损伤的水流冲洗


30 s，另侧眼睛不处理作自身对照，在滴入受试物后


1，24，48，72 h以及第4天和第7天对动物眼睛进行检


查。如果72 h未出现刺激反应，即可终止试验。对于


7 d不恢复者，需延长观察时间，一般不超过21 d。按


《化妆品安全技术规范》（2015年版）要求判定受试物


对眼的刺激强度。


2 结果与讨论


2. 1 暴露时间和后孵育时间的确定


在正式试验前，监测4批模型的组织屏障功能，


结果如图1所示，选择组织屏障测试组的存活率在


40%~60%之间的暴露时间，结果显示为30~60 min。


×100%
阴性OD值-溶剂OD值


样品OD值-溶剂OD值
存活率 =


该模型在评价液态化学品时采用暴露30 min，后


孵育2 h的条件，并将区分有无刺激性的界限定为存


活率60%，即无刺激性：存活率≥60%；有刺激性：


存活率<60%。本研究部分参考该评价方法，结合目


前模型的组织屏障测试组在不同暴露时间下的存活


率，选择30和60 min作为暴露时间，并对比冲洗后有


无后孵育时间对存活率的影响。挑选3批已知眼刺激


性的样品进行测试，结果如表2所示，60 min的暴露


时间比30 min更能区分刺激性与无刺激性，存活率


的巨大差距有利于后续研究确定刺激性分类判定标


准。暴露一定时间后洗去样品，在标准条件下后孵


育2 h，大部分模型存活率均有所回升，刺激性样品


在暴露60 min后存活率非常低，因此虽有后孵育但存


活率没有回升。由于体外试验未设微刺激性判定标


准，为提高方法的灵敏性，将体内微刺激性等同于体


外刺激性。研究发现除暴露60 min无后孵育时模型存


活率在60%以下，其余条件模型存活率均超过了60%，


所以本研究选择暴露60 min无后孵育为后续试验 


条件。


2. 2 刺激性分类判定标准的确定


根据动物实验的经验，洁面乳的眼刺激性大于


卸妆油，小于洗发露、沐浴露，家兔法结果以轻刺激
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图 1  组织屏障测试组在相应暴露时间下的存活率


Fig. 1  Vi�ability of the tissue barrier test group at corresponding 


exposure time


样品编号 品名 样品编号 品名 样品编号 品名 样品编号 品名


13 婴儿洗发水A 17 沐浴露A 20 卸妆湿巾A 23 卸妆水B


14 去屑洗发水 18 沐浴露B 21 卸妆湿巾B 24 眼唇卸妆液


15 婴儿洗发水B 19 沐浴露C 22 卸妆水A 25 洁面皂


16
去�屑洗发水 


（无硅油）


续表
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为主，故挑选12批已知眼刺激性的洁面类样品，以暴


露60 min无后孵育为试验条件，结果如表3所示。综


合3次试验结果以及阳性对照组的结果，确定判定标


准为：无刺激性：存活率≥60%；轻刺激性：15%≤


存活率<60%；刺激性：存活率<15%。与体内刺激性


分类结果比较，一致性分别为83.3%（10/12），91.7%
（11/12）及83.3%（10/12）。由于体外试验未设微刺


激性判定标准，将其等同于体外轻刺激性。因此最终


体内外刺激性分类结果一致性分别为91.7%（11/12），


91.7%（11/12）及91.7%（11/12）。


表 2  不同暴露时间和后孵育时间对模型存活率的影响


Tab. 2  Effects of different exposure time and post-treatment incubation period on the viability of model


编号
存活率/% 体内刺激性


分类30 min（暴露） 30 min（暴露）+2 h（后孵育） 60 min（暴露） 60 min（暴露）+2 h（后孵育）


  8 62.2±3.1 71.9±3.0 57.7±4.3 63.6±4.6 微刺激性


12 21.8±2.6 43.5±2.9   1.4±0.1   2.1±1.3 刺激性


22 83.1±1.2 93.5±6.0 75.3±0.1 89.8±3.2 无刺激性


表 3  12批已知刺激性受试样品评价结果（n=3，x±SD）
Tab. 3  Evaluation results of 12 batches of test samples with known irritation （n=3, x±SD）


编号
第1次 第2次 第3次


体内刺激性分类
存活率/% 刺激性分类 存活率/% 刺激性分类 存活率/% 刺激性分类


  1 10.0±1.7 刺激性 15.2±6.2 轻刺激 9.8±1.1 刺激性 轻刺激


  2 17.6±3.4 轻刺激 20.1±5.9 轻刺激 21.4±1.5 轻刺激 轻刺激


  3 28.0±4.9 轻刺激 35.2±3.8 轻刺激 33.4±1.6 轻刺激 轻刺激


  4 21.2±1.7 轻刺激 38.8±7.3 轻刺激 28.9±2.4 轻刺激 轻刺激


  5 21.7±3.8 轻刺激 40.0±3.8 轻刺激 20.5±5.3 轻刺激 轻刺激


  6 29.0±10.7 轻刺激 41.4±1.5 轻刺激 34.7±2.7 轻刺激 轻刺激


  7 42.3±3.5 轻刺激 47.7±1.7 轻刺激 40.0±2.7 轻刺激 轻刺激


  8 59.2±4.6 轻刺激 67.2±3.8 无刺激 51.0±5.1 轻刺激 微刺激


  9 24.6±2.9 轻刺激 27.5±5.4 轻刺激 15.6±1.1 轻刺激 轻刺激


10 41.2±4.9 轻刺激 44.3±5.0 轻刺激 37.4±2.8 轻刺激 轻刺激


11 38.8±2.7 轻刺激 48.5±1.1 轻刺激 30.9±3.1 轻刺激 轻刺激


12 2.2±0.5 刺激性 2.9±0.6 刺激性 1.3±0.4 刺激性 刺激性


PC 4.9±1.2 刺激性 11.7±1.2 刺激性 7.5±0.7 刺激性 刺激性


2. 3 评价方法的验证及应用


本研究最终建立的方法为：取复苏后的模型，随


机分成若干组，每组3个模型，分别为阳性对照组（乙


酸甲酯）、阴性对照组（纯化水）、组织屏障功能测试


组（0.3% TritonX-100溶液）和样品组。各组分别加入


相应样品或试剂（液体80 μL，固体80 mg）。测试前，


所有组织模型加20 μL DPBS在（37±1） ℃、5%±1% 


CO2（标准条件）下孵育15 min。组织模型加样后室温


接触60 min，用DPBS冲洗组织表面至无样品残留，随


后将模型放入1 mg/mL的MTT溶液中，标准条件下孵育


3 h。孵育完后用2 mL异丙醇溶解甲瓒，4 ℃溶解过夜。


于570 nm波长处读取吸光度，每模型平行2孔，测试后


取平均值。根据“1.2.1”项下公式进行存活率计算。


方法成立条件：阴性对照组吸光值（OD值）在


1.0~2.0之间，阳性对照组存活率在15%以下，组织屏


障测试组的存活率在40%~60%之间。三个模型间的SD


小于18%。


判定标准为：无刺激性：存活率≥60%；轻刺激


性：15%≤存活率<60%；刺激性：存活率<15%。


取12批未知刺激性的样品用该方法进行评价，并


将结果与家兔法比较。结果见表4，12批样品中无刺


激性6批，轻刺激性5批，刺激性1批，与体内刺激性


分类结果比较，一致率为91.7%（11/12），说明本方法


能较好地区分清洁类化妆品的眼刺激性。
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表 4  12批未知刺激性受试样品评价结果（n=3，x±SD）
Tab. 4  Ev�aluation results of 12 batches of test samples with 


unknown irritation （n=3, x±SD）


编号 存活率/% 体外刺激性分类 体内刺激性分类


13 57.6±9.7 轻刺激 无刺激


14   0.5±0.1 刺激性 刺激性


15 62.8±2.9 无刺激 无刺激


16 31.7±7.5 轻刺激 轻刺激


17 39.4±9.7 轻刺激 轻刺激


18 43.9±4.4 轻刺激 轻刺激


19 35.7±3.5 轻刺激 轻刺激


20 71.8±5.7 无刺激 无刺激


21 82.1±0.2 无刺激 无刺激


23 80.1±3.4 无刺激 无刺激


24 81.3±2.6 无刺激 无刺激


25 79.1±4.6 无刺激 无刺激


3 结论


1）国际上有基于其他人工角膜模型的化学品眼


刺激评价方法，如OECD TG492，但这些方法均不适


用于化妆品成品眼刺激性评价，模型也极难获取。因


此必须建立基于可获得的人工角膜模型的评价化妆品


成品眼刺激性的方法。


2）模型稳定性是本方法研究的基础，考察模型


的关键参数为阴性对照组的存活率以及模型的屏障功


能。本方法的样品暴露时间是以屏障功能，即模型的


承受能力为依托的，当模型的屏障功能降低时，暴露


时间应相应降低，当模型的屏障功能升高时，暴露时


间应相应升高。


3）样品与模型应充分暴露，因此本方法确定的


暴露时间为60 min。冲洗后增加后孵育时间会降低方


法的灵敏度，无法有效区分微刺激性样品，故本方法


不设置后孵育时间。


4）本方法的判定标准区分了无刺激性、轻刺激


性和刺激性，在设定判定标准时考虑到本方法的灵敏


度，将微刺激性归类到轻刺激性范畴。最终三次试验


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。


5）在本方法的验证上，研究挑选了洗发水、沐


浴露、卸妆油等其他清洁类化妆品，体内外结果表明


该方法适用于各种清洁类化妆品，可以作为家兔法的


部分替代方法。
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BioOcularTM角膜上皮模型 EIT法评价眼用制剂
包装材料的眼刺激性研究*


谢珍1，张劲松1，沈琴2，何立成1，桑晶1，匡荣1＊＊


( 1. 浙江省食品药品检验研究院，杭州 310052;
2. 绍兴市现代医药公共服务中心，绍兴 312073)


摘要 目的: 用 BioOcularTM角膜上皮模型 EIT法评价眼用制剂包装材料的眼刺激性。方法: 采用 BioOcularTM


角膜上皮模型 EIT法对 6 批眼用制剂包装材料的眼刺激性进行检测，并与 Draize 试验所得的结果相比较。
结果: Draize法和 BioOcularTM角膜上皮模型 EIT法所得眼刺激性结果均为无刺激性，与 Draize法比较，BioOc-
ularTM角膜上皮模型 EIT法与体内试验的分类一致性为 100% ( 6 /6) 。结论: BioOcularTM角膜上皮模型 EIT法
有潜力作为眼用制剂包装材料眼刺激性试验的替代方法。
关键词: BioOcularTM ; 眼刺激; 包装材料
中图分类号: Ｒ 921. 2 文献标识码: A 文章编号: 1009 － 3656( 2018) － 3 － 0187 － 04


Eye Irritation Evaluation of Containers for the Ophthalmic
Preparation by BioOcularTM Corneal Epithelial Model EIT Method*


XIE Zhen1，ZHANG Jinsong1，SHEN Qin2，HE Licheng1，SANG Jing1，KUANG Ｒong1＊＊


( 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 BioOcularTMcorneal-
epithelial model EIT method. Methods: The eye irritation of six batches of containers for the ophthalmic prepara-
tion was tested by BioOcularTM 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 BioOcularTM corneal epithelial model
EIT methods showed non-irritation. The classification consistency of BioOcularTM corneal epithelial model EIT meth-
od and in vivo method was 100% ( 6 /6) compared with the Draize method． Conclusion: BioOcularTM 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: BioOcularTM ; eye irritation; containers for ophthalmic preparation


在药品包装材料( 以下简称药包材) 的质量标


准体系中设立了材料、容器的生物安全检查项目，包
括微生物和生物安全性，其中生物安全性要求根据


材料、容器被用于何种剂型需选择测试异常毒性、溶
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血、细胞毒性、眼刺激、细菌内毒素等项目。在国家
药包材标准 2015 年版中，“YBB00072002-2015 聚丙
烯药用滴眼剂瓶”和“YBB00062002 ～ 2015 低密度聚
乙烯药用滴眼剂瓶”2个品种项下需要进行眼刺激试
验，具体方法为: 在未做过眼刺激试验和没有眼病的


健康家兔的一侧眼窝注入一定量空白溶液，另一侧眼


窝注入一定量供试液( 供试液制备: 氯化钠注射液加


入量: 1 mL /6 cm2，高压灭菌条件: 110 ℃、30 min) ，合
拢眼睑 30s，记录观察 4、24、48、72 h的结果。
传统的 Draize试验方法目前仍是评价眼刺激性


的主要方法，但在一定程度上存在评分系统主观性


强、实验室间差异大及动物外推至人的种属差异等
缺点，加之动物福利和“3Ｒ”( reduction，refinement，
replacement，3Ｒ) 理念的不断深入人心，为此国内外
一些研究机构先后开发了各种非动物测试方法来进


行眼刺激性评价，并陆续被国际性机构验证和认可，


这些体外方法包括离体器官模型、绒毛膜尿囊膜试
验、细胞毒性与功能试验、体外组织重建模型等，主
要用于化妆品及其原料眼刺激性的预测。关于 3D
重组人角膜上皮模型，在 2015 年 7 月基于眼角膜上
皮组织 EpiOcular模型的 EIT 眼刺激检查法，率先
通过经济合作与发展组织( OECD) 认可，作为眼刺
激或眼损伤检测的模型［1］。体外重组 3D 角膜上皮
模型 BioOcullar由陕西西安博溪公司生产，是国内
第一家自主研发并标准化生产的人重组角膜的厂


家，目前也在积极参与 OECD 的标准物质的测试和
验证。本研究利用 BioOcullarTM角膜上皮模型 EIT
法，一种体外测试的新方法，对眼用制剂包装材料的


眼刺激性进行检测，为药包材眼刺激性检测提供新


的思路。


1 仪器与材料
1. 1 仪器


HEＲAcell 150i 型二氧化碳培养箱 ( Thermo
Scientific公司) ; SpectraMax190 型紫外-可见光连续
光谱酶标仪( Molecular Devices Corporation 公司) ; 手
持裂隙灯显微镜( 苏州康捷医疗股份有限公司) ;


Systec DE-90 型灭菌器( 德国 Systec GmbH) 。
1. 2 试剂
人重组眼角膜上皮模型 BioOcular  ( 陕西博


溪公司) ; 培养液 OcuＲecovery ( 陕西博溪公司) ; 乙
酸甲酯( Sigma，批号: BCBＲ1040V) ; 3-( 4，5-二甲基
噻唑-2) -2，5-二苯基四氮唑溴盐( MTT，Sigma，批号:
MKBF7873V) ; 异丙醇( 国药集团化学试剂有限公


司，批号: 20160108 ) ; 磷酸盐缓冲液( DPBS ) ( GIB-
CO，批号: 1696567) ; 注射用水( 浙江莎普爱思药业股
份有限公司，批号: 170414-2C) ; 氯化钠注射液( 浙江
康吉尔药业有限公司，批号: 16052402) ; 荧光素钠( 国
药集团化学试剂有限公司，批号: 20091020) ，临用时
用氯化钠注射液配成 0. 25%溶液。
1. 3 测试物质
滴眼剂瓶共 6 批，分为两类，#1 ～ #4 材料为低


密度聚乙烯，#5 ～ #6 材料为聚乙烯对苯二酸酯。
1. 4 动物
家兔( 新西兰) ，普通级，♂♀皆用，体质量:


2. 0 ～ 2. 2 kg，购自桐乡市银海兔业牧业合作社，实
验动物生产许可证号: SCXK( 浙) 2013-0056，实验动
物使用许可证号: SYXK( 浙) 2016-0009。


2 方法与结果
2. 1 样品处理
取样品内表面积 120 cm2，剪成长度适宜，宽


0. 3 cm的小块，用注射用水荡洗两次，每次 50 mL，
低温烘干。移至玻璃容器内，加入氯化钠注射液 20
mL，密封后，置高压蒸汽灭菌器内，在 110 ℃保持 30
min后，放冷至室温，作供试液。
2. 2 BioOcularTM角膜上皮模型 EIT法
取出培养小室，肉眼检查，吸去外部杂物，棉签


吸干组织表面水分。6 孔板中每孔加入培养液 0. 9
mL，将组织放入，不可产生气泡。标准培养条件
［( 37 ± 1) ℃，( 5 ± 1) % CO2，95% ＲH) ］培养 60 ± 5
min。更换培养液继续培养( 24 ± 3 ) h。每个组织表
面加 20 μL DPBS 预处理( 15 ± 2 ) min，模拟人眼潮
湿状态。在组织表面滴加供试液或对照物 42 μL，
阴性对照( NC) 为超纯水，阳性对照( PC) 为乙酸甲
酯，然后轻摇小室，促进液体受试物在组织表面的铺


展，室温培养( 30 ± 1) min，DPBS 清洗 10 次后，吸干
里外水分，标准培养条件下，新鲜培养基培养组织


( 120 ± 5) min。吸干培养小室底部的液体，将组织
转移至加有 300 μL 的 1 mg·mL －1MTT 溶液的 24
孔板中，标准培养条件孵育 3 h ± 5 min。转移至新
的 24 孔板中，在每个组织小室中加入 2 mL异丙醇，
封口膜封闭，溶解甲瓒。吸取 200 μL 的溶液到 96
孔板中，采用异丙醇作为溶剂空白对照，在 570 nm
处测定吸光度值。溶剂空白 OD 值为 0. 040 2。结
果见表 1。
2. 3 结果判定
活性 = ( 样品 OD值 －溶剂空白 OD值) / ( 空白
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对照 OD值 －溶剂空白 OD值) × 100%
活性 ＜ 60%的被认为是刺激物( UN GHS分类 2


或分类Ⅰ) ，活性 ＞ 60%的被认为是无刺激物( 未分
类 /UN GHS不分类) 。


表 1 测试物质的角膜上皮模型 EIT法数据
Tab. 1 The test data of samples by BioOcularTMEIT method


编号


( sample ID)


OD值


Ｒ1 Ｒ2 Ｒ3


校正后平均值


( calibrated average)
活性比率


( activity ratio) /%
活性平均值


( activity average) /%


SD


值


CV/


%
刺激性分类


( irritation classification) ( I /NI)


NC 1. 226 6 1. 221 5 1. 164 7 1. 16 99. 91 100. 00 0. 12 0. 12 NI
1. 211 7 1. 206 1 1. 201 1 1. 17 100. 09


#1 1. 267 6 1. 139 4 1. 314 1 1. 20 103. 01 101. 36 2. 33 2. 30 NI
1. 295 3 1. 106 7 1. 203 9 1. 16 99. 72


#2 1. 145 8 1. 205 7 1. 182 0 1. 14 97. 64 98. 06 0. 59 0. 60 NI
1. 164 7 1. 223 8 1. 174 0 1. 15 98. 47


#3 1. 183 8 1. 104 0 1. 019 7 1. 06 91. 41 92. 35 1. 33 1. 44 NI
1. 208 3 1. 109 1 1. 064 0 1. 09 93. 29


#4 1. 078 2 1. 059 1 1. 106 6 1. 08 92. 61 92. 77 0. 23 0. 24 NI
1. 122 4 1. 094 7 1. 151 6 1. 08 92. 93


#5 1. 163 8 1. 034 2 0. 973 6 1. 03 88. 09 88. 68 0. 83 0. 94 NI
1. 183 7 1. 057 3 0. 999 7 1. 04 89. 27


#6 1. 095 8 1. 135 6 1. 145 8 1. 12 95. 92 95. 20 1. 01 1. 06 NI
1. 104 5 1. 162 2 1. 156 4 1. 10 94. 49


PC 0. 273 6 0. 338 9 0. 356 6 0. 28 24. 28 24. 18 0. 14 0. 59 I
0. 271 4 0. 336 5 0. 354 2 0. 28 24. 08


2. 4 Draize试验
2. 4. 1 样品处理 同“2. 1”项下。以同批氯化钠
注射液作为空白溶液。
2. 4. 2 眼刺激试验 实验前 24 h，肉眼检查后，
再用荧光素钠及裂隙灯对双眼进行检查，每个样


品取未做过眼刺激试验和没有眼病的健康家兔 3


只，轻轻拉开左下眼睑使之离开眼球形成一小


窝，注入约 200 μL 空白溶液，合拢眼睑 30s，在右
眼内注入供试液 200 μL，合拢眼睑 30s。记录观
察 4、24、48、72 h 的结果，在观察期间如果在任
何一只眼睛出现刺激反应，即取三只家兔重复试


验。结果见表 2。


表 2 测试物质的眼刺激反应观察结果
Tab. 2 Eye irritation test observation of samples of


编号


( sample ID)


4 h 24 h 48 h 72 h


样品


( sample)
对照


( control)
样品


( sample)
对照


( control)
样品


( sample)
对照


( control)
样品


( sample)
对照


( control)


刺激性分类


( irritation classification)


( I /NI)


#1 － － － － － － － － NI
#2 － － － － － － － － NI
#3 － － － － － － － － NI
#4 － － － － － － － － NI
#5 － － － － － － － － NI
#6 － － － － － － － － NI


注: － : 无异常，+ : 异常。( Note: -: no abnormalities，+ : abnormal)


2. 5 两种评价方法结果的比较
两种评价方法结果的比较结，果见表 3。对于 6


批眼用制剂包装材料眼刺激性的检测，Draize法和基
于角膜上皮模型 EIT 法这两种评价方法的检测结果
均为无刺激性，与 Draize 法比较，基于角膜上皮模型


EIT法与体内试验的分类一致性达到 100% ( 6 /6) 。


3 讨论
本试验同时采用三维重组眼角膜上皮模型 EIT


法和 Draize试验对 6 批眼用制剂包装材料的浸提液
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进行眼刺激性评价，结果表明两种方法检测结果均


为无刺激性，合格率为 100% ( 6 /6) ，一致性为 100%
( 6 /6) ，表明体外与体内试验相比较一致性较好。由
于目前没有合适的眼刺激性材料作为阳性对照，试验


选用基于角膜上皮模型的体外眼刺激性测试( EIT)
SOP 中要求的阳性对照物—乙酸甲酯，阳性对照组的
组织活性 ＜50%时，表明此次检测结果可用。


表 3 两种评价方法结果的比较
Tab. 3 The comparison in classification results between BioOc-


ularTMEIT method and Draize method


BioOcularTMEIT法结果


( results of BioOcularTM


EIT method)


Draize试验结果
( results of Draize test)


无刺激性


( non-irritation)
有刺激性


( irritation)


合计


( total)


无刺激性( non-irritation) 6 0 6
有刺激性( irritation) 0 0 0
合计( total) 6 0 6


在现行标准中，眼刺激试验仍存在缺陷，如没有


对眼刺激试验检查法单独立项，也没有对刺激反应即


阳性反应进行明确的定义［2，3］，没有细化的眼损伤积


分系统，加大了结果判定的难度。不过，根据笔者所
在实验室多年对滴眼剂瓶的检测结果发现，其眼刺激


试验的合格率为 100%，主要是［4］由于滴眼剂瓶的材
料多数为聚乙烯、聚丙烯等高分子化合物，本身具有
无刺激性的特征。因其用于包装药品，包装材料中的
各种添加剂可能溶出，对眼可能产生刺激性作用。
眼刺激试验的目的是对材料在试验条件下产生


眼刺激反应的潜在性做出评价。传统方法沿用
1944 年建立的家兔眼刺激实验 ( Draize 试验) ，
Draize试验属于活体动物在体试验，即向正常家兔
眼内滴入或涂入受试物，暴露一定时间后，除去受试


物，然后后续观察眼睛的损伤修复情况，评分主观性


强。而三维重组眼角膜上皮模型是以人角膜上皮细
胞作为种子细胞，经体外重组，通过精细调节培养液


成分，使细胞在体外分化形成的活细胞组织，可与受


试物直接接触培养，最后通过 MTT法检测经受试物
暴露后的组织存活比例来判断其是否为刺激物，将


刺激性的程度量化，使结果评定更加客观。此外，虽
然现行标准的兔眼能更完整显示整个眼睛受到损伤


的变化，但是由于人和兔种属差异大，兔眼无泪腺，


本身构造与人眼有诸多不同，外推至人存在种属差


异，且不同批次间兔眼，不同实验室间结果重复性


差，而基于人角膜上皮模型的眼刺激法，周期仅需 2
d，相对偏差更小，重复性更好［5］，同时，角膜上皮模
型与人角膜上皮组织具有高度相似的结构及功能，


包括与人体角膜上皮类似的桥粒、半桥粒连接结构，
并正常表达了角膜上皮特异性角蛋白，不存在种属


差异，可满足体外测试结果准确性的要求，因此，基


于人角膜上皮模型的眼刺激性检测方法给我们提供


了一种很好的解决思路。
本文结果表明，基于三维重组眼角膜上皮模型


EIT法步骤简单快速，相对偏差更小，准确性和重复
性更好，结果判定也更加客观，经与体内试验比较一


致性较好，有潜力作为眼用制剂包装材料的眼刺激


性替代方法，既可以保证对产品的眼刺激性进行正


确评价，又遵循了动物实验减少、优化和替代的
“3Ｒ”原则。因此，认为基于人角膜上皮模型的眼刺
激性检测方法是一种评价眼用制剂包装材料眼刺激


性的简单快速的替代检测方法。
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《儿童清洁产品配方开发中的刺激性评估方法》方法验证报告 


1. 验证目的 


验证《儿童清洁产品配方开发中的刺激性评估方法》团体标准中的红细胞溶血实验，是否准确可靠，满


足团体标准编制要求。 


2. 验证范围 


本方法适用于儿童清洁产品配方开发中的刺激性评估方法。 


3. 方法提要 


待测样品配置：选择椰油酰基谷氨酸 TEA 盐/月桂基羟基磺基甜菜碱作为标准测试表面活性剂，按照


《儿童清洁产品配方开发中的刺激性评估方法》团体标准中实验测试参数进行测试。经酶标仪测量吸光值，


计算关键参数溶血率。 


4. 验证环境条件 


地点 要求 实际范围 


验证室温度 (20-30) ℃ 30℃ 


验证室相对湿度 ≤80％RH 20% 


5. 主要仪器和设备 


名称 型号 测量范围 品牌 
测试仪器最大允许误


差 


多功能酶标仪 SuPerMax 3100 0.000-3.000 OD  上海闪普 ±1.0% 


     


6. 检测人员 


姓名 性别 
从事本专业


年限 
文化程度 职称 


是否通过 


本标准/项目考核 
备注 


权威 女 5 硕士 初级 熟练操作本实验 无 


       


7. 实验设计与方法概述 


验证项目 实验方案概述 重复次数 受控变量 


日间稳定性 一周内不同时如 Day 1，Day 3测试 3 次 温度、湿度、仪器状态 


不同批次血液稳定性 购买不同批次绵羊红细胞血液测试 3 次 温度、湿度、仪器状态 


8. 项目验证 


8.1 日间稳定性 
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时间点 A782测量值 平均值 SD %RSD  


Day1 


1174．00 


1133．00 52.37 4.62 1151．00 


1074．00 


Day3 


1177．00 


1134.67 53.16 4.69 1152．00 


1075．00 


Day5 


1160．00 


1123.67 50.50 4.49 1145．00 


1066．00 


 


时间点 A642测量值 平均值 SD %RSD 


Day1 


505.10 


487.40 21.20 4.35 493.20 


463.90 


Day3 


508.90 


490.60 21.05 4.29 495.30 


467.60 


Day5 


500.10 


480.73 21.07 4.38 483.80 


458.30 


依据《儿童清洁产品配方开发中的刺激性评估方法》团体标准中的红细胞溶血实验，日间测试


三次实验结果相当，在误差范围内，稳定性良好。 


8.2 不同批次血液稳定性 


血液批次 A782测量值 平均值 SD %RSD 


批次 1 


1162.00 


1126.00 50.71 4.50 1148.00 


1068.00 


批次 2 1161.00 1124.67 50.50 4.49 
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1146.00 


1067.00 


 


血液批次 A642测量值 平均值 SD %RSD 


批次 1 


499.10 


480.53 20.52 4.27 484.00 


458.50 


批次 2 


499.20 


480.17 20.90 4.35 483.50 


457.80 


 


依据《儿童清洁产品配方开发中的刺激性评估方法》团体标准中的红细胞溶血实验，不同


批次血液测试实验结果相当，在误差范围内，稳定性良好。 


9. 验证结论 


公司配备了符合方法要求且足够数量的检测人员，检测人员均经过培训、考核和授权。实验室的环


境设施能够满足本方法的开展，并适时监控环境设施。本实验室的仪器设备能够满足方法的要求，仪器


设备均经过计量，能够有效溯源，本方法所需标准物质及耗材配备完整。通过对方法的技术指标进行验


证，我公司实验室能够正确运用《儿童清洁产品配方开发中的刺激性评估方法》中的红细胞溶血测试方


法，且方法可靠。 
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