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防晒化妆品配方体系阻渗性能和成膜性能
人体在体拉曼光谱评价方法
[bookmark: bookmark2][bookmark: _Toc156505052][bookmark: _Toc143171299]范围
本文件描述了防晒化妆品配方体系阻渗性能和成膜性能的人体在体拉曼光谱评价方法所采用的基本原则、试验原理、试验方法、结果计算和试验报告提交，规范了采用拉曼光谱法测定防晒化妆品配方体系在人体在体皮肤的阻渗性能和成膜性能的相关指标要求。
本文件适用于具有防晒功效的化妆品配方体系的阻渗性能和成膜性能评价，其他功效的化妆品配方体系的阻渗性能和成膜性能评价也可参照执行。
规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的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 7247.1-2024 激光产品的安全 第1部分：设备分类和要求
术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1
阻渗比率 seepage resistance ratio
指在一定条件下，通过对照防晒化妆品配方体系的中防晒剂的相对渗透率与测试防晒化妆品配方体系中同一防晒剂的相对渗透率来确定的一个比率值。
3.2 
表面分布均匀度 surface distribution uniformity
指用于表征防晒化妆品在涂抹于人体皮肤表面后，其所含的配方成分（如防晒剂、成膜剂等）以及整体配方在皮肤表面分布均匀程度的指标。
3.3 
成膜速率 film formation rate
指用于表征防晒化妆品在涂抹于人体皮肤表面后，成膜剂形成完整、均匀薄膜所需时间快慢程度的指标。
技术要求
4.1 基本原则
在进行本文件内涉及的人体在体测试前，需对防晒化妆品配方体系进行全面的安全性评风险评估，识别潜在风险，分析和控制风险，确保测试产品在正常、合理的及可预见的使用条件下不对受试者健康产生危害。
必须在测试前获得受试者的书面知情同意书，向其充分告知测试目的、方法、可能的风险和受益等信息，确保受试者在完全自愿且了解情况的基础上参与测试；同时要严格保护受试者的个人隐私和身份信息，未经受试者同意，不得泄露相关信息。在测试过程和结果报告中，应采用匿名或编码方式处理受试者数据。
测试人员应具备专业的知识和技能，严格按照本文件操作规程进行测试，包括测试产品的制备、使用方法、测试区域的选择、测试仪器的操作等。同时，要确保测试环境条件符合要求，减少外界因素对测试结果的干扰；以及准确、完整地记录测试过程中的各项数据，包括受试者的基本信息、测试前的状态、测试过程中的反应、测试后的结果等。对数据进行科学的统计分析，确保数据的真实性和有效性。对于拉曼激光的安全使用，对受试者施加必要的防护措施。
需综合本文件提出的各项计算指标综合评估产品的阻渗性能和成膜性能。
4.1.1 受试者入选标准
a)年龄在18岁～60岁之间，健康男性或女性；
b)能很好配合测试，在测试期间能保持生活的规律性；
c)测试区域皮肤无影响测试结果的因素；
d)测试期间同意不使用任何对皮肤屏障功能有影响的化妆品、药物和保健品。
4.1.2 受试者排除标准
a)不同意签署知情同意书者；
b)不愿遵守测试要求者；
c)同时参加任何其他研究者；
d)测试当天使用影响皮肤屏障功能的化妆品或/和药品或/和保健品者；  
e)自述处于妊娠或哺乳期孕妇，或近期有备孕计划者；
f)患有哮喘、糖尿病、癫痫、高血压、甲状腺功能亢进或甲状腺功能减退等疾病，且无法通过饮食或药物控制病情（患有多种健康问题的个人即使通过饮食、药物等方式控制了病情,也可能被排除在外）；
g)患有传染性皮肤病或特应性皮炎者；
h）测试区域皮肤有病变、明显痕迹或者有瘢痕、色素、萎缩、鲜红斑痣或其他瑕疵而影响测试结果者；
i)在参加测试前3个月内接受过皮肤脱皮或皮肤治疗者；
j)在参加测试前3个月内接受过免疫抑制剂治疗者；
k)在参加测试前1个月内接受过全身性类固醇治疗或光疗者；
l)对化妆品或一般光线照射有严重反应或过敏者；
m)除上述事项外，根据测试人员的判断认为不适合进行测试者；
4.2 测试原理
4.2.1 人体在体拉曼光谱评价方法测试原理：当具有特定波长的激光束照射人体表面时，会与人体表面组织的生物分子产生相互作用。在该作用过程中，大部分光子发生弹性散射（即瑞利散射），此时散射光的频率和入射光频率保持一致 。而少部分光子则会发生非弹性散射（即拉曼散射），此时光子和分子间存在能量交换，致使散射光的频率出现变化，产生与分子振动、转动能级对应的特征拉曼位移。不同生物分子由于结构和振动模式独特，其拉曼光谱具有唯一性。
4.2.2 人体在体皮肤的表面/深度扫描成像试验原理：采用显微共聚焦光学系统，只有处于焦点位置的拉曼散射光能够通过小孔，被探测器成功收集，而其他位置的散射光则会被阻挡。通过在不同深度对人体皮肤组织进行逐点扫描，收集每个深度点的拉曼光谱信息，以此构建出人体皮肤组织内部不同深度处的化学成分分布图像。能够深入分析角质层、表皮层、真皮层等不同皮肤层的生物分子组成和分布情况。
4.2.3 阻渗性能评价原理：通过人体在体皮肤的表面/深度扫描成像试验，测试人体皮肤不同皮肤层防晒剂等配方成分的拉曼光谱特征峰强度及分布，来分析防晒剂在皮肤中的渗透情况。若防晒剂在皮肤浅层的拉曼光谱特征峰强度高，且随皮肤深度增加强度迅速减弱，说明该防晒化妆品的配方体系阻渗性能好，能有效阻止防晒剂过度渗透进入皮肤深层。
4.2.4 成膜性能评价原理：防晒化妆品成膜后，其中待测物质的分子结构和聚集状态会有特定的拉曼信号，例如成膜剂或防晒剂中的某些化学键振动会在谱图中产生特征峰。通过人体在体皮肤的表面/深度扫描成像试验，观察不同配方体系中成膜剂或防晒剂于人体皮肤上的分布均匀度和成膜速率共同来判定其成膜性能。
4.3 仪器和设备
a）拉曼光谱仪：配置见附录A；
b）移液枪：量程0 μL～100 μL；
c）分析天平：量程10 mg～100 g，感量0.1 mg；
d）皮肤经皮水分测定仪；
e）干面巾纸；
f）一次性乳胶洁净手套；
g）医用抗酒精标记笔；
h）标尺等；
i） 铝箔纸；
j）载玻片；
k）毛细管。
5 试验方法
测试环境条件为环境温度：20 ℃±2 ℃，湿度：50%±10%，并且进行实时动态监测。
5.1 测试区域的选择
应对待测试的人体皮肤区域进行严格筛选，确保所选择的测试区域皮肤完全符合4.1.1和4.1.2中受试者入选和排除标准中所规定的相应要求，配合某些特殊情况下使用的防晒化妆品使用亦可选择特定皮肤状态要求范围内的受试者。同时，为了保证测试的科学性和公正性，涂抹测试产品的测试区和空白对照区应在测试区域皮肤范围内进行随机分布。
在正式开展测试前，还应确认各测试区域的初始值（即测试样品使用前）的皮肤屏障功能参数处于合理范围内。通过皮肤经皮水分测定仪等测试手段，对皮肤屏障功能参数进行精确测量，要求受试者的TEWL值在10 g/(m2・h)～25 g/(m2・h)范围内，一旦发现有不符合要求的测试区域，需及时予以剔除，以保证整体测试数据的有效性。
为了保证测试区域的精准划分，受试者的测试区域皮肤需采用医用抗酒精标记笔进行1 cm2×1 cm2的测试区域划分，该区域的面积大小可以根据测试需求进行实际调整。医用抗酒精标记笔应清晰地标出每个测试区域的边界，并且每个测试区域之间至少要间隔1个测试区域直径的距离。对非固定面积的区域进行描述。
5.2 受试者测试前准备工作
受试者需进行测试区域的清洁。清洁完成后，将受试者置于测试环境条件下，让测试区域皮肤静置至少30min。
5.3 测试样品的测试
对于不同状态的待测试样品，需采用不同的操作方式来确定其拉曼光谱特征峰。
若测试样品为固体粉末状态，可以将其放置于包有铝箔纸的载玻片上，然后将载玻片小心地放置于拉曼显微镜下进行测试。
若测试样品为非固体状态，一般采用毛细管吸取适量测试样品放置于包有铝箔纸的载玻片上，同样放置于拉曼显微镜下进行测试。
在测试过程中，激光波长的选择可以根据实际仪器配置的情况进行，一般选择波长为532 nm的激发光源，单次曝光时间设置为1s，重复扫描次数设置为15次。
5.4 测试区域的测试
在涂抹测试样品之前，需要先对受试者的测试区域和空白对照区域的皮肤进行一次拉曼光谱测试及深度扫描。测试参数可选择可见光或者近红外范围内的激光波长，根据GB/T 7247.1-2024的要求，单次使用的功率需小于2 mW，以避免对皮肤造成损伤。单次测试的曝光时间设置为0.1s，重复扫描次数设置为5次，以获得更佳信噪比的光谱结果。深度成像剖面的扫描范围为20 μm×140 μm，以皮肤上方20 μm，皮肤下方120 μm进行测试；皮肤表面成像的扫描范围为50 μm×50 μm。步长设置为10 μm，根据实际需求进行合理调整。光谱范围可在50 cm-1～4000 cm-1内进行选择，初始的共聚焦界面保持在能够看到皮肤表面，以此作为测试的起始界面进行测试。
对于可涂抹的测试样品，采用差减法精确称取（2.0±0.2）mg/cm2的用量进行后续使用。以实际使用的方式将样品准确、均匀地涂抹在测试区域皮肤上。为了保证涂抹的均匀性和卫生性，使用一次性乳胶洁净手套将样品均匀涂布于测试区域内。对于使用一次性乳胶洁净手套涂布均匀难度大的粘性较强产品、粉状产品等，可直接使用手指涂抹，需确保手指的清洁卫生。对于非涂抹式的测试样品，可参考其具体使用方法或参照此方法进行操作。
涂抹测试样品的时间应予以详细记录并开始计时，在整个测试过程中的测试参数应始终保持一致，以保证测试结果的可比性。并且对于受试者测试区域皮肤的测试应始终在框定测试范围之内，避免因测试范围的偏差导致数据不准确。
测试间隔时间应根据测试样品特征和测试方案需求设定，在深度相关的阻渗性能评价指标中测试间隔时间应在5min以上；在成膜性能评价指标中测试间隔时间可缩短至1min（根据不同仪器的使用规格要求，最短的测试间隔可有变化）。在每个测试时间点，需采集测试区域和对照区域的拉曼特征谱图并进行详细记录，以便后续对不同测试时间点的数据进行分析和比较。
同一个受试者的测试应使用同一仪器并由同一个测试人员完成，以保证测试数据的准确性。
5.5 数据处理与图像绘制
5.5.1 数据处理
拉曼光谱数据处理包括光谱的预处理和数据分析。
预处理：采用拉曼光谱分析软件对谱图进行基线校准，去除因仪器噪声等因素产生的基线漂移。同时进行数据平滑处理，减少数据中的噪声干扰，使光谱曲线更加平滑。此外，还需对特征峰位置进行校准（皮肤内参的校准），确保峰位置的准确性。
数据分析：对获得的拉曼光谱进行计算，包括峰强度、峰位移、峰面积、半峰宽等参数。根据某个拉曼光谱特征峰的强度、面积等参数，将每个空间位置对应的参数值映射为图像中的像素值，从而得到单变量拉曼成像图。
5.5.2 图像绘制
为了更直观地展示拉曼成像图中的信息，常采用伪彩色处理。根据不同的参数范围为图像中的不同区域分配不同的颜色，提供更佳的可视化效果。亦可将拉曼成像图与其他成像技术（如光学显微镜图像、荧光图像等）进行融合，结合多种成像信息，更全面地了解待测试样品的分布信息。
6 结果计算
计算各测试区域初始值与各个时间点测定值，统计分析不同时间点测试区域和空白对照区域的结果。
[bookmark: OLE_LINK3]对各测试区域的测定值进行描述性统计，包括数量、均值、标准差和显著性差异等，进行统计学计算的有效数据应不少于30例（测试区域内每个点位的一次平行测试计为一例）。
6.1 阻渗性能评价指标结果计算
a）相对渗透率的计算公式为：

b）阻渗比率的计算公式为：

6.2 成膜性能评价指标结果计算
a）分布均匀度的计算公式为：


b）成膜速率计算公式为：

统计检验采用GraphPad Prism等软件，数据表示为平均值±标准差SD，空白对照区域与测试区域的组间差异性、各测试区域的组间差异性，采用合适统计学方法进行单因素成对双尾分析，P <0.05（*）被认为具有显著性差异，P <0.01（**）被认为具有极显著差异，P <0.001（***）被认为极强显著性差异。
7 测试报告
测试报告应包括以下信息：
a) 委托企业（包括注册人、备案人或境内责任人等）名称、地址等相关信息；
b) 评价机构名称、地址等相关信息；
c) 识别测试样品所需的全部信息（包括测试样品的名称、性状、数量及规格、生产日期和保质期或生产批号和限期使用日期、储存条件等）； 
d) 受试者相关信息，包括性别、年龄、完成和失访人数的统计以及入选和排除标准等； 
e) 试验项目和方法依据； 
f) 试验的开始与完成时间； 
g) 测试样品涂抹量和涂抹时间；
h）材料和方法：用到的器材、方案概要、方案偏离（如有）、采用的统计方法等；
i) 试验结果； 
j) 与测试样品有关的不良反应/严重不良反应信息； 
k) 测试中的异常现象(如有)；
l) 讨论（如有必要的情况）；
m) 测试结论； 
n) 报告的日期； 
o) 检测人、校核人和技术负责人/主要研究者签字及日期。
[bookmark: _Toc30040][bookmark: _Toc31273][bookmark: _Toc11388][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: _Toc179400413][bookmark: _Toc179400428][bookmark: _GoBack]附录A
（规范性）
拉曼光谱仪配置
A.1 激发光源
一般选择波长在近红外、可见光区域的激发光源。例如，785 nm、660 nm的激光，可减少生物样品的荧光干扰，适用于自发荧光的生物组织的检测；532 nm的绿光激光具有较高的能量，可获得较强的拉曼特征信号，也常用于人体皮肤等表面组织检测；而紫外激光（如244 nm）则可能会对生物样品产生较大损伤，因此一般不能用于人体皮肤的测试。
要求光源具有高稳定性、高功率密度和窄线宽，以保证激发的拉曼信号稳定且具有较高的分辨率。
A.2 样品采集系统
对于人体在体测试，通常采用非接触式或贴合式的数据采集方式。非接触式采样可使用显微镜将光源照射至人体皮肤表面，同时收集拉曼散射光；贴合式采样则可能需要使用光纤探头配合机械式固定装置，将采集的探头与人体皮肤表面进行贴合后采集拉曼光谱数据。需要注意的是，由于本文件中提出的指标均带有空间信息（XY表面或是XZ深度剖面），因此需要样品采集系统带有共聚焦功能和空间分辨功能。
A.3 数据处理与分析系统
拉曼光谱数据处理软件用于对采集到的光谱进行预处理，如基线校正、背景扣除、光谱平滑等，以提高光谱的质量。而后通过特征峰识别、光谱匹配等算法，对光谱进行分析和解读，提取出与人体皮肤本征或是待追踪的外源性物质相关的信息。
为了实现准确的诊断和分析，还需要建立大量的标准光谱数据库和相应的机器学习模型，通过对已知样本的学习和训练，提高对未知样本的识别和分类能力。
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