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范围
本文件第一法描述了化妆品去屑功效的人体试验方法。
本文件第二法描述了化妆品去屑功效的消费者使用测试方法。
本文件第三法描述了化妆品去屑功效的抑菌测试方法，适用于通过抑制马拉色菌生长和（或）繁殖而起到去屑作用的淋洗类化妆品，化妆品原料可参照使用。
规范性引用文件
本文件没有规范性引用文件。
术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
1.1　 
    去屑 anti-dandruff
有助于减缓头屑的产生；有助于减少附着于头皮、头发的头屑。
第一法 人体功效评价试验方法
基本原则
1.2　 化妆品人体功效评价测试应当遵守伦理学原则,要求受试者签署知情同意书并采取必要的医学防护措施,最大程度地保护受试者的利益。
1.3　 受试产品应先完成必要的产品安全性评价,安全性评价不合格的产品不应进行人体试验。
仪器和设备
1.4　 图像分析系统：可以分析头屑面积。
梳子：抗静电，梳齿密度适中（齿间距0.9 mm～1.1 mm），梳齿长度为2.0 cm～3.0 cm，梳子长度不少于10 cm（不含梳子把柄），整个试验过程中必须使用同一规格和材质的梳子，每次使用后参照相关求进行消毒。
皮肤镜：LED灯光源，波长450 nm～750 nm，色温6 500 K～8 000 K，照度不低于540 lx，检测直径不小于1.0 cm或面积不少于0.8 cm2。
1.5　 专业数码相机：像素不低于1500万，整个试验过程中包括光圈大小、感光度（ISO）及焦距等参数保持一致。
受试者要求
受试者人数

按入选和排除标准选择合格的受试者，分组方式可只设置试验组，也可选择设置试验组和对照组，确保最终完成有效人数不少于30人/组。
入选标准
18岁～60岁，身体健康男性和/或女性；受试者年龄和性别比例可根据具体试验产品使用说明所述消费对象相应确定。
有头屑困扰，根据头屑评分（评分方法和评分标准见10.1）大于等于10分，且至少1周洗脱期后仍大于等于10分者，或者其他相似的评分体系。
头皮应无割伤和擦伤等情况。
能够理解试验过程，自愿参加试验并签署书面知情同意书者。
每周洗头次数≥2次。
排除标准
妊娠或哺乳期妇女，或近期有备孕计划者。
有重度脂溢性皮炎、银屑病、胞疹、重度雄激素源性脱发、斑秃、炎性瘢痕性脱发或其它患有头皮/毛发疾病患者。
患有精神类或心理疾病者；或者有长期睡眠、情绪控制障碍者。
有严重系统疾病、免疫缺陷或自身免疫性疾病者。
近1个月内进行过染发、烫发等特殊美发处理者。
近1个月内使用过具有去屑功效的化妆品或其他具有此类功效的产品者。
近6个月内服用过或局部使用过任何影响头屑的药物者。
近6个月内接受过植发、激光等头皮治疗以及其他可能影响试验结果的治疗者。
体质高度敏感者。
近2个月内受试部位参加过其他临床试验者。
临床评估认为不适合参加试验者。
限制条件
受试者筛选和试验期间每次访视前指定时间（如48 h±4 h）内不能洗头，且每次访视前不洗头发的时间基本保持一致，访视当天不能自行梳发。
在试验期间受试者仅使用测试化妆品，不能进行任何头发护理和美发处理措施（例如染发、烫发等）或剪发，也不能接受任何去屑方面的治疗。
在试验期间受试者的生活、饮食、运动等习惯应没有大的改变。
试验条件
环境温、湿度要求：所有评测的环境温度应在波动范围±2 ℃，相对湿度应在波动范围±10 %，并进行实时动态监测，建议环境温度为（21±2）℃，相对湿度为（50±10）%。受试者需在此环境条件下适应至少30 min后方可进行测试和评估。 
环境光照度要求：临床评估应在恒定光照条件（色温5 500 K～6 500 K的日光灯管或LED光照）下进行。
试验过程中的测试条件应保持一致，如测试人员、场所、环境、仪器设备及其参数、测试体位等。
受试物
试验产品：宣称具有去屑功效的化妆品。
洗脱期产品：安慰剂或基质配方产品，洗脱期内试验组和对照组（设置对照组时）均使用。
对照产品（设置对照组时）：同洗脱期产品，与试验产品平行测试。
回归期产品（选做回归期时）：同洗脱期产品，回归期内试验组和对照组（设置对照组时）均使用。
使用方法：由工作人员发放产品，并根据使用说明对受试者进行产品使用指导，确保受试者在试验周期内正确使用受试物。试验产品至少使用2周，每周至少使用3次，试验期间要求受试者记录使用时间及使用过程中的任何不适感和不良反应症状。
试验步骤
受试者招募
按照要求招募入组志愿受试者，签署书面知情同意书。入组前根据入选和排除标准等询问受试者一系列关于疾病史、健康状况等问题，同时记录头屑评分。符合条件的纳入洗脱期。
洗脱期
合格受试者进行至少1周洗脱期，洗脱期使用洗脱期产品；洗脱期结束后再次进行头屑评分，评分仍符合条件的才能纳入试用期。
试用期
对入选受试者进行使用产品前的头屑评分或头屑面积测试，并记录；产品使用后每2周（2周±1天，4周±1天，6周±2天……或根据实际需求适当增加时间点）再次进行相同的评估和测试。
当设置对照组时，入选正式试验的受试者按照分层随机法分为试验组和对照组，确保可能影响试验结果的重要因素（性别、年龄、头发长度、头屑严重程度等）的平衡。对入选受试者进行使用产品前的头屑评分或头屑面积测试，并记录；产品使用后每2周（2周±1天，4周±1天，6周±2天……或根据实际需求适当增加时间点）再次进行相同的评估和测试。
回归期（可选做）
在试用期结束当天开始使用回归期产品，产品使用X天（X≥3，访视时间点可按企业需求）后再次进行相同的评估和测试。
评估、测试指标（任选其一）
头屑评分
将受试者的头皮分为8个区域（头皮分区示意图见图1），分别为：左边L1-L4、右边R1-R4。用皮肤镜或肉眼评估（有需要时可拍照），得到每个区域的评分，再将8个区域的评分相加，得到总评分。或者使用其他相似的评分体系。
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图1 头皮分区示意图
表1 头屑评分标准
	评分
	描述

	0
	肉眼观察无可见脱屑

	1
	非常少的鳞屑或小而干燥的粉状灰白色鳞屑

	2
	少量的鳞屑或小块的灰白色鳞屑，少量黏附在头皮上

	3
	[bookmark: OLE_LINK2]较少量的鳞屑或中等大小的灰白色鳞屑，松散地黏附在头皮上

	4
	较多的鳞屑或大而明显的鳞屑，黏附在头皮上

	5
	非常多的鳞屑或非常大的结块的黄色鳞屑，紧密黏附在头皮上


头屑面积
由经培训的同一技术人员将受试者的头皮分为左右2个区域，采用密齿梳，按照从左前到左后，右前到右后的顺序，匀速梳理60次（左右2个区域各30次），将头皮屑收集并转移到黑色背景板，拍照并用图像分析系统分析头屑面积。
数据分析
应用统计分析软件进行数据的统计分析。头屑评分使用前后的比较，采用两个相关样本秩和检验；头屑面积表示为：均值±标准差，并进行正态分布检验，符合正态分布要求，自身前后的比较采用配对t检验，否则采用两个相关样本秩和检验；试验产品和对照组之间比较采用独立样本t检验或秩和检验。上述统计分析均为双尾检验，显著性水平为α=0.05。若研究设计中包含变量众多（时间、性别、年龄、测量位置），则企业可以做相应调整选用混合模型对数据进行分析。
试验结论
根据数据分析结果，试用期任何访视时间点，头屑评分或头屑面积试验结果符合下列要求时，认为试验产品有去屑功效，否则认为试验产品无去屑功效。
a） 未设置对照组时，头屑评分较使用试验产品前显著减少（P＜0.05）；
b） 未设置对照组时，头屑面积较使用试验产品前显著减少（P＜0.05）；
c） 设置对照组时，前后头屑评分差值（产品使用后某一访视时间点的头屑评分-产品使用前的头屑评分）显著低于对照组（P＜0.05）；
d） 设置对照组时，前后头屑面积差值（产品使用后某一访视时间点的头屑面积-产品使用前的头屑面积）显著低于对照组（P＜0.05）。
当设置回归期时，根据数据分析结果，回归期任何访视时间点，头屑评分或头屑面积试验结果符合下列要求时，认为试验产品在停用后保持去屑功效X天，否则认为试验产品在停用后无去屑功效。
a） 未设置对照组时，头屑评分较使用试验产品前显著减少（P＜0.05）；
b） 未设置对照组时，头屑面积较使用试验产品前显著减少（P＜0.05）；
c） 设置对照组时，前后头屑评分差值（回归期产品使用后某一访视时间点的头屑评分-试验产品使用前的头屑评分）显著低于对照组（P＜0.05）；
d） 设置对照组时，前后头屑面积差值（回归期产品使用后某一访视时间点的头屑面积-试验产品使用前的头屑面积）显著低于对照组（P＜0.05）。
试验报告
试验报告一般应当包括以下内容：
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） 功效评价机构名称、地址等相关信息；
c） 受试物相关信息；
d） 受试者相关信息；
e） 试验项目和方法依据；
f） 试验的开始与完成日期；
g） 材料和方法；
h） 试验结果；
i） 与产品有关的不良反应/严重不良反应信息；
j） 试验中的异常现象（如有）；
k） 讨论（如有必要的情况）；
l） 试验结论；
m） 报告的日期；
n） 检验人、校核人和技术负责人/主要研究者签字；
o） 评价机构签章。
第二法 消费者使用测试方法
基本原则
化妆品人体功效评价测试应当遵守伦理学原则,要求消费者签署知情同意书并采取必要的医学防护措施,最大程度地保护消费者的利益。
1.6　 测试产品应先完成必要的产品安全性评价,安全性评价不合格的产品不应进行消费者测试。
消费者要求
消费者人数
按入选和排除标准选择合格的消费者，确保最终完成有效人数不少于30人。
入选标准
18岁～60岁，身体健康男性和/或女性；消费者年龄和性别比例可根据具体试验产品使用说明所述消费对象相应确定。
有头屑困扰。
头皮应无割伤和擦伤等情况。
能够理解试验过程，自愿参加试验并签署书面知情同意书者。
排除标准
妊娠或哺乳期妇女，或近期有备孕计划者。
有重度脂溢性皮炎、银屑病、胞疹、重度雄激素源性脱发、斑秃、炎性瘢痕性脱发或其它患有头皮/毛发疾病患者。
患有精神类或心理疾病者；或者有长期睡眠、情绪控制障碍者。
有严重系统疾病、免疫缺陷或自身免疫性疾病者。
近1个月内进行过染发、烫发、定型等特殊美发处理者。
近1个月内使用过具有去屑功效的化妆品或其他具有此类功效的产品者。
近6个月内服用过或局部使用过任何影响头屑的药物者。
近6个月内接受过植发、激光等头皮治疗以及其他可能影响试验结果的治疗者。
体质高度敏感者。
近2个月内受试部位参加过其他临床试验者。
临床评估认为不适合参加测试者。
限制条件
在测试期间消费者仅使用测试化妆品，不能进行任何头发护理和美发处理措施（例如染发、烫发或化学拉直等）或剪发，也不能接受任何去屑方面的治疗。
在测试期间受试者的生活、饮食、运动等习惯应没有大的改变。
测试物
测试产品：宣称具有去屑功效的化妆品。
使用方法：由工作人员发放产品，并根据使用说明对受试者进行产品使用指导，确保受试者在试验周期内正确使用受试物。试验产品至少使用1周，每周至少使用3次，试验期间要求受试者记录使用时间及使用过程中的任何不适感和不良反应症状。
测试步骤
消费者招募
按照要求招募入组志愿消费者，签署书面知情同意书。入组前根据入选和排除标准等询问消费者一系列关于疾病史、健康状况等问题。
问卷调查
入选消费者使用产品至少1周，每周至少完成一次调查问卷。问卷调查可通过面谈、电子问卷、电话访问、集中组织发放和回收问卷等方式实现。
问卷设计
消费者使用产品后，以5分制评估测试物的去屑功效。调查问卷可设计去屑、控油、保湿等功效参数。其中去屑功效为必选参数，其余为可选参数。问卷题目内容可参照表2，也可根据实际需求来设计。
表 2 使用测试产品后的调查问卷
	序号
	您如何评价以下陈述？
请选择相应的分数
	1分
非常不同意
	2分
不同意
	3分
既不同意也不反对
	4分
同意
	5分
非常同意

	1
	使用产品后头屑有减少（可通过观察肩膀、衣服、枕头等头屑残留情况）
	□
	□
	□
	□
	□

	2
	使用产品后头皮油腻感有改善
	□
	□
	□
	□
	□

	3
	使用产品后头皮干燥程度有改善
	□
	□
	□
	□
	□


数据分析
应用统计分析软件进行数据的统计分析。选择分数为“非常同意（5分）”或“同意（4分）”的即为认同，否则为未认同。对于选择认同和未选择认同的消费者比例进行二项式检验。上述统计分析为双尾检验，显著性水平为α=0.05。
试验结论
根据数据分析结果，使用测试产品后，任一周调查问卷头屑相关问题认同比例≥60%（P＜0.05），则认为测试产品有去屑功效，否则认为测试产品无去屑功效。
试验报告
试验报告一般应当包括以下内容：
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） 功效评价机构名称、地址等相关信息；
c） 测试物相关信息；
d） 消费者相关信息；
e） 试验项目和方法依据；
f） 试验的开始与完成日期；
g） 材料和方法；
h） 试验结果；
i） 与产品有关的不良反应/严重不良反应信息；
j） 试验中的异常现象（如有）；
k） 讨论（如有必要的情况）；
l） 试验结论；
m） 报告的日期；
n） 检验人、校核人和技术负责人/主要研究者签字；
o） 评价机构签章。
第三法 抑菌测试方法
2　 原理
马拉色菌的异常增加和活动被认为是头屑形成的主要原因之一，去屑产品通过添加功能性物质抑制头皮马拉色菌的生长和（或）繁殖，可以改善头屑状况。基于该原理发挥功效的化妆品，可以将产品对马拉色菌的抑制情况作为去屑性能的一个评价指标。
本方法以糠秕马拉色菌作为试验菌种，通过将一定量的糠秕马拉色菌加入受试物稀释液中，随后在模拟的头皮温度（即33 ℃±1 ℃）下使两者作用，至规定时间后，回收作用体系中的试验菌，培养计数并换算成对数值，通过与对照样品的结果进行比较，评价受试物对马拉色菌的抑制效果，进而评估受试物的去屑功效。
3　 仪器和设备
3.1　 恒温培养箱
控温范围：5 ℃～50 ℃ ，温度精度±1 ℃。
3.2　 干热灭菌箱
控温范围：50 ℃～200 ℃，温度精度±2 ℃。
3.3　 高压蒸汽灭菌器
控温范围：115 ℃～121 ℃，工作时灭菌腔温度控制在预设温度的0 ℃-3 ℃范围内。
3.4　 生物安全柜
应为符合相关规定的II级生物安全柜。
3.5　 恒温摇床
控温范围：25 ℃～45 ℃，旋转频率：20 r/min ～300 r/min。 
3.6　 水浴超声仪（40 kHz）
3.7　 冰箱
控温范围：2 ℃～8 ℃，-18 ℃～-30 ℃或-70 ℃～-80 ℃。
3.8　 可调微量移液器
量程：10 µL～100 µL、100 µL～1 000 µL、1 mL～5 mL，配备适用的吸头。
3.9　 水浴锅
控温范围：25 ℃～55 ℃，温度精度 1 ℃。
3.10　 电子天平
精度0.01 g，量程0～200 g。
3.11　 涡旋振荡器
3.12　 计时器
     精度1秒。
3.13　 三角瓶、培养皿、试管、量筒,接种环、涂布棒等其它微生物学试验用具及耗材
4　 试剂和材料
4.1　 试验菌种
糠秕马拉色菌ATCC14521，或其他菌种保藏中心提供的糠秕马拉色菌ATCC14521等同菌株。在上述规定的菌株基础上，经相关方商定后，还可以增加其他种类的马拉色菌作为试验菌种，但应在报告中予以说明。
    注：所有菌种均应来自国际微生物菌种保藏中心或国内省级以上微生物菌种保藏中心的典型菌种。
4.2　 培养基和试剂
除另有规定外，所有试剂和材料应是适用于生物学试验用的，实验室可以按照实际情况选用。允许使用验证合格的其它配方，推荐使用商品化试剂及耗材，并按照生产商提供的说明书使用。
4.2.1　 水
所用的水应为符合GB/T 6682规定的三级水。
4.2.2　 改良Dixon肉汤培养基
	麦芽浸粉
	36 g

	蛋白胨
	6 g

	牛胆盐
	20 g

	吐温40
甘油
	10 mL
2 g

	油酸
	2 g


   将各成分充分溶解于水中，调pH至6.0，分装，于121 ℃ 压力蒸汽灭菌15 min-20 min备用。
4.2.3　 改良Dixon琼脂培养基
	麦芽浸粉
	36 g

	蛋白胨
	6 g

	牛胆盐
	20 g

	吐温40
甘油
	10 mL
2 g

	油酸
	2 g

	琼脂
	15 g


除琼脂外其它成份充分溶解于水中，调pH至6.0，加入琼脂，加热溶解，分装，于121 ℃ 压力蒸汽灭菌15 min-20 min备用。
4.2.4　 标准硬水（硬度342 mg/L， 硬度以碳酸钙计）
称取无水氯化钙(CaCl2)0.304 g，六水合氯化镁（MgCl2·6H2O）0.139 g，加水1 000 mL，即为342 mg/L硬水。经121 ℃压力蒸汽灭菌15 min后备用。
4.2.5　 0.03 mol/L磷酸盐缓冲液(PBS)
称取无水磷酸氢二钠2.83 g，磷酸二氢钾1.36 g，加水1 000 mL，充分溶解后，调节pH至7.2～7.4，经121 ℃压力蒸汽灭菌15 min后备用。
4.3　 对照样品
无菌0.03 mol/L磷酸盐缓冲液(PBS)。
5　 试验步骤
在生物安全柜内将5代以内的试验菌种接种到装有50 mL改良Dixon肉汤培养基的250 mL三角瓶中，在30 ℃±1 ℃，200 rpm条件下，振荡培养 72 h±4 h。取0.5 mL培养物，接种到新的装有50 mL改良Dixon肉汤培养基的250 mL三角瓶中，在30 ℃±1 ℃ 200 rpm条件下，继续培养24 h±2 h。将上述培养物放入水浴超声仪，超声1分钟，以打散培养物中可能存在的菌团，随后用无菌PBS稀释至约1×106CFU/mL～1×108CFU/mL，制成菌悬液备用。制备好的菌悬液若不能立即使用，应保存在4℃冰箱内备用，且必须当天使用不得过夜。
5.1　 将受试物用无菌标准硬水稀释至规定的浓度（推荐测试时采用1：10稀释度或1：100 稀释度），可参照消费者对产品的实际使用习惯，或产品活性成分特性对稀释度进行调整，但应在报告中说明相应的依据。
吸取5 mL步骤25.2中制备的受试物稀释液于无菌试管中，再加入0.1 mL步骤25.1中制备的菌悬液，迅速混匀，旋紧试管盖，将试管水平固定在摇床上，在33 ℃±1 ℃，100 rpm条件下振摇(4-24)小时(注：当受试物稀释度为1:10时，推荐作用时间为4小时；当稀释度为1：100时，建议作用时间为24小时；当使用其他稀释度可以根据实际情况选择适宜的作用时间，并应在报告加以说明）。
5.2　 作用至设定时间后，取上述混合液用无菌PBS做10倍系列稀释，取混合液及其中2～3个适宜稀释度的稀释液0.5 mL，涂布到改良Dixon琼脂培养基平板，每个稀释度涂布两个平板（也可选取混合液及2～3个适宜稀释度，分别吸取稀释液0.5 mL，置于2个平皿中，倾注15 mL-20 mL冷却至40 ℃-50 ℃的改良Dixon琼脂培养基，转动平皿，使其充分混匀，凝固后翻转平板放入培养箱内培养）。
5.3　 将平板置于30℃±1℃恒温培养箱中, 培养5-7天后，选取菌落数在30 CFU-300 CFU的平板，做活菌菌落计数。
注：①若接种低稀释度样液的平板无菌落生长，但接种高稀释度样液的平板有菌落生长，以低稀释度平板上的菌落数作为计数结果，记为“＜1”；②若接种低稀释度样液的平板与高稀释度样液的平板均有菌落生长，但结果未能与稀释倍数对应时，以低稀释度平板上的菌落数作为计数结果。
5.4　 以无菌PBS代替受试物稀释液，同时按以上步骤操作，作为对照样品。
5.5　 实验重复3次，求其平均值。
6　 结果计算
6.1　 试验有效性
对照样品与菌液作用至特定时间后，回收菌量应满足2×104 CFU/mL～2×106 CFU/mL，否则试验无效。
6.2　 结果计算
菌落总数计算见式 (1)；
𝐶=（𝑁1+𝑁2）×𝐹  ···········································(1)
式中： 
C——回收菌落总数，单位为CFU/mL；
N1——平皿1上点数到的菌落数量，单位为CFU；
N2——平皿2上点数到的菌落数量，单位为CFU；
F——稀释倍数;
分别计算三次重复试验的对照组及试验组的回收菌落总数，并转化为对数值，用于统计学分析。
对三次重复试验获得的试验组及对照组样品回收菌落数对数值进行统计学检验（P<0.05，采用t检验）。
7　 试验结论
在试验有效性成立的前提下，试验组平均菌落数小于对照组菌落数（对数差值≥0.3），且试验组与对照组结果有统计学显著差异，则认为测试产品有去屑功效，否则认为测试产品无去屑功效。
8　 试验报告
试验报告一般应当包括以下内容：
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） 功效评价机构名称、地址等相关信息；
c） 受试物相关信息；
d） 试验项目和方法依据；
e） 试验的开始与完成日期；
f） 材料和方法；
g） 试验结果；
h） 试验中的异常现象（如有）；
i） 讨论（如有必要的情况）；
j） 试验结论；
k） 报告的日期；
l） 检验人、校核人和技术负责人/主要研究者签字；
m） 评价机构签章。
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