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前    言
本文件按照 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
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[bookmark: SectionMark4][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc143186215][bookmark: _Toc20196][bookmark: _Toc97195091][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc17548][bookmark: _Toc25266][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc5035][bookmark: _Toc159516818]化妆品经皮吸收 Franz扩散池法技术指南
范围
[bookmark: _Hlk143941970][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc26648466]本文件规定了化妆品经皮吸收Franz扩散池法的术语和定义、试验原理、试验方法、数据处理及报告内容。
本文件适用于化妆品及其原料的经皮吸收测试。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc97195092][bookmark: _Toc143186216][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc17633][bookmark: _Toc27126][bookmark: _Toc3513][bookmark: _Toc15783][bookmark: _Toc159516819]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。
[bookmark: _Toc12846]GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
[bookmark: _Toc10413][bookmark: _Toc97195093][bookmark: _Toc143186217][bookmark: _Toc17572][bookmark: _Toc13864][bookmark: _Toc21628][bookmark: _Toc159516820]术语和定义     
下列术语和定义适用于本文件。
[bookmark: _Toc26986532][bookmark: _Toc28749]经皮吸收 transdermal absorption
应用在皮肤表面的化学物质从皮肤表面扩散到接收液的过程。
[bookmark: _Toc17945][bookmark: _Toc12945][bookmark: _Toc159516823][bookmark: _Toc143186219]累积渗透量 accumulated penetration rate
指在一定时间内到达接收液的受试物的量。
[bookmark: _Toc4315]皮内滞留量 intradermal retention
试验完成后，表面经过洗脱的皮肤中所含受试物的量。
注：不含头两层或所有胶带中受试物的量。
[bookmark: _Toc24880]未吸收的量 unabsorbed amount
指试验完成后在皮肤表面以及实验器具上洗脱下来的受试物的量。
[bookmark: _GoBack]注：当渗透时长不到24h，应当将前两条胶带的量计入此部分，若渗透时长达到24h及24h以上，应当将包括角质层部分的所有胶带上受试物含量计入此部分。
[bookmark: _Toc159516831][bookmark: _Toc8579][bookmark: _Toc24388][bookmark: _Toc143186229][bookmark: _Toc15513][bookmark: _Toc13224]试验原理
将适合经皮吸收研究的皮肤模型安装在接收池和给样池之间，在给样池中定量的将受试物作用于皮肤模型表面，通过控制试验温度与搅拌速度在接收池中模拟皮下动态环境进行经皮吸收试验。在整个经皮吸收过程中，在多个时间点对接收液进行取样并测定受试物含量，还应对皮内滞留量以及未吸收的量进行测定，以此计算回收率等。
为了保证试验结果的可靠性和准确性，在选择接收液时要充分考虑受试物在接收液中的稳定性和溶解度（尤其当受试物为亲脂性成分时），通过在接收液中加入合适比例乙醇、表面活性剂等调节剂来增加受试物溶解度，在接收液中加入抗氧化剂等提高受试物稳定性。
[bookmark: _Toc17855][bookmark: _Toc6831][bookmark: _Toc6306]试验方法
除非另有说明，水为符合GB/T 6682规定的一级水。
[bookmark: _Toc9815]扩散池
扩散池一般由给样池和接收池组成，图1为经典扩散池-Franz扩散池示意图。使用时皮肤模型固定在两部分之间，并用弹簧夹将给样池、接收池和皮肤模型固定住，保持扩散池与皮肤模型之间的密封性。接收池中的液体应与皮肤模型保持接触，同时扩散池系统温度应与人体皮肤温度一致，保持在32 ℃±1 ℃。在整个试验过程中，应使给样池保持封闭。可根据需要选用静态扩散池或循环流动式扩散池，循环流动式扩散池适用于需要对接收液连续取样，静态扩散池可以提高难以经皮吸收受试物的测试敏感性。

[image: 1718075191413]
图1 Franz扩散池的示意图
[bookmark: _Toc26085][bookmark: _Hlk141535459]接收液
选择的接收液应不影响皮肤完整性，并能最大限度保护皮肤生理活性。接收液还应满足受试物在试验过程中所需的溶解度，对于水溶性成分，接收液可以选用pH=7.4的生理盐水或磷酸盐缓冲液；当受试物为亲脂性成分，接收液中可添加一定比例的（不超过50%）乙醇或6%聚氧乙烯月桂醚等改性剂增加溶解度，但应保证添加的改性剂不会破坏皮肤完整性且不会干扰后续的分析过程。
为了保证试验结果的准确性与可靠性，应充分考察受试物在接收液中溶解度以及稳定性。
溶解度的考察
应详细了解受试物物理化学性质（分子量、LogP值、溶解性等），对于缺乏证据表明具备较好水溶性的受试物或亲脂性成分要充分考察其在接收液中的溶解性。将受试物添加至接收液直至饱和或达到足够高的浓度后，测定溶液中受试物浓度，判断接收液对受试物的溶解度是否满足试验需求。接收液中受试物的量在整个试验过程中不应超过饱和浓度的10%，以减小对受试物自由扩散的干扰。
受试物在接收液中稳定性的考察
使用接收液配制高浓度和低浓度受试物溶液，于32 ℃储存0 h、2 h、4 h、8 h、24 h、48 h，同新配制的同一浓度标液一同测定，考察试验条件下受试物在接收液中的稳定性。
[bookmark: _Toc27369]漏液检测
搭建好给样池-皮肤模型-接收池装置后，添加适量体积的缓冲溶液或一级水于给样池中，保持10 min后检查是否有液体溢出给样池；在整个试验过程中，应持续关注是否存在漏液现象并保持弹簧夹紧绷；试验结束后，观察皮肤上受试物是否溢出给样池边界。如存在漏液，应重新搭建新的扩散池。
[bookmark: _Toc6596]试验环境
实验室温度设定为10 ℃~30 ℃，相对湿度30%~70%。
经皮扩散仪温度设定为32 ℃± 1 ℃，搅拌速度设定为350 rpm ± 10 rpm。
[bookmark: _Toc30894]试验设计
可根据实际情况设置实验组、空白对照组、阳性对照组。
实验组应设置至少4次重复试验。
[bookmark: _Toc27124]皮肤模型
人类皮肤是最优的皮肤模型，相关使用需要符合国家和国际伦理学委员会条约的规定。也可以选用合适的动物皮肤进行经皮吸收试验。大鼠皮肤的渗透性是人类皮肤的2~10倍，一般不推荐使用，建议使用与人类皮肤基本渗透特性相似的猪皮，可以选用猪耳、腹部等部位皮肤作为皮肤模型，例如8周龄巴马小香猪腹部皮肤。
注：人工膜和3D细胞皮肤模型可参考执行；除本文件外的其他适用于本文件的皮肤模型需经评估后再使用本方法。
皮肤制备
皮肤模型可以是表皮、全皮或经过分离的皮肤。将离体皮肤去掉肌肉和结缔组织，使用手术刀小心刮去皮下脂肪，直到观察到真皮层的网状纤维（厚度约为1.0 mm），使用电动剃须刀将表面毛发剔除至≤3 mm，即得全皮。将全皮在60 ℃水中放置1 min~2 min，使用镊子剥离表皮，或使用化学分离（2M 溴化钠），使用蛋白酶或细菌胶原酶等进行酶分离来制备表皮层。选用经过分离的皮肤，厚度一般在200 μm~400 μm，全厚皮肤在1 mm左右。
皮肤储存及完整性
切除的新鲜皮肤可以立即使用或冷冻保存。有研究表明，储存在-20 ℃的皮肤与新鲜皮肤的渗透性没有显著变化，但存储在-80 ℃环境中会导致皮肤渗透性增加。为了便于储存和后续试验，建议在储存前去除皮下组织，并且不应反复对皮肤冷冻和解冻，会导致皮肤渗透性增加。因此，在运输过程中，皮肤应处于4 ℃以下，并可以长期储存在-20 ℃环境下。但为了保证试验结果的可靠性，皮肤在使用前都应该进行完整性检查。
保持皮肤表面干燥，评估角质层经皮失水（TEWL）值是否在正常范围内；或评估最高2 V交流电在皮肤内电阻值是否处于皮肤类型的正常范围内；或评估皮肤对标准物质（氚化水）的渗透是否是正常的。
[bookmark: _Toc15046]受试物
当受试物为半固体或液体时，可以直接上样；当受试物为固体时，可以模拟皮肤被汗水浸润的情况，将固体受试物研磨至粉末状，然后尽量使用最小体积的水或生理盐水等将受试物润湿，制成糊状后进行试验，但应避免使用有机溶剂进行润湿。或者根据自身试验需求，选取其他合理受试物制备方式。
[bookmark: _Toc11859]受试物使用量
根据试验需要，受试物使用量可以分为有限剂量和无限剂量，当受试物为固体、半固体，其有限剂量应不超过10 mg/cm2，无限剂量可使用超过10 mg/cm2；当受试物为液体制剂，其有限剂量应不超过10 μL/cm2，无限剂量可使用超过100 μL/cm2。受试物应均匀涂抹于皮肤表面，对于黏附在涂布器上的受试物，应该从使用量中减去这部分的量以获得实际使用量。
[bookmark: _Toc26067]试验时长
为了充分考察受试物的渗透特性，整个渗透过程应不超过24 h，并在试验过程中设置至少6个间隔适当的采样点。也可根据实际情况进行时间延长，但要充分考虑时间延长对皮肤完整性的影响。对一些不需要在皮肤长时间停留的受试物，可根据实际使用情况设置接触时长，并在受试物冲洗后再对接收液进行取样测量。例如对于染发剂，建议至少与皮肤接触30 min后，模拟消费者使用习惯冲洗干净，并对接收液的采样时间持续到24 h。
[bookmark: _Toc31824] 皮肤胶带剥离处理
试验结束后，皮肤从扩散池取下，将皮肤表面剩余受试物冲洗干净。可根据试验要求对皮肤进行胶带剥离，重复剥离15层~25层，每层胶带应施加相同压力。
一般认为前两条胶带上受试物是附着在即将脱落皮肤，不会被生物利用。当试验时间达到24h及24h以上，应将包括角质层部分所有胶带上的受试物不计入可吸收剂量当中。
[bookmark: _Toc26510] 测定方法
定量方法
可使用高效液相色谱法、气相色谱法、气相质谱法、液质联用法等。
以高效液相色谱法为例：
1） 标准品溶液的配置：使用容量瓶称取适量标准品，定容后摇匀并依次稀释得到5个及以上浓度梯度的标准工作溶液。
2） 仪器条件：依据标准物质的检测条件来确定，包括流动相、色谱柱、洗脱程序等。
3） 测试方法：分别将标准工作溶液注入高效液相色谱仪，在色谱条件下测定标准溶液，以浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。将处理好的待测试样溶液注入高效液相色谱仪，在色谱条件下进行测定，根据保留时间和紫外吸收光谱图定性，受试物峰面积代入标准曲线计算受试物浓度C，随后按照公式（1）计算累积渗透量Qn，按照公式（2）计算皮内滞留量Q皮，按照公式（3）计算未吸收的量Q未，按照公式（4）计算渗透速率Kp，按照公式（5）计算渗透通量J，按照公式（6）计算回收率W。具体计算公式详见8.1~8.6。
定性或半定量方法
可使用共聚焦显微镜法、荧光显微镜法等。
以荧光显微镜法为例：在皮肤组织中加入冷冻液，放入冷冻切片机内冷冻包埋，随后使用冷冻切片机切片，皮肤组织的厚度为50 μm~100 μm，选取皮肤中部的皮肤进行切片，粘附于载玻片上即可。将上述得到的皮肤组织切片放置于荧光显微镜中，调试仪器参数后，开始进行拍照。
[bookmark: _Toc21696][bookmark: _Toc19367][bookmark: _Toc10401] 试验结果
应对试验系统各个部分的受试物进行测定，包括给样池、皮肤表面清洗液、皮肤（胶带、表皮、真皮等）、接收液等。所有测得受试物的回收率应达到100% ±15%，对于过大的回收率偏差应给出合理的解释。
[bookmark: _Toc30463][bookmark: _Toc28726][bookmark: _Toc29099]实验室质量控制
要定期评估实验室的技术能力以及试验方法的可靠性，每年至少两次在实验室对咖啡因、苯甲酸等参比化合物进行经皮吸收试验，相关试验结果要呈现在每一份报告中。经皮吸收结果要以均值±标准差来表示。
[bookmark: _Toc21398][bookmark: _Toc159516879][bookmark: _Toc30365][bookmark: _Toc32635]计算方法
[bookmark: _Toc20736][bookmark: _Toc159516880][bookmark: _Toc138831857][bookmark: _Toc142589581][bookmark: _Toc21316][bookmark: _Toc138847368][bookmark: _Toc149572201][bookmark: _Toc143186280][bookmark: _Toc19539][bookmark: _Toc149571420][bookmark: _Toc7574][bookmark: _Toc156817228]累积渗透量     
按式（1）计算累积渗透量Qn，以μg表示


 …………………（1）
式中：
Qn——第n次取样时的累积渗透量，单位为微克（μg）；
Cn——第n次取样时接收液中受试物的浓度，单位为微克每毫升（μg/mL）；
Ci——第1次至第n-1次取样时接收液中受试物的浓度，单位为微克每毫升（μg/mL）；
V0——每次取样体积，单位为毫升（mL）；
V——接受池中接收液的总体积，单位为毫升（mL）；
n——取样次数。
结果保留两位小数。
[bookmark: _Toc12233][bookmark: _Toc138847370][bookmark: _Toc138831859]皮内滞留量
按式（2）计算皮内滞留量Q皮，以μg表示

…………………………………………（2）
式中：
Q皮——皮内滞留量，单位为微克（μg）；
C皮——皮内受试物提取液浓度，单位为微克每毫升（μg/mL）；
V皮——皮内受试物提取液体积，单位为毫升（mL）。
结果保留两位小数。
[bookmark: _Toc14744] 未吸收的量
按式（3）计算未吸收剂量Q未，以μg表示

                              ……………………………………（3）
式中：
C洗——皮肤表面、给样池器具上冲洗下来的受试物浓度，单位为微克每毫升（μg/mL）；
V洗——皮肤表面、给样池器具上冲洗下来的受试物样液体积，单位为毫升（mL）；
C胶——对皮肤角质层剥离的胶带（1条~2条或1层~∞层），单位为微克每毫升（μg/mL）；
V胶——胶带提取液体积，单位为毫升（mL）。
结果保留两位小数。

[bookmark: _Toc2305][bookmark: _Toc159516882][bookmark: _Toc156817230]渗透系数
[bookmark: _Hlk160551164]按式（4）计算渗透系数Kp，以μg/h表示

[bookmark: _Hlk160551140]                                   ……………………………………（4）
式中：
Kp——渗透速率，单位为微克每小时（μg/h）；
[bookmark: _Hlk160551181]Qn——累积渗透量，单位为微克（μg）；
b——截距，无单位；
t——渗透时间，单位为小时（h）。
[bookmark: _Toc138831861][bookmark: _Toc138847372]结果保留两位小数。
[bookmark: _Toc30712]渗透通量
按式（5）计算渗透通量J，以μg/cm2·h表示

                          ……………………………………………（5）
式中：
J——渗透通量，单位为微克每平方厘米每小时（μg/cm2·h）；
Qn——当前时间点的累积渗透量，单位为微克（μg）；
S——上样区域的面积，单位为平方厘米（cm2）；
t——渗透时长，单位为小时（h）。
结果保留两位小数。
[bookmark: _Toc156817231][bookmark: _Toc159516883][bookmark: _Toc26736]回收率
按式（6）计算回收率W，以%表示

                         ………………………………………（6）
式中：


Q原——总上样量，单位为微克（μg）；
Q总——受试物总回收量，单位为微克（μg）；
W——回收率，单位为百分百（%）。
结果保留两位小数。
[bookmark: _Toc32473][bookmark: _Toc32166][bookmark: _Toc159516884][bookmark: _Toc15965][bookmark: _Toc8222][bookmark: _Toc143186286]试验报告
试验报告应对试验方案进行详细说明，应包含以下内容：
[bookmark: _Toc23109]受试物
1) 受试物产品名称、生产批号、产品剂型及制备方法等信息；
2) 受试物中测试受试物含量、名称以及相关理化性质等信息。
[bookmark: _Toc21226]试验方法
1） 皮肤来源、制备方法、储存条件以及皮肤完整性等信息；
2） 扩散池的类型、接收液的配制、受试物在接收液中溶解度和稳定性、转子转速、实验温度等信息；
3） 试验持续时间及取样时间点等信息；
4） 使用的受试物的量；
5） 试验结束后对皮肤的处理方法（包括冲洗、胶带剥离与提取等）以及对器具冲洗操作等信息；
6） 检测方法、方法检出限等信息；
[bookmark: _Toc21412]结果
1） 受试物在各部分测试结果（接收液中、胶带中、皮肤冲洗和给样池清洗、活性皮肤中）；
2） 各扩散池受试物回收率；
3） 经皮吸收数据（渗透量、渗透率、渗透速率等）；
[bookmark: _Toc12709]结论
应包含年度内实验室质控结果信息。


参考文献
[1] OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development), 2004b. Guideline for the testing of chemicals (No. 428): Skin absorption: in vitro method. Adopted 13 April 2004, OECD, Paris, 8 pp.
[2] OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development), 2004c. Guidance document for the conduct of skin absorption studies. OECD Series on Testing and Assessment, No. 28. OECD, Paris, 31 pp.
[3] SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety), 2010. Basic criteria for the in vitro assess -ment of dermal absorption of cosmetic ingredients. Adopted 22 June 2010, 14 pp. 
[4] EFSA (European Food Safety Authority), 2017.Guidance on dermal absorption. Adopted 24 May 2017,60 PP.
[bookmark: BookMark8][image: ]

2

1

image1.png




oleObject1.bin

image2.wmf
n0

      (i=1, 2, 3......n-1)

ni

QCVCV

=´+´

å


oleObject2.bin

image3.wmf

oleObject3.bin

image4.wmf
QCV

=

皮

皮

皮


oleObject4.bin

image5.wmf
胶

胶

洗

洗

未

V

C

V

C

Q

+

=


oleObject5.bin

image6.wmf
t

nP

QKb

=+


oleObject6.bin

image7.wmf
t

S

Q

J

n

/

/

=


oleObject7.bin

image8.wmf
100%

Q

W

Q

=´

总

原


oleObject8.bin

image9.wmf
未

皮

总

Q

Q

Q

Q

n

+

+

=


image10.jpeg




