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Bovine Corneal Opacity and Permeability (BCOP) Assay
1 e

ARTPERE T 24 A1 BV i BE AN PRI R S AR U L R AN i
AR T7 g At i P AL SRR B AR A RT3 IR A3 5 AN RIS A, G 5 — iy
Yl 2 B s A CL RN B e B IR S

2 RIEERY

ARG e S B 5 A A A Y B AE I AR, VAN At it A2 SR o AR A JEE )
ANTT T AR 545 B R

3 EX
3.1 MREEHFIBE eye irritation

HIR R T B 32 A0 5 BT AR IR T v e MR
3.2 ANA[HR 545 irreversible eye damage

HIR BRI Fe 52 0 J5 51 A A w2 54
3.3 MMM corneal opacity

FANR TR T2 @B MO R, A VA B 18 0 2 B R S 453
3.4 MIEABIEYE comeal permeability
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MEM$: 771
MEM#: IR 20D

5.2 Hanks &



FREEAL 5140 mg. AS/KEEAEE100 mg. LK AREREE100 mg. S ALER400 mg. BEFR
“EA60 mg. TKEREHN350 mg. FALEN8 g BEIRA —HH48 mg. &I MELl g, MIKZEIL. I
FHELAL .

5.3 WHERINA

TR S FE T 70 52 0% FHVR B2 94 mg/mL,  [ERSZIRME FH S me/mLI 58t 30
BT BB

5.4 BHYEXTHEY)

WA 2R ) BH P 5 HE A AT {5 FH 100%N, N-— FR B F e (CAS 68-12-2) 5 [ERSZ2 R4
A H A 5o BB AT A FH20% KM (CAS 288-32-4) VAT -
20% PRI R P BC . HE AR BK 20 g, 7K Z 100 mLiE R HFEET .

5.5 BAMEXTEEY)

BA X B AT A5 FH 0.9% SRAL AN B, 8 Pl KRR 352 1 1A AP J5 e 336 2 R /K R At T I B
XHIR AR GETC RS AR, /e TR B AL 7R R

5.6 ZFHR

REWHIFR, BEARKT1.8cm, iEHG6~60HETIA
R AAE2 ~ 4 °CHIHanks ¥E W 4, 8 IS8 24 h A &

5.7 MK ARy (ISR
T AR PSR I BV R (2R B ARV I EE A DGR [, 23 D 1 DGR R ¥ ek B

ACRI L EOEIR IR A . ANFRDGIRAR SN > B i 52 A A
PRI A5 AT B A5 E A R, AR SR A EARSINLT ecm, IREE2.2 cm.

6 NI H LR
6.1 /= J AR il 4

G ERVEM, ARYR. A5 FrA e T S AR IR . BOCERFE B IR, WA 252 ~ 3 mm
BUHOFRIE ML, A B = b, BT Hanks I8

6.2 fAfELE
AN B Z 18 T ORI B/ K Frgs e = L, BB ESEAKR L, fiE=E44,
6.3 IR Pt

o Ja = P ERIUT, K532 CCTRABIMEMES FRB I 2 AT 5 2=, IR E S
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0, K] I (0 A BB e 2 3 EUCE 132 + 1 CIEIR B & T 1 he
6.4 A I 2

PTG, HOCaT E/E ST, WG SRR, BT IMEME: 7%
o VEME A E HC BN A RVEMEAE, (EANFEMEVEMRE . AY6E BN 2 U /N
TTHI A, BV RO B A T-1200 TuxE] 1850 Tux 2 [8] 1) F A k& A 5

6.5 fEHI 4

BV MR AT & BRI AR, BRI AR AL, B B AT B PR IR AL (i
BN W EIRAIRAD , AR 3 HAE.

6.6 IRV Rz

2R B FE T A TR, — PR IS R (AR ERR) , 5 —FE s AR
s CE D .

AR IS VER] GRR) LASIREFE; AR FLAR RS 8 5 s At R sk
7 CRERD) B BRI 10% MR BEAT . B F i 18] 910 min.

2 TR P 79 I A 1) Bk R 20% 7 B TR B AR 1, R BT 1A) 4 e

VTR0 9% AN AL, AR K BRI AV TR, 75 B IR I

MR SAMEACPET, 2807 A PR, — P ELRRAS FE20E T ARG 1k 2 TORG 5 1 LA
P, 5 RO B ARG T R PR RCR PRI A 25 by A 2l Ao i DR IS il 7
oy B RCGRT, FFEMURP R R KRR

BARGFE: B dls A B e e ds, ek AT =k, 750 uLz sl T A=,
SERIORE S, A ORAE AR S N, AR BRI IE 132 £ 1 CCIEIR B

TFE g RE: WA, HITESEERITE PO, REFSATEA L, KOPE.
FIRBERZR R T A I B AR A EE IR, BL750 pL32 i3 S FARE M b, B 132+ 1 °ClER
B

6.7 7R 5V B AE N 2

RN G, MEATERZ A, 7= AMEM (B0 B 32006 M vt 2031 (B
LA A H A IRTGIE R B s8I, fHMEMES R E L0 )5, KMEM
BEIRIINT S, VI B RE 5 A B AR A

WARZ RPN S, M ras TR E 732+ ICHEIR AT I E2h)n, T
JE BREFRRG ME R A VEM R, MOV . X TRy, REGHRMS
D52 OV A B A N2V, R A .

5 S A RS A SO D 0 P 2 R VA R o B 2 o A e R SRR (B
SPEMEAE T I

VEME ARG = A - SRV
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6.8 &% AR 2

F B 00095 325 1 A B AR SO 52 (0 75 6 RN TR MBI I AR T 8 B R MR R B P AR = A
MRk R . I AT IR, N mLAG GV, JeFERR i = 17 bSPTIR E 32+ 1°C
PEIR B T B 90 mine  HUE ZWAR360 nL H BEARAYAE490 nmik K AR E % FEAE, 11 H &
SF AR RS 2 P AL PR I LA E N PR e 2 A

R FEE AR T 2R RS R, 7 X s VR AT AR R

WEFEE = MR < OB M@ e 2 Bl — BRI R 2 D

6.9 PRSI Bt 5

FRABEVE S A I YCIRAN R, 435903 R FUAS [R) R A 2 S o3 Bk 5 =K

F GV AR AN IR B % (IVIS) = “FHVEME + 15 x FHe3E EE

BAAO NV FE AR AR B H (LIS) = “FIVEME (BRI EE Eux/7) + 15 <
BPOREEAE

7 BRI S

BRI SR SO ORI, AR 32 10 R R 10096, N- — FF 58 R I 2 B [
PRS2 BT TR 20%0 WK A VR IR A B A 2 70 ROY 1 SRANAT I ARG 95, U e ik A

8 LRI EME

1 RRAMER NS R

NI G
HR o328
E B ERED v

IVIS<3 LIS<30 Jo

3 <IVIS<55 LIS > 30 Hlux/7<<145 HODu4o <2.5 ANET BT
LIS > 30 H.lux/7<<145 H.ODu9 > 2.5 ‘ i
IVIS > 55 ] AP IR, 1R

BE LIS > 30 Hlux/7 >145

®E R T LA A — B HE.
9 ZERMERE

M HILCL TS BURT, ORI A E -

Tl 3R 2 5P 2 A — 5
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4



145) , H3A MRS HAMBEELux/7 < 1305

T3 RSOGO E, RIE6E BEE R 2 A RE IR S, 138 CPEDE
WEAE>2.5) , E3H AR LA ARG A< 2.0;

B H4: SR B EVE QO , LISHSCAERIEME: CPHLISH%< 30) , {H3
AR 1T A IRLIS 7 %> 40.

LRI EE RAE R, RPN, 25— ORI A5 RS 5 R A AR R, Rk
AT B =R, DAEE = YR I 25 5 R e A e

ARG 45 L HE I 32 AR A AN T 308 HR B3 095 R0 T e T A/ Dy /S ) 30 AR A5 4 R S e
e TR A TR .
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1 VR AL

T SR 1 R ok P A A P a6 o PR SR 2 2B B ARV o B 3 PR Dt
ANTEL, 73 9 GG AR B ASONT R CO IR RV RS ARG A ANTR], H i T T 3%
JEEASC AT R 5 3T IOP-KITIE MU AN L SR R S a6 4% U LLBOVE I B {X LA X LED
FIEIGIRATLEDZR (6 Y (73U A o AR AT ST RV ek FE AR LA 15 D9 — R A L 1 B
PEERAE R, A5 AL e i A AN R RS B AR . HABIE W] 5 22 5d S8 R4 28 H A A
ALLRR 25 R (R vt AT DAFE SR g = A A

2 IS as

BCOP B 45 a Bt AR (ARG . Jedfas il =405 S W a0 A, i
JEEH=DABIRET B 2, AT AT =M% (M REHEILELD o /i 8614 H
HRANE . FNMEERRLA5 mL. P 33 o i OGE L B it iE )
PR o FETT 00 B ERIT K A S i IR BB P I B A A Bk o 300 A = 1) DA S Jm =
IORUIA I T B AL A o e S TEAS AP L TR RIS B S2 AR A IR 2k . 7 B
AN R AR, AR ZE R .

Bl ARk REIaE

X AR R Sy B R RE 3%, R ZM N ARR IR S J5 SRR LLEI T S g i
SRR ORAF B XA I 2 s SEIVIS BLIS AN & 12 & HAE T L 5 (1
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In Chemico Skin Sensitisation: Kinetic Direct Peptide Reactivity Assay (kDPRA)
1 SEHE

ATTFEIGE T 3152 FLAEZ RS A SR U kB8 T i AR EK
ARTTER T i AL 2 SRR BB V- A, &P T3 — st 22 By P Al
SRR K& ERITRE Y.

2 HIEER
TR AN A it A 22 SRR 75 BAT VB FE R B RS B 734k
3 EX
3.1 ZiKkIH#EE 2t percent peptide depletion
USRI IRAHELE, 2R FE 2 IR .
3.2 B4 mono-constituent substance
AT E BRI, B RS E RN 80% (wiw).
3.3 Z M55 multi-constituent substance

AT EmRY e, Kb AmME R bl EEE Ry, M EERS TS E=10%
(wiw) Fl<80% (w/w)o % A5 e il i i A2 7= A2 1 o

3.4 JREY) mixture
EH PR B ok LB AN S AR A 27 SSRGS 2H RS ) 2 A S AR 40 o o
4 RIERE

TR0 AR Ji B[] B 4% 2 IR I RS (DPRAD, A S (1) 5240 5 22 IKBLAUL ) Jz Ik B
(ARRIAAE AR 2 IO LR S, SEE RER D . AT DPRA UML)
—ANREEFI— AN [R] i, KDPRA - DA TR] IR FEARIG ) 77 SN AG VA B DA ot 1) 22 Bk 4 &
RV BT 5 AN S 2 R R 2 VAR & AN F I TR] C6 MRl RO 5, s
HHHR % (Monobromobimane, mBrB, CAS 74235-78-2) 5 R45G 1M &R 2 K Alx
TG, K2 R & AN ] SR S5 2 INE 4 L B AR S Sl ik B R
AN R GHE— L), T3 5 AR 30 400 B SR A B 3ok 0 W B ke, 480 S5 BSOoxes I I 1) 1 ) e 2

BN EE ke CRAL: MIIs™D), FEH SR I 8] T 1k, DAL A B R AE Ighmax HEAT S5 SR HIWT, 1F
1



SR e SR Bt .
5 RFIAZIHHIE
5.1 M Bl
PEEEZAL: Ac-RFAACAA-COOH, 4y Ti#: 751.35, #lif%: =95%.
5.2 BEYEXTHEA)
BE 6 FE 4200 AR S (CAS 104-55-2; 415 =95%).
53 %W

5.3.1 VRIS

ERIEIE K, HUGR pH 7.5 FIBERRERZEPR . — AR AT e S 80Uk — R, Pk
FfEH .
5.3.2 ZRPPEH P EC

BATREGHT, SVPAS S TR E o TR T FH RS0, ST O I 2 B (R T
— 2R B KT HIARFE Y 20 mM (SL5E AV ARD, XN RN REGKRIES 5 mM. B0 HT
T FESARBE IR 200 10, 5. 2.5 F1 1.25 mM R B 2 R0

20 mM A RN TR e 2 H S, 75 00 REE B A A7 AN S A e Vo 3 T A
BN SmL, ZRY (BIHEXHRD FRAREE NS T2 X 0.1 mg (LLAEMIRRT).

kDPRA FEFA F3& F T s F & 5 BRI 10 2 i/ M R G o Uk, sy, m] DUAR
FEAFH S CNEFEAD B LEA o7 B2 S 2l A — [0 7 &, Tt
4 20 mM AT IGEURE &
5.3.3 FHMEXT RV R 1)

SRR BRI T, T 2 VA A S e FR 0 A 20 mML IR FE VA, RS
F]20. 10 5. 2.5 F1 1.25 mM R FIIKFE R

5.4 Z BRI A O

FREUE =R 2 ik, F pH 7.5 MBEIR R Sl FL 1l i 0.667 mM (0.501 mg/mL) 1)
V. 5B AR RO, T A R B OO G A, R ] PR AR AR, R R
17, Bk Z kR .

pH 7.5 BERR ELZE i : B 0.1 mol/L MR — A 4NIAW 18 mL, N 0.1 mol/L BEFRE — AN
% 82 mL B4, WIsE pH {H, MNAE 7.50 +0.05 Z[f. A WERME, B 0.1 mol/L BEERE 4N
WCHAT AT o A mBsE, I 0.1 mol/L B — SN UHAT IR, 4CLRTE, WIFE 4 AN
i

5.5 R TSR EC



PREC 8.1 mg BIR —HZE T 10 mL AT, HBEREZIE, HlH3 mM BIR %

jﬁi@io Iﬂﬂ%fm@a’ ﬁ%{%ﬁo

6 RIS

6.1 R Wt

W6 B E 2 R4l (LR 031 mM. 0.63 mM. 1.25 mM. 2.5 mM. 5 mM). FAME
XHEZH (positive control, PC). ZZiMIXIHEZH (substance control, SC). ¥ FFIXFHEZH (vehicle
control, VC) 175 (X4 (blank control, BC), HAZi{MHRNKRE 3 MEE, VC 4.
BC 4 12 MHEKE, PC M SCHMKE—A9L. B3 M2 (A, B. O MIMEEREIZ

6.2 BELDIR

TLE 1.
1| 2 | 3 4 | 5 | s 7 | 8 | 9 | 10 11 12
A VC 4 (EF+0.5 mM ZAk)
B BC 4 (57D
0.31 0.31 0.31
mM mM mM
C 0.31 mM Zik4 A 0.31 mM Zik¥ B 0.31 mM Zik¥ C ik | 2 | =i
+0.5 mM £ ik +0.5 mM £ ik +0.5 mM £ ik YA+ | B+ | ¥ C+
g | &rh | &b
b b b
0.63 0.63 0.63
mM mM mM
D 0.63 mM Zik4 A 0.63 mM 32i\%) B 0.63 mM Zik¥ C Zik | 2 | =i
+0.5 mM £ ik +0.5 mM £ ik +0.5 mM £ ik WA | ¥B ¥y C
+EEW | +EEpp |+
b b b
1.25 1.25 1.25
mM mM mM
1.25mM ZiRY A 1.25mM 2k B 1.25mM Zik# C ik | 2k | =i
+0.5 mM ZJik +0.5 mM ZJik +0.5 mM ZJik YA | ¥B ¥y C
+EEW | +EEpp |+
b b b
2.5 2.5 2.5
mM mM mM
2.5mM ZiRY A 2.5mM ZiY) B 2.5mM Zik#¥) C 2k | R | 2R
+0.5 mM ZJik +0.5 mM £ ik +0.5 mM £ ik WA | ¥B ¥y C
+EEW | +EEpp |+
W W W
5 5 5
mM mM mM
5mM ZikY) A 5mM ZikY) B 5mM ZikY) C 2k | R | %R
+0.5 mM ZJik +0.5 mM ZJik +0.5 mM ZJik YA | ¥B ¥y C
+EEW | +EEpp |+
W W W
0.31 0.63 1.25 2.5 5 1.25 2.5 5 10 20
mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
PC+0.5 | PC+0.5 | PC+0.5 | PC+0.5 | PC+0.5 PC+ PC+ PC+ PC+ PC+
mMMZ mMZ | mMZ | mMZ | mM% 2 2t 2 o b
ik Jik ik Jik ik b b W W W
&l 1 kDPRA & R#RANAERSG




BN SRR B] 73 HE A SR AR 2RI R R AR SIAR o NSt £ S SiAR Bl
SRR S AR BRI RN, s & 4 52V O BN B S REAR A
6.2.1 JSARIIHERS

i 96 L, MR 1 HER I A RUHY SO o 73 JIAE A1~A12. C1-H1~C5-H5.
C6~G6. C7-G7~C9-G9 fLH A 120 pL 0.667 mM Z iKW, 7£ B1~B12. C10-G10~C12-
G12. H8~HI2 fLAH M 120 pL pH7.5 HIBERR S22 i »
6.2.2 N HMRIHERS

#E% 2 mL IRFLIR, SR 2 dE& S0 A R 2 A7 A 47, BAT. CAT~F 1T
FHAEFL A BIINN 300 pL 355, K 600 pL 20 mM SZiREF I G 1T, {6 £ @iE i
#M G AT 300 pL, I F AT, BEHZFEIREINEKIRMGRER C 1T, £ H1 ~ HA & fLHh 4
FLAF AN 600 uL #7), #1200 pL 20 mM FHPEXS FEIEAEBIIAN HS FL. SRS
H5 FLIH 600 pL, BRI H4 17, #ZFEFEITEMREES Hl. A H1 ~ H5 H1IRE 300 pL %
WS 3 H8 ~ H12 AL AL 58 5 S FH 3 B B A H

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
R W | WA | W | WA | WS | WA | WS | W | WS | W | A
R W | WS | WS | WA | WS | VA WS | W | WS | W | RS
1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25
mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
ik | 2k | 2k | 2| | 2R | 2 | 2k | ik ] 2| | 2 | 2| 2l
MA | WA | YA | B | B | B | #IC | IC | IC | IA | B | ®C
2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
Zik | 2l | =2k | 2l | 2K | 2l | 2 | 2 | 2l ] 2l | 2l | 2|
MA | WA | WA | WB ¥ B Y B M C Lo mcC | A | ¥IB Lo
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
2k | 2k | =k | 2| =R 2| 2R 2R | 2R | 2R | 2R | 2w
MA | WA | WA | B | 9B | ¥IB | #IC | IC | #IC | WA | B | #MC
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
2t | =W | 2| 2l | 2R | 2R | 2R | 2R | 2Rk | 2R | 2r | 2R
MA | WA | WA | B | 9B | B | #IC | IC | #iC | WA | B | MC
20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
2k | 2k | =k | 2| =R 2| 2R 2R | 2R | 2R | 2R | 2w
mMA | WA | WA | ¥B ¥ B B M C Lo mc | A | ¥B Lo
1.25 2.5 5 10 20 1.25 2.5 5 10 20
mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM
PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC

2 R RMRnEE RG]
63 ME

1 ) 22 3 F% V2 MOSEFH B A IR E 40wl T2 1) 2 4D 9 VO N, s S A St o7 L A, P st A
B NAR ZEE, 200 rpm fZERE Smin 5, 25°CH A E 10min+30s. 30 min+3 min. 90 min

+5min. 150 min £+ 10 min. 210 min + 10 min. 1440 min £+ 15 min.

6.4 lE




B A SE, W R, ALK EFECHI 3 mM BRI 40 uL. 200 ~ 300
rpm ZFE 5 min J5, FEEFRXTEEOR K 390 nm,  KEFIEAS 480 nm AN G 5E .

7 HIEALIE
7.1 DO E AL IE

WH BC A VC A FRTOBEBERMbREZ, VC fLIkE BC AR PV, %
IR PR AN A0 B LR 25 25 B xR AR 2 D' 9 P AL

TR IIREZ = ER AL PO esm MR EZ, R (A sgiitS ve 4l (12
NER) KPP Z IR R S BEEER.
7.2 ZRREFERITE

BT AR 2 IR

- KA TE S5 (02 AR PCAL I B
VHIEER (%) =[1- *x100%
FHRIHFER (%) = RERIVCATHIOEE | ’

7.3 [RNLEN I RO

N2 5 I 18 1 gt v PR B2 OS2 AR B 5 mMDFF & 2P IR 22 IR 45 & PR bR i,
BP 2 KR # =13.89%, H5 VC HZERE BEM, W% b g7 — 2 5 N sh /)
SR AT E B EARE, WSZ A AR sONE

BT, DURIEAERR G L (%) MIEAXEL, B In (100-dp) AR, XAk
FERREAL bR I ST 2R, A5 P R IEAR G CHC B3 »>0.90), TIA3 31 (1) 57828 1) 46 0k
BRI HE — D S ZE L Kobservea (MM, 42 HER ST 585 I 18] SO SN /) 2 88 ke (M-
Ish):

1000
ki=kobserved' 60t

E: tNEEENE, LLmin 58,
TR BT #>0.90 [0 5 I8 1gk, B A EKAE A 1gknaxe

8 MBI M

BH X IR ZH 90 min B8] 5 gk (N AE-1.75 Msh~ -1.40 M-'s ' SEEEI A, %5 90 min i [E]
FKASR) 1gk 5, 150 min 18] £ gk NAE-1.90 M-1s! ~ -1.45 M-1st {5 I Y
/DA 5 AN R] ST R ZH AR 7 230 (Coefficient of Variation, CV) <15%.

9 HBER¥IENE

1232 1 3 S EAT BB 7 2



#2 1 KkDPRA Z55R¥7

LR S T £
Igkmax =-2.0 AR i B S )
I R BE, Ighmay <-2.0 E[25 €5 Gl SN S S € Gl

10 JEEEM
10.1 VAR YBERR Th 22 PR 324

U0 SR SRR AR IR Eh 22 pP L UK R 2R 2 IR B EE R D9 1 mML (0.752
mg/mL), [FIRFSSIAR ] £ B 2 I SR 22 IR 2 (BB IR Sh i) R FLINRE AR AR el 2> 2]
80 uL, ARJE PRI Z M BUBE IR £h 2% M 40 pL b2 120 pL, FEFTAT fLH LI S AARF)5N 40
pLo

10.2 JE2RME W

HA A SR 03 R A 5 T DR 5 B B
BT AT

In(100/(100—-dp)
Ext

e dp NEIKIEFRZER (%), ENZEMKIKREE, 2 e,

RAEIZ AN, HHEZIEFER ST 13.89%M BRE IR E 5t AEENREE E H 3
FH B ARSI B AN R BE 2 PRI AR SR ME, IRE 152 Ighmax H

FERAEWEZ RES SIS T, RS BARLNEON . AR S M2 AT B Rk
K, DM EIRMARLYE RSO Z W YIE A H, R IR ZETE. RIS R EE,
WU RE S AR AFAE [ A IR AR A SR, 7] R b 23 s AR A T SR R EAT P . 35
A LI 18] fOU 58 21 53 IR A, (EAERE S OIS TA] B LR R, B mT LUK YT 1) i
¥ 1ghe A7 0 45 R HEAT BUBNE 73 GH)5E -

10.3 EHRELT 20 mM 152334

ST ORI FEAR T 20 mM 32388,  ATTERUMRIKEE N T RS, Qi I Ighme=-
2.0 BIEER, 2R nT CLAEIWT A GHS 1A W28 R B, (BT A E S0 BR 1ghmax<<-2.0 )
CERMIRRE AL 8. AL, U185 Igkme (HE-1.93 ~ -2.06 JEFEIP, kAT 2
BB RFN e, T B AN/ B SR AR AR /A5 BT 45 A H

10.4 FRERAL SIS T

&R A E S N S5 G DML S B B RUR AR RN, T EANEH T &R E
CINHRERER, Nickel sulphate). It4F, KDPRA (& 5 IR RK I NAYE, ANEH T EA

6



IR T J S S (R R BT, — SR A R SRAE

HLEALEY) (WIARIERRNFERE, Phenylpropionic aldehyde) AN5KIEAN S, HAT gt
HEAL CBREpraiR — R, <52 IEAERE “Hin”, 7T e T B0k %45 R A/ 5T
I 52 A B v o

BITEEA BN R G, ASGEH TR0 75 AT BEOL S LA P03 A Ja 1 BG4k
YR (A 3- R LN, 3-Dimethylaminopropylamine ). K438 i B A W 0 J  %
AL S CERED RESBOZ A RV, (R A B R PR AL PR
FiEIE LRI R EEERESS) W T AT BOT 51 S SO AR RS, 752 2 R
HAE AR R IR g SR

Hi T kDPRA XA ZERMEEA, BA ARG (W 3,34,5- V1R AK M B
Tetrachlorosalicylanilide) B{9¢ Y K (U1# 222, Vanilin) 5200 nl 2 mailgn s . 1At,
IVE R W5 R R AR, AnBREE S5 A4 T K-SH AT LS BUR TR AR, 5L
FECIGHR, R ITVEANTE TR S 01, AR AERES 26 A T 7 A2 IR0 25 -SH. 1751



Bt 4
Rz BRI R AMR 38 75 5%

Skin Absorption: In vitro Method
1 SEHE

ATTEIFE T BRI A I (0 5 A RN 595 o
AT %8 8 o A il P A SRR

2 I HE/
TREMFIPTAN e it P A 27 JEORLPE B 4 B Jok e 28 B IR AC6.
3 EX
3.1 %R test substances
MR iR AR
3.2 Rt absorbed dose
TE— B 6] N B I B R 1 2 R
4 I JRIE

FERFRE ST T H5 321840 CRT DL U bRic ) B T3 Bl A 1) B IR i — € I 1))
SR FHIE 24 (TE B RE P A5 VR 2 BOBR TR 32 100 o BRI RE ey, e BAN[R] AR 18]
REEFRNOB, R AE AN 2 S B A 1

AW EAAREHEYERS, A DA B 2 il RS E 4, IR EE AR, SRAE
TN 5E 3l S A= ) 73 A 1 Do

FEARTTEFT R RIZEAT T, WERSMOBAN 58 B PP R A 52X, MEI25 78 I 1a) 3 52
RSSO0 OB A I 24 h) o 2[RI SE B2 IR TS PR P K 52 1 . BB
JO R 52 AR Bl R S B SR 19 B 32 D AE A SO R 1) A AT AR [T
SR AE BORA R B S D AT RE S R, S5 AT 6 Bdls ABRANTH 557 e £ o
JE IR B R S T N BRI

5 R E

5.1 ¥t



PrEuhh e =M EA R ORBIEIILELD , SR FIE T W& 2. 5 HutE
PEER BARNCE (AN RAFRIE B, RERF RS Bob L WAV, JHRES
B F A SR B RS AR 5 (8 (R s st ity s by al D o IER 1S L
T~ ARG T AR ESZ SR RGBT R EATE A IR E R
DUT, g DA

! ' #ins

qnd
=BT

ATHERER
H=0O
=
!
ﬁﬂi?\
I~
1 A /#hED
(n

B —F A F R BRRUBURIMR B B L R U R E
5.2 Bl

PSR NAR SC I B o5 TAE B VAT, RIS ORISR 4 7, R UESE S22
TR BETE VAR, ASSI B S A se dE 1 . ETEIRIREN R Ge, TRIEASRELIHS 2P Bl
HENBWOH . ERSBIERRGT, BBORNESENFE. WSR2 1E 5k o AR Rk
N, IR DA 20 e 2 e B AN 6 R P B IR A
5.3 Bkl &

BRI NN, BN . AR AR E A G BRIk vEPE R, ter A
AEVEVE R, AR R R e . RHRLE (B B0 5D SRR T) 53 B 1

S RRES AT DA o 38 S A P RS B0 B K BRARRFIR S AR 75 i 42 BRI (RT3 L
WA R RARSR L A 7 2B DA S Bl 48 R



5.4 JZRRSEEENE

7 I i ) e R A S AR B, A P S 780 B2 DR B SEL o e 1 e B o F T 52 1A A B IR )
ARBHE RIS, SAE RSB BB, Rl OR AR IR 2 rp ARG o — BOHT o P 28 4 Bk
FE24 WA, AT IEWIFE G BATAT AR DL, MR A Pl 2R S AT S T P PR AS 5] 17 00 4
VREE, R LI OMIE B B T E Y e B A2k

5.5 Sl %

S A AT AR PR TBOR P ic A oAt 5 107925 o 2 RE i RO ) 26 IR RT e 5 S B T 11
AREORFF B O 25 5 F B 0 1) 26 N A8 BB B« Sl A N VR B2 B B 3 ANTAAT eIk (B¢
KRB R —AME) . BDBATHREZRE IPREARMNME .

5.6 2RI EANALEL
R S Y C 1 PR DI L s LA PR T Pl 0 7 e N AR SIZ B 12 X ] e R Y I o 32k

IBC IR T T A R AR E PEAN ) — 1, T SR A AR B, /& RS2
TEEE PRI S

5.7 iz

MRE NAA T RER AR S I DL, W IEFA IR E R R . RN NIRRT, W
[# 74 52 1) 92 ~ 5 mg/em?, AR SR #5559 10 pl/em? . S5 B 771 B AT AR T0U 0 _E A 2% 11
W78 H AR B ARY ROY) BAF PEREAT IR B o BB Y B9 JE BRI BN, B A5 T AR ) 5 ] A
Ko

5.8 ImJE

SR B RIS — B T, B2 IR LA REMRR, DRl a6 i 3™ b AT Rz Bk 2
FREESIL T R IEH IR 32 £ 1°Co AR it il ARE 5 B 15 DL B K BT IS 2k
B —E W, AR R 254 R JoR T P 7E L E 8 AR BEARAE T Bl P9 o S0 2 AR B AR RRTE30 ~ 70%
Z 18]

5.9 kI ] FECHE:

B DL RS R RAE S AL RENS DLR BT SRR B AR (1035 B WU D« AR AR 32
A BAC TR B 25 5 P B0 8 A I IR AR, s Fo S PNl 75 226 ~ 121 R R

5.10 FE 5 BT

X 2R G2 i A 2R 23 2 R AT 73 Al s, AR E [RIR . o ddfitan ==, Befik
R B kb BRUomy i (T 3l o IR NAT B AR08 (Rl CR, JEUR AR C BRAG  [A]



AR 100+ 10%,  HoAtE B IR R R RN 100 £ 15%, 50 B8 5 BEAERE, 5 B2
HHr AT

6 HUEALIEMITE

23 H SRR 73 AT 4 23 AN RIS T P 32 0 e 18 2R e b i o A AR OIS L o 34
PR R, ROvHE RSl 2l i SRR SR (T AR RIRED AR 3E
W 32 IR R . 22 B MRS R 28 SR I R B RSO R Bt 38, o T 32 iR 7E 1
ZERINI B+ BRI RIS DL, B IRISCR ZE R R SRR A R & &, IR e e e e
B BAE S RS I A BERE . ORI R 2 e R I AN A B 73 LR T 5

L E S g NS
%%W¢%§H%&$%%H%WW¢%%X

RA5NIITES

A% = 100%

T ERBIKRP RS MR SRR B Z A

BRI R 528 3K

e 0 B 0
M= x100%
BEIRAR pvye 100

e RO RBRA IR NS T A R




B3R
B2 BRI A SN 73 75 R F 7 5 (IR EED
1 I EA

A0 AR R SRS HSC AR AR 59 ) ST T R 2R A SR 2525 AR SR STk b BT
FIE FE MM LA T8 A B R RO MRSCRS 2k R B 0 Al AT 0328 B RSO o AR A2 BLK VA P 7
S WNHELR DI FEX GRS B & I A, DR S 5 P R B £ D AR T SR BB IR R
AR S RIS

ARSI 2 A, AR T B S LS % .

2 IR KR

RIGAEFHWIEER (MW = 194.2 Dal, Log Pow=-0.07, /KHHEME = 21.6 mg/mL 25 °C)
TERZR) .

B R 3 e U T /N R S B3 1 ko

WA #4520 CHRAE, 10 RIWASE, YRR 2 k.

3 RFIFNRFFEM
3.1 B

AFERK. HEE (BIEGD | B (gD .
3.2 W

i B B (RE & TG B AIBAA, RECRIESZ ) T HCRh 9 239780« e B0
IR S RORDTRNEN iR as B0l

3.3 ¥EM

IR BEOE . 2 mL IR, BAs. Mk, 022 pm R REME. RIS TT A
E’XEZ}]\ &F*#%jj\ 1 mL ‘Egﬁj‘%%\ u&7k2&\ *I%%‘E\ l%l_‘,ﬁ:z%)—io

4 HIWFE
4.1 2w

SR FAE, FH 0.1%. 0.3%. 1.0%=FhREEMMERVAR . BORHZE, 20T
REER . Wk LB, FIBORAR I O H SRV R B S22 B, F DA SESERRInRE R . KT
L7 B Wl R VA VR AE R 2% A R TBCE 24 h BORE, Ak R 5 B TR AR AL

4.2 U



PRAE I R IR 21, RSB AR AR 2220 J2 ol R 8 S Y A3 e e e 75 A S AR 4 3
~ 10 fif. BCHILF G pH A N ARFFE pH 6.5 ~ 7.5 Y FRI P o AR 0 vl X1 94 82 0
FEARARAL SEAN RIS 18] 5 AT B i e MR AR BE B TR L 2R, T 0.5h, 1hy 2hy 4h. 8h,
24 b BURE, 00 5 W AL B WA AR SE

4.3 BIE R

AR BR BT BRI BB, 75 A AR S S AG BE EER , CRUESE B2 A 57 F 1 58 B4k
AT R ROK BB DU DR B A J5UR SE BE MRS ) o FH WK 4RI T B PR i A B K
il AT IR WL R 324507« AR KN & B B R o AR P R — IR 52 ) i B 3 A1 AT
Bk GRSk B Rl — M BEE 4 ) EIFSkRAARFAME) .

4.4 FPSEBME A

A FH 28 B2 7K G I R ASCI 2 0 B F1 T 28 BK Ay it R (TEWL) <15 g/m>h (15 kA 0]
T3R50 NSRRI B B 32+ 1 CHRORIFRR e, K B BRI e 7E S Hiuith 1 (k4 = A0
BWE I, kA RS, R M s, SR MR el E o
B, 22 BRI R R IR AR S0E, B ORI B Sl e A e, R RE DI e s, %%
N 600 rpm, ALK RAERAS T F45 30 ~ 45 min.

5 IS
5.1 EBFE

I S0 ISR SRR I NSOGB R HE R SRR SOBIAAR o HelSOi N2
W e, 23k B k5 BRI Ak T 34 B ST, AR B D S I e i . T Bl A R
TEIEF RIS T P4 30 ~ 45 min, W0IERRTEREMEZ S5, 7ol ke ab 3.

e A P R R TR0 N WA R0 9, 18 T A 5 i R e A B K S B P T TR
IR AR AR 10 pL/em? LU, ARYE ft4s == AR AR VT S AT AR e R VA i, 3595
AT R KR T

I 30 F) R 5 S 6 S A AEUE B A 30 ~ 70% RH - % B i S HiE 1 3% LA 600 rpm f35 B 436 4
TRFF 32 £ 1 CHHIEKS .

5.2 HUFf

53T 0.5hy Thy 2hy 4h. 8h. 24 h IR SRR 48/ B S EURE S B B, BAREURE:
PR ATARIE PR IG45 S AT R E . 0.22 um JE B P M5 I 8 J A5

Meh =T BRESHRERUER | mL A EEKEVE 15 K, KA BT A AR,

Fi BRR TR B AR5 vk Bk 55 24 h J5 AR A 3 mL B BEERKIEVE 3 Wk, KT E
TEVERA IR, ] 0.22 um JE R BT E S 45 .



M TR RIE TR T, ﬁﬂ%&ﬁ?&ﬂ&mi&“ﬁa JRIZERE, B 20 k. RS
BT 20 kR E T S0mL EO0EH, A 20 mL HEE RS R B0, RS IE
Ja

Wi 25 A DUZ S I Bk 25 A 2 5 ) R R B A, N 10 mL FRREIE ROPREE, 5 0o B I
TS E JE A o

5.3 il

X B E SO (g4 (UPLC)
AL C18 JAH A
W A 0.1%BFRR/KERD 1B (0.1%ER HEARD  A:B=9:1
Jii#: 0.25 mL/min
HEFERE: 2 uL
iR 30°C
] 14 min
R 280 nm

6 ¥iESIT
6.1 JZ IR

K RBiEE Q+N
MR = —————x100% = —————— x100%
PR ISy Fz RN

Ho Q. B b unHER S &, N KA E Bk RS &
6.2 RITE TFEBZEEQ.

Qu=C, X Vo + X11C XV,
HoAr Cy: HBFTAL AR Cie AR & 1 RS, 18 1~n-1; Vi: SFEMILEE
A TA] A5 i FEURRAARRY 1 mL; Vo #BOAAFN 8 mL.

6.3 [\

Q+W+M+N
PR = ————x100%
e BN
Hrb Q: e RS & W R Tk B 2 i W+ k25 &= AR e R S i M

SFUZ FPIHERE . N: BRABRZ 5 B e AR R [BICRBIAE 100 £ 15 %yE N .



B3 5
RSN SE
Immunotoxicity test
1 36
KITFERE T sh e Bt B n LA 5N . SR AN T7 .
A T7 1 T A i R S B A
2 IHIEHE/
ARTTVE T PP At ot JEURH G e 3 5 8 1) E P RE AL
3 EX
3.1 %Rt immunotoxicity
AR WA G e R GE 4540 5 D) e i A F A E HT B BE /0 ALHEHLAA S SR G O AL 2R Bl
B DR ] B 5
3.2 R HI% humoral immunity

PUSEANUVARSS, HI B 4084205 B 20z gu i, JEmir=Adud, SR
PUR A IR o

3.3 it cell-mediated immunity

NRANMIA T 500 . B SRS IR T AN SRR, B T 400052 2R
RIS, ik H5E. BB T 90, XU I EHSR R X BB T 4 BB
AR A7 RO DR VR o T 4B A 3 0 G I 25 FRARFARE 2 HH B DA SR AR IR ) O 2 )
S LA EARE R B R . 7 SR B S B3 B IR 4 R AR A T L& NKC 4R 3
LR

4 IR A A RN

AT TV W2 1 e st 13 e 5 R G INLRERES o S e BRI B 23 )2 20T
JE&, M1 0 14 G e 75 1 6 R A B A2 TR R Ik 1k SR e 7 PR S e At A bk 2 4 i T
HEAT . GBS B E S5 H o AR TR IR PR A7 A S BEREVE RIS S U 75 T FRE B
I e R 1

B ge Btk IR, 28 T A FEFIEAZ A D 28d, RN SYRATIE, ILxT
B A AT i PR R B o 45 F SR SRR AL SEEN ), ST AR R (PP P bR AT A I B3 A

1


https://baike.so.com/doc/4138585-4338245.html
https://baike.so.com/doc/250884-265563.html
https://baike.so.com/doc/3747104-3936644.html
https://baike.so.com/doc/906452-958079.html

5 MiaimERES R
5.1 WIha i ik

K FHWIAE T 1 S BRI RIS, X SZ ARV 7E S s BRI HEAT WP il o W)AA 78 1A% T 4
HRBLFEREERE T . MR GZEBMEIRIE, TN LR

(1) MR E: AN o FET

(2) MmAfokads: BREA. AEAAREAE.

(3) KMTRELERTAT . IREA B/

(4) 2B/ IEAS R4 MR, BIEARE, DB R REREMREEITRE, I
THENESE R AL

(5) MALURMERE: KR, AT, B8 O, MgsuhiceEsemEss - a8
RVEMMR LS (FEIRMHTEE B ELE) B PR AT L84 .

BEAh, G B A A 7 1 X 0 S 3 0 DA R 4R AR AR RS«

(1) HIEREASE UG IgM. IgA F11gE) KFMIE

(2) WREYPREERNE : RIS T e R AT, H AR Xk A e A AT 4
A O e 22 v 1) @7 W 1 R 1 e 7 N e R Y e R/ W N
. B kAN AT UG R e A B R T AR S SCE, PR CDA+AI CD8+T itk
EL 2 i Bl HL e S P i % LB

5.2 WIS EIPEY

PG TRIE IR LR, N TR S A, SRRk 0 RINAE R, JF5 IS 5
BRI R R AR AR A, WS . S R RRE A SR RS e EE . AN
PELEE (iR, M. WSS SFEERTERG O, LR E ST MR, BRIl
FIEH SRR LB ARG LR 2R (ENEEY)IEHE 2S5 VEE AR,
FAERHEZE R SR SR YA AT e i MU, ST F B N e R 1 1R T
7T, DARIESZ AR E R e e i, I WA Se e 40 AN S 28 hRE 52 UM KRR L

6 MimnfeZE it

PR ey BRI G AR e R PEA M e . ENEAHBRAT I . NK 20 i 14 Y
ANTTIH,  REASTT TR A DS — PRI T kT
6.1 PRI s

BTG FPUR R E Y, RS B RS (RRIE s B J7 vk B
XG0 2 Bt CELISAD Ao 44030 B2 (1 J7 VE VPN SZ AR A S 28 PRI 52 0
6.1.1 PLATERANAEIAL: (Antibody Plague Forming Cell, PFC)
6.1.1.1 Zik



[ 52 A L S AR B T T B S PRV TR T, I P R R 20 VR R WA S T DL
FEIM AR 22 G0 A0 /s T A AR R 2508 243K o 2 A B A I P R e B i), 75 DU 2 A e
AN H A SE T -
6.1.1.2 SERENY) B A IR IR
6.1.1.2.1 ZhPyh R )ik

e FHE R MG KB, MR/ R GEAZR) BURR . WS 22 il ant Foh —Fhk
I Bh YRR, A R R B Zh A . MEVESHIRI R 2. R . R IG T HE I A1k )
(VI3 ik 22 S S Il AE+ 20% A
6.1.1.2.2 ZhP I A E

TN FEEF IR D ROZA 20 RE0Y) (MERESF) o B iHRITERES 172 P Ak sE
NP, RGN THRIALFE R B EL
6.1.1.2.3 TiFEELE

LA BNV AN LG BN PR LA A B A R o G AR SR, AR WK E .
6.1.1.3 FIEHU

FD B AL — AT IR — AP R AL, 40 SR A2 380 R A S g% 25
PERJIE T, 18 BB ST — AN AEAT ] b 3R (1 7 0t RR A o w7 52 AN Bl 7= AR B S R 38
EIEANRBBUT:, (HEUE nl i zhA)r=A: — L nl il & (0 — i 8 R I (R R i A s~
ARATAA G e B AR F o BRI T B RT3 FH 800 1) S e ikl 7). CAnPRBRmEAZ S5 1 A BH Mt R
.
6.1.1.4 W57

THa% TR 204 3 ~ 5 d I AV SREG S Pid N S0 S AR TR 5 . SEIG 3 )l
MU . SR BTG DR/ 8GR/ BE NG T, AT list— K5 90d EEF
BEEERREE 8. ST 74, 2284,
6.1.1.5 ImAR M5

I, RSN ZEDBEAT 1 RIS, CREEVERER A B [a] 7= EAR R K
FRpLRr(a] . SN A FFEARR T LAF 510 Bk 6 R B WPIRRS: 5 VA
TIXME RS B RG: B shoife: 17 8%HE: DuRGLae 1% .

FEEE 1 RS E . S TR IRWRIRIAE, ZERH 1 IR, KIERTFIRFR
R

AEATIRIC SN — 5 RIS 5 FAB BN 53 T I 22 SR A o WIS AR AT A A ) B AE T
ISP L BEAT R A AR o
6.1.1.6 R4 7%

BTSSR 4 d, SFIKESN T M REDTUR 4 E 4040 (SRBCs) , d@id it
K AR T R S DA A BSCA B 1 B R S LA (9 7= i, T FH TR 2 3Rt B P 7=
AR EEE . RIGR, BB R AR



(D S T dHRABEDTE SRBCs, RIS 05 5 Mg PFC IR AL (A4 H
PR

(2) W 5EBFAAMAERENE .

(3) M HAE %34T PFC 114K,

C4) 05 A 200 M P 9% A
6.1.2 P EREE e S E
6.1.2.1 ZikW. L. FEsE. s 77 LIRS

[ 6.1.1.1 ~6.1.1.5,
6.1.2.2 5 75k

FELE TS RWETRAT 4 d, IS A EARZSY, 2 G XATUR s, 94
Je e B R E L5 1gG R IgM RO RE o 0058 B4 B2 (R BN ] AR R 6 22 GBS IE B 3~
54 DM 2 AT BEZH BP0 AT Db s AN IR 2R B AR S R EAT EUAE . I BT A
I SZ AR 4G TR 200 28 do ARERIT, R R E MK T 1gG A IgM 3 2 19 52 5 A2
U LUE 154 LB 1gG AN IgM . 2RI VA 52 A 2 75 S B0 M40 R A
WP

6.2 P AL S e 1 56

KT 3 MRS 5 vE P AR —Fh AT S, PPN T2l > 28 d RS 4
G SN IFIREM o W FEbk C 20 i 28 TR B A A B 1 T bk ES ARSI, T 5 NK 20 By
S —4H 509
6.2.1 bk E 4 it 8
6.2.1.1 . LY. FESHE. AW T 77 LR EE

[ 6.1.1.1 ~6.1.1.5,
6.2.1.2 I T7%

A RSO ARG (O 3H-Ba R NE , AR 3H-TAR) # A\ DNA &K i 1]
ARELYHH 3, AR H MTT. BrdU-ELISA/FCM %5 57%. % 5150] LUIE R4S T 323
Pzl 28 d [ R i R IR LA A 5 | RS bk L A G B R T s . SR 3H-TdR
NGB, SO 4R R 3R #EAT 25 &

(1) REEA MR 0k R A S A A B B R, ETC B SR A T il R . 2%
ZHAI) DNA & 0 A A EUH 7 b 2 o

(2) HVRAN MR B AR LS T 52 P i [ER 7 il RV IR, AE TG TE 2 A T i o5
. HUBANALN DNA & Rl 2 248 Rl X R A B AT LT .

(3) 5 8225 4 L AR i PR P9

(4) NPtk 3 4k 4 i, CRUERIEA AR R NPE . ME DNA & RS 7K.

(50 3%F 2% [ T HECRI 7RD0E B ] I R 477000 5

(6) FHRRAN KGRI A5 N N2 40 M () JECH P b e P ) Sk R A I R S B AR S, 3R
4



NNEE B E B (curie per minute, CPM) . Ei15{$ CPM (nCPM) , BN 241 o gt o)
WA B RIBUG B  CPM BERE R R R4 Z N CPM M3ME. WA 55
HESBPA SRR [1- CZAH nCPM/XTEZH nCPMD o

(7> Ak R G TR I8 AAAE V2 ANIR], S d B i 51 PR D v B P 4 1
AR, YU SRR, R B 1 WX e R A

(8) A TIEH AR R B, NASLRHMEGIRE, 25 T SN G i ) .

6.2.2 IR KMt H (Delayed -type Hypersensitivity, DTH) M.
6.2.2.1 ZiW

[ 6.1.1.1.
6.2.2.2 SEBGENY) R AR FRIAEE

e T AE Z2 /NG, TSR 2 52 At He o — ol ) 2 A SR, D A P S A 31 7
). WEVEENVIRI AR, K= B 6 ~ 8 IS FF 4R Ee, I8 T aa i & — VL5 1 ik
L S LR TE+ 20% 9

NPT R IR 6.1.1.2.
6.2.2.3 FIESH. ZikWg T 77 L m AR 52

[ 6.1.1.3~6.1.1.5.
6.2.2.4 575k

FELE T3 RET 4 d, AR ML B SR B SEEY, 1~ 2 s A E TR 3730k
WG 24 ~48h, WESZRYAAN B DTH B2 R, PSR AT G OB Z B R RR
DTH FRE o 1577702 — Rl 32 1= nt SEge 2 ) 5 34 DTH sEma iR 7% . TR %R
GOy, RONHn R R R AT

(1) DTH A7 vEA Bk, Ak, R oniEiks, NigH R B R, mTEGH
I &M TRk - S50 sh i R AR5 NS T RANE, SO
RENDIT RS PR, Sy i i AT, el IS ), R A4S . 1kde
IS 3 FH 10 3% 26 23 5 R FUAh A 5 (10 2 B0 AT DAASE it FH 119 SR 3 3040 7 A2 /2 W% 1) DTH SR

(2) J5E DTH BFT, NXTshPsh T2z 28 d.

6.2.3 UM EEME T RE4HHE (Cytotoxic T-lymphocyte, CTL) 45l
6.2.3.1 ZikW. LY. FESE. LA T 7 A AR %

[ 6.1.1.1 ~6.1.1.5,
6.2.3.2 WRIT7%

EHFEHATIEAS T2 & D 28 d X CTL A RIFEM . H BUSh 4 I bk EL 40 gt 4741
PEEME T IR ER4H MR, AR O a2 v B s AR o ORI A [ o S5 ot R g 4
JFX) CTL #4755 (AN EIASNES) , AR5, kB AR A s i g 5 >1Cr
PRIC I [EI R i R AL S 4 h 5, iR 4E I BT RO U AR e A R B AT DA T
R A AR AR A B R ) ARG, SRR R R R



(1) 7% HE A SR 2 2007 0 AN A7 B B 0 R PR TS s A 70 £ AR JE B AT i
CIRCINTRL /IR SE )i E

(2) AT DAAIE B 56 Hh BITie I Al 724 CTLs, Firide AR50 7 12 M E & 11 S 30
Y CTL (AR

(3) CTL RrillA HOM AR 753, 51 SR vEm RS 3 564251 L, X7 2
U P VA DNV S I g tiaf = U N A A SRS Pl [T IR o GV R

6.3 NK 41 )35 v

6.3.1 M. LY. FESH. 2l E T I7 X Im R 5

A 6.1.1.1 ~6.1.1.5.
6.3.2 W3k

R H Reynolds A Herberman H) {35 TRk kil 45 152 144 222 28 d % NK 4l
TEVERIFEN, AR A LDH BEOEAE Hofl & & 7578 TR TRk R 2l A A 4.
IR RANNL S S'Cr bRic i YAC kT an L 7% . SEARM 5 RON At RE R 4 h J5, 42
2111 HRORE TR TSR AR IE ) B 2 T TR0 NK 4R A IR i i i B8 71 LDH Bt 2
32 AN B A B ) R4 i S R4 (YAC 4Bf) SL5F%. SRS 808 4 i 3k
It 4h 5, SEAHM R FURR i S S BT T RN NK AR O R dr L Re ). JT R
ZIRGRES, RO R AT EE

(1) LB UAS O HE A W 7E 350 RO A0 A7 E I, FEAH IR BUBOR T bR ic W) s 7L IR
I B P AS I B DL A TBOR P AR ) B TR I Sl S R R TR

(20 I A BR YAC 4l AP AREANN, AT AR5 50 T #8200 72 S 40 0 I35 7)o

(3) Gl HEE—F I vEm MR R e 45, X7 T AE SN BT LA, & RS L
NS B A2 BRI RIS VE TR/ ERAT R s SO ik B TR T s, TR B2
U R AN B A o

6.4 LI 2T AR S

6.4.1 ZW). LY. FESH. 2% T 7 NG R R

[ 6.1.1.1 ~6.1.1.5,
6.4.2 AITT%

PN G T 32 2/ 28 d ok R4 I 880 B H AR IR D R PRI SN o 20T 1R 7 THT R AT A

(1) 8 Hh 7 251 s A B ) B R Ay

(2D VPMEA B A REERE T (0 y-T IR BN TEAR 2 HE) AA7E RIS O I8 s 4 s
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	国家药监局关于将牛角膜浑浊度和渗透性试验方法等5项方法纳入化妆品安全技术规范（2015年版）的通告
	(以下附錄節錄自中華人民共和國國家藥品監督管理局的網站，全文可參閱 
	)
	https://www.nmpa.gov.cn/xxgk/ggtg/hzhpggtg/jmhzhptg/20250829162436189.html

	附錄
	国家药监局关于将牛角膜浑浊度和渗透性试验方法等 5项方法纳入化妆品安全技术规范（ 2015年版）的通告（ 2025年第 32号）
	国家药监局组织起草的《牛角膜浑浊度和渗透性试验方法》《体外皮肤变态反应动力学直接多肽反应试验方法》《皮肤吸收体外试验方法》《免疫毒性试验方法》《口腔黏膜刺激试验方法》等 5项方法，经国家药监局化妆品标准化技术委员会主任会议审查通过，现予以发布，纳入《化妆品安全技术规范（ 2015年版）》相应章节（见附件）。
	上述 5项方法均为新增方法，自 2026年 3月 1日起实施。在实施前，鼓励化妆品注册、备案相关检验采用上述方法。特此通告。
	附件： 1.《化妆品安全技术规范（ 2015年版）》 5项标准制定项目汇总表 2.牛角膜浑浊度和渗透性试验方法 3.体外皮肤变态反应动力学直接多肽反应试验方法 4.皮肤吸收体外试验方法 5.免疫毒性试验方法 6.口腔黏膜刺激试验方法
	国家药监局 2025年 8月 28日
	附件 1
	附件 1
	《化妆品安全技术规范（ 2015年版）》 5项标准制定项目汇总表
	序号
	序号
	序号
	项目名称
	类型
	纳入化妆品安全技术规范的章节
	同时废止的化妆品安全技术规范中原章节内容 

	1
	1
	牛角膜浑浊度和渗透性试验方法
	第六章毒理学试验方法 45牛角膜浑浊度和渗透性试验方法 
	TD
	Figure


	2
	2
	体外皮肤变态反应动力学直接多肽反应试验方法
	第六章毒理学试验方法 46 体外皮肤变态反应动力学直接多肽反应试验方法 
	TD
	Figure


	3
	3
	皮肤吸收体外试验方法
	新增方法
	第六章毒理学试验方法 47 皮肤吸收体外试验方法 
	TD
	Figure


	4
	4
	免疫毒性试验方法
	第六章毒理学试验方法 48 免疫毒性试验方法 
	TD
	Figure


	5
	5
	口腔黏膜刺激试验方法
	第六章毒理学试验方法 49 口腔黏膜刺激试验方法
	TD
	Figure



	1

	附件 2牛角膜浑浊度和渗透性试验方法 
	附件 2牛角膜浑浊度和渗透性试验方法 
	Bovine Corneal Opacity and Permeability (BCOP) Assay 1 范围
	本方法规定了牛角膜浑浊度和渗透性试验的基本原则、要求和方法。本方法适用于化妆品用化学原料的潜在不可逆眼损伤和无刺激性评价，适用于单一成分物质、多成分物质和已知明确成分及含量的混合物。 
	2 试验目的
	本试验通过定量测定牛角膜浑浊度和渗透性的变化，评价化妆品用化学原料对眼角膜的不可逆眼损伤或无刺激性。 
	3定义 
	3.1 
	3.1 
	3.1 
	眼睛刺激性 eye irritation眼球表面接触受试物后所产生的可逆性炎性变化。 

	3.2 
	3.2 
	不可逆眼损伤 irreversible eye damage眼球表面接触受试物后引起的不可逆性组织损伤。 

	3.3 
	3.3 
	角膜的浑浊度 corneal opacity角膜暴露于受试物后通透性改变的程度，角膜浑浊度增加表明角膜受损。 

	3.4 
	3.4 
	角膜的渗透性 corneal permeability测定通过角膜细胞层的荧光素钠染料的量来代表角膜上皮损伤的指标。 


	4试验原理
	牛角膜浑浊度和渗透性试验是牛角膜接触化妆品原料后，通过测定角膜浑浊度和渗透性的变化来评估化妆品用化学原料的眼刺激程度。 
	5 试剂和材料 
	5.1 培养液 
	MEM培养液 MEM培养液（含酚红） 
	5.2 Hanks’溶液
	称取氯化钙 140 mg、六水合氯化镁 100 mg、七水合硫酸镁 100 mg、氯化钾 400 mg、磷酸二氢钾 60 mg、碳酸氢钠 350 mg、氯化钠 8 g、磷酸氢二钠 48 mg、葡萄糖 1 g，加水至 1 L。现用现配。 
	5.3 
	5.3 
	5.3 
	5.3 
	荧光素钠溶液

	液体及表面活性剂受试物选用浓度为 4 mg/mL，固体受试物选用 5 mg/mL的荧光素钠溶液进行渗透性试验。 

	5.4 
	5.4 
	阳性对照物


	液体受试物的阳性对照物可使用 100%N,N-二甲基甲酰胺（ CAS 68-12-2）；固体受试物的阳性对照物可使用 20%咪唑（ CAS 288-32-4）溶液。 
	20%咪唑溶液的配制：取固体咪唑 20 g，加水至 100 mL溶解并摇匀。 
	5.5阴性对照物
	阴性对照物可使用 0.9%氯化钠溶液，也可根据受试物的性质选择蒸馏水或其他可证明对测试系统无影响的溶剂，需同时设立溶剂对照。 
	5.6 牛眼发育成熟的牛眼，直径大于 1.8 cm，选用 6~ 60月龄的牛。牛眼放在 2~ 4 ℃的 Hanks’溶液中，使用时间为 24 h内。 5.7浑浊度仪及角膜夹持器（见附录）浑浊度仪是用来测量浑浊度的装置。根据浑浊度仪的光源不同，分为白光光源的浑浊度仪和单色光源的浑浊度仪。不同光源体外刺激分数的计算公式不同。
	角膜夹持器由前室和后室两部分组成，前后室的内部直径均为 1.7 cm，深度 2.2 cm。 6 试验步骤 6.1牛角膜的制备
	剔除浑浊，有划痕、白斑、新生血管形成的牛眼。取无缺陷的牛眼，沿巩膜边缘 2~ 3 mm剪取并剥离角膜，角膜内皮层向上，置于 Hanks’溶液中。 
	6.2 
	6.2 
	6.2 
	6.2 
	角膜安装

	角膜内皮层向下对准 O型环放置在夹持器的后室上，再将前室盖在角膜上，前后室组合，旋紧。 

	6.3 
	6.3 
	角膜平衡按先后室再前室的顺序，将 32 ºC预热的 MEM培养液加满夹持器的前后室，确保没有气


	泡，将固定好的角膜夹持器垂直放置于 32± 1 ºC恒温设备中平衡 1h。 
	6.4 
	6.4 
	6.4 
	6.4 
	基准浑浊度的测定

	角膜平衡后，按先前室再后室的顺序，吸出前后室培养液，重新加入预热的 MEM培养液。浑浊度仪测定并记录每个角膜的浑浊度值，作为基准浑浊度。白光光度仪测定浑浊度小于 7的角膜、单色光浑浊度仪测定值介于 1200 lux到 1850 lux之间的角膜为合格角膜。 

	6.5 
	6.5 
	角膜的分组


	取基准浑浊度符合要求的牛角膜，每次试验设受试物组、阳性对照组和阴性对照组（必要时设置溶剂对照组），每组至少 3只角膜。 
	6.6受试物暴露
	受试物暴露方式有两种，一种针对液体和表面活性剂（固体或液体），另一种针对非表面活性剂（固体）。
	液体和表面活性剂（液体）以原液给样；半固体、乳霜和蜡通常按液体测试；表面活性剂（固体）配制成浓度为 10%的液体进行测试。暴露时间为 10 min。
	非表面活性剂固体配制成浓度为 20%溶液或混悬液给样，暴露时间为 4h。
	溶剂除 0.9%氯化钠溶液外，选择蒸馏水或其他溶剂时，需设溶剂对照。
	根据受试物理化性质，给样方式有两种，一种直接给样法适用于非粘性到微粘性的液体化学品，另一种开窗给样法适用于半粘性和粘性液体化学品以及纯固体。确保测试受试物充分覆盖上皮表面，并在冲洗步骤中充分去除。
	直接给样：取分组后带有角膜的夹持器，吸去前室液体，加入 750 µL受试物于前室中，全部加样后，确保样品覆盖整个角膜，角膜内皮层朝下水平放置于 32 ±1ºC恒温设备中。
	开窗给样：吸去前室液体，用开窗器移除前室的玻璃片，夹持器前室在上，水平放置。用棉球轻轻吸干角膜上残存培养液，取 750 µL受试物均匀平铺在角膜上，置于 32 ± 1 ºC恒温设备中。 
	6.7暴露后浑浊度值测定
	暴露结束后，吸去前室的受试物，前室用 MEM（含酚红）培养液将角膜冲洗至少 3次（直到酚红不变色且肉眼无法识别到被测物质为止），再用 MEM培养液冲洗至无色后，将 MEM培养液加入前室，浑浊度仪测定每个角膜的浑浊度。
	液体受试物测定后，角膜夹持器需垂直置于 32 ± 1ºC的恒温设备中再孵育 2h后，更换前后室培养液，测定每个角膜的浑浊度值，作为终浑浊度。对于固体受试物，暴露结束冲洗后测定的浑浊度值直接作为终浑浊度，无需再孵育。
	每只角膜的浑浊度改变值为终浑浊度减去基准浑浊度。计算每组中角膜浑浊度改变值的平均值作为平均浑浊度。
	浑浊度改变值 =终浑浊度 -基准浑浊度
	浑浊度改变值 =终浑浊度 -基准浑浊度
	6.8 光密度值测定

	角膜的渗透性是由酶标仪测量的荧光素钠溶液渗透过角膜后室培养液的光密度值产生的变化来表示。吸去前室培养液，加入 1 mL荧光素钠溶液，夹持器前室向上水平放置 32 ± 1ºC恒温设备中孵育 90 min。取后室液体 360 μL用酶标仪在 490 nm波长处测定光密度值，计算每组角膜的光密度值的平均值作为平均光密度值。
	当光密度值超出线性范围时，需对测定液进行稀释：光密度值 = 稀释倍数 ×（稀释后测定液的光密度值 -阴性对照光密度值） 
	6.9体外刺激分数计算
	根据浑浊度仪的光源不同，分别选用下列不同的体外刺激分数计算公式：白光浑浊度仪体外眼刺激分数（ IVIS） = 平均浑浊度 + 15 ×平均光密度值单色光浑浊度仪体外眼刺激分数（ LIS） = 平均浑浊度（单色光源光度值 lux/7） + 15 ×平
	均光密度值 
	7 试验成立条件
	阴性对照体外刺激分类为无刺激性，液体受试物阳性对照 100%N,N-二甲基甲酰胺或固体受试物阳性对照 20%咪唑溶液眼刺激等级分类为 I类不可逆眼损伤，则此次试验成立。 
	8 结果判定标准
	表 1 眼刺激性反应分级
	体外刺激分数
	体外刺激分数
	体外刺激分数

	眼刺激分类
	眼刺激分类

	白光光源
	白光光源
	单色光源 

	IVIS≤3 
	IVIS≤3 
	LIS≤30
	无刺激性 

	3 < IVIS≤55 
	3 < IVIS≤55 
	LIS > 30且 lux/7≤145且 OD490 ≤2.5
	不可单独预测 * 

	IVIS > 55 
	IVIS > 55 
	LIS > 30且 lux/7≤145且 OD490 > 2.5或者 LIS > 30且 lux/7 >145
	不可逆眼损伤， I类 


	*该分类需结合其他方法进一步判定。 
	9 结果解释
	当出现以下情况时，认为检测结果不确定：情况 1： 3个角膜中的 2个与平均值结果不一致；情况 2： 3个角膜中的 1个与平均值结果不一致，并且不一致的值满足下面四种情形之一：情形 1：采用白光光源浑浊度仪测定，得到的 IVIS分数与 55（不可逆眼损伤临界值）相
	差大于 10；情形 2：采用单色光源浑浊度仪测定，根据浑浊度可分为不可逆眼损伤， I类（平均 Lux/7 > 
	145），但 3只角膜中有 1只角膜 Lux/7 < 130；
	情形 3：采用单色光源浑浊度仪测定，根据光密度值可分为不可逆眼损伤， I类（平均光密度值 > 2.5），但 3只角膜中有 1只角膜光密度值 < 2.0；
	情形 4：采用单色光源浑浊度仪测定， LIS分数为无刺激性（平均 LIS分数≤ 30），但 3只角膜中有 1只角膜 LIS分数 > 40。
	当检测结果不确定时，应重复测试，当第一次检测结果与第二次检测结果相反时，应进行第三次检测，以第三次检测结果为判定标准。
	本试验结果能预测受试物的不可逆眼损伤和无刺激性，可作为不可逆眼损伤和刺激性的确定性方法中的组合方法之一。
	附录浑浊度仪和夹持器 
	1 浑浊度仪
	浑浊度仪是牛角膜浑浊度和渗透性试验中用来测量浑浊度的装置。根据浑浊度仪的光源不同，分为白光光源的浑浊度仪和单色光源的浑浊度仪。根据光源的不同，目前市面上浑浊度仪主要有采用卤素灯的 OP-KIT浑浊度仪、采用氦氖绿光激光器的 LLBO浑浊度仪以及 LED白光光源和 LED绿色光源的浑浊度仪。任何类型的浑浊度仪都应符合为一系列浑浊度读数提供线性响应，包含预测模型所涉及的不同刺激等级的阈值。其他证明与经过验证仪器具有相似的结果的设备也可以在实验室使用。 
	2 角膜夹持器 
	BCOP角膜夹持器由惰性材料（如聚丙烯）制成。夹持器由前室和后室两部分组成，前后室由三个不锈钢螺钉固定，位于前后室的外边缘（分解结构图见图 1）。前后室均有 1个圆柱形内腔。每个腔室容积约 5 mL。两端各有一个玻璃片。浑浊度仪透过玻璃片检测光通过内径的浑浊度。在开窗暴露时，应将前室端的玻璃片用开窗器移除。玻璃窗和腔室间以及后室的 O型环用于防止液体泄漏。前后室顶部的两个孔用于加入和移除受试物和培养基。在暴露和孵育的过程中，用胶塞封闭。
	Figure
	图 1 角膜夹持器分解结构图
	对于任何型号浑浊度仪的夹持器，前后室的内径表面积与后室体积的比例需与传统角膜夹持器保持一致。这是正确使用公式计算 IVIS或 LIS和测定渗透率值所必需的。
	角膜夹持器在常规使用前应通过测量充满培养基（无角膜）的腔室的空白浑浊度进行检查。定期检查空白浑浊度的变化，若浑浊度发生变化，进行适当清洁或考虑角膜更换夹持器。

	附件 3体外皮肤变态反应动力学直接多肽反应试验方法 
	附件 3体外皮肤变态反应动力学直接多肽反应试验方法 
	In Chemico Skin Sensitisation: Kinetic Direct Peptide Reactivity Assay (kDPRA) 1 范围
	本方法规定了动力学直接多肽反应试验的基本原则、试验方法和技术要求。
	本方法用于化妆品用化学原料的皮肤致敏性评价，适用于单一成分物质、多成分物质和已知成分及含量的混合物。 
	2 试验目的
	预测和评价化妆品用化学原料是否具有潜在的皮肤致敏性及其分级。 
	3 定义 
	3.1 
	3.1 
	3.1 
	多肽消耗百分比 percent peptide depletion与溶剂对照相比，受试物消耗多肽的程度。 

	3.2 
	3.2 
	单一成分物质 mono-constituent substance组成可定量的物质，单一主要成分含量至少为 80%（ w/w）。 

	3.3 
	3.3 
	3.3 
	多成分物质 multi-constituent substance

	组成可定量的物质，其中含有两种或两种以上主要成分，每种主要成分的含量≥ 10%（ w/w）和 < 80%（ w/w）。多成分物质是制造过程产生的。 

	3.4混合物 
	3.4混合物 
	mixture由两种或两种以上不发生化学反应的化学物质组成的固体或液体物质。 


	4 试验原理
	试验基本原理同直接多肽反应试验（ DPRA），有致敏性的受试物与多肽模拟的皮肤蛋白（本试验仅使用半胱氨酸多肽）共同孵育，导致多肽量减少。不同于 DPRA仅测试化学物质一个浓度和一个时间点， kDPRA以时间和浓度依赖的方式量化评价被测物质的多肽结合反应性。被测物质采用 5个浓度与半胱氨酸多肽溶液孵育不同时间（ 6个时间点）后，通过添加单溴二胺（ Monobromobimane， mBrB， CAS 74235-78-2）与未结合的半胱氨酸多肽形成荧光复合物，来测量多肽的剩余量。如某时间点未结合多肽百分比的自然对数与受试物浓度呈线性关系（准一级反应），则通过斜率绝对值求得反应速率常数 k，换算成对应时间点的反应动力学常数 kt（单位： Ms），并计算各时间点 lgkt，以其中最大值 lgkmax进行结果判断，评
	试验基本原理同直接多肽反应试验（ DPRA），有致敏性的受试物与多肽模拟的皮肤蛋白（本试验仅使用半胱氨酸多肽）共同孵育，导致多肽量减少。不同于 DPRA仅测试化学物质一个浓度和一个时间点， kDPRA以时间和浓度依赖的方式量化评价被测物质的多肽结合反应性。被测物质采用 5个浓度与半胱氨酸多肽溶液孵育不同时间（ 6个时间点）后，通过添加单溴二胺（ Monobromobimane， mBrB， CAS 74235-78-2）与未结合的半胱氨酸多肽形成荧光复合物，来测量多肽的剩余量。如某时间点未结合多肽百分比的自然对数与受试物浓度呈线性关系（准一级反应），则通过斜率绝对值求得反应速率常数 k，换算成对应时间点的反应动力学常数 kt（单位： Ms），并计算各时间点 lgkt，以其中最大值 lgkmax进行结果判断，评
	-1
	-1

	价受试物的皮肤致敏性。 

	5 试剂和受试物制备 
	5.1 
	5.1 
	5.1 
	5.1 
	多肽片段与纯度

	半胱氨酸多肽： Ac-RFAACAA-COOH，分子量： 751.35，纯度：≥ 95%。 

	5.2 
	5.2 
	5.2 
	阳性对照物

	阳性对照物常用肉桂醛（ CAS 104-55-2；纯度≥ 95%）。 

	5.3 
	5.3 
	受试物 


	5.3.1溶剂的选择
	溶剂首选乙腈，其次是 pH 7.5的磷酸盐缓冲液。二甲基亚砜可能导致肽二聚化，应避免使用。 5.3.2受试物溶液的配制
	进行试验前，应评估受试物的溶解度。溶解性可用肉眼鉴别，应形成澄清透明的溶液。一般受试物最大配制浓度为 20 mM（应完全溶解），对应反应体系终浓度为 5 mM。试验时用溶剂连续稀释以获得 20、 10、 5、 2.5和 1.25 mM系列浓度的受试物溶液。 
	20 mM的受试物溶液应于试验当日配制，否则应证明储存不影响其稳定性。通常配制量为 5 mL，受试物（阳性对照）理论称取量为分子量× 0.1 mg（以纯物质计）。 
	kDPRA在技术上适用于成分和含量明确的多成分物质和混合物的测试，此时，可以根据不同组分（不包括水）的占比和分子量计算受试物总的纯度和单一的表观分子量，用于计算制备 20 mM溶液的取样量。 
	5.3.3 阳性对照溶液的配制
	按受试物溶液的配制方法，用乙腈溶解阳性对照物制成 20 mM浓度的溶液，并稀释得到 20、 10、 5、 2.5和 1.25 mM系列浓度的溶液。 
	5.4多肽贮备液的配制
	称取适量半胱氨酸多肽，用 pH 7.5的磷酸盐缓冲液配制成 0.667 mM（ 0.501 mg/mL）的溶液。孵育前新鲜配制，配制时使用涡旋仪震荡溶解，必要时可用超声溶解，应在冰浴中进行，防止多肽降解。 
	pH 7.5磷酸盐缓冲液：取 0.1 mol/L磷酸二氢钠溶液 18 mL，加 0.1 mol/L磷酸氢二钠溶液 82 mL混合，测定 pH值，应在 7.50 ± 0.05之间。若偏酸性，加入 0.1 mol/L磷酸氢二钠溶液进行调节。若偏碱性，加入 0.1 mol/L磷酸二氢钠溶液进行调节， 4℃保存，可在 4周内使用。 
	5.5单溴二胺溶液的配制
	称取 8.1 mg单溴二胺置于 10 mL容量瓶中，用乙腈定容至刻度，制成 3 mM单溴二胺溶液。现用现配，避光保存。 
	6 试验步骤 
	6.1 试验设计
	试验设置受试物组（终浓度为 0.31 mM、 0.63 mM、 1.25 mM、 2.5 mM、 5 mM）、阳性对照组（ positive control， PC）、受试物对照组（ substance control， SC）、溶剂对照组（ vehicle control， VC）和空白对照组（ blank control， BC），其中受试物组每个浓度 3个重复， VC组、 BC组 12个重复， PC和 SC每个浓度一个孔。以 3个受试物（ A、 B、 C）为例加样示例参见图 1。
	Table
	TR
	1 
	2 
	3 
	4 
	5 
	6 
	7 
	8 
	9 
	10 
	11 
	12 

	A 
	A 
	VC组（溶剂 +0.5 mM多肽） 

	B 
	B 
	BC组（溶剂） 

	C 
	C 
	0.31 mM受试物 A +0.5 mM多肽 
	0.31 mM受试物 B +0.5 mM多肽 
	0.31 mM受试物 C +0.5 mM多肽 
	0.31 mM受试物 A+缓冲液 
	0.31 mM受试物 B+缓冲液 
	0.31 mM受试物 C+缓冲液 

	D 
	D 
	0.63 mM受试物 A +0.5 mM多肽 
	0.63 mM受试物 B +0.5 mM多肽 
	0.63 mM受试物 C +0.5 mM多肽 
	0.63 mM受试物 A +缓冲液 
	0.63 mM受试物 B +缓冲液 
	0.63 mM受试物 C +缓冲液 

	E 
	E 
	1.25 mM受试物 A +0.5 mM多肽 
	1.25 mM受试物 B +0.5 mM多肽 
	1.25 mM受试物 C +0.5 mM多肽 
	1.25 mM受试物 A +缓冲液 
	1.25 mM受试物 B +缓冲液 
	1.25 mM受试物 C +缓冲液 

	F 
	F 
	2.5 mM受试物 A +0.5 mM多肽 
	2.5 mM受试物 B +0.5 mM多肽 
	2.5 mM受试物 C +0.5 mM多肽 
	2.5 mM受试物 A +缓冲液 
	2.5 mM受试物 B +缓冲液 
	2.5 mM受试物 C +缓冲液 

	G 
	G 
	5 mM受试物 A +0.5 mM多肽 
	5 mM受试物 B +0.5 mM多肽 
	5 mM受试物 C +0.5 mM多肽 
	5 mM受试物 A +缓冲液 
	5 mM受试物 B +缓冲液 
	5 mM受试物 C +缓冲液 

	H 
	H 
	0.31 mM PC+0.5 mM多肽 
	0.63 mM PC+0.5 mM多肽 
	1.25 mM PC+0.5 mM多肽 
	2.5 mM PC+0.5 mM多肽 
	5 mM PC+0.5 mM多肽 
	1.25 mM PC+缓冲液 
	2.5 mM PC+缓冲液 
	5 mM PC+缓冲液 
	10 mM PC+缓冲液 
	20 mM PC+缓冲液


	图 1 kDPRA反应板加样示例 
	6.2 操作步骤 
	每个反应时间分别准备应用板（受试物溶液稀释板）和反应板。应先准备反应板，随后立即准备含有受试物稀释液的应用板，并将各组受试物溶液立即加入到反应板中。 
	6.2.1 
	6.2.1 
	6.2.1 
	6.2.1 
	反应板的准备

	使用黑色 96孔板，参照图 1准备各时间点的反应板。分别在 A1~A12、 C1-H1~C5-H5、 C6~G6、 C7-G7~C9-G9孔中加入 120 μL 0.667 mM多肽溶液，在 B1~B12、 C10-G10~C12G12、 H8~H12孔中加入 120 μL pH7.5的磷酸盐缓冲液。 
	-


	6.2.2 
	6.2.2 
	应用板的准备


	准备 2 mL深孔板，参照图 2准备各时间点的应用板。分别在 A行、 B行、 C行 ~F行中每孔分别加入 300 μL溶剂，将 600 μL 20 mM受试物储存液加入 G行。使用多通道移液器从 G行吸取 300 μL，加入 F行，随后按同样方法依次稀释至 C行。在 H1 ~ H4每孔中每孔分别加入 600 μL溶剂，将 1200 μL 20 mM阳性对照物储存液加入 H5孔。使用移液器从 H5孔吸取 600 μL，加入 H4行，按同样方法依次稀释至 H1。从 H1 ~ H5中吸取 300 μL溶液转移到 H8 ~ H12孔。配制完成后及时用封板膜密封待用。 
	Table
	TR
	1 
	2 
	3 
	4 
	5 
	6 
	7 
	8 
	9 
	10 
	11 
	12 

	A
	A
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂 

	B
	B
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂
	溶剂 

	C 
	C 
	1.25 mM受试物 A 
	1.25 mM受试物 A 
	1.25 mM受试物 A 
	1.25 mM受试物 B 
	1.25 mM受试物 B 
	1.25 mM受试物 B 
	1.25 mM受试物 C 
	1.25 mM受试物 C 
	1.25 mM受试物 C 
	1.25 mM受试物 A 
	1.25 mM受试物 B 
	1.25 mM受试物 C 

	D 
	D 
	2.5 mM受试物 A 
	2.5 mM受试物 A 
	2.5 mM受试物 A 
	2.5 mM受试物 B 
	2.5 mM受试物 B 
	2.5 mM受试物 B 
	2.5 mM受试物 C 
	2.5 mM受试物 C 
	2.5 mM受试物 C 
	2.5 mM受试物 A 
	2.5 mM受试物 B 
	2.5 mM受试物 C 

	E 
	E 
	5 mM受试物 A 
	5 mM受试物 A 
	5 mM受试物 A 
	5 mM受试物 B 
	5 mM受试物 B 
	5 mM受试物 B 
	5 mM受试物 C 
	5 mM受试物 C 
	5 mM受试物 C 
	5 mM受试物 A 
	5 mM受试物 B 
	5 mM受试物 C 

	F 
	F 
	10 mM受试物 A 
	10 mM受试物 A 
	10 mM受试物 A 
	10 mM受试物 B 
	10 mM受试物 B 
	10 mM受试物 B 
	10 mM受试物 C 
	10 mM受试物 C 
	10 mM受试物 C 
	10 mM受试物 A 
	10 mM受试物 B 
	10 mM受试物 C 

	G 
	G 
	20 mM受试物 A 
	20 mM受试物 A 
	20 mM受试物 A 
	20 mM受试物 B 
	20 mM受试物 B 
	20 mM受试物 B 
	20 mM受试物 C 
	20 mM受试物 C 
	20 mM受试物 C 
	20 mM受试物 A 
	20 mM受试物 B 
	20 mM受试物 C 

	H 
	H 
	1.25 mM PC 
	2.5 mM PC 
	5 mM PC 
	10 mM PC 
	20 mM PC 
	1.25 mM PC 
	2.5 mM PC 
	5 mM PC 
	10 mM PC 
	20 mM PC


	图 2应用板加样示例 
	6.3 
	6.3 
	6.3 
	6.3 
	孵育

	使用多通道移液器从应用板中吸取 40 μL配制好的溶液加入反应板对应孔中，用封板膜将反应板密封， 200 rpm震摇 5 min后， 25 ℃分别孵育 10 min ±30 s、 30 min ±3 min、 90 min ± 5 min、 150 min ± 10 min、 210 min ± 10 min、 1440 min ± 15 min。 

	6.4 
	6.4 
	测定


	孵育结束后，撕下封板膜，每孔加入新鲜配制的 3 mM单溴二胺溶液 40 μL。 200 ~ 300 rpm震摇 5 min后，用酶标仪在激发波长 390 nm，发射波长 480 nm下检测荧光强度。 
	7 数据处理 
	7.1荧光值计算和校正
	计算 BC组、 VC组的平均荧光强度和标准差， VC孔减去 BC组的平均荧光强度值，各浓度受试物和阳性对照孔减去各自的对照组的荧光强度值。
	计算每个测试浓度三个重复孔的平均荧光强度和标准差，采用 t检验统计与 VC组（ 12个重复）的平均多肽浓度是否有显著性差异。 
	7.2 多肽消耗率计算
	按以下公式计算多肽消除率：
	校正后的受试物或 PC孔荧光强度
	多肽消耗率（ %） =[1-] ×100% 
	校正后的 VC 组平均荧光强度

	7.3 反应动力学常数计算
	如给定时间的最高测试浓度（受试物终浓度为 5 mM）符合半胱氨酸多肽结合阳性标准，即多肽消除率≥ 13.89%，且与 VC组差异有显著性，对该暴露时间进行进一步计算反应动力学常数。如不符合阳性标准，则受试物为非反应性。
	每个时间点，以未消耗肽占比（ %）的自然对数，即 ln（ 100-dp）为纵坐标，受试物浓度为横坐标绘制反应曲线，若两者呈线性相关（相关系数 r＞ 0.90），则得到的负斜率的绝对值即为准一级反应速率常数 kobserved（ mM），按照下式计算各时间点反应动力学常数 kt（ Ms）： 
	-1
	1
	-

	-1

	1000kt=kobserved· 
	60t 

	注： t为孵育时间，以 min表示。
	计算所有满足 r＞ 0.90的孵育时间的 lgkt，取其中最大值为 lgkmax。 
	8 试验成立条件
	阳性对照组 90 min时间点 lgk值应在 -1.75 Ms~ -1.40 Ms范围内，若 90 min时间点没有得到 lgk值， 150 min时间点 lgk应在 -1.90 Ms~ -1.45 Ms范围内。
	-1
	-1 
	-1
	-1
	-1
	-1 
	-1
	-1

	至少有 5个时间点溶剂对照组变异系数（ Coefficient of Variation， CV）＜ 15%。 
	9 结果判定标准
	按表 1对受试物进行致敏性分级。
	表 1  kDPRA结果判断
	试验结果预测结果 
	lgkmax ≥-2.0极强或强致敏剂非反应性或 lgkmax＜ -2.0非致敏剂或中、弱致敏剂 
	10 注意事项 
	10.1 溶剂为磷酸盐缓冲液的受试物
	如果受试物溶剂为磷酸盐缓冲液，则半胱氨酸多肽贮备液配制浓度为 1 mM（ 0.752 mg/mL），同时反应板制备时半胱氨酸多肽贮备液（或磷酸盐缓冲液）每孔加样体积减少到 80 μL，然后再加入乙腈或磷酸盐缓冲液 40 μL补至 120 μL，使所有孔中乙腈总体积仍为 40 µL。 
	10.2非线性反应
	出现非线性反应时无法通过斜率法求得速率常数。速率常数可以根据多肽消除率个体值按以下公式计算： 
	ln(100 /(100 − dp) 
	k= 
	E × t 
	注： dp为多肽消除率（ %）， E为受试物的浓度， t是孵育时间。
	根据该公式，计算多肽消耗率高于 13.89%的阈值的每个时间点 t和每个浓度 E下的速率常数。将每个时间点不同浓度多肽消耗率求平均值，然后得到 lgkmax值。
	在发生明显多肽结合的情况下，很少会出现非线性反应。出现非线性反应须进行重复试验，以检查这种非线性反应是受试物固有的，还是试验误差所致。如果非线性结果可重复，则判定受试物存在固有的非线性反应，可采用上述公式基于个体值的计算结果进行判断。若仅在早期时间点观察到显著的肽消耗，但在随后的时间点没有观察到，也可以将早期时间点的 lgkt作为结果进行致敏性分级判定。 
	10.3 溶解度低于 20 mM的受试物
	对于最大溶解浓度低于 20 mM的受试物，可在较低浓度下进行试验，如出现 lgkmax≥2.0的结果，受试物可以判断为 GHS 1A亚类皮肤致敏物，但对于非致敏性或 lgkmax＜ -2.0的结果则不能得出明确结论。此外，当得到 lgkmax值在 -1.93 ~ -2.06范围内，无法进行受试物致敏性分级判定，需要重新测试和 /或补充额外的数据 /信息进行结果判定。 
	-

	10.4特殊化合物的适用性
	金属化合物可通过共价结合以外的机制与蛋白质发生反应，该方法不适用于金属化合物（如硫酸镍， Nickel sulphate）。此外， kDPRA仅测量与半胱氨酸肽的反应性，不适用于具有
	金属化合物可通过共价结合以外的机制与蛋白质发生反应，该方法不适用于金属化合物（如硫酸镍， Nickel sulphate）。此外， kDPRA仅测量与半胱氨酸肽的反应性，不适用于具有
	赖氨酸专属反应性的强致敏剂，如一些酰基卤化物、酚酯或醛类等。

	有些化合物（如苯基炔丙基醛， Phenylpropionic aldehyde）不与肽共价结合，但可促进其氧化（即半胱氨酸二聚化），会引起测得多肽消耗量 “增加 ”，可能导致假阳性结果和 /或预测反应性更高。
	该方法没有代谢活化系统，不能用于检测需要进行酶促反应生物活化后成为致敏剂的化学物质（如 3-二甲氨基丙胺， 3-Dimethylaminopropylamine）。大部分通过非生物转换后形成致敏物质的化合物（如半抗原）能够被该方法正确评价，但发生自发快速氧化的半抗原（如芳香胺、儿茶酚类或氢醌类）由于氧化停滞阶段可引起反应速率的降低，需要更多数据确定其在氧化条件下的弱反应性。
	由于 kDPRA采用荧光检测技术，具有自发荧光（如 3,3',4',5-四氯水杨酰苯胺， Tetrachlorosalicylanilide）或荧光淬灭（如香兰素， Vanilin）的受试物可影响试验结果。此外，应注意受试物与单溴二胺的相互作用，如硫醇结构中的 -SH可以与单溴二胺相互作用，导致荧光增强，因此该方法不适用于硫醇类物质，包括在试验条件下产生并释放游离 -SH的物质。

	附件 4皮肤吸收体外试验方法 
	附件 4皮肤吸收体外试验方法 
	Skin Absorption: In vitro Method 1 范围
	本方法规定了皮肤吸收体外试验的基本要求和方法。
	本方法适用于单一成分的化妆品用化学原料。 
	2 试验目的
	预测和评价化妆品用化学原料在离体皮肤中的经皮吸收率。 
	3 定义 
	3.1 
	3.1 
	3.1 
	受试物 test substances被测试的化妆品原料，为单一化学物质。 

	3.2 
	3.2 
	吸收量 absorbed dose在一定时间内透过皮肤的受试物的量。 


	4 试验原理
	在特定条件下，将受试物（可以是放射标记物）暴露于扩散池中的皮肤表面一定时间后，采用适当的清洗程序和方法除去皮肤表面的受试物。在整个试验过程中，设置不同的时间点采集接收液，采用适当的方法测定受试物或其代谢产物。
	当受试物具有代谢活性时，可以分析受试物的代谢活性产物，试验结束后，采用适当的方法测定受试物及其代谢产物的分布情况。
	在本方法所描述的条件下，收集接收液和试验皮肤中的所有受试物，监测给定时间内受试物的吸收情况（一般试验周期为 24 h）。应同时测定皮肤表面清洗液中的受试物、留在皮肤里的受试物、接收室中接收液里的受试物，得到受试物在各接收液里的分布和总体回收率。残留在皮肤角质层中的受试物可能会被吸收，参考本方法 6数据处理和计算部分判定角质层的残留量是否计入皮肤吸收率。 
	5 试验方法 
	5.1 扩散池
	扩散池由供给室和接收室组成（示例图见图 1），离体皮肤放置于两者之间。扩散池的供给室和接收室之间应有良好的密封性，能较好控制扩散池及其内容物的温度，并保证与皮肤接触的接收液混合良好和取样方便（静态式或流通池式扩散池均可使用）。正常情况下，供给室在暴露于有限剂量受试物过程中保持开放，但在无限剂量和部分有限剂量的情况下，供给室可以封闭。
	Figure
	图 1 一种用于皮肤吸收体外试验的直立式扩散池示例图 
	5.2 
	5.2 
	5.2 
	5.2 
	接收液

	接收液应优先选择有益于生理的溶液，需提供接收液的精确组分，并证实受试物在接收液中能充分溶解，不影响皮肤吸收和完整性。在循环流动系统中，流速不能妨碍受试物扩散进入接收液。在静态渗透式系统中，接收液应连续搅拌。如果研究受试物在皮肤中的代谢效应，接收液必须能维持整个试验过程中皮肤的代谢活性。 

	5.3 
	5.3 
	5.3 
	皮肤制备

	皮肤来源为动物，首选小型猪。须符合我国相关伦理要求，首选活性皮肤，也可以使用非活性皮肤，应证明皮肤的完整性。采用表皮层（酶、热或化学分离的）或用植皮刀分离的皮肤均可以使用。应避免使用太厚的皮肤，除非特殊受试物需使用全层皮肤测试。同时还应明确皮肤种类、解剖位置以及制备技术。

	5.4 
	5.4 
	5.4 
	皮肤完整性

	应正确制备和储存离体皮肤，使用前检查皮肤及其屏障的完整性。研究受试物在皮肤的代谢作用时，应使用新鲜皮肤，并确保其在试验过程中的代谢活性。一般新鲜的离体皮肤应在 24 h内使用，也可证明在合理可行的情况下，根据代谢酶系统和贮藏温度的不同而做适当调整，但在使用前应测试和证明其屏障功能的完整性。 

	5.5 
	5.5 
	5.5 
	受试物制备

	受试物可以采用放射性标记或使用其他定量方法。受试样品的制备尽可能与实际使用的状态保持一致，偏离使用情况的制备应做合理说明。受试物每个浓度要设置 3个平行皮肤（皮肤来自同一个体），至少进行 4次重复试验（皮肤来自不同个体）。 

	5.6 
	5.6 
	5.6 
	受试物浓度和组成

	通常将受试物配制成系列浓度，其浓度范围应覆盖人体实际接触的可能暴露范围。受试物配制过程中需确保其稳定性和均一性，对于固体、半固体制剂和混悬液，需验证受试物在溶媒中的均匀性。 

	5.7 
	5.7 
	5.7 
	皮肤暴露

	根据人体可能接触受试物的情况，常选择有限剂量暴露。剂量应模仿人体暴露量，通常固体受试物为 2 ~ 5 mg/cm，液体受试物最高为 10 µL/cm。实际剂量可根据预期的上样条件、研究目标或受试物的物理特性进行调整。如皮肤用量为无限剂量时，单位面积的剂量可以加大。 
	2
	2


	5.8 
	5.8 
	5.8 
	温度

	受试物皮肤吸收一般属于被动吸收，受温度的影响较大，因此试验时扩散池和皮肤应保持恒定接近于皮肤正常温度 32 ± 1 ℃。不同的扩散池可根据自身情况调整水浴或干加热参数到一定温度，以确保离体皮肤温度在其正常生理标准范围内。实验室相对湿度保持在 30 ~ 70%之间。 

	5.9 
	5.9 
	5.9 
	暴露时间和取样

	一般情况下接收液的采样点应满足能够以作图形式表现受试物的透皮吸收情况。根据受试物理化性质结合预试验确定合适的采样频率，试验周期内通常需要 6~ 12个采样点。 

	5.10 
	5.10 
	样品分析


	对试验系统的所有组成部分均应进行分析测定，以确定回收率。其中包括供给室、皮肤表面、皮肤中、接收液 /池中的所有受试物。试验应得到足够的回收率，放射性标记试验的回
	对试验系统的所有组成部分均应进行分析测定，以确定回收率。其中包括供给室、皮肤表面、皮肤中、接收液 /池中的所有受试物。试验应得到足够的回收率，放射性标记试验的回
	收率应为 100 ± 10%，其他定量方法建议回收率应为 100 ± 15%，若偏离应合理解释，必要时重新进行试验。 

	6 数据处理和计算
	应列出接收液的分析结果，不同时间内受试物在试验系统中的分布和吸收情况。对于有限暴露剂量，应计算皮肤洗液中受试物的量、与皮肤结合的数量（分析不同皮肤层）以及接收液中受试物的量。经皮吸收试验的结果有时只能用接收液的数据表示，对于受试物在试验结束时仍残留于皮肤内的情况，总的吸收量要考虑是否扣除角质层含量，并结合化合物作用位置和透过特性给出合理解释。无限剂量暴露试验时不做吸收百分比的计算。
	回收率计算公式：
	清洗液中的量 +皮肤中的量 +接收液中的量皮肤加样量 
	回收率 = 
	*
	×100%

	注： 代表皮肤中的量包含角质层、活性表皮层和真皮层的总和
	*

	皮肤吸收率计算公式：
	# 
	皮肤中的量 +接收液中的量皮肤加样量 注： 是否去除角质层应给予合理说明
	皮肤吸收率 =
	×100%
	#

	附录皮肤吸收体外试验方法应用示例（咖啡因） 
	1 试验目的
	本次试验根据《皮肤吸收体外试验方法》文件中的基本原则，参考相关文献中具体方法，研究咖啡因在离体猪皮肤的吸收特性，定量分析咖啡因的透皮吸收率。本试验是以水溶性成分咖啡因为研究对象获得其皮肤透过率，因角质层中咖啡因含量较少，故在计算皮肤吸收率时未计入皮肤吸收量中。
	条件不同数据会产生变化，本示例中的所有设备参数仅供参考。 
	2 受试物和皮肤类型
	试验使用咖啡因（ MW = 194.2 Dal， Log Po/w = -0.07，水中溶解度 = 21.6 mg/mL 25 ℃）作为受试物。
	皮肤模型： 3月龄巴马小型猪背部或腹部皮肤。
	贮藏条件：制备后 -20 ℃冻存， 10天内用完，冻融不超过 2次。 
	3 试剂和设备耗材 
	3.1 
	3.1 
	3.1 
	试剂生理盐水、甲醇（色谱级）、磷酸（色谱级）。 

	3.2 
	3.2 
	3.2 
	设备

	透皮吸收扩散仪（配备适宜的池体，能保证受试物于接收液中均匀扩散）、超高效液相色谱仪、经皮水分流失测定仪、涡旋混匀器、离心机。 

	3.3 
	3.3 
	3.3 
	耗材

	色谱柱、离心管、 2 mL进样瓶、移液器、枪头、 0.22 µm尼龙滤膜、皮肤胶带、刀片、取皮刀、外科剪刀、 1 mL注射器、吸水纸、棉签、离体猪皮。 4 试验方法 

	4.1 
	4.1 
	受试物制备


	经预试验研究确定，配制 0.1%、 0.3%、 1.0%三种浓度咖啡因溶液。取样该溶液，经前处理、稀释等步骤，用液相检测并计算溶液中咖啡因实际含量，用以计算实际加样量。将配好的咖啡因溶液在试验条件下放置 24 h取样，检测咖啡因含量有无变化。 
	4.2 接收液
	保证其满足漏槽条件，即接收液的体积至少是咖啡因达到饱和溶解时所需介质体积的 3 ~ 10倍。配制好的接收液 pH值应保持在 pH 6.5 ~ 7.5范围内。根据溶液中咖啡因浓度和加样体积估算不同时间点的可能最高和最低浓度设计浓度曲线，于 0.5 h、 1 h、 2 h、 4 h、 8 h、 24 h取样，测定咖啡因在接收液中的稳定性。 
	4.3 
	4.3 
	4.3 
	4.3 
	离体猪皮的制备

	离体猪皮采自猪背或腹侧皮肤，符合相关动物伦理要求，保证猪皮角质屏障的完整性（如不可采用热水淋洗或刮毛，以确保皮肤角质层完整性等）。用吸水纸吸干皮肤表面生理盐水，制成肉眼观察未受损伤、面积大小合适的皮肤备用。本试验中同一浓度受试物设置 3个平行皮肤（皮肤来自同一个体）重复 4次（皮肤来自不同个体）。 

	4.4 
	4.4 
	皮肤完整性检查


	使用经皮水分流失仪测定猪皮角质层经皮水分流失值（ TEWL） <15 g/m/h的皮肤才可用于试验。加入受试物前调整温度到 32 ± 1 ℃并保持稳定，将皮肤固定在扩散池的供给室和接收室之间，皮肤角质层朝向供给室，真皮层一侧朝向接收室，并通过补液管向接收室中加入接收液，去除接收液与皮肤间的气泡，确保猪皮与接收液完全接触，开启磁力搅拌器，转速设为 600 rpm，扩散池体系在此状态下平衡 30 ~ 45 min。 
	2

	5 试验步骤 
	5.1 上样
	向接收室中加入接收液。通过加样管加入接收液并准确记录接收液体积。接收液注入接收室后，去除皮肤与接收液接触面滞留的气泡，确保皮肤与接收液完全接触。该扩散池体系在正常试验条件下平衡 30 ~ 45 min，验证皮肤完整性之后，方可加样处理。
	向供给室中皮肤表面加入咖啡因测试溶液，并设置不含咖啡因的生理盐水作为阴性对照。用移液器按照 10 µL/cm的比例，将根据供给室内径面积计算所得体积的咖啡因溶液，均匀涂布于皮肤表面。
	2

	试验期间保持实验室环境湿度为 30 ~ 70% RH。设置磁力搅拌器以 600 rpm的速度搅拌，保持 32 ± 1 ℃恒温水浴。 
	5.2 取样
	分别于 0.5 h、 1 h、 2 h、 4 h、 8 h、 24 h时间点用注射器 /自动取样装置取样，具体取样体积可根据预试验结果自行确定。 0.22 µm尼龙滤膜过滤后待测。
	供给室清洗：暴露结束后每次使用 1 mL生理盐水清洗 15次，将所有清洗液合并待测。
	皮肤表面残留受试物清洗：皮肤暴露 24 h后每次使用 3 mL生理盐水清洗 3次，将所有清洗液合并震荡，使用 0.22 µm尼龙滤膜过滤后待测。
	角质层：受试皮肤在干燥条件下，使用皮肤胶带进行角质层取样，重复 20次。取样后将所有 20张胶带置于 50 mL离心管中，加入 20 mL甲醇震荡过夜提取、离心，提取液过滤后待测。
	除去角质层后的皮肤：去除角质层后的皮肤剪碎，加入 10 mL甲醇过夜提取，离心取上清液过滤后待测。 
	5.3 检测
	仪器：超高效液相色谱仪（ UPLC）
	色谱柱： C18反相色谱柱
	流动相： A（ 0.1%磷酸水溶液）和 B（ 0.1%磷酸甲醇溶液） A:B=9:1
	流速： 0.25 mL/min
	进样量： 2 μL
	柱温： 30 ℃
	时间： 14 min
	检测波长： 280 nm 
	6 数据分析 
	6.1 皮肤吸收率
	皮肤吸收率 = ×100% = ×100%皮肤加样量 皮肤加样量 
	皮下渗透量
	Q+N

	其中 Q：接收液中咖啡因总量； N: 除角质层皮肤中咖啡因总量。 
	6.2 
	6.2 
	6.2 
	6.2 
	累计皮下渗透量 Qn 

	n n 0 i=1i i其中 Cn：各时间点浓度； Ci：样品收集时间点 i的浓度， i为 1 ~ n -1； Vi：各样品收集时间点 i的取样体积 1 mL； V0：接收池体积为 8 mL。 
	Q
	= C
	× V
	+ 
	∑ 
	n
	−
	1 
	C
	× V


	6.3 
	6.3 
	回收率


	回收率 = ×100%皮肤加样量 其中 Q：接收液中咖啡因总量； W：皮肤表面残留受试物 +供给室中咖啡因总量； M：角质层中咖啡因总量； N：除角质层后皮肤中咖啡因总量；回收率应在 100 ± 15 %范围内。
	Q+W+M+N


	附件 5免疫毒性试验方法 
	附件 5免疫毒性试验方法 
	Immunotoxicity test 1范围
	本方法规定了动物免疫毒性试验的基本原则、要求和方法。本方法适用于化妆品原料的免疫毒性检测。 
	2试验目的
	本方法用于评价化妆品原料免疫毒性反应的潜在可能性。 
	3定义 
	3.1免疫毒性 
	3.1免疫毒性 
	3.1免疫毒性 
	3.1免疫毒性 
	immunotoxicity

	受试物对机体免疫系统结构与功能造成损害作用的能力，包括机体免疫系统的组织或器官损伤、免疫功能的抑制或增强。 

	3.2体液免疫 
	3.2体液免疫 
	3.2体液免疫 
	humoral immunity

	抗原进入机体后，刺激 B细胞产生效应 B细胞和记忆细胞，进而产生抗体，与相应的抗原产生免疫反应。 

	3.3 
	3.3 
	细胞免疫 cell-mediated immunity


	T细胞介导的免疫应答，即 T细胞受到抗原T细胞所释放的T反应和 /或特异性的细胞毒性。广义的细胞免疫还包括原始的吞噬作用以及 NK细胞介导的细胞毒性作用。 
	又称细胞介导免疫。狭义的细胞免疫仅指 
	刺激后，分化、增殖、转化为致敏 T细胞，对抗原的直接杀伤作用及致敏 
	细胞因子的协同杀伤作用。 
	细胞介导的免疫应答的特征是出现以单核细胞浸润为主的炎症

	4 试验的基本原则
	本方法用于评价受试物是否改变或损伤免疫系统的机能状态。免疫毒性试验应分层级开展，初始筛选免疫毒性试验是在重复剂量毒性试验免疫毒性相关检查基础上增加淋巴细胞亚群分布、免疫球蛋白含量测定等项目。初始筛选试验提示存在免疫毒性风险时，则需开展附加免疫毒性试验。
	附加免疫毒性试验时，给予不同剂量组受试物至少 28 d，每天对动物进行观察，记录所出现的任何临床毒性表现。给予受试物结束后处死动物，对相应的评价指标进行检测或分析。
	5 初始筛选免疫毒性试验 
	5.1 初始筛选试验方法
	采用初始筛选免疫毒性试验，对受试物潜在免疫毒性进行初步评估。初始筛选试验可整合至重复剂量毒性试验中。为发现免疫毒性指征，需评价以下指标：
	（ 1）血液学检查：白细胞总数及分类计数等。
	（ 2）血液生化检查：球蛋白、白蛋白 /球蛋白比值。
	（ 3）大体病理学检查：淋巴器官 /组织。
	（ 4）脏器重量 /脏器系数：胸腺、脾脏的湿重，必要时可选代表性淋巴结进行称重，并计算脏器系数。
	（ 5）组织病理学检查：胸腺、脾脏、骨髓（股骨、胸骨或肋软骨部位的骨髓）、有代表性的淋巴结（黏膜附近或周围淋巴结）、所有肉眼可见的损伤。
	此外，免疫毒性初始筛选试验还应增加以下指标的检测：
	（ 1）免疫球蛋白分类（ IgG、 IgM、 IgA和 IgE）水平测定。
	（ 2）淋巴细胞亚群测定：该试验属于免疫表型分析，目的是对淋巴细胞亚型进行鉴定和计数，通常采用流式细胞仪测试。对全血、外周血或从淋巴组织分离的免疫细胞如 T淋巴细胞、 B淋巴细胞等进行计数；检测免疫细胞表面标志物的改变，评估 CD4+和 CD8+T淋巴细胞或其它亚群的数量及比值。 
	5.2试验结果的评价
	初始筛选试验结果，应基于淋巴细胞亚群分布、免疫球蛋白分类的结果，并考虑重复剂量毒性试验中的免疫毒性相关检查，如血液学、血清免疫球蛋白含量、免疫器官重量、组织病理学（胸腺、脾、淋巴结）等结果进行综合评价。上述检查项目出现异常时，即受试物各剂量组与溶剂对照组比较存在统计学上的显著差异（但应考虑动物正常的参考范围和变化，存在毒理学意义的改变），提示受试物存在潜在免疫毒性风险，应开展附加免疫毒性试验研究，以验证受试物潜在的免疫毒性，并明确免疫细胞和免疫功能受影响的程度。 
	6附加免疫毒性试验
	附加免疫毒性试验包括：体液免疫、特异性细胞免疫、巨噬细胞检测、 NK细胞活性四个方面，每个方面应至少选择一种试验方法进行。 
	6.1 
	6.1 
	6.1 
	6.1 
	体液免疫试验

	给予受试物后用抗原免疫动物，采用抗体形成细胞试验（也称溶血空斑试验）方法或酶联免疫吸附（ ELISA）检测抗体滴度的方法评价受试物对体液免疫的影响。 

	6.1.1 
	6.1.1 
	抗体形成细胞试验（ Antibody Plague Forming Cell， PFC） 6.1.1.1受试物


	固体受试物应溶解或悬浮于合适的溶剂中，临用前稀释至适当浓度；液体受试物可以直接加入试验系统和 /或临用前稀释至适当浓度。受试物应在临用前新鲜配制，否则须确认贮存不影响其稳定性。 6.1.1.2实验动物及饲养环境 6.1.1.2.1动物种系的选择
	选用健康啮齿类动物，推荐使用小鼠（近交系）或大鼠。如果已知受试物对其中一种性别的动物更敏感，则应使用这种性别的动物。雌性动物应未孕、未产。试验开始时每一性别的动物体重差异应控制在 ± 20%内。 
	6.1.1.2.2 
	6.1.1.2.2 
	6.1.1.2.2 
	6.1.1.2.2 
	动物的性别和数量

	每一个剂量组和对照组至少应该有 20只动物（雌雄各半）。若计划在试验过程中处死动物，则应增加计划处死的动物数。 

	6.1.1.2.3 
	6.1.1.2.3 
	饲养环境实验动物和实验动物设施应符合国家相应规定。选用标准配合饲料，不限制饮水量。 6.1.1.3剂量分组


	至少要设三个剂量组、一个溶剂对照组和一个阳性对照组，如果受试物采用未知免疫毒性的溶剂时，还应设立一个不作任何处理的空白对照组。高剂量应不使动物产生明显的应激、营养不良或死亡，但最好可使动物产生一些可测量的一般中毒表现。低剂量最好不使动物产生任何免疫毒性作用。阳性对照组可选用已知的免疫抑制剂（如环磷酰胺等）作为阳性对照物。 6.1.1.4受试物给予
	开始给予受试物前至少要有 3~ 5d时间使实验动物适应实验室饲养环境。实验动物随机分组。受试物或溶剂经口和 /或经皮和 /或经吸入给予，给予受试物途径一般与 90 d重复剂量毒性试验的途径一致。每周给予受试物 7d，至少 28 d。 6.1.1.5临床观察
	试验期间，每天对动物至少进行 1次临床观察，记录毒性症状的出现时间、严重程度及其持续时间。观察应包括但不限于以下方面：皮肤、被毛；眼、黏膜；呼吸系统；自主性和中枢神经系统；循环系统；肢体运动功能；行为特征；抗感染能力等。
	每周测量 1次动物的摄食量。动物给予受试物前称体重，之后每周 1次，处死前再次称体重。
	任何濒死动物一被发现应与其他动物分开并被安乐死。对试验过程中任何濒死的或死亡的动物都应进行大体解剖。 6.1.1.6试验方法
	给予受试物结束前 4 d，经静脉注射 T细胞依赖性抗原绵羊红细胞（ SRBCs），通过计数动物脾脏中特异性抗体生成细胞的数量来反映抗体的产量，可用于检测受试物对脾脏内产生抗体的细胞的毒性作用。试验时，应考虑如下因素：
	给予受试物结束前 4 d，经静脉注射 T细胞依赖性抗原绵羊红细胞（ SRBCs），通过计数动物脾脏中特异性抗体生成细胞的数量来反映抗体的产量，可用于检测受试物对脾脏内产生抗体的细胞的毒性作用。试验时，应考虑如下因素：
	（ 1）注射 T细胞依赖性抗原 SRBCs，应对动物注射抗原后测定 PFC的最佳时间作出

	评价。（ 2）测定每批补体的活性。（ 3）使用双盲法进行 PFC计数。（ 4）测定脾细胞的活性。 
	6.1.2 免疫球蛋白定量测定 6.1.2.1受试物、实验动物、剂量分组、受试物给予方式及临床观察同 6.1.1.1 ~ 6.1.1.5。 6.1.2.2试验方法
	在给予受试物结束前 4d，用牛血清白蛋白免疫动物， 2周后再次用抗原免疫动物，然后测定每只动物血清中 IgG和 IgM的滴度。测定抗体滴度的时间点应足够多（通常选择 3 ~ 5个），以便对受试物组和对照组动物的初级抗体反应和次级抗体反应进行比较。测定抗体时受试物的给予时间至少为 28 d。试验时，应考虑测定血清中 IgG和 IgM滴度的方法应足够敏感以便测得每只动物的 IgG和 IgM滴度。该试验评价受试物是否影响抗体对抗原的反应性。 
	6.2特异性细胞免疫试验
	采用下列 3种试验方法中的任一种进行试验，评价给予受试物至少 28 d对特异性细胞免疫反应的影响。如选择淋巴细胞增殖试验或细胞毒性 T淋巴细胞检测，可与 NK细胞活性共用一组动物。 
	6.2.1 淋巴细胞增殖试验 6.2.1.1受试物、实验动物、剂量分组、受试物给予方式及临床观察同 6.1.1.1 ~ 6.1.1.5。 6.2.1.2试验方法
	可通过测量放射性标记物（一般为 3H-胸腺嘧啶，简称 3H-TdR）掺入 DNA的量来说明淋巴细胞的增殖，也可采用 MTT、 BrdU-ELISA/FCM法等方法。该方法可以证明给予受试物至少 28 d对同种异品系淋巴细胞刺激引起的淋巴细胞增殖能力的影响。采用 3H-TdR掺入试验时，应对如下因素进行考虑：
	（ 1）应答细胞来自对照组和受试物组动物的脾细胞，在无菌条件下制备脾细胞。应答细胞的 DNA合成没有采取阻断处理。（ 2）刺激细胞来自未给予受试物的同种异品系动物的脾细胞，在无菌条件下制备脾细
	胞。刺激细胞的 DNA合成用丝裂霉素或 X线处理进行阻断。（ 3）测定应答细胞和刺激细胞的活力。（ 4）应设 3份或 4份对照，保证刺激细胞的非反应性、测定 DNA合成的基础水平。（ 5）对空白对照和溶剂对照同时进行测定。（ 6）用每个培养皿中掺入应答细胞的放射性标记物的量来表示脾细胞的增殖程度，表
	胞。刺激细胞的 DNA合成用丝裂霉素或 X线处理进行阻断。（ 3）测定应答细胞和刺激细胞的活力。（ 4）应设 3份或 4份对照，保证刺激细胞的非反应性、测定 DNA合成的基础水平。（ 5）对空白对照和溶剂对照同时进行测定。（ 6）用每个培养皿中掺入应答细胞的放射性标记物的量来表示脾细胞的增殖程度，表
	示为每分钟居里数（ curie per minute， CPM）。要计算净 CPM（ nCPM），即应答细胞被刺激细胞刺激后掺入的 CPM均值减去未经刺激的脾细胞掺入 CPM的均值。受试物组与对照组差异的百分比表示为： [1-（受试物组 nCPM/对照组 nCPM） ]。

	（ 7）不同的淋巴细胞增殖试验存在许多不同，应说明所引用的试验方法及详细的试验步骤，说明主要试剂的来源，最好也说明这些试剂的纯度。
	（ 8）为了证明方法的灵敏性，应设立阳性对照组，给予已知的免疫抑制剂。 
	6.2.2迟发型过敏（ Delayed -type Hypersensitivity， DTH）反应 6.2.2.1受试物同 6.1.1.1。 6.2.2.2实验动物及饲养环境
	选用近交系小鼠，如果已知受试物对其中一种性别的动物更敏感，则应使用这种性别的动物。雌性动物应未孕、未产。动物 6~8周龄时开始试验，试验开始时每一性别的动物体重差异应控制在 ± 20%内。
	动物的性别和数量、饲养环境同 6.1.1.2。 6.2.2.3剂量分组、受试物给予方式及临床观察
	同 6.1.1.3 ~ 6.1.1.5。 6.2.2.4试验方法
	在给予受试物结束前 4d，用牛血清白蛋白致敏动物， 1~2周后用相同的抗原进行激发，激发后 24~48 h，比较受试物组和对照组 DTH反应的差异，以激发前后反应的差值来表示 DTH的程度。该方法是一种检测受试物对实验动物诱导性 DTH影响的体内方法。开展该试验时，应对如下因素进行考虑：
	（ 1） DTH检测方法有数种，如耳肿胀法、足跖增厚法等，应选用灵敏度高、可重复性好、并适用于所选用实验动物品系的方法；不同的方法中下列参数也可能不同，如致敏及激发动物所用抗原的性质，免疫注射的次数及途径，免疫激发的时间，同位素的使用等。试验时选用的这些参数及其他相关的参数应可以使所选用的实验动物产生足够的 DTH反应。
	（ 2）测定 DTH反应前，应对动物给予受试物至少 28 d。 
	6.2.3 细胞毒性 T淋巴细胞（ Cytotoxic T-lymphocyte， CTL）检测 6.2.3.1受试物、实验动物、剂量分组、受试物给予方式及临床观察同 6.1.1.1 ~ 6.1.1.5。 6.2.3.2试验方法
	该方法用于证明给予受试物至少 28 d对 CTL生成的影响。常取动物脾淋巴细胞进行细胞毒性 T淋巴细胞试验，检测采用放射免疫法或流式细胞术。放射法使用同种异品系肿瘤抗原对 CTL进行诱导（体内或体外诱导），然后，来自受试物组和对照组动物的脾细胞与 Cr标记的同种异品系肿瘤细胞共孵育 4h后，肿瘤细胞所释放的放射性标记物的量可以说明 T淋巴细胞溶解肿瘤细胞的能力。试验时，考虑如下因素：
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	（ 1）应设立对照组来测定效应细胞不存在时靶细胞释放的放射性标记物的本底量和放射性标记物的总释放量。
	（ 2）应可以证明试验中所选用的动物可产生 CTLs，所选用的试验方法应适合于诱导动物 CTL的生成。
	（ 3） CTL检测有数种不同的方法，引用某一种方法时应做到完全引用，对方法进行修改时应予以说明，合适的情况下应说明主要试剂的来源、活性和 /或纯度。 
	6.3 
	6.3 
	6.3 
	NK细胞的活性 

	6.3.1 
	6.3.1 
	受试物、实验动物、剂量分组、受试物给予方式及临床观察同 6.1.1.1 ~ 6.1.1.5。 

	6.3.2 
	6.3.2 
	试验方法


	建议采用 Reynolds和 Herberman的微量培养法来检测给予受试物至少 28 d对 NK细胞活性的影响，也可采用 LDH释放法等其他适合的方法。微量培养法是将受试物组和对照组动物的脾细胞与 Cr标记的 YAC淋巴瘤细胞共培养。靶细胞与效应细胞共培养 4h后，靶细胞中释放的放射性标记物的量可用于表示 NK细胞杀伤肿瘤细胞的能力。 LDH释放法是将受试物组和对照组动物的脾细胞与靶细胞（ YAC细胞）共培养。靶细胞与效应细胞共培养 4h后，靶细胞中释放的乳酸脱氢酶含量可用于表示 NK细胞杀伤肿瘤细胞的能力。开展该试验时，应对如下因素进行考虑：
	51

	（ 1）应设立几个对照以说明在没有效应细胞存在时，靶细胞释放放射性标记物或乳酸脱氢酶的本底量以及放射性标记物或乳酸脱氢酶总的释放量。
	（ 2）试验可使用除 YAC细胞之外的靶细胞，任何情况下都应测定靶细胞的存活力。
	（ 3）引用某一种方法时应做到完全引用，对方法进行修改时应予以说明，合适的情况
	下应说明主要试剂的来源、活性和 /或纯度；如果对所选用的方法作了一些修改，则应说明修改的科学性和合理性。 
	6.4 
	6.4 
	6.4 
	巨噬细胞检测 

	6.4.1 
	6.4.1 
	受试物、实验动物、剂量分组、受试物给予方式及临床观察同 6.1.1.1 ~ 6.1.1.5。 

	6.4.2 
	6.4.2 
	试验方法评价给予受试物至少 28 d对巨噬细胞数及其吞噬功能的影响。应对如下方面进行检测：（ 1）试验中应计数腹腔细胞的总数及分类计数。（ 2）评价在有或没有促进因子（如 γ-干扰素或细菌脂多糖）存在的情况下腹腔细胞对


	外源性物质（如鸡红细胞、荧光微球等）的吞噬作用。
	（ 3）有数种不同的巨噬细胞检测方法，推荐鸡红细胞吞噬法和流式细胞法，也可采用巨噬细胞溶酶体酶测定、巨噬细胞表面受体检测法等，因此，应对所选用的方法进行描述并说明方法引证的来源；如果对所选用的方法作了一些修改，则应说明修改的科学性和合理性。
	（ 3）有数种不同的巨噬细胞检测方法，推荐鸡红细胞吞噬法和流式细胞法，也可采用巨噬细胞溶酶体酶测定、巨噬细胞表面受体检测法等，因此，应对所选用的方法进行描述并说明方法引证的来源；如果对所选用的方法作了一些修改，则应说明修改的科学性和合理性。
	6.5结果处理

	（ 1）对于计数资料，表格应显示试验开始时各组动物数、出现免疫毒性反应的动物数、免疫毒性损伤的类型和每种损伤的动物百分比。
	（ 2）对于计量资料，一般采用方差分析，但需按方差分析的程序先进行方差齐性检验，方差齐，计算 F值， F值 < F0.05，结论：各组均数间差异无显著性； F值≥ F0.05， P≤0.05，用多个试验组和一个对照组间均数的两两比较方法进行统计；对非正态或方差不齐的数据进行适当的变量转换，待满足正态或方差齐要求后，用转换后的数据进行统计；若变量转换后仍未达到正态或方差齐的目的，改用秩和检验进行统计。
	（ 3） NK细胞活性需进行数据转换， X＝ Sin√，式中 P为 NK细胞活性，用小数表示，然后再进行方差分析。
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	（ 4）以吞噬百分率或吞噬指数表示巨噬细胞的吞噬能力。吞噬百分率需进行数据转换， X＝ Sin√，式中 P为吞噬百分率，用小数表示，然后再进行方差分析。 
	-1
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	6.6 结果评价
	附加免疫毒性试验研究的结果应与初始筛选试验结果一起评估。在评价时应综合考虑生物学意义和统计学意义。评估包括：
	（ 1）对异常指标进行综合分析：与溶剂对照组比较是否存在统计学的显著差异，是否在背景数据范围内波动，受试物的剂量与异常指标的发生与否、发生率和严重性之间的关系，以及指标的相互关联性等，判断受试物是否引起了某一方面免疫功能异常。
	（ 2）受试物组体液免疫试验、特异性细胞免疫试验、巨噬细胞检测、 NK细胞活性四个方面中任一试验结果出现异常，均认为该受试物具有潜在的免疫毒性。 
	7 结果解释
	免疫毒性试验能够提供受试物在反复接触机体后的毒性作用资料。其试验结果仅可在很有限的程度上外推到人，但它可为确定人群的允许接触水平提供有用的信息。

	附件 6
	附件 6
	口腔黏膜刺激试验方法 
	Oral mucous irritation test 
	1 范围
	本方法适用于评价牙膏对口腔黏膜组织潜在的刺激作用。 
	2 试验目的
	确定和评价牙膏对动物口腔黏膜组织是否有刺激作用及其程度。 
	3 定义
	口腔黏膜刺激 oral mucosa irritation口腔黏膜组织接触受试物后所产生的水肿、炎性变化及组织损伤等反应。 
	4 试验的基本原则
	将受试物置于受试动物的一侧颊囊内，对照物置于另一侧颊囊内，在规定的时间间隔内多次接触，肉眼观察并记录动物颊囊接触部位的刺激程度，并于末次接触后 24小时取材进行组织学评价。 
	5 试验方法 
	5.1 
	5.1 
	5.1 
	试样 

	5.1.1 
	5.1.1 
	受试物：受试物直接使用，单次放置量为 0.4 g或 0.4 mL。 5.1.2 对照物： 0.9%氯化钠注射液（生理盐水），用量同受试物，直接使用。 

	5.2 
	5.2 
	实验动物和饲养环境 

	5.2.1 
	5.2.1 
	健康的 SPF级金黄地鼠（拉丁学名： Mesocricetus auratus）， 6 ~8周龄。同一品系，雌雄不限，雌性动物应未孕。 5.2.2 至少使用 3只动物。 5.2.3 试验前动物应在实验动物房环境内至少适应 3天。实验动物及实验动物房应符合国家相关规定。选用标准配合饲料，饮水不限制。 

	5.3 
	5.3 
	试验步骤 

	5.3.1 
	5.3.1 
	5.3.1 
	动物准备与麻醉

	用适当的麻醉剂麻醉动物，检查动物双侧颊囊有无异常（剔除颊囊黏膜异常的动物）。翻转动物颊囊用生理盐水或蒸馏水清洗干净后进行试验。 

	5.3.2 
	5.3.2 
	5.3.2 
	试样接触 5.3.2.1将受试物置于动物一侧颊囊底部，对照物置于另一侧颊囊底部。试样与黏膜接触 5 

	min，接触时间结束后将颊囊翻出，去除试样，用生理盐水或蒸馏水清洗接触部位，清洗时间一般为 1 min~2 min，直至将试样完全清除。重复上述操作 4次，每次操作间隔 1 h（含接触与清洗时间）。每次重复放置试样前肉眼检查颊囊，并记录异常情况。末次接触后的 24 h肉眼观察颊囊并取与试样接触的颊囊组织进行组织学评价。 5.3.2.2在 5.3.2.1试验过程中，根据表 1判定肉眼观察结果。在试验周期内的任意时间点， 3只动物中如有 1只及以上出现重度水肿、红斑、糜烂或溃疡现象，可直接判定为重度口腔黏膜刺激反应，无需再进行组织学评价。 

	5.4 
	5.4 
	5.4 
	结果观察 5.4.1临床观察 5.4.1.1试验期间观察动物，记录异常表现，包括局部、全身及异常行为等。 5.4.1.2肉眼观察试验部位，根据表 1判定有无红斑、水肿、糜烂及溃疡等情况，并比较同一动物的试验侧颊囊和对照侧颊囊，记录每侧颊囊的状况，注意试验侧与对照侧的差异。

	表 1  口腔黏膜临床观察评价表

	5.4.2 
	5.4.2 
	组织学观察 5.4.2.1组织切片制作


	临床表现
	临床表现
	临床表现
	反应程度

	红斑
	红斑

	无红斑
	无红斑
	无

	极轻微红斑（勉强可见）
	极轻微红斑（勉强可见）
	极轻

	清晰红斑
	清晰红斑
	轻度

	中度红斑
	中度红斑
	中度

	重度红斑（紫红色）至焦痂形成、糜烂、溃疡
	重度红斑（紫红色）至焦痂形成、糜烂、溃疡
	重度

	水肿
	水肿

	无水肿
	无水肿
	无

	极轻微水肿（勉强可见）
	极轻微水肿（勉强可见）
	极轻

	清晰水肿（肿起边缘清晰）
	清晰水肿（肿起边缘清晰）
	轻度

	中度水肿（肿起约 1 mm）
	中度水肿（肿起约 1 mm）
	中度

	重度水肿（肿起超过 1 mm，并超出接触区）
	重度水肿（肿起超过 1 mm，并超出接触区）
	重度 


	末次接触后 24 h，取试样接触部位的颊囊， 10%中性福尔马林缓冲液固定，常规石蜡包埋，半连续切片，间隔取片 5张， H-E染色。 5.4.2.2组织学观察及记分
	对黏膜组织进行组织病理学观察，并根据口腔黏膜组织反应记分表（表 2）计算每只动物得分。其中白细胞浸润情况应至少在 20倍物镜下选取 3 ~5个有代表性的视野观察，每只动物的得分为所有观察视野的平均分。将试验组中所有动物的组织反应记分相加之和，再除
	以试验动物总数，得出试验组平均记分，对照组同法计算。
	表 2口腔黏膜组织反应记分表
	组织反应记分
	上皮
	正常，完好无损 0
	细胞变性或变扁平 
	细胞变性或变扁平 
	细胞变性或变扁平 
	1

	组织变形 
	组织变形 
	2

	局部糜烂 
	局部糜烂 
	3

	广泛糜烂 
	广泛糜烂 
	4

	极少（少于 25） 
	极少（少于 25） 
	1

	轻度（ 26～ 50） 
	轻度（ 26～ 50） 
	2

	中度（ 51～ 100） 
	中度（ 51～ 100） 
	3

	重度（大于 100) 
	重度（大于 100) 
	4

	极少 
	极少 
	1

	轻度 
	轻度 
	2

	中度 
	中度 
	3

	重度伴血管破裂 
	重度伴血管破裂 
	4

	极少 
	极少 
	1

	轻度 
	轻度 
	2

	中度 
	中度 
	3

	重度 
	重度 
	4 

	6 
	6 
	结果评价 

	在试验周期内的任意时间点， 3只动物中如有 1只及以上出现重度红斑、水肿、糜烂或溃疡现象，则可直接判定该受试物为重度口腔黏膜刺激反应，其它情况以下述组织学评价为准。 
	6.1 
	临床观察评价

	6.2 
	6.2 
	组织学评价 

	6.2.1 
	6.2.1 
	若 1只动物对照侧颊囊组织学评价记分之和大于 9时，则考虑认为是试验操作时造成


	白细胞浸润
	无 0
	血管充血
	无 0
	水肿
	无 0
	的损伤，有必要进行重复试验。 6.2.2 试验组平均记分减去对照组平均记分得出刺激指数，并根据表 3对口腔黏膜组织反应程度进行分级。
	表 3口腔黏膜组织反应分级
	刺激指数（ X）
	刺激指数（ X）
	刺激指数（ X）
	反应程度 

	0
	0
	无 

	0＜ X≤4
	0＜ X≤4
	极轻 

	4＜ X≤8
	4＜ X≤8
	轻度 

	8＜ X≤11
	8＜ X≤11
	中度 

	11＜ X≤16
	11＜ X≤16
	重度 


	7 结果判定
	根据临床观察评价进行结果判定，临床观察为重度口腔黏膜刺激反应是不可接受的（见 6.1）；依据 6.2.2口腔黏膜组织反应分级，认为中度、重度口腔黏膜刺激反应是不可接受的。 
	8 试验结果的解释
	本结果通过评估受试物对口腔黏膜的刺激性，旨在为理解其对人体的潜在影响提供了初步数据。鉴于动物与人类生理反应的差异，试验结果外推到人的可靠性有限，必要时建议在适当情况下进行临床验证。



