附件 7
皮肤吸收体内试验方法

Skin Absorption: in Vivo Method
1  范围
本方法规定了化妆品原料皮肤吸收体内试验方法的术语和定义、试验原则、试验方法、试验数据和报告。

本方法适用于化妆品原料经皮吸收的体内试验。
本试验方法适用于单一成分的化妆品原料，非单一成分的原料若使用本方法进行评价，需要提供更多的科学依据说明其可行性。

2  试验目的
本方法阐述了化妆品原料经皮吸收的体内试验方法，以便为化妆品原料的毒性分类、标签标识和应用提供试验依据。

3  定义
3.1  未吸收剂量 unabsorbed dose
染毒后，从皮肤表面洗脱下来的和附着在遮盖装置上受试物的量，还包括在染毒过程中从皮肤表面挥发的量。

3.2  吸收剂量（体内）absorbed dose（in vivo）

去除受试部位皮肤的受试物后，包括在尿液、笼具冲洗液、粪便、呼出气体（若有测试）、血液、各种组织（若有采集）以及保留在尸体中受试物的量。

3.3  可吸收剂量absorbable dose
皮肤冲洗后，存留在皮肤表面或皮肤组织内受试物的量。

4  试验的基本原则
受试物（最好用放射性同位素标记）施用于动物去毛的皮肤上，试验设定具有代表性的一个或多个剂量组。在预定的染毒时间内，采用适宜的（非封闭、半封闭式或封闭式）遮盖装置覆盖染毒部位以防止动物舔舐试验样品，并让受试制备物与动物皮肤持续接触染毒一段时间。在染毒结束时，去除遮盖装置并用适宜的清洁剂清洗动物皮肤，保留用过的遮盖装置和清洗液以备分析测定，并换上新的遮盖装置。在染毒前、染毒期间和染毒结束后，试验动物均需在单独的代谢笼中饲养，并收集其排泄物和呼出气体以备分析测定。如果有充足的证据表明极少产生或不产生挥发性的放射性代谢产物，则可以不收集动物呼出气体。通常，每个剂量组内设几个动物试验组，一组在染毒结束后立即处死，其他组依次在预定时间间隔点处死。每一个采样时间点处死的试验动物，对采集血样以及受试部位皮肤进行分析，并分析动物尸体以确定未被排泄的受试物的量。采集的样品以适当的方法进行分析，并对受试物经皮吸收的程度进行评估。

5  试验方法
5.1  受试物
受试物是指被用于研究其渗透特性的物质。受试物最好用放射性同位素标记。

制备的受试物（包括纯品、稀释品或者直接施用于皮肤的包含受试物的制备物）应与人体或者其他潜在目标种属可能的暴露形态一致（或是理想的替代物）；制备过程中出现任何不同于实际使用情形的改变必须有充分的理由。必要时，受试物可溶解或者悬浮于适当的溶媒中，对于非水性溶媒，应了解其吸收特性以及与受试物的潜在相互作用。

5.2  实验动物和饲养环境
5.2.1  动物物种、品系的选择
大鼠是最常用种属，但也可使用皮肤吸收速率与人类更相似的无毛系列动物品系。一般选用年轻成年健康的单性别动物（通常用雄性）。试验开始时动物体重的差异应不超过平均体重的±20%。如雄性大鼠的适宜体重为200 g~250 g，在该体重范围的上半区内更好。

5.2.2  性别和数量
通常，由单一性别的至少4只动物组成一个试验组，每个测试样品的每个预定观察终点需设一组。试验中的每个预定时间点处死一组动物，比如在染毒结束时间点（通常是6 h或24 h）和后续观察期结束时间点（例如48 h和72 h）。若已有资料表明受试物的经皮毒性存在明显的性别差异，则应选用更敏感的性别，否则可任选一种。

5.2.3  饲养环境
实验动物及实验动物房应符合国家相应规定。选用标准配合饲料，饮水不限制。
试验期间（最好也包括试验之前的适应期）动物应在代谢笼中单笼饲养，尽量避免食物和水溢出容器影响试验结果。

5.3  试验步骤
5.3.1  试验动物的准备
试验开始前，每只动物应做好标记加以区别，并在各自的笼具中至少饲养5天以适应实验环境。

然后，在染毒前约24 h，将每只动物肩部和背部局部皮肤去毛，并用丙酮轻轻擦拭皮肤表面以去除皮脂，因肥皂残留物有可能促进皮肤对测试物的吸收，故不推荐用肥皂水清洗皮肤。剃毛面积应足够大，以确保能可靠地计算出每平方厘米皮肤对受试物的吸收量，剃毛皮肤面积应该至少为10 cm2，该面积对于体重在 200 g~250 g范围内的大鼠是适宜的。动物准备完成后，重新放回代谢笼。

5.3.2  皮肤染毒
在皮肤表面确定特定面积的受试部位，将已知量的受试制备物均匀地涂抹于该部位。用量通常应采用人体可能的接触量，固体受试物通常为1~5 mg/cm2 ，液体受试物最多可达10 μL/cm2。可根据受试物预期的使用情况、研究目的以及物理性质调整染毒剂量，但应有适当理由。染毒后，受试部位应避免被触碰。通常，受试部位应采用非闭合的遮盖装置覆盖（如透气尼龙纱布罩），典型装置的示例如图1所示。某些特定情况下，受试部位应采取闭合性保护。若半挥发性测试物质的挥发导致受试物的回收率超出可接受的范围（另见5.4），应在受试物装置上覆盖活性炭过滤器以捕获挥发的受试物（见图1）。任何覆盖装置都不应损伤皮肤，也不能吸收或与受试制备物发生反应。染毒后，将动物放回单独的代谢笼中以便收集排泄物。
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图1 一种用于覆盖和保护受试部位皮肤的典型遮盖装置设计示例图
5.3.3  染毒时间和取样
染毒期是指在皮肤开始接触受试物，至清洗去除受试物之间的时间间隔。所采用的染毒时间（一般为6 h或24 h）应与通常人体可能的接触时间相对应。染毒结束后，将动物饲养于代谢笼中保留直至预定的处死时间点。染毒结束后，应对受试皮肤进行观察并记录任何可见的刺激症状。
在整个研究过程中，应采用代谢笼分别收集尿液和粪便，并可在14C-标记的二氧化碳和挥发性14C化合物（>5%）产生时进行收集和定量分析。尿液、粪便和捕获液（如14C标记的二氧化碳和挥发性14C化合物）应在每个取样时间点从每组中单独收集。若有足够的资料证明很少或几乎不产生放射性代谢物，则可采用开放式笼架。整个试验期间，应定期观察动物的毒性或异常反应。
染毒期，从开始皮肤接触后至24 h以及随后的每一天，均应收集排泄物直至试验结束。一般而言，采集三个时间点的排泄物通常就足够了，但某些受试制备物的特征或现有动力学数据可能会要求有更适宜、或更多的收集时间点以便研究。

染毒结束时，从每只动物身上移去保护装置并单独保留以便试验分析。所有动物的受试部位皮肤应用适宜的棉签蘸取清洗剂清洗至少3次，必须注意避免污染其他部位。清洗剂应为肥皂水等有代表性的常用卫生清洁剂。最后，擦干皮肤，用新的干净遮盖装置覆盖受试部位皮肤，将这些动物放回代谢笼，作为后续时间点的实验动物组继续进行相关试验。必须保留所有擦洗棉签和洗液以供研究分析。
5.3.4  试验动物处理和检测
对于每个实验组，应在预定时间处死试验动物，收集血样，移去保护性的装置或覆盖物并进行分析。剪下每只动物的受试部位皮肤以及对应的空白对照部位皮肤，分别进行试验分析。受试部位皮肤可分层，可将角质层与下面的真皮层分离，以提供受试物分布的更多信息。在染毒后的一段时间内，检测受试物的分布，将能提供该受试物在角质层中转运的某些指征。最后清洗皮肤并处死动物后，应移去保护性的覆盖物，以便于皮肤分层处理。从受试动物身体上环状切下受试部位的皮肤并钉在板上，将黏附性胶条贴于皮肤表面，轻压，胶条将部分角质层粘附下来，继续用胶条重复粘贴，直到胶条不再粘附于皮肤表面，表明角质层已被全部去除。将同一只动物的所有胶条合并至一个单独的容器中，加入组织消化液溶解角质层。
保留每只动物的尸体以便试验分析。在对动物尸体进行吸收剂量试验前，每个可能的靶组织均可被分离单独进行试验。一般而言，仅对尸体的总含量进行分析即可，若有其他研究提示，也可将靶组织分离进行单独试验。动物处死时，膀胱中的尿液应合并到先前收集的尿液中。此外，收集了代谢笼中的粪便后，笼子和捕获装置均应采用合适的溶剂冲洗并收集，其他潜在的受污染仪器也应该进行类似的处理。
5.4  试验分析
所有试验均应达到足够的回收率（如放射性标记物的回收率100%±10%），超出回收率范围的应说明理由。每个样品所使用的剂量应采用适宜、有效的方法进行分析。
统计分析应考虑测定每个剂量组的平行样之间的偏差。
6  数据和报告
6.1  数据
6.1.1  应对每只动物在每个取样时间点的受试物和（或）代谢物进行以下测定（除单个动物的数据外）以便计算吸收剂量、未吸收剂量和可吸收剂量，且不同取样时间点的数据均应按组报告其平均值：
—保护器具上的量；

—从皮肤上清除下来的量；

—在皮肤上/皮肤内、不能从皮肤上洗下的量；

—血样中的量；

—排泄物和呼出气体中的量（如适用）；

—保留在尸体和取下单独试验的器官上的量。

6.1.2  在排泄物、呼出的气体、血样和尸体中的受试物和/或代谢物的量，用以确定每个时间点的吸收总量，从而计算出染毒后每平方厘米皮肤吸收受试物的量。
6.2  报告
试验报告应符合试验方案所规定的要求，包括所使用试验系统的合理性，具体包括以下内容：

受试物： 

—识别数据[如，CAS 编号；来源；纯度（放射化学纯度）；已知杂质；批号]；
—物理性质、物理化学性质（如，pH、挥发性、溶解度、稳定性、分子量和脂水分配系数logPOW）； 

受试物的制备： 

—配方和使用理由； 

—受试物制备详细过程、使用量、达到的浓度、溶媒、稳定性和均一性； 

受试动物： 

—使用的种属/系； 

—动物的数量、年龄和性别； 

—动物来源、饲养环境、饲料、生产许可证明、使用许可证明等； 

—试验开始时每只动物的体重； 

试验条件： 

—染毒的详细过程（受试部位、分析方法、闭合/非闭合、体积、提取、检测）； 

—食物和水品质的详细信息。

结果：

—任何毒性症状；

—吸收数据列表（以速率、数量或百分比表示）； 

—试验的总体回收率； 

—结果的解释，包括与该受试物任何可能获得的经皮吸收的数据进行比较。 

结果讨论。 

结论。

