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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的 摇 组合两种体外替代方法评价化妆品的眼刺激遥 方法 摇 分别采用鸡胚尿囊膜血管试验

渊悦粤酝灾粤冤尧牛角膜浑浊通透试验渊月悦韵孕冤和 阅则葬蚤扎藻 兔眼试验对 远园 种化妆品进行测试袁并预测眼刺激分类遥 结果摇
采用 悦粤酝灾粤 法可以区分 源员 种无刺激性样品和 员愿 种有刺激性样品曰采用 月悦韵孕 法可预测 猿缘 种无刺激性尧圆员 种轻鄄
中刺激性和 源 种严重刺激性样品曰组合 悦粤酝灾粤鄄月悦韵孕 方法可明显提高刺激程度的区分能力袁与体内实验分类一致

性达 怨愿郾 猿豫 遥 结论摇 组合 悦粤酝灾粤鄄月悦韵孕 的整合试验策略可用于化妆品的眼刺激评价袁其预测范围可覆盖无刺激

性到严重刺激性遥
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摇 摇 欧盟化妆品动物实验禁令的发布和实施袁为检

测机构在产品安全性评价中建立科学合理的体外

替代方法提出了要求遥 既然化妆品眼刺激评价的

阅则葬蚤扎藻 兔眼试验已被法规禁止袁那么在多种有效的



体外方法中选择建立整合应用策略是比较理想的

模式袁这些方法包括离体鸡眼试验渊陨悦耘冤尧鸡胚绒毛

膜尿囊膜试验渊匀耘栽鄄悦粤酝尧悦粤酝灾粤尧悦粤酝栽月冤尧牛角

膜浑浊及通透度试验 渊 月悦韵孕冤尧短时间暴露试验

渊杂栽耘冤尧荧光素漏出试验渊云蕴冤等咱员 原 猿暂 遥 本实验研究

组合两种有效的眼刺激体外方法要要要鸡胚绒毛膜

尿囊膜血管试验渊悦粤酝灾粤冤和 月悦韵孕 试验袁对 远园 种

个人护理产品眼刺激性进行评价袁并与动物实验进

行比对袁建立 悦粤酝灾粤鄄月悦韵孕 组合策略袁为个人护理

用品的眼刺激性的体外评价提供数据支持遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 样品

市售化妆品合计 远园 种袁分为 猿 类袁清洁沐浴类

产品渊沐浴露尧洗发水尧清洁液等冤圆圆 种袁眼部用产品

渊粉底尧眼线尧眼霜尧睫毛膏尧眉笔等冤员苑 种和护肤类

产品渊防晒霜尧防皱霜尧祛斑尧植物精油等冤圆员 种遥
员郾 圆摇 主要材料尧试剂及仪器

杂孕云 级白莱杭鸡受精鸡胚渊购于新兴大华农禽

蛋有限公司袁实验动物生产许可证院杂悦载运渊粤冤圆园园愿鄄
园园员怨袁牛眼球取自广州地区屠宰场袁普通级实验兔购

自广东省医学实验动物中心渊实验动物生产许可

证院杂悦载运渊粤冤圆园园愿鄄园园园圆遥 含酚红及不含酚红 酝耘晕
培养基渊含 员豫 云月杂 和 蕴鄄谷氨酰胺冤尧匀月杂杂尧荧光素

钠均购自 杂蚤早皂葬 公司袁含 悦葬圆 垣 尧酝早圆 垣 的 阅孕月杂袁员园豫
氢氧化钠渊广州化学试剂厂冤袁野韵冶形特富龙环渊孔
径 园郾 愿 皂皂冤袁角膜浊度仪渊德国 月粤杂云鄄韵孕猿郾 园冤袁全波

长 酶 标 仪 渊 美 国 栽澡藻则皂燥 冤袁 培 养 箱 渊 德 国

酝藻皂皂藻则贼冤等遥
员郾 猿摇 悦粤酝灾粤 方法及眼刺激性分类

将 员 凿 龄鸡胚置于培养箱 猿苑益孵育袁于第 源 天

在鸡胚窄端钻一小孔袁抽取约 猿 皂蕴 蛋清后用火胶棉

封住小孔遥 在鸡胚位置的上方开约 缘 皂皂 伊 员园 皂皂
的矩形小窗并移除蛋壳袁暴露鸡胚袁以保鲜膜覆盖遥
随后放回培养箱继续孵育遥 第 员源 天袁取出鸡胚袁扩
大观察窗袁于绒毛尿囊膜上放置野韵冶形特富龙环袁取
源园 滋蕴渊固体 源园 皂早冤不同浓度受试物加入环内袁猿苑益
孵育遥 猿园 皂蚤灶 后袁观察血管变化袁计数阳性反应渊出
现溶血尧血管消失尧血管凝固等冤鸡胚个数袁最后计

算 砸悦缘园袁即引起一半鸡胚出现阳性反应的受试物浓

度遥 如果样品 砸悦缘园 跃猿豫 袁判定为无刺激性袁臆猿豫袁
则为有刺激性咱源暂 遥
员郾 源摇 月悦韵孕 方法及眼刺激性分类

参考 韵耘悦阅 指南 源猿苑袁取新鲜牛眼球切取角膜袁
将其装配于专用支架中遥 前后室均填满无酚红

酝耘酝袁于渊猿圆 依 员冤益培养箱平衡 员 澡 后用浊度仪读

数角膜浊度本底值遥 移除前室培养基后加入 苑缘园
滋蕴 未稀释液体受试物渊固体为 圆园豫悬液冤袁孵育 员园
皂蚤灶渊固体为 源 澡冤袁用含酚红 酝耘酝 冲洗至样品无残

留遥 前室重新填满无酚红 酝耘酝 后返回培养箱孵育

圆 澡渊固体无需后孵育冤后读取终末浊度值遥 去除前

室培养基袁加入 员 皂蕴 园郾 源豫 渊固体为 园郾 缘豫 冤 由含

悦葬圆 垣 尧酝早圆 垣 阅孕月杂 配制的荧光素钠溶液袁孵育 怨园
皂蚤灶遥 收集后室全部液体袁混匀后取 猿远园 滋蕴 在 源怨园
灶皂 波长下读取吸光度值遥 根据公式计算体外刺激

评分值渊蚤灶 增蚤贼则燥 蚤则则蚤贼葬灶糟赠 泽糟燥则藻袁 陨灾陨杂冤院陨灾陨杂 越 浊度值

垣 员缘 伊 吸光度遥 每个样品重复 猿 个角膜遥 陨灾陨杂臆
猿袁预测无刺激性袁猿 耀 缘缘 预测刺激性渊包括 圆粤 和 圆月
类冤袁 跃 缘缘 预测严重刺激性咱缘暂 遥
员郾 缘摇 阅则葬蚤扎藻 兔眼试验

成年健康家兔袁在其中一只眼睛结膜囊滴入

园郾 员 皂蕴 受试物袁另一只眼睛作为对照袁于染毒后 圆源
澡尧源愿 澡尧苑圆 澡尧源 凿尧苑 凿 观察眼睛结膜尧角膜尧虹膜反

应遥 根据 改 良 最 大 平 均 得 分 酝酝粤杂 渊 皂燥凿蚤枣蚤藻凿
皂葬曾蚤皂怎皂 葬增藻则葬早藻 泽糟燥则藻冤进行分类院酝酝粤杂臆圆郾 缘 为无

刺激性袁 圆郾 缘 耀 圆缘 为轻刺激性袁圆缘 耀 缘园 为中度刺激

性袁 跃 缘园 为严重刺激性 辕腐蚀性遥
员郾 远摇 统计学方法

比较不同方法结果对物质分类是否具有一致

性袁采用 运葬责责葬 一致性检验 渊运葬责责葬逸园郾 苑缘 一致性

好曰园郾 苑缘 约 运葬责责葬 约 园郾 源 一致性一般曰园郾 源逸运葬责责葬 一

致性差冤遥 孕 约园郾 园缘 为差异有显著性意义遥

圆摇 结果

远园 种产品的体外测试和动物测试结果见表 员遥
经 阅则葬蚤扎藻 试验的样品袁结果为 源圆 种无刺激性袁员员 种

微弱刺激性尧缘 种中等刺激性和 圆 种严重刺激性遥
悦粤酝灾粤 试验结果为 源员 种无刺激性袁员怨 种为有刺激

性曰月悦韵孕 试验结果为 猿缘 种无刺激性袁圆员 种轻鄄中刺

激性袁源 种严重刺激性遥
以体内实验为判断标准袁参考替代方法验证的

准则咱圆暂 遥 悦粤酝灾粤 方法可以区分 源员 种无刺激性样

品袁特异性为 怨苑郾 远豫 渊源员 辕 源圆冤袁可区分全部 员愿 种有

刺激性的样品袁敏感性为 员园园豫 渊员愿 辕 员愿冤袁但对刺激

程度的预测效果不理想袁总的分类一致性达到
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怨愿郾 猿豫 渊缘怨 辕 远园 冤袁 运葬责责葬 越 园郾 愿怨园遥 阳性预测性为

怨源郾 苑豫 渊员愿 辕 员怨冤袁阴性预测率为 员园园豫 渊源员 辕 源员冤袁假阳

性率为 圆郾 源豫 渊员 辕 源圆冤袁假阴性率为 园豫 渊园 辕 员愿冤遥
月悦韵孕 方法对于阳性结果的预测袁总敏感性为

员园园豫 渊员愿 辕 员愿冤袁其中严重 辕 腐蚀性刺激性预测袁敏感

性为 员园园豫 渊圆 辕 圆冤袁对于中度鄄轻度刺激性的区分袁敏
感性为 怨缘郾 愿豫 渊员源 辕 员远冤遥 月悦韵孕 可以区分 猿缘 种无刺

激性样品袁特异性为 愿猿郾 猿豫 渊猿缘 辕 源圆冤遥 总的分类一

致性达到 愿缘豫 渊缘员 辕 远园冤袁其中阳性预测性渊含轻度袁
中度和严重刺激性冤为 苑圆豫 渊员愿 辕 圆缘冤袁阴性预测性为

员园园豫 渊猿缘 辕 猿缘冤遥 假阳性率为 圆园郾 园豫 渊苑 辕 猿缘冤袁假阴性

率为 园豫 渊园 辕 员愿冤遥 分类不一致的情况是将 员 种轻度

和 员 种中度刺激性误分类为严重刺激性袁苑 种无刺

激性误分类为轻鄄中度刺激严重刺激性遥
试验结果表明袁悦粤酝灾粤 区分了 源员 种无刺激性

样品袁员愿 种有刺激性样品袁与兔眼试验一致性达到

怨愿郾 猿豫 渊缘怨 辕 远园冤袁但对于有刺激性样品并无确切的

程度对应区分遥 月悦韵孕 鉴别了 猿缘 种无刺激性样品

和 圆缘 种有刺激性样品袁总的分类一致性为 愿缘豫 袁一
致性检测 运葬责责葬 越 园郾 苑源猿袁低于 悦粤酝灾粤 法袁主是原因

是 月悦韵孕 方法将较多的无刺激类归为不可预测类遥
采用 悦粤酝灾粤鄄月悦韵孕 的组合方法渊表 圆冤院对于阳性结

果的预测总敏感性为 员园园豫 渊员愿 辕 员愿冤袁其中严重刺激

性预测敏感性为 员园园豫 渊圆 辕 圆冤袁对于中度鄄轻度刺激

性的区分袁敏感性为 员园园豫 渊员缘 辕 员缘冤袁对于无刺激性

样品预测的特异性为 怨苑郾 远豫 渊源员 辕 源圆冤遥 总的分类一

致性达到 怨愿郾 猿豫 渊缘怨 辕 远园冤袁其中阳性预测性为 员园园豫
渊员愿 辕 员愿冤袁阴性预测性为 员园园豫 渊猿缘 辕 猿缘冤遥 假阳性率

为 圆郾 源豫 渊员 辕 源圆冤袁假阴性率为 园豫 渊园 辕 员愿冤遥

表 员摇 体内和体外实验结果
栽葬遭援 员摇 砸藻泽怎造贼泽 燥枣 贼藻泽贼泽 蚤灶 增蚤贼则燥 葬灶凿 蚤灶 增蚤增燥

体外试验分类结果
栽藻泽贼泽 蚤灶 增蚤贼则燥

体内试验分类结果 栽藻泽贼泽 蚤灶 增蚤增燥
严重刺激性

杂藻增藻则藻 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶
中度刺激性
酝燥凿藻则葬贼藻
蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶

轻度刺激性
酝蚤造凿 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶

无刺激性
晕燥 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶

总计
栽燥贼葬造

月悦韵孕

严重刺激性 杂藻增藻则藻 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶 圆 员 员 园 源
轻鄄中度刺激性

酝蚤造凿鄄皂燥凿藻则葬贼藻 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶 园 源 员园 苑 圆员
无刺激性
晕燥 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶 园 园 园 猿缘 猿缘
合计 栽燥贼葬造 圆 缘 员员 源圆 远园

悦粤酝灾粤
有刺激性 陨则则蚤贼葬贼蚤燥灶 圆 缘 员员 员 员怨

无刺激性 晕燥 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶 园 园 园 源员 源员
合计 栽燥贼葬造 圆 缘 员员 源圆 远园

注院将无刺激性定为阴性袁有刺激性定为阳性遥

表 圆摇 组合方法实验结果
栽葬遭援 圆摇 砸藻泽怎造贼泽 燥枣 贼藻泽贼泽 遭赠 糟燥皂遭蚤灶葬贼蚤燥灶 皂藻贼澡燥凿

体外试验分类结果
栽藻泽贼泽 蚤灶 增蚤贼则燥

体内试验分类结果 陨灶 增蚤增燥 贼藻泽贼泽
严重刺激性

杂藻增藻则藻 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶
中度刺激性

酝燥凿藻则葬贼藻 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶
轻度刺激性
酝蚤造凿 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶

无刺激性
晕燥 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶

合计
栽燥贼葬造

悦粤酝灾粤鄄
月悦韵孕 组合
悦燥皂遭蚤灶葬贼蚤燥灶

严重刺激性
杂藻增藻则藻 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶 圆 园 员 园 猿
轻鄄中度刺激性

酝蚤造凿鄄皂燥凿藻则葬贼藻 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶 园 缘 员园 员 员远
无刺激性
晕燥 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶 园 园 园 源员 源员

合计 圆 缘 员员 源圆 远园
注院将无刺激性定为阴性袁有刺激性定为阳性遥
晕燥贼藻院 晕燥 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶 蚤泽 糟燥灶泽蚤凿藻则藻凿 葬泽 灶藻早葬贼蚤增藻袁 责则藻泽藻灶糟藻 燥枣 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶 蚤泽 则藻早葬则凿藻凿 葬泽 责燥泽蚤贼蚤增藻援
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图 员摇 组合 悦粤酝灾粤鄄月悦韵孕 方法的眼刺激试验策略

云蚤早援 员摇 杂贼则葬贼藻早赠 燥枣 蚤则则蚤贼葬贼蚤燥灶 贼藻泽贼蚤灶早 遭赠 悦粤酝灾粤鄄月悦韵孕 糟燥皂遭蚤灶葬贼蚤燥灶

猿摇 讨论

传统 阅则葬蚤扎藻 兔眼试验存在评分主观性尧重复性

差尧耗时尧方法残忍等不足袁无法满足产品精确定量

评价的要求遥 近 圆园 多年来袁已开发了多种体外方法

用于替代兔眼试验袁不仅可以减少体内试验的不

足袁而且遵循了动物实验减少优化和替代的 猿砸 原

则遥 但是袁鉴于体内眼刺激反应尚包括眼睑尧结膜

和角膜的反应袁仅使用单一体外方法无法完全模拟

体内反应袁不同方法适用范围也存在差异袁体外方

法还不能很好地检测损伤后的修复作用遥 因此考

虑组合两个或两个以上体外方法建立整合测试策

略袁以覆盖眼刺激性反应累及的范围和程度遥
鸡胚绒毛膜毛尿囊膜结构与眼结膜相似袁

悦粤酝灾粤 方法通过观察受试物对血管的作用评价潜

在的眼刺激性袁具有较高的敏感性咱远暂 遥 对于检测中

度以下的眼刺激性效果较好袁尤其是能有效区分无

刺激性物质咱苑暂 袁但对轻度刺激性以上的物质无法精

确区分遥 其不足之处还表现在对含聚氧乙烯配方

的检测中容易导致假阳性结果咱远暂 袁实验持续时间较

长袁对不溶物质的操作要求较高等遥 该方法适合作

为化妆品和个人护理用品配方尧醇类物质和表面活

性剂的刺激性筛查咱圆袁缘暂 遥
月悦韵孕 以离体牛眼角膜模拟人角膜进行受试物

暴露袁通过测量角膜浑浊度及渗透性的改变评价受

试物眼物刺激性咱愿暂 遥 其优点在于不受样品理化性

质和溶解性的限制袁可用于化学品眼刺激标识和分

类袁还可以延长角膜培养时间和增加角膜组织学检

查以评估刺激损伤后的恢复作用和机制分析遥 缺

点是只评估了角膜损伤袁没有考虑受试物对虹膜和

结膜的刺激作用咱怨暂 遥 月悦韵孕 法于 圆园园怨 年被 韵耘悦阅
认可发布为试验指南渊栽郧 源猿苑冤袁用于严重刺激性和

腐蚀性的鉴别袁圆园员猿 年重复修订的版本袁确定了其

在鉴别无刺激性中的作用咱源暂 遥
本研究结果表明袁采用 悦粤酝灾粤鄄月悦韵孕 的组合

方法可明显提高眼刺激性预测的一致性和敏感性袁
弥补单一方法的不足袁达到替代体内实验的目的遥
如果了解产品成分或配方结构袁替代方法的组合应

用特别具有优势遥 如何选择方法组合及其顺序应

综合考虑评估目的和样品特性等因素袁例如美国

耘孕粤 推荐采用 月悦韵孕 法尧细胞传感器法和重建角膜

模型渊耘责蚤韵糟怎造葬则冤的组合策略袁用于抗菌剂眼刺激性

的检测咱猿暂 遥 阅燥灶葬澡怎藻 等人建立了基于化妆品配方优

化的 悦粤酝灾粤 和 月悦韵孕 的组合方法咱员园暂 遥 日本学者建

立了 杂栽耘 与 月悦韵孕 方法的组合评价化合物的眼刺激

性咱员员暂 遥 本研究建立 悦粤酝灾粤鄄月悦韵孕 整合方案适用于

个人护理用品的测试袁主要考虑到大部分样品眼刺

激性较温和袁而且剂型多样袁配方多变的特点袁实验

顺序采用先 悦粤酝灾粤 后 月悦韵孕 的组合遥 如果是工业

化学品袁关注的是化学物刺激性的准确标识和分

类袁眼刺激性波动范围可能较大袁可在预判的基础

上袁选择 月悦韵孕 单一方法测试或选择先 月悦韵孕 后
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悦粤酝灾粤 的组合咱员圆暂 遥 根据新版的 韵耘悦阅 指南袁月悦韵孕
可以有效鉴别刺激谱两端的样品袁配合敏感性高的

悦粤酝灾粤袁这一组合可解决大部分样品眼刺激性检测

的需要袁建议的测试程序如图 员遥 相信随着更多标

准化的眼刺激替代方法的研发袁以及针对不同测试

目的建立组合方案的探索和验证袁有希望进一步提

高眼刺激性预测的科学性遥
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