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前   言

本标准按照GB/T1.1-2009  给出的规则起草。

本标准与经济合作与发展组织(OECD) 化学品测试方法 No.428(2004)《皮肤吸收：体外试验》(英 文版)技术性内容一致。

本标准作了下列结构和编辑性修改：

---增加了范围一章；

---将OECD428原文中的“初始考虑”和“介绍”部分作为本标准的引言；

---将OECD428原文中的“结束程序”和“分析”部分作为本标准“4.10 染毒时间和取样”; 

---将OECD428原文中的“数据与报告”和“结论”部分作为本标准“5 试验数据和报告”;  

---将OECD428原文附录中的“定义”作为本标准“2 术语和定义”;

---计量单位统一改为我国法定计量单位。

本标准由全国危险化学品管理标准化技术委员会(SAC/TC 251)提出并归口。

本标准起草单位：中国疾病预防控制中心职业卫生与中毒控制所、天津市疾病预防控制中心、中国化工经济技术发展中心。

本标准主要起草人：王延让、刘清君、林铮、杨德一、刘保峰、刘静、张明。

引   言

本标准参考了OECD 化学品测试方法 No.428(2004)《皮肤吸收：体外试验》(英文版)。该指南为离体皮肤吸收试验提供方法，既可以结合 OECD 皮肤吸收(体内试验)使用⑴，也可以单独使用。该测试方法推荐OECD 关于皮肤吸收的研究文件⑵为指导性文件，以协助基于该方法为依据的实验设计。OECD 指南性文件将有助于在特殊情况下选择使用合适的体外操作规程，以及确保通过该方法所得结果的可靠性。

检测皮肤吸收和透皮吸收的方法可分为两类：体内试验和体外试验。关于体内皮肤吸收的方法已建立，并提供了不同种属动物的药物代谢动力学信息，体内试验方法将在 OECD 另一指南中单独介绍，检测皮肤吸收的体外方法已经使用多年。尽管利用该方法所进行的正式有效的体外吸收研究尚未开展，但 OECD 专家在1999年达成一致意见，认为已有充分的数据支持该方法⑶,此外，该方法提供 的详细资料也证实了这点，其中包括体内外试验方法直接比较所得的重要数据⑵，大量专著论述了该观点并提供了使用体外试验方法的详细资料（4-12）。体外试验既可测量化学品经皮肤进入到体液的扩散，也可以单独利用非活性皮肤来测量这种扩散，或可以利用新鲜的、有代谢活性的皮肤同时测量这种 渗透和皮肤代谢。该方法在筛选比较不同化学品以不同方式进入或通过皮肤转运及在评价人类经皮吸 收提供有用模型方面都有特殊的用途。

体外试验并非适用于所有情况和所有类型的化学品。仅适用于皮肤渗透的最初定性评价。在某些情况下，应进一步参考体内试验数据。 OECD 化学品测试方法 No.428《皮肤吸收：体外试验》(2004)(英文版)应进一步明确体外试验方法的适用情况，并在 OECD 专家会议报告中提供支持这些结论的附加详细信息⑶，

OECD 化学品测试方法 No.428《皮肤吸收：体外试验》(2004)(英文版)提出了使用离体皮肤检测受试物透皮吸收和转运的一般原理。离体皮肤可以来自多种啸乳动物，包括人类皮肤。因为渗透层的成份是非活性角质层，所以皮肤的渗透性在离体以后仍得以保留；化学品通过皮肤的主动运输机制尚未得到肯定。研究表明，某些化学品在经皮吸收过程中，皮肤具有代谢这些化学品的能力 ，尽管它会影响 到进入血液的化学品性质，但是这个过程并不是实际吸收剂量的限制步骤。

化学品 皮肤吸收 体外试验方法

1  范围

本标准规定了化学品皮肤吸收体外试验方法的术语和定义、试验原理、试验方法、试验数据和报告。

本标准并非适用于检测所有的情况和所有类型化学品的经皮吸收，仅适用于皮肤渗透的最初定性 评价。在某些情况下，应进一步参考体内试验数据。

2  术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

2.1

未吸收剂量 unabsorbed dose

染毒后，从皮肤表面淋洗下来的以及在遮盖装置上受试物的量，包括染毒过程中从皮肤表面挥发

的量。

2.2

吸收剂量(体外试验) absorbed dose;in vitro
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在一定时间内，受试物到达接收液或循环系统的量。

2.3

可吸收剂量(体外试验)  the absorbable dose;in vitro

冲洗后，留在皮肤表面或皮肤组织内受试物的量。

3  试验原理

受试物(可以是放射标记物)作用于将扩散池分隔为两部分的皮肤表面， 一定条件下，化学品需在皮 肤上作用于一定时间，然后用适当的清洗方法从皮肤表面除去该化学品。在整个试验过程中，在不同的 时间点采集接受液，并分析受试物和代谢产物。

如果使用代谢活化系统，受试物的代谢产物应用适当的方法来进行分析。试验结束时，在适当的情 况下，测量受试物及其代谢产物的分布。

在本标准和指导性文件(2)所描述的适当条件下，利用分析接受液和受试皮肤来监测一定时间内受 试物的吸收情况。除非能证明受试物仅被吸收液吸收，否则留在皮肤里的受试物的量应被认为是被吸 收的量，考虑到进一步的数据分析，其他组分(从皮肤表面洗下来的和留在皮肤里的)也应进行分析，包 括所有受试物的分布和回收率。

为了说明试验系统的准确性和稳定性，相关化学品的试验结论应与采用该方法所发表的文献的结 论一致。应通过检测合适的参考物质(最好与受试物亲油性相近)来达到这个要求，或通过提供多种不 同亲脂性参考物质(如咖啡因、苯甲酸、睾丸酮)的充分经验数据来达到这个要求。

4  试验方法

4.1 扩散池

扩散池由皮肤分隔而成，包括供给池和接收池(图1为典型扩散池样例)。扩散池与皮肤四周应有很好的密封性，以方便取样及与下层皮肤接触的接收液良好混合，并能较好控制扩散池及其内溶物的温度。静态渗透式和循环流动式扩散池均可使用。正常情况下，供给室在染毒于有限剂量受试物过程中 保持开放。但在使用无限剂量和部分有限剂量受试物情况下，供给室应封闭。

图 1 一种用于体外经皮吸收试验的典型静态扩散池装置示例图

4.2  接收液

尽管证明其他溶液也可作为接受液，但还应优先选择有益于生理的溶液作为接收液。要提供接收 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；另外，接收液不能影响皮肤的完 整性。在循环流动系统中，流动速率不能妨碍受试物扩散进入接收液。在静态渗透式系统中，接收液应连续搅拌并有规律取样。如果要研究皮肤的代谢效应，应在整个试验过程中接收液必须能维持皮肤的 活性。

4.3  皮肤制备

取自人类或动物皮肤的标本都可使用。人类皮肤标本可符合国家和国际伦理学委员会条约的规定（13）。首选活体皮肤，也可使用证明是完整的非活性皮肤标本。表皮层(酶、热或化学分离的)或用植 皮刀分离的厚皮肤(典型的是200 μm～400μm 厚)都可选取。但应避免使用太厚的(约大于1mm) 皮肤，除非化学品较特殊，需用整个皮肤层来测试。应确定皮肤种类、解剖位置以及制备技术。要求每个试验样品至少进行四次重复试验。

4.4  皮肤完整性

应正确制备皮肤标本。不恰当的处理可能破坏角质层，因此应检查皮肤标本的完整性。当需要研究皮肤的代谢作用时，分离出来的新鲜皮肤应尽快使用，并在已知条件下保持其代谢活性。 一般情况下，新鲜的离体皮肤应在24 h 内使用，但适宜的保存期可根据代谢酶系统和贮藏温度的不同而有所不同（14）,如果皮肤标本在使用前已被储藏，需要证明其屏障功能保持完好。

4.5 受试物

受试物是指被用来研究其渗透特性的物质。受试物最好作放射性标记。

4.6 受试物制备



受试制备物(包括纯品、经稀释的或直接施用于皮肤的包含受试物的制备物等)应与人体或其他潜 在目标种属可能的暴露一致(或者是理想的替代物)。制备过程中产生的差异应进行合理校正。

4.7 受试物浓度和组成

通常情况下受试物浓度不止一个，应涵盖人类可能的染毒范围。同样，也应考虑检测典型组分的浓 度范围。

4.8 皮肤染毒

在一般情况下，人类接触化学品的剂量通常是有限的。因此，模拟人类染毒的剂量通常每平方厘米 皮肤表面使用1mg～5 mg固体化学品或10 μL 液体化学品。根据研究对象、试验样品物理特性和使 用特定条件，对用量进行调整。例如，单位面积使用大剂量化学品时，接触到皮肤表面的化学品可能是 不限量的。

4.9 温度

化学品的被动吸收受温度的影响。扩散室和皮肤应保持恒定接近于皮肤正常温度(32℃±1℃)。 不同的扩散池要求不同的水浴或加热到一定温度以确保受体/皮肤温度在其正常生理标准。相对湿度  最好在30%～70%之间。

4.10 染毒时间和取样

有可能在整个试验过程都得对皮肤进行染毒，也可染毒较短时间(如模拟人类染毒的特定模型)。 用相应的清洗试剂洗掉过量的受试物，再收集清洗液进行分析，受试物的清洗规程取决于受试物使用  条件，并且应对受试物的清洗规程给出合理说明，通常要求考虑到充分吸收的特征，要进行24 h 采样。 由于皮肤完整性超过24h 就会变差，因此采样时间一般不应超过24h。 对能迅速渗透到皮肤的受试物  可能不用染毒至24 h,但对低速渗透的受试物而言，则需更长时间。接收液采样频率应根据受试物的 吸收特性，采样频率要以图的形式给出，

4.11 结果与分析

试验系统的所有组分应进行分析并测定回收率，包括供给池、皮肤表面清洗液，制备的皮肤以及接  收液/池。在某些情况下，应将皮肤分成染毒面皮肤和接收池凸缘下面的皮肤两部分，从而分为角质层、 表皮和真皮部分进行独立分析。所有这些测试物要求有足够的回收率(放射活性的均数应为100± 10%,任何偏差都应进行解释),应用恰当的技术方法分析接收液、皮肤、皮肤表面清洗液以及仪器清洗  液中受试物的数量。

5 试验数据和报告

5.1 数据

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。对于有限染毒剂 量，应计算从皮肤清洗下的化学品的量、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数量(比率、数量与使用剂量的百分率)。经皮吸收试验的结果有时只能用接收液的数据表示，然而，当受 试物在试验结束时仍残留于皮肤内，总的吸收量应包括残留于皮肤内的数量。对于无限剂最染毒，需要 计算渗透系数(K,),但吸收百分比是没有意义的。

5.2 试验报告

试验报告应包含方案中规定的需求，除包括应用试验系统的证明外，还应包含以下内容：

5.2.1 受试物：

a) 物理特性、理化性质(至少包括相对分子质量和1gP 的分配比)、纯度(放射化学物纯度);

b) 鉴定资料(如批号);

c) 在接收液中的溶解度。

5.2.2 受试物制备：

a) 使用制剂的组分和理由；

b) 均一性。

5.2.3    试验条件：

a) 皮肤来源和位置、制备方法，使用前的储藏条件、所有预处理(清洗、抗生素处理等)、皮肤完整 性测量、代谢状况、使用的理由；

b) 扩散池的设计、接收液的组分、接收液的流速或采样次数和规程；

c) 所用试验制剂的详细资料和剂量选择的依据；

d) 染毒持续时间；

e) 从皮肤清除试验制剂的详细内容，如皮肤冲洗；

f) 分析皮肤的细节以及用于说明皮肤分布的分离技术；

g) 扩散池和仪器清洗的规程；

h) 检测方法、提取技术、检出限以及分析方法的有效性。

5.2.4 结果：

a) 受试物的回收情况(使用剂量=皮肤洗出物+皮肤内的量+接收液十扩散池清洗液);

b) 每个反应池的回收情况；



c) 受试物的吸收情况；

d) 经皮吸收数据(以渗透速度、渗透量或者百分率表示)。

5.2.5 结果讨论。

5.2.6结论

 

本公司经营销售多种体外透皮皮肤，敬请咨询

联系人陈经理
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