
附件9
90天经皮毒性试验方法
90-day Dermal Toxicity Test
1  范围
本方法规定了动物90天经皮毒性试验的基本原则、要求和方法。
本方法适用于评价化妆品原料的90天经皮毒性。

2  试验目的

通过本试验可获得在一定时期内经皮肤重复暴露受试物可能产生的健康危害的信息，了解其作用靶器官、剂量-反应关系、可逆性以及蓄积的可能性，并估计未观察到有害作用水平（NOAEL）和/或观察到有害作用最低水平（LOAEL），为慢性毒性试验剂量、观察指标、毒性终点的选择及建立人体暴露的安全阈值提供依据。

3  定义

3.1  未观察到有害作用水平 no observed adverse effect level（NOAEL）
在规定的试验条件下，用现有的技术手段或检测指标未观察到任何与受试物有关的毒性作用的最大剂量。
3.2  观察到有害作用最低水平 lowest observed adverse effect level（LOAEL）
在规定的试验条件下，受试物引起实验动物组织形态、功能、生长发育等有害效应的最低剂量。

3.3  靶器官 target organ

实验动物出现由受试物引起的明显毒性作用的器官。

3.4  蓄积毒性 cumulative toxicity

机体以低于急性中毒阈值的剂量反复接触受试物，吸收量大于排出量逐渐累积或毒作用累加，引起功能性或器质性损害的能力。

4  试验的基本原则

受试物以不同剂量每日经皮给予各组实验动物，至少设立3个剂量组和1个对照组，每组1个剂量水平，连续给予至少90 d。通过全面的临床观察、临床检查、大体解剖和组织病理学检查等，系统性地确定靶器官、剂量-反应关系，并最终确定NOAEL和/或LOAEL，为慢性毒性研究和人类风险评估提供关键安全性依据。

5  试验方法

5.1  受试物制备
若受试物为固体，应将其粉碎并用水或无皮肤刺激性、不影响受试物经皮吸收的溶媒和/或赋形剂充分湿润，以保证受试物与皮肤有良好的接触。液体、半固体受试物一般采用原样，根据剂量设计选用适宜的溶媒或赋形剂稀释后（若需）进行试验。采用溶媒或赋形剂时应考虑其对受试物皮肤通透性的影响。常用的溶媒或赋形剂有橄榄油、羊毛脂、凡士林等。
5.2  实验动物和饲养环境
5.2.1 动物种系的选择
可采用成年大鼠、兔或豚鼠进行试验，也可使用其他种属的动物，但需说明理由。建议试验开始时实验动物的体重范围为：大鼠200 ~ 300 g（不超过9周龄）；兔2.0 ~ 3.0 kg；豚鼠350 ~ 450 g。试验开始时同性别体重差异应在平均体重的±20%之内。当该试验作为慢性试验的预备试验时，则在两项试验中所使用的动物品系应当相同。

5.2.2 动物的性别和数量
主试验组每一剂量组实验动物数，啮齿类一般不少于10只/性别，非啮齿类一般不少于5只/性别，皮肤健康完整。雌性应为未妊娠和未经产的动物。应至少在对照组和最高剂量组增设恢复期卫星组，啮齿类一般不少于5只/性别，非啮齿类一般不少于2只/性别。若试验设计包含中期剖检，则应相应增加动物数量。
5.2.3 动物饲养
实验动物及动物试验环境、饲料、饮水均应符合国家相应规定。试验期间，动物自由饮水和摄食。给予受试物期间，建议动物单笼饲养。
5.3  剂量设计
试验剂量的设计可参考急性经皮毒性试验LD50剂量、预试验剂量或相关结构化合物经皮毒性剂量进行。试验时至少要设3个剂量组和1个对照组。如果需要，还应设置溶媒和/或赋形剂对照组。本方法采用等面积给予受试物的方式，即动物在相同体表面积的皮肤区域（如背部脱毛区）给予受试物，应记录受试物浓度（mg/mL或%）和单位面积涂敷量（mg/cm²）。在暴露部位面积不变的情况下，应通过改变受试物浓度进行剂量调整，而不应通过增加厚度或体积来达到增加受试物剂量的目的。除不接触受试物外，对照组的其他条件均与试验组相同。最高剂量的设计应在引起毒性效应的前提下又不致造成动物死亡或严重反应。低剂量应不出现任何毒性作用。若掌握人群接触水平，则最低剂量应不低于人群的实际接触水平。中间剂量可引起较轻的可观察到的毒性作用。若设多个中间剂量组，则各组的剂量应引起不同程度毒性作用。各剂量的组间距以2 ~ 4倍为宜，一般不超过10倍。
若受试物引起严重的皮肤刺激效应，则应降低受试物的使用浓度，尽管这样可导致原来在高剂量下出现的其他毒性作用减弱或消失。若在试验早期动物的皮肤受到严重损伤，则有必要终止试验，并使用较低的浓度重新开始试验。
5.4  限值试验
在本项试验中，如在一个不低于1000mg/kg BW/d的剂量组未产生可观测到的毒性效应，且依据结构相似化合物已有信息预测未提示受试物具有毒性时，可考虑不必进行3个剂量水平的试验。但预期人体暴露量需要更高剂量（大于1000mg/kg BW/d）研究的情形除外。
5.5  受试物给予
动物在试验前至少要在实验室饲养环境中适应5 d时间。给予受试物前24 h，将动物躯干背部受试物暴露区的被毛剪掉或剃除，并确保实验动物皮肤健康完整。一般要求试验期间每周对动物躯干背部的受试物暴露区进行去毛。在使用剪刀或剃刀进行去毛时应特别小心，以防损伤动物的皮肤从而引起皮肤通透性的改变。受试物暴露部位的面积约相当于动物体表面积的10%，且不得低于10%，应通过动物体重确定受试物暴露部位的面积。若受试物毒性较大，则可相对减小受试物暴露区域的面积，但受试物应尽可能薄而均匀地涂敷于整个受试物暴露区域。在给予受试物操作期间应采用合适的装置（如透气性胶带、纱布、无刺激性封闭套）封闭受试物暴露区域，以保证受试物与皮肤有良好的接触，并防止受试物脱落和动物舔食。
原则上实验动物每周7 d、每天经皮暴露6 h，连续至少90 d。若采用其他给予受试物方案（如每周5 d），应说明偏离标准方案的理由并提供支持性数据，明确论证所选方案能够满足研究既定目标。给予受试物结束后用温水轻柔擦拭受试物暴露部位皮肤，去除残留受试物；脂溶性受试物可先用植物油（如橄榄油、玉米油等）擦拭再用温水洗净。恢复期卫星组动物于给予受试物90 d后停止暴露。
5.6  观察指标
5.6.1 临床观察
观察时间至少为90 d。恢复期卫星组在实验结束后继续观察至少28 d（具体时限应根据观察到的效应适当调整），不作任何处理，以了解毒性作用的可逆性、持续性及迟发性。每日应至少观察动物1次，观察时间段尽量相同，或在预期毒性反应出现的时间段观察，记录毒性反应的症状、发生时间、持续时间等。如果出现毒性反应，则应适当增加每日观察次数。试验期间，对体质弱的动物应分笼饲养，对濒死或死亡动物应及时观察并尽可能地采集标本进行检测，并分析原因。
观察应至少包括如下内容：皮肤和被毛的改变，眼和黏膜变化，呼吸、循环、植物神经和中枢神经系统、肢体运动和行为活动等改变。应计算每周饲料消耗量，记录每周体重变化。
5.6.2 眼科检查
在首次给予受试物前、末次给予受试物后及恢复期观察结束时，至少应对最高剂量组和对照组动物进行眼科检查，若发现眼部变化则应对所有动物进行检查。
5.6.3 临床检查
试验结束后，动物应禁食（不同动物品系采用不同的禁食期），麻醉后采血用于血液学、血液生化检查。
5.6.3.1 血液学检查
在中期观察结束（如有设置）、试验结束、恢复期结束时进行检查。应测定血细胞比容、血红蛋白浓度、红细胞计数、网织红细胞计数、白细胞计数和分类、血小板计数、凝血功能（如凝血酶原时间、活化部分凝血活酶时间，必要时可增加凝血酶时间和纤维蛋白原）。

5.6.3.2 血液生化检查
在中期观察结束（如有设置）、试验结束、恢复期结束时进行检查。血清或血浆检查指标包括电解质平衡、碳水化合物代谢、肝功能、肾功能等方面。具体指标包括：钠、钾、葡萄糖、总胆固醇、高密度脂蛋白胆固醇、低密度脂蛋白胆固醇、尿素、尿素氮、肌酐、总蛋白和白蛋白、总三碘甲状腺原氨酸、总甲状腺素、促甲状腺刺激激素，以及至少两种反映肝功能的酶（如丙氨酸氨基转移酶、天门冬氨酸氨基转移酶、碱性磷酸酶、γ-谷氨酰转移酶和山梨醇脱氢酶等）。

根据受试物的毒性特征和临床表现，必要时可测定其他酶（肝脏或其他来源）、胆汁酸、总胆红素、其他激素（如睾酮、雌二醇、卵泡刺激素 、黄体生成素）。
如果受试物的已知特性可能或被怀疑会影响相关代谢谱，还应进行以下指标测定：钙、磷、甘油三酯、特定激素、高铁血红蛋白和胆碱酯酶等。
此外，还可根据所观察到的毒性作用进行其他更大范围的血液生化检查，以便进行全面的毒性评价。
5.6.3.3 尿液检查
一般不需要进行，只有当怀疑存在或观察到相关毒性作用时方需进行尿液检查。在试验结束时建议采用代谢笼收集动物尿液，记录尿液外观，测定尿比重、pH、尿蛋白、尿糖和潜血等。
5.6.3.4 本底资料
如本实验室同物种、同品系且采集条件相似的历史性本底资料不够充分时，必要时可在试验开始前考虑血液学和血液生化学指标的测定。
5.6.4 病理检查
5.6.4.1 大体解剖
所有存活动物均应进行全面的大体解剖，内容包括动物的外观、所有孔道，颅腔、胸腔、腹腔及其内容物。观察并记录大体解剖出现异常的脏器。
需要剖检的脏器有：脑（大脑、小脑、延髓/脑桥）、脊髓（包括颈、胸、腰段）、垂体、甲状腺、甲状旁腺、胸腺、食管、唾液腺、胃、小肠和大肠（十二指肠、空肠、回肠、盲肠、结肠、直肠）、肝、胰、肾、肾上腺、脾、心脏、肺（含气管）、主动脉、卵巢、子宫、子宫颈、阴道、睾丸、附睾、前列腺+精囊（含凝固腺）、乳腺、膀胱、胆囊（如存在）、有代表性的淋巴结（一个与受试物给予途径相关，另一个在较远距离）、坐骨神经、骨骼肌、胸骨（包括骨髓）、股骨（包括关节面）、皮肤（正常皮肤和受试物暴露区的皮肤）、眼（如眼科检查中观察到异常）和病变组织。将上述组织和器官保存在固定液中，以便日后进行组织病理学检查。
需要称量的脏器有：肝、肾、肾上腺、睾丸、附睾、前列腺+精囊（含凝固腺）、子宫、卵巢、胸腺、脾、脑、心脏、甲状腺、垂体。计算脏器系数（以g/100g BW或mg/100g BW表示）。上述脏器应在分离后尽快称重以防水分丢失。较小脏器（如甲状腺、垂体等）可在固定后称重。
当受试物毒性作用提示可能为靶器官时，且未包含在上述已列出的脏器范围内，也需要剖检并进行组织病理学检查。
当受试物可能具有内分泌效应时，应系统评估内分泌敏感指标。必选指标有睾丸、附睾、肾上腺、前列腺+精囊（含凝固腺）、子宫、卵巢、垂体、甲状腺的重量和甲状腺（含甲状旁腺）、肾上腺、垂体、睾丸、附睾、前列腺+精囊（含凝固腺）、卵巢、子宫、子宫颈、阴道、乳腺的组织病理学检查，以及阴道涂片（剖检时采集）。可选指标有胰岛的组织病理学检查，及精子参数分析（包括精子数量、精子形态学和精子活力测定）。上述分析可仅限于最高剂量组和对照组动物，但若观察到与受试物相关的内分泌效应，则应对所有动物进行检查。
5.6.4.2 组织病理学检查
应对下述组织和器官进行组织病理学检查：
（1）所有最高剂量组和对照组动物上述组织和器官，如最高剂量组动物的组织或器官有组织病理学病变，则应扩展至其他剂量组动物相应的组织和器官。
（2）各剂量组动物大体解剖肉眼观察有异常的组织或器官。
（3）各剂量组动物的靶器官。
（4）在受试物剂量组出现毒性作用的组织或器官，恢复期卫星组应对其进行组织病理学检查。
6  试验结果的评价

6.1  结果的处理
所有数据应通过表格形式汇总，显示试验开始时各组动物数、试验期间死亡或人道处死的动物数量及时间、出现毒性症状的动物数和症状描述（包括出现时间、持续时间和严重程度），以及出现病变的动物数、病变类型及各类型病变动物的百分比。对所有数据应采用适当的统计学方法进行评价，统计学方法应在试验设计阶段予以确定。
6.2  结果评价
90天经皮毒性试验结果应结合前期试验结果，并结合毒性效应指标、大体解剖和组织病理学检查结果进行综合评价。安全性评价应包括受试物给予剂量与是否出现毒性反应、是否有蓄积毒性、毒性反应的发生率及其程度之间的关系。这些反应包括行为或临床异常、体重、摄食量、肉眼可见的损伤、靶器官、临床检查、病理检查以及其他一般或特殊的毒性作用。在综合分析的基础上得出90天经皮毒性的NOAEL和/或LOAEL，为慢性毒性试验的剂量、观察指标的选择提供依据。
7  试验结果的解释

90天经皮毒性试验能够提供受试物在经皮反复接触时的毒作用资料，可为确定人群安全接触水平或健康指导值提供有用的信息。然而，该试验结果外推到人的程度有限，须谨慎其结果的直接应用。



