附件8
胶原蛋白凝胶眼刺激性试验方法
Vitrigel-Eye Irritancy Test Method
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本方法规定了胶原蛋白凝胶眼刺激性试验的基本原则、要求和方法。
本方法适用于单一成分的化妆品用化学原料眼刺激性的评价。
2  试验目的
定性预测和评价化妆品用化学原料对眼睛的刺激性。
3  定义
3.1  眼刺激性 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  跨膜电阻 transepithelial electrical resistance，TEER
跨细胞层的电阻，表征小室细胞层的完整性。
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[bookmark: _Toc5064]在胶原蛋白凝胶膜上培养人角膜上皮细胞（HCE-T）构建角膜上皮模型，模拟人角膜上皮组织的屏障结构，暴露于固定浓度 2.5%（w/v）的受试物后，通过检测角膜上皮模型TEER随时间的变化，来判断模型的屏障破坏程度，进而定性预测和评价受试物的眼刺激性。
[bookmark: _Toc155249918][bookmark: _Toc61358978]5  试验材料与试剂
[bookmark: _Toc155249919]5.1  细胞株
采用HCE-T细胞，该细胞为贴壁生长。要求来源清晰可追溯，代数明确（＜ 25代）。
5.2  培养基
采用DMEM-F12（1：1）混合培养基，加入5%胎牛血清、5 μg/mL人重组胰岛素、10 ng/mL人重组表皮生长因子、0.5%二甲基亚砜（DMSO）、100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素。
5.3  胶原蛋白凝胶小室
胶原凝胶脱水形成高密度胶原纤维薄膜，置于嵌入型细胞培养皿底部形成胶原蛋白凝胶小室。
5.4  电阻仪
使用低压交流电电阻仪进行测量，频率为50 ～ 1000 Hz，测量范围为0.1 ～ 3 kΩ。长电极和短电极之间的距离应是固定的。电阻测量过程中，电极浸入小室内外溶液的深度应是固定的。测试前应检查电阻仪的灵敏度。取两个无凝胶膜的小室分别置于12孔板中，向两个孔中分别加入3.0 mL 0.45%和0.90%氯化钠溶液（生理盐水），在25 ± 5℃下测量TEER，两者TEER相差应满足≥60 Ω·cm2。
[bookmark: _Toc155249922]6  试验方法
6.1  受试物的配制
受试物溶液或悬浮液由培养基配制，浓度为2.5%（w/v）。受试物应能在培养基中溶解或均匀分散至少3 min。优先选择手动混匀。若受试物不能溶解，则依次选择下述方法促进溶解：
a. 涡旋，时间不超过1 min；
b. 超声，时间不超过20 min；
c. 加热，最高温度不超过70 ℃。
受试物应在使用前新鲜配制，否则必须证实储存不影响其稳定性。本方法不适用于pH≤5的受试物溶液或悬浮液。
6.2  对照溶液的配制
阳性对照溶液：称取250 mg苯扎氯铵，溶解于10 mL培养基中，配制成2.5%（w/v）的溶液，可超声加速溶解，现用现配。
参考品对照溶液：称取250 mg（约318 μL）无水乙醇，溶解于10 mL培养基中，配制成2.5%（w/v）的溶液，现用现配。
阴性对照溶液：称取250 mg（约249 μL）生理盐水（0.9%氯化钠溶液），溶解于10 mL培养基中，配制成2.5%（w/v）的溶液，现用现配。
[bookmark: _Toc155249923]6.3  角膜上皮模型的制备
6.3.1 胶原蛋白凝胶小室的准备
从4 ℃冰箱取出含有胶原蛋白干凝胶的小室，放入12孔板中，恢复至室温，向小室外侧（下室）和内侧（上室）分别加入1.5 mL和0.5 mL培养基，平衡10 min。
6.3.2 角膜上皮模型的构建
将小室外侧的培养基更换为1.5 mL新鲜培养基，吸走小室内侧的培养基，向小室内侧加入0.5 mL密度为1.2×105个细胞/mL的细胞悬液（即6×104个细胞/小室，由完全培养基配制），于37 ℃、5%CO2培养箱中培养2 d后，更换小室外侧的培养基，吸走小室内侧的培养基，气-液界面培养4 d，隔天更换小室外侧培养基。
6.3.3 TEER的测定
气-液界面培养4 d后，测定TEER。更换小室外侧的培养基为1.5 mL新鲜培养基，向小室内侧加入0.5 mL新鲜培养基，保持培养基的温度为28 ± 2 ℃，将电阻计的长电极和短电极分别插入小室的外侧和内侧，测定模型总TEER，当模型总TEER介于140 ～ 220 Ω·cm2之间时方可用于样品测定。
[bookmark: _Toc155249924]6.4  样品测定
6.4.1 分组
2.5%（w/v）的受试物用于试验。应设定空白对照、阴性对照、参考品对照和阳性对照。未接种细胞的胶原蛋白凝胶为空白对照。生理盐水、乙醇和苯扎氯铵分别为阴性、参考品和阳性对照。每组设置3个重复试验。
6.4.2 受试物的暴露和TEER测定
更换小室外侧培养基为1.5 mL新鲜培养基，向小室内侧加入0.5 mL待测液，记录3 min内模型TEER值的变化，每10 s记录一次，试验温度为28 ± 2 ℃。角膜上皮模型应在从CO2培养箱中取出后2 h内进行实验。
[bookmark: _Toc155249926]6.5  计算
[bookmark: _Hlk155250410]以暴露时间（s）为横坐标，以[image: ][image: ]在初始值中百分比（%）为纵坐标作图（图1）。[image: ][image: ]计算见公式1。根据图1计算延迟时间（s）、强度（%/s）和坪值（%），计算公式见公式2 ～ 公式4。
[image: ]
图1 受试物暴露角膜上皮模型后TEER值变化示意图
	[image: ][image: ]	公式1
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	[image: ][image: ]	公式3
	[image: ][image: ]	公式4
其中，[image: ][image: ]为模型总电阻值；[image: ][image: ]为空白模型电阻值；有效面积为角膜上皮模型的面积；[image: ][image: ]为与初始值相比TEER降低[image: ][image: ]3%时的第一个时间点；[image: ][image: ]为[image: ][image: ]后，满足[image: ][image: ]的起始时间点；[image: ][image: ]为[image: ][image: ]；[image: ][image: ]、[image: ][image: ]和[image: ][image: ]分别为[image: ][image: ]、[image: ][image: ]和[image: ][image: ]时对应的[image: ][image: ]。如果在180 s内无法获取[image: ][image: ]，则可将延迟时间记为“＞180 s”。如果[image: ][image: ]和[image: ][image: ]或仅[image: ][image: ]无法获取时，可分别设定[image: ][image: ]和[image: ][image: ]或[image: ][image: ]以计算强度和坪值。
[bookmark: _Toc155249927]6.6  结果评价
根据表1结果判断进行刺激性判定。
表1 结果判断
	条件
	结果

	[bookmark: _Hlk161307994][bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK13]延迟时间≤180 s，或强度≥0.05%/s，或坪值＞5.0%
	无法判定

	[bookmark: _Hlk161307922]延迟时间＞180 s，且强度＜0.05%/s，且坪值≤5.0%
	无刺激性


[bookmark: _Toc155249928]6.7  系统成立的条件
[bookmark: _Toc155249929]需同时满足以下4个条件，试验方能成立： 
（1）阴性对照坪值≤5%；
[bookmark: OLE_LINK5]（2）阳性对照坪值≥40%；
（3）参考品对照坪值≥10%；
（4）每个样品三次重复测定的电阻值的标准偏差应≤15%。
7  结果解释
当无法判断受试物是否具有眼刺激性时，需要采用其他试验进一步研究确证。
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