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SYIAICRE RLTT, AFAFBHYESS o 0 NAS 4B, R T4 SR BHME#E R1 5571040 i 22 /> 22
EE 90%.

6.2. 6 WG E

SEANMLF PT Yot I T T HERR - B 3L40 T 10000 F 40, 375 41 8 1) %€ S i J5E 11 J LT 34 {4 (MFTD
DLBAEA it (14 Bty 2 280 B 28 1 0 Ao

6. 2. 7 ik it
MF 1= 558 5 1) ) LAR[ ¥ {H

FX 2 G5 5 (RFT) A CD86 AT CD54 ik (4R /KU, B ME S WINAEAS TR AR P i N
BTG 2K MET 32318 1 2 375

oA EEAY 4 REZE MFI— 5ot R AR R 8 71l 1gG B9 MFI
ZAxRMERN MFl— 2831 MERREE »# 1g6 89 MFI

RFI=

1 ERAE



7.1 SEIG KT 44 A

I ok FE 2 4 i P e R KT 90%, AL FE L (1) 40 M B R B KT 50%,  HLBHYEXS F 4111
CD54 [#] RFI KF 200%, 5% CD86 1] RFT AT 150%, B4 X e 41 75 3% /& CD54 /N T 200%F1 CD86
] RFT /T 150%.

7.2 FEA AR VY

FEAS AR 22 /D 2 O TR vy TP ARAT— AN 57 S CD86 [ RF T35 T~ 5K T-150%, 8L 43 /b2
SEARIAT— 7R (I CDSA FIRE 146 T i K F-200%,  TUZ A28 ] HIWr g A v AE I BUOX R . 5 323K
WIAE e TP & (I CD8B IIRF T /N T-150%, 78 &t IS 77 & (R CD5 4 KIRF I /N T-200%, %2R
WITEA S0 64T T TSRS o

VU 45 A SO R BUEORS, $47 FH HAIR0 y ik s — 2P A

8 IEI

BRI IR A /D W Y DU JLAN 5 T A 2

i)
i)
k)

D
m)
n)
0)
p)

G 5 A 4R A 30 A 3 +

MPRIR . R FRARELG

SR I BRI P B A S, S RIS B R AR OC R BRAL PR . A it R 1 0 Rt
WP Al B

RISAF 75, AR AP B

WG 45

TR 3 s

PRI 4518

KEU0 A BAZ TR A 57 N2 DL RS FA7 2 2 sl A 30 & 5



Bt 2
(RAFACI SRS AR P AT - N DRI
ZhiEiATHE (MRS ) )
(BWILERD)

LR
Hhoo ik
| R | AT | B | Rouin | RN | Wi |

e MR T



(R FACA SR AR PSP T3 T —— N R
AN AR IAT S IR WA ) )

CRE IR
AL 4R
Hoo dk
| W | A | W | sl il | GRA | W | W

e BRI



	关于征求《美白类化妆品皮肤变态反应体外测试方法--
	人源细胞系激活试验法（征求意见稿）》等2项团体标准意见的函
	前  言
	1　范围
	2　规范性引用文件
	3　术语及定义
	3.1美白类化妆品  指凡宣称有助于皮肤美白增白的化妆品。
	3.2 人源细胞系激活试验  Human Cell Line Activation Test（H-C
	4　试剂和材料
	FITC标记鼠源单克隆抗人CD86抗体，厂家：美国BD公司，货号：555657。          
	FITC标记小鼠源IgG1抗体，厂家：美国BD公司，货号：555748。
	FITC标记鼠源单克隆抗人CD54抗体，厂家：DAKO公司，货号：#F7143。
	                         或厂家：美国BD公司，货号：555511。
	FITC标记小鼠源IgG1抗体，厂家：DAKO公司，货号：#X0927。
	                或厂家：美国BD公司，货号：555749。      
	4.2 四季青新生小牛血清
	厂家：浙江天杭生物科技有限公司，货号：22011-8612 ，使用经过56℃灭活。
	4.3  RPMI-1640培养液
	4.4 无钙镁的磷酸盐缓冲液
	厂家：GIBCO公司，货号：#14190-136
	4.5 流式上样缓冲液（FACS）
	含有0.1%（w/v）牛血清的DPBS缓冲液
	4.6封闭液
	含有0.01%（w/v）球蛋白的流式上样缓冲液
	4.7 Pen Strep
	4.8 完全培养基
	4.9 细胞株
	THP-1（TIB-202TM）细胞系，来源：美国ATCC细胞资源库。
	试验前确认细胞增殖活力正常且CD86和CD54特异性表面标志物可以稳定表达。
	4.10 溶剂
	 用RPMI-1640培养液作为溶剂，通过超声震荡等方式制成均一的混悬液，现用现配
	4.11 阳性对照

	5　仪器
	5.1 电子天平：精度0.01g。
	5.2 水平式离心机：可设置2-4℃、离心力300-400g的温控离心机。
	5.3 流式细胞仪
	5.4 净化工作台
	5.5 二氧化碳恒温培养箱

	6　测试步骤
	6.1 毒性剂量选择实验
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	6.2.2接触受试物
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	临用前预混悬抗体溶液，将三组细胞离心后，加入50µl预混的抗体稀释液至细胞沉淀中，轻轻用手摇散，在4
	6.2.3流式上样的准备
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	6.2.4收集数据准备
	准备以下几个流式工作表格： 
	I 由FSC(前向角散射)与SSC(侧向角散射)组成的二维图
	II 由FL-1和FL-3组成的二维图
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	6.2.6数据分析
	MFI=荧光强度的几何均值
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	7　结果判定
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	3.3 人源细胞系激活试验  Human Cell Line Activation Test（H-C
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	4.11 阳性对照
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	每孔加500µl的工作液后培养24小时。受试物处理24小时后的细胞转移至样品管中，200g，4ºC离
	6.2.3 封闭及抗体孵育
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