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化妆品影响经表皮水分流失测试方法
[bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc24884211]范围
[bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc17233326]本标准规定了化妆品影响经表皮水分流失的一种测试方法。
本标准适用于护肤膏霜、护肤乳液、化妆水、护肤啫喱等化妆品对屏障受损皮肤的经表皮水分流失恢复过程影响的测试。
化妆品原料影响经表皮水分流失测试可参照本方法。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc26986531]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法
《化妆品安全技术规范》（2015版）
术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
基本原则
化妆品人体功效评价检验应符合国际赫尔辛基宣言的基本原则，要求受试者签署知情同意书并采取必要的医学防护措施，最大程度地保护受试者的利益。
被测化妆品应为微生物学指标、有害物质限值和理化指标检验合格的产品，化妆品人体功效检验之前应先完成毒理学检验及人体皮肤斑贴试验，并出具书面证明，试验不合格的样品不再进行人体功效检验。其中毒理学检验和人体皮肤斑贴试验的检测方法及合格判断标准均按照《化妆品安全技术规范》中的要求执行。
采用随机盲法对照试验。
原理
基于菲克扩散定律，在规定的温湿度条件下，通过测量单位时间、单位横截面积，近表皮（近1 cm以内）上不同点的水蒸气分压梯度，得到经表皮水分流失TEWL（Transepidermal Water Loss）值。
菲克扩散定律见公式（1）。

	 	()
式中：
m──水分流失量，单位为克（g）；
t──时间，单位为小时（h）； 
D──扩散常数，0.0877[克/（米·小时·毫米汞柱）][（g/m·h·mmHg）]；
A──测试横截面积，单位为平方米（m2）；
p──水蒸气分压，单位为毫米汞柱（mmHg）；
x──不同点温湿度传感器间距离，单位为米（m）。
毫米汞柱为非法定计量单位，1mmHg = 133.32 Pa。

在测试条件下，得到的TEWL值越高，代表单位时间、单位横截面积的经表皮水分流失量越多； TEWL值越低，代表单位时间、单位横截面积的经表皮水分流失量越少。
试剂和材料
实验室用水：采用GB/T 6682中的三级水。
十二烷基硫酸钠：分析纯。
1%的十二烷基硫酸钠溶液：称取十二烷基硫酸钠（6.2）1.0 g（精确到0.0001 g），用99.0 g水（6.1）溶解配成1%（w/w）的十二烷基硫酸钠溶液。
[bookmark: _Hlk524559544]斑试器：合格斑试器材（直径为18 mm、深度为1.2 mm）及相应滤纸片。
无屑吸水干纸巾。
仪器
开放室经表皮水分流失测试仪，如：Tewameter或相当者。
分析天平：精度0.0001 g。
单通道移液器：精度0.1 µL。
试验条件和受试者要求
测试条件
测试环境温度：20 ℃～22 ℃，相对湿度：40%～60%，并且进行实时动态监测。
测试过程中的测试条件保持一致，如：测试者、场所、仪器等。
样品使用要求
提供的样品量应满足受试者累计使用量。提供《样品使用说明》，明确样品的使用方法（包括使用部位、使用方式、每次使用量、使用频次、注意事项等），并采取措施确保受试者按照要求使用。
受试者要求
受试者人数
确保人数设定有效例数不低于 30 例。
受试者要求
18岁～60岁符合试验要求的志愿者。
不能选择有以下情况者作为受试者：
近一周使用抗组胺药或近一个月使用过免疫抑制剂者；
近两个月受试部位使用任何抗炎药物者；
受试者患有炎症性皮肤病临床未愈者；
胰岛素依赖糖尿病患者；
正在接受治疗的哮喘或其他慢性呼吸系统疾病患者；
近六个月内接受抗癌化疗者；
免疫缺陷或自身免疫性疾病患者；
哺乳期或妊娠妇女；
双侧乳房切除及双侧腋下淋巴结切除者；
在皮肤待试部位由于瘢痕、色素、萎缩、鲜红斑痣或其他瑕疵而影响试验结果的判定者；
参加其他的临床试验研究者；
体质高度过敏者；
非志愿参加者或不能按试验要求完成规定内容者。
[bookmark: _Hlk528396098]试验期间的要求
受试部位禁止使用影响测试的制剂。
受试部位使用的清洁产品和使用状况与日常一致。
受试者以室内活动为主，避免长期暴露在光照下。
仪器使用要求
按开放室经表皮水分流失测试仪使用说明进行测试。测量TEWL值时，仪器探头须置于斑贴区域中心位置。测量时，取TEWL值曲线的10个连续点的平均值[其标准差应小于0.2 g/(h∙m2)]作为测量值。
测试步骤
皮肤屏障受损状态的建立
将 200 µL±10 µL十二烷基硫酸钠溶液（6.3）注入斑试器小室内，浸润滤纸片，用低致敏胶带贴敷于受试者左、右前臂曲侧，左右各3个，相邻斑试器小室边缘间距不小于 3 cm，用手掌轻压使之均匀地贴敷于皮肤上，持续 24 h。
去除斑试器后，受试者在符合标准的测试环境中静坐 30 min（待压痕消失后），测量各斑贴区域中心位置的 TEWL值，每区域测量一次，测量结果以单臂 3个斑贴区域TEWL值的平均值表示，作为初始值。
静坐期间，受试者不能喝水和饮料。前臂暴露，呈测试状态放置，保持放松，避免触碰斑贴区域。
测定
TEWL初始值测量结束后，当日开始按《样品使用说明》使用样品。
受试者左、右前臂曲侧随机分为样品涂抹侧和对照侧，每侧均包含3个斑贴区域，确保样品涂抹侧和对照侧在统计学上达到平衡。
每次测量前，用清水清洁受试部位，并用无屑吸水干纸巾吸干。在符合标准的测试环境中静坐至少20 min，不能喝水和饮料，前臂暴露，保持放松，避免触碰斑贴区域。
在设定的测量时间点，测量各斑贴区域中心位置的TEWL值，各区域测量一次，测量结果以单臂3个斑贴区域内TEWL值的平均值表示。
设定的测量时间点间隔不少于1 d，可根据产品评价需要设定多个测量时间点，整个测试周期通常不超过14 d。
同一个受试者的测试必须使用同一仪器由同一测试人员完成。
化妆品测试时，受试者按照《样品使用说明》使用样品，样品需完全覆盖样品涂抹侧斑贴区域。对照侧为空白对照。
样品使用期间如受试者皮肤出现不良反应，应立即终止测试，并对受试者进行适当医治。对不良反应应予以记录。
结果计算
对样品涂抹侧和对照侧的 TEWL平均值进行描述性统计，包括数量、均值、标准差、最小值、中位值和最大值等。 
分别计算样品涂抹侧和对照侧TEWL平均值的变化率，见公式（2），然后利用此变化率，统计分析不同测量时间点样品涂抹区域和对照区域的差别。
 
		()
式中：
T0（TEWL值）——单臂 TEWL初始值；
Tn（TEWL值）——不同测量时间点的单臂 TEWL值。
如测试数据为正态分布，则采用 t 检验方法进行统计分析；如测试数据为非正态分布，则采用秩和检验方法进行统计分析。 
统计方法均采用双尾检验，检验水准α = 0.05。
结果判定
阳性结果：与对照侧相比，样品涂抹侧 TEWL值的变化率呈显著性差异，表示被测样品对屏障受损皮肤的经表皮水分流失的恢复有促进效果。
阴性结果：与对照侧相比，样品涂抹侧 TEWL值的变化率无显著性差异，表示被测样品对屏障受损皮肤的经表皮水分流失的恢复无促进效果。
注：该标准不是化妆品影响经表皮水分流失测试的唯一方法。
试验报告
试验报告至少应给出以下几个方面的内容：
1. 识别被测样品所需全部资料；
试验所采用的方法；
试验设定时间；
试验结果：包括每个受试者每次试验的结果，按规定的方法进行数据处理；
试验结论：根据统计结果得出被测样品是否对屏障受损皮肤的经表皮水分流失的恢复
有促进功效；
试验中的异常现象；
试验的日期；
报告后附测试环境温度湿度动态记录；
检验者、校核人和技术负责人分别签字以及检验单位公章或检验专用章。
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