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一种体外皮肤腐蚀性试验替代方法的建立
罗飞亚，张露勇，邢书霞∗，王钢力

（中国食品药品检定研究院，北京　 １０００５０）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立皮肤腐蚀性的体外检测方法—大鼠经皮电阻试验（ＴＥＲ），优化 ＯＥＣＤ 指南标准 ＴＧ ４３０
大鼠经皮电阻方法结果判定标准，并评价该方法作为替代方法用于评估化妆品原料的皮肤腐蚀性检测可行性。 方

法　 参照经合组织（ＯＥＣＤ）化学品检测指南中 ＴＧ ４３０ 体外皮肤腐蚀性大鼠经皮电阻试验的流程，使用 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠

对 １６ 种参考化学物质进行皮肤腐蚀性检测，设定不同的判定标准方案，通过对比筛选出最优的判定标准方案；并
在 ５ 个实验室间进行 １１ 种参考物质的结果比对。 结果　 改良后的 ＴＥＲ 结果判定方案结论与参考化学物质的实际

腐蚀性结果具一致性（Ｋａｐｐａ 值 ０􀆰 ６４），改良方案 Ｂ 的特异性为 ６６􀆰 ７％ ，敏感性为 １００％ ，效能最高；实验室间比对

结论差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），实验室间对 １１ 种参考物质的判定一致率为 ７２􀆰 ７％ 。 结论　 经改良的大鼠经皮电阻

试验可较好的筛选化学物质的腐蚀性，有望在我国的替代毒理学及化学物质安全性评价中发挥重要的作用。
【关键词】 　 大鼠经皮电阻试验；皮肤腐蚀性；替代方法；安全性评价；离体皮肤

【中图分类号】 Ｑ９５⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７（２０１８） ０３⁃０３６５⁃０７
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５ － ４８４７􀆰 ２０１８􀆰 ０３􀆰 ０１５

Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔ ｓｋｉｎ ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ （ＴＥＲ） ａｓ ａｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｒｅｐｌａｃｅ ｔｈｅ

ａｎｉｍａｌ ｓｋｉｎ ｃｏｒｒｏｓｉｏｎ ｔｅｓｔ
ＬＵＯ Ｆｅｉｙａ， ＺＨＡＮＧ Ｌｕｙｏｎｇ， ＸＩＮＧ Ｓｈｕｘｉａ∗， ＷＡＮＧ Ｇａｎｇｌｉ

（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００５０，Ｃｈｉｎａ）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＸＩＮＧ Ｓｈｕｘｉａ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｉｎｇｓｈｕｘｉａ２００７＠ １６３． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ａｎ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｃｏｒｒｏｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ （ ＴＥＲ） ｔｅｓｔ， ａｎｄ ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｉｎ ＯＥＣＤ ＴＧ ４３０ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＯＥＣＤ ＴＧ ４３０ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ， Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔ ｓｋｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ ＴＥＲ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ １６ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ， ａｎｄ
ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｖｉａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉａ． Ｔｈｅ ｐｒｏｇｒａｍ Ｂ ｗａｓ ｃｈｏｓｅｎ ｔｏ ｍａｋｅ ｉｎｔｅｒ⁃ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ５ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ｂｙ ｔｅｓｔｉｎｇ １１ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ
ｔｈｅ ＴＥＲ ｔｅｓｔ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｃｏｒｒｏｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ １６ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｗｅｒｅ ａｃｃｏｒｄａｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄａｔａ （Ｋａｐｐａ ｖａｌｕｅ ＝ ０􀆰 ６４）．
Ｔｈｅ ｐｒｏｇｒａｍ Ｂ ｗａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｏｐｔｉｍａｌ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉａ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｗａｓ ６６􀆰 ７％ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ １００％ ．
Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｒｒｏｓｉｏｎ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｓ ｏｆ ５ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ５
ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ｗａｓ ７２􀆰 ７％ ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ （ＴＥＲ） ｔｅｓｔ ｉｓ ａｎ ｆｅａｓｉｂｌｅ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｔｏｏｌ ｆｏｒ
ｓｋｉｎ ｃｏｒｒｏｓｉｏｎ ｔｅｓｔｉｎｇ， ａｎｄ ｍａｙ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｇｏｏｄ ｉｎｔｅｒｉｍ ｔｅｓｔ ｔｏ ｒｅｐｌａｃｅ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｅｓｔ ｗｉｔｈ ｔｈｉｓ ｅｘ ｖｉｖｏ ｔｅｓｔ ｉｎ ｃｏｓｍｅｔｉｃｓ
ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓａｆｅｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ， ｔｈｕｓ， ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｕｓａｇｅ ｉｎ ｏｕｒ ｃｏｕｎｔｒｙ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； ＴＥＲ； ｓｋｉｎ ｃｏｒｒｏｓｉｏｎ； ａｎｉｍａｌ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄｓ； ｓａｆｅｔｙ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ； ｅｘ ｖｉｖｏ ｓｋｉｎ



中国实验动物学报 ２０１８ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０１８，Ｖｏｌ． ２６􀆰 Ｎｏ． ３

Ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ： Ｗｅ ｄｅｃｌａｒｅ ｔｈａｔ ｗｅ ｈａｖｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ．

　 　 近年，随着动物福利和动物保护的“３Ｒ”（减少

Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ、优化 Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ、替代 Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）原则

的提出，以及世界范围内化妆品及化学品动物试验

禁令的推行［１ － ５］，在毒理学安全性评价领域中，动物

替代检测技术受到特别的关注［６ － １０］。 大鼠经皮电

阻试验（ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ，ＴＥＲ）
是利用大鼠背部离体皮肤检测腐蚀性，与传统的家

兔试验相比，ＴＥＲ 减少动物数量、减轻动物痛苦，符
合“３Ｒ”原则［１１ － １２］。 目前国内对该方法的建立和使

用报道还较少［１３ － １４］，本研究在参照经济合作与发展

组织 （ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｃｏ⁃ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ＯＥＣＤ） 化学品安全性检测指南的基

础上，对 ＴＥＲ 结果判定的程序进行改良和验证。 该

方法在 ２０１７ 年 ８ 月被国家食品药品监督管理总局

纳入《化妆品安全技术规范》 （２０１５ 版） ［１５］，作为化

妆品用化学原料皮肤腐蚀性的替代检测方法［１６］。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级Ｗｉｓｔａｒ 种大鼠，鼠龄 １８ ～ ２１ ｄ，体重 ６０ ～
８０ ｇ，由中国食品药品检定研究院实验动物资源中

心提供【ＳＣＸＫ（京）２０１４ － ００１３】。 动物试验环境条

件为屏障环境【ＳＹＸＫ（京）２０１６ － ０００４】，温度 ２２ ～
２４℃，相对湿度 ５０％～ ７０％ ，动物自由饮食，日光灯

１２ ｈ 照明。 大鼠皮肤应健康无破损，实验前动物在

实验动物房环境中至少适应 ３ ｄ。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂

从 ＯＥＣＤ 推荐的参考物质及实验室常用皮肤腐

蚀性化妆品原料中选择了 １６ 种已知皮肤腐蚀性的

化学物质作为受试物，包括：４⁃氨基⁃１，２，４⁃三氮唑

（ＴＣＩ）、丁子香酚（国药集团北京分公司）、溴乙基苯

（Ａｌｏｒｉｃｈ）、四氯乙烯（国药集团北京分公司）、异硬

脂酸（Ａｄａｍａｓ）、４⁃甲硫基⁃苯甲醛（ＴＩＣ）、异丙醇（国
药集团北京分公司）、月桂酸（国药集团北京分公

司）、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ， ２０％ ｗ ／ ｖ， Ｓｉｇｍａ）、Ｎ，
Ｎ⁃二甲基亚二丙基三胺（Ａｄａｍａｓ）、邻叔丁基苯酚

（ＴＣＩ）、氢氧化钾 （１０％ ｗ ／ ｖ，国药集团北京分公

司）、硫酸（１０％ ｗ ／ ｖ，国药集团北京分公司）、辛酸

（国药集团北京分公司）、１，２⁃丙二胺（国药集团北

京分公司）、丙烯酸（国药集团北京分公司）。 以盐

酸（１０ ｍｏｌ ／ Ｌ、８ ｍｏｌ ／ Ｌ）作为阳性对照，去离子水作

为阴性对照。 同时，去离子水作为溶剂，配制电解

液（１５４ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４）、罗丹明 Ｂ 染料（１０％ ｗ ／ ｖ
ＳＲＢ）、染料萃取液（３０％ ｗ ／ ｖ ＳＤＳ）。
１􀆰 １􀆰 ３　 仪器

大鼠经皮电阻仪委托北京华清天禧医药科技

有限公司研制，仪器参数符合 ＯＥＣＤ 指南要求（工
作电压 ２２０ Ｖ，５０ Ｈｚ，交流电，工作电极为 ２ 根 ２１６
惰性银电极），皮肤固定装置选用聚四氟乙烯参照

ＯＥＣＤ 指南装置示意图及尺寸要求制作［１１］。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 大鼠经皮电阻仪 ２４ ｈ 稳定性

选取同一只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠（２９ ｄ）背部靠近脊柱两

侧的皮肤，将皮肤固定于蜡板上，剃除被毛及多余

的脂肪组织，制成直径约 ２０ ｍｍ 的小皮片 ５ ～ ６ 块，
将小皮片表皮面向上固定在聚四氟乙烯管末端，剪
去多余皮肤。 在 ２４ ｈ 内分别选取 ０、０􀆰 ５、１、１􀆰 ５、２、
２􀆰 ５、３、３􀆰 ５、４、５、６、８、２０、２２、２３ 和 ２４ ｈ 的时间点，对
大鼠皮片进行电阻值（ＴＥＲ）读数，该过程重复 ３ 次，
统计结果。
１􀆰 ２􀆰 ２　 大鼠经皮电阻试验［１１ － １２］

选用 ２２ ｄ 龄的 Ｗｉｓｔａｒ 雄性大鼠，剃去背部和两

侧被毛，间隔 ３ ｄ 以含抗生素溶液浸洗去毛区 ２ 次，
第 ２９ 天时牺牲大鼠（大鼠牺牲时间必须在第 ２８ ～
３０ 天内），剪取去毛区皮肤，小心剔除皮下脂肪，表
皮面向上以胶圈固定于大鼠经皮电阻仪的皮肤固

定装置上（聚四氟乙烯管），剪去多余皮肤。 试验前

向管内加入 １ ｍＬ 硫酸镁溶液（１５４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），接上

电极测定 ＴＥＲ 值，大于 ２０ ｋΩ 者可用。
液体受试物 １５０ μＬ 直接加入管内皮片的表皮

面，固体受试物先研磨成细粉，取足量（约 １００ ｍｇ）
撒在皮片上，再加 １５０ μＬ 去离子水润湿。 加样的皮

片室温静置 ２４ ｈ 后以流水轻柔地冲洗以去除受试

物，用洗瓶向皮片表面滴加足量体积分数为 ７０％的

乙醇，５ ｓ 后去除乙醇，再以流水清洗。 尽量去除净

受试物后，向管内加入 １ ｍＬ 硫酸镁溶液，接上电极

测定 ＴＥＲ 值。 记录 ＴＥＲ 值后，去除管中的硫酸镁

溶液，肉眼检查并纪录皮片的损伤情况。
１􀆰 ２􀆰 ３　 罗丹明 Ｂ（ＳＲＢ）染料渗透量测定

向管内皮片表面滴加 １５０ μＬ １０％ ＳＲＢ 水溶

液，室温静置 ２ ｈ，以流水轻柔的冲洗皮片，去除多余

的 ＳＲＢ，小心的将皮片取下，放入含 ８ ｍＬ 双蒸水的

离心管中轻柔震摇 ５ ｍｉｎ，换干净的双蒸水重复清洗

６６３
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１ 次，将皮片放入 ５ ｍＬ ３０％ 的 ＳＤＳ 水溶液中，６０℃
水浴提取过夜，去除皮片，剩余提取液以 １９００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ８ ｍｉｎ（相对离心力 １７５ｇ），取上清液 １ ｍＬ 加

４ ｍＬ３０％ ＳＤＳ 溶液至 ５ ｍＬ，测吸光值（λ ＝ ５６５ ｎｍ）。
１􀆰 ２􀆰 ４　 结果判定标准方案

标准方案 Ｓ：按 ＯＥＣＤ ＴＧ４３０ 的判定程序，ＴＥＲ
＞ ５ ｋΩ 为非腐蚀性（ＮＣ）；对于 ＴＥＲ ≤ ５ ｋΩ 且肉

眼观察皮片有明显损伤判为腐蚀性（Ｃ）；ＴＥＲ ≤ ５
ｋΩ 且肉眼观察皮片没有明显损伤的进行染料渗透

量测定；染料渗透量大于或等于 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸的为

Ｃ，染料渗透量小于 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸的为 ＮＣ。
调整方案 Ａ：程序同方案 Ｓ，而判定界值改为

１５ ｋΩ。
调整方案 Ｂ：ＴＥＲ ＞ １５ ｋΩ 为 ＮＣ，ＴＥＲ ＜ ５ ｋΩ

且肉眼观察皮片有明显损伤判定为 Ｃ；ＴＥＲ 为 ５ ～
１５ ｋΩ 且肉眼观察皮片未见明显损伤的，或 ３ 个平

行样的 ＴＥＲ 值在界值（５、１５ ｋΩ）上下波动的或肉眼

可见皮片明显破损、变色、变硬等可疑情况，需进行

染料渗透量测定，染料渗透量大于或等于 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ
盐酸的为 Ｃ，染料渗透量小于 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸的

为 ＮＣ。
调整方案 Ｃ：程序同方案 Ｓ，而染料渗透量判定

标准为 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸。
调整方案 Ｄ：程序同方案 Ａ，而染料渗透量判定

标准为 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸。
调整方案 Ｅ：程序同方案 Ｂ，而染料渗透量判定

标准为 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸。
１􀆰 ２􀆰 ５　 实验室间比对

在实验室建立 ＴＥＲ 试验方案后，选取 １１ 种参

考物质发送至另外 ４ 家实验室进行 ＴＥＲ 检测，其中

３ 家实验室使用本实验室相同的大鼠经皮电阻仪，１
家实验室使用自主研发的大鼠经皮电阻仪［１７］。 收

集 ４ 家实验室的数据并统一以方案 Ｂ 的判定标准

判定结果，对比各实验室的结果。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠经皮电阻仪 ２４ ｈ 仪器稳定性结果

正常大鼠皮片 ＴＥＲ 值变化如图 １ 所示，在皮片

置于皮肤固定装置后 ２ ～ １０ ｈ 内，ＴＥＲ 值明显降低，
２４ ｈ 后稳定在 １５ ～ ３０ ｋΩ。 ３ 次重复试验 ＴＥＲ 值变

化趋势一致。

注：Ｅ１⁃３ 分别为 ３ 次 ２４ ｈ 稳定性监测曲线。

图 １　 大鼠经皮电阻仪 ２４ ｈ 稳定性监测结果

Ｎｏｔｅ． Ｅ１⁃３ ｓｈｏｗｎ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ３ ｔｉｍｅｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ２４ ｈ ＴＥＲ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

２􀆰 ２　 ＴＥＲ 各方案腐蚀性结果判定及真实性分析

依据不同的判断方案，采用 ＴＥＲ 方法对 １６ 种

参考物质进行腐蚀性判断，结果如表 １ 所示，参考物

质的腐蚀性强弱与 ＴＥＲ 值存在一定关联性。 ＴＥＲ
值越高，其腐蚀性越弱。 阴性对照（双蒸水）ＴＥＲ 平

均值为 １８􀆰 ３６ ｋΩ，符合 ＯＥＣＤ 操作指南的参考数据

（１０ ～ ２５ ｋΩ），阳性对照 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸的 ＴＥＲ 平均

值 ３􀆰 ９３ ｋΩ，８ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸的 ＴＥＲ 平均值 ３􀆰 ３５ ｋΩ，
略高于 ＯＥＣＤ 的参考数据（０􀆰 ５ ～ １􀆰 ０ ｋΩ）。 ＯＥＣＤ
操作指南的标准判定方案规定当 ＴＥＲ ＞ ５ ｋΩ 时，
且皮片肉眼观察无明显损伤，受试物直接判定为非

腐蚀性。 在本研究中，大鼠经皮电阻仪的读数均偏

高，很多腐蚀性参考物质的 ＴＥＲ 值大于 ５ ｋΩ 且肉

眼观察皮片无损伤，但是通过罗丹明 Ｂ 染色后，染
料渗透量大于阳性对照组的染料渗透量，符合

ＯＥＣＤ 对罗丹明 Ｂ 染色结果腐蚀性的判定。 此外，
ＯＥＣＤ 指南中指出如采用新的仪器检测，可能会改

变判定界值，需要进一步验证。 因此，基于本研究

所使用的大鼠经皮电阻仪，对判定程序进行了调

整，设定了方案 Ａ⁃Ｅ，通过比较不同方案的真实性指

标（表 ２ 所示），并将几种方案的判定结果经过配对

ｘ２ 检验与这 １６ 种参考物质的实际皮肤腐蚀性数据

相比，方案 Ｂ 和 Ｃ 差异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 以

Ｂ 方案的效能最高，特异性为 ６６􀆰 ７％ ，敏感性为

１００％ ，具有一致性 （ Ｋａｐｐａ ＝ ０􀆰 ６４）。 综上，仅以

ＴＥＲ 值是否小于 ５ ｋΩ 判断受试物的腐蚀性是不够

的，进行第二步罗丹明 Ｂ 染色是必要的；除非肉眼

观察到皮片损伤，否则应结合罗丹明 Ｂ 染色结果判

定受试物的腐蚀性。

７６３
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表 １　 参考物质腐蚀性结果的对比

Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｋｉｎ ｃｏｒｒｏｓｉｖｅｎｅｓｓ

受试物
Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ＣＡＳ

参考腐蚀性
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
Ｃｏｒｒｏｓｉｏｎ

大鼠经皮电阻试验结果
ＴＥＲ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＴＥＲ （ｋΩ）
（Ｍ ± ｓｄ，ｎ≥３）

染料渗透量
Ｄｙｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
（μｇ ／ ｄｉｓｃ）

肉眼可
见损伤
Ｏｂｖｉｏｕｓ
Ｄａｍａｇｅ

各判定程序判定的结果
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｇｒａｍｓ

Ｓ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

去离子水 Ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ ｗａｔｅｒ ＮＣ １８􀆰 ３６ ± ７􀆰 ２５ ９􀆰 ６８ ± ６􀆰 ２８ Ｎｏ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ
４⁃氨基⁃１，２，４⁃三氮唑
４⁃Ａｍｉｎｏ⁃１，２，４⁃ｔｒｉａｚｏｌｅ ５８４⁃１３⁃４ ＮＣ １０􀆰 ８５ ± ４􀆰 ６０ ３４􀆰 ４７ ± １９􀆰 ６４ Ｎｏ ＮＣ Ｃ ＮＣ ＮＣ Ｃ ＮＣ

丁子香酚 Ｅｕｇｅｎｏｌ ９７⁃５３⁃０ ＮＣ １０􀆰 ４８ ± ２􀆰 ４９ １０４􀆰 ０１ ± ５１􀆰 ０３ Ｎｏ ＮＣ Ｃ ＮＣ ＮＣ Ｃ Ｃ
溴乙基苯 Ｐｈｅｎｅｔｈｙｌ ｂｒｏｍｉｄｅ １０３⁃６３⁃９ ＮＣ ２６􀆰 ２０ ± ６􀆰 ５４ － Ｎｏ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ
四氯乙烯 Ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｅｎｅ １２７⁃１８⁃４ ＮＣ ９􀆰 ３４ ± １􀆰 ６０ ２５􀆰 ０５ ± ８􀆰 １２ Ｎｏ ＮＣ Ｃ ＮＣ ＮＣ Ｃ ＮＣ

异硬脂酸 Ｉｓｏｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄ ２７２４⁃５８⁃５ ＮＣ ３６􀆰 ６３ ± １２􀆰 ４０ － Ｎｏ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ
４⁃甲硫基⁃苯甲醛

４⁃（Ｍｅｔｈｙｌｔｈｉｏ）⁃ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ ３４４６⁃８９⁃７ ＮＣ １４􀆰 ８１ ± ４􀆰 １４ １７２􀆰 ５８ ± ９１􀆰 ９０ Ｎｏ ＮＣ Ｃ Ｃ ＮＣ Ｃ Ｃ

异丙醇 Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ ６７⁃６３⁃０ ＮＣ ８􀆰 ８３ ± ０􀆰 ５３ １３８􀆰 ９５ ± ９５􀆰 ５４ Ｎｏ ＮＣ Ｃ Ｃ ＮＣ Ｃ Ｃ
月桂酸 Ｌａｕｒｉｃ ａｃｉｄ １４３⁃０７⁃７ ＮＣ １８􀆰 ００ ± ５􀆰 ８８ － Ｎｏ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ

十二烷基硫酸钠 ＳＤＳ（２０％ ） ２５１５５⁃３０⁃０ ＮＣ ７􀆰 １０ ± ０􀆰 ７８ ２４５􀆰 ９７ ± １４２􀆰 ９４ Ｎｏ ＮＣ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ
盐酸 ＨＣＬ（１０ ｍｏｌ ／ Ｌ） ７６４７⁃０１⁃０ Ｃ ３􀆰 ９３ ± １􀆰 ０８ １１５􀆰 ８９ ± ８６􀆰 ３６ Ｙｅｓ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ
盐酸 ＨＣＬ（８ ｍｏｌ ／ Ｌ） ７６４７⁃０１⁃０ Ｃ ３􀆰 ３５ ± ０􀆰 ３７ ３７􀆰 ７５ ± １􀆰 ０５ Ｙｅｓ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ

Ｎ，Ｎ⁃二甲基亚二丙基三胺
Ｎ，Ｎ⁃Ｄｉｍｅｔｈｙｌｄｉｐｒｏｐｙｌｅｎｅｔｒｉａｍｉｎｅ １０５６３⁃２９⁃８ Ｃ ８􀆰 ６４ ± ０􀆰 ２１ ２５１􀆰 ７２ ± ５６􀆰 １９ Ｎｏ ＮＣ Ｃ Ｃ ＮＣ Ｃ Ｃ

邻叔丁基苯酚 ２⁃ｔｅｒｔ⁃Ｂｕｔｙｌｐｈｅｎｏｌ ８８⁃１８⁃６ Ｃ ４２􀆰 ６７ ± １２􀆰 ６９ ５７７􀆰 ２７ ± ３０􀆰 ０６ Ｙｅｓ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ
氢氧化钾 ＫＯＨ（１０％ ） １３１０⁃５８⁃３ Ｃ ６􀆰 ８１ ± ０􀆰 ２５ １６７􀆰 ５１ ± ２１􀆰 ２２ Ｎｏ ＮＣ Ｃ Ｃ ＮＣ Ｃ Ｃ
浓硫酸 Ｈ２ＳＯ４（１０％ ） ７６６４⁃９３⁃９ Ｃ ５􀆰 ０９ ± ０􀆰 ５１ ５２􀆰 １９ ± １３􀆰 ４５ Ｙｅｓ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ
辛酸 Ｏｃｔａｎｏｉｃ ａｃｉｄ １２４⁃０７⁃０２ Ｃ １１􀆰 ０３ ± １􀆰 ５１ ３４５􀆰 １９ ± ２１４􀆰 ３３ Ｎｏ ＮＣ Ｃ Ｃ ＮＣ Ｃ Ｃ

１，２⁃丙二胺 １，２⁃Ｐｒｏｐａｎｅｄｉａｍｉｎｅ ７８⁃９０⁃０ Ｓｅｖｅｒｅ
ｃｏｒｒｏｓｉｖｅ ７􀆰 ７８ ± ０􀆰 ０８ ２２３􀆰 ５５ ± ６１􀆰 ９８ Ｙｅｓ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ

丙烯酸 Ａｃｒｙｌｉｃ ａｃｉｄ ７９⁃１０⁃７ Ｃ ８􀆰 ０５ ± ０􀆰 ４９ ２０９􀆰 ２６ ± １４４􀆰 ７９ Ｎｏ ＮＣ Ｃ Ｃ ＮＣ Ｃ Ｃ
注：Ｃ：腐蚀性；ＮＣ：非腐蚀性；各受试物经皮腐蚀性为 ＵＮ ＧＨＳ 目录中基于体内数据判定的结果；Ｎｏ：未观察到皮片损伤；Ｙｅｓ：观察到皮片损伤；
－ ：未测定。
Ｎｏｔｅ． Ｃ： Ｃｏｒｒｏｓｉｖｅ． ＮＣ： Ｎｏｎｅ ｃｏｒｒｏｓｉｖｅ． Ｔｈｅ ｃｏｒｒｏｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ＵＮ ＧＨＳ ｃａｔａｌｏｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ｒｅｓｕｌｔｓ． ［１８］ Ｎｏ：Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｄａｍａｇｅ
ｏｎ ｓｋｉｎ ｓｌｉｃｅ． Ｙｅｓ：Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｏｂｖｉｏｕｓ ｄａｍａｇｅ ｏｎ ｓｋｉｎ ｓｌｉｃｅ． － ：Ｕｎｔｅｓｔｅｄ．

表 ２　 各判定方案对大鼠经皮电阻试验结果判定的真实性指标分析（％ ）
Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ａｕｔｈｅｎｔｉｃｉｔｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ＴＥＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｇｒａｍ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎｓ（％ ）

方案
Ｐｒｏｇｒａｍｓ

假阳性率
Ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ

假阴性率
Ｆａｌｓｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒａｔｅ

灵敏性
Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

特异性
Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｘ２ ⁃ｔｅｓｔ∗

Ｓ ０（０ ／ ９） ５７􀆰 １（４ ／ ７） ４２􀆰 ９ １００ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１
Ａ ６６􀆰 ７（６ ／ ９） ０（０ ／ ７） １００ ３３􀆰 ３ Ｐ ＝ ０􀆰 ００
Ｂ ３３􀆰 ３（３ ／ ９） ０（０ ／ ７） １００ ６６􀆰 ７ Ｐ ＝ ０􀆰 １２
Ｃ １１􀆰 １（１ ／ ９） ５７􀆰 １（４ ／ ７） ４２􀆰 ９ ８８􀆰 ９ Ｐ ＝ ０􀆰 ０８
Ｄ ６６􀆰 ７（６ ／ ９） ０（０ ／ ７） １００ ３３􀆰 ３ Ｐ ＝ ０􀆰 ００
Ｅ ４４􀆰 ４（４ ／ ９） ０（０ ／ ７） １００ ５５􀆰 ６ Ｐ ＝ ０􀆰 ０３

注：∗： 所有结果与各受试物参考腐蚀性数据进行比对。
Ｎｏｔｅ． ∗ ． Ａｌｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｒｒｏｓｉｖｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ．

２􀆰 ３　 实验室间比对结果

收集各实验室数据，统一采用方案 Ｂ 对各 １１
种参考物质的腐蚀性进行判定，结果如表 ３ 所示。
其中实验室 １ ～ ４ 采用的大鼠经皮电阻仪均为北京

华清天禧公司提供的仪器，实验室 ５ 为自主研发的

大鼠经皮电阻仪［１７］。 实验室间比对结果显示，丁子

香酚、异丙醇和 ２０％ ＳＤＳ 均有假阳性结果出现，邻

叔丁基苯酚有假阴性结果出现，其余参考物质的皮

肤腐蚀性判定一致并与参考物质本身的腐蚀性相

符，所有参考物质在 ５ 个实验室中的判定一致率为

７２􀆰 ７％ 。 其中 ２０％ ＳＤＳ 在所有实验室中均检测为

假阳性，可能是 ＴＥＲ 方法对该表面活性剂类物质过

度判断。 对各实验室判定结果进行一致率两两对

比（表 ４），各实验室对同一种参考物质的腐蚀性判

８６３



中国实验动物学报 ２０１８ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０１８，Ｖｏｌ． ２６ Ｎｏ． ３

定一致率在 ７２􀆰 ７％～ ９０􀆰 ９％ ，说明实验室间重复性

较好。 各实验室结果与参考物质的腐蚀性数据经

过配对 ｘ２ 检验差异均无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明各

实验室对参考物质的腐蚀性判定结果可靠。
表 ３　 皮肤腐蚀性实验室间比对结果

Ｔａｂ． ３　 Ｔｈｅ ｓｋｉｎ ｃｏｒｒｏｓｉｖｅｎｅｓｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ

化学物
Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ

参考腐蚀性
Ｃｏｒｒｏｓｉｖｅｎｅｓｓ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ∗

实验室 １
ＬＡＢ １

实验室 ２
ＬＡＢ ２

实验室 ３
ＬＡＢ ３

实验室 ４
ＬＡＢ ４

实验室 ５
ＬＡＢ ５

去离子水 Ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ ｗａｔｅｒ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ
丁子香酚 Ｅｕｇｅｎｏｌ ＮＣ ＮＣ Ｃ ＮＣ Ｃ ＮＣ

四氯乙烯 Ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｅｎｅ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ
异硬脂酸 Ｉｓｏｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ

４⁃甲硫基⁃苯甲醛 ４⁃（Ｍｅｔｈｙｌｔｈｉｏ）⁃ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ
异丙醇 Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ ＮＣ Ｃ Ｃ ＮＣ ＮＣ ＮＣ

月桂酸 Ｌａｕｒｉｃ ａｃｉｄ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ ＮＣ
十二烷基硫酸钠 ＳＤＳ （２０％ ） ＮＣ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ

盐酸 ＨＣＬ（１０ ｍｏｌ ／ Ｌ） Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ
盐酸 ＨＣＬ（８ ｍｏｌ ／ Ｌ） Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ

邻叔丁基苯酚 ２⁃ｔｅｒｔ⁃ｂｕｔｙｌｐｈｅｎｏｌ Ｃ Ｃ Ｃ ＮＣ Ｃ Ｃ
氢氧化钾 ＫＯＨ（１０％ ） Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ
硫酸 Ｈ２ＳＯ４（１０％ ） Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ

１，２⁃丙二胺 １，２⁃Ｐｒｏｐａｎｅｄｉａｍｉｎｅ Ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｒｒｏｓｉｖｅ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ
注：Ｃ：皮肤腐蚀性；ＮＣ：非皮肤腐蚀性。∗： 各受试物经皮腐蚀性为 ＵＮ ＧＨＳ 目录中基于体内数据判定的结果。
Ｎｏｔｅ． Ｃ． ｃｏｒｒｏｓｉｖｅ ｔｏ ｓｋｉｎ； ＮＣ． ｎｏｎ⁃ｃｏｒｒｏｓｉｖｅ ｔｏ ｓｋｉｎ． ∗ ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ＵＮ ＧＨＳ ｃａｔａｌｏｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ｒｅｓｕｌｔｓ． （ ＵＮ ＧＨＳ
２００７） ［１８］

表 ４　 实验室间一致率比对结果分析（％ ）
Ｔａｂ． ４　 Ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ＴＥＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ

实验室 ２
ＬＡＢ ２

实验室 ３
ＬＡＢ ３

实验室 ４
ＬＡＢ ４

实验室 ５
ＬＡＢ ５

实验室 １
ＬＡＢ １

９０􀆰 ９
（１０ ／ １１）

８１􀆰 ８
（９ ／ １１）

８１􀆰 ８
（９ ／ １１）

９０􀆰 ９
（１０ ／ １１）

实验室 ２
ＬＡＢ ２

７２􀆰 ７
（８ ／ １１）

９０􀆰 ９
（１０ ／ １１）

８１􀆰 ８
（９ ／ １１）

实验室 ３
ＬＡＢ　 ３

８１􀆰 ８
（９ ／ １１）

９０􀆰 ９
（１０ ／ １１）

实验室 ４
ＬＡＢ ４

９０􀆰 ９
（１０ ／ １１）

３　 讨论

皮肤腐蚀性 ／刺激性是化妆品安全性评价中较

为重要的毒理学终点之一，ＯＥＣＤ 操作指南中皮肤

刺激性 ／腐蚀性的替代试验只有 ３ 类：大鼠经皮电阻

试验（ＯＥＣＤ ＴＧ ４３０） ［１１］、体外皮肤腐蚀性 ／刺激性

的重组人表皮模型试验（ＯＥＣＤ ＴＧ ４３１ ／ ４３９） ［１９ － ２０］

和体外皮肤腐蚀性膜屏障试验（ＯＥＣＤ ＴＧ ４３５） ［２１］。
与传统的动物试验［１４、２２］相比，ＴＥＲ 方法减少动物用

量，减轻动物痛苦，符合动物伦理 ３Ｒ 原则；与其他

ＯＥＣＤ 认可的替代试验相比，ＴＥＲ 方法具有操作简

便、试验成本低、试验材料容易获取等优点。 ＴＥＲ
方法更适宜用于大量粗筛腐蚀性强的物质，但对腐

蚀性强弱无法量化评级。
根据 ＯＥＣＤ ＴＧ４３０ 的标准，判定受试物是否为

非腐蚀性的标准为电阻值（ＴＥＲ）大于 ５ ｋΩ，然而在

实际检测中发现，使用本课题研发的大鼠经皮电阻

仪，检测阳性物质的电阻值往往大于 ５ ｋΩ，且肉眼

很难分辨皮片是否需要进行染料渗透量测定，该结

果与大鼠经皮电阻仪读数范围相关。 在 ＯＥＣＤ 操作

指南中［１１］，对大鼠经皮电阻仪的参数要求为惠斯通

电桥，使用正弦或方波交流电频率为 ５０ ～ １ ０００ Ｈｚ，
但实际在仪器研发中发现，交流电频率会影响读数

的稳定及读数范围［１７］，而 ＯＥＣＤ 规定的电流频率较

广，虽然本实验中所使用的经皮电阻仪各项参数均

符合 ＯＥＣＤ 的指南要求，但检测出的电阻值读数仍

会出现偏高的情况。 另一方面，ＯＥＣＤ 指南内也指

出可根据仪器适当调整判断界值，因此建议在实验

室内建立 ＴＥＲ 试验方法时，应通过检测参考物质的

电阻值，并分析实验室内参考物质和对照组的数

９６３
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据，适当调整判断基准。 针对本实验研制的大鼠经

皮电阻仪，经过现有数据分析，认为应在 ＴＥＲ 读数

为 ５ ～ １５ ｋΩ 且肉眼未观察到明显破损时，不省略罗

丹明 Ｂ 染色的步骤，应结合染料渗透量的结果进一

步确证受试物的腐蚀性，如有必要还可进行病理研

究，观察皮肤被腐蚀的程度，以支持腐蚀性的结果

判断。 但目前只能说对于本研究使用的 １６ 种参考

物质有效，对于其他化学物质的腐蚀性判断是否合

适，或是否有更合理的判定标准，仍需扩大研究范

围。 在选取参考物质时，应同时考虑化学物质的理

化性质（有机酸、无机酸、液体、固定、表面活性剂

等）、是否具有明确的腐蚀性数据、是否是可购买到

的常规试剂，力求尽可能具有代表性。
ＯＥＣＤ 推荐的阳性对照物为 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸，但

在实验中发现 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸容易造成皮片破裂而

无法进行阳性对照组的染色，影响受试物染料渗透

量的判定，因此可增加不会蚀穿皮肤的最高盐酸浓

度（如本研究的 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸组）作为阳性对照组。
此外，大鼠皮片的质量控制及其在染毒的 ２４ ｈ 内所

处环境的湿度可能影响皮片状态，从而影响 ＴＥＲ 值

的读数，这些方面仍有待进一步研究。
（致谢：感谢北京市药检所［２３］ 、浙江省食品药品检验研

究院、广东省疾病控制中心、中国检验检疫科学研究院综合

检测中心参与协助进行实验室间比对检测。 感谢国家食品

药品监督管理总局对本研究的支持。）
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