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前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由广东省科学院微生物研究所（广东省微生物分析检测中心）提出。

本文件由××××提出。

本文件由××××归口。

本文件起草单位：

本文件主要起草人：
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化妆品舒缓功效评价-脂多糖诱导巨噬细胞炎症因子 IL-6测定方法

1 范围

本文件规定了细菌脂多糖诱导单核巨噬细胞RAW 264.7分泌炎症因子IL-6含量测试方法的原理、材

料、试验方法、结果计算、质量控制、结果评价和报告。

本文件适用于具有舒缓功效的化妆品及化妆品原料。

2 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

SN/T 2328 化妆品急性毒性的角质细胞试验

SN/T 3899 化妆品体外替代试验 良好细胞培养和样品制备规范

T/SHRH 034-2021 化妆品舒缓功效测试 - 体外TNF-α炎症因子含量测定 脂多糖诱导巨噬细胞

RAW 264.7测试方法

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

脂多糖 Lipopolysaccharide, LPS

脂多糖（LPS）是革兰氏阴性菌细胞壁的组成成分，是一种常用的炎症模型刺激物。LPS可被Toll
样受体4（TLR4）等受体识别，激活丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）和核转录因子κB（NF-κB）等炎症

信号通路，进而促进一系列促炎介质的分泌[1]。

单核巨噬细胞Mononuclear macrophages

单核巨噬细胞源自血液中的单核细胞，属于吞噬细胞的一种。巨噬细胞是重要的免疫/炎症细胞，

能释放多种细胞因子如一氧化氮（NO）、坏死肿瘤因子α（TNF-α）、白细胞介素（IL-6）等，是机体

防御系统的一个重要组成部分[2]。

白细胞介素 6 Interleukin-6，IL-6

IL-6是一种多效性促炎细胞因子，由单核巨噬细胞、T细胞、纤维母细胞等细胞分泌产生，能诱导

炎症细胞释放炎症因子，从而促进炎症反应的发生，其水平与炎症程度呈正相关[3-4]。

酶联免疫吸附试验 enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA

将抗原、抗体的特异性反应与酶对底物的高效催化作用相结合起来的高灵敏度分析技术。基本设计

是用酶（如辣根过氧化物酶、碱性磷酸酶等）标记抗体，该酶标抗体可与待测的抗原或抗体免疫吸附结

合，酶催化的呈色反应可以间接反映抗原的量[5]。

[来源：T/SHRH 034-2021,3.2]

光密度 optical density, OD

物质在溶液中吸收特定波长光线强弱的参数[5]。

[来源：T/SHRH 034-2021,3.2]

4 试验原理
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舒缓功效原理

LPS通过TLR4刺激单核巨噬细胞，激活NF-κB等炎症信号通路，从而诱导IL-6等炎症因子的释放，

加重炎症反应。采用LPS诱导小鼠单核巨噬细胞RAW 264.7炎症反应的经典细胞模型，通过对比模型对

照组（仅LPS）和样品组（LPS+样品）的IL-6含量的差异，评估样品对IL-6分泌的抑制作用，从而评价

样品是否具有舒缓功效。

IL-6 含量测定原理

IL-6含量的测定采用酶联免疫吸附试验（ELISA）方法，具体原理是：样品中的IL-6与包被在酶标

板上的IL-6抗体特异性结合后，再与酶标记的抗IL-6抗体结合，随之加入的底物被酶催化后生成有色产

物，其颜色的深浅和IL-6含量呈正相关。根据酶标仪检测450 nm处的吸光度值和标准曲线计算出样品中

IL-6含量。

5 试验材料

细胞系

小鼠单核巨噬细胞系RAW 264.7株。

仪器设备与耗材

本文件测试所需仪器设备与耗材如下：

——二氧化碳培养箱：温度精度±1℃，二氧化碳浓度精度±1%；

——生物安全柜或层流洁净工作台；

——恒温水浴箱：温度精度±1℃；

——倒置显微镜；

——酶标仪：配备 450 nm 滤光片；

——电子天平：精度0.001 g；
——低速离心机；

——细胞板振荡器；

——漩涡混匀仪；

——移液器：1000 μL、200 μL、50 μL、10 μL；
——细胞计数仪或血球计数板；

—— -80℃超低温冰箱；

——25 cm2 细胞培养瓶和100 mm细胞培养皿，用于常规培养；

——96孔平底细胞培养板，用于细胞培养及试验；

——2 mL细胞冻存管，用于细胞冻存；

——0.22μm微孔滤膜，用于试剂过滤除菌。

试剂

本文件测试所需试剂如下：

——高糖DMEM培养基（Dulbecco's modified eagle medium）；

——胎牛血清；

——磷酸盐缓冲液（PBS）；

——青霉素/链霉素；

——二甲基亚砜（DMSO）；

——细菌脂多糖 (Lipopolysaccharide，LPS，大肠杆菌来源)；
——地塞米松；

——Mouse IL-6 ELISA试剂盒。

试剂制备
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5.4.1 基本要求

除另有规定外，所有试剂应为分析纯，试验用水应按GB/T 6682三级用水的要求进行制备。与细胞

培养相关试剂、耗材应作无菌处理。

5.4.2 培养基

5.4.2.1 高糖 DMEM培养基（Dulbecco's modified eagle medium）

高糖DMEM培养基配方详见附录A。

5.4.2.2 磷酸盐缓冲液（PBS）

磷酸二氢钾 144 mg/L、氯化钠 9000 mg/L、磷酸氢二钠七水合物 795 mg/L、pH为7.4。

5.4.2.3 常规培养基

含10%胎牛血清、100 Units/mL青霉素、100 μg/mL链霉素的高糖DMEM培养基。

5.4.2.4 试验培养基

含2%胎牛血清、100 Units/mL青霉素、100 μg/mL链霉素的高糖DMEM培养基。

5.4.3 LPS溶液

5.4.3.1 贮备液

称取10 mg LPS粉末于1 mL的PBS中，充分混匀溶解。用0.22 μm过滤器过滤除菌，按照10 μL/支的

规格进行分装，于-80 ℃保存。

5.4.3.2 工作液

用细胞培养基将10 mg/mL的LPS贮备液稀释至1 μg/mL LPS工作液（推荐使用浓度），现配现用。

具体刺激浓度可根据各试验室培养细胞特性和LPS作用效果进行调整。

5.4.4 阳性对照物（地塞米松溶液）

5.4.4.1 贮备液

称取100 mg地塞米松粉末于1 mL二甲基亚砜溶剂中，充分混匀溶解。用0.22 μm过滤器过滤除菌，

按照20 μL/支的规格进行分装，于-80 ℃保存。

5.4.4.2 工作液

用细胞培养基将100 mg/mL地塞米松贮备液稀释至100 μg/mL地塞米松工作液，现配现用。具体给

药浓度可根据各试验室培养细胞特性进行调整。

6 试验方法

基本要求

除了除菌前试剂的准备外，所有溶液、玻璃器皿、吸头等都应无菌，所有操作应在无菌条件和无菌

环境下进行。

细胞制备

细胞的维护和培养程序参见附录B。取冻存的细胞培养物以合适的密度接种到常规培养基中；用于

试验的细胞在检测前至少传代1次。细胞接种密度应保证在接种24 h后，按6.3操作，细胞融合度达到

50%～70%，正常细胞形态参见附录C。

IL-6 抑制试验
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6.3.1 细胞和受试物准备

按6.2的要求准备细胞。受试物应在测试当天准备，宜在测试前2 h内准备完毕。非水溶性受试物应

溶解在适当的溶剂（如无水乙醇或二甲基亚砜等低细胞毒性溶剂）中。受试物浓度的选择应避免出现沉

淀和浑浊，且无细胞毒性（细胞活力≥90%）。

6.3.2 细胞接种

将吹打下来的细胞用离心机1000 rpm离心5 min，弃掉上清液，用培养基重悬混匀，用细胞计数仪

或血球计数板进行计数。用培养基稀释至合适的细胞密度再接种至96孔板中，每孔液量为200 μL。接种

结束后，将培养板置于37 ℃和5% CO2的二氧化碳培养箱中培养24 h±2 h。

6.3.3 诱导及给药

弃掉96孔板中的培养基，每孔加入一定浓度的受试物和LPS工作液，每孔总体积为200 μL。同时设

置空白对照组、模型对照组和阳性对照组。其中，空白对照组仅加入试验培养基，模型对照组加入含1
μg/mL LPS的试验培养基，阳性对照组每孔加入地塞米松和LPS的试验培养基。每组各3个复孔。给药完

毕后将96孔板置于37 ℃和5% CO2的二氧化碳培养箱中培养24 h±2 h。

6.3.4 细胞上清液收集

培养结束后收集细胞培养上清液，并置于-80 ℃冷冻保存。

6.3.5 ELISA检测

根据IL-6的ELISA检测试剂盒的操作说明书进行检测。在正式测试前应摸索合适的样品稀释比例，

以保证IL-6浓度处于ELISA试剂盒的最佳检测范围。

7 结果计算

IL-6 含量

下列给出IL-6含量计算方法：

——宜使用专业制作曲线软件，以标准品的浓度为横坐标，OD450为纵坐标，制作标准曲线，根据

样品的OD450值，查出相应IL-6浓度。

——用标准品的浓度与OD450值计算出标准曲线的回归方程式，将样品的OD450值代入方程式，计

算样本的IL-6含量。最终取各组3个复孔的平均值作为最终的IL-6含量结果。

IL-6 抑制率

根据公式（1）计算IL-6抑制率，结果保留一位小数。

��(%) = 1 − �
�
× 100%············································ (1)

式中：

IR—— IL-6抑制率，%；

T —— 样品组的 IL-6 含量均值，单位为 pg/mL；
C —— 模型对照组的 IL-6 含量均值, 单位为 pg/mL。

试验有效性验证

试验应符合以下条件，否则结果无效：

——每批次试验均须设置空白对照组、模型对照组和阳性对照组；

——与空白对照组相比，模型对照组的IL-6含量上调≥10倍；

——阳性对照组的IL-6抑制率≥20%；

——统计酶标仪测得的各组复孔间光密度的标准差（Standard Deviation，SD），并计算变异系数

（Coefficient of Variation，C.V），C.V值≤20%。

8 结果评价
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在试验满足有效性验证的基础上，评价受试物对IL-6分泌的抑制能力。采用专业统计学软件进行统

计及显著性（差异）分析，与模型对照组相比，若样品组的IL-6含量减少，且具有显著性差异（p＜0.05），
则说明受试物在该受试浓度下，具有抑制巨噬细胞分泌IL-6的能力，可作为舒缓类化妆品及原料功效宣

称的证据支持之一。

9 试验报告

试验报告应包括以下信息：

——IL-6含量：应表述为平均值±标准差（SD）；

——受试物（样品）抑制IL-6分泌的浓度；

——试验日期；

——报告日期；

——样品信息。
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A
A

附 录 A
（规范性）

A.1 高糖 DMEM培养基（Dulbecco's modified eagle medium）配方

表 A.1 高糖 DMEM培养基（Dulbecco's modified eagle medium）配方

成分 浓度（mg/L）

氨基酸

甘氨酸 30

L-精氨酸盐酸盐 84

L-胱氨酸二盐酸 63

L-谷氨酰胺 584

L-盐酸组氨酸一水物 42

L-异亮氨酸 105

L-亮氨酸 105

L-赖氨酸盐酸盐 146

L-甲硫氨酸 30

L-苯丙氨酸 66

L-丝氨酸 42

L-苏氨酸 95

L-色氨酸 16

L-酪氨酸二钠盐二水合物 104

L-缬氨酸 94

氯化胆碱 4

D-泛酸钙 4

叶酸 4
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维生素

烟酰胺 4

吡哆醇盐酸盐 4

核黄素 0.4

硫胺素 4

肌醇 7.2

无机盐

无水氯化钙 200

九水硝酸铁 0.1

无水硫酸镁 97.67

氯化钾 400

碳酸氢钠 3700

氯化钠 6400

一水磷酸二氢钠 125

其它成分

无水葡萄糖 4500

酚红 15

丙酮酸钠 110
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B
B

附 录 B
（规范性）

细胞维护和培养程序

B.1 细胞复苏

将细胞冻存管放在37 ℃水浴中，使细胞解冻，时间应控制在2 min内并尽可能短。将细胞转移至含

常规培养基的离心管中，用离心机1000 rpm离心5 min后，弃掉上清液，收集沉淀的细胞；加入新的常

规培养基，使细胞团块在培养基中重新悬浮，转入细胞培养瓶中，置于37 ℃和5% CO2的二氧化碳培养

箱中培养。

B.2 培养条件

将细胞移入在培养瓶内，置于37 ℃和5% CO2的二氧化碳培养箱中培养，当细胞达到80%融合时，

用移液枪将细胞从培养瓶/皿中轻轻吹打下来。

注：培养基在使用前，应在水浴槽中将其预热至37 ℃。

B.3 细胞传代

取B.2中吹打下来的细胞，1000 rpm离心5 min后，弃掉上清液，收集沉淀的细胞；加入常规培养基

重悬，按照1:3～1:6比例传代，将培养瓶/皿置于37 ℃和5% CO2的二氧化碳培养箱中培养。

B.4 细胞冻存

取B.2中吹打下来的细胞，1000 rpm离心5 min后，弃掉上清液；再加入PBS重悬细胞。将细胞悬液

用离心机1000 rpm离心5 min，弃掉上清液，重悬细胞于细胞冻存液中，细胞浓度调整至（1.0×106～5.0×106）
cell/mL，每支冻存管分装1 mL细胞悬液，以1 ℃/min的冷冻速率冷冻细胞直到达到-70 ℃～-80 ℃，可

通过不同的技术实现。将冻存管放入液氮进行储存。
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附 录 C
（资料性）

小鼠单核巨噬细胞 RAW 264.7

C.1 小鼠单核巨噬细胞 RAW 264.7小鼠

图 C.1正常小鼠巨噬细胞 RAW 264.7在 4倍显微镜下的示图
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