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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。 

本文件由上海日用化学品行业协会提出和归口。 

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。 

本文件起草单位：广东博溪生物科技有限公司、启迪禾美生物科技（嘉兴）有限公司、上海珈

凯生物科技有限公司、上海家化联合股份有限公司、上海新高姿化妆品有限公司、上海辉文生物技

术股份有限公司、上海晓创检测技术有限公司、上海创元化妆品有限公司、片仔癀（上海）生物科

技研发有限公司 、东阿阿胶股份有限公司、沛滢生物科技（上海）有限公司、云南贝泰妮生物科技

集团股份有限公司、上海林清轩生物科技有限公司、上海中翊日化有限公司、上海绿瑞生物科技有

限公司、上海日用化学品行业协会。 

本文件主要起草人：张艳云、张钰、李钧翔、徐明、卢伊娜、张恒、贾海东、陈田、李雪竹、

唐嘉雯、费维成、马冬月、曾四立、吴梅芳、王莹、谢阿贵、赵玥、廖峰、樊雨梅、周俊旭、邵子

豪、马骁、王飞飞、高宏旗、朱翠翠、胡新成、陶侃、姜春鹏、王文扬、金坚、陈亦华。 

本文件 2020 年 12 月首次发布。 
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化妆品紧致、抗皱功效测试-体外成纤维 

细胞Ⅰ型胶原蛋白含量测定 

1  范围 

本文件规定了人真皮成纤维细胞分泌的Ⅰ型胶原蛋白含量测定试验的基本技术要求。 

本文件提供一种人真皮成纤维细胞中Ⅰ型胶原蛋白含量的检测方法，本文件可作为化妆品原料及

成品紧致、抗皱功效称谓的证据支持之一。 

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—2008 分析实验室用水规格和试验方法。 

SN/T 3899—2014 化妆品体外替代试验 良好细胞培养和样品制备规范。 

3  术语、定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1 成纤维细胞  fibroblast 

普遍存在于结缔组织中的一种中胚层来源的细胞。分泌前胶原、纤连蛋白和胶原酶等细胞外基质，

伤口愈合过程中可迁移到伤口进行增殖。 

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。光密度值与光吸收物质在溶液中的浓度成相关性（采

用竞争法原理的 ELISA 试剂盒，光密度值与光吸收物质在溶液中的浓度呈负相关性，采用夹心法原理

的 ELISA 试剂盒，光密度值与光吸收物质在溶液中的浓度呈正相关性）。 

3.3 酶联免疫吸附测定 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。 

4  原理 

Ⅰ型胶原蛋白是真皮细胞外基质的主要成分之一，由真皮成纤维细胞在胞内合成Ⅰ型前胶原，分

泌至胞外，在末端前胶原肽酶的作用下，端肽分离后，聚合形成胶原纤维。人真皮成纤维细胞可以作

为研究化妆品提升Ⅰ型胶原含量的细胞模型，通过测定受试物给药后，空白对照与受试物给药后，Ⅰ

型胶原蛋白含量的上调率，评价受试物在促进胶原蛋白合成方面是否具有功效。Ⅰ型胶原蛋白含量的

测定采用酶联免疫方法（ELISA），具体原理为：Ⅰ型胶原与包被在酶标板上的胶原蛋白抗体特异性结

合后，与带有底物标记的抗Ⅰ型胶原抗体结合，底物被酶催化后，生成有色产物，Ⅰ型胶原蛋白含量

与有色产物颜色的深浅呈正相关。用酶标仪 450 nm 波长下测定光密度（OD 值），计算Ⅰ型胶原蛋白

含量。 
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5  仪器及设备 

5.1 

调节移液枪：1000 μL、200 μL、50 μL、10 μL。  

5.2 

CO2培养箱：37 ℃，湿化、5%CO2/空气。 

5.3 

酶标仪：配置450 nm滤光片。 

5.4 

超净工作台。 

5.5 

微量振荡器。 

5.6 

分析天平：精度0.1 mg。 

5.7 

恒温培养箱。 

5.8 

细胞计数仪或血球计数板。 

5.9 

超低温冰箱（-80℃）。 

5.10 

倒置显微镜。 

5.11 

低速离心机。 

6  主要试剂及耗材 

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。 

6.1  细胞 

6.1.1 宜选用人真皮成纤维细胞；若培养条件能满足细胞的特殊需要，其他成纤维细胞或细胞系也可

用于本试验；但应证明其等同性。 

6.1.2 应定期检测细胞，确保细胞无支原体污染，只有无污染才能被使用。 

6.2  细胞培养涉及试剂及耗材 

低糖 DMEM 培养基（首选商品化的液体培养基或干粉，也可自行配置），10%胎牛血清（FBS），也

可选择新生牛血清，胰蛋白酶/EDTA 溶液（0.25%胰酶溶液与 0.02 mol/L EDTA 溶液 1:1 混匀），磷酸

盐缓冲液（PBS），细胞培养瓶。 

6.3  检测 

96 孔细胞培养板，人Ⅰ型胶原酶联免疫试剂盒。 

7  试验方法 

7.1  细胞准备 

来自冷冻保存的细胞培养物以一个合适的密度接种到培养基，并在检测前至少传代一次，例如选

用 P7代细胞，具体使用代次，可根据实验室实际进行调整。细胞应以合适的密度接种到培养基中用于

试验，细胞接种密度应保证在接种 24 h 后，融合度达到 45%～60%。 
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7.2  受试物准备 

7.2.1 除非有稳定性数据证明储备液可接受，否则受试物必须在使用前新鲜配置直接使用。 

7.2.2 水中溶解度受限的受试物应当溶解在适当的溶剂中，溶剂体积应当在所有培养物中保持一致，

即在空白对照和受试物中保持一致，并且无细胞毒性。受试物浓度的选择应避免出现沉淀和溶液呈现

云雾状。 

7.2.3 宜使用二甲基亚砜（DMSO）和无水乙醇为溶剂，其他低细胞毒性的溶剂也可使用。在使用溶剂

前，应仔细评估它们的特殊性质，例如：是否与受试物发生反应，或溶液中的化学稳定性。 

7.2.4可使用涡旋混合/或超声处理和/或加热到适当温度等方法辅助溶解，除非这些操作会影响到受

试物的稳定性。 

8 试验条件 

8.3.1 受试物浓度 

应通过细胞毒性检测确定受试物的浓度范围。例如选择细胞活力≥90%，且细胞形态与对照组无明

显差异的浓度。 

8.3.2 阳性对照 

每一次试验都应同时使用阳性对照进行试验。推荐阳性对照物，如 100 ng/mL TGFβ1，参考文献，

配置方法见附录 B。具体给药浓度可根据试验室培养细胞特性进行调整。据历史资料，试验可接受的

标准为：阳性对照 I型胶原蛋白含量上调率≥20%。 

9  试验步骤 

9.4.1 细胞消化、接种 

人真皮成纤维细胞采用胰蛋白酶/EDTA，具体消化浓度及用量需根据实验室细胞特性确定，建议：

浓度为 0.25%，T25 培养瓶用量为 1 mL， T75 培养瓶，用量 3 mL。倒置显微镜下观察，至大部分细胞

变圆并处于悬浮状态时，加入约胰酶体积 2～3倍的含血清的 DMEM 培养基终止消化，并收集至离心管

中，800 r/min 离心 6 min，转速及离心时间可根据实验室细胞特性进行确定。离心结束后，弃掉上清

液，向离心管中加入一定体积的细胞培养基，弯头吸管吹打混匀细胞，细胞计数仪或血球计数板进行

计数。用细胞培养基稀释细胞至接种密度后（接种后 24 h 融合度达到 45%～60%），接种至 96孔板中，

每孔液量为 200 μL。接种结束后，放置于 CO2培养箱中培养 24 h±2 h。 

9.4.2  给药 

弃掉 96 孔板中的培养基，开展给药操作。受试物孔中加入含有受试物的培养基，阳性对照孔中加

入含有阳性对照的培养基，空白/溶剂对照孔中加入正常的细胞培养基，每孔 200 μL。给药完毕后将

96 孔板放置在 CO2培养箱中培养 24 h±2 h。给药培养时间也可根据细胞特性，自行摸索 I 型胶原分

泌的峰值时间进行调整。 

9.4.3  细胞上清收集 

孵育培养结束后，每孔收集 200 μL 细胞培养上清液于 1.5 mL 无菌离心管中，置于-80 ℃超低温

冰箱冷冻保存。 

9.4.4  ELISA 检测 

ELISA 检测需根据人Ⅰ型胶原酶联免疫试剂盒的使用说明书进行检测。在正式检测前，需设定稀

释比例，进行预实验，摸索确定 ELISA 检测实验组的稀释比例，以保证检测数值落在标准曲线范围内。 

10  结果计算 

10.1  I型胶原蛋白含量计算 

推荐使用专业制作曲线软件，以标准品的浓度为纵坐标，OD450 值为横坐标，制作标准曲线，根

据样本的 OD450 值，查出相应的浓度。或用标准品的浓度与 OD450 值计算出标准曲线的回归方程式，
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将样本的 OD450 值代入方程式，计算样本的 I 型胶原蛋白含量。最终取各组 3 个复孔的平均值作为最

终的 I 型胶原蛋白结果。 

10.2  I型胶原蛋白上调率计算公式 

上调率（%）=（T/C-1）×100%......................................(1)  

式中： 

T—受试物 I 型胶原蛋白含量平均值；  

C—空白/溶剂对照 I 型胶原蛋白含量平均值。 

11  试验有效性验证 

11.1 

每批次试验均须设置阳性对照，要求每批次试验，阳性对照均能检出I型胶原蛋白含量上调的效果，

且与空白/溶剂对照相比，阳性对照I型胶原蛋白含量上调率需≥20%，则认为试验系统有效。  

11.2 

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%，则认为试验平行性有效。 

12  结果报告 

12.1 

Ⅰ型胶原蛋白的含量应表述为：平均值±标准差（SD）。 

12.2 

评价受试物促进Ⅰ型胶原蛋白合成的能力，需受试物与空白/溶剂对照的I型胶原蛋白含量具有显著

性差异（P<0.05）。 

12.3 

对于受试物促进Ⅰ型胶原蛋白合成的表述，应包含受试浓度。 

13  结果相关性解读 

在试验满足有效性验证的基础上，受试物与空白/溶剂对照相比，Ⅰ型胶原蛋白的含量上调，且具

有显著性差异（P<0.05），说明受试物在该受试浓度下，具有促进Ⅰ型胶原蛋白合成的能力，可作为紧

致、抗皱类化妆品原料称谓的证据支持之一。 
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附录 A 

（资料性附录） 

正常人真皮成纤维细胞 

 

20X 物镜下照片 

图 A.1 正常人真皮成纤维细胞典型培养图片 
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附录 B 

（资料性） 

B.1 培养基 

需含有下列成分（在 DMEM 中的最终浓度） 

──10%             FBS/NBCS 

──1～4 mmol/L     L-谷氨酰胺 

──100 IU/mL       青霉素 

──100 μ g/mL       链霉素 

B.2 50 μg/mL TGFβ1 贮备液 

──2 μ g           TGFβ 1 

──40 μ L          10 mM 柠檬酸 

0.22 μ m 滤器过滤除菌，-20 ℃保存，避免反复冻存。 

B.3 100 ng/mL TGFβ1 工作液 

──2 μL            TGFβ1 贮存液 

──998 μL          培养基 

B.4  操作方法 

现用现配。 
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