《基于ARE-Nrf2荧光素酶的皮肤致敏体外细胞试验方法》
团体标准编制说明

一、工作简况
1.任务来源
《基于ARE-Nrf2荧光素酶的皮肤致敏体外细胞试验方法》团体标准，由中国生物材料学会标准工作委员会归口，由华南理工大学牵头起草。2025年05月07日，中国生物材料学会发布了《关于<递送用纳米载体材料包封率表征超滤法>等9项团体标准立项的通知》，《基于ARE-Nrf2荧光素酶的皮肤致敏体外细胞试验方法》（序号8）被列入中国生物材料学会2025年第Ⅰ批团体标准批准立项清单。
2.标准起草单位及起草人
本文件起草单位：华南理工大学、新型生物材料与高端医疗器械广东研究院、广东省医疗器械质量监督检验所、广州科睿生物医药技术有限公司、沈阳沈化院测试技术有限公司、中国食品药品检定研究院。
[bookmark: _GoBack]本文件主要起草人：黄黎珍、胡相华、郝丽静、张炫、桑晶、万延斌。
3.工作过程
本标准第一起草单位华南理工大学于2025年3月12日在腾讯会议网络平台组织召开了《基于ARE-Nrf2荧光素酶的皮肤致敏体外细胞试验方法》团体标准线上讨论会。本次会议就标准概况做了简要汇报，明确标准设立的目的和意义，就标准的内容达成初步意见。
2025年03月，本标准第一起草单位华南理工大学向中国生物材料学会提交立项申请。根据《中国生物材料学会团体标准管理办法》的相关要求，2025年04月19日召开立项评审会，对《基于ARE-Nrf2荧光素酶的皮肤致敏体外细胞试验方法》团体标准进行了立项审查，经技术专家认真研究与审核，标准符合立项条件，于2025年05月07日正式立项。
在确定标准制定任务后，本标准第一起草单位华南理工大学于2025年5月16日发起腾讯会议，组织成立标准起草工作组并召开线上启动会，采纳专家提出的宝贵意见和建议，在标准原有的基础上调整了标准框架。并对标准草案编写内容进行初步讨论并明确了具体任务分工。标准起草工作组依照国家有关规定及《中国生物材料学会团体标准管理办法》，根据团体标准进度计划安排组织实施。
2025年11月标准起草工作组根据前期的工作情况，对标准草案相关内容进行了深入的讨论，从不同角度提出了具备科学性、实用性和可操作性的修改意见，形成标准最终的征求意见稿，并形成标准编制说明，提交中国生物材料学会标准工作委员会进行形式审查。

二、确定学会团体标准主要技术内容（如技术指标、参数等）的论据（包括试验、统计数据）
本标准严格按照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》的规则起草。本标准提供了基于ARE-Nrf2荧光素酶的皮肤致敏体外细胞试验的基本原则、方法的开发和优化、方法确立的指南。本标准适用于基于ARE-Nrf2荧光素酶的原材料皮肤致敏体外细胞试验标准方法的类似或优化方法的开发、验证和实施。
本标准5章节对基于ARE-Nrf2荧光素酶的皮肤致敏体外细胞试验方法的适用原则进行了说明。本方法用于预测化学品引发皮肤致敏反应的能力，其适用性基于一致性、方法依据、可追溯性与性能一致性四项原则，强调与参考方法结构与功能的一致性要求，确保实验室间及时间维度上的结果可比性和重复性。
本标准6.1章节对试验所用细胞系与报告基因构建的基本要求进行了阐述。细胞应为与皮肤致敏相关的人源转基因细胞系，稳定表达荧光素酶报告基因，且需验证其对Nrf2通路的特异依赖性。
本标准6.2章节对基于ARE-Nrf2荧光素酶报告系统的皮肤致敏体外试验步骤进行了详述，包括细胞准备、受试物和对照物制备、细胞毒性测试（MTT法）、荧光素酶活性测定等，旨在确保弱/强致敏剂均能被有效检测。
本标准6.3章节对该类体外试验的性能标准进行了说明，包括重复实验设置、阳性/阴性对照的验收标准，以及溶剂对照组变异系数的限制，确保试验结果的质量与稳定性。
本标准6.4章节对荧光素酶活性试验的结果判定与预测模型进行了说明。提出了基于诱导倍数、剂量反应性、细胞活力等指标的阳性判定标准，同时设定了不确定性判断条件，以提高预测结果的可靠性与解释力。
本标准7章节对类似或改进体外皮肤致敏试验方法的验证要求进行了系统规定，包括参考化学品的选择、验证流程及性能评估指标等内容。标准明确了应选用具有代表性的参考化学品清单（附录A），涵盖不同致敏机制和强度，并规定在必要时可选用具有充分体内参考数据的替代物质。验证过程应在至少三个实验室中完成，并评估实验室内（WLR）和实验室间（BLR）重复性，同时结合准确性、灵敏度和特异性等指标，确保方法的可靠性和可转移性。标准还设定了≥80%的重复性和预测性能下限，并要求对强/极强致敏剂不得低估。此外，对测试失败与补测情形也作出限定，要求记录完整，确保验证过程的严谨性与规范性。
本标准制订参考的主要依据包括：Guidance Document on Good In Vitro Method Practices (GIVIMP)，Good Cell and Tissue Culture Practice (GCCP) 2.0，OECD Guidance Document 34，OECD Test No. 442D: In Vitro Skin Sensitisation。

三、主要试验（验证）的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效果
1.主要试验与验证分析
为科学制定《基于ARE-Nrf2荧光素酶的皮肤致敏体外细胞试验方法》，标准起草工作组围绕皮肤致敏关键通路——Nrf2/ARE抗氧化应答，系统开展了三项验证工作：
1）围绕验证基准的科学性与可追溯性，选择涵盖弱、中、强及极端致敏潜力且化学结构多样的参考化学品，同步采集LLNA EC3值及人类斑贴数据，建立可溯源的“体内-体外”配对数据库，为后续性能评价提供金标准。
2）组织数家具备资质的独立实验室，对核心化学品实施分批次、跨时间重复测定，系统比较实验室内同一操作序列的稳定性与实验室间不同场景下的差异性，全面评估方法在人员、设备、试剂及环境变量共同作用下的稳健性，以确认其重现性满足标准化需求。
3）以体内致敏分类结果为参照标准，综合评价方法对皮肤致敏与非致敏化学品的识别准确性；同步开展细胞毒性测试，划定有效响应区间，引入“毒性-效应”双阈值决策模型，显著降低假阳性与假阴性风险，全面提升预测结果的可靠性与法规认可度。
2.技术经济论证
随着化妆品、化学品以及新材料等产业规模的不断扩大，产品安全性评价的需求日益增长。根据“仁慈试验技术原理”提出后的全球发展趋势，动物实验替代方法已成为毒理学研究与监管科学的重要方向。自2009年欧盟率先禁止化妆品动物实验以来，全球已有超过50个国家和地区采纳替代方法，而我国的应用起步不足20年，标准体系仍不完善。
目前我国《化妆品安全技术规范》已接受包括3T3中性红摄取光毒性试验、皮肤刺激的大鼠经皮电阻试验、皮肤致敏的直接多肽结合试验（DPRA）和眼刺激的短期暴露试验等方法。然而，在皮肤致敏替代方法领域，尚缺乏一项基于细胞水平的系统化试验方法，无法全面满足监管和产业对安全评价的需求。
基于ARE-Nrf2荧光素酶的皮肤致敏体外细胞试验方法，能够直接检测皮肤致敏不良结局通路（AOP）中关键分子事件的激活过程，具备以下优势：①以Nrf2-ARE通路为核心，反映皮肤致敏早期关键事件，与国际毒理学前沿研究高度一致。②依托常规细胞培养和荧光素酶检测体系，实验周期短，重复性和灵敏度高，便于实验室推广。③相较动物实验大幅降低样品消耗与试验费用，同时避免动物伦理与管理成本。④与OECD TG 442系列皮肤致敏替代方法形成互补，为未来建立IATA综合评价策略提供支撑。
因此，本方法的标准化推广不仅符合我国替代方法发展的现实需求，也能填补国内标准体系空白，推动我国在国际替代方法验证和应用中的话语权。
3.预期的经济效果
我国化妆品产业近年来保持快速增长，原料和成品的安全评价需求巨大。与此同时，我国化学品登记与风险评估的监管要求日趋严格，涉及检测服务的市场规模也呈现逐年增长趋势。预计未来5年，我国化妆品毒理检测市场规模将超过31亿元，其中动物替代方法检测的占比将持续提升。
在此背景下，基于ARE-Nrf2荧光素酶的皮肤致敏体外细胞试验方法具有以下经济效益前景：①降低企业研发与检测成本：本方法可在48小时内完成检测，单次费用低于动物实验的三分之一，显著缩短产品上市周期。②提升检测服务产业竞争力：可广泛应用于化妆品原料筛选、成品安全评价、化学品登记及新药毒理学研究，预计每年可替代数千项动物实验，形成数亿元规模的替代检测市场。③推动产业绿色可持续发展：减少动物使用，符合国际伦理要求与绿色发展趋势，有助于我国化妆品和化学品出口产品的国际认可。④带动上下游产业链发展：包括细胞系制备、荧光素酶试剂盒生产、第三方检测服务等环节，均可形成新的经济增长点。
综上，该团体标准的制定不仅具备显著的技术合理性和可行性，还将为我国化妆品与化学品产业安全监管提供有力支撑，促进替代方法检测服务市场的快速发展，带来可观的经济与社会效益。

四、采用国际标准的程度及水平的简要说明
本标准主要依据近几年来，以OECD为代表的国际组织为推动标准化替代方法一致性实施、仿制和优化改进所需要解决的验证问题而发布的系列指南文件，如OECD TG 442D等，结合我国实验室条件及产业需求进行本土化优化，重点采纳其细胞培养、化学物暴露、荧光素酶活性检测等核心流程，并针对国内常见致敏性化学物质（如防腐剂、染发剂）补充验证数据。

五、与有关的现行法律、法规和强制性标准的关系
本标准与有关的现行法律、法规和强制性标准不冲突。

六、重大分歧意见的处理经过和依据
无。

七、其他应予说明的事项
无。
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