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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。

本文件由上海市预防医学会提出并归口。
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化妆品舒缓功效测试方法 基于体外肥大细胞的脱颗粒抑制率及组

胺释放量检测

1 范围

本文件规定了小鼠肥大细胞细胞系P815脱颗粒抑制率检测和体外鼠源腹腔肥大细胞组胺含量检测

的方法。

本文件适用于化妆品舒缓功效的测试评价。

2 规范性引用文件

本文件没有规范性引用文件。

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

肥大细胞 mast cell

产生于骨髓造血干细胞，随血流迁移到特定的组织中，并在特定环境下进行局部增殖并分化成熟。

3.2

肥大细胞脱颗粒 mast cell degranulation

肥大细胞的一种功能状态，是超敏反应发生的基础。

3.3

组胺 histamine

强效的炎性介质，是动植物体内的一种生物胺，其主要由肥大细胞和嗜碱性粒细胞分泌。

4 原理

具有舒缓功效的化妆品有助于改善皮肤刺激等状态。皮肤刺激状态的发生主要涉及皮肤屏障-神经

血管-免疫炎症的生理过程，通过舒缓皮肤炎症反应可以改善皮肤刺激等问题。肥大细胞是一种重要的

免疫细胞，非免疫性刺激（如C48/80、黄蜂毒素、神经肽P物质等），可以触发肥大细胞脱颗粒，释放

组胺、白三烯等生物活性介质。这些炎症介质作用在皮肤上会引起平滑肌收缩和微血管通透性升高，造

成组织损伤和变态反应。通过抑制肥大细胞脱颗粒和释放组胺等炎性介质，可以起到改善皮肤刺激状态，

达到舒缓的功效。
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使用非免疫性刺激物C48/80诱导肥大细胞，触发细胞脱颗粒现象，采用计数法测定脱颗粒细胞数量，

计算受试物的脱颗粒抑制率，通过与阴性对照组的比较，评价受试物的舒缓功效。

使用神经肽P物质（substance P, SP）刺激腹腔肥大细胞促使其细胞脱颗粒并释放大量组胺，收集细

胞培养上清，采用竞争性酶免疫分析法检测受试物作用细胞后对组胺释放量的抑制作用，评价受试物的

舒缓功效。

5 仪器和设备

5.1 分析天平：精度 0.1mg。
5.2 CO2培养箱：37℃，饱和湿度、5% CO2/空气。

5.3 倒置显微镜。

5.4 离心机。

5.5 调节移液枪：1000 μL、200 μL、50 μL、10 μL。
5.6 细胞计数仪。

5.7 酶标仪：配置 450nm 光片。

5.8 超净工作台。

6 主要试剂及耗材

除另有规定外，所有试剂均为分析纯，与细胞培养相关试剂、耗材均需经过无菌处理。

6.1 细胞

脱颗粒抑制率检测选用小鼠肥大细胞瘤细胞P815（建议细胞株来源于美国典型物质保藏中心，

ATCC），组胺释放量检测选用小鼠原代分离所获腹腔肥大细胞。如果培养条件能满足细胞的特殊需要，

其他肥大细胞也可用于本试验，但应证明其等同性。

6.2 细胞培养涉及试剂及耗材

高糖DMEM培养液、新生牛血清、细胞培养瓶、台式液、KM小鼠、重组小鼠干细胞因子、重组小

鼠IL-3、RPMI 1640培养基、percoll细胞分离液、甲苯胺蓝染色液。

6.3 检测涉及试剂及耗材

色甘酸钠、compound 48/80（C48/80）、细胞培养板（规格 24孔）、P物质、组胺酶联免疫试剂盒（内

附标准品）。

7 试验方法

7.1 脱颗粒抑制率检测

7.1.1 细胞准备

将冷冻保存的细胞培养物以一个合适的密度接种到培养液，并在检测前至少传代一次。细胞应以合

适的密度接种到培养液中用于试验，细胞接种密度应保证在接种 12 h后，融合度达到 45%~ 60%。

7.1.2 受试物准备



T/SPMA 002-2023

3

7.1.2.1 除非有稳定性数据证明储备液可接受，否则受试物应在使用前新鲜配制并直接使用（见附录

A）。

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

在阴性对照和受试物中保持一致，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。

7.1.2.3 建议使用二甲基亚砜（DMSO）和无水乙醇作为溶剂。在使用溶剂前，应依据受试物的特殊

性质，评估受试物是否与溶剂发生反应。

7.1.2.4 可以使用涡旋混合/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。

7.1.3 试验条件

7.1.3.1 受试物浓度

应通过细胞毒性测试确定受试物的浓度范围，选择细胞活力≥90%的受试物浓度。

7.1.3.2 刺激条件

Compound 48/80作为外源非免疫性激活剂，可以激活肥大细胞发生脱颗粒现象。Compound 48/80
推荐暴露剂量为40 μg/mL，具体暴露剂量可根据实验室培养细胞特点及选用细胞系特性进行调整。与空

白对照相比，细胞培养板内至少30%的细胞出现脱颗粒现象，说明刺激有效。

7.1.3.3 阳性对照

每一次试验都应同步设置阳性对照组。阳性剂推荐使用色甘酸钠，暴露终浓度为1 mg/mL。具体的

暴露剂量可根据各实验室培养细胞特性进行调整。阳性对照组一般要求脱颗粒抑制率≥20%。

7.1.4 试验步骤

7.1.4.1 细胞消化、接种

7.1.4.1.1 将T75培养瓶中细胞悬液收集至离心管中，800 r/min离心6 min。

7.1.4.1.2 弃掉上清液，向离心管中加入5 mL细胞培养液，弯头吸管吹打混匀细胞，细胞计数仪进行

计数。

7.1.4.1.3 用细胞培养液稀释细胞至接种密度。细胞接种密度应保证在接种12 h后细胞融合度达到

40% ~ 60%，建议接种密度为6.5×104~7.5×104 cells/孔，可根据实验室细胞特点进行调整。

7.1.4.1.4 接种结束后，放置于培养箱（37℃、5% CO2、95% RH）中培养24 h±2 h。

7.1.4.2 诱导及受试物处理

7.1.4.2.1 使用移液器枪头从培养液表面吸弃培养板中的培养液，受试物组加入含有受试物和

Compound 48/80的无血清高糖DMEM培养液，阴性对照组加入含有Compound 48/80的无血清高糖

DMEM培养液，阳性对照组加入含有阳性剂和Compound 48/80的无血清高糖DMEM培养液，空白对照

组加入无血清高糖DMEM培养液，每孔1 mL。每组均应设立3个复孔。
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7.1.4.2.2 受试物处理完毕后，将细胞培养板放置于培养箱中（37℃、5% CO2、95% RH），每隔10 min
观察一次阴性对照组细胞的脱颗粒状态，与空白对照相比， 30%~60%范围内的细胞出现脱颗粒现象时，

将细胞培养板放置在0℃冰水浴中静置10 min，终止C48/80的诱导刺激。

7.1.4.3 拍照

终止反应后对肥大细胞进行拍照，每组在40倍物镜下从中央向一个方向上，选择融合度相似的3个
区域，每个区域拍摄1张照片（见附录B）。

7.1.4.4 脱颗粒细胞数统计

用图像分析软件或人工计数方式分别统计各组40倍物镜下拍摄的3张照片中脱颗粒细胞与所有细胞

的数量。细胞形态学辨别分以下两种特征：

未脱颗粒细胞形态为细胞膜光滑、完整、明亮，胞质均匀、几乎无颗粒；

脱颗粒细胞形态为细胞膜粗糙、不规则，细胞质内颗粒光曲折率低，胞质或细胞膜周围可见胞吐颗

粒，即脱颗粒现象。

7.2 组胺释放量检测

7.2.1 细胞准备

7.2.1.1 小鼠颈椎脱臼处死，75%乙醇腹部消毒，腹腔注入 5 mL预冷无Ca2+Tyrode液，按摩腹部 5 min。

7.2.1.2 沿腹白线切开腹腔，用 5 mL无菌注射器吸取腹腔冲洗液至 50 mL无菌带盖塑料离心管中，

于 4℃、1500 r/min 离心 4 min。

7.2.1.3 弃上清液，加 10 mL无 Ca2+Tyrode液。

7.2.1.4 配制 30% : 80%的 percoll梯度分离液，比例为 1 : 1，30%与 80%的 percoll各加 10 mL，按浓

度从高到低加入 10 mL离心管中。

7.2.1.5 将“7.2.1.3”中收集的细胞悬液缓慢加入 30% : 80% Percoll梯度分离液的离心管上层，三者

比例为 1 : 1 : 1。

7.2.1.6 于 4℃、4000 r/min 离心 5 min，收集界面细胞，用无 Ca2+Tyrode液洗涤 2次，4℃、1000 r/min
离心 10 min。

7.2.1.7 显微镜下计数，使用无 Ca2+Tyrode液调整细胞密度至 5×106~6×106 cells/mL。台盼蓝染色检

测细胞活力，甲苯胺蓝染色检测细胞纯度。

7.2.2 细胞鉴定

7.2.2.1 细胞活性鉴定

7.2.2.1.1 肥大细胞正常结构呈圆形或卵圆形，取细胞悬液20 μL，加20 μL台盼蓝染液，充分混匀染

色2 min，然后加样于细胞计数板加样槽内，分别进行细胞计数和细胞活力的测定。

7.2.2.1.2 细胞活力（活细胞率）=活细胞数／（活细胞数+死细胞数）×100%。

7.2.2.2 细胞特性鉴定
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7.2.2.2.1 取细胞悬液20 μL，加20 μL甲苯胺蓝染液，充分混匀染色2 min，然后加样于细胞计数板加

样槽内，进行肥大细胞纯度的检测，肥大细胞被染成红-紫色，其他细胞被染成蓝色。

7.2.2.2.2 计算公式为：肥大细胞纯度=肥大细胞数／（肥大细胞数+非肥大细胞数）×100％。

7.2.3 受试物准备

7.2.3.1 受试物应在使用前新鲜配制并直接使用。

7.2.3.2 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，

即在阴性对照组和所有试验组保持一致，并且无细胞毒性。受试物浓度的选择应避免出现沉淀或溶液呈

现云雾状。

7.2.3.3 建议使用二甲基亚砜（DMSO）和乙醇作为溶剂。在使用溶剂前，应依据受试物的特殊性质，

评估受试物是否与溶剂发生反应。

7.2.3.4 在不影响受试物稳定性的条件下，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。

7.2.4 试验条件

7.2.4.1 受试物浓度

应当通过细胞毒性测试确定受试物的浓度范围。建议选用来源相同、同一代次的细胞开展细胞毒性

测试，以确保试验的一致性。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。

7.2.4.2 试验分组

实验需设置空白对照组、阴性对照组、阳性对照组和受试物组，每组均设立3个复孔。

7.2.4.3 阳性对照

每一次试验都应同步设置阳性对照。阳性剂推荐使用氯化钙或二氢燕麦酰基邻氨基苯甲酸D（见附

录A），暴露终浓度分别为1 μg/mL和500 μg/mL。具体的暴露浓度可根据各实验室培养细胞特性进行调

整。阳性对照组一般要求组胺抑制率≥25%。

7.2.5 试验步骤

7.2.5.1 细胞培养及受试物前处理

将分离所获的细胞用培养液重悬至细胞密度为5×106~6×106 cells/mL，各取100 μL细胞悬液加入细胞

培养板中，于37℃孵育4 h。对于阳性对照组和试验组需提前加入特定浓度阳性标准品和样品于37℃培

养4 h。培养液为含10%胎牛血清(v/v)、50 U/ml青霉素、50 mg/ml链霉素、2 mM l-谷氨酰胺、30 ng/ml
重组小鼠干细胞因子、10 ng/ml重组小鼠IL-3的RPMI 1640培养基。阳性对照各剂量组和受试物组均应

设立3个复孔。

7.2.5.2 细胞刺激

收集“7.2.5.1”培养后细胞，离心后弃上清，切换为台式液重悬，按试验分组进行分配。空白对照

细胞不做处理，阴性对照组、阳性对照组、受试物组的处理液中均添加终浓度为10 μM的P物质。

7.2.5.3 样品收集
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将上述细胞于37℃孵育30 min，收集细胞培养板中所有细胞和处理液，于3000 r/min离心5 min，取

上清进行ELISA检测。

7.2.5.4 ELISA检测

ELISA检测按照组胺酶联免疫试剂盒的使用说明书进行。在正式检测前，应设定稀释比例并进行预

实验，确定ELISA检测试验组的稀释比例，以保证检测数值落在标准曲线范围内。根据实验室的仪器特

点，可选用具有类似功能的检测设备，如荧光酶标仪、荧光分光光度计等。

8 结果计算

8.1 脱颗粒率计算

脱颗粒率=照片区域内的脱颗粒细胞数量/照片区域内的细胞总数量×100%。

8.2 组胺含量计算

推荐使用专业曲线制作软件，以组胺酶联免疫试剂盒内附标准品的浓度为纵坐标，OD450值为横

坐标，制作标准曲线，根据受试物组的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，将受试物组的 OD450值代入方程式，计算组胺含量。取各组3个复孔的平均值

作为最终的组胺含量结果。

8.3 脱颗粒/组胺释放抑制率计算

抑制率 % = （1 −
T
C

） × 100%…………………………………………………………………(1)

式中：

T—受试物组脱颗粒率/组胺含量的3次平均值；

C—阴性对照组脱颗粒率/组胺含量的3次平均值。

9 试验有效性判定

9.1 脱颗粒抑制率检测

每批次试验应设置阳性对照组，要求每批次测试阳性对照组均能检出脱颗粒抑制产生的效果，且与

阴性对照组相比，脱颗粒抑制率≥20%，判定试验体系有效。

9.2 组胺释放量检测

每批次试验应设置阴性对照组和阳性对照组，要求每批次阴性对照组与空白对照组相比，组胺含量

上调≥20%且差异具统计学意义（P<0.05）；阳性对照组每批次均具有组胺抑制作用，且与阴性对照组

相比，组胺抑制率≥20%且差异具统计学意义（P<0.05），判定试验体系有效。

10 结果报告

10.1 脱颗粒抑制率检测
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受试物在某一测试浓度下的脱颗粒细胞数量百分比（脱颗粒率）应表述为：脱颗粒率平均值±标准

差（SD）。评价受试物抑制脱颗粒产生的能力，受试物组与阴性对照组的差异应具有统计学意义（P<0.05），
且有抑制率具体数值。对于受试物脱颗粒抑制率的表述，应包含受试浓度。

10.2 组胺释放量检测

受试物在某一测试浓度下的组胺释放量应表述为：组胺含量的平均值±标准差（SD）。评价受试

物抑制组胺释放的能力，受试物组与阴性对照组的组胺含量差异应具有统计学意义（P<0.05）。对于受

试物抑制组胺释放能力的表述，应包含受试浓度。

11 结果相关性解读

11.1 脱颗粒抑制率检测

在试验体系满足有效性判定的基础上，受试物组的脱颗粒抑制率为正值，且与阴性对照组相比差异

具有统计学意义（P<0.05），说明受试物在该浓度下具有抑制肥大细胞脱颗粒的作用，可作为化妆品舒

缓功效宣称的证据支持。

11.2 组胺含量检测

在试验体系满足有效性验证判定的基础上，受试物组的组胺抑制率为正值，且与阴性对照组相比差

异具有统计学意义（P<0.05），说明受试物在该浓度下具有抑制组胺释放的作用，可作为化妆品原料舒

缓功效宣称的证据支持。
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附 录 A

（资料性）

溶液制备

A.1 C48/80 储备液（50 mg/mL）制备

分两次总计添加 5 mL无菌 PBS至 C48/80原包装瓶中，涡旋混匀 15 min，转移至 10 mL 离心管中，

继续涡旋混匀 15 min，0.22 μm滤器过滤除菌后，保存至-80℃。工作液采用无血清高糖 DMEM培养液

稀释至 40 μg/mL，备用。

A.2 色甘酸钠溶液制备

称取 25 mg色甘酸钠，加入 25 mL无血清高糖 DMEM培养液，配制成浓度为 1 mg/mL工作液（可

根据实际称量情况等比例放大）。

A.3 二氢燕麦酰基邻氨基苯甲酸 D（500 μg/mL）制备

称取 0.5 mg的二氢燕麦酰基邻氨基苯甲酸 D，加入乙醇 10 ml，配制成浓度为 500 μg/mL工作液（可

根据实际称量情况等比例放大）。
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附 录 B

（资料性）

肥大细胞脱颗粒状态图片示例

下面给出了肥大细胞脱颗粒状态图片示例。

空白对照

阴性对照

阳性对照

色甘酸钠

示例样品

图B.1 肥大细胞脱颗粒状态示意图（40倍物镜）
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