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化妆品舒缓功效测试 体外巨噬细胞一氧化氮（NO）释放抑制测定

1 范围

本文件规定了体外巨噬细胞一氧化氮（NO）释放抑制测定的原理、材料、试验方法、结果计算、质

量控制、结果评价和结论。

本文件提供了一种化妆品及原料抑制LPS诱导体外巨噬细胞释放一氧化氮（NO）的测试方法，为化

妆品及原料舒缓功效宣称提供科学支持。

本文件适用于通过由外部刺激引起的炎症反应通路而达到舒缓效果的样品，不适用于通过其他通路

作用、无法在水溶液中均匀分散、无法透过皮肤屏障、或因细胞毒性较大导致测试浓度偏低的样品。

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 3899 化妆品体外替代试验 良好细胞培养和样品制备规范

SN/T 2328 化妆品急性毒性的角质细胞试验

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

格里斯试剂 griess reagent

对氨基苯磺酸和α-萘胺醋酸性的混合溶液。

格里斯试验 griess experiment

在醋酸介质条件下，用格里斯试剂与亚硝酸根离子(NO2

-
)反应，生成红色偶氮化合物，用于鉴定亚

硝酸根离子（NO2

-）

光密度 optical density，OD

入射光和透射光的透过率之比值的常用对数值。

4 原理

NO 抑制与舒缓功效原理

细菌脂多糖(lipopolysaccharide， LPS)与巨噬细胞表面抗原识别受体相结合，诱导巨噬细胞释放

炎症介质NO，过多的NO可以促进巨噬细胞释放IL-6、TNF-α等炎症因子，而这些炎症因子又可以促进细

胞分泌更多的NO，形成恶性循环，加重炎症反应。通过测定给药后样品组的NO抑制率，评价样品对NO

释放的抑制作用，从而评价样品是否具有舒缓功效。

NO 相对含量测试原理

NO在体内或水溶液中极易氧化成NO2

-
，在酸性条件下，NO2

-
与重氮盐磺胺发生重氮反应，并生成重氮

化合物，后者进一步与萘基乙烯基二胺发生耦合反应，该反应生成的产物浓度与NO浓度具有线性关系，

在540nm处有最大吸收峰。用酶标仪测定540nm处光密度（OD）值，计算NO的相对含量。
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5 材料

细胞系

小鼠单核巨噬细胞白血病细胞系RAW264.7株。

仪器及设备

本文件测试所需仪器如下:

——二氧化碳培养箱（37℃±1℃，湿化，5%±1% CO
2
）；

——生物安全柜或层流洁净工作台；

——水浴槽（37℃±1℃）；

——倒置相差显微镜；

——酶标仪：配备 540nm、570nm、630nm 滤光片；

——电子天平（精确到 0.001g）；

——低速离心机；

——细胞板振荡器；

——漩涡混匀仪；

——移液器：1000μL、200μL、50μL、10μL；

——细胞计数仪或血球计数板。

试剂

本文件测试所需试剂如下：

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

——DMEM/F12 无酚红培养基；

——牛血清；

——胰蛋白酶/EDTA 溶液；

——磷酸盐缓冲液（PBS）；

——青霉素/链霉素；

——噻唑蓝（MTT）；

——二甲基亚砜（DMSO）；

——无水乙醇；

——细菌脂多糖(lipopolysaccharide, LPS，大肠杆菌来源)；

——地塞米松磷酸钠；

——格里斯试剂。

试剂准备

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 牛血清

解冻后56℃加热灭活30min。

5.4.3 磷酸盐缓冲液（PBS）

取磷酸二氢钾27.22g，加1000mL水使其溶解，取50mL，加0.2mol/L氢氧化钠溶液42.4mL，再加水稀

释至200mL，使其pH为7.6，即得。

5.4.4 培养基

5.4.4.1 常规培养基

含10%牛血清，50U/mL青霉素，50μg/mL链霉素的DMEM培养基。
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5.4.4.2 试验培养基

含2%牛血清，50U/mL青霉素，50μg/mL链霉素的DMEM培养基。

5.4.4.3 冻存培养基

含20%牛血清，10% DMSO，50U/mL青霉素，50μg/mL链霉素的DMEM培养基。

5.4.5 噻唑蓝（MTT）

5.4.5.1 贮备液

用PBS配制成5mg/mL，过滤(0.22μm微孔滤膜),2℃～8℃避光保存。

5.4.5.2 工作液

用DMEM/F12无酚红培养基将MTT贮备液稀释成1mg/mL，使用时现配现用。

5.4.6 细菌脂多糖（LPS）

5.4.6.1 贮备液

用纯水配制成1mg/mL，过滤后分装于棕色玻璃瓶中，-15℃以下保存。

5.4.6.2 工作液

用试验培养基将LPS贮备液稀释成2.5μg/mL，使其终浓度为1.25μg/mL，使用时现配现用。

5.4.7 地塞米松磷酸钠，阳性对照物

5.4.7.1 贮备液：

用PBS配制成10mg/mL，过滤(0.22μm微孔滤膜)，-15℃以下保存。

5.4.7.2 工作液：

用试验培养基将地塞米松磷酸钠贮备液稀释成4mg/mL，再与LPS工作液1:1混合，使用时现配现用。

5.4.8 格里斯溶液

用纯水配制成1%浓度，室温避光保存，溶液应当澄清透明，如发生颜色变化或沉淀等现象则不可使

用。

耗材

本文件测试所需耗材如下：

——25cm
2
和 75cm

2
细胞培养瓶，用于常规培养；

——96 孔，平底细胞培养板，用于细胞培养及试验；

——2mL 细胞冻存管，用于细胞冻存；

——0.22μm 水系微孔滤膜，用于试剂过滤除菌。

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。

细胞准备

细胞的维护和培养程序参见附录A。取冷冻保存的细胞培养物以一个合适的密度接种1到常规培养基

中用于试验；用于试验的细胞在检测前至少传代一次，在试验前一天接种于96孔板中，每孔接种量为100

μL。
注：细胞接种密度应保证在接种24h后，6.3条中细胞融合度达到50%～70%，6.4条中细胞融合度达到80%～90%，
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正常细胞形态参见附录B。

细胞毒性测试

6.3.1 受试物准备

受试物所用溶剂及最大试验浓度选择参见附录C，浓度级数的设计参见附录D。受试物应在测试当天

准备，宜在测试前4h内准备完毕；溶剂终浓度应保持一致，无细胞毒性，不应对细胞增殖及样品产生任

何其他影响。

6.3.2 MTT 测试

弃掉96孔板中的培养基，根据图1加入不同浓度的受试物溶液，同时设置空白对照组（NC）和阳性

对照组（PC），100μL/孔，每个浓度6个复孔进行加样，结束后，盖上细胞板盖，封边，置于二氧化碳

培养箱中培养20h～48h。培养结束后，观察并记录细胞状态，弃去培养液，用PBS洗1至2次，加入MTT

工作液，50μL/孔，继续置于二氧化碳培养箱培养2h～6h，弃去培养液，每孔加入150μL的DMSO，震荡

5min～10min，用酶标仪测定570nm处吸光度值，采用630nm作为参考波长，根据结果计算细胞存活率，

当样品在96孔板中对应浓度的细胞存活率≥90%，且样品组的细胞与空白组细胞的形态无明显差异时，

则说明样品在该浓度下无明显细胞毒性，选用该浓度进行下一步试验。试验流程参见附录E。

图 1 96 孔细胞板加样示意图（细胞毒性测定）

注：PBS —— 只加PBS，无细胞；

NC —— 试验培养基，有细胞；

C1~C8 —— 含8个不同浓度受试物溶液的试验培养基，有细胞（C1为最高浓度，C8为最低浓度）；

PC —— 含0.1mg/mL的SDS溶液的试验培养基，有细胞。

NO 释放抑制试验

6.4.1 细胞及受试物准备

按 6.2 条规定重新准备细胞，根据 6.3 条中细胞毒性测试结果，配制 2 倍的无细胞毒性的受试物溶

液，如受试物的无细胞毒性浓度为 1%，则将受试物浓度配制成 2%。所用溶剂应与细胞毒性测试一致，

受试物应在测试当天准备，建议在测试前 2h 内准备完毕。

6.4.2 加样

弃掉 96 孔板中的培养基，每孔加入 50μL 的受试物溶液，再加入 50μL 的 LPS 工作液，每孔总体积

为 100μL。同时还应设阳性对照组、模型对照组、空白对照组。阳性对照组每孔加入 100μL 的地塞米松

磷酸钠工作液，模型对照组每孔加入 50μL 的试验培养基和 50μL 的 LPS 工作液，空白对照组每孔加入

100μL的试验培养基。每组各 6 个复孔。加样完毕后将 96 孔板置二氧化碳培养箱中孵育培养 24h±2h。

6.4.3 格里斯试验
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孵育培养结束后，每孔收集50μL的细胞培养上清液放入一个新的96孔板中，每孔加入50μL的格里

斯溶液，混匀后避光反应10min，用酶标仪在540nm处检测OD值。试验流程参见附录E。

7 结果计算

细胞存活率

细胞存活率按公式（1）计算。

细胞存活率 % = OD样品

OD空白
× 100%········································ (1)

式中：

OD 样品——样品组的 OD值均值；

OD 空白——空白对照组的 OD值均值。

NO 含量及抑制率计算

7.2.1 NO 相对含量

NO相对含量按公式（2）计算。

NO相对含量 % = OD样品

OD模型组
× 100%······································(1)

式中：

OD 样品——样品组的 OD 值均值；

OD 模型组——模型对照组的 OD 值均值。

7.2.2 NO 相对抑制率

NO相对抑制率按公式（3）计算。

NO相对抑制率 % = OD模型组−OD样品

OD模型组
× 100%······························· (1)

式中：

OD 样品——指样品组的 OD值均值；

OD 模型组——模型对照组的 OD 值均值。

8 质量控制

细胞毒性试验

进行MTT试验时，在96孔板第11列加入0.1mg/mL的SDS溶液作为对照，作为质量控制。测试值应在表

1置信范围内。

表 1 测定吸光度的置信区间

组别 95%置信区间（OD570nm值，参考波长 630nm）

溶剂对照孔 1.000～2.500

SDS 对照孔 0.010～0.100

可接受标准（阳性对照）

8.2.1 每批次试验均须设置阳性对照组、模型对照组和空白对照组，要求每批次试验，与模型对照组

相比，空白对照组 NO 相对含量应≤50%，阳性对照组 NO 相对抑制率应≥20%，则认为试验体系有效。
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8.2.2 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），若 C.V 值≤20%，则认为试验平行性有效。

9 结果评价

NO 相对含量应表述为：平均值±标准差（SD）。

评价受试物 NO 释放的抑制能力，需要样品组的 NO 相对抑制率≥10%，且样品组的 NO 相对含量与

模型对照组相比，具有显著性差异（P<0.05）。

报告中对于受试物抑制 NO 释放的表述，应包含受试物浓度。

10 结论

在试验满足有效性验证的基础上，样品组与模型对照组相比，NO相对抑制率≥10%，且样品组的NO

相对含量与模型对照组相比，具有显著性差异（P<0.05），说明受试物在该受试浓度下，具有抑制巨噬

细胞释放NO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。



T/GDCDC 02X—2022

7

A
A

附 录 A

（规范性）

细胞维护和培养程序

A.1 细胞复苏

将安瓶放在37℃的水浴中，使细胞解冻，时间应控制在2min内并尽可能短。使细胞在常规培养基中

重新悬浮，用离心机1000rpm离心5min后，轻轻倒出上层清液，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，置于在二氧化碳培养箱中培养。

A.2 培养条件

将小鼠巨噬细胞移入在培养瓶内，置于温度37℃和5% CO2的潮湿空气中长成单细胞层。应每天在相

差显微镜下检查细胞，注意形态或其贴壁特性的变化，当细胞达到80%融合时，用细胞刮或其他工具将

细胞从培养瓶中分散下来。
注：常规培养基在使用前，应在水浴槽中将其预热至37℃。

A.3 细胞传代

取A.2中刮落后的细胞，加入常规培养基，吹散细胞。吸取100μL细胞悬液进行细胞计数，用常规

培养基调整细胞浓度为（5.0×104～2.0×105）cell/mL，转入新的细胞瓶或96孔板中，置二氧化碳培

养箱中培养。

A.4 细胞冻存

取刮落或消化后的细胞，加入常规培养基，吹散细胞。将细胞悬液用离心机1000rpm离心5min，弃

去上清液，重悬细胞于冻存培养基中，细胞浓度调整至（1.0×106～5.0×106）cell/mL，每支冻存管

分装1mL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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B
B

附 录 B

（资料性）

正常小鼠巨噬细胞 RAW264.7 株示例

图B.1给出了正常小鼠巨噬细胞RAW264.7株10倍显微镜下的示图。

图 B.1 正常小鼠巨噬细胞 RAW264.7 株典型培养 10 倍显微镜下的示图
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C
C

附 录 C

（规范性）

受试物溶解度预测试流程

图 C.1给出了受试化学品溶解度的预测试流程。

注：DMEM ——无添加培养基;

培养基 ——完全培养基;

细胞毒性试验中要使用的溶剂最高终浓度应为：PBS 或 DMEM，100%；无水乙醇或 DMSO，1%。

细胞毒性试验中样品的最高终浓度应为：PBS 或 DMEM 稀释，20%；无水乙醇或 DMSO 稀释，0.2%。

图 C.1 受试化学品溶解度预测试流程图
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D
D

附 录 D

（资料性）

十进制几何浓度序列

图D.1给出十进制几何浓度的稀释设计示例图。稀释因子3.16（= 2 10 ）将一个log单位分为等距离

的2个间隔，稀释因子2.15（=
3 10 ）将一个log单位分为等距离的3个间隔，稀释因子1.47（= 6 10 ）将

一个log单位分为等距离的6个间隔，稀释因子1.21（= 1210）将一个log单位分为等距离的12个间隔

图 D.1 十进制几何序列设计示例图

示例：样品稀释到 20%浓度，并以 2.15（=
3 10 ）为稀释因子稀释 8 个浓度为例，由图 D.2 表示：

吸取样品1mL，加入4mL的试验培养基中，用振荡器漩涡混匀，即得20%浓度样品溶液，记为C1。从C1中取1mL，加入

1.15mL试验培养基中，记为C2，以此方法依次稀释成8个不同浓度。

图 D.2 样品稀释示意图
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E
E

附 录 E

（规范性）

细胞毒性试验和 NO 释放抑制试验测试步骤

图E.1～E.2规定了细胞毒性试验和NO释放抑制试验测试步骤。

图 E.1 细胞毒性试验步骤

图 E.2 NO 释放抑制试验测试步骤
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