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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。

本文件由中国轻工业联合会提出并归口。

本文件起草单位：欧诗漫生物股份有限公司、北京颐唯实检测技术有限公司、山西锦波生物医药股

份有限公司、诺斯贝尔化妆品股份有限公司、上海家化联合股份有限公司、杭州希科检测技术有限公司、

华测检测认证集团股份有限公司、上海微谱检测科技集团有限公司、北京超维景生物科技有限公司、北

京金宏帆商贸有限责任公司。

本文件主要起草人：赵瑞丽、范莹、刘琦、冯子然、陈传秀，周大为、邱晓锋、彭心宇、陈默、

闫昕宇、王晓、李玉洁、陈映格、王思艺、崔俭杰、刘玉、王俊杰、王芳。
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化妆品功效人体测试

基于双光子在体显微成像技术的测试方法

1 范围

本文件描述了化妆品功效人体测试中基于双光子在体显微成像技术的测试方法。

本文件适用于化妆品功效人体测试中采用双光子在体显微成像技术开展测试的方法。其他研究领域

基于双光子在体显微成像技术的测试方法参照执行。

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。

《化妆品安全技术规范》（2015版）（国家食品药品监督管理总局 2015年第 268号）

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

双光子显微成像 two-photon microscopy
利用聚焦近红外飞秒激光作用于皮肤，从而激发皮肤组织中的双光子荧光信号及二次谐波信号的在

体显微成像技术。

3.2

荧光通道投影面积 fluorescent channel projection area value
皮肤中弹性纤维荧光信号的分割投影面积。

注 1：皮肤中弹性纤维是由弹性蛋白和微原纤维组成的结缔组织纤维，是真皮中的一种重要纤维。在真皮乳头内，

弹性纤维呈垂直方向生长直至真表皮交界处，进入到真皮网状层浅层后，其排列与胶原纤维平行或斜行。弹

性纤维在吸收适当波长的光子后，会发生自发发射荧光的现象。其荧光信号由该通道输出，输出深度一般为

80 μm～120 μm（不同测试部位和人群略有不同）。

注 2：此值表征测试区域内真皮浅层弹性纤维的分布密度。此值越大，说明测试区域的弹性纤维分布密度越高，弹

性纤维含量越高；反之则越低。

注 3：此值无量纲。

3.3

谐波通道投影面积 harmonic channel projection area value
皮肤中胶原纤维二次谐波信号的分割投影面积。

注 1：皮肤中胶原纤维是真皮中的主要结缔组织纤维，主要由 I型胶原构成（少数为Ⅲ型胶原），经多级拓扑结构

组装成束，排列紧密且交织成网，因对光产生强烈米氏散射而呈现白色；在真皮层内，胶原纤维主要分布于

网状层，部分延伸至乳头层，排列方向与皮肤张力方向一致，承担皮肤支撑、抵抗拉力的核心功能。在聚焦
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飞秒激光作用下，胶原纤维会发生非线性光学现象—产生二次谐波信号（频率为入射光频率两倍、波长为入

射光波长一半），该信号由谐波通道输出，输出深度一般为 80 μm～120 μm（不同测试部位和人群略有不同）。

注 2：此值表征测试区域内真皮浅层胶原纤维的分布密度。此值越大，说明测试区域的胶原纤维分布密度越高，胶

原纤维含量越高；反之越低。

注 3：此值无量纲。

3.4

表皮厚度 epidermal thickness
皮肤表面至真表皮交界的平均深度。

注 1：此值越大，说明测试区域的表皮越厚；反之则越小。

注 2：单位为微米（μm）。

3.5

真表皮交界标准化面积 dermal-epidermal junction index;DEJI
皮肤真表皮交界的表面积与其沿皮肤表面法线方向的投影面积之比。

注 1：此值越大，说明测试区域的真表皮界面面积越大；反之则越小。

注 2：此值无量纲。

3.6

皮肤老化指数 skin aging assessment index;SAAID
皮肤不同深度下皮肤弹性纤维荧光图像与胶原纤维二次谐波图像的强度按照如下运算关系所得比值：

AFSHG
AFSHGSAAID






式中：

SAAID ——皮肤老化指数；

SHG ——胶原纤维；

AF ——弹性纤维。

注 1：皮肤中该指数降低时，可能出现胶原流失、弹性纤维断裂，与皮肤松弛、皱纹加深、弹性下降相关；用于辅

助评估光老化、自然老化。

注 2：此值无量纲。

4 基本要求

4.1 化妆品人体功效评价检验应符合国际赫尔辛基宣言的基本原则，要求受试者签署知情同意书并采

取必要的医学防护措施，最大程度地保护受试者的利益。

4.2 被测化妆品应为微生物学指标、有害物质限值和理化指标检验合格的产品，化妆品人体功效检验

之前应先完成必要的安全性评价，并出具书面证明，安全性评价不合格的样品不再进行人体功效检验，

具体检测方法及合格判断标准均按照《化妆品安全技术规范》（2015版）中的要求执行。

5 测试原理

双光子显微成像技术利用显微物镜将百飞秒量级的近红外激光脉冲聚焦至样本内，在焦点处的荧光

分子发生双光子吸收而跃迁至高能级，在返回基态的过程中放出荧光光子。在扫描系统的控制下，激光

对样本进行 X、Y、Z 三轴扫描，记录每一个像素点的灰度值信息，从而实现三维空间（3D）层析成像。
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6 受试者的选择

6.1 受试者人数

按受试者入选标准和排除标准选择合格的受试者，并按随机表分组，确保最终完成有效例数不少于

24人/组（侧）。

6.2 入选标准

入选受试者应符合如下入选标准：

a) 18岁～60岁，健康女性或男性；

b) 受试部位皮肤无多毛等现象；

c) 能理解测试过程，自愿参加试验并签署书面知情同意书。

6.3 排除标准

符合下列任一项者将被排除：

a) 妊娠或哺乳期妇女，或近期有备孕计划者；

b) 有过敏性疾病，存在化妆品或其他外用制剂过敏史；

c) 近 1个月内参加过化妆品临床试验者；

d) 其他临床评估认为不适合参加试验者。

7 测试方法

7.1 受试物

抗皱类或紧致类化妆品。

7.2 测试部位

面部、躯干部位或者根据试验需求选择其他部位。

7.3 测试条件

7.3.1 测试环境温度：20℃～22℃；相对湿度：40%～60%。

7.3.2 测试过程中，任何一个测试时间点的测试条件应保持一致，如：受试者、测试场所、测试仪器等。

7.3.3 测试仪器为适用于人体检测的双光子显微成像的皮肤显微成像设备，仪器参数应符合表 1的规

定，仪器运行参数见附录 A。

表 1 仪器参数

仪器 参数

激发波长/nm 780±10

水平分辨率/µm ≤0.8

轴向分辨率/µm ≤6.5

视场大小/（µm×µm） ≥125×125

轴向扫描范围/µm ≥100

成像深度/µm ≥200

成像通道/nm
绿色伪彩 420～580

红色伪彩 375～405
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表 1（续）

仪器 参数

图像分辨率/（px×px） 512×512

存放环境温度/℃ 19～30

7.4 测试前准备

为确保仪器正常运作，测试前应对测试仪器进行清洁与检查，保证测试仪器处于良好工作状态。确

认各部件连接正常。启动主机，检查探头状态，确保窗片表观正常，窗片内部凝胶接触良好，无脱胶现

象。同时，可准备环形胶贴、酒精棉片等物品。

7.5 测试流程

7.5.1 受试者在恒温恒湿环境中休息至少 30 min后，进入实验室采集图像。 ​
7.5.2 对测试探头进行消毒处理，同时清洁待测部位。​
7.5.3 确定测试部位，做好位置标记及固定。​
7.5.4 调整测试仪器参数，选取合适区域采集图像，每个测试区至少获取 1条良好影像数据。

7.5.5 采集结束后，清洁测试探头，妥善放置测试仪器。

7.5.6 测试人员按要求向受试者发放受试物，将受试者随机分组并告知受试者关于受试物的使用方法

与注意事项，确保受试物覆盖受试区域。​
7.5.7 根据受试物特性设定采集时间点、间隔及周期，受试者连续使用受试物至试验结束前一天。

7.5.8 受试者按设定时间返回，回访允许±1 d误差，每次测量保持测试环境、测试人员及操作步骤一致。

7.6 注意事项

测试应遵守如下注意事项：

a) 避开受试者毛囊、毛发、皮沟较深及皮肤异常部位；

b) 探头轻拿轻放，避免磕碰导致位移台松动以及部分零件损坏；

c) 仪器运输前，锁定位移台，仪器运输后，解锁位移台（此步骤由测试人士进行）。

7.7 图像采集和分析

7.7.1 通用操作基础：拖动通道图像下方的进度条至目标层，出现清晰分析对象形态时，为起始帧；

继续拖动进度条至清晰形态即将模糊时，为结束帧，选择结束即可分析，分析得出显示所选层数的分析

数据。 ​
7.7.2 细胞密度：按照荧光通道出现清晰颗粒状细胞核的原则，拖动进度条至该状态，标记选区（ROI），
在荧光通道图像内框选细胞核密度均匀且范围最大的区域，进行计算。

注：细胞密度指皮肤颗粒层单位面积内的细胞个数，单位为个每平方毫米（个/mm²）。

7.7.3 真表皮交界标准化面积：以谐波通道开始出现胶原纤维信号为起始、荧光通道细胞结构完全消

失（网状真皮层）为结束的原则，拖动进度条分别标记起始帧和结束帧。 ​
7.7.4 表皮厚度：以谐波通道开始出现胶原纤维信号为起始、荧光通道细胞结构完全消失（网状真皮

层）为结束的原则，拖动进度条分别标记起始帧和结束帧。 ​
7.7.5 皮肤老化指数：以网状真皮层出现清晰纤维形态为起始、清晰形态即将模糊为结束的原则，拖

动进度条分别标记起始帧和结束帧。

7.8 质量控制

拍摄完成的图像应满足测试要求和分析要求，附录 B为各皮肤结构图像的标准示例。
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8 数据统计

应用统计分析软件进行数据的统计分析。计量资料表示为：均值±标准差，并进行正态分布检验，

符合正态分布要求，自身前后的比较采用配对检验，否则采用两个相关样本秩和检验；测试区和对照区

之间比较采用配对样本 t 检验或秩和检验。上述统计分析均为双尾检验，显著性水平为α=0.05。

9 结果应用

可根据测试指标的改善情况应用于相应的化妆品功效人体测试的效果评估中，见附录 C。

10 试验报告

试验报告应包含以下内容：

a) 被测样品所需全部资料（生产及送检单位，受试物名称、数量及规格、生产日期或批号、颜

色和物态等相关信息）；

b) 试验材料相关信息；

c) 试验所采用的方法；

d) 试验起止时间；

e) 试验结果；

f) 试验结论；

g) 试验中的异常现象；

h) 试验日期；

i) 测试人员、校核人员和授权签字人员及其签名。
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附 录 A

（资料性）

测试仪器运行参数

测试仪器运行参数见表 A.1。

表 A.1 测试仪器运行参数

参数 三维快速扫描

初始功率/mW 300～500

时间步长/s 1

功率步长/mW 20～40

最大功率/mW 700～850

Z 轴速度/（µm/s） 1～5

扫描距离/µm 100～150
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附 录 B

（资料性）

皮肤结构图像的标准示例

不同部位皮肤结构特点总体保持基本一致，以下以脸颊部位皮肤结构作为标准示例图，其他部位参

照此示例进行辨识。

a) 角质层：典型的角质层图像特点是呈现不规则状，边缘清晰，能观察暗沟或亮线。皮沟不横

跨于图像中央，占比不大于 10%，较小的皮沟不宜过深，拍摄期间观察图像有无相位差，标

准示例见图 B.1、图 B.2。

图 B.1 角质层图像 1 图 B.2 角质层图像 2

b) 颗粒层：颗粒层由稍微扁平的角质形成细胞组成，能观察到明显的细胞、细胞核结构，观察

是否排列规整，有无空洞缺损部分，标准示例见图 B.3、图 B.4。

图 B.3 颗粒层图像 1 图 B.4 颗粒层图像 2

c) 棘层：与角质层、颗粒层、棘层上部不同，基底层常表现出明显的起伏，因此在 3D层扫时能

观察到环形排布的基底细胞（发出自发荧光，用绿色伪彩展示）围绕真皮乳头的典型图像。

环形结构内部一般是真皮乳头中的胶原纤维（发出二次谐波，用红色伪彩展示）和弹性纤维

（发出自发荧光，用绿色伪彩展示），标准示例见图 B.5。在表皮突较为平坦的解剖部位，例

如眼角，则较少观察到上述环状结构，标准示例见图 B.6。

图 B.5 棘层图像 1 图 B.6 棘层图像 2

d) 基底层：基底细胞色素环包裹真皮乳头，在 3D层扫时能观察到环形结构。环形结构内部一般

是胶原纤维，环绕在胶原纤维周围的一圈细胞为基底细胞层，图中绿色部分为基底细胞，红
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色部分为胶原纤维，标准示例见图 B.7、图 B.8。

图 B.7 基底层图像 1 图 B.8 基底层图像 2

e) 真皮层弹性纤维：在基底细胞层下方观察到，呈网状结构，采集时到达此层若出现毛囊空洞

则需重新采集，标准示例见图 B.9、图 B.10。

图 B.9 真皮层弹性纤维图像 1 图 B.10 真皮层弹性纤维图像 2

f) 真皮层胶原纤维：纹理结构，呈现条带状或网状，采集时到达此层若出现毛囊空洞则重新采

集，标准示例见图 B.11、图 B.12。

图 B.11 真皮层胶原纤维图像 1 图 B.12 真皮层胶原纤维图像 2
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附 录 C

（资料性）

测试指标与结果评估对照

测试指标与结果评估对照见表 C.1。

表 C.1 测试指标与结果评估对照

测试指标 结果评估

表皮厚度
使用受试物后任一测试时间点，测试指标有显著改善（P<0.05），则可评

估产品具有修护效果

真表皮交界标准化面积
使用受试物后任一测试时间点，测试指标有显著改善（P<0.05），则可评

估产品具有滋养效果

皮肤老化指数
使用受试物后任一测试时间点，任一测试指标有显著改善（P<0.05），则

可评估产品具有抗皱效果
荧光通道投影面积

谐波通道投影面积

真表皮交界标准化面积

使用受试物后任一测试时间点，任一测试指标有显著改善（P<0.05），则

可评估产品具有紧致效果

皮肤老化指数

荧光通道投影面积

谐波通道投影面积

注：P 为显著性。
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