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[bookmark: BookMark3]引言
皮肤是人体最大的器官，具有抵御外来物理、化学及生物病原体的入侵，维持机体稳态等功能，同时皮肤也为共生微生物提供生存环境。皮肤微生物组（skin microbiome），也称为皮肤菌群，是指所有生活在皮肤上的细菌、真菌、病毒等微生物的集合，它们生存的微环境（皮肤、皮肤附属器和外界环境）共同组成的生态系统，称为“皮肤微生态”。微生物根据在皮肤上停留的时间可分为常驻菌群和暂住菌群。皮肤微生物、宿主及环境三者相互作用并达到动态平衡，构成皮肤微生态平衡。这一平衡不仅是微生物之间的制衡，也是微生物和宿主皮肤之间的和谐统一，展现出健康状态。皮肤微生物组对于发挥皮肤的多重屏障功能、维持宿主内环境稳态有重要作用。皮肤微生态失衡，与一系列皮肤疾病紧密相关，如特应性皮炎、痤疮、脂溢性皮炎、银屑病、慢性伤口感染、机会性感染等。
化妆品对于改善人体皮肤的健康有着不可或缺的作用，同样的，它们也影响着皮肤微生态的平衡。随着对人体共生微生物的深入研究，发现仅凭借抑菌和杀菌策略可能也会打破皮肤正常的微生态平衡，不利于皮肤健康。因此，“皮肤微生态平衡”的概念已经变成了个护行业追求的新趋势。越来越多益生菌和（或）益生元的化妆品应运而生。目前，研究化妆品或原料对于皮肤微生态的影响主要有以下一些体外或者体内的方法：体外抗菌测试、体外细胞和微生物共培养模型、体外猪皮和微生物共培养模型和临床试验。本文件就化妆品的皮肤微生态调节功效进行规范，从而指导化妆品的评价，也会对生产、研发过程起到一定的指导意义，确保消费者所使用的个护产品不会对皮肤微生态产生破坏，真正给消费者提供健康、安全和有效的化妆品。 
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皮肤微生态调节型化妆品功效评价
[bookmark: _Toc26986532]范围
本文件规定了皮肤微生态调节型化妆品功效评价的基本原则、皮肤微生态评估方法、皮肤状态改善相关功效评价、测定步骤护肤品微生物检测方法与技术要求本文件适用于皮肤微生态调节型化妆品功效评价活动。
1  范围
本文件规定了微生态与皮肤问题的基础理论依据、微生态护肤及化妆品的定义、微生态相关原料的基本要求、微生态菌群调节检测方法、技术要求和贮存要求。
本文件适用于宣称具有皮肤微生态调节功效的化妆品。
1　 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 7919—1987  化妆品安全性评价程序和方法
ISO 29621：2017 化妆品 微生物学 微生物低风险产品的风险评估和鉴定指南（Cosmetics - Microbiology - Guidelines for the risk assessment and identification of microbiologically low-risk products）
化妆品安全技术规范(2015年版)
2　 术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

3.1  皮肤微生物组  skin microbiota / skin microbiome
也称皮肤菌群
所有生活在皮肤上的细菌、真菌、病毒等微生物的集合。
注：英文Skin microbiota概念强调微生物本身，而microbiome的概念除指微生物种类外，还包括其遗传信息和功能的集合(1)。

2.1　 皮肤微生态  skin microecology
由生活在皮肤上的细菌、真菌、病毒以及螨虫等小型节肢类生物与它们生存的微环境（皮肤、皮肤附属器和外界环境）共同组成的生态系统。
2.2　 [bookmark: _Toc107488637]皮肤微生态平衡
[bookmark: _Toc107488638]皮肤微生态系统内微生物与宿主皮肤、外界环境达成的一种稳态，其特征表现是微生物种群的高度多样性及对外界环境扰动的韧性，宿主皮肤表现为健康状态。
2.3　 皮肤微生态失衡  dysbiosis of skin microbiome
皮肤微生态平衡被打破，失稳态的状态。
注：皮肤微生态失衡可见皮肤微生物组的生物多样性下降、菌群结构变化、宿主皮肤功能和代谢活动的异常，与一系列皮肤问题和常见皮肤疾病紧密相关，如特应性皮炎、痤疮、脂溢性皮炎、银屑病、慢性伤口感染、机会性感染等。
2.4　 微生态调节型化妆品 
能维持或调节皮肤菌群状态从而最终达到促进皮肤健康的化妆品。
2.5　 皮肤微生态护肤
通过使用微生态调节型化妆品，维持/调节皮肤表面的菌群达到生态平衡的状态。
2.6　 益生菌  probiotics
一种活的微生物，当给予足够数量时，对宿主健康有益(2)。
2.7　 益生元  prebiotics
能被益生菌选择性利用的底物(3)。
2.8　 后生元  postbiotics
为宿主带来健康益处的灭活益生菌和/或其代谢产物等成分(4)。
2.9　 合益素  synbiotic
对宿主有益的混合物，包含益生菌和菌选择性利用的底物(5)。
基本原则
皮肤微生态评价——人群功效
皮肤微生态研究技术主要包括：扩增子测序（包括16srRNA 扩增子测序（细菌组）、ITS扩增子测序（真菌组）），以及宏基因组测序技术。
扩增子测序基本原理
16srRNA 扩增子测序（细菌组）(6)
16S rRNA基因普遍存在于细菌和古细菌中，具有多个拷贝数，全长1500 bp左右，其结构由9个可变区(variable region)和10个保守区(conserved region)交替组成(见图1)。保守区有利于扩增引物的设计，可变区体现了物种间的进化差异。其中，V4区（518F-806R，288bp）其特异性好，数据库信息全，大量的测序试验证明用v4区扩增出菌群结果可以很好的反应样本的菌群结构用于后续的数据建模分析，是细菌多样性分析注释的最佳选择。这些特性使16S rRNA基因成为原核生物鉴定分类、系统进化以及多样性分析等研究中常用的分子标志物。

[image: ]
16S rRNA基因结构与引物示意图
ITS扩增子测序（真菌组）(7)
与皮肤的细菌微生态相比，真菌微生态的研究难度更大，其原因主要有３方面因素：
真菌在皮肤中的含量远低于细菌，难以获得充分样本量；
人类细胞DNA会污染样本，干扰特异性区段的扩增；
真菌具有坚固的细胞壁，难以破坏细胞壁并提取出高质量遗传物质，其难度远高于细菌和人类细胞。
宏基因组测序基本原理(8)
宏基因组(Metagenome)是由Handelsman等1998年提出的新名词，其定义为“the genomes of the total microbiota found in nature”，即环境中全部微小生物遗传物质的总和。它包含了可培养的和未可培养的微生物的基因，目前主要指环境样品中的细菌和真菌的基因组总和。而宏基因组学(metagenomics)就是一种以环境样品中的微生物群体基因组为研究对象，以功能基因筛选和测序分析为研究手段，以微生物多样性、种群结构、进化关系、功能活性、相互协作关系及与环境之间的关系为研究目的的新的微生物研究方法。
[bookmark: _Hlk113577467]人体皮肤微生态评估方法
基本原则
人体皮肤微生态评估应当遵守伦理学原则要求，评估前应完成必要的产品安全性评价，确保在正常、可预见的情况下不得对受试者（或消费者）的人体健康产生危害，所有受试者（或消费者）应当签署知情同意书后方可开展试验，应采取必要的医学防护措施，最大程度地保护受试者的利益。
产品测试期间，如受试者出现过敏、肿胀、不适等不良反应/事件，应立即停止测试，并对受试者进行医治。对不良反应无论是否与产品使用有关，均应予以记录。
试剂或耗材
无菌纯净水。
无菌采样拭子/皮肤取菌胶布/取样刀片。
采样管。
保存液。
DNA提取试剂盒。
试验环境条件。
温度：20℃～22℃。
相对湿度：40%RH～60%RH。
有避免空气流动影响实验结果的措施。
测试方法
受试者要求
确保最终完成有效例数不低于30人。
受试者条件
入选准则：
符合试验要求的健康志愿者和/或主要功效宣称的问题皮肤组； 
能够充分理解试验过程，自愿参加试验并签署书面知情同意书者。
排除准则：
1. 患有系统性疾病或近一个月内正在接受（抗肿瘤、抗生素、激素等）药物治疗的患者； 
患有皮肤疾病并正在接受皮肤科治疗的患者，或被判定为影响本项目功效评价的患者；
近一个月内参加过其他临床试验研究者；
试验负责人/研究医生判断为不适合参加本测试项目的人群。
测试期间的要求
测试期间要求：
1. 采样尽量由同一采样人员完成，已确保样本质量；
采样人员应带口罩、手套、穿（专用工作服）；
控制采样空间内人数，尽量控制在2人。
测试部位
应与宣称部位保持一致，如面部、躯干皮肤或头皮等。
采样流程
按照要求招募入组受试者，签署书面知情同意书。入组前根据入选和排除标准等询问受试者。
系列关于疾病史、健康状况等问题。
取样前12小时，受试者正常清洁后不能使用任何产品；测试当天，受试者不能使用任何化妆品。
合格的受试者在符合要求的房间静坐至少30min。
取样过程： 
1. 取样频次：正常/问题组使用产品前后（具体时间间隔可根据实际情况调整）；
试验人员按照要求做好取样前准备并设置恰当对照，皮肤取材的方法包括拭子擦取、胶带粘取和刀片刮取，必要时可组合使用；
将无菌纯水浸湿的无菌采样拭子按在取样表面上，用力使其弯曲与取样表面成45度，平稳而缓慢地擦拭取样表面, 擦拭约30 s（或根据实际情况调整），间歇性翻转拭子，取样部位尽量覆盖全面；同时，在采样时准备空白拭子，在空气中静置片刻后放入采样管，以此作为采样的空白对照样品（因皮肤微生物属于低生物量样本，建议多做几个空白对照样本）；
取样完成后，迅速将取样拭子放回采样管保存液中，折断拭子手持手柄部位，盖子盖紧密封，尽快置于-80℃保存。记录采样样品的相应信息（样本名，采样时间等）；
按要求处理样品后进行裂解、扩增和测序。在抽提基因组时，空白对照样本和实验样本一同进行。PCR扩增时，采集耗材和抽提试剂的空白对照DNA也一起进行实验，同时也要设置只有PCR扩增试剂的空白对照。
DNA提取需要使用较强的物理方式裂解真菌，常用滚珠和酶混合裂解方法。
取样过程中需佩戴口罩，每个样本取样时需更换无菌手套。
DNA提取：可参考使用试剂盒：PureLink Genomic DNA Kit (Invitrogen)，QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen, Valencia, CA)，NEBNext Microbiome DNA Enrichment Kit (NEB)。
数据统计与结果解读
评估指标
比较采样部位微生物群落的多样性、物种组成等指标；宏基因组数据可进一步挖掘基因和功能属性。测序结果数据评估指标见表1。
测序结果相关评价指标
	检测指标
	具体评价指标

	皮肤菌群多样性
	香农指数

	
	物种数量

	皮肤常驻菌群（相对丰度）
	拟棒状杆菌
痤疮丙酸杆菌
颗粒表皮杆菌
头状葡萄球菌
表皮葡萄球菌
多种马拉色菌

	皮肤条件致病菌（相对丰度）
	金黄色葡萄球菌
铜绿假单胞菌
枯草芽孢杆菌



结果判定
	干预前后；
a) 皮肤菌群多样性发生显著变化（p＜0.05）；
b) 皮肤常驻菌群相对丰度发生显著变化（p＜0.05）；
c) 皮肤条件致病菌相对丰度发生显著变化（p＜0.05）；
满足以上任一指标，同时伴有皮肤功效改变即可宣称微生态调节型化妆品。

试验报告
试验报告包含以下内容：
1. 被测化妆品所需全部资料；
受试者信息；
试验依据和方案；
试验日期和时间；
试验中的异常现象；
试验结果：包括每个志愿者每次试验的结果，按规定的计算方法进行数据处理；
试验结论：根据统计结果得出产品是否具有XXX功效；
检验者、校核人和技术负责人分别的签字以及检验单位公章。	
针对特定皮肤微生物的相关实验评价
体外抗菌（宣称）测试
MIC测试和抑菌圈测试可用于评价刺激物对于特定微生物菌株的影响。测定生物、抗菌药物或其他非生物材料物质的体外抑制细菌生长效力的试验即为抑菌试验。通过抑菌试验，可以测定一个药物的最低抑菌浓度（MIC），用以评价该药物的抑菌性能，这是抗菌药物的最基本的药效学数据。主要方法有进行定性测定的平板扩散法（如抑菌斑试验）和进行定量测定的稀释法（如最低抑菌浓度试验）(9, 10)。
3D皮肤模型和微生物共培养
[bookmark: _GoBack]3D皮肤模型可在体外研究皮肤和微生物的相互作用，目前常使用的模型包括EpiSkin(11)、EpiDermTM(12)、SkinEthicTM(13)、LabCyte EPI -MODEL24 SIT(14)及Labskin(15)。
体外猪皮和微生物共培养模型
猪皮模型被认为是最能代表人皮的模型，也非常适合培养微生物(16)。Roche等人开发了猪皮移植模型和猪皮创伤模型，来评估卡地姆碘对抗生物膜的效果，为更广泛的临床试验和后续治疗提供了重要的科学信息(17)。Phillips等人也使用体外猪皮生物膜模型研究了抗菌敷料和外用药的效果(18)。
针对皮肤微生态的相关体外实验评价
实验室结果评判标准：对照组和实验组差异显著（p＜0.05），则可做相应实验结果宣称。
对于皮肤有益菌和有害菌，目前科学界仍有争议，尚无明确定义，建议根据具体实验数据做相应宣称。相关内容可参考附录。
皮肤状态改善相关功效评价
皮肤状态改善相关功效评价详见附录A。
测定步骤护肤品微生物检测方法与技术要求（安全）
皮肤微生态调节型护肤品首先符合GB 7919—1987，有关微生物风险评估参见ISO 29621:2017。


（资料性）
表A  皮肤状态改善相关功效评价
	序号
	类型
	标准编号
	功效实验标准名称

	1
	国家标准
	GB/T 18670-2017
	化妆品分类

	2
	行业标准
	QB/T 4256-2011
	化妆品保湿功效评价指南

	3
	法规
	中华人民共和国国务院令第727号
	化妆品监督管理条例

	4
	法规
	国家药监局（2021年 第50号）
	化妆品功效宣称评价规范

	5
	国际标准
	ISO/TR 26369:2009
	化妆品 防晒试验方法 防晒产品的光照保护评定方法的评论与评价

	6
	国际标准
	ISO 24444:2019
	化妆品 防晒试验方法 体内防晒系数(SPF)的测定

	7
	国际标准
	ISO 24442:2022
	化妆品 防晒试验方法 遮光剂长波紫外线防护的体内测定

	8
	国际标准
	ISO 11930:2019
	化妆品 微生物学 化妆品的抗菌防护评定

	9
	团体标准
	T/TDCA 003—2021
	化妆品紧致功效测试方法

	10
	团体标准
	T/TDCA 004—2021
	化妆品祛痘功效测试方法

	11
	团体标准
	T/ZHCA 004—2021
	化妆品抗皱功效测试方法

	12
	团体标准
	T/CNMIA 0012—2020
	祛痘类功效性护肤品临床评价标准

	13
	团体标准
	T/GDCA 007—2020
	洁面产品的保湿和控油功效测试方法

	14
	团体标准
	GDCDC 019—2021
	化妆品抗皱功效测试方法

	15
	团体标准
	T/HPCIA 005-2021
	化妆品 美白功效的测定 斑马鱼胚法

	16
	团体标准
	T/SHRH 023-2019
	化妆品屏障功效测试 体外重组 3D 表皮模型 测试方法

	17
	团体标准
	T/SHRH 022-2019
	化妆品保湿功效评价 体外重组 3D 表皮模型 测试方法

	18
	团体标准
	T/SHRH 021-2020
	化妆品美白功效测试 体外重组 3D 黑色素模型测试方法

	19
	团体标准
	T/SHRH 018-2019
	化妆品改善眼角纹功效 临床评价方法

	20
	团体标准
	T/ZHCA 003-2018
	化妆品影响经皮水分流失测试方法

	21
	团体标准
	T/ZHCA 002-2018
	化妆品控油功效测试方法

	22
	团体标准
	T/ZHCA 001-2018
	化妆品美白祛斑功效测试方法

	23
	团体标准
	T/TDCA 003—2021
	化妆品紧致功效测试方法

	24
	团体标准
	T/SHRH 034-2021
	化妆品舒缓功效测试- 体外 TNF-α炎症因子含量测定脂多糖诱导巨噬细胞 RAW264.7 测试方法

	25
	团体标准
	T/SHRH 032-2020
	化妆品紧致、抗皱功效测试-体外角质形成细胞活性氧（ROS）抑制测试方法

	26
	团体标准
	T/SHRH 031-2020
	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

	27
	团体标准
	T/ZHCA 012-2021
	化妆品美白功效测试斑马鱼胚胎黑色素抑制功效测试方法

	28
	团体标准
	T/ZHCA 006-2019
	化妆品抗皱功效测试方法

	29
	团体标准
	T/ZHCA 005-2019
	化妆品影响皮肤弹性测试方法

	30
	团体标准
	T/ZHCA 004-2018
	化妆品影响皮肤表面酸碱度测试方法

	31
	团体标准
	T/GDCA 009—2022
	化妆品修护功效人体评价方法
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