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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰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.
本文件由农业农村部种植业管理司提出并归口.
本文件起草单位:农业农村部农药检定所.
本文件主要起草人:于雪骊、张丽英、刘然、陶岭梅、陶传江.
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农药透皮吸收试验方法

１　范围

本文件确立了农药透皮吸收体外及体内试验的基本原则和方法.
本文件适用于为农药登记而进行的健康风险评估高级阶段试验———农药透皮吸收试验.

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.

GB１４９２５　实验动物　环境及设施

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１
透皮吸收　dermalabsorption
化学物质透过皮肤进入循环系统,最终导致系统暴露于化学物质及其代谢物的过程,也称为经皮

吸收.

３􀆰２
被试物　testsubstances
被测试的单一化学物质或混合物.

３􀆰３
吸收量(体外试验)　absorbeddose(invitro)
在特定时间内,被试物透过皮肤进入接收液或循环系统的量.

３􀆰４
吸收量(体内试验)　absorbeddose(invivo)
在特定时间内,被试物透过皮肤后分布于动物血液、组织(如果收集)、呼出气(如果检测)、尿液、粪便、

去除染毒部位皮肤后剩下的尸体以及笼具清洗液中的量.

３􀆰５
可吸收量(体外和体内试验)　absorbabledose(invitroandinvivo)
暴露结束清洗皮肤后皮肤表面或皮肤中的被试物的量.

３􀆰６
未吸收量(体外和体内试验)　unabsorbeddose(invitroandinvivo)
暴露结束后,从皮肤表面清洗下的被试物的量,附着在开放性覆盖物上的被试物的量,以及在暴露过

程中从皮肤表面挥发的量.

３􀆰７
透皮吸收率　percentageabsorption
被试物吸收量与可吸收量的和占被试物用于试验的量的百分率.

３􀆰８
染毒剂量　applieddose
染毒于单位面积皮肤上的被试物的量.

１
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３􀆰９
暴露时间　exposureperiod
从被试物染毒于皮肤至从皮肤上被清洗去除的时间.

３􀆰１０
有限剂量　finitedose
皮肤染毒过程中,在一定时间内,被试物达到皮肤最大吸收率但不维持不变的剂量.

３􀆰１１
全厚皮肤　fullＧthicknessskin
包括角质层,有活性的表皮和真皮,厚度５００μm~１０００μm.

３􀆰１２
刃厚皮肤　splitＧthicknessskin
用植皮刀去除下层真皮,获得均一形状和厚度的皮肤,厚度２００~４００μm.

３􀆰１３
贴条法　tapestripping
贴条法是透皮吸收体外或体内试验结束后进行的操作,将胶带粘贴到暴露于被试物的皮肤表面并适

当按压,然后撕下胶带,角质层与胶带一起从表皮分离,此过程重复进行,直到胶带与皮肤表面不再黏着.
分析胶带所剥离下的角质层中被试物的量.

４　试验目的

通过体外或体内透皮吸收试验检测农药经皮肤吸收的量,进而获得透皮吸收率,为农药健康风险评估

提供分析评估数据.

５　试验概述

５􀆰１　透皮吸收体外试验

被试物(可以放射性标记)染毒于位于扩散池两个室之间的皮肤表面,在特定条件下作用一定时间后清

洗掉被试物.在试验期间对接收液定时取样并测定其中被试物和代谢物(当使用代谢活化系统时)的量.
通过对接收液和供试皮肤的分析测定,获得在给定时间内,皮肤对被试物的吸收.分析从皮肤上洗下

和残留在皮肤中的被试物,获得被试物的分布情况及回收率等更多试验信息.

５􀆰２　透皮吸收体内试验

被试物(可以用放射性标记)按符合实际使用情况配制,染毒于动物去毛后的皮肤.
被试物配制剂与皮肤接触一定时间(符合人体暴露时间),并覆盖合适的材料以防被动物舔舐.暴露

结束后取下覆盖物,清洗动物皮肤并换上新的覆盖物,取下的覆盖物和清洗液保存待测.
试验前、试验期间和试验结束后,动物需单独饲养于代谢笼中,收集其排泄物和呼出气待测.如果有

充足证据表明极少产生或不产生挥发性代谢产物,则可以不收集动物呼出气.
每个试验通常包括多个试验组,其中一个试验组动物在染毒结束后立即处死,其他试验组动物在计划

的时间间隔处死.采样结束后处死存活动物,采集血液及染毒部位皮肤进行分析,并分析动物尸体内未被

排泄的被试物和代谢物.最后对全部采集的样品进行分析测定,并评价透皮吸收率.

６　试验方法

６􀆰１　透皮吸收体外试验

６􀆰１􀆰１　被试物

被试物可以放射性标记.
被试物的制备应与人体可能接触该被试物的状态一致,任何偏离使用情况的制备应合理解释.必要

时将被试物溶解或均匀分散于溶媒中.除水之外的溶媒需明确其皮肤吸收特征以及与被试物的相互作

２
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用.固体被试物,如粉剂,应用水湿润,制成糊状.颗粒状被试物在试验前应先磨碎.通常将被试物配制

成系列浓度,其浓度范围应覆盖人体实际接触的可能暴露范围.
被试物配制过程中需确保其稳定性和均一性,对于固体和半固体试验配制剂和混悬液,需验证其中被

试物的均一性.

６􀆰１􀆰２　试验体系

６􀆰１􀆰２􀆰１　扩散池

扩散池有多种类型,静态和流动态的扩散池均可使用.扩散池由供给室和接收室组成,供试皮肤放置

在两个室之间.扩散池需满足以下条件:

a)　由惰性材料制成,减少与被试物的相互作用;

b) 可在皮肤周围提供很好的密封效果、易于采样和混匀与皮肤底面接触的接收液、可控制供试皮肤

和接收液的温度;

c) 供给室的设计应满足允许封闭和容易去除试验配制剂.

６􀆰１􀆰２􀆰２　接收液

透皮吸收体外试验所选择的接收液应对被试物有足够的溶解度,且不能影响皮肤的完整性,对于未经

放射性同位素标记的被试物,接收液应避免干扰样品分析.
可使用的接收液:

a)　对于无代谢活性的皮肤,水溶性被试物的接收液通常是盐溶液;脂溶性被试物的接收液可含有机

溶剂;

b) 对于有代谢活性的皮肤,选择生理性接收液.
接收液的体积及流速:

a)　静态试验系统中,接收液的体积(通常为２mL~２０mL)不可限制被试物的透皮吸收.需持续搅

拌接收液并定期取样.

b) 流动态试验系统中,液体的流速不可阻碍被试物向接收液中扩散,接收室中皮肤下方接收液的体

积通常为０􀆰１mL~５mL,并不断补充接收液.

c) 当未经放射性标记的被试物在接收液中的浓度过低时应减慢流速.

６􀆰１􀆰２􀆰３　供试皮肤

a)　人体皮肤或与人体皮肤透皮吸收率相近的动物皮肤均可使用,其中大鼠和猪的皮肤较常用,其他

皮肤也可使用,但需证明适用性.

b) 人皮肤通常选择腹部或胸部皮肤;猪皮肤通常选择侧身和耳朵部位皮肤,其次是背部和四肢部位

皮肤;大鼠皮肤通常选背部或腹部皮肤,当需要与体内试验相匹配时,选择背部皮肤.

c) 优先选择有活性的离体皮肤,其次是一次冻存皮肤,不具活性的皮肤需证明完整性,重组人体皮

肤模型需验证其透皮吸收效果与天然皮肤的一致性.

d) 可使用通过酶、加热或化学方法分离得到的表皮,或用植皮刀去除下层真皮得到的刃厚皮肤(厚
度２００μm~４００μm).当使用全厚皮肤时,其厚度不应超过１mm.

６􀆰１􀆰３　皮肤染毒

根据人体可能接触被试物的情况,一般选择有限剂量染毒.染毒剂量应模仿人体暴露量,通常固体样

品上限１０mg/cm２,液体样品上限为１０μL/cm２.可根据预期使用情况、试验目的以及被试物的理化性质

确定染毒剂量.每个剂量至少４个重复.
试验过程中扩散池和皮肤需保持接近正常活体皮肤的温度[(３２±１)℃],湿度保持在３０％~７０％.

６􀆰１􀆰４　暴露时间和采样频率

被试物对皮肤的染毒暴露时间可以是完整的试验周期,也可以较短(如模拟人体的特定暴露场景).
对于有限剂量染毒的体外透皮吸收试验,暴露时间应反映被试物的实际使用情况.采样周期通常需要

２４h,对于穿透速度慢的被试物需适当延长,但超过２４h可能影响皮肤的完整性.
接收液的采样频率应满足能够以作图形式表现被试物的透皮吸收情况.２４h的试验周期通常需要６

３
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个~１２个采样点,实际采样频率需基于试验前信息(如被试物理化性质等).静态试验系统中,更换新鲜

接收液后,需对接收液体积改变进行校正.

６􀆰１􀆰５　染毒及试验结束处理

染毒结束后,移除供给室中剩余的被试物待测,洗掉皮肤上多余的被试物,收集清洗液待测.
试验结束后,收集试验系统中的所有组成部分待测,可选择采用贴条法,分离皮肤角质层.

６􀆰２　透皮吸收体内试验

６􀆰２􀆰１　被试物

同６􀆰１􀆰１.

６􀆰２􀆰２　实验动物

通常选用大鼠,透皮吸收率和人体更接近的其他动物也可使用.一般选用成年健康的单性别动物(通
常选用雄性,如有资料表明被试物的经皮毒性有明显的雌雄性别差异,应选用更敏感性别).试验开始时,
实验动物体重差异不应超过平均体重的±２０％.

每个被试物剂量和每个设定的观察时间点需设一个试验组,每组至少４只相同性别动物,在不同时间

间隔处死一组动物,可选择在染毒结束时和随后的观察期.
动物饲养条件应符合 GB１４９２５的有关规定.动物食用常规饲料、自由饮水.试验前动物应检疫、适

应至少５d时间.动物被标记并单笼饲养.
动物适应期后,大约在染毒前２４h(至少１６h),将每只实验动物预染毒部位去毛(去毛面积应满足可

准确计算出单位面积皮肤上被试物的吸收量),注意避免损伤皮肤,以防改变皮肤的渗透性.

６􀆰２􀆰３　皮肤染毒

６􀆰２􀆰３􀆰１　染毒剂量及方法

染毒剂量应模拟人体潜在暴露量,通常固体样品上限１０mg/cm２,液体样品上限１０μL/cm２.可根据

预期使用情况、试验目的以及样品理化性质确定染毒剂量.
被试物应通过染毒装置进行皮肤染毒,染毒装置不能损伤动物皮肤,也不能吸收被试物或与被试物发

生反应,且需防止被试物扩散到定义区域外.染毒装置必须被覆盖,例如可用纱布粘在惰性环上来保护被

试物配制剂,避免其被意外去除或扩散.
染毒时明确界定皮肤表面的每一块特定的染毒部位,将已知量的被试物均匀涂抹在染毒部位.如果

使用涂布器来均匀涂布,应校正染毒剂量损失.
染毒后,要防止动物舔舐或抓挠染毒部位,染毒部位不需封闭,但超过２４h染毒需封闭染毒部位.
被试物的回收率有可能因其具有挥发性而降低,如果降低到不可接受的程度,需在染毒装置上安装活

性炭过滤器吸附回收挥发的被试物.

６􀆰２􀆰３􀆰２　暴露时间和采样频率

体内试验染毒暴露时间是指从皮肤染毒开始到清洗皮肤去除被试物为止.染毒暴露时间应参考人体

可能接触被试物的时间.试验期间定期观察动物临床症状以及异常状态.暴露结束后观察记录染毒部位

皮肤刺激症状.
在每一个采样点,分别收集每组中每只动物的尿液、粪便以及呼出气.如有足够信息证明很少(呼出

的放射性标记的CO２和挥发性化合物的量≤５％)或不产生挥发性代谢产物,可使用开放式代谢笼.
在试验中全程收集动物排泄物,包括染毒开始后２４h内及之后的每天,直至试验结束.一般采集３

次,根据试验目的和现有的动力学资料可增加或调整采样时间点.

６􀆰２􀆰３􀆰３　染毒及试验结束后处理

染毒结束后,拆除试验动物的保护装置,保存待测.清洗动物染毒部位的皮肤且避免污染动物身体其

他部位.清洗液保存待测.作为后续采样点的动物,在将其放回各自代谢笼之前要使用新的覆盖物保护

染毒部位皮肤.
试验结束后,处死动物并采集血样待测,可选择采用贴条法,分离皮肤角质层.
收集完代谢笼中动物的排泄物后,清洗笼具,清洗液保存待测.其他有可能被污染的器具也要清洗,

４
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清洗液保存待测.

７　试验结果与评价

７􀆰１　透皮吸收体外试验

７􀆰１􀆰１　样品分析

对试验系统的所有组成部分均应进行分析测定,并确定回收率.其中包括供给室清洗液、皮肤表面清

洗液、供试皮肤、接收液和接收室清洗液.
试验应得到足够的回收率,放射性标记试验的回收率为１００％±１０％,若偏离应合理解释,必要时重新进

行试验.未经放射性标记试验的回收率可在１００％±２０％之间,若偏离应合理解释,必要时重新进行试验.
回收率计算见公式(１).

回收率＝
吸收量＋未吸收量＋可吸收量

被试物用于试验的量 ×１００％ (１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

７􀆰１􀆰２　透皮吸收率计算

透皮吸收率计算见公式(２).

透皮吸收率＝
吸收量＋可吸收量

被试物用于试验的量×１００％ (２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

当采用贴条法时,根据以下不同情况计算透皮吸收率,见公式(３)~公式(５):

a)　试验周期≥２４h,并在试验周期的前一半时间吸收量≥总吸收量的７５％时,

＝
吸收量＋皮肤中被试物的量(排除所有胶带)

被试物用于试验的量 ×１００％ (３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

b) 试验周期＜２４h,或在试验周期的前一半时间吸收量＜总吸收量的７５％,

１)如果胶带单独分析,则第１、第２次胶带不参与吸收量计算,

透皮吸收率＝
吸收量＋皮肤中被试物的量(排除第１、第２次胶带)

被试物用于试验的量 ×１００％ (４)􀆺􀆺􀆺􀆺

２)如果胶带未单独分析,则所有胶带参与计算,

透皮吸收率＝
吸收量＋皮肤中被试物的量(包括所有胶带)

被试物用于试验的量 ×１００％ (５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

７􀆰２　透皮吸收体内试验

７􀆰２􀆰１　样品分析

对以下试验系统组成部分中的被试物和/或代谢物进行分析测定:

a)　染毒系统(例如涂布器、覆盖物、活性炭等);

b) 皮肤表面的可去除剂量(清洗液等);

c) 染毒部位皮肤(角质层、表皮、真皮);

d) 尿液(动物在处死时膀胱中的尿液应与之前收集的b尿液合并在一起进行测定)、粪便、笼具清洗液;

e) 血液、未染毒的皮肤组织(可选)和尸体;

f) 其他潜在污染物质的清洗液.
试验应得到足够的回收率,放射性标记试验的回收率为１００％±１０％,若偏离应合理解释,必要时重新进

行实验.未经放射性标记试验的回收率可在１００％±２０％之间,若偏离应合理解释,必要时重新进行实验.
回收率计算见公式(６).

回收率＝
吸收量＋未吸收量＋可吸收量

被试物用于试验的量 ×１００％ (６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

７􀆰２􀆰２　透皮吸收率计算

根据以下不同情况计算透皮吸收率,见公式(７)~公式(９).

a)　试验周期≥２４h,并在试验周期的前一半时间吸收量≥试验结束时总吸收量的７５％,则所有胶带

不参与计算.
５
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透皮吸收率＝
吸收量＋受试部位皮肤中被试物的量(排除所有胶带)

被试物用于试验的量 ×１００％ (７)􀆺􀆺􀆺􀆺

b) 试验周期＜２４h,或在试验周期的前一半时间吸收量＜试验结束时总吸收量的７５％,

１)　如果胶带单独分析,则第１、２次胶带不参与吸收量计算:

透皮吸收率＝
吸收量＋受试部位皮肤中被试物的量(排除第１、第２次胶带)

被试物用于试验的量 ×１００％ (８)􀆺􀆺

２)　如果胶带未单独分析,所有胶带参与计算:

透皮吸收率＝
吸收量＋受试部位皮肤中被试物的量(包括所有胶带)

被试物用于试验的量 ×１００％ (９)􀆺􀆺􀆺􀆺

８　试验报告

８􀆰１　透皮吸收体外试验

试验报告至少应包括以下内容:

a)　试验名称、试验单位名称和联系方式、报告编号;

b) 试验委托单位和联系方式、样品受理日期和封样情况;

c) 试验开始和结束日期、试验项目负责人、试验单位技术负责人、签发日期;

d) 试验摘要;

e) 被试物基本信息及配制信息;

f) 供试皮肤信息;

g) 试验条件和方法;

h) 试验结果:

１)总回收率;

２)试验系统中每部分的被试物回收情况;

３)透皮吸收率;

４)透皮吸收曲线.

i) 试验讨论与结论;

j) 原始记录保存情况说明.

８􀆰２　透皮吸收体内试验

试验报告至少应包括以下内容:

a)　试验名称、试验单位名称和联系方式、报告编号;

b) 试验委托单位和联系方式、样品受理日期和封样情况;

c) 试验开始和结束日期、试验项目负责人、试验单位技术负责人、签发日期;

d) 试验摘要;

e) 被试物基本信息及配制信息;

f) 实验动物信息;

g) 试验条件和方法;

h) 试验结果:

１)毒性反应;

２)总回收率;

３)透皮吸收率;

４)透皮吸收曲线;

i) 试验讨论与结论;

j) 原始记录保存情况说明.

６


