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声 明

尊敬的客户：

感谢您对环特生物的信任。我单位基于“严谨、真实、保密”的科研服务原则，特对持续信赖我们的

广大客户做出以下声明：

 实验流程的质控声明

本单位对实验流程始终履行严格的质控体系要求。实验人员拥有专业的背景，且经过系统的培训考核，

取得上岗资格。在实验室制度和标准操作规程的约束下，开展相关实验。实验过程采用多种内外部的监督

手段，确保实验动物、人员、仪器、试剂及环境符合要求，将实验操作的随机误差和操作误差降到最低。

 实验数据的真实声明

本单位保证实验的公正性、独立性和诚实性，实验结论对接收的委托样品负责，其样品所代表性、真

实性和准确性由委托方负责。本单位保证实验数据的真实性、客观性，并可提供原始的分析数据及图文素

材供您查阅。同时，我们明令禁止对任何实验数据，进行无科学依据的凭空捏造或人为修改。

 实验结果的保密声明

尊重客户知识产权、全力以赴创造价值，是所有环特人开展对外服务的纯粹信仰。我们保证严格遵守

契约精神，不在客户未知的情况下，随意对实验的具体细节和结论进行曝光和传播。对委托方所提供的样

品及在提供试验服务的活动中所获的国家秘密、商业秘密、技术秘密保密。

本报告未盖本单位公章无效，涂改、缺页、复印无效，复制报告未重新加盖本单位公章无效。委托方

如对本报告有异议，须在收到本报告之日起 15 日内向本单位提出。

环特生物
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检测报告

客户信息：

华熙生物科技股份有限公司

山东省济南市高新技术开发区天辰大街 678号

项目信息：

样 品 名 称 ：8重复合肽

规 格 及 数 量：15 mL/瓶 × 3 瓶

颜 色 及 物 态：透明液体

生产日期或批号：20240125

限 期 使 用 日 期 ：1年

生 产 企 业 ：润辉生物技术（威海）有限公司

生 产 地 址 ：山东省威海市南海新区滨海路北、东海路东

储 存 条 件 ：冷藏(0-4℃)

收 样 日 期 ：2024.10.29

完 成 日 期 ：2024.11.18

检 测 项 目 ：细胞毒性和抗皱功效

检测结论：

1. 样品 8重复合肽，在人永生化角质形成细胞（HaCaT）中，在 0.312%浓度范围内无细胞毒性；在人真皮成纤维细胞中，

在 0.625%浓度范围内无细胞毒性。

2. 样品 8重复合肽具有抗皱功效。

检测方法：请详见附页

检测结果：请详见附页

备 注：本检测报告仅对接收样品的测试结果负责

杭州环特生物科技股份有限公司

授权签名：

周示玉 环特生物授权签字人
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检测项目 1：细胞毒性

一、实验室试验简述

方法名称 细胞毒性检测试验方法（MTT法）

方法来源 《化妆品细胞毒性测定标准操作规程》

试验起止日期 2024年 11月 09日-2024年 11月 11日，共计 3日。

结

果

简

述

体系及
样本量

试验体系：人永生化角质形成细胞（HaCaT）、人真皮成纤维细胞。

细胞代数：至少传 2代。

每组实验细胞量：5 × 103个/孔。

原理方法

活细胞的线粒体中含有琥珀酸脱氢酶，而琥珀酸脱氢酶可以将外源性的

MTT还原为水不溶性的蓝紫色结晶甲瓒，并沉积在细胞中，而死细胞无此

功能。二甲基亚砜溶液（DMSO）能溶解细胞中的甲瓒，用多功能酶标仪测

定 490 nm波长处的吸光度值，由于结晶形成的量与活细胞的数量成正比，

所以吸光度值可以间接地反映出活细胞的数量。

实验步骤

1.分别接种人永生化角质形成细胞和人真皮成纤维细胞于 96孔板内（5 × 103

个/孔），于 37 ℃，5% CO2中培养 24 h。

实验分组如下：

实验分组 细胞模型 给药浓度 检测指标

空白对照组 / /

细胞活力（MTT法）

正常对照组

人永生化角质

形成细胞

/

样品组

0.156%

0.312%

0.625%

1.25%

2.5%

实验分组 细胞模型 给药浓度 检测指标
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空白对照组 / /

细胞活力（MTT法）

正常对照组

人真皮成纤维

细胞

/

样品组

0.312%

0.625%

1.25%

2.5%

5%

2.给药：样品组加入含相应浓度样品的新鲜培养基，正常对照组和空白对照组

均更换为新鲜培养基，继续于 37 ℃，5% CO2孵育 24 h。

3.孵育结束后向每孔中加入MTT溶液，继续培养 4 h。

4.去培养基，加入 DMSO溶液，振荡混匀，测定 490 nm 处吸光度值。

%100
ODOD

ODOD%细胞活力
490490

490490






空白对照组正常对照组

空白对照组样品组
）（

OD490：490 nm处的吸光度值

适用性
及局限性

适用于化妆品及其原料的细胞毒性测试，要求样品能溶解于水或制备成能在

水中均匀分散的悬浮液。

判定依据

统计学处理结果采用 mean ± SD表示，用 SPSS26.0软件进行统计学分析。

本实验采用多组间的单因素方差分析（ANOVA）进行统计分析。统计结果

以α = 0.05为检验界限，p < 0.05(与正常对照组比较)表明具有显著性差异，

且细胞活力小于 100%，判定为有毒性。
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二、检测结果

检测项目 检测浓度（%） 细胞活力（%，mean ± SD） p值 检测结果

细胞毒性（人永

生化角质形成细

胞）

0.156 98.8 ± 1.50 > 0.05 无细胞毒性

0.312 97.5 ± 0.287 > 0.05 无细胞毒性

0.625 92.1 ± 1.04 < 0.001 有细胞毒性

1.25 89.2 ± 1.48 < 0.001 有细胞毒性

2.5 76.2 ± 1.01 < 0.001 有细胞毒性

检测项目 检测浓度（%） 细胞活力（%，mean ± SD） p值 检测结果

细胞毒性（人真

皮成纤维细胞）

0.312 96.5 ± 0.405 > 0.05 无细胞毒性

0.625 93.7 ± 3.09 > 0.05 无细胞毒性

1.25 91.1 ± 1.90 < 0.05 有细胞毒性

2.5 87.1 ± 1.73 < 0.001 有细胞毒性

5 68.3 ± 2.78 < 0.001 有细胞毒性

该样品细胞毒性实验折线图，如下图 1、图 2所示：

图 1. 细胞活力折线图（人永生化角质形成细胞）

根据测试结果，在人永生化角质形成细胞（HaCaT）中，样品 8重复合肽组的细胞活力与正常对照组（100%）相比，在

0.312%浓度范围内无明显差异，揭示了样品在 0.312%浓度范围内无细胞毒性。
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图 2. 细胞活力折线图（人真皮成纤维细胞）

根据测试结果，在人真皮成纤维细胞中，样品 8重复合肽组的细胞活力与正常对照组（100%）相比，在 0.625%浓度范围

内无明显差异，揭示了样品在 0.625%浓度范围内无细胞毒性。

三、结论

在本次实验条件下，样品 8重复合肽，在人永生化角质形成细胞（HaCaT）中，在 0.312%浓度范围内无细胞毒性；在人

真皮成纤维细胞中，在 0.625%浓度范围内无细胞毒性。

四、参考文献

[1] 任周新.MTT法在中草药成分干预细胞增殖及活性中的应用[J].中医学报,2023,38(10):2043-2049.
[2] 刘炬,郭强,张军等.利用细胞毒性实验检测血液中炭疽毒素致死因子的方法学研究[J].军事医学,2013,37(05):390-395.
[3] 刘凯,朱丽敏,许宝青等.MTT法检测几种多糖和寡糖的体外细胞毒性[J].浙江农业科学,2014(03):421-424.
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检测项目 2：抗皱功效

一、实验室试验简述

方法名称 抗皱功效试验方法

方法来源
化妆品紧致抗皱功效测试-体外细胞胶原蛋白基因表达量测定标准操作规程

（SOP）

试验起止日期 2024年 11月 11日-2024年 11月 18日，共 8日

结

果

简

述

体系及
样本量

细胞品系：人真皮成纤维细胞和人永生化角质形成细胞（HaCaT）。

细胞代数：至少传 2代。

COL1A1、COL3A1、COL5A1、COL6A1和 COL18A1每组实验细胞量：3 × 105

个/孔。

COL4A1、COL7A1和 COL17A1每组实验细胞量：6 × 105个/孔。

原理方法

成纤维细胞既合成和分泌胶原蛋白、弹性蛋白，生成胶原纤维、网状纤维和

弹性纤维，也合成和分泌糖胺聚糖和糖蛋白等基质成分。Ⅰ和 III型胶原蛋白

是真皮细胞外基质的主要成分之一，在婴儿和青少年皮肤中，Ⅰ型胶原蛋白的

含量约占 70%，而Ⅲ型胶原蛋白占 30%；皮肤皱纹的出现与胶原蛋白的正常

合成和表达密切相关，紫外线的照射会导致皮肤粗糙、变厚、失去弹性，形

成皱纹。在人体皮肤中，有约 75%的蛋白质是胶原蛋白，维持着皮肤的紧实

度。然而随着年龄增长，人类皮肤会逐渐出现萎缩（变薄）、脆弱、色素沉

着不良和伤口愈合延迟。皮肤脆弱部分归因于半桥粒的变化和真表皮连接处

的各类胶原蛋白（Collagen Ⅰ，Ⅲ，Ⅳ，Ⅶ）表达下调，其中，半桥粒（主

要成分为胶原蛋白 XVII）是直接连接基底角质细胞和基底膜的结构。Ⅴ型胶

原蛋白属于纤维型胶原，主要分布在真皮和角膜等组织中，COL5A1基因表

达水平随年龄增长而降低，这可能与皮肤老化和胶原纤维减少有关；Ⅵ型胶

原蛋白作为细胞外基质的重要组成部分，它与细胞及周围基底膜紧密相连；

COL18A1基因编码 XVIII型胶原的α链，XVIII型胶原属于非原纤维胶原蛋

白，与几乎所有组织的各种基底膜（BM）相关。本实验利用人真皮成纤维
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细胞和人永生化角质形成细胞，将样品作用于细胞后，通过检测 COL1A1、

COL3A1、COL4A1、COL5A1、COL6A1、COL7A1、COL17A1和 COL18A1

基因相对表达量，以此来评价该样品是否具有抗皱功效。

实验步骤

一、COL1A1、COL3A1、COL5A1、COL6A1和 COL18A1基因相对表达量检

测

1. 接种人真皮成纤维细胞于 6孔板中（3 × 105个/孔），于 37 ℃，5% CO2

孵育 24 h。

实验分组如下：

实验分组 给药浓度 诱导条件 细胞模型 检测指标

正常对照组 / /

人真皮成纤维

细胞

COL1A1、COL3A1、

COL5A1、COL6A1

和 COL18A1基因相

对表达量

模型对照组 /

UVA
样品组 0.625%

2. 孵育结束后，去培养基，D-Hanks清洗 1 - 2次，然后将样品组与模型对

照组进行 UVA辐射（5 J/cm2）。

3. 造模结束后，将正常对照组和模型对照组更换为新鲜培养基，样品组中

加入含有样品的新鲜培养基，继续于 37 ℃，5% CO2孵育 24 h。

4. 提取各实验组总 RNA，合成 cDNA，利用 q-PCR检测β-actin和目的基因

的基因表达。

5.用β-actin作为基因表达的内参，计算目的基因的 RNA相对表达量。

)t(C2RNA 相对表达量

样品组模型对照组 )t()t()t( CCC 

actinβ )t(C)t(C)t(C 目的基因

二、COL4A1、COL7A1、COL17A1基因相对表达量检测

1. 接种人永生化角质形成细胞（HaCaT）于 6孔板中（6 × 105个/孔），于

37 ℃，5% CO2孵育 24 h。

实验分组如下：
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实验分组 给药浓度 细胞模型 检测指标

正常对照组 /
人永生化角质

形成细胞

COL4A1、COL7A1、

COL17A1基因相对表达

量
样品组 0.312%

2. 孵育结束后，去培养基，D-Hanks清洗 1 - 2次，正常对照组更换为新鲜

培养基，样品组中加入含有样品的新鲜培养基，继续于 37 ℃，5% CO2孵育

24 h。

3. 提取各实验组总 RNA，合成 cDNA，利用 q-PCR检测β-actin和目的基因

的基因表达。

4. 用β-actin作为基因表达的内参，计算目的基因的 RNA 相对表达量。

)t(C2RNA 相对表达量

样品组正常对照组 )t(C)t(C)t(C 

actinβ )t(C)t(C)t(C 目的基因

适用性
及局限性

适用于化妆品及其原料的抗皱功效测试，要求样品能溶解于水或制备成能在水

中均匀分散的悬浮液。

判定依据

统计学处理结果采用 mean ± SD 表示，用 SPSS26.0软件进行统计学分析。

本实验采用两组间的的独立样本 T检验进行统计分析。统计结果以α = 0.05

为检验界限，p < 0.05判定为具有显著性差异，与正常对照组相比，样品组

COL4A1、COL7A1、COL17A1基因相对表达量显著上调；与模型对照组相

比，样品组 COL1A1、COL3A1、COL5A1、COL6A1和 COL18A1基因相对

表达量显著上调，表明样品具有抗皱功效。
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二、检测结果

检测项目 检测样品 检测浓度
COL1A1基因相对表达量

（mean ± SD）
上调率（%） p值（vs.NC） 检测结果

抗皱功效

正常对照组 - 1.32 ± 0.119 - < 0.05 显著

模型对照组 - 1.00 ± 0.079 - - -

8重复合肽 0.625% 1.29 ± 0.064 29 < 0.01 显著

注：NC为模型对照组

检测项目 检测样品 检测浓度
COL3A1基因相对表达量

（mean ± SD）
上调率（%） p值（vs.NC） 检测结果

抗皱功效

正常对照组 - 1.47 ± 0.091 - < 0.01 显著

模型对照组 - 1.00 ± 0.069 - - -

8重复合肽 0.625% 1.30 ± 0.054 30 < 0.01 显著

注：NC为模型对照组

检测项目 检测样品 检测浓度
COL5A1基因相对表达量

（mean ± SD）
上调率（%） p值（vs.NC） 检测结果

抗皱功效

正常对照组 - 1.62 ± 0.117 - < 0.01 显著

模型对照组 - 1.00 ± 0.115 - - -

8重复合肽 0.625% 1.50 ± 0.119 50 < 0.01 显著

注：NC为模型对照组

检测项目 检测样品 检测浓度
COL6A1基因相对表达量

（mean ± SD）
上调率（%） p值（vs.NC） 检测结果

抗皱功效

正常对照组 - 1.39 ± 0.056 - < 0.01 显著

模型对照组 - 1.00 ± 0.097 - - -

8重复合肽 0.625% 1.47 ± 0.133 47 < 0.01 显著

注：NC为模型对照组
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检测项目 检测样品 检测浓度
COL18A1基因相对表达

量（mean ± SD）
上调率（%） p值（vs.NC） 检测结果

抗皱功效

正常对照组 - 1.50 ± 0.074 - < 0.001 显著

模型对照组 - 1.00 ± 0.026 - - -

8重复合肽 0.625% 1.60± 0.100 60 < 0.001 显著

注：NC为模型对照组

检测项目 检测样品 检测浓度
COL4A1基因相对表达量

（mean ± SD）
上调率（%） p值（vs.BC） 检测结果

抗皱功效

正常对照组 - 1.00 ± 0.028 - - -

8重复合肽 0.312% 1.46 ± 0.123 46 < 0.01 显著

注：BC为正常对照组

检测项目 检测样品 检测浓度
COL7A1基因相对表达量

（mean ± SD）
上调率（%） p值（vs.BC） 检测结果

抗皱功效

正常对照组 - 1.00 ± 0.026 - - -

8重复合肽 0.312% 1.60 ± 0.100 60 < 0.001 显著

注：BC为正常对照组

检测项目 检测样品 检测浓度
COL17A1基因相对表达

量（mean ± SD）
上调率（%） p值（vs.BC） 检测结果

抗皱功效

正常对照组 - 1.00 ± 0.028 - - -

8重复合肽 0.312% 1.26 ± 0.016 26 < 0.001 显著

注：BC为正常对照组

该样品功效实验柱形图，如下图 3~图 10所示：
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图 3. COL1A1基因相对表达量柱形图

与模型对照组比较，*p < 0.05，**p < 0.01

图 4. COL3A1基因相对表达量柱形图

与模型对照组比较，**p < 0.01
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图 5. COL5A1基因相对表达量柱形图

与模型对照组比较，*p < 0.05，**p < 0.01

图 6. COL6A1基因相对表达量柱形图

与模型对照组比较，**p < 0.01
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图 7. COL18A1基因相对表达量柱形图

与模型对照组比较，***p < 0.001

图 8. COL4A1基因相对表达量柱形图

与正常对照组比较，**p < 0.01
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图 9. COL7A1基因相对表达量柱形图

与正常对照组比较，***p < 0.001

图 10. COL17A1基因相对表达量柱形图

与正常对照组比较，***p < 0.001

根据测试结果，与正常对照组相比，模型对照组的 COL1A1、COL3A1、COL5A1、COL6A1和 COL18A1基因相对表达量

显著下调，说明本次测试刺激条件有效。

样品 8重复合肽组的 COL1A1、COL3A1、COL5A1、COL6A1和 COL18A1基因相对表达量与模型对照组相比，均明显上

调，上调率分别为 29%，30%，50%，47%，60%；样品 8重复合肽组的 COL4A1、COL7A1和 COL17A1基因相对表达量

与正常对照组相比，均明显上调，上调率分别为 46%，60%，26%，揭示了样品 8重复合肽具有抗皱功效。

三、结论
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在本次实验条件下，样品 8重复合肽具有抗皱功效。
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附录、实验流程图
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