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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。
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[bookmark: SectionMark4]化妆品抗皱功效实验室测试方法
1　范围
本文件规定了化妆品及其原料抗皱功效的实验室试验方法。
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；凡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 21808-2008 化学品 鱼类延长毒性14天试验
3　术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
[bookmark: _Toc499225041][bookmark: _Toc499105792][bookmark: _Toc499106019][bookmark: _Toc492545054][bookmark: _Toc499105945]3.1
抗皱 anti-wrinkle
有助于减缓皮肤皱纹产生或使皱纹变得不明显。
[来源：《化妆品分类规则和分类目录》，附表1]
3.2
活性氧 reactive oxygen species
一类含有氧原子的反应活性分子。如过氧化氢、羟自由基、超氧阴离子、单线态氧和各种过氧化物等。该类分子在生物体中具有重要生物功能，广泛参与细胞信号转导、氧化损伤和多种生理、病理过程。
3.3
Ⅰ型胶原蛋白 type I collagen
真皮成纤维细胞外基质的主要成分之一，对于维持皮肤结构和功能具有重要作用。
3.4
Ⅰ型胶原蛋白基因 type I collagen gene 
对I型胶原蛋白的两个主要亚基，α1（I）链和α2（I）链进行调控的两个特定的基因编码col1a1a和col1a2。
3.5
基质金属蛋白酶-1 matrix metalloproteinase-1
一类活性依赖于锌离子的蛋白水解酶，主要作用是降解由真皮成纤维细胞分泌的胶原蛋白。
3.6
斑马鱼 zebrafish
一种鲤科热带淡水硬骨鱼，自然分布在印度、巴基斯坦、尼泊尔等地，成年斑马鱼体长为2cm-3cm，体侧具有特殊的蓝色条纹。
3.7
真皮成纤维细胞 fibroblst
普遍存在于结缔组织中的一种中胚层来源的细胞。分泌前胶原、纤连蛋白和胶原酶等细胞外基质，伤口愈合过程中可迁移到伤口进行增殖。
3.8
最大耐受浓度 maximum tolerated concentraion
试验终点的斑马鱼幼鱼未出现任何死亡（无心跳）和其他毒性效应（心包水肿、躯干弯曲、对机械刺激无反应、肌肉纹理不清晰等）的最高浓度。
3.9
受精后天数 day post-fertilization
斑马鱼卵细胞受精后发育的天数。
[bookmark: _Hlk171867138]4 缩略语
下列缩略语适用于本文件。
dpf：受精后天数 （day post-fertilization）
MTC：最大耐受浓度（maximum tolerated concentraion）
5　基本原则
5.1　试验方法选择的基本原则
本文件采用实验室试验方法对化妆品及其原料进行抗皱功效测试。本文件从皮肤皱纹形成的作用机理出发，制定了以斑马鱼和细胞为试验对象，以Ⅰ型胶原蛋白及其相关基因、活性氧、基质金属蛋白酶-1等为测试指标的多种试验方法，试验样品应根据自身特点选择合适的指标进行测试。
5.2　试验结果有效性判定的基本原则
[bookmark: _Hlk175406969]本文件采用的试验方法均为对照试验，试验结果有效性原则要求：如果试验中使用了助溶剂，则溶剂对照组与正常对照组相比，不能有统计学意义上的显著性差异；如果试验中设置了模型对照组，则模型对照组与正常/溶剂对照组相比，必须存在统计学上的显著性差异； 正式试验中，如未设置模型对照组，则阳性对照组与正常/溶剂对照组相比必须存在统计学上的显著性差异；如设置了模型对照组，则阳性对照组与模型对照组相比必须存在统计学上的显著性差异。
6　试验原理
各试验基本原理如下：
活性氧在生物体中具有重要生物功能，广泛参与细胞信号转导、氧化损伤和多种生理、病理过程。当活性氧产生量大于机体清除能力时将发生氧化应激反应，表观上导致皮肤色素沉着，氧化应激反应的持续进行将进一步破坏皮肤表面的弹性蛋白和胶原蛋白，使皮肤逐渐失去弹性和纤维断裂，从而形成皱纹。
胶原蛋白是人体皮肤中主要的真皮成纤维细胞外基质，其中Ⅰ型胶原蛋白的含量最多。皮肤皱纹的出现与胶原蛋白的正常合成与其相关基因的表达密切相关。
基质金属蛋白酶-1是一类活性依赖于锌离子的蛋白水解酶，主要作用是降解由真皮成纤维细胞分泌的胶原蛋白。该酶含量的增加，将造成皮肤胶原蛋白流失，皮肤松弛，弹性下降，细纹增多。
7　仪器和设备
[bookmark: _Hlk150778014]a）生化培养箱：带有温控和进风装置，温度控制范围5 ℃-50 ℃，精度±0.1 ℃；
b）二氧化碳（CO2）培养箱：37 ℃，湿化、5% CO2/空气；
c）电子天平：分度值为0.1 mg；
d）体视显微镜：自带白光光源，最小放大倍数为20；
e）荧光显微镜：同时带有显微拍照功能；
f）倒置显微镜；
g）图像分析软件：Image J或功能相当者；
h）高速冷冻离心机：相对离心力>17 000 g，转速>13 300 r/min；
i）低速离心机；
j）超微量紫外分光光度计：波长范围包含260 nm和280 nm；
k）PCR扩增仪；
l）荧光定量PCR仪；
m）酶标仪：配置450 nm滤光片；
n）模拟太阳光器：光源波长范围包含UVA、UVB，但UVB应经过适当的过滤使UVB＜0.1 J/cm2；
o）电磁炉；
p）冰箱；
q）6孔板、12孔板、24孔板、96孔板；
r）细胞计数板、细胞计数仪或血球计数板；
s）T75细胞培养瓶；
t）冻存管平底可自立2.0 mL；
u）50 mL、15 mL、5 mL、1.5 mL、0.6 mL离心管；
v）5 mL无菌吸管；
w）1 mL移液枪、200 μL移液枪、100 μL移液枪、20 μL移液枪、10 μL移液枪；
x）铝箔纸；
y）100mL、1L容量瓶；
z）500mL、1L烧杯。
8 材料和试剂
8.1 斑马鱼试验方法材料与试剂
除非另有说明，所用试剂均为分析纯。试验用水为去离子水或蒸馏水，电导率小于或等于10 μS/cm。
a）斑马鱼幼鱼：野生型AB品系斑马鱼幼鱼，黑色素等位基因突变半透明AL品系斑马鱼的幼鱼；
b）甲基纤维素；
c）3%甲基纤维素：称取3.0 g甲基纤维素，缓慢加入到97.0 g沸水中，边加边搅拌，完全溶解后，停止加热，继续搅拌冷却至室温，用铝箔纸密封烧杯口，放在4 ℃冰箱保存；
d）标准稀释水：配置方法详见附录F；
e）助溶剂：二甲亚砜或其他适合的溶剂；
f）甲萘醌；
[bookmark: _Hlk171782704]g）甲萘醌造模剂：用二甲基亚砜配制成1.5 mM的甲萘醌母液，再用标准稀释水将母液稀释成1.5 µM的甲萘醌溶液；
h）N-乙酰-L-半胱氨酸；
i）阳性对照样品N-乙酰-L-半胱氨酸溶液：用标准稀释水配成6.25 mg/mL的N-乙酰-L-半胱氨酸母液，再用标准稀释水将母液稀释成6.25 µg/mL的N-乙酰-L-半胱氨酸溶液；
j）肌肽；
k）阳性对照样品肌肽溶液：用标准稀释水配成100 mg/mL的肌肽母液，再用标准稀释水将母液稀释成10 mg/mL的肌肽溶液；
l）苯硫脲；
m）0.03 mg/mL苯硫脲溶液：用二甲基亚砜配制成10 mg/mL的苯硫脲母液，再用标准稀释水将母液稀释成0.03 mg/mL的苯硫脲溶液；
n）活性氧检测试剂盒。用标准稀释水稀释80倍制备成荧光染色液；
o）荧光染料试剂盒；
p）反转录试剂盒；
q）RNA快速提取试剂盒；
r）引物序列（10 μmol/L）：
β-actin：上游5'-TCGAGCAGGAGATGGGAACC-3'，
下游5'-CTCGTGGATACCGCAAGATTC-3'；
col1a1a：上游5’-ACCGTAATGTGCGACGAAGT，
下游5’-CCTGGAAATCGTCGTCTGGG；
col1a1b：上游5’-TTTCTGCTAGGGTCTGGATTGG，
下游5’-AGCTGCAGTAACTTCGTCGG
8.2 真皮成纤维细胞试验方法材料与试剂
除另有规定外，所有试剂均为分析纯。与细胞培养相关试剂、耗材均需经过无菌处理。
a）细胞：建议选用人真皮成纤维细胞，如果培养条件能满足细胞的特殊需要，其他真皮成纤维细胞或细胞系也可用于本试验，但必须证明其等同性。应该定期检测细胞，确保细胞无污染。 
b）低糖DMEM培养基：首选商品化的液体培养基或干粉；
c）胎牛血清：也可选择新生牛血清；
d）青链霉素双抗溶液；
e）胰蛋白酶/EDTA溶液：0.25%胰酶溶液与0.02 mol/L EDTA溶液1：1混匀；
f）磷酸盐缓冲液；
g）活性氧检测试剂盒；
h）人Ⅰ型胶原蛋白酶联免疫试剂盒；
i）人基质金属蛋白酶-1酶联免疫试剂盒；
j）TGF-β1：建议给药浓度为100 ng/mL，现用现配。或使用D-Hanks配制成10 μg/mL的TGF-β1的贮备液，按照20 μL/支的体积分装至无菌离心管内，保存至-80 ℃。
k）维生素C：建议给药浓度为10 mg/mL，现用现配。
l）N-乙酰-L-半胱氨酸：建议给药浓度为300 µg/mL，现用现配。或使用D-Hanks配制成30 mg/mL的贮备液，按照20 μL/支的体积分装至无菌离心管内，保存至-80 ℃。
9 试验样品
[bookmark: _Hlk175406263]9.1　试验产品
宣称具有抗皱功效的化妆品或原料，要求试验样品本身或通过助溶剂（如二甲基亚砜）处理等方式，能够溶解或分散在水溶液中。
应当通过预试验确定试验样品正式试验时的受试浓度。斑马鱼试验的预试验应当选择与正式试验相同的斑马鱼品系和鱼龄，以低于或等于MTC为受试浓度。细胞试验应当选择种类和代次相同的细胞进行细胞毒性试验，以细胞活力大于或等于90%的浓度作为受试浓度。
[bookmark: _Hlk175401946]9.2　阳性对照品
a）斑马鱼活性氧清除率试验阳性对照样品：62.5 μg/mL的N-乙酰-L-半胱氨酸溶液；
b）斑马鱼Ⅰ型胶原蛋白相关基因表达量试验阳性对照样品：10mg/mL的肌肽溶液；
c）细胞活性氧清除率阳性对照样品：30 mg/mL的N-乙酰-L-半胱氨酸母液；
d）细胞Ⅰ型胶原蛋白试验阳性对照样品：10 μg/mL的TGF-β1母液；
e）细胞基质金属蛋白酶-1试验阳性对照样品：10 mg/mL的维生素C。
10　试验方法
10.1　试验设计
不同的测试指标和试验样品，根据实际情况设置相应的试验组别。详见表1。
表1 试验组别的设置要求及处理方法
	
	斑马鱼活性氧清除率试验
	斑马鱼Ⅰ型胶原蛋白相关基因表达量试验
	细胞活性氧清除率试验
	细胞Ⅰ型胶原试验
	细胞基质金属蛋白酶-1试验

	正常对照组
	是
	是
	是
	是
	是

	溶剂对照组
	如果使用了溶剂，需设置

	模型对照组
	是
	否
	是
	否
	是

	试验样品组
	是
	是
	是
	是
	是

	阳性对照组
	是
	是
	是
	是
	是


注1：正常对照组：含斑马鱼和标准稀释水或含细胞和细胞培养基的组别。
注2：溶剂对照组：含斑马鱼、标准稀释水和一定浓度溶剂或含细胞、细胞培养基和一定浓度溶剂的组别。
[bookmark: OLE_LINK3]注3：模型对照组：含斑马鱼、标准稀释水并进行造模处理（1.5 µM的甲萘醌溶液处理）或含有细胞、细胞培养基并进行造模处理（UVA处理）的组别。
注4：试验样品组：含斑马鱼、标准稀释水、试验样品并进行造模处理或含有细胞、细胞培养基、试验样品并进行造模处理（UVA）的组别。
[bookmark: _Hlk175400291]注5：阳性对照组：含斑马鱼、标准稀释水、阳性对照品并进行造模处理或含有细胞、细胞培养基、阳性对照品并进行造模处理（UVA）的组别。
10.2　试验步骤
    本文件规定的5种测试方法均按以下试验步骤进行，具体试验方法详见附录A-E。
10.2.1 试验准备
10.2.1.1 试验对象选择
    根据所选的试验方法选择具体品系的斑马鱼或细胞。
10.2.1.2 试验对象准备
    将斑马鱼或细胞在试验条件10.1下进行预处理。
10.2.1.3 试验样品储备液准备
    根据试验样品的自身特性（溶解性、极性等），选择合适的助溶剂配置成一定浓度的试验样品储备溶液。并稀释成一定浓度梯度的稀释液，备用。
10.2.2 预试验
10.2.2.1 试验对象的处理
    将预处理后的斑马鱼或细胞置于培养孔板中。
10.2.2.2 试验样品暴露
    将不同浓度的试验样品稀释液以一定的剂量暴露于斑马鱼或细胞所在的培养孔板中。
10.2.2.3 诱导、孵育
    对于需要进行诱导处理的试验，进行诱导操作，然后在特定条件下进行孵育。无需进行诱导处理的试验，在试验样品暴露后直接进行孵育处理。
10.2.2.4 预试验观察
    孵育结束后，观察各浓度的试验样品对斑马鱼或细胞产生的毒性影响，确定试验样品的MTC。
10.2.3 正式试验
根据MTC确定正式试验的受试浓度，并替换试验样品稀释液重复10.2.2.1-10.2.2.3的操作。
10.2.4 指标测试
根据不同的测试指标进行相应的测试处理。
10.2.5 数据处理
    将各测试指标的试验数据进行汇总采集、计算和分析。
11　试验结论
11.1　斑马鱼活性氧清除率试验
试验样品组与模型对照组相比，荧光强度显著降低（P<0.05），活性氧清除率为正值，说明试验样品在该浓度下具有清除由甲萘醌诱导产生的活性氧的作用。
11.2　斑马鱼Ⅰ型胶原蛋白相关基因表达量试验
试验样品组与正常对照组相比，Ⅰ型胶原蛋白相关基因的相对表达量显著升高（P<0.05），说明试验样品在该浓度下具有促进Ⅰ型胶原蛋白相关基因表达的作用。
11.3　细胞活性氧清除率试验
试验样品组与模型对照组相比，荧光强度显著降低（P<0.05），活性氧清除率为正值，说明试验样品在该浓度下具有清除由太阳光照射诱导产生的活性氧的作用。
[bookmark: _Hlk171855295]11.4　细胞Ⅰ型胶原蛋白表达量试验
试验样品组与空白对照组相比，Ⅰ型胶原蛋白的表达量显著升高（P<0.05），且为正值，说明试验样品在该浓度下具有促进Ⅰ型胶原蛋白上调的作用。
11.5　细胞基质金属蛋白酶-1试验
试验样品组与模型对照组相比，基质金属蛋白酶-1含量显著下降（P<0.05），且抑制率为正值，说明试验样品在该浓度下具有抑制基质金属蛋白酶-1分泌的作用。
以上任一测试结果满足测试结论，均可作为化妆品及原料抗皱功效评价的证据支撑。
12　试验报告
试验报告至少应给出以下几个方面的内容：
a） 委托企业（包括注册人、备案人或境内责任人等）名称、地址等相关信息；
b） 功效评价机构名称、地址等相关信息；
c） 识别被测样品所需全部信息（包括试验样品名称、性状、数量及规格、生产日期和保质期或生产批号和限期使用日期、储存条件等）；
d） 试验项目和方法依据； 
e） 试验的开始与完成日期；
f） 材料和方法：用到的器材、方案概要、方案偏离（如有）、采用的统计方法等；
g） 讨论（如有必要的情况）；
h） 试验结论：根据统计分析结果确定试验产品是否具有抗皱功效；
i） 报告日期；
j） 检测人、校核人和技术负责人/主要研究者签字及日期。


附 录 A
（规范性附录）
斑马鱼活性氧清除率试验方法
A.1 试验准备
A.1.1 试验对象的选择
    本试验推荐使用黑色素等位基因突变半透明AL品系斑马鱼幼鱼，也可选择野生型AB品系斑马鱼幼鱼。
A.1.2 试验对象的准备
如果使用黑色素等位基因突变半透明AL品系斑马鱼幼鱼，在体视显微镜下挑选发育正常的2dpf的斑马鱼幼鱼，置于盛有标准稀释水的6孔板中进行孵育，每孔15尾，容器的水温控制在（28.5±1.0） ℃。
如果使用野生型AB品系斑马鱼幼鱼，需先在体视显微镜下挑选发育正常的1dpf的斑马鱼幼鱼，置于盛有0.03 mg/mL的苯硫脲溶液的6孔板中进行孵育，每孔15尾，容器的水温控制在（28.5±1.0） ℃。孵育24h后清洗干净，转移至盛有标准稀释水的6孔板中继续孵育。
A.1.3 试验样品储备液准备
    根据试验样品的自身特性（溶解性、极性等），用标准稀释水配制成一定浓度的试验样品储备溶液，备用，通常储备液配置成10%的溶液，如溶解性不够，可根据实际情况进行配置。如果选用助溶剂进行处理，应加设溶剂对照组试验。
A.2 预实验
[bookmark: _Hlk175407610]A.2.1 试验对象的处理
选取发育正常的2dpf的斑马鱼幼鱼（黑色素等位基因突变半透明AL品系斑马鱼幼鱼或野生型AB品系斑马鱼幼鱼），放入六孔板中，每孔15尾，在不伤害幼鱼的情况下除去6孔板中的标准稀释水。
A.2.2 试验样品暴露
用移液枪向每孔中快速加入一定体积的试验样品储备液。
A.2.3 诱导、孵育
    向每孔中快速加入甲萘醌造模剂，并用标准稀释水定容至3 mL，甲萘醌最终的造模浓度为1.5µM。用铝箔纸包裹6孔板，于（28.5+1.0） ℃生化培养箱中避光孵育20h。
A.2.4 预实验观察
    孵育结束后用标准稀释水将斑马鱼清洗2遍，用体视显微镜观察，记录斑马鱼的死亡情况和其他毒性效应。以3dpf的斑马鱼幼鱼未出现任何死亡（无心跳）和其他毒性效应（心包水肿、躯干弯曲、对机械刺激无反应、肌肉纹理不清晰等）的最高浓度组别确定为MTC。
A.3 正式试验
[bookmark: _Hlk175408014]    根据MTC确定正式试验的受试浓度，并替换试验样品储备液重复A.2.1-A.2.3的操作，同时带上阳性对照品进行实验。
A.4 活性氧测试
孵育结束后用水将斑马鱼清洗2遍，并转移至24孔板中，用标准稀释水定容至500 μL/孔，加入10 μL特异性活性氧荧光染色液进行染色处理，染色1h后用标准稀释水清洗2遍。
染色结束后，从表型和行为正常的斑马鱼中随机选取至少12尾斑马鱼，用3%甲基纤维素固定，在荧光体视显微镜下观察并拍照。拍照时斑马鱼体位应保持一致，头朝左、侧面朝下、身体保持水平。所有斑马鱼的拍照应在相同的仪器和环境条件下2h内完成。
拍照完成后，使用图像分析软件对获取到的斑马鱼图片进行分析，选取定量区域为斑马鱼卵黄囊区域（如图A.1所示）。将分析参数设置为荧光强度，分析图片得出数据，每组取10尾斑马鱼卵黄囊荧光强度的有效数据。
[image: ]
[bookmark: _GoBack]图A.1 斑马鱼卵黄囊荧光强度表型图
A.5 数据处理
计算各组试验的平均值（Mean）及标准误差（Standard Error，SE），统计学处理结果用Mean+SE表示。使用SPSS软件对数据进行方差分析，以模型对照组作为标准，比较各试验组荧光强度的大小，P<0.05表示有显著性差异。活性氧清除率的定量按式（1）计算：
                      （1）
式中：
W-活性氧清除率，%；
S-模型对照组斑马鱼卵黄囊区域荧光强度的平均值；
T-试验样品组组斑马鱼卵黄囊区域荧光强度的平均值；
R-在正常对照组斑马鱼卵黄囊区域荧光强度的平均值。




附 录 B
（规范性附录）
斑马鱼Ⅰ型胶原蛋白相关基因表达量试验方法
B.1 试验准备
B.1.1 试验对象的选择
    本试验推荐使用野生型AB品系斑马鱼进行试验。
B.1.2 试验对象的准备
选取发育正常的4dpf斑马鱼幼鱼，容器的水温控制在（28.5±1.0） ℃。
B.1.3 试验样品储备液准备
[bookmark: _Hlk175408547]    同A.1.3。
B.2 预试验
B.2.1 试验对象的处理
选取发育正常的4dpf斑马鱼幼鱼，放入6孔板中，每孔30尾，在不伤害幼鱼的情况下除去6孔板中的标准稀释水。
B.2.2 试验样品暴露
用移液枪向每孔中快速加入一定体积的试验样品储备液。
B.2.3 孵育
用标准稀释水定容至3 mL。充分混匀后，盖上培养板面板并用铝箔纸包裹，在（28.5±1.0） ℃生化培养箱中避光孵育至终点（即5dpf，孵育时间共计24h）。每组试验重复3次。
B.2.4 预实验观察
孵育结束后用标准稀释水将斑马鱼清洗2遍，用体视显微镜观察，记录斑马鱼的死亡情况和其他毒性效应。以5dpf的斑马鱼幼鱼未出现任何死亡（无心跳）和其他毒性效应（心包水肿、躯干弯曲、对机械刺激无反应、肌肉纹理不清晰等）的最高浓度组别确定为MTC。
B.3 正式试验
[bookmark: _Hlk175409785]根据MTC确定正式试验的受试浓度，并替换试验样品储备液重复B.2.1-B.2.3的操作，同时带上阳性对照品进行实验。
B.4 荧光PCR检测
孵育结束后，将斑马鱼清洗干净转移至1.5 mL离心管，用吸水纸吸干水分并保存在-80 ℃条件下，备用。
按照RNA快速提取试剂盒操作说明书提取各组斑马鱼总RNA，利用超微量紫外分光光度计对总RNA浓度进行测定，要求各试验组在260 nm和280 nm处的吸光度比值位于1.90-2.20之间。
根据RNA浓度计算结果，取2pg的RNA建立反应体系。按照反转录试剂盒说明书合成cDNA，并稀释10倍，备用。
利用SYBR Green荧光染料试剂盒进行点板，配制10 μL反应液，包含SYBR Green试剂5μL、上下游引物序列各0.25 μL及稀释后的cDNA 4.5 μL。将反应液分装到每个反应孔中，然后将反应板放在荧光定量qPCR仪上运行qPCR反应程序。
qPCR运行具体参数如下：95 ℃，2 min；95 ℃，5s；60 ℃，30s，40个循环。记录各试验组内参基因（β-actin）和目的基因（col1a1a、col1a1b）qPCR检测的C（t）值。
注：以上参数可根据不同型号实时荧光PCR仪和所选PCR扩增体系不同做适当调整。
B.5 数据处理
计算各组试验的平均值（Mean）及标准误差（Standard Error，SE），统计学处理结果用Mean+SE表示。使用SPSS软件对数据进行方差分析，以空白对照组（或溶剂对照组）作为标准，比较各试验组目的基因相对表达量，P<0.05表示有显著性差异。
根据各试验组β-actin和col1a1a、col1a1b的C（t）值，按式（1）-式（3）计算试验样品col1a1a、col1a1b的相对表达量：
A=C（t） -C（t）0                                                 （1）
B=A0-A1                                         （2）
Q=2B                                                                    （3）
式中：
A-目的基因与内参循环数之差；
C（t）-目的基因荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数；
C（t）0-内参荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数；
B-空白对照组A值的平均值与试验样品A值之差；
A0-空白对照组目的基因与内参循环数之差的均值；
A1-试验样品组目的基因与内参循环数之差；
Q-试验样品测试组相对于空白对照组目的基因的相对表达量。


附 录 C
（规范性附录）
真皮成纤维细胞活性氧清除率试验方法
C.1 试验准备
C.1.1 试验对象的选择
选择人真皮成纤维细胞进行试验
C.1.2 试验对象的准备
在445mL低糖DMEM培养基中加入50mL的胎牛血清和5mL青链霉素双抗溶液，配制成完全培养基。采用完全培养基进行细胞冻存、复苏、传代操作。试验之前预热培养基。
来自冷冻保存的细胞培养物以一个合适的密度接种到完全培养基，并在检测前至少传代一次，例如选用P7代细胞，具体使用代次可根据试验室实际进行调整。细胞应以合适的密度接种到完全培养基中用于试验，细胞接种密度应保证在接种24h后，融合度达到50%-80%，96孔细胞培养板上一般不多于2×104个/孔。
C.1.3 试验样品储备液准备
采用DMEM培养基将试验样品以2倍几何级数稀释至4-6个浓度系列。
采用DMEM培养基将阳性对照样品稀释100倍。
C.2 预试验
[bookmark: _Hlk175410236]C.2.1 试验对象的处理（细胞消化、接种）
推荐使用T75培养瓶。当细胞培养瓶中的细胞融合率在50%-80%之间时，去除培养基，加2 mL磷酸盐缓冲液清洗两次，吸净清洗液。在培养瓶中加入1 mL胰蛋白酶/EDTA溶液，置于生化培养箱中消化2-5min。待大多数细胞脱落后，加入3 mL 完全培养基，轻轻吹打细胞，将细胞悬液转移至15 ml离心管，800 r/min离心5min。
离心后去上清，加入3 mL完全培养基，重悬细胞沉淀成单细胞悬液，用细胞计数仪或血球计数板进行计数；以完全培养基稀释细胞至接种密度，接种至96孔板中（2×104个细胞/孔）。
每孔液量为200 μL，另加200 μL磷酸盐缓冲液于96孔板的外周孔。
将96孔板放进二氧化碳（CO2）培养箱培养24h±2h，使细胞恢复、贴壁并进入指数生长期。
C.2.2 试验样品暴露
弃掉96孔板中的培养基，在2min内快速加入试验样品。正常对照和模型对照孔中加入完全培养基，溶剂对照孔中加入含助溶剂的完全培养基，试验样品孔中加入含有试验样品的完全培养基，每孔200 μL，每组至少设置三个复孔。
C.2.3 诱导、孵育
处理后将96孔板放置在二氧化碳（CO2）培养箱中培养24h。处理24h后所有孔用磷酸盐缓冲液清洗两遍后加入200 μL的磷酸盐缓冲液。模型对照组和试验样品组在太阳光模拟器下接受1.7 mW/cm2辐照强度的光照50min，共9 J/cm2的剂量，空白对照组同环境下避光培养相同时间。
C.2.4 细胞毒性试验
孵育培养结束后，每孔收集180 μL细胞培养上清液于新的96孔板中。采用MTT法同步检测细胞活力，用于判定试验样品的浓度范围。
C.3 正式试验
根据MTT试验结果确定正式试验的受试浓度，选择细胞活力≥90%，且细胞形态与对照组无明显差异的浓度。将正式试验浓度并替换试验样品储备液重复C.2.1-C.2.3的操作，同时带上阳性对照品进行实验。
C.4 酶标仪检测
太阳光照射结束后，用活性氧检测试剂盒对细胞进行染色处理，具体操作遵循试剂盒说明书。
将待测96孔板置于多功能酶标仪检测，发射波长525 nm，激发波长488 nm，读数分析。
C.5 数据处理
计算各组试验的平均值（Mean）及标准误差（Standard Error，SE），统计学处理结果用Mean+SE表示。使用SPSS软件对数据进行方差分析，以模型对照组作为标准，比较各试验组荧光强度的大小，P<0.05表示有显著性差异。
活性氧清除率的定量按式（1）计算
              （1）
式中：
W-活性氧清除率，%；
S-模型对照组荧光强度的平均值；
T-试验样品组组荧光强度的平均值。



附 录 D
（规范性附录）
真皮成纤维细胞Ⅰ型胶原蛋白表达量试验方法
[bookmark: _Hlk175410867]D.1 试验准备
同C.1。
D.2 预试验
D.2.1 试验对象的处理（细胞消化、接种）
同C.2.1。
D.2.2 试验样品暴露
同C.2.2，不设模型对照组。
D.2.3 孵育
处理24h后所有孔用磷酸盐缓冲液清洗两遍后加入200 μL的磷酸盐缓冲液。
D.2.4 细胞毒性试验
     同C.2.4。
[bookmark: _Hlk175410594]D.3 正式试验
根据MTT试验结果确定正式试验的受试浓度，选择细胞活力≥90%，且细胞形态与对照组无明显差异的浓度。将正式试验浓度并替换试验样品储备液重复D.2.1-D.2.3的操作，同时带上阳性对照品进行实验。
[bookmark: _Hlk175410651]D.4 ELISA检测
ELISA检测需根据人Ⅰ型胶原蛋白酶联免疫试剂盒的使用说明书进行检测。在正式检测前，需设定稀释比例，进行预试验，摸索确定ELISA检测试验组的稀释比例，以保证检测数值落在标准曲线范围内。
D.5 数据处理
用标准品的浓度与光密度值（检测波长参照试剂盒使用说明书）计算出标准曲线的回归方程式，将试验样品的光密度值代入方程式，计算其I型胶原蛋白的含量。最终取各组3个复孔的平均值作为测试结果。
计算各组试验的平均值（Mean）及标准差（Standard Deviation，SD），统计学处理结果用Mean+SD表示。使用SPSS软件对数据进行方差分析，以空白对照组（或溶剂对照组）作为标准，比较各试验组I型胶原蛋白的含量，P<0.05表示有显著性差异。
I型胶原蛋白上调率按式（1）计算： 
                     （1） 
式中： 
Y-与空白对照组相比，试验样品I型胶原蛋白上调率；
T-试验样品I型胶原蛋白含量平均值；
C-空白/溶剂对照I型胶原蛋白含量平均值。
[bookmark: _Hlk172988035]



附 录 E
（规范性附录）
真皮成纤维细胞基质金属蛋白酶表达量试验方法
E.1 试验准备
同C.1。
E.2 预试验
同C.2。
E.3 正式试验
同C.3。
E.4 ELISA检测
根据人基质金属蛋白酶-1酶联免疫试剂盒的使用说明书进行检测。在正式检测前，需设定稀释比例，进行预试验，摸索确定ELISA检测试验组的稀释比例，以保证检测数值落在标准曲线范围内。
E.5 数据处理
用标准品的浓度与OD450值计算出标准曲线的回归方程式，将试验样品的OD450值代入方程式，计算其基质金属蛋白酶-1的含量。最终取各组3个复孔的平均值作为测试结果。
计算各组试验的平均值（Mean）及标准差（Standard Deviation，SD），统计学处理结果用Mean+SD表示。使用SPSS软件对数据进行方差分析，以模型对照组作为标准，比较各试验组基质金属蛋白酶-1的含量，P<0.05表示有显著性差异。
基质金属蛋白酶-1的抑制率按式（1）计算：
            （1） 
式中：
Z-与模型对照组相比，试验样品基质金属蛋白酶-1的抑制率；
N-试验样品基质金属蛋白酶-1含量平均值；
M-模型对照基质金属蛋白酶-1含量平均值。



附 录 F
（规范性附录）
标准稀释水配制方法
F.1 试剂
除非另有说明，所用试剂均为分析纯。试验用水符合GB/T 21808对水质的要求
a）碳酸氢钠：CAS号144-55-8；
b）氯化钾：CAS号7647-14-5；
c）二水合氯化钙：CAS号10035-04-8；
d）七水合硫酸镁：CAS号10034-99-8。
F.2 配制
F.2.1 标准稀释水储备液的配制分别称取2.59 g碳酸氢钠，0.23 g氯化钾，11.76 g二水合氯化钙，4.93 g七水合硫酸镁用水溶解，各定容至1 L容量瓶，备用。
F.2.2 标准稀释水的配制：各标准稀释水储备液分别吸取2.5 mL于100 mL容量瓶，用水定容至刻度，摇匀备用。






附 录 H
（资料性附录）
20X物镜下正常人真皮成纤维细胞表型图
H.1 20X物镜下正常人真皮成纤维细胞典型培养表型图见图H.1。
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图H.1 20Х物镜下正常人真皮成纤维细胞
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