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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。

本文件由全国城市工业品贸易中心联合会提出并归口。
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化妆品 修复功效的测定 斑马鱼胚法

1 范围

本标准规定了化妆品 修复功效的测定 斑马鱼胚法的术语定义、方法原理、材料试剂、实验步骤、

结果计算、质量控制、安全要求、废弃物处置。

本标准适用于使用斑马鱼胚法的化妆品及化妆品原料修复功效测定评价。

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。

GB/T 37625-2019 化妆品检验规则

GB/T 7918.1-1987 化妆品微生物标准检验方法 总则

OECD 236 Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test

化妆品安全技术规范（2015版）

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

斑马鱼受精后小时数 Hpf

即“Hpf”。指斑马鱼受精后小时数。在光照的刺激下，雌雄斑马鱼在水中发生追尾行为，随后雌

性斑马鱼会释放卵子到水体中，雄性斑马鱼会释放精子到水体中，精子和卵子结合形成受精卵。随后受

精卵会逐渐发育，经历受精卵期、卵裂期、囊胚期、原肠胚期、体节期、咽部期、孵化期7个阶段发育

形成斑马鱼胚胎。

3.2

组织修复 Tissue repair

局部组织、细胞因致病因素导致损伤和死亡后，由邻近健康细胞再生来修补顶替，以恢复组织完整

性的过程。

4 方法原理

4.1 局部组织、细胞因致病因素导致损伤和死亡后，由邻近健康细胞再生来修补顶替，以恢复组织完

整性。

4.2 研究表明，斑马鱼的视网膜、脊髓、肾脏、心脏和鱼鳍拥有强大的再生能力，鳍再生是研究组织

修复的一种特别有效的模型。在鱼鳍切断后的几个小时内，斑马鱼的鱼鳍会迅速再生，在剪鳍或损伤后，

损伤的斑马鱼尾鳍结构能够很快恢复到原来的大小。

5 材料试剂

5.1 材料
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5.1.1 斑马鱼交配盒

参考附录A。

5.1.2 胚胎收集器

参考附录A。

5.1.3 细胞培养板

96孔细胞培养板，每孔容积200.0 μL。

5.1.4 离心管

容量为1.5 mL。

5.1.5 塑料滴管

容量为3.0 mL，长约150.0 mm。

5.2 试剂

5.2.1 二甲基亚砜

二甲基亚砜应使用符合GB/T 37625 化妆品检验规则、GB/T 7918.1 化妆品微生物标准检验方法 总

则的分析纯试剂。

5.2.2 氯化钾（KCl）

氯化钾应使用符合GB/T 37625 化妆品检验规则、GB/T 7918.1 化妆品微生物标准检验方法 总则的

分析纯试剂。

5.2.3 氯化钙(CaCl2·2H2O)

氯化钙应使用符合GB/T 37625 化妆品检验规则、GB/T 7918.1 化妆品微生物标准检验方法 总则的

分析纯试剂。

5.2.4 硫酸镁(MgSO4·7H2O)

硫酸镁应使用符合GB/T 37625 化妆品检验规则、GB/T 7918.1 化妆品微生物标准检验方法 总则的

分析纯试剂。

5.2.5 三卡因

三卡因应使用符合GB/T 37625 化妆品检验规则、GB/T 7918.1 化妆品微生物标准检验方法 总则的

分析纯试剂。

5.2.6 试验用水

应使用蒸馏水或去离子水。

5.2.7 注意

除非另有说明，分析时应使用符合GB/T 37625 化妆品检验规则、GB/T 7918.1 化妆品微生物标准

检验方法 总则的分析纯试剂。

5.3 仪器

5.3.1 斑马鱼养殖系统

a) 包括制水、储水、供水、排水及水循环系统；

b) 制水：超纯水机，KD-P20-B；

c) 储水：自动补水装置，定制；

d) 供水，排水及水循环系统：独立式五层单排斑马鱼养殖单元，Z-A-S5。
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5.3.2 pH 计

测量范围0～14，最小分度为0.01 pH单位。

5.3.3 连续变倍体视显微镜

连续变倍体视显微镜型号为SZ681。

5.3.4 离心机

离心机型号为S1010E，塞洛捷克SCILOGEX。

5.3.5 电子天平

电子天平精度为0.1 mg，型号为PRACTUM224-1CN。

5.3.6 冰箱：

a) 冷藏室 2℃～8℃；

b) 冰冻室≤-18 ℃。

5.3.7 温度计

温度为0℃～50℃。

5.3.8 全波长酶标仪

型号为Multiskan™ GO。

5.3.9 高精度加样器及枪头

范围为0.5μL～10μL、10μL～100μL、100μL～1000μL、1000μL～5000μL。

5.3.10 玻璃培养皿

100.0 mm培养皿。

5.4 溶液配制

5.4.1 标准稀释水

a) 精密称取 17.2000 g 氯化钠，0.7600 g 氯化钾,2.9000 g 氯化钙，4.9000 g 硫酸镁，用蒸馏

水或去离子水溶解并定容至 1000 mL。

b) 取以上标准稀释水储备液 16.67 mL，再用蒸馏水或去离子水稀释定容至至 1000 mL。

5.4.2 样品溶液：

精密称取或量取要配制相应浓度的样品，并用标准稀释水稀释配制成10.0 mL。

5.5 实验分组

5.5.1 空白对照组

标准稀释水。

5.5.2 样品组

不同浓度的样品溶液 bnbn0。

6 实验步骤

6.1 实验胚胎的准备

6.1.1 斑马鱼配种时，产卵盒外缸预先加入 2/3 的养殖水，接着套入带有胚胎分离作用的内缸，插入

挡板，隔开雌雄两鱼。于实验前一天晚上选取性成熟的待配种斑马鱼按照雌雄比为 1：1 或 1：2 置于带
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有挡板的产卵盒中过夜，避光。

6.1.2 次日早晨打开光源，抽出产卵盒的挡板使之进行交配产卵。交配 1 h 后，检查各缸成鱼产卵情

况，用漏网勺收集斑马鱼交配产生的胚胎,养殖水冲洗置 100.0 mm 培养皿中，平均每个培养皿胚胎数量

不超过 300 枚。清除培养皿中的异物后，放入生化培养箱里孵育。

6.2 样品前处理

参考附录 B 化妆品及原料前处理方法。

6.3 实验方法

6.3.1 实验设置空白对照组、不同浓度样品组，每组 16 尾。

6.3.2 体式显微镜下挑选发育正常的 72 hpf 野生型斑马鱼胚胎，0.02%三卡因麻醉斑马鱼胚胎，用手

术刀片切去大部分尾鳍，切除方向是与斑马鱼胚胎脊柱垂直，并将斑马鱼胚胎转移到载玻片上，体视显

微镜下拍照记录斑马鱼尾鳍。

6.3.3 将切尾后的斑马鱼胚胎转移到 48 孔板中，每孔 1 尾，加入对应的实验溶液，每孔 500 μL，置

于 28℃生化培养箱孵育 48 h。

6.3.4 孵育 48 h 后，0.02%三卡因麻醉斑马鱼幼鱼，体视显微镜下拍照记录，并将斑马鱼胚胎转移到

载玻片上，体视显微镜下拍照记录斑马鱼尾鳍。

6.3.5 用 Image J 测量切尾后和孵育 48 h 的斑马鱼尾鳍长度，并按照公式计算尾鳍再生增长率。

7 结果计算

按照公式计算斑马鱼尾鳍再生增长率：

····································(1)
使用GraphPad Prism统计分析软件（或类似功能的其它工具）对各组别中斑马鱼尾鳍再生增长率

进行统计分析，数值用均值±标准误（Mean ± SEM）表示。

8 质量控制

阳性对照试验结果符合阳性对照组中斑马鱼弹性蛋白含量应高于空白对照组要求，结果方有效。否

则，应查明原因后重新进行试验。

9 安全要求

安全要求应符合化妆品安全技术规范（2015版） 。

10 废弃物处置

实验用斑马胚胎于2～8℃冰水中灭活处理后按一般废弃物处置。
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A
A

B
B

附 录 A

（资料性附录）

产卵盒参考示意图

外缸：225*115*115 mm 内缸220*110*85 mm 挡板、外盖

斑马鱼配种

胚胎收集培养皿
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C
C

附 录 B

（资料性附录）

化妆品及原料前处理参考方法

D1.水溶性样品前处理方法

使用标准稀释水直接将受试样品倍比稀释（稀释比为2）成连续多个适当实验浓度，现配现用。

D2.非水溶性样品前处理方法

取适量的二甲基亚砜将样品溶解，用蒸馏水或去离子水定容成一定浓度的受试样品储备液，再将受

试样品储备液倍比稀释（稀释比为2）成连续多个适当实验浓度，现配现用。二甲基亚砜在实验溶液中

的最终浓度≤1%，具体依据样品的溶解度而定。
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D
D

附 录 C

（资料性附录）数据记录表

斑马鱼弹性蛋白酶联免疫吸附测定法实验记录表

样品名称

试验时间 _____年____月____日 至 ____年____月____日

数据呈现

组别 斑马鱼弹性蛋白 OD 值

空白对照组

阳性对照组

样品组 1

样品组 2

……

组别 斑马鱼弹性蛋白含量 p值

空白对照组

阳性对照组

样品组 1

样品组 2

……

判定依据

空白对照组中弹性蛋白含量

为____

阳性对照组是否低于空白对照

组，且有显著性差异

阳性对照组是否低于空白对照

组，且有显著性差异

是

否

阳性对照组中弹性蛋白含量

为____ 是

否

试验人员_________ 审核人员________
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