基于转基因荧光斑马鱼模型的化妆品中雌激素检测方法
[bookmark: _Toc163468350]1 范围
本方法规定了采用Tg(5×ERE:GFP) 转基因荧光斑马鱼试验体系开展化妆品中禁用雌激素类物质的检测方法，适用于液态水基类、啫喱类、乳液类等常见剂型化妆品中违禁雌激素的定性检测。
[bookmark: _Toc163468351]2 规范性引用文件
GB/T 34713-2017 化学品 体外毒性试验替代方法的验证程序和原则
GB/T 30649-2020 实验动物实验鱼质量控制
[bookmark: _Toc163468352]3 术语及定义
下列术语及定义适用于本文件。
3.1斑马鱼 Zebrafish
本方法使用的斑马鱼，经过人工繁育，对其遗传、微生物、寄生虫、饲料和环境实施进行控制，是一种用于科学实验的模式动物。
3.2 受精后小时 Hours post-fertilization
生物学术语，受精卵受精后的小时数，Hours post-fertilization，hpf。
[bookmark: _Toc163468353]4 试验原理
雌激素可与雌激素受体（Estrogen Receptor, ER）发生特异性结合，形成雌激素 - 受体复合物；该复合物可进一步结合下游雌激素反应元件（Estrogen Response Element, ERE），启动下游绿色荧光蛋白（Green Fluorescent Protein, GFP）的转录与翻译过程。因此，当外源雌激素存在时，通过荧光体式显微镜可观察到绿色荧光信号强度显著增强。
在本研究采用的 Tg(5×ERE:GFP) 转基因雌激素荧光斑马鱼模型中，GFP 的表达具有组织特异性，主要定位于肝脏及心脏组织。基于此，受试物暴露后，可通过检测该模型肝脏与心脏区域的荧光表型，定性判断受试物中雌激素类物质的存在与否；同时，以荧光信号的阳性 / 阴性响应率为核心指标，可进一步评估该转基因斑马鱼模型对复杂基质样品的检测适用性。
[bookmark: _Toc163468355]5 主要试剂和材料
5.1 斑马鱼品系
Tg(5×ERE:GFP) 转基因荧光斑马鱼。
5.2 斑马鱼培养液
参照《Zebrafish Book》Egg water（5.0 mmol/L NaCl、0.17 mmol/L KCl、0.33 mmol/L CaCl₂、0.33 mmol/L MgSO₄，pH 7.4）。
5.3 二甲基亚砜（DMSO）：Dimethyl sulfoxide，CAS号：67-68-5。
5.4 阳性对照受试物（10 ng/L的炔雌醇）：Ethinyl estradiol，CAS号：57-63-6
称取0.0060 g炔雌醇，加入600 μL DMSO溶解后得到母液为10 μg/μL的母液，吸取 1 μL 母液（10 μg/μL），加入至含适量稀释液（Egg water）的 1.5 mL 离心管中，用稀释液定容至 1 mL，涡旋混匀，得到第一级储备液（浓度为104 μg/mL），吸取 1 μL 第一级储备液，转移至新的 1.5 mL 离心管，用稀释液定容至 1 mL，涡旋混匀，得到第二级储备液（浓度为104 ng/mL），吸取 1 μL 第二级储备液，转移至新的 1.5 mL 离心管，用稀释液定容至 1 mL，涡旋混匀，得到第三级储备液，浓度为 10 ng/mL，吸取 10 μL 第三级储备液（10 ng/mL），转移至 10 mL 容量瓶中。用标准稀释水定容至 10 mL 刻度线，颠倒混匀，即得到终浓度为 10 ng/L的工作液。
5.5羧甲基纤维素钠（CMC-Na）：Sodium carboxymethyl cellulose，CAS号：9004-32-4。
用电子天平称取3.5 g CMC-Na于500 mL烧杯中，加入 100 mL 预热的双蒸水，加热搅拌过夜，使 CMC-Na与水充分混匀，直至呈透明状，转移到玻璃试剂瓶中，放入 4℃冰箱中储存备用。
5.6 0.4%丙基硫氧嘧啶（PTU）：Propylthiouracil，CAS号：51-52-5。
用电子天平精密称取PTU粉末0.4 g，放入玻璃试剂瓶中，用PBS溶液充分溶解并定容至100 mL，若不溶可放入超声波清洗机中稍加超声溶解，置于常温中储存即可，使用时需稀释100 倍，即终浓度为0.004%。
[bookmark: _Toc163468357]6 主要仪器和设备
6.1 斑马鱼智能光照培养箱
斑马鱼孵箱的温度28℃，昼夜明暗交替时间14/10 h。
6.2 真空离心浓缩仪
可用于常温常压溶剂挥干。
6.3 斑马鱼荧光体式显微镜
可观察绿色荧光的体式显微镜。
6.4 电子天平
分度值为0.001g。
6.5 图像分析软件
Image J或功能相当。
6.6 实验室常用耗材
六孔培养板、10 cm培养皿、移液枪、15mL离心管、巴氏吸管等。
[bookmark: _Toc163468358]7 试验分组
7.1 空白对照
于15 mL离心管中加入9.895 mL egg water，并加入100 μL 0.4% PTU和5 μL DMSO。
7.2 阳性对照
于15 mL离心管中加入9.895 mL 10 ng/L炔雌醇测试液（egg water配制），并加入100 μL 0.4% PTU和5 μL DMSO。
7.3 受试物测试组
将化妆品样品取0.200 g，用乙腈定容至10 mL，涡旋5 min，再超声10 min以充分提取，随后在8000 rpm下离心5 min。
取含有化合物的乙腈溶液1 mL于1.5 mL离心管，用真空浓缩仪挥干溶剂（常温常压，4小时），取出离心管，短暂离心，加入5 μL DMSO并在涡旋混合仪上振荡30 s，溶解底部沉淀，再次短暂离心将液体收集于管底；另取一个15 mL离心管，加入9.895 mL Egg water和100 μL 0.4％的PTU。再将含有化合物的 DMSO 溶液全部转移到15 mL离心管中，涡旋混匀。
[bookmark: _Toc163468359]8 试验程序
8.1胚胎收集与预处理：
实验第1天进行斑马鱼胚胎收集：前一日晚间，将雌、雄斑马鱼按等数量比例置于繁殖缸内，采用隔板分隔雌、雄鱼。维持常规饲养光照周期，次日早晨8:30开启光源，移除隔板后，利用光照刺激诱导亲鱼完成追尾、交配行为。交配1-2 h后收集胚胎，采用egg water冲洗去除杂质，筛选发育形态正常的胚胎，转移至温度设定为28.5℃的光照培养箱中恒温培养。
8.2胚胎分组与受试物暴露：
实验第2天：选取发育至24 hpf的斑马鱼胚胎，每孔计数30枚并转移至六孔板中。弃去原有培养液，每孔加入5 mL含待测样品的培养液，建立受试物暴露体系。
8.3培养液更换：
实验第3天，小心吸除六孔板内的旧培养液，同时移除脱落的斑马鱼胚胎绒毛膜，随后立即加入新鲜配制的含待测样品的培养液，维持暴露条件的稳定性。
8.4荧光表型观察与成像：
实验第4天，当斑马鱼胚胎发育至72 hpf时，从表型正常的斑马鱼群体中，随机选取至少6尾作为观测样本。采用 CMC-Na 溶液对样本进行固定，随后置于荧光体视显微镜下进行观察与成像。成像过程中需严格统一斑马鱼体位，保持头部朝左、侧面贴壁朝下、身体呈水平状态，以确保观测视角的一致性。所有样本的观察与拍照操作需在同一台仪器、相同环境参数条件下，于2小时内完成，避免因仪器差异、环境波动及操作时长过长对实验结果造成干扰。
[bookmark: _Toc163468360]9 结果判定
通过荧光体视显微镜进行直观观测，依据荧光表型差异判定受试物中雌激素类物质的存在情况：若受试物测试组与空白对照组的荧光表型一致，表明受试物中未添加雌激素，或其雌激素含量低于本检测方法的检出限；若受试物测试组荧光表型与阳性对照组一致，则判定受试物中添加了雌激素类物质。
9.1空白对照
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9.2阳性对照
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10 试验报告
试验报告需系统、完整地呈现试验全过程及核心结果，至少应包含以下核心内容：
a) 试验依据：明确试验所遵循的国家标准、行业规范或自主建立的试验方案依据；
b) 试验目的及原理：阐述本试验的核心研究目标，以及基于转基因斑马鱼模型检测雌激素类物质的作用机制与科学原理；
c) 试验项目：详细说明试验涵盖的检测项目，包括荧光表型观察、阳性/阴性响应率统计等评价指标，及前文明确的雌激素类物质判定标准；
d) 受试物与阳性对照信息：记录受试物的来源、浓度梯度、处理方式等关键参数；
e) 斑马鱼相关信息：注明斑马鱼的来源、品系（如Tg(5×ERE:GFP)转基因荧光斑马鱼）、饲养条件、胚胎发育阶段及筛选标准等；
f) 试验条件与方法：详述试验设计方案（如分组设置、样本量）、试验所用仪器设备（型号、规格）、试剂耗材（纯度、生产厂家）及试验过程中的原始记录规范；
g) 试验周期：明确试验启动至完成的具体日期，精准记录各关键试验节点；
h) 试验结果：全面呈现试验获得的原始荧光成像图等图像数据，及分组荧光表型对比结果；
i) 数据处理与结果评价方法：说明数据统计分析所采用的软件及方法，明确结果评价的判定逻辑与标准；
[bookmark: _GoBack]j) 试验结论：基于试验结果得出明确结论，判定受试物中是否存在雌激素类物质及含量是否超出检出限。
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