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II

化妆品功效评价 反转录荧光定量聚合酶链式反应
实验室通用技术导则
1　 [bookmark: _Toc11761][bookmark: _Toc19464][bookmark: _Toc238742582][bookmark: _Toc238021474][bookmark: _Toc11614][bookmark: _Toc15601]范围
本文件规定了反转录荧光定量聚合酶链式反应技术的术语和定义，及其用于化妆品、化妆品原料功效评价的技术要求、样本采集和处理、试验步骤、数据分析与结果判定和质量控制等通用技术要求。
本文件适用于化妆品、化妆品原料研发与检测相关人员在研发阶段，采用反转录荧光定量聚合酶链式反应技术，从分子水平开展化妆品及化妆品原料各类功效作用机理的评价与验证工作。
2　 [bookmark: _Toc21204][bookmark: _Toc22519][bookmark: _Toc18717][bookmark: _Toc238742583][bookmark: _Toc238021475][bookmark: _Toc4469]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 6682—2008 分析实验室用水规格和试验方法
WS/T 230—2024 实时荧光聚合酶链反应临床实验室应用指南
GB/T 27861—2011 化学品 鱼类急性毒性试验
3　 [bookmark: _Toc6184][bookmark: _Toc238021476][bookmark: _Toc29813][bookmark: _Toc2720][bookmark: _Toc238742584][bookmark: _Toc25366][bookmark: OLE_LINK1]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1　 
反转录荧光定量聚合酶链式反应 reverse transcription quantitative real-time polymerase chain reaction
先进行反转录，即以RNA单链为模板，在反转录酶催化下合成cDNA，再在PCR体系中引入荧光基团，利用荧光信号的积累实时监测整个PCR进程，绘制反应动力曲线，从而对样本中靶基因核酸的初始含量进行定量检测的酶促扩增技术。
[来源：WS/T 230—2024，有修改]
3.2　 [bookmark: _Toc20785]
相对定量 relative quantification
以稳定表达的内参基因作为参照，通过计算各组样本中靶基因与参照基因的表达差异倍数，表征不同处理组间基因表达相对变化水平的定量分析方法。
[来源：文献[1]，有修改]
3.3　 
受试样品 test sample 
拟开展功效评价的化妆品或化妆品原料。
3.4　 
受试样品储备液 test sample stock solution 
受试样品经前处理配制得到的、可供试验体系稀释制备受试物工作液的高浓度母液。
3.5　 
受试物 test substance
由受试样品储备液稀释得到，施加于生物模型开展试验的工作体系。
3.6　 
样本 sample 
经受试物处理后、可供核酸检测的细胞、斑马鱼幼鱼、体外三维重建皮肤模型等。
3.7　 
体外三维重建皮肤模型 in vitro 3D reconstructed human skin model 
由人源细胞构建的、可应用于化妆品及化妆品原料体外功效评价的体外仿生三维皮肤组织。
4　 [bookmark: _Toc238742585][bookmark: _Toc238021477]缩略语
下列缩略语适用于本文件。
[bookmark: _Toc238742586][bookmark: _Toc238021478]cDNA：互补脱氧核糖核酸（complementary deoxyribonucleic acid）
：循环阈值（cycle threshold）
：Δ循环阈值（delta cycle threshold）
：ΔΔ循环阈值（delta‑delta cycle threshold）
DEPC：焦碳酸二乙酯（diethyl pyrocarbonate）
DMEM：杜氏改良伊格尔培养基（Dulbecco’s Modified Eagle Medium）
DMSO：二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide）
DNA：脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid）
DNase：脱氧核糖核酸酶（deoxyribonuclease）
dNTP：脱氧核糖核苷三磷酸（deoxyribonucleoside triphosphate）
dpf：受精后天数（days post‑fertilization）
EDTA：乙二胺四乙酸（ethylenediaminetetraacetic acid）
FBS：胎牛血清（fetal bovine serum）
MIQE：定量荧光PCR实验最低信息发布准则（Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments）
mRNA：信使核糖核酸（messenger ribonucleic acid）
NRT：无反转录对照（no-reverse transcriptase control）
NTC：无模板对照（no-template control）
PBS：磷酸盐缓冲液（phosphate-buffered saline）
PCR：聚合酶链反应（polymerase chain reaction）
qPCR：定量聚合酶链反应（quantitative polymerase chain reaction）
：决定系数（coefficient of determination）
RNA：核糖核酸（ribonucleic acid）
RNase：核糖核酸酶（ribonuclease）
RIN：RNA完整性数（RNA integrity number）
rRNA：核糖体核糖核酸（ribosomal ribonucleic acid）
RTqPCR：反转录荧光定量聚合酶链式反应（reverse transcription quantitative real‑time polymerase chain reaction）
TAE：三羟甲基氨基甲烷-乙酸-乙二胺四乙酸缓冲液（Tris-acetate-EDTA buffer）
Tris：三羟甲基氨基甲烷（tris (hydroxymethyl) aminomethane）
5　 技术要求
5.1　 环境与设施条件
试验区域应严格分区，分为样本处理区、RNA 提取区、反转录配制区、RT-qPCR扩增区。
操作环境应洁净无尘，无强电磁干扰、无剧烈气流扰动；室温控制在20 ℃～25 ℃，相对湿度40%～60%，以减少静电干扰、保护仪器光学部件。
现场温度不达标时，反应体系可置于25 ℃恒温设备预恒温后再检测；RNA样本应保持低温，避免降解。
5.2　 试剂和材料
本文件所用试剂除另有说明外，均为分析纯。
本文件涉及三氯甲烷、DEPC、甲醇、核酸染料等有毒有害试剂，操作时应在通风橱内进行，佩戴合适的个人防护装备（实验服、手套、护目镜）。三氯甲烷具有麻醉性和致癌性，DEPC 具有刺激性和致癌性，甲醇可致失明，应避免直接接触和吸入。废弃试剂及试验废弃物应按实验室生物安全和化学废弃物管理规定分类收集、标识和处置，不得随意丢弃。
5.2.1　 试验用水
符合GB/T 6682—2008一级水要求，电阻率≥18.2 MΩ·cm，同时为无DNase、无RNase的超纯水。
5.2.2　 冰
实验室制冰机制备，制冰用水不低于GB/T 6682—2008二级水，制冰机定期清洁消毒，避免核酸酶及微生物污染。
5.2.3　 助溶剂与分散剂
助溶剂：DMSO、乙醇、甲醇、二甲基甲酰胺、三甘醇。甲醇应慎用，宜优先选用DMSO、乙醇等低毒溶剂。
分散剂：聚氧乙烯脂肪酸甘油酯、吐温80、甲基纤维素、聚氧乙烯氢化蓖麻油、蓖麻油，试剂级及以上。
5.2.4　 PBS
PBS缓冲液（pH 7.2）：含1.54 mmol/L磷酸二氢钾、155.17 mmol/L氯化钠和2.71 mmol/L磷酸氢二钠、2.7 mmol/L氯化钾；也可采用商业10倍浓缩PBS缓冲液，使用前稀释至1倍工作液浓度。
5.2.5　 RNA 保护试剂溶液
建议采用商业试剂。
5.2.6　 RNA 提取试剂盒
建议采用商业试剂，如Trizol试剂，分子生物学级；或采用酸性酚-三氯甲烷法等效试剂；适用于动物组织/斑马鱼样本总RNA提取。
5.2.7　 三氯甲烷
用于RNA提取过程中有机相分离。
5.2.8　 异丙醇
用于RNA沉淀。
5.2.9　 无水乙醇
用于RNA洗涤及75%乙醇配制。
5.2.10　 75%乙醇
取75 mL无水乙醇（5.2.9），用无RNase水（5.2.11）定容至100 mL，现配现用。
5.2.11　 无RNase水
以符合GB/T 6682—2008一级水要求的水为基础，经 0.1%DEPC处理并高压蒸汽灭菌的水，或采用商品化无RNase水。
5.2.12　 琼脂糖
电泳级或分子生物学级。
5.2.13　 TAE 缓冲液
50倍浓缩储存液：含2 mol/L Tris-乙酸、0.05 mol/L EDTA，pH 8.3；使用前用无RNase水稀释至1倍工作液。
5.2.14　 核酸上样缓冲液
6倍核酸上样缓冲液：含甘油、溴酚蓝和二甲苯青。
5.2.15　 核酸染料
GoldView、GelRed或SYBR Safe等低毒性核酸染料，按产品说明书使用。
5.2.16　 RNA 分子量标准
应包含28S rRNA和18S rRNA（S为沉降系数单位，斯维德贝格单位）参照条带。
5.2.17　 微流控芯片RNA分析试剂盒
如 Agilent RNA 6000 Nano Kit或等效产品，按仪器配套说明书使用（可选方法）。
5.2.18　 反转录试剂盒
可将总RNA反转录合成cDNA，建议采用商业试剂盒（含反转录酶、Oligo(dT)₁₈ 或随机引物、dNTP、RNase抑制剂）。
5.2.19　 qPCR扩增试剂盒
建议采用和实时荧光定量PCR仪信号检测相匹配的商业试剂盒（含SYBR Green荧光染料、Taq DNA聚合酶、dNTP、Mg²⁺）。
5.2.20　 引物
包括功效靶基因上下游引物和内参基因引物。引物序列应使用专业引物设计软件（如Primer Premier、Oligo、NCBI Primer-BLAST等）进行设计，并符合以下基本质量要求：
a）扩增片段长度：70 bp～250 bp，以80 bp～150 bp为宜；
b）引物长度：18 bp～25 bp，上下游引物长度差不宜超过3 bp；
c）GC 含量：40%～60%，以45%～55%为佳，上下游引物GC含量应尽量接近；
d）Tm 值：58 ℃～62 ℃，上下游引物Tm值相差不宜超过 2 ℃；
e）3′端稳定性：3′端末位或末两位优先选择G或C（GC clamp），避免 3′端出现连续3个以上相同碱基；
f）二级结构：引物自身不应形成发夹结构，上下游引物之间不应形成引物二聚体，尤其避免3′端互补；
g）特异性：设计后应通过NCBI Primer-BLAST等工具进行序列比对，确认引物仅扩增靶基因序列，无非特异性扩增；对于RNA样本，引物宜跨外显子-外显子连接区设计，以区分cDNA与基因组DNA；
h）引物序列经设计确认后委托商业公司合成，合成后应通过熔解曲线分析或凝胶电泳验证扩增特异性。
引物设计与验证应符合MIQE的相关要求。
5.2.21　 质控对照
包括阳性对照品（用于设置阳性对照组）、NTC和NRT。阳性对照品为已知具有相应功效、可引起靶基因表达显著变化的受试物（或处理条件），用于验证试验体系的有效性和响应灵敏度；NTC为无RNase水；NRT为以总RNA替代cDNA模板的反应体系，用于监控基因组DNA残留污染。
5.2.22　 细胞培养配套试剂
DMEM基础培养基、胎牛血清FBS、0.25 %胰蛋白酶消化液、PBS、青霉素-链霉素双抗：均为商品化细胞培养级。
5.2.23　 RT-qPCR反应板及相应光学密封膜
一般用96孔板或384孔板，孔板选择需和对应的实时荧光定量PCR仪及密封膜相匹配。
5.3　 仪器与设备要求
5.3.1　 垂直流超净工作台
万级洁净度，配备紫外消毒装置，试验前后紫外消杀30min，分区专用。
5.3.2　 高速冷冻离心机
最高转速不低于12000 r/ min，可稳定控温4 ℃，适配1.5 mL、2 mL离心管。
5.3.3　 高通量组织研磨仪
配套不锈钢研磨珠，支持低温研磨，适配斑马鱼、皮肤组织等固体样本破碎。
5.3.4　 电子分析天平
分度值0.1 mg，用于生物组织样本、固体化学试剂的称量。
5.3.5　 -80 ℃超低温冰箱
温度范围﹣50 ℃～﹣86 ℃，温度均匀性≤±5 ℃；具备温度实时监控与超温报警功能。用于核酸样本长期储存。
5.3.6　 -20 ℃低温冰箱
温度范围﹣15 ℃～﹣25 ℃，温度均匀性≤±3 ℃；具备温度实时监控与超温报警功能。用于试剂及cDNA短期分装保存。
5.3.7　 微量核酸蛋白检测仪
微量上样，可检测RNA浓度、A260/A280、A260/A230吸光比值，完成RNA纯度质控。
5.3.8　 琼脂糖凝胶电泳系统
含稳压电泳仪、水平电泳槽，电压可调范围0 V～300 V，用于RNA完整性电泳。
5.3.9　 凝胶成像系统
无紫外泄露，可清晰采集RNA电泳条带图像，支持图像存档导出。
5.3.10　 梯度PCR仪
具备梯度温控功能，温度准确度≤± 0.2 ℃，模块温度均一性≤0.4 ℃，用于反转录反应与引物条件摸索。
5.3.11　 实时荧光定量PCR仪
温度准确度≤± 0.2 ℃，模块温度均一性≤0.3 ℃；配备SYBR Green荧光检测通道，支持扩增曲线、熔解曲线自动采集，内置相对/绝对定量分析功能；每年完成温度、荧光通道校准，适配八联管或96孔反应耗材。
5.3.12　 高压蒸汽灭菌器
灭菌温度≥121 ℃，用于试验耗材及溶液的灭菌处理。
5.3.13　 移液器
量程覆盖0.5 μL～1000 μL（如0.5～10 μL、10～100 μL、100～1000 μL），用于精确移取液体。
5.3.14　 制冰机（或冰浴装置）
用于试验过程中的冰浴操作。
5.3.15　 通风橱（或生物安全柜）
用于有毒有害试剂操作和无菌操作。
6　 [bookmark: _Toc238021479][bookmark: _Toc238742587]样本采集和处理
6.1　 受试样品信息确认
应从受试样品提供方获取以下信息：
a）受试样品的名称、批号、颜色性状、保存条件、保质期、委托/申请单位名称、理化性质、宣称功效及安全性信息（如细胞毒性、皮肤刺激性等）；
b）受试样品为单体原料时，还应提供相应的化学信息，包括结构式、分子量、纯度等；
c）受试样品的溶剂信息，以及在溶剂中的溶解性，在水中、光照条件下、试验条件下的稳定性。
6.2　 受试样品前处理与受试物制备
按照表1的方法对不同类型受试样品进行前处理，得到预处理后的受试样品。
表1 不同类型受试样品前处理
	受试样品类型
	前处理方法

	化妆品原料
	经粉碎、提取、超声、均质等步骤制备受试样品

	膏霜乳类
	称取适量，用培养基或适宜溶剂稀释、均质，必要时离心取上清，经无菌滤膜过滤后制备成受试样品

	液体类
	用培养基或适宜溶剂直接稀释、混匀后制备成受试样品；油状或油水分离样品可先行乳化，或用少量有机溶剂助溶后再稀释

	凝胶类
	称取适量，用培养基或适宜溶剂溶胀稀释，经超声、均质分散后制备成受试样品

	粉剂、块状类
	称取适量（块状样品先行粉碎），用培养基或适宜溶剂溶解或分散，经超声、均质后制备成受试样品

	泥类
	称取适量，用培养基或适宜溶剂稀释、均质、超声分散，必要时离心取上清制备成受试样品

	蜡基类
	温水浴熔融后，用培养基或适宜溶剂乳化分散、均质，制备成受试样品

	喷雾剂、气雾剂
	弃去初喷液后收集内容物；气雾剂应待抛射剂挥散后，用培养基或适宜溶剂稀释、混匀制备成受试样品

	贴、膜及含基材类
	取其精华液或内容物直接稀释使用；或将膜材用适宜溶剂浸提、超声提取后制备成受试样品

	冻干类
	用配套溶剂或无菌水复溶后，稀释制备成受试样品




a）采用预处理后的受试样品配制受试样品储备液。水相生物模型宜采用对应试验基质（如斑马鱼采用标准稀释水，细胞、体外三维重建皮肤模型采用对应培养基）进行配制；受试样品难以用水相介质溶解时，可选用低毒助溶剂或分散剂，所用助溶剂、分散剂应符合5.2.3的相关要求。且助溶剂在终体系中的浓度不应影响生物模型的正常生理状态（如DMSO终浓度不宜超过0.1%）。受试样品储备液应现配现用，确需保存时应注明保存条件和有效期。注：标准稀释水的配制方法参见GB/T 27861—2011。
b）配制完成的受试样品储备液应做标识，包括受试样品名称、储备液浓度、溶剂名称、配制日期、配制人。
c）已标识的受试样品储备液稀释至试验工作浓度后，按试验要求施加于受试生物模型，开展后续试验操作与样本制备。
6.3　 模型孵育及样本制备
受试物浓度设置应基于预试验结果：通过细胞毒性试验或致死率试验确定受试物对生物模型的最大无毒性浓度，以此为最高浓度设置至少3个浓度梯度（如等比梯度1/2、1/4、1/8）。每组生物学重复不少于3个独立样本。阳性对照应与宣称功效相匹配。
在整个样本制备过程中，为避免RNase污染与核酸降解，样本采集、运输及保存阶段均应在冰浴或低温条件下操作。
6.3.1　 二维细胞模型
细胞接种于培养板，置于37 ℃、5%CO₂饱和湿度培养箱中培养至融合度70 %～80 %，设置空白对照组、溶剂对照组（使用助溶剂时）、受试物低/中/高浓度组、阳性对照组；孵育24h～48h，孵育条件按细胞培养常规要求执行；如受试物具有光敏性，应避光孵育；收集细胞沉淀（样本），可立即提取RNA或加入RNA保护试剂密封保存。
6.3.2　 斑马鱼模型
选取发育正常4 dpf幼鱼，随机分组并设置空白对照组、溶剂对照组（使用助溶剂时）、受试物低/中/高浓度组、阳性对照组；置于28 ℃孵育24h；如受试物具有光敏性，应避光孵育；收集各组斑马鱼幼鱼（样本），可立即提取RNA或加入RNA保护试剂密封保存。斑马鱼试验应遵循实验动物伦理相关规定，必要时通过伦理审查。
6.3.3　 体外三维重建皮肤模型
体外三维重建皮肤模型经37 ℃、5%CO₂气液界面平衡复苏培养24h后，设置空白对照组、溶剂对照组（使用助溶剂时）、受试物低/中/高浓度组、阳性对照组；在体外三维重建皮肤模型的表皮侧定量涂抹受试物，37 ℃、5%CO₂恒温孵育24h～48h；如受试物具有光敏性，应避光孵育；无菌剥离体外三维重建皮肤模型组织块（样本），可立即提取RNA或加入RNA保护试剂密封保存。
注：本条所述空白对照组、溶剂对照组、阳性对照组为受试物给药阶段的实验分组；NTC（No Template Control，无模板对照）与 NRT（No Reverse Transcription，无反转录对照）为qPCR检测阶段的质控对照，分别用于监测扩增体系污染/引物二聚体及基因组DNA残留。二者分属不同实验环节，应分别设置，不可互相替代。
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7.1　 总RNA提取与质控
按照RNA提取试剂盒说明书提取样本总RNA，RNA前处理可参见参考文献[3]。提取后应检测总RNA纯度、浓度及完整性：A260/A280比值为1.8～2.1，A260/A230比值≥2.0，每个样本提取得到的总RNA量应满足后续反转录要求（建议不少于1 μg）；反转录反应中总RNA上样量为1 μg～2 μg，琼脂糖凝胶电泳显示28S rRNA与18S rRNA条带清晰且28S/18S亮度比约为2∶1（或RIN≥7.0）时方可进行下一步试验。详见本文件附录A。
7.2　 cDNA合成（反转录）
按照反转录试剂盒说明书配制反转录反应体系（通常总RNA含1 μg～2 μg、反转录酶、Oligo(dT)₁₈或随机引物、dNTP、RNase抑制剂），反应程序通常为：25 ℃ 5min～10min，42 ℃ 15min～60min，70 ℃ 5min～15min 终止反应，获得cDNA。所得cDNA可立即用于 qPCR扩增或于-20 ℃短期保存。
7.3　 实时荧光定量PCR扩增检测
推荐使用SYBR Green I染料法或探针法。应严格按照所选qPCR扩增试剂盒说明书配制反应体系，并在指定区域进行。循环程序通常包括：预变性（95 ℃，30s～2min）；循环阶段（95 ℃ 5s～15s，60 ℃ 15s～30s，40～45个循环）；熔解曲线分析阶段（SYBR Green 法必需）。阈值设定应设置于扩增指数增长期，高于基线噪声。应先验证候选内参基因（如β-actin、GAPDH 等）在本试验处理条件下的表达稳定性，确认不受受试物处理调控后方可用于数据归一化，再利用各类功效靶点基因引物进行定量检测；推荐选用2个及以上稳定内参基因联合校正。可采用geNorm、NormFinder、BestKeeper等方法筛选合适的内参基因。
每个qPCR反应板应同时设置NTC和NRT：NTC以无RNase水替代cDNA模板，NRT以总RNA替代cDNA模板，用于监控基因组DNA残留污染。采用SYBR Green I染料法时，应通过熔解曲线分析验证引物特异性，合格的熔解曲线应呈现单一尖锐峰，无引物二聚体杂峰。
7.4　 引物扩增效率测定
采用cDNA进行梯度稀释，制备5个及以上梯度的标准曲线模板，每个梯度设置2～3个复孔，开展RT-qPCR扩增；以模板浓度的对数值为横坐标，值为纵坐标绘制标准曲线，计算引物扩增效率E。扩增效率按式（1）计算：
……………………（1）
式中：
　     E-引物扩增效率，%；
　    Slope-标准曲线回归方程的斜率。
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8.1　 数据处理总体要求
基因相对定量检测采用法计算功效靶点基因相对内参基因的表达变化。
8.2　 计算公式（法）
采用法计算功效靶点基因mRNA相对表达量，计算公式见式（2）、式（3）、式（4）。
……………………（2）
……………………（3）
………………………………………（4）
式中：
-样本中功效靶点基因值减去同一样本内参基因值；
(靶基因)-功效靶点基因荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数；
(内参基因)-内参基因荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数；
(受试物组)-受试物组样本的值（多个生物学重复取算术平均值）；
(对照组)-空白对照组样本的值（多个生物学重复取算术平均值）；
-受试物组平均与空白对照组平均的差值。
R-功效靶点基因相对表达量。
注：本部分公式计算修改自参考文献[1]；本公式适用于靶基因与内参基因引物扩增效率介于90%～110%的条件。引物扩增效率不在90%～110%范围内时，不得采用本方法进行结果判定；应优化引物或反应条件使引物扩增效率达标后重新验证，或采用标准曲线法进行定量分析。如果受试物配制过程中使用了助溶剂，则公式中的空白对照数值用溶剂对照数值进行替换。
8.3　 结果判定及说明
满足适用前提时，全部数据按法计算靶基因相对表达量，以对照组为基准进行组间比较：二维细胞模型/斑马鱼模型使用助溶剂时以溶剂对照组为基准；未使用助溶剂时以空白对照为基准。如采用诱导损伤模型，其建立方法应在试验方案中详细说明，并以模型对照组为基准。当受试样品靶基因上调或下调达到预设阈值（建议上调≥1.5倍或下调≤0.67倍，具体阈值应在试验方案中预先设定并说明依据，不允许试验结束后回溯调整阈值），且统计学检验P<0.05时，可判定该功效作用显著。两组样本间差异采用独立样本t检验；三组及以上浓度梯度采用单因素方差分析，事后多重比较采用邓尼特检验（Dunnett 检验）。每组生物学重复不少于3个独立样本，每个样本设置3个RT-qPCR技术复孔；采用值标准差评价复孔离散程度，与9.1质控要求统一；可采用格拉布斯检验（Grubbs 检验）进行离群值剔除。试验结果应具备可重复性，可作为功效宣称评价的支撑依据。
注：本文中“对照组”指实验分组（含空白对照组、溶剂对照组、模型对照组、阳性对照组等）；前文所述“对照品”系阳性对照组所给予的已知有效对照物质。二者为分组与对照物的对应关系，不应混用。
8.4　 试验报告
试验结果应与功效宣称相关联，解释基因表达上/下调的生物学意义。
报告应至少包含以下信息：
a）委托企业（包括注册人、备案人或境内责任人等）名称、地址；
b）评价机构名称、地址；
c）受试样品相关信息：样品名称、制样日期、限期使用日期；
d）试验项目及本文件方法依据；
e）试验开始与完成日期；
f）材料和方法：所用细胞/生物模型信息、受试样品处理条件；目标功效靶点基因、内参基因名称、引物序列；方法学验证信息：引物扩增效率、决定系数R²、熔解曲线分析结果；
g）RNA质量检测数据；
h）各组值、值、值及功效靶点基因相对表达倍数；统计结果及图表（如柱状图）；
i）试验结果；
j）试验过程中出现的异常现象（如有）；
k）讨论（必要时）；
l）试验结论：明确支持或不支持所宣称的功效，并说明理由；
m）报告出具日期；
n）检验人、校核人、技术负责人签字；
o）评价机构签章。
报告应注明：本方法仅用于从分子机理层面对宣称功效进行评价，不能单独作为化妆品功效评价试验结论的充分证据。
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质量控制总体要求包括以下方面：
a）分区操作：样本处理区、RNA提取区、反转录配制区、RT-qPCR扩增区分开，移液器、耗材专用，防气溶胶交叉污染；
b）试剂管理：试剂盒-20 ℃避光储存，酶组分分装避免反复冻融；RNA保护试剂常温避光保存；
c）样本管控：二维细胞样品和斑马鱼样品优先即时提RNA；短期保存使用RNA保护试剂，长期-80 ℃冻存，避免反复冻融。
9.1　 扩增反应的质量控制
仪器校准：实时荧光定量PCR仪每年校准荧光通道、温度模块（偏差≤±0.5 ℃）；分光光度计定期校准基线。
扩增反应质量控制应满足以下要求：
a）NTC 无明显扩增曲线，Ct值＞35，无引物二聚体杂峰；
b）NRT 用于监控基因组 DNA 残留污染，Ct值＞35视为无显著基因组DNA干扰；
c）生物学重复、技术重复Ct值标准差≤0.5；
d）各组内参基因的组间Ct值标准差≤1.0。
出现以下任一情况时，试验结果无效，应重新开展：NTC ≤35或出现明显扩增曲线；NRT ≤35，提示存在显著基因组DNA污染；熔解曲线出现非特异性扩增峰。出现以下情况时，应排查原因并纠正后重新检测相应样本：生物学重复或技术复孔 标准差>0.5；各组内参基因 组间标准差>1.0。
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（规范性）
各类样本RNA的提取与质量检测详细流程
A.1 总RNA提取
A.1.1 总RNA提取方法概述
使用可靠的方法（如柱式法或酚-三氯甲烷法）提取总RNA，操作过程应防止RNase污染。自备三氯甲烷、异丙醇、无RNase水、75％乙醇（无RNase水配制）。
A.1.2 细胞或组织样本裂解
贴壁细胞：去除细胞培养液，用适量预冷PBS清洗细胞，尽量将PBS吸除干净。按照6孔板每孔加1 mL RNA提取液，12孔板每孔加0.5 mL RNA提取液的用量向孔板中加入RNA提取液，轻轻晃动使板底细胞充分接触RNA提取液，移液枪吹打细胞，使细胞裂解，然后转移至离心管中，室温静置5min。
悬浮细胞：离心收集细胞，尽量将上清液吸除干净，每1×10⁶～10×10⁶个细胞加入1 mL RNA提取液，移液枪吹打数次使细胞裂解，室温静置5min。
组织样本：组织剪切成约1 mm³～2 mm³的小块（或约50 mg/块），放入预冷的匀浆器内，每100 mg组织加入1 mL RNA提取液，匀浆至无可见组织块。（可选步骤：4 ℃，12000 g离心10min使组织碎片分离，转移上清至新的离心管中。）
A.1.3 RNA抽提
每1 mL RNA提取液加100 μL或 200 μL三氯甲烷，涡旋混匀或离心管上下颠倒剧烈晃动15s，室温静置3min～5min。
A.1.4 离心
4 ℃，12000 g离心15min，小心转移上层无色水相至新的离心管中，每毫升提取液大约可吸取500 μL～550 μL。
A.1.5 沉淀RNA
向上述收集的水相提取物管中加入500 μL异丙醇，轻轻颠倒混匀数次，室温或4 ℃沉淀10min（或-20 ℃沉淀15min）。
A.1.6 离心
4 ℃，12000 g离心10min，在管底可见白色沉淀即为总RNA，弃上清。
A.1.7 洗涤
加入1 mL 75％乙醇（无RNase水配制），颠倒混匀（至白色沉淀漂浮为佳）。4 ℃，12000 g离心5min，弃上清，再高速短暂离心（5000 g离心3s～5s），用微量吸头小心吸尽液体。
A.1.8 RNA溶解
将有RNA沉淀的离心管开口静置3min～5min，使RNA稍微晾干，然后加入20 μL～50 μL无RNase水使RNA充分溶解，即可用于浓度检测及后续试验，不能及时进行后续试验时需将 RNA置于-80 ℃保存。注意不可让RNA过分干燥，否则很难溶解，且会影响 A260/A280比值。
A.1.9 RNA质量评估
a）浓度：采用核酸蛋白测定仪检测，总RNA量应满足后续反转录要求（建议≥1 μg）；
b）纯度：采用核酸蛋白测定仪检测，A260/A280比值应在1.8～2.1范围内，A260/A230比值应≥2.0；
c）完整性：采用琼脂糖凝胶电泳检测，28S rRNA与18S rRNA条带清晰，28S/18S亮度比约为2∶1；采用微流控芯片法检测时，RIN应≥7.0。
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