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[bookmark: _Toc164670722][bookmark: _Toc164670567][bookmark: _Toc6696][bookmark: _Toc12974][bookmark: _Toc171326182][bookmark: SectionMark4]饮料酒饮后行为学评价方法
1 [bookmark: _Toc164670568][bookmark: _Toc10760][bookmark: _Toc3907][bookmark: _Toc164670723][bookmark: _Toc171326183]范围
本文件规定了饮料酒饮后行为学行为能力的术语和定义、原理、试剂和材料、实验步骤、评价方法。
本标准适用于饮用同类型饮料酒、同酒精度（1%vol以内），饮后酒精代谢能力评价，为满足试验方法的可操作性进行了基于酒精度的实验组别划分。
2 [bookmark: _Toc22143][bookmark: _Toc25692][bookmark: _Toc164670724][bookmark: _Toc164670569][bookmark: _Toc171326184]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文件；不注明日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 2757 食品安全国家标准—蒸馏酒及其配制酒
GB 2758 食品安全国家标准 发酵酒及其配制酒
GB 5009.225 食品安全国家标准 酒和食用酒精中乙醇浓度的测定
GB 5749 生活饮用水卫生标准
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
GB 14924.1 实验动物 配合饲料通用质量标准
GB 14925 实验动物 环境及设施
GB/T 17204 饮料酒术语和分类
[bookmark: _Hlk182900389]JJF 1074 酒精密度-浓度测量用表
RB/T010 实验动物屏障和隔离装置评价通用要求
RB/T018 实验动物福利和人员职业健康安全检查指南
RB/T019 实验动物设施性能及环境参数验证程序指南
SN/T 2881 化学品毒理学安全性评价 良好试验室规范
SN/T 3986 实验动物饲养、运输、使用过程中的动物福利规范
3 [bookmark: _Toc16580][bookmark: _Toc5306][bookmark: _Toc164670570][bookmark: _Toc164670725][bookmark: _Toc171326185]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1  
饮料酒 Alcoholic beverages
酒精度在0.5%以上的酒精性饮料。
[来源：GB/T 17204, 3.1]
3.2  
饮酒 Drinking
机体单次摄入饮料酒（3.1），从入口下喉开始。
3.3  
饮后行为能力 Post drinking behavioral ability
机体在摄入酒精后，从入口下喉开始，机体的行为表现，包括但不限于身体反应、行为改变、语言紊乱和呆滞等。在本文件中主要指行动距离比值，移动时间比值。
4 [bookmark: _Toc164670571][bookmark: _Toc28067][bookmark: _Toc23959][bookmark: _Toc164670726][bookmark: _Toc171326186][bookmark: _Hlk171286772]缩略语 
下列缩略语适用于本文件。
[bookmark: _Hlk171320833]DR：行动距离比值（Distance ratio），饮酒后的运动的行动距离与未饮酒前的运动的行动距离的比值
[bookmark: _Hlk171320849]MTR：移动时间比值（Movement time ratio），饮酒后的运动的移动时间与未饮酒前的运动的移动时间的比值
5 [bookmark: _Toc171326187]原理 
机体摄入适量酒精后会逐渐刺激大脑关闭抑制功能，促进血管扩张，于是微醺状态下会显得更活跃；摄入过量酒精，超过大脑承受阈值，导致大脑出现暂停，出现反应力降低甚至是呆滞情况。
因此按照规定剂量对模式动物（大鼠、小鼠）摄入酒精性饮料后，将模式动物依次在灌酒前（t0）、灌酒后某个时刻（t）置于动物精细行为学分析装置旷场中，采用高频摄像机和行为学分析软件Any-maze分别实时录制与同步分析动物在上述时刻自由运动90 s的行为轨迹（见图1）。当动物以绕着外围做圆周运动时，说明动物在酒精作用下表现为正常，略有兴奋感和放松感图1（a）；当动物行为轨迹运动杂乱时，说明动物在酒精作用下表现为行为适量抑制，运动轨迹杂乱无章，偶尔出现停滞（图1（b），图上有黄点）；当动物的行为轨迹运动基本停滞，说明动物在酒精作用下表现为行为过量抑制，停滞的频率过多（图1（c），图上有黄点）。同时通过对行为参数数据进行提取，进行多元数据PSO-SVM非线性拟合，比较行动距离比值和移动时间比值。通过对行动距离比值和移动时间比值，比较与灌酒前（t0）的差异情况，进行饮料酒饮后行为学评价。
 [image: ]  
图1（a） 动物行为轨迹（活跃正常舒适）

[image: ]
图1（b） 动物行为轨迹（不规律）
[image: ]
图1（c）动物行为轨迹（停顿次数多）
6 [bookmark: _Toc164670572][bookmark: _Toc164670727][bookmark: _Toc19719][bookmark: _Toc24885][bookmark: _Toc171326188]试剂和材料
6.1实验动物
6.1.1  动物品系和数量
大鼠品系和数量：SD大鼠，雄性，清洁Ⅱ级，平均体重200 g，鼠龄42天；每个酒样至少10只。
小鼠品系和数量：C57BL/6J小鼠，清洁Ⅱ级，雄性，平均体重20 g，鼠龄6-8周；每个酒样至少10只。
[bookmark: _Hlk184026181]6.1.2  饲养条件
[bookmark: _Hlk171941956]6.1.2.1喂养环境应符合国家规定普通研究及试验清洁Ⅱ级环境，室内温度18~26℃，湿度50~70%，光照150 lx，噪音≤60 dB，室内用排风扇通风换气，保证室内氨浓度≤14 mg/m3，具体应符合GB 14925的规定；
6.1.2.2所喂饲料需符合GB 14924.1规定；
6.1.2.3饮用水应符合GB 5749规定（自动饮水器供水）；
6.1.2.4实验场所需符合SN/T 2881、RB/T010、RB/T019要求；
6.1.2.5实验人员需符合RB/T018要求；
6.1.2.6动物福利规范需符合RB/T018、SN/T 3986规范。
6.2  试剂
实验用水，应符合GB/T 6682中规定的一级水。
6.3 [bookmark: _Toc171326189]  仪器与设备
洁净工作台。
[bookmark: _Hlk171290635]动物实验设备要求见附录A，或功能相同者。
7 实验步骤
[bookmark: _Toc164670728][bookmark: _Toc164670573]7.1 试样分组
[bookmark: _Toc164670729][bookmark: _Toc164670574]每个酒样对应一组动物，每组动物至少10只，选择的饮料酒应符合GB 2757和GB 2758的规定。
对于啤酒、葡萄酒、黄酒、酒精度≤24%vol的白酒、露酒类型饮料酒，按照国际理性饮酒联盟IARD推荐成年男性标准适量饮酒范围中的最低酒精摄入剂量，每天20.3 g酒精，选择SD大鼠；
对于24%vol＜酒精度≤40%vol的白酒、露酒饮料酒，按照国际理性饮酒联盟IARD推荐成年男性标准适量饮酒范围中的最高酒精摄入剂量，每天30 g酒精，选择SD大鼠。
对于酒精度＞40%vol的白酒、露酒类型饮料酒，按照国际理性饮酒联盟IARD推荐标准饮酒量规定中的最大摄入酒精剂量，每天60 g酒精选择C57BL/6J小鼠；
7.2 剂量
[bookmark: _Toc171082224]    为确保试验对象对饮料酒有明显的行为学差异表现，提高可操作性，保证试验结果有效性，对不同类型和酒精度的饮料酒按下列分类进行。
    当试样类型为啤酒、葡萄酒、黄酒、酒精度≤24%vol的白酒、露酒类型饮料酒时，乙醇摄入量选用《国际理性饮酒联盟IARD推荐标准饮酒量规定》推荐的成年男性标准适量饮酒剂量最低标准，每天20.3 g酒精，折算为SD大鼠用量；
    当试验类型为白酒、露酒且酒精度24%vol＜酒精度≤40%vol时，乙醇摄入量选用《国际理性饮酒联盟IARD推荐标准饮酒量规定》推荐的成年男性标准适量饮酒剂量最大值，每天30 g酒精，折算为SD大鼠用量。
    当试样类型为白酒、露酒且酒精度＞40%vol时，乙醇摄入量选《国际理性饮酒联盟IARD推荐标准饮酒量规定》成年男性标准饮酒剂量最大值，每天60 g酒精，折算为C57BL/6J小鼠用量；
不同类型饮料酒在相应酒精度下的饮用量按式（1）计算。
················（1）
式中：
V1——摄入饮料酒量，单位为毫升（mL）；
m——乙醇摄入量，当试样类型为啤酒、葡萄酒、黄酒时，m取0.38g；当试样类型为白酒、露酒且酒精度≤40%vol时，m取0.57g；当试验类型为白酒、露酒且酒精度＞40% vol时，m取0.123g。
C——试样酒精度，单位为%vol；
ρ乙醇密度——按照JJF 1074中附录D和GB 5009.225中表 A.1酒精水溶液密度与乙醇浓度(酒精度)对照表(20 ℃)执行。
计算结果保留三位有效数字。
[bookmark: _Hlk171290677]7.3 指标检测
[bookmark: _Hlk171319154]样品检测时间点为饮后1 h，2 h，5 h且包含灌酒前0 h。
[bookmark: _Hlk171290699]使模式动物摄入酒样后，将每组动物依次在灌酒前0 h、灌酒后1 h、2 h、和5 h置于附录A动物精细行为学分析装置旷场中，采用高频摄像机和行为学分析软件Any-maze分别实时录制动物在上述4个时刻时自由运动90 s的行为轨迹，并记录运动轨迹，同步自动分析获得相应行为参数，通过多元数据PSO-SVM进行非线性拟合，获得行动距离和移动时间，并计算获得对应行动距离比值和移动时间比值。
在操作过程中保持安静，每只动物实验结束后及时清理粪便，使用72%医用乙醇溶液擦拭干净，减少之前动物的气味，防止行为干扰。
8 [bookmark: _Toc171326192]饮后行为学评价
每组所有指标加权平均结果后落于指定范围内，且组内误差≤10%，表示该样品符合相应结果。最终指标结果判别应符合表1规定。
[bookmark: _Toc164670579][bookmark: _Toc164670734][bookmark: _Hlk171322964]表1结果评判指标
	[bookmark: _Hlk171324076]项  目
	时间点（h）
	三级
	二级
	一级
	优级

	[bookmark: _Hlk160200900]行动距离比值DR
	1
	2≥DR≥0.2
	1.5≥DR≥0.5
	1.25≥DR≥0.75
	1.2≥DR≥0.8

	
	2
	2≥DR≥0.2
	1.6≥DR≥0.4
	1.5≥DR≥0.5
	1.25≥DR≥0.75

	
	5
	2≥DR≥0.2
	2≥DR≥0.2
	1.6≥DR≥0.4
	1.5≥DR≥0.5

	移动时间比值MTR
	1
	2≥MTR≥0.2
	1.5≥MTR≥0.5
	1.25≥MTR≥0.75
	1.2≥MTR≥0.8

	
	2
	2≥MTR≥0.2
	1.6≥MTR≥0.4
	1.5≥MTR≥0.5
	1.25≥MTR≥0.75

	
	5
	2≥MTR≥0.2
	2≥MTR≥0.2
	1.6≥MTR≥0.4
	1.5≥MTR≥0.5



[bookmark: _Toc164670585][bookmark: _Toc164670740][bookmark: _Toc28831][bookmark: _Toc2548][bookmark: _Toc171326193]
附 录A
（资料性）
动物实验设备要求
采用透明圆柱型旷场，底部直径60 cm，高20 cm；FST参数，摄像分辨率1024×768，水平解析度700 X，数据采用实时录制与分析同步进行；通过Any-maze软件（美国Stoelting公司）进行小鼠行为学数据分析。数据采用实时录制与分析同步进行（见图A.1），评价测试阶段小鼠的活动和静止不动行为。
[image: ]
图A. 1  Any-maze 软件行为学数据分析系统整体图
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