
ICs 13.100
C52

靼人 民共和 国国家职业卫生标准

GBz/T240.10-z011

化学品毒理学评价程序和试验方法

第 14部分 :啮齿类动物显性致死试验

Pr①cedures and tests for toxicologicaI evaIuations oF chemicalsˉ ˉ

Part 14:Rodent doⅡlinant lethal test

2011-OB-19发布 2012-03-01 实施

曩  中 华 人 民 共 和 国 卫 生 部 发布



GBz/T240。 14-2011

曰

根据《中华人民共和国职业病防治法》制定本部分。

GBZ/T240《 化学品毒理学评价程序和试验方法》现分为以下四十四部分 :

——第 1部分 :总则 ;

——第 2部分 :急性经口毒性试验 ;

——第 3部分 :急性经皮毒性试验 ;

——第 4部分 :急性吸人毒性试验 ;

——第 5部分 :急性眼刺激性/腐蚀性试验 ;

——第 6部分 :急性皮肤刺激性/腐蚀性试验 ;

——第 7部分 :皮肤致敏试验 ;

——第 8部分 :鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验 ;

——第 9部分 :体外哺乳动物细胞染色体畸变试验 ;

——第 10部分 :体外哺乳动物细胞基因突变试验 ;

——第 11部分 :体 内哺乳动物骨髓嗜多染红细胞微核试验 ;

——第 12部分 :体 内哺乳动物骨髓细胞染色体畸变试验 ;

——第 13部分 :哺乳动物精原细胞/初级精母细胞染色体畸变试验 ;

——第 14部分 :啮齿类动物显性致死试验 ;

——第 15部分 :亚急性经口毒性试验 ;

——第 16部分 :亚急性经皮毒性试验 ;

——第 17部分 :亚急性吸人毒性试验 ;

——第 18部分 :亚慢性经口毒性试验 ;

——第 19部分 :亚慢性经皮毒性试验 ;

——第 zO部分 :亚慢性吸人毒性试验 ;

——第 21部分 :致畸试验 ;

——第 22部分 :两代繁殖毒性试验 ;

——第 23部分 :迟发性神经毒性试验 ;

——第 24部分 :慢性经口毒性试验 ;

——第 25部分 :慢性经皮毒性试验 ;

——第 26部分 :慢性吸入毒性试验 ;

——第 27部分 :致癌试验 ;

——第 28部分 :慢性毒性/致癌性联合试验 ;

——第 29部分 :毒物代谢动力学试验 ;

——第 30部分 :皮肤变态反应试验-局部淋巴结法 ;

——第 31部分 :大肠杆菌回复突变试验 ;

——第 32部分 :酵母菌基因突变试验 ;

——第 33部分 :果蝇伴性隐性致死试验 ;

——第 34部分 :枯草杆菌基因重组试验 ;

——第 35部分 :体外哺乳动物细胞程序外 DNA合成(UDS)试验 ;

——第 36部分 :体 内哺乳动物外周血细胞微核试验 ;
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——第 37部分 :体外哺乳动物细胞姊妹染色单体交换试验 ;

——第 38部分 :体 内哺乳动物骨髓细胞姊妹染色体交换试验 ;

——第 39部分 :精子畸形试验 ;

——第 40部分 :繁殖/生长发育毒性筛选试验 ;

——第 41部分 :亚急性毒性合并繁殖/发育毒性筛选试验 ;

——第 42部分 :一代繁殖试验 ;

——第 43部分 :神经毒性筛选组合试验 ;

——第 44部分 :免疫毒性试验。
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化学品毒理学评价程序和试验方法

第 14部分 :啮齿类动物显性致死试验

1 范围

GBz/T2钔 的本部分规定了 、试验概述、试验方法、数据处理与结

果评价、评价报告和结果解

本部分适用于检测

2 规范性引用文件

下列文件对

文件。凡是不注

日期的版本适用于本

GBz/T
GBZ/T24

3 术语和定

GBz/T
3.1

显性致死

引起胚胎 引起生殖细胞染色

体结构和数量的

显性致死突变

发育中的精子或卵 使受精卵在发育中死亡 ,

并不引起受精障碍 ,但引

4 试验目的

本试验是一项生殖细胞致突变试验 ,用来检测整体啮齿类动物生殖细胞染色体畸变 ,以 评价受试样

品能否到达性腺组织产生遗传危害。

5 试验概述

通过适当的途径使雄性动物接触受试样品,然后与未经染毒且未交配过的雌性动物交配 ,交配结束

后 ,取 出雌性动物。雎性动物于妊娠后半期处死 ,剖开腹腔 ,取 出子宫 ,检查两侧子宫内的植人数 (着床

数)、早死胎、晚死胎和活胎数。雄性动物则于一定间隔时间后再与另一批未经染毒且未交配过的雌性

动物交配 ,如此共进行数批 ,以保证覆盖一个精子周期(6周 ~9周
)。

1

3.2

动物显性致死试验

齿类动物生殖细胞

化学因素作用下 ,发生了染色

序和试验方法
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6 试验方法

6.1 受试样品处理

受试样品一般应新鲜配制。如溶液贮存稳定 ,可 以不必新鲜配制。固体受试样品应溶于或悬于适

当的溶剂或载体中,并进行稀释。液体受试样品可直接使用或稀释后使用。根据受试样品的理化性质

(水溶性/脂溶性)确定受试样品所用的溶剂或载体。但所用溶剂或载体在使用剂量水平对实验动物应

不产生毒作用 ,且不与受试样品发生任何化学反应。通常用蒸馏水、等渗盐水、植物油、食用淀粉、羧甲

基纤维素钠等。如为非常用的溶剂或载体 ,应有参考资料说明其成分。

6.2 对照

6.2.1 每次试验都应设置相应的阳性对照和阴性对照(溶剂或载体),阴性对照除不使用受试样品外 ,

其他处理与受试样品组一致。

6.2.2 若近期内(一年之内)已从试验中获得了有效的阳性对照结果 ,则 在同一实验室进行本试验时可

不设阳性对照组。

6.2.3 应该使用已被证明在较低剂量水平即对显性致死敏感的阳性对照物 ,常用的阳性对照物有 :

——环磷酰胺(cyclophosphamide,CAS号 50-18峋 );

——单水环磷酰胺(cyclophosphamide monohydrate,CAS号 6055-1⒐ 2);

——三亚乙基嘧胺 (tⅡethylenemdamine,CAs号 51-1⒏3)

——甲磺酸乙酯(ethyl methanesulphonate,CAs号 62-50∞ )。

6.2.4 阴性对照溶剂或载体。当所使用的溶剂没有文献资料或历史性资料证明其无有害作用或无致

突变性作用时 ,还应设未处理对照组。

6.3 实验动物和饲养环境

6.3.1 实验动物

应选用低背景的显性致死率、高妊娠率和高植人数、健康、性成熟的动物品系 ,大 鼠和小鼠是本试验

的常规使用动物。经生殖能力预试 ,受孕率应在 70%以上。小鼠体重 30g以 上或大鼠体重 ⒛Og以

上 ,动物平均体重变化按性别不能超过±zO%。 雌鼠应为未交配雌鼠,且为雄鼠的 5倍 ~6倍量 (参见

GB15193.3—⒛03)。 动物应随机分组 ,每个处理组和对照组雄鼠一般不少于 15只 ,要求每组每周至

少有 30只受孕雌鼠。动物购回后应适应实验室新环境 3d~5d。

6.3.2 饲养环境

动物实验室、实验动物和动物饲料应符合国家相应规定。

6.4 剂Ⅱ设计

6.4.1 受试样品至少设三个剂量组 ,应先进行预试验以确定高剂量组。高剂量应能使实验动物出现毒

性症状或繁殖能力轻微降低 ,染毒剂量可选择在 1/10LD5° ~1/3LD5° 之间。中剂量应引起较轻的可观

察到的毒性效应 ,低剂量应不出现任何毒效应。剂量组的剂量间距以 2倍~4倍为宜。对照组除不接

触受试样品外 ,其他条件应与染毒组完全相同。必要时可设介质对照组 ,以研究介质的影响。对照组中

介质的浓度可采用高浓度组的介质用量。如染毒后出现严重的中毒症状 ,则应降低受试样品的剂量 ,即

使高剂量组由于浓度的降低导致了其他毒性反应明显下降或消失 ,也应如此。

6.4.2 受试样品毒性较低时 ,高剂量一次染毒可达 5g/kg体重 ,多次染毒可达 1g/(kg· d)体重。
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6.5 试验步骤

6.5.1 染毒方式与途径

6.5.1.1 雄鼠预先接触受试样品 ,再进行交配。雌鼠不接触受试样品。

6.5.1.2 根据试验 目的或受试样品的性质选择染毒途径 ,通常采取经口灌 胃或腹腔注射的途径。

6.5.1.3 受试样品溶液一次给予的最大容量不应超过 20mL/kg。

6.5.1.4 一般情况下染毒一次 ,或一次 /d、连续 5d。

6.5.2 交配方式

雄鼠接触受试样品后的当天 (染毒一次)或最后一次接触受试样品后的当天 (多次染毒),按雌 :雄

鼠 1:1或 2:1的比例同笼交配 ,于 5d后取出雌鼠另行饲养。雄鼠则于 2d后再与同样数量的另一批

未交配的雌鼠同笼交配 ,如此共进行 6批~9批。每 日检查阴拴或镜检阴道精子 ,确定交配成功。

6.5.3 临床观察

主要观察并记录亲代动物的毒性反应。

6.5.4 胚胎检查

以雌雄鼠同笼 日算起第 15天 ~第 17天处死雌鼠 ,立 即剖腹取出子宫 ,仔细检查、计数 ,分别记录每

一雌鼠的植人数、活胎数、早期死亡胚胎数和晚期死亡胚胎数。

6.5.5 胚胎鉴别

6.5.5.1 活胎 :完 整成形、色鲜红 ,有 自然运动 ,机械刺激后有运动反应。

6.5.5.2 早期死亡胚胎 :胚胎形体较小 ,夕卜形不完整 ,胎盘较小或不明显。最早期死亡胚胎会在子宫内

膜上隆起如一小瘤。如已完全被吸收 ,仅在子宫内膜上留一隆起暗褐色点状物。

6.5.5.3 晚期死亡胚胎 :成形、色泽暗淡 ,无 自然运动 ,机械刺激后无运动反应。

7 数据处理与结果评价

7.1 数据处理

应以表格的形式列出雄鼠数、孕 鼠数和未受孕雌 鼠数。应分别记录每次每对雌雄 鼠交配的情况。

对每只雌鼠而言 ,还应详细记录其交配周次、与之交配的雄鼠接触受试样品的剂量以及活胎率和死胎率

情况。

以受试样品组的雄鼠为单位 ,分别计算每周的下列各项指标。

平均受孕率=         ×100%

总着床数 =活胎数+早期胚胎死亡数+晚期胚胎死亡数

平均着床数=誓霁鳘誓繇罾麸
早期胚胎死亡率=垒型

罨鬈巽爨獒桨氦尹
塑×100%

晚期胚胎死亡率=         ×100%

平均早期胚胎死亡数=鱼
鸶量鐾睾攥餐轰

壑
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按受试样品组与对照组动物的上述指标分别用适当的统计分析方法进行分析。

7.2 结果评价

受试样品组动物受孕率或着床数明显低于阴性对照组 ;早期或晚期胚胎死亡率明显高于阴性对照

组 ,并有明显的剂量-反应关系和统计学意义时 ,即 可确认为阳性结果。若统计学上差异有显著性 ,但无

剂量-反应关系 ,则须进行重复试验 ,结果能重复者可确定为阳性。显性致死阳性表明在试验条件下受

试样品对所用动物的生殖细胞具有遗传毒性。

8 评价报告

除 GBZ/T240.1规 定的一般的项 目外 ,评价报告还应包括以下内容 :

o 剂量分组及选择剂量的基本原则 ,阳 性和阴性对照资料 (包括当前和历史的资料 )、 染毒途径和

方式 ;

b)∶ 试验方法 :简述操作步骤 ,所用统计学方法 ,结果判定标准 ;

⊙ 结果 :中 毒症状、每周每组总着床数、平均着床数、平均受孕率、早期胚胎死亡率、晚期胚胎死亡

率和平均早期胚胎死亡数 ,剂 量-反应关系、阴性对照的参考资料及历史资料、阳性对照的参考

资料等。

g 结果解释

阳性结果表明在本试验条件下受试样品对实验动物的生殖细胞具有遗传毒性。阴性结果表明在本

试验条件下受试样品对实验动物生殖细胞无遗传毒性。
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