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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 ;

—t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 20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 :慢性吸人毒性试验 ;

——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 3B部分 :体 内哺乳动物骨讧细胞姊妹染色体交换试验 ;

——第 39部分 g棺子畸形试验 B

——第 dO部分 :案殖/生长发育毒性筛选试验 ;

——第 狃 部分 :亚急性毒性合并宋殖/发育毒性筛选试验 ;

——第 妮 部分 g一代繁殖试验 ;

——第 d3部分 g神经毒性筛选组合试验 ;

——第 狃 邯分 g免疫毒性试验。

本部分为 GBz/Tz00的 第 8部分。

本部分的附录 A是资料性附录。

本部分由卫生部职业卫生标准专业委员会提出。

本部分由中华人民共和国卫生部批准。

∵本部分起草单位 :广西职业病防治研究所、中国疾病预防控制中心职业卫生与中毒拄制所。

本部分主要起草人 :陈 晓琴、许建宁、孙金秀、林铮。
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化学品毒理学评价程序和试验方法

第 8部分 :鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验

1 范围

GBZ/T240的 本部分规定了鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验(Ames试验)的试验 目的、试验概述、试

验方法、结果评价、评价报告和结果解释。

本部分适用于检测化学品(有杀菌作用的除外)的致突变性。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注 日期的引用文件 ,仅所注 日期的版本适用于本

文件。凡是不注 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。

GBZ/T224 职业卫生名词术语

GBZ/T240.1 化学品毒理学评价程序和试验方法 第 1部分 :总则

3 术语和定义

GBZ/T240.1界 定的术语和定义适用于本文佴。

3.1

回复突变 reverse mutatⅡon

细菌由营养缺陷型回变到野生型。

3.2

鼠伤寒沙门氏菌 回复突变试验  saⅡmc,nenⅡa typhimurium reverse mutation assay

利用一组鼠伤寒沙门氏组氨酸缺陷型试验菌株 ,测定化学品引起沙门氏菌碱基置换或移码突变所

诱发的组氨酸缺陷型(his^)回 变到野生型(his+)的试验方法。

4 试验目的

检测化学品的诱变性 ,预测其遗传危害和潜在致癌作用的可能性。

5 试验橛述

鼠伤寒沙门氏组氨酸营养缺陷型菌株不能合成组氨酸 ,故在缺乏组氨酸的培养基上 ,仅有少数自发

回复突变的细菌生长。假如有致突变物存在 ,则营养缺陷型的细菌回复突变成野生型 ,因 此能生长形成

菌落 ,据此判断受试样品是否为致突变物。

某些致突变物需要代谢活化后才能引起回复突变 ,故需加人外源性代谢活化系统 ,如 S9。
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6 试验方法

6.1 受试样品处理

选定受试样品的合适溶剂 ,首选无菌水作为溶剂。如果不溶于水的或水溶性低的化学品 ,可选二甲

基亚砜。

6.2 剂旦设计

决定受试样品高剂量的标准 变数的减少 ,背景变得清晰或被

处理的培养物细菌存活数减易 五个剂量组 ,剂量设定范

围为 5ug/皿 ~5000ug/ 范围。

6.3 试验方法

6.3.1 配制培养基

6.3.1.1  20

称取 zOO g ℃冰箱。

6.3.1.2 0.5

L

无

不宜进行高

6.3.1.3 代谢活

大鼠肝微粒体

6.3.1.4 盐溶液 (1.

氯化钾 (K

氯化镁 (

蒸馏水

o。 103MPa高压灭菌 30min∶

6.3.1.5 0.2mOI/L磷 酸盐缓冲液(pH7.4

磷酸二氢钠 (NaH2Po4· 2H20)

磷酸氢二钠 (N饧 HP04· 12H20)

蒸馏水

o。 103MPa高压灭菌 30mh。 贮于 4℃冰箱 。

6.3.1.6 0.15moⅡ /L钿化钾溶液

2.965g

29.015g

至 500mL

细菌的毒性及其溶解度。自

是毒性‘溺而瓦 每工更瓦群湿检测

于 4℃ 冰箱。

试验结果按等比组距

L,0。 055

(相对分子

(相对分子

水

称取氯化钾 11.18g,用蒸馏水稀释至 1000mL,0.103MPa高 压灭菌 30min。 贮于 4℃冰箱。



6.3.1.7 氨苄青霉素碱性溶液(8mg/mL)

称取氨苄青霉素 80mg,加 人 0。 02mol/L NaOH溶液 10mL。

6.3.1.8 0.1%结 晶紫溶液

称取结晶紫 10mg,加 10mL无菌水。

6.3.1.9 四环素溶液(8mg/mL)

称取四环素 如 mg,加人 0,

6.3.1.10 溶解或稀释化

6.3.1.1l 常用阳性对

柔毛霉

叠 氮

2-

敌

6.3.1.12 V

先将前三

装后 0.103MP

6.3.1.13 刀页屑萎

琼脂

氯化钠

蒸馏水

o。 103MPa高压灭菌

6.3.1.11 底层培养基成分

GBz/T240.8-2011

释至 1000mL,分

ol/L生物素溶液。

琼脂粉

蒸馏水

平 B培养基 E

20%葡萄糖溶液

牛肉膏

胰 胨

7.5g

480mL

10mL

10mL

先将前两种成分于 0.103MPa高压灭菌 20min后 ,再加入后两种成分 ,充分混匀倒底层平板。按

每皿 25mL~30mL倒 平皿 ,冷凝固化后倒置于 37℃ 培养箱中 24h,备用。

6.3.1.15 肉汤培养基成分

2.5g

5.Og

hol/L HCl溶液 5mL。

'冖

·灬 】·’·I'J、 、一 】̄

(参见 GB15193.4—

ns)             6。 0ug/皿

(C6H:07

二钾(K2

氨钠 (Na

o。 5mmol/L
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磷酸氢二钾 (K2HP04)    1。 Og

蒸馏水           至 500mL

将上述成分混合后 ,于 0.103MPa高压灭菌 30min。 贮于 奎℃冰箱。

6.3.1.16 营养琼脂平板成分

琼脂粉           7.5g
营养肉汤培养基       500mL

o。 103MPa高压灭菌 zO min后 ,倒斜面或平板。

6.4 茵株

一般使用鼠伤寒沙门氏菌 TA97a或 TA97、 TA98、 TA100、 TA102菌株 ,需要时可选用 TA1535、

TA1537等菌株。

6.4.1 分离

将新获得的或经长期保存的试验菌株分别划线接种于主平板 ,37℃ 培养 18h~2⒋ h。

6.4.2 增茵

用接种环分别刮取主平板中分离好的单个菌落分别接种于 5mL新鲜营养肉汤内增菌 ,37℃ 振荡

(100次 /min)培养 10h。 该菌株培养物应每毫升不少于 1× 10θ ~2× 109活 菌数。

6.4.3 保存

取增菌液 0.8mL,加 高压灭菌 DMS00。 07mL置于 2mL已灭菌、耐低温的带塞小塑料试管内 ,冷

冻后贮存于盛有液氮的液氮罐内冷藏备用 ,置 4℃ 冰箱可保存一个月。

6.4.4 菌株鉴定

新获得的或长期保存的菌种 ,在试验前必须进行菌株的生物特性鉴定 ,菌株鉴定的判断标准如表 1

所示。

表 1 试验茵株鉴定的判断标准

6.4.4.1 组氨酸依赖性

组氨酸营养缺陷型菌株只能在有组氨酸的营养培养基中生长 ,在不加组氨酸的培养基上则不生长。

4

菌株 组氨酸缺陷
脂多糖

屏障缺损

氨苄青

霉素抗性
切除修复缺损 四环紊抗性 自发回变菌落数

TA97 + + + + 90'ˇ 180

TA98 + 十 + + 30冖 5̌0

TA100 + + 十 + 100冖 2̌00

TA102 + + + 十 240'ˇ 320

备注 :

“
+” 表 示

需要组氨酸

“
+” 表 示

具有 rfa突变

“
+” 表 示

具有 R因子

“
+” 表 示

具 有 △uvrB

突变

“
+” 表 示

具 有 pAQI
质泣

苦在 体 外 代 谢 活

化条 件 下 自发 回变

菌落效喑增

注 :其他菌抹生物特性鉴定参照有关文献。
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将组氨酸营养缺陷型菌株分别用划线法接种于含有和不含有组氨酸的培养基中,37℃ 培养 24h,

观察细菌生长情况。组氨酸缺陷型菌株在含组氨酸平板上生长 ,而在无组氨酸平板上则不能生长或仅

有少量增长。

6.4.4.2 脂多糖屏障丢失

具有深粗型突变 (rfa)的 菌株 ,其表面一层脂多糖屏障缺损 ,因 此一些大分子物质如结晶紫能穿透

菌膜进人菌体 ,从而抑制其生长 ,而野生型菌株则不受影响。

取 0.1mL营养牛肉汤增菌液加到 2mL45℃ ~46℃ 已融化的顶层琼脂中 ,摇匀 ,立 即倒在有营养

肉汤的底层琼脂培养基上 ,使其均匀分布。待琼脂凝固后 ,在平皿中央放一直径为 6mm的 圆滤纸 ,然

后将结晶紫水溶液(1mg/mL)10uL滴 在滤纸上。37℃ 培养 24h。 假若待测菌在滤纸片周围有清晰透

明的抑菌圈 ,即表示结晶紫的分子已进人细菌体内,说明该待测菌株具有 rfa突变。

6.4.4.3 紫外线损伤修复缺陷

具有紫外线损伤修复缺陷(△ uvrB突 变)的 菌株对紫外线敏感 ,当 受到紫外线照射后 ,不能生长 ,而

具有野生型切除修复酶的菌株 ,则能照常生长。

在营养牛肉汤琼脂培养基平皿的底部背面 ,用红笔划一直线 ,在培养基上沿红线用划线法接种细菌

后 ,用黑纸覆盖平皿的 1/2,其余部分用紫外线灯照射 (15W),距离 33cm,照 射 8s。 紫外线照射部分不

能生长 ,而黑纸覆盖的那一半则能生长。具有△uvrB突变的菌株对紫外线敏感 ,经辐射后细菌不生长 ,

而具有完整的切除修复系统的菌株 ,则照常生长。

6.4.4.4 抗氨苄青馨素 R因子鉴定

含 R因子的试验菌株对氨苄青霉素有抗性 。因为 R因子不太稳定 ,容易丢失 ,故 用氨苄青霉素确

定该质粒存在与否。

在营养牛肉汤琼脂平皿背面中线 ,用红笔划一直线 ,再用微量注射器在培养基上沿红线涂 10uL氨
苄青霉素 ,待其干后与红线垂直方向划线接种细菌 ,37℃ 培养 24h。 若待测菌在涂有氨苄青霉素的部

位生长 ,说明该菌具有抗氨苄青霉素作用 ,表示含有 R因子 ,仍能生长。否则表示待测菌不含 R因子或

R因子丢失。

6.4.4.5 抗四环素 PAQ1质粒鉴定

含 PAQ1质粒的试验菌株对四环素有抗性。因为 PAQ1质粒不太稳定 ,容易丢失 ,故用四环素确

定该质粒存在与否。

在营养牛肉汤琼脂平皿背面中线 ,用红笔划一直线 ,再用微量注射器在培养基上沿红线涂 10uL四

环素 ,待其干后与红线垂直方向划线接种细菌 ,37℃ 培养 24h。 若待测菌在涂有四环素的部位生长 ,说

明该菌具有抗 四环素作用 ,表 示含有 PAQ1质粒 ,仍 能生长。否则表示待测菌不含 PAQ1质粒或

PAQ1质粒丢失。

6.4.4.6 自发回变

每一种试验菌株都以一定的频率 自发地产生回变 ,称为 自发回变。

将待测菌株增菌液 0.1mL加 到 2mL含组氨酸-生 物素的顶层琼脂培养基的试管内 ,混匀后铺

到底层琼脂平板上 ,待 琼脂 固化后 ,置 37℃培养箱中孵育 48h后 记数每皿 回变菌落数。每种标准测

试菌株的自发 回变菌落数应符合表 2要求 。经体外代谢活化后的 自发 回变菌落数 ,要 比直接作用下

的略高。



诱变剂
剂量

ug/Ⅱ⒒
s9 TA97 TA98 TA100 TA102

柔毛霉素 12犭 3123 592

叠氮化钠 3000 188

ICR191 1.o 16厶 o

链霉黑素 o.25 inh inh inh 2230

丝裂霉素 C inh inh inh 2772

2,4,⒎三硝基-9-芴 酮 8377 8244

⒋硝基-0-次苯二胺 2160

⒋硝基喹啉-lV氧化物 292 4220 287

甲基磺酸甲酯 2730

⒉氨基芴 + 3026

苯并 (a)芘 +

注:inh表示抑菌。表中数值均已扣除溶剂对照的回变菌落数 ;其他菌株对阳性物的反应参照有关文献。
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表 2 测试苜株的回变性

6.4.4.7 阳性对照物的回变菌落数

6.5 试验方法——平板掺入法

6.5.1 倒平板 :先将底层培养基在 45℃ 时倒平板 ,冷却凝固后放人 37℃ 培养箱内 24h。 无菌落生长

方可使用。

6.5.2 接种 :将含 0.5mmol/L组 氨酸-0.5mmol/L生物素溶液的顶层琼脂培养基 2。 O mL分装于试

管中 ,45℃水浴中保温 ,然后每管依次加人试验菌株增菌液 0.1mL,受 试样品溶液 0。 l mL和 S9混合

液 0.5mL(需代谢活化时),充分混匀 ,迅速倾人底层琼脂平板上 ,转 动平板 ,使之分布均匀。水平放置

待冷凝固化后 ,倒 置于 37℃ 培养箱里孵育 48h。 每受试样品检测皿加或不加 S9混合液均作三个平

行皿。

6.5.3 对照 :每一受试样品检测时必须设定阳性物对照 ,即将操作过程中加人受试样品溶液改换为阳

性物 ,其他操作完全相同 ;同 时 ,每批受试样品检测必须设定阴性对照 ,观察 自发回变菌落数。操作过程

中不加人受试样品 ,其余操作同本部分 6.5.2。

6.5.4 试验至少重复一次。

7 数据处理与结果评价

7.1 数据处理

记录受试样品各剂量组、空白对照组 自发回变、溶剂对照组及阳性对照组的每皿 回变菌落数 ,并 求

平均值和标准差。

7.2 结果评价

7.2.1 受试样品诱发的回变菌落数超过 自发回变菌落数 2倍 以上 ,并呈剂量-反应关系判定检测结果

6
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为阳性。

7.2.2 受试样品经四个试验菌抹检澍后 ,只要有一个试验茵抹 ,无论在加 sg或不加 s9条件下为阳性

i       者时 ,均可判定该受试样品 Ames试验结果为阳性。

|       7.2.3 四个试验茵抹在加 sg和不加s9条件下均为阴性,且重复试验结果一致时,则可判定受试样品
}       Ames试验结果为阴性。

|

|       8 评价报告

{         除 GBz/T zdO。 1规定的一投项目外 ,评价报告还应包括以下内容 g

|         a) 试验茵株;

∶         b, 代谢活化系统及所用诱导剂 ;

o 试验方法、操作步骤、受试样品检测剂量分组及阴性、阳性对照名称 ;

。         d) 阳性结果评价原则 以列表方式报告受试样品的 Ames试验结果 ;

Φ 结论。

g 结果解释

阳性结果表明在本试验条件下受试样品具有致基因突变作用。阴性结果表明在本试验条仵下受试

样品不具有致基因突变作用。
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附 录 A
(资 料性附录 )

大鼠肝微粒体酶的诱导和 s9的制备

A。 1 诱导

应用最广泛的大鼠肝微粒体酶的诱导剂是多氯联苯 (Ar。dod254)混 合物 ,选择健康雄性大鼠体重

200g左右 ,一次腹腔注射诱导剂 500mg/kg。 诱导剂溶于玉米油中 ,浓度为 zOO mg/mL。

A。 2 s9制备

动物诱导后第 5日 断头处死。处死前 12h停止饮食 ,但可 自由饮水。首先 ,用 75%酒精消毒动物

皮肤 ,剖开腹部。在无菌条件下 ,取 出肝脏 ,去除肝脏的结缔组织 ,用 冰浴的 0.15mol/L氯 化钾淋洗肝

脏 ,放人盛有 0.15mol/L氯 化钾溶液的烧杯里。按每克肝脏加人 0.15mol/L氯化钾溶液 3mL。 用电

动匀浆器制成肝匀浆 ,再在低温 (0℃ ~4℃ )高速离心机上 ,以 9000g离心 10min,取 其上清液 (s9)组

分分装于塑料管中。储存于液氮生物容器中或-80℃冰箱中备用。

上述全部操作均在冰水浴中和无菌条件下进行。制备肝 S9所用一切手术器械、器皿等 ,均经灭菌

消毒。S9置备后 ,其活力需经间接性诱变剂进行鉴定。
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