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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/T240lK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 ;

∵一第 36部分 :体 内哺乳动物外周血细胞微核试验 ;

亠刚
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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 狃 部分 :免疫毒性试验。

本部分为 GBZ/T240的 第

本部分由卫生部职业卫

本部分由中华人民共

本部分起草单位 :

职业卫生与中毒控制

本部分主要起草

国疾病预防控制中心
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生职业病防治所、广西职业病防治
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化学品毒理学评价程序和试验方法

第 1i部分 :体 内哺乳动物骨髓嗜多染红

细胞微核试验

1 范围

GBZ/T240的 本部分 目的、试验概述、试验方法、数

据处理与结果评价、评价

本部分适用于检

2 规范性引用文

下列文件对 期的版本适用于本

文件。凡是不

GBZ/T2
GBZ/T2

术语和定义

GBZ/T24

微 核

在细胞的有 细胞质中的染色单

体或染色体的无着 后 ,单独形成一个或几

个规则的次核 ,被包

3.2

着丝粒

细胞分裂中期染色体上 规律地向子代细胞两极移动。

正染红细胞 Ⅱormochromatic eryth

核糖体已消失的成熟红细胞。

3.4

嗜多染红细胞 polychmmatic erythrocyte,PCE

细胞质内仍含有核糖体的未成熟红细胞。

4 试验目的

检测受试样品是否能引起哺乳动物骨髓嗜多染红细胞染色体或有丝分裂器损伤而诱导含微核细胞

发生率增高 ,以评价受试样品致突变的可能性。

1

3.1

3.3

致突变作用。

引用文

卫生名

学品毒

(包括所有

于本文件 。

的胞质内而形成 ,因 比主核小 ,故称为
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5 试验概述

通过适当的途径使动物接触受试样品 ,一定时间后处死动物 ,取 出骨髓 ,制备涂片 ,经 固定、染色、在

显微镜下计数含微核的嗜多染红细胞。

6 试验方法

6.1 试剂

6.1.1 小牛血清 (灭活 )

小牛血清滤菌后置于 56℃ 恒温水浴保温 30min进 行灭活。灭活的小牛血清通常贮存于 4℃ 冰箱

里。亦可用大鼠、小鼠血清代替。

6.1.2 姬姆萨 (σ em恋a)染液

αemsa染料              3.8g
甲醇                    375mL
甘油                  125mL

配制 :将 ⒍emsa染料和少量甲醇于乳钵里仔细研磨 ,再加人甲醇至 375mL,待完全溶解后 ,再加

入 125mL甘油 ,混合均匀。置 37℃ 恒温箱中保温 48h。 保温期间振摇数次 ,促使染料的充分溶解。取

出过滤 ,两周后使用。

6.1.3 磷酸盐缓冲液 (pH6.8)

1/15mol/L磷 酸氢二钠溶液 :磷酸氢二钠 (NazHPO4)9。 47g溶于 1000mL蒸馏水中。

1/15mol/L磷 酸二氢钾溶液 :磷酸二氢钾 (KH2Po4)49。 07g溶于 1000mL蒸馏水中。

取 1/15mol/L磷 酸氢二钠溶液 50mL与 1/15mol/L磷 酸二氢钾溶液 50mL混合。

6.1.4 Giemsa应 用液

取 1份 Giemsa染液与 9份 1/15mol/L磷酸盐缓冲液混合而成。临用时配制。

6.1.5 甲醇 (分析纯)

全部试剂除注明外 ,均为分析纯 ,试验用水为蒸馏水。

6.2 受试样品处理

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。如使用特殊溶剂或载体 ,应有参

考资料说明其成分。

6.3 实验动物

常规选用成年的健康小鼠或大鼠。

6.4 剂Ⅱ设计

至少设置三个剂量组 ,高剂量组应达到不产生动物死亡的最大毒作用剂量。一般取受试样品 1/2

LD5° 或低于 1/2LD50的 剂量 ,以求获得微核的剂量-反应关系曲线。当受试样品的 LD5° 大于 5g/kg体

2
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重时 ,可取 5g/kg体重为高剂量 ,每个剂量组 10只 动物 ,雌性、雄性各半 ,同 时应设阳性对照和阴性对

照。阳性对照物应能引起骨髓嗜多染红细胞微核率明显高于背景资料 ,染毒途径可以不同于受试样品。

所选用的阳性对照物最好与受试样品类别有关 ,常使用的阳性对照物有 :

——环磷酰胺 (cyclophosphamide,CΛS号 50-180);
——甲磺酸乙酯 (ethyl methanesulphonate,CAS号 625∝0);

——乙基亚硝基脲(ethyl“trosourea,CAS号 75⒐73-9);

——丝裂霉素 C(mk。my0nC,CAS号 50-0⒎ 7);

——三亚乙基嘧胺 (triethylenemdamine,CAS号 51△⒏3)等 。

如使用特殊溶剂的应设溶剂对照。

6.5 试验步骤

6.5.1 染毒

骨髓 PCE微核试验要求给受试样品后短期内能在骨髓达到有效浓度。常用的方式是腹腔给药及

经 口给药。由于受试样品的理化性状各不相同 ,经各种途径给药后吸收速度及分布也有差异 ,故可按实

际需要 ,选用合适的给药途径。染毒途径视试验 目的而定 ,宜采用经 口灌 胃方式。采用一次给药 ,于

24h~48h之 间取材 ;还可采用 30h两 次给药法 ,即 两次给药间隔 24h,第二次给受试样 品后 6h
取材。

6.5.2 取材

颈椎脱臼处死动物后 ,打开胸腔 ,沿着胸骨柄与肋骨交界处剪断 ,剥掉附着其上的肌肉 ,擦 净血污 ,

横向剪开胸骨 ,暴露骨髓腔 ,然后用止血钳挤出骨髓液。

6.5.3 标本片制备

6.5.3.1 骨髓涂片

将骨髓液滴在载玻片一端的小牛血清液滴里 ,仔细混匀。一般来讲 ,两 节胸骨髓液涂一张玻片为

宜。然后 ,按血常规涂片法涂片 ,长度约 2cm~3cm。 在空气中晾干。

6.5.3.2 固定

将干燥的涂片放人甲醇液中固定 5min~10min。 即使当日不染色 ,也应固定后保存 。

6.5.3.3 染色

将固定过的涂片放入 Giemsa应用液中染色 10min~15min。 立即用蒸馏水冲洗 ,晾干。

6.5.3.4 封片

待染片完全干燥后或用滤纸及时擦干染片背面的水滴 ,再用双层滤纸轻轻按压染片 ,以 吸附染片上

残留的水分 ,再在空气中晃动数次 ,以促其尽快晾干 ,然后放人二甲苯中透明 5min,取 出滴上适量光学

树胶 ,盖上盖玻片 ,写好标志。

6.5.4 镜检

6.5.4.1 本法观察含微核的嗜多染红细胞。嗜多染红细胞呈灰蓝色 ,成熟红细胞呈淡桔红色。微核大

多数呈单个圆形 ,边缘光滑整齐 ,嗜色性与核质相一致 ,呈紫红色或蓝紫色。选择细胞分布均匀 ,细胞无

损 ,着色适当的区域 ,再在油镜下计数。虽然不计数含微核的有核细胞 ,但需用有核细胞形态染色是否
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正常作为判断制片优劣的标准。

6.5.4.2 应对每个动物的骨髓至少观察 zO0个红细胞 ,计数嗜多染红细胞在红细胞总数 (嗜多染红细

胞+嗜正染红细胞)中 比例时 ,嗜多染红细胞在红细胞总数中比例不应低于对照值的 zO%。 如果 PCE/

NCE<0.1,说明红细胞生成过程受到抑制 ,试验结果不可靠 ,应重新设计剂量 ,进行试验。

6.5.4.3 每只动物至少计数 1000个嗜多染红细胞。微核率指含有微核的嗜多染红细胞数 ,以 千分率

(%° )表示。若一个嗜多染红细胞中出现两个以上微核 ,仍按一个有微核细胞计数。并应计算正常红细

胞和嗜多染红细胞的比例。

7 数据处理与结果评价

计算各组微核细胞率的均数和标准差 ,用适当的统计学方法 ,对受试样品各剂量组与溶剂对照组的

微核率进行比较。如果受试样品剂量组与对照组相 比,统计学上有显著性差异 ,并 有剂量-反应关系则

可认为微核试验阳性。

8 评价报告

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

D 受试样品 :配制方法、所用溶剂及其对受试样品的溶解性和稳定性 ;

b) 动物 :种 属、品系、体重、数量、性别、来源(注 明合格证号和动物级别 )、 喂养条件、饲料等 ;

⊙ 实验动物饲养环境 :饲料来源、室温、相对湿度、实验动物室合格证号 ;

d) 试验方法 :选定剂量依据、剂量换算、染毒途径和方式、试验处理与制片过程 ;

e) 毒性评价 :分析每只动物细胞数、试验干扰因素及评价方法等 ;

￡) 以列表方式报告受试样品对动物骨髓细胞微核发生率 ;

g) 结论。

9 结果解释

阳性结果表明受试样品在本试验条件下可引起哺乳动物骨髓嗜多染红细胞微核率增加。阴性结果

表明在本试验条件下受试样品不引起哺乳动物骨髓嗜多染红细胞微核率增加。
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