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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/T240KK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 ;
一—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 lO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 ″部分 :两代繁殖毒性试验 ;
——第 23部分 :迟发性神经毒性试验 ;
ˉ—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 ;

亠刖
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~丁第 37部分 :体外哺乳动物细胞姊妹染色单体交换试验 ;
t一第 38部分 :体内哺乳动物骨旋细胞姊妹染色体交换试验 ;
——第 39部分 :精子畸形试验 ;
——第 +0部分 g繁殖/生长发育毒性筛选试验 ;

丁~第 狃 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 ;

∷ ——第在3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 ⒛部分 :

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 :广东省职业病防治院、中国疾病预防控制中心职业卫生与中毒控制所。

本部分主要起草人 :黄建勋t李斌、郑玉新 <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 28部分 :慢性毒性/致癌性联合试验

1 范围

GBZ/T240的 本部分规定了动物慢性毒性和致癌性合并试验的目的、试验概述、试验方法、数据处
理与结果评价、评价报告和结果解释。

本部分适用于同时检测化学品的慢性毒性和致癌性。

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、 GBZ/T224界 定的术语和定义适用于本文件。

4 试验目的

通过一定途径 (经口、经皮或吸人),动物在正常生命期的大部分时间内反复接触不同剂量 (浓度 )的

受试化学品 ,观察实验动物主要的慢性毒性效应 ,确定无可见有害作用水平 (浓度),同 时观察化学品对

实验动物的致癌作用 ,求出剂量-效应关系 ,为拟定人类接触该化学品的职业接触限值提供参考依据。

5 试验概述

在实验动物的大部分生命期间将受试化学物质以一定方式染毒 ,观察动物的中毒表现 ,并进行生化

指标、血液学指标、病理组织学等检查 ,以阐明此化学物质的慢性毒性 ;观察动物的大部分或整个生命期

间及死后检查肿瘤出现的数量、类型、发生部位及发生时间 ,与对照动物相比以阐明此化学物质有无致

癌性。本试验设计需得当、试验过程需合理 ,可同时检测受试样品的致癌性和主要的慢性毒性。

6 试验方法

6.1 受试样品

6.1.1 资料收集

在开始本试验之前 ,应尽量收集受试样品现有的各种资料。

D 受试样品的商品名和其他名称 (包括 CAs号 );
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b) 受试样品的结构式、分子式和相对分子质量 ;

⊙ 受试样品的物理、化学性质 (可包括 :外观、沸点、熔点、密度、折射率、光谱资料、溶解度、挥发

性、化学活性、ppm和 mg/m3换算系数、光化学性质、电离度、粒度等)。 重要的参数还包括稳

定性(包括在介质或饲料中的稳定性);

Φ 受试样品的成分、主要杂质 ;
Θ 受试样品的生产方法、合成路线 ;
D 储存方法 :要有长期储存受试样品(包括在介质或饲料中)的合适方法。否则需定期制各新鲜

样品 ;

D 人类可能接触的途径和水

6.1.2 登记接受样品的日期

开始试验前应有适

品 ,否则 ,分别测定每一

同一批生产的受试样

6.2 实验动物和饲

6.2.1 动物种系

可根据急性、

择小鼠或大鼠,而

癌试验通常选

也不排除选用

其他动物种系的

动物。

生率又较低的

6.2.2 动物性别

应使用两种

通常使用刚断

受试样品和诱发肿

如神经组织对致癌

更长的时间接触

期 ,部分组织器官

啮齿类动物断奶

染毒则需特别设计。

内染毒或在哺乳期

6.2.3 实验动物数

为了最大限度保证试验结 分成试验组和对照组 ,而且每

组都应有相当多的动物数 ,保证试验 生物学和统计学分析。

每一剂量组和对照组至少应有 50只雄 物 ;如果需要提前剖杀部分动物,应适当

增加数量。如设附加组 ,高剂量组还应增加雌雄动物各 zO只 ,对照组增加雌雄动物各 lO只 。

6.2.4 动物的管理、饲料和饮水

6.2.4.1 实验动物和动物试验的环境设施应符合国家相应规定 ,至少应使用清洁级动物设施进行试

验。必须有合理的动物管理措施并严格控制环境条件 ,尽量减少人员流动。饲养条件、疾病、药物治疗、

饲料的杂质、空气、饮水、垫料等都可能对试验结果产生影响。

6.2.4.2 至少应使用清洁级动物进行试验 ,购入动物需经检疫方能用于试验。每一房间只能饲养一种

动物 ;每一房间只供一种受试样品试验用 ,还应避免受试样品对对照组动物的影响。

6.2.4.3 笼具等物品应便于消毒和清洁 ,应避免使用消毒剂和农药等 ,特别是与动物有密切接触的部

2

有足够的动物进行

样品。样品来源和批号应相同:

性试验通

,总之 ,应
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位更应注意 ,因为这类物质对试验结果可能产生影响。

6.2.4.4 饲料应满足动物营养需要 ,应定期分析饲料成分(包括营养成分和杂质等),不含对试验有影

响的杂质或含有的杂质成分不超过标准 ,目前已明确某些物质 (如抗氧化剂、不饱和脂肪酸、硒等)对致

癌试验有影响 ,而有些物质如农药残留、氯烃、多环芳烃、雌激素、重金属等等对试验有影响。饲料成分

分析结果应在评价报告中列出。

6.2.4.5 如果受试样品掺在饲料或饮水中染毒 ,应测定受试样品在饲料或饮水中的稳定性和均匀性。

6.2.4.6 如果受试样品的毒性较低 ,则加入饲料的受试样品比例较大 ,应注意混人饲料中的受试样品

浓度不应超过 5%,否则会对动物正常营
6.2.4.7 必要时对饮水中的污 期更换 ,每周至少一次。动物 自由

饮水。

6.3 试验分组

至少要设三个剂 如血清酶水平改变或体

重减轻等 (减少程 任何毒性反应 ,应不影

响动物的正常生

之间。

介于高剂量和低剂量

以上剂量

更好。

高剂量组

通常每天

续染毒。染毒

应设立对

或添加剂染毒

时还应设相应

代谢动力学资料

经口试验时可连

同。若需对溶剂

引起毒性作用 ,同

6.4 染毒途径

6.4.1 经口

如果受试样品 料或饮水中喂饲 ,每周

7d染毒 ;也可采用灌 1但染毒停顿可使动物得
到恢复 ,会影响结果及最

6.4.2 经皮

皮肤接触方式可能是用于人类 径 ,可作为诱发皮肤病变的试验模型。

最好每周染毒 7d,也可每周染毒 5d。 具体染 方法参照 GBZ/T240.25(慢 性经皮 )。

6.4.3 经呼吸道吸入

6.4.3.1 染毒时间

按职业接触方式是每天 6h,每周 5d(称间歇暴露方式);按环境污染物接触方式为每天 23h,留下

约 1h给动物喂食和清理染毒柜 ,每周 7d(称连续暴露方式)。 染毒时间从染毒柜达到预定浓度开始计

算。无论那种暴露方式 ,浓度都要求恒定。动物在这两种暴露方式中的主要不同是间歇暴露的动物每

天有 17h~18h恢复 ,而且在周末恢复时间更长。

染毒方式取决于试验设计和人类主要的接触方式。虽然连续暴露方式能够模仿环境暴露条件 ,但

3

应监测。食盒内饲

根据毒物

对照组动

学资料而调整。

收 ,最好选

个对照组。高剂量组可以出现较轻的

每周 7d染毒 ,每周灌胃 5d也是可
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对设备的要求更高 ,如提供饮水和饲料设置、气溶胶发生装置、浓度监测装置等。间歇暴露方式的染毒

柜要求较低 ,且在染毒过程可不必提供饮水和饲料(最好能提供饮水)。

6.4.3.2 染毒柜

染毒柜的设计应保证换气次数能达到 12次/h~15次 /h;柜内氧含量 19%左右 ;柜内受试样品浓度

均匀 ;对照组与浓度组动物用柜的设计完全一致 ;应保证笼内动物不太拥挤 ,使动物能最大限度接触受

试样品 ;动物所占体积不超过染毒柜体积的 5%;染毒柜应保持一定的负压 ,以 防受试样品意外漏出。

6.4.3.3 物理参数监测

物理参数的监测项目及要求如下 :

——必须连续监测 ,保证管道通畅以及各个染毒柜条件相同 :

——空气流量 :需连续监测 ;
——柜内受试样品浓度 :尽量保持恒定 ;
工一柜内温湿度 :温度 22℃ ±2℃ ,湿度 30%~70%(以 水为载体的受试样品染毒时除外),应连续

监测 ;
——粒径大小 :粒子应是可吸人大小 ,在动物呼吸带采样检测。在气溶胶发生装置调试时要多做检

测 ,稳定后可定期检测。

6.5 染毒周期

慢性试验/致癌试验应尽量覆盖动物的生命期 ,曾有建议致癌试验应终生染毒 ,但考虑到部分动物

的寿命比平均寿命长许多 ,如果到全部动物死亡才结束 ,则试验可能不必要地拖长。因此 ,在动物寿命

大部分的时间染毒即可 ,因为绝大多数化学品如果有致癌性的话 ,在这段时间应可出现。

小鼠和仓鼠通常染毒 18个月 ,大鼠通常为 ⒛个月。如果选用的动物种系寿命较长或动物自发胂

瘤发生率较低 ,如小鼠和仓鼠应染毒 24个月 ,大鼠 30个月。

如果最低剂量或对照组动物存活率只有 25%时 ,可 以结束试验。如两性别有明显差异 ,应将雌雄

性动物的试验视为两个试验 ,其结束的时间也可不同。个别情况下因受试样品毒性明显而造成高剂量

组动物过早死亡 ,此时不应结束试验。

如需提前剖杀动物(至少包括高剂量组雌雄各 ⒛ 只和对照组雌雄各 10只 ),至少应该染毒 12个月

以上。其资料用于评价和受试样品有关的慢性毒性作用 ,但并非因老年性改变所导致的病理改变。

动物损失在任何一组都不能高于 10%。

6.6 临床观察

6.6.1 试验期内每天应至少详细观察一次。必要时还应增加观察次数 ,并采取适当措施减少动物损

失 ,如对死亡动物进行解剖 ,对质弱或濒死动物隔离、处死、冷藏并剖验 ,并仔细记录毒性作用的开始时

间及其进展情况。

6.6.2 应记录所有动物临床表现和死亡情况 ,特别应注意肿瘤的发生和发展 ,如肿瘤出现的时间、部

位、大小、夕卜观和进展情况。

6.6.3 逐个记录体重变化 ,前 13周每周记录一次 ,此后每 4周记录一次。摄食量在前 13周每周记录

一次 ,此后如动物健康状况或体重无异常改变则至少一个月记录一次。经饮水染毒时应记录饮水量 ,以

便计算受试样品摄人量。

6.6.4 建议在动物染毒前和染毒后 ,最好对所有实验动物 ,至少应对高剂量组和对照组动物 ,使用眼科

镜或其他有关设各进行眼科检查。若发现动物有眼科变化则应对所有动物进行检查。

4
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6.7 临床检查

6.7.1 血常规检查和其他血液指标检查

检查指标可包括血红蛋白浓度、红细胞压积、红细胞数、血小板数、白细胞计数与分类、凝血功能等

指标。在染毒开始后第 3个月和第 6个月各检查一次 (如果没有该种动物品系的历史资料时 ,可在试验
开始时做正常值),此后每隔约 6个月检查一次 ,试验结束时检查一次。大鼠每组每性别可检查 10只 ,

非啮齿类动物应全部检查。每次检查的动物最好相同。

在试验过程中如有动物健康状况恶化 ,对该动物作白细胞分类计数。白细胞分类计数通常先在高

剂量组和对照组进行 ,如高剂量组有问题才依次再检查较低剂量组动物。

6.7.2 尿液检查

收集各组动物尿样进行分析 ,大鼠每组每性别可检查 10只 ,非啮齿类动物应全部检查 ,每次检查的

动物最好相同 ,检查时间间隔与血常规检查一致。

尿液的常规检查包括外观、pH值 、尿蛋白、尿糖和血细胞。如尿样分析可作为预期或观察得到的
毒性指标 ,则可增加有关的尿液检查项 目。

6.7.3 临床生化检查

在染毒开始后第 3个月和第 6个月各检查一次 ,此后每隔约 6个月检查一次 ,试验结束时检查一

次。大鼠每组每性别可检查 10只 ,非啮齿类动物应全部检查。每次检查的动物最好相同。

检查指标主要包括丙氨酸氨基转移酶 (ΛLT)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)、 尿素氮 (BUN)、 肌酐
(Cr)、 白蛋白(Alb)、 总蛋白(TP)。 如有必要还应做电解质平衡、钙 (Ca)、 磷 (P)、 氯 (Cl)、 钠 (Na)、 钾
(K)、 空腹血糖 (Glu)(禁食时间要适当)、碱性磷酸酶(ALP)与 总胆红素。在某些情况下 ,还须检测与肝
或其他器官有关的酶和胆酸 ,以及脂类化合物、激素、高铁血红蛋白、胆碱酯酶(ChE)活性等分析。如出
现肉眼可见的脏器改变 ,可增加与之相应的血液生化指标。还可增加其他脏器以进一步对观察到的毒

性反应进行研究。

6.7.4 眼科检查

建议在动物染毒前和染毒后 ,对所有实验动物 ,至少应对高剂量组和对照组动物 ,使用眼科镜或其

他有关设备进行眼科检查。若发现动物有眼科变化则应对所有动物进行检查。

6.7.5 大体解剖

所有动物 ,包括在试验过程中死亡或濒死而被处死的动物均应进行大体解剖。如果处死动物 ,处死

前应收集其血样进行白细胞分类计数。保存所有肉眼可见病变、肿瘤或可疑肿瘤组织。应分析大体解

剖与病理组织学检查结果的对应情况。

所有的器官组织都应保存。
一
般包括下列器官和组织 :脑、垂体、甲状腺 (包括甲状旁腺 )、胸腺、肺

(包括气管 )、心脏、主动脉、唾液腺、肝、脾、肾、肾上腺、食管、胃、十二指肠、空肠、回肠、盲肠、结肠、直肠、

子宫、膀胱、淋巴结、胰腺、性腺、生殖附属器官、雌性乳腺、皮肤、肌肉、外周神经、脊髓 (颈 ,胸 ,腰段 )、胸

骨或股骨 (包括关节)和眼睛。肺和膀胱用固定剂填充能保存更好。在吸人试验 ,整个呼吸系统的组织

器官包括鼻、咽喉等均应检查。脑、肝、脾、肾、肾上腺、性腺需称重 ,大鼠每组每性别可称 10只 ,非啮齿

类动物还应包括甲状腺及甲状旁腺。

6.7.6 病理组织学检查

6.7.6.1 应详细描述病变情况 ,特别是增生、癌前病变和癌变情况。

5



GBz/T240.28-20l1

6.7.6.2 对所有肉眼可见的肿瘤和异常的组织器官应进行病理组织学检查。

6.7.6.3 对在试验中途死亡或处死的动物、所有高剂量组和对照组动物的组织器官进行病理组织学检

查并详细描述。

6.7.6.4 试验结果证明某一剂量组的动物正常寿命发生明显改变或诱发了影响毒性反应的效应 ,则下

一个剂量组也应做病理组织学检查。

6.7.6.5 如果怀疑某种病变是由受试样品引起的 ,则应对所有剂量组动物的相应器官和组织进行病理

组织学检查。

6.7.6.6 某一剂量组病理组织学检查有问题时 ,下一剂量组需作病理组织学检查。

6.7.6.7 如高剂量组与对照组病理组织学检查存在明显差别 ,则其他剂量组的相应器官和组织也应进

行病理组织学检查。

6.7.6.8 需参考受试动物自发病变的资料 (如相同试验条件下的历史资料 )。

7 数据处理与结果评价

7.1 数据处理

可通过表格形式总结试验结果。对所有数据应采用适当的统计学方法进行评价 ,统计学方法应在

试验设计时确定。

试验组与对照组动物的平均寿命耍基本相同 ,如果差别较大将会影响试验结果的可靠性。因肿瘤

发生率和动物寿命关系极大 ,统计分析试验结果时 ,应列出各组动物的平均寿命。

7.2 结果评价

7.2.1 慢性毒性的评价

应结合前期试验结果 ,并考虑到毒性效应指标和解剖及病理组织学检查结果进行综合评价。毒性

评价应包括受试样品染毒剂量与是否出现毒性反应、毒性反应的发生率及其程度之间的关系。这些反

应包括行为或临床异常、肉眼可见的损伤、靶器官、体重变化情况、死亡效应以及其他一般或特殊的毒性

作用。成功的慢性试验应能够提出在安全性评价中有意义的 NOAEL。

7.2.2 致癌性评价

7.2.2.1 肿瘤发生率 :

肿瘤发生率是整个试验终结时患肿瘤动物数在有效动物总数中所占的百分率。有效动物总数指最

早出现肿瘤时的存活动物总数。

胂瘤发生率 =            ×100%

7.2.2.2 在分析受试样品致癌性时应注意 :

o 不常见的肿瘤类型 ;
b) 在多个部位发生肿瘤 ;
c) 不同染毒途经均诱发肿瘤 ;
d) 在不同种系动物或两性别动物均诱发肿瘤 ;
⊙ 从癌前病变到癌变的进展情况 ;
f) 癌前病变的潜伏期缩短 ;

⒄ 转移 ;
h) 肿瘤异常增大或增多 ;
6
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D 恶性肿瘤的比例 ;
j) 剂量⋯效应关系显著。
7.2.2.3 致癌试验阳性的判断标准 :

试验组与对照组之间的数据经统计学处理后 ,以下任何一项有显著性差异即可认为受试样品的致

癌作用为阳性 :
——肿瘤只发生在剂量组动物中,对照组无该类型肿瘤 ;
——剂量组与对照组动物均发生肿瘤 ,但剂量组发生率明显增高 ;
——剂量组动物中多发性肿瘤明显 ,对照组中无多发性或只少数动物有多发性肿瘤 ;
——剂量组与对照组动物肿瘤的发生率无显著性差异 ,但剂量组中肿瘤发生的时间较早。

必须指出,染毒组和对照组肿瘤发生率差别不明显 ,但癌前病变差别显著时 ,不能轻易否定受试样

品的致癌性。

另外 ,自发性肿瘤一般只出现于生命较晚和好发于内分泌腺或与内分泌功能有密切联系的组织 ,如

垂体、肾上腺、睾丸及乳腺等。

在试验中,两个性别 ,3个剂量水平 (其中一个接近最大耐受剂量),每组动物数至少 50只 ,试验组

肿瘤发生率与对照组无差异时 ,可判定本试验结果为致癌阴性。

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 肿瘤发生的时间及其发展情况 ;
ω 眼科检查结果 ;
o 按性别和剂量的大体解剖和组织病理学检查 ,说明肉眼可见和镜检病变的性质 ;
Φ 病理组织学检查所见的详细描述 ;
Θ 慢性毒性表现、靶器官、NOAEL;
D 数据处理和结果评价 ,包括肿瘤发生率、致癌性试验阳性的判断标准 ,对结果进行处理的统计
学方法。

9 结果解释

慢性毒性/致癌性联合试验能够提供受试样品在长期反复接触时的毒性和致癌性资料 ,为人类接触

化学品的安全评价限值提供依据。⊥种动物显示受试样品有致癌性或可疑致癌性时 ,应怀疑该受试样

品对人也有致癌性 ,如果多种(至少为两种)动物致癌性为阴性时 ,可认为该化学品对人不具致癌性。


