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刖    昌

    《口腔材料生物学评价》第2单元，共分为如下几部分：
    ——YY／T 0127．1—1993  口腔材料生物试验方法溶血试验

    ——YY／T 0127．2—1993  口腔材料生物试验方法静脉注射急性全身毒性试验
    ——YY／T 0127．3—1998  口腔材料生物学评价第2单元：口腔材料生物试验方法  根管内应

    用试验

    ——YY／T 0127．4—1998  口腔材料生物学评价  第2单元：口腔材料生物试验方法  骨埋植

    试验
    ——YY／T 0127．5—1999  口腔材料生物学评价第2单元：口腔材料生物试验方法  吸入毒性

    试验

    ——YY／T 0127．6—1998  口腔材料生物学评价第2单元：口腔材料生物试验方法  显性致死

    试验
    ——YY／T 0127．7—2001  口腔材料生物学评价第2单元：口腔材料生物试验方法  牙髓牙本

    质应用试验
    ——YY／T 0127．8—2001  口腔材料生物学评价第2单元：口腔材料生物试验方法  皮下植入

    试验

    ——YY／T 0127．9—2001  口腔材料生物学评价  第2单元：口腔材料生物试验方法  细胞毒性

    试验(琼脂覆盖法及分子滤过法)

    ——YY／T 0127．10一2001  口腔材料生物学评价  第2单元：口腔材料生物试验方法  鼠伤寒沙

    门氏杆菌回复突变试验(Ames试验)
    ——YY／T 0127．11—2001牙科学用于口腔的医疗器械生物相容性临床前评价第2单元：口

    腔材料生物试验方法盖髓试验
    ——YY／T 0127．12—2007牙科学  口腔医疗器械生物学评价第2单元：微核试验

    ——YY／T 0279—1995  口腔材料生物试验方法  口腔粘膜刺激试验

    ——YY／T 0244—1996  口腔材料生物试验方法短期全身毒性试验：经口途径

    本部分为YY／T 0127的第12部分。

    本部分是口腔医疗器械生物学评价系列标准生物试验方法中遗传毒性试验的具体试验方法之一。

    本部分主要依据ISO 10993．3：2003((医疗器械生物学评价第3部分：遗传毒性、致癌性和生殖毒
性试验》中推荐的OECD 474的方法，并参考我国GB／T 15193．5—2003~食品安全性毒理学评价程序

和方法》而制定。
    OECD 474“骨髓细胞微核试验”的适用范围是化学物质。GB／T 15193．5—2003的适用范围是食

品。由于大多数医疗器械／口腔材料是不溶性的，试验主要以浸提液为试验物质。因此本标准试验剂量
水平的选择和采样时间与上述标准不同。

    本标准由国家食品药品监督管理局提出。
    本标准由全国口腔材料和器械设备标准化技术委员会归口。

    本标准负责起草单位：四川医疗器械生物材料和制品检验中心。
    本标准参加起草单位：国家食品药品监督管理局北大医疗器械质量监督检验中心。

    本标准主要起草人：四川医疗器械生物材料和制品检验中心：朱蔚精、谭言飞、张伶俐、梁洁；国家食
品药品监督管理局北大医疗器械质量监督检验中心：林红、刘文一。



牙科-V-  口腔医疗器械生物-V-评价

第 2单 元 ： 试 验方 法 微 核试 验

1  范围

    YY／T 0127的本部分规定了口腔医疗器械遗传毒性——骨髓细胞微核试验方法和技术要求。

    本部分适用于检测口腔医疗器械及其组分或其浸提液可能的致突变作用。

2规范性引用文件

    下列文件中的条款通过YY／T 0127的本部分的引用而成为本部分的条款。凡是注日期的引用文

件，其随后所有的修改单(不包括勘误的内容)或修订版均不适用于本部分，然而，鼓励根据本部分达成

协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本
部分。

    GB／T 16886．12  医疗器械生物学评价  第12部分：样品制备与参照样品(GB／T 16886．12—
2005，ISO 10993—12：2002，IDT)

3器具

    解剖器械、生物显微镜、载玻片。

4试剂

    试剂均用分析纯试剂，试验用水为蒸馏水。
4．1  小牛血清

    经过滤灭菌的小牛血清，置56℃±1℃水浴箱保温O．5 h～1 h灭活。保存于4℃冰箱内。也可用
小鼠或大鼠血清代替。

4．2 Giemsa储备液

    取Giemsa染料3．8 g，置乳钵内，加甲醇375 mL，研磨，待染料全部溶解后，再加入甘油125 mL，置

37℃温箱保温48 h，振摇数次。过滤后室温放置两周或更长时间。备用。
4．3 Giemsa应用液

    取1份Giemsa储备液，加6份磷酸盐缓冲液(pH 6．8～7．O)混合，临用时配制。

4．4磷酸盐缓冲液(pH 6．8～7．0)
    2／15 mol磷酸氢二钠；

    2／15 mol磷酸二氢钾。
4．5  甲醇

5试验动物

5．1种系选择：推荐使用小鼠或大鼠，也可使用其他合适的哺乳动物种系。

    试验使用健康年青的成年小鼠。通常使用7周～12周龄，体重25 g～30 g昆明种小鼠，或体重
150 g～200 g的Wistar大鼠或用130 g～170 g的SD大鼠。

5．2每组若用两种性别的动物，至少雌、雄各5只。若用单一雄性动物，每组至少6只。动物购买后至
少适应环境3 d。



6给药剂量和分组

    剂量水平、采样时间和次数：根据需要可从6．1、6．2、6．3剂量选择方法中选择其中的一种。

6．1  对遗传毒性的初始(期)评价，可使用一个剂量的受试物。该剂量为最大耐受剂量或产生一些细胞
毒性指标的剂量。采样次数和时间：应采样三次，第一次采样时间不得早于给试验物质后18 h～24 h，

第三次采样不得晚于72 h。
    当有科学实验或初期评价数据证明出现细胞毒性改变时，也可采用附加的剂量水平。若为了确认

而使用微核试验时，至少应增加2个附加剂量水平。同时设溶剂(或浸提介质)对照组和阳性对照组，阳

性对照物可用环磷酰胺40 mg／kg体重经口或腹腔注射。也可采用其他已知能产生微核细胞数增加的
物质为阳性对照物。

6．2  以最大耐受剂量为最高剂量，下设2个剂量组，中剂量组为最高剂量的1／2，低剂量组为高剂量组

的1／5。其采样时间为第二次给试验物质后6 h。
6．3按GB／T 16886．12的规定制备溶液或浸提液。

6．3．1若试验物质为可溶性，则用适宜的介质制备成溶液或稀释液。40 mg／kg为最高剂量组，中剂量
组为高剂量组的1／5，低剂量组为中剂量组的1／5。其采样时间与6．2相同。

6．3．2若试验物质为浸提液，以浸提液原液(0．2 g／mL浸提液)为最高剂量组，中剂量组为高剂量组的

1／5，低剂量组为中剂量组的1／5。浸提介质采用生理盐水。其采样时间与6．2相同。

7试验步骤

7．1  试样制备

    试验物(受试物)：固体或液体受试物应能在等渗溶液中溶解，如不能溶解，应能在适当的介质中溶

解或混悬，或按GB／T 16886．12制备浸提液。应采用新鲜制备的试验液进行试验(固化类材料应按说

明书制样后，并在室温固化2 h制备浸提液。浸提液应在制备后24 h内使用)。
7．2试验物与动物接触

    采用等容给药法。受试物与阴性或阳性对照物采用经口灌胃、腹腔注射或静脉注射50 mL／kg体重。
7．3采样时间

    根据细胞周期和不同受试物的作用特点，确定取材时间。常采用两次给受试物方法，即30 h给药
两次，间隔24 h，于第二次给试验物后6 h，颈椎脱臼处死动物，采样。

8骨髓涂片的制备

8．1  于清洁载玻片上，滴加小牛血清1～2滴，取动物的胸骨或股骨，挤压或剪碎胸骨或股骨，与小牛血
清混匀，常规推片，或用小牛血清冲洗股骨骨髓腔，制成细胞悬液，推片。涂片自然干燥后，放入甲醇中
固定10 min～15 min。

8．2将涂片固定后保存。
8．3染色方法：常用Giemsa染色法，也可用荧光染色法。

8．3．1  Giemsa染色法：染色临用时，用Giemsa应用液染色或将固定后的涂片放入Giemsa应用液中染色

15 min～20 nlin，立即用pH 6．8～7．O的磷酸盐缓冲液或用蒸馏水冲洗。作好标记，置阴凉干燥处保存。
8．3．2荧光染色法：采用1／10 000吖啶橙染色。

9涂片观察

9．1显微镜观察：选择细胞完整、分散均匀、着色适当的涂片区域，在油镜下观察。每一动物至少计数
1 000个嗜多染红细胞，观察计数含有微核的嗜多染红细胞数。微核细胞率以10q表示。用Giemsa染

色，嗜多染红细胞被染成深蓝色，成熟红细胞呈粉红色。典型的微核为单个的、圆形、边缘光滑整齐，着



色与细胞核一致，呈紫红色或蓝紫色。其直径通常为细胞的1／20～1／5。
    嗜多染红细胞与正染红细胞的比例(PCE／RBC)可作为细胞毒性指标之一。一般计数200个细胞

中正染红细胞所占的比例。试验组嗜多染红细胞的总数应不小于对照组的20％。否则应降低最高剂

量组的剂量。

9．2荧光显微镜观察：嗜多染红细胞中的微核(DNA)呈黄绿色荧光；细胞浆中呈红色荧光(RNA)。

10数据和报告

    以表格的形式给出试验组、阴性组和阳性对照组的嗜多染红细胞数；含有微核的嗜多染红细胞数和

微核细胞千分率；嗜多染红细胞与正染红细胞的比例。
    数据的处理：采用卡方检验、双侧t检验或泊松分布检验等方法进行数据统计处理。

11结果评价

    有如下现象之一表明被试样品具有致突变性：

    a)  嗜多染红微核细胞率明显增加，并有统计学意义；或有明显剂量一效应关系；

    b)  至少在一个试验点上微核细胞率增加并具有可重复的、有统计学意义的阳性反应。

    一种被试验物质既没有统计学意义的剂量一效应关系，又没有在某一试验点上的可重复的阳性反

应，则认为被试物在该试验系统中没有致突变作用。

    注1：一般阴性对照组的微核细胞率<5×10～，供参考。但应有本试验室所用动物的自发微核细胞率作参考。

    注2：Giemsa染色中获得的可疑阳性或弱阳性结果的被试物，必须用荧光染色鉴别以便进一步肯定或否定阳性结

    果。规定见8．3．2和9．2。
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