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前  言

  GB/T16886《医疗器械生物学评价》由下列部分组成:
———第1部分:风险管理过程中的评价与试验;
———第2部分:动物福利要求;
———第3部分:遗传毒性、致癌性和生殖毒性试验;
———第4部分:与血液相互作用试验选择;
———第5部分:体外细胞毒性试验;
———第6部分:植入后局部反应试验;
———第7部分:环氧乙烷灭菌残留量;
———第9部分:潜在降解产物的定性和定量构架;
———第10部分:刺激与皮肤致敏试验;
———第11部分:全身毒性试验;
———第12部分:样品制备与参照材料;
———第13部分:聚合物医疗器械降解产物的定性与定量;
———第14部分:陶瓷降解产物的定性与定量;
———第15部分:金属与合金降解产物的定性与定量;
———第16部分:降解产物与可沥滤物毒代动力学研究设计;
———第17部分:可沥滤物允许限量的建立;
———第18部分:材料化学表征;
———第19部分:材料物理化学、形态学和表面特性表征;
———第20部分:医疗器械免疫毒理学试验原则和方法。
本部分为GB/T16886的第3部分。
本部分按照GB/T1.1—2009给出的规则起草。
本部分代替GB/T16886.3—2008《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》。与GB/T16886.3—2008相比,除编辑性修改外主要技术变化如下:
———通过增加体内测试和后续评价改变试验策略;
———增加附录A“遗传毒性试验中选择适宜样品制备程序指南”;
———增加进一步的体外和体内试验,以评估医疗器械的遗传毒性潜能;
———增加了附录B“后续评价流程图”;
———原附录C更改为附录E“植入研究用于致癌性研究的考虑”并制定了规范;
———增加了附录F“体外胚胎毒性试验”。
本部分使用翻译法等同采用ISO10993-3:2014《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》。
与本部分中规范性引用的国际文件有一致性对应关系的我国文件如下:
———GB/T16886.1—2011 医疗器械生物学评价 第1部分:风险管理过程中的评价与试验

(ISO10993-1:2009,IDT)
———GB/T16886.2—2011 医疗器械生物学评价 第2部分:动物福利要求(ISO10993-2:2006,IDT)
———GB/T16886.6—2015 医疗器械生物学评价 第6部分:植入后局部反应试验(ISO10993-6:
2007,IDT)

———GB/T16886.12—2017 医疗器械生物学评价 第12部分:样品制备与参照材料(ISO10993-
12:2012,IDT)
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———GB/T16886.18—2011 医疗器械生物学评价 第18部分:材料化学表征(ISO10993-18:2005)
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。
本部分由国家药品监督管理局提出。
本部分由全国医疗器械生物学评价标准化技术委员会(SAC/TC248)归口。
本部分起草单位:山东省医疗器械产品质量检验中心、四川大学。
本部分主要起草人:侯丽、孙晓霞、梁洁、袁暾、李秋。
本部分所代替标准的历次版本发布情况为:
———GB/T16886.3—1997、GB/T16886.3—2008。
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引  言

  医疗器械生物学评价通常以经验为基础,对人体安全性方面的关注是推动其发展的动力。诸如癌

症或第二代畸形之类的严重和不可逆作用的风险尤其为公众所瞩目。在提供安全医疗器械的过程中,
此类风险被最大程度地降至最低。有关诱变、致癌和生殖危险(源)的评定是此类风险控制的基本组成

部分。目前遗传毒性、致癌性或生殖毒性评定方面的试验方法并非都得到了很好的发展,而且在医疗器

械测试中的有效性也未能得到充分确认。
由于在试验样品的尺寸和制备、对疾病过程的科学认知和试验确认方面存在较大争议,因此现有的

方法具有局限性。例如,目前对固态致癌性的生物学意义知之甚少,期望随着科学和医疗技术的进步,
将会改变对这些重要的毒理学作用的认识和理解。在制定本文件时,所推荐的试验方法是诸多方法中

最可被接受的。其他替代试验只要在科学上能进行相关安全性评定也是可接受的。
当需要评价某一具体医疗器械而选择试验时,只能对预期的人体应用和器械与各种生物系统之间

潜在的相互作用进行详细的评定,这在生殖和发育毒理学领域中尤为重要。
GB/T16886的本部分给出了用于检测特殊生物学危险(源)的试验方法以及试验的选择策略,在

有些情况下有助于危险(源)的识别。试验对于接触医疗器械材料的毒理学风险的管理并非总是必要的

或有用的,但在适当时,达到最大试验灵敏度还是非常重要的。
由于可能出现多种结果以及影响结果的重要因素较多,如试验样品接触的程度、种属差异以及机械

或物理方面的因素,因此需要根据具体情况对结果进行风险评定。
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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

1 范围

GB/T16886的本部分规定了风险估计、危险(源)识别试验的选择和风险管理的策略,以及由于接

触医疗器械引起的以下潜在不可逆的生物学作用的可能性:
———遗传毒性;
———致癌性;
———生殖和发育毒性。
本部分适用于对已确定具有潜在的遗传毒性、致癌性或生殖毒性的医疗器械进行评价。

  注:ISO10993-1中给出了试验选择指南。

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。
ISO10993-1 医疗器械生物学评价 第1部分:风险管理过程中的评价与试验(Biologicalevalua-

tionofmedicaldevices—Part1:Evaluationandtestingwithinariskmanagementprocess)
ISO10993-2 医疗器械生物学评价 第2部分:动物福利要求(Biologicalevaluationofmedical

devices—Part2:Animalwelfarerequirements)
ISO10993-6 医疗器械生物学评价 第6部分:植入后局部反应试验(Biologicalevaluationof

medicaldevices—Part6:Testsforlocaleffectsafterimplantation)
ISO10993-12 医疗器械生物学评价 第12部分:样品制备与参照材料(Biologicalevaluationof

medicaldevices—Part12:Samplepreparationandreferencematerials)
ISO10993-18 医疗器械生物学评价 第18部分:材料化学表征(Biologicalevaluationofmedical

devices-Part18:Chemicalcharacterizationofmaterials)
OECD414 胚胎发育毒性研究(PrenatalDevelopmentToxicityStudy)
OECD415 一代生殖毒性研究(One-GenerationReproductionToxicityStudy)
OECD416 二代生殖毒性研究(Two-GenerationReproductionToxicity)
OECD421 生殖、发育毒性筛选试验(Reproduction/DevelopmentalToxicityScreeningTest)
OECD451 致癌性研究(CarcinogenicityStudies)
OECD453 慢性毒性、致癌性综合研究(CombinedChronicToxicity/CarcinogenicityStudies)
OECD471 细菌回复突变试验(BacterialReverseMutationTest)
OECD473 体外哺乳动物染色体畸变试验(InvitroMammalianChromosomeAberrationTest)
OECD476 用 Hprt和Xprt基因进行的体外哺乳动物细胞基因突变试验(InVitroMammalian

CellGeneMutationTestsusingtheHprtandXprtgenes)
OECD487 体外哺乳动物细胞微核试验(InVitroMammalianCellMicronucleusTest)

3 术语和定义

ISO10993-1和ISO10993-12界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
1
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3.1 
致癌性试验 carcinogenicitytest
在实验动物寿命周期的主要阶段,医疗器械、材料和(或)浸提液多次接触试验动物以测定其致癌

潜能的试验。
3.2 

储能医疗器械 energy-depositingmedicaldevice
靠释放电磁辐射、离子辐射或超声起到治疗或诊断作用的器械。

  注:不包括输送简单电流的器械,如电灸器、起搏器或功能性电刺激器。

3.3 
遗传毒性试验 genotoxicitytest
采用哺乳动物或非哺乳动物细胞、细菌、酵母菌、真菌或整体动物测定试验样品是否会引起基因突

变、染色体结构畸变以及其他DNA或基因变化的试验。
3.4 

最大耐受量 maximumtolerateddose;MTD
在不出现任何不良反应的情况下,试验动物可耐受的最大剂量。

3.5 
生殖和发育毒性试验 reproductiveanddevelopmentaltoxicitytest
评价试验样品对生殖功能、胚胎形态(致畸性)以及胎儿和生后早期发育潜在影响的试验。

3.6 
试验样品制备 testsamplepreparation
将残留物、可浸提物、可沥滤物或生物可降解器械材料重悬于与该试验系统相容的某一介质中。

4 试验策略要求

4.1 总则

ISO10993-1中给出了在整个生物学安全性评价过程中需要考虑的可能引起遗传毒性、致癌性和

生殖毒性的危险(源)的情况。应在风险评定的基础上对研究这些危险(源)的试验进行论证。在确定器

械是否进行遗传毒性、致癌性和生殖毒性试验的风险评定中应包括下列因素:
———该器械材料化学成分的分析,包括加工过程残留物和降解产物或代谢产物,以根据其结构-活

性关系或以前在化学分类中证明的相关毒性来识别关注的原因;
———如可能,考虑毒性反应的机理;
———已有与该医疗器械的遗传毒性、致癌性和生殖毒性评价的相关信息;
———可比材料在相关应用中的先前使用程度;
———考虑器械终产品残留物的表征程度及它们潜在生物学活性(如,结构-活性关系,或相关结果以

前的论证);
———接触途径;
———患者群体;
———局部(植入或使用的部位)和全身的接触程度和接触周期;
———试验结果(或不进行试验)对风险管理判断的预期影响;和
———与等同器械比较时,接触器械程度或器械尺寸的增加引起的患者预期接触残留物类型和量值

的改变。
通常使用的风险评定工具[如TTC1)]可能有助于评价这些因素。

1) TTC为“毒理学关注阈值(Thresholdtoxicologicalconcern)”的缩略语。

2
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当器械材料的成分分析提示有关注的化学组分存在但却缺少足够毒理学数据时,应考虑对各化学

物进行试验。对各化学物试验应优先于复合材料或浸提液试验,这将有助于提高风险估计。当一个器

械确定进行试验时,应使用器械终产品(包括灭菌,如适用)或终产品的代表性部分,或与终产品(包括灭

菌,如适用)相同加工方式的材料,进行试验的决定和试验样品的特性应进行论证并形成文件。
试验可能还要在器械的其他状态下进行,诸如从器械上产生的摩擦碎片或原位固化的材料(如骨水

泥、黏合剂和聚合前混合物),除非毒理学风险评定表明无需关注器械/材料的其他状态。ISO10993-12
中给出了原位固化器械的指南。

4.2 致癌性试验的附加要求

对于致癌性试验,除了4.1外,还应说明下列因素:
———物理特性(如颗粒大小和形状、孔径大小、表面连续性、表面状态、器械厚度);
———遗传毒性、植入和其他研究结果。

4.3 生殖毒性试验的附加要求

对于生殖毒性试验,除了4.1外,还应说明器械与生殖组织、胚胎/胎儿或生殖细胞的总的直接或间

接累积接触周期。
开展全面的生殖毒性试验还宜基于从器械材料对雄性/雌性生殖器官作用的已发表文献或从亚急

性/慢性研究对生殖系统的组织病理学研究中获取的任何信息。

5 遗传毒性试验

5.1 总则

在决定进行某项遗传毒性试验之前,应考虑ISO10993-1的要求。在考虑了4.1~4.3中给出的所

有相关因素后,应对试验程序的原理进行论证并形成文件。
遗传毒性试验用于检测两类主要的遗传损伤:
———基因突变(点突变);
———染色体损伤[结构畸变如易位、小或大缺失和插入、染色体数目畸变(非整倍体)]。

5.2 试验策略

5.2.1 总则

单一试验无法检测出所有相关遗传毒性物质。因此,通常进行一组体外试验,在某些特定条件下还

进行体内试验。
细菌回复突变试验可检测出啮齿动物试验所检测到的大部分遗传毒性致癌原所产生的相关遗传毒

性改变,却检测不出某些特定类别的遗传毒性物质,如卤烃类。
在细菌系统中产生潜在DNA损伤的试验材料与它们在真核细胞中的作用可能不具有相关性,因

此,除非进行论证,否则应在哺乳动物细胞试验系统中进行试验。常用的几种哺乳动物细胞系统包括:
测定总的染色体损伤的系统(用于染色体结构和数量异常的体外试验),主要测定基因突变的系统

(HPRT突变试验),以及测定基因突变和诱裂效应的系统[小鼠淋巴瘤胸苷激酶(tk)试验,包含集落数

和大小测定]。体外染色体损伤和体外小鼠淋巴瘤tk试验得到一致的结果。两个试验结果中一致被认

为具有遗传毒性的化合物在细菌回复突变试验中却产生阴性结果。因此,在标准的遗传毒性试验组合

中,染色体畸变试验和小鼠淋巴瘤tk试验中任何一个与细菌回复突变试验组合当前都认为是可接受的。

5.2.2 试验组合

进行遗传毒性试验时,试验组合应包括:
3
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a) OECD471给出的细菌回复突变试验,经修改适用于医疗器械,如用器械浸提液进行试验,按
ISO/TR10993-33:2015中第6章,和以下任何一项;

b) OECD473给出的体外哺乳动物染色体损伤的细胞遗传评估试验,经修改适用于医疗器械,按
ISO/TR10993-33:2015中第7章;或

c) OECD490给出的体外小鼠淋巴瘤tk试验,包括检测小克隆(增殖缓慢)和大克隆,经修改适

用于医疗器械,按ISO/TR10993-33:2015中第9章;或
d) OECD487给出的体外哺乳动物细胞微核试验,用于检测染色体损伤和非整倍性,经修改适用

于医疗器械,按ISO/TR10993-33:2015中第8章。
当存在其他相关因素(如遗传毒性机理和药物代谢动力学)可能影响某一化合物遗传毒作用时,经论

证后需要考虑进行体内试验。在啮齿类动物造血细胞进行的体内染色体损伤试验可包括用OECD475
给出的骨髓细胞分析染色体突变或 OECD474中给出的用骨髓细胞或外周血红细胞分析微核(按
ISO/TR10993-33:2015中第10章或第11章)。

适用时,应按ISO10993-12的要求或参见附录A,使用两种浸提液在啮齿类动物造血细胞中进行

体内染色体损伤试验。极性介质优先采用静脉途径,非极性介质优先采用腹腔途径。
如果使用者能证实从试验样品中获取的可浸提物的量小于经充分表征在体内微核试验中能引起阳

性反应的遗传毒素的量,则无需进行体内试验。
参考文献[35]中给出了顺铂(cisplatin)(CAS号:15663-27-1)的实例,显示其引起体内微核遗传毒

性的阳性反应剂量为0.3mg/kg。

5.2.3 后续评价

如果按5.2.2进行遗传毒性试验且两个体外试验的结果为阴性,则无需进行进一步的动物体内遗

传毒性试验。
如果任一体外遗传毒性试验结果为阳性,宜适用下列逐步程序,另参见附录B。
步骤1:遗传毒性初始试验组结果的影响因素的识别,如可能:
a) 影响因素的识别(如非生理条件、试验样品与培养基间的相互作用、自氧化和细胞毒性)。

b) 代谢作用的识别(如外源性代谢系统的特性、新陈代谢的特性、异常的代谢产物)。
c) 通过化学表征对杂质的识别(即材料组分研究或分析试验)。
步骤2:从机理方面对各识别出的因子进行证据权重(WOE)评定和要考虑的作用方式(MOA)。
a) 是直接DNA还是间接DNA反应作用方式。
b) 非整倍体和多倍体问题。是否涉及异倍性机制。
步骤3:判定点。
确定医疗器械浸提液或关注化学物是否是一种遗传毒性物质,如果:
a) 毒理学风险评定框架内结果的解释和 WOE/MOA 分析认为对预期使用器械患者存在低/可

忽略风险;或
b) 毒理学风险评定框架内结果的解释和 WOE/MOA分析认为对预期使用器械的患者可能有潜

在风险。
如果确定结果是a),无需再进行附加试验或评价。
如果确定结果是b),继续进行步骤4。
步骤4:进行风险管理。
按遗传毒性危险(源)进行风险管理或选择适宜的体外和/或体内后续试验。
步骤5:选择和进行附加的体外和/或体内试验。
应在体外试验所识别的最适宜终点的基础上选择相应的体内试验。
通常使用的体内试验包括:
———OECD474给出的啮齿动物体内微核试验;
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———OECD475给出的啮齿动物骨髓中期分析;
———OECD488给出的转基因基因突变试验。
应对最适宜试验系统的选择决定进行论证并形成文件。

  注:最近,OECD489指南草案已开发一种遗传毒性试验,用于检验化学物对啮齿类动物作用的碱性单细胞凝胶电

泳(彗星)试验。该试验可能为医疗器械试验提供有用信息。

应尝试证实试验样品已经到达靶器官。对于啮齿动物体内微核试验或啮齿动物骨髓中期分析试

验,可使用下列方法中的一种来证明生物利用度:
———血液或血清中特定浸提化合物的定量分析;
———试验浸提液诱导骨髓细胞毒性;
———静脉途径接触(极性介质)。
如果不能证实与靶器官接触,应在另一个靶器官中进行下一个体内试验以验证无体内遗传毒性。
步骤6:所有积累数据的再解释并确定该试验样品是否具有遗传毒性。
在某些情况下,体外试验阳性结果可能不具有相关性。宜考虑下列情况以确定所有体外试验结果

的相关性。所列各项并不全面但有助于对过程判定:
a) 最初的两个体外试验中只有一个为阳性结果;
b) 在相似机理的终点的进一步体外研究不能确定阳性结果;
c) 作用机理信息表明体外试验阳性结果与体内情况不相关(如高细胞毒性、渗透压等);
d) 具有该试验样品到达靶器官证据的体内试验表明无遗传毒性作用。
所有证据权重(WOE)分析和所有数据组的解释应连同其结论形成文件。在某些情况下,可能需要

进行位点特异性或遗传终点特异性试验。多数情况下,这些试验没有国际公认的试验方案。

5.3 样品制备

除非该样品能溶于与试验系统相容的溶剂,否则应在材料或医疗器械中遗传毒性残留物浓度足以

在试验系统中产生阳性反应的最大浸提能力水平的基础上选择适宜浸提溶剂,但不能有器械或试验样

品的降解。应在与遗传毒性试验相容的基础上选择试验系统的浸提介质。应对终产品(包括灭菌,如适

用)、器械材料、器械组件或器械的某一化学成分的溶液、悬液(如附录A中的方法A)、浸提液(如附录A
中的方法C)或加严浸提液(如附录A中的方法B)进行试验。

除非经过论证,否则器械材料宜包括所有最终配方和加工过程。通常用原材料进行试验是不合适

的,因为配方和加工过程可能改变器械终产品潜在的毒性。
选择某一化学成分进行试验的理由应进行论证并形成文件。理由应包括考虑相互作用和协同作用。
如适用,试验材料宜采用两种溶剂按照ISO10993-12或附录A的规定浸提。
任何为减少试验而只选用一种溶剂的决定,应得到论证并形成文件。

6 致癌性试验

6.1 总则

在确定进行致癌性试验之前,应考虑ISO10993-1的要求。应在评价医疗器械使用中引发癌症风

险的基础上,对进行试验的决定予以论证。在没有产生新的致癌试验数据的情况下,若能对风险进行充

分评定或管理,则不应进行致癌性试验。
可将致癌性试验设计成在单项研究中同时能检测慢性毒性和致癌性。当在单项研究中同时评价慢

性毒性和致癌性时,在研究设计阶段特别要注意确保剂量组是适宜的。这有助于防止由慢性/累积的全

身毒性导致的未到期死亡或将死亡率降至最低,从而确保到研究终点(即正常寿命期)时存活动物得到

数据的统计学评价水平。
  注:可采用适宜的体外细胞转化系统进行致癌性预筛,如OECD214给出的叙利亚仓鼠胚胎(SHE)细胞转化试验以

及Balb3T3细胞转化试验。附录C给出了试验系统的说明,附录D中给出了细胞转化试验系统的附加信息。
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6.2 评价策略

应对遗传毒性材料的致癌性试验进行科学论证。对于遗传毒性材料,多数情况可推定为是一个致

癌危险(源)并对其进行风险管理。
在缺乏证据来排除非遗传毒性材料致癌性风险的情况下,应考虑进行致癌性试验的情况可能包括

以下:
———降解时间超过30d的材料;
———进入人体和(或)体腔累计接触时间超过30d的材料。
论证后不需进行试验的情况包括:
———具有大量并充分的人体应用或接触数据的材料;
———预期引起固态致癌性的材料(按附录E的规定);
———受方法学所限或试验的预示价值不高的其他情况。
为了确定某一器械是否具有大量的人体使用史,该评定宜包括该器械是否经历相似的加工过程、用

于相似的患者群体、用于相似的作用部位和较短或相似的累积作用时间的评价说明。人类使用史宜形

成文件,说明信息是否是从使用群体的不良事件、特殊致癌风险的监测中获取到的。
当考虑是否宜进行一项致癌性研究时,应说明该研究在评价人类风险中的作用,并应对该研究的需

要性和研究设计进行论证。该论证应考虑植入致癌性研究在生物学安全性评价中所具有的不确定性,
而且需要用到大量的动物。

如果按ISO10993-1认为慢性毒性和致癌性都需要考虑,并确定有必要做试验时,如可行,应按

OECD453进行试验。
如果按ISO10993-1只需要考虑开展致癌性研究,并确定需要做该试验时,应按 OECD451进行

试验。
一种动物种属足以检验医疗器械致癌性。应按ISO10993-2选择和论证动物种属并形成文件。

6.3 样品制备

当需要将致癌性试验作为生物学安全性评价的一部分时,应使用材料、明确的化学物或经表征的医

疗器械浸提物进行致癌性研究。
应对能代表最终产品状态的该医疗器械进行试验。对于有其他形态的器械可能还要追加试验,如,

器械产生的摩擦碎片或原位固化的材料(如骨水泥、黏合剂和聚合前混合物)。原位固化器械指南应符

合ISO10993-12。
应对试验样品(器械材料、器械材料浸提液或明确的化学物)的选择进行论证并形成文件。
动物实验使用的最高剂量是最大耐受量或动物模型的生理限量。该剂量以所估计的人体最大接触

剂量(重量和/或表面积每千克体重)的整数倍表示。

6.4 试验方法

如果考虑用浸提液试验时,致癌性试验应按OECD451或OECD453进行。
被评价的组织应包括OECD451或OECD453中列出的相关组织和植入部位组织及其邻近组织。
对器械材料浸提液或特定化学物进行研究时,应说明不考虑该材料的表面特性会致癌的理由。按

附录E的要求,应考虑该植入研究的性质,应描述表面特性在人类风险评价中的作用并形成文件。
用植入研究评价致癌性时,植入材料的量应代表加严的人类剂量,以提供足够的安全范围。该最大

剂量会受动物模型的生理限量的限制。该剂量以估计的人体最大接触剂量(单位为重量和/或表面积每

千克体重)的整数倍表示。
取所估计的人体最大接触剂量(单位为重量和/或表面积每千克体重)的100倍安全因子,前提是该

剂量宜与该模型的生理承受能力相适宜。阴性对照组通常是临床可接受的相似形状和状态的材料或已
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有文献证明无致癌潜能的参照对照材料(如聚乙烯)。
适宜时,应根据ISO10993-6的要求来制备适宜形状的供试材料的植入物,并考虑固态致癌的可能

性,参见参考文献[33]。
示例:

供试物:聚合物

接触情况:一个典型患者将接受最大为11g聚合物。

人类接触剂量:0.19g/kg(按女性平均体重58kg计)。如果器械用于儿童,则推荐的体重为10kg。

考虑用100倍的安全因子,小鼠的剂量等于19g/kg。这样,一只体重25g的小鼠将接受0.475g。

聚合物可用圆盘形状的试样试验。推荐圆盘试样的直径不超过15mm,厚度不超过2mm~
3mm。但是,对于高密度材料,尺寸可相应减小以避免与样品重量相关的组织损伤。可植入多个样品

以获得预期剂量。这样,在上述示例中,每只小鼠植入两个含0.2g聚合物的圆盘形植入物。
被评价组织应包括OECD451或OECD453中列出的相关组织和植入部位组织及其邻近组织。
近年来,使用转基因动物进行致癌性试验已获得部分认可,但尚未用医疗器械进行确认。与啮齿类

动物的两年致癌性试验相比,在转基因模型中进行的致癌性试验周期较短(通常6个月),需要动物量较

少。除了周期较短之外,该研究还具有不会被固态成瘤现象干扰的优点。因该转基因模型研究仅持续

6个月,而固态成瘤的发展需要8个月~9个月时间,所以不会形成干扰因素。RasH2转基因小鼠模型

是已被用于评定医疗器械致癌性风险的主要转基因模型。
因为缺乏可获得数据,并且缺乏针对RasH2转基因小鼠模型的正式确认性研究,针对该模型进行

的研究设计中通常包括一个阳性对照和阴性对照。

7 生殖和发育毒性试验

7.1 总则

在确定进行生殖和发育毒性试验之前,应考虑ISO10993-1的要求。应在评价受试群体的生殖组

织、胚胎/胎儿或婴儿接触试验材料或可沥滤物潜能的基础上,对进行试验的决定予以论证。
对生物可降解医疗器械或含可沥滤物质的医疗器械,如果在吸收、代谢、分布和排泄研究方面有充

分可靠的数据证实不与生殖组织接触,或已有来自生殖和发育毒性的充分和可靠数据,就无需进行生殖

毒性试验。
对医疗器械进行风险评定认为实际使用中生殖和发育毒性的风险已充分降低到可接受的毒理学水

平,则无需进行生殖和发育毒性的试验。
  注:附录F还给出了发育毒性的替代试验(体外胚胎毒性试验)的相关信息。

7.2 试验策略

下列器械应考虑生殖和发育毒性试验:
———长期或持久接触的器械,具有可能与生殖组织、胚胎/胎儿或生殖细胞直接接触的材料、降解产

物或可沥滤物;
———储能医疗器械;
通过风险评定来确定是否进行器械的生殖毒性试验时,应涉及的因素有:
———可沥滤化合物的全身接触程度(如果器械不直接接触生殖组织);
———器械的物理特性;
———该器械材料的代谢产物;
———遗传毒性结果。
当上述一个或多个因素信息不充分,且通过其他风险控制措施不能降低该风险时,需要进行试验

(如缺乏生殖毒性数据的信息)。
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试验应在器械终产品或试验材料上进行。
使用特定的试验材料而不使用器械终产品进行试验应进行论证,其理由应形成文件。
如需进行试验,可先进行OECD421,以提供可能影响生殖和(或)发育的初步信息。此类试验的阳

性结果可用于最初危险(源)评定,并有助于决定是否有必要进行附加试验以及试验时间的选择。
如果认为有必要追加试验,如适宜,应按OECD414、OECD415或OECD416进行试验。
按OECD414、OECD415或OECD416启动一个适宜的明确证实是否有生殖毒性的试验体系是

可能的。

7.3 样品制备

样品制备应按ISO10993-12进行。只要可能,医疗器械都应在最终状态下进行试验。对于有其他

形态的器械可能还要追加试验,如原位固化的器械或材料(如骨水泥、黏合剂和聚合前混合物)。
对于储能医疗器械,应以动物全身接触为宜。使用剂量应为人体与生殖器官接触所预期剂量的整

数倍。以最大耐受量或动物模型的生理限量作为动物接触的最大剂量,该剂量应为估计的人体最大接

触剂量(单位为重量和/或表面积每千克体重)的整数倍表示。
体内试验应按ISO10993-2进行。

7.4 试验方法

对第一代(F1)或以至第二代(F2)影响的评定应按OECD414、OECD415或OECD416和OECD421
进行。由于OECD导则未预期用于医疗器械,因此应考虑作下列修改:

———剂量(对储能医疗器械的情况);
———应用途径(植入、胃肠外、其他);
———浸提介质;
———接触时间(可能时,器官形成期间血液中受试物水平升高)。

  注:可以根据预期的人体使用和材料的特性进行分娩前/后的研究。

如果其他试验表明对雄性生殖系统有潜在影响时,则应进行相应的雄性生殖毒性试验。
最近,已经开发出体外生殖试验系统,这些试验系统可用于生殖和发育毒性的预筛试验。

8 试验报告

试验报告应至少包括下列相关信息,如相关:
a) 材料和(或)医疗器械的描述 (如:化学成分、加工过程、状态调节和表面处理),包括其预期

用途;
b) 试验方法、试验条件、试验材料、试验剂量和试验步骤的描述和说明/论证;
c) 分析方法,包括定量限值的描述;
d) 符合适宜的现行/经确认的良好实验室/质量规范的声明,如实验室质量管理规范(GLP)或

ISO/IEC17025,如适用;
e) 试验结果,包括概述;
f) 统计学方法;

g) 结果解释和讨论;
h) 试验报告中应包括相关OECD导则或附录C和附录D以及ISO/TR10993-33:2015中规定

的详细信息;
i) 实验室的名称和认证;

j) 试验日期;
k) 负责人的姓名和签字。
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附 录 A
(资料性附录)

遗传毒性试验中选择适宜样品制备程序指南

A.1 总则

本附录为医疗器械遗传毒性试验选择某一适宜的样品制备程序给出指南。在方法选择中,使用者

宜考虑该医疗器械材料的理化特性以及该医疗器械的制造过程。例如,医疗器械中的许多聚合物,除了

含有相对惰性的高分子量聚合物以外,还含有其他组分如残留单体、低聚物、催化剂、加工助剂等。它们

的含量随着不同的原材料来源,加工过程和添加剂的预期功能而有所不同。再有,像器械的热封、焊接

或灭菌这类加工过程,也可能产生新的化学物。所有这些物质可能从器械迁移至人体并宜对其进行风

险评定。
可从文献资料和/或制造商或供应商处获得生物学风险分析相关的信息。
如果可以获得最终器械或经过相同生产过程的样品(fascimile)的定性和定量的充分的表征信息,

包括材料和该器械制造中使用的加工助剂,则不需要进行试验。
如果在评价中可以获得足够的信息,使用者宜在其分析中回答以下问题:
———该最终器械经过一个等同的制造过程(包括灭菌,如适用)吗?
———该器械含有相同的添加剂和污染物(如加工助剂、游离单体、催化剂)吗?
为了按ISO14971进行风险评价,风险分析程序宜包含以下三个步骤:
———材料/器械表征;
———危险(源)识别;
———风险估计。
然而,如果缺少某些必要的信息,宜进行试验。包括样品制备程序在内的生物学试验方法宜设计成

适合于识别生物学危险(源)和估计它们的风险。
选择适宜的样品制备方法对从遗传毒性试验中获取相应的结果至关重要。不适宜的样品制备方法

可能会导致低估遗传毒性的风险。例如,用水对聚合物的浸提曾被认为可以模拟聚合物向血液中原位

迁移可沥滤物。然而,Tsuji等[76]的研究表明,当用水作为浸提溶剂时,无法浸提出聚氯乙烯血液循环

管路中的邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯(DEHP)。他们证实了可从人血浆中浸提出大量的DEHP,并
且用人血浆浸提出的DEHP溶出物的百分比与用40%乙醇浸提的结果相似。基于该研究,Oba等[77]

用40%乙醇浸提得到的浸提液进行家兔输注试验,成功再现了在使用某一品牌的醋酸盐型透析器进行

透析的患者中发生的眼损伤。

A.2 器械材料

A.2.1 低分子量化学物(LMWC)

LMWC,医疗器械中所含的非聚物,可透过细胞膜与DNA、基因或染色体发生反应,因此,它们能

够导致遗传毒性反应(如,氰基丙烯酸酯黏合剂),参见A.2.2.1。

A.2.2 聚合物(包括天然聚合物)

聚合物是由含一连串的一种或多种单体单元为特征的分子组成的一个至少含有3个单体的单分子

量大分子化学物。这些单体以共价方式结合至少一个其他单体或其他反应物并且组成少于一个相同分

子量的单分子量大分子。这些分子必须分布在一定分子量范围内,而分子量的不同主要是由单体数量
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的不同造成。
常见的共聚物有:不可降解的合成聚合物(如聚乙烯、聚甲基丙烯酸甲酯、硅酮);天然形成的聚合物

(如纤维素、藻酸盐、凝胶、胶原);以及生物可降解聚合物[如聚乳酸(PLLA)、聚乙二醇酸]。

A.2.2.1 聚合物中含有的LMWC

聚合材料中通常含有少量的LMWC,如添加剂、催化剂、加工助剂和放射性产品。这些LMWC可

能具有潜在的遗传毒性。在侵入性接触的情况下,LMWC可从聚合物中迁移出并进入患者体内。因

此,宜评价聚合物中LMWC的遗传毒性风险。
聚合物器械向体液中释放LMWC被认为是一种与LMWC从食品包装向食品中迁移相似的现象。

在食品包装中,迁移率用以下方式表示:
———聚合物中LMWC总含量的函数;
———聚合物中LMWC的扩散系数;和
———聚合物与食品间LMWC的分配平衡常数(partitionequilibriumconstant),参见参考文献[82]。
因此,食品包装中的假设和方程式可用于医疗器械中LMWCs的风险评价。

A.2.2.2 低聚物

低聚物只是由少量的单体单元(二聚物、三聚物、四聚物)组成聚合物分子。低聚物可存在于聚合物

中并从聚合物中迁移出来。由于潜在的遗传毒性,宜考虑其结构中含有功能性化学反应基团的低聚物

带来的健康问题。1993年,第3次OECD聚合物专家会议[78]得出结论,在选用聚合物时,宜考虑下列

参数对患者健康的作用:
———数均分子量;
———低分子量含量;
———反应性功能基团的存在;和
———作为聚合物结构中一部分的生物可利用金属的存在。
被认定是反应性功能基团的有:酸性卤化物、酸酐、乙醛、半缩醛、羟甲基酰胺、-胺或尿素、烷氧基矽

烷(>C2)、烯丙基、共轭烯烃、氰酸盐、环氧化物、亚胺、未取代邻位或对位的酚式羟基、丙烯醋酸和异丁

烯酸甲酯、氮杂环丙烷、碳化二亚胺、卤代硅烷、水合硅烷、肼、异氰酸酯、异硫氰酸盐、α 内酯或β内酯、
甲氧基或乙氧基硅烷、乙烯砜或类似化合物,参见参考文献[79]。

A.2.2.3 生物可降解聚合物

生物可降解聚合物是被设计或合理地预期充分降解、分解或解聚的聚合物,包括那些在制造和使用

后发生显著分解的聚合物,即使这个过程实际上并不是使用该材料的主要意图。对于生物可降解聚合

物,聚合物中的LMWC会全部释放到患者体内。多数生物可降解聚合物与聚酯相似,通常不具有

OECD报告中所定义的反应性功能性基团。宜评价生物可降解聚合物中含有的或加入的LMWC的遗

传毒性风险。

A.2.3 无机材料:金属、合金和陶瓷中的摩擦碎片

应考虑无机材料(如不锈钢、钛合金、羟基磷灰石、磷酸三钙、氧化铝和氧化锆)中释放的金属离子的

量和遗传毒性带来的健康问题。例如,已经在植入金属髋关节植入物的患者的周围淋巴细胞中发现体

内遗传毒性反应。很多金属离子在人体中发挥其重要的调节作用并且这些作用依赖于它们的化学特性

和价态。金属离子与体液(如血液、淋巴液和尿液)中的蛋白结合并分配于不同的生物分布区域。金属

离子被内化进入细胞并可与细胞核结合,并局部性、系统性或两者同时改变细胞信号。因此,宜尽可能

依据文献资料对金属离子的遗传毒性概况进行评价和评定。
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A.3 样品制备方法

A.3.1 总则

理想的样品制备设计方案是将从整个器械制得的可浸提物的总量应用于试验系统中来估计某一器

械的遗传毒性风险。但是,这种方法对于较大型器械不可行。对于较大器械,样品部件制备的程序对试

验样品的一部分进行浸提并将其应用于试验系统。
对预期用于人体的任何材料或器械的样品制备程序的选择,需要一个考虑到材料或器械的化学成

分和理化特性的结构化方法。样品制备宜参照图A.1中的决定树。该图表述了对某一器械材料选择

浸提方法的决定过程(方法A、方法B或方法C),除非该医疗器械或材料应按A.4中所描述的特殊样品

制备程序进行评价。
所使用的溶剂或浸提溶剂不宜与该试验样品有可疑的化学反应。
方法A需要将试验样品直接应用于试验系统。当试验样品能溶解于或悬浮于与试验系统相容的

某一适宜溶剂中时,采用方法A。

图A.1 选择某一样品制备步骤的结构化方法

当试验样品既不溶于也不能悬浮于极性或非极性溶剂时,依据组成该器械的材料的物理特征从方

法B和方法C选取浸提方法。方法B或方法C的选择依据该试验样品中可溶出物的百分比。
宜报告每一溶剂的可浸提物的百分比(按残留物的量占器械总重量的百分比报告,另参见A.3.3.4。

常用的浸提溶剂为甲醇和丙酮。
甲醇更适宜于浸提水溶性物质而丙酮则更适宜于浸提脂溶性物质。分别蒸发甲醇和丙酮浸提液至

干燥来测定试验系统每一溶剂中获取的可浸提物的百分比。宜报告每一溶剂中可浸提物的百分比。
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如有适宜的理由,可在材料预试验中使用其他溶剂。如使用挥发性溶剂,该溶剂可能会使试验材料

降解或不能有效浸提出试验材料中的残留物。
表A.1有助于选择适宜的医疗器械浸提溶剂。该表列出了常用的浸提溶剂和它们的辛醇-水分配

系数,logKow。一种溶剂的logKow负值越高,则与辛醇相比越容易溶解于水中。一种溶剂的logKow正

值越高,则与水相比越容易溶解于辛醇中。溶剂的选择宜进行论证。

表A.1 常用浸提溶剂

溶剂 logKow

二甲基甲酰胺 -1.01

甲醇 -0.74

乙醇 -0.30

丙酮/2-丙酮 -0.24

二氯甲烷a +1.25

氯仿a +1.97

正己烷a +3.90

  a 这些化学物可作为对照来说明安全性。

A.3.2 方法A

将试验样品溶解于或悬浮(或部分溶解)于溶剂中。如果供试品溶于水或盐水这类的水性溶剂中,
则体外哺乳动物试验系统中,试验样品制备液的终体积不宜超过试验系统相容溶液的10%。体外哺乳

动物遗传毒性试验的最大试验浓度是5mg/mL。在细菌回复突变试验中,每个琼脂平板宜使用100μL
试验样品制备液。细菌回复突变试验适用的最大浓度为5mg/板。

宜根据遗传毒性试验的内容选择试验剂量。有些情况下对剂量范围进行预试验可能有助于选择适

宜的剂量。如果预期是非毒性的,选择单次最大剂量水平也是合适的。各分析中的剂量评价指导应符

合ISO/TR10993-33:2015。
对于体内试验,通常可以一次注射给予的试验样品制备液的最大体积是,小鼠为20mL/kg体重,

大鼠为10mL/kg体重。对于非毒性试验样品制备液,最大剂量水平为2000mg/kg体重。对于毒性

试验样品制备液,宜在体内主研究之前进行一项剂量范围探索研究,以确定试验样品制备液的毒性并为

主研究设定剂量水平。
如适用,考虑到动物福利的原因,可利用急性毒性研究的数据。
使用者可参考ISO/TR10993-33:2015中的详细信息。
可使用参考文献[107]中提供的设定最高剂量溶液的原则。

A.3.3 方法B

A.3.3.1 总则

为了选择方法B或方法C,宜参见A.3.3.2试验样品制备和参见A.3.3.3浸提程序进行预试验。
如果预试验中获得的浸提物的百分比满足下列准则,则选择方法B:
a) 对于质量<0.5g的器械,如接触镜或人工晶状体,如果试验样品中可浸提物的百分比≥1%,

则宜使用方法B。
b) 对于质量≥0.5g的器械,如果试验样品中可浸提物的百分比≥0.5%,则应使用方法B。
如可浸提物不满足上述准则,宜使用方法C。
21
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A.3.3.2 试验样品制备

将试验样品浸入一种可从试验样品中浸提出残留物但不会溶解试验样品的可挥发的有机浸提介质

中。如果试验样品的外观或重量确认为有部分降解时,使用方法C。选择两种或以上的溶剂进行试验

以确定哪种溶剂可从试验样品中浸提出最高比例的浸提物质,参见A.3.3.3和A.3.3.4。常用的浸提溶

剂有甲醇和丙酮。将经浸提、蒸发的试验样品残留物溶解于或悬浮于某一与遗传毒性试验系统相容的

溶剂中。染色体畸变试验或小鼠淋巴瘤试验中培养液中有机或水性溶剂的最终体积不宜超过1%(有
机)和10%(水性)。在细菌回复突变试验中,每个琼脂平板中宜使用100μL的残留溶液或悬液。体外

染色体畸变试验或体外小鼠淋巴瘤试验中最大的试验浓度为5mg/mL。细菌回复突变试验中最大浓

度为5mg/板。
A.3.3.3中给出了样品的浸提过程,参见参考文献[86]。
对于体内试验,将经浸提和蒸发的试验样品残留物溶解于或悬浮于与试验系统相容的介质中。最

高剂量和给予途径的选择与方法A中相同。
可使用参考文献[107]中提供的设定最高剂量溶液的原则。

A.3.3.3 步骤

步骤如下:
———将适宜量的试验样品切成小块并将其放置于装有浸提介质的玻璃容器中。宜使用1g/10mL

的比例或足以浸没试验样品的浸提介质体积。若试验样品无法切割,则使用充足体积的浸提

介质来覆盖样品,优先使用1g/10mL的比例。
  注1:ISO10993-12中包含了吸水性材料的浸提。

———在室温和持续搅动条件下浸提该试验样品(24±2)h。
———浸提后,通过低吸附性和化学惰性的滤器来过滤浸提液去除该试验样品。
———将浸提液倒入一个已知恒重质量(m1)的梨形烧瓶中,用减压浓缩仪在≤30℃的条件下使浸

提溶液中浸提溶剂蒸发至干燥或至恒重。确定蒸发后烧瓶的质量(m2)。
———计算可浸提物的百分比。
———该残留物部分可用以核查与试验系统相容溶剂的溶解性/一致性。
———无论是浸提液还是试验给予溶液,都不可以对其加热,以避免残留物中发生化学改变或挥发

性化合物的损失。
  注2:也可考虑选择索式(Soxhlet)极限提取法。

———浸提后蒸发浸提液不适用于器械中可疑残留物为高挥发性的情况(如环氧乙烷、低分子量丙烯

酸单体)。
———按方法B进行样品制备时,如果两种浸提液均满足方法B的准则,则从试验样品得到的两种

浸提液宜单独使用。如只有一种浸提液满足方法B的准则,只能使用这一种浸提液进行遗传

毒性试验。另一种浸提液不能使用。
———在试验系统取得最大化试验浓度的基础上,用一种溶剂溶解或悬浮该可浸提残留物。该溶剂

能使用如方法B的预试验中获得该残留物来证实。24h内使用该溶液。

A.3.3.4 结果的表述

通过梨形烧瓶质量改变,用式(A.1)来计算梨形烧瓶中可浸提残留物的质量(WR)。

WR=m2-m1 …………………………(A.1)
  式中:

m1———梨形烧瓶的质量;

m2———可浸提液蒸发后梨形烧瓶的质量。
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按式(A.2)用可浸提残留物的质量比试验样品的质量乘以100计算可浸提物的百分比。

%e=
WR

m3
×100 …………………………(A.2)

  式中:
%e———可浸提物的百分比;
m3 ———浸提前试验样品的质量。
记录并报告每一溶剂中可浸提物的百分比。
该研究报告宜包含浸提溶剂的选择原则以及每种受试溶剂的残留物百分比。

A.3.4 方法C

A.3.4.1 总则

方法C与ISO10993-12中所述的模拟使用浸提法相似。
用与该试验系统相容的溶剂/介质对试验样品进行浸提。将试验样品制备液应用于该试验系统。

浸提液在24h内使用。

A.3.4.2 步骤

A.3.4.2.1 对于细菌回复突变试验,将试验样品切成小块,如可能,按ISO10993-12进行浸提。
A.3.4.2.2 对于体外哺乳动物细胞试验,将试验样品切成小片,如可能,按ISO10993-12进行浸提。
A.3.4.2.3 如使用不含血清的培养基作为极性溶剂浸提,则在浸提原液中加入血清后再将其接触细胞。
含血清的细胞培养液中的试验浸提液(作为非极性溶剂)被作为浸提原液试验。如果用盐水作为极性溶

剂浸提,宜使用含血清的细胞培养液将其稀释成至10%再接触细胞。如果用二甲基亚砜(DMSO)或乙

醇浸提液宜使用含血清的细胞培养基将其稀释成至1%。对于有细胞毒性的浸提液,选择适宜试验浸

提液剂量时宜考虑试验中可接受的细胞毒性限值。
  注:如果使用含或不含血清细胞培养基进行浸提时,(37±1)℃条件下浸提(48±2)h也是可以接受的。

A.3.4.2.4 对于体内试验,将试验样品切成小片,如可能,按本部分规定进行浸提。
A.3.4.2.5 按所使用的溶剂,将试验浸提液通过静脉(盐水)或腹腔(疏水性)注射给试验动物。小鼠注

射体积不宜超过20mL/kg体重,大鼠不宜超过10mL/kg体重。

A.4 特殊样品制备程序的附加指南

A.4.1 生物可降解聚合物

对于用生物可降解聚合物制造的器械,出于释放给患者的LMWC的总量的考虑,可使用改进后的

方法B来制备试验材料。用适合于溶解和再沉淀的溶剂过滤该溶液来去除沉淀物。报告过滤后滤纸

上的任何沉淀物。将滤过液中的溶剂蒸发(如,可使用旋转蒸发器)。记录所产生的残留物的量。
用与试验系统相容的溶剂/介质来溶解或悬浮残留物并应用于该试验系统。

A.4.2 无机材料:金属、合金和陶瓷中的摩擦碎片

在评定像髋关节假体这样的无机材料制成的器械的遗传毒性时,主要考虑从摩擦碎片和/或在临床

接触过程中因腐蚀而释放的金属离子以及它们的释放量的遗传毒性潜能。因为本部分中的试验被设计

成测试最终器械的浸提物(溶液中)的遗传毒性,而不是微粒的遗传毒性,因此还需要用其他方法来评定

摩擦碎片或微粒的遗传毒性潜能。

A.4.3 低分子量化学物(LMWC)

当试验样品由单个或多个LMWC组成时,可用它和一种与试验系统相容的介质的溶解液/悬浮液

来评价其遗传毒性风险。方法A适用。
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附 录 B
(资料性附录)
后续评价流程图

图B.1 后续评价流程图

51

GB/T16886.3—2019/ISO10993-3:2014

中国标准出版社授权北京万方数据股份有限公司在中国境内(不含港澳台地区)推广使用

安徽省图书馆



附 录 C
(资料性附录)
试验系统的说明

C.1 遗传毒性试验

遗传毒性试验的主要作用是采用试验细胞或生物体来研究生殖细胞和体细胞基因改变的风险。科

学数据通常支持体细胞内DNA损伤是引发癌症的关键事件的假说。因此,有些DNA损伤试验有助于

推断(受试物的)致癌活性的调查。
在经典的毒理学试验中,一项试验设计中可观察到多个相关参数或多个终点,但在遗传毒理学试验

中却难以做到。因遗传终点的多样性,通常不可能在单个试验系统中检测出多于一个的终点。
在试验导则中列出了大约15种不同的试验,从中选择最适合、满足特定要求的试验取决于诸多因

素,这些因素包括所需检测的遗传变化的试验类型或试验系统的代谢能力。
必须要强调的是,尽管在选择最佳试验组合方面曾做过一些尝试,但目前尚无为一特定目的选择最

佳试验组合的国际协议。值得注意的是,目前正在使用或发展中的其他一些致突变性试验尽管没有采

用OECD导则,但可能也还是有用的。宜关注药品ICH/S2B协议。
在经过各种修复过程的影响后,与DNA相互作用的化学物产生的损伤可导致基因水平上的遗传

变异(如基因或点突变、小缺失、有丝分裂重组或显微镜下可见的各种染色体改变),目前已有针对每种

变异类型的试验方法。
当然,现在的各短期试验还不能模拟致癌过程中的各个阶段,所以通常只用于测定起始阶段所发生的

事件,即诱发突变或诱裂性染色体损伤的能力。因此这些短期试验的主要价值在于在特定的接触条件下,
在以遗传毒性机理致癌为主或诱发癌症过程的初始阶段中识别致癌物质的能力。显而易见,用相对简单

的短期试验(尽管这些试验提供了有用的定量信息)去解释致癌活性的复杂致癌过程时,需持谨慎态度。
由于没有单个试验能以可接受的准确和重现性的水平检测出哺乳动物的诱变剂和致癌原,所以通

常科学的做法是采用一组试验。通过测定基因突变和染色体损伤的试验可得出某种物质的致突变性的

最初信息,因为研究这些终点需分别进行,所以需进行一组试验。
如可获得表明可沥滤物在特定器官位点的吸收、分布、代谢和排泄(ADME)的其他相关信息,宜考

虑体内遗传毒性试验。选择进行体内试验将受到可沥滤物累积位点的影响。很多情况下,啮齿类动物

血细胞染色体损伤的体内试验是合适的。有些情况下,位点特异性或遗传终点特异性试验是可以说明

的。多数情况下,这些试验没有国际认可的方案。对于大多数考虑需要进行遗传毒性试验的医疗器械

和/或材料,一组标准的体外试验足以得出该试验样品遗传毒性潜能的证据。

C.2 致癌试验

长期致癌性研究的目的是在试验动物寿命周期的主要阶段内,通过一适当途径接触不同剂量试验
物质,在接触期间或接触之后观察试验动物肿瘤病变的发展。按附录E的要求,这种试验需要有精心
策划并形成文件的实验设计、高质量的病理学和无偏倚的统计学分析。

C.3 生殖和发育毒性试验

生殖毒性试验包括生殖、生育力和胚胎-胎儿发育几个方面。男性和女性的生育能力可能受到影
响,其影响范围可从生殖能力轻微降低至不育。对发育的胚胎或胎儿的毒性作用会影响后代的健康。

致畸性是由于物质对胚胎和胎儿发育产生不良作用引起的。生殖毒性对人类健康有十分重要的影
响。试验技术的不断发展使包括生殖毒理学所有方面在内的组合试验的概念逐步形成。
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附 录 D
(资料性附录)

细胞转化试验系统

  啮齿类动物体内模型被用于化学对人类致癌性风险的实验性研究。然而,啮齿类致癌试验是昂贵

并且耗时的。已开发出一些基于动物试验方法的体外替代方法。这些方法中,能够模拟体内多阶段致

癌性的细胞转化试验已被推荐用于预测化学物质的致癌潜能。
与体内试验相比,体外细胞转化试验是快速、经济并能提供一种初筛致癌潜能的方法。细胞转化已

被定义为诱导有致癌特性的培养细胞产生特定的表型变异。通过和哺乳细胞的接触,致癌物可以诱导

细胞表型的改变。已经获得恶变细胞特性的转化后细胞有能力在易感动物中诱发肿瘤。体外转化细胞

表现出与肿瘤相关的形态变化。这种细胞形态学的转化包括了所培养的细胞在细胞行为和生长控制方

面发生的变化,比如细胞表型的改变,无序的克隆生长模式以及不依赖于贴壁生长。
叙利亚鼠胚胎(SHE)转化试验已被描述成对啮齿类致癌原最具预测性的短期试验。Schectman[34]

描述了随着时间的推移,啮齿类细胞转化试验方法学已变得使SHE细胞试验的结果比以前的方法更

具重复性。与遗传毒性试验相比,细胞转化试验还有一个特别的优点,那就是它还能检测出一些非遗传

毒性致癌原。但是,这种细胞转化试验技术操作难度大并且机理不完全明了。
还有,Balb/c3T3细胞或SHE细胞中的两阶段细胞转化试验好像无论对诱导细胞转化的化合物检

测,还是对肿瘤启动剂的检测都有应用前景。从点突变、染色体损伤、非整倍体和其他与细胞增殖相关

的作用可引起细胞转化形态学改变。但是,由于非遗传毒性致癌原的作用机理广泛,特别是有些作用是

组织特异性的,所以不太可能将这一试验和一项用于检测非整倍体剂的试验组合成能充分检测所有类

型的非遗传毒性致癌原。因此,为了增加体外检测非遗传毒性致癌原的范围,有必要开发一组包括非整

倍体剂的主要作用终点检测方法在内的试验。
参考文献[13]和参考文献[14]中给出了体外细胞转化试验指南和评审。
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附 录 E
(规范性附录)

植入研究用于致癌性研究的考虑

E.1 异物致癌性

因植入物导致的肿瘤已在大鼠试验中得到充分的认知,这一现象被称作“异物致癌性”或“固态致癌

性”,该现象概述如下。
肿瘤在植入物周围或附近的位置以一定的频率生长,通常受以下几个因素的影响:
———植入物的大小(大的植入物通常会比小的植入物产生更大的肉瘤);
———植入物的形状;
———植入物的光滑度(表面粗糙的植入物致癌性低于表面光滑的植入物);
———表面的连续性(植入物上的洞或孔越大,肿瘤的发生率越低);
———对某些材料而言,植入物的厚度(植入物越厚产生的肉瘤就越多);
———植入物在组织内的时间长度。
多半能产生肿瘤的小的膜状或片状材料,当其以粉末状、线状或多孔状材料植入时,几乎很少或无

肿瘤产生[37,38]。
植入后8个月~9个月开始检测到这种成瘤现象。这段潜伏期后,成瘤概率持续增加。
另一方面,许多报告指出:当使用相同的动物试验方案时,相似形状和大小的不同材料间肿瘤的发

生率不同。
IARC专题文章中给出了有关原理方面的概述[36,37,38]。

E.2 动物福利考虑

植入致癌性研究需要在大量试验动物和对照(假手术)的动物上进行侵入性外科手术。
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附 录 F
(资料性附录)

体外胚胎毒性试验

  在发育毒性研究领域,有许多动物试验的替代试验。30年来,已经开发出涵盖细胞、组织和器官培

养到整个胚胎培养的一整套体外试验。根据ECVAM工作组对生殖毒性的推荐[87],ECVAM发起和资

助了三种体外胚胎毒性试验的确认研究。其中两项试验是从妊娠的实验动物中获取胚胎组织,即在小

鼠微基质(MM)试验中使用获取的初始胚胎细胞,参见参考文献[88],或在大鼠的全胚胎培养(WEC)
试验中使用胚胎,参见参考文献[89],[90],[91],[92]。相反,在胚胎干细胞试验中,参见参考文献[92]
[93][94][95],则使用了永生化的小鼠胚胎干细胞(EST)。该确认研究的主要目的是评定这三种体外试验

在区分非胚胎毒性、弱胚胎毒性和强胚胎毒性化学物中的能力。这三种体外胚胎试验都证明了适用于检

测多种不同毒性潜能的化学物[96]。ECVAM 确认研究中特定阶段(definitivephase)的设盲试验中获得的

结果在实验室内和实验室间都为可重复的。根据管理团队在正式开展确认研究前所确定的性能准则(表
F.1),EST试验和 WEC试验(使用一种预测模型[Predictionmodel(PM)])的胚胎毒性潜能的体外数据和

体内数据间的一致性为良好(Good)。MM试验和另一个 WEC试验(使用另一种PM)的体外数据和体内

数据间的一致性为满意(sufficient),参见参考文献[96]。表F.2中给出了该确认研究中基于使用的14种

化学物体外分类和体内分类的对比汇总。ECVAM 确认性研究结果的总结报告和另外一份针对该确认研

究中三个体外胚胎毒性试验的试验化学物的选择和各试验的生物学统计性能的报告已经出版[96-100]。
ECVAM科学咨询委员会(ESAC)根据研究结果得出结论,该三种体外胚胎毒性试验已经充分确

认并可用于药物和其他化学物胚胎毒性潜能的评定[101]。另外,ESAC建议成立一个工作组,工作目标

是为这三个科学有效的试验方法用于生殖毒性试验时制定一个指南性文件。ECVAM和ZEBET(动物

试验的替代评价和文件化中心)因此成立了第二个胚胎毒性工作组,以进一步评价这三种体外胚胎毒性

试验的实际应用情况。该工作组的评价结果已经发表[102]。

表F.1 研究管理团队确定的评价试验性能的准则

准则 性能

偶发 33%

满意 ≥65%

良好 ≥75%

优秀 ≥85%

表F.2 分类结果的汇总(所有数据[88])

分类 EST MM
WEC

PM1 PM2

预测性(非胚胎毒性) 72% 57% 56% 70%

预测性(弱胚胎毒性) 70% 71% 75% 76%

预测性(强胚胎毒性) 100% 100% 79% 100%

精密度(非胚胎毒性) 70% 80% 70% 80%

精密度(弱胚胎毒性) 83% 60% 45% 65%

精密度(强胚胎毒性) 81% 69% 94% 100%

准确度 78% 70% 68% 80%
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