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． 上̂_—_|一

刖    置

    《口腔医疗器械生物学评价》系列标准中的第1单元，YY／T 0268—2008((牙科学  口腔医疗器械生

物学评价第1单元：评价与试验》是口腔医疗器械生物学评价与试验项目的选择，为指南性标准。

    YY／T 0127((口腔材料生物学评价第2单元试验方法》分为以下几部分：

    ——YY／T 0127．1—1993  口腔材料生物试验方法  溶血试验；
    ——YY／T 0127．2一×x××  口腔医疗器械生物学评价  第2单元：试验方法  急性全身毒性

    试验：静脉途径；

    ——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 0127．10一2009  口腔医疗器械生物学评价第2单元：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—2008牙科学  口腔医疗器械生物学评价  第2单元：试验方法  微核
    试验；

    ——YY／T 0127．13—2009  口腔医疗器械生物学评价  第2单元：试验方法  口腔黏膜刺激
    试验；

    ——YY／T 0127．14—2009  口腔医疗器械生物学评价  第2单元：试验方法  急性经口全身毒性
    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10部分。

    本部分代替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)》。
    本部分与YY／T 0127．10一2001相比，主要变化如下：

    ——标准名称改为：《口腔医疗器械生物学评价第2单元：试验方法  鼠伤寒沙门氏杆菌回复突
    变试验(Ames试验)》；

    ——规范性引用文件做了相应修改；



——浸提液剂量由200 mg／mL改为最高剂量；

——受 试样品由五个剂量改为至少三个剂量。分为最高剂量组、1／2最高剂量组和1／4最高剂

    量组；

——增加对固化类材料样品制备要求：“对于固化类材料，考虑固化状态材料的诱变性时，建议采用

    固化24 h±2 h的试样进行试验。即试样固化后放于室温下，密封保存24 h士2 h。也可根据

    其使用特点选择何时进行试验，但在报告中应予以注明”；

——由于多氯联苯在国内、国外已经不再使用，因此将“多氯联苯”改为“苯巴比妥与3一甲基胆蒽或

    与B一苯丙黄酮”作为诱导剂。

本部分的附录A为规范性附录。

本部分由国家食品药品监督管理局提出。

本部分由全国口腔材料和器械设备标准化技术委员会归口。

本部分由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负责起草。

本部分主要起草人：林红、李盛林、付嘉、王衣祥、郝鹏。

本部分于2001年首次发布。于2009年第一次修订。

本部分所代替标准的历次版本发布情况为：

——YY 0127．10一2001．



  口腔医疗器械生物学评价
    第2单元：试验方法
鼠伤寒沙门氏杆菌回复突变试验
    (Arues试验)

1  范围

    YY／T 0127的本部分规定了口腔医疗器械鼠伤寒沙门氏杆菌回复突变试验方法。

    本试验用于测定可引起沙门氏杆菌基因置换和／或移码突变的口腔材料所诱发的依赖于组氨酸

(his一)的菌株产生不依赖于组氨酸(his+)的基因突变。为检测口腔医疗器械的诱变性试验之一。

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 7919—1987化妆品安全性评价程序和方法

    GB 15193．4~2003  鼠伤寒沙门氏菌／哺乳动物微粒体酶试验

    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仪器

3．1实验室常用设备。
3．2洁净工作台，恒温培养箱，恒温水浴，低温高速离心机，低温冰箱(一80℃)或液氮罐等。

4培养基和试剂的制备

    培养基和试剂的制备见附录A。

5菌株准备、鉴定和贮藏

5．1  菌株
    采用组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌共四株——TA97、TA98、TAl00、TAl02。

5．2菌株贮存

    菌株贮存在加有二甲基亚砜的(光谱纯)新鲜细菌培养液中，其体积比为o．09：1，混合后分装于小
试管或菌种管内，经干冰丙酮液(一75℃)或液氮(一196℃)速冻，在一80℃冰箱或一196℃液氮中长期

贮存。
5．3增菌培养
    从冷冻贮存菌株管中刮取细菌置5 mL营养肉汤培养基中，经37℃振荡(100次／min)培养10 h～

12 h，活菌数应达10。／mL(OD600~0．4)。细菌培养液从37℃取出后，应立即放入4℃中备用。试验需

用当天孵育好的新鲜细菌。



5．4菌株鉴定

5．4．1  组氨酸需求(his-)试验

    凡组氨酸营养缺陷型试验菌株只能在补充组氨酸的培养基上生长，而在缺乏组氨酸的培养基上不
能生长。

    鉴定方法：在底层培养基平皿表面加入O．5 m mol／L L-组氨酸O．1 mL和0．5 m mol／L I)_生物素

0．1 mL。用L棒铺开。对照平皿只加生物素不加组氨酸。用白金耳浸细菌培养液，在对照平皿和含有
组氨酸／生物素的平皿表面分别平行划线。四株细菌可划在同一个平皿上，经37℃孵育24 h后，观察

细菌生长情况。试验菌株在含组氨酸平皿上生长，在对照平皿上不应生长。
5．4．2脂多糖屏障缺陷鉴定(rfa突变)

    粗糙型突变的微生物，其细胞表面一层脂多糖屏障已经破坏，因此一些大分子物质能穿过菌膜进入
菌体内而抑制其生长。野生型菌株或含gal缺失的菌株则不受影响。

    鉴定方法：分别将每种细菌培养液0．1 mL加到45℃2 mL顶层培养基试管内，混匀后倾倒于营养

琼脂培养基平皿表面，使其均匀分布。待固化后，取直径为6 mm无菌滤纸圆片浸1 mg／mL结晶紫溶
液10 pL，放到平皿中央。经37℃孵育24 h后，围绕圆纸片出现透明的抑菌环(直径大约14 mm)，说明

此菌存在深粗型(rfa)突变。TA97、TA98、TAl00、TAl02均有抑菌环。野生型鼠伤寒杆菌无抑菌环。
5．4．3对紫外线敏感性鉴定(uvrB修复缺陷型的鉴定)

    具有uvrB修复缺陷型的试验菌株，在紫外线照射后仍能照常生长，借此证明uvrB突变的存在。

    鉴定方法：用白金耳浸细菌培养液，在营养琼脂培养基平皿表面平行划线，四株细菌可划在同一平

皿上。用黑纸覆盖平皿一半，在距离33 cm处用15 w紫外线杀菌灯照射平皿8 s，经37℃孵育24 h后
观察结果。对紫外线敏感的菌株(TA97、TA98、TAl00)只在未照射过的一半平皿上生长。而具有

uvrB修复缺陷型的菌株(TAl02)在紫外线照射(未盖黑纸的另一半平皿)后仍能生长。
5．4．4抗氨苄青霉素(PKM|01)试验(菌株R因子丢失鉴定)

    含R因子的试验菌株对氨苄青霉素具有抗性。R因子不稳定容易丢失，从而使试验菌株丧失R因

子的特性，故需鉴定R因子是否存在。
    鉴定方法1：用白金耳浸细菌培养液，在含氨苄青霉素平皿表面平行划线，四株细菌可划在同一平

皿上。还应选用一个无抗性因子的菌株，以测定氨苄青霉素的效应。经37℃孵育24 h后，无抗性因子
菌株不应生长。

    鉴定方法2：用白金耳浸细菌培养液，在营养琼脂培养基平皿表面平行划线，四株细菌可划在同一

平皿上。将沾有氨苄青霉素溶液的滤纸条与划线交叉放置，37℃孵育24 h。如滤纸条周围细菌生长正
常，说明试验菌株具有R因子。

5．4．5四环素(PAQI)抗性的鉴定

    鉴定方法1：用白金耳浸细菌培养液，在含氨苄青霉素／四环素平皿表面平行划线，四株细菌可划在
同一平mtAc。经37℃孵育24 h后，对四环素有抗性的TAl02菌株能生长，对四环素无抗性的菌株不
生长。

    鉴定方法2：用白金耳浸细菌培养液，在营养琼脂培养基平皿表面平行划线，四株细菌可划在同一

平皿上。待干后，吸取四环素(8 mg／mL)溶液与菌株划线处交叉划线，37℃孵育24 h。对四环素有抗
性的TAl02菌株能生长，其他菌株不生长。
5．4．6  自发回变数(his+)的测定

    在小试管中加入融化的顶层培养基2 mL，分别加入待测菌株的菌液0．1 mL，迅速在高速液体混合

器上混匀，倾倒在已固化的底层培养基平皿上，使其均匀分布。待固化后，经37℃孵育48 h，计数全部
菌落数。一个菌株应做2～3个平皿，以便计算平均菌落数。必要时可重复试验，以保证回变菌落数值

在一个恒定的范围。各试验菌株的自发回变数分别为：TA97(97～180)；TA98(15～60)；TAl00(75～
200)；TAl02(240～360)。加过S-9的菌株，自发回变数稍有增加。



5．4。7对阳性突变剂的敏感性鉴定
    使用已知阳性对照剂，检查试验菌株的敏感性是否降低，其方法同7。

6代谢活化剂[大鼠肝微粒体酶(S-9)]的诱导和制备

6．1  大鼠肝微粒体酶(S-9)的诱导

    选用体重150 g～200 g的健康雄性S-D大白鼠或体重110 g～150 g的Wistar大鼠。将苯巴比妥

与3一甲基胆蒽或与f}-萘黄酮溶于玉米油中。可用下述三种方法之一进行诱导：
    a)苯巴比妥作诱导剂时，大鼠的剂量为80 mg／kg；小鼠的剂量为160 mg／kg。ip，QD，连续5 d。
    末次注射后24 h处死。处死前不必禁食。
    b)  3一甲基胆蒽：大鼠为20 mg／kg；小鼠为40 mg／kg，ip，QD，连续3 d最后一次注射后24 h处死。
    处死前不必禁食。

    c)联合诱导：经口或腹腔注射80 mg／kg苯巴比妥钠和80 mg／kg p萘黄酮，连续3 d。处死前16 h
    停止饮食，但可自由饮水。
6．2切取肝脏

    处死的大鼠经过无菌处理，打开腹腔，用20 mL O．15 mol／L氯化钾溶液(4℃)进行肝门静脉灌注
后，小心分离并将肝脏完整取出，整个过程应在无菌室中进行。离体以后的肝脏始终保持4℃以下无菌
操作。
6．3 S-9的制备

    制备S-9的一切器皿均应消毒，全部操作在冰水浴中进行。
    肝脏称重后，在O．15 mol／L氯化钾溶液中洗涤数遍。每克重肝脏加O．15 tool／L氯化钾溶液3 mL。
用剪刀剪碎肝脏，放人组织匀浆机中，以4 000 r／min匀浆2 rain。将匀浆液放入低温O℃～4℃高速离

心机上，以9 000 g离心10 min，其上层液即S-9。
6．4 S-9贮存
    吸取2 mL上层液分装于小试管或安瓿中。在密封的条件下，用干冰丙酮液速冻后，贮存于一80℃

冰箱或液氮容器中。保存期不超过1 a。
6．5 S-9鉴定
    S-9制备后，应进行下列测定：
    a)无菌检查；

    b)蛋白含量测定(Lowry法)；每毫升蛋白含量应不超过40 mg；
    c)细胞色素P-450测定。
    S-9活力以标准致癌物进行测定。
6．6 S-9的剂量选择

    首先使用标准浓度的S-9混合液，测定其对已知阳性致癌物的生物活性，确定最适用量。如果是阴
性结果，还应使用高浓度的S-9混合液重新试验。

6．7 S-9混合液制备：见附录A中的第A．8章。

7受试样品的制备和剂量选择

7．1试样制备可选用生理盐水、二甲基亚砜(DMSO)或其他溶剂(毒性剂量以下)，无论选用何种溶剂，

均应无诱变性。将材料制备成溶液、混悬液或浸提液。
    浸提液制备按GB／T 16886．12规定的方法进行。对于固化类材料，考虑材料在固化状态的诱变性
时，建议采用固化后24 h±2 h的试样进行试验。即试样制备后放于室温下，密封保存24 h±2 h。也可
根据其使用特点选择何时进行试验，但在报告中应予以注明。
7．2受试样品剂量选择预试验用菌株TAl00进行预试验(操作程序应与正式试验一致)，以了解受
试样品对细菌的毒性。



    决定受试样品的最高剂量的标准是细胞毒性和溶解度。细胞毒性表现是：平皿中回复突变菌落数

减少，背景菌苔变清晰，40倍显微镜下背景菌苔稀疏，体积增大等。毒性大的受试样品，选择有轻微毒
性的剂量作为试验的最高剂量。毒性小、溶解度高的受试样品，最高剂量溶液50 mg／mL，混悬液

100 mg／mL。对于无法制备成溶液或混悬液的材料，制备成浸提液。最高剂量浸提液浓度不低

哥400 mg|mL，

7．3受试样品正式试验剂量分组每种受试样品至少设三个剂量组。分为最高剂量组、1／2最高剂量

组和1／4最高剂量组。

8诱变试验方法

    一次试验最少设三个受试样品剂量组(见7．3)及阴性(溶媒)对照组和阳性对照组，代谢活化和非

代谢活化两种测试过程应同时进行。试验结果在有背景菌苔存在情况下，计算每个平皿的回变菌落数，
并需重复试验1～2次。

8．1  预培养法

    分别取O．1 mL受试样品液、O．5 mL S-9混合液(需代谢活化时加。不需代谢活化时加O．5 mL不
含S-9的磷酸缓冲液)，0．1 mL细菌培养液。将三者移人无菌小试管内混合，在37℃振荡培养20 rain，

再加入2 mL顶层培养基，混匀后倾倒在底层培养基平llltJ：，使之均匀分布。待固化后，将平皿翻转，经
37℃孵育48 h观察结果。

8．2平板掺入法

    将含O．5 m mol／L组氨酸生物素的顶层培养基2 mL分装于小试管中，45℃恒温水浴中保温，每管

再依次加入O．1 mL受试样品液、O．1 mL细菌培养液和O．5 mL S-9混合液(需代谢活化时加。不需代
谢活化时加O．5 mL不含S-9的磷酸缓冲液)，混匀后倾倒在底层培养基平皿上并使之均匀分布。待固

化后，将平皿翻转，经37℃孵育48 h观察结果。

9  结果评定

    记录试验组和对照组的每一平皿的回变菌落数，每个试验组的回变菌落数以平均值和标准差(z±

SD)表示。

    受试样品的回变菌落数高于阴性对照回变菌落数的二倍以上，并有剂量一效应关系或某一个或某几
个剂量点的可重复性，并有统计学意义的阳性反应，则判为诱变阳性。



    附  录A
  (规范性附录)

培养基和试剂的制备

A．1顶层培养剂

    琼脂    1．2 g

    氯化钠    1．0 g
    蒸馏水    200 mL

    加热溶化后，加入0．5 ITI t001／L组氨酸一生物素溶液20 mL。121"C 104 kPa 20 min高压灭菌。

A．2底层培养基

    琼脂    7．5 g
    蒸馏水465 mL

    121~C 104 kPa 20 min高压消毒后，趁热(80℃)在其内依次加入50X(V-B)培养基E 10 mL和
40％葡萄糖溶液25 mL，混匀，按每]I]1 30 mL倒平皿，冷凝固化后倒置于37~C培养箱中24 h～48 h。

A．3 Vogel-Bonner(V-B)培养基E(50X)

  硫酸镁(MgS04·7H：O)    1．0 g

  枸橼酸(C6H。O，·H：O)    10 g

  磷酸氢二钾(K2HP04)    50 g
  磷酸氢铵钠(NaNH。HP04·4H。O)  17．5 g

  加蒸馏水至100 mL

  先将后三种溶解后，再加入硫酸镁，待完全溶解后，分装于锥形瓶里，121~C 104 kPa 20 min高压
消毒。

A．4 40％葡萄糖溶液

    称取40 g葡萄糖，加入蒸馏水至100 mL，115~C 69 kPa 20 min高压消毒。4"C保存。

A．5营养肉汤培养基

    牛肉膏    2．5 g
    胰胨(或混合蛋白胨)    5．0 g

    氯化钠    2．5 g

    磷酸氢二钾    1．0 g
    蒸馏水    500 mL

    加热溶解，调pH至7．4，121~C 104 kPa 20 min高压消毒。4"C保存。

A．6营养肉汤琼脂培养基

    琼脂粉    10 g
    肉汤培养基  500 mL

    加热溶化或，调PH至7．4，121~C 104 kPa 20 min高压消毒后，倒斜面或平皿。用于菌株鉴定、细
菌活力鉴定或常规试验用菌株保存。



A．7 0．5 m mol／L组氨酸一生物素溶液

    【)-生物素(相对分子质量244．3)    30．9 mg
    L一组氨酸盐(相对分子质量191．7)    24．O mg
    加蒸馏水至    250 mL

    121℃104 kPa 20 min高压消毒。4℃保存。

A．8 S一9混合液配制

    按每毫升孓9混合液计算，见表A．1。
    表A．1 S-9混合液配制

    成  分     标准浓度     高浓度

  大鼠肝S-9     40“L     100 uL

  O．4 mol／L MgCl2+1.65 mol／L KCl盐溶液     20|上L     20址L

  O．2 mol／L 6一磷酸葡萄糖     25|上L     25"L

  O．2 mol／L辅酶Ⅱ     20址L     20ⅡL

  O．2 mol／L磷酸盐缓冲液(PH7.4)     500“L     500 l上L

无菌蒸馏水     395“L     335 uL

    注：上述各成分按比例混匀，置冰浴中待用。

A．9  Mgcl2一Kcl盐溶液(1．65 mol／L KCl+0．4 mol／L MgCl2)

    氯化钾(KCl)    61．5 g
    氯化镁(MgClz·6H。0)    40．7 g
    蒸馏水加至    500 mL

    121℃104 kPa 20 min高压消毒。

A．10  O．2 mol／L辅酶Ⅱ(NADP)溶液

    NADP(相对分子质量765．4)    459．24 mg
    蒸馏水(无菌)    3 mL

    无菌条件下配制，分装于EP管中，一20℃保存。

A．11  0．2 mol／L 6一磷酸葡萄糖(G一6-P)溶液

    G一6一P钠盐(相对分子质量304．1)    182．46 mg
    蒸馏水(无菌)    3 mL

    无菌条件下配制，分装于EP管中，一20℃保存。

A．12  0．2 mol／L磷酸盐缓冲液(pH7．4)

    磷酸二氢钠(NaH2P04·2H。O)(31．2 g／L)    120 mL
    磷酸氢二钠(Na2 HP04·12H20)(71．6 g／L)  880 mL
    121℃104 kPa 20 min高压消毒。4℃保存。

A．13 0．15 mol／L氯化钾溶液

    精确称取氯化钾11．18 g，用蒸馏水稀释至1 000 mL，121℃104 kPa 30 min高压消毒，冷却后冰箱



保存，用于S-9制备。

A．14氨苄青霉素溶液(8 mg／mL)

    称取三羟氨青霉素80 mg，加入0．02 mol／L氢氧化钠溶液10 mL。无菌配制，4℃保存。

A．15 0．1％结晶紫溶液

    称取结晶紫10 mg，加10 mL无菌水，4℃保存。

A．16  四环素溶液(8 mg／mL)

    称取四环素40 mg，加入0．02 tool／L盐酸溶液5 mL，用于四环素抗性试验。无菌配制，4℃保存。
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