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    YY/To870的总标题是《医疗器械遗传毒性试验》，包括以下部分:

    — 第1部分:细菌回复突变试验;

    — 第2部分:体外哺乳动物细胞染色体畸变试验;

    — 第3部分:用小鼠淋巴瘤细胞进行的体外哺乳动物细胞基因突变试验;

    — 第4部分:哺乳动物骨髓红细胞微核试验;

    — 第5部分:哺乳动物骨髓染色体畸变试验。

    有关其他方面的遗传毒性试验将有其他部分的标准。

    本部分为YY/T 087。的第1部分。

    本部分按照GB/TI.1一2。。9给出的规则起草。

    YY/T 0870的本部分是参考OEcD471一1997《细菌回复突变试验》并结合医疗器械/材料自身特
点制定的。

    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。

    本部分由国家食品药品监督管理总局提出。

    本部分由全国医疗器械生物学评价标准化技术委员会(SAC/TC 248)归口。

    本部分主要起草单位:国家食品药品监督管理局济南医疗器械质量监督检验中心。

    本部分参加起草单位:国家食品药品监督管理局天津医疗器械质量监督检验中心、国家食品药品监

督管理局北京医疗器械质量监督检验中心。

    本部分主要起草人:曾冬明、黄经春、于兆琴、陶剑、汤菊莉。
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引 言

    GB/T16886.3中给出的检测潜在遗传毒性物质的试验方法均为经济合作与发展组织(OECD)《化

学品测试指南》中规定的方法，但这些方法是针对化学品的特性制定而成，同时未给出详细的试验步骤，

因此不适宜直接用于医疗器械/材料的检测。YY/T 087。参照OECD试验方法基本原则，并根据医疗

器械/材料的特性对试验方法进行了适当的修改，规定了详细的试验步骤，可作为GB/T16886.3中遗

传毒性试验的补充方法标准。

    YY/To87。的本部分参照OECDNo.471(1997)方法，有或无代谢活化系统的情况下，通过观察医

疗器械/材料诱导组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门氏菌株(h 15--)和色氨酸营养缺陷型大肠杆菌菌株的突

变情况，以评价其潜在的致突变性。

    点突变是许多人类遗传性疾病的原因。有确切的证据表明，体细胞的癌基因和肿瘤抑制基因的点

突变与人类和实验动物的肿瘤形成有关。许多试验菌株因具有多种特性，如回复位点的DNA序列、细

胞对大分子通透性的增加、DNA修复系统的缺失或DNA修复过程中错配的提高等，而使得它们对突

变的检测更为敏感。其中，细菌回复突变试验具有快捷、廉价并且相对容易操作等优点，可用来检测

DNA碱基对的替代、增加或缺失，为遗传毒性物质诱导的突变类型提供有用的信息。
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  医疗器械遗传毒性试验

第 1部分:细菌回复突变试验

范围

YY/TO870的本部分规定了医疗器械/材料细菌回复突变试验方法。

本部分推荐使用平板掺人法。

注:口腔材料的Ames试验见YY/T 0127.10。

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。

    GB/T 16886.1 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

    GB/T 16886.3 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

    GB/T16886.12 医疗器械生物学评价 第12部分:样品制备与参照样品

术语和定义

GB/T 16886.1、GB/T 16886.3和GB/T 16886.12界定的术语和定义适用于本文件。

主要设备

    生物安全柜、电热干燥箱、恒温培养箱、恒温水浴箱、恒温振荡水浴箱、压力蒸汽灭菌器、低温高速离

心机、低温冰箱(一80℃)或液氮罐、匀浆器、菌落计数仪和电子天平等。

5 活 化系统、培养基和试剂

试验用活化系统(59 和 59 混合液)、培养基和试剂按附录 A和附录 B的规定制备或购买市售产品。

6 菌株及 其鉴定和保存

6.1 菌株

本部分宜至少采用4株鼠伤寒沙门氏菌突变型菌株进行试验，推荐的菌株组合为:

a) 鼠伤寒沙门氏菌株TA1537或TA97或TA97a;

b) 鼠伤寒沙门氏菌株TA98;

c) 鼠伤寒沙门氏菌株TA10O;

d) 大肠杆菌WPZ uvrA，或WPZ uvrA(pKMlol)，或鼠伤寒沙门氏菌株TAloZ;

e) 鼠伤寒沙门氏菌株TA1535(可供选择)。
注:为了检测交联突变剂，所选菌株中最好包括 TA102 或增加一种 DNA易修复的大肠杆菌株(如 WPZ或WPZ

    (pKM101)。
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6.2 菌株特性

    菌株特性应与表1相符。突变型菌株的某些特性容易丢失或变异，在下列情况下，应进行菌株基因

型的鉴定并形成文件:

    a) 在收到培养菌株后;

    b) 当制备一套新的冷冻保存或冰冻千燥菌株时;

    c) 当每皿自发回变数不在正常范围时;

    d) 当对诱变剂丧失敏感性时;

    e) 使用主平板传代时;

    f) 投人使用前 。

菌株鉴定结果

基     因 型

菌株   脂多糖

屏障缺失“

  R因子

(抗氨节青

  霉素 )
抗四环，‘一修巍

自发回变

菌落数f

TA97

TA98

TA100

90~ 180

悬
斗

一
+

丁AIOZ ~320

TA1535 ~35

    TA1537

WPZ(pKMIOI 骥

+

-
+

-
+

-
+

’“十”表示霭

、“+”表示有
组钊
创带

·“+”表示具有月

““+”表示有四环

子，

瓦性

’“+’，表示无修复能力、
‘该数值为参考值，可在验 础 卜 室的规定数

6.3 菌株鉴定

6.3.1 增菌培 养

    在smL营养肉汤培养基中接种贮存菌培养物，于(37士2)℃条件下振荡(115r/min一125r/min)

培养loh一12h。

6.3.2 组氨酸缺 陷型的鉴定

63.2.1加热融化底层培养基两瓶(一瓶不加组氨酸，一瓶加组氨酸)，不加组氨酸者每100 mL底层

培养基中加。.5 mmol仆生物素0.6mL;加组氨酸者每100 mL底层培养基中加L-组氨酸lmL(每

100 mL中含。.404 39)和。.5 mmol仆生物素。.6 mL，冷却至50℃左右，各倒两个平皿。
    2
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6.3.2.2 接种:取有组氨酸和无组氨酸培养基平皿各一个，按菌株号顺序各取一白金耳菌液划线(直

线)接种在培养基表面，37℃培养48 ho

6.3.2.3 结果判定:受试菌株在有组氨酸培养基平皿表面各长出一条菌膜，无组氨酸培养基平皿上除

自发回复突变菌落外无菌膜，说明受试菌株确为组氨酸缺陷型。

6.3.3 月旨多糖屏障缺 陷的鉴定

6.3.3.1 接种:取菌液0.1 mL移人平皿，迅速将加热融化的营养肉汤琼脂培养基(冷却至50℃左右)

适量倒人平皿，混匀，平放凝固。将一片无菌滤纸片放人已凝固的培养基平皿中央，用移液器在滤纸片

上滴加。.1%结晶紫溶液10尸L，37℃培养24h，每个菌株做一个平皿。
6.3.3.2 结果判定:阳性者在纸片周围出现一个透明的抑制带，说明存在rfa(深粗型)突变。TA97、

TA98、TA100、TA1535、TA1537、TA102和WPZ(pKM101)均有抑制带，野生型鼠伤寒沙门氏菌和野

生型WPZ(pKM101)没有抑制带。

6.3.4 R因子的鉴定

6.3.4.1 加热融化营养肉汤琼脂培养基，冷却至50 ℃左右，适量倒人平皿中，平放凝固，用移液器吸

。.8%氨节青霉素10胖L，在凝固的培养基表面依中线涂成一条带，待氨节青霉素溶液干后，用接种环与
氨节青霉素带相交叉划线接种要鉴定的菌株，并且接种一个不具有R因子的菌株作氨节青霉素抗性的

对照(一个平皿可同时鉴定几个菌株)，37℃培养24ha

6.3.4.2 结果判定:菌株经过24h培养，在氨节青霉素带的周围依然生长不受抑制，即有抗氨节青霉

素效应 ，证 明带有 R因子 。

6.3.5 uvrB修复缺陷型的鉴定

6.3.5.1在营养肉汤琼脂培养基平皿表面用接种环划线接种需要的菌株。接种后的平皿一半用黑纸

覆盖，在距15W紫外线灭菌灯33 cm处照射85，37℃培养24h。
63.5.2 结果判定:对紫外线敏感的菌株仅在没有照射过的部分生长。

6.3.6 四环 素抗性的鉴定

6.3.6.1 用移液器各吸取5拌L一10“L 0.8%的四环素溶液和。.8%的氨苇青霉素溶液，在营养肉汤

琼脂培养基平皿表面依中线各涂成一条带，待四环素和氨节青霉素液干后，用接种环于四环素和氨节青

霉素带相交叉划线接种TA102和一种有R因子的菌株(作为四环素抗性的对照)，37 ℃培养24h。

6.3.6.2 结果判定:TA 102菌株生长不受抑制，对照菌株有一段生长抑制区，表明TA102菌株有抗四

环素效 应。

6.3.7 自发 回变菌落数的鉴定

6.3.7.1 每株菌准备底层培养基平皿 2个，同时融化顶层培养基 2管，每管ZmL，在 45 ℃水浴中

保温 。

6.3.7.2 在每管顶层培养基中，分别加人待鉴定的试验菌株的菌液0 1 mL，各2管，轻轻摇匀，迅速将

此试管的内容物倾人已固化的底层培养基平皿中，转动平皿，使顶层培养基均匀分布，平放固化，37 ℃

培养48h计数菌落数，计算平均自发回变菌落数。

6.3.7.3 结果判定:每一菌株的平均自发回变菌落数应落在表1所列正常范围内。

6.4 菌株保存

鉴定合格的菌种应加人冷冻保护剂(例如光谱级二甲基亚矾(DMSO)或甘油)，保存在深低温

                                                                                3
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(如一80℃)或液氮中，或者冰冻干燥制成干粉，4℃保存。除液氮条件外，保存期一般不超过2年。主

平板贮存在4℃，超过两月后丢弃，TA102主平板保存两周后应该丢弃。

7 试验前准备

7.1 器具灭菌

    与试验和对照样品接触的所有器具应采用可靠方法灭菌，置压力蒸汽灭菌器内121℃ 30min，或

置电热干燥箱内160℃Zh。

7.2 试验环境要求

试验应在生物安全柜中进行。

样品制备

    根据 GB/T16

怀疑试验样 品可有目

引京贝」制备试验液。可采用生理盐水和/或其他适

株产生抑制作用时，应进行预试验。

齐啊‘为浸提介质。如

全乡走

p试验洋， 提供

行、

反的

验 ，可考虑单

〔持性数据 。

化

验

注 1:150 109

注2:与经;

      剂量生

9 对照样品翻备

9.1 阴性对

同批号试骚样占

2 阳性对照

“撇
，《

浸提介

每一试验菌株 变剂和浓度见表2，适宜时也可采用其他已知诱变

表 2 推荐的诱变荆

试验菌株 59馄合

    +

诱变剂浓度

TA97
苯重氮磺

CAS No.140一56一7]
曰}1.。mg/mL，用无菌注射用水配制

TAgs
对二甲基氨基苯重氮磺酸钠(敌克松)

        [CAS No.140一56一7〕
1.0 mg/mL，用无菌注射用水配制

      2一氨基药

[CAS No.153一78一6〕
0.1 mg/mL，用 DMSO配制

TA100

对二甲基氨基苯重氮磺酸钠(敌克松)

        [CAS No，1盛。一56一7]
1.omg/mL，用无菌注射用水配制

TA102
  甲基磺酸甲醋

仁CAS No.66一27一3]
。.ling/mL，用无菌注射用水配制
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表 2(续)

如对试验菌株有抑制作用 ，应对试睑样

试验 菌株 59馄合物 阳性对照 诱变剂浓度

WPZ、WPZuvrA和

WPZuvrA(PKM101)

+       叠氮化钠

[CAS No.26625一22一8]
1.Omg/mL，用无菌注射用水配制

TA1535

+
      2一氨基荀

巨CAS No.153一75一6」
0.1 mg/mL，用 DMSO配制

1.omg/mL，用无菌注射用水配制

TA1537
+ 月声

矛产 月

品或浸提液进行梯度稀释，所选的剂量浓度范围宜包括细胞毒性从最大到小或无细胞毒性，一般至少包

括5个试验浓度梯度，并以小或无细胞毒性浓度按平板掺人法进行试验。

    注:细胞毒性表现为，回复突变的菌落数减少，背景菌苔减少等。

12 平板掺入法

12.1 融化顶层培养基分装于无菌小试管，每管2 mL，在45℃水浴中保温。

12.2 在保温的顶层培养基中依次加人每种试验菌株新鲜菌液。.1 mL，混匀;试验样品组分别加

。.lmL试验材料浸提液，活化组再加10%59混合液。.smL，无活化组加。.Zmol/L磷酸盐缓冲液
0.5 mL，每组3管，再混匀，迅速将每管溶液分别倾人底层培养基上，转动平皿使顶层培养基均匀分布
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在底层上，平放固化。

12.3 阴性对照组分别加人。.1 mL浸提介质，活化组再加 10%59混合液。5 mL，无活化组加人

。.Zmol/L的磷酸盐缓冲液。.smL。阳性对照组分别加表2列出的诱变剂。.lmL，活化组再加10%

59混合液0.5 mL，无活化组加0.2 mol/L磷酸盐缓冲液0 5 mL，其他步骤同12.2。

12.4 全部平皿倒置于37℃培养箱中培养48h一72h观察结果。

13 结果评价

13.1 计数并记录每一平皿的回变菌落数，并计算出3个平皿的平均值。

13.2 阴性对照组回变菌落数应在预期的范围内(见表1)，阳性对照组回变菌落数应至少为阴性对照

的3倍，否则对不在范围内的菌株应重新试验。

13.3 在背景生长良好条件下，试验样品组回变菌落数至少为阴性对照组回变菌落数的两倍或两倍以

上(即回变菌落数)ZX阴性对照数)即为阳性反应。如回变菌落数的增加与剂量相关并具有统计学意

义，或者至少在一个剂量水平出现可重复的并有统计学意义的阳性反应时，即可认为试验样品为阳性诱

变剂 。

14 试验报告

试验报告中应包含下列信息:

a) 试验样品名称、规格型号和批号;

b) 试验和对照样品制备方法及说明;

c) 试验用菌株名称及特性鉴定;

d) 试验条件和试验步骤;

e) 试验结果;

f) 结果评价;

9) 结论 。



YY/T0870.1一2013

      附 录 A

    (资料性附录)

59和59混合液制备

A.1 大鼠肝 59 液

A.1.1选健康雄性成年SD或Wistar大白鼠，体重 1509左右，约5一6周龄。将多氯联苯(Arodor

1254)溶于玉米油中，浓度为200 mg/mL，按500 mg/kg(体重)无菌操作一次腹腔注射。
    注:也可采用苯巴比要和压葵昔酮联‘翻户口.....知‘

A.1 .2 第6天用颈动脉放 动 物 0 mL

液进行肝门静脉灌注鸟
续冲洗数次·以便与娇
3 mL，连同烧杯租队 冰

分 沪初千脏完整取出·取{的，喊
粒 体酶 活性 的血红 蛋 白。每克

重后

，用灭菌剪刀剪碎肝脏，在玻璃匀浆器(

4℃的。.巧mol/L氯化钾溶

裂·‘“mol/L氯化钾溶液连
涌咬‘mol/L氯化钾溶液
‘401月‘r/min，往复 lmin~

组织 署钻归)。00r/min，1 min)中制成肝匀浆。以上操作需注意 部冷环境(4℃)

L清液为肝59液
成 留 经大 Omg，并经间接

后，用液氮或干

或
将
59

Zmin)，

A I.3

A‘14

致癌物(诱

冰速冻后崖嘿
定其生

低温保

A.2 591合 辅助 因

A.2.1

A.2.2

A.2.3

L氯，匕妇_

L蒙化钾

百
，篡 类黑翡

。4℃保存。

。4℃保存。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

g

g

一蓄
彝

磷酸

煞

knol

门

1

1

n

磷酸氢二

磷酸二氢 Na 60 mL

    调pH为7.润

A.2.4 辅酶一11(蛋

保存 (一20℃以下)

0‘·HZO)(13.89/500mL)

睦IPa 20 min灭菌或滤菌。4℃保存。

:准确称取辅酶一n，用无菌蒸馏水溶 叮成月同25 mol/L溶液，低温

A.2.5 葡萄糖一6一磷酸钠盆

保存(一20℃以下)。

:称取 菌蒸翻味溶解配制成。.05mol/L，低温

A.3 10% 59混合液

每10mL由以下成分组成:

磷酸盐缓冲液(0 .2 mol/L，pH 7.4)
氯化钾溶液(i65mol/L)

氯化镁溶液(0 .4 mol/L)

葡萄糖一6一磷酸盐溶液(0 .05 mol/L)

辅酶一11溶液(0.025 mol/L)

肝 59 液

临用时新鲜无 菌配制，混匀 ，置 冰浴中待用 。

6.0 mL

0。ZmL

0.2 mL

1.0 mL

1.6 mL

1.0 mL
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    附 录 B

  (资料性附录)

培养基和试荆制备

B.1 培养基与试荆

B.1.1 营养肉汤培养基

牛肉膏 1，59

胰陈(或混合蛋白膝) 5.09

氯化钠 2.59
蒸馏水 500 mL

加热溶解，调节pH为7.2，分装后0.103 MPa 20 min灭菌。4℃保存。

B.1.2 营养肉汤琼脂培养基

琼脂粉

营养肉汤培养基

加热融化后调节pH为7.2，0.103 MPa 20 min灭菌。

1.59

100 mL

B.1.3 底层培养基

B.1.3.1 磷酸盐贮备液

磷酸氢钠按(NaNH‘HpO;·4HZO) 17.59

柠檬酸(C6H。07·H:0) 10.09

磷酸氢二钾(K，HPO‘) 50.09

硫酸镁(MgSO;·7H:0) 1.09
加蒸馏水至100 mL，0.103 MPa 20 min灭菌。4℃保存。

注:待其他试剂完全溶解后再将硫酸镁缓慢放人其中继续溶解，否则易析出沉淀.

B.1.3.2 40%葡萄糖溶液

将40.09葡萄糖加蒸馏水至100 mL，0.055 MPa 20 min灭菌。4℃保存。

B.1.3.3 1.5%琼脂培养基

琼脂粉

加蒸馏水至

融化后0.103 MPa 20 min灭菌。

6.09

400 mL

B.1.3.4 底层培养基制备

无菌操作在灭菌琼脂培养基中(4。。mL)依次加人:

磷酸盐贮备液 smL

4。%葡萄糖溶液 20 mL

充分混匀，待冷却至80℃左右时注人培养皿，每皿仔90 mm)约25 mL，待培养基凝固后放人37℃



YY/T 0870.1一2013

恒温箱内，培养过夜以除去水分并检查有无污染。

B.1.4 顶层培养基

B 1.4.1 顶层琼脂

琼脂粉

氯化钠

加蒸馏水至

3.09

2.59

500 mL

B.1.4.2 0.smmol/L组氨酸一0.smmol/L生物素溶液(诱变试验用)

D--生物素(相对分子质量244)

L一组氨酸(相对分子质量155)

加蒸馏水至 250  mL。4℃保存 。

30.5 mg

19.5 mg

B.1.4.3 顶层培养基制备

    加热融化顶层琼脂，每100 mL顶层琼脂中加0.5 mmol/L组氨酸一生物素溶液10 mL。混匀，

分装在100 mL锥形瓶中，0.103 MPa 20 min灭菌。用时融化分装小试管，每管2 mL，在45 ℃水浴中

保温 。

B.1.5 特殊试剂和培养基

B.1.5.1 0.8%氨节青霉素溶液

称取氨节青霉素40 mg，用。.02 mol/l 氢氧化钠溶液稀释至smL。无菌配制，4℃保存。

B.1.5.2 0.1%结晶紫溶液

称取100 mg结晶紫，溶于100 mL无菌水。4℃保存。

B.1.53 L一组氨酸溶液和0.smmol/L仆生物素溶液(鉴定菌株用)

    称取L-组氨酸0.404 39和仆生物素12.2 mg，分别溶于100 mL蒸馏水。0.103 MPa 20 min灭

菌，4℃保存。

B 1.5.4 0.8%四环素溶液(用于四环素抗性试验和氨节青霉素一四环素平板):称取40 mg四环素，用
0.02 mol/L盆酸缓冲液稀释至 5 mL，保存 于 4℃冰箱 .

B.1.5.5 氨节青霉素平板和氨节青霉素一四环素平板

    每1 000 mL中由以下成分组成:
    底层培养基 910 mL

    磷酸盐贮备液 20mL

    40%葡萄糖溶液 50 mL

    组氨酸水溶液(0.404 39八 oomL) 10 mL

    0.5 mmol/L介生物素溶液 6 mL

    。.8%氨节青霉素溶液 3 15 mL
    0.8%四环素溶液 。.25 mL

    以上成分均分别灭菌或无菌制备，冷却至大约50℃，无菌条件下加人氨节青霉素溶液和/或四环素

溶 液。
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B.1.5.6 组氨酸一生物素平板

每1 000 mL中由以下成分组成:

底层培养基

磷酸盐贮备液

40%葡萄糖溶液

组氨酸水溶液(040439/ioomL)
0.5 mmol/L仆生物素溶液

以上成分均分别灭菌或无菌制备。

914 mL

20 mL

50 mL

10 mL

6 mL

B.1.5.7 二甲基亚砚(DMSO)

光谱纯，0.103 MPa 20 min灭菌.
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