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YY/T 0870乃一2013

月IJ 吕

    YY/T 087。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3部分。

    本部分按照GB/ T 1.1一2009给出的规则起草。

    YY/To87。的本部分是参考OECDNo.476(1997)《体外哺乳动物细胞基因突变试验》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(S AC/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北京医疗器械质量监督检验中心、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。

    本部分主要起草人:曾冬明、刘成虎、王听、王蕊、袁博。
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引 言

    GB/T 16886.3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/T 16886.3中遗

传毒性试验的补充方法标准。

    YY/To87。的本部分参照OECDNo.476(1997)方法，是在有或无代谢活化系统的情况下，通过医

疗器械/材料诱导小鼠淋巴瘤细胞(L5178Y TK+/一3.7.ZC)基因正向突变情况，来评价试验样品潜在

的致突变性。

    YY/T 087。的本部分中根据在培养基中的生长能力和自发突变率是否稳定选择细胞。体外进行

的试验通常都需要用外源性代谢活化系统。但外源性代谢活化系统并不能完全模拟哺乳动物体内的代
谢条件。pH和渗透压的改变或受试样品的细胞毒性较高等可导致假阳性结果，从而使试验结果无法

反应体内基因突变的真实情况。
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        医疗器械遗传毒性试验

    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

范围

    YY/TO870的本部分规定了使用小鼠淋巴瘤细胞株(L5178YTK+/一3.7.ZC)进行医疗器械/材

料体外哺乳动物细胞基因突变试验的方法。

    本部分推荐的试验方法为微孔板法。

    注:口腔材料的体外哺乳动物细胞基因突变试验不包括在本部分范围内。

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。

    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/T 16886.5 医疗器械生物学评价 第5部分:体外细胞毒性试验

    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

术语和定义

GB/T 16886.1、GB/T 16886.3和GB/T 16886.12界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

正向突变 forward mutation

为从原型(野生型)转变至突变型的基因突变，可引起酶活性和编码蛋白的改变和丢失。

3之

突变频率 mutant frequency

为所观察到的突变细胞数与存活细胞数之比值。

3.3

相对存活率 relative survival;RS

处理结束后，接种的处理细胞形成集落的效力，通常以与对照组细胞数的存活率比值表示。

4 主要设备

    超净工作台、CO:培养箱、恒温水浴箱、恒温振荡水浴箱、倒置显微镜、光学显微镜、压力蒸汽灭菌

器等 。

5 活化系统 、培养基和试剂

试验用活化系统(59 和59混合液)参见附录A，培养基和试剂参见附录B的规定制备或购买市售

                                                                                1
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商品。

细胞株

6.1 细胞株

    推荐使用小鼠淋巴瘤细胞株(L 5178Y TK+/一3.7.ZC)。经过传代培养后，细胞呈对数生长状态，

但细胞持续培养最多不超过3个月。鉴于细胞性状稳定性要求，试验细胞株最好新取自冻存细胞。细

胞在35℃~38℃振荡培养，增殖周期为10h左右。

6之  细胞 自发突变清除

6.2.1 应适时检查冻存

35xlo一‘一i4oxlo一。忌
变 频 率 。一 般 地 ， 胞七月屯平均自发突变频率在

6.2.2 将对数生长

CO:培养箱(含体甭

胞
产扣日胞突变频率偏高时，按“·“·2一“·2·4、
成2X10s个/mL，加人100倍的THMG液，

发

量

细胞进行清除。

比体积的1%。置
%CO:，下同)培养24h。

意

浓度调 整为

子过度培养-
‘10刁个 /mL

烤

倍

尸

00

声以
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干胞以 200
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别
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6.2.
拟
62
巧
6.3 支原体泪染

    宜在制备

期 中无支原体

夏存

1污

胞液之前

了青嫉
翼薰 以保

支原休

6.4 核型稳定怪检涣

在翻胞培 养周

  宜通过检测哟
胞之前进行，以保证

胞液前进行。

染 数目来判断核型稳定性，通常在细胞生长周期过程

乙养周期中没有发生核型的变化。核型分析，包括月

准阿丢弃过期的细
带在制备冻存细

7 试 验前准备

7.1器具灭菌 we

    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

    试验应在无菌操作台或超净工作台中进行。

样 品制备

    宜根据GB/T 1688612的原则制备试验液。可采用生理盐水和/或其他适宜溶剂作为浸提介质。

浸提介质不应与试验样品发生化学反应，且应对细胞的存活和59 的活性无影响。如怀疑试验样品可能

对本试验细胞株产生毒性作用时，应根据细胞毒性预试验的相对存活率来确定适宜的试验液浓度。
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注 1:150 10993.3正在修订，当新的样品制备方法在未来标准中得到确认后即可采用.

注2:若根据细胞毒性预试验的相对存活率进行剂量设计，一般在相对存活率为阴性对照组的 10写一20%范围内

      确定最大细胞毒性浓度，对试验样品或浸提液进行梯度稀释至最小或无细胞毒性，在相对存活率为阴性对照

      组的20%一80%范围内设至少四个剂量组。

注3:与经典的化学物全身毒性试验不同，医用材料一般得不到LI)5。的剂量值。若采用浸提液进行试验，可考虑单

      剂量组试验(即试验样品原液或 100肠的浸提原液)，但宜对试验所采用的剂量范围提供相应的支持性数据。

注4:高浓度的DMSO具有细胞毒性作用。因此，如采用 DMSO为浸提介质，使用时浓度应不大于 1.。写(体积分

      数)。

9 对照样 品制 备

9.1 阴性对照

同批 号试验材翻搜提加贫 ，不加试验材料同条件制备 。

乐2 阳性对照

    推荐 无

10拌9/mL;

2.:。9/m日

化 刹瞬充

活 统 采 hra

配制，浓度为

遭BA)，浓 度 为

用其他

10 试验1骤

10.1 预讨 J怀疑试验

10.1.1 接触处

  取生长嘴脚
验或对照样品V
试验或对照样品、
4h，振 荡 频 率 为 70

胞 ，1 细

mmol/L氯化钾溶液1 mL混合;有活化系统组取10

城合液1 mL。将上述各种混合液置于50 mL侧 离 ‘

      与 gmL试

      加入gmL

中37℃振荡培养

mll】，吸Or/min。

10.1.2 0天的平板接利嘴 睡 (P

将10.1.1混合液以2009 加，去除上清 液 ，用无 M工工640培 养基洗涤细胞 两次 ，用

RPMI 164。培养基梯度稀释至细胞数量为名，尸尸附七孚赓种96孔板，每孔加。.2 mL(即每孔平均细胞接

种数为1.6个)。每种剂量接种两块平板。将平板放置于CO:培养箱37 ℃培养nd一14d。

10.1.3 集落计 数

目视或在显微镜及其他适宜用具下观察计数各平板无集落生长的孔数

10.1.4 数据处理

按式(1)、式(2)计算PE。及RSO

10.2 主 试验

10.2.1 接触处理

同10.1.1。
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注:若未加 59组在接触 4h后结果为阴性，宜延长至24h。

10.2卫  表达

    将上述各种棍合液以2。。9离心5 min，去除上清液，用无血清RPMI 1640培养基洗涤细胞两次。

重新悬浮于RPMI 1640培养基中，调整细胞浓度为3XIO5个/mL，37℃培养Zd。于24h时检查细胞

浓度并调整为3x10，个/mL。

10.2.3 平板制备

10.2.3.1 PE。平板:取10.2.1接触处理后离心重悬的细胞悬液，梯度稀释至细胞数量为8个/mL，接种

96孔板，每孔加0.2 mL(即每孔平均细胞接种数为1.6个)。每种剂量接种两块平板。

1。么3.2 第2天的平板接种效率 (PEZ)平板:第2天表达培养结束后，取适量细胞悬液，按10.2.3.1所

述方法接种96孔板，每种剂量接种两块平板。

102.3.3 TFT拮抗平板:第2夭表达培养结束后，取适量细胞悬液，调整细胞浓度为lxl。‘个/mL，加

人TFT(三氟胸营，终浓度为3拜9/mL)，混匀，接种96孔板，每孔加0.2 mL(即每孔平均细胞接种数为

2 000个)。每种剂量接种两块平板。将全部平板放置于CO:培养箱37 ℃培养nd~14d。

10.2.4 集落计数

    目视或在显微镜及其他适宜用具下观察计数各平板无集落生长的孔数。若试验组结果为阳性，宜

至少记录最高浓度阳性组以及阴性对照和阳性对照的集落大小。若试验组结果为阴性，宜记录阴性对

照和阳性对照的集落大小。突变集落按大集落(LC:直径)1/4孔径，呈薄层分布，密度低)和小集落

(sC:直径<1/4孔径，呈块状，密度高)分别计数，极小集落可再继续培养3d后计数。

11 数据处理

11.1 平板效率(PE。和PE，)

按式(1)分别计算PE。和PE，。

尸E 丝蜂黔翌“‘。。%
式中 :

PE — 平板效率，PE。或PE，;

EW — 无集落生长的孔数;

TW — 平板总孔数;

1.6 — 每孔接种细胞数。

11.2 相对存活率

(1)

按式(2)计算相对存活率。

Rs一念XI。。% (2)

式 中:

RS — 相对存活率;

尸E。。— 试验样品组尸E。平板效率;

PE。、— 阴性对照组尸E。平板效率。
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11.3 TI，1抗性突变频率(Mr)

    按式(3)分别计算大集落突变频率(LMF)、小集落突变频率(SMF)和总突变频率(T-MF)。

人了F
[一In(EW/TW习/N

PE:
(3)

式 中:

MF— TFT抗性突变频率，xl。一‘;

EW— 无集落生长的孔数;

TW— 平板总孔数;

N — 每孔接种细胞数，2。。。，

PEZ— 第2天的平板接种效率。
注:当计算LMF和S--MF时，EW 分别指无大集落生长和无小集落生长的孔数.

11.4 小集落突变率(SCM)

按式(4)计算小集落突变率(SCM)。

5二一黯 火1。。% (4)

式 中:

5一MF— 小集落突变频率;

了峨fF— 总突变频率。

12 结果评价

    当阴性对照的PE。在60%一14。%范围内，PE:在70%一130%之间，或在各实验室历史数据范围

内，而且阴性对照的T-MF小于本实验室历史记录的2倍(或<240 xlJ5)，小集落突变率在30%一

60%范围内;阳性对照下MF与阴性对照有显著差异，或比阴性对照高 100 X 10一‘以上，则试验有效。

否则应重新试验。

    在试验成立的前提下，试验样品各剂量组T一MF出现有统计学意义的剂量反应性增长，或至少有

一个剂量组T一MF与阴性对照有显著差异，或比阴性对照高100只10书以上并具重现性，为阳性结果。

13 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) 试验用细胞株来源及质量控制信息;

    d) 试验条件和试验步骤;

    e) 试验结果;

    f) 结果评价;

    只) 结 论。
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      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:也可采用苯巴比妥和卜蔡黄酮联合诱导

A.1.2 第6天用颈动脉放血法处死动物，打开腹腔，用20 mL新鲜冷至4℃的。.15 mol/L氯化钾溶

液进行肝门静脉灌注后，小心分离并将肝脏完整取出。取出肝脏称重后，用0.巧 mof/L氯化钾溶液

连续冲洗数次，以便除去能抑制微粒体酶活性的血红蛋白。每克肝(湿重)加。.1 mof/L氯化钾溶液
3 mL，连同烧杯移人冰浴中，用灭菌剪刀剪碎肝脏，在玻璃匀浆器(低于4 O00 r/min，往复1 min一

2 min)，或组织匀浆器(20 o00 r/min，1 min)中制成肝匀浆。以上操作需注意无菌和局部冷环境

(4℃)。

A.1.3 将制成的肝匀浆在低温(0 ℃一4℃)高速离心机上，以9 0009离心10 min，吸出上清液为肝

59液。

A.1.4 59制成后，经无菌检查，测定蛋白含量(Lowry法)，每毫升蛋白含量宜不超过40 mg，并经间接

致癌物(诱变剂)鉴定其生物活性合格后，分装于无菌冷冻管或安瓶中，每安瓶2 mL左右，用液氮或干

冰速冻后置一80 ℃低温保存，保存期不超过1年。

A.2 59 混合液辅助 因子

A.2.1 0.4 mol/L氯化镁(MgC12)溶液:称取 3.89，加蒸馏水稀释至100 mL。灭菌或滤菌。4℃

保存.

A.2.2 1.65 mol/L氯化钾(KCI)溶液:称取 12.39，加蒸馏水稀释至100 mL。灭菌或滤菌。4℃

保存 。

A.2.3 0.2 mol/L磷酸盐缓冲液(pH7.4)，每500 mL由以下成分组成:

    磷酸氢二钠(Na:HPO;)(14.29/500 mL) 440 mL

    磷酸二氢钠(NaH:po‘·HZO)(13.59/500 mL) 60 mL
    调pH为7.4，0.103 MPa 20 min灭菌或滤菌。4℃保存。

A.2.4 辅酶一n(氧化型)溶液:准确称取辅酶一n，用无菌蒸馏水溶解配制成。.025 mol/L溶液，低温保

存(一20℃以下)。

A.2.5 葡萄糖一6一磷酸钠盐溶液:称取葡萄糖一6一磷酸钠盐，用无菌蒸馏水溶解配制成0.05 mol/L，低温

保存(一20℃以下)。

A.3 10%59混合液

每10 mL由以下成分组成:

磷酸盐缓冲液(0 .2 mol/L，pH7.4)

氯化钾溶液(1.65 mol/L)

6.0 mL

0.2 mL
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氯化镁溶液(0.4 mol/L)

葡萄搪一6一磷酸盐溶液(0 05 mol/L)

辅酶一11溶液(0.025 tnol/L)

肝 59 液

临用时新鲜无菌配制，混匀，置冰浴中待用。

0一ZmL

1一OmL

1.6 mL

10 mL
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    附 录 B

  (资料性附录)

试荆和培养液制备

B.1 磷酸盐缓 冲液

NaCI 8.59

KCI 0.29

磷酸氢二钠(Na:HPO‘·12H:0) 2.559
磷酸二氢钾(KHZPO;) 0.279

溶于1 000 mL蒸馏水中，调pH为7.4，0.103 MPa 20 min灭菌或滤菌。4℃保存。

BZ 二甲基亚矾(nMSO)

光谱纯，0.103 MPa 20 min灭菌。

B召 THG溶液 (100倍)

胸腺嗜咤核昔 30 mg

次黄嗓吟 50 mg
甘氨酸 75 mg
以上成分用100 mL无血清RPMI 1640培养基溶解后过滤除菌，一20 ℃保存。

B月 THMG溶液 (100倍)

按下列步骤配制:

a) 配制氨甲喋吟溶液(1。00倍):向避光的容器中加人3.0 mg氨甲喋吟、19.45 mL质量浓度

    99/L的氯化钠溶液、1 mol/L氢氧化钠溶液。.35 mL，溶解后加人1 mol/L盐酸溶液。.2 mL;

b) 配制THMG溶液(100倍):取上述氨甲喋吟溶液0.55 mL，加人按B.3制备的THG溶液

    4.95 mL。过滤除菌。
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