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消毒剂安全性毒理学评价程序和方法

1 范围

本标准规定了消毒剂安全性毒理学评价的程序、确定毒理试验项目的原则、对毒理试验用受试物

（受检消毒剂样品）的要求、毒理试验方法和对毒理试验结果的安全性评价。

本标准适用于在我国生产或国外生产在我国销售和使用的消毒剂以及器械或装置产生的消毒剂的

毒理学安全性评价。

2 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

2.1
新消毒剂 new disinfectants
利用新材料、新工艺技术和新杀菌原理生产的消毒剂。

3 消毒剂安全性毒理学评价程序

3.1 评价程序要求

消毒剂安全性毒理学评价程序采用分阶段系统法，逐阶段进行毒理试验，毒理试验依次分为四个阶

段，如果前一阶段毒理试验结果不符合安全性要求，应增做其后阶段相应的毒理试验。

3.2 消毒剂安全性评价毒理试验

3.2.1 第一阶段试验，包括：

a） 急性经口毒性试验。

b） 急性吸入毒性试验。

c） 皮肤刺激试验：

1） — 完整皮肤刺激试验；

2） 一次破损皮肤刺激试验；

3） 多次完整皮肤刺激试验。

d） 急性眼刺激试验。

e） 阴道黏膜刺激试验。

f） 皮肤变态反应试验。

3.2.2 第二阶段试验，包括：

a） 亚急性毒性试验。

b） 致突变试验：

1） 体外哺乳动物 L5178Y 细胞基因突变试验（体细胞基因水平,体外试验）；
2） 体外哺乳动物 V79 细胞基因突变试验（体细胞基因水平,体外试验）；
3） 体外哺乳动物细胞染色体畸变试验（体细胞染色体水平，体外试验）；

4） 小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验（体细胞染色体水平，体内试验）；
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5） 哺乳动物骨髓细胞染色体畸变试验（体细胞染色体水平，体内试验）;

6） 程序外 DNA 修复合成试验（DNA水平，体外试验）；

7） 小鼠精原细胞染色体畸变试验（性细胞染色体水平，体内试验）。

3.2.3 第三阶段试验，包括：

a） 亚慢性毒性试验；

b） 致畸胎试验。

3.2.4 第四阶段试验，包括:

a） 慢性毒性试验；

b） 致癌试验。

4 消毒剂毒理试验项目确定

原则要求4.1

决于消毒剂的特点、使用范围和安全性评价前 试验的结果。确定毒理］

消毒剂嗝的m理试验项目4.2

消毒剂鹏应邀行以E验项目:

智性通毒性试

项 突变试验。

的毒理试验项目消4.3

毒 和急性服刺激试验。

做一次兀整皮肤刺激试验:

次破损皮肤刺激触

于外科换药、烧伤皮肤消毒）的消毒剂, 损皮肤刺激试验和急4)

验。

0,增做阴道黏膜刺激试验。

a)

b)

接角

性眼刺：
c)

d)

e)

根

a)

b)

使用于黏膜的消

使用于游泳池水的消毒

在消毒过程中接触手和（或）皮

消毒剂，增做急性吸

肤的消毒齐:

隔数日使用的消毒剂

室内空气

手和（或）

4雎使用耳

剂增做多次完整皮肤刺激试

W皮肤（包括用于注射部位、手术切口部位消毒）的消毒

用

用

1

2)

3)

4.4 新消毒剂增做的毒理试验项目

4.4.1 在我国首次生产和（或）销售含有新的杀菌主要成分的新消毒剂，应做的毒理试验：

a） 急性经口毒性试验（包括小鼠和大鼠）；

b） 亚急性经口毒性试验；

c） 3项致突变试验（包括反映体细胞基因水平、体细胞染色体水平和性细胞染色体水平三种类型

试验）；

d） 亚慢性经口毒性试验；

e） 致畸胎试验。

4.4.2 根据消毒剂的成分，可能有致敏作用的，增做皮肤变态反应试验。
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5 毒理试验用受试物的要求

5.1 受试物应是按照消毒剂生产者既定的生产工艺和配方进行规范化生产的消毒剂，其成分和浓度应

与实际生产和销售的相同。

5.2 生产者应提供受试物的物理、化学性质的资料（包括消毒剂的配方、杀菌有效成分的化学结构和含

量、pH等，但植物消毒剂可不提供化学结构）。
5.3 在急性经口毒性试验、急性吸入毒性试验、亚急性毒性试验、致突变试验、亚慢性毒性试验、致畸胎

试验、慢性毒性试验和致癌试验时，采用消毒剂原形样品。消毒剂原形是指在销售过程中原包装的粉

剂、片剂或原液。对于二元包装的消毒剂，按产品使用说明比例混合配制后作为消毒剂原形样品。

5.4 在皮肤刺激试验、急性眼刺激试验和阴道黏膜刺激试验中所用样品的浓度，应是对皮肤、黏膜消毒

时应用浓度的 5倍。对使用产品原液对皮肤、黏膜进行消毒的消毒剂，则采用消毒剂原液作为试验

样本。

5.5 在皮肤变态反应试验时，采用的诱导浓度应为引起皮肤轻度刺激反应的最高浓度或原液,激发浓

度应为不引起皮肤刺激反应的最高浓度或原液。

6 消毒剂安全性评价的毒理试验方法

6.1 急性经口毒性试验

6.1.1 目的

6.1.1.1 检测消毒剂对实验动物的急性毒性作用和强度。

6.1.1.2 为亚急（慢）性毒性试验和致突变试验提供剂量选择的依据。

6.1.2 实验动物

小鼠或大鼠任选一种，雌雄各半。小鼠体重 18 g 22 g,大鼠体重 180 g 220 g,根据不同的急性

毒性试验设计方法，选用适当的动物数量，通常分为 4个�6个剂量组。一般小鼠每组选用 8只�10只

动物，动物总数不少于 50只；大鼠每组选用 5只�6只动物，动物总数不少于 30只。

6.1.3 试验分组

6.1.3.1 概率单位-对数图解法：计算 LDs。，随机分为 5个�6 个剂量组。通常最高剂量组的动物死亡

率应大于或等于 90%,最低剂量组动物死亡率应小于或等于 10%。可先以较大的组距，对少量动物进
行预试验,找出其粗略致死剂量范围，然后再设计正式试验的剂量分组。

6.1.3.2 霍恩（Horn）法：则可先通过预试验找出其粗略致死剂量范围，然后按照 1.0、2.15、4.64乘以 严

d=0、士1、士2、士3）,或者按照 1.0,3.16乘以 P°a=0、土1、士2、士3）的方法设 4个�5个剂量组。

6.1.4 操作程序

6.1.4.1 动物的准备:试验前，禁食过夜,不限制饮水。

6.1.4.2 受试物的配制：用水或食用植物油为溶剂配制成溶液，或采用 0.5% 竣甲基纤维素配制成混
悬液。

6.1.4.3 染毒方法：用灌胃方式将受试物一次给予动物。一般小鼠灌胃量不超过 0.2 mL/10 g体重，大
鼠灌胃量不超过 1.0 mL/100 g体重。若受试物毒性很低，一次灌胃容量太大，可在 24 h内分成 2次�
3次给予，其总剂量作为一日剂量计算。
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6.1.4.4 染毒后观察动物的中毒表现和死亡数及死亡时间，并对死亡动物和观察期满处死动物进行尸

体解剖，肉眼观察，发现有异常的组织或脏器，尚需进一步作组织病理学检查。观察时间 2 d0

6.1.4.5 根据给予受试物后 14 d内的各剂量组动物死亡率计算 LD5。（半数致死剂量）。

6.1.5 LD50的计算方法

6.1.5.1 概率单位-对数图解法

6.1.5.1.1 根据各剂量组动物死亡率，从表 1 中查各组的概率单位。因死亡率为 0%和 100%的概率单

位，与所试动物数有关，故应另在表 2中查找。

示例：某组死亡率为 45% 的概率单位，查表 1。先在表的左侧第一列上找到 40,而后在表的第一行找到 5,两者交叉

点处的 4.87,即为 45% 的概率单位。某组用 10 只实验动物，如果全部存活（死亡率为 0%）,查表 2,其概率单位为 3.04。

表 1 百分率-概率单位换算表

表 2 相应于反应率为 0%及 100%的概率单位

死亡率的

十位数

死亡率的个位数

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 —— 2.67 2.95 3.12 3.25 3.36 3.45 3.52 3.59 3.66

10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.001 4.005 4.008 4.12

20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.29 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45

30 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72

40 4.75 4.77 4.80 4.82 4.85 4.87 4.90 4.92 4.95 4.97

50 5.00 5.003 5.005 5.008 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 5.23

60 5.25 5.28 5.31 5.33 5.36 5.39 5.41 5.44 5.47 5.50

70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5.77 5.81

80 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23

90 6.28 6.34 6.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33

该组动物数
反应率

该组动物数
反应率

0% 100% 0% 100%

—— —— —— 11 3.00 7.00

2 3.85 6.15 12 2.97 7.03

3 3.62 6.38 13 2.93 7.07

4 3.47 6.53 14 2.90 7.10

5 3.36 6.64 15 2.87 7.13

6 3.27 6.73 16 2.85 7.15

7 3.20 6.80 17 2.82 7.18

8 3.13 6.87 18 2.80 7.20

9 3.09 6.91 19 2.78 7.22

10 3.04 6.96 20 2.76 7.24
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6.1.5.1.2 用方格纸绘散点图，横轴表示剂量的对数值(z)，纵轴为概率单位值(y),将各组数值点在

图上。

6.1.5.1.3 按各点的分布趋势，用直尺绘出一条最适合于各点的直线，使线上方的点到线的总距离与线

下方的点到线的总距离相近，此线应尽量靠近概率单位为 5的点及附近的点。

6.1.5.1.4 查出求概率单位 5处的剂量对数，其反对数即为 LDs。。
6.1.5.1.5 按式(1)、式(2)和式(3)计算 LDs。的 95%可信限:

5 _22
一

>2 —»1
式中：

S—LDs。的标准差；

Vi——概率单位等于 4；

%——概率单位等于 65

4—概率单位等于 40Q时相应的剂量对数值；
一一概率单位等于 6(w)时相应的剂量对数值。

式中：

S„, LD50的标准误；
N——概率单位 a(=4)及 yz(=6)相应的死亡率间所用的动物数。

log(LD50) 的 95% 可信限 =log(LD5(!) + 1.96S
式中：

LDS0—半数致死剂量；

S. LDso的标准误。
注：式(3)结果，经反对数变换后，可得 LDw 的 95%可信限。

6.1.5.2 霍恩法

根据各剂量组动物死亡率，从表 3或表 4查出其相应的 LD。值和 95% 可信限。表 3用于每组5只

动物，组距剂量递增公比为 即 10X业m=2L5,21.5X/F=46.4,⋯，以此类推。此剂量系列排列
如下：1.00*10、2.15义10二4.64310'l·，t=0、士1、士2、士3、~。表 4用于每组 5只动物，组距剂量递

增公比为，元，即 10X，元=31.6,31.6 100,⋯，余此类推。此剂量系列排列如下：1.00X10、

3.16X10\10.0X10\-,i=0,±l,±2.±3,-o

表 3 每组 5只动物、组距o而倍 LDso值和 95%可信限

( 1 )

(2 )

( 3 )

各剂量组动物死亡数

剂量组

剂量 1=0.464X10。

剂量 2=1.00X10'

剂量 3=2.15X10，

剂量 4=4.64X10，

剂量 1=1.00X10,

剂量 2=2.15X10“

剂量 3=4.64X10”
剂量 4=10.0X10<

剂量 1=2.15X10'

剂量 2=4.64X10'
剂量 3=10.0X10^
剂量 4=21.5X10,

1 组 2(3)组 3(2)组 4 组 LD50 可信限 LD50 可信限 LD50 可信限

0 0 3 5 2.00 1.37 2.91 4.30 2.95 6.26 9.26 6.36〜63.5

0 0 4 5 1.71 1.26 2.33 3.69 2.71—5.01 7.94 5.84 40.8
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表 3（续）

各剂量组动物死亡数

剂量组

剂量1=0.464X10'
剂量 2=1.00X10，

剂量 3=2.15X10，

剂量 4=4.64X10，

剂量 1=1.00X10，

剂量 2=2.15X10,

剂量 3=4.64X10，

剂量 4=10.0X1"

剂量 1=2.15X10，

剂量 2=4.64X10，

剂量 3=10.0X10^
剂量 4=21.5X10’

1组 2(3)组 3(2)组 4组 LD50 可信限 LD50 可信限 LD50 可信限

0 0 5 ， 5 1.47 3.16 — 6.81 —

0 1 2 5 2.00 1.23 3.24 4.30 2.65 6.98 9.26 5.70〜15.00

0 1 3 5 1.71 1.05 2.78 3.69 2.27 5.99 7.94 4.89〜12.9

0 1 4 5 1.47 0.951 2.27 3.16 2.05 4.88 6.81 4.41〜10.5

0 1 5 5 1.26 0.926 1.71 2.71 2.00 3.69 5.84 4.30〜7.94

0 2 2 5 1.71 1.01 2.91 3.69 2.17 6.28 7.94 4.67〜73.5

0 2 3 5 1.47 0.862 2.50 3.16 1.86 5.38 6.81 4.00〜13.5

0 2 4 5 1.26 0.775 2.05 2.71 1.69 4.41 5.84 3.60〜9.50

0 2 5 5 1.08 0.741 1.57 2.33 1.60 3.99 5.001 3.44〜7.30

0 3 3 5 1.26 0.740 2.14 2.71 1.59 4.62 5.84 3.43〜9.95

0 3 4 5 1.03 0.665 1.75 2.33 1.43 3.78 5.001 3.08 — 8.14

1 0 3 5 1.96 1.22〜3.14 4.22 2.63 6.76 9.09 5.66 14.6

1 0 4 5 1.62 1.07〜2.43 3.48 2.31 5.24 7.50 4.98 —11.3

1 0 5 5 1.33 1.05 1.70 2.87 2.26〜3.65 6.19 4.87 7.87

1 1 2 5 1.96 1.06 3.60 4.22 2.29〜7.75 9.09 4.94 1.67

1 1 3 5 1.62 0.866 3.01 3.48 1.87〜6.49 7.50 4.02 26.7

1 1 4 5 1.33 0.737 2.41 2.87 1.59〜5.20 6.19 3.42 11.2

1 1 5 5 1.10 0.661 1.83 2.37 1.42〜3.95 「 5.11 3.007 —8.51

1 2 2 5 1.62 0.818—3.19 3.48 1.76— 6.37 7.50 3.80 14.8

1 2 3 5 1.33 0.658 2.70 2.87 1.42〜5.82 6.19 3.05 12.5

1 2 4 5 1.10 0.550 2.20 2.37 1.19〜4.74 5,11 2.55 50.2

1 3 3 5 1.10 0.523 2.32 2.37 1.13〜4.99 5.11 2.43 30.8

2 0 3 5 1.90 1.00 3.58 4.008 2.16〜7.71 8.80 4.66 16.6

2 0 4 5 1.47 0.806 2.67 3.16 1.74〜5.76 6.81 3.74 42.4

2 0 5 5 1.14 0.674 1.92 2.45 1.45〜4.13 5.28 3.13 8.89

2 1 2 5 1.90 0.839 4.29 4.08 1.81〜9.23 8.80 3.89 19.9

2 1 3 5 1.47 0.616 3.50 3.16 1.33〜7.53 6.81 2.86 16.2

2 1 4 5 1.14 0.466 2.77 2.45 1.00〜5.98 5.28 2.16 12.9

2 2 2 5 1.47 0.573 3.76 3.16 1.24〜8.10 6.81 2.66 17.4

6
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表 3（续）

各剂量组动物死亡数

剂量组

剂量1=0.464X10'
剂量 2=1.00X10，

剂量 3=2.15X10'

剂量 4=4.64X10'

剂量 1=1.00X10，

剂量 2=2.15X10'

剂量 3=4.64X10'

剂量 4=10.0X10'

剂量 1=2.15X10，

剂量 2=4.64X10，

剂量 3=10.0X10，

剂量 4=21.5X10'

1 组 2(3)组 3(2)组 4 组 LD50 可信限 LD^o 可信限 LD50 可信限

2 2 3 5 1.14 0.406—3.18 2.45 0.875 6.85 6.28 1.89 14.8

0 0 4 4 1.96 1.18〜3.26 4.22 2.53 7.02 9.09 5.46 15.1

0 0 5 4 1.62 1.27〜2.05 3.48 2.74 4.42 7.50 5.90 9.53

0 1 3 4 1.96 0.978〜3.92 4.22 2.11-8.44 9.09 4.54 18.2

0 1 4 4 1.62 0.893 2.92 3.48 1.92〜6.30 7.50 4.14 13.6

0 1 5 4 1.33 0.885 2.01 2.87 1.91-4.33 6.19 4.11〜9.33'

0 2 2 4 1.96 0.930 4.12 4.22 2.00—8.88 9.09 4.31 19.1

0 2 3 4 1.62 0.797〜3.28 3.48 1.72 7.06 7.50 3.70 15.2

0 2 4 4 1.33 0.715〜2.49 2.87 1.54 5.36 6.19 3.32 11.5

0 2 5 4 1.10 0.686〜1.77 2.37 1.48 3.80 5.11 3.19 — 8.19

0 3 3 4 1.33 0.676 2.63 2.87 1.46〜5.67 6.19 3.14 12.2

0 3 4 4 1.10 0.599 2.02 2.37 1.29~4.36 5.11 2.78〜9.39

1 0 4 4 1.90 0.969 3.71 4.08 2.09 7.99 8.80 4.50〜17.2

1 0 5 4 1.47 1.02—2.11 3.16 2.20 4.54 6.81 4.74 9.78

1 1 3 4 1.90 0.757〜4.75 4.08 1.63 10.2 8.80 3.51 22.0

1 1 4 4 1.47 0.654〜3.30 3.16 1.41—7.10 6.81 3.03 —15.3

1 1 5 4 1.14 0.581 2.22 2.45 1.25 — 4.79 5.28 2.70 0.3

1 2 2 4 1.90 0.706〜5.09 4.08 1.52—11.0 8.80 3.28 23.6

1 2 3 4 1.47 0.564 3.82 3.16 1.21— 8.24 6.81 2.62〜17.7

1 2 4 4 1.14 0.454 2.85 2.45 0.997 6.13 5.28 2.11〜13.2

1 3 3 4 1.14 0.423 3.05 2.45 0.912 6.57 5.28 1.97〜14.2

2 0 4 4 1.78 0.662 4.78 3.83 1.43 —10.3 8.25 3.07 22.2

2 0 5 4 1.21 0.583〜2.52 2.61 1.26 5.42 5.62 2.71—11.7

2 1 3 4 1.78 0.455 6.95 3.83 0.980—15.00 8.25 2.11〜32.3

2 1 4 4 1.21 0.327 4.48 2.61 0.705 9.66 5.62 1.52〜20.8

2 2 2 4 1.78 0.410—7.72 3.83 0.883 16.6 8.25 1.90 35.8

2 2 3 4 1.21 0.266 — 5.52 2.61 0.573 —11.9 5.62 1.23〜25.6

0 0 5 3 1.90 1.12 3.20 4.08 2.42 6.89 8.80 5.22〜14.8

0 1 4 3 1.90 0.777 4.63 4.08 1.67 9.97 8.80 3.60〜21.5

7



GB/T 38496—2020

表 3（续）

剂量组 / /

各剂量组动物死亡数

剂量组

剂量 1=0.464X10'
剂量 2=1.00X10"

剂量 3=2.15X10，

剂量 4=4.64X10，

剂量 1=1.00X10'
剂量 2=2.15X10'
剂量 3=4.64X10。

剂量 4=10.0X10'

剂量 1=2.15X10'
剂量 2=4.64X10'
剂量 3=10.0X10'
剂量 4=21.5X10'

1组 2(3)组 3(2)组 4组 ld50 可信限 ld50 可信限 LD5o 可信限

0 15 3 1.47 1.74—5.76 6.81 3.74 12.4

0 2 3 3 1.90
〃

0.678~5.30 8.80 3.15 — 24.6

024 6.81 2.86 16.2

0 2 //盟?4 0.602〜2.15 2.45 .5.28 2.79 9.96

0 3 // 1.47 0.573 3.76 3.16 1.24—830 2.66〜17.4

0 3//3 1.14 0.503 2.57 2.45 1.08 5.54、5.2W 2.33〜11.9

】 / / 、25、3.98 17.11.78 0.856 3.69 1.85〜7.96

1 / /4 1 0.481~6.5S,：：'j 3.83 1.04 —14.2卜、5、2.23 30.5

1__ / 5 8 1.21 0.151 3.23 2.61 0.972〜 7.01 5.Q、2.09 15.1

1 j口 3 1 1.78 0.390-8.11|藤83 0.840-17.5 8.23 *.81 37.6

1 2 4 巡二3 一 ,310T4.74 ] 2.61 0.668〜10.2' 5.62 口4 22.0

1 3 [ 3 1.21 01279 5.26 2.J1 5.62 1.30— 24.4

1
表/ 每组5只动物、组矍砸倍 LD50值和 95% 可信。II

X?各剂圜*件20
剂量 1=0.316X10，

剂量 2=1.00X10t

剂量 3=3.16X10，

剂量 4=10.0g2^^^
夕

剂看

/=1.00X10”
上 2=3.16X10，

t 3=10.0X10'
k 4=31.6X10'

1组 2(3)组 LD50 可信限

0 0 3 8.91 5.007~15.7

0 0 4 5 2.24 1.41 3.55 7.08 4.47 —11.2

0 0 5 5 1.78 5.62 ——

0 1 2 5 2.82 1.36 5.84 8.91 4.30〜18.5

0 1 3 5 2.24 1.08 4.64 7.08 3.42 14.7

0 1 4 5 1.78 0.927〜3.41 5.62 2.93 10.8

0 2 2 5 2.24 1.01—4.97 7.08 3.19 15.7

0 2 3 5 1.78 0.801〜3.95 5.62 2.53 12.5

0 2 4 5 1.41 0.682 2.93 4.47 2.16〜9.25

8
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表 4（续）

各剂量组动物死亡数

剂量组

剂量 1=0.316X10,

剂量 2=1.00X10'
剂量 3=3.16X10，

剂量 4=10.0X10'

剂量 1=1.00X10，

剂量 2=3.16X10'

剂量 3=10.0X10,

剂量 4=31.6X10，

1组 2(3)组 3(2)组 4组 LD50 可信限 LD50 可信限

0 2 5. 5 1.12 0.638 1.97 3.55 2.02 6.24

0 3 3 5 1.41 0.636〜3.14 4.47 2.01 9.92

0 3 4 5 1.12 0.542 2.32 3.55 1.71— 7.35

1 0 3 5 2.74 1.35〜5.56 8.66 4.26 17.6

1 0 4 5 2.05 1.11 3.80 6.49 3.51—12.0

1 0 5 5 1.54 1.07〜2.21 4.87 3.40 6.98

1 1 2 5 2.74 1.10 6.82 8.66 3.48〜21.6

1 1 3 5 2.05 0.806 5.23 6.49 2.55 16.5

1 1 4 5 1.54 0.632〜3.75 4.87 2.00 11.9

1 1 5 5 1.15 0.537 2.48 3.65 1.70〜7.85

1 2 2 5 2.05 0.740 5.70 6.49 2.34—18.0

1 2 3 5 1.54 0.534 4.44 4.87 1.69〜14.1

1 2 4 5 1.15 0.408 3.27 3.65 1.29 10.3

1 3 3 5 1.15 0.378〜3.53 3.65 1.20 11.2

2 0 3 5 2.61 1.01— 6.77 8.25 3.18 21.4

2 0 4 5 1.78 0.723〜4.37 5.62 2.29 13.8

2 0 5 5 1.21 0.554 2.65 3.83 1.75 — 8.39

2 1 2 5 2.61 0.768 — 8.87 8.25 2.43〜28.1

2 1 3 5 1.78 0.484 6.53 5.62 1.53 20.7

2 1 4 5 1.21 0.318〜4.62 3.83 1.00—14.6

2 2 2 5 1.78 0.434 7.28 5.62 1.37 23.00

2 2 3 5 1.21 0.259〜5.67 3.83 0.819 17.9

0 0 4 4 2.74 1.27 5.88 8.66 4.003〜18.6

0 0 5 4 2.05 1.43 2.94 6.49 4.53 9.31

0 1 3 4 2.74 0.968〜7.75 8.66 3.06 24.5

0 1 4 4 2.05 0.843 5.00 6.49 2.67〜15.8

0 1 5 4 1.54 0.833 2.85 4.87 2.63 9.01

0 2 2 4 2.74 0.896〜8.37 8.66 2.83 26.5

0 2 3 4 2.05 0.711 5.93 6.49 2.25〜18.7

9
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表 4（续）

各剂量组动物死亡数

剂量组

剂量l=0.316X10<
剂量 2=1.00X10，

剂量 3=3.16X10，

剂量 4=10.0X10，

剂量 1=1.00X10，

剂量 2=3.16X10，

剂量 3=10.0X10“
剂量 4=31.6X10'

1组 2(3)组 3(2)组 4 组 LD50 可信限 LD50 可信限

0 2 4 4 1^�^3.92 4.87 1.91—12.4

0 2 5 “「‘4 1.15 3.65 1.80 7.42

0 3 / 1.54 亦5 4^^
、

1.76 —13.5

0
尸4 1.15 0.463-2.8?^^工飞 1.47— 9.10

1 // 4 2.61 0.953〜7.15 3.01— 22.6

1 // _ 4 1.78 1.03 — 3.06 卜
3.27 9.68

1 4 2.61 0.658 10.4 \ 2.08〜32.7

1 / / 纯 4 U8 0.528 5.98 5.62 % .67 18.9

1 / / 5 督 4 L广F 3.32 3依 1 140 10.5

1 砺94〜 1 卜8 36.3

1 4 1.23 7.4^^ «5.62 % 23.6

1
1

，
解。5 45^! J °卜6 15.2

1 �1.21 3卜，4171〜16.8

2 \\，4 0.539 10.4 『5。/ ，70 33.00

2 4 1.33 0.446〜3.99 /1.41 12.6

2 \\ 4 2.37 0.307—18.3 『 0.970—58.0

2 \、4 1.33 0.187 9.49 /22/ 0.592〜30.0

2 2
4

4 2.37 0.262 21.4^^ 0.830 67.8

2 2 1.33 0.433〜41.0

0 0 5
、

0 -C

8.25

Q 2K

3.77 18.1

9 1� RI SU

0

1 代

1 5

o

3 1.78 0.723〜4.37

0.乙 j

5.62

•XU O -L •U

2.29 13.8

0 2 3 3 2.61 0.558 12.2 8.25 1.76〜38.6

0 2 4 3 1.78 0.484 6.53 5.62 1.53 20.7

0 2 5 3 1.21 0.467〜3.14 3.83 1.48 9.94

0 3 3 3 1.78 0.434 7.28 5.62 1.37〜23.00

0 3 4 3 1.21 0.356 4.12 3.83 1.13 13.00

1 0 5 3 2.37 0.793〜7.10 7.50 2.51 22.4

1 1 4 3 2.37 0.333 16.9 7.50 1.05〜53.4

io
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表 4（续）

各剂量组动物死亡数

剂量组

剂量 1=0.316X10，

剂量 2=1.00X10，

剂量 3=3.16X10'
剂量 4=10.0X10'

剂量1=1.00X10，

剂量 2=3.16X10，

剂量 3=10.0X10，

剂量 4=31.6X10'

1 组 2(3)组 3(2)组 4 组 LDs。 可信限 LD50 可信限

1 1 5 3 1.33 0.303 5.87 4.22 0.958 18.6

1 2 3 3 2.37 0.244〜23.1 7.50 0.771—73.00

1 2 4 3 1.33 0.172—10.3 4.22 0.545 32.6

1 3 3 3 1.33 0.148 12.1 4.22 0.467〜38.1

6.1.5.3 一次最大限度试验

如 20只动物（雌雄各半）一次灌胃剂量 5 000 mg/kg 体重，在 14 d内又无一死亡，可判定 LD50>
5 000 mg/kg体重。

6.1.5.4 其他方法

也可采用其他方法如寇氏（Karber）法、固定剂量法（Fixed dose method）及上下法（Up and down
procedure）等。

6.1.6 急性经口毒性试验分级评价规定

急性经口毒性试验分级评价规定见表 5。

表 5 急性经口毒性试验分级

LD50
mg/kg体重

毒性分级

LD5o≥5 000 实际无毒

500<LD50<5 000 低毒

50<LD5g<500 中等毒

V50 高毒

, LD50 Vl 剧毒

6.2 急性吸入毒性试验

6.2.1 目的

检测消毒剂对实验动物的急性吸入毒性作用和强度。

6.2.2 实验动物

小鼠或大鼠任选一种，雌雄各半。小鼠体重为 18 g 22 g,大鼠体重为 180 g 220 g。

11
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6.2.3 操作程序

6.2.3.1 试验设计

染毒浓度的设计、动物分组、观察期限、观察指标等可按 6.1的要求进行。

623.2 染毒方法

急性吸入毒性试验可采用静式染毒法或动式染毒法。

6.2.3.3 静式染毒法

6.2.3.3.1 静式染毒是将实验动物放在一定体积的密闭容器（染毒柜）内，加入一定量的消毒剂，并使其

挥发，造成实验需要消毒剂浓度的空气，一次吸入性染毒 2 h。
623.3.2 染毒柜的容积以每只染毒小鼠不少于 3 L/h空气计，每只大鼠不少于 30 L/h计。
623.3.3 计算染毒浓度，染毒浓度一般应采用实际测定浓度。在染毒期间一般可测 4次�5次，求其

平均浓度。在无适当测试方法时。可用式（4）计算染毒浓度：

式中：

c ——染毒浓度,单位为毫克每立方米（mg/n?）；
a——消耗消毒剂量，单位为立方米（n?）；

d——消毒剂密度，单位为毫克每立方米（mg/n?）；
V——染毒柜容积,单位为立方米（n?）。

623.4 动式染毒法

6.2.3.4.1 动式染毒是采用机械通风装置，连续不断地将含有一定浓度消毒剂的空气均匀不断地送入

染毒柜，并排出等量的染毒气体,维持相对稳定的染毒浓度。一次吸入性染毒 2 h。
623.4.2 气体消毒剂，经流量计与空气混合成一定浓度后，直接输入染毒柜。易挥发液体消毒剂，通

过空气鼓泡或适当加热促使挥发后输入染毒柜。若消毒剂现场使用采取喷雾法时，可采用喷雾器或超

声雾化器使其雾化后输入染毒柜。

623.4.3 计算染毒浓度，染毒浓度一般应采用动物呼吸带实际测定浓度，每~3O min一次，取其平均
值。若无适当的测试方法，也可采用式（5）计算染毒浓度：

式中：

c ——染毒浓度，单位为毫克每立方米（mg/n?）；

a ——气化或雾化消毒剂量，单位为立方米（mD；

d ——消毒剂密度,单位为毫克每立方米（mg/mD；

%——输入染毒柜风量，单位为立方米（n?）；
%——染毒柜容积,单位为立方米（n?）。

6.2.3.5 LCs。的计算

6.2.3.5.1 LCs。（半数致死浓度）的计算可按 6.1的要求进行。
623.5.2 在预试验的基础上，如 20只动物（雌雄各半）一次 2 h吸入染毒浓度 10 000 mg/n? ,在 14 d
内无一死亡，可判定 LCsoNlO 000 mg/m3 o

12
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6.2.4 急性吸入毒性试验评价规定

急性吸入毒性试验评价规定见表 6。

表 6 急性吸入毒性分级

2 h LC50
mg/m3

毒性分级

LC5o≥lO 000 实际无毒

1 000<LC50<10 000 低毒

100<LC50Vl 000 中等毒

1O<LC5o<1OO 高毒

LC50 V10 剧毒

6.3 皮肤刺激试验

6.3.1 目的

检测消毒剂对实验动物皮肤的刺激（腐蚀）作用和强度。

6.3.2 实验动物

每次试验至少 3 只皮肤完好的健康家兔或豚鼠。

6.3.3 操作程序

6.3.3.1 一次完整皮肤刺激试验

6.3.3.1. 1 试验用受试物的浓度一般为皮肤消毒应用液的 5 倍或使用消毒剂原液。

6.3.3.1.2 在试验前 24 h,用脱毛剂或剪刀将家兔或豚鼠背部脊柱两侧的毛去掉。去毛范围，各约
3 cmX3 cm,不得损伤皮肤。

6.3.3.1.3 次日将受试物 0.5 mL（g）直接滴于面积为 2.5 cmX2.5 cm 的一侧去毛完整皮肤上，或滴于
同样大小的 2层�4 层纱布上并敷贴在一侧去毛皮肤表面，然后用一层无刺激塑料膜或油纸覆盖，再用

无刺激胶布固定。另一侧去毛皮肤作为空白对照（或溶剂对照）。敷贴时间为 4 h。对于用后清洗的消
毒剂，敷用时间至 2 h。试验结束后,用温水或无刺激性溶剂除去残留受试物。
6.3.3.1.4 分别于去除受试物后 1 h、24 h和 48 h观察皮肤局部反应，并按表 7 进行刺激反应评分。

表 7 皮肤刺激反应的评分标准

皮肤刺激反应 皮肤刺激反应评分

红斑形成

无 0

勉强可见 1

明显 2

严重 3

紫红色红斑，并有焦痂 4

13
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表 7（续）

皮肤刺激反应 皮肤刺激反应评分

水肿形成

无 0

勉强可见 1

皮肤隆起，轮廓清楚 2

水肿隆起约1 mm 3

水肿隆起超过 1 mm 4

6.3.3.2 一次破损皮肤刺激试验

6.3.3.2.1 涂受试物前，在 2.5 cmX2.5 cm的去毛皮肤上，用 75%酒精清洁、消毒暴露皮肤，待酒精挥

发后，用灭菌刀片或注射针头在皮区内划一个“井”形的破损伤口，并在该破损皮区内染毒。注意皮肤破

损仅达表皮，不要伤及真皮。

6.3.3.2.2 试验用受试物的浓度、手术前的皮肤准备、手术后受试物的涂抹、局部皮肤反应的观察和评

分方法按 6.3.3.1的要求进行。注意鉴别感染和原发性刺激反应的区别，若有感染可疑，应进行重复

测试。

6.3.3.3 多次完整皮肤刺激试验

6.3.3.3.1 试验前动物皮肤准备按 6.3.3.1.2的要求。
6.3.3.3.2 次日将受试物 0.5 mL（g）涂在一侧皮肤上，受试物的浓度同 6.3.3.1.1,另一侧涂溶剂作为对
照，在涂抹后 4 h,用水或无刺激的适宜溶剂清洗，除去残留物。每天涂抹一次，连续涂抹 14 L 在每次

涂抹后 24 h观察结果，按表 7评分。为了便于受试物的涂抹和结果观察，必要时应剪毛。对照区的处
理方法同试验区。

6.3.4 评价规定

6.3：4.1 一次皮肤刺激试验

在各个观察时间点，按照表 7对动物的皮肤红斑与水肿形成情况进行评芬;并分别按时间点将 3只

动物的评分相加，除以动物数，获得不同时间点的皮肤刺激反应积分均值（刺激指数）。取其中最高皮肤

刺激指数，按表 8 评定该受试物对动物皮肤刺激强度的级别。

表 8 皮肤刺激强度分级

6.3.4.2 多次皮肤刺激试验

按式（6）计算每天每只动物皮肤刺激指数（DD ,并以表 8判定皮肤刺激强度。

皮肤刺激指数DI 刺激强度级别

0 <DI<0.5 无刺激性

0.5<DI<2.0 轻刺激性

2.0<DfV6.0 中等刺激性

6.0<DI<8.0 强刺激性

14
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式中：

DI——皮肤刺激指数；
M ——每只动物 14 d的红斑和水肿总积分；
n ——受试动物数；
14 ——多次皮肤试验刺激天数。

6.4 急性眼刺激试验

6.4.1 目的

检测消毒剂对实验动物眼睛的急性刺激和腐蚀作用。

6.4.2 实验动物

使用 3只家兔。试验前检查家兔双眼，有异常者不能用于试验。

6.4.3 操作程序

6.4.3.1 试验用受试物一般为黏膜或空气消毒应用液的 5倍浓度的溶液或消毒剂原液。
643.2 吸取受试物 0.1 mL,滴入家兔一侧眼结膜囊内。另一侧眼以生理盐水作为正常对照。
6.4.3.3 滴受试物后，将眼被动闭合 4 s,30 s后用生理盐水冲洗。于滴眼后 1 h、24h、48h、72h、7d、
14 d和 21 d,肉眼观察家兔眼结膜、虹膜和角膜的损伤与恢复情况。如果 72 h内未出现刺激反应，或第
7 d或第 14 d,眼睛刺激反应完全恢复，即可提前终止试验。必要时，用 2%荧光素钠溶液、裂隙灯、放大
镜检查角膜及虹膜变化。

6.4.4 评价规定

按表 9对家兔眼角膜、虹膜和结膜的急性刺激反应进行评分，并分别计算每只动物在 3个不同观察
时间（24 h、48h和 72 h）的角膜损害、虹膜损害、结膜充血和结膜水肿四方面的“平均评分”（即每只动物
的 24 h、48h和 72 h评分之和除以观察数 3）。分别以动物眼角膜、虹膜和结膜充血、水肿的平均评分
和恢复时间，按表 10、表 11判定受试物对眼睛的刺激强度。

表 9 家兔急性眼刺激反应的评分标准

眼损害表现 评分

角膜损害

无溃疡形成或混浊 0

散在或弥漫性混浊，虹膜清晰可见 1

半透明区易分辨，虹膜模糊不清 2

出现灰白色半透明区，虹膜细节不清，瞳孔大小勉强可见 3

角膜不混浊，虹膜无法辨认 4

虹膜损害

正常 0

皱褶明显加深，充血、肿胀、角膜周围有中度充血，瞳孔对光仍有

反应
1

出血、肉眼可见破坏，或瞳孔对光无反应 2
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表 9（续）

可逆性

不可逆性;

完全《

9激性反

表 10 眼刺激性反应分级标准（一）

分级标准

＞2；结膜水
可逆性 刺激性b

至少有 1只动物的角膜、 或结膜的刺激反应在 21 d的观 全恢复或（和）
蚀性

肿=0或 1。
b 刺激性属
C 腐蚀性是

3只动物的平

动物中至少有

完全恢复3

在 3 只动物中有 2只动物的平均评分：角膜损害23；虹膜损

费蜉的眼刺激反应评分，角膜损害=0,虹膜损害=0,结膜充血=0可
接嬴!产物后所产生的可逆性炎性反应。 /
钮部 后所产生的不可逆性组织损伤。 /

轻刺激N
3只动物中有 2只动物的平:均评分：角膜损害》1；虹膜损害）1.结膜

无刺激性

__A
警啤肿＜2或 3只

4符 动物上刺矗应在 21d内

K1有 2 1将应 损 害害＞1；4膜免卜当2；结膜水
7 d内1的柬 完全恢 I I

眼损害表现 评分

结膜（睑结膜、球结膜）

充血

血管正常 0

血管充血呈鲜红色 I

血管充血呈深红色，血管不易分辨 2

弥漫性充血呈紫红色 3

结膜（睑结膜、球结膜）

水肿

/

无水肿 0

轻微水月均睁瞬膜产 I

警感寄有矍承蹄和―一^.'..一 2

啖肿 合 3

至眼睑大半闭合 4

平均评分
只

恢复时间.

d
损伤类型

角膜损害VI和

虹膜损害＜1 和

结膜充血V2和

结膜水肿V2

>2 <21 可逆性损伤 无刺激性

角膜损害 或

虹膜损害》1或

结膜充血＞2或

结膜水肿》2

≥2
<7

可逆性损伤

轻刺激性

<21 刺激性
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表 11（续）

恢复 0 或 1,结膜水肿=0 或 1 的

b
至少有 1只动 角膜粘连或血管翳，也可判为腐蚀性。

6.5 阴道黏膜

6.5.1 目的

检测消嬉剂 实验动物

动6.5.2 实

康、 成年的 jE

选择未

6.5.3 试里

分为染蓬组 组 3 只。

6.5.4 操作程

6.5.4.1 稀释使 消 应用液为原液的消

管或 12号硅胶导尿管上 连接。注射器和导管注

L套 o

格将动物仰 出会阴和阴道口。将导管用受试液

5 cm）,并用注射器缓慢注入 2 mL受试液，抽出导管，完成染

d

毒。对照组动物用生理盐水作同样处理。

654.4 由于动物阴道容积的个体差异，有时受试液注入后可能有溢出，可用消毒棉或软纸拭去。

654.5 末次染毒后 24 h,采用气栓法处死动物，剖腹取出完整的阴道，纵向切开，肉眼观察是否有充
血、水肿等表现，供病理取材时参考。然后将阴道放入 10% 福尔马林溶液中固定 24 h以上，选取阴道

的两端和中央（即位于耻骨联合处附近）3个部位的组织制片，HE染色后，进行组织病理学检查。

恢复时间是指动物刺激

时间。

选用

分泌物、

道口有无

试验。

6.5.4.3 一次阴道黏膜刺激试验的
或对照液湿润后轻柔地插入阴道（4 cm

物

进彳

采用黏膜消毒时应用液 5 倍浓度的溶液作为受j

米用生理盐水。毒剂则用原液作受1

654.2 将长度为 8

满受试液备用。每只动物各

的

9前应检

的动

平均评分
动物数

只

恢复时间a

d
损伤类型

角膜损害＞3或

虹膜损害》1.5
>2 —

不可逆性损伤 腐蚀性b
角膜损害＞1 或

虹膜损害＞1或

结膜充血 或

结膜水肿＞1

A >21

6.5.5 评价规定

6.5.5.1 组织病理学检查结果，按表 12规定对阴道黏膜的刺激反应进行评分。
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表 12 阴道黏膜刺激反应评分标准'

阴道组织反应 反应评分

A. 上皮组织

完整一正常 0

细胞变性或变扁平 1

组织变形 2

局部糜烂 3

广泛糜烂或溃疡 4

B. 白细胞浸润（每个
高倍视野）

无 0

极少＜25 个 1

轻度 25个�50个 2

中度 51个�100 个 3

重度＞100 个 4

C. 血管充血

无 0

极少 1

轻度 2

中度 3

重度伴血管破裂 4

D. 水肿

无 0

极少 1

轻度 2

中度 3

重度 4

, ' 刺激反应积分=A+B+C+D。

6.552 将实验组 3只动物 3 个部位的刺激反应积分相加后，再除以观察总勤（动物数X3）,得出实验
组阴道黏膜刺激反应的平均积分，最大记分为 16（见表 12）。

6.5.5.3 对照组评分方法同 6.5.5.1和 6.5.5.2。
655.4 将实验组平均积分减去对照组平均积分得出刺激指数后，按表 13 进行刺激强度分级。

表 13 阴道黏膜刺激强度分级

6.555 当对照组动物阴道黏膜刺激反应平均积分大于 9时，应采用 6 只动物进行复试，以鉴别是否与

操作损伤有关。

阴道黏膜刺激指数DI 阴道黏膜刺激反应强度

0<DI<l 无

WDIV5 极轻

5<DK9 轻度

9<DIV12 中度

DI >12 重度
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6.6 皮肤变态反应试验

6.6.1 目的

检测消毒剂重复接触后，实验动物产生皮肤变态反应的可能性及其强度。

6.6.2 实验动物

选用皮肤完好的健康白色豚鼠，雌雄各半，体重 200 g 300 g。

6.6.3 试验分组

将豚鼠随机分为实验组、阴性对照组和阳性对照组，每组动物至少 16只。

6.6.4 操作程序

6.6.4.1 对实验组豚鼠r给予受试物诱导和激发处理。阳性对照组给予阳性致敏物(如：2,4-二硝基氯

苯)诱导和激发处理。阴性对照组仅给以受试物激发处理。

664.2 诱导处理浓度允许引起皮肤轻度刺激反应。激发浓度可低于诱导浓度,并不得引起原发性刺

激反应。如果原液不引起皮肤刺激反应，诱导和激发均使用原液。

6.643 试验前 24 h将豚鼠背部左侧 3 cmX 3 cm范围内去毛。取诱导浓度的消毒剂溶液(或原液)

0.5 mL(g),直接涂在 2 cmX2 cm左侧去毛皮肤上或滴于同样大小的 2层�4层纱布上,再将其敷贴在

左侧去毛区。用一层无刺激塑料膜或油纸复盖,再以无刺激胶布固定，持续 6 h。第 7 d和第 14 d以同
样方法重复一次。

6.6.4.4 在末次诱导后 14 d,将激发浓度的消毒剂溶液 0.5 mL(g)直接涂在 2 cmX2 cm右侧脱毛皮肤

上或滴于同样大小的 2层�4层纱布上，敷贴于豚鼠背部右侧 3 cmX3 cm去毛区。然后，用一层塑料

膜或油纸和无刺激胶布固定 ,6 h后将敷贴的受试物洗去。24 h和 48 h后观察皮肤反应，按表 14 对皮
肤反应进行评分。

表 14 皮肤反应的评分标准

皮肤反应 评分

红斑形成

无红斑 0

轻微红斑 1

中度红斑 2

严重红斑 3

水肿性红斑 4

水肿形成

无水肿 0

轻度水肿 1

中度水肿 2

严重水肿 3

6.6.4.5 实验室开展皮肤变态反应试验初期，或使用新的动物种属或品系时，应同时设阳性对照组，阳

性对照物可使用 2,4-二硝基氯代苯。为保证试验方法的可靠性，在进行该类试验时，每隔半年应使用

阳性对照物检查一次。若检测报告中需要用非本次阳性对照组的实验数据时，应注明其实验日期。阳

性对照组的操作程序同实验组，以阳性致敏物替代受试物。
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664.6 阴性对照组，仅对动物给予受试物的激发处理，每次试验应设置。

6.6.5 评价规定

6.6.5.1 化学物质引起的过敏性接触性皮炎，属迟发型变态反应。对于动物，仅见皮肤红斑和水肿。

665.2 根据表 14标准，将出现皮肤反应（评分＞1）的动物数除以该组实验动物数，求得致敏率（％）,

按表 15 评定致敏强度。

表 15 致敏强度分级标准'

致敏率

%
致敏强度

0~8 极轻度

9 28 轻度

29 64 中度

65〜80 强度

81—100 极强度

• 致敏率为 0%时,可判为未见皮肤变态反应。

6.7 亚急性经口毒性试验

6.7.1 目的

6.7.1. 1 检测消毒剂多次接触对实验动物的蓄积毒性作用及其靶器官，并确定其最大未观察到有害作

用剂量和最小观察到有害作用剂量。

6.7.1.2 为亚慢性、慢性毒性或致癌试验的剂量设计提供依据。

6.7.2 实验动物

一般用啮齿类动物，首选大鼠,所用大鼠应为 6周�8周龄，每组至少 10只，雌雄各半。

6.7.3 试验分组

将实验动物随机分为 4组（3个剂量组和 1个对照组）。选择受试物剂量时，高剂量组应出现明显

的毒性反应，但不引起死亡，如果出现动物死亡应不超过 10%;中间剂量组应可观察到轻微的毒性效

应；低剂量组应不引起任何毒性效应（属未观察到有害作用剂量）。至于具体的剂量设计，可考虑高剂

量为 LA。的 1/5 1/10,高、中、低 3个剂量间的组距以 3倍�5倍为宜，最低不小于 2倍。对于 LD50≥

5 000 mg/kg体重的消毒剂，高剂量应用1 000 mg/kg体重。另以受试物溶剂代替受试物进行试验，作
为阴性（溶剂）对照组。

6.7.4 操作程序

6.7.4.1 采用灌胃方式经口染毒。

674.2 灌胃法每天灌胃一次，每周称体重，并按体重调整受试物的给予量。

6.7.4.3 试验期为 28 d,末次染毒后 24 h处死实验动物，检测各项观察指标。
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6.7.5 观察指标

6.7.5.1 临床检查

观察动物中毒表现,每周称量体重一次。

6.7.5.2 血液学检查

包括血红蛋白含量、红细胞计数、白细胞计数及其分类计数等。

6.7.5.3 血液生化检查

例如天冬氨酸氨基转移酶、丙氨酸氨基转移酶、尿素氮、肌肝、血清总蛋白和白蛋白、总胆固醇等。

必要时，可根据所观察到的受试物毒性效应，或与受试物化学结构相似物质的毒性作用，选择其他一些

生化指标。

6.7.5.4 脏器重量

测量肝、肾等重要脏器的重量，并计算其脏器重量系数。

6.7.5.5 病理学检查

实验结束时，处死所有动物，进行全面的肉眼尸检，并将尸检发现的异常组织和主要脏器和组织（如

心、肺、肝、肾、脾、脑、肾上腺、睾丸、卵巢和胃肠等）固定保存。当各剂量组动物尸检未发现明显病变，先

进行高剂量组和阴性对照组动物的肝、肾、胃肠和其他可能受损的脏器的组织病理学检查。如大体解剖

发现异常或高剂量组动物组织病理学检查发现病变，还应对中、低剂量组动物相应的器官进行组织病理

学检查。

6.7.6 评价规定

将各实验组动物观察指标与阴性对照组加以比较，并进行统计学检验，注意各剂量组间的剂量-反

应（效应）关系。评定受试物的最小观察到有害作用剂量和最大未观察到有害作用剂量及毒性作用的靶

器官。

6.8 致突变试验

6.8.1 体外哺乳动物 L5178Y细胞基因突变试验

6.8.1.1 目的

检测消毒剂对体外培养的哺乳动物细胞的基因突变作用，以作为评价消毒剂致突变性的依据。

6.8.1.2 试剂

6.8.1.2.1 F10p培养液：为完全培养液。以 Fischer 或 RPMI1640 培养液，加入马血清 10%,丙酮酸钠
220 /zg/mL,青霉素 100 IU/mL和链霉素 100 Rg/mL配制而成（pH 7.2 pH 7.4）。于 4 ，C 冰箱中保

存备用。

6.8.1.2.2 Fop培养液：为无血清培养液。以 Fischer 或 RPMI1640培养液，加入丙酮酸钠 220 bg/mL,
青霉素 100 IU/mL和链霉素 100 rg/mL等配制而成（pH 7.2 pH 7.4）。于 4 .C冰箱中保存备用。
6.8.1.2.3 马血清：将过滤除菌后的马血清，经 56 C作用 30 min灭活补体。分装后，于一20C保存
备用。
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6.8.1.2.4 集落用培养基：用 Fischer 或 RPMI164O培养液，加入马血清 20%、丙酮酸钠 220 pg/mL、琼
脂 0.37% 配制而成 。
6.8.1.2.5 无钙镁磷酸盐缓冲液（无钙镁 PBS,pH 7.2 7.4）：

磷酸二氢钾（KHzPOQ

磷酸氢二钠（Na2HpO4 • 12氏0）
氯化钾（KC1）

氯化钠（NaCD

双蒸水（压力蒸汽灭菌）

0.20 g

2.89 g

0.20 g

8.00 g

1 000 mL
6.8.1.2.6 受试物：最好能直接溶于 Fi。p与 F。p培养液中。否则应先溶于二甲基亚碉（DMSO）,而后再

加于上述培养液内。所加 DMSO的量应低于1%（体积分数）。
6.8.1.2.7 阳性对照物：选用甲基磺酸乙酯（EMS）,丝裂霉素 C（MMC）,甲基硝基亚硝基胭（MNNG）,

苯并（0）茁（BaP）等。

6.8.1.2.8 三氟胸昔（TFT）：用生理盐水配成 100 bg/mL 溶液,可冻存 3 个月。
6.8.1.2.9 肝微粒体酶混合液（S9 混合液）：取健康的雄性成年 SD或 Wistar大鼠，体重 150 g左右，约

5周龄�6 周龄。将多氯联苯（Aroclor 1254），溶于玉米油中，浓度 200 mg/mL,按 500 mg/kg体重一
次腹腔注射。5 d后，断头处死动物，取出肝脏称重后，用预冷的 0.15 mol/L 氯化钾溶液冲洗肝脏数次。
每克肝（湿重）力口 0.15 mol/L 氯化钾溶液 3 mL。剪碎肝脏，在冰浴中用玻璃匀浆器制成肝匀浆。以上

操作应注意无菌和局部冷环境。

将肝匀浆用低温（0 0 4 ，C）高速离心机，以 9 000 g 离心 10 min。取上清液即为 S9,分装于无菌

冷冻安甑中。S9 制成后，应进行无菌检查，以及用间接致癌物鉴定其活性。合格者置一80 .C或液氮中
储存备用，储存期不超过半年。

S9 混合液应以上述 S9 液在临用时按无菌要求配制。一般配成含 10% S9 的混合液。其配方
如下：

S9 0.10 mL
1.65 mol/L 氯化钾+0.4 mol/L 氯化镁 0.04 mL
葡萄糖-6-磷酸 • 2Na 1.8 mg

氧化型辅酶口（NADP） 3.1 mg
用 Fop培养液补足至 1.0 mL。

6.8.1.3 细胞

试验以小鼠淋巴瘤 L5178Y 细胞［胸昔激酶（TK）座位为杂合子（tk+/tk-）］检测 TK 基因的突
变。为减少细胞的自发突变率，在制备该细胞试验用悬液时,先将其在加有 THMG 的 F10p培养液中培
养 24 h,杀灭培养液中所存在的自发突变细胞（tk-/tk—）,然后将细胞悬浮于 THG培养液（不含氨甲
喋吟的 THMG培养液）中培养 1 d 3 d。

THMG含下列 4 种成分，各成分的终末浓度如下：
胸昔 5X1O-6 mol/L
次黄噂吟 5X10~5 mol/L
氨甲喋吟 4XI0-7 mol/L
甘氨酸 1X10-4 mol/L

6.8.1.4 试验分组

6.8.1.4.1 一般设 4个剂量组。有细胞毒性的受试物，最高剂量组的细胞存活率为10% 20%,无细胞
毒性受试物最高剂量不超过 10 mmol/L 或 5 mg/mL。
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6.8.1.4.2 同时应有阴性（溶剂）对照组、阳性对照组和未处理对照组。阳性与阴性对照组的操作程序

同实验组，阳性对照组用阳性对照物代替受试物，阴性（溶剂）对照组用受试物溶剂代替受试物。

6.8.1.4.3 除未处理对照组外，实验组和其他对照组，还均应包括有加 S9混合液和不加 S9 混合液的两

部分。

6.8.1.5 操作程序

6.8.1.5.1 细胞准备

将新清除了自发突变体的细胞群体，用 Fiop培养液制成悬液。以无菌烧瓶加入细胞悬液和 B0p培

mL。培养物以含 5%二氧化碳的空气充
。L5178Y 细胞的细

养物

6.8.1.5.2 受试薪处工

用 6.8.1.
）。不加 S9 混合液管，代之

:后加盖密闭, 36

C 土 . °C 振W

达6.8.1.5.3

48 h经计数后将细胞 个/mL。3义

6.8.1.5.4 选 口集落化

培养物经离心后除去大部分上清液。并将细胞在 1 mL Flop培养下

平板），作突变体的选择。将先前 0.5 mL细胞悬液用集j

期约为 10 h 11 h,在常规培养

培养液作 4 倍稀释（或隔

液各 50% 的对半混合

f度潭3X104 个/mL。在
LTFT贮存液，继续振

1X106 个细胞（称为 TFT
基先作 1 ：100 稀释，细胞悬液浓

试管中，每

述试管内力

处理

加入 20 m

密闭，于 3

度为 3X102 个/mL。振荡培养 15 min 后，取kSEC 集落培养基作 1 ：50 稀释（此时细胞悬液

浓度为 6个/mL）后振荡培养。经 15 min 培养后，倒入 3 个直径为 100 mm的平皿中，每平皿 33 mL,
含细胞 200个（称为 VC平板）。待琼脂凝固后，置二氧化碳培养箱（36 ,C士1 C）中静置培养 10 d。计
数各个平皿中出现的集落数（m）。

50 mL有盖
Fop培养液。在上

±HC培养 4 h。
ank/液洗涤，再

气充气后，加盖

胞用

化碳的

再加 S9
浓度的受

养液至 100 mL,细胞终末密度为 7X103
气后，加盖密闭，于 36 'C士1 C 题
24 h后，细胞数将增加约 5 厂用稀能

后，以 200 g

F.借养液充缩
网清液，

，以含 5%二

吾养。实验前一天用 F1op培养;天用 Bop培养液作 24僚稀释）,

液（马血清终末浓度滥%％）

表达结束后，

基中混悬。将细胞；

36 ℃土1 "C振荡培养 3
荡培养 15 min。将样本取

10

移

和 的对半混合液将细胞培养物稀释至 1X106 个/mL,中

100 mL 集落培养基的烧瓶中。此时
0.5 mL后，向余下的细胞悬：

于

达时问为 2d。表达开始后 24细胞的羞现

合液 4 mL（总量:
物，并以含

二、10 min,除

浓度

达

6.8.1.5.5 相关指标的计算

按式（7）、式（8）计算绝对集落形成效率（EQ和相对集落形成效率（Er），按式（9）计算突变频率

（MF）O

n
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式中：

Ea ——绝对集落形成效率；
次 ——形成集落数，单位为细胞集落数(CFU)；
n ——接种细胞数，单位为细胞个数。

斤Er=£xiOO% (8)Mo
式中：

E, ——相对集落形成效率；
瓦1——实验组绝对集落形成效率；
Ea。——溶剂对照组绝对集落形成效率。

MF=— ( 9 )
^VC

式中：

MF ——突变频率；
——TFT平板集落数，单位为细胞集落数(CFU)；

mvc ——VC平板集落数，单位为细胞集落数(CFU)；

f ——稀释系数为 2X10-4。

6.8.1.6 评价规定

6.8.1.6.1 对 L5178Y 细胞，自发突变频率推荐可接受的范围为 2OX1Q-6-1OOX1O-6 o

6.8.1.6.2 用适当的统计学检验方法处理，当各剂量组MF与阴性(溶剂)对照组者相比突变率升高，且
有统计学意义，并呈剂量-反应关系时，或仅一个剂量组有统计学意义的升高并经重复试验证实者，均可

判为阳性结果，即受试物对 L5178Y 细胞 TK系统有致突变性。

6.8.2 体外哺乳动物 V79 细胞基因突变试验

6.8.2.1 目的

' 检测消毒剂对体外培养的哺乳动物细胞可否引起基因突变，以对消毒剂的致突变性做出评价。

6.8.2.2 试剂

6.8.2.2.1 完全培养液：以 Eagle最低必需培养液(EMEM)或 RPMU640培养液加10%小牛血清、青霉
素(100 IU/mL)和链霉素(100 jzg/mL)配制而成。
6.822.2 小牛血清：将过滤除菌后的小牛血清放入 56 .C水浴中，保温 30 min以灭活补体，而后分装，
保存于一20 备用。

6.8.223 无钙镁磷酸盐缓冲液(无钙镁 PBS):见 6.8.125。
6.822.4 胰蛋白酶-EDTA溶液:分别用无钙镁 PBS配制胰蛋白酶与 EDTA 溶液,胰蛋白酶溶液浓度
为 0.05%,EDTA溶液浓度为 0.02%。两溶液按 1：1混合。存放于一20 C备用。
6.8.225 受试物：最好能直接溶于无血清培养液内。否则，先溶于二甲基亚根 (DMSO),而后加于无
血清培养液内。所加 DMS。溶液量为 0.5%(体积分数)。
6.8.2.2.6 阳性对照物：可根据受试物的性质和结构选用不同的阳性对照物，例如甲基磺酸乙酯

(EMS),丝裂霉素 C(MMC),甲基硝基亚硝基服(MNNG),苯并(a)茁(BaP)等。

6.8.2.2.7 6-硫代鸟噪吟(6-TG)：用 0.5%碳酸氢钠溶液配制为 LO mg/mL溶液,保存于 4 C备用。
6.8.2.2.8 肝微粒体酶混合液 (S9 混合液)：见 681.2.9。
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6.822.9 磷酸盐缓冲液（0.067 mol/L,pH 6.8）：取磷酸氢二钠 9.47 g溶于蒸馈水1 000 mL中，配成

第一液；取磷酸二氢钾 49.07 g溶于蒸镭水 1 000 mL中，配成第二液；取第一液 49.5 mL加于第二液
50.5 mL中混匀，即为 pH 6.8的 0.067 mol/L磷酸盐缓冲液。
6.8.2.2.10 姬姆萨染液：取姬姆萨染料 3.8 g,置玛瑙乳钵中，加少量甲醇研磨。逐渐加甲醇至 375 mL,

待完全溶解后，再加 125 mL甘油，放入 36 'C士1 0C恒温培养箱中保温 48 5。保温期间振摇数次，使充
分溶解。取出过滤，两周后使用，作为姬姆萨染液原液。

使用时，取 1份姬姆萨染液原液，与 9 份 0.067 mol/L磷酸盐缓冲液（pH 6.8）混合，配成其应用液。

6.8.2.3 细胞

以中国仓鼠肺（V79）细胞株空二产
|| 叫"*g 试验前将野生型细胞接种于含

THMG（见 6.8.1.3）的MEM号芦盘̂ 三呼明^港 灭自发 HGPRT位点突变
体。遂后重新接种于

6.824 试验分组

6.8.2.4.1 一般潭4个处剂量组。对有细胞毒性的受试物，最高剂量组的细

寸照物代替受试物，阴 d1对假组用阳4

6.825 君

的操作程序

i物。
6.824.2 尾时应读阴性（溶剂）对照组、阳性对照组和未处理对照组。阳性
同实验组，口
6.824.3 I ，各组均应包括加

.11

色洁*为10% 20%,

阴青那甯
无细胞毒性受小物 剂

容剂）对照组用受试物溶

液和不加该液的样本。

耸替，再加一定量不同浓度受试物的g力

性（溶剂）对照组也分加与不加 S9混备

合液组，则用 2 mL 无
液补足至 10 mL。并将部q
钙镁 PBS洗涤细胞 2 次，再加

有束后

吸去 6.8.2.《吾
加 S9 混合液，另-

解养堂分为两大组，一组
液，对不加 S9 混

用不含血清的培养

培养皿中液体部分，用无

授养液 培 mL,在二氧化碳培 靖印培养 19 h 22 h。阳性和阴
匿养箱中培养5

n卡的培养液，用无钙镁 PBS洗 2 次。将含有细胞境
1窟3昆合液。加 S9 混合液组，在培养皿中加入 4/

6.8.2.5.1 胆胞

将

每组二皿，为13
胞接种于

于二氧1

完全培养液的:

践培养箱中（36

6.8.252 接序［受刑

'mm.的平皿中，除未处理对 皿外，其余

6.8.2.5.3 表达

将培养物用胰蛋白酶-EDTA 消化。待细胞脱落后，加入完全培养液，终止消化。混匀、计数并进行
表达。表达时，以 5X105个细胞接种于直径为 Ia0 mm 的平皿中。培养 3 d后，分传一次,仍接种 5X
IO'个细胞，培养 3 d后再进行突变体的选择，并按 6.8.1. 5.5 中式（7）和式（8）计算绝对集落形成效率
（瓦）和相对集落形成效率（EJ。

6.825.4 细胞毒性测定

将 6.8,2.5.3 消化计数后的细胞，每平皿接种 200 个，每组 5 个平皿，于二氧化碳培养箱内（36 C士
1℃）培养7孔 取出样本，固定并进行姬姆萨染色后，计数各平皿的细胞集落数。并按 6.8.1.5.5 中式
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（8）计算相对集落形成效率（Er），以相对集落形成效率表示细胞的毒性。

6.8.2.5.5 突变频率的测定

表达结束后，消化细胞，分别接种，每组 5 个平皿，每平皿种 2X1O5 个细胞。待细胞贴壁后加入
6-TG,终末浓度为 5 fzg/mL。放入二氧化碳培养箱培养 7 d 10 d。固定后进行姬姆萨染色，计数平皿
内集落数，并计算其突变频率（MF）。

6.8.256 突变频率（MF）的计算

按式（10）计算突变频率：

式中：

MF—突变频率；

m ——突变集落数，单位为细胞集落数（CFU）；

E. ——绝对集落形成效率；
n ——接种细胞数。

6.826 评价规定

6.8.2.6.1 对 V79 细胞，推荐可接受的自发突变频率范围为 lOXIOi 100X10-6。
6.8.262 用适当统计学检验方法处理，当各剂量组 MF与阴性（溶剂）对照组者相比，突变率升高，且

有统计学意义，并呈剂量-反应关系时，或仅一个剂量组有统计学意义的升高并经重复试验证实者，均可

判为阳性结果，即受试物对 V79 细胞 HGPRT系统有致突变性。

6.8.3 体外哺乳动物细胞染色体畸变试验

6.8.3.1 目的

用细胞遗传学方法检测体外培养的哺乳动物细胞染色体畸变，评价消毒剂的致突变性。

6.8.3.2 试剂

6.8.3.2.1 完全培养液：采用 Eagle 最低必需培养液（EMEM）或 Dulbecco 最低必需培养液（DMEM）
等,并加入10%小牛血清以及青霉素（100 IU/mL）和链霉素（100 Mg/mL）o

6.8.3.2.2 zb牛血清：见 6.8.2.2.2。
6.8.323 无钙镁磷酸盐缓冲液（无钙镁 PBS,pH 7.2 7.4）：见 681.2.5。

6.8.3.2.4 胰蛋白酶-EDTA溶液：见 6.8.2.2.4。
6.8.325 受试物：最好能直接溶于无血清完全培养液内。否则，先溶于二甲基亚飙（DMSO）,而后加

于完全培养液内。所加 DMSO溶液量应低于1.0%（体积分数）。
6.8.326 阳性对照物：加 S9时选用环磷酰胺等，不加 S9 时选用丝裂霉素 C等 。
6.8.327 肝微粒体酶混合液（S9 混合液）：见 6.8.129。

6.8.328 秋水仙素溶液（0.04%）：取 40 mg秋水仙素溶解于100 mL无菌 0.85%氯化钠溶液中，过滤
除菌。

6.8.329 甲醇-冰醋酸（3：1,体积比）固定液：临用现配。

6.8.3.2.10 姬姆萨染液：见 6.8.2.2.10。

6.8.3.2.11 氯化钾溶液（0.075 mol/L）。

( 10 )mf=4
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6.8.3.3 细胞

可选用中国仓鼠肺（CHL）细胞、中国仓鼠肺（V79）细胞、中国仓鼠卵巢（CHO）细胞，或人外周血

淋巴细胞等进行试验。在一般情况下，本试验推荐使用CHL细胞。

6.8.3.4 试验分组

6.8.3.4.1 所设试验剂量组应不少于 4个。最高剂量组的细胞存活率一般应为 10% 20%,无毒性受
试物最高剂量组不超过 10 mmol/L（或 5 mg/mL）。
6.8.3.4.2 同时应设阴性（溶剂）对照组、阳性对照组和未处理对照组，阳性与阴性对照组的操作程序同

实验组，阳性对照组用已知染色体断裂剂替代受试物，阴性（溶剂）对照组用受试物的溶剂。

6.8.3.4.3 除未处理对照组外，各组均应包括加 S9混合液和不加该液的样本。

6.8.3.5 操作程序

6.8.3.5.1 细胞准备
1

使用 CHL细胞时，在试验前一天，将其 1X106 个细胞接种于直径为 100 mm平皿中，置 36 t+
1 二氧化碳培养箱内待用。

6.8.3.5.2 接触受试物

试验时，吸出细胞培养平皿中的培养液，加入试验所规定浓度的受试物和 S9混合物（10%）以及不
含小牛血清的完全培养液，放二氧化碳培养箱内作用 2 h。结束后，吸去完全培养液，用 Hanks液洗细
胞 3次。加完全培养液，再置二氧化碳培养箱中培养，于 24 h收获细胞。收获细胞之前 2 h 4 h,加入
秋水仙素溶液（终末浓度为 1 kg/mL），阻断细胞于有丝分裂中期相。

6.8.3.5.3 收获细胞

用胰蛋白酶-EDTA 溶液消化细胞，待细胞脱落，加入培养液并混匀以终止胰蛋白酶作用。离心
（1 000 r/min 1 200 r/min,5 min〜7 min）,弃去上清液后，加入 0.075 mol/L氯化钾溶液低渗处理
10 min 20 min。离心后，再以甲醇-冰醋酸液固定 2 次。按常规滴片干燥，用姬姆萨应用液染色

15 min左右。

6.8.3.5.4 细胞染色体畸变分析

每组各选 100个染色体分散良好的中期分裂相细胞,进行染色体畸变分析，观察和记录染色体结构

的异常及数量异常。染色体结构异常可有：断裂、微小体、有着丝点环、无着丝点环、单体互换、双微小

体、裂隙、非特定性型变化（粉碎化等）。染色体数量异常可有：非整倍体、多倍体、内复制。

6.8.3.6 评价规定

用炉检验或其他适当的统计学检验方法,对所得试验数据进行处理。当各剂量组与阴性（溶剂）对

照组相比，畸变细胞率升高，且有统计学意义，并有剂量-反应关系时；或仅一个剂量组有统计学意义的

升高并经重复试验证实者,并经重复试验证实时，可判为该受试物在本试验中具有致突变性。

6.8.4 小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验

6.8.4.1 目的

检测消毒剂对小鼠骨髓嗜多染红细胞微核形成的影响，评价消毒剂的染色体损伤毒性。
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6.8.4.2 试剂

6.8.4.2.1 受试物：用水、植物油或用 0.5%竣甲基纤维素钠配制成溶液或混悬液。
6.8.4.2.2 阳性对照物：常用环磷酰胺或丝裂霉素 C。
6.8.4.2.3 小牛血清：见 6.8.2.2.2。
6.8.4.2.4 姬姆萨染液:见 6.8.2.2.10。

6.8.4.3 实验动物

选用体重为 25 g 30 g的小鼠，雌雄各半。

6.8.4.4 试验分组

随机分为 5组，受试物至少设 3个剂量组，每个剂量组用 10只动物，雌雄各半。另设阴性（溶剂）和

阳性对照组。剂量组一般取受试物的 1/21口5。、1/511）5。、1/2014。等剂量，以得到剂量-反应关系。高

剂量组应不引起动物死亡，不引起明显骨髓抑制。若采用一次最大限度试验测得 LDs。大于 5 000 mg/kg
体重，即以 5 000 mg/kg 体重为高剂量。阳性对照组选用环磷酰胺（40 mg/kg 体重）或丝裂霉素
（1 mg/kg 1.5 mg/kg体重）。阴性（溶剂）对照组用受试物溶剂。

6.8.4.5 操作程序

6.8.4.5.1 动物染毒采用经口灌胃 30 h染毒法，即两次染毒间隔 24 h,第二次染毒后 24 h取材。
6.8.4.5.2 用颈椎脱臼法处死动物，取股骨或胸骨。剥除肌肉，擦净血污。切断股骨或胸骨两端，暴露
骨髓腔。

6.8.4.5.3 用注射器吸取 0.1 mL小牛血清，冲洗骨髓腔。用冲洗液常规涂片，晾干或热风吹干。
6.8.4.5.4 将已干的涂片，在甲醇中固定 5 min~10 min。用姬姆萨应用液染色 10 min 15 min,然后
用 pH 6.8 PBS液冲洗，晾干。
6.8.4.5.5 阳性与阴性对照组的操作程序同实验组。

6.8.4.5.6 选择细胞分布均匀、完整、着色适当的区域。在油镜下计数含微核的嗜多染红细胞（PCE）

数。成熟红细胞（NCE）呈粉红色，而 PCE呈灰蓝色，微核多呈圆形、边缘光滑、整齐，嗜色性与有核细胞
核质一致,呈紫红色或蓝紫色。直径通常为红细胞的 1/20 1/5。

6.8.457 每只动物计数 1 000个 PCE。微核细胞率指含有微核的 PCE数，以千分率表示。一个 PCE
中出现有两个或多个微核，仍按一个计数。此外，还应观察 PCE/NCE比例，作为对细胞毒性的指标。
一般计数 200个 PCE,同时记数所见到的 NCE。当 PCE/NCE小于 0.1时，提示对骨髓具有明显抑制
作用，应降低受试物剂量，重新进行试验。

6.8.4.6 评价规定

6.8.4.6.1 阴性对照组小鼠，微核细胞率一般不超过 0.3%。
6.846.2 用泊松分布、二项分布或其他适当的统计学检验试验方法处理。当各剂量组与溶剂对照组
相比，微核细胞率升高，且有统计学意义,并有剂量-反应关系，或仅一个剂量组微核细胞率有统计学意
义的升高,并经重复试验证实时，均可判为受试物具有体内染色体损伤作用。

6.8.5 哺乳动物骨髓细胞染色体畸变试验

6.8.5. 1 目的

用细胞遗传学方法检测实验动物骨髓细胞染色体畸变率，评价消毒剂的致突变性。
28



GB/T 38496—2020

6.8.5.2 试齐I

6.8.5.2.1 阳性对照物：常用环磷酰胺，丝裂霉素 C等。
6.8.5.2.2 秋水仙素溶液（0.04%）：见 6.8.3.2.8。

6.8.5.2.3 甲醇-冰醋酸（3：1,体积比）固定液：临用现配。

6.8.5.2.4 女匝姆萨染液：见 6.8.2.2.10。

6.8.525 磷酸盐缓冲液（PBS,0.067 mol/L,pH 7.4）。

6.8.526 氯化钾溶液（0.075 mol/L）。

6.853 实验动物

成年小鼠（体重 25 g 30 g），或大鼠（体重 180 g 220 g）。动物总数不少于 30只，雌雄各半。

6.8.5.4 试验分组

随机分为 5 组。至63个受试物剂量组，为 1/2LD50、1/5LD50、1/2OLD5。。若采用一次最大限度试

验，测得 LD5。大于 5 000 mg/kg体重，即以 5 000 mg/kg体重为高剂量。另设阳性对照组和阴性（溶
剂）对照组，每组 6只动物，雌雄各半。阳性对照组可用环磷酰胺（40 mg/kg体重）或丝裂霉素 CQ.5 mg/kg
2 mg/kg体重）。阴性（溶剂）对照组采用受试物溶剂。

6.8.5.5 操作程序

6.8.5.5.1 用经口灌胃方式，共染毒两次，间隔 24 h。于第二次染毒后 6 h处死动物。处死动物前
2 h 4 h腹腔注射 0.04%秋水仙素溶液，剂量为 4 mg/kg体重。
6.8.552 用颈椎脱臼法处死动物，取出股骨，剔除肌肉等组织。

6.855.3 剪去股骨两端，用注射器吸取 5 mL生理盐水，从股骨一端注人，用 10 mL离心管从股骨另
一端接取流出的骨髓细胞悬液。

6.8.5.5.4 将骨髓细胞悬液离心（1 000 r/min,5 min 7 min）,除上清液。加 0.075 mol/L 氯化钾溶液
7 mL,用滴管将细胞轻轻混匀，置 36 C士1 C水浴中低渗处理 7 min。
6.8.5.5.5 加人 2 mL甲醇-冰醋酸固定液，混匀。离心（1 000 r/min,5 min~7 min）,弃上清液。再加
入 7 mL固定液，混匀，固定 7 min。离心（1 000 r/min,7 min），弃去上清液。
6.8.556 用同法再固定 1次�2次，弃上清液，加入数滴新鲜固定液,混匀。

6.8.557 用悬液滴片，晾干，以姬姆萨应用液染色。

6.8.558 每组各选 100个染色体分散良好的中期分裂相细胞，进行染色体畸变分析，观察和记录染色

体结构的异常和数量的异常。染色体结构异常可有：断裂、微小体、有着丝点环、单体互换、双微小体、裂

隙、粉碎化等。染色体数量的异常可有：非整倍体、多倍体、内复制等。

6.8.559 计算畸变细胞率。畸变细胞率为 100个中期分裂相细胞中有染色体畸变的细胞数。一个中

期分裂相细胞出现两种或多种畸变，仍按一个有染色体畸变细胞计。

6.8.5.5.10 阳性与阴性（溶液）对照组的操作程序同实验组。只是阳性组选用环磷酰胺（40 mg/kg体
重）或丝裂霉素（L5 mg/kg 2.0 mg/kg体重）作为受试物的替代物。阴性（溶剂）对照组用受试物溶剂
作为受试物的替代物。

6.856 评价规定

用;T 检验或其他适当的统计学检验方法对所得试验数据进行统计学处理。当各剂量组与阴性（溶
剂）对照组相比，畸变细胞率升高，且有统计学意义，并有剂量-反应关系时；或仅一个剂量组畸变细胞率

有统计学意义的升高，并经重复试验证实时，可判为该受试物在本试验中具有致突变性。
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6.8.6 程序外 DNA修复合成试验

6.8.6.1 目的

检测受试物是否可引起体外哺乳动物细胞的原发 DNA 损伤。推荐用放射自显影法进行测定。

6.8.6.2 试剂

6.8.6.2.1 完全培养液:用 Eagle最低要求培养基（EMEM）85份加小牛血清 15份，青霉素（终末浓度
100 IU/mL）与链霉素（终末浓度 100 kg/mL）,pH 7.2 7.4。过滤除菌后,保存于 4 c冰箱备用。
6.862.2 同步培养液：用不含精氨酸的 EMEM培养基 98 份，加小牛血清 2 份，再加青霉素（终末浓度
100 IU/mL）与链霉素（终末浓度为 100 jzg/mL）配制而成。
6.8.6.2.3 牛血清：见 6.8.2.2.2。
6.8.624 无钙镁磷酸盐缓冲液（无钙镁 PBS）:见 6.8.1.2.5。
6.8.6.2.5 胰蛋白酶-EDTA溶液：见 6.8.2.2.40
6.8.626 甲醇-冰醋酸（3：1,体积比）固定液：临用现配。

6.8.6.2.7 肝微粒体酶混合液（热9 混合液）：见 6.8.1.2.9。

6.8.628 显影液及定影液：包括柯达（Kodak）1>196显影液、停显液及 F-5 定影液 。
6.862.9 羟基脉（HU）贮备液（250 mmol/L）。

6.8.6.2.10 1%枸椽酸钠溶液。
6.8.6.2.11 3H-胸腺嗦咤核昔。
6.8.6.2.12 NTB-2 核乳胶或国产核-4乳胶。

6.863 细胞

可选用人成纤维细胞、大鼠原代肝细胞、外周血淋巴细胞等进行试验，宜使用人胚肺成纤维细胞

（2BS）。

6.8.6.4 试验分组

受试物可设 4 个剂量组。最高剂量组应使细胞存活率在 10% 20%之间。无毒性受试物最高剂
量不超过 10 mmol/mL。同时应有阳性对照组和阴性（未处理、溶剂）对照终 阳性对照组用阳性对照

物代替受试物，阴性（溶剂）对照组用受试物溶剂代替受试物。

6.865 人胚肺成纤维细胞（2BS）放射自显影法操作程序

6.8.6.5.1 将细胞增殖至所需数量后，用完全培养液制成单细胞悬液，浓度为 0.5X105 个/mL 1.0X
IO' 个/mL。将细胞悬液接种至有小盖玻片的 6 孔细胞培养板中，在 36 ,C士1 二氧化碳培养箱内培

养 1 d 3 d,至细胞 50%融合。每一剂量组和各对照组分别作 2个�3个平行样本。
6.8.652 换用同步培养液，培养 3 d。
6.8.653 在试验的前一日下午，加入羟基脉（HU）贮备液使 HU的终末浓度为 10 mmol/L。继续在
36 C±1 下培养 16 h�，然后将上述长有细胞的盖片置于含有不同浓度的受试物、HU（10 mmol/L）
及* H-胸腺喀咤核昔（13.5 kBq/mL 27 kBq/mL,8.11X lO’kBq/mmol）同步培养液中。在 36 +1
培养 5 h。
6.865.4 阳性及阴性对照组的操作程序同实验组，只是阳性对照组用阳性对照物代替受试物，阴性

（溶剂）对照组用受试物溶剂代替受试物。

6.8.655 处理结束后，用 Hanks液洗涤 3次，再用 1%枸掾酸钠溶液处理 10 min。将小盖玻片用甲
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胞，同电

6.8.6.6 评价规定

6.8.7 小

6.8.7.1

利用

6.8.7.2

6.8.7.3 实验动物

选用 3月龄�4 月龄，体重 25 g 3

液中定影 10 min,再用水漂洗数小时。

6.8.658 细胞在显影后用姬姆萨染海

匕阴性（溶剂）对

高，但经重复

6.8.7.2.1

6.8.722
6.8.723
6.8.724
6.8.725
6.8.726

封固。在油镜下，计数各样本细胞核

积的本底碎数，两者之差为细胞核净银粒

醇-冰醋酸固定液固定 30 min,重复 2次。干燥过夜，将有细胞的盖玻片用少量中性树胶，粘固于载玻片

上，长有细胞的一面朝上。

6.8.656 在暗室中，将适量的 NTB-2乳胶（或核-4乳胶）移入浸渍用的玻璃器皿中，置于 40 水浴中

融化，再加入等量 40 C蒸储水，继续在水浴中加温，用玻璃棒轻轻搅拌 10 min 20 min,使气泡逸出。

同时将准备做自显影处理的载玻片，置水浴箱平台上预热。而后，将附有样本的载玻片垂直浸渍于乳胶

液中约 5 s。提出玻片，拭去其背面乳胶并待其干固。

6.8.657 将干固的附有样本的载玻片置于有变色硅胶干燥剂袋的曝光盒中，盒外包黑色避光纸，于

4 C冰箱中曝光 10 d。曝光后，将玻片在 1>19显影液中显影 4 min,在停显液中漂洗 30 s,在 F-5定影

配成溶用水、植

融做物体内胞蜀专学方法q

，或丝裂霉素。

：1,体积比）固定液：临用现配。

.2.2.10。

素

甲醇-

姬姆萨我

枸掾酸三专

的统计学检验方法处理，当各试验剂量组“银粒数/赛 均用 t 检验或要他］

照组者升高， 统w富* �并呈制备-后应关系时：成仅一个刘景�组有细计学
诱导了 DNA 修复合成.具有 DNA损伤作用。试验证实者，赢判方应受I

的显影银粒数，每个样本计数 1

数。计算各实验组和对照 粒

6.8.7.4 试验分组

受试物至少设 3个试验剂量组，每个剂量组 5只动物。另设阳性对照组和阴性（溶剂）对照组。阳

性对照组用环磷酰胺（40 mg/kg体重）或丝裂霉素 C（1.5 mg/kg体重�2 mg/kg体重），腹腔注射。

6.8.7.5 操作程序

6.8.7.5.1 用经口灌胃方式，共染毒两次，间隔 24 h。于第二次染毒后 6 h处死动物。处死动物前
3.5 h 5.0 h腹腔注射 0.04%秋水仙素溶液，剂量为 4 mg/kg体重。
6.8.7.5.2 用颈椎脱臼法处死小鼠，取睾丸，去除脂肪。置含 2.2%枸椽酸三钠溶液平皿中去除睾丸被
膜，用针头使曲精小管松散。一个动物的 2个睾丸可分别或合并处理。
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6.8.7.5.3 用吸管尽可能去除 2.2%枸檬酸三钠溶液，将曲精小管置于含 3 mL 4 mL低渗液（1%枸橡
酸三钠）的试管中。10 min后更换低渗液，以去除碎片和精子。在室温下，低渗时间总计不超过
25 min。低渗结束后去除低渗液。加入预冷的固定液（甲醇-冰醋酸），固定 10 min后，更换固定液，再
固定10 min。第 3 次固定至少30 min,也可在冰箱中过夜。用镜子将已固定的曲精小管移到含50%醋
酸 5 mL的离心管中，吸管吹打至不透光，离心（1 000 r/min,5 min）。
6.8.7.5.4 将固定液 1.0 mL 1.5 mL加至离心所得细胞沉淀物中。滴管吹打后，滴 2 滴至用70%乙醇
浸湿的玻片，分散后，热风干燥。

6.8.7.5.5 用姬姆萨应用液在室温染色 10 min,自来水淋洗两次。

6.8.756 以油镜检查染色体结构的异常情况。每只动物做两个睾丸，每个睾丸分析 50 个中期分裂相

精原细胞。记录观察染色体型和染色单体型染色体的结构异常。检查染色体数目异常时，记录非整倍

体和多倍体。

687.6 评价规定

用1检验或其他适当的统计学检验方法对所得试验数据进行统计学处理。当各剂量组与阴性（溶

剂）对照组相比，畸变细胞率升高，且有统计学意义，并有剂量-反应关系时;或仅一个剂量组有统计学意

义的升高，经重复试验证实后，可判为该受试物对哺乳动物睾丸细胞具有致突变性。

6.9 亚慢性毒性试验

6.9.1 目的

6.9.1.1 检测消毒剂较长期染毒对实验动物的毒性作用及其靶器官，并确定其最大未观察到有害作用

剂量。

6.9.1.2 为慢性毒性和致癌试验的剂量设计提供依据。

6.9.2 实验动物

一般用啮齿类动物，首选大鼠。所用大鼠应为 4周龄�6 周龄者。全部试验至少用 80只动物。

6.9.3 试验分组

将实验动物随机分为 4 组（3 个剂量组和 1 个对照组），每组 20 只动物，雌雄各半。选择受试物剂

量时，高剂量组应出现明显的毒性反应，但不引起死亡，如果出现动物死亡应不超过10%;中间剂量组

应可观察到轻微的毒性效应；低剂量组应不引起任何毒性效应（属未观察到有害作用剂量）。至于具体

的剂量选择，可考虑高剂量为 LDs。的 1/20 1/5,高、中、低 3 个剂量间的组距以 3倍�5倍为宜，最低
不小于 2倍。另以受试物溶剂代替受试物进行试验，作为阴性对照组。

6.9.4 操作程序

6.9.4. 1 采用灌胃方式或将受试物掺入饲料经口染毒。

694.2 灌胃法每天灌胃一次，每周称体重，并按体重调整受试物给予量。如受试物掺入饲料时，应定

期称饲料消耗量,计算消毒剂摄入量。

6.9.4.3 试验期为 3 个月（90 d）,末次染毒后 24 h处死实验动物，检测各项观察指标。

6.9.5 观察指标

6.9.5. 1 临床观察:观察动物中毒表现，每周称量体重一次，食物消耗量至少1次�2次。

6.952 血液学检查:包括血红蛋白含量、红细胞数、白细胞及其分类计数、血小板数、网织红细胞数等。
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6.953 血液生物化学检查:例如天冬氨酸氨基转移酶、丙氨酸氨基转移酶、碱性磷酸酶、乳酸脱氢酶、

尿素氮、肌肝、血清总蛋白和白蛋白、总胆固醇、总胆红素等。必要时，可根据所观察到的受试物毒性效

应，或与受试物化学结构相似物质的毒性作用，选择其他一些生化指标。

6.9.5.4 脏器重量：测量主要脏器（如肝、肾、脾、睾丸等）的脏器重量和脏器系数（脏器重/体重

X1OO%）。

695.5 病理学检查：实验结束时，处死所有动物，进行系统解剖和肉眼观察，并将主要器官和组织（如

心、肺、肝、肾、脾、脑、肾上腺、睾丸、卵巢、胃肠和系统解剖时发现的异常组织等）固定、保存。当各剂量

组动物尸检未发现明显病变时，先进行高剂量组和阴性对照组动物肝、肾、胃、肠及其他重要的和可能受

损的脏器的组织病理学检查。如发现病变，还应对中、低剂量组动物相应的器官进行组织病理学检查。

6.9.6 评价规定

将各实验组动物观磬球哂 加以比较牖 g剂量组间的剂量-反应
（效应）关系。评定驾鲍少，赢有害作用剂量和最大未观蠹V油啜量及毒性作用的靶
器官。 /
6.10 致畸胎前I / X、

检测?曝剂潮妊娠实验

6.10.2 试

化钾 麟瀚!］口蒸储0茜素红驾
〔A：甘油 2（

IB：甘油与

红 0。1

耳氧化，

6.10.2.1
明

明

6.10.2.2
6.10.2.3

试验用大鼠?型、戴堂、要时可用家兔）。用大鼠和小鼠试验时，取健康、3熟 配过的体重为

200 g 250 g的; 瀛 25 g 30 g的小鼠。
， /

6.10.4 试验分组

至少设 4组，其中 3个原、 冬 孕鼠。高剂量组可用雌鼠

的 1/1OLD。作为试验剂量；低剂量 为试验剂量。其间设中剂量组。阴

性对照组以受试物的溶剂代替受试物进行试验。阳性对照组常用阿司匹林（270 mg/kg体重�280
mg/kg体重）、敌枯双（1 mg/kg体重）或维生素 A（40 000 IU）。对于实验室首次进行的动物品种或品
系应设阳性对照组。为了保证试验方法的可靠性，每隔半年应用阳性对照物检查一次。

6.10.5 操作程序

6.10.5.1 将雌鼠和雄鼠按 1：1或 2:1的比例同笼饲养。每日晨观察阴栓（或阴道涂片）。查出阴栓

或精子的当天定为孕期零天。如 5 d内未交配，调换雌鼠。查出的孕鼠按上述随机分组，并进行称重和

编号。

6.10.5.2 在大、小鼠孕期 6 d 15 d期间，每天用灌胃法给予受试物。分别于孕期 0（1、6（1、10<1、15E1和

20 d称重孕鼠，并根据体重调整受试物给予量。注意观察并记录孕鼠的毒性反应。
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6.10.5.3 大鼠于孕期第 20天，小鼠于孕期第 18天，用颈椎脱臼法处死。剖腹，取出子宫称重，检查活

胎、吸收胎、早期死胎和晚期死胎数。

6.10.5.4 逐个记录活胎鼠的性别、体重、身长和尾长。外观检查头面部、躯干部、四肢等有无畸形，诸如

皮下出血、露脑、脑膨出、眼部畸形（无眼或开眼等）、鼻孔扩大、单鼻孔、唇裂、脊柱裂、四肢和尾畸形、肛

门闭锁等。

6.10.5.5 每窝取约 1/2 2/3活胎鼠，用眼科镶剥皮。取出内脏（注意勿拉断肋骨），去掉后颈和两肩胛

骨之间的脂肪块。将胎鼠放入茜素红溶液染色。当天摇动玻璃瓶 2次�3 次展 待骨骼染成红色时为

止。将胎鼠换入透明液 A中Id 2d,换入透明液B中 2 d〜3d。待胎鼠骨骼已染红，而软组织的紫红
色基本褪去，可换置甘油中。

6.10.5.6 将染好的标本连同甘油一并倒入含水平皿内，在解剖显微镜下，用透射光源，先观察胎鼠全

身，然后逐步检查：

a） 头骨、胸骨、脊椎骨、肋骨和四肢等有无骨化不全、骨化迟缓和其他缺陷；

b） 观察脊椎骨有无缺失、融合、纵裂等畸形；

c） 观察胸骨的发育和数目，有无胸骨缺失等；

d） 检查肋骨有无融合肋、分叉肋、肋骨中断、缺肋、短肋、波状肋、多肋畸形等；

e） 最后检查四肢骨畸形。

6.10.5.7 每窝取约 1/3 1/2 活胎鼠浸入固定液 2周，作内脏检查。将已固定的胎鼠用水冲净,仰放于

石蜡板上。剪去四肢和尾，用刀片在头颈部常规共切 4刀，再用剪刀剖开胸、腹腔。着重检查：

a） 有无裂舌、双叉舌、裂腭及眼、鼻和脑部的畸形；

b） 是否出现右位心、心脏过大、肺过大或过小等畸形；

c） 消化系统和泌尿生殖系统各器官的大小、形状以及位置；

d） 有无肾盂积水，双侧有无睾丸，以及子宫发育不全等畸形。

6.10.6 观察指标

6.10.6.1 主要观察动物畸胎出现率，同时观察其他指标，如着床数、活胎数、晚期死胎数、早期死亡数,

以及活胎体重、身长、尾长等。

6.10.6.2 观察全部结果的剂量-反应关系，确定受试物的母体毒性、发育毒性及致畸性。求出受试物的

最小致畸剂量和最大无致畸作用剂量。对致畸强度应以致畸指数表示。

6.10.6.3 按式（11）计算致畸指数：

式中：

TI ——致畸指数；

LD50 ——雌鼠 LDs。；
TDmj„ 最小致畸剂量。

6.10.7 评价规定

致畸指数小于或等于 10为基本不致畸；10 100为致畸；大于 100 为强致畸。

6.11 慢性毒性试验

6.11.1 目的

检测受试物长期染毒对实验动物所产生的毒性作用，确定其最小观察到有害作用剂量，最大未观察

到有害作用剂量及毒性作用的靶器官。
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6.11.2 实验动物

试验选用刚离乳的大鼠。在试验结束时，每个剂量组每种性别的动物应不少于 10只。中间需要活

杀动物检查时，应相应增加实验动物数量。

6.11.3 试验分组

将实验动物随机分在 3个剂量组和 1个阴性对照组。阴性对照组除不接触消毒剂外，其他与实验

组相同，若在试验中对受试物使用溶剂或赋形剂时，阴性对照组应给予相应剂量的溶剂或赋形剂。试验

剂量根据亚慢性试验结果选择。高剂量应引起明显的毒性效应甚至个别动物死亡，低剂量应不引起毒

性效应。

6.11.4 操作程序

6.11.4.1 用灌胃法或将受试物掺入饲料或饮水中喂饲。掺入饲料的受试消毒剂的最高浓度一般不超

过 5%。饲料中受试消塞剂应定期监测，观察其均匀性和稳定性。
6.11.4.2 灌胃法每天给药 1次。

6.11.4.3 前 3个月每周称量体重，3个月后每月称 1次体重，调整受试物灌胃量。如受试物掺入饲料，

应定期称饲料消耗量。如受试物溶于饮水中喂饲，应记录动物的饮水量。

6.11.4.4 试验期限为一般为 6 个月，必要时可延长至 2 年。

6.11.5 观察指标

6.11.5.1 与亚慢性毒性试验基本相同，也可根据受试物对实验动物的亚慢性毒性作用和靶器官，可适

当增加或更换一些针对性更强更灵敏的观察指标。

6.11.5.2 临床观察:观察中毒表现,体重前 3个月每周 1次，以后每月 1次。

6.11.5.3 血液学检查：于试验的第 3个月、第 6个月及以后每半年进行 1次血液学检查。

6.11.5.4 血液生化检查:检查时间同血液学检查。

6.11.5.5 病理学检查：包括如下内容：

a） 系统解剖：所有实验动物包括试验过程中死亡的动物都应进行完整的系统解剖和详尽的肉眼

观察。肉眼可见的异常组织都应留样作进一步组织病理学检查。

b） 脏器重量：称取脑、肝、肾、脾和睾丸重量并计算脏器系数。

c） 组织学检查：对照组、高剂量组动物及系统解剖发现异常的组织均应作详尽的组织学检查。当

高剂量组有异常发现时，其他剂量组才进行相应检查。检查脏器一般包括脑、心、肺、肝、脾、

肾、胃、肠、肾上腺、甲状腺、垂体、睾丸（卵巢）和子宫等。

6.11.6 评价规定

比较各剂量组与对照组观察指标的变化。计算分析其剂量-反应关系，并确定受试物最小观察到有

害剂量和最大未观察到有害作用剂量,及毒性作用靶器官。

6.12 致癌试验

6.12.1 目的

检测长期接触消毒剂后实验动物出现肿瘤的情况，评价其致癌性。也可将致癌试验和慢性毒性试

验结合在一批动物中进行。
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6.12.2 实验动物

以刚离乳的大鼠或小鼠进行试验。如与慢性毒性试验结合进行，通常选用大鼠。各剂量组和阴性

对照组使用的有效动物数，至少雌雄各 50只。如与慢性毒性结合进行，试验中间需要处死动物进行检

查时，应相应增加实验动物数。

6.12.3 试验分组

实验动物分组按 6.11.3 的要求进行,一般设 3个剂量组与1个阴性对照组。根据亚慢性试验结果
选择剂量。最高剂量组为最大耐受剂量，可引起轻度毒性效应，但不能因肿瘤以外因素明显缩短其生命

期限。最低剂量组应不影响动物正常的生长、发育和寿命，即不引起任何毒性效应。中间剂量处于最高

和最低剂量之间。若在试验中对受试物使用溶剂或赋形剂时，阴性对照组应以相应的溶剂或赋形剂进

行试验。

6.12.4 操作程序

6.12.4.1 将受试物灌胃或掺人饲料或饮水中喂饲。掺入饲料中的受试物最高浓度不应超过 5%。如
用灌胃法，每天给药 1次。

6.12.4.2 前 3个月每周称体重，3 个月后每月称体重，并调整受试物的灌胃量。每周称饲料消耗量

1次。若受试物溶于饮水中喂饲，应记录饮水量。试验期应包括动物正常寿命期的大部分时间，大鼠为

2 年以上，小鼠为 18 个月以上。

6.12.4.3 试验过程中，除观察一般临床症状外，着重观察动物的肿瘤发生情况。对每一肉眼可见或可

触及的肿瘤，其出现的时间、部位、大小、外形和发展情况均应有记录。

6.12.4.4 凡在试验过程中死亡或濒死而提前处死，以及试验结束全部处死的动物，均应进行完整的尸

检及系统的、全面的、详细的器官和组织的病理学检查。对肉眼可见肿瘤或可疑病变组织，对试验过程

中死亡或濒死而提前处死的动物，高剂量组和对照组的全部动物，均应进行全面的病理组织学检查。如

果高剂量组肿瘤、癌前病变或增生的发生率和阴性对照组者相比，差别有统计学意义时，则中、低剂量组

所有动物的有关器官和组织均应进行病理组织学检查。若高剂量组存活动物数显著少于对照组或存在

影响肿瘤发生的毒作用时，则中剂量组也应按上述高剂量组的要求进行系统检查。

6.12.4.5 若致癌试验和慢性毒性试验结合一起进行，还应按慢性毒性试验的要求，对有关指标进行观

庭和记录。

6.12.5 评价规定

6.12.5.1 肿瘤发生率

按式(12)计算肿瘤发生率：

M
TR=— X100% ( 12 )

n

式中：

TR——肿瘤发生率，整个实验终了时瘤动物总数在有效动物总数中所占的比例，％；
M ——试验终了时患肿瘤动物数；

n ——有效动物数,最早出现肿瘤时的存活动物总数。
6.12.5.2 致癌试验阳性的判断标准

6.12.5.2.1 阴性对照组动物出现的一种或数种肿瘤，实验组均有发生且发生率超过前者。

6.12.5.2.2 实验组发生阴性对照组未有的肿瘤。

6.12.5.2.3 实验组肿瘤发生的时间早于阴性对照组者。
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6.12.5.2.4 实验组每个动物的平均肿瘤数超过阴性对照组者。

6.12.5.3 致癌试验阴性结果的确立

假如动物试验规模为两种种属、两种性别，至少 3 个剂量，其中一个接近最大耐受剂量，每组动物至

少 50只，实验组肿瘤发生率与对照组无差异，则致癌试验结果为阴性。

6.12.5.4 试验报告

在结果报告中，应写明所发现肿瘤的部位、数量、性质、癌前病变、其他毒性效应，以及剂量-反应关

系及统计学分析结果。

7 对消毒剂的安全性评价

7.1 对第一阶段毒理试验的评价

7.1.1 在急性经口毒性试验中，LDs035 000 mg/kg体重，消毒剂符合要求；对于稀释使用的消毒剂，当

LDs。<5 000 mg/kg体重时，则增做消毒剂最高应用浓度 5倍溶液的急性经口毒性试验，如增做的实验

结果 LD50>5 000 mg/kg体重，消毒剂符合要求；否则，应增做消毒剂原形样品的亚急性经口毒性试验。
7.1.2 在急性吸入毒性试验中，LCs°>10 000 mg/n?,消毒剂符合要求；1 000 mg/m3<LCS0<
10 000 mg/n?时，在产品使用说明书中应增加警示；LCsoVl 000 mg/m3 时，应放弃使用。
7.1.3 在皮肤刺激试验中，如结果为无刺激或仅具轻度刺激作用，消毒剂符合要求。

7.1.4 在急性眼刺激试验中，如对眼无刺激性或具有轻刺激性，消毒剂符合要求;否则，应放弃使用。

7.1.5 在阴道黏膜刺激试验中，如对阴道黏膜无刺激性或轻度刺激性，消毒剂符合要求；否则，应放弃

使用。

7.1.6 在皮肤变态反应试验中，如对皮肤仅具有极轻度致敏作用，消毒剂符合要求；否则，应放弃使用。

7.2 对第二阶段毒理试验的评价

7.2.1 在亚急性试验中，如各剂量组均未观察到毒性作用，消毒剂符合要求；否则，根据实验的最小观

察到有害作用剂量或最大未观察到有害作用剂量（以 mg/kg计），在参考消毒剂的毒理作用特点和使用
条件，是否放弃使用或再进行下阶段毒理试验，由专家评定。

7.2.2 对新消毒剂所进行的分别反映基因水平、体细胞染色体水平和性细胞染色体水平的 3 种类型致

突变试验中，如有 2种或 3 种类型试验结果为阳性，该消毒剂不符合要求应放弃。若仅 1种类型试验为

阳性，应再增做另一项同类型致突变试验，如结果为阴性，消毒剂符合要求；否则，该消毒剂亦应放弃

使用。

7.2.3 对一般消毒剂的 1项致突变试验中，如结果为阴性，消毒剂符合要求；如结果为阳性，应增做其

他的 2项致突变试验（包括反映基因水平和染色体水平各 1 项）。如果在这 2项试验中结果均为阴性，

消毒剂符合要求；如果还出现阳性结果，不符合要求，应放弃使用。

7.3 对第三阶段毒理试验的评价

在亚慢性毒性试验和（或）致畸胎试验中，如各剂量组均未观察到毒性作用，消毒剂符合要求；否则，

是否放弃使用或增做下阶段毒理试验，由专家评定。

7.4 对第四阶段毒理试验的评价

如果在慢性毒性试验和（或）致癌试验中，结果未观察到毒性作用，消毒剂符合要求；否则，应放弃

使用。


