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　　前 言
　　本标准等同采用经济合作与发展组织(OECD)化学品测试方法No.452(1981年)《慢性毒性试验》(英文版)。
　　本标准做了下列编辑性修改：
　　——文本格式按GB/T1.1-2000做了编辑性修改；
　　——增加“OECD引言”部分，把OECD化学品测试方法No.452中的试验目的纳入“OECD引言”中；
　　——增加了“范围”一章；
　　——删除了OECD化学品测试方法No.452的“参考文献”部分。
　　本标准由全国危险化学品管理标准化技术委员会(SAC/TC251)提出并归口。
　　本标准负责起草单位：深圳出入境检验检疫局。
　　本标准参加起草单位：上海出入境检验检疫局。
　　本标准主要起草人：李英、刘丽、余淑媛、陈向阳、孙小颖、刘贤杰、张伟亚、吴景武、刘宇泓、陈相、蒋伟。 

　　OECD引言
　　引言
　　慢性经口毒性试验的必备资料
　　——固体或液体受试物；
　　——受试物化学性质；
　　——受试物的纯度和杂质；
　　——溶解性；
　　——稳定性，包括在饲料或水中的稳定性；
　　——一定pH值下的水解情况；
　　——形成络合物的能力；
　　——熔点/沸点。
　　慢性吸入毒性试验的必备资料
　　——气体、挥发性物质或气溶胶/颗粒受试物；
　　——受试物化学性质；
　　——受试物的纯度和杂质；
　　——液体：蒸气压、沸点；
　　——气溶胶/颗粒物：颗粒大小、形状和分散度；
　　——闪点；
　　——爆炸性。
　　试验目的
　　慢性毒性试验的目的是反映某一物质对哺乳动物物种长时间和重复暴露所产生的影响。除了瘤样病变外，对慢性毒性的试验期限仍存在广泛争议。在本试验条件下，潜伏期长或者累积性的作用可能不明显，如致癌作用和缩短生命的非特异作用。除此之外，依照本指导原则能得到主要的慢性毒性的数据，并能显示剂量反应关系。理论上，实验设计和执行应考虑到包括神经、生理、生化、血液的主要毒性检测和与暴露相关的形态学(病理)影响。

　　化学品 慢性毒性试验方法
　　1 范围
　　本标准规定了化学品慢性毒性试验方法的范围、试验方法、数据和报告。
　　本标准适用于化学品慢性毒性试验。
　　2 试验方法
　　2.1 受试物及其测试混合物的特性
　　开始毒理研究之前，应该了解受试物的特性。化学品特性和结构的信息有时可以用于基于构效关系的分析，以表明可能的生物或毒理活性。受试物的物理化学性质为染毒途径的选择，试验的设计、受试物的处理和储存提供了重要依据。
　　在任何毒性研究开始前，必须了解受试物的组成，包括主要杂质。
　　在慢性毒性试验前，还必须了解受试物的相关理化特性，包括受试物稳定性。
　　在开始长期研究前应先建立受试物(可能的情况下包括主要杂质)在赋形剂和生物材料中的定性和定量分析方法。
　　2.2 实验动物
　　2.2.1 动物种类的选择
　　原则上，慢性毒性试验推荐选用啮齿类与非啮齿类两类哺乳动物。
　　应该选用遗传背景明确、通常使用、具有抵抗疾病能力且无先天缺陷的动物。啮齿类动物一般选用大鼠；非啮齿类动物一般选用犬或灵长类，由于它们个体较大，便于临床和生化检测，而且犬或灵长类动物也比较容易获得。但国际上对使用这类动物有诸多限制。如果仅有啮齿类动物的资料，将资料外推到人时敏感性降低。
　　这样的情况不能采用通常的方式解决。虽然建议从啮齿类和非啮齿类动物中获得慢性作用结果，但长期试验动物种类的选择应该根据实际情况和以往的实验结果。在一些情况下，使用单一种属动物就可以为评价化学品危险性提供足够的数据。
　　2.2.2 实验动物的性别及起始周龄
　　雌雄两种性别都应使用。
　　试验应用年轻、健康的实验动物。啮齿类动物应该在断奶和适应环境之后的快速生长期开始试验。
　　2.2.3 试验规模
　　应使用足够数量的动物，确保试验结束时每组有足够的动物满足详尽的生物学研究。特别重要的是要使用随机选择程序合理分配试验组和对照组的动物。
　　如用啮齿类动物，每个剂量组和其对照组中每种性别应至少各20只，非啮齿类动物则每种性别至少各4只。如果考虑到中途会有死亡，则应增加相应数量。
　　2.2.4 动物饲养管理、饮食、供水
　　为了保证试验结果的高度可靠，环境条件的严格控制和合适的动物管理方法都是重要的先决条件。动物设备也应得到有效监控，以避免意外事故的发生。
　　动物房条件、疾病，药物治疗，饮食、空气、水中的杂质、垫料、主要的动物护理设施等因素都能对动物实验结果产生巨大影响。
　　如果啮齿类动物繁殖或被饲养在无特殊致病原的环境下，这将有助于对并发性传染疾病或寄生虫的控制。长期实验中使用的垫料应消毒。动物饲养室应安静，通风良好，能控制照明、温度和湿度。动物饲养一段时间，适应了环境条件或者用于试验的外部来源的动物经过足够的隔离期才可以开始实验。
　　不同种群的动物应当避免饲养在同一个房间里。一个房间一般仅饲养染毒一种受试物的动物，以避免发生交叉污染。在同一个房间饲养的作为对照组的实验动物也是同样要求。如果对照组动物被饲养在不同的房间，可能会出现数据评价的其他问题。
　　笼子，实验架和其他设备应能经常定期清理，并易于清洗。但不应使用消毒剂和杀虫剂，特别是在动物能接触到的地方，因为这些生物活性物质对试验结果可能产生影响。更多的动物饲养操作可以在科学文献、动物福利出版物和良好实验室规范的官方文件，包括OECD的文件中找到。
　　饲料应当满足实验动物的营养需要，且不含可能会影响实验结果的杂质，因为膳食污染物和各种营养成分水平可以改变实验动物的生理过程。啮齿类动物自由进食与饮水，每周至少更换饲料一次。当采用非啮齿类动物如犬时，必须注意每天都要喂食。目前，可以使用三类饲料：常规(标准)、人工合成和各种公开配方饲料。前两项广泛使用于致癌性生物测定。无论选择哪种饲料，应该通过检测基础饮食中污染物含量来定期监测营养物质量。以期获得饮食对动物新陈代谢及寿命的影响。
　　当受试物本身也是一种营养物质(如工业处理过的蛋白质或淀粉；单细胞蛋白；辐照食物产品)时，特别要注意饲料的组成。因为这些物质在饲料中高达20%至60%，替代了相应的营养物质(如改良的与非改良淀粉，单个细胞蛋白质和大豆粉)。
　　全世界工业和农业化学品使用模式的改变妨碍了OECD对饲料污染物列表的协调工作。虽然事实如此，常见的能影响毒性作用的饲料成分(如抗氧化剂，不饱和脂肪酸，硒)不应超出规定浓度。必须特别关注几种常见污染物对慢性毒性评估产生的潜在影响，它们包括农药残留、氯化芳烃和多环芳烃、雌激素、重金属、亚硝胺、真菌毒素等。
　　此外，实验室可以定期地对基础饲料中的营养和无意带入的污染物，包括致癌物质进行分析，分析结果应该予以保留，并列入每种物质的最终报告中。
　　当受试物通过饮水或饲料给予时，必须进行稳定性测试。慢性研究之前受试物稳定性和均一性的检测有利于决定饮食处方配制的频率和需要的监督。
　　当饲料需要灭菌时，应该清楚该步骤对受试物和饮食成分的影响。应该适当调整营养水平。化学杀菌剂(如环氧乙烷)对活体鉴定的影响也应该明确。
　　慢性研究中，研究者应该知道水中潜在的污染物。虽然人类用水的情况总的来说是令人满意的，但也应该确知饮用水的成分。
　　2.3 试验条件
　　2.3.1 剂量组和染毒频率
　　在慢性毒性试验中，希望得到剂量反应关系以及最大未观察到毒性作用剂量(NOTEL)。因此，除了相应的对照组外，至少还应该选用三个剂量组。最高剂量组会引起一些中毒迹象但不至于造成过度的损害。低剂量应不会产生毒性作用。与饲料形成混合物的，除了营养物之外，最高浓度不应超过5%(见饮食部分)。
　　染毒的频率一般为每天一次，但可以根据选择的途径稍作改变。如果化合物是通过饮用水或饲料给予的，则应该为连续染毒。染毒频率可以根据受试物的毒物代谢动力学性质进行调整。
　　2.3.2 对照组
　　必须设置对照组，除不接触受试物外，对照组的其他条件与测试组完全一致。
　　在特殊情况下，例如在涉及气溶胶的吸入试验或在经口试验中使用非特征生物活性的乳化剂，应当采用阴性对照组加以对比。
　　阴性对照组除不接触受试物或任何赋形剂外，其他各方面都应和测试组采用同样的处理方式。
　　2.4 试验步骤
　　2.4.1 染毒途径
　　主要的染毒途径有经口、经皮和吸入三种。染毒途径的选择取决于受试物的物理和化学特性以及与人类相似的接触方式。
　　一般来说，根据所选的路线和染毒途径不同，暴露的频率可能会有所变动，如果可能的话，应根据受试物的毒物代谢动力学特性予以调整。
　　2.4.2 经口试验
　　如果受试物是通过胃肠道吸收，经口途径是首选。在长时间研究过程中，可将受试物混入饲料或饮水中，或采用灌胃法或者胶囊法染毒。如果受试物是混在饮水或饲料中，那么染毒是连续的。如果受试物混于饲料中，则除营养物质外，最高的测试浓度不超过5%(见2.2.4饮食部分)。理论上，一个星期染毒7d，因为在灌胃或用胶囊法研究中发现每周染毒5d动物会在染毒停顿后得到一定程度的恢复，从而影响到结果和最后评价。但是，考虑到实际工作方便，也可考虑每周染毒5d。
　　2.4.3 经皮试验
　　皮肤暴露可被选作为模拟人类暴露的一种主要途径以及作为诱导皮肤病变的一种模式。
　　2.4.4 吸入试验
　　在技术问题上，吸入染毒试验比其他试验更复杂，该条提供了一些关于吸入试验的具体操作。不过，在某些的情况下，气管灌输可以成为此方法的有效替代。
　　模仿职业接触方式，染毒时间为每天6h，每周5d(称间歇暴露方式)；按环境污染物接触方式为每天22h~24h，留下约1h给动物喂食和清理染毒柜，每周7d(称连续暴露方式)。染毒时间从染毒柜达到预定浓度开始计算。这两种情况，动物都暴露在固定受试物浓度条件下。这两种暴露方式主要不同点是间歇暴露的动物每天有17h~18h的恢复期，而且在周末恢复时间更长。
　　根据研究目的和模仿人类主要的接触方式选择间歇性或者连续性暴露。但应考虑技术上的困难。如连续暴露方式模仿环境暴露条件有优势，但对设备的要求高，如提供饮水和饲料设置、气溶胶发生装置、浓度监测装置等。间歇暴露方式的染毒柜要求较低，且在染毒过程可不必提供饮水和饲料。
　　2.4.4.1 染毒柜
　　染毒柜的设计必须保证换气次数能达到12次/h~15次/h；柜内氧含量大于或等于19%；柜内受试样品浓度均匀；对照组与测试组染毒柜在结构和设计上应一致；应减少室内动物数，使得受试物暴露最大化。动物所占体积不超过室内体积的5%；染毒柜应保持一定的负压，以防受试样品意外漏出。
　　2.4.4.2 物理测量
　　以下测量应谨慎操作，以避免气体浓度波动过大或染毒柜操作偏离较大：
　　a) 气流。通过室内的气流速度最好应该连续监测。
　　b) 柜内受试物浓度：尽量保持恒定。
　　c) 柜内温湿度：对于啮齿动物，保持温度在22℃±2℃，湿度30%~70%(水性受试物染毒时除外)，应连续监测。
　　d) 颗粒物大小的测量：颗粒物包括染毒柜中的液体或固体气溶胶，气溶胶颗粒物应该是实验动物可吸入的颗粒物。染毒柜气体样品应在动物的呼吸水平下获取。动物暴露的空气样品应具有颗粒分布的代表性，并且应考虑在重力的作用下所有的悬浮气溶胶，即使大部分的气溶胶是不会被吸入。粒度分析在气溶胶发生时要频繁进行，以确保气溶胶的稳定，此后暴露过程中也要经常进行颗粒物分布连续性的检测。
　　2.5 研究期限
　　染毒期限至少应为12个月。
　　3 数据和报告
　　3.1 观察
　　试验期内每天至少仔细观察一次，另外，增加观察次数并采取适当的措施可以减少动物损失，如对死亡动物进行解剖或冻存，对虚弱或濒死动物进行隔离或处死。仔细观察毒性作用的开始时间及其发展情况，尽可能减少因疾病、自溶或被自相残杀造成的动物损失。
　　应记录所有动物的临床症状，包括神经系统，视觉变化以及死亡率。毒性症状的发生和发展情况，包括可疑肿块，应作相应的记录。
　　所有动物的体重在试验的前13周每周记录一次，此后至少每4周记录一次。摄食量在前13周每周记录一次，此后如动物健康状况或体重无异常改变可3个月记录一次。
　　3.1.1 血液学检查
　　血液学检查可包括血红蛋白浓度、红细胞压积、红细胞计数、白细胞计数及分类、血小板数、凝血功能等指标。在染毒开始后第3、6个月各检查一次，此后每隔约6个月检查一次，试验结束时所有非啮齿类动物的血样进行检测，大鼠则每组每性别各10只，如有可能，每次检查的动物最好相同。此外，应从非啮齿类动物中采集试验前的血样。
　　如果在试验过程中，临床观察表明某动物的健康状况发生恶化，则对其应进行血细胞分类计数。
　　通常先对高剂量组和对照组进行血细胞分类计数。当高剂量组和对照组存在较大差异时，应对较低剂量组进行血细胞分类计数。
　　3.1.2 尿液检查
　　收集所有非啮齿类动物和每组每性别各10只大鼠的尿液进行检测。如有可能，每次检查的动物最好相同，时间间隔与血液学检查相同。以下的检查指标来源于单个动物，或者来源于啮齿类动物混合样本/性别/组别：
　　——外观：每只动物的尿量和尿比重；
　　——蛋白质、葡萄糖、酮类、潜隐血(半定量法)；
　　——沉淀物的镜检(半定量法)。
　　3.1.3 临床生化检查
　　大约每隔6个月及试验结束时采集所有非啮齿类动物以及每组每性别各10只大鼠的血样，如有可能，每次检查的动物最好相同。此外，应从非啮齿类动物中采集试验前的血样。提取血浆，对以下指标进行检测：
　　——总蛋白质浓度；
　　——白蛋白浓度；
　　——肝功能测试(例如，碱性磷酸酶活性、谷氨酸氨基转移酶活性、天门冬氨酸氨基转移酶活性、γ-谷氨酰转肽酶、鸟氨酸脱羧酶；
　　——糖代谢，如空腹血糖浓度；
　　——肾功能检验，如血尿素氮。
　　3.2 病理检查
　　病理检查是慢性毒性试验的基础，包括肉眼大体检查和镜检。因此必须予以足够的重视，并作好详细的描述，诊断和记录。
　　3.2.1 尸体解剖
　　大体剖检是病理检查重要的一环，如果做得好，对镜检有极大帮助。不管镜检进行的多么完美，也不能替代大体剖检。进行大体解剖时应有受过培训的动物病理学家在场指导。
　　所有动物，包括试验过程中死亡或濒死而被处死的动物皆应进行完整的大体剖检。处死动物前应采集血样进行血细胞分类计数。所有肉眼可见病变、肿瘤或可疑肿块都应保存。应分析大体剖检与镜检结果之间的联系。
　　所有的器官和组织都应保存下来以供镜检。一般包括下列器官和组织：脑*(髓/脑桥，小脑皮层，大脑皮层)，垂体，甲状腺(包括甲旁状腺)，胸腺，肺(包括气管)，心脏，主动脉，唾液腺，肝*，脾，肾*，肾上腺*，食管，胃，十二指肠，空肠，回肠，盲肠，结肠，直肠，子宫，膀胱，淋巴结，胰腺，性腺*，附属生殖器官，雌性乳腺，皮肤，肌肉，外周神经，脊髓(颈，胸，腰)，胸骨(包括骨髓)，股骨(包括关节)和眼睛。肺和膀胱用固定剂填充能保存更好，在吸入研究中必须扩张肺以供组织病理学检查。在吸入染毒试验中，全部呼吸道包括咽、喉与鼻腔都应研究。
　　如果进行了其他的临床检查，则相应的信息应在镜检前得到，因为其可能对镜检提供重要的指导。
　　注：有*号者需称重，大鼠每组每一性别可称10只，非啮齿类动物包括甲状腺及甲状旁腺应全部称重。
　　3.2.2 组织病理学检查
　　所有肉眼可见肿瘤和其他的病变都应进行病理检查。并可循以下顺序检查：
　　a) 对所有发现病变的组织器官进行镜检并详细描述：
　　——在试验中途死亡或处死的动物；
　　——所有高剂量组和对照组动物。
　　b) 当器官和组织异常是由于受试物引起或可能由受试物引起时，则对低剂量组也要进行检查。
　　c) 试验结果证明能明显改变动物正常寿命，或诱发能影响毒性反应的效应，则下一低剂量组也应进行如上描述的病理组织学检查。
　　d) 各组动物(在同样的实验条件下)有共同病理损害时，历史对照数据在正确评价暴露组动物引起的可观察到的重要改变是必须的。
　　3.3 试验报告
　　试验报告必须包括以下内容：
　　3.3.1 实验室名称及地址；
　　3.3.2 全部原始数据；
　　3.3.3 试验和报告负责人；
　　此外，试验报告还必须包括所有必要的信息，并对试验过程和结果评价提供全面而准确的描述。报告应包括摘要、资料分析和结论等，摘要必须强调数据和观察现象以及任何与对照组相比预示毒性的作用。
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