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前 言

本文件按照GB/T 1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起

草。

本文件是 YY/T XXXX《医疗器械致癌性试验》的第 1部分。YY/T XXXX已经发布了以下部分：

——第 1部分：体外细胞转化试验。

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。

本文件由国家药品监督管理局提出。

本文件由全国医疗器械生物学评价标准化技术委员会（SAC/TC248）归口。

本文件起草单位：

本文件主要起草人：



YY/T XXXX.1—XXXX

2

引 言

GB/T 16886.1中提到关于新材料的致癌性评价的必要性，随着新材料的层出不穷，目前对新材料的

致癌性评估有迫切的需求。为保证医疗器械的安全使用，减少其对人体潜在的危害性，有效的致癌性检

测体系是非常重要的。

GB/T 16886.3附录D中给出用以预测化学物质致癌潜能的体外细胞转化试验，未给出详细的试验步

骤，因此不适宜直接用于医疗器械的检测。本文件在GB/T 16886.3给出的体外细胞转化的基础上，根据

医疗器械/材料的特性规定了详细的试验步骤，可作为长期致癌性试验的补充手段用于帮助获得其他有

关致癌性信息。

YY/T XXXX旨在建立医疗器械/材料致癌试验的具体试验方法，拟由4个部分构成。

——第1部分：体外细胞转化试验。目的在于给出医疗器械/材料体外细胞转化试验的详细试验方法。

——第2部分：体内长期大鼠致癌试验。目的在于给出医疗器械/材料体内长期大鼠致癌试验的详细

试验方法。

——第3部分：体内转基因动物模型小鼠致癌试验。目的在于给出医疗器械/材料转基因动物模型小

鼠致癌试验的详细试验方法。

——第4部分：慢毒合并致癌试验。目的在于给出医疗器械/材料转基因动物模型小鼠致癌试验的详

细试验方法。
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医疗器械致癌性试验 第 1 部分：体外细胞转化试验

1 范围

本文件规定了医疗器械细胞体外细胞转化试验方法。

本文件适用于通过测定细胞体外细胞转化试验，评价医疗器械是否具有潜在的遗传毒性和非遗传毒

性致癌物。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；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 16886.3 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

3 术语和定义

GB/T 16886.3界定的术语和定义适用于本文件。

4 试验原理

体外细胞转化试验是一种模拟体内细胞恶性转化的体外检测系统，其原理是利用细胞在体外受到致

癌物后产生的由正常细胞转变为恶性细胞的可检测到的表型，对各类致癌物进行有效检测和筛选的技术。

5 主要设备

细胞培养箱（37 ℃，5% CO2）、倒置显微镜、离心机、移液枪等。

6 试剂

二甲基亚砜（DMSO）、3-甲基胆蒽（MCA）、12-O-十四酰佛波醇-13-乙酸酯（TPA）、结晶紫(CV)
溶液、5%吉姆萨溶液、磷酸盐缓冲液（不含 Ca2+、Mg2+）、5% DMEM/F12 培养基（DF5F）、固定液

（如甲醇，3.7%甲醛）、洗涤液（如 1×PBS）、染料提取液（0.02mol/L HCl和 50%乙醇混合溶液）。

7 细胞系

可选用的细胞系为叙利亚仓鼠胚胎细胞、Balb/c 3T3 细胞等。宜选用合适的培养液和培养条件（培

养容器、湿化的5%CO2，培养温度37℃）来维持所培养细胞的生长。在使用细胞时推荐使用Bhas42细
胞，该细胞系由BALB/c 3T3 A31-1-1通过转染v-Ha-ras癌基因而建立的，以下步骤为Bhas42细胞的操作

步骤，若使用其他细胞进行试验，需要经过验证。
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8样品制备

宜根据GB/T 16886.12的原则制备试验液，使用适宜的含血清培养基作为浸提介质。若使用未经充

分确认的浸提介质，应提供相应的数据支持资料来表明它们与试验样品和试验系统之间的相容性并排除

浸提介质自身的致癌性。

当最高浓度的试验液（即试验样品原液或100 %的浸提原液）试验结果为阴性时，可考虑单剂量组

试验。采用其他多剂量试验或剂量反应试验时，宜对试验所采用的剂量范围提供相应的支持性数据。

8.1 阴性对照

用于测试化学物质的溶剂/载体作为阴性对照。用于启动试验和促癌试验的阳性对照MCA和TPA溶于

DMSO中。当测试化学物质的溶剂/载体不是DMSO时，仍然需要DMSO作为MCA或TPA的阴性对照。

8.2 阳性对照

应选择适宜的阳性对照剂量以得到阳性结果，阳性对照物举例见表1。如有充分理由时也可采用其

他适宜的阳性对照物。

表 1 阳性对照物举例

阳性试剂 化学物 终浓度

MCA
3-甲基胆蒽

(3-Methylcholanthrene)
1g/ml

TPA
12-O-十四酰佛波醇-13-乙酸酯

(12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate)
50ng/ml

注：MCA和TPA推荐溶解介质为DMSO，分别用于启动试验和促癌试验的阳性对照。

8.3 未处理对照

如不能证实所用浸提介质不具有致癌性，还需设未处理对照。

9 试验步骤

9.1 生长试验

在进行细胞转化试验之前，需进行细胞生长试验，用于确定适当的测试浓度，并与转化测定同时进

行，以确认浸提液处理的毒性效应。

9.1.1 启动试验

在DF5F中，少于或等于70%的细胞密度的情况下，用胰酶处理细胞。

a) 在 6孔板中，每个孔接种 4000个细胞，用 2 mL的 DF5F培养。为每种处理条件准备三个孔

b) 在 96孔板中，每个孔接种 200个细胞，用 0.05 mL的 DF5F培养。为每种处理条件准备八个孔。

用于光度计的空白对照也要准备在孔中只含有培养基（如果它们同时被用于不同浸提液的不同测试，

则空白对照可以共用）。在细胞铺板后20-24小时，将各种浓度的浸提液或仅溶剂/载体加入到每个孔中，

而不更换培养基。

c) 在 6 孔板中，如果溶剂是水，每孔加入 100l（以获得最终浓度 5%）。如果溶剂是 DMSO，每
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孔加入 2l（以获得最终浓度 0.1%）。

d) 在 96 孔板中，通过向每个孔中加入含有测试品溶液或仅溶剂/载体的 0.05 mL 培养基，使每孔

的最终浓度增加两倍，从而培养基的最终体积为 0.1 mL。
第 4天用新鲜培养基更换培养基。

第 7天，用甲醇或 3.7%甲醛固定培养物 30分钟，冲洗并干燥。细胞用 1.5 mL/孔或 0.1 mL/孔的结

晶紫（CV）溶液染色 15分钟，在 6或 96孔板中，分别用水充分冲洗并干燥。

CV从 6孔板的细胞中用 2 mL/孔的染料提取溶液中提取出来，从 96孔板中用 0.1 mL/孔的染料提

取液中提取出来，并且在 540-570 nm波长范围内测量吸光度（OD）。计算测试品处理的培养物的相对

细胞生长如下：

相对细胞生长率 = [（At - Ab）/（Ac - Ab）] ×100
式中：

At——测试品处理细胞的CV提取物的吸光度；

Ac——溶剂/载体处理细胞的CV提取物的吸光度；

Ab——仅含培养基的孔的CV提取物的吸光度。

9.1.2 促癌试验

在DF5F培养基中，细胞在达到不高于70%的密度时，用胰蛋白酶消化。

a) 对于 6孔板，每个孔接种 14000个细胞，加入 2 mL培养基（第 0天）。每种处理条件准备三个

孔。

b) 对于 96孔板，每个孔接种 400个细胞，加入 0.1 mL DF5F（第 0 天）。每种处理条件准备八个

孔。

为了光度计空白对照，还准备了只含培养基的孔（这个空白对照可以与同时进行的起始测定相关的

细胞生长测定共用）。

第4天，去除培养基，替换为含有试验测试物质溶液或单独溶剂/载体的新鲜培养基。

第7天，用甲醇或3.7%甲醛固定培养物30分钟，洗涤并干燥。

细胞用1.5 mL/孔或0.1 mL/孔的结晶紫溶液染色，分别在6孔板或96孔板上染色15分钟，彻底冲洗并

干燥。接下来的步骤与生长试验中的启动试验相同。

9.2 转化试验

9.2.1 启动试验

在DF5F培养基中，细胞在达到不高于70%的密度时被用胰蛋白酶消化。

a) 对于6孔板，每个孔内接种4,000个细胞，使用2 mL DF5F进行转化试验和同时进行的细胞生长测定

（第0天）。每个剂量条件准备9个孔（一板6孔用于转化试验，3孔用于同时进行的细胞生长测定）。

细胞接种后20-24小时，在每个孔中添加测试溶液而不更换培养基。若使用水作为溶剂，每孔添加

0.1 mL（使最终浓度达到5%）。若使用DMSO作为溶剂，每孔添加2 µL（使最终浓度达到0.1%）。

b) 对于96孔板，每个孔内接种200个细胞，使用0.05 mL DF5F（第0天）。每种处理条件准备一板96孔
用于转化试验，同时准备8个孔用于细胞生长测定。接种后20-24小时，在每个孔中加入0.05 mL含
有测试溶液或仅溶剂/载体的培养基，浓度为每孔添加的最终浓度的两倍，以使最终培养基体积为

0.1 mL。
无论板的类型如何，细胞都会在接下来的三天（第1-4天）暴露于测试物质中。

第4天、第7天、第10（或11）天和第14天更换为新鲜的DF5F培养基。

第21天，用甲醇固定细胞，并用5% Giemsa溶液染色（见图4）。
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注：对于每种测试物质的转化试验，包括阳性对照（1µg/mL MCA）和阴性对照。如果测试物的溶剂/载体不是DMSO，

则仍需要DMSO作为MCA的阴性对照。

9.2.2 促癌试验

与生长试验中促癌试验的操作方式相同，除了以下几点：

a) 将细胞悬浮在适当浓度的培养基中，分别在每个孔内接种 14000 个细胞和 2 mL 培养基（6 孔板），

或者 400 个细胞和 0.1 mL DF5F（96 孔板）（第 0 天）。对于 96 孔板，每种处理条件准备一板用

于转化试验，同时准备 8 个孔用于细胞生长试验。

b) 细胞从第 4 天到第 14 天接受测试物的处理，共持续 10 天。

c) 测试处理分别在第 4 天、第 7天和第 10（或 11）天，通过更换现有培养基为含有测试物溶液或仅

溶剂/载体的新鲜培养基进行。

d) 第 14 天，将培养基更换为正常培养基，不含溶剂/载体或测试物。

e) TPA（50 ng/mL）作为阳性对照，代替 MCA。

10 试验结果

10.1 记录细胞灶转化频率

使用光学显微镜对转化细胞灶进行评分。转化细胞灶具有以下形态特征：

a) 超过 100 个细胞

b) 形态不同于接触抑制的单层细胞的梭形细胞

c) 深度嗜碱染色

d) 灶边缘细胞的随机取向（交错）

e) 细胞的密集多层排列（堆积）

f) 侵袭性生长进入周围的接触抑制细胞单层。

需要注意的是，并非所有转化细胞灶都具备上述所有特征，但通常观察到其中一些明显的形态特

征就足以将其分类为转化细胞灶。

转化频率：

a) 在 6孔板方法中，记录每个浓度下每个孔中的转化细胞灶数。

b) 在 96孔板方法中，记录每个浓度下出现转化细胞灶的孔数与观察到的总孔数：每个具有一个细

胞灶的孔计为一个，每个具有两个或更多细胞灶的孔也计为一个。

10.2统计分析

在 6 孔板方法中，针对测试品引起的转化细胞灶数增加，使用单侧 Dunnett 检验进行多重比较的

统计分析（p<0.05）。对于阳性对照，根据同方差性的 F检验结果，使用单侧 t 检验或 Aspin-Welch 检

验评估统计显著性（p<0.05）。在 96孔板方法中，针对测试品处理后出现具有转化细胞灶的孔的比例

增加，使用带有 Bonferroni 校正的卡方检验进行统计分析（p值<0.05，上侧临界值）。对于多重性，

考虑满足测定接受标准的浓度数（至少 4个）。对于阳性对照，使用单侧卡方检验评估统计显著性（p<0.05，
上侧临界值）。

11 试验报告

试验报告中应包含下列信息：

——试验样品名称、规格型号和批号；
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——试验和对照样品制备方法；

——试验细胞的详细信息；

——试验结果；

——结果评价；

——结论。
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