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1 主题内容与适用范围

    本标准规定了农药登记毒理学试验的方法、条件的基本要求。

    本标准适用于为农药登记而进行的毒理学试验。

2 急性经口毒性试验

2.1 目的

    求出试验农药对试验动物的半数致死剂量(LDO;通过观察急性毒性效应的临床表现，初步估测毒

作用的靶器官和可能的毒作用机理;为亚慢性、慢性和其他毒性试验的剂量水平设计提供参考;为急性

毒性分级和制定安全防护措施提供依据。

2.2 试验农药

    原药和制剂。

2.3 试验动物

2.3.1 主要选用品系、遗传背景明确的初成年大鼠。各剂量组内同性别动物体重差异应小于平均体重

的1000，组间同性别动物体重均值差异应小于500,

2.3.2 每一剂量组的大鼠8--10只(雌雄各半)，试验前要对动物观察一周，确认健康后，方可使用。
2.4 剂量分组

2.4.1至少应设4-5个剂量组，各剂量组之间要有适当的剂量间距。以便各组出现不同程度的毒性效

应(死亡率)，求得剂量效应曲线及LD5o,

2.4.2如剂量达5 000 mg/kg体重以上，动物仍不出现死亡，则不需要进行更高剂量的试验。
2.5 给药方法及观察时间

2.5.1 动物给药前应隔夜禁食但不禁水，称重后，一次灌胃给药，给药后至少间隔2h进食。

2.5.2 灌胃量

    大鼠按100 g体重给1 mL，小鼠按20 g体重给。.4 mL计算，灌胃可用水溶液、油溶液或悬液。
2.5.3 给药后立即观察并记录动物的中毒表现，症状出现和消失的时间及死亡时间。给药当日应连续

观察，其后，每日至少观察2次，观察期为14d。如在给药96 h后出现迟发性新效应，则应延长观察期至
3周或4周。

2.6 观察指标

2.6.1 中毒症状

    全面观察中毒的发生、发展过程和规律以及中毒特点和毒作用的靶器官。观察的系统包括:

    a. 中枢神经系统和神经肌肉系统:体位异常、叫声异常、不安、呆滞、痉挛、抽搐麻痹、运动失调、对

外反应过敏或迟钝;
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    b. 植物神经系统:瞳孔扩大或缩小、流涎或流泪;

    c. 呼吸系统:鼻孔流液、鼻冀煽动、呼吸深缓、呼吸过速、蜂腰;

    d. 泌尿生殖系统:会阴部污秽、有分泌物、阴道或乳房肿胀;

    e 皮肤和毛:皮肤充血、紫纷、被毛蓬松、污秽;

    f. 眼:眼球突出、结膜充血、角膜混浊;

    g. 消化系统:腹泄、厌食。

2.6.2 体重

    给药前、死亡时各称量一次体重，观察期间每3d称量一次。
2.6.3 一般不做病理组织学检查和生化指标检验，但对死亡动物应做大体病理学观察。如24 h以上的

存活动物，肉眼检查有病变时应做病理组织学检查。

2.了 结果评定

2.7.1 用统计方法计算LD,。值。计算方法见附录A(补充件)。

2.7.2 按农药的急性经口毒性分级标准进行评定(见表1),

                                表1 急性经口毒性分级标准

经口LD,,mg/kg

<55--50
50--500

  > 500

别

-毒

毒

毒

毒

级

-剧

高

中

低

3 急性经皮毒性试验

3.1 目的

    了解农药对试验动物皮肤直接接触引起局部皮肤损伤、全身中毒的特征等毒性效应，求出半数致死

剂量(LD5o )，为制定农药生产和应用中的防护措施提供依据。

3.2 试验农药

    原药和制剂。

3.3 试验动物

3.3.1 为有足够的涂药面积，首选成年大鼠，体重要求200-3009.

3.3.2 各剂量组大鼠8-10只(雌雄各半)。

3.4 剂量分组

3.4.1 至少应设4个剂量组，各剂量组应有一定的间距，使给药组能出现毒性表现和死亡。

3.4.2 如果2 000 mg/kg剂量仍不出现死亡时，则不需要再进行高剂量试验。

3.5 给药方法及观察时间

3.5.1 给药前24 h背部去毛，注意勿损伤皮肤，涂药面积应占体表面积10%，大鼠4X5 cm'，兔12X

14 cm'，豚鼠7 X 10 cm'.

3.5.2 液体农药用原药液，粉末农药用水或溶剂稀释。

3.5.3 先将动物固定，在略小于剃毛面积内进行定量敷药，然后覆盖一个与脱毛面积相当的盒式罩，再

用胶布固定。以防止动物舔食试验药品.

;:‘:
涂药持续时间为4 h,
涂药4h后取下罩盒，用温水洗去皮肤上的试验农药，再进行局部观察。

;;“
  观察时间为2周。

观察指标
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3.6.1

3.6.2

3.7

3.7.1

3.7.2

中毒的临床表现，参照2.6. 1,

  死亡时间及死亡率。

结果评定

用统计方法计算LDs。值。计算方法见附录A(补充件)。

按农药的急性经皮毒性分级标准进行评定(见表2),

表 2 急性经皮毒性分级标准

经皮LD,o(4 h),mg/kg

  < 20

20̂ -200

别

一
毒

毒

级

一
剧

高

200̂ -2 000

    > 2 000

毒

毒

中

低

4 急性吸人毒性试验

4.飞 目的

    测试可能经呼吸道进入机体的农药(尤其是挥发性强的农药)对呼吸道及全身的损伤及其危害程

度。求出吸入接触的半数致死浓度(I.Cso)，为农药的安全评价和制定生产应用中的防护措施提供依据。

4.2 试验农药

    原药和制剂。

4.3 试验动物

4.3.1 一种以上的哺乳动物，大鼠为首选动物.

4.3.2 动物性别、体重和每组动物数量的要求同2. 3,

4.4 剂量分组

4.4.1 至少应设3个出现毒性效应直至死亡的剂量组。

4.4.2 如果以浓度2 000 mg/m，给药2h仍无死亡，则无需再做高浓度试验。

4.5 给药方法及观察时间

4.5. 1 给药方式包括鼻、头部接触和全身置于染毒柜内接触两种方式。

4.5.2 染毒柜内应保持恒定的空气流量、农药浓度、温度及湿度，并要求柜内保持轻微负压以免农药外

漏。

4.5.3 吸入给药一般为2 ho

4. 5.4 给药后至少观察14 d.

4.6 观察指标

4.6.1 中毒的临床表现，参照2. 6.1,

4.6.2 死亡时间及死亡率。

4.7 结果评定

4.7.1 用统计方法计算LCso值。计算方法见附录A(补充件)。

4.7.2 按农药的急性吸入毒性分级标准进行评定(见表3),

                                表3 急性吸入毒性分级标准

Lc,o(2 h),mg/m'

  < 20

20--200

200 2 000

    > 2 000

毒

毒

毒

高

中
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5 急性皮肤刺激试验

5.1 目的

    测定农药对哺乳动物皮肤是否有刺激或腐蚀作用，估计人体接触该农药时可能出现的类似危害。

5.2 试验农药

    原药和制剂。

5.3 试验动物
5. 3门 兔或豚鼠，首选动物为白色家兔。

5. 3.2 至少4只皮肤完好的健康动物。

5.4 剂量

5.4.1一次涂药量为0. 5 mL或。.5 g.
5.4.2 动物自身皮肤做为对照。

5.5 试验步骤

5.5.1 试验前24 h将背部毛剪掉，面积约6 cm2.

5. 5.2 涂上试验农药，再用纱布盖上，以胶布固定或采用其他封闭性盖罩，避免试验动物舔食。

5.5. 3 涂敷持续时间一般为4h。试验结束时，用水或适当的溶剂洗去残留的农药，但注意不要损伤皮

肤。

5.5.4 根据需要做进一步的观察，以确定反应的可逆性。一般观察期不超过14 d,

5.6 结果评定

    每一只动物试验结果按表4进行刺激反应评分，计算出平均分值，按表5进行强度评定。

                                  表4 皮肤刺激反应评分

症 状 及 程 度 积 分

红斑形成

无红斑

勉强可见

明显红斑

中等至严重红斑

紫红色斑并有焦'AA形成

水肿形成

无水肿

勉强可见

水肿隆起轮廓清楚

水月中隆起约1

水肿隆起超过

总分

1mm，范围扩大

A十B
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表5 皮肤刺激强度分级

强 度 分 值

无刺激性

轻度刺激性

中等刺激性

强刺激性

  0- 0.4

0.5^1.9

2. 0-5.9

6.0-8.0

注:PH蕊2或PH)ll. 5的农药可不进行本试验.

6 眼刺激试验

61 目的

    了解试验农药对眼睛的刺激作用和程度，为农药生产和使用中的安全防护提供依据。

6.2 试验农药

    原药和制剂，但对具有强酸、强碱性质的化合物((pH<-2,pH>-11. 5)不需做此试验。

6.3 试验动物

    成年的白色家兔至少4只。试验前24 h检查试验家兔双眼，有异常者不得使用。

64 剂量

    液体农药或10。倍稀释液。.1 mL,粒状农药不超过100 mg，且应先将颗粒磨成细粉。

6.5 给药方法及观察时间

6. 5. 1 将一侧下眼睑轻轻下拉，把试验农药滴人结膜囊内，为防止药液外溢，立即轻轻闭合眼睑约

1 min。如用喷雾给药法，将眼睑分开.在眼前方10 cm距离处迅速喷雾1 s,

6.5.2 给药后24 h内不洗眼。

6.5.3 对侧眼为对照，

6.5.4 给药后于1,24,48,72 h分别检查眼晴。如72 h仍无刺激反应时，则终止试验。

6.5.5 如果出现角膜损伤或眼睛其他部位出现反应，要继续观察损伤的经过及其可逆性，观察期最长

不超过21 d,
6. 5. 6 72 h刺激反应仍不消退时，至少另选4只家兔观察洗眼效果。即滴入药物后分别在4s和30 s

时用生理盐水洗眼5 min，观察洗眼后的眼睛反应情况。

6.6 观察指标

    除了观察结膜、角膜、虹膜外，还应注意其他部位的损害。

6.7 结果评定

    按表6将每只动物的角膜、虹膜和结膜的刺激反应的分值相加，即是一只动物眼刺激反应的总积

分。每个动物的刺激反应积分的总和除以动物数，就是该试验农药对眼刺激性的最后分值。再按表7评

定眼刺激程度.

表 6 眼损伤程度评分

部 位 及 程 度 积 分

角膜

A 混浊(以最致密部位为准)

    无混浊

    散在或弥慢性混浊，虹膜清晰可见 一
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续表 6

部 位 及 程 度 积 分

    半透明区易分辨，虹膜模糊不清

    出现灰白色半透明区，虹膜细节不清，瞳孔大小勉强看清

    角膜不透明，由于混浊，虹膜无法辨认

B 角膜受报范围

        <1/4

    1/4̂-1/2

    1/2̂ 3/4

    3/4̂ -1

2

3

4

1

2

3

4

最高积分 80(积分AXBX5)

虹膜

    正常

    皱折明显加深，充血.肿胀.角膜周围有轻度充血.瞳孔对光仍有反应

    出血，肉眼可见破坏，对光无反应(或出现其中之一反应)

0

1

2

最高积分 10(积分X5)

结膜

A 充血状态(系指睑结膜、球结膜部位的血管)

    血管正常充血

    血管充血呈鲜红色

    血管充血呈深红色，血管不易分辨

    弥馒性充血呈紫红色

B 水肿

      无

    轻微水肿(包括瞬膜)

    明显水肿，伴有部分眼睑外翻

    水肿至眼睑近半闭合

    水肿至眼睑超过半闭合

C 分泌物

      无

    少量

    分泌物使眼睑和睫毛潮湿或枯着

    分泌物使整个眼区潮湿或粘着

0

1

2

3

0

1

2

3

4

0

1

2

3

最高积分 20[(A+B+C) X 21

角膜、虹膜、结膜反应累加最高积分 110(80+10+20)

212
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表 7 眼刺激性分级

刺激强度
眼刺激积分指数

  (1. A. 0.1.)

眼刺激的平均指数

    (M. 1.0. 1)

无刺激性

轻度刺激性

轻度至中度刺激性

中度刺激性

中度至重度刺激性

重度刺激性

  0 -̂5

  5̂ 15

15̂ 30

30- 60

60-80

80-110

48 h后为。

48 h后小于5

4d后小于5

7d后小于20

7d后小于40

了 皮肤变态反应(致敏)试验

了1 目的

    测试动物在反复接触农药后，机体产生免疫传递的皮肤反应的可能性，从而确定农药的变态反应性

(致敏)。

7.2 试验农药

    制剂。

7.3 试验动物

    豚鼠，每组动物数10--20只。

7.4 剂量

    致敏(诱导)浓度允许引起皮肤轻度刺激反应(即最高耐受浓度)。激发浓度一般应低于致敏浓度，不

得引起原发刺激性炎症反应。

7.5 试验步骤

7.5.1 接触致敏的发病过程包括致敏和激发两个阶段。

    a. 致敏接触

    实验前24 h将动物背部左侧去毛3 cmX3 cm。将试验农药。.1̂ 0.2mI涂在2 cm X 2 cm滤纸

上，并将其敷贴在去毛区，用两层纱布，一层油纸或不透水塑料膜覆盖，再以无刺激胶布封闭固定，持续

6h。第7d和第14d以同样方法重复一次

    b. 激发接触
    实验前24 h将动物背部右侧去毛2 cm X 2 cm。末次致敏后14--28 d，将。.1-0. 2 ml或低于诱导

浓度的试验农药斑贴于右侧去毛区，覆盖方法同7. 5.1 a.持续6h，去掉斑贴及试验农药后，每日观察至

第12d。如无致变，可再次激发以碱定试验农药能否引起过敏反应。

75.2 试验须设阳性或阴性对照组。阴性对照组仅给予激发接触。

76 结果评定

    将出现皮肤红斑或水肿(不论程度轻重)的动物数除以动物总数，求出动物致敏率，再按表8进行致

敏率强度评定‘

                                    表8 致敏率强度分级

致敏率 分 级 强度分类

0--89-28
l

l

弱致敏物

轻度致敏物
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续表 8

致敏率 分 级 强度分类

29̂ 64

65̂ -80

81- 100

吸

h'

V

中度致敏物

强度致敏物

极强度致敏物

8 亚急性经口毒性试验

8门 目的

    通过经口途径在1-4周的时期内，连续多次给予不同剂量的试验农药，观察因试验农药的蓄积作

用所产生的不良反应，确定亚急性无作用剂量和靶器官，并为亚慢性或慢性毒性试验的剂量设定提供依

据。

82 试验农药

    原药。

8.3 试验动物

8.3.1 首选大鼠。作为长期试验的预试验时，两种试验应使用同一种属和品系的动物。

8.3.2 选用大鼠的年龄一般为6-8周，体重变异应不大于平均体重的100,

8.3.3 每剂量组至少10只动物，雌雄各半。若试验过程中需要提前剖杀一些动物检查，或需要一个观

察毒性反应可逆性的附加组时，则在试验开始时要作相应的增加。

8. 4 X11量分组
    一般设三个剂量组和一个对照组。根据类似化合物的资料，预计经口给药剂量超过1 000 mg/kg不

会产生毒性时，可设二个剂量组。

8.4飞 高剂量组应使动物产生较明显的毒性效应。

8.4.2 中剂量组应产生轻微的可观察到的毒性效应。

8.4.3 低剂量组不应出现任何毒性效应，但须超过人的可能接触剂量。

8.4.4 对照组除了不接触试验农药外，其他处理均应与试验组完全相同。

8.5 给药方法
    将试验农药掺入饲料或溶于饮水中，以固定浓度喂养或按动物体重以固定剂量通过胃管灌胃。作为

长期毒性试验的预备试验时，两种试验应采用相同的给药方式。喂养给药应连续进行。管饲法每天在同

一时间给药，并按一定的间隔时间(每周)，根据体重调整给药量。

8.6 给药时间
    连续给药7̂ 28d或5d/周。为了观察毒性反应的可逆性，附加组动物在停止给药后再饲养14 d>

再进行毒性效应的测试

8.7 临床观察和检查
8.7.1 观察给药期间和给药后试验动物的毒性效应、出现时间、持续时间和程度。如发现濒死动物应及

时解剖。每周至少测量一次进食量(或饮水量)和体重。

8.72 血液学检查

    检测项目包括血红蛋白含量、红细胞数、白细胞数及其分类等。

8.7.3 血液生化检查
      检测项目一般应包括肝、’肾功能，如血清天冬氨酸氨基转换酶、丙氨酸氨基转换酶、尿素氮、肌醉等。

  必要时还须检测总蛋白、白蛋白、血糖、总胆固醇、总胆红素、高铁血红蛋白、胆碱醋酶、钾、钠、钙、磷等。

  8.8 病理学检查
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8.8.1 系统解剖

    所有试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仔细的肉眼观察。肉眼可见

的损伤或可疑损伤部位都应采样固定，作进一步组织学检查。

8.8.2 脏器重量

    称取脾、肝、肾、肾上腺、擎丸等脏器重量并计算其脏器系数(脏器重/体重x100%),
8.8.3 组织学检查

    对照组和高剂量组动物以及系统解剖时发现的异常组织均需作详细的组织学检查。其他剂量组一

般仅在高剂量组有异常发现时进行。附加组动物应对试验组已确证有毒性效应的组织和器官重点检查。

检查脏器一般包括脑、肝、脾、肾、肾上腺、辜丸、卵巢和其他肉眼观察发现有损害或大小出现变化的器

官。一般以肝、肾及可疑靶器官为主。此外，还应包括与农药直接接触的组织或器官，如胃等。

9 亚急性经皮毒性试验

9.1 目的

    按经皮方式反复给药21d，观察由此产生的不良反应，求出无作用剂量。

9.2 试验农药

    原药。

9.3 试验动物

    按8.3进行。

9.4 剂量分组

9.4.1 一般设三个剂量组和一个对照组。必要时还应设溶剂对照组。

9.4.2 最高剂量组应出现明显的中毒效应，但死亡动物数不能妨碍有效的评定。

9.4.3 如果用1 000 mg/kg体重以上的剂量给药而未出现任何毒性效应，则不必再设其他更高剂量
组。

9.5 给药方法

9.5.1 剃去动物背部体毛，在无损部位均匀地涂敷试验农药，并用无刺激性的塑料膜和纱布覆盖，胶布

固定，使农药与皮肤保持良好的接触，并防止被动物舔食。

9. 5. 2 涂药面积一般不少于动物体表面积的10 0a(大鼠约为20̂-40 cm')。高毒农药涂药面积可略减，

涂布时要尽量薄而均匀。

9.5.3 如动物敷用农药后，产生严重的皮肤刺激和损伤，要降低试验农药的浓度，重新进行试验

9.6 给药时间

    每天一次.每次4̂-6 h，或5 d/周，共给药21d。为了观察毒性效应的可逆性，附加组动物在停止给

药后再饲养14d，再进行毒效反应的测试。

9.7 临床观察和检查

    按8.?进行。
9.8 病理学检查

    除按8. 8进行外，尚需增加与农药直接接触的皮肤检查。

10 亚急性吸人毒性试验

10.1 目的

    在规定的3-4周时期内，按吸入方式反复给药，观察由于连续经呼吸道给药所产生的不良反应，求

出无作用剂量

10.2 试验农药

      原药。
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10.3 试验动物

    按8.3进行。

10.4 剂量分组

    按8.4进行。

10.5 给药方法

10.5.， 应维持被检农药在染毒柜中分布均匀，氧含量不低于19%.

10.5.2 浓度监测

    染毒柜内被检农药浓度应定期或连续监测，并尽可能地维持恒定。

10.6 染毒时间

    每夭一次，每次4h，或5 d/周。连续染毒21一28 d。停止染毒后，附加组动物再饲养14d，观察毒性

反应的可逆性。

10.7 临床观察和检查

    按8.7进行。

10.8 病理学检查

    除按8.8进行外，尚需增加与农药直接接触的呼吸系统，如肺等的检查。

11 亚慢性经口毒性试验

11.1 目的

    明确试验农药的亚慢性经口毒性效应的表现，取得试验农药亚慢性经口的最大无作用剂量参数，为

试验农药慢性毒性试验提供剂量参考数据。

11.2 试验农药

    原药。

11.3 试验动物

11.3.1 首选大鼠>4-6周龄，雌雄各半，组间同性别动物体重均值差异应小于平均体重的to%,

11.3.2 动物数量

    各组雌雄大鼠均不少于to只。试验中间剖杀时，应相应增加。

11.4 试验期

    3-6个月。

11.5 剂量分组

    一般设三个剂量组和一个对照组。

11.5.1 高剂量组应使动物产生较明显的毒性效应，但动物死亡不应超过10%e

11.5.2 中剂量组应使动物产生轻微的毒性效应。若设多个中剂量组时，应产生不同程度的毒性效应。

11.5.3 低剂量组不应引起任何毒性效应，属无作用剂量。

11-5.4 对照组除不接触试验农药外，其他应与试验组相同，当试验农药为制剂，对其助剂、添加剂等的

生物活性不清楚时，还应设相应的助剂对照组。

11.6 给药途径

11.6.1 给药方式

    混入饲料或溶于饮水。连续给予动物，每周7d。若因试验农药引起饲料和饮水的适口性不良，影响

动物正常摄入量时，可用管饲法。

11.6.2 除营养素外，混入饲料的试验农药一般不应超过5%。饲料或饮水中的试验农药浓度应定期监

测，观察其均匀性和稳定性。

11.7 临床观察和检查

  11.7.1 临床观察

        216
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    外观体征、行为活动及粪便形状等每天逐个观察。详细记录毒性效应出现时间和变化，如发现死亡

或濒死动物应及时解剖。体重和食物消耗量每周测量一次。

11.7.2 血液学检查

    检查指标包括红细胞计数、白细胞计数及其分类、血红蛋白含量等。检测时间为试验开始时和3个

月后及结束时进行，每次检查各剂量组雌雄大鼠至少各6只，非啮齿类动物则全部检查。

11-7.3 尿液检查

    检查项目包括外观、pH值、蛋白、糖、隐血(半定量)和沉淀物镜检(半定量)。检测时间和数量同血

液检查，并尽可能采用同一动物检查。

117.4 血液生化检查

    检测项目包括血清夭冬氨酸氨基转换酶、丙氨酸氨基转换酶、碱性磷酸酶、尿素氮、肌配、总蛋白、白

蛋白、血糖、总胆固醇、总胆红素、胆碱酷酶等。

11.8 病理学检查

11.8.1 系统解剖

    所有试验动物包括试验过程中死亡动物都应进行完整系统解剖和详尽的肉眼观察。所有肉眼可见

的病变或可疑病变组织都应留样固定，作进一步病理组织学检查。

11.8.2 脏器重量

    称取脑、心、肺、肝、脾、肾、肾上腺、攀丸等脏器重量并计算其脏器系数(脏器重/体重x100%)0

11.8.3 病理组织学检查

    对照组和高剂量组动物及系统解剖时发现的异常组织均需作详尽的组织学检查。其他剂量组一般

仅在高剂量组有异常发现时才进行组织学检查。检查脏器一般包括脑、脊盆、心、肺、肝、脾、肾、胰、胃、十

二指肠、空肠、回肠、结肠、直肠、膀肤、肾上腺、垂体、甲状腺(包括甲状旁腺)、胸腺、攀丸、附辜、前列腺、

卵巢、子宫、乳腺、皮肤、肌肉、骨、淋巴结、眼球等。吸入染毒时，尚应包括呼吸道。

11.9 结果评定

    在仔细总结研究各项检测结果，并注意对照组与剂量组之间的统计学差异和各剂量间的剂量反应

关系的基础上，评定以下内容。

11.9.1 试验农药的动物经口毒性效应的主要表现。

们 9.2 试验农药的亚慢性经口动物最大无作用剂量。

11-9.3 可供参考的试验农药动物经口慢性毒性试验的适宜剂量范围。

12 蓄积毒性试验

12.1 目的

    了解试验农药蓄积毒性的强弱，并为慢性毒性试验及其他有关毒性试验的剂量选择提供参考。

12.2 试验农药

    一般用原药.当大鼠经口LD,。大于5 000 mg/kg，或已作过代谢试验有半衰期(<tvs)数据的，可免去
此项试验。

12.3 试验动物

    刚成年的哺乳动物，选用大鼠或小鼠，雌雄各半。无经口LD,o数据者，需预测其经口LD,o

12. 4 给药方式

    采用经口方式。为了准确掌握给药剂量，须采用灌胃法。

12.5 剂量固定的20 d蓄积法

12.5.1 剂量分组

    将试验动物随机分成四个剂量组，低剂量为1 /20LD,o，顺次为1/1OLD-1/5LD,。和1 /2LD5o V1个剂
量组。另设一个阴性(不给药)对照组，每组动物为10只，雌雄各半。
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12-5.2 给药时间

    剂量组动物每日一次定时给药，连续给药20 d,

    对照组除不给试验农药外，其他条件均与剂量组相同。

12-5.3 观察指标

    各剂量组雌雄合计的动物死亡数量。

12-5.4 结果评定

    各剂量组均无死亡，即为蓄积性不明显;

    如仅高剂量(1 / 2LDso)组有死亡，其他组均无死亡，则为弱蓄积性;

    如低剂量组无死亡，其他各组间死亡数有剂量反应关系时，则为中等蓄积性;

    如低剂量组有死亡，且有剂量反应关系，则为强蓄积性。

12.6 剂量递增蓄积系数法

12.6.1 剂量分组

    将试验动物随机分成雌雄两组，每组20只。

12-6.2 给药时间及剂量

    以4d为一期，连续给药。第一期每只动物给药剂量为。. 1LDso，以后各期顺次递增50%，即第二期

为0. 15LD5o，第三期为。. 225LD,o，依此类推，直至雌雄两组合计死亡一半((2。只)，或继续给药至累计

剂量达5. OLDS。以上(20 d)为止。

12.6.3 给药期间每期((4 d)须按实测动物体重，计算给药绝对量。

12-6.4 结果计算

停止给药后按式(1)计算蓄积系数K:

I,D,, (n)
LD,.(1)

二。。·..·..·..·············.···⋯⋯(1)

式中:LD.,o (n)— 试验动物在给药期间每只动物共摄入试验农药相当的LDso数;

  LD,o(1)— 试验农药对本试验动物的经口LD5o剂量。

.5 结果评定

按下列标准评定被检农药蓄积毒性强弱:

    K<1 高度蓄积性;

    K)1 明显蓄积性;

    K)3 中等蓄积性;

    K)5 轻度蓄积性。

迟发性神经塞性试验

户‘
U2.

3

闷
.
.

Jl
.

13.1 目的

    了解试验农药的迟发性神经毒性，求出迟发性神经毒性无作用剂量。

13.2 试验农药

    原药。

13. 3 试验动物

13.3.1选用遗传背景明确、健康、步态正常的母鸡，鸡龄8-14个月，体重1. 5̂-2 kg,

13-3.2 数量

    每剂量组母鸡数量应保证在观察结束时存活至少有6只。到期处死，如需观察恢复情况，则应在开

始实验时增加延长观察期的动物数。
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13.4 给药方法
13.4.1 剂量分组

    一般设三个不同剂量的试验组，一个阳性对照组和一个空白对照组。其赋形剂等生物活性不明确时

应增设一个赋形剂对照组。

13.4.1.1 高剂量组:根据LDz。和预试验确定，一般采用LDs。剂量。观察期结束时可引起试验动物胆碱

酷酶活性下降，以及部分动物死亡。

13.4.1.2 低剂量组:根据预试验确定，可能引起或不引起迟发性神经毒状，其剂量一般为高剂量的五

分之一至十分之一左右。

13.4.1.3 中剂量组:在高低之间，其症状在n级以上，少部分动物可达N级(见13.6.1)0

13.4.1.4 阳性对照组:500 mg/kg TOCP(三邻甲苯磷酸酷)。

13.4.1.5 空白对照:除不接触试验农药外，其他各种条件与试验组相同。

13.4.2 给药方式

    通常采用经口途径，包括灌胃、胶囊吞咽或咽峡部滴注等方法。

13.4.3 给药前预处理

    隔夜禁食.经口给药前10 min内，所有试验鸡均肌肉注射10 mg/kg硫酸阿托品作保护处理。
13.5 试验期限

13.5.1 急性试验

    观察期一般为21d。如未见异常反应或有可疑反应时，须再次给药，继续观察21d。到期处死作组

织病理学检查。如特殊需要，部分动物可延长 2̂-4周或更长时间观察恢复情况。

13-5.2 亚慢性试验

    连续给药13周并观察.停药后再观察一周

13.6 临床观察和检查

13.6.1 中毒症状

    给药后每天观察记录试验鸡的外观体征，行为活动，特别是鸡的站立和运动姿势及运动失调程度。

必要时可强迫母鸡活动，如爬楼梯等，以便观察迟发性神经毒性的最小反应。其典型症状的分级标准为:

I.步态稍异常;a步态严重异常;m.能以附站立;N.不能站立。一般迟发性神经毒性反应在第7-

10d开始出现并逐渐加重。

13.6.2 每周称体重一次。
13-6.3 病理组织学检查

    对死亡动物和到期处死动物检查延髓/桥脑、大脑皮质、小脑皮质、脊髓(包括上位颈段、胸段中部、

腰能结合部和坐骨神经等)并作组织切片。一般用灌流或其他方法，使被检脑神经组织固定在原来位置

上。坐骨神经切片要作髓鞘和轴索的特殊染色。光镜观察，必要时可作电镜观察检查。

13.7 数据整理与结果评定

    将数据汇总列表，说明每组实验动物数，有上述损伤或异常反应的动物数，出现损伤和异常反应的

百分率，并用卡方等统计方法分析组间差异的显著性。评定试验农药能否引起迟发神经毒性及其反应。

评定时应结合所观察到的神经毒性效应和神经病理组织学检查结果综合考虑。

14 致突变试验

.14.1 目的

    检测试验农药的诱变性。预测其遗传危害和潜在致癌作用的可能性。

14.2 试验农药

    原药。

14.3 鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验(Ames试验)
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14.3.1 菌株

    本试验至少要用TA97,TA98,TA100和TA102四种标准突变型菌株。

14-3.2 试剂

14.3.2.1  40/葡萄糖溶液:称取400 g葡萄糖，加人蒸馏水稀释至1 000 mL，在115 ̀C (0.56 kg/cm')

10 min高压下灭菌。

14.3.2.2 0.5 mmol/L组氨酸一生物素溶液:

        D一生物素(分子量247.3)                                30. 9 mg
        L一组氨酸盐酸盐(分子量191.7)                         24. 0 mg
        蒸馏水 250 mL

14. 12. 3 S-9混合液(按每毫升S-9混合液计算):

        大鼠肝S-9                                                    100 pL

        MgCI,-KCI盐溶液 20 IL

        6-磷酸葡萄糖 5 pmol
        辅酶1                                                 4 pmol
        0. 2 mol/L磷酸盐缓冲液(pH 7. 4)                      500 mpL

        无菌蒸馏水 380 mpL

14.3.2.4 盐溶液[1. 65 mol/L氯化钾(KCD+0. 4 mol/L氯化镁(MgCI,)]:

          氯化钾(KCl)                                          61.5 g

        氯化镁(MgCI,·6H20)                                  40. 7 g

        蒸馏水 500. 0 ml

    在121'C (15 Ib)20 min高压下灭菌。

14. 3.2.5 0. 2 mol/L磷酸盐缓冲剂(pH 7. 4):

        磷酸二氢钠(NaH2PO,·2H20)                         0. 593 g

        磷酸氢二钠(Na,HP0,·12H20)                         5. 803 g

        蒸馏水 100. 0 mL

    在121'C (1. 05 kg/cm') 20 min高压下灭菌。
14. 12. 6 0. 15 mol/I氯化钾溶液:精确称取氯化钾11. 18 g，用蒸馏水稀释至1 000 mL，在121'C

(1.05 kg/cm')30 min高压下灭菌，冷却后冰箱保存。
14.3-2.7 氨节青霉素溶液(8 mg/mL):称取三经氨节青霉素80 mg，加入0. 02 mol/L氢氧化钠溶液

  10 mL,

14. 12. 8 0.1%结晶紫溶液:称取结晶紫10 mg，加10 mL无菌水。

14. 3.2.9 四环素溶液((8 mg/mL):称取四环素40 mg，加入0. 02 mol/L盐酸溶液5 mL，用于四环素

抗性试验。

  14.3.3 培养基

  14.3.3.1 顶层培养基:

        琼脂 1.2g

        氯化物 10g
          蒸馏水 200. 0 mL

      在121 C 30 min高压灭菌后，加入0. 5 mmol/L组氨酸一生物素溶液20 mL,

  14.3-3.2 底层培养基:

        琼脂 7.5g
          蒸馏水 465. 0 mL

      在121 C 30 min高压灭菌后，加入(V-B)培养基E 10 mL和40写葡萄搪溶液25 mL.混匀，按每皿
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30 mL倒平皿，冷凝固化后倒置于37℃培养箱中24 48 h,

14.3.3.3   Vogel-Bonner(V-B)培养基E:

硫酸镁(Mgso,·7H20)

柠檬酸(C6Ha0,·H2O)

磷酸氢二钾(KzHP04 )

磷酸二氢钠(NaH2P04·4H20)

    先将柠檬酸、磷酸氢二钾和磷酸二氢钠溶解后

水稀释至1 000 mL，分装于锥形瓶内，在121'C 30

14.3.3.4 肉汤培养基:

        牛肉膏

        胰陈

        氯化钠(NaCI )

        磷酸氢二钾(K,HPO,)

        蒸馏水

    在121'C 30 min高压下消毒。
14-3. 15 肉汤斜面或平板:

        琼脂

        肉汤培养基

    在121'C 30 min高压灭菌后，倒斜面或平皿。

                10. 0 g

                100. 0 g

                500. 0 g

                175. 0 g

，再加入硫酸镁，待完全溶解后倒入容量瓶中，用蒸馏

min高压下灭菌。

  2.5 g

  5. 0 g

  2. 5 g

  1.0g

500. 0 mL

                  7. 5 g

                500. 0 mL

用于菌株鉴定或常规试验用菌株保存。

14-3.4 溶剂和剂量分组

    常用溶剂为蒸馏水、二甲基亚矾。此外还可用丙酮、二甲基甲酞胺、甲酞胺,95%乙醇等溶剂，最高加

人量为。. 1 ml。试验农药的剂量范围可在每皿。1-5. 0 mg，或对细菌发生毒性的剂量之间。每种试验

农药至少设三个剂量组，每个剂量至少三个重复样品。每次试验必须设阳性对照和阴性对照。

14-3.5 标准菌株对阳性诱变剂的反应(见表9),

                        表 9 标准沙门氏菌株对阳性诱变剂的回变反应

诱变剂 剂量(pg)     S-9       TA97 TA98     TA100    TA102

柔毛霉素

1氮化钠

2.4.7一三硝基一9-药酮

4一硝基-O-次苯二胺

4一硝基唆啦N-氧化物

甲基磺酸甲醋

2-氨基药

苯并(a) }E

6.0 一 124       3 123       47          592

1.5 一 76          3        3 000      188

0.2 一 8 377     8 244       400         16

20.0 一 2160      1 599       798         0

0. 5 一 528        292       4 220       287

1.0 一 174        23        2 730      6 586

1.0 + 1 742      6 194      3 026       261

1.0 + 337        143        937        255

14-3.6 菌株准备与鉴定

14.3.6. 1 组氨酸的要求:将组氨酸营养缺陷型菌株分别接种于含有和不含有组氨酸的培养基中，于

37'C培养24 h，观察细菌生长情况。

14.3-6.2 脂多糖屏障缺陷:将含。.1 mL试验菌株增菌液的顶层琼脂培养液倒入肉汤琼脂培养基上，

冷凝后，将无菌圆形滤纸片置于培养基中央，再滴上。1%结晶紫溶液10 m1.经37℃培养24 h。在纸片

周围有抑菌圈，即表示结晶紫分子已进入菌体内并抑制其生长。
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14.3-6.3紫外线损伤修复缺陷:将被测菌株在肉汤琼脂培养基上划线，然后用黑纸覆盖一半，在15 w

的紫外灯下，距离33 cm处照射8 s,37℃培养24 h后，TA 97,TA 98,TA100和TA102在没有照射的
那一半生长，在照射的那一半不能生长。

14.3-6.4 抗氨节青霉素试验:将带有R因子的菌株TA97,TA98,TA100和TA102在肉汤琼脂培养
基上划线，然后把沾有氨带青霉素溶液的滤纸条与划线交叉，置37℃培养24 h，观察滤纸条周围菌株生

长情况。

14. 16.5 抗四环素试验:将被测菌株增菌液在营养肉汤培养基上划线，待干后，将四环素溶液与菌株

划线处交叉划线，经37℃培养24 h后，对四环素有抗性的TA102菌株生长不受抑制。

14.3-6.6 自发回变:每种被测菌株都以一定的频率自发地产生回变。

    TA97,TA98,TA10。和TA102经过体外代谢活化后，自发回变数要比不经体外代谢活化的自发
回变数略高。

14.3. 7 操作步骤

    平板掺入法:向融化并保温在45'C的2. 0 mL顶层培养基试管中依次加入试验农药、0. 1 mL增菌

液和。. 5 mLS-9混合液(或不加S-9混合液)混匀，迅速倾入底层培养基上，使其均匀分布，待上层培养
基凝固后，将平板翻转，37℃培养48 h后，计数每皿回变菌落数。

14.3.8 结果评定

    试验农药的回变菌落数超过自发回变菌落数的两倍以上，并呈剂量一反应关系，则为阳性。

14.4 小鼠骨髓多染红细胞微核试验

14.4.1 试验动物

    小鼠，体重为25̂ 30 g，每个剂量组至少雌雄各5只。

14-4.2 试验材料

14.4.2.1姬姆萨染液:称取Giemsa染料3. 8 g，加入375 mL分析纯甲醇，待完全溶解后，再加入125
mL甘油，放37 ̀C恒温箱中保温48 h，使其充分溶解，过滤，两周后用。

14.4. 2. 2 磷酸盐缓冲液(pH 7. 4):称取磷酸氢二钠(Na,HPO,·12H,0)19. 077 g,磷酸二氢钾

(KH2PO,)1. 814 9加蒸馏水至1 000 mL.

14.4.2.3  Giemsa应用液:取一份Giemsa液与六份磷酸盐缓冲液混合而成。

14-4.3 剂量分组和给药途径

    一般取试验农药LD。的1/5,1/10,1/2。和1/100等剂量，以观察微核的剂量一反应关系。同时设溶
剂对照组和阳性对照组(一般用环磷酸胺)。

    根据试验农药的水溶性或脂溶性来确定所用溶剂，常用水、植物油或吐温一80等溶剂。给药途径视

试验目的而定，一般用经口灌胃或腹腔注射方式。采用30 h给药法，即两次给药间隔24 h，第二次给药

后6h取材。

14.了4操作步骤

14.4-4.1制片:断延髓处死动物，立即取出胸骨，除去胸骨上的血液和肌肉，横向切断胸骨，暴露骨髓

腔，然后用小止血钳挤出胸骨骨髓液。将骨髓液滴在载物片一端的胎牛血清液滴里，仔细混匀，按常规法

涂片，在空气中晾干。

14.4-4.2 固定:将骨髓涂片放入甲醇中固定15 min，取出晾干。

14.4-4.3 染色:将骨髓片放入Giemsa应用液中，染色15 min，然后立即用pH7. 4磷酸盐缓冲液冲洗。

14.4-4.4 镜检和计数:每只动物计数1 000个多染红细胞。微核率指含有微核的多染红细胞数，以千

分率表示。为观察骨髓细胞分裂是否受抑制，求出每只动物骨髓细胞中多染红细胞/成熟红细胞((PCE/
NCE)之比。正常情况下PCE/NCE约为1.53̂-1.68,

、4.4.5 结果评定

    首先找出受试农药各剂量组和对照组微核95%可信限，查普阿松分布(A)的可信限表，阳性物组的
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95%可信限按正态分布处理。然后绘出试验农药各剂量组和对照组的95%可信限的直线图。最后，各剂
量组与对照组进行统计学处理。

    根据统计处理结果来评价试验农药是否具有致微核作用。

14，5 哺乳动物骨髓细胞染色体畸变试验
14.51 试验动物

    选用成年小鼠或大鼠。

1礴.52 剂量分组

    选用1/5、1/10、1/2。和1/100LDs。剂量为试验组，另设阳性对照和阴性对照各一组，阳性对照组可

用环磷酞胺，阴性对照为溶剂对照，每组各为5只动物。

14.5.3 给药方式

可用经口灌入的方式，共染毒两次，间隔24h，于第二次给药后6h处死动物，于处死前4h腹腔注射秋

水仙素(按剂量4mg/kg)。

14.5.4 试验方法

14.5.4.1 用颈椎脱臼法处死动物，取出股骨，剔除肌肉等组织。

1454.2」剪去股骨两端，用注射器吸取smL生理盐水，从股骨一端注入，用10mL离心管，从股骨另

一端接取流出的骨髓细胞悬液。

14.54.3 将细胞悬液以IO00r/min的速度离心5一7min，去除上清液。

14 5.4.4 加入。.075mol/L氯化钾溶液7ml用滴管将细胞轻轻地混匀，放入37℃水浴中低渗处理

7min，加入Zml固定液(冰乙酸:甲醇=1，3)，混匀，以1o00r/min速度离心5一7min，弃去上清

液。

14.545 加人7mL固定液，混匀，固定7min，以l000r/min的速度离心7min，弃去上清液。

14.5.4卜6 用同法再固定1~2次，弃去上清液。

14.5.4.7 加入数滴新鲜固定液，混匀。

14.5.4.8 用混悬液滴片，自然干燥。

14.54.9 用姬姆萨染液染色。

14.5.5 读片和结果评定

    选择分散良好的中期分裂相，在显微镜下进行读片，记录畸变类型。所得各组的染色体畸变率用X舍

检验进行统计学处理，以评定试验组和对照组之间是否有明显差异。

14.6 小鼠皋丸精母细胞染色体畸变试验

14.6.， 试验材料

    全部试剂除注明外，均为分析纯，试验用水为蒸馏水。

14.6.飞1 1%柠檬酸三钠(AR):取19柠檬酸三钠加燕馏水至100mL。

14.6.1.2 60%冰乙酸溶液(AR):取60mL冰乙酸加蒸馏水至100mL。均应新鲜配制。

14.6.2 试验动物

    选用健康成年雄性小鼠，体重25一309，每组5只。

14.6.3 剂量分组

    设阴性(溶剂)对照组、阳性对照组及三个试验农药剂量组。阳性物可用丝裂霉素C(1，5一Zmg/kg、

ip一次)或环磷酸胺(4。mg/k9、中.每天一次，连续sd)。阳性对照组在同一个实验室同一品系动物仅

做一次即可，如调换操作人员，应重新再做。试验农药的三个剂量组可根据急性经口LD。。，选用可使试

验动物出现轻度中毒症状、体重略有下降及不引起动物死亡的剂量为高剂量，以其1/2、1/4LD。。为中、

低剂量。

14.6.4 给药方法

    灌胃，每天一次，连续sd。
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14-6.5 试验步骤

14.6.5.1 各组均于第一次给药后的第12̂ 14 d将试验动物处死制片。

14.6. 5.2 动物处死前6h腹腔注射秋水仙素4̂-6 mg/kg体重(按0.1一。.2 mL/10 g体重给受试

物)。秋水仙素宜当夭新鲜配制。

14.6-5.3 以颈椎脱臼法处死小鼠，取出两侧攀丸，去净脂肪，于低渗液中洗去毛和血污，放入盛有适量

1%柠檬酸三钠或0.4%氯化钾溶液的小平皿中。

14.6.5.4 用眼科小镊子撕开被膜，轻轻地分离开曲细精管，室温下低渗，低渗时间视具体条件而定(一

般为20̂-40 min为宜)。

14.6-5.5仔细吸尽低渗液，加固定液(甲醇:冰乙酸二3:1)10 mL，固定20 min,
14.6.5.6 吸尽固定液，加60%冰乙酸1-2 mL，待大部分曲细精管软化完后，立即加入倍量的固定

液，打匀、移入离心管，以1 000 r/min离心10 min,
14. 6-5. 7 弃去大部分上清液，留下约0. 5-1. 0 mL，充分打匀制成细胞混悬液，将细胞混悬液均匀地

滴于冰水玻片上。每个样本制片2-3张。空气中晾干或微热烘干。

14.6.5.8 用1，10 Giemsa液(pH6. 8)染色20̂-40 min,

14-6.6 计算方法和结果评定

    实验组与阴性对照组的断片、易位、畸变细胞率、常染色体单价体、性染色体单价体等分别按Kas-

tenbaum和Bowman所述方法或二项分布检验法进行统计处理，如P<0. 05则可以认为有显著意义。

14.7 显性致死突变试验

14.7.1 试验动物

    选用雄性成年小白鼠(体重30 g以上)或大白鼠(体重200 g以上)，预先接触受试物，再进行交配。

成年雌鼠经生殖能力预试，受孕率应在70%以上，不接触试验农药。

14-7.2 剂量分组

14.7.2.1 试验至少设三个剂量组，给药量可在1/10̂-1/3LD,o之间，最大剂量也可按人体实际摄入量

的10。倍计算。并需设阴性与阳性对照组，前者用溶剂对照，后者用环磷酞胺(40 mg/kg体重)。

14.7.2.2 动物数量:雄性动物每组不少于10--15只，雌性动物则按每组不少于20̂-30只，雌性，雄

性为2，1适宜。

14-7.3 给药方法

    灌胃法:按体重to go. 2 mL体积计算。
    喂饲法:按称量记录摄食量与动物体重进行计算。

    给药次数:灌胃法一般一日一次，或一日两次，连续6d或3个月。

14-7.4 试验方法

    在雄鼠给药后，按雌雄鼠2:1比例同笼交配6d，取出雌鼠另行饲养。雄鼠则于一周后，再与同样数

量的另一批雌鼠同笼交配，如此共进行6̂-8批。

14. 7. 5 观察指数

14. 7. 5. 1 以雌雄鼠同笼日算起第17̂-19 d，采用颈椎脱臼法处死雌鼠后，立即剖腹取出子宫，仔细检

查、计数，分别记录每一雌鼠的活胎数、早期死亡胎数与晚期死亡胎数。

14.7-5.2 胚胎鉴别

      活胎:完整成形，色鲜红，有自然运行，机械刺激后有运动反应。

    早期死亡胚胎:胚胎形体较小，外形不完整，胎盘较小或不明显。最早期死亡胚胎仅在子宫内膜上隆

起如一小瘤。如已完全被吸收，仅在子宫内膜上留一隆起暗褐色点状物。

      晚期死亡胚胎:成形，色泽暗淡，无自然运动，机械刺激后无运动反应。

14-7.6 统计分析
    根据以上结果，计算出受孕率，总着床数，平均着床数、早期和晚期胚胎死亡率及平均早期胚胎死亡
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数予以比较评价。

受孕率(%)=

  总着床数 =

平均着床数 =

孕鼠数
交配雌鼠数

x 100 ··⋯ ‘“..⋯‘·······⋯⋯(2)

活胎数十早期胚胎死亡数

  总着床数
受孕雌鼠数

早期胚胎死亡数x 100
一下硬着床数

晚期胚胎死亡数x 100
一下硬着床数

早期胚胎死亡数

+晚期胚胎死亡数·······⋯⋯(3)

··⋯‘·.....·····⋯⋯(4)

早期胚胎死亡率(%)- ··········。.....········⋯⋯(5)

晚期胚胎死亡率(%)= ········⋯⋯‘.······⋯⋯(6)

平均早期胚胎死亡数 二
受孕雌鼠数

·⋯“.”.“····.·⋯⋯ ，.⋯(7)

按试验组与对照组动物的上述指标分别用X，检验，单因素，方差分析或其他检验方法进行统计分

以评定此农药的致突变性。

致畸试验

i

巧

15.1 目的

    测定试验农药能否在胚胎发育时期引起永久性的肉眼可见的形态改变。

15.2 试验农药

    原药。

15. 3 试验动物

15. 3.1 大鼠或小鼠，特定情况下用兔。

15. 3.2 各剂量组及对照组应是刚进入性成熟期的雌性大鼠或小鼠12--20只，或孕兔8-12只。

15.4 交配及受孕检查

    让健康性成熟(生后70 90 d)大鼠雌与雄1-1或2t1同笼后，检查阴栓或阴道涂片，自发现精子
之日作为受孕零夭。

15.5 剂量和对照设计

15.5.1 至少应选择三个剂量。高剂量选用引起母鼠体重增重受抑或小于LD,o的剂量;低剂量用胚胎

鼠不产生显著反应的剂量;中间剂量要有助于观察评价剂量一反应关系。

15-5.2 剂量设计

    应把急性LDso、亚慢性试验最大无作用剂量以及人体实际摄入量作为依据，最好通过预备试验确
定各组剂量水平。

巧5. 3 如果1 000 mg/kg以上的剂量无胎毒作用，则不必设计其他剂量。
15-5.4 应设阴性对照组。除不给试验农药外，对照组的一切处理均同剂量组。

15-5.5应设阳性对照组。一般应用敌枯双((1 mg/kg)，给药方法同所试农药，也可用维生素A.
15.6 给药时期

    给药时期包括器官形成期的主要阶段。大鼠孕后7̂-16 d，小鼠为6̂-15 d，免为6̂ 18 d,
15.7 给药方式

15.7.1 一般采用经口法。

15-7.2 试验农药应在每夭的同一时间给药。

15. 7. 3 每日剂量按给药开始之日母鼠体重计;也可每隔3d称重一次，每日给药量按最重时的体重
计。
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15.8 母鼠观察

15. 8.1 每日应称取母鼠体重，并仔细观察母鼠临床症状，包括皮肤、毛、眼、粘膜、呼吸、神经状态和四

肢活动等的变化。

15.8.2 及时观察和记录中毒症状，记载中毒的发生时间、表现程度和持续时间。

15.9 畸形检查

15.9.1 孕鼠处死

    分娩前一天处死取胎，避免自然分娩后新生动物被咬死、咬伤。大鼠在孕期第20 d，小鼠第18d，兔

第29 d处死。

15-9.2 剖腹及胎鼠外观检查

    处死和死亡的母鼠在死后立即取出子宫称重，记录着床数、活胎数、死胎数(估测死胎发生时间)和

吸收胎数，测量其体重、身长和尾长。

15-9.3 大鼠每窝取胎鼠二分之一至三分之一做骨骼检查，其余做内脏及软组织检查(参见表10)。必

要时留一部分母鼠让其自然分娩，然后观察仔鼠的畸形。

表10 致畸试验胎鼠体表检查项目

头 部 躯干部 四 肢

无脑症

脑膨出

头盖裂

脑积水

小头症

颜面裂

小眼症

眼球突出

无耳症

小耳症

耳低位

无颗症

小颗症

下颗症

口唇裂

口盖裂

胸骨裂

胸部裂

脊椎裂

脊推侧弯

脊椎前弯

脊椎后弯

脐病

尿道下裂

无肛门

短尾、卷尾

无尾

腹裂

多肢

无肚

短肢

半肢

多指

无指

合指

短指

缺指

15-9.4 检查对胎仔各器官的影响，包括外观和内脏出现的各种畸形(参见表11，表12):检查对胎仔骨

骼发育的影响，包括头颅骨、胸骨、前后肢骨和其他骨骼的骨化程度，异变和畸形等(参见表13),

                            表n 致畸试验胎鼠内脏检查项目

头部(脊髓) 胸 部 腹 部

嗅球发育不会

侧脑室扩张

第三脑室扩张

无脑症

无眼球症

右位心

房中隔缺损

室间隔缺损

主动脉弓

食道闭锁

肝分叶异常

肾上腺缺失

多囊肾

马蹄肾

膀胧缺失



Gs 15670一1995

续表 n

头部(脊倪) 胸 部 腹 部

小眼球症

角膜缺损

单眼症

气管狭窄

无肺症

多肺症

肺叶融合

隔描

气管食管痰

内脏异位

攀丸缺失

隐争症

卵巢缺失

卵巢异位

子宫缺失

子宫发育不全

肾积水

肾缺失

输尿管积水

表12 致畸试验胎鼠骨骼检查项目

  枕骨

脊柱骨

  骨盆

四肢骨

  腕骨

  掌骨

  趾骨

  肋骨

  胸骨

骨化中心、发育不全

数目、融合、纵裂、部分裂开、骨化中心数、发育不全、缩窄、脱离、形状

弓数目、骨化中心数、形状异常、融合、裂开、缩窄、脱离

形状、数目

骨化中心数

形状

形状

数目、形状、融合、分叉、缺损、发育不全

形状、完全缺失、胸骨节融合、裂开、形状异常、发育不全

表13 致畸试验记录内容

动物交配投药期 解剖检查时 胎仔检查

动物编号

动物种、品系

交配时周龄

确认受孕

1临床症状

进食进水量

药物及溶剂

剂量

给药途径

给药期间

母体解剖所见

卵巢重量

黄体数

着床数

胎盘重量

胎仔子宫内位置

死胎数

活胎数

胎仔重

体表检查

骨骼检查

内脏检查

15.10 数据处理、结果评定

15.10.1 数据汇总成表，全部观察结果须经统计处理，例如胎鼠身长、尾长和体重等用t值检验，胎鼠

吸收率、死亡率及畸形率用x}处理。

15-10.2 鉴定农药是否有母体毒性，胚胎毒性以及致畸性。如有致畸效应，可得出最小致畸量，以最小

致畸量求得致畸指数，表示致畸强度.

227



Gs 15670一1995

致畸指数 =
雌性动物LD,a
最小致畸剂量

⋯ (8)

    致畸指数小于10为基本无致畸危害;

    致畸指数10̂-100为有致畸危害;

    致畸指数大于100为强致畸危害。

16 两代录殖试验

16.1 目的

    本试验的目的在于获得试验农药对动物亲代生殖与仔代早期发育影响的一般性资料;同时也可在

仔代病老、死亡、畸型等方面取得初步资料，为其他有关毒性试验提供参考。

16.2 试验代数

一般进行连续两代各繁殖一窝的试验。以大鼠为例，两代繁殖试验程序见表14,

                        表14大鼠两代繁殖试验程序表

试验工作周 亲代(P) 子一代((FO 子二代(Fs)

第3周末

第4-6周1
第7周

第8-15周

第16̂ 18周2，

第18周末

第19-21周

第 21周末

第22-24周1)

第25周

第26-33周

第34̂-36周，，

第36周末

第37-3，周

第 39周末

第40-42周”

第42周末

出生

哺乳

基础饲料喂养

给药喂养

交配(给药)

交配结束雄性处死

妊娠(给药)

授乳(给药)

全处死

出生

哺乳〔每窝留雌性4只、雄性4只，其

余处死)

基础饲料喂养

给药喂养

交配(给药)

交配结束，雄性处死

妊娠(给药)

授乳(给药)

全处死

出生

哺乳

全处死

注:1) 可以增加1-7 d{

        2)可能不需3周.

1613 试验农药

试验农药原则上用原药。但如原药有强烈腐蚀性或高毒不适于直接接触动物者，可用生产中使用的

制剂

照组

。如在试验农药中加有溶剂或其他添加物，而这些物质的毒性不明时，须设溶剂或添加物的动物对
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飞6.4 试验动物

    用一种哺乳动物，首选大鼠，而且是一般毒理试验中常用且产仔较多的品系。

16.5 剂量分组

16.5.1 一般设高、中、低三个剂量组。高剂量应能使动物产生明显毒性效应，但死亡不超过100;低剂

量不应使动物出现任何毒性效应;中剂量介于高、低剂量中间，应使动物稍有毒性效应。

16. 5.2 每个组至少要有保证能交配的雄性动物10只以上(最好20只)，分娩时能有20只妊娠动物;

雌性动物须是未经产仔的。

16-5.3 至少要设一个阴性对照组，即除不给试验农药外，其他一切条件均与剂量组相同。有必要和可

能时还应设溶剂(添加物或赋形剂)对照组。

16.6 给药时间

    以大鼠为例.经哺乳期3̂-4周后;8周龄前雌雄动物同时给药，给药至少8周后交配，交配期最长

持续(雌雄合笼)3周;雌性动物妊娠、授乳期继续给药，直至幼仔断奶为止，雄性动物给药至交配结束为

止。动物停药后立即处死检查。

16.7 给药方法

16.了.1 一般是按所定剂量将试验农药掺入饲料中，混合均匀后给药(必要时做化学分析抽查)。

16-7.2 如有必要。也可用灌胃方式或用胶囊给予。在这种情况下，给药量要按逐周、逐只动物的体重计

算。妊娠期可按妊娠。d和妊娠第6d的体重，分两阶段计算给药量。

16.8 给药期检查

16.8.1 每日对动物进行仔细的临床观察。

16-8.2 每日记录动物摄食量。

16-8.3 每周称量一次(或两次)体重。

16-8.4 在临给药前、给药4周和8周后，每组动物至少随机抽取雌雄各6只，检查项目至少包括血液

Hb浓度、血液RBC数，血液W BC数及分类,AST和ALT.

16.9 交配方法

16.9.飞 用于交配的雌雄动物须属于同一剂量组或对照组，但不是同窝所生。

16-9.2 雌雄动物以一对一或二对一合笼方式交配。每日早晨检查阴道中有无精子或阴栓的动物，以检

出之日定为妊娠。日，并从即日起将该动物单笼饲养。

16.9.3 交配(合笼)期以3周为限，对届时仍未交配(阴道中迄未发现精子或阴栓)的动物，改换配偶重

新交配，以确定未能交配问题属于雌方或雄方;必要时对不交配动物的生殖器官进行病理组织学或发情

周期、精子形成周期等的检查，以进一步研究试验农药对动物繁殖可能产生的影响和毒性。

16.10 对动物分娩前后的观察和处理

16.10.1 对雌性动物交配、妊娠和授乳期连续给药。
16-10.2 所有雄性动物在交配后均处死观察。

16-10.3 妊娠动物要单笼饲养，并在分娩前给予造窝材料。

16.11 对新生幼仔的观察和处理

16门1门 对每一妊娠动物要在分娩后，尽快查清幼仔数、死产仔数、活产仔数以及幼仔外观有无异常和

畸形。

16，11.2 检查记录幼仔出生当时及生后4,7,14和21d的体重、身长和尾长以及一窝幼仔出生当时和

生后4d的总体重。

16-11.3 幼仔出生后第4d调整留取数。即每窝随机留取幼仔雌雄各4只，雌或雄幼仔有不足4只者，

则总数留取S只。幼仔总数不足8只者，则全部留取。此外多余幼仔当时处理掉。

16.12 动物剖检

      对下列试验动物在处死后立即进行解剖，并对生殖系统进行肉眼病理检查。
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16.12.1 所有剂量组与对照组交配后处死的雄性动物，每组随机抽取不少于6只。

16门2.2 所有剂量组与对照组在给仔代授乳后处死的雌性动物，每组随机抽取不少于6只。

16-12.3 所有剂量组与对照组在断奶后不用于交配而处死的雌雄性动物，每组至少随机抽取雌雄性动

物各不少于6只。

16.12.4 试验中途死亡或濒死处理的所有动物都应剖检。

16.13 病理组织学检查

16.13. 1 对上项剖检的所有动物，均须在剖检中留取下列组织器官的病理组织学检查标本:阴道、子

宫、卵巢、肇丸、附攀、精囊、前列腺和脑下垂体。

16.13.2 对上项标本的最高剂量组和阴性对照组(也包括如果设有的阳性对照组及溶剂、添加物和赋

形剂对照组)的动物标本以及剖检中发现有意义病变的组织和器官的相应标本，均须作切片镜检。
16-13.3 如最高剂量组没有发现有意义的病变，则中、低剂量组的相应动物和器官标本可不必制片镜

检，也无须继续保存。

16-13.4 在16. 12.4项动物中发现有意义的病变时，对与之有联系的组织和器官标本，要参考最高剂

量组动物标本的检查结果，决定是否有必要进一步检查。

16门4 繁殖指数指标

16.14.1 交配成功率按式((9)计算:

交配成功率(%)=
交配成功动物数

用于交配的雌动物数
X 100 ·····.·······⋯⋯ (9)

    注:交配成功指阴道中检出精子或阴栓者

16-14.2 受孕率按式(10)计算:

受孕率(%)= 受孕动物数
用于交配的雌性动物数

x 100 ·············⋯⋯(10)

16-14.3 活产率按式(11)计算:

活产率(%)=产生活仔的雌性动物数
受孕动物数

x 100 二。”。”.......⋯⋯(11)

16-14.4 出生存活率按式(12)计算

出生存活率(%)=
出生后4d幼仔存活数
出生当时存活仔数

X 100 ·············⋯⋯(12)

16. 14.5 哺育成活率按式(13)计算:

哺育成活率(%)=
21 d断奶时幼仔成活数
出生后4d幼仔存活数 X 100   ..................... ( 13)

16.15 结果评定

    按16. 14. 1-16. 14. 5各项指标，逐一比较试验组动物与对照组动物之间的差异显著性，以评定试
验农药对试验动物有无繁殖毒性，同时还可根据统计学差异出现在哪个指标上，进一步估计繁殖毒性的
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损害作用特点。

17 致癌试验

17.1 目的

    通过一定途径给予试验动物不同剂量的试验农药，观察试验动物在接近终生的时间内(一般大鼠的

试验时间为两年，小鼠为18个月)肿瘤发生的情况，以评定长期接触试验农药对整体动物的致癌性。
17.2 试验农药

    用原药.并要求多次抽样实测，以保证其稳定性。所用饲料需具有合格证，以确保无黄曲霉毒素或其

他可能致癌物。

17.3 实验动物

17.3.1 种属和品系

    首选大鼠或小鼠。特殊情况下可选择其他动物.但应阐明原因。

17-3,2 性别

    一般使用两种性别，雌雄各半。

17.3-3 年龄和体重

    用4-6周龄断奶不久的健康动物开始实验。体重差异不超过平均体重的10%.

17-3.4 数量

    应满足统计学要求。大鼠、小鼠每剂量组至少5。只雌性和50只雄性动物。如试验期间计划提前剖

杀一些动物，应在实验开始时相应增加。

17.4 剂量分组

    一般设三个剂量组和一个对照组。

17-4.1 高剂量组

    可使实验动物产生轻度毒性反应，如体重增长轻度抑制(大于10%)，但不应明显改变动物除肿瘤

因素外的正常寿命期限。

17-4.2 低剂量组

    不影响动物的正常生长、发育和寿命，即不引起任何毒性效应。但应高于人的接触剂量。一般不低

于高剂量的10%,

17.4.3 中剂量组

    在高剂量和低剂量之间，一般不低于高剂量组的10%。如有可能按试验农药的药物动力学来确定。
17-4.4 对照组

    除不接触试验农药外，其他应与试验组相同，试验农药为制剂时，还应设助剂或添加剂对照.

1了，5 给药途径

    经口是致癌试验常用的给药途径，必要时可采用经皮或吸入途径。

17.5.1 经口

    a. 给药方式:一般采用将试验农药放于饲料或饮水中连续给予动物.7 dl周。放入试验农药的饲

料或饮水，应不影响动物的正常摄入量。若因适口性不良影响摄入量时，可用管饲法。

    b. 放入饲料或饮水中的试验农药浓度应定期监测，观察其均匀性和稳定性。除营养素外，混入饲

料中的试验农药的最高浓度一般应不超过5%0

17-5.2 经皮

    a. 染毒面积:一般约相当动物体表面积的10%左右，小鼠约为5-10 cm'，大鼠约为2050 cm',

高毒性物质可略减 必须保证试验农药与皮肤良好接触，并防止动物舔食。

    b. 给药频率 每天一次，每周3-7次。

17.5.3 吸入
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给药时间:每夭4h，每周5-7 de
染毒柜空气中氧含量不得低于19Y.，换气指数大于6̂ 10次//h,温度22士2'C，相对湿度40 0o

-̂70%(水剂除外)。
    c 染毒柜内试验农药浓度:应定期或连续监测，其分布应均匀、恒定。固体试验农药尚应测定其颗

粒的分散度。

17.6 试验期限

1了，6.1 致癌试验期间必须包括试验动物正常生命期的大部分，甚至终生。一般情况下，小鼠18个月，

大鼠24个月，某些生命期较长，自发肿瘤率低的动物品系，试验期可适当延长至小鼠24个月，大鼠30

个月

17-6.2 当低剂量组或对照组存活动物少于或等于25%时.应提前结束试验，但有明显性别差异时，不

同性别的动物试验时间可以不同。高剂量组因毒作用而过早死亡时，仍可继续试验。

17-6.3 一个合格的致癌试验，在试验期结束时，对照组存活数不应少于50%。各组因死后组织自溶，

被同类动物吃掉或管理不善造成试验动物损失不可超过10%.

17.了 临床观察和检查
17.7.1 所有动物的外观体征、行为活动、粪便性状等检查，应每天一次。根据试验需要，尤其在试验后

期，每天还应增加数次有目的观察，以便及时发现毒作用。如有动物死亡或濒死，应及时解剖，减少试验

动物损失率。
17-7.2 记录所有动物出现的中毒症状或死亡情况，尤其应详细记录每个肿瘤的首次发现时间、部位、

大小、外形、硬度和发展情况等。

17.7.3 在试验最初3个月内，每周测量一次体重、饲料摄入量和试验农药溶于饮水时的饮水量，以后

每月一次。
17-7.4 试验期间如动物健康恶化，应进行白细胞计数。在实验结束时，所有处死动物都应做血涂片。高

剂量组和对照组还要进行白细胞分类计数。当有差别时，进行其他剂量组的白细胞分类计数。

17.8 病理检查

17.8门 大体解剖

17.8.1.1 所有试验动物，包括试验过程中死亡或濒死而处死的动物及试验期满处死的动物都应进行

解剖和全面的系统的肉眼观察。观察所见的肿瘤和可疑病变部位都应留样，进一步作组织学检查。

17.8.1.2 所有动物的全部脏器和组织都应留样、固定，供进一步系统检验用。一般留样的脏器和组织

包括:脑、垂体、甲状腺(包括甲状旁腺)、胸腺、肺(包括气管)、心、唾液腺.)汗、脾、肾、肾上腺、食管、胃、十

二指肠、空肠、回肠、结肠、直肠、膀胧、淋巴结、胰腺、性腺、附性器官、乳腺、外周神经、坐骨神经、脊髓、胸

骨或股骨、眼球。在吸入试验时，尚应包括:鼻腔、咽、喉等呼吸道。经皮试验时，应包括与农药接触的皮

  肤。

  1了.8，2 病理组织学检查

      上述所有脏器和组织都应进行组织切片检查，实施有困难时，可选择性进行镜检，但是对下列情况

  必须进行镜检:

  17.8.2.1 大体解剖时所见的肿瘤或可疑病变组织。
  17.8-2.2 试验过程中死亡或因病提前处死的所有动物及高剂量组和对照组的全部动物.

  17.8-2.3 如高剂量组和对照组的肿瘤、瘤前病变或增生发生率有明显差别时，则各剂量组所有动物的

  有关器官和组织都要检查。
  17.8.2.4 如高剂量组存活动物明显少于对照组，或产生一些影响肿瘤发生的毒作用时，则中剂量组亦

  应按上述高剂量组一样进行统检。

  飞了，9 结果评定
      根据各组的肿瘤及恶性肿瘤发生率、潜伏期和多发性等进行全面评定。
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17.9.1 肿瘤发生率

    肿瘤发生率是指试验终了时患瘤动物总数在有效动物总数中所占的百分率，按式〔14)计算:

肿瘤发生率(%)一器瓢黯蒙x 100 ·······，，·········⋯⋯“‘，

17.9.2 结果判定

    凡符合下列情况之一，并经统计学处理有显著差异者，可认为致癌试验结果阳性。若存在剂量反应

关系，则判断阳性更可靠。

17.9.2.1 肿瘤仅发生在染毒组，对照组无此类型肿瘤。

17.9-2.2 染毒组和对照组均发生肿瘤，但染毒组发生率明显高于对照组。

17.9-2.3 染毒组中动物多发性肿瘤明显，对照组中无多发性或只有少数动物有多发性肿瘤。

17.9-2.4 染毒组与对照组肿瘤发生率无显著差异，但染毒组肿瘤发生时间较早。

17.9.3 染毒组和对照组肿瘤发生率差别不明显，但癌前期病变差别显著时，不能轻易否定试验农药的

致癌性。

17-9.4 自发性肿瘤一般只出现于生命较晚期和好发于内分泌腺或与内分泌功能有密切联系的组织.

如垂体、肾上腺、肇丸及乳腺等。

18 慢性毒性试验

18.1 目的

    通过一定途径长期、反复给予试验动物不同剂量的试验农药，观察试验动物除肿瘤外的慢性毒性效

应、严重程度、靶器官和损害的可逆性。确定无作用剂量(浓度)，为拟定人类接触试验农药的每日容许摄

入量(ADI)提供依据。慢性毒性试验亦可与致癌试验在同一批动物中联合进行(见第19章)。

18.2 试验农药

    原药(具体要求见17.2),
18.3 试验动物

18.3.1 种属和品系

    首选大鼠。需要时可增加一种非啮齿类哺乳动物。

18.3.2 性别

    一般使用两种性别，雌雄各半。

18-3.3 年龄和体重

    用刚断奶的健康动物开始试验。大鼠一般用4-6周龄。同性别体重差异不大于平均体重的700o0

18-3.4 数量

    应满足观察指标的统计学要求。在试验结束时，各剂量组每种性别大鼠不少于10只。非啮齿类不

少于4只

18.4 剂量分组

    一般设三个剂量组和一个对照组。

18.4.1 高剂量组

    使动物产生较明显的毒性效应，甚至个别动物死亡。

18.4.2 中剂量组

    使动物产生轻微的毒性效应。若设多个中剂量组，则应产生不同程度的毒性效应。

18-4.3 低剂量组

    不应产生毒性效应。
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18.4.4 对照组

    除不接触试验农药外，其他与试验组相同。当试验农药为制剂，其助剂、添加剂等的生物活性不清楚

时，还应设相应的助剂对照组。

18.5 给药途径

    一般采用经口。

18.6 给药方式

    一般把试验农药混入饲料或溶于饮水，连续给予动物，每周5̂-7 d。放入试验农药后，若饲料和饮水

的适口性不良，影响动物正常摄入量时，则可用管饲法。

    除营养素外，混入饲料的试验农药的最高浓度一般不超过5%。饲料或饮水中的试验农药浓度应定

期监测，观察其均匀性和稳定性。

18.7 试验期限

    大鼠24个月，小鼠18个月。

188 临床观察和检查

18.8.1 临床观察

    外观体征、行为活动和粪便形状等每天逐个观察。详细记录毒性效应出现时间和变化，如发现死亡

或濒死动物应及时解剖。体重和食物消耗量在试验的前13周内，每周测量一次，以后如动物健康状况或

体重等无异常改变，则每月测量一次。

18-8.2 血液学检查

    检查指标包括红细胞计数、白细胞计数及其分类、血红蛋白含量等。实验开始后每隔6个月及结束

时各检查一次。每次检查各剂量组雌雄大鼠各10只。非啮齿类动物则全部检查。

18.8.3 尿液检查

    必要时进行。检查项目包括外观、pH值、蛋白、糖、隐血(半定量)和沉淀物镜检(半定量)。检测时间

和数量同血液检查，并尽可能采用同一动物检查。

18-8.4 血液生化检查

    检测项目包括血清天冬氨酸氨基转换酶、丙氨酸氨基转换酶、碱性磷酸酶、尿素氮、肌rtf、总蛋白、白

蛋白、血糖、总胆固醇、总胆红素、胆碱酷酶等。检查时间和数量同血液学检查。

18.9 病理学检查

18.9.1 系统解剖

    所有试验动物，包括试验过程中死亡动物都应进行完整系统解剖和详尽的肉眼观察。所有肉眼可见

的病变或可疑病变组织都应留样固定，作进一步组织学检查。

18-9.2 脏器重量

    称取脑、心、肺、肝、脾、肾、肾上腺、辜丸等脏器重量并计算其脏器系数(脏器重/体重x100%),

18-9.3 组织学检查

    对照组和高剂量组动物及系统解剖时发现的异常组织均需作详尽的组织学检查。其他剂量组一般

仅在高剂量组有异常发现时才进行组织学检查。检查脏器一般包括脑、脊髓、心、肺、肝、脾、肾、胰、胃、十

二指肠、空肠、回肠、结肠、直肠、膀肤、肾上腺、垂体、甲状腺(包括甲状旁腺)、胸腺、辜丸、附肇、前列腺、

卵巢、子宫、乳腺、皮肤、肌肉、骨、淋巴结、眼球等。

18.10 根据试验农药的毒作用特点，可对血液生化项目和病理学检杳脏器作适当增减。

19慢性毒性与致癌合并试验

19.1 目的

    将试验农药长期反复给予试验动物，同时观察对试验动物的慢性毒性作用和致肿瘤作用，确定慢性

毒性的最大无作用剂量和致癌的可能性。
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19.2 试验农药

    原药(具体要求见17.2),
19.3 试验动物

19.3.1 种属和品系

    首选大鼠。

19-3.2 性别、年龄和体重

    选用雌雄各半、断奶不久的4-6周龄的健康动物，同性动物体重差异不超过平均体重的10%,

19-3.3 数量

    各剂量组雌雄动物均50只以上，如试验期间计划提前剖杀一些动物，试验开始时要作相应的增加。

试验结束时，各剂量组每种性别的动物数量应能满足统计学要求。

19.4 剂量分组

    一般设三个剂量组和一个对照组。

19.4.1 高剂量组

    应使动物产生轻度毒性效应，如体重抑制(大于10%)，但不应明显改变除肿瘤因素以外的动物正

常寿命期限。

19-4.2 低剂量组

    应不影响动物的正常生长、发育和寿命，即不产生任何毒性效应。但应高于人的接触剂量，一般不低

于高剂量的10%,
19-4.3 中剂量组

    介于高、低剂量之间，如有可能按农药的毒物代谢动力学性质来确定.

19-4.4 对照组

    除不给试验农药外，其他条件均与试验组相同。

19.5 给药途径

    给药途径有经口、经皮和吸入三种，应根据农药的理化性质和接触方式选择确定。

19.5.1 经口

    经口是将农药给予动物的常用途径，一般把农药混入饲料或饮水中连续给予动物((5̂-7 d/周)。若

混入农药后，饲料和饮水适口性不良，影响动物正常摄入量时，可用管饲法。

    混入饲料或饮水中的农药浓度要定期监测，观察其均匀性和稳定性，混入的浓度一般不超过5%,

19-5.2 经皮

    剃去动物背部体毛，在无损伤部位均匀地涂敷农药，面积一般不少于动物体表总面积的10%，大鼠

约为20 50 cm'，小鼠约为5-10 cm'，高毒农药可略减，必须保证农药与皮肤良好接触，并防止动物舔

食。

    每天涂抹一次，每周3̂-7次。

19-5.3 吸入

    每天染毒4h，每周5-7 do

    染毒柜氧气含量不得低于19%，换气指数大于6-7次//h，温度22士2C，相对湿度40% "̂7000(水

剂除外)。

    染毒柜内农药浓度应定期或连续监测，其分布应均匀、恒定。

19.6 给药时间

    试验时间应包括试验动物正常生命期的大部分。小鼠一般18个月，大鼠一般24个月。某些生命期

长、自发肿瘤率低的品系，试验期可适当延长至小鼠,24个月，大鼠30个月。

    当低剂量组或对照组存活动物小于25%时，应提前结束试验。但有显著性别差异时，不同性别的动

物试验时间可以不同，仅高剂量组因毒性作用而过早出现死亡时，仍可继续试验。
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    在试验结束时，对照组动物存活率不应少于5000，各组试验动物意外损失率不得超过10% o

19.7 临床观察和检查

    临床观察、血液学检查、尿液检查、血液生化检查、系统解剖、脏器重量、组织学检查时间和指标同慢

性毒性试验和致癌试验。

20 毒物代谢动力学试验

20.1 目的

    定量地研究农药在体内的吸收、分布、生物转化和消除的动态过程。为进一步研究农药的毒作用机

制和毒性安全评价提供依据。

20.2 内容

20.2.1 测定不同剂量水平试验农药的吸收量和吸收率。

20-2.2 测定一次和多次给药后试验农药在组织、血液和血浆中的分布。

20-2.3 了解排泄途径和速度以及在体内的蓄积性和程度(有条件时可进一步开展生物转化和代谢产

物的分离及鉴定)。

20. 3 !Fl!量和途径

    至少设两个剂量组。低剂量相当于无作用剂量;高剂量组能出现轻度毒性效应。一般用静脉注射或

经口给药。

20.4 材料与试剂

20.4.1 试验动物

    采用该农药进行其他多项毒性试验所用的动物品种和品系，或者用与人代谢途径接近的动物。一般

首选大鼠，其性别视试验要求而定。

20-4.2 试验农药

    可用放射性同位素示踪法。要求标记化合物的放射化学纯度达到99写以上，化学纯度应为900o以

上。放射性标记化学物的活性和给药剂量的放射活性强度，应满足低剂量组各组织中测得的最低灵敏

度，并应避免高剂量组的辐射损伤对试验结果的干扰。有条件时，也可采用非标记的试验农药进行动力

学实验，要求试验农药的化学纯度在95%以上。

20-4.3 代谢笼

    应用易消除污染的有机玻璃或其他光滑材料制做代谢笼，保证尿、粪分流，避免交叉污染.

20.5 试验步骤

    在采用放射性标记试验农药时，测定样品中的放射性强度;有条件时，配合测定化学物原形或代谢

物;在采用非标记的试验农药时，至少能测定样品中原形物的浓度。

    在采用化学分析测量法时，要求专一性强，灵敏度高，准确度和精确度高(变异系数应在5%左右)，

线性范围宽，最低检出浓度应能达到10-9̂-10-" g/mL或g.
20.5.1 血液中放射性测定

    大鼠股静脉注射或经口给药后，于不同时相从眶静脉或尾端取血。一般于给药后不少于8个时相取

血测定或最后一个样品的数量小于第一个样品的250a。所得结果在电子计算机上应用非线性最小二乘

法程序包或MCPKP自动化药物代谢动力学程序包等进行数据处理。根据血液中放射性一时间半对数曲

线的特征，建立和求出不同给药途径下最佳拟合效果的房室模型及其相应的各项主要动力学参数。

20-5.2 组织中放射性测定

    根据试验农药在机体内的蓄积程度和对不同组织的影响来确定取样时间和组织。一般情况下，参考

血液内放射性强度的峰、谷数据，确定2-3个时相取样。测定的脏器一般为心、肺、肾、肝、脾、肾上腺、甲

状腺、脑、肌肉、脂肪、皮肤、骨组织和翠丸或卵巢等。根据试验要求也可测定胎盘、孕鼠和胎鼠的血液和

有关组织内的放射性强度。
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20-5.3 尿和粪中放射性测定

    给药后将动物放人有机玻璃代谢笼内，按不同时间分别收集尿和粪，尿收集器置于冰浴中。一般应
测定到给药后达到恒定排泄浓度为止。

20-5.4 胆汁中放射性测定

    在乙醚麻醉下进行胆道插管，伤口缝合固定后，待大鼠恢复清醒后给药，于不同时间收集胆汁。一般

按不同时相，收集48̂-72 h的胆汁。

20-5.5 ’℃标记的试验农药，应在给药后测定呼出气中14CO:含量。

20-5.6 样品的处理和测定

    尿和血浆不经处理直接测定。血液、粪和组织用酸化法处理。采用均相测量法，经淬灭校正后，以

DPM/mL或DPM/g湿重表示各样品中的放射活性。所有样品的制备和测定均采用双份样品，每个样

品均取自3-4只大鼠。

20.6 结果评定

20.6.1 根据以下毒物代谢动力学的各项主要动力学参数，来评定试验农药在动物体内的吸收、分布和

消除的动态规律。

    Ti/2.:a相半减期;

    T�zb : b相半减期;

    k.:吸收速率常数;

    k.:排泄速率常数;

    km:代谢速率常数;

    Tm.二:血中最大浓度时间(峰值时间);

    ‘、.、:血中最大浓度;

    V,:中央室表观容积;

    Vd:表观容积;

    Au:曲线下面积;

    CL:清除率;

    F:吸收分数(%)。

20-6.2 根据不同时相和不同组织中放射性强度来评定试验农药能否通过血脑屏障、胎盘屏障以及作
用的靶组织。

20-6.3 根据尿、粪中放射性的变化规律，了解主要的排泄途径、排出速率和在体内的蓄积性。
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      附 录 A

急性毒性LD5。计算方法

      (补充件)

A1 二恩氏法(Horn)

    一般各剂量组使用8̂-10只动物(雌雄各半)，常用的剂量系列有两排:
1.0

2.15

4.65
义10,

10.0)

t=0.士1，士2，士3.. ....

1.0

3.16

10.0

31.6

X 10,

前排系列的剂量间距较后排系列为小，结果较为精确，所以一般常选用之。

Al. 1 预备试验

    通常采用10,1 000 mg/kg的剂量，各剂量使用2-3只动物。根据24 h内动物死亡情况，估计LDso

的可能范围，以确定正式试验所用的剂量。

A1. 2 正式试验
    按预备试验所确定的致死剂量范围选用一组适宜的剂量系列，根据四个剂量组的动物死亡数，从

Horn氏法LD“计算用表中，可求出LD5。值及其可信限。

A1. 3 此法的优点是简单易行，使用动物少，可用来初步了解受试物的毒性强弱。缺点是所得LD5o的可

信限范围较宽，不够精确。

A2 机率单位一对数图解法

A2.1 先把剂量的对数值和相应反应的机率单位用点代表画在图上(用机率对数图纸直接把剂量和死

亡百分数画在图上)。画线时应照顾所有图上各点，使点散布在线的上下，并使线上点的距离和线下点的

距离能相互抵消，特别注意在死亡率15%--85%的点，机率单位4-6的点，尽量使线接近这部分的点。

当直线划定后，由图直线上50%死亡率(机率单位为5)的相应剂量对数值，就是半数致死量(LD5o)的对

数值，经反对数变换后即得LD5。的剂量。

A2.2 半数致死量(LD5o)的可信限估计

A2. 2.1 LD5。的标准差S按式(All计算:

S =
X，一X,
Y，一 Y

.............·..·..·····⋯⋯(A1)

式中:S为标准差，X,x:相当于Yz=6,Y,=4(概率单位)时相应的X轴上的对数剂量。

A2.2. 2 估计logLD,。的标准误:

Siesm,。一S或2PN'
      丫      viv2

⋯(A2)

式中:N'— 反应为16% -̂84%之间所用试验动物数。
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    半数致死量对数值的95%可信限为logLDs。十1.96 S,
    logLDso，经反对数变换后，可得到LDso的9500可信限剂量。

A2.2.3 该法一般要求每剂量组使用不少于10只动物，但各组动物数不一定均等。此法不要求剂量组

呈等比关系，但等比可使各点距离相等，利于作图。本法优点是不需繁琐的计算。

A3 寇氏法(Karbermethod)

    该法是一种计算简便，易于理解，而且计算结果比较准确的一种方法。

    依本方法设计时，剂量范围可宽些，剂量组必须多，但组间对数剂量差(组距)可以小些二

A3.1 预备试验

    一般应求得动物全部死亡(或90写以上死亡的剂量)和动物不死亡(或10%以下死亡的剂童)，分别

作为正式试验的最高与最低剂量.

A3.2 正式试验

    一般设5---10个剂量组。将上述最高、最低剂量均换算为常数，然后将最高、最低剂量的对数差，按

所需要的组数，分为几个对数等距(也可以不等距)的剂量组。

A3. 3 试验结果的计算和统计

A3. 3. 1 列出试验数据及其计算表:包括各组剂量(mg/kg )、剂量对数(X)、动物数(n)、动物死亡数
(Y)、动物死亡百分比(P，以小数表示)以及统计公式中要求的其他计算数据项目。

All 2 LDs。的计算公式:根据试验条件及试验结果，可分别选用下列三个公式中的一个，求出

logLDso e

A3. 3. 2.1 按本试验设计得出的任何结果，均可按式(A3)计算:

logLDso=合E (X,+X,+} ) (P.+}一尸) ··················⋯⋯(A3)

式中:X;,X,十及尸,.P,+l分别为相邻两组的剂量对数以及动物死亡百分比。

A3. 3.2.2 按本试验设计，且各组间剂量为对数等距时.可按式(A4)计算:

logLDs。二X‘一d/2E(P+Py+s) ·························一 (A4)

式中:X4 最高剂量对数;

      d— 相邻两剂量对数值的差数。

A3. 3.2.3若试验条件同A3.3.2.2，且最高、最低剂量组动物死亡百分比分别为1.0(全死)和0(全不

死)时，则可用更便于计算的式(A5),

logLDso=X、一d (EP一0.5) (A5)

式中:艺尸— 各组动物死亡百分比之和。

A3.3-3 标准误与9500可信限

A3. 3. 3.1  logLD,。的标准误:

Siom.D,。一d
乏尸一 乏尸2

          刀

(A6)
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A3. 3. 3. 2 95%可信限=log-' (logLD,。士1. 96S,o,, nso ) (A7)

  附 录 B

试验质f控制

  (参考件)

B1 人员和组织形式

B1.1 试验课题负责人应由具有高级技术职务的毒理学专家担任。

B1. 2 试验人员应是具有毒理学试验经验或经过毒理学试验培训的技术人员，其中具有中级技术职务

以上的毒理学技术人员应占二分之一以上。

B1. 3 为农药登记进行的毒理学试验实行质量保证制度，承担试验单位应建立质量保证部门或指定质

量保证人。质量保证部门负责人或质量保证人应是具有高级职务的毒理学专家，他们不能是课题组成

员，不参加试验，但要对试验的设计、实施、结果分析负有监督、检查的责任并签署意见。

81. 4 建立切实可行的试验管理制度，从试验接收、方案设计、实施、到结果分析、试验报告以及日常的

仪器、设备、动物、试剂管理要有明确的职责。

B2 仪器、设备

    应具备适应试验需要的试验动物房、实验室、资料档案室等。

B21 试验动物房
    试验动物房的温度、湿度、通风、光照、消毒隔离和笼架应符合我国试验动物管理的有关规定，并取

得国家试验动物管理委员会颁发的合格证书。

B2. 2 实验室
    应具备承担试验的生化检查、病理组织学检查、外科学检查、尸检等实验室，并建立标准的操作规程

(SOP).

82. 3 资料档案室
    应具备处理、贮存和检索试验方案、标本、原始资料和试验报告等资料的档案室。

B3 试验农药

    试验开始前要明确试验农药的来源和基本性质。

B3.1 来源
    接收农药要明确来源，详细记录提供试验农药的单位、人员、生产批号、接收日期和接收人员等。

B3. 2理化性质
    要明确试验农药的基本性质。包括名称、有效成分及其含量、剂型、主要理化性质等。

B4 试验动物

    根据不同的试验，选用不同种类和不同级别的试验动物。

B4.1 急性、亚急(慢)性等试验期在6个月以内的试验选用一级(普通)或二级(清洁)试验动物。

B4.2 试验期在6个月以上的慢性毒性试验选用二级(清洁)试验动物。

B4. 3 致癌试验选用二级(清洁)或三级(无特定病原体)试验动物。

BS 动物管理

B5.1 饲养
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    分笼饲养，每笼动物数目以不影响观察为宜，一般不超过5只。

B5.2 饲料

    用实验室常规饲料。饲料应满足动物的营养需要，应定期测定饲料中各种营养成分的含量。标准饲

料应注明供应单位和饲料规格，若自己配制，应提供配方。

    长期喂养试验，要定期检测饲料中对癌变具有潜在影响的饲料成分和污染物，如抗氧化剂、不饱和

脂肪酸、有机氯、有机磷杀虫剂、多环芳烃、重金属、亚硝胺、真菌毒素、消毒剂环氧乙烷等。
B5. 3 饮水

    饮用水应符合饮用水标准，要定期了解饮用水污染情况。

B5.4 试验动物的饲养、饮水、清洗等要有专人管理。动物饲养室及笼子应定期消毒。

B6 资料管理

B6.1 试验过程中的原始记录要完整、及时、准确、清楚，要有固定格式，详细记录每一个数据。

B6. 2 观察指标的测试结果要用设计合理的图表显示，原始数据要选用适当的统计学方法加以处理，

要有明确的结论。

B6. 3 试验报告
    在原始记录的基础上要整理出试验报告，试验报告的封面要写明试验项目名称、试验单位和日期。

    试验报告开头要写明试验项目负责人、试验人员、动物管理人、质量监督人的姓名、职称和本人签

名，试验报告要加盖单位公章。

试验报告要包括目录、摘要、前言、材料和方法、结果和讨论、结论、参考文献、附图表等，装订要完

页码要清楚。

检变

试验单位应接受国家主管部门或主管部门指派人员的检查。

乐

田

    附加说明:

    本标准由中华人民共和国农业部提出。

    本标准由农业部农药检定所归口。

    本标准由农业部农药检定所，中国预防医学科学院劳动卫生与职业病研究所，哈尔滨医科大学，上

海市劳动卫生职业病防治研究所，化工部沈阳农药安全评价中心负责起草。

    本标准主要起草人张子明、王淑洁、于守洋、李真观、王捷、杨永珍。


