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 2 

药包材体外哺乳动物细胞 TK 基因突变试验方法 3 

本法系在有或无外源性代谢活化系统存在的情况下，将一定量的供试品溶液与小鼠淋巴瘤细胞4 

L5178Y TK+/--3.7.2C 共培养，在规定的时间内，观察细胞克隆形成集落的情况，以判定供试品在试验条5 

件下是否诱导体外小鼠淋巴瘤细胞的 TK 基因突变。 6 

试验用细胞 应选择使用小鼠淋巴瘤细胞系（L5178Y TK+/--3.7.2C）。鉴于细胞性状稳定性要求，试7 

验细胞系最好新取自冻存细胞。细胞在 37℃，5% CO2 条件下培养，细胞的增殖周期为 10 小时左右。8 

经过传代培养后，保证细胞呈对数生长状态，细胞持续培养最多不超过 3 个月。 9 

供试品溶液的制备 取供试品，按照“药包材生物学评价与试验选择指导原则”中生物学试验的要10 

求制备供试品溶液，还可选择与试验体系相容的其他提取溶剂，如二甲基亚砜（DMSO）等。 11 

阴性对照液的制备 采用供试品溶液制备同批号的提取溶剂（不含供试品），以相同的方式制备作为12 

阴性对照液。常用的阴性对照物包括水（或 0.9%氯化钠注射液）、含血清培养基、二甲基亚砜（DMSO）13 

等。通常二甲基亚砜（DMSO）在培养液中的终浓度不应超过 1.0%，水（或 0.9%氯化钠注射液）不应14 

超过 10%。供试品溶液和阴性对照液应在制备后 24 小时内使用，在试验前应平衡至室温，确保充分混15 

匀。 16 

阳性对照液 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。阳性对照17 

应现用现配。 18 

表 1 体外小鼠淋巴瘤试验阳性对照物质举例 19 

代谢活化条件 阳性对照物 CAS No. 

无外源性代谢活化

系统 

甲磺酸甲酯 66-27-3 

丝裂霉素 C 50-07-7 

4-硝基喹啉-N-氧化物 56-57-5 

有外源性代谢活化

系统 

苯并(a)芘  50-32-8 

环磷酰胺  50-18-0 

环磷酰胺一水化合物  6055-19-2 

7,12-二甲基苯蒽 57-97-6 

3-甲基胆蒽 56-49-5 

试验方法 20 

在试验中应同时包括阴性对照和阳性对照，且代谢活化和非代谢活化两种测试过程应同时进行。其21 

中，代谢活化系统是经过酶诱导剂处理的肝脏所提取的带有辅助因子和微粒体部分的测试系统。 22 

对于无细胞毒性的供试品溶液，可以使用 100%浓度的供试品溶液进行试验，不需要梯度稀释。如23 

果 100%浓度的供试品溶液出现细胞毒性，则应以供试品溶液原液作为最高浓度组进行梯度稀释，最高24 

的试验浓度为细胞相对总生长（RTG）在 10%~20%的浓度，梯度稀释宜包括从中到小或无细胞毒性的25 
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浓度范围。在一些情况下，如供试液具有陡峭的浓度反应曲线，则可适当缩小浓度稀释间距。 26 

在总体积为 10mL 的试验体系中，有外源活化系统组分别加入 1mL 代谢活化系统、供试品溶液以27 

及细胞悬液（细胞总数为 6×106 个），置于培养箱（37℃，5%CO2）中振荡培养（3~4）小时；无活化系28 

统组分别加入 1mL PBS、供试品溶液以及细胞悬液（细胞总数为 6×106个），置于培养箱（37℃，5%CO2）29 

中分别振荡培养（3~4）小时和 24 小时（24 小时组额外添加生长培养基/供试液至 20mL）。培养结束后30 

用培养基洗涤细胞两次，调整细胞浓度为 3×105个/mL，在 20mL 生长培养基中继续培养 2 天，每天对31 

细胞浓度计数并按公式 1 计算悬浮生长数（SG）。 32 

SG =
𝑑𝑎𝑦2𝑎
𝑑𝑎𝑦1𝑏

×
𝑑𝑎𝑦3𝑎
𝑑𝑎𝑦2𝑏

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯（1） 33 

式中： 34 

SG──悬浮生长数 35 

a──表达期计数细胞浓度 36 

b──细胞初始/调整细胞浓度，若不存在细胞毒性干扰的情况下，应为 3×105 个/mL。 37 

注：当计算 24h 组悬浮生长数时，需延长 1d 计算 SG。 38 

表达培养 2d 结束后，取适量细胞悬液，用含 20%血清的培养基梯度稀释至细胞浓度为 8 个/mL，39 

取 200μL 细胞悬液接种至 96 孔板；同时取适量细胞悬液，调整细胞浓度至 1×104 个/mL，加入三氟胸40 

苷（TFT，终浓度为 3μg/mL）混匀，取 200μL 细胞悬液接种至 96 孔板。将全部平板置于培养箱（37℃，41 

5%CO2）中，培养 10 天～12 天。平板内细胞培养结束后，通过目视或在显微镜及其他适宜用具下观察42 

计数平板中集落生长的孔数。分别根据公式 2 与公式 3，计算出细胞的克隆效率（CE）与突变频率（MF）。43 

注：突变集落按大集落（LC：直径≥1/4 孔径，呈薄层分布，密度低）和小集落（SC：直径<1/4 孔径，呈块状，密度高）44 

分别计数，极小集落可再继续培养 3 天后计数。 45 

 46 

CE =
−ln(EW TW⁄ )

N
× 100%⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯（2） 47 

式中： 48 

CE ──克隆效率； 49 

EW ──无细胞集落孔数； 50 

TW ──平板总孔数； 51 

N ──每孔平均细胞数 52 

MF =
CEM
CEV

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯（3） 53 

式中： 54 

MF──总突变频率； 55 

CEm──TFT 选择培养基细胞克隆效率； 56 

CEv──生长培养基细胞克隆效率； 57 

注：当计算大集落突变频率（L-MF）和小集落突变频率（S-MF）时，EW 分别指无大集落生长和无小集落生长的58 
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孔数。 59 

细胞相对总生长（RTG）由公式 4 和公式 5 计算得出。 60 

RSG = SGS SGC × 100%⁄ ⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯（4） 61 

 62 

式中： 63 

RSG──相对悬浮生长率 64 

SGs──试验组悬浮生长数； 65 

SGc──对照组悬浮生长数。 66 

 67 

RTG = RSG × RCE⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯（5） 68 

式中： 69 

RTG──相对总生长 70 

RSG──相对悬浮生长率； 71 

RCE──相对克隆效率。 72 

结果判断 73 

阴性对照满足克隆效率（CE）在 65%～120%，突变频率（MF）在 50×10-6~170×10-6，或在实验室74 

历史数据范围内，同时短期处理组（3 小时~4 小时）的悬浮生长数应在 8~32 倍，长期处理组（24 小时）75 

的悬浮生长数应在 32~180 倍；阳性对照总突变频率绝对增加，比阴性对照突变频率增加 300×10-6 以上，76 

其中小集落突变频率应占 40%以上，或阳性对照的小集落突变频率比阴性对照高 150×10-6 以上，则试77 

验系统成立。 78 

在试验成立的前提下，当供试品溶液的 MF 值高于阴性对照且超过总评价因子（GEF，126×10-6），79 

则判定试验结果呈阳性，该供试品具有诱导体外哺乳动物细胞 TK 基因突变的潜能；否则试验结果为阴80 

性。 81 
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