[bookmark: _Hlk177593035]兽药细菌回复突变试验(Ames试验)技术指导原则
一、概述
（一）目的
细菌回复突变试验又称为Ames试验，是目前应用最广泛的检测基因突变的方法之一。试验利用营养缺陷型的突变体菌株，测定受试物能否诱导细菌回复突变，以判断受试物的致突变性。
[bookmark: _Hlk170415109]组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙门菌不能合成组氨酸，不能在无组氨酸的培养基上生长；色氨酸营养缺陷型大肠埃希菌不能合成色氨酸，不能在无色氨酸的培养基上生长。但致突变物可使突变型产生回复突变而成为野生型，因而能在无组氨酸或色氨酸的培养基上生长形成菌落，据此检查受试物是否具有致突变作用。某些致突变物需要代谢活化后才能使突变型菌株产生回复突变，可用经酶诱导剂处理的大鼠肝匀浆制备的S9混合液作为代谢活化系统。
[bookmark: _Hlk170666749]本方法适用于检测由DNA的一个或数个碱基对的置换、增加或缺失造成的点突变。虽然本方法是检测具有潜在诱导基因突变物质的有效方法，但并不能检测到所有具有致突变潜力的物质，不适用于评价认为或已知对哺乳动物细胞复制过程有特异性干扰作用的化合物，如拓扑异构酶抑制剂、核苷酸类似物等，一些致染色体断裂的化合物在沙门菌试验中不会产生突变（如无机砷化合物）。
为了确保Ames试验结果的真实性、可靠性和可追溯性，根据新兽药研究的规律，结合国内兽药毒理学评价的实际情况制定了本指导原则。对偏离本指导原则的试验研究，申请人应进行解释说明。
[bookmark: _Hlk177587164]（二）适用范围
[bookmark: _Hlk177655713]本指导原则适用于兽用化学药物、兽用中药和兽用天然药物。消毒剂参考使用。
二、基本原则
（一）实验管理
兽药细菌回复突变试验须执行《兽药非临床研究质量管理规范》或《药物非临床研究质量管理规范》。
（二）具体问题具体分析
兽药细菌回复突变试验的设计，应在对受试物认知的基础上，遵循“具体问题具体分析”的原则。应根据受试物的结构特点、理化性质、已有的药理毒理研究信息、适应证和适用靶动物特点、临床用药方案等选择合理的试验方法，设计适宜的试验方案，并综合上述信息对试验结果进行全面分析评价。
三、试验设计
（一）试验菌株
至少应包含下述五种菌株组合：
（1）鼠伤寒沙门菌TA1535；
（2）鼠伤寒沙门菌TA1537或TA97或TA97a；
（3）鼠伤寒沙门菌TA98；
（4）鼠伤寒沙门菌TA100；
（5）鼠伤寒沙门菌TA102或大肠杆菌WP2 uvrA或大肠杆菌WP2 uvrA（pKM101）。
[bookmark: _Hlk177760198]菌株特性鉴定需符合要求。菌株的基因型、自发回变率、对阳性致突变物反应标准及鉴定方法参见“附录（一）”。新鲜细菌培养物应生长至指数生长晚期或稳定期早期，生长已达稳定期晚期的培养物不能使用，细菌数约为1×109～2×109CFU/ml。
（二）受试物
化学药物：受试物应采用工艺相对稳定、纯度和杂质含量能反映临床试验拟用样品和/或上市样品质量和安全性的样品。应注明受试物名称、来源、批号、生产日期、含量（或规格）、保存条件、有效期及配制方法等，并提供质量检验报告。试验中所用溶媒和/或辅料应标明名称、标准、批号、有效期、规格和生产单位等，并符合试验要求。
中药、天然药物：受试物应采用能充分代表临床试验拟用样品和/或上市样品质量和安全性的样品。应采用工艺路线及关键工艺参数确定后的工艺制备，一般应为中试或中试以上规模的样品，否则应有充分的理由。应注明受试物的名称、来源、批号、生产日期、含量（或规格）、保存条件、有效期及配制方法等，并提供质量检验报告。由于中药的特殊性，建议现用现配，否则应提供数据支持配制后受试物的质量稳定性及均匀性。如果由于给药容量或给药方法限制，可采用原料药进行试验。试验中所用溶媒和/或辅料应标明名称、标准、批号、有效期、规格及生产单位。
在药物研发的过程中，若受试物的工艺发生变化可能影响其安全性的，应进行相应的安全性研究。
化学药物试验过程中应进行受试物样品分析，并提供样品分析报告。成分基本清楚的中药、天然药物也应进行受试物样品分析。
固体受试物应溶于或悬浮于适合的溶剂中，使用前稀释至适当浓度；液体受试物可以直接使用和/或用前稀释至适当浓度；气体或易挥发的受试物应采用适当方法，如用封闭式容器。所用溶媒和/或辅料应选择无致突变性、不与受试物发生化学反应、对试验菌株毒性低且不影响代谢活化系统活性的有机溶剂。
受试物应无菌，并应在无菌条件下现用现配。 
（三）试验分组
[bookmark: _Hlk170414995]试验应同时设置受试物组、阳性对照组和阴性对照组（溶剂对照和/或空白对照）。各组均应分别在代谢活化系统存在和不存在平行条件下测试。
1.受试物组
[bookmark: _Hlk177762331]至少应包含5个可用于结果分析的浓度。每一浓度至少平行3皿。
受试物最高浓度主要取决于受试物对细菌的毒性及其溶解度：
（1）对于可溶性的无细菌毒性的受试物，推荐的最高浓度一般为5mg/皿（液体受试物为5µl/皿）。
（2）对于可溶性的有细菌毒性的受试物，应根据细菌毒性情况确定最高浓度，应能显示明显的毒性，如回复突变菌落数目减少、背景菌苔减少或消失。代谢活化系统的存在可改变受试物的毒性。
（3）对于难溶性的受试物，如果沉淀不干扰计数，应对产生沉淀的浓度进行计数，且最高浓度不超过5mg/皿或5µl/皿。当未观察到细菌毒性时，应以产生沉淀的最低浓度作为计数的最高浓度；当观察到浓度相关性的细菌毒性或诱变性时，则要求检测多个产生沉淀的浓度，并按可能产生毒性时的要求来确定最高浓度。
最高浓度的确定主要针对兽用化药，因中药、天然药物所包含范围宽且情况复杂，在合适时可参考兽用化药的最高浓度的确定原则进行设计，不合适时需根据具体情况进行合理的设计。
对最高浓度之下的其他浓度，在开始试验时，一般浓度间距为半对数（），在研究浓度反应关系时也可采用更小的浓度间距。
2.阳性对照组
采用已知的菌株特异性致突变剂替代受试物，其他处理和受试物组相同。应根据有无代谢活化系统、试验菌株类型选择适宜的阳性对照物。推荐的标准诱变剂参见“附录（一）附表2”。
3.溶剂对照组
仅含和受试物组相同的溶剂，不含受试物，其他处理和受试物组相同。
4.空白对照组
如果现有资料不能证实溶剂不具有致突变性，还应设空白对照。
[bookmark: _Hlk177808494]（四）代谢活化系统
[bookmark: _Hlk177763086][bookmark: OLE_LINK1][bookmark: _Hlk177762823]常用的代谢活化系统是经酶诱导剂（如Aroclor 1254或苯巴比妥和β-萘黄酮联合）诱导处理后的大鼠肝脏微粒体酶S9混合液，但也可使用其他系统。如果选择其他代谢活化系统，应提供科学依据以证明该选择合理。
S9在S9混合液中的浓度一般为5%～30%（v/v）。
[bookmark: _Hlk177808918]（五）试验方法
[bookmark: _Hlk177763287][bookmark: _Hlk177809456]本指导原则主要描述平皿掺入法和预孵育法。有些受试物采用预孵育法更有效，如短链脂肪族亚硝胺、二价金属、醛类、偶氮染料和重氮化合物、吡咯烷类生物碱、烯丙基化合物和硝基化合物。在研究中还发现某些类别的受试物用标准的方法并非总能检出阳性结果，如偶氮染料和重氮化合物、葡萄糖苷等，此时可采用其他替代试验程序进行检测，但对标准方法的改动应有科学依据。
平皿掺入法：在底层培养平皿上做好标记。取已融化并在45℃水浴中保温的顶层培养基一管（2ml），依次加入测试菌液0.1ml、受试物溶液0.1ml和磷酸盐缓冲液0.5ml（-S9）或S9混合液0.5ml（+S9），迅速混匀，倒在底层培养基上，转动平皿，使顶层培养基均匀分布在底层上，平放固化，37℃培养48h～72h，计数每皿回复突变菌落数。
预孵育法：将受试物溶液0.1ml与测试菌液0.1ml、磷酸盐缓冲液0.5ml（-S9）或S9混合液0.5ml（+S9）在30～37℃预孵育20min或更长时间，再加入2ml顶层培养基中，其余步骤同平板掺入法。在预孵育过程中，应将试管放入振荡器中振荡。
（六）观察指标
[bookmark: _Hlk177811298]应描述各浓度组细菌毒性大小和沉淀情况。主要评价指标为每皿回复突变菌落数，并计算各组的均值和标准差。
[bookmark: _Hlk177811210]（七）结果分析及评价
[bookmark: _Hlk172742444]试验数据按不同处理条件、不同组别列表提供。同时，提供本实验室历史性的阴性对照和阳性对照资料，包括范围、均值和标准差等。
至少在一个菌株上，在有或无代谢活化条件下，受试物所诱发的回复突变菌落数出现浓度依赖性的增加和/或在一个或多个浓度组上出现可重复性的增加，可判定为阳性结果。结果判定时应首先考虑试验结果的生物学意义，统计学分析有助于结果的评价。
该试验出现阳性结果应考虑受试物的纯度，以确定阳性结果是否污染物所致。氨基酸（组氨酸或色氨酸）污染可能导致菌落数的升高而出现假阳性结果。
明显的阳性结果通常不需要重复试验。可疑结果应通过改变试验条件（如调整受试物或S9浓度，改变培养条件等）进一步试验加以明确。阴性结果需要验证（即重复一次），如认为阴性结果无需进行验证试验，应说明理由。
四、试验报告
按照兽药GLP要求撰写试验报告。
五、附录
（一）Ames试验用菌株的鉴定
菌株的特性要求包括菌株的基因型、自发回变率、对阳性致突变物的反应三个方面。有下列情况应对菌株进行鉴定：
（1）新获得的或长期保存的菌株投入使用前；
（2）制备一批新的冷冻保存株或冰冻干燥菌株；
（3）菌株的自发回变数不在正常范围内；
（4）菌株对标准诱变剂丧失敏感性；
（5）母菌株反复传代。
菌株鉴定的判断标准，如附表1所示。
[bookmark: _Hlk170145910]附表1 试验菌株鉴定的判断标准
	菌株
	组氨酸缺陷
	色氨酸缺陷
	脂多糖屏障缺
	氨苄西林抗性
	uvrB/A修复缺陷
	四环素抗性
	自发回变菌落参考数*

	
	
	
	
	
	
	
	Ames实验室
	Zeiger实验室

	TA97
	+
	/
	+
	+
	+
	-
	90～180*
	75～200*

	TA97a
	+
	/
	+
	+
	+
	-
	90～180*
	75～200*

	TA98
	+
	/
	+
	+
	+
	-
	30～50
	20～50

	TA100
	+
	/
	+
	+
	+
	-
	100～200
	75~200

	TA102
	+
	/
	+
	+
	-
	+
	240～320*
	100～400*

	TA1535
	+
	/
	+
	-
	+
	-
	10～35
	5～20

	TA1537
	+
	/
	+
	-
	+
	-
	3～15
	5～20

	WP2uvrA
	/
	+
	/
	-
	+
	-
	/
	5～20

	WP2uvrA（pKM101）
	/
	+
	/
	+
	+
	-
	/
	100～200

	注
	“+”表示需要组氨酸
	“+”表示需要色氨酸
	“+”表示具有rfa突变
	“+”表示具有R因子
	“+”表示对于鼠伤寒沙门氏菌具有△uvrB突变，对于大肠杆菌具有△uvrA突变
	“+”表示具有pAQ1质粒
	*在体外代谢活化条件下自发回变菌落数略增。
对于各菌的自发回变范围，各个实验室在参考其他实验室数据的基础上应建立自己的历史对照数据库，形成适合本实验室条件的适用范围。同时，实验室背景数据应当与文献报道相符。


菌株鉴定的试验方法：
（1）组氨酸/色氨酸营养缺陷鉴定
将测试菌株增菌液分别于含组氨酸或色氨酸培养基平板和无组氨酸或色氨酸平板上划线接种，37℃培养24h～48h，观察生长情况。
组氨酸缺陷型菌株在含组氨酸平板上生长，而在无组氨酸平板上则不能生长；色氨酸缺陷型菌株在含色氨酸平板上生长，而在无色氨酸平板上则不能生长。
（2）深粗糙型（rfa）突变鉴定（脂多糖屏障缺陷鉴定）
吸取0.1%结晶紫溶液20μl于营养琼脂平板表面涂成一条带，待结晶紫溶液干后，在与结晶紫带垂直方向划线接种测试菌株。37℃培养24h～48h，观察生长情况。
若在结晶紫溶液渗透区出现抑菌，说明该待测菌株具有rfa突变，存在脂多糖屏障缺陷。
（3）uvrB/A缺失鉴定（紫外线敏感性）
吸取待测菌株增菌液0.1ml于营养琼脂平板上划线，用黑纸盖住平板的一半，在距15W紫外线灭菌灯下33cm处照射8s，37℃培养24h，观察生长情况。
uvrB/A缺失即切除修复系统缺失。具有△uvrB/A突变的菌株仅在没有照射过的一半生长，而具有完整地切除修复系统的菌株在没有照射过的一半和照射过的一半均能生长。
（4）R因子鉴定（氨苄西林抗性）
吸取待测菌株增菌液0.1ml，在氨苄西林平板上划线，37℃培养24h后观察生长情况。
若测试菌在氨苄西林平板上生长，说明该测试菌具有抗氨苄西林作用，表示含R因子，否则，表示测试菌不含R因子或R因子丢失。
（5）pAQ1质粒鉴定（四环素抗性）
吸取待测菌株增菌液0.1ml于氨苄西林/四环素平板上划线，37℃培养24h后观察生长情况。
若测试菌照常在氨苄西林/四环素平板上生长，表明该测试菌株对氨苄西林和四环素两者有抗性，具有pAQ1质粒，否则，说明测试菌株不含pAQ1质粒。
（6）自发回变率测定
将待测菌株增菌液0.1ml加到2ml含组氨酸–色氨酸–生物素的顶层琼脂培养基的试管内（若试验中不使用大肠杆菌，则不添加色氨酸），迅速混匀，铺于底层培养基上，转动平皿使顶层培养基均匀分布，平放固化。37℃培养48h～72h后记数每皿回变菌落数。
每种标准测试菌株的自发回变菌落数应符合表1要求。经体外代谢活化后的自发回变菌落数，要比直接作用下的略高。
（7）对标准诱变剂的反应
应在有和没有代谢活化系统的条件下鉴定各试验菌株对标准诱变剂的反应。按照平板掺入法试验操作步骤进行，将受试物换成标准诱变剂。各试验菌株对标准诱变剂的反应参见附表2。
附表2 标准诱变剂对试验菌株在平板掺入中的测试结果
	诱变剂
	剂量
（μg/皿）
	S9
	TA97
	TA98
	TA100
	TA102
	TA1535
	TA1537
	WP2uvrA
	WP2uvrA（pKM101）

	柔毛霉素
	6.0
	-
	124
	3123
	47
	592
	/
	/
	/
	/

	叠氮化钠
	1.5
	-
	76
	3
	3000
	188
	320（0.5μg）
	/
	/
	/

	ICR-191
	1.0
	-
	1640
	63
	185
	0
	/
	/
	/
	/

	链霉黑素
	0.25
	-
	inh
	inh
	inh
	2230
	/
	/
	/
	/

	丝裂霉素 C
	0.5
	-
	inh
	inh
	inh
	2772
	/
	/
	/
	/

	2,4,7-三硝基-9-芴酮
	0.20
	-
	8377
	8244
	400
	16
	/
	/
	/
	/

	4-硝基-O-次苯二胺
	20
	-
	2160
	1599
	798
	0
	/
	/
	/
	/

	4-硝基喹啉-N-氧化物
	0.5
	-
	528
	292
	4220
	287
	/
	/
	610
	/

	甲基磺酸甲酯
	1.0(μl)
	-
	174
	23
	2730
	6586
	/
	/
	/
	/

	敌克松
	50.0
	-
	2688
	1198
	183
	895
	/
	/
	/
	/

	9-氨基吖啶
	50
	-
	/
	/
	/
	/
	/
	337
	/
	/

	2-氨基芴（2-AF）
	10
	+
	1742
	6194
	3026
	261
	/
	/
	/
	/

	苯并（a）芘
	1.0
	+
	337
	143
	937
	255
	/
	110（5μg）
	/
	/

	2-氨基蒽
	20
	+
	/
	/
	/
	/
	380（5μg）
	/
	300
	/


注：（1）inh表示抑菌。
    （2）2-氨基蒽不能单独作为评价S9混合液活性的指示剂，如果选用它作为阳性物，对每批S9还应另选一种需要微粒体酶代谢活化的致突变物证实其活性，如苯并（a）芘。
（二）试验用菌株的保存
鉴定合格的菌种应选择合适的方式进行保存，并定期进行鉴定。
六、术语
回复突变（Reverse mutation）：细菌在化学致突变物作用下由营养缺陷型回变到原养型。
基因突变（Gene mutation）：在化学致突变物作用下细胞DNA中碱基对的排列顺序发生变化。
染色体断裂（Chromosome breakage）：染色体臂出现长度大于染色体臂宽度的裂隙。
S9：采用经酶诱导剂（如Aroclor 1254或苯巴比妥和β-萘黄酮联合）诱导的大鼠制备肝匀浆，在9000g下离心10min后的肝匀浆上清液。
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