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                          前 言

    船舶散装液体危害性评价规范系根据MARPOL 73/78附则II的要求，为船舶散装运输的液体化

学品的污染分类而进行的污染危害性评价和污染分类的方法，其危害评价和分类的原则和内容系根据

附则II中有害液体物质分类准则（附则II之附录1)以及海洋污染科学专家组关于船运有害物质危害性

评价的原则确定。评价内容包括：1．水生生物积累试验；2．水生生物沾染试验；3。水生生物急性毒性试

验;4．哺乳动物毒性试验（即本标准）;5．休息环境舒适性影响；6．分类程序和方法。鉴于导则中危害性C

（经口急性毒性）及D（皮肤接触和吸入毒性）均为哺乳动物试验内容，故合为一个分标准；另外，环境舒

适性的评价系根据物质对人的毒性、刺激性以及由其理化特性决定的对环境影响的持久性等综合评价，

无具体试验方法，所以不单列分标准，而并入评价程序和分类中。

    本标准由中华人民共和国交通部提出。

    本标准起草单位：交通部水运科学研究所负责起草。

    本标准起草人：王洁云、张秀芝、张宝东、赵前。
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    船舶散装运输液体化学品危害性评价规范
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          Specification on evaluation methods of hazards of liquid

                chemicals transported in bulk by shipping

                    -Toxicity test method for mammal

1 范围

    本标准规定了哺乳动物急性毒性和毒理学试验方法。

    本标准适用于船舶散装运输液体化学品（以下均称化学品）的危害性评价和污染分类。

2 引用标准

    下列标准所包含的条文，通过在本标准中引用而构成为本标准的条文。本标准出版时，所示版本均

为有效。所有标准都会被修订，使用本标准的各方应探讨使用下列标准最新版本的可能性。

    GB 7919-87化妆品安全性评价程序和方法
    卫监发（91）第17号 农药安全性毒理学评价程序

    MARPOL 73/78 控制散装有毒液体物质污染规则

3 定义

    本标准采用下列定义。

    液体化学品 liquid chemicals
    系指那些在温度为37.8℃时蒸汽压力不超过2. 8 kPa/cm“的物质。

4 试验方法

4.1 急性经口毒性试验

4.1.1 目的

4.1.1.1 求出试验化学品对试验动物的半致死剂量（LDSO )，初步估计该化学品对人类的危害，为毒性

分级和制定安全防护措施提供依据。

4.1.1.2 通过观察急性毒效应的症状，初步了解动物中毒表现和毒作用的靶器官。为亚慢性与慢性试

验提供剂量水平设计的依据。

4.1.2 试样

    化学品原液。

4.1.3 试验动物

4.1.3.1选用品系遗传背景明确的初成年大鼠和小鼠。大鼠体重180̂-220 g，小鼠体重18̂-22 g，同一
次试验中，同性别动物体重波动范围小于10000
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4.1.3.2 每一剂量组，大鼠不少于10只（雌雄各半），小鼠雌雄各10只为宜。试验前动物应检疫，观察

3-5天，确认健康，方可使用。

4.1. 4 剂量分组

4.1.4.1 至少设4̂-5个剂量组，各剂量组之间要有适当的间距，以便各组出现不同程度的毒性反应或

死亡率，求得剂量反应曲线及LD,a。如染毒剂量达5 000 mg/kg以上，动物仍不出现死亡，则不需要进

行更高剂量组的试验。

4.1.5 染毒方法及观察时间

4.1.5.1 染毒前隔夜禁食，不禁水，通过胃管一次性或在24 h内多次投毒，投毒后继续禁食2 ho

4门.5.2 投毒后观察并记录动物的中毒表现，出现症状和死亡时间。一般观察期为14天。

4.1.6 观察指标

4.1.6.1 仔细观察中毒表现的发生发展过程和规律，观察内容包括：体位异常、痉挛、抽搐、麻痹、运动

失调、对外反应过敏或迟钝；瞳孔散大或缩小、流涎或流泪；紫钳、背毛蓬松、眼球突出等。

4.1.6.2 投毒前，死亡时各测一次体重。

4.1.6.3 对染毒期间死亡的动物，进行肉眼尸检，若有可见病变时，进行镜检，以获取有用的资料。

4.1.7 数据处理

    用任何一种公认的统计方法计算LD,,, o

4．2 急性经皮毒性试验

4.2.1 目的

    了解化学品对皮肤直接接触能否引起局部皮肤损伤，全身中毒，致死剂量，中毒特征等毒性反应，为

毒性分级和制定防护措施提供依据。

4.2.2 试样：化学品原液或制剂。

4.2.3 试验动物

4.2.3.1 大鼠、兔、豚鼠任选一种。

4.2-3.2 为有足够的涂敷面积，选成年动物。大鼠体重200---300 g，兔2̂-3 kg，豚鼠350----450 go
4.2.4 剂量分组

4.2.4. 1 设4-5个剂量组，各剂量组间应有一定的间距，以便染毒组能出现毒性表现和死亡。

4.2-4.2 如果染毒剂量大于1 000 mg/kg仍不出现死亡，则不需要进行更高的剂量试验。

4.2. 5 染毒方法

4.2.5.1 染毒前24 h将动物腹部或背部剃毛，注意勿损伤皮肤，剃毛面积应占体表面积的1000

4.2. 5.2 染毒部位应在大鼠背部中央或腹部，兔通常在背部中线两侧。

4.2. 5.3 先将动物固定，在略小于剃毛区面积内进行定量敷毒，然后覆盖一个与剃毛面积相当的盒式

罩，再用胶布固定。

4. 2. 5.4 根据需要，染毒时间可为4 h,6 h。为防止动物舔食受试化学品，可使用限制动物活动的制动

器。

4.2.5.5 染毒后取 ［．’罩盒，擦去皮肤上的受试物，用清水清洗，但要特别小心，避免损伤皮肤或毒物扩

散到皮毛中。观察中毒表现。

4.2.6 }见察指标

    观察并记录中毒表现、死亡时间及死亡率。

4.2. 7 数据处理

    用任何一种公认的统计方法计算I,l}so 0

4. 3 急性吸入毒性试验

4.3.1 日的

4.31.1 测试可能经呼吸道进入机体的化学品对呼吸道及全身的损伤及其危害程度。
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4.3.1.2 求出吸入接触的致死浓度，为化学品毒性分级和制定安全防护措施提供依据。

4.3.2 试样

    化学品原液。

4.3.3 试验动物

4.3-3.， 一种以上哺乳动物，首选大鼠。

4.3.3.2 动物性别，体重，每组数量同4.1.30

4.3.4 剂量分组

    设计应有毒性反应直至死亡的几个间距染毒组，一般为4̂-5组。以便各组产生不同程度的中毒反

应或死亡率，求出半致死浓度（LDso )。如果浓度超过10 mg/L染毒2h仍无死亡，则无需再做高浓度试

验。

4.3.5 染毒方法及观察时间

4.3-5.1 染毒方式为鼻、头部接触或全身置于染毒柜内接触（染毒柜大小以染毒部位总体积不超过染

毒柜的5％为宜）。

4.3-5.2 染毒方式分为静式和动式。

4.3-5.3 染毒时间为2 ho

4.3-5.4 染毒后观察并记录动物的中毒表现及死亡时间，观察周期一般为14天。

4.3.6 试验项目同4.1.6,

4.3.7 数据处理

    用任何一种公认的方法计算LC50 o

4.4 急性皮肤刺激试验

4.4.1 目的

    测定化学品对哺乳动物皮肤是否有刺激或腐蚀作用，估计人体接触该化学物质时可能出现的危害。

4.4.2 试样

    化学品原液。

4.4.3 试验动物

4.4-3.1 多种哺乳动物，首选白色家免。

4.4.3.2 每个染毒组至少3只健康家免。

4.4.4 剂量分组

4.4-4.1 受试化学品0. 5 mL或0. 5 g为一次药量。

4.4-4.2 动物自身皮肤作为对照。

4.4-4.3 如果受试化学品PH<2或PH>ll，则不必进行皮肤刺激试验。

4.4.5 试验步骤

4.4-5.1 试验前24 h将背部毛剪掉，面积为6 em'.

4.4-5.2 涂上受试化学品，再用纱布盖上，以胶布固定或采用其他封闭性盖罩。

4.4.5.3 涂敷时间一般为4h。试验结束时，用水洗去残留的化学品，但注意不要损伤皮肤。

4.4-5.4 去掉受试液体化学品后30 min,60 min,24 h,48 h,72 h检查动物局部皮肤有无红斑或水肿，

并按表1划分反应的等级。
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                                  表1 皮肤反应分级

盆别
4.4,5. 5 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天。

4.4.6把动物试验结果外推到人，要慎重考虑，在很多情况下，人对刺激物质比动物要敏感些。

4.5 急性眼粘膜刺激试验

4.5.1 目的

    测定化学品对哺乳动物眼粘膜是否有刺激，初步估计对人体健康的影响。

4.5.2 试样

    化学品原液。

4.5.3 试验动物

    幼龄成熟白色家兔，至少6只。试验前24 h检查受试家兔双眼，有异常者不得使用。

4.5.4 剂量

4.5.4.1 受试液体化学品一般为0. 1 ml,固体、糊状或颗粒状受试物不超过100 mg或0. 1 mL,
4.5-4.2 对具有强酸、强碱性质的化学品，如pH<2或PHrll，不需做此试验。

4.5.5 染毒方法及观察时间

4.5.5.1 将一侧下眼睑轻轻拉下，把受试化学品滴入结膜囊内，为防止该化学品外溢，立即轻轻闭合眼

睑约1 min。如用喷雾染毒法，将眼睑分开，在眼前方10 cm距离处迅速喷雾1 s,

4.5.5.2 给药后24 h内不洗眼。

4.5-5.3 另一侧眼为对照，不另设对照组。

4.5-5.4 给药后1 h,24 h,48 h,72 h分别检查眼睛。如72 h仍无刺激反应，终止试验。

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

长不超过21天。

4.5-5.6 染毒后72 h刺激反应仍不消退时，至少另选6只家兔观察洗眼效果。即滴入受试化学品后，

分别在4 s,30。进行5 min洗眼，观察洗眼后的眼睛反应情况。

4.5.6 观察指标

    除了观察角膜、虹膜外，还应注意其他部位的损害。按表2眼睛损害分级详细记录。
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                                    表2 眼睛损害分级

一
4.5.7 眼睛的刺激等级须与刺激的性质、可逆程度或观察到的其他反应联系起来进行评价。

4.6 皮肤致敏试验

4.6.1 目的

    测定受试化学品诱发皮肤致敏反应的可能性，推测对反复接触该化学品的人群可能存在的危险。

4.6.2 试样

    化学品原液。

4.6.3 试验动物

    豚鼠，所用动物的数量和性别取决于该化学品的使用方法。

4.6.4 剂量

4.6.4.1 致敏诱导剂量允许引起皮肤轻度刺激反应，激发剂量低于致敏剂量，不引起原发刺激性皮肤

炎症反应，以预备试验结果确定。

4.6-4.2 采用动物自身对照。

4.6.5 试验方法

4.6.5.1 在豚鼠背部正中线两侧各去毛4 cm'，一块涂药，另一块作为对照。2h(或4 h)后用清水（或酒

精）轻轻拭去，对照区也同样擦拭，进行对比观察。

4.6.5.2 每日观察局部反应，连续 12日，并做详细记录。

4.6.5.3 第12日起，相继重复4. 6. 5. 1,4. 6. 5. 2一或二次，如不出现过敏反应，则认为该化学品不引
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起过敏反应。

4.6.6 试验项目

    与4.4.5.4基本相同。如皮温、皮色、水肿、红斑、干燥、溃疡或结痴，以及恢复情况等。

4.7 迟发性神经毒性试验

4.7.1 目的

    迟发性神经毒性是指能引起迟发性的迁延性运动共济失调。通过本试验，可估计和评价受试化学品

的迟发性神经毒性。有机磷酸醋类化合物和某些具有有机磷酸酷剂结构特点的化合物应进行本试验。

4.7.2 试样

    化学品原液。

4.7.3 试验动物（选用常规试验动物）

4.7-3.，选用健康、步态正常的来亨母鸡，鸡龄8-14个月，体重1. 5̂-2 kg,

4.7.3.2 每剂量组母鸡数量应保证试验结束时至少存活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。

4.7.4 染毒方法

4.7-4.1 一般设三个染毒剂量组，一个阳性对照组和一个空白对照组。

    a)高剂量组：根据LD”或预试验确定，一般受试物的剂量应接近致死剂量。

    b）低剂量组：一般为高剂量的1/5̂ 1/10,

    c）中剂量组：剂量在高低之间。

    d）阳性对照组：500 mg/kg TOCP（三邻甲苯磷酸醋）。
    e）空白对照：除不接触受试化学品外，其他各种条件与试验组相同。

4.7-4.2 一般采用隔夜禁食，经口给药，给药前10 min内，所有受试母鸡均予肌肉注射10 mg/kg硫酸
阿托品。

4.7.5 试验期限

    观察期一般为21天。如未见异常反应或有可疑反应时，须再次染毒，继续观察21天。每天观察母

鸡有无行为异常，运动性共济失调和瘫痪等发生。到期处死母鸡作病理组织学检查。

4.7.6 临床观察和检查

4.7-6.1 投毒后每天观察记录染毒鸡的外观体征，行为活动，特别是鸡的站立和运动姿势以及运动失

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。其典型症状分级
标准如表3，一般迟缓性神经毒性在第7～第10天开始出现并逐渐加重。

                              表3 迟缓性神经毒性分级标准

一－－－－一 一布} } fA 4='#'X14州卜宁一下"AM V}}f}l#一一
4.7-6.2 每周称体重一次。

4.7.6.3 对试验期结束后死亡或存活动物作延髓／桥脑、大脑皮质、小脑、脊髓（包括上位颈段、胸位中

段、腰能结合部和坐骨神经等）作组织切片。坐骨神经切片要作髓鞘和轴索的特殊染色（(lover染色）。光

镜检查，亦可作电镜观察。

4.7。了 结果评价

    试验结果要结合所观察的神经毒性反应和神经组织学检查结果进行综合考虑，特别要注意不同受

试物剂量下神经毒性反应的有无，发生率和严重程度的关系。

4.8 致突变试验

4.8.1 目的

    检测受试化学品的诱变性，是否具有致癌作用的可能性。



                                    GB/T 16 310．4一1996

4.8.2 原理

    致突变是指化学诱变源损伤生物的遗传物质，导致不可逆的损伤。这种诱变如发生在体细胞，则影

响个体本身；如发生在生殖细胞，则可遗传到后代。

4.8.3 试样

    化学品原液

4.8.4 试验方法

    按“农药安全性毒理学评价程序”：

    a) Ames试验；

    b）哺乳动物骨髓细胞微核试验；

    c）大鼠或小鼠骨髓细胞染色体畸变试验；

    d）生殖细胞染色体畸变试验；

    e）显性致死试验；

    f)精子畸变试验。

    上述6种致突变短测试验方法中，Ames试验为首选，其次为微核、骨髓细胞、生殖细胞染色体畸变

试验。其他试验可作为补充。

4.8.5 评价

    致突变试验的任何阳性结果，均表示该受试化学品是一种潜在的致突变物。同时也一定要认识到，

目前所用的方法，并不能测出所有具有致突变作用的化学品。因此，所得的阴性结果并不能作为完全无

遗传毒性的依据。

4.9 致畸试验

4.9.1 目的

    测定受试液体化学品能否在胚胎发育时期引起永久性的结构和机能的改变。

4.9.2 试样

    化学品原液。

4.9.3 试验动物

4.9.3.1 大鼠，兔和小鼠。推荐使用大鼠和兔。

4.9.3.2 每个剂量组需要15̂-20只妊娠的大鼠或小鼠,8̂x12只妊娠兔，确保有足够数量的仔畜，以

便评价受试化学品的致畸作用。

4.9.4 剂量

4.9.4.1 至少选三个按几何级数增加的剂量，最高剂量为能产生约1％死亡率的最大容许剂量，最低

剂量是胎儿不产生显著毒性反应的剂量。中间剂量有助于评价观察到的剂量一反应关系。为准确估计

这三个剂量，有必要在胎儿器官形成期用几种不同的剂量进行一次预试验。

4.9-4.2 如果剂量大于1 000 mg/kg时对受试动物仍不产生明显的毒性作用或致畸作用，可不设其他

剂量组继续试验。

4.9.5 试验方法

    按“农药安全性毒理学评价程序”。

4.9.6 评价

    致畸试验结果应根据观察到的反应和引起反应的剂量进行评价。需要考虑该试验所用的动物品种

／品系的历史性致畸数据。典型的畸形是显而易见的，如兔唇，泌尿系统发育不全，畸形足等，各种情况都

有可能发生，而且某一受试化学品的效应，有时仅仅是增加正常情况下的畸胎发生率。最后的评价有赖

于所得结果的统计分析。

4.10 生殖毒性试验

4.10.1 目的
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    评价受试液体化学品对动物生育能力，妊娠及后代的影响，提供母体和后代繁殖能力和妊娠的资

料。受试液体化学品的影响可通过几代繁殖的表现加以确定。

4.10.2 原理

    生殖毒性试验分三个阶段。第一阶段为受试化学品对父体、母体生育能力的影响，这些影响可能是

性腺功能、青春期、交配行为、受孕率的改变等。第二阶段为胎儿的发育及正常程度，畸变和突变反应，以

及死胎的比率。第三阶段为母体的反应，例如哺乳及后代接受情况，这与后代的成长及性功能的成熟有

关。

4.10.3 试验方法

    按“农药安全性毒理学评价程序”

4.10.4 评价

    根据临床所见的行为改变，脏器重量，肿瘤和其他损伤，死产及肉眼和病理组织学检查来评价所得

的结果。为保证评价结果的准确，对得到的数据要进行严格的统计分析。
4.11 亚慢性毒性试验

4.11.1 目的

    观察反复接受受试化学品可能对机体的毒性作用和靶器官的影响，同时提出无作用剂量，该值可作

为慢性毒性试验的剂量，并为确定人的安全剂量提供依据。

4.11.2 试样

    化学品原液。

4.11.3 试验动物

4.11.3.1 用断乳后年幼健康的动物，首选大鼠，也可用狗或灵长类动物。

4.11.3.2 每一剂量组大鼠至少20只，雌雄各半；狗至少s只，雌雄各半。试验结束时的动物数应足以

对毒性反应作出有意义的评价。

4.11．4 剂量

    至少有三个剂量组和一个对照组。剂量组应包括足以产生毒性反应但不会致命的高剂量组，低剂量

组为确定无效应剂量，中剂量组用以确定前二者的正确性。
4.11.5 染毒期限为90天。

4.11.6 染毒途径

    根据试验目的、要求以及可能与人接触的方式，选择吸入、经皮、灌胃或饲养等染毒方式。

4.11.7 试验项目

4.11.7.1 血液学检查，包括红细胞数，血红蛋白含量，白细胞数及其分类，血小板数等。

4.11.7.2 血液生化检查，包括血清谷丙转氨酶，血清谷草转氨酶，鸟氨酸脱梭酶，尿素氮，白蛋白，血液

肌酸fff，总胆红素和血清总蛋白，高铁血红蛋白和胆碱醋酶等。也可根据受试化学品毒性作用特点，增加

或减少指标。

4.11.7.3 尿常规。

4.11.7.4 体重。

4.11.7.5 脏器系数。

4.11.7.6 病理组织学检查：心、脑、脾、肺、肾、肝、肾上腺、甲状腺、攀丸、卵巢等。

4.11.8 评价

    评价不同剂量组动物有无异常现象，反应发生率和严重程度之间的关系，靶器官情况等，最好提出

无作用剂量或阐剂量。


