
 

 

 

ICH S2(R1)： 

人體用藥基因毒性測試與數據判讀指引 

(草案) 

 

(Genotoxicity Testing and Data Interpretation 

for Pharmaceuticals Intended for Human Use) 

 

 

 

 

 

 

 

衛生福利部食品藥物管理署 

中華民國 113年 O月



 

前言 

國際醫藥法規協和會(International Conference on Harmonisation of Technical 

Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, ICH)於 2020年發

布 ICH S2(R1)(Guidance on Genotoxicity Testing and Data Interpretation for 

Pharmaceuticals Intended for Human Use)指引，其優化標準基因毒理試驗群，以預

測潛在的人體風險性，並提供對結果解讀，最終目標為對因基因物質改變產生

的致癌效應，改進其風險特性評估，並敘述國際上所公認，在標準基因毒理試

驗群所呈現體外和體內陽性結果，其後續追蹤測試和解讀的基準，包括非關聯

性發現的評估。本指引僅適用於人體用藥的產品開發。 
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S2(R1)：人體用藥基因毒性測試與數據判讀 

 

一、 緒論 

(一) 目的 

  本指引取代並結合 ICH S2A 和 S2B 指引。本次修訂之目的是優化標準基因

毒理試驗群，以預測潛在的人體風險性，並提供對結果解讀的指引，最終目標

為對因基因物質改變產生的致癌效應，改進其風險特性評估。修訂後的指引敘

述國際上所公認，在標準基因毒理試驗群所呈現體外和體內陽性結果，其後續

追蹤測試和解讀的基準，包括非關聯性發現的評估。本指引僅適用於人體用藥

的產品開發。 

 

(二) 背景說明 

  本指引將最新版的經濟合作與發展組織 (Organization for Economic Co-

operation and Development, OECD) 指引，與國際基因毒性測試工作坊

(International Workshops on Genotoxicity Testing, IWGT)報告的建議納入考量。對

於某些情況與 OECD 或 IWGT 的建議有所不同，已在文中註明。本指引的注意

事項應與其他 ICH指引一起應用。 

 

(三) 適用範圍 

  本指引的焦點在於對新的「小分子」藥品的測試，並不適用於生物製劑。

關於與臨床發展相關試驗時機的建議，可參考 ICH M3(R2)指引。 

 

(四) 通則 

  基因毒性測試被定義為檢測透過不同機制誘發基因損傷化合物的體外和體

內測試。這些測試可識別與 DNA 及其固定形式中的損傷有關的危害。對於遺傳

效應和惡性腫瘤的多階段形成過程來說，DNA 損傷如基因突變、大規模染色體

損傷或重組的固定通常被認為是必需的。遺傳性變化可能只是惡性腫瘤多階段

成型過程的一部分。數值性染色體變化也與腫瘤形成有關，並可能表示生殖細

胞產生異倍體的潛力。在可檢測此類損傷的測試中呈陽性反應的化合物可能具
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有致癌和/或致突變作用。考慮到特定化學物質與癌症之間的關係已經被建立起

來，而類似關係在遺傳疾病方面難以證明，因此基因毒性試驗主要用於預測致

癌性。然而，由於生殖細胞突變與人類疾病明顯有關，因此誘發遺傳效應之化

合物的懷疑程度與誘發癌症之懷疑程度同樣嚴重。此外，基因毒性試驗的結果

對於判讀致癌性研究具有價值。 

 

二、 基因毒性標準測試群 

(一) 理論基礎 

  藥品註冊需要全面評估其基因毒性。經過深入的研究，已經證明許多在細

菌回復突變(Ames)試驗中呈突變原性的化合物，也是嚙齒動物致癌物質。加入

哺乳動物體外試驗可以提高對嚙齒動物致癌物質的檢測靈敏度，與擴大基因事

件的檢測範圍，但也會降低預測的準確性，亦即增加了與嚙齒動物致癌性不一

致的陽性結果發生率。無論如何，使用一整套試驗仍然是合理的，因為沒有單

一的測試能夠檢測所有與腫瘤形成相關的基因毒性機制。 

標準測試群的一般特徵如下： 

i. 以一個細菌逆轉基因突變測試評估致突變性。此測試已顯示可檢測相關

的基因變化，與大部分嚙齒動物和人類的基因毒性致癌物。 

ii. 還應以下列方式在哺乳動物細胞體外和/或體內評估基因毒性： 

  一些體外哺乳動物細胞系統已被廣泛應用，並經過充分的驗證：體外中期

染色體異常試驗(metaphase chromosome aberration assay)、體外微核試驗(註 1)，

與小鼠淋巴瘤 L5178Y細胞 TK(thymidine kinase)基因突變試驗(MLA)。目前認為

這三個試驗對於檢測染色體損傷同等適合，因此如果使用本指引推薦的測試方

案，與標準組合中的其他遺傳毒性試驗一起應用時，這幾個試驗可互換。 

  測試群包含體內試驗，係因一些藥品在體內中具有致突變性，但在體外則

否(註 2)，並且體內試驗可以把吸收、分佈、代謝和排泄等因素納入考量。基於

此原因，目前選擇將紅血球的微核(血液或骨髓中)或骨髓中期細胞染色體異常的

分析測試納入(註 3)。雖然應用還不廣泛，從處理的動物中培養的淋巴細胞，也

可以用於細胞遺傳學分析。 

  在體外和體內測量中期細胞內染色體異常的試驗，可以檢測到染色體完整

性方面的各種變化。染色單體或染色體的斷裂，如果產生無著絲粒片斷，可導



3 

致微核形成；因此，無論是檢測染色體畸變或是檢測微核的試驗，均可用於檢

測染色體斷裂原。微核也可產生于細胞分裂後期時一個或多個染色體遲滯，因

此微核試驗也具有檢測某些非整倍體誘導劑的能力。MLA 可以檢測到 TK 基因

突變和染色體損傷所致的 TK 基因突變。有一些證據顯示 MLA 還可以檢測染色

體丟失。 

  測試群中還有一些額外的體內試驗，可以用作測試群或後續試驗，來評估

體外或體內測試結果的權重證據(詳見下文)。適當的體內試驗(通常有兩項)結果

為陰性，其測量指標有足夠的正當理由，並且證實有足夠的藥品暴露(見第四章

第(四)節)，一般認為足以證明不存在顯著的基因毒性風險。 

 

(二) 說明標準測試群的兩種選項 

下列兩個選項對標準測試群具同等的適用性(註 4)：   

選項 1  

i. 一項細菌基因突變測試。 

ii. 一項染色體損傷的細胞遺傳學檢測(體外中期染色體異常試驗，或體外微

核試驗)，或一項體外小鼠淋巴瘤 TK基因突變試驗。 

iii. 一項體內基因毒性試驗，通常採用囓齒動物造血細胞進行的染色體損

傷，用於檢測微核或中期細胞染色體異常。  

選項 2  

i. 一項細菌基因突變測試。 

ii. 對兩種不同組織進行體內基因毒性評估，通常是一項嚙齒動物造血幹細

胞微核試驗和第二項體內試驗。典型的試驗是在肝臟組織中進行 DNA 單

股斷裂試驗，除非有其他正當理由(見下文，以及第四章第(二)節和註

12)。 

  選項1有較多的歷史經驗，部分原因是基於S2A和S2B指引的推薦。然而，

同等認可選項 1和選項 2的原因如下所述：當哺乳動物體外測試呈陽性結果時，

在採用合適的組織和顯示有充分的暴露下，兩項執行良好的體內試驗呈現明確

陰性結果，即足以證明該試驗在體內不具有基因毒性的風險(見第五章第(四)

節)。因此，進行兩項體內試驗的策略，和追蹤在體外試驗呈現陽性結果所採用

的策略相同(註 4)。  
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  在兩個標準測試群選項中，可以使用急性或重複劑量的體內研究設計。如

果有多次給藥，在科學上有正當理由，應嘗試將基因毒性終點指標納入毒性研

究中。如果在體內進行多個終點指標的評估，最好將其整合至單一試驗中。通

常在開始進行研究之前，就有足夠有關所使用劑量對於重複劑量毒性研究合適

性的資訊，可用於確定是採急性或是整合性的測試。  

  對於得到陰性結果的化合物，完成任何一種標準測試群中的選項，且符合

當前建議的執行和評估，通常足以證明其不具有基因毒性風險，而無需進一步

的測試。對於在標準測試群中呈陽性結果的化合物，可能需要根據其治療用途

進行更詳盡的試驗(見第(五)節)。 

  目前有數種體內試驗可作為選項 2 第二部分的體內評估(詳第四章第(二)

節)，其中有些可以整合在重複劑量毒性試驗。考量暴露量與代謝能力，試驗一

般以肝臟組織為優先選擇，但挑選體內試驗用的組織與試驗時，應將諸多因素

納入考量，例如任何關於化合物的可能機轉、體內代謝，或具相關性組織的暴

露量等知識。   

  染色體數量改變的資訊，可透過哺乳類細胞體外試驗取得，亦可透過細胞

微核體外或體內試驗取得。標準試驗的計畫中能提示出這方面可能性的部分是

有絲分裂指數升高、多倍體誘導與微核評估等。亦有試驗證據指出在 MLA 中可

檢測出紡錘體損害。選項 2之細胞遺傳學體內試驗，以微核試驗為首選，而非染

色體畸變試驗，以提高直接測得染色體丟失(產生非整倍體之可能性)的能力。  

  建議採用標準試驗組合並不意味將其他基因毒性試驗均視為不充分或不適

當。額外的測試可作為標準測試群所得之基因毒性結果的進一步研究(見第四章

第(二)與(五)節)。包括非囓齒動物在內的其他動物物種，如果需要且已充分證明

合適，亦可在試驗中替代使用。  

  若因為技術上的因素，使得標準測試群中有一或數項測試不能進行，如果

能提供充分的科學合理性，經過驗證的其他試驗可用作替代試驗。 

 

(三) 對測試群作修改 

以下說明可以對標準測試群進行修改的情況。 

1. 探索性臨床試驗 
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  對於某些探索性臨床研究，可能僅需較少的基因毒性試驗，或對體內試驗

最高劑量的合理性，可以有不同的標準(見 ICH M3(R2)指引)。 

 

2. 測試對細菌具毒性之化合物 

  在化合物對細菌具有高毒性的情況下(例如某些抗生素)，仍然應進行細菌回

復突變(Ames)測試，如同在哺乳類細胞測試細胞毒性化合物，因為其致突性可

發生於較低或較小毒性的濃度。在這種情況下，還應進行任一種體外哺乳動物

細胞試驗，即採用選項 1。 

 

3. 帶有基因毒性活性警示結構之化合物 

  通常情況下，具有警示結構的化合物(註 5)可經由標準測試群檢測其基因毒

性，因為大多數的「警示結構」被定義為與細菌致突變性有關。然而，已知少

數化學類別在哺乳動物細胞染色體損傷試驗，比在細菌致突變性試驗更容易檢

測出來。因此，對於具有警示結構的化合物，若在任一測試群中呈現陰性結

果，通常足以認定其不具有基因毒性。然而，對於具有某些特定警示結構的化

合物，可能需要針對標準測試計畫進行調整(註 5)。額外測試的選擇或計畫的調

整，要視該警示結構化合物的化學性質、已知活性和任何代謝數據而定。 

 

4. 體內測試在應用上的限制 

  對有些化合物，許多體內測試(通常為針對骨髓、血液或肝臟的試驗)並無法

提供額外有用的資訊。這些化合物的毒理動力學或藥品動力學資料顯示其無法

全身吸收，因此無法到達標靶組織。這類化合物例如某些放射性顯影劑、含鋁

制酸劑、某些吸入給藥化合物，與皮膚或其他局部用藥。如果改變給藥途徑仍

無法提供足夠的標靶組織曝露量，以及對暴露量最高的組織沒有合適的基因毒

性試驗，可考慮僅以體外試驗結果進行評估。有些情況下，可以在接觸部位評

估基因毒性作用，儘管此類試驗尚未被廣泛應用(註 6)。 

(四) 生殖細胞致突變劑的檢測 

  比較研究結果顯示，就定性觀點而言，大多數生殖細胞致突變劑，很可能

在體細胞(somatic cell)試驗中檢測出具有基因毒性。因此體內體細胞基因毒性試

驗的陰性結果，通常表示其對生殖細胞無影響。 
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三、 體外測試之建議 

(一) 重複測試與判讀 

  試驗結果的再現性，是試驗研究包含有新穎方法或獲得非預期結果的基本

組成。然而，採用標準化和廣泛使用的基因毒性測試進行藥品的常規檢測，通

常不需要進行重複試驗。這些試驗因已經充分確定並具備足夠的內部控制，通

常不需要針對明確的陽性或陰性試驗重複進行。理想情況下，測試結果應當能

夠明確界定為陰性或陽性，但有時因試驗結果達不到預先設定的陽性或陰性結

果的判定標準，而被認定為“可疑”。統計方法的應用有助於資料的解讀，但適

當的生物學解釋分析至關重要。對可疑結果進行重複試驗，可得到：(i)明確的

陽性結果，因此結論是陽性；(ii)陰性的結果，可疑結果缺乏再現性，結論是陰

性；(iii)另一個可疑的結果，最終結論仍是可疑。 

 

(二) 細菌突變試驗之建議  

OECD的指引(1997)與 IWGT報告(Gatehouse等，1994)均對試驗計畫提出建議。 

 

1. 高劑量與最大劑量的選擇  

  當不受溶解度或細胞毒性限制時，建議最高劑量為 5000 µg/plate(液態測試

物質為 5 µL/plate)。 

溶解度之限制  

  對於細菌培養，如果沉澱不干擾評分、不受細胞毒性限制，應對產生沉澱

的劑量進行評分，且最高劑量不超過 5000 µg/plate(液態測試物質為 5 µL/plate)。

若未觀察到細胞毒性，應以最低沉澱劑量作為評分的最高劑量。若注意到劑量

相關之細胞毒性或致突變性，則不管溶解度，評分之最高劑量應依如下所述之

細胞毒性標準。 

細胞毒性之限制  

  在 Ames 測試，所選擇評分的劑量應具有明顯之毒性，但最高劑量不應超過

5000 µg/plate。毒性可藉由減少逆轉變菌群之數量，與/或減弱背景菌群之方法來

判斷。 
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2. 試驗設計/測試計畫  

建議使用 OECD推薦，能夠檢測鹼基置換和框移突變的細菌菌株組合，包括： 

⚫ 鼠傷寒沙門氏菌(salmonella typhimurium)TA98； 

⚫ 鼠傷寒沙門氏菌 TA100； 

⚫ 鼠傷寒沙門氏菌 TA1535； 

⚫ 鼠傷寒沙門氏菌 TA1537或 TA97或 TA97a三選一； 

⚫ 鼠傷寒沙門氏菌 TA102 或大腸桿菌 WP2 uvrA 或大腸桿菌 WP2 uvrA 

(pKM101)三選一。 

  和 OECD 和 IWGT 建議的一個不同點在於，依據測試藥品的經驗，若測試

結果是明確的陰性或陽性，且試驗完全依照適當的試驗計畫進行，包括所有菌

株有代謝活化和無代謝活化、符合最高劑量選擇標準的合適劑量範圍，與適當

的陽性和陰性對照，則一個單獨的 Ames測試已足夠。此外，在測試藥品時，該

單一實驗可使用紙皿法或預培養法(註 7)。如果結果可疑或弱陽性，則可能需要

重複測試，也可能需要調整試驗計畫，例如：適當的間隔劑量範圍。 

 

(三) 哺乳類細胞試驗之建議  

  OECD指南(1997)和 IWGT出版物(Kirsch-Volders等，2003; Moore等，2006)

提供對於試驗計畫的建議。(Moore 等，2006)也提供對於解讀 MLA 結果的建

議，包括採用全球評估因子。以下列出針對藥品測試與上述建議的一些不同

點，特別是最高濃度的選擇(詳見下文)。 

1. 最高濃度之選擇  

最大濃度  

  當不受溶媒或培養液中的溶解度或細胞毒性限制時，建議的最高濃度 1 mM

或 0.5 mg/mL，以其中較低者為準(註 8)。 

溶解度之限制  

  當有溶解度的限制，若沒有細胞毒性的限制時，最高濃度應在評分不受干

擾下，在培養液中可見最少沉澱的最低濃度。評估沉澱可以肉眼或以光學顯微

鏡等方法來進行，說明在培養過程中沉澱物持續存在或出現(至給藥結束)。 
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細胞毒性  

  進行中期染色體畸變或微核的體外細胞遺傳學試驗時，細胞毒性不應超過

將細胞生長減少約 50%(註 9、註 10)。對於 MLA，以相對總生長率(RTG)測量數

值為 20-10%，最高劑量應有 80-90%的細胞毒性(註 9)。 

 

2. 試驗設計/測試計畫  

  對於體外進行染色體中期細胞染色體損傷的細胞遺傳學評估，測試計畫應

包括有與無代謝活化的測試，以及適當的陽性和陰性對照。測試物質的給藥處

理時間應為 3 至 6 小時，採樣時間為給藥處理開始後的約 1.5 個正常細胞週期。

在有和無代謝活化兩種情況下短期處理結果為陰性或可疑時，應進行無代謝活

化情況下，持續給藥處理到約 1.5 個正常細胞週期採樣時間的測試。同樣的原則

也適用於體外微核試驗，除了採樣時間為從給藥處理後的 1.5~2 個正常細胞週

期，以讓細胞完成有絲分裂並進入下一個分裂間期。對於這兩種體外細胞遺傳

學試驗，某些類型的化合物可能需調整試驗計畫，因為其在更長給藥處理時

間、延長採樣時間或恢復期後更易檢測到，如某些核苷類似物或亞硝胺類。對

於中期畸變試驗，需要記錄中期多倍體(包括核內複製)占中期細胞的百分比率，

來獲得倍數狀態資訊。對於 MLA，測試計畫應該包含有和無代謝活化的測試，

以及適當的陽性和陰性對照，測試物質給藥處理時間為 3至 4小時。在有和無活

化代謝兩種條件下短期給藥處理都是陰性或可疑結果時，還應進行無活化代謝

條件下持續給藥處理約 24小時的測試。標準MLA應包括：(i)包含主要誘導小集

落的陽性對照，(ii)陽性對照，溶劑對照和至少一種陽性結果測試化合物濃度(如

有)的菌落大小，包括出現最高突變率的培養基，進行突變集落大小的測定。 

  對於哺體外乳動物細胞試驗，應採用如上所述的固定已確證的元素(例如：

不同處理時間，有和沒有代謝活化的測試)。在出現明確的陰性或陽性結果時，

通常不需要進一步的確認性測試。可疑或弱陽性結果可能需要重複測試，並可

能需要對計畫進行修改，例如調整測試濃度的間距。 

 

3. 陽性對照  

  雖然進行同步的陽性對照很重要，但因體外哺乳動物細胞基因毒性測試已

足夠標準化，陽性對照的使用通常只需一個代謝活化的陽性對照(當同時有進行

非活化測試時)，以證明代謝活化系統的活性和測試系統的反應能力。 
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四、 體內試驗之建議 

(一) 體內染色體損傷之檢測  

  採用體內骨髓細胞分析染色體畸變，或檢測含微核的嗜多色性紅血球

(polychromatic erythrocytes)，均可用於檢測染色體斷裂劑。大鼠和小鼠均被認為

可用於骨髓微核測試。微核也可採用小鼠外周邊血中未成熟(如嗜多色性)紅血球

或大鼠血液中新生網織紅細胞的測量(註 3)。同樣，對骨髓或末梢血液中斷裂原/

非整倍體誘導劑的檢測敏感的其他物種，其未成熟紅血球亦可使用(註 3)。如果

經過適當驗證，可以使用自動化分析系統(影像分析和流式細胞分析)(OECD，

1997；Hayashi 等，2000;2007)。染色體畸變也可以使用給藥處理齧齒動物的周

邊淋巴細胞培養來進行檢測分析(註 11)。 

 

(二) 其他體內基因毒性測試  

  與標準測試群選項二中第二個測試相同的體內試驗，可作為後續試驗來確

定體外或體內測試結果的證據權重(註 11 和註 12)。儘管體外觀察到的效果類型

以及任何機制的資訊，有助於指導體內測試的選擇，但在大多數組織中使用標

準方法，進行染色體畸變或內源基因的基因突變檢查是不可行的。儘管突變可

以在轉殖基因齧齒動物中測量，但這需要延長處理時間(例如：28天)以允許突變

的表現、固定和累積，特別是在細胞分裂較少的組織中(註 12)。因此，第二個體

內測試通常將評估 DNA 損傷終點指標作為替代。經驗最豐富並且具有計畫建議

的測試，包括 DNA 斷裂試驗，如單細胞凝膠電泳(Comet)試驗，和鹼性熔解試

驗，體內轉基因小鼠突變試驗和DNA共價結合試驗(所有這些測試可應用於許多

組織，註 12)，以及肝臟非程序式 DNA合成(unscheduled DNA synthesis, UDS)測

試。 

 

(三) 體內測試之劑量選擇  

一般選擇有代表性的三種劑量進行分析(Hayashi等，2005)。 
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1. 短期試驗  

  對於短期試驗(通常為給藥 1 至 3 次)，建議基因毒性試驗的最高劑量為限定

劑量 2000 毫克 /千克(若可耐受)，或已確認最大耐受劑量(例如：微核試驗

(OECD))，最大耐受劑量的定義為產生毒性表現的劑量，而基於同樣的劑量範

圍，稍高一些劑量即預期會產生死亡。類似的建議也適用於 Comet 試驗

(Hartmann 等，2003)和轉殖基因突變試驗(Heddle 等，2000)。在劑量的選擇中還

應考慮骨髓紅血球的生成壓抑效應。最高劑量之下的較低劑量，一般的劑量間

距為約 2~3倍。 

 

2. 多重投予試驗  

選項 1測試群  

  當體內基因毒性測試與多次給藥毒性試驗整合時，若該毒性試驗的劑量符

合支持進行人體臨床試驗的的標準，則通常認為對於基因毒性評估也是合適

的；然而這種選擇可能與 OECD 體內微核試驗指引中的劑量選擇標準有所不

同。此可適用體外哺乳細胞測試為陰性(或為“無相關陽性”，見第(五)節)時。 

追蹤試驗或選項 2測試群 

  當進行追蹤試驗以闡明任何基因毒性指徵，或採用選項二且未進行體外哺

乳細胞試驗時，需要評估幾個因素以確定最大劑量是否適合。毒性試驗(通常是

大鼠)的高劑量如以下任一標準，足以證明適合進行微核分析和其他基因毒性評

估：  

i. 最大可行劑量(MFD)，依據藥品在載體中的物理化學特性所決定(前提是

該載體中的 MFD與急性施藥時可達到的劑量相近，見註釋 13)。  

ii. 在 14天或更長時間試驗，如果能耐受，極限劑量為 1000 mg/kg。 

iii. 最大可能的暴露量，以達到高原/飽和的暴露水準或化合物累積來證實。

相反地，隨著時間的推移，母體化合物暴露量的大幅下降(例如：減少初

始暴露量 50%以上)，可能會使試驗不符合規範(除非在最初幾天內取得血

液樣本)。如果這種現象只出現在一種性別中，一般在試驗終期不會對此

性別進行評分，除非該性別中令人關注的代謝物的暴露量增加。 

iv. 高劑量是急性給藥使用劑量的 50%以上，即接近最低致死劑量，如果有

其他理由可以得到這方面的數據(當前的 OECD 指引中所述，急性給藥微
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核試驗的高劑量為：高於該劑量預期將有死亡；對於其他體內試驗也有

相似的指導建議(Hartmann等，2003)。 

  僅基於無毒性的暴露範圍(高於臨床暴露量的若干倍)來選擇高劑量，被認為

是不充分合理的。 

 

3. 對血液或骨髓具毒性之化合物的檢測  

  許多誘發非整倍體的化合物，例如強效的紡錘體抑制劑，只有在接近毒性

劑量的狹窄範圍內，才能在體內骨髓或血液中的微核試驗檢測到。某些斷裂劑

也是如此。若毒理學資料顯示對紅血球系統有嚴重毒性(例如多染性紅血球或網

狀紅血球明顯受到抑制)，則進行評估的劑量應在該具有毒性的高劑量之下，間

距不超過約 2 倍。若多週給藥的試驗中未含適當的劑量，則可以從以下任一方

法，取得能幫助檢測誘發非整倍體，和有毒性斷裂劑的額外資料：  

i. 當隨著給藥時間延長毒性明顯升高時，建議進行早期的血液採樣(在 3-4

天時)。當在多周給藥試驗(如 28 天)中採用血或骨髓進行微核測定，以及

進行網織紅細胞計數時，明顯的血液毒性會影響檢測微核的能力，即在

急性給藥後誘導可檢測到的微核升高的劑量，在多次給藥後可能毒性太

大了以至於無法進行分析(Hamada 等，2001)。採用早期的樣本來確保能

檢測到斷裂劑和潛在的非整倍體誘發劑(參考註 14、15)。  

ii. 一項體外哺乳細胞微核試驗。  

iii. 一項急性骨髓微核試驗。 

 

(四) 體內測試結果證明標靶組織為陰性 

  體內試驗在基因毒性測試中扮演重要角色。體內試驗結果的價值，直接關

聯到標靶組織是否充分地暴露測試化合物，尤其是當體外試驗已經顯示出基因

毒性的有力證據，或者並未進行體外哺乳動物細胞測試時，此對體內試驗陰性

結果尤為重要。充分暴露的證據可能包括該組織的毒性反應，或根據下一節所

述的毒理動力學數據得出。 
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1. 當體外基因毒性試驗呈陽性結果(或未進行) 

  應使用與基因毒性試驗相同的動物物種、品系和給藥途徑，在最高劑量或

其他相關劑量下，進行體內曝露的評估。若以毒理學試驗測量基因毒性，因為

暴露量數據屬於毒理學分析的一環，通常可以取得。 

  應採用以下任一種方式來證明體內曝露量：  

i. 細胞毒性：  

a. 細胞遺傳學試驗：於骨髓或血液組織中，在微量核試驗所用的劑量及

採樣時間點下，未成熟紅血球佔總紅血球數之比例發生明顯變化，或

於染色體異常試驗中測量有絲分裂指數的明顯減少。  

b. 其他體內基因毒性試驗：利用組織病理學評估或血液生化毒性指標

等，來觀察肝臟或其他所需評估組織的毒性反應。 

ii. 暴露量：  

a. 測量血液或血漿中與試驗藥品相關的物質。骨髓是一種高灌流組織，

血液或血漿中的藥品相關物質濃度通常與骨髓中相似。對於有全身曝

露情況的藥品，無論給藥途徑如何，都會暴露到肝臟。 

b. 直接測量標靶組織中與藥品相關的物質，或利用放射性顯影來分析組

織暴露量。  

  如果全身曝露情況與預期臨床曝露量相似或更低，則可能需要考慮其他策

略，例如：   

i. 更改給藥途徑；   

ii. 使用具有更高曝露量的不同物種； 

iii. 改採其他組織或試驗方法(詳見第二章第(三)節「體內測試在應用上的限

制」)。  

  如果無法達到適當的曝露量(例如，化合物在靶組織顯示出極低的生物利用

度)，常規的體內基因毒性測試將毫無意義。 
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2. 當體外基因毒性試驗呈陰性結果 

  如果體外測試未顯示具有基因毒性的潛力，則體內(全身性)暴露量可以通過

上述任何方法進行評估，或從因其他目的所進行嚙齒動物的標準吸收、分佈、

代謝和排泄(ADME)試驗的結果來進行推斷。 

 

(五) 體內試驗之採樣時機  

  進行體內微核、染色體畸變和 UDS 測試等基因毒性測試，取樣時間的選擇

應遵循 OECD(1997)的建議。  

  若將微核分析整合至多週數試驗中，血液或骨髓採樣可在末次給藥之次日

進行(參閱上文對額外血液採樣時機之建議)。  

  其他基因毒性測試的取樣時間，應按所測試的終點指標而定；例如，DNA

損傷/鏈斷裂測定通常在每日給藥、重複多次給藥的末次給藥後的幾個小時內(如

2~6 小時)進行採樣。在單次給藥情況下，應採用兩個採樣時間點： 給藥後的幾

個小時內和 24小時。  

  原則上，只要高劑量/暴露量是足夠的，任何給藥期限的測試都是適當的。 

 

(六) 用於分析之動物數量   

  分析所需動物的數量應依據微核試驗(OECD)或其他基因毒性試驗的現行建

議進行，通常不包含所有進行毒理試驗的動物。進行基因毒性分析的動物，應

從進行毒理試驗的動物組中隨機選擇。 

 

(七) 使用嚙齒類動物雄性/雌性進行體內基因毒性測試 

  若檢測性別特異性藥品，試驗可在相應性別中進行。急性測試通常僅在單

一性別進行。對於急性測試，只有當任何現有的毒性、代謝或暴露(Cmax或AUC)

數據顯示，在所使用的物種中具有毒理學意義的性別差異時，才應該考慮兩種

性別。否則，在急性基因毒性測試中單獨使用雄性被認為是合適的。當基因毒

性試驗被整合到雌雄兩性的重複劑量毒性試驗時，可以從兩種性別採集樣本，

但如果毒性/代謝方面沒有明顯的性別差異，則可只對一種性別進行評分。對於
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所評分的性別，其劑量水準應符合適當劑量水準的標準(見第四章第(三)節)。其

他已確立的體內基因毒性試驗，也可以應用類似的原則。 

 

(八) 給藥途徑  

  一般情況下，給藥途徑是預期的臨床途徑，例如：口服、靜脈注射或皮下

注射，但必要時，例如對於局部投予的化合物，可以進行調整以達到全身暴露

之目的(請參閱第二章第(三)節)。 

 

(九) 使用陽性對照於體內之試驗  

  對於體內試驗，當已確定具備進行該試驗的能力後，僅定期對動物進行陽

性對照即可，而不必為每個試驗同時進行(註 16)。 

   

五、 測試結果評估與追蹤測試策略之指引 

  對比試驗已明確顯示，在預測齧齒類動物致癌性時每種體外試驗系統均可

產生假陰性和假陽性結果。基因毒性測試驗群(包括體內和體外測試)檢測的是主

要通過直接的遺傳損傷機制的致癌劑，如大多數已知的人類致癌劑。因此，這

些測試群不期望用於檢測非遺傳毒性致癌劑。一些實驗條件，如體外代謝活化

系統的有限活化能力，可能導致體外試驗出現假陰性結果。測試群的試驗設計

旨在減少對具有基因毒性的化合物，產生偽陰性結果的風險。但任何一項基因

毒性試驗的陽性結果，並不總是意味著測試化合物對人類存在基因毒性/致癌性

風險。 

  儘管體外數據可能表明藥品擁有某種程度的基因毒性，但適當的體內數據

通常可以確定這些體外信號的生物學意義。此外，由於存在幾個間接的基因毒

性機制只有在達到一定濃度時才起作用，因此可以為某些具有這些機制證據的

藥品建立一個安全水準(閾值)，詳見第五章第(二)節(Muller 和 Kasper，2000；

Scott等，1991；Thybaud等，2007)。 

 

(一) 生物學相關性評估  

以下建議假設測試以適當的劑量間隔、毒性水準等條件進行。 
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  對於體外或體內出現基因毒性表觀上的輕微增加，首先應評估其再現性和

生物學意義。結果不具生物學意義的例子包括： 

i. 與陰性或溶媒對照組的數值相比有統計學意義的輕微增加，但是在該試

驗機構之合適的歷史背景資料範圍內。  

ii. 微弱或可疑的反應無法再現。  

  若以上任一情況應用證據權重分析提示其不具有潛在遺傳毒性，該試驗結

果被認為是陰性或無生物學相關性，無需進行進一步試驗。 

 

(二) 體外測試結果之評估 

  在評估陽性結果時，特別是微生物致突變性測試，應考慮測試化合物的純

度，以確認陽性結果是否可能是由於汙染物所致。 

 

1. 體外細菌突變試驗陽性結果之評估 

  由於 Ames 測試的陽性結果，被認為提示其 DNA 反應性，除非通過適當的

風險-效益分析進行合理解釋，需要進行廣泛的後續測試來評估體內突變和致癌

潛力，以評估治療病患的潛在風險。 

  有些菌落的人為升高而非真正的回復突變的典型例子。這可能是由於污染

了氨基酸(即為沙門氏菌奧氏菌株提供組氨酸(histidine)，或為大腸桿菌菌株提供

色氨酸(tryptophan))，因此細菌回復突變試驗不適合檢測可能會降解的胜肽類。

另外，也存在一些細菌回復突變試驗陽性結果，不能提示在人體內具有基因毒

性潛力的例子，例如當發生細菌特異性代謝、被細菌硝基還原酶活化等。 

 

2. 體外哺乳類細胞試驗陽性結果之評估 

  IWGT的報告中討論了對基因毒性陽性結果的證據權重評估，與追蹤測試的

建議(Thybaud 等，2007)。此外，科學文獻列出了許多可導致有可疑相關性的體

外試驗陽性結果的情況。因此任何體外測試中的陽性結果，都應基於以下證據

權重進行評估。以下舉例僅供參考。  

i. 體內不存在的條件(pH值、滲透壓、沉澱物)。 
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(需要注意的是：1 mM 的限制避免了滲透壓的升高，如果改變受試物的

pH值，建議給藥時，應調整 pH值至未處理培養液的正常 pH值)。   

ii. 僅在最高毒性濃度下發生。  

在 MLA中，只有在 RTG減少≥80%時。  

對於體外細胞遺傳試驗，當增長被抑制≥50%時。  

  如果以上條件之一適用，權重證據表明該物質沒有基因毒性，可以按照標

準測試群進行測試(選項 1)。因此，進行單一的體內測試即已足夠。 

 

3. 體外試驗陰性結果之評估 

  對於體外測試呈陰性的結果，在特定情況下應該考慮進一步的測試，例如

(以下舉例僅供參考)：該化合物的結構，或已知代謝路徑表明標準的體外代謝活

化技術(例如：囓齒動物肝臟 S9)可能不足以檢測；該化合物的結構，或已知活

性表明使用其他測試方法/系統可能更適合。 

 

(三) 體內測試結果之評估 

  考量相較於體外測試，體內測試有吸收、分佈、排泄等因素的優點，這些

因素可能與人體使用相關。另外，體內測試的代謝結果也更能反映實際情況。

如果體內試驗和體外試驗的結果不一致，則要視情況進行考量和解釋，例如代

謝的差異，或是化合物在體內試驗中因快速而有效地排出體外。  

基因毒性的體內測試也可能產生誤導的陽性結果，並不代表真正具有基因毒

性。例如：  

i. 微核數的增加可能並非由投予具有基因毒性物質所致，而是紅血球生成

過程中的干擾所導致的結果(Tweats等，2007)。  

ii. DNA附加物的數據應以已知的內生性附加物背景濃度為基礎進行判讀。  

iii. 毒性相關的間接效應可能會影響 DNA 股斷裂試驗(例如：鹼性洗脫和

Comet試驗)的結果。   

  因此，在評估基因毒性數據時，應考慮所有毒理學和血液學方面的發現(註

15)，並且間接和毒性相關的效應可能具有安全範圍，並且可能與臨床無關。 
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(四) 對陽性結果的追蹤策略 

1. 體外哺乳類細胞測試結果之追蹤 

以下討論係以 Ames細菌突變試驗呈陰性為假設。 

 

I. 機轉性/體內追蹤  

  當證據權重不足以證明哺乳細胞試驗之陽性結果不具相關性時，建議進行

追蹤測試以提供實證證據。這可以透過額外的體外試驗(下文第 i 項)或兩個適當

的體內試驗(下文第 ii項)來達成，其方法如下： 

i. 常可藉由體外試驗，對缺乏生物學相關性的基因毒性，提供證據權重的

機轉資訊，例如在 MLA 中誘導染色體畸變或突變的受試物不是 DNA 損

傷性物質的證據(如除 Ames試驗之外的其他突變/DNA損傷試驗結果為陰

性；化學結構上的考慮)，或者體內可能不相關或可能具有閾值的間接機

制的證據(如抑制 DNA 合成、僅在高濃度時產生活性氧化物等)(Galloway

等，1998；Scott 等，1991；Müller 和 Kasper，2000)。類似的研究可以用

來追蹤體內微核試驗的陽性結果，或在這種情況下，可以包括指示染色

體喪失/非整倍體性的已知機轉，或包括指示染色體喪失的著絲粒染色試

驗(註 17)。在體外染色體畸變試驗中，多倍體是常見的結果。儘管非整

倍體可能誘發多倍體，但單純的多倍體不足以表示具有非整倍體性的可

能性，只能表示細胞週期的干擾。多倍體通常與細胞毒性的升高有關，

如果在體外試驗中僅見多倍體，而未見結構上的染色體斷裂，一個確保

具有適當暴露的體內微核試驗陰性結果，通常可提供缺乏非整倍體誘導

潛力的充分證據。 

如果以上機轉資料和證據之權重顯示不具相關基因毒性，則只需進行一

個體內測試即可證明不具有基因毒性。這通常是一個細胞遺傳試驗，若

需追蹤染色體喪失，則應進行微核試驗。 

如果證據權重或機轉資料不足以排除相關基因毒性的可能性，通常需要

進行兩個適當的體內測試，且需保證試驗結果和適當的組織(通常是不同

的組織)，並注重在體內模型中達到足夠的暴露程度。 

或 
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ii. 進行兩個適當的體內測試，通常是分別使用不同的組織，並提供暴露程

度的支援。 

  總體而言，足夠證明不具有重大基因毒性風險的是適當的體內試驗結果，

其必須有適當的指標依據，並證明達到適當的暴露水準(見第四章第(四)節)。 

 

II. 追蹤須依賴 S9活化之體外測試陽性結果  

  當陽性結果只在 S9 活化系統存在時，首先應確認是否為代謝活化的的原

因，而不是其他試驗條件的差異(例如：與未活化的培養中血清含量≥10%相比，

S9 混合物中血清含量低或沒有血清)。隨後的追蹤策略旨在確定體外結果與體內

情況的關聯性，通常會集中在肝臟的體內試驗(註 18)。 

 

2. 體內微核試驗陽性結果之追蹤 

  若體內試驗結果顯示微核數量增加，應評估所有毒理資料，以確定非基因

毒性作用是否是其原因，或是為其中的一個作用因素(註 15)。若懷疑紅血球生成

或生理狀態(如低溫或高溫)等非特定性干擾因素，體內染色體畸變試驗可能更適

合。若懷疑真正的數量增加，應採用證明該升高是否是由於染色體丟失或染色

體斷裂所致的策略(註 17)。有證據表明，非整倍體誘導(例如：受到紡錘毒素影

響)會遵循非線性劑量反應。因此，有可能確定存在染色體損失不會發生的閥值

暴露量，並證明與臨床暴露量相比存在適當的安全範圍。  

  總之，在評估一種化合物的基因毒性潛力時，必須考慮所有發現，並了解

體內和體外測試的內在價值和限制。 

 

(五) 致癌物試驗發現腫瘤之基因毒性測試追蹤 

  對於在標準測試群中呈現陰性結果，但在致癌性試驗中引發腫瘤增加，而

目前尚未確定是否存在非基因毒性機轉的化合物，可考慮在適當的模型中進行

額外的基因毒性測試。爲幫助了解相關的作用機轉，這些額外的測試可以包

括：修改體外測試中的代謝活化條件，或在體內進行測量誘發腫瘤的標靶器官

中的基因損傷，例如 DNA 鏈斷裂測試(例如：Comet 試驗或鹼基消融試驗

(alkaline elution))、肝臟 UDS 測試、DNA 共價結合(例如：32p 後標記)等，以及

腫瘤相關基因變化的分子特性分析(Kasper等，2007)。 
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六、 註釋 

1. 體外微核試驗已在國際合作研究中廣泛評估(Kirsch-Volders 等，2003)，經

ECVAM驗證(Corv等，2008)，並成為 OECD指引 487(2010)的主題。 

2. 存在一些具有基因毒性的致癌物質，它們能夠在骨髓測試中可靠地被檢測

到，但卻在標準試驗中產生了陰性、微弱或矛盾的結果。這些致癌物質的數

量雖然不多，但仍然相當重要，例如甲基苄肼 (procarbazine)、對苯二酚

(hydroquinone)、氨基甲酸乙酯(urethane)和苯(benzene)。(Tweats 等，2007)描

述了來自於公司調查中的其他一些例子。 

3. 原則上，可以在任何試驗動物物種的骨髓中評估造血幹細胞中的微核，並且

在不會從脾臟濾除循環微核紅血球的物種的血液中進行評估。在實驗小鼠

中，可以在血液中的多染紅血球中測量微核，而在小鼠接受持續治療 4 週或

更長時間後，也可以使用成熟(正色)紅血球進行測量。雖然大鼠會快速從循

環系統中清除微核紅血球，但已證實可以在大鼠的血液網狀紅血球中檢測使

用多種斷裂劑和非整倍體誘導劑誘導的微核(Wakata 等，1998；Hamada 等，

2001)。大鼠的血液亦可用於微核分析，前提是須以特定方法確保新形成的

網狀紅血球(Hayashi 等，2007；MacGregor 等，2006)，且因為大鼠血液中微

核的濃度較骨髓中低，亦須有充足的樣本數，以達到適當的統計敏感度

(Kissling 等，2007)。不論選擇哪種方式―骨髓或血液，抑或自動分析或手動

分析―實驗室須定出適當的最小樣本數，將評分誤差維持在動物的個體差異

水準之下。 

  目前已有文獻提供誘發狗與恆河猴微核的經驗(Harper 等；Hotchkiss

等，2008)。若有某種人體代謝物在嚙齒動物體內濃度不足，但在狗或猴子

體內可以形成，則可應用這些替代物種。 

4. 雖然兩個選項對測試群同等適用，應採何者為宜可藉由對於所測試化合物的

相關知識作判斷。舉例而言，若試驗動物的全身暴露量與預期的臨床暴露量

相當或相對較低，則應採用體外試驗，亦即選項 1(參閱第二章第(三)節、第

四章第(四)節)。反之，若預期肝臟會產生存留週期短的活性代謝物，則建議

採選項 2，包括對肝臟進行檢測。 

5. 部分具有警示結構的分子實體，被認定為與導致化學物質的致癌性，與/或致

突變性相關。警示結構的實例包括烷化親電子中心(alkylating electrophilic 

center)、不穩定環氧化物 (unstable epoxides)、芳香胺、偶氮結構 (azo-
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structure)、N－亞硝基化合物(nitroso)、芳硝化合物(aromatic nitro groups)等

(Ashby and Paton, 1994)。對於某些具有警示結構的化合物類別，目前已知對

試驗計畫作特定調整，或增加對於基因毒性鑑別力的最佳化頗為重要 (例

如：帶有偶氮結構的分子、醣苷、需要藉由硝基還原作活化的硝基咪唑

(nitroimidazoles)、需要不同嚙齒動物 S9作代謝活化的非那西汀(Phenacetin)等

等)。 

6. 目前已有經驗皮膚和結腸誘發微核的體內試驗(Hayashi 等，2007)。在這些組

織中進行 DNA損傷試驗也是一個合適的替代方案。 

7. 少數化學物質使用平板摻入法或預培養法更容易被檢測到，但通常是量的差

異而不是質的差異(Gatehouse 等，1994)。從製藥工業的經驗得知，對於兩種

方法進行藥品測試並沒有產生不同的結果，而且在 IWGT 報告中(Gatehouse

等，1994)，在預培養法中更容易被檢測到的化學分類的例子通常不是藥

品，並且在體內基因毒性測試中呈陽性。這些包括短鏈脂肪族亞硝胺、二價

金屬、醛類(例如：甲醛、巴克醛(crontoaldehyde))、偶氮染料(例如：黃色牛

油)、吡咯啶生物鹼(pyrrolizidine alkaloids)、烯丙基化合物(異硫氰酸烯丙酯

(ally isothiocyanate)、丙烯醯氯)和硝基(芳香族、脂肪族)化合物。 

8. 在體外哺乳動物細胞試驗中，將最高濃度設為 1 mM 的理由如下：測試群包

括 Ames 測試和一項體內試驗。這測試群可最大程度地檢測基因毒性致癌

物，而非僅仰賴任何單一的試驗。擔憂未能在 Ames 測試或體內基因毒性試

驗中被檢測出來，但在超過 1 mM 濃度的體外哺乳動物試驗中才能被檢測出

來的化合物(DNA 損傷致癌物)，其可能性非常低。其次，1 mM 的上限支持

了危害識別的要素，該濃度高於已知藥品的臨床暴露量，包括那些集中在組

織中的藥品(Goodman＆Gilman, 2001)，而且高於體內臨床前試驗通常能達到

的濃度。某些藥品已知需要較高的臨床暴露才能產生治療效果，例如核苷類

似物和某些抗生素。雖然與現有藥品比較效價是申請人的興趣所在，甚至可

能在高於上限 1 mM 進行比較，但最終還是由體內試驗來確定與人體安全性

的相關性。對於分子量特別低的藥品(例如小於 200)，應考慮使用更高的測試

濃度。 

9. 部分基因毒性致癌物在體外基因毒性試驗中，若測試濃度未達到一定程度的

細胞毒性，則可能無法偵測出來；對 DNA 損傷劑通常在中等程度的毒性下

便可以被檢測出來(Greenwood 等，2004)。隨著細胞毒性的升高，化合物或

其代謝物透過非直接 DNA 損傷的機制，可產生與細胞毒性相關而非基因毒
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性的“陽性”結果。此種繼發於非 DNA靶點損傷的間接誘導 DNA損傷， 更易

發生於在某一濃度閾值之上，而在較低的、與藥理學相關濃度時，預期不會

發生對細胞進程的干擾。 

  在細胞遺傳學試驗中，即使已知是弱斷裂劑的致癌劑，在細胞計數減少

不超過 50%時也得到陽性結果此外，在毒性濃度下，與 DNA 損傷、突變或

致癌無關的化合物也可能引起染色體斷裂。在細胞染色體畸變試驗和體外微

核試驗中，生長減少約 50%的限制是合適的。 

  對於在細胞株進行的細胞遺傳學試驗，測量細胞群生長隨時間的變化

(測量培養與對照組細胞數的差異，例如藉由群體倍增(population doubling, 

PD；註 10)的方法)，是測定細胞毒性的有效方法，因為細胞數目可低估毒

性。對於淋巴細胞培養，增殖抑制不超過 50%被認為是足夠的；這可藉由中

期畸變試驗的分裂指數(MI)和體外微核試驗的胞質分裂阻滯指數來測定。此

外，在體外微核試驗中，由於微核是在有絲分裂後進行計數的，因此需要確

認細胞已經過細胞週期。這可以藉由使用細胞鬆弛素B(cytochalasin B)促進核

分裂而不是細胞分裂來確認，從而在雙核細胞中進行微核計數(對於淋巴細

胞而言，這是首選方法)。對於細胞株，也可用其他證明細胞增殖的方法，

包括如上所述細胞群生長隨時間變化的 PD法(Kirsch-Volders等，2003)。 

  對於 MLA，使用軟瓊脂和微孔兩種方法，將最高濃度設為相對總生長

率(RTG)接近 20% (10~20%)的濃度，皆可達到合適的靈敏度(Moore 等，

2002)。採用目前標準對已發表數據進行回顧，發現在 MLA 中僅在低於 20% 

RTG 濃度時得到陽性結果，同時為齧齒動物致癌物的化學物極為少見，而且

該類化合物缺乏令人信服的基因毒性致癌劑的證據。因此，當突變僅在低於

20% RTG 濃度下發生時，對結果的評估應該非常謹慎，如果突變比例僅在

≤10% RTG時增加，則該結果不被認為陽性。 

  總而言之，在細胞遺傳學試驗中細胞生長/存活減少超過 50%情況下，或

在 MLA 中降低超過 80%所得的陽性結果，需要謹慎解讀。雖然以此種細胞

毒性/集落存活濃度所處理的細胞進行評估，能達到較高的靈敏性，但也帶來

增加非相關陽性結果的風險。以測試群來評估基因毒性的做法，在設計上即

為了在不依賴于在高細胞毒性下的單一體外哺乳動物測試下，確保有合適的

靈敏度。 

  若欲決定適當的毒性範圍，以大範圍的濃度範圍先行探索試驗是有用

的，但在基因毒性試驗的場合以間隔相近(小於兩倍稀釋)的多個濃度進行試
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驗，往往至關重要。可對額外的濃度進行基因毒性測試，但並非所有的濃度

都須要做評估。舉例而言，這不是指要為了準確達到細胞生長減少 50%，或

RTG減少 80%，而進行大量試驗。 

10. 對體外細胞遺傳學試驗，採用相對細胞生長測定來評估毒性是合適的，因為

細胞計數可能低估毒性(Greenwood 等，2004)。藉由計算群體倍增(見詞彙表)

來估計 50%生長減少濃度，已證明非突變劑或非致癌劑得到陽性結果的頻率

會降低，而通過直接作用於 DNA的藥品，能得到可靠的陽性結果。 

11. 在某些情況下，可採用從單次或多次給予測試動物受試物後的培養淋巴細

胞，檢測中期染色體畸變，就如同可採用骨髓中期細胞。由於循環的淋巴球

並不進行複製，因此不會檢測到需要藉由細胞複製才能顯示其基因毒性作用

的藥品(例如：某些核苷類似物)。由於某些淋巴球的存活期相對較長，原則

上它們具有體內蓄積未修復 DNA 損傷的潛力， 這將使當細胞在體外受到刺

激進行分裂時畸變率升高。體內淋巴球試驗可以用於染色體斷裂指標的追

蹤，但通常使用其他組織，例如肝臟，因為其接觸藥品和代謝物的濃度更

高，可為造血幹細胞微核試驗補充更多的資訊。 

12. 在測試群中納入第二個體內試驗，可對藥品與/或其代謝物有充分暴露的組織

進行檢驗，以確保不具有基因毒性。一小部分認為有遺傳毒性的致癌劑在肝

臟試驗中結果為陽性，但在體內骨髓細胞遺傳學試驗中結果卻為陰性。這些

例子可能反映出缺乏合適的代謝活性，或缺乏進入骨髓造血細胞的反應中間

產物。 

  DNA 鍊斷裂、DNA 加合物與在轉基因的突變試驗，具有可在許多組織

上應用的優點。雖然除了 UDS試驗外，對於 DNA鏈斷裂試驗(Comet 和鹼洗

脫試驗)、DNA加合物(共價結合)測定，與轉基因齧齒類動物突變試驗也已有

相當多的經驗和已發表的文獻和計畫建議，但國際上仍未對所有這些體內試

驗有公認的方案。對於在 MLA 體外試驗中呈陽性、主要誘導大型細胞集

落，且在體外中期試驗中未表現染色體斷裂的化合物，應考慮進行體內的突

變試驗，例如嚙齒動物突變試驗，而非 DNA 股斷裂試驗。UDS 試驗主要適

用於能誘導巨大 DNA加合物，或在 Ames試驗中呈陽性的化合物。由於細胞

毒性會導致 DNA 股斷裂，因此需要小心評估細胞毒性，以避免干擾 DNA 股

斷裂試驗的結果。此在體外鹼洗脫試驗已有充分的了解(Storer等，1996)，但

對 Comet 試驗尚未進行完全驗證。原則上，在合適的劑量水準和採樣時間

下，DNA鏈斷裂試驗可整合在重複劑量毒性試驗 
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  由於性成熟動物的肝臟不是高度有絲分裂的組織，第二個試驗通常會使

用非細胞遺傳學的終點指標，當分裂肝細胞存在時，如在部分肝切除術後，

或在年輕的大鼠(Hayashi 等，2007)，可以對肝臟進行微核分析，以及檢測已

知的基因毒性化合物 

13. 對於常規的溶媒如甲基纖維素水溶液，通常是適當的，但對於像 Tween 80這

樣的溶媒，可能比急性投予的體積低 30倍。 

14. 若毒理學試驗設計包含額外的血液採集，例如為了測量暴露程度，應該謹慎

考慮。因為血液採集會刺激紅血球生成，導致微核血球數量增加，進而干擾

微核分析結果。 

15. 微核增加可發生於未投予任何基因毒性劑時，而是由於紅血球生成的干擾

(例如：再生障礙性貧血、髓外造血作用)、壓力，以及體溫偏低或過高所致

(Tweats 等，2007)。血液中脾臟功能的改變，可能會影響微核產生的細胞在

血液中的清除，進而導致小幅增加在循環中含微核的紅血球。 

16. 短期或重複給藥基因毒性試驗的陽性對照： 

  對於微核(以及其他細胞遺傳學)試驗，陽性對照之目的是確保評分人員

能夠可靠地檢測微核增加。這可藉由急性給予陽性對照的小組別動物(單性

別)的週期性試驗(每隔幾個月)中的採樣來實現。對於人工評分，這些樣本可

以與每個試驗中評分的編碼載玻片一起進行評估。陽性對照樣本不應因染色

性質或微核頻率，而讓判讀者易於識別。對於自動化評分，每個試驗應使用

適當的質量對照樣本。 

  對於其他體內基因毒性試驗，陽性對照之目的是證明所選擇的動物物

種、組織和計畫，能可靠地檢測到 DNA 損傷/致突變性的增加。在一個實驗

室已證明能在大量的獨立實驗中穩定檢測到適當的陽性對照化合物後，如果

不改變實驗條件，通常周期進行有陽性對照的試驗已足夠。然而，對於

Comet試驗，目前建議採用平行的陽性對照。 

17. 確定微核誘導主要因染色體丟失或染色體斷裂所致，應包括對體外或體內微

核染色以確定著絲粒是否存在，例如使用螢光原位雜交(FISH)與特定探針，

進行著絲粒區域的 DNA 序列研究，或者使用帶標籤的抗體來進行著絲粒蛋

白的檢測。如果大多數誘發的微核是著絲粒陽性，表示有染色體丟失。(值

得注意的是，即使像秋水仙素和長春花鹼等強微管毒劑，也不能產生 100%

的著絲粒陽性微核，通常是 70%至 80%，在風險評估中公認為是非整倍體誘
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導劑)。一替代的方法是進行體外或體內中期結構畸變試驗，若結果是陰

性，則暗示微核誘導與染色體丟失有關。 

18. 標準誘發的 S9 混合物具比人 S9 更高的活化能力，並且如果未添加特異性的

輔助因數，則缺乏第二階段解毒能力。此外，體外高濃度測試物可能發生非

特異的活化作用(Kirkland 等，2007)。使用人 S9 或其他與人體相關的活化系

統進行基因毒性測試，可能有助於判斷結果的相關性。分析基因毒性試驗中

培養物的代謝物特性，並與臨床前動物物種(在未經誘導的微粒體或肝細

胞，或體內)或人體樣本中已知的代謝物特性進行比較，也有助於確定測試

結果的相關性(Ku 等，2007)。此外，後續的研究通常會集中於進行體內肝臟

試驗。體外試驗中對S9呈現陽性結果的化合物在體內試驗中未必會誘發基因

毒性，因為有可能不存在相應的代謝物、代謝物產生量極小、被代謝或迅速

排出體外，這些因素表明化合物在體內不會構成風險。 
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七、 詞彙表 

鹼洗脫試驗：   

見 DNA股斷裂試驗。 

非整倍體：  

細胞或生物體中染色體數目不成倍數的改變。 

鹼基置換：  

核苷酸序列中單個或多個鹼基被其他堿基替代，從而可導致蛋白質的改變。 

細胞增殖： 

細胞進行分裂並產生新的子細胞的能力。 

著絲粒/著絲點： 

染色體內部的結構。對於姊妹染色分體進行連結與紡錘絲將子染色體移動到兩

極並確保有包含子核等程序屬於必要結構。 

Clastogen： 

能夠引起染色體結構斷裂的物質，通常可以藉由光學顯微鏡進行檢測。 

細胞複製效率：   

單一細胞進行複製的效率。通常是在適合的環境內種下少量細胞後再行測量。 

Comet試驗：    

見 DNA股斷裂試驗。 

培養滿度： 

通過目視檢查對細胞培養中的密度進行量化。 

細胞遺傳學評估：  
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透過光學顯微鏡觀察有絲分裂或減數分裂的染色體結構，或進行微核分析。 

DNA加合物：  

化學物與 DNA的共價結合產物。 

DNA修復： 

DNA損傷後，原始 DNA序列的重建。 

DNA股斷裂：   

DNA單鏈或雙鏈被切斷。 

DNA股斷裂試驗：   

透過鹼處理，將特定類型的 DNA 損傷轉換為鏈斷裂，可藉由測量濾膜遷移速率

的鹼洗脫技術，或藉由單細胞凝膠電泳或 Comet 測試(將細胞固定在載玻片的凝

膠薄層，通以電流，使 DNA 斷裂短片段從細胞核中遷移出形成“彗尾”)進行檢測，

在顯微鏡下觀察染色細胞，測定 DNA 遷移的程度。 

框移突變：  

基因的核苷酸序列中，插入或缺失一個或兩個相鄰鹼基的一種突變(遺傳密碼改

變)。這可導致蛋白質的改變或縮短。 

基因突變： 

單一基因或其調控序列中可檢出的一種持久性改變。這些改變可以是點突變、

插入或刪除。 

遺傳指標：   

所探討基因變化的確切類型或類別(例如：基因突變、染色體畸變、DNA 鏈斷裂、

DNA 修復、DNA 加合物形成等)。 

基因毒性： 

泛稱各種機制導致發生的任何有害的遺傳物質改變。 
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微核：  

細胞中帶有核 DNA 的粒子，可含有整條染色體、或有著絲粒或無著絲粒的染色

體斷裂片段。 

有絲分裂指數： 

標本中處於有絲分裂各階段的細胞數佔不處於有絲分裂階段(分裂間期)細胞數的

百分比。 

染色體數目變化： 

染色體數目與原本的單倍體或二倍體不同；對於細胞株，其染色體數目與原型

染色體不同。 

質體：   

加入到正常細菌基因組中的遺傳物質。一個質粒可能插入宿主染色體或形成染

色體外單元。 

點突變：  

通常僅限於單個 DNA 鹼基對的遺傳密碼改變。 

嗜多色性紅血球：   

分化中期的未成熟紅血球，因其含有核糖體，可通過 RNA 的選擇性染色與成熟

的正染紅血球(不含核糖體)區分。 

多倍體： 

細胞中染色體倍數的數目變化，大致為單倍體數目的整數倍。核內複製是多倍

體的一種形態類型，其為染色體對在中期進行聯合成為“雙分染色體”。 

細胞族群倍增：  

有數種計算方式，其中一種如下式：   

群體倍增(PDs)=最終計數(N)除以起始(基線)計數(Xo)的比值，取對數後，再除

以 log 2，亦即 PD = [log(N÷Xo)] ÷log 2。 
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重組：  

DNA斷裂後再進行平衡或不平衡的重新連接。 

相對總生長率：   

此細胞毒性的測量，採用相對混懸增長率(基於從給藥開始至給藥後的第二天的

細胞丟失及細胞生長)，乘以突變量化分析時的相對接種效率而得出。 

單細胞凝膠電泳試驗： 

又稱 Comet試驗，見 DNA 鏈斷裂試驗。 

存活率(在致突變試驗中)：  

存活細胞與死亡細胞的比例。通常經過一段給藥時間後，採用染色或集落計數

的方法來確定。 

轉基因：   

將外源性或外來基因導入至宿主體細胞或生殖系細胞的基因組中。 

非程序式 DNA合成(UDS)：   

為應對 DNA損傷，在 S期以外的細胞週期中發生的 DNA合成。通常與 DNA切

除修復有關。 
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