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[bookmark: _Toc50367827]前　　言

本标准按GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写》给出的规则起草。
本标准由中关村华清石墨烯产业技术创新联盟联合提出并归口。
本标准起草单位：
本标准主要起草人：
本标准的所有权和解释权归中关村华清石墨烯产业技术创新联盟。
如果您在本标准使用中发现错误或技术内容有不当之处，请及时与联盟秘书处联系，将意见发送到standard@c-gia.org。
本标准为首次发布。


[bookmark: _Toc50367828]引  言
石墨烯作为一种新型二维碳纳米材料，具有独特的物理、化学性能。自2004年被成功剥离以来，经过近十几年的发展，已经取得了长足的进步：石墨烯及其衍生物被广泛应用于复合材料、电子器件、新能源、航空航天、环保、生物医药和纳米纺织工程等诸多领域。随着石墨烯材料产业化进程的发展，越来越多含有石墨烯材料的产品将以不同的途径进入人们的日常生活，石墨烯作为纳米材料的一种，其生物安全性同样应该受到各国政府及广大民众的关注！与人群接触会产生怎样的生物效应？带来的健康风险如何？对于石墨烯及其产品该怎样进行安全性评价？这些议题是石墨烯产业各利益方都非常关心的重要话题，值得高度重视。
降低石墨烯材料及其产品的负面效应，重视其生物安全性，一方面是保障石墨烯产业健康发展的前提；另一方面，我国作为石墨烯大国，在引领全球石墨烯行业发展的同时，能否抢先提出关于石墨烯材料的安全性指标，制定好国际“市场准入”规则，并获得国际社会认可，事关巨大国家利益。但是，石墨烯等纳米材料不同于传统食品、农药等一般物质，其生物效应往往受材料多变的尺寸、结构和表面性质等在传统毒理学研究中不需要考虑的因素的影响，各国关于纳米材料的安全性评价资料还很缺乏，聚焦石墨烯材料生物安全性的研究更是少之又少。
联盟作为石墨烯领域的专业标准制定组织，在标准的制定过程中，逐渐意识到石墨烯材料的毒理学问题不可规避。在石墨烯抑菌防护口罩、石墨烯穿戴理疗等产品标准中，首次提出针对不同的产品，根据不同的暴露方式，要将石墨烯材料的相关毒理学指标考虑在内。“科技要领先，产品要安全”，积极推动石墨烯材料及其产品生物安全性评价工作，有利于引导整个石墨烯产业的稳健发展。
为给从事石墨烯生产、研发和产品销售的企业、政府管理部门以及广大消费者提供参考，特别是提示企业尽早重视石墨烯材料及其产品对接触人群造成的近期及远期危害，从生产工艺、产品结构设计等角度规避风险，特制定本评价指南。同时也希望本指南能为学术界建立石墨烯等纳米材料生物安全性数据库提供有效的数据支撑。 
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[bookmark: _Toc50367829][bookmark: _Toc49867439]石墨烯材料及产品生物安全性评价指南
[bookmark: _Toc50367830][bookmark: _Toc519609267]范围
本标准为对石墨烯材料及产品的生物安全性进行识别和评估的指南办法，以期给企业、相关从业人员和消费者提供安全性参考。本标准作为参考适用于评价从石墨烯原材料制备到终端产品应用各环节的生物安全性。其它类别纳米材料也可参考本标准。
[bookmark: _Toc50367831]规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 7919-87 化妆品安全性评价程序和方法
GB 15193.1-2003食品安全性毒理学评价程序
GB/T 15670-2017 农药登记毒理学试验方法
GB/T 37129-2018 纳米技术 纳米材料风险评估
GB/T 21605-2008 化学品急性吸入毒性试验方法
卫生部 《消毒技术规范》 （2002年版）
T/CGIA002—2018 含有石墨烯材料的产品命名指南
[bookmark: _Toc50367832]术语和定义
GB 7919-87、T/CGIA 001-2018和T/CGIA 002-2018中界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

石墨烯 graphene 
每一个碳原子以sp2杂化与三个相邻碳原子键合成形成的蜂窝状结构的碳原子单层。
注1：石墨烯是许多碳材料的构建单元。
注2：修改采用ISO/TS 80004.3-2010中的2.11。
[T/CGIA 001-2018 基本术语2.1]

石墨烯材料 graphene materials，GM
由石墨烯单独或紧密堆垛而成、层数不超过10层的二维材料及其衍生物。
注1：石墨烯材料包括单层石墨烯、双层石墨烯、多层石墨烯。
注2：常见改性方式包括氧化、氢化、氟化、磺化或异质掺杂等。
注3：石墨烯材料的宏观存在形态有薄膜、粉体、浆料和三维构造体。
注4：层数超过10层的一般称之为石墨。
[T/CGIA 001-2018 石墨烯材料相关术语 3.7]

含有石墨烯材料的产品 product containing graphenematerials，PCG
[bookmark: _Hlk49174496]在制备中通过添加或组装石墨烯材料以产生或增强某种性能的产品。
注1：产品可以为满足生产、消费需求的半成品、工业品或消费品。
注2：制备过程中无意添加了石墨烯材料且不产生任何明显功能的产品，不应视含有石墨烯材料的产品。如石墨中含有少量天然石墨烯片。
[T/CGIA 002-2018术语3.2]

[bookmark: _GoBack] 受试物 test substance
指被测试的石墨烯材料、含石墨烯复合材料或制品。
[bookmark: _Toc50367833]石墨烯材料的应用及潜在暴露方式描述
概述
对石墨烯材料及产品进行生物安全性进行评价首先要识别和描述石墨烯材料的功能及用途。
人类发展过程中的每一次重大变革，材料都发挥着至关重要的作用。随着石墨烯材料的开发和应用探索，以石墨烯材料改性或制造的新产品陆续上市，当前石墨烯产业发展已经进入以产业化应用推进为核心的新阶段。石墨烯材料凭借优异的电子、光学、机械、热学、超大的比表面积以及杀菌性能，在新能源、大健康、航天航空、节能环保、电子器件、纳米功能纺织、高灵敏检测等领域具有广阔的应用前景。与此同时，随着人群接触石墨烯及其产品的机会越来越多，石墨烯纳米材料则会通过不同的暴露途径进入人们生活，其对人体产生的健康风险也正受到广泛关注。
石墨烯材料的应用形式及暴露方式描述
根据石墨烯材料及材料在产品中的宏观存在形式，可分为粉体、浆料和薄膜，相对应的暴露方式描述如下：
（1）石墨烯以粉体形式的应用。常见于石墨烯产业链上游的粉体制造商。一方面，其产品作为添加剂可用于润滑剂、防腐涂料以及抑菌、抗静电、远红外光热治疗等纳米功能纺织品等下游产品当中；另一方面，也可作为主材料用作石墨烯滤芯等空气吸附材料，也可用于科学研究当中。
以粉体形式的应用，其暴露风险主要存在于上游粉体制造商或直接与粉体接触的科学研究过程中，相关从业人员需要重视皮肤接触、眼睛接触、口接触及呼吸道接触等潜在风险。但作为下游产品，虽然含有石墨烯材料，但经过溶液化、浆料化或者结构上的设计，可有效降低用户直接接触到石墨烯粉体材料的风险，不排除石墨烯纳米材料直接与皮肤、口、鼻接触或脱落产生的潜在暴露风险。
（2）石墨烯以浆料形式的应用。石墨烯改性的浆料直接作为产品或浆料产品的复合组分：如用于提高锂离子电池导电性能的导电浆料，以石墨烯浆料形式改性的防腐涂料等，一般情况下，用户直接接触风险较低，风险仍存在于相关从业人员的皮肤和眼睛暴露。
（3）石墨烯以薄膜形式的应用。石墨烯以化学气相沉积、涂覆等方式附着在某种基底上，宏观表现为薄膜。如石墨烯散热膜、发热膜、传感器件，主要应用于以石墨烯膜作为组件的产品，如以石墨烯膜为触摸屏组件的手机、石墨烯传感器的器件、高低温辐射加热膜等。一般情况下，含石墨烯材料的加热层会于产品中间层，用户直接接触风险较低。风险仍存在于薄膜加工过程，相关从业人员应警惕吸入、皮肤、眼睛及经口等毒性的影响。
注：石墨烯材料的具体暴露方式要根据产品生产过程的不同环节、针对不同的接触人群、不同的接触方式具体问题具体分析，石墨烯材料及其产品的生物安全性与石墨烯的添加量无直接关系。
[bookmark: _Toc50367834]评价过程
概述
关注石墨烯材料及其产品在研发、生产、制造、应用的全生命周期中的潜在风险。虽然某些产品、过程或材料中含有石墨烯纳米材料，但其主要风险并不一定是由石墨烯纳米材料造成的。因此，本标准的风险评估并不局限于对材料或产品中单一石墨烯纳米组分的评估，具体评价过程包括四个方面：材料表征、暴露分析、毒性鉴定和风险评定。
[bookmark: _Toc46507483]——材料表征：此阶段的研究主要是对石墨烯纳米材料的物理、化学性质进行表征；
[bookmark: _Toc46507484]——暴露分析：主要评定受试物的定量暴露水平、颗粒物行为、产品的使用，确定石墨烯材料进入人体的途径等；
[bookmark: _Toc46507485]——毒性鉴定：主要包括纳米材料进入生物体体内后，纳米材料的吸收、分布、代谢、排泄，机体的反应和剂量之间的对应毒性反应；
[bookmark: _Toc46507486]——风险评定：结合前面几个阶段评估特征信息，对石墨烯材料及其产品的风险性质和程度做出判定。
对石墨烯材料的物理、化学性质进行表征，分析人体接触石墨烯材料或产品的途径，通过相关的毒性试验对毒性进行鉴定这三者协同作用，分析人体接触和暴露于石墨烯材料的风险可给出诸多毒性测试的优先级，由石墨烯材料的理化性质可以推断最有可能发生哪种途径的暴露，反之亦然。
材料表征
5.2.1 常用理化性质
石墨烯的生物安全效应往往受材料尺寸、结构和表面性质等在传统毒理性研究中并不需要考虑的因素的影响，因此，为了更好地评价石墨烯材料的生物安全效应及其作用机制，需要对石墨烯原材料进行。准确说明，对其物理、化学特性进行尽可能详尽的表征。石墨烯材料常用的理化性质见表1。对于具有广泛应用潜力的石墨烯材料或产品，开发人员和制造商通常会对材料理化性质进行较全面和大范围的分析测试。对于具有较窄市场应用的单一产品，则可开展针对性地测试。 
表1   石墨烯材料常用理化性质表
	理化性质列表
	物理化学性质详细信息

	学名
	对于不同企业生产的石墨烯材料，宜分别命名

	企业商品名
	

	常见形式
	需指明石墨烯材料是粉末、分散液、团聚体、气溶胶或是其它形式，不同的存在形式会影响对人类的暴露途径。

	化学组成及分子结构
	石墨烯材料中中所含化学成分的种类、含量及分在结构，尤其是那些已知的有害元素或化合物。此外，伴生物质也不宜被忽视；宜识别杂质和污染程度。

	石墨烯材料晶体结构
	元素或分子在石墨烯材料中的排列会影响其潜在毒性。对相和分子结构的早了解可使得更好地理解结构性质相关性。

	物理形态和形貌
	石墨烯材料是晶体还是无定形、边是圆的还是有角、外形尺寸是片状、纤维还是颗粒、物理形态和形状怎样影响纳米材料的流动性，与其他颗粒间的相互作用(团聚)、在各种媒介或环境中分散的难易程度、怎样与植物和动物相互作用等信息尽可能全面地提供。

	颗粒尺寸、尺寸分布、表面积
	平均颗粒尺寸、平均表面积、尺寸和表面积分布、质量数分布等参数的测量是很重要。

	颗粒密度
	颗粒的单位体积质量以及石墨烯材料在空气和水中分散和沉淀的难易程度，会影响其在气体和液体中的行为。

	表面电荷
	石墨烯材料的表面电势可反映和其他材料相互作用的可能性，影响颗粒的稳定性和聚集，影响材料的暴露途径。

	表面官能团
	可指示石墨烯材料与其他材料发生相互作用的可能性和本质。

	孔隙率
	石墨烯材料的孔隙率和孔尺寸分布会影响其与周围基质的相互作用

	聚集状态
	聚集状态也可给出可吸入颗粒的粗略尺寸分布和分散的相对难易程度。

	分散性
	石墨烯材料的分散性，会影响产品在整个生命周期中的暴露和归趋，并最终影响纳米材料进入水环境中的比例。

	溶解度（水生物相关流体）
	[bookmark: _Hlk46239226]石墨烯材料是否溶于水、酸、碱、有机溶剂或生物媒介是很重要的，在其生命周期的不同阶段，它会与其他产品组分、材料、生物体或环境相互作用。溶解度不仅决定了纳米材料在使用中的行为，也会影响其在环境中的潜在持久性。

	体积密度
	可快速指示处理粉体形态的纳米材料时会产生多少粉尘。对于化学组成相同的纳米材料，通常容积密度越低，粉尘化程度越高。


[bookmark: _Toc46507489]5.2.2 常用表征方法
对于石墨烯材料的每项理化性能指标，应至少使用2种方法进行表征。由于在各种不同的环境中，石墨烯等纳米材料的理化参数可能会改变，因此不仅要考虑石墨烯材料在制造阶段的原始状态，其使用前和使用后的理化参数也应进行表征。若不同阶段理化参数出现较大差异，则需要证明参数的变化对毒性是否有影响。以下列举常见理化参数的分析表征方法的名称，由于各类表征方法已较成熟，其具体原理和操作步骤等此处不作赘述。
5.2.2.1 石墨烯的分散方法
（1）对于不溶于水、酸、碱、有机溶剂或生物媒介的石墨烯材料，需要将其制备成悬浮溶液用于表征和各项毒性试验；为提高检测的稳定性，分散好的悬浮石墨烯材料的溶剂需要在短时间内用于测试，通常不得超过24h。
（2）对于能溶性石墨烯材料，试验前也应进行超声分散处理20min，预防纳米颗粒聚集，影响试验结果。
5.2.2.2 粒度分析
（1）电镜观察法（扫描电子显微镜SEM、透射电子显微镜TEM等）
（2）离心沉降法
（3）激光粒度分析法：静态光散射、动态光散射（DLS）及纳米颗粒跟踪分析法（NTA）等
（4）电超声粒度分析法
（5）比表面积法
（6）X射线衍射线宽法
（7）X射线小角散射法
（8）拉曼散射法
（9）质谱法
（10）毛细管电泳法
5.2.2.3 形貌分析
（1）扫描电子显微镜（SEM）结合图像处理软件
（2）透射电子显微镜（TEM）结合图像处理软件
（3）原子力显微镜（AFM）结合图像处理软件
（4）扫描隧道显微镜（STM）结合图像处理软件
5.2.2.4 化学组成分析
（1）光谱分析：原子吸收光谱（AAS）、电感耦合等离子原子发射光谱（ICP-AES）、X射线荧光光谱（XFS）和X射线衍射光谱（XRD）
（2）质谱分析：电感耦合等离子体质谱（ICP-MS）、飞行时间二次例子质谱法（TOF-SIMS）
电子显微镜结合X射线能谱仪（EDS）
（3）能谱分析：X射线光电子能谱（XPS）、俄歇电子能谱（AES）、能量色散谱（EDS）和电子能量损失谱（EELS）
5.2.2.5 结构和晶形分析
（1）X射线衍射物象结构分析
（2）激光拉曼物相分析
（3）X射线吸收精细结构谱
	5.2.2.6 表面积
（1）BET（Brunauer Emmett Teller）;
（2）原子力显微镜；
5.2.2.7 表面电荷
（1）激光粒度分析仪；
（2）动态光散射仪（DLS）检测电动电位；
5.2.2.8聚集状态
（1）动态光散射仪（DLS）；
（2）纳米材料追踪和分析；
（3）傅里叶变化红外光谱仪：漫散射系数模式下检测；
（4）电子显微镜；
（5）原子力显微镜。
5.2.3 受试物要求
受试物必须是与实际应用情况相同的规格化产品。供应链上、下游之间应保持有效沟通，通常，上游材料制备商会影响供应链下游企业的选择。比如，若材料制备过程种中含有重金属，可能最终会造成下游产品丧失安全性，或限制产品的使用范围。
——对于石墨烯材料：应提供受试物样品的名称、制备工艺和方法、批号、来源、规格（包括杂质组成和含量等信息）、保存条件、运输方式以及石墨烯纳米材料的理化性质表征结果（见表1）。在使用或计划使用纳米材料时，宜识别其来源和制造过程，并查阅相关资料，杂质可能有毒性的情况下，需要对杂质进行毒性检测。
——对于石墨烯复合材料或制品：应提供制备工艺和方法、产品组成（有效成分和其它成分的名称、含量）以及产品结构设计信息、运输方式等，必要时也应提供受试物各组分的物理、化学性质等有关资料。
这些信息关系到分析石墨烯材料在产品体系生命周期的不同阶段是否发生理化性质的变化，判定存在的潜在暴露风险。此外，还需要明确的是，在产品制造过程中使用纳米技术或纳米材料，并不意味着最终产品中也一定含有纳米材料。
暴露分析
识别贯穿于石墨烯材料及其产品整个生命周期的、可能存在的人体暴露形式，是评价过程重要的环节之一。通常情况下，石墨烯材料及产品对人体的潜在暴露形式有两种：一是当人体与石墨烯纳米材料直接接触时；二是当石墨烯材料释放到媒介(如空气、水、土壤、沉积物)中或在可能发生接触的产品被使用时。具体地，石墨烯等纳米材料可能通过呼吸道、口、皮肤、注射、眼睛、阴道或直肠等途径进入人体，不同的石墨烯材料和产品，其理化性质、暴露途径和暴露量不同，毒性也会有所差异。
以具体的几个应用场景为例，分析其可能存在的暴露风险，以帮助标准使用者进行危险识别。
——锂离子电池用石墨烯导电浆料：终端使用用户直接接触到石墨烯材料的可能性较低，因而对于消费者而言，通常情况下，不存在石墨烯纳米材料暴露的风险；但对于产品生命周期的其它阶段，如材料制备、加工、产品的维修、回收过程等，相关从业人员仍存在的接触风险包含：皮肤接触、呼吸道吸入，若防护不当，还可能存在眼睛接触和经口接触等。 标准使用者应根据不同产品和不同的使用场景，判断不同接触风险的概率高低，进行相对应的毒理检测，同时要求相关人员做好防护措施。
——基于石墨烯材料的传感器：石墨烯材料在各类型传感器中的应用，最为关键的是功能化石墨烯材料的制备，除考虑制备过程中可能存在的皮肤接触、呼吸道接触、眼睛接触毒性外，建议根据传感器不同的场景，聚焦其生物安全性问题。如对于用于检测生物体酶、DNA、蛋白质等生物分子的生物传感器，不排除石墨烯材料对生物分子本身的毒性。
——石墨烯远红外光热治疗：石墨烯会以不同的形态（粉体、薄膜等）应用于远红外光热治疗产品中，其在人体中的暴露风险也不尽相同。如用于对甲状腺结节进行治疗的石墨烯热敷贴，若石墨烯发热层直接与人体皮肤接触，则可能存在皮肤接触毒性；若石墨烯材料与基底材料结合不牢靠，还会存在材料脱落引起的呼吸道和经口毒性等。 
—— 纳米功能纺织品：石墨烯材料与纺织工程结合的主要目标是功能性纺织产品的开发与应用。在传统纺织过程中，加入适量的石墨烯材料，可使纺织品具有抑菌、抗紫外、抗静电、防水、高强耐磨、远红外、屏蔽等等特殊功能。例如，用石墨烯材料改性的熔喷布、纺粘布等非织造材料，与传统非织造相比，具有过滤效率高、过滤时效长并且可以抑菌杀毒等性能，将其应用于口罩产品，可有效解决现有口罩产品存在的过滤效率、防护时效和易导致二次污染等问题。但口罩直接与人体口、鼻和面部皮肤接触，在佩戴过程可能存在通过呼吸道吸入、胃肠道摄入、皮肤接触3种途径的接触风险。相对应地，要关注石墨烯材料对人体的吸入毒性、经口毒性和皮肤毒性。
石墨烯功能纺织领域与其它行业相比，人群直接接触到石墨烯纳米材料的机会更大。就其安全性，建议着重考虑：（1）所用石墨烯材料的皮肤接触毒性；（2）织物上纳米颗粒的稳定性，是否会存在脱落，脱落量多少，进而存在的吸入毒性、消化道毒性以及眼睛刺激等；（3）石墨烯材料是否会与织物上原有化学物质或织物助剂发生反应产生对人体有害的新物质。此外，石墨烯纳米材料与其产品的结合牢靠性，涉及到石墨烯材料是否释放、怎样释放及释放本质，进而影响石墨烯材料暴露途径及毒性鉴定的重要因素。
毒性鉴定
5.4.1 概述
通常情况下，药品、化妆品、食品等传统领域较为成熟的毒性鉴定程序皆包含四个阶段：
——急性毒性试验和皮肤、粘膜试验；
——短期重复染毒毒性和亚慢性毒性试验；
——遗传毒性和传统致畸试验；
——慢性毒性和致癌试验。
在此，给出了各阶段试验的目的和分类，由于纳米材料的尺寸（1-2nm的粒径与DNA大沟的宽度相当，可以自由地进出细胞）和性能的特殊性，其毒理学评价可参考但不能完全照搬传统领域的评价程序，因而具体的试验过程不作介绍。虽然诸多研究者在纳米材料独立性评价领域展开了积极和深入的研究，目前也有不少有价值的文章和出版物阐述了纳米材料毒理学相关的研究成果，但国内外尚未建立针对纳米材料的专用的、统一的评价程序，对石墨烯等纳米材料进行生物安全性评价仍需各国科学家的共同努力，在已有研究成果的基础上，展开进一步深入研究。
基于石墨烯材料及产品的生物安全性评价，接触毒性与具体暴露形式、暴露量大小等紧密相关，如果某些特定的暴露途径不太可能发生，则其对人体产生毒性影响的相关度也会降低，可不列入该种暴露途径的评估计划。
若石墨烯材料或产品尚处于产品研发的早期阶段，建议企业等相关方根据产品定位优先开展材料的暴露情况分析，并做好早期的毒理学筛查，若试验表明具有显著毒性或其它危害（如石墨烯制备过程中重金属含量超标），企业可通过调整研发路线或采用其它的方式，尽早规避风险，减少损失。在石墨烯材料及产品推向市场时，可对各种其它可能的潜在毒性（即便相关度低）风险进行更加准确的评估。
5.4.2  急性毒性试验和皮肤、粘膜试验
5.4.2.1 急性毒性试验  
目的：急性毒性试验又称单次给药毒性试验，主要观察对试验动物24h内一次给药所产生的毒性症状及其程度、出现和消失的时间、死亡发生率并计算其最大给药量、最小致死量、半数致死量（LD50）等；急性毒性试验的目的是推测石墨烯材料对人的急性毒性的强弱。同时，它可以为长期毒性试验、生殖毒性试验、致突变试验等试验设计提供剂量选择依据和有关毒性信息，还可以推测受试材料毒性发生的速度和持续时间，比较判断不同纳米材料之间或纳米材料与相同化学组成的非纳米材料之间的安全系数。因此，急性毒性试验对了解纳米材料的毒性是非常必要的。
分类：
（1）急性皮肤毒性试验
（2）急性经口毒性试验
（3）急性吸入毒性试验
（4）急性静脉注射试验
（5）急性联合毒性试验
5.4.2.2皮肤及眼睛粘膜试验
目的：皮肤刺激和眼刺激分别是指皮肤、眼表面接触受试药物后产生的可逆性炎症症状，对于可能接触皮肤和眼的受试物,研究皮肤或眼睛的局部毒性很有必要。如果受试物对皮肤有腐蚀作用,原则上就不必进行眼刺激试验。
分类：
（1）皮肤刺激试验
（2）皮肤变态反应试验
（3）光刺激反应和光变态反应试验
（4）眼刺激试验
5.4.3 短期重复染毒毒性和亚慢性毒性试验
目的：人类接触受试物最常见的状况是多次重复接触或长期接触，由于受试物的蓄积毒性或其他机制会导致延迟毒性，应进行短期重复染毒毒性试验和亚慢性毒性试验。在一般毒性试验剂量设计的基础上，根据受试物的实际情况和委托方的要求，可以增加附加剂量组。
目前定义“亚慢性”是指染毒期限约为实验动物寿命的10%。短于此期限的称为短期重复染毒毒性试验，最有代表性的是14 d和28 d的试验。亚慢性毒性试验，对于大鼠为90d染毒，对于狗为52周染毒。一般说来，染毒时间越长,可能获得的毒性资料越多。设计良好的短期重复染毒毒性试验和亚慢性毒性试验应得到毒性效应、靶器官、可逆性、观察到有害作用最低剂量水平（LOAEL）或未观察到有害作用剂量水平(NOAEL)等毒性资料。在安全性毒理学评价试验中，90d亚慢性毒性试验已成为常用的亚慢性毒性试验。
分类：
（1）短期重复经口染毒(28天)毒性试验
（2）短期重复经皮染毒(28天)毒性试验
（3）短期重复吸入染毒(28天)毒性试验
（4）亚慢性毒性试验（代谢、繁殖）
  5.4.4 遗传毒性和传统致畸试验  
目的：遗传毒性试验用于检测受试物不同机制直接或间接引起的遗传损害。生殖细胞突变可能引起显性致死或遗传性疾病,体细胞突变可能导致癌症。母体怀孕期间接触具有致畸作用的受试物，可能会影响胚胎发育，引起器官分化异常，导致形态和机能缺陷，出现胎儿畸形。在受孕动物的胚胎着床后，并已开始进入细胞和器官分化期、或器官分化至器官形成全程给予受试物，可以预测受试物对胎仔的致畸作用或胚胎毒作用。
遗传毒性试验组合的原则为：（1）包括多个遗传学终点；（2）试验指示生物包括原核生物与真核生物；（3）包括体内试验与体外试验。
遗传毒性标准试验组合包括：（1）细菌回复突变试验；（2）体外哺乳动物细胞基因突变试验；（3）体外哺乳动物细胞染色体畸变试验；（4）体内哺乳动物骨髓细胞微核试验。当（1）-（3）项试验任何一项出现阳性结果，第（4）项为阴性，则应增加另一项体内试验(可选体内哺乳动物肝细胞程序外DNA合成试验或其他试验)。当（1）-（3）项试验均为阴性结果，而第（4）项为阳性时，则应增加体内哺乳动物生殖细胞染色体畸变试验或显性致死试验。
遗传毒性标准试验组合的改变或补充：（1）当细菌回复突变试验不宜使用时，如受试物有明显的细菌毒性(如抗生素)，或已知或怀疑受试物干扰哺乳动物细胞DNA复制系统时(例如拓扑异构酶抑制剂、核苷类似物、DNA代谢抑制物)，可利用体外哺乳动物细胞基因突变试验。遇此情况，应用两种不同哺乳动物细胞株进行基因突变的检测。（2）当受试物在标准试验组合中的结果为阳性，而结构类似的受试物得到阴性结果，则应补充进行其他试验。：（3）标准试验组合中的体内试验不适合用于某些受试物,如毒物动力学资料表明其不被吸收或不能到达靶组织（如骨髓），则应采用其他方法。
5.4.5  慢性毒性和致癌试验 
从科学和经济上考虑，慢性毒性和致癌性试验倾向于合并进行。设计科学、合理的慢性毒性/致癌性试验可以得到两种试验分别进行所能获得的结果。慢性毒性和致癌性试验能观察哺乳动物长期、反复接触受试物后的慢性毒性和致癌效应，并获得相应的剂量-效应和(或)剂量-反应关系，确定观察到有害作用最低剂量水平(LOAEL)或未观察到有害作用剂量水平(NOAEL)。
[bookmark: _Toc46507513]风险评定
5.5.1 对石墨烯材料及产品生物安全性评价的原则
由于不同石墨烯材料的理化性质不尽相同，在对石墨烯材料及产品进行生物安全性评价过程中，微小的差别都可能导致毒性结果的很大不同。因而，不可将相似的材料直接归为一类进行评价，要遵守石墨烯材料“一变则多变”的毒理检测原则。
（1）理想情况下，在石墨烯材料或其产品生命周期的所有阶段，越早发现潜在的风险，越有利于风险的缓解、管理以及材料或产品的商业化成功；因而尽可能全面地进行安全性评价是非常有意义的，凡尚未建立相关材料研究数据库的，都应进行各阶段的毒性试验。通过生物安全性评价过程，建立材料的理化性质、暴露和毒性危害特征。
（2）实际毒性鉴定过程中染毒途径的选择，要结合石墨烯材料及产品的使用特点，毒理试验是在模拟人体的暴露条件下进行的，因而不同材料或产品的动物染毒途径应尽量与人的暴露途径一致。
（3）由于石墨烯材料特殊的理化性质，在条件允许的情况下，选择体内试验进行安全性评价的结果更可靠；
（4）进口石墨烯原材料应由进口单位提供理化性质描述和相关的安全性评价资料。
[bookmark: _Toc46507514]5.5.2 进行石墨烯材料及产品生物安全性评价时需要考虑的因素
（1）除考虑一般人群的摄入量外，还应考虑特殊和敏感人群(如儿童、孕妇及高摄入量人群)。对孕妇、乳母或儿童食用的食品，应特别注意其胚胎毒性或生殖发育毒性、神经毒性和免疫毒性。
（2）由动物毒性试验结果推论到人时，鉴于动物、人的种属和个体之间的生物学差异，一般采用安全系数的方法，以确保对人的安全性。安全系数通常为100倍，但可根据受试物的理化性质、毒性大小、代谢特点、接触的人群范围和人的可能摄入量、食品中的使用量及使用范围等因素，综合考虑增大或减小安全系数。
（3）生理作用与毒性作用：对试验中某些毒理学表现，在结果分析评价时要注意区分是生理作用还是受试物的毒性作用。
（4）即使有了完整和详尽的动物试验资料和一部分人类接触者的流行病学研究资料，由于人类的种族和个体差异，也很难做出能保证每个人都安全的评价。所谓绝对的安全实际上是不存在的。根据上述材料，进行最终评价时，应全面权衡和考虑实际可能，从确保发挥该受试物的最大效益，以及对人体健康和环境造成最小危害的前提下做出结论。
5.5.3 风险评定过程
尽可能定量地评价已确认的生物安全性风险，包含材料对应的理化特征、暴露途径（暴露量）和毒性之间的对应关系；若数据不足以进行定量分析，也可根据有效数据进行定性评估，尤其处于早期产品研发阶段。若石墨烯材料及产品即将商品化，建议尽可能充分地进行全暴露途径和对应的安全性评价。对于评价过程中的不确定因素，也应细致考虑，并给与充分关注。
5.5.4 风险管理
风险管理措施需要根据具体情况进行具体分析，因此本标准对此不做详细规定。为给相关方提供参考，风险管理过程建议考虑确定防护措施、定最佳风险管理选项和制定风险管理计划等。

[bookmark: _Toc50367835][bookmark: _Toc46507516]附录A
（资料性附录）
石墨烯材料及产品生物安全性评价流程图
石墨烯口罩/改性非织造布安全性评价


否
是否含石墨烯材料（定性分析）

不属于石墨烯产品


是

开展石墨烯原材料的物化性质表征，并做好记录（原材料尺寸、形态、修饰基团，添加量等信息）

                                                    


根据产品定位分析其可能存在的暴露形式，并同时开展石墨烯迁移率测试，建议视情况考虑摩擦、水洗、汗液和气流等因素的影响




企业考虑是否有意愿做石墨烯原材料毒理性测试



否

根据暴露分析结果和迁移率测试结果，参考现有文献结论，做出初级的风险评定：
①若产品中石墨烯原材料无迁移，则为低风险
②迁移出的颗粒尺寸为微米级，则为低风险；
③GO或rGO皮肤接触毒性：迁移量低于20mg/ml，则为低风险（仅供参考）
④GO或rGO消化系统毒理性：迁移量低于20mg/ml，则为低风险；（仅供参考）
⑤吸入毒性：多数研究表明纳米颗粒对人体肺部组织有毒；因而需要考虑从结构、材料设计上避免脱落。同时，建议增加吸入毒性测试试验。
是


①根据暴露情况分析，优先开展相对应的急性吸入、经口、皮肤和眼刺激等毒理学测试；
②有条件的单位可继续开展亚慢性、遗传或长期毒性测试，直至准确 确定量与风险的对应关系。




得到相应结论



以石墨烯抑菌防护口罩为例
以石墨烯抑菌防护口罩为例进行描述，对石墨烯口罩的生物安全性评价工作地实施，也要结合企业的实际发展情况。考虑到长期毒性试验的复杂性以及需要急性毒性试验结果为基础，同时结合石墨烯抑菌防护口罩的生产制备过程、人体实际接触情况和现有文献资料中尚无任何关于石墨烯或氧化石墨烯致癌性相关文章的报道，即石墨烯材料为非致癌、致畸的禁限用物质的现状，建议石墨烯口罩的相关方优先开展石墨烯材料的急性毒性试验。
消费者在佩戴新型石墨烯口罩过程中可能会通过呼吸道吸入、胃肠道摄入、皮肤接触3种途径接触到石墨烯材料。相应地，再经迁移率试验确认存在石墨烯迁移的前提下，应分别采用呼吸染毒、口服染毒和皮肤染毒3种暴露手段，进行相关急性毒理性测试。
1  呼吸染毒试验
经呼吸道进入人体是纳米材料的主要暴露途径，炎症反应和肺组织的纤维化是纳米材料经呼吸道染毒后最主要的毒性表现，但吸入纳米材料后的毒性反应并不局限在呼吸系统中，当部分纳米颗粒穿过肺泡-毛细血管屏障后，能够进入血液循环进而转运至全身各器官。多数研究表明纳米颗粒对人体肺部组织有毒；纳米颗粒对人体肺部组织影响研究表明有毒；
经呼吸道染毒包括以下四种方式：静态吸入法、动态吸入法、鼻腔滴入法和气管滴入法，其中静态吸入法和动态吸入法可以较为真实地模拟纳米颗粒的自然暴露，纳米颗粒可以随吸入的空气进入被试动物肺部较深的区域，且分布比较均匀。但设备复杂，对操作要求高。
静态吸入法：动物直接暴露于纳米颗粒的粉尘中，自然吸入毒物，动物是在密闭的环境，如果纳米颗粒发生沉降，它在空气中的浓度就会变化，动物吸入的剂量不能准确计算，试验时间长或动物数量多时，容易缺氧。
动态吸入法：力求纳米颗粒的粉尘能以恒定的浓度分布于空气中，在比较长的时间内维持一定浓度,以保证吸入过程中染毒的纳米颗粒的剂量不变，一般采用机械通风装置，连续不断地将含有一定浓度受试样品的空气均匀不断地送入染毒柜，空气交换量大约为12~15次/h，并排出等量的染毒气体,维持相对稳定的染毒浓度（对通过染毒柜的流动气体应不间断地进行监测，并至少记录2次），一次吸入性染毒2h，当受试化合物需要特殊要求时，应用其他的气流速率。染毒时，染毒柜内应确保至少有19% 的氧含量和均衡分配的染毒气体。一般情况下，为确保染毒柜内空气稳定，实验动物的体积不应超过染毒柜体积的5%,且染毒柜内应维持微弱的负压，以防受试样品泄露污染周围环境。同时，应注意防止受试样品爆炸。该法可以客服接触浓度随时间、空间而变化，但设备复杂。
鼻腔滴入法和气管滴入法优点是可以单次给予较大剂量的纳米材料，实验操作不需要复杂的设备，但研究结果可能于自然暴露模式下纳米材料的呼吸毒性表现有所差异，不适合用于自然暴露条件下纳米材料在呼吸道的沉积部位。
建议有条件的单位开展动态吸入法研究石墨烯原材料的急性吸入毒性；
2、经口染毒
急性经口毒性试验的资料主要用于对化学物的毒性分级和标识的需要，对健康和环境的危险度评价，也作为重复给药(亚急性、亚慢性)毒性试验、体内致突变试验、致畸试验和繁殖试验等剂量设计的参考。多数的研究结果均显示石墨烯或氧化石墨烯通过消化道后基本被迅速清除，其吸收行为受到颗粒表面化学质和颗粒大小等因素的影响。企业可选择性做石墨烯材料经口染毒试验。
试验前试验动物应禁食(一般16h左右)，不限制饮水。若采用代谢率高的其他动物,禁食时间可以适当缩短。在进行动物试验时,主要有两种经口染毒方式可供选择：1)灌胃； 2）喂饲（更符合人类接触污染物的方式，方法简便、易操作）。
最终确定最佳的测试方法为：喂饲
3、经皮肤染毒
急性经皮毒性试验的目的是考察试验动物短时间（24h内）经皮肤接触受试纳米材料样品后，在短期内出现的健康损害效应，从而为纳米材料的毒性分级以及确定其它毒理性试验剂量提供依据。由于完整便皮肤对纳米颗粒的有效阻挡，纳米颗粒经皮暴露产生的毒性效应往往不明显，但当表皮的完整性因紫外线长时间照射或及变更原因而被破坏时，纳米颗粒的经皮渗透可能会变得相对容易。
试验动物:较理想的是家兔和豚鼠，但由于价格太贵，常用大鼠代替。裸鼠因有大面积裸露表皮，故也是常见急性经皮毒性试验对象。使用雌性动物应是未孕或未曾产仔的。建议试验动物体重范围为:大鼠200~300 g;家兔2~3 kg；豚鼠350~450 g。试验动物皮肤应健康无破损，试验前动物要在试验动物房环境中至少适应3~5d时间。试验动物及试验动物房应符合国家相应规定。选用常规饲料,饮水不限制。
测试方法：试验一般分为两步:
1）定性试验：即所说的浸尾试验，鼠尾浸入3/4，然后持续2个小时观察动物有无中毒症状及程度。再反复清洗尾部,继续观察。
2)定量试验：试验开始前24h，剪去或剃除动物躯干背部拟染毒区域的被毛，去毛时应非常小心，不要损伤皮肤以免影响皮肤的通透性。脱毛区小于动物体表面积的10%~15%。应根据动物体重确定涂皮面积。体重为200~300 g的大鼠约为30~40 cm2，体重为2~3 kg的家兔约为160~210cm2,体重为350~450 g的豚鼠约为46~54 cm2。
将受试纳米材料均匀涂敷于动物背部皮肤染毒区，然后用一层油纸或塑料薄膜覆盖，无刺激胶布固定，防止动物舔食。若受试物毒性较高,可减少涂敷面积,但涂敷仍需尽可能薄而均匀。于12~24 h后解开敷料,用温水清洗皮肤,观察皮肤反应。损伤程度可按下表所列标准评分。
	观察项目
	评分

	红斑与焦痂形成
	0

	无红斑
	1

	很轻微红斑
	2

	易于察觉的红斑
	3

	中度至严重红斑
	4

	严重红斑至轻度焦痂形成
	

	水肿形成
	

	无水肿
	0

	很轻微水肿
	1

	轻度水肿(边缘腾起)
	2

	中度水肿(隆起约1 mm)
	3

	重度水肿(隆起大于1mm并超过涂抹区范围)
	4



有意愿的企业可以继续开展石墨烯材料短期、亚慢性、遗传和长期、致癌等毒理学的测试。从目前文献调研得出的结论是：
（1）对于急性或者亚急性皮肤接触毒性：当石墨烯材料的剂量控制在一定剂量的条件下，石墨烯材料具有良好的生物安全性。
（2）对于急性或亚急性消化道毒性动物试验， 当石墨烯材料的剂量控制在一定剂量的条件下，石墨烯材料同样具有良好的生物安全性。
（3）对于急性或亚急性吸入毒性，石墨烯材料会对肺部产生一定的影响，明显的急性肺损伤和慢性纤维肺，但通过抗炎、抗氧化药物地塞米松的治疗后可以得到缓解，说明GO可能通过氧化应激引起肺毒性的发生。因而，对于石墨烯口罩产品，此项测试应重点关注。
（4）对于慢性或长期毒性：至今没有对低剂量石墨烯材料暴露后对细胞后动物引起的慢性和长期毒性行为的研究。
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