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生殖发育毒性试验具有毒性反应表现形式多

样、延续和滞后，动物交配、给药、分娩和剖检时

间非同步，检测指标及其统计处理多样，存在窝效

应和窝大小不均一等特性，是药物非临床安全性评

价中最为复杂、繁琐的试验之一xNz。因此，如何进

行药物非临床生殖发育毒性试验质量控制成为一个

值得探讨的问题。现结合笔者以往工作经验，从试

验人员角度就生殖发育毒性试验中容易忽略处浅谈

个人体会。

N= =试验前准备=
NKN= =实验方案=
NKNKN= =实验方案常见错误= =首先，实验方案制定过

程中最常见错误为套用以往实验方案模板，但疏于

修改，而导致实验方案前后内容不一致，给药剂量

或给药方式错误，引用标准操作规程（pí~nd~rd=
léer~íáng=mrocedure，plm）不合适等。=

其次，另一类常见错误为实验方案内容不全面，

试验操作方法描述不详细，未涵盖试验实施过程中

可能出现的所有情况。如实验方案中缺少对食仔、

分娩无活胎及哺乳过程中幼仔全部死亡动物处理方

式的规定等，或未详细描述给药方法和各指标检测

方法等。

再者，由于生殖发育毒性试验检测指标繁多，

统计处理方法多样，实验方案中易出现统计指标及
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其统计方法的遗漏，最终可能无法科学、全面

的反映供试品的生殖毒性作用。如供试品对传统概

念中主要生殖脏器（雄性动物为例：睾丸、附睾、

精囊腺和前列腺等）以外的腺体或脏器（雄性动物

为例：包皮腺、精液囊、提肛肌和肛门括约肌等xOz）

存在毒性作用时，实验方案中检测指标仍局限于传

统概念的主要生殖脏器组织等。=
细致严谨，为避免实验方案错误发生最有效的

方法。方案初稿可经试验人员传阅、修改，不能仅

依赖质量保证（nu~äáíó=Assur~nce，nA）人员的审

核。=
NKNKO= =剂量设计及检测指标选择= =给药剂量和检

测指标的设计关乎试验的成败，一般可根据药理、

急性毒性、长期毒性和药动学研究资料或相关文献

进行设计。但专题研究开展过程中发现部分文献中

给药剂量和检测指标（尤其给药剂量），可能因供试

品致畸效应或生殖毒性剂量范围过窄，动物品系、

给药途径甚至动物饲养管理条件等的差异，不能很

好的适用于所开展的专题研究。预实验有助于给药

剂量和检测指标的筛选、设计。=
NKO= =实验动物=

试验开始前首先确定使用动物的品系、年龄，

遗传背景、生育力、疾病模式、畸形/变异发生率等

方面的基础信息，建立全面完整、记录详尽、仔细

核实的背景数据资料库，以便参考查阅，最终判断

试验统计数据有无致畸效应或生殖毒性等生物学意

义。不连续、未经核实或缺失的背景数据资料可能

将某些动物遗传漂移所引起的效应误以为是药物的

致畸效应或生殖毒性xPz。=
再者，调研并选择合格的实验动物供应商。尤

其使用普通级家兔进行Ⅱ段生殖发育毒性试验更应

注意选购家兔的品质。某些供应商往往私自用药以

控制家兔疫病的发生。加之家兔为草食性动物，胃

肠道内菌群不如杂食性和肉食性动物复杂，环境、

饲料和饮水的突然改变容易导致其胃肠道内菌群紊

乱，发生胃肠道性疾病。并且品质不佳的家兔受孕

率低，易感染传染性疾病，导致孕兔非供试品性流

产，甚至胚胎儿或母体死亡，干扰试验结果判定。=
另外，严格控制实验动物体质量均一性。胚胎

–胎仔发育毒性试验（Ⅱ段）和围产期毒性试验（Ⅲ

段）采用“随机数字法”或“蛇形分组法”分组时

更应注意，避免分组后动物体质量差异过大。啮齿

类动物在遵循“Po原则”下尽可能缩短交配时间，

防止交配时间过长导致孕鼠体质量差异变大。必要

时体质量过大或过小的动物不用于分组及试验。=
NKP= =记录表格=

生殖毒性试验检测指标繁多，记录表格也随之

增多，试验人员在专题试验开始前应准备好相关记

录表格。记录表格设计一般秉承“简洁，易懂，便

于记录”的原则，同时注意：①全套表格应涵盖该

专题实施中所有试验操作和检测指标；②表格中结

果记录可采取选择项加描述形式，替代完全描述性

结果的记录，减少记录工作量和出错率。如分娩观

察在“正常/异常（= =）”观察结果对应处划“√”，

出现异常，需注明何种异常时再在括号中横线处详

细描述或记录；③使用实验方案或 plm中统一规定

的缩写或代号。如着床痕用“fq”表示，吸收胚用

“ob”表示，等；④适当增加备注栏，便于记录特

殊情况；⑤必要时表格下方添加注释，便于表格的

理解和使用；⑥记录表格同样应避免套用模板疏于

修改的问题。=
NKQ= =实验方案说明与发布=

试验开始前实验方案说明与发布不能走过场，

专题负责人（píudó=aárecíor，pa）必须召集试验参

与人员对实验方案进行解说，阐述试验过程中的注

意事项，进行交流，协调好各部门人员和时间，尤

其应统筹安排好伴随毒代检测和动物剖检时人员和

时间，以便试验顺利开展。=
O= =试验实施=
OKN= =临床症状观察=

药物非临床生殖发育毒性试验观察需仔细，特

别注意：①动物药后反应；②垫料有无血污和流产

物等异物；③动物会阴周围及下腹部有无血污和异

物等流产迹象；④受孕动物体质量突然减轻等异常

情况。防止动物流产、早产后食仔、难产等异常情

况发现不及时。=
OKO= =阴道涂片=

阴道涂片检查注意：①动物编号与阴道涂片一

一对应，标识清楚；②使用洁净的载玻片，避免玻

片中杂质干扰阅片；③涂片用棉棒、枪头或滴管等

物品应灭菌，尽可能不重复使用，防止交叉污染。

棉棒浸润后使用，注意避免尖锐的枪头或滴管造成

动物损伤，引发阴道炎症反应。使用移液器或滴管

涂布阴道冲洗液用力应缓慢、均匀，防止不同动物

的阴道冲洗液滴溅，交叉污染；④使用生理盐水作

为棉棒浸润液或阴道冲洗液，涂片干燥后会产生无
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机盐结晶，干扰阅片，可用灭菌蒸馏水或注射用水

替代；⑤对各发情阶段及其过渡阶段制定统一的划

分标准，难以判定发情阶段及发情期不规律动物的

涂片应经多人检阅复核。若阴道涂片中无细胞或细

胞数量较少，应重新涂片和阅片，排除涂片操作失

误的原因。=
OKP= =动物同笼交配=

有关资料记载啮齿类动物一般在夜间交配，阴

道栓在交配后 O～U=h脱落xQz，但实际操作中发现部

分大鼠上午 U～V点合笼后 N=h左右即可检查到脱落

的阴道栓。若上午动物开始同笼交配，次日上午进

行阴道栓检查，进行受孕确认，则同笼上午即交配

成功的动物与夜间交配成功动物之间的时间差会导

致妊娠期计算出现偏差。并且，妊娠末期胎仔生长

发育较快，上述交配成功时间判定的偏差同样会影

响剖宫产后胎仔体质量和身长的数值。相关资料建

议，动物同笼交配最好在每天下午 NS︰MM开始。同

时注意控制动物饲养室内光照和噪音，以免对动物

交配行为产生影响，阴道栓检查时应于交配后次日

清晨尽可能早地进行，注意不要与饲料渣混淆xRz。

另外，大鼠合笼交配后偶尔会出现黄色、琥珀样、

形状不规则、无弹性、体积偏小的物体，对交配后

出现上述物体的雌鼠进行阴道涂片检查，均未发现

精子，认为该物体并非交配成功标志，不能记为阴

道栓。同时，为避免对阴道栓未脱落的交配成功动

物的遗漏，可辅助以阴道检查或阴道涂片，查看是

否有未脱落的阴道栓或精子。=
OKQ= =供试品、对照品的配制和给予=
OKQKN= =供试品、对照品的配制= =配制前熟悉供试品

和对照品理化性质等相关资料，严格按照实验方案

要求进行配制及保存，并取样进行供试品分析。严

禁使用配制不合格的供试品和对照品。=
OKQKO= =供试品、对照品的给予= =生殖毒性试验动物

交配时间不统一，各组间动物通常交错给药，并且

妊娠动物体质量变化快，需根据动物体质量频繁调

整给药量。试验人员给药操作时应仔细核对给药动

物编号及其给药量，确保给药准确性。=
必须在供试品维持稳定性时间内完成给药。同

时注意：①需避光或低温等保存的供试品，给药过

程中仍需采取相应保护措施；②配置后为混悬液的

供试品，给药过程中须使用磁力搅拌器等混匀器材，

以保证给予供试品浓度的均一性；③疫苗、生物制

品等需低温保存的供试品给药前应先恢复常温，避

免因供试品温度过低造成给药局部不良刺激；④爱

护动物，避免惊吓、摔碰和过度挤压受孕动物，尤

其孕兔受到摔碰或挤压等剧烈刺激易发生流产。=
OKR= =动物分娩、哺乳观察=
OKRKN= =分娩观察= =准确判断动物分娩开始及结束体

征，避免打扰或惊吓分娩过程中的动物，注意更换

手套或用将检察动物的垫料搓擦双手，消除不同窝

气味对分娩或哺乳动物的影响，避免母鼠食仔的= =
发生。=
OKRKO= =哺乳观察= =母鼠做窝和整理窝，照料仔鼠情

况及哺乳状态，仔鼠存活情况和有无被虐体征等。=
OKRKP= =制定统一的动物分娩异常和哺乳异常情况判

定方法和分类标准。如大鼠正常妊娠周期为 ON～OP=
d。可将早于 ON=d分娩定为早产，晚于 OP=d分娩定

为晚产等。plm或实验方案中应有关于分娩异常和

哺乳异常动物的处理方法的明确规定。=
OKS= =胎仔（仔动物）外表、内脏、骨骼检查及仔动

物发育指标和行为学检测=
OKSKN= =目前胎仔（仔动物）外表、内脏、骨骼检查

及仔动物发育指标一般为人工检查。人工检查具有

成本低，检查形式灵活的优点，但人工检查应在plm
或实验方案中制定统一的异常/变异分类名称（如输

尿管折叠、弯曲或曲折成线圈时统一描述为“输尿

管卷曲”，归为内脏变异，避免同时使用“输尿管蛇

形”或“输尿管弯曲”等近义词）及分类评价标准

（如内脏或骨骼“过大”、“过小”、“过长”、“过短”

的评价标准等）。不可使用异常/变异分类名称的近

义词或同义词，避免试验人员主观判定因素影响检

查结果。发现胎仔（仔动物）外表、内脏、骨骼异

常时应尽可能保存电子照片。=
OKSKO= =使用仪器设备进行动物行为学指标检测时，

仪器设备应经过验证。预驯化次数及时间统一，驯

化时间应适当（如大鼠转棒试验：驯化时间过短，

动物转棒持续时间过短，或驯化时间过长，动物在

整个转棒过程中无掉落，均影响试验结果的准确

性）。正式试验重复进行两次或多次检测，取重复检

测结果的均值，减少偶然误差，及时保存检测数据，

防止数据丢失。噪音、试验人员情绪等会影响动物

行为学评价，试验操作过程中应保持实验室内绝对

安静。=
OKT= =动物剖检及相关指标检测=

动物剖检及相关指标检测应注意：①采取合理

的动物安乐死方式，避免对动物机体不当刺激导致
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检测指标异常；②各组间动物剖检时间尽可能均衡；

③组织脏器、胎盘及胎仔等称重前去除脂肪、血污、

脐带和羊膜等异物；④胎仔身长、尾长测定采用同

一标准，胎仔身体非病理性弯曲测量前应将胎仔身

体弄直，由于致畸作用引起胎仔身体的病理性弯曲

则直接测量；⑤采集的标本，摘取的组织脏器及时

处理，组织固定液用量合适；⑥人工进行精子检查

时应统一检查标准，每项操作步骤最好由单人负责，

或多人进行各组均衡分配，避免人为非客观因素影

响检查结果。⑦胎仔骨骼标本制作过程中每天观察

标本变化状态，根据标本变化状态及时调整相应标

本处理时间，防止标本消化过度、染色不全、染色

过度等。⑧胎仔内脏标本固定时间应足够长，防止

胎仔内脏固定不完全，组织硬度不足，而影响脑室、

肾盂等结构的观察。=
P= =原始资料整理及总结报告撰写=
PKN= =原始资料整理=

原始资料整理应注意：①原始资料按专题研究

严格分类整理，核查记录有无缺失；②纸质记录检

查有无记录不规范，修改不规范及记录不完整处；

③各类标本做好标识，便于再次核查，注意阴道涂

片、精子涂片、骨骼和内脏标本等标本的保存，防

止损坏、丢失。阴道涂片和精子涂片保存时避免玻

片间摩擦对涂片的损伤xSJTz。胎仔骨骼和内脏标本用

标本袋保存受挤压易发生损坏，标本瓶可避免上述

问题，但应注意标本瓶的密闭性，防止保存液外漏。=
PKO= =总结报告撰写=

首先，生殖毒性试验产生原始资料和数据较多，

在目前数据自动采集系统应用并不广泛的情况下，

多数数据需要二次整理录入。数据录入一定要多次

核对，原始数据、二次录入数据和总结报告之间保

持一致。其次，各项统计指标要全面，与实验方案

及原始数据核对，避免遗漏。再者，异常统计数据

需参考相应品系动物的背景数据资料，避免对药物

致畸性或生殖毒性做出错误判断。窝效应和窝大小

等异常情况对试验结果影响的解释理由要充分合

理。另外，总结报告撰写同样应注意防止套用模板

产生错误。=
综上所述，药物非临床生殖发育毒性试验的质

量控制不仅需要 nA人员的核查，更需要试验人员

从研究实施者角度进行自我规范性的约束，从根本

上避免错误的发生。各试验人员应履行其职责，严

格执行《药物非临床研究质量管理规范》、实验方案

和相关 plm。pa 制定实验方案和撰写总结报告时

应科学、严禁、细致。plm及实验方案中统一各项

检测指标的判定标准，并对试验参加人员进行培训，

以得到真实、客观的试验结果。=

参考文献=
xNz 孙祖越I=周= =莉I=闫= =晗I=等K=药物非临床生殖发育毒

性试验中逐案原则的建议= xgzK= 中国新药杂志I= OMNOI=
ONEUFW=UPSJUQPK=

xOz 孙祖越I=闫= =晗K=生殖毒性研究进展= xgzK=毒理学杂志I=
OMMTI=ONERFW=PSRJPSUK=

xPz 丁日高I=吴纯启K=药物生殖发育毒性研究技术特点与

dim 一致性的贯彻K=药物非临床研究质量管理规范性

研讨会论文集= xCzK=OMNOI=TK=
xQz 袁伯俊I=廖明阳I=李= =波K=药物毒理学实验方法与技术=

xjzK=北京W=化学工业出版社I=OMMTK=
xRz 王志乔I=袁伯俊K=临床安全性评价与实践= xjzK=北京W=

军事医学科学出版社I=NVVTK=
xSz 国家食品药品监督管理总局药品审评中心K=药物生殖

毒性研究技术指导原则= xwzK=OMMSI=NNK=
xTz lbCaK= qdQNSK= lbCa= guádeäáne= for= íhe= íesíáng= of=

chemác~äsK= qwoJgener~íáon= reéroducíáon= íoñácáíó= síudó=
xpzK=OMMNK=

=




