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啮齿类动物骨髓微核试验规范化方法介绍及背景数据采集=
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摘  要：啮齿类动物骨髓微核试验（in vivo=j~mm~äá~n=_one=j~rrow=jácronìcäeìs=qest）是临床前药物遗传毒性研究标准组

合试验之一，在医学、公共卫生、食品和药物安全性评价等领域有巨大应用前景。在 dim 条件下确立标准化试验方法和条

件，积累一定的背景数据范围，可有效确保试验系统的可靠性，为数据分析提供有力依据。以国家药物安全评价监测中心

OMMT－OMNR年开展的小鼠及大鼠骨髓微核试验背景数据采集为例，介绍啮齿类动物骨髓微核试验规范化采集方法。=
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akA 和染色体断裂被认为是癌症发生的主要

分子机制xNz，微核（mácronìcäeìs，jk）作为重要

的染色体断裂或有丝分裂异常的生物标志物，可由

染色体诱裂剂（cä~stogen）导致的染色体无着丝粒

片段构成，也可由非整倍体诱发剂（~neìgen）所导

致的细胞分裂后期纺锤体牵引分离时落后的染色体

形成xOz。国际癌症研究机构（qhe=fntern~táon~ä=Agency=
for=oese~rch=on=C~ncer，fAoC）将导致人类肿瘤的

化合物分为 Q 类xPz，啮齿类动物骨髓微核试验（án=

vávo=j~mm~äá~n=brythrocyte=jácronìcäeìs=qest）对 N
类（对人体致癌）、OA类（可能对人体致癌，致癌

可能性高）和 O_ 类（可能对人体致癌，致癌可能

性低）化合物的检出率分别为 SUKSB、RQKRB和

QRKSB。如果将微核实验结果与化合物结构－活性

关系的信息整合，对上述 P类化合物的阳性检出率

可达 VMKRB、SRKOB和 SMKMB，且微核实验阳性率与

致癌性强弱呈正相关趋势xQz。目前微核试验广泛用

于药物、食品添加剂、化妆品、放射线、环境诱变=
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剂等对人体细胞潜在遗传学损伤的评价，在医学、

公共卫生、食品和药物安全性评价等领域有巨大应

用前景。=
啮齿类动物骨髓微核试验是公认的检测非整倍

体染色体丢失或染色体断片形成的较为简便的遗传

毒性检测方法，也是临床前药物遗传毒性研究标准

组合实验之一xRz。在 dim条件下确立标准化实验方

法和实验条件，积累一定的背景数据范围，可有效

确保试验系统和数据的可靠性，为实验数据分析提

供有力依据。根据我国及经济合作与发展组织

（ lrg~náz~táon= for= bconomác= CoJoper~táon= ~nd=
aeveäopment，lbCa），人用药品注册技术要求国

际 协 调 会 议 （ fntern~táon~ä= Conference= on=
e~rmonáz~táon= of= qechnác~ä= oeqìárements= for=
oegástr~táon=of=mh~rm~ceìtác~äs=for=eìm~n=rse，fCe）
等国际组织推荐的啮齿动物骨髓微核试验方法xSJTz，本

研究对 OMMT－OMNR 年国家药物安全评价监测中心开

展的小鼠及大鼠骨髓微核试验背景数据进行采集。=
N= =实验动物=

骨髓微核试验通常采用健康成年大鼠和小鼠。

pa 大鼠是一般毒性试验常用实验动物，可与骨髓

微核试验结合开展；常用的小鼠品系包括 kfe、fCo
等，据文献报道xUJNMz，kfe、fCo 品系小鼠较 CRT
和昆明种更为敏感。通常化合物作用于雄性和雌性

动物产生的体内微核率接近，大多数研究可只选用

其中一种性别xSz。根据实际经验，雄性动物对化合

物遗传毒性较雌性动物敏感。国家药物安全评价监

测中心在大多数研究中采用雄性动物，约 R～V 周

龄，每组至少 S只。如有药物体内代谢动力学数据

提示，某种化合物在动物体内代谢存在明显性别差

异，并因此考虑在药物的生物利用度、一般毒性结

果、骨髓毒性结果上可能存在明显的性别差异，则

采用两种性别动物，每组雌雄各 R 只xSz。动物体质

量差异范围应在各性别平均值 OMB以内，饲养过程

中应保证一定的环境（温度 OM～OS=℃，湿度 QMB～
TMB，NO=h昼夜更换），在环境温度过高或过低条件

下xNNz，可因应激反应出现骨髓微核率升高的现象，

对实验结果产生影响。研究发现微核率的升高与刺

激红细胞增生有关xNOz。=
O= =剂量与组别设置=

平行设立阴性（空白或溶媒对照）及阳性对照

组。溶媒对照通常为灭菌注射用水、MKVB氯化钠注

射液、羧甲基纤维素（CjC）或 CjCJk~。如供试

品溶媒为特殊溶媒，需另设阴性对照组。阳性对照

物应为已知阳性致突变剂（如环磷酰胺）。此外至少

设置 P个给药剂量组，给药剂量往往需要通过预试

验结果确定，预实验需设置 P～R个剂量组，根据文

献报道药物毒性确定。高剂量应产生一定骨髓毒性

x嗜多染红细胞（poäychrom~tác= erythrocyte，mCb）
占红细胞总数比例降低z。低毒性化合物在给药时间

不超过 NQ=d时推荐最高剂量为 O=MMM=mgL（kg·d），
超过 NQ=d时推荐最高剂量为 N=MMM=mgL（kg·d）xRJSI=NPz。=
P= =给药方案=

不同化合物诱导体内jk形成的时间不同，在

合适的时间窗有效捕捉微核形成的峰值，对化合物

jk 形成率的分析非常重要，jk 峰值出现时间由

jk 形成机理及化合物作用机理决定。骨髓细胞

jk 形成原理基于骨髓红系组细胞经过数次分裂

后，逐渐脱核成为成熟红细胞。红细胞脱核后早期，

胞质中存在大量 okA，从而形成 mCb。当球蛋白合

成完毕后，okA完全分解，红细胞逐渐成熟形成正

染红细胞（normochrom~tác=erythrocyte，kCb）。致

突变物作用于红系祖细胞分裂晚期最终阶段可造成

染色体异常。细胞分裂终期，向两极移动的染色体

由核膜包绕形成新的细胞核，残留于细胞质的染色

体断片在胞浆中形成细小的微核。此后细胞质分裂

形成两个子细胞，完成细胞分裂的过程。一段时间

后幼稚红细胞经过脱核形成无核的红细胞，然而胞

浆中的jk无法通过脱核排出，该细胞即携带微核

的嗜多染红细胞（jkmCb）。=
大多数化合物给药后 OQ～PM= h 内即可观察到

jk 形成，而需经肝脏代谢活化的遗传毒性化合物

（如二甲基苯蒽）诱发微核形成的时间较晚，干扰细

胞有丝分裂的化合物（如秋水仙素）则较早诱发

jk形成xNQz。通常单纯型断裂剂，如阿糖胞苷诱导

的 jk 出现时间更接近于出现染色体异常的时间

（约单次给药后 OQ=h左右）。而非单纯型断裂剂，如

jjC，在诱导染色体断裂之外还可导致染色体交换

率增加，这类断裂剂诱导的微核出现的峰值则有所

延迟（单次给药后 QU=h左右）xNRz。从jk形成机理

推断，诱导染色体异常需要 O= d以上，也就是在首

次给药 TO=h后出现jk的化合物非常少见，国家药

物安全评价监测中心当前采取的连续 O= d给药，单

次取材的方法可检出绝大多数微核试验阳性的化合

物xNSJNTz。=
根据指导原则可采用单次给药（含 OQ=h内多次
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给药）或重复给药方式xRJSz。受试物给药途径应尽可

能与临床拟用途径相同，阴性对照物必须与受试物

给药途径一致，阳性对照物的给药途径可不同于受

试物。以环磷酰胺为阳性对照品时，通常采用 áp给
药，给药剂量为 QM=mgLkgxNSJNTINUz。áp给药是环磷酰

胺较为敏感的给药方式，且操作便捷。=
Q= =采样时间=

如单次给药，需设至少 O个采样点，骨髓采样

时间应在给药后 OQ～QU=h。第一个采样点至少包括

P 个剂量组，第二个采样点可仅包括高剂量组。如

重复给药，可只采样 N次，骨髓采样时间在末次给

药后 NU～OQ=h。国家药物安全评价监测中心结合文

献报道及实际经验xNSJNTz，采用间隔 OQ=h重复给药 O

次，末次给药后 NU～OQ=h取样的方法，阳性对照品

环磷酰胺仅单次给药。前期研究发现 N次性 áp环磷酰

胺后微核率峰值在 OQ=h左右出现，之后有所下降xNVz。=
R= =镜检=

每只动物需要①至少计数 OMM 个骨髓红细胞确

定 mCb与 kCb占红细胞总数的比例；②至少计数

O=MMM个 mCb以判断jkmCb。非整倍体毒剂诱导的

环形微核率显著高于染色体断裂剂，肾形微核率有增

高趋势但不显著，而圆形微核率则显著低于后者xOMz。=
S= =溶媒（阴性）对照值及阳性对照值的背景值制作=

根据指导原则，溶媒（阴性）对照值及阳性对

照值的微核数在文献报道或实验室背景数据范围内

是试验成立的条件之一xRJSz。如表 N、O所示，收集=

表 N= =国家药物安全评价监测中心啮齿类动物骨髓微核试验阴性对照背景值( x±sI=n===R=~=NO)=
q~ble=N= = B~ckground=v~lue=of=neg~tive=control=of=bone=m~rrow=micronucleus=test= in=rodents= in=k~tion~l=Center=for=p~fety=
bv~lu~tion=of=arugs=E x ±sI=n===R—NOF=

动物品系= 阴性对照= 浓度LB= 给药方式= 给药时间=
雌性= 雄性=

mCbLOMMk= jk= mCbLOMMk= jk=

fCo小鼠=

ddeOl= L=

ág=
间隔 OQ=h=
连续 O次=

NMSKS–NMKN= NKQM–NKRR= UVKQM–QKO= NKPM–OKQR=

k~Cä注射液= MKVM= NNMKQ–NOKT= QKNO–OKNR= NONKP–ONKV= QKOM–OKNP=

MKRB=CjC= MKRM= L= L= VTKV–VKR= OKMU–NKRN=

NB=CjCJk~= NKMM= L= L= VUKM–QKN= NKQO–NKSS=

pa大鼠=
ddeOl= L= L= L= NMNKV–NPKP= NKVR–NKMQ=

k~Cä注射液= MKVM= L= L= NMSKM–OKS= MKVM–OKRR=

给药体积均为 NM=miLkg；因通常仅使用单性别（雄性）动物，“L”表示未积累足够的雌性动物数据用于统计=
aosáng=voäìme=w~s=NM=miLkgX=~s=~=resìät=of=ìse=of=onäy=sángäe=sex=Em~äeF=~nám~äsI=?L?=ándác~tes=th~t=no=sìffácáent=fem~äe=d~t~=w~s=coääected=for=st~tástác~ä=
pìrposes=

表 O= =国家药物安全评价监测中心啮齿类动物骨髓微核试验阳性对照背景值( x±sI=n===R=~=NO)=
q~ble=O= = B~ckground=v~lue=of=positive=control=of=bone=m~rrow=micronucleus= test= in=rodents= in=k~tion~l=Center= for=p~fety=
bv~lu~tion=of=arugs=E x ±sI=n===R—NOF=

动物=
品系=

阳性对照=
给药剂量L=
Emg·kg−NF=

给药=
方式=

给药时间=
雌性= 雄性=

mCbLOMMk= jk= mCbLOMMk= jk=

fCo=
小鼠=

环磷酰胺=
RM=

áp=
单次= USKT–TKP= QVKRM–NRKST= VRKQ–SKU= STKSO–NNKUN=

QM= 单次= UTKP–NSKN= ONKMP–NOKTN= = UNKP–NOKR= PMKOM–NRKRU=

pa=
大鼠=

环磷酰胺=

NM= ág= 间隔 OQ=h，连续 P次= L= L= NMQKM–RKM= PNKQM–SKNT=

OM= ág= 间隔 OQ=h，连续 P次= L= L= NMOKU–UKP= SPKUV–SKTS=

QM= ág= 间隔 OQ=h，连续 P次= L= L= = VVKO–TKM= TSKUO–NSKOP=

QM= áp= 单次= VSKP–RKU= ONKNP–RKRQ= L= L=

kJ乙基JkJ亚硝基脲= QM= ág= 间隔 OQ=h，连续 P次= L= L= NMNKR–UKS= VKVO–PKUU=

甲基磺酸乙酯= OMM= ág= 间隔 OQ=h，连续 P次= L= L= NMRKS–PKO= NSKMM–PKRO=

给药体积均为 NM=miLkg；因通常仅使用单性别（雄性）动物，“L”表示未积累足够的雌性动物数据用于统计=
aosáng=voäìme=w~s=NM=miLkgX=~s=~=resìät=of=ìse=of=onäy=sángäe=sex=Em~äeF=~nám~äsI=?L?=ándác~tes=th~t=no=sìffácáent=fem~äe=d~t~=w~s=coääected=for=st~tástác~ä=pìrposes=
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OMMT－OMNR 年在国家药物安全评价监测中心开展

MKRBCjC、NB= CjCJk~）和阳性对照品（如环磷

酰胺、kJ乙基JkJ亚硝基脲、甲基磺酸乙酯）数据，

的 fCo小鼠及pa大鼠骨髓微核试验中常用溶媒（阴

性）对照品（灭菌注射用水、MKVB氯化钠注射液、

分别汇总为啮齿类动物骨髓微核背景值。根据不同

动物品系、给予物质和浓度、给药方式及使用动物

性别不同进行分别汇总和统计，所有数值均来自

R～NO 次独立研究。其中阴性对照品背景值均在文

献报道自发突变率范围之内xUJNMz。如检测供试品时

获得的阴性或阳性对照值偏离背景数据管理值，则

此次试验数据不可靠，不予以采用。需查找原因后

重复开展试验。=
T= =小结=

为了系统的建立一套骨髓微核试验背景数据，

首先需根据相关指导原则xRJSz和国家药物安全评价

监测中心的具体情况制定相应的标准操作规程。在

设计实验方案时，除考虑化合物的特殊性外，尽量

在每次实验中使用相同的已知的阴（阳）性对照，

阳性对照的给药方式、给药剂量也应尽量保持一致。

给药L取材时间点的设计尽量保持统一，并应可以捕

获大多数化合物诱发微核出现的峰值。选择动物时，

应尽量使用相同品系和周龄的小鼠或大鼠开展实

验。此外需对相关实验人员进行系统的培训，保证

每次制片、染色和镜检计数标准的一致性。研究负

责人需对每次的研究数据进行认真复核。每次获得

的阴性对照和阳性对照的结果均应在文献报道的范

围之内xSz。=
体内实验设计因具体情况而异，而实验条件对

数据产生不同影响。骨髓微核试验背景数据采集时

需定期针对不同实验条件进行分类汇总，如动物品

系、阴性L阳性对照、给药方式、动物性别等。lbCa
指导原则xSz建议最好可以积累多于 NM 次研究的阴

性背景值作为历史对照数据，以便对化合物的是否

具有遗传毒性进行判断。否则也需要根据现有数据

建立背景值范围。=
综上所述，保证适宜的试验条件和动物品系，

选择合理的采样时间点及微核镜检计数标准，对所

有采集数据进行适当的分类汇总，是进行准确的实

验室背景数据采集的关键。只有不断积累并建立准

确的实验背景数据，才能保障实验结果的可靠性。

这对于开展临床前新药遗传毒性研究，评价药物是

否存在潜在遗传毒性是极为重要的。=
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这不利于确定阀值。借鉴于 fCe=nNb方法和同系数

模型的对比，当真实模型是同系数模型时，假设阀

值的设定应使有 SMB的几率取平均值。因此，阀值

可以设定在模拟经验分布的 SMB分位数。当 s＝N
时，阀值应为≤NKPM；当 s＝MKR时，阀值应为≤NKNT。
真实随机干扰的强度越大，应设定的阀值越高。然

而，真实的随机干扰强度是不可知的。即便运用本

文中的模拟方法，通过设置不同的真实随机干扰强

度，并找到对应的阀值，制成表格。在真实随机干

扰强度不可知的情况下，只能用样本估计的干扰强

度寻找对应阀值，这显然将引入不可预测的误差，

阀值控制的通过几率可能高于或低于预期。因而，

这样的操作不严谨。如果不用比率，而选用最大最

小估计值间的绝对差异来描述 P批次统计分析结果

的差异，这个难题仍然存在。=
Q= =结语=

fCe=nNb给出了具体的有效期估计的方法，它

满足国内药典的要求。其建议的估计方法是基于固

定影响模型，存在一定的局限性。但通过模拟，该

估计方法确实很大可能低估真实有效期，因此有效

的保护病人利益。制造方可以通过优化关键质量指

标的测量方法，减小数据中的随机误差干扰来得到

更靠近真实有效期的估计值。虽然国内药典的规定

比起 fCe=nNb更有弹性，允许当 P批次统计结果分

析差异较小时采用均值为最终估计值。但采取最小

值是减小固定影响模型局限性的关键。再者，通过

模拟，本文发现这种方法可能比国际法规更保守（更

倾向于低估真实有效期），从而置制造方于不必要的

劣势。另外，如何量化“统计结果分析差异”和确

定阀值也存在实际中难以操作的难题。因此，本文

建议采用 fCe=nNb方法，避免使用均值。=
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