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一、概述
（一）定义与目的
染色体畸变试验是利用哺乳动物的培养细胞检测受试药物对染色体畸变诱发性及其程度的特殊毒理试验评价方法。染色体是细胞核中具有特殊结构和遗传功能的小体，当化学物质作用于细胞周期G1期和S期时，诱发染色体型畸变，而作用于G2期时则诱发染色体单体型畸变。给试验的大、小鼠腹腔注射秋水仙素，抑制细胞分裂时纺锤体的形成，以便增加中期分裂相细胞的比例，并使染色体丝缩短、分散，轮廓清晰。在显微镜下观察染色体数目和形态。
为了确保小鼠骨髓细胞染色体畸变试验结果的真实性、可靠性和可追溯性，根据新兽药研究的规律，结合国内兽药毒理学评价的实际情况制定了本指导原则。
（二）适用范围
本指导原则适用于兽用化学药品、中兽药、消毒剂及饲料药物添加剂的哺乳动物体细胞遗传毒性检测。
二、试验设计
（一）材料与方法
    1.实验动物
SPF小鼠，健康成年，体重为18～22g，数量100只左右，雌雄各半。
2.试剂
    环磷酰胺，含量不低于98.5%。
    秋水仙素：分析纯；
    氯化钾：分析纯；
    甲醇：分析纯；
    冰醋酸：分析纯；
    吉姆萨（Giemsa）染料：分析纯；
    磷酸氢二钠：分析纯；
    磷酸二氢钾：分析纯；
    柠檬酸钠：分析纯；
    纯甘油。
3.仪器
    生物显微镜(具100×油镜头)
    离心机
    恒温水浴（控温：37士0.5℃）
    其它实验室常用仪器
4.试剂的配制
（1）0.04%秋水仙素：称取40mg秋水仙素，加100mL蒸馏水溶解, 过滤除菌，4℃冰箱保存备用。
    （2）2.2%柠檬酸钠溶液：称取柠檬酸钠2.20g，溶于100mL蒸馏水中，保存备用。
    （3）pH7.4磷酸盐缓冲液：
    1/15mo1/L磷酸氢二钠溶液：称取磷酸氢二钠9.47g溶于1000mL蒸馏水中。
    1/15mol/L磷酸二氢钾溶液：称取磷酸二氢钾9.07g溶于1000mL蒸馏水中。
    将磷酸氢二钠溶液80mL与磷酸二氢钾溶液20mL混合，用酸度计调节pH至7.4，即配制成磷酸盐缓冲液。
    （4）0.075mo1／L氯化钾溶液：称取5.59g氯化钾, 溶于1000mL蒸馏水中。
    （5）固定液：甲醇3份，冰醋酸1份，混匀，临用时配制。
    （6）Giemsa储备液：取吉姆萨染料3.80g，置乳钵中，加少量甲醇研磨， 逐渐加甲醇至375mL，溶解后再加125mL纯甘油，于37℃温箱保温48h，在此期间摇动数次，放置1～2周后过滤备用。
（7）Giemsa工作液：取1mLGiemsa储备液加入9mL pH7.4磷酸缓冲液混匀即可，临用时配制。
（二）试验步骤
1.剂量组设计
设3个剂量组，即1/2、1/4和1/8 LD50剂量组，另外设1个阴性（溶剂）对照组及1个阳性对照组。当受试物LD50大于5000mg/kg（或mL/kg）时，试验组高剂量设为5000mg/kg（或mL/kg），将2500mg/kg（或mL/kg）和1250mg/kg（或mL/kg）分别设为中剂量和低剂量。每组小鼠16只，雌、雄各半，确保给药后雌、雄小鼠至少各存活5只供采样、制片。
2.阳性对照物及受试物溶液配制
（1）阳性对照物
阳性对照物环磷酰胺，给予剂量40mg/kg，按0.1～0.2mL/10g体重给予小鼠受试药物体积，计算需配制的溶液浓度，拟定需配制的溶液体积，计算配制溶液时需准确称取环磷酰胺的量。
（2）受试药物溶液配制
根据受试药物物理化性质，选定溶剂，将受试药物配制成水溶液（或乳化剂、混悬液、糊状物等）。必要时加入增溶剂或助悬剂（如吐温-80、淀粉、羧甲基纤维素钠等）。各剂量组受试药物溶液可采用2倍递次稀释法配制。根据受试药物的小鼠LD50，按0.1～0.2mL/10g体重要求给予小鼠受试药物体积，先确定1/2LD50剂量组（即高剂量组）受试药物溶液需配制的浓度，再确定各剂量组所需受试药物溶液体积，将1/2LD50剂量组受试药物溶液配制成初始溶液，计算配制溶液时需称取/量取受试药物的量。
用天平或/移液管，称取或/量取受试药物置烧杯内，加入适量选定的溶剂溶解或/稀释，转入容量瓶内，混匀并定容，即获得1/2LD50剂量组（高剂量组）所需浓度的受试药物溶液。分取一半体积的溶液供1/2 LD50剂量组给药，向原溶液中加入同体积的溶剂，混匀后溶液正好是1/4 LD50剂量组（中剂量组）所需的剂量浓度；分取一半体积的溶液供1/4 LD50剂量组给药，再加入同体积的溶剂，混匀后溶液正好是1/8LD50剂量组（低剂量组）所需的剂量浓度，可供其给药。
3.试验动物称重、标记编号和分组
购置小鼠饲养观察1周。选择健康雌、雄小鼠各40只，分别进行称重和标记编号，采用完全随机法，分别将雌、雄小鼠分为5组，每组8只。
4.给药方案
按受试药物给药要求，采用灌胃（或注射）给药，给药3次，每次间隔24h。
5.标本制备
在末次给药24h后处死动物，收获细胞进行标本制备。每组各处死雌鼠和雄鼠不少于5只。按下列程序制片。
（1）处死动物前2～4小时，腹腔注射0.04%秋水仙素，小鼠剂量为4mg/kg。
（2）小鼠用颈椎脱臼法处死，大鼠断头处死，迅速取出双侧股骨，剔除肌肉，擦净血污，剪开两端关节面，用带针头的注射器吸取5mL 2.2％柠檬酸钠溶液，将骨髓洗入10mL离心管中，反复冲洗数次直至股骨断面由红色变白色，用吸管吹打使骨髓悬浮，然后以1000 r/min离心10min，弃去上清液。
（3）加入预温37℃的0.075mol/L KCl约6mL，用吸管吹打使骨髓悬浮，于37℃作用15～20min，再加固定液1～2mL混匀，立即以1000 r/min离心10min，弃上清液。
（4）沿管壁加入新配制的固定液4mL，用吸管吹打使骨髓细胞悬浮，室温静置10～20min，然后1000r/min离心10min，弃去上清液，同样方法再固定1次，弃去上清液，留0.5mL，用吸管吹打调成细胞悬液。
（5）先将洗净的载玻片置冰水中备用。自冰水中取出载玻片，30°斜置，迅速吸取细胞悬液在玻片的1/3处滴3滴，轻吹使细胞悬液扩散平铺于玻片上。每个样品制2～3张玻片，空气中自然干燥。
（6）将干燥涂片浸于放有Giemsa应用液的染色缸中染色15～20min左右，取出用蒸馏水洗去染液，放空气中自然干燥，待检。
6.阅片
在低倍镜下选择分散良好、未破裂的中期分裂相细胞，观察并记录染色体结构异常和数目异常细胞（染色体结构异常和数目异常种类及特征描述见7附录）。每只动物观察100个中期分裂相细胞，每个剂量组（包括雌、雄动物）不少于1000个中期相细胞。
（三）数据整理与分析
1.分别统计雌、雄小鼠各试验组的中期相细胞检查数、染色体畸变细胞数，按下列公式计算各组的畸变细胞率。将数据列入下表：
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2.利用卡方检验分析阳性对照组以及3个试验组小鼠染色体畸变细胞率与阴性（溶剂）对照组结果的差异显著性。
（四）结果评价
1.阴性对照组和阳性对照组小鼠染色体畸变细胞率应与试验所用阳性物、动物种属品系的文献报道或者与本实验室的历史数据相一致。
2.试验组与对照组相比，如试验组小鼠染色体畸变细胞率与阴性（溶剂）对照组结果比较有显著性差别，并且呈现剂量-反应关系，即可判定受试物小鼠骨髓细胞染色体畸变试验结果阳性；若某一剂量组统计学上有显著性差别，但剂量组之间无剂量-反应关系，则须进行重复试验。若试验结果可重复，则也判断为阳性。
（五）注意事项
1.除特别注明外，试验用水为蒸馏水，试剂为分析纯试剂，动物为SPF实验动物。
2.实验动物饲养环境要求达到SPF级。
3.低渗是本试验的关键，控制好低渗时间，以便做出分散良好的染色体标本，确保试验结果的准确性。
三、试验报告
为公正、科学地评价药物的特殊毒性，对试验报告内容做如下要求：
1.试验目的。
2.试验时间与地点。
3.试验设计者、负责人、参加者及电子邮箱。
4.受试药物需注明兽药名称、生产厂家、规格、生产批号及用法与用量。
5.试验动物的品种与品系、体重、日龄或月龄、健康状况、检疫情况等。
6.归纳总结该药物的试验结果，评价受试药物对染色体畸变诱发性及其程度。
7.参考文献。
8.试验数据，应有详细的试验原始记录。原始资料保存处、联系人、电话。
9.试验单位（加盖公章）。




四、附录
附表4-1  染色体结构异常和数目异常种类及特征描述
	染色体数目异常
	染色体结构异常

	种类
	特征描述
	种类
	特征描述

	多倍体
	染色体超过二倍体的整倍性改变，如三倍体和四倍体
	断裂
	染色体或染色单体上存在的狭窄非染色区域，其宽度大于染色单体的宽度

	非整倍体
	染色体非整倍性改变，丢失或增加一条或多条染色体
	裂隙
	染色体或染色单体上存在的狭窄非染色区域，其宽度小于染色单体的宽度

	内复制
	包膜内特殊形式的多倍化现象
	微小体
	由染色体臂内断裂形成的微小断片，成圆点状

	
	
	着丝粒环
	染色体臂断裂后，由带着丝粒节段两端连接而成的环，常伴有一对无着丝粒断片

	
	
	无着丝粒环
	染色体臂断裂后，由无着丝粒节段的断片连接而成的环

	
	
	单体互换
	可形成三辐体（三条臂构型）、四辐体（四条臂构型）或其它形状的构型

	
	
	双微小体
	成对的染色质小体

	
	
	非特定性型变化
	如粉碎化、着丝点细长化、粘着等
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