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一、概述
（一）定义与目的
小鼠精子畸形试验是通过观察精子在药物影响下出现畸变，以评价药物对生殖细胞的致突变作用的一种毒理学评价方法。小鼠精子畸形受基因控制，具有高度遗传性，许多常染色体及X、Y性染色体基因直接或间接地决定精子形态。精子的畸形主要是指形态的异常，已知精子的畸形是决定精子形成的基因发生突变的结果。因此形态的改变提示有关基因及其蛋白质产物的改变。小鼠精子畸形试验可检测药物对精子生成、发育的影响，而且对已知的生殖细胞致突变物有高度敏感性。
为了确保小鼠精子畸形试验结果的真实性、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对哺乳动物雄性生殖细胞的遗传毒性检测。
二、试验设计
（一）材料与方法
1.实验动物
SPF级雄性小鼠，6～8周龄，体重25-35g，数量60只左右。
2.试剂
（1）致突变阳性对照物
可选用环磷酰胺40～60mg/（kg·d）或甲基磺酸甲酯（MMS）50mg/（kg·d）或丝裂霉素C（MMC）1.0～1.5mg/(kg.d)，经口给予。所有致突变阳性对照物要求分析纯以上，含量不低于98.5%。
（2）其他试剂
    氯化钠：分析纯；
    甲醇：分析纯；
    伊红：分析纯。
3.生理盐水配制
称取NaCl 0.90g置烧杯内，加适量蒸馏水溶解，移入100mL容量瓶内，混匀并用蒸馏水定容。转移至试剂瓶内贴标签备用。
4.2%伊红水溶液配制
称取伊红2.00g置烧杯内，加适量蒸馏水溶解，移入100mL容量瓶内，混匀并用蒸馏水定容。移至试剂瓶内贴标签备用。
5.仪器
（1）生物显微镜（带滤光片及100×物镜）
（2）细胞计数器
（3）其它实验室常用仪器
（二）试验步骤
1.剂量分组
设3个剂量组，即1／2、1／4和1/8LD50 剂量组；当受试药物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。另外设1个阳性对照组和1个阴性（溶剂）对照组。每个剂量组10只小鼠，确保给药后每组至少存活5只动物供采样、制片。
2.受试药物溶液配制
根据受试药物理化性质，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。根据受试药物小鼠LD50，按小鼠0.1～0.2mL/10g体重受试药物给予体积要求，先确定1/2 LD50剂量组（即刻高剂量组）受试药物溶液需配制的浓度以及各剂量组所需受试药物溶液体积，再拟定1/2LD50剂量组受试药物初始溶液需配制的体积，计算需称取/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。分取一半供1／2LD50剂量组给药，再向原溶液中加入同体积的溶剂，混匀后溶液正好是1／4LD50剂量组（中剂量组）所需的浓度；分取一半供1／4LD50剂量组给药，又加入同体积的溶剂，混匀后溶液正好是1/8LD50剂量组（低剂量组）所需的浓度，可供其给药用。
3.试验动物称重、标记编号和分组
试验前对购置的小鼠饲养观察1周。选择50只健康雄性小鼠进行个体称重和标记编号，采用完全随机法，将小鼠分为5组，每组10只。
4.给药
按受试药物要求，采用灌胃（或注射）给药，1次/d，连续5d。每次给药先称取小鼠体重，按小鼠0.1～0.2mL/10g体重剂量要求计算各小鼠应给予的受试药物体积。用注射器吸取受试药物溶液进行给药。
5.采样与制片
在第一次给药后35d进行采样、制片，每个剂量组采样不小于5只小鼠。操作如下：
（1）用颈椎脱臼法处死小鼠，剪开腹腔，分离并摘取两侧附睾，放入盛有2mL生理盐水的平皿中；  
（2）以眼科剪将附睾纵向剪1刀～2刀（不宜过碎），用吸管吸取其中的生理盐水吹打数次，静置3～5min；
（3）用4层擦镜纸过滤除去组织碎片，吸取滤液滴1～2滴于载玻片上，推片，每只小鼠样制片4张；
（4）空气中推片自然干燥后，用甲醇固定5～10min，干燥。
（5）用2％伊红染色45min～1h，用水轻轻洗去染液，自然晾干后镜检。
6.阅片
先用低倍镜（加绿色滤光片）在片中找到背景清晰、精子重叠较少的部位，再用高倍镜检查精子形态。精子有头无尾（轮廓不清）、或头部与其他精子及碎片重叠、或明显是人为剪碎者均不进行计数。判断双头、双尾畸形时，要注意与二条精子的部分重叠相鉴别，判断无定形时要与人为剪碎及折叠相鉴别。每只小鼠涂片检查计数正常精子200条以上，每个剂量组至少检查1000条精子。在检查计数正常精子时，检查同一视野中的畸形精子，并对它们进行分类计数（分无钩、香蕉形、无定形、双头、胖头、尾折叠、双尾7类）。
（三）数据整理与分析
1.统计各剂量组小鼠的正常精子检查数、畸形精子数及各类畸形精子数。记录入下表：
	组别
	正常精子检查数
	畸形精子数
	各类畸形精子数

	
	
	
	无钩
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	无定形
	胖头
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	阳性对照组
	
	
	
	
	
	
	
	
	


2.计算各剂量组小鼠的精子畸形率（%）及各类畸形精子百分率（%），并计算各剂量组小鼠精子畸形率的标准差，将结果列入下表。计算公式如下：

畸形率=×100%

畸形精子百分率（%）=×100%
小鼠精子畸形率
	组别
	动物数
	正常精子检查数
	畸形精子数
	畸形率（%）
	差异显著性
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	阴性（溶剂）对照组
	
	
	
	
	

	阳性对照组
	
	
	
	
	



各类畸形精子百分率
	组别
	畸形精子数
	各类畸形精子百分率（%）

	
	
	无钩
	香蕉形
	无定形
	胖头
	尾折叠
	双头
	双尾
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	阴性（溶剂）对照组
	
	
	
	
	
	
	
	

	阳性对照组
	
	
	
	
	
	
	
	


3.每个剂量组的小鼠精子畸形率分别与阴性（溶剂）对照组的小鼠精子畸形率进行统计比较。用Wilcoson秩和检验（非参数等级秩和检验）计算各剂量组精子畸形率的差异显著性。
（四）结果评价
1.首先观察阳性对照组和阴性对照组的试验结果。要求阳性对照组精子畸形率增高应在质控范围（实验历史记录）之内，阴性对照组的畸形精子率也应在质控范围（一般为0.8％～3.4％）之内，并且阳性对照组的畸形精子率与阴性对照组的畸形精子率有显著性差异（P＜0.01），否则所得结果不可靠，试验应重做。
2.当试验组小鼠的精子畸形率为阴性对照组的2倍或2倍以上，或经统计有显著差异，并且有剂量-反应关系，试验结果也能重复，可判断试验结果为阳性，即受试药品为精子畸形诱变剂。
3.如果试验组的给药剂量已使动物发生死亡，而精子畸形仍未见增加，则可判定试验结果阴性。
（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.镜检时要注意鉴别人为造成的精子损伤，特别要注意由于精子重叠和交叉所造成的如多头、双头、双尾及多尾等畸形精子假象。
4.结果判定时，要注意排除机体缺血、变态反应、感染和体温增高等导致精子畸形率增高的因素，以免造成假阳性结果。
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，评价受试药物对生殖细胞的致突变作用。
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
小鼠正常精子及常见畸形精子类型模式图
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图例说明：
1——正常精子；
2——无钩（头顶未见弯形钩）；
3——香蕉形（头部上下粗细悬殊不大，形似香蕉）；
4、5、6——无定形；
7——胖头（头比正常大约1/2～1倍，着色较浅）；
8——尾折叠（仅指伴有头部畸形者）；
9——双头；
10——双尾
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