兽药哺乳动物红细胞微核试验技术指导原则
一、概述
（一）目的
哺乳动物红细胞微核试验是一种通过检测哺乳动物（通常为啮齿类动物，如小鼠或大鼠）骨髓和/或外周血红细胞中微核出现率以评价受试物引起染色体损伤的方法。微核是在细胞的有丝分裂后期染色体有规律地进入子细胞形成细胞核时，仍然滞留在细胞质中的染色单体或染色体的无着丝粒断片或环。它在末期以后，单独形成一个或几个规则的次核，包含在细胞的胞质中，由于比核小得多，故称微核。这种情况的出现往往是受到染色体断裂剂作用的结果。另外，也可能在受到纺锤体毒物的作用时，主核未能形成，代之以一组小核。此时小核往往比一般典型的微核稍大。微核可以出现在多种细胞中，但在有核细胞中较难与正常核的分叶及核突出物相区别。由于红细胞在成熟之前最后一次分离后数小时内可将主核排出，而仍保留微核于嗜多染红细胞（PCE）中，因此通常计数PCE中的微核。
本方法适用于检测染色体断裂剂和部分非整倍体诱导剂。如果有证据表明受试物或其活性代谢产物在靶组织中无法达到足够的暴露量，则不适合使用本方法。
为了确保兽药哺乳动物红细胞微核试验结果的真实性、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。对偏离本指导原则的试验研究，申请人应进行解释说明。
（二）适用范围
本指导原则适用于兽用化学药物、兽用中药和兽用天然药物。消毒剂参考使用。
二、基本原则
（一）实验管理
兽药哺乳动物红细胞微核试验须执行《兽药非临床研究质量管理规范》或《药物非临床研究质量管理规范》。
（二）具体问题具体分析
兽药哺乳动物红细胞微核试验的设计，应在对受试物认知的基础上，遵循“具体问题具体分析”的原则。应根据受试物的结构特点、理化性质、已有的药理毒理研究信息、适应证和适用靶动物特点、临床用药方案等选择合理的试验方法，设计适宜的试验方案，并综合上述信息对试验结果进行全面分析评价。
三、试验设计
（一）实验动物
1.动物选择
[bookmark: _Hlk182488888]该试验通常使用小鼠和大鼠骨髓，也可通过小鼠外周血中未成熟红细胞（如嗜多染红细胞）或大鼠血液新生网织红细胞测定。由于大鼠脾脏可清除血液中的微核化红细胞，若采用大鼠外周血测定微核，需采用具有足够灵敏度的检测方法来测定新生网织红细胞中的微核。也可使用已证明了对检测断裂剂/非整倍体诱导剂具有足够灵敏度、来源于其他哺乳动物的骨髓或外周血的未成熟红细胞（当使用其他哺乳动物的外周血时，必须证实脾脏清除循环系统中的含微核红细胞不会影响微核的检测），并需提供相应的科学依据。应从有实验动物资质证明的饲养单位购买。如果没有资质证明，动物应来源清楚，饲养规范。
采用健康初成年动物，啮齿类动物给药起始年龄建议为6～10周龄。
试验开始时，动物体重变异应不超过同性别平均体重的±20%。
2.动物数量
每组每个采样时间点可分析的雌、雄动物数至少各5只。
3.动物管理
实验动物分别进行标记编号和称重，随机分组。
试验前，应进行检疫观察，环境适应期至少为5天。
饲养条件应符合现行国家标准要求。同一处理组的同一性别动物应一起笼养（每笼不超过5只，以不影响动物自由活动和症状考察、指标测定为宜）。若动物单只饲养须有充分的科学依据。笼子的安放应随机安排，尽可能减小位置造成的影响。避免阳性对照物和受试物之间交叉污染。
（二）受试物
化学药物：受试物应采用工艺相对稳定、纯度和杂质含量能反映临床试验拟用样品和/或上市样品质量和安全性的样品。应注明受试物名称、来源、批号、生产日期、含量（或规格）、保存条件、有效期及配制方法等，并提供质量检验报告。试验中所用溶媒和/或辅料应标明名称、标准、批号、有效期、规格和生产单位等，并符合试验要求。
中药、天然药物：受试物应采用能充分代表临床试验拟用样品和/或上市样品质量和安全性的样品。应采用工艺路线及关键工艺参数确定后的工艺制备，一般应为中试或中试以上规模的样品，否则应有充分的理由。应注明受试物的名称、来源、批号、生产日期、含量（或规格）、保存条件、有效期及配制方法等，并提供质量检验报告。由于中药的特殊性，建议现用现配，否则应提供数据支持配制后受试物的质量稳定性及均匀性。如果由于给药容量或给药方法限制，可采用原料药进行试验。试验中所用溶媒和/或辅料应标明名称、标准、批号、有效期、规格及生产单位。
在药物研发的过程中，若受试物的工艺发生变化可能影响其安全性的，应进行相应的安全性研究。
化学药物试验过程中应进行受试物样品分析，并提供样品分析报告。成分基本清楚的中药、天然药物也应进行受试物样品分析。
（三）试验分组
试验应同时设置受试物组、阳性对照组和阴性对照组（溶剂对照和/或空白对照）。
[bookmark: _Hlk177705894]1.受试物组
至少应设置3个剂量组。
[bookmark: _Hlk182489558]根据相关毒性试验或预试验的结果确定高剂量，最高剂量之下的其他剂量一般剂量间距为约2～3倍，对于具有血液或骨髓毒性的受试物，应在具有严重红细胞系毒性（如具有明显的嗜多染红细胞或网织红细胞抑制）的高剂量之下、间距不超过约2倍。例如，如果受试物具有毒性，最高剂量组原则上为动物出现严重中毒表现和/或个别动物出现死亡的剂量，一般可取1/2 LD50，低剂量组应不表现出毒性，分别可取1/4 LD50和1/8 LD50作为中、低剂量。急性毒性试验给予受试物最大剂量（最大使用浓度和最大灌胃容量）动物无死亡而求不出LD50，给药时间<14天的推荐最高剂量为2000mg/kg/天，给药时间≥14天的推荐最高剂量为1000mg/kg/天。
为更充分地研究剂量-反应曲线的形状可能需要增加剂量组。
[bookmark: _Hlk177705906]2.阳性对照组
[bookmark: _Hlk182489993]采用已知的阳性诱变剂替代受试物。推荐的阳性诱变剂包括甲磺酸乙酯、甲磺酸甲酯、乙基亚硝基脲、丝裂霉素C、环磷酰胺（一水合物）、三亚乙基蜜胺、秋水仙素或长春碱（作为非整倍体诱导剂）。阳性对照物的剂量水平应预期在体内产生高于本底值的微核，且增高程度能达到可检出的水平，又不使阅片者立即发现其为阳性对照组样本。
[bookmark: _Hlk177705915]3.溶剂对照组
仅含和受试物组相同的溶剂，不含受试物。
[bookmark: _Hlk177705923]4.空白对照组
如果现有资料不能证实溶剂不具有致突变性，还应设空白对照。
[bookmark: _Hlk177706575]（四）给药方案
[bookmark: _Hlk182490337]一般采用灌胃（或注射）给药，根据具体情况选择合适的给药方案，可采用单次给药（或一日内以不超过2h～3h间隔分多次给药）或多次给药（给药间隔为24h），首选多次给药。
[bookmark: _Hlk177706681]（五）采样
采样时间根据靶组织中微核出现和消失的动力学特征确定。
如果采用单次给药，应至少采样2次，通常骨髓采样时间应在给药后24h～48h内，外周血采样时间应在给药后36h～72h内。受试物第一个采样点应包括所有剂量组，第二个采样点可仅包括高剂量组。
如果给药2次（约每24h给药一次），骨髓采样时间为末次给药后18h～24h，外周血采样时间为末次药后36h～48h。
如果给药3次及3次以上（约每24h给药一次），骨髓采样时间为末次给药24h内，外血周采样时间为末次给药后40h内。
[bookmark: _Hlk177706713]（六）观察指标
1.临床观察
每天至少进行一次一般临床观察并记录临床表现，最好在每天的同一时间进行。在给药期间，每天观察实验动物的发病和死亡情况。
[bookmark: _Hlk177706773]2.细胞分析
[bookmark: _Hlk177706789]动物处死后迅速取股骨或胫骨，获取骨髓细胞，或从尾静脉或其他适当的血管采集外周血样品，制片、染色后，阅片分析。可用姬姆萨染色，也可用DNA特异性染料（如吖啶橙或Hoechst 33258加Pyronin-Y）。使用DNA特异性染料可排除一些与使用非DNA特异性染料相关的人为假象。如果需要鉴别受试物是染色体断裂剂还是非整倍体诱变剂，可用原位免疫荧光杂交技术（Fluorescenceinsitu hybridisation，FISH）或引物原位标记等方法。
每只动物至少计数500个（骨髓）或2000个（外周血）红细胞以确定未成熟红细胞[嗜多染红细胞（PCE）或网织红细胞（RET）]占总红细胞[未成熟红细胞和正染红细胞（NCE）]的比例；每只动物至少计数4000个未成熟红细胞，观察并计数其中含有微核的未成熟红细胞，以测定未成熟红细胞的微核率（一个细胞中出现两个或多个微核时仍按一个微核细胞计算）。若阴性对照历史数据库的微核率背景值低于0.1%时，需要计数更多的未成熟红细胞。给药组未成熟红细胞占总红细胞的比例不应低于阴性对照组的20%。如果给药时间在4周以上，可以直接计数4000个红细胞中的微核率。
[bookmark: _Hlk177680230]也可采用已经过充分验证的自动化分析系统（如图像分析系统、流式细胞术、激光扫描细胞计数仪）对微核进行检测。当计数CD71+未成熟细胞时，给药组未成熟细胞占总红细胞的比例不得低于阴性对照组的5%。
（七）结果分析及评价
[bookmark: _Hlk177681172][bookmark: _Hlk182494740][bookmark: OLE_LINK8]结果中应描述各剂量组的毒性大小，包括一般症状、死亡情况等，以及PCE/（PCE+NCE）或RET/（RET+NCE）的比例。主要评价指标为嗜多染细胞微核率或网织红细胞微核率。每组雌、雄动物分别计算未成熟红细胞微核率的均值和标准差。雌、雄动物之间无明显的性别差异时可合并计算结果，否则应分别进行计算。可用泊松（Poisson）分布、μ检验或其他适当的统计学方法对所得试验数据进行统计学分析。
应以表格形式列出每只动物数据，包括一般症状、死亡情况、未成熟红细胞数、含微核的未成熟红细胞数以及PCE/（PCE+NCE）或RET/（RET+NCE）的比例等。同时，提供本实验室历史性的阴性对照和阳性对照资料，包括范围、均值、标准差、95%置信区间、样品数和时间等。
在阴性对照数据可以添加至本实验室的历史对照数据库中，阳性对照在历史阳性对照范围内且较阴性对照微核率显著升高前提下，若同时满足以下情况可判定为阳性结果，若均不满足则判定为阴性结果：
[bookmark: _Hlk172575052]（1）与阴性对照相比，受试物至少一个剂量组微核率显著升高；
（2）该增加在至少一个采样点具有剂量依赖性；
（3）受试物组微核率在阴性对照历史范围之外。
该试验出现阳性结果应考虑阳性结果是否归因于红细胞生成的干扰（如再生障碍性贫血、髓外造血作用）、应激、体温偏低或过高，脾脏功能的改变可影响含微核细胞从血液中的清除，可导致循环中的含微核红细胞数量轻微升高。
[bookmark: _Hlk180132258][bookmark: _Hlk180132223]明显的阳性或阴性结果通常不需要重复试验。如果结果不是明显的阳性或阴性，需要分析更多的细胞或者改变试验条件进行重复试验。
[bookmark: _Hlk177708078]四、试验报告
按照兽药GLP要求撰写试验报告。
[bookmark: _Hlk177708094]五、附录
[bookmark: _Hlk177682800]历史对照数据库的建立
实验室应建立历史对照数据库，包括结果范围和分布，并应采用质量控制方法，如控制图表（如C-图或X-bar图），以确定对照数据可控。对试验方案的任何修改都应考虑到其与实验室现有历史对照数据的一致性。只有重大不一致才将需建立新的历史对照数据库，并需专家判断。
当首次获取历史阴性对照分布的数据时，阴性对照应与已公开发布的对照数据（若有）一致。随着越来越多的试验数据被添加到对照分布中，阴性对照理想情况下应在分布的95%置信区间内，但对于在95%置信区间范围之外的阴性对照数据，如果不是极端的异常值，并且有证据表明试验系统可控，没有技术或人为差错，可将其纳入历史对照库中。
[bookmark: _Hlk177708137]六、术语
微核（Micronuclei）：细胞有丝分裂后期染色体有规律地进入子细胞形成细胞核时，仍留在细胞质中的整条染色单体或染色体的无着丝断片或环。在末期单独形成一个或几个规则的次核，被包含在细胞的胞质内而形成。
着丝粒（Centromere/kinetochore）：在细胞分裂期染色体与纺锤体纤维连接的区域，以使子染色体有序移动到子细胞两极。
正染红细胞（Normochromatic erythocyte）：成熟的红细胞，其缺乏核糖体并可用选择性核糖体染料与未成熟的嗜多染红细胞区分。
嗜多染红细胞（Polychromatic erythrocyte）：未成熟的红细胞处于发育的中间期，仍含有核糖体，故可用选择性核糖体染料与成熟的正染红细胞区分。
总红细胞（Total erythrocytes）：正染红细胞和嗜多染红细胞的总和。
非整倍体（Aneuploidy）：二倍体染色体组中缺少或额外增加一条或若干条完整的染色体的变异类型。
染色体断裂（Chromosome breakage）：染色体臂出现长度大于染色体臂宽度的裂隙。
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