[bookmark: _Hlk193656863]兽药哺乳动物骨髓细胞染色体畸变试验技术指导原则
一、概述
（一）目的
[bookmark: _Hlk174049094][bookmark: _Hlk174050010]哺乳动物骨髓染色体畸变试验是一种通过检测受试物引起动物（通常是啮齿类动物）骨髓细胞染色体结构畸变的能力以评价受试物致突变性的方法。为收集足够的中期相细胞，在试验动物通过适当的途径接触受试物一定时间后，用中期分裂相阻断剂（如秋水仙素或秋水仙碱）处理，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，随后处死、取材、制片、染色、分析染色体畸变。
本方法适用于检测染色体断裂剂。如果有证据表明受试物或其活性代谢产物在骨髓中无法达到足够的暴露量，则不适合使用本方法。本方法不适用于检测非整倍体诱导剂。
为了确保兽药哺乳动物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。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
兽药哺乳动物骨髓细胞染色体畸变试验须执行《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
兽药哺乳动物骨髓细胞染色体畸变试验的设计，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
该试验通常使用小鼠和大鼠。若采用其他哺乳动物，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。
[bookmark: _Hlk182423346][bookmark: _Hlk182423158][bookmark: _Hlk172406949][bookmark: _Hlk172449518]采用健康、性成熟动物，啮齿类动物给药起始年龄建议为6～10周龄。
[bookmark: _Hlk182423392]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
[bookmark: _Hlk182423587]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。
[bookmark: _Hlk182490138]试验前，应进行检疫观察，环境适应期至少为5天。
[bookmark: _Hlk182423930]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。
给药前，固体受试物应溶于或悬浮于适合的溶剂中；液体受试物可直接给药或在给药前进行稀释；对于吸入给药，根据受试物的理化性质，可以气体、蒸汽或固液气雾的形式给药。所用溶媒和/或辅料应标明名称、标准、批号、有效期、规格和生产单位等信息，在使用浓度下不应产生毒性作用，并且不应与受试物发生化学反应。
（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）。
1.受试物组
至少应设置3个剂量组。
[bookmark: _Hlk182424683][bookmark: _Hlk182424899]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。对于在低或无毒剂量下具有特异生物学活性的物质（如激素和丝裂源），可以抑制骨髓细胞有丝分裂指数（50%以上）为指标确定最高剂量，按等比级数2向下设置中、低剂量组。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，单次给药推荐的最高剂量为2000mg/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。
2.阳性对照组
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。阳性对照物的剂量水平应预期在体内产生高于本底值的染色体结构畸变，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。
3.溶剂对照组
仅含和受试物组相同的溶剂，不含受试物。
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。
（四）给药方案
一般采用灌胃（或注射）给药，给药3次，每次间隔24h。
（五）采样
[bookmark: _Hlk182425875][bookmark: _Hlk182426093]通常在采样前经腹腔注射适量的中期分裂相阻断剂（如秋水仙素或秋水仙碱），通常，小鼠在采样前3h～5h，大鼠在采样前2h～5h。
[bookmark: _Hlk182425841]在末次给药后约1.5个正常细胞周期时（通常为给药后12h～18h）采样。
（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。
2.细胞分析
动物处死后迅速取股骨或胫骨，获取骨髓细胞，制片、染色后，阅片分析。
[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: _Hlk182426592][bookmark: _Hlk182426989]每只动物分析100个中期相细胞，每个剂量组不少于1000个中期分裂相细胞，以测定染色体结构畸变率，若阴性对照历史数据库的染色体结构畸变率背景值低于1%时，需要计数更多的分裂中期相细胞。染色单体型畸变与染色体型畸变应分别记录并记录亚型（断裂、交换）。裂隙应单独记录，但不计入畸变率中。同时应单独记录多倍体和内复制等数目畸变，但不计入畸变率中。主要观察项目见“附录（一）”。
（七）结果分析及评价
[bookmark: _Hlk182427612][bookmark: _Hlk172573281][bookmark: _Hlk182427510][bookmark: OLE_LINK3]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。主要评价指标为染色体结构畸变细胞的百分率（即染色体结构畸变率）。每组雌、雄动物分别计算染色体结构畸变率的均值和标准差。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χ2检验或其他适当的显著性检验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、观察的细胞数、含有结构畸变染色体的细胞数、染色体结构畸变率、不同类型染色体畸变数及其频率等。多倍体和内复制等数目畸变、裂隙应单独记录，不计入总的畸变率中。多倍体数目的增加提示受试物可能会抑制有丝分裂或诱导染色体数目畸变。出现染色体内复制的细胞数增多提示受试物可能会影响细胞周期。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。
[bookmark: _Hlk179912011]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染色体结构畸变率显著升高前提下，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: OLE_LINK5]（1）与阴性对照相比，受试物至少一个剂量组染色体结构畸变率显著升高；
[bookmark: _Hlk172377490]（2）该增加在至少一个采样点具有剂量依赖性；
（3）受试物组染色体结构畸变率在阴性对照历史范围之外。
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。
四、试验报告
按照兽药GLP要求撰写试验报告。
五、附录
（一）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


[bookmark: _Hlk182428074]（二）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。
[bookmark: _Hlk171283502][bookmark: _Hlk171283898]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。
六、术语
染色体型畸变（Chromosome-type aberration）：染色体结构损伤，表现为在两个染色单体的相同位点均出现断裂或断裂重组的改变。
染色单体型畸变（Chromatid-type aberration）：染色体结构损伤，表现为染色单体断裂或染色单体断裂重组的损伤。
染色体数目畸变（Numerical-type aberration）：哺乳动物细胞染色体数目的改变。
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。
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