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１　　　　

食品安全国家标准

生殖发育毒性试验

１　范围

本标准规定了生殖发育毒性试验的基本试验方法和技术要求。

本标准适用于评价受试物的生殖发育毒性作用。

２　术语和定义

２．１　生殖毒性　

对雄性和雌性生殖功能或能力的损害和对后代的有害影响。生殖毒性既可发生于雌性妊娠期，也

可发生于妊前期和哺乳期。表现为外源化学物对生殖过程的影响，如生殖器官及内分泌系统的变化，对

性周期和性行为的影响，以及对生育力和妊娠结局的影响等。

２．２　发育毒性

个体在出生前暴露于受试物、发育成为成体之前（包括胚期、胎期以及出生后）出现的有害作用，表

现为发育生物体的结构异常、生长改变、功能缺陷和死亡。

２．３　母体毒性

受试物引起亲代雌性妊娠动物直接或间接的健康损害效应，表现为增重减少、功能异常、中毒体征，

甚至死亡。

２．４　未观察到有害作用剂量

通过动物试验，以现有的技术手段和检测指标未观察到任何与受试物有关的毒性作用的最大剂量。

２．５　最小观察到有害作用剂量

在规定的条件下，受试物引起实验动物组织形态、功能、生长发育等有害效应的最小作用剂量。

３　试验目的和原理

本试验包括三代（Ｆ０、Ｆ１和Ｆ２代）。Ｆ０和Ｆ１代给予受试物，观察生殖毒性，Ｆ２代观察功能发育毒

性。提供关于受试物对雌性和雄性动物生殖发育功能影响：如性腺功能、交配行为、受孕、分娩、哺乳、断

乳以及子代的生长发育和神经行为情况等。毒性作用主要包括子代出生后死亡的增加，生长与发育的

改变，子代的功能缺陷（包括神经行为、生理发育）和生殖异常等。

４　试验方法

４．１　受试物

受试物应首先使用原始样品，若不能使用原始样品，应按照受试物处理原则对受试物进行适当处
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理。将受试物掺入饲料、饮用水或灌胃给予。

４．２　实验动物

４．２．１　动物选择

实验动物的选择应符合ＧＢ１４９２２．１和ＧＢ１４９２２．２的有关规定。选择已有资料证明对受试物敏感

的动物物种和品系，一般啮齿类动物首选大鼠，避免选用生殖率低或发育缺陷发生率高的品系。为了正

确地评价受试物对动物生殖和发育能力的影响，两种性别的动物都应使用。所选动物应注明物种、品

系、性别、体重和周龄。同性别实验动物个体间体重相差不超过平均体重的±２０％。选用的亲代

（Ｆ０代）雌鼠应为非经产鼠、非孕鼠。

４．２．２　实验动物数量

为了获得具有统计学要求的基本试验数据，正确地评价受试物对动物生殖发育过程（包括Ｆ０代动

物生殖、妊娠和哺育的过程，子一代（Ｆ１代）动物从出生到成熟过程中的吸乳、生长发育情况，以及子二

代（Ｆ２代）动物从出生到断乳的生长发育过程相关指标）可能引起的毒性作用，需保证每个受试物组及

对照组都能至少获得２０只孕鼠。一般在试验开始时两种性别每组各需要３０只（Ｆ０代），在后续的试验

中用来交配的动物每种性别每组各需要２５只（Ｆ１代）（至少每窝雌雄各取１只，最多每窝雌雄各取

２只）。

４．２．３　动物准备

试验前动物在实验动物房至少应进行３ｄ～５ｄ环境适应和检疫观察，方可进行生殖发育毒性

试验。

４．２．４　动物饲养环境

实验动物饲养条件、饮用水、饲料应符合ＧＢ１４９２４、ＧＢ１４９２５、ＧＢ５７４９的有关规定。实验动物按

单笼或按性别分笼饲养，自由饮食、饮水。孕鼠临近分娩时，应单独饲养在分娩笼中，需要时笼中放置造

窝垫料。

４．３　剂量及分组

动物按体重随机分组，试验至少设三个受试物组和一个对照组。如果受试物使用溶剂，对照组应给

予溶剂的最大使用量。如果受试物引起动物食物摄入量和利用率下降时，那么对照组动物需要与试验

组动物配对喂饲。某些受试物的高剂量受试物组设计应考虑其对营养素平衡的影响，对于非营养成分

受试物剂量不应超过饲料的５％。

在受试物理化和生物特性允许的条件下，最高剂量应使Ｆ０和Ｆ１代动物出现明显的毒性反应，但

不引起动物死亡；中间剂量可引起轻微的毒性反应；低剂量应不引起亲代及其子代动物的任何毒性反

应。如果受试物的毒性较低，１０００ｍｇ／ｋｇ体重的剂量仍未观察到对生殖发育过程有任何毒副作用，则

可以采用限量试验，即试验不再考虑增设受试物其他剂量组。若高剂量的预试验观察到明显的母体毒

性作用，但对生育无影响，也可以采用限量试验。

４．４　试验步骤

４．４．１　受试物给予

４．４．１．１　试验期间，所有动物应采用相同的方式给予受试物；如受试物经灌胃给予，灌胃频次按每天

１次，每周７天给予受试物。各代大鼠给予的受试物剂量（按动物体重给予，ｍｇ／ｋｇ体重或ｇ／ｋｇ体
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重）、饲料和饮水相同。

４．４．１．２　根据受试物的特性或试验目的，可将受试物掺入饲料、饮水或灌胃给予。首选掺入饲料，若受

试物加入饲料或饮水中影响动物的适口性，则应选择灌胃给予受试物。

４．４．１．３　受试物灌胃给予，要将受试物溶解或悬浮于合适的溶媒中，首选溶媒为水、不溶于水的受试物

可使用植物油（如橄榄油、玉米油等），不溶于水或油的受试物亦可使用羧甲基纤维素、淀粉等配成混悬

液或糊状物等。受试物应现用现配，有资料表明其溶液或混悬液储存稳定者除外。应每日在同一时间

灌胃１次，每周称体重两次，根据体重调整灌胃体积。灌胃体积一般不超过１０ｍＬ／ｋｇ体重，如为水溶

液时，最大灌胃体积可达２０ｍＬ／ｋｇ体重；如为油性液体，灌胃体积应不超过４ｍＬ／ｋｇ体重；各组灌胃

体积一致。

４．４．１．４　受试物掺入饲料或饮水给予，要将受试物与饲料（或饮水）充分混匀并保证该受试物配制的稳

定性和均一性，以不影响动物摄食、营养平衡和饮水量为原则，受试物掺入饲料比例一般小于质量分数

５％，若超过５％时（最大不应超过１０％），调整对照组饲料营养素水平（若受试物无热量或营养成分，且

添加比例大于５％时，对照组饲料应填充甲基纤维素等，掺入量等同高剂量），使其与剂量组饲料营养素

水平保持一致；亦可视受试物热量或营养成分的状况调整剂量组饲料营养素水平，使其与对照组饲料营

养素水平保持一致。受试物剂量单位是每千克体重所摄入受试物的毫克（或克）数，即 ｍｇ／ｋｇ体重（或

ｇ／ｋｇ体重），当受试物掺入饲料其剂量单位亦可表示为 ｍｇ／ｋｇ（或ｇ／ｋｇ）饲料，掺入饮水则表示为

ｍｇ／ｍＬ水。受试物掺入饲料时，需将受试物剂量（ｍｇ／ｋｇ体重）按动物每１００ｇ体重的摄食量折算为

受试物饲料浓度（ｍｇ／ｋｇ饲料）。

４．４．２　试验方法

选用断乳后７周～９周的Ｆ０代雌、雄鼠，适应３ｄ～５ｄ后开始给予受试物，至交配前至少持续

１０周。交配结束后，对Ｆ０代雄鼠进行剖检。在３周交配期、妊娠期，直到子代Ｆ１断乳整个试验期间，

Ｆ０代雌鼠每天给予受试物。Ｆ１代仔鼠断乳后，给予受试物，并一直延续直到Ｆ２代断乳。试验期间根

据受试物的代谢和蓄积特性，可适当调整给予剂量（试验程序见表１）。

表１　大鼠生殖发育试验程序

试验周期 亲代（Ｆ０） 子一代（Ｆ１） 子二代（Ｆ２）

第１周至第１０周末 给予受试物 — —

第１１周至第１３周末 交配（给予受试物） — —

第１４周至第１６周末
妊娠期给予受试物，妊娠

结束后处死雄鼠
— —

第１７周至第１９周末
哺乳期给予受试物，哺乳

结束后处死雌鼠

出生后４ｄ，每窝调整为８只

仔鼠，进行仔鼠生理发育观察
—

第２０周至第２９周末 — 给予受试物 —

第３０周至第３２周末 — 交配（给予受试物） —

第３３周至第３５周末 —
妊娠期给予受试物，妊娠结束

后处死雄鼠
—

第３６周至第３８周末 —
哺乳期给予受试物，哺乳结束

后处死雌鼠

出生后４ｄ，每窝调整为８只仔

鼠，进行仔鼠生理发育观察

第３９周至试验结束 — —
仔鼠生理发育观察

仔鼠神经行为检测
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４．４．３　交配

４．４．３．１　生殖发育毒性试验可用１∶１（１雄∶１雌）或１∶２（１雄∶２雌）交配。

４．４．３．２　每次交配时，每只雌鼠应与从同一受试物组随机选择的单只雄鼠同笼（１∶１交配），配对同笼

的雌、雄鼠应作标记。所有雌鼠在交配期应每天检查精子或阴栓，直到证明已交配为止，并在证明已交

配后尽快将雌、雄鼠分开。查到精子或阴栓的当天为受孕０ｄ。

４．４．３．３　子代Ｆ１大鼠鼠龄１３周才可交配。对子代Ｆ１的交配，同一受试物组中每窝随机选择与另一窝

仔鼠１∶１交叉交配产生子代Ｆ２。参与交配的仔鼠，每窝雌、雄至少各有１只，且应随机抽出，而不应按

体重选择。没有被选中的Ｆ１代雌性和雄性仔鼠至Ｆ２代仔鼠断乳时处死。

４．４．３．４　如果经过３个发情期或两周仍未交配成功，应将交配的雌、雄鼠分开，不再继续同笼。同时应

对不育的动物进行检查，分析其原因。另外，也可将未成功交配的动物与证实过生育功能正常的动物重

新配对，并在需要时进行生殖器官的病理组织学、发情周期和精子发生周期的检查。

４．４．３．５　由于受试物的毒性作用导致窝仔鼠数目无法达到试验要求，或在第一次交配过程中观察到可

疑的变化和结果时，可进行亲代（Ｆ０代）或子一代大鼠（Ｆ１代）的第二次交配。第二次交配时，推荐使用

未交配的雌（雄）大鼠与已交配过的雄（雌）大鼠进行。第二次交配一般在第一次交配所产幼鼠断乳后

１周进行。

４．４．４　每窝仔鼠数量的标准化

Ｆ０和Ｆ１代母鼠妊娠和哺乳期间给予受试物，断乳期结束后处死。Ｆ１代仔鼠出生后第４天，采用

随机的方式（而不是以体重为依据），将每窝仔鼠数目进行调整，剔除多余的仔鼠，达到每窝仔鼠性别和

数目的统一。每窝尽可能选４只雄鼠和４只雌鼠，也可根据实际情况进行部分调整，但每窝应不少于

８只幼鼠。Ｆ２代仔鼠按照同样的方式进行调整。

５　观察指标

５．１　对实验动物做全面的临床检查，记录受试物毒性作用所产生的体症、相关的行为改变、分娩困难或

延迟的迹象等所有的毒性指征及死亡率。

５．２　交配期间应检查雌鼠（Ｆ０和Ｆ１代）的阴道和子宫颈，判断雌鼠的发情周期有无异常。

５．３　交配前和交配期，实验动物摄食量可每周记录一次，而妊娠期间可考虑逐日记录。如受试物通过

掺入饮水方式给予，则需每周计算一次饮水消耗量。产仔后，母鼠的摄食量也应记录，时间可选择与每

窝仔鼠称量体重时同时进行。

５．４　Ｆ０和Ｆ１代参与生殖的动物应在给予受试物的第１天进行称重，以后每周称量体重一次，逐只

记录。

５．５　试验结束时，选取Ｆ０和Ｆ１代雄鼠的附睾，进行精子形态、数量以及活动能力的观察和评价。可先

选择对照组和高剂量组的动物进行检查，每只动物至少检查２００个精子。如检查结果有提示，则进一步

对低、中剂量组动物进行检查。

５．６　为确定每窝仔鼠数量、性别、死胎数、活胎数和是否有外观畸形，每窝仔鼠应在母鼠产仔后尽快对

其进行检查。死胎、哺乳期间死亡的仔鼠以及产后第４天由于窝标准化而需处死的仔鼠的尸体，均需妥

善保存并做病理学检查。

５．７　对明显未孕的动物，可处死后取其子宫，采用硫化铵染色等方法检查着床数，以证实胚胎是否在着

床前死亡。

５．８　存活的仔鼠在出生后的当天上午、第４天、第７天、第１４天和第２１天分别进行计数和体重称量，

并观察和记录母鼠及子代生理和活动是否存在异常。
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５．９　以窝为单位，检查并记录全部Ｆ１代仔鼠生理发育指标，建议选择断乳前耳廓分离、睁眼、张耳、出

毛、门齿萌出时间，以及断乳后雌性阴道张开和雄性睾丸下降的时间等。具体观察时间和频次可根据试

验所用大鼠品系特点确定（见表２）。

表２　犉１代仔鼠生理发育指标

生理发育指标
观察时间和频次

断乳前 断乳后至性成熟 性成熟后

体重、临床表现 每１周一次 每两周一次 每两周一次

脑重 出生后第１１天 试验结束

性成熟 — 适当时间 —

其他发育指标 相应的适当时间 — —

５．１０　各试验剂量组随机选取一定数目、标记明确的Ｆ２代仔鼠，分别进行相关生理发育和神经行为指

标测定。检测的生理发育、神经行为指标以及相应的实验动物数目见表３，其中生理发育指标检查时间

和频次同Ｆ１代仔鼠。神经行为发育指标的检测分别于Ｆ２仔鼠出生后第２５天±２ｄ和第６０天左右进

行。在这两个发育阶段所采用的认知能力试验方法有所区别，建议选择有针对性、敏感的认知能力试验

方法。如果有资料提示受试物可能对认知能力有影响，需要进一步的进行感觉功能、运动功能的检测，

并可根据文献报道和前期的研究结果有针对性地选择相关学习和记忆检测方法。如果无上述信息的提

供，推荐使用主动回避试验、被动回避试验以及 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验等作为试验方法。

表３　犉２代仔鼠生理和神经行为发育指标

各受试物组每窝选

用仔鼠数目／只

各项发育指标实际

使用仔鼠数目／只

雄 雌 雄 雌

发育指标

１ １
２０ ２０ 个体运动行为能力的测定

１０ １０ 出生后１１ｄ，对仔鼠大脑称重并进行神经病理学检查

１ １
２０ ２０

进行详细的临床观察并记录、自主活动的观察、性成熟的观

察、运动和感觉功能的测定

１０ １０ 出生后７０ｄ，对成年仔鼠大脑称重并进行神经病理学检查

１ １
１０ １０ 出生后２３ｄ起，对仔鼠进行学习记忆能力的测定

１０ １０ 出生后７０ｄ，对成年仔鼠大脑称重

１ １ ２０ ２０ 出生后２１ｄ处死

５．１１　必要时结合受试物的特点开展其他的临床检测。

６　病理学检查

６．１　生殖毒性病理学检查

６．１．１　大体解剖

生殖发育毒性试验过程中，处死的或死亡的所有成、仔鼠均需进行大体病理解剖，观察包括生殖器
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官在内的脏器是否存在病变或结构异常。

６．１．２　器官称量

在大体解剖的基础上应对子宫及卵巢、睾丸及附睾、前列腺、精囊腺、脑、肝脏、肾、脾、脑垂体、甲状

腺和肾上腺等重要的器官进行称量，并记录。

６．１．３　组织病理学检查

用于交配和发育毒性检测的Ｆ０和Ｆ１代动物，保留其卵巢、子宫、子宫颈、阴道、睾丸、副睾、精囊

腺、前列腺、阴茎以及可能的靶器官进行组织病理学检查。雄鼠还应判断精子的数量是否改变，是否出

现精子畸形。大体解剖中显示病变的组织应做组织病理学检查，建议对怀疑不育的动物的生殖器官做

组织病理学检查。

此外可先对最高剂量受试物组和对照组的动物标本以及剖检中发现有异常的标本进行组织病理学

检查。如最高剂量受试物组没有发现有意义的病理改变，其他剂量受试物组的标本可不必再进行病理

检查。反之，若最高剂量受试物组发现有意义的病理改变，则其他剂量受试物组相关的标本也应做进一

步的检查。

６．２　神经发育毒性病理学检查

于Ｆ２代仔鼠出生后第１１天和第７０天，分别进行相关仔鼠的神经病理学检查。可先进行高剂量受

试物组和对照组的检查，如发现有意义的神经病理改变，再继续进行中、低剂量受试物组的检查。神经

发育毒性病理检查建议观察嗅球、大脑皮层、海马、基底神经节、丘脑、下丘脑、中脑、脑干以及小脑等

组织。

７　数据处理和结果评价

７．１　数据处理

将所有的数据和结果以表格形式进行总结，数据可以用表格进行统计，表中应显示每组的实验动物

数、交配的雄性动物数、受孕的雌性动物数、各种毒性反应及其出现动物百分数。生殖、生理发育指标数

据，应以窝为单位统计。神经发育毒性以及病理检查等结果应以适当的方法进行统计学分析。计量资

料采用方差分析，进行多个试验组与对照组之间均数比较，分类资料采用Ｆｉｓｈｅｒ精确分布检验、卡方检

验、秩和检验，等级资料采用Ｒｉｄｉｔ分析、秩和检验等。

７．２　结果评价

逐一比较受试物组动物与对照组动物观察指标和病理学检查结果是否有显著性差异，以评定受试

物有无生殖发育毒性，并确定其生殖发育毒性的最小观察到有害作用剂量（ＬＯＡＥＬ）和未观察到有害作

用剂量（ＮＯＡＥＬ）。同时还可根据出现统计学差异的指标（如体重、生理指标、大体解剖和病理组织学

检查结果等），进一步估计生殖发育毒性的作用特点。

８　试验报告

８．１　试验名称、试验单位名称和联系方式、报告编号。

８．２　试验委托单位名称和联系方式、样品受理日期。

８．３　试验开始和结束日期、试验项目负责人、试验单位技术负责人、签发日期。

８．４　试验摘要。
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８．５　受试物：名称、批号、剂型、状态（包括感官、性状、包装完整性、标识）、数量、前处理方法、溶媒。

８．６　实验动物：物种、品系、级别、数量、体重、性别、来源（供应商名称、实验动物生产许可证号），动物

检疫、适应情况，饲养环境（温度、相对湿度、实验动物设施使用许可证号），饲料来源（供应商名称、实验

动物饲料生产许可证号）。

８．７　试验方法：试验分组、每组动物数、剂量选择依据、受试物给予途径及期限、观察指标、统计学方法。

８．８　试验结果：

ａ）　按性别和受试物组分别记录的毒性反应，包括生殖、妊娠和发育能力的异常；

ｂ） 试验期间动物死亡的时间或实验动物是否生存到试验结束；

ｃ） 每窝仔鼠的体重和仔鼠的平均体重，以及试验后期单只仔鼠的体重；

ｄ） 任何有关生殖，仔鼠及其生长发育的毒性和其他健康损害效应；

ｅ） 观察到的各种异常症状的出现时间和持续过程；

ｆ） 亲代（Ｆ０）和选作交配的子代动物的体重数据；

ｇ） Ｆ２代仔鼠生理发育指标达标的时间；

ｈ） Ｆ２代仔鼠个体神经行为发育指标检查结果；

ｉ） Ｆ２代仔鼠学习和记忆功能指标的测试结果；

ｊ） 病理大体解剖的发现；

ｋ） 病理组织学检查结果的详细描述；

ｌ） 结果的统计处理。

８．９　试验结论：受试物生殖发育毒性作用的特点，剂量反应关系。并得出对各代经口生殖发育毒性的

ＮＯＡＥＬ和（或）ＬＯＡＥＬ结论等。

９　试验的解释

生殖毒性试验检验动物经口重复暴露于受试物产生的对Ｆ０和Ｆ１代雄性和雌性生殖功能的损害

及对Ｆ２代的功能发育的影响，并从剂量效应和剂量反应关系的资料，得出生殖发育毒性作用的

ＬＯＡＥＬ和ＮＯＡＥＬ。试验结果应该结合亚慢性试验、致畸试验、生殖毒性试验、毒物动力学及其他试

验结果综合解释。由于动物和人存在物种差异，故试验结果外推到人存在一定的局限性，但也能为初步

确定人群的允许接触水平提供有价值的信息。




