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[bookmark: _Toc10929][bookmark: _Toc150500927][bookmark: _Toc23211][bookmark: _Toc5946][bookmark: _Toc12677][bookmark: _Toc13190][bookmark: _Toc13669][bookmark: _Toc144629256][bookmark: _Toc7591]一、概述
生殖发育毒性试验方法，是通过对动物以受试物暴露，考察其对雄性和雌性动物生育力及生殖系统的影响。若该暴露（直接或间接）持续至子代，则还可以继续考察受试物对子代发育，甚至子代生育力的影响。
[bookmark: _Toc150279813]目前《化妆品安全技术规范》针对生殖发育毒性试验的研究方法仅收录了致畸试验，该方法不足以全面评价生殖发育的不良影响。本指导原则参照《OECD化学品测试指南第 443号：扩展一代生殖发育毒性试验》《OECD 化学品测试指南第416号：两代生殖发育毒性试验》《OECD 化学品测试指南第421号：生殖发育毒性筛选试验》等相关内容提供了扩展一代生殖发育毒性试验和两代生殖发育毒性试验，其中扩展一代涉及神经毒的方法和指标还参考了《OECD 化学品测试指南第424号：啮齿动物类的神经毒性试验》《OECD化学品测试指南第426号：发育神经毒性试验》，旨在为化妆品和原料的生殖发育毒性评价补充研究方法，为研究方法的选择提供参考，并为实验设计提供技术指导。本指导原则适用于可能对亲代生殖系统以及子代发育产生不良影响的化妆品和原料的生殖发育毒性评价。本指导原则是在现行法规和标准以及当前科学认知水平下制定的，随着法规和标准的更新完善，以及科学技术的发展，将适时进行调整。
[bookmark: _Toc139684098][bookmark: _Toc19482][bookmark: _Toc150279814][bookmark: _Toc3583][bookmark: _Toc30267][bookmark: _Toc4623][bookmark: _Toc6122][bookmark: _Toc30427][bookmark: _Toc150500928][bookmark: _Toc15781][bookmark: _Toc26042][bookmark: _Toc5394][bookmark: _Toc27137][bookmark: _Toc7594][bookmark: _Toc18028][bookmark: _Toc18275][bookmark: _Toc5302][bookmark: _Toc25745][bookmark: _Toc120947966][bookmark: _Toc27423]二、基本原则
生殖毒性试验的一般原理为，通过将受试物持续暴露于亲代及其子代，观察受试物对亲代生育力及子代发育的影响。应按照所用方法的程序和要求开展研究，并遵循以下原则。
[bookmark: _Toc23400][bookmark: _Toc25560][bookmark: _Toc144629258][bookmark: _Toc150500929][bookmark: _Toc26525][bookmark: _Toc356][bookmark: _Toc150279815][bookmark: _Toc7528][bookmark: _Toc24959][bookmark: _Toc8524][bookmark: _Toc4289][bookmark: _Toc14185][bookmark: _Toc15940][bookmark: _Toc4569][bookmark: _Toc17273][bookmark: _Toc2437][bookmark: _Toc11643][bookmark: _Toc11941][bookmark: _Toc20747][bookmark: _Toc31879][bookmark: _Toc5877][bookmark: _Toc20014][bookmark: _Toc120947970][bookmark: _Toc139684102]（一）一般原则
生殖发育毒性试验的设计，应遵循生物试验的基本原则，即随机、对照和重复，同时也要 “具体问题具体分析”。根据已有的受试物相关资料，如结构特点、理化性质、药理毒理研究信息、可能的暴露途径等选择恰当的试验方法，合理的试验方案，并科学全面地分析评价受试物的生殖发育毒性。
[bookmark: _Toc10566][bookmark: _Toc7058][bookmark: _Toc16888][bookmark: _Toc25972][bookmark: _Toc150279816][bookmark: _Toc14419][bookmark: _Toc144629260][bookmark: _Toc18593][bookmark: _Toc150500930]（二）试验研究策略
致畸试验主要针对胚胎-胎仔发育毒性的评价；而扩展一代生殖发育毒性试验和两代生殖发育毒性试验均主要考察亲代生殖系统以及子代的发育毒性。
扩展一代生殖发育毒性试验和两代生殖发育毒性试验选择其中一种即可。两种方法各有优缺点，其中两代生殖发育毒性试验虽能较为全面的评估生殖发育毒性，但是面临大量的实验动物耗费。而扩展一代生殖发育毒性试验虽然减少了动物使用数量并对产后发育进行了较为全面的检测，但该方法需要试验人员对触发条件有准确果断的判断。因此，试验人员可根据不同的研究目的和自身情况选择合适的试验方法。
[bookmark: _Toc16651][bookmark: _Toc19199][bookmark: _Toc27394][bookmark: _Toc150500931][bookmark: _Toc20969][bookmark: _Toc150279817][bookmark: _Toc15541][bookmark: _Toc1391][bookmark: _Toc16427][bookmark: _Toc29000][bookmark: _Toc27923][bookmark: _Toc31458][bookmark: _Toc7874][bookmark: _Toc21887][bookmark: _Toc26526][bookmark: _Toc8223][bookmark: _Toc5104][bookmark: _Toc24209][bookmark: _Toc28926][bookmark: _Toc13798][bookmark: _Toc13191][bookmark: _Toc9655][bookmark: _Toc17592]三、基本内容
[bookmark: _Toc19281][bookmark: _Toc150500932][bookmark: _Toc150279818]（一）受试物
受试物若需配制，所选择的溶媒通常包括水和玉米油，其它溶剂也可以选择，但应明确其本身的毒性及其是否改变受试物的化学特性。所配制的溶液也应当确保其稳定性。
[bookmark: _Toc26515][bookmark: _Toc25775][bookmark: _Toc6][bookmark: _Toc15086][bookmark: _Toc150279819][bookmark: _Toc3441][bookmark: _Toc150500933]（二）暴露方式
首先应考虑选择与人的可能暴露途径最接近的方式。也可根据受试物的物化特性选择合适的暴露途径。
化妆品和原料可能暴露风险途径一般有经口、经皮或吸入，生殖发育毒性试验一般选择经口暴露方式，除非经皮或经吸入暴露方式更合适，溶媒对照应采用相同的暴露途径。若设置阳性对照，其处理方式可以不同于受试物处理组。一般首次开展生殖发育毒性试验需要设置阳性对照。阳性对照物的选择因作用阶段不同可有多种选择，试验设计人员可根据受试物特征，选择合适的阳性物（如环磷酰胺可引起生育力降低、胎仔发育缺陷，维A酸引起神经系统、骨骼和心血管系统缺陷，丙硫氧嘧啶可致甲状腺肿等）以考察所关注的实验终点。
通过饲料或饮水给予受试物，在设置对照组时应对其处理方式的合理性加以考虑。经皮给予受试物时，应确保足够接触时长和接触面积。经口灌胃则需要考虑动物所能接受的最大生物限度。经吸入暴露需控制好氧气和二氧化碳浓度，并确保受试物浓度的持续稳定。
一般情况下，选择以上受试物暴露途径是合适的，若选择其它暴露途径应阐明选择理由。同时，不论剂量组或阳性对照组，采取腹腔注射的暴露方式是不可取的。
[bookmark: _Toc26202][bookmark: _Toc2109][bookmark: _Toc11190][bookmark: _Toc150500934][bookmark: _Toc4127][bookmark: _Toc21014][bookmark: _Toc17417][bookmark: _Toc26630][bookmark: _Toc3498][bookmark: _Toc14214][bookmark: _Toc150279820][bookmark: _Toc21855][bookmark: _Toc27813][bookmark: _Toc14750]（三）实验动物
首选种属为大鼠，若选择其它种属动物应有合理理由，同时应避免选择生育力低且具有明显发育缺陷的动物种属。所选动物应健康且未经历任何试验，其中雌性动物应为未经产且未孕动物。在开始试验时，动物应已发育性成熟。
生殖发育毒性试验通常应确保至少有20只成功怀孕的雌性动物用于分析，但在某些情况下（如个别动物死亡或流产），未达到20只怀孕动物也可接受，但应遵循具体问题具体分析原则。
[bookmark: _Toc18222][bookmark: _Toc23033][bookmark: _Toc7253][bookmark: _Toc6456][bookmark: _Toc11819][bookmark: _Toc11807][bookmark: _Toc20042][bookmark: _Toc20498][bookmark: _Toc22755][bookmark: _Toc7907][bookmark: _Toc31650][bookmark: _Toc15228][bookmark: _Toc17802][bookmark: _Toc150500935][bookmark: _Toc150279821]（四）剂量设计与分组
通常情况下，设置3个剂量组和1个溶媒对照组较为合适，但是根据剂量反应曲线特征也可增加或减少组别。高剂量的选择可以参考受试物的毒代动力学试验数据或重复剂量毒性试验资料。若无相关资料，高剂量的选择应确保产生一定程度的全身毒性但不致死或造成动物严重的痛苦。低剂量应能够确定NOAEL或可以用于推导基准剂量（Bench mark dose, BMD）。
拟进行限制剂量试验时，应注意其前提条件为人的可能暴露水平低于1000 mg/kg/day。
[bookmark: _Toc150500936][bookmark: _Toc150279822]（五）试验设计
1.扩展一代生殖发育毒性试验
从F0持续暴露至F1离乳，观察受试物对F0的生育力、生殖系统和F1的生殖（满足触发条件的情况下）和发育影响。
扩展一代生殖发育毒性试验增强了对F1代发育的评价功能。以亚组的形式分别评价F1的生殖和全身毒性，潜在的生殖毒性，潜在的神经发育毒性和潜在的发育免疫毒性。其中对后面三种潜在发育毒性的研究规定了触发条件，仅在满足相关实验终点判定依据（内部触发）或不具有相关毒理资料（外部触发）的情况下方开展进一步的潜在发育毒性研究。
2.两代生殖发育毒性试验
从F0持续暴露至F2离乳，观察受试物对F0的生育力、生殖系统和F1的生殖和发育影响。
与扩展一代生殖发育毒性试验相比，两代生殖发育毒性周期较长，且缺少对F1免疫系统发育的关注。在开展试验前对受试物资料分析的过程中，若发现有免疫发育毒性提示，建议增加免疫系统（如胸腺、脾脏、骨髓、暴露途径相关淋巴结和远端淋巴结）的组织病理检查。
[bookmark: _Toc150500937][bookmark: _Toc150279823]（六）观察指标
1.临床观察
包括至少每天一次的一般临床观察和每天两次笼旁观察以及每周一次的全面的临床观察，通常可以在给动物称重时进行。
2.体重、摄食及饮水
体重、摄食和饮水测定频率一般每周一次较为合适，但是哺乳期的幼仔生长速度较快，更高频率的测量较为合适。一些受试物暴露节点如首次给予受试物和解剖当日需要称重。此外，具有发育里程碑意义的时间点，如雄性包皮龟头分离、雌性阴道口张开当日也应称重。
需要注意的是，扩展一代生殖发育毒性试验中亲代体重测量的频率未对妊娠期做特殊要求，但也应建议选择G0、G7、G14、G20/G21这几个时间点。对于子一代的体重测量，两代生殖发育毒性试验中需要测量首次接触受试物当日的体重。
3.动情周期
动情周期通过阴道涂片进行监测。实验室历史数据若显示大部分雌性不具有4-5天的动情周期，建议筛选具有正常动情周期的雌性动物纳入试验。需注意的是，在一些应激情况下，动情周期也可能发生改变，应与受试物导致的动情周期改变加以区分。
扩展一代生殖发育毒性试验中对动情周期的监测时长有明确要求，而两代生殖发育毒性试验中未予以明确，但是通常情况下连续两个动情周期的监测能够满足对动情周期的评估要求。
4.精子参数
精子参数的分析一般包括精子活力分析、精子计数、精子形态分析。对于来自于解剖时及时冻存的样本或固定后的涂片，或者直接采用精子分析仪等计算机辅助系统及时采集的样本图像，可仅对高剂量组和对照组进行分析，仅在有受试物相关性时拓展至更低的剂量组。
5.血液学及血生化
扩展一代生殖发育毒性试验要求F0在解剖当天采集血样做血液学、血生化及甲状腺素/促甲状腺素（T4/TSH）分析。两代生殖发育毒性试验中此项研究不是必须，但若提示受试物有内分泌干扰作用，仍应分析T4/TSH。
对激素的分析可不仅限于T4/TSH，一些情况下，检测黄体生成素（LH）、卵泡刺激素（FSH）、孕酮、雌二醇及睾酮等也有助于对试验结果的解释。
6.尿液分析
扩展一代生殖发育毒性试验要求进行尿液分析，但是若在重复剂量毒性试验中明确受试物不改变尿液参数，那么该项研究无需开展。两代生殖发育毒性试验此项研究不是必须。
7.解剖与病理
所有亲代动物和选定的需要进行大体解剖的子代动物在安乐死后进行尸体解剖，也包括出生后死亡幼仔。需要称重的脏器应注意其完整性，避免其分泌液体的逸出（如避免剪破精囊腺）。做组织病理检查可以仅在高剂量组和对照组间先进行，在观察到受试物相关变化时，再将组织病理检查拓展至更低剂量组。
[bookmark: _Toc26470][bookmark: _Toc26989][bookmark: _Toc4966][bookmark: _Toc77475538][bookmark: _Toc7723][bookmark: _Toc11849][bookmark: _Toc150500938][bookmark: _Toc150279824][bookmark: _Toc25985][bookmark: _Toc1562][bookmark: _Toc17731][bookmark: _Toc10525][bookmark: _Toc30614][bookmark: _Toc24462][bookmark: _Toc18882][bookmark: _Toc1472][bookmark: _Toc22777][bookmark: _Toc11726][bookmark: _Toc6488]四、结果分析与评价
需要在报告中列出的试验数据及结果见附件中试验方法的相应部分。
数据和结果以表格形式进行总结，并采用合适的、可接受的统计方法进行评估，注意区分统计学意义和生物学意义。应能估计NOAEL剂量水平，并对受试物在生殖、分娩、哺乳及出生后发育(包括生长和性发育)的不利影响尽可能充分暴露。
[bookmark: _Toc31013][bookmark: _Toc1310][bookmark: _Toc150500939][bookmark: _Toc77475540][bookmark: _Toc19405][bookmark: _Toc30164][bookmark: _Toc16597][bookmark: _Toc4325][bookmark: _Toc8137][bookmark: _Toc18543][bookmark: _Toc3452][bookmark: _Toc17433][bookmark: _Toc19845][bookmark: _Toc19989][bookmark: _Toc6331]五、参考文献
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[bookmark: _Toc25319][bookmark: _Toc26979][bookmark: _Toc28859][bookmark: _Toc11443][bookmark: _Toc10040][bookmark: _Toc32580][bookmark: _Toc12628][bookmark: _Toc20821][bookmark: _Toc32095][bookmark: _Toc6650][bookmark: _Toc6863][bookmark: _Toc26311][bookmark: _Toc10394][bookmark: _Toc20355][bookmark: _Toc14120][bookmark: _Toc19418][bookmark: _Toc150279825][bookmark: _Toc150500940]六、术语和释义
生殖毒性（reproductive toxicity）：对后代产生有害作用，并损伤雄性和雌性的生殖功能和生殖能力。
发育毒性（developmental toxicity）：生殖毒性的表现，具体表现为后代在产前、围产期、产后发生的结构和功能紊乱。
[bookmark: OLE_LINK2]神经发育毒性（developmental neurotoxicity）：个体在发育过程中暴露于受试物后引起的神经系统结构和功能的异常改变，这种改变可以发生在生命周期的任何阶段。
[bookmark: _Toc29740][bookmark: _Toc32592][bookmark: _Toc29115][bookmark: _Toc7806][bookmark: _Toc8323][bookmark: _Toc24322][bookmark: _Toc7285][bookmark: _Toc8126][bookmark: _Toc32513][bookmark: _Toc11722][bookmark: _Toc77475541]发育免疫毒性（developmental immunotoxicity）：个体在其生命早期发育过程中（尤其是出生前后）暴露于受试物后导致的免疫系统发育受到影响、功能出现障碍，而这些影响在成年个体暴露时未被发现或持续时间较短。
母体毒性（maternal toxicity）：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、毒性反应、甚至死亡。
未观察到有害作用剂量（no-observed-adverse effect level, NOAEL）：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相关的毒性作用的最大剂量。
观察到有害作用的最低剂（lowest-observed-adverse  effect level, LOAEL）：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。
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