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指导原则 
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  是染色体或染色单体的无着丝点断片或纺锤丝受

损伤而丢失的整个染色体。 

可检出DNA断裂剂和非整倍体诱变剂。 

实验原理 



微核细胞形成过程 

10h 10h 10h 

母红细胞 分裂中期 分裂末期 

分裂 
正常红细胞 

微核红细胞 

药物处理 染色体断片 

网织红细胞 

微核网织红细胞 

成熟 

正染红细胞 

骨髓 
外周血 

骨髓中检测到微核在18-30h（给药2次，通常在18-24h采样） 

外周血液中检测到微核要>30h 



Rats/mice dosed with compound, 3 

doses, 6 animals / group.  Animals 

sacrificed 24 or 48 hours later 

Micronuclei  may be formed by loss of whole chromosome 

during division or by chromosome breakage.  The erythrocyte’s 

nucleus is extruded leaving any micronuclei behind 

Micronucleus Nucleus 

Femurs removed 

and bone marrow 

aspirated  

Bone marrow cells spread onto 

slides.  Slides fixed and stained 

(acridine  orange) 
2000 cells analysed per animal, number 

of micronucleated immature 

erythrocytes scored 

Micronucleus 



Rodent bone-marrow micronucleus test 



吖啶橙染色后显示为肥大颗粒 



优点 缺点 

任何核型的生物材料均可使用 不能判定染色体异常的种类 

试验结果可信度高 可能出现伪微核及假阳性结果 

可长时间检出染色体异常效应 

可以检出纺锤体毒剂 

易于观察，标本背景清楚 

不需要被检化合物以外的化学
物质 

经济、简便、快速 

常规微核实验的优缺点 



实验设计 

 剂量选择 

•  至少应设置3个剂量组，根据相关毒性试验或预试验的

结果确定高剂量，高剂量应产生一定的毒性症状或骨髓

毒性（如嗜多染红细胞在红细胞总数中的比例降低）。 

• 对于低毒性化合物，给药时间≤14天的推荐最高剂量为

2000mg/kg/d，给药时间>14天的推荐最高剂量为

1000mg/kg/d；对于单次给药或一天内多次给药达

2000mg/kg/d仍无毒性的化合物，设置3个剂量组的意

义不大。 

 



 动物选择 

• 品系：合适品系的小鼠均可使用，本实验室常采用ICR小鼠。 

• 周龄：给药时7－8周龄。 

• 使用动物数与性别：一般使用雄性小鼠，每组至少6只。 

     若性别间存在明显的毒性或代谢方面的差异，则采用两种

性别的动物，每组雌雄至少各5只。 

     如果受试物专用于一种性别，则选用相应性别的动物进行

试验。 

实验设计 



 对照品 

• 空白对照品，一般为水或生理盐水。 

• 溶媒对照品，采用供试品配制使用的溶媒，若溶媒对照

品为常用无毒性的对照品，如HPMC、CMC等，则无需

空白对照品。 

• 阳性对照品，本实验一般使用环磷酰胺，剂量在50~100 

mg/kg。 

实验设计 



 给药 

• 给药频率 

     短期实验通常采用给药1~3次；或者整合在重复给药实验

中。给药间隔通常约24小时。 

• 给药途径 

     供试品的给药途径尽可能与临床拟用途径相同，一般采用

灌胃和腹腔注射。 

     阴性对照物与供试品给药途径一致。 

     阳性对照物的给药途径可以不同于供试品。实验室一般阳

性对照物以灌胃给药方式给予环磷酰胺。 

实验设计 



 临床观察 

     给药期需观察小鼠临床症状。 

 骨髓标本采样 

     采用单次给药，一般在给药后24~48小时至少采样2次。 

     采用短期实验进行给药（≥2次给药）和重复给药实验，一般在

末次给药后18~24小时采样1次。 

 阅片 

      每只动物至少计数200个红细胞以确定PCE和总红细胞的比例

（PCE/（PCE+NCE））。 

      至少计数2000个嗜多染红细胞以判断嗜多染红细胞的微核率。 

 

实验设计 



本次教学实验目的 

了解遗传毒理学研究动物体内实验设计基础知识。 

熟悉小鼠骨髓微核实验流程。 

掌握小鼠骨髓标本片制作及阅片方法。 

掌握小鼠骨髓微核实验的数据评价方法。 

 

 

 



实验动物的选择 

 健康ICR或者昆明小鼠 

 雄性 

 8周龄（一般订购6-7周龄，适应性饲养后为8周龄。） 

 体重（30±5g） 

 适应性喂养 

 禁食，不禁水（不超过18 h） 

材料和试剂 



实验器材 

 称鼠天平 

 制标本片用—注射器（1mL或2mL）、手术剪、止血钳、

小镊子、滤纸、铅笔、纱布（小块）和玻片（带磨砂区

域，可标记）。 

 标本片染色+阅片用—离心管、烧杯、染色缸、湿盒、

盖玻片、擦镜纸等。 



实验试剂 

 制作标本片用—牛血清 

 标本片染色用—吉姆萨染液，磷酸缓冲液，柠檬酸溶液 

 封片用—二甲苯、中性树胶 

 阅片用—香柏油、无水乙醇 



本次教学实验剂量设计 
（四个化合物） 

 空白对照：蒸馏水 

 Dose 1= 25 mg/kg 

 Dose 2= 50 mg/kg 

 Dose 3 = 100 mg/kg 

 ……选择2~4个剂量组进行试验。 

 

举例 
受试物1：环磷酰胺，Cyclophosphamide ，CP 

               CAS no. 50-18-0 (CAS no. 6055-19-2)] 

理化性质：白色晶体状颗粒，易溶于水。 

 



给药剂量 
（mg/kg） 

供试品溶液的浓度 
（mg/mL） 

？ ？ 

？ ？ 

？ ？ 

给药:按0.2ml/10g体重进行给药 



给药当天临床症状观察 

小鼠称体重 

灌胃操作 

解剖前中毒症状观察、处死小
鼠制作骨髓涂片 

阅片，计算微核率 

试剂配制，标本片染色，封片 

给药体积计算 

12月26日，Day1 

 

12月27日，Day2 

实验流程 



编号标记 

 记号笔尾部标记。 

   适用于短期标记1~2天，长期实验则需要用

记号笔继续加深。 

 苦味酸酒精饱和溶液 

    黄色（标记 ，1-9） 

 0.5％品红溶液 

    红色（标记，10，20，30…） 

有哪些标记方法？ 



动物给药 

 根据选择的给药体积和每只小鼠的体重计算给

药量。 

 根据给药剂量取相应的受试物溶液进行给药。 

 

注射器吸取液体时，不能有气泡，否则影响剂量的准确性。 

每个不同剂量的溶液吸完以后，用下一个剂量润洗。 

注射器的最小刻度，四舍五入后，按实际给药量记录。 

注意事项 



   中毒症状的观察 
               

动物给药时间，死亡时间 

仔细观察中毒症状，持续和/或恢复时间。 

各剂量组动物的死亡数。 

 

 



   标本制作与染色               

 骨髓细胞制备和涂片 

 剪取股骨，用干净纱布擦拭，剔去肌肉，剪去每节骨骺端

，用止血钳挤出骨髓液置于载玻片一端。 

 滴加牛血清，取另一张载玻片以打圈方式将骨髓液与血清

混匀，以约45°角度将骨髓悬浊液平稳均匀地向载玻片的

另一端推动，一般3~5cm长度为宜。尽量使骨髓涂片的涂

膜薄且均匀，细胞分布均匀。 

 固定 

     骨髓涂片干透，滴加甲醇溶液覆盖整个涂膜，自然风干。 

 



 染色 

      Giemsa染色液用磷酸缓冲液配制成稀释液，一般浓度为20-

30％ (v/v)。 

     若染色效果不够明显区分正染红细胞(NCE)和嗜多染红细胞

(PCE)，可用0.004%的柠檬酸液处理数秒钟。 

 封片 

     二甲苯溶液中浸泡2~5分钟后取出，在二甲苯还未干透时滴

少量中性树胶，用小镊子夹取盖玻片，盖上盖玻片，避免产

生气泡，使中性树胶分布均匀。 

   标本制作与染色               



   阅片 
 视野选择及计数 

• 先以低倍镜粗检，选择细胞分布均匀、疏密适度、形态完

整、染色良好的区域，共挑选4处这样的区域； 

• 高倍镜（100x 油镜)，在标本片上滴上香柏油观察。按一定

顺序进行PCE和微核计数。每个区域计数约500个PCE。 

• 每只动物至少计数200个红细胞以确定PCE和总红细胞的比

例（PCE/（PCE+NCE））。 

• 至少计数2000个嗜多染红细胞以判断嗜多染红细胞的微核

率。 



   阅片 
 PCE与NCE的鉴别 

    PCE是刚排核的红细胞。由于PCE中含有核糖体，

Giemsa染色呈灰蓝色。成熟的红细胞（即NCE）的核糖

体已溶解，染色成橘红色。但每一批样本，由于各种因

素的影响，染色深浅不完全一致。因此在计数时必须区

分PCE与NCE的差别。 



 微核的判别标准 

• 色彩：PCE中微核的嗜色性与核质一致，呈紫红色或蓝紫色。 

• 形态：典型的微核呈圆形，边缘光滑整齐，偶尔也可呈椭圆形

、肾形、马蹄形及环形。 

• 大小：上限为NCE直径的一半，下限则在能观察到的范围内。

通常为红细胞的1/20-1/5。 

• 轮廓：微核有清楚的核膜包饶，边缘光滑周围是白色时，不是

微核的可能性很大。 

• 聚焦：微核是位于细胞内的颗粒，将显微镜的焦距上下移动以

确认。如果上下调焦距颗粒发白光，则不是微核。 

 

   阅片 



实验报告的填写 


