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药物非临床生殖毒性试验中动物妊娠的主要难点及
应对方法
刘 鹍鹍, 兰 青, 易 兵, 谢晓婕

(成都华西海圻医药科技有限公司, 成都610041)

[摘要] 药物非临床生殖毒性试验多选用大鼠、家兔和食蟹猴等哺乳动物，而动物妊娠是目前影响非临床生殖毒性
试验的关键环节，本文主要针对动物妊娠环节中存在的难点及应对方法进行讨论。大鼠可应用于生育力评估与早期
胚胎发育毒性试验 （Ⅰ段）、胚胎-胎仔发育毒性试验 （Ⅱ段） 和围产期毒性试验 （Ⅲ段），可以通过阴道涂片法确
定雌性大鼠的动情周期。在雌、雄大鼠按 1∶1 比例合笼过夜后，次日通过阴道栓检查来确认大鼠是否发生交配行
为。家兔一般应用于胚胎-胎仔发育毒性试验 （Ⅱ段），可通过观察雄性家兔和处于发情期的雌性家兔合笼后是否发
生交配行为来确定受孕时间。家兔在生殖毒性动物试验中常出现雌兔发情不典型、不同批次间家兔发情情况差异显
著、交配失败等问题，可通过延长光照时间、增加蛋白质摄入、选择合适的交配方式、改变饲养环境 （雌兔和雄兔
邻近饲养） 等方式改善。非人灵长类动物一般应用于围产期毒性试验 （Ⅲ段），准确判断雄性非人灵长类动物是否
性成熟是其药物非临床生殖毒性试验的难点之一，可通过综合评估动物年龄、体重和睾丸体积等指标来判断它们是
否性成熟。一般雄性猕猴年龄在 4.5 岁以上，体重大于 4.5 kg，单侧睾丸体积超过 10 mL，双侧睾丸总体积大于
20 mL 则表示性成熟。关于雌性非人灵长类动物是否妊娠，可通过超声检查是否能观察到明显孕囊进行判定，但这
需要经验丰富的临床兽医制定完善的 B 超检查方法。综上所述，在非临床生殖毒性动物研究中，应根据不同种属动
物的生殖系统解剖学特性，选择适合的检测/观察方法和结果判定标准，以确保动物成功交配，使非临床生殖毒性
试验顺利开展。
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[ABSTRACT] Non-clinical reproductive toxicity studies typically employ mammals like rats, rabbits, and 
cynomolgus monkeys, with animal pregnancy being a key challenge in such testing. This article focuses on 
the difficulties encountered in the animal pregnancy process and potential countermeasures. Rats can be 
used for fertility and early embryonic development toxicity studies (Segment Ⅰ), embryo-fetal development 
toxicity studies (Segment Ⅱ), and perinatal toxicity studies (Segment Ⅲ). The estrous cycle of female rats 
can be determined by vaginal smear, and mating behavior is confirmed through copulatory plug checks the 
following day after pairing one female with one male in the same cage. Rabbits are commonly used in 
embryo-fetal development toxicity studies (Segment Ⅱ). Mating behavior between male rabbits and 
estrous females is observed to determine the time of conception. However, challenges such as atypical 
estrus of female rabbits, large variations in estrus between batches, and mating failure often occur in 
reproductive toxicity testing, which may be addressed through prolonged light exposure, increased protein 
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supplementation, optimized mating strategies, and environmental modifications like  female and male 
rabbits are raised adjacent to each other. Non-human primates (NHPs) are typically employed in perinatal 
toxicity studies (Segment Ⅲ), where one of the key challenges lies in accurately determining sexual 
maturity in males - a critical factor for reproductive toxicity testing, which can be assessed through 
comprehensive evaluation of age, body weight, and testicular volume. Generally, male macaques are 
considered sexually mature when they meet the following criteria: age >4.5 years, body weight >4.5 kg, 
single testis volume >10 mL, and combined testicular volume >20 mL. For pregnancy confirmation, 
ultrasound examination demonstrating visible gestational sacs is required, though this necessitates 
experienced veterinary clinicians to establish standardized ultrasound examination protocols. In 
conclusion, reproductive toxicity studies should employ species-appropriate detection methods and 
evaluation criteria based on anatomical characteristics of the reproductive system to ensure successful 
mating and proper study execution.
[Key words] Non-clinical reproductive toxicity testing; Animal pregnancy; Estrus and mating in animals

生殖毒性研究是药物临床前安全性评价的重要内

容之一，主要是通过动物试验反映受试物对哺乳动物

生殖功能和发育过程的影响，预测其对亲代生殖机能、

子代胚胎-胎儿发育以及出生后胎儿发育的潜在不良

影响［1］。
一般情况下，可根据受试物选择合适的动物进行

毒理学研究，常用的哺乳动物包括大鼠、家兔、食蟹

猴、犬、小型猪等［1］。在非临床生殖毒性试验中，无

论研究对象是亲代动物还是子代动物，首先要确保亲

代动物可成功交配。但在试验过程中，除受试物可能

有的毒性干扰外，运输应激、环境改变、营养状况、

性成熟和动情周期掌握不准确等因素也常导致动物的

交配成功率低，这也是研究者和技术人员常面临的难

题，本文就其中的部分难点及应对策略进行总结分析，

以供同行交流与探讨。

1　大鼠假孕及其动情周期鉴定

利用啮齿类动物开展生殖毒性研究时，一般首选

大鼠，其次是小鼠。大鼠发育快，性成熟早。雄性大

鼠出生后第 30~35天，睾丸降入阴囊，约 14 d后可产

生精子，60 d左右即达性成熟，90 d左右达体成熟。

雌性大鼠一般在阴道开口后初次排卵，80 d左右达到

体成熟。雌性大鼠自发排卵，动情周期为4~5 d，根据

阴道涂片的细胞类型变化，分为动情前期、动情期、

动情后期和间情期 4个阶段。雌性大鼠是常年多动情

动物。当雌性大鼠在没有雄性大鼠的环境中群养时，

其动情周期可被抑制。而当雌性大鼠与雄性大鼠混养

或接触雄性大鼠的排泄物时，可被诱导进入动情

期［2］。另外，相关文献表明，当雌性大鼠进入围绝经

期后，其动情周期也可能有所延长［3］。

在大鼠生殖毒性试验中，假孕是最常见的问题，一

般可以通过阴道涂片和孕中期触诊等方式诊断动物是否

受孕。本机构的实验操作人员，在工作期间将大鼠阴道

涂片进行HE染色并在镜下进行观察。阴道涂片如图

1A~D所示，动物阴道分泌物中的细胞主要有红细胞、

白细胞、有核上皮细胞和无核角化细胞等，与先前研究

一致［4］。当雌性大鼠处于动情前期时，可以观察到阴

道涂片一般以有核上皮细胞为主（图1A）；而雌性大鼠

处于动情期时，角化上皮细胞呈落叶状堆积（图1B）；
若观察到阴道涂片清亮并且上皮细胞数量较少时，雌性

大鼠可能处于动情后期和间情期（图1C~D）。根据阴道

涂片观察到的细胞类型来确定雌性大鼠动情周期的方法

操作简单，容易掌握，且鉴定结果较为准确，相比于其

他鉴定方法优势更大。因此，目前该方法在国内外得到

了广泛的应用。

当需检测的大鼠数量较多时，或应用其他种属动物

进行生殖毒性检验时，需要投入大量的人工对阴道涂片

中的细胞类型进行辨别或摸索［5］。目前阴道电阻测定

法也被应用于实际生产实践中，其具有简单易学和成本

低廉的优势：相关测定仪器价格不高，携带方便，易于

操作和解读，且准确度高［6］。
大鼠的动情期短，交配多在夜间进行，交配后的

2~8 h，阴道栓会自动脱落。在大鼠生殖毒性试验中，

可将雌、雄大鼠按1∶1比例合笼过夜，次日一早通过

检查阴道栓来判断大鼠是否发生交配，以准确记录受孕

时间。但该种方式与一雄多雌合笼的方式相比，会增加

雄性大鼠的使用数量，或延长试验周期，且不能明显改

善雌性大鼠假孕的情况。理论上，将动情期雌性大鼠和

雄性大鼠合笼，即可发生交配并成功受孕［7］，但在实

际情况下，大鼠合笼交配的成功率并非100%。另有相

450



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineAug . 2025, 45(4)

关研究报道，并非所有的大鼠都存在动情周期［8］，只

有约94.34%的雌性大鼠可在第一个动情周期内完成交

配，并且存在发情不典型鼠，所以交配失败的案例也偶

有发生［9］。

2　家兔的发情和常见诱导发情的方式

利用非啮齿类动物开展生殖毒性研究一般选择家

兔。家兔的性成熟时间因其品种而异。大型兔比如比

利时兔、哈白兔和塞北兔等，它们的性成熟年龄约在

5~6 月龄，初配年龄为 6~7 月龄，初配体重须达到

3.5 kg；而中型兔如新西兰白兔、加利福尼亚兔和日本

大耳白兔等，它们性成熟较早，约在 4~5月龄，初配

年龄为 5~6月龄，初配体重须达到 3 kg；小型兔如荷

兰兔、中国白兔等，它们性成熟更早，约在3~4月龄，建

议 4~5月龄进行初配，体重须达到 2.5~3 kg［10］。由此

可见，不同品种家兔性成熟、体成熟及初配体重等繁

殖指标存在明显差异，应选择合适年龄和体重的家兔

进行生殖毒性试验。

在药物非临床安全性评价中，一般选用中型兔如

新西兰白兔进行研究。雌兔属于诱发性排卵动物，交

配后10~12 h排卵。雄兔无固定动情周期，全年具备交

配能力。与雄兔不同的是，雌兔在发情阶段可出现性

欲活跃期，一般表现为活跃、不安、少食，外阴稍有

肿胀、潮红等情况［11］，所以一般可通过观察外阴的肿

胀程度判定雌兔的发情情况。

家兔试验中常见的问题有雌兔不发情和假孕。虽

然家兔自然交配的配怀率较高［12］，但在封闭的实验动

物设施内，由于多因素的影响，用于生殖毒性研究的

家兔配怀率往往不稳定，主要表现为动物不发情、不

同批次间动物发情情况差异大、动物交配失败等。雌

兔不发情与其体内激素水平密切相关，这是导致同批

次雌兔发情不稳定的主要原因之一［13］。当雌兔和雄兔

在不同的饲养间或间隔较远时，由于外激素的传递受

限，雌兔不容易发情。当改变饲养位置（雌兔和雄兔

邻近饲养），该情况可以得到改善。除了外激素外，雌

兔体内性激素的调节往往也直接影响它们的发情，其

中雌激素与孕激素为雌兔发情周期的重要调控因素之

一，它们对雌兔的卵泡发育、卵子发生与胚胎发育等

均具有重要影响［14］。而性激素的分泌和昼夜节律密切

相关，通过人工调整光照影响节律，刺激下丘脑中促

性腺激素释放激素 （gonadotropin-releasing hormone，
GnRH）的释放，雌兔的发情状况往往得以改善。

通过对 100只雌兔在不同光照时间下的发情率进

行测试后发现，延长光照组（交配前 7 d至交配成功，

光照明暗周期为 16 h∶8 h）与常规光照组（光照明暗

周期为12 h∶12 h）相比，延长光照组雌兔的发情率提

高25%左右［10］。另有研究表明，每周连续3次，每次

晚间 18∶00至凌晨 6∶00，采用 100 lx强度的 LED红
光进行补光，可提高雌兔的同期发情率［15］。

除此之外，增加饲料中蛋白质的含量（即氮元素

的摄入）也能促进雌兔发情，其原因可分为两方面：

一方面，蛋白质可以提供合成性激素所需的氨基酸，

促进性激素的合成；另一方面，蛋白质的摄入也可以

刺激动物体内的代谢活动，如神经肽利尿激素通过脑-
肠轴调节刺激动物发情［16］。在实验室饲养工作中，虽

然常规的生长繁殖饲料的营养配比已经满足拟交配动

物的生理需求，但不同机构使用的商品化颗粒饲料的

营养成分可能存在差异，为了避免新入室动物因突然

注：A，动情前期；B，动情期；C，动情后期；D，间情期。黑色箭头所指的是有核上皮细胞；红色箭头所指的是无核上皮细胞；绿色箭头所
指的是白细胞。涂片的染色方法为 HE 染色。图像的放大倍数为 40，标尺为 100 µm。
Note：A， proestrus； B， estrus； C， metestrus； D， diestrus. The black arrow indicates nucleated epithelial cells； the red arrow indicates 
anucleated epithelial cells； the green arrows indicate leukocytes. The staining method of the smear was hematoxylin and eosin （HE） 
staining. The magnification of the images is 40 and the scale bars are 100 µm.
图 1 成年雌性大鼠动情周期各阶段的典型阴道组织涂片
Figure 1 Typical vaginal smear characteristics from adult female rats at each stage of estrous cycle
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更换饲料而引发应激，建议按照一定的比例（如3∶1、
1∶1、1∶3）进行饲料过渡。经过兽医或相关试验责

任人评估许可后，可按需供给干草，如提摩西干草或

苜蓿草等，该方法既能增加饲料的适口性，还能提高

动物粗蛋白的摄入［17］。
家兔在不同生理阶段的营养需求有所不同，应选

择合适的饲喂量以满足家兔的需求。雌兔在不同生理

阶段的饲喂方式有所差异。按照一天一次的饲喂频率，

空怀期建议饲喂量为每只每次约 200 g，并额外增加

5%~10%的粗蛋白含量。妊娠前期饲喂频率和饲喂量

仍和空怀期一致；当动物处于妊娠中期和妊娠后期时，

保持一天一次饲喂频率的同时，饲喂量提高至每只每

次220~260 g。同样，经过兽医或相关试验责任人评估

许可后，针对妊娠前、中和后期的动物，可额外增加

3%~5%含量的粗蛋白［10］。除此之外，可考虑除常规

饲料中蛋白的摄入外，额外增加蛋白的饲喂，如黄豆

等植物蛋白。但该方法可能会增加动物消化道负担，

引起肠道问题，应结合动物的健康情况评估后谨慎实

施。但要注意，家兔对于环境的改变较为敏感，雌兔

体质较弱，日粮蛋白质应控制在17%~18%［18］。
综上所述，通过增加光照、蛋白质的摄入等方式

可一定程度上改善家兔的发情问题，但家兔发情与其

是否受孕，还需根据实际情况进行综合分析。由于家

兔属于诱发性排卵动物，交配行为可引起动物排卵。

当雄兔体格显著小于雌兔，导致雄兔爬跨困难，不能

充分刺激雌兔时，也可能导致交配失败。通过选择健

康、有交配经验的雄兔，并采用合适的交配方法，如

自然交配法（将雌兔放入雄兔笼内进行，避免雄兔因

环境的改变分散注意力影响交配）、人工助配法（轻轻

吊起雌兔尾部，并用手按住雌兔头部，辅助雄兔顺利

交配），往往能提高家兔交配成功率［19］。除此之外，

人工授精、同期发情等生殖技术也是提高家兔配怀率

的有效手段［20］。

3　非人灵长类动物的性成熟和妊娠鉴定

非人灵长类动物与人类的生殖系统具有很多相似

性，而食蟹猴因其背景数据较为全面，且发情无明显

的季节性，被广泛应用于生殖毒性研究［21］。雌性食蟹

猴为单子宫动物，胎盘为血绒毛膜胎盘，存在月经周

期，约为22~33 d。雌性食蟹猴在发情期，生殖区及邻

近部位的皮肤会发生显著肿胀，称为“性皮肤”。肿胀

主要集中在会阴部（外阴、肛门周围）、尾根下方皮

肤、大腿内侧（股内侧）及臀部［22］。虽然目前对食蟹

猴的生物学背景了解比较全面，但在食蟹猴生殖毒性

试验过程中，仍然存在诸多难点。

非人灵长类动物围青春期发生在2.5~5.5岁的年龄

范围内，其年龄跨度较大，并且性成熟时期动物的年

龄以及体重之间都显示出巨大的个体差异［23］。对 55
只性成熟食蟹猴的体重进行统计发现，其体重范围为

2.3~6.3 kg［24］。灵长类动物体重和性成熟状态无显著

的相关性，主要原因是其幼年时体内的神经肽Y和γ-
氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）对性腺轴中

GnRH的抑制性调控作用［25］，使动物出生后体内的

GnRH分泌呈现 “up-down-up”的模式，经历了漫长

的生殖轴静止期［26］。因此，通过单一指标如年龄、体

重、齿式和供应商记录等信息来判定灵长类动物是否

性成熟通常不可靠。

雄性非人灵长类动物产生含有成熟精子的精液是

判定其性成熟的金标准［23］。据文献报道，可采用电刺

激法收集它们精液，进而分析精子的数量、活力和形

态［27］。但在试验操作过程中，为避免频繁的侵入性操

作，雄性非人灵长类动物性成熟的评估一般需要综合

考量动物年龄、体重和睾丸体积等指标。一般雄性猕

猴年龄在 4.5岁以上，体重大于 4.5 kg，单侧睾丸体积

超过10 mL，双侧睾丸总体积大于20 mL则预示着性成

熟。另有相关报道显示，实验环境中猴群的社会性关

系也会影响动物的睾丸体积。因此，在评估雄性非人

灵长类动物是否性成熟时，应综合考虑多种因素对其

生长发育的影响［28］。
一般可以从有规律的月经出血来判定雌性非人灵

长类动物性成熟，但月经初潮并不能单独作为判定其

是否性成熟的依据。在实际操作过程中，由于动物经

期出血时间可能较短，需要通过每天采集阴道拭子来

进行监测，当连续监测到2 d及以上的出血，并且在至

少间隔 20 d后能够再次观察到出血时，说明雌性非人

灵长类动物达到性成熟水平。

除此之外，有文献显示非人灵长类动物性成熟前

后的肠道微生物群组成、代谢物谱和基因表达有显著

性差异。雄性猕猴中参与精子发生的基因（如TSSK2、
HSP90AA1、SOX5、SPAG16和SPATC1）显著上调，表

明性成熟的雄性动物具有更强的精子活力。而在雌性

猕猴中，性成熟前后的差异大部分与色氨酸代谢有关，

如吲哚-3-乙酸和吲哚乙醛的水平发生显著变化，表明

性成熟的雌性非人灵长类动物表现出更强的神经调节
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和肠道免疫力［29］。
另外，在非临床生殖毒性试验中除了使用到猕猴

（食蟹猴和恒河猴）外，还有可能使用到狨猴［30］。小

型卷尾猴科动物（包括狨猴）的性成熟年龄通常在

13~18月龄，但其具体时间可能因个体差异、饲养环

境等因素而有所不同。对于雄性狨猴，出现明显的性

行为（如交配尝试、性展示等行为）也可作为判断其

性成熟的重要依据之一［29］。尽管不同灵长类动物的

性成熟过程存在差异，但其他灵长类动物已知的研究

方法和指标也可作为判断依据，比如结合激素水平、

组织学检查、行为观察和形态学指标等多种指标综合

评估［31］。
其次，非人灵长类动物的交配及交配确认也是生

殖毒性试验过程中的难点之一。非人灵长类动物在生

产环境下，一般采用雄∶雌=1∶6或 1∶8的比例进行

繁殖生产，动物的交配成功率一般可控制在 79.86%
左右［32］。但在试验环境下，因为干预了动物自然交

配的模式，并且动物的性情、交配的空间以及合笼的

时间等因素都比较随机，所以动物交配行为的发生往

往也比较随机。若采用 1∶1的比例进行交配，会增

大交配成功的难度。

一般情况下，在试验开始前，会将雌性和雄性非

人灵长类动物饲养在同一空间内进行适应性饲养，并

保证它们能够进行视觉、听觉甚至肢体接触的交流，

一定程度上能避免出现合笼后动物不相容的情况；合

笼后，选择空间较大的笼具，同时增加环境丰容措

施，并提供安静的环境，能提高它们交配成功的

概率。

另外，非人灵长类动物的交配行为并不能像家兔

和大鼠一样容易被观察到，对于试验过程中它们是否

成功交配也成为该类试验开展过程中的技术难点之

一。实际操作过程中，在雌猴月经开始后的 11~15 d，
将雌性和雄性非人灵长类动物 1∶1合笼，可设定 3 d
的交配期，在交配期后的 20~25 d进行 B超诊断。本

机构兽医在食蟹猴妊娠早期，通过B超检查方式发现

如图 2所示的孕囊结构。可通过观察非人灵长类动物

有无明显孕囊来判断其是否妊娠，但这需要经验丰富

的临床兽医制定完善的B超检查方法。

除此之外，还可以通过雌性动物体内性激素的变

化水平来推测动物的妊娠阶段。但需要特别注意的

是，当通过性激素水平来评估动物的妊娠阶段时，需

要同时考虑采样方式和环境温度等因素对激素的合成

或释放的影响。另外，对动物进行频繁地采血也可能

会造成孕猴应激。

食蟹猴孕期的流产率可高达 15%~20%［23］，因此

每组妊娠动物的数量应不少于 10只，以保证统计效

力。另外相关研究表明，自然条件下食蟹猴的繁殖活

动呈现显著的季节性规律，每年的 7~10月及 12月为

妊娠高峰期，3~5月为妊娠低谷期；2~5月为分娩高

峰期，6~10月为分娩低谷期［33］。因此，建议选择 7~
10月及 12月等自然交配妊娠高峰期进行食蟹猴繁殖

试验。

4　讨论和总结

生殖毒性研究是药物非临床安全性评价的重要内

容，它与急性毒性、长期毒性、遗传毒性等毒理学研

究有着密切的联系。然而不同国家的相关法规标准存

在差异，对于动物妊娠的管理要求各不相同，这常导

致生殖毒性试验的开展面临诸多困难。本文围绕药物

非临床生殖毒性试验动物妊娠环节中存在的难点和改

善措施展开讨论。

大鼠可应用于生育力评估与早期胚胎发育毒性试

验（Ⅰ段）、胚胎-胎仔发育毒性试验（Ⅱ段）和围产

期毒性试验（Ⅲ段），试验中一般采用一雌一雄合笼的

方式实现交配，次日通过阴道栓检查判断是否发生交

配行为，以准确记录妊娠时间，但该种方式会增加雄

性大鼠的使用数量或延长试验周期，且无法改善雌性

大鼠假孕的情况。根据阴道涂片观察到的细胞类型来

注：图中箭头所指区域可见成型的孕囊结构。
Note：The area indicated by the arrow in the figure shows a well-
formed gestational sac structure.
图 2 妊娠初期雌猴孕囊 B 超切面
Figure 2 Ultrasound cross-sectional view of gestational 

sac in a female monkey during early pregnancy
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明确雌性大鼠动情周期，有效筛查大鼠动情情况，提

高大鼠妊娠率。

家兔一般应用于胚胎-胎仔发育毒性试验（Ⅱ段），

通过雄性家兔和处于发情期的雌性家兔合笼后发生交

配行为，判断受孕时间。试验中常出现雌性家兔发情

不典型、不同批次家兔间发情情况差异大、动物交配

失败等问题，可通过延长光照时间、增加蛋白质摄入、

选择合适的交配方式、改变饲养环境（雌兔和雄兔邻

近饲养）等方式改善家兔的发情情况，提升家兔的交

配成功率。但家兔的发情率提升并不意味着家兔交配

的成功率增加，还需根据实际情况进行综合分析。

非人灵长类动物一般应用于围产期毒性试验（Ⅲ
段），可通过综合评估动物年龄、体重和睾丸体积等指

标综合判断雄性非人灵长类动物是否性成熟，一般年

龄在 4.5岁以上，体重大于 4.5 kg，单侧睾丸体积超过

10 mL，双侧睾丸总体积大于20 mL的雄性猕猴预示着

性成熟。可通过超声检查是否能观察到明显孕囊或通

过雌性动物体内性激素水平的变化来推测雌性非人灵

长类动物的妊娠阶段，但需考虑采样方式和环境温度

对激素合成或释放的影响。另外，建议选择非人灵长

类动物的自然交配繁殖旺季7~12月开展试验。
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