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前　　言

本文件按照 GB/T１１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件的发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由农业农村部种植业管理司提出并归口.
本文件起草单位:农业农村部农药检定所.
本文件主要起草人:闫长会、刘然、张丽英、陶岭梅、陶传江、吴纯启、关勇彪、于雪骊.
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农药神经毒性试验指南

１　范围

本文件确立了农药神经毒性试验的基本原则、方法和要求,并界定了相关术语和定义.
本文件适用于为农药登记而进行的神经毒性试验.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文

件,仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本

文件.

GB１４９２５　实验动物　环境及设施

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件.

３１
毒副作用　adverseeffect
任何处理引起的机体生存、生育或环境适应能力减弱或降低的变化.

３２
剂量　dose
所给受试物的量,以实验动物单位体重所接受受试物的质量(mg/kg体重)或染毒用的饲料中受试物

的浓度(mg/kg饲料)表示.

３３
给药量　dosage
由染毒剂量、染毒频率和染毒期限所组成的术语.

３４
神经毒性　neurotoxicity
由于接触化学、生物或物理因素而产生的神经系统结构或功能的有害变化.

３５
神经毒物　neurotoxicant
能够诱发神经毒性的任何化学、生物或物理因素.

３６
未观察到有害作用剂量水平　noobservedadverseeffectlevel,NOAEL
在规定的试验条件下,用现有技术手段和检测指标,未观察到与染毒有关的有害效应的受试物最高剂

量或浓度.

４　试验概述

实验动物分为若干个剂量组,各组动物每天经口染毒一定剂量的受试物,连续染毒２８d、９０d、１年或

更长时间.实验动物在每个观察周期进行临床观察和功能测试,试验结束时对各组中２种性别的动物进

行灌流固定,对大脑、脊髓以及外周神经等组织器官进行组织病理学检查.本试验指南同样适用于急性神

经毒性试验.
当单独进行神经毒性的筛检试验时,不做灌流固定及组织病理学检查的各组动物(见附录 A)可用于
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特殊的神经行为、神经病理、神经化学或电生理的检查,从而补充相关神经毒性资料.
当本试验与其他毒性试验结合进行时,需要有足够动物的数量,以满足两个试验的需要.

５　试验方法

５１　试验动物

５１１　动物品系的选择

实验动物首选大鼠,使用其他动物应说明理由.选用常用动物品系的健康动物,雌性动物应使用未生

育过和未受孕的.一般断乳后即开始染毒,染毒开始时,动物不超过６周龄.若与其他毒性试验合并进行

时,对鼠龄的要求可适当调整(一般不迟于９周龄).在试验开始时同一性别动物体重变化范围不应超过

平均体重的２０％.当短期重复染毒毒性试验作为长期毒性试验的预试验时,预试验与长期试验所用动物

的品系要一致.

５１２　数量与性别

每个剂量组或对照组至少２０只动物(雌雄各半),进行临床观察和功能测试.试验结束时,每组每性

别至少５只动物进行灌流固定,用作神经系统组织病理学检查.当某个剂量组仅个别动物出现神经毒性

改变时,必须选取该动物灌流固定进行组织病理学检查.当与重复染毒毒性试验合并进行时,动物数量应

满足２个试验的需要,每组所需的最少动物数见附录 A.如果设有中期处死或恢复期组观察毒效应的可

恢复性、持久性或迟发性毒性时,应增加动物数量,以确保用于组织病理观察的动物数.

５１３　饲养条件

动物饲养条件应符合 GB１４９２５的有关规定.在染毒前和染毒后,动物按性别及剂量分笼饲养,每笼

的动物数以不干扰对每只动物的观察为宜.

５１４　实验动物准备

染毒开始前,动物饲养观察至少５d以适应实验室环境.动物按体重随机分组编号,每只动物单独编

号.在开始染毒前,将动物随机分配到各染毒组和对照组中.笼具的安放应尽量减少对试验的影响.

５２　受试物配制

如果受试物不能使用原液,应优先使用水溶液或水混悬液,其次可考虑使用油溶液(如玉米油)或油混

悬液,最后考虑使用其他溶媒制成溶液或混悬液.溶媒本身应无毒、不与受试物产生化学反应且不影响受

试物的吸收.

５３　剂量及分组

通常选用至少３个染毒剂量组和１个对照组.一般各剂量组间相差２倍~３倍(若各剂量组间相差

１０倍以上,则需要添加第４个染毒剂量组).原则上高剂量组动物应出现神经毒效应或明显系统毒性,低
剂量组应不引起神经毒效应或系统毒性,中剂量组可产生的轻度神经毒效应或系统毒性.如果已有毒性

资料表明１０００mg/kg体重剂量不会诱发毒效应,可减少剂量组数.对于单次经口染毒,限度试验的剂量

水平至少应达到２０００mg/kg体重.如果没有合适的参考剂量,可进行剂量探索的预试验,以便确定染毒

剂量.对照组动物除不给予受试物处理外,其他处理条件应与染毒组动物相同.如果在染毒时使用赋形

剂,赋形剂对照组溶剂体积应该与最高染毒剂量组一致.如溶剂毒性已知,可仅设溶剂对照组,否则应增

设空白对照组.

５４　试验步骤

５４１　染毒途径

推荐经口染毒途径,如灌胃、拌饲、拌水.也可选择其他染毒途径(如经皮或吸入染毒),染毒途径的选

择取决于人体接触受试物的方式、现有毒理学或毒代动力学资料.

５４２　染毒频率与期限

急性神经毒性试验采用单次染毒,若单次染毒无法满足染毒剂量需要时,可在２４h内多次染毒.
重复染毒毒性试验中,动物应每天染毒,每周染毒７d,至少连续染毒２８d.灌胃采用灌胃针或套管每

天单次染毒,一次染毒体积原则上不超过１０mL/kg体重,但对于水溶液,可增大至２０mL/kg体重.除

２
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了刺激性和腐蚀性受试物,其他受试物均要通过调整浓度,使各剂量组动物染毒体积的差别最小,尽量保

证各剂量组等体积染毒.当受试物拌饲或拌水染毒时,受试物的含量不能干扰动物正常摄食与饮水.可

采用恒定的受试物饲料浓度(mg/kg饲料)或以动物体重为单位[mg/(kgd)]的一致剂量进行染毒;如
采用其他剂量单位的染毒方法时应加以说明.

５４３　观察频率与期限

急性神经毒性试验染毒后连续观察１４d.重复染毒毒性试验中,整个染毒期间均需进行观察.
在染毒后出现预期毒效应的高峰期进行观察,且每天在同一时间范围内进行观察.临床观察和功能

测试的频率见附录B.如实际试验中需要有不同时间点的观察、测试或采用不同的染毒观察时间,允许改

变观察时间表并说明理由.
所有动物的一般健康情况检查每天至少１次,对于发病或濒死动物,每天至少检查２次.

５４４　详细临床观察

首次染毒前,应对所有受试动物进行详细临床观察(见附录 A),并根据试验周期(见附录B)按不同时

间间隔进行观察.
详细临床观察应在动物笼外操作台上进行,每天在同一时间进行.详细记录所观察到的改变,按照实

验室制定的统一标准对各指标进行打分.建议按照盲法操作,避免系统误差.
观察的指标应包括但不限于以下方面的改变:皮肤、被毛、眼睛、黏膜、口鼻分泌物情况、尿粪排泄情

况、自主神经活动(如流泪、竖毛、瞳孔大小、呼吸类型异常、尿粪排泄异常和尿液颜色异常等).应观察记

录体位异常变化、活动量(如旷场地内探索反应的增加或减少)及运动的协调性、步态变化(如步态蹒跚、共
济失调等)、姿势(如弓形背)、对抓取或外来刺激的反应状况、阵孪性或强直性活动、抽搐或震颤、刻板运动

(如过度梳理、头部异常活动、重复的转圈活动等)、行为异常(如咬啃或过度舔、自残、后退、异常发声等)或
攻击行为等.可通过动物的功能组合试验(FOB)进行观察(见附录C).

５４５　功能测试

功能测试与详细临床观察频率一致,染毒前需测试１次(见附录 A).除了附录 A 所述的观察周期

外,也应在处死前对观察恢复期的动物进行同样的功能测试.
功能测试项目应包括:运动功能(常用试验方法有自发行为测试、肢体抓力、转棒协调试验、步态分析

试验等),对不同刺激(如听觉、视觉和本体感受器的刺激)的感觉反应(常用试验方法有甩尾试验、眼刺激

试验、躯体感觉测试等).如果有其他资料(如构效关系、流行病学资料及其他毒理学研究资料等)提示受

试物存在潜在神经毒性效应,应考虑追加感觉和运动功能或学习记忆测试(如主动回避试验、被动回避试

验、位置偏爱试验、Morris水迷宫试验等).
对于出现毒性表现但干扰功能测试结果的动物可以不进行上述测试,但需说明理由.

５４６　体重、摄食量及饮水量测定

急性神经毒性试验应分别在染毒前、染毒后(每周一次)和处死前对全部动物称量并记录体重.
在染毒周期不长于９０d(包括９０d)的毒性试验中应对全部动物至少每周称量体重１次,同时至少每

周测定食物消耗量(当受试物掺入饮水中染毒时,也应测定饮水量)１次.对于染毒周期长于９０d的毒性

试验,前１３周至少每周对全部动物称量体重１次,之后至少每４周称体重１次;摄食量(当受试物掺入饮

水中染毒时,也应测定饮水量)前１３周至少每周测定１次,之后至少每４周测定１次.当动物健康状况出

现异常或体重出现变化时,可增加测量频率.

５４７　眼科检查

对于染毒周期２８d以上的毒性试验,在给予受试物前及试验结束时,需用眼底镜对高剂量组和对照

组动物行眼科检查.若检出眼睛异常或临床症状提示有眼科变化时,应对全部动物进行眼科学检查.在

长期试验中,眼科检查时间点还应包括给药后第１３周.如果有相同试验期限和相同剂量的试验资料可提

供相关信息,可免做眼科检查.

５４８　血液和临床生化检查

当神经毒性试验与其他重复染毒毒性试验合并一起进行时,应参考系统毒性试验的有关准则进行血

３
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液和临床生化检查.采集动物血液样品时,应尽量将操作对神经行为潜在的影响降至最小.

５４９　组织病理学检查

急性神经毒性试验的所有动物应进行大体解剖.试验过程中因濒死而安乐死的动物、死亡动物应及

时进行大体解剖,其他动物在观察期结束后安乐死并进行大体解剖.当组织器官出现体积、颜色、质地等

改变时,应进行组织病理学检查.
对于重复染毒毒性试验,除了记录肉眼所见任何变化,还需至少取５只动物/性别/组(见附录 A),采

用灌流固定,对全部组织标本进行石蜡包埋,作常规 HE染色后进行镜检.当临床表现提示其他受检部

位可能存在病变时,需作特殊染色检查,用特殊染色法显示该类型病理变化.如神经毒性试验单独用于神

经毒性筛检或对神经毒性作用进行定性,则剩余动物可进行特定的神经行为、神经病理、神经生化或电生

理检测.如常规观察项目或预期出现的效应提示存在特异性神经毒性或其靶器官时,剩余动物应用于组

织病理学检查.
中枢神经和周围神经系统需进行组织学检查(HE染色).受检部位包括前脑、大脑中央(需含海

马)、中脑、小脑、桥脑、延髓、眼球(含视神经和视网膜)、脊髓的颈膨大和腰膨大部位、背根神经节、背侧和

腹侧神经根纤维、坐骨神经近端、胫神经近端(膝关节)及胫神经的腓肠肌分支.脊髓和周围神经取材应包

括横切面和纵切面.应注意检查神经组织附近的血管和骨骼肌,特别是腓肠肌.同时要关注已知神经毒

物易侵犯的中枢神经系统和周围神经系统的细胞及纤维结构部位.
组织标本检查可从高剂量组开始,如果高剂量组与对照组相比未见到神经病理变化,则无需对其他剂

量组作进一步的检查.否则,需依次对中、低剂量组所有可能受影响的组织进行检查.
若定性检查中发现神经病理改变,则需对神经系统所有出现此种改变的部位进行详细的检查.应当

先对各剂量组可能受影响部位的标本切片编号,并随机开展病理学检查.记录各种病变的发生率和严重

程度,并进行统计分析以评价剂量 反应关系.最后,应以实例描述不同严重性的病变.
结合行为观察和功能测试结果,并参考已有的或同时进行的受试物系统毒性研究结果对神经病理结

果进行评价.

６　试验数据和报告

６１　数据

应给出每只动物的个体数据.以表格形式汇总所有的试验数据,包括每组的动物数、试验期间死亡或

安乐死的动物数及每只动物的死亡时间、出现毒性反应的动物数,描述毒性作用出现和持续的时间、类型

及其严重程度,并叙述出现病变的动物数,包括病变的类型及其严重程度.

６２　结果评价

综合考虑毒性作用的发生率、严重程度、神经行为与神经毒效应(如有相应补充检查,则也应包括神经

生化或电生理效应试验结果)和所见的其他任何有害效应的试验结果,评价受试物染毒的神经毒性.用合

适的统计学方法进行分析评价.统计分析方法应在试验设计期间确定.

６３　试验报告

试验报告应包括下述内容:

６３１　受试物

a)　物理性状、纯度以及相关的理化性质(包括异构体);

b) 质量检验报告.

６３２　溶剂

说明需要使用溶剂的理由.

６３３　试验动物

a)　动物的种属、品系;

b) 动物的洁净程度等级;

c) 动物的数量、周龄和性别;
４
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d) 动物来源、饲养条件、适应期、饲料等;

e) 试验开始时每只动物的体重.

６３４　试验条件

a)　详述受试物的制剂/饲料制备、所达到的浓度、稳定性及均一性;

b) 对染毒剂量的说明,包括溶剂及其给药容量,受试物的理化性质;

c) 受试物的给药过程;

d) 选择剂量水平的理由;

e) 染毒途径及染毒期限的选择理由;

f) 拌饲或拌水染毒需说明受试物在饲料或饮水中的浓度(mg/kg),如有可能,换算成实际剂量

(mg/kg体重/d);

g) 详述饲料和饮水的质量.

６３５　观察与测试步骤

a)　详述各组动物进行灌注固定分组的情况;

b) 详述记分系统,包括每个临床观察指标的标准和评分量表;

c) 详述对不同刺激(如听觉、视觉和本体感觉)引起感觉反应的功能测试,肢体的抓力强度,运动活

动的评价(包括检测活动的自动化设备)以及所使用的其他测试方法;

d) 详述眼科检查、血液检查、临床检查,标明血液检查、临床检查及其相关的基础值;

e) 详述特异神经行为、神经病理、神经生化或电生理的测试方法(如有).

６３６　结果

a)　体重及体重变化,包括处死时的体重;

b) 食物和饮水的消耗量;

c) 毒性反应结果,包括毒性表现或死亡率,按动物性别和剂量水平描述;

d) 临床症状(包括可逆的或不可逆的)的性质、严重程度和持续时间(发病和病程);

e) 详述各个功能测试的结果;

f) 大体解剖及组织病理学检查的结果;

g) 详述神经行为、神经病理、神经化学或电生理检查的全部结果(如有);

h) 吸收和代谢资料(如有);

i) 结果的统计处理.

６３７　结果讨论

a)　剂量－反应资料;

b) 受试物其他毒性作用与神经毒性的关系;

c) 神经毒性 NOAEL值.

６３８　结论

对受试物的神经毒性作用进行全面评价.

５
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附　录　A
(规范性)

神经毒性试验独立进行或与其他研究联合进行时每组所需最少动物数

　
神经毒性试验独立进行或与其他研究联合进行时每组所需最少动物数,见表 A１.

表A１　神经毒性试验独立进行或与其他研究联合进行时每组所需最少动物数

项目

神经毒性试验种类

单独进行的试验
与２８d试验

结合的试验

与９０d试验

结合的试验

与慢性毒性试验

结合的试验

　每组的动物总数
雌、雄各

１０只

雌、雄各

１０只

雌、雄各

１５只

雌、雄各

２５只

　用于详细临床观察与功能测

试的动物数

雌、雄各

１０只

雌、雄各

１０只

雌、雄各

１０只

雌、雄各

１０只

　重复染毒/亚慢性/慢性毒性

试验时的临床观察、血液、临床

生化、病理组织检查等使用的

最低动物数,参照各项相应准

则的要求.

雌、雄各

５只

雌、雄各

１０只∗

雌、雄各

２０只∗

　用于合适的增补观察
雌、雄各

５只

　　∗　包括作为神经毒性研究部分的功能测试和详细临床观察所需的５只动物.

６
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附　录　B
(规范性)

临床观察和功能测试的频率

　
临床观察和功能测试的频率,见表B１.

表B１　临床观察和功能测试的频率表

观察类型
试验期限

急性 ２８d ９０d 慢性

全部动物
　一般健康状况 　每天 　每天 　每天 　每天

　死亡/发病 　每天２次 　每天２次 　每天２次 　每天２次

功能测试

的动物

　详细的

临床观察

　首次染毒前

　染毒后８h内毒效

应的高峰期

　染毒后７d和１４d
各１次

　首次染毒前

　之后每周１次

　首次染毒前

　染毒第１周或第２
周内各１次

　此后每月１次

　首次染毒前

　 染 毒 第 １ 个 月 末

１次

　此后每３个月１次

功能测试

　首次染毒前

　染毒后８h内毒效

应的高峰期

　染毒后７d和１４d
各１次

　首次染毒前

　在临近染毒结束期

的染毒第４周期间

首次染毒前

　染毒第１周或第２
周时１次

　此后每月１次

　首次染毒前

　 染 毒 第 １ 个 月 末

１次

　此后每３个月１次

７
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附　录　C
(规范性)

功能组合试验常用观察指标

　
功能组合试验常用观察指标,见表C１.

表C１　功能组合试验常用观察指标

指标分类 具体观察指标

笼内观察 　饮水、进食、睡眠、清醒、姿势、运动、竖毛、理毛、异常发声、攻击同类等

开放观察 　步态、自主活动排便、排尿、皮肤黏膜颜色、兴奋、跳跃、扭体、直立、抽搐、流泪、尾巴体位等

手持观察 　心率、身体张力、腹部张力、肢体张力、眼睑反射、泪液分泌、突眼等

操作性观察 　翻正反射、瞳孔反射、声音反射、夹尾反应、视觉定位、抓握、体温等

８


