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建立和验证药物安全性评价中实验病理学定量检测指标
参考值范围的影响因素和方法
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摘要：目前国内外药物安全性评价领域尚未见到明确的有关实验动物病理学定量检测指标参考值范围

和验证指导原则。本文探索性地提出了建立和验证药物安全性评价中实验病理学定量检测指标参考值范

围的影响因素和方法，认为建立参考值范围所需评估条件应包括前瞻性或回顾性研究方式的选择、动物参

考群体分组、动物参考个体筛选和数量及样品采集和检测要求等；当动物参考群体来源、样本采集条件和检

测系统发生改变时参考值范围则需进行验证，并应根据参考值范围从统计学、生物学和毒理学意义等方面

深入解析检测数据的应用。本文将有助于正确和完整地评价实验动物的健康状态和药物引起的毒性。
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临床病理学检测是药物安全性评价中非常灵

敏的重要研究手段，用于实验动物健康检查和筛

选、疾病诊断和监测，评估药物对实验动物造成的

毒性反应类型和程度以及毒性反应是否具有剂量

关系、是否可逆等。药物安全性评价中解读给药组

动物临床病理学数据改变时，除应比较同期对照组

动物数据和给药组动物给药前的基础数据之外，还

应结合实验动物临床病理学检测指标的参考值范

围进行综合分析，这样才能做出正确判断［1］。临床

病理学检测国际协调联合科学委员会推荐了药物

安全性评价中血液学、临床化学和尿液分析等临床

病理学检测指标［2］，由于实验动物定量检测指标值

与正常人相比差异较大，如北平顶猴外周血白细胞

参考值范围为（6.0~31.4）×109 L-1［3］，人外周血白细

胞参考值范围则为（3.5~9.5）×109 L-1［4］。因此，科

学合理地建立和验证实验动物临床病理学检测指

标的参考值范围具有极其重要的意义，但目前国内

外在此方面尚未颁布明确的技术指南。虽然国内

外已有一些文献报道了不同动物临床部分病理学

定量检测指标的参考值范围［5-11］，但建立方法差异

较大，科学性和规范性尚存疑问，且参考值范围的

验证也基本未有提及。因此，本文在参考国内外临

床诊断和兽医学等技术领域的相关技术指导原则

及文献［12-16］的基础之上，结合药物安全性评价工作

的特殊性，探索性地提出药物安全性评价中实验动

物临床病理学定量检测指标参考值范围的建立和

验证应考虑的影响因素和方法，为药物安全性评价

研究提供参考和借鉴。

1 参考值范围的建立

临床病理学定量检测指标包括血液学、临床生

物化学、凝血和免疫学等指标。建立这些定量检测

指标参考值范围可以通过前瞻性研究或回顾性研究

2种方式，对于药物安全性评价研究机构而言，回顾

性研究显然更为可行。无论采取哪种方式，在获得

足够的健康动物临床病理学定量检测指标数据时，

均应尽快完成这些指标参考值范围的首次建立。

1.1 动物参考群体分组

实验动物的年龄、性别、营养状态、生殖状况、

饲养状况、地理位置和活动等因素均有可能会影响

动物参考群体各项临床病理学定量检测指标的数

值［17-18］，故在理想情况下，应为不同类别动物建立

单独的参考值范围。如不可行，参考群体应根据上

述因素进行划分，以获得能代表健康动物群体的临

床病理学定量检测指标数据的生物学分布。实际
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工作中，至少应按动物性别和年龄分组来分别建立

参考值范围［10-11］。

1.2 动物参考个体筛选标准

应建立详细的动物参考个体筛选标准，如动物

体重、活动性、饮食、排泄、传染病检查和肠道寄生

虫检查等，以确保排除不健康的动物［19-20］。

对于大动物而言，可选择未进入研究专题的经

适应期和检疫期的健康贮备动物，或研究专题中对

照组中的健康动物和（或）给药组中给药前的健康

动物。对于小动物而言，可选择未进入研究专题的

经适应期和检疫期的健康贮备动物，或选择研究专

题中对照组中的健康动物。

1.3 动物参考个体数量

参考值是通过对参考个体某一特定量进行观

察或测量而得到的检测结果。参考值范围通常包

括参考上限和参考下限，两参考限之间（含 2个参

考限）的区间则为参考值范围，通常是中间 95%的

数据分布范围［1，12］。代表每一动物参考群体的动

物参考个体至少需 120只，以保证能正确建立 90%
置信水平的临床病理学定量检测指标数据的参考

值范围，如按 99%置信水平来建立，则至少需要

198只动物参考个体［12-13］。例如，王茵等［21］采用

260只 8~10周龄的 SD大鼠，雌雄各 130只，建立

了多项血液生化指标的参考值范围，其中血清白蛋

白和血糖的参考值范围雌雄动物之间差异无统计

学意义（P＞0.05），故实际应用时可合并计算，此时

这 2项指标所建立的参考值范围来源于 260只SD
大鼠，可达到 99%置信水平；而胆固醇、血清总蛋

白、丙氨酸转氨酶和尿素氮的参考值范围雌雄动物

之间差异有统计学意义（P＜0.01），因此在实际应

用时宜按雌雄性别分别统计，此时每组动物参考个

体数量为 130只，则每组所建立的参考值范围可达

到90%置信水平。

通常根据置信水平的要求来考虑所需动物参

考个体数量即可，若纳入更多数量的动物参考个体

并不会显著提高参考值范围的置信水平，且有可能

增加样品采集和检测等各方面的成本。

1.4 样品采集的要求

用于建立参考值范围的动物样品的采集条件

应尽可能一致，如动物禁食情况、动物保定条件、样

品采集程序和样品处理程序等［17-18］，以消除样品采

集环节对样品检测结果可能造成的影响。每一动

物参考个体每一定量检测指标只需采集一份样品

以获得单一代表性的检测数据，相同样品类型需求

的定量检测指标可以共用一份样品。

1.5 样品检测的要求

用于样品检测的检测系统，广义上来说，包括

检测人员、检测仪器、检测试剂和标准操作规程等

要素，应为准确度和精密度等技术指标已验证合格

的检测系统或检测方法，并定期参加官方机构或第

三方权威机构组织的室间质评活动且成绩合格，且

已为检测系统制定了科学合理的常规校准程序和

室内质控程序，并严格按照试剂生产商的要求接

收、储存和使用各类检测试剂。

样品应在采集后立即检测［14-16］，如因故不能立

即检测，可以按稳定性已验证的储存条件和储存周

期进行暂存后再进行检测［14］。检测时应严格按照

已制定的相关标准操作规程进行，检测数据应在所

伴随的室内质控数据符合接受标准的前提下，再经

过审核无误后才能发放。

1.6 样品检测数据的处理

将每一定量检测指标的所有样品检测数据进

行排序，并将最高值减去最低值以获得数据全距

（range，R），将次高值加上R/3，次低值减去R/3获
得一个新的范围，如疑似离群值超过此范围，则应

将其作为真实离群值进行剔除［12］。若剔除离群值

后样品检测数据不足 120个，则需补足［12］。若为前

瞻性研究，则需新增动物参考群体数量继续检测直

至获得足够符合要求的数据量。若为回顾性研究，

则可直接调用同一动物参考群体中符合要求的数

据以补足。

采用 SAS和 SPSS等专业统计分析软件评估

每一定量检测指标剔除离群值后的所有样品检测

数据是否符合正态分布（高斯分布）。对于符合正

态分布的检测数据，使用参数统计方法按 x±2SD来

估算参考值范围；对于不符合正态分布的检测数

据，使用非参数统计方法按百分位数法来估算

P2.5~P97.5的参考值范围。

2 参考值范围的验证

2.1 参考值范围的验证条件

当一个药物安全性评价研究机构的临床病理

学定量检测指标的参考值范围首次建立后，在动物

参考群体的来源、样品采集条件以及检测系统未发

生改变时，通常不需要定期验证参考值范围的适用

性或定期更新参考值范围。

但如发生下列情况时，则在参考值范围首次建

立后需进行验证：① 动物参考群体的来源、样品采

集条件以及检测系统发生改变时，如动物供应商改
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变、更换样本采集装置、检测仪器更新、检测试剂更

换等；② 首次建立参考值范围时因故未能获得足够

数量的检测数据；③ 考虑直接引用来自其他药物安

全性评价研究机构公布的参考值范围。

2.2 参考值范围验证的实施

采集可以代表每一动物参考群体的 20只动物

参考个体的样品进行检测。按 1.6处理方式，检查

每一定量检测指标全部 20个样品检测数据中是否

存在离群值，如有则需剔除并用其它动物参考个体

的样品检测数据进行补足。

如果 20个检测数据中只有不超过 2个数据不

在原参考值范围之内，则说明该参考值范围仍适用。

如果超过 2个数据不在原参考值范围之内，则

应再取另外20只动物参考个体的样品进行检测，同

样进行离群值检查、剔除和检测数据补足，如果新

获得的 20个检测数据中只有不超过 2个数据不在

原参考值范围之内，则说明该参考值范围适用，否

则需要重新建立参考值范围。

3 参考值范围的应用和解析

在评估检疫期动物的健康状态、药物安全性评

价研究中对照组动物的健康状态、给药组动物给药

前的健康状态时，可以直接依据临床病理学参考值

范围来评估临床病理学检测数据是否异常以及异

常的程度，并结合动物一般检查、笼边观察、体重、

摄食量和体温等情况对动物的健康状态进行综合

判断。

在评估给药组动物给药后的临床病理学指标

是否出现毒性改变以及毒性改变的程度时，由于同

一药物安全性评价研究中给药组动物和对照组动

物来源、年龄、营养状态、饲养和处置方式相同，故

应先比较给药组动物与同期对照组动物的临床病

理学检测数据均值之间的差异是否具有统计学意

义［1-2］。给药组动物与对照组动物的临床病理学检

测数据均值之间的差异无统计学意义时，可以初步

判断给药组动物给药后临床病理学指标未出现毒

性改变。给药组动物与对照组动物的临床病理学

检测数据均值之间的差异有统计学意义时，则继续

检查给药组动物给药后临床病理学检测数据是否

已超出参考值范围。

若给药组动物给药后的临床病理学检测数据

未超过参考值范围，则可初步判断给药组动物给药

后临床病理学指标未出现毒性改变，与同期对照组

动物检测数据之间的差异虽具有统计学意义，但并

不具有生物学意义和毒理学意义。若给药组动物

给药后的临床病理学检测数据超过参考值范围，则

分析是否仅属于药效指标发生改变，例如，促红细

胞生成素引起的红细胞数量上升、特立帕肽（teripa⁃
ratide）引起的血钙升高等表明药效指标发生了改

变。那么这些药效指标的改变仅具有统计学意义

和生物学意义，但并不具有毒理学意义。

若给药组动物给药后的临床病理学检测数据

超过参考值范围，且不属于药效指标，则可初步判

断这些指标的改变具有毒理学意义，并进一步结合

给药组动物给药前检测数据和同期其他剂量组给

药动物检测数据来综合评估临床病理学指标毒性

改变的程度以及是否具有剂量依赖性。

另外，由于药物安全性评价研究中各组动物数

量较少，尤其是大动物（如食蟹猴和Beagle犬），因

此无论给药组和对照组之间的差异是否具有统计

学意义，均应观察各组动物个体数据是否超过参考

值范围。如超过，则需结合该动物的临床观察指标

和组织病理学检查结果等进行综合判断，从而完整

地评价药物毒性作用。

4 结语

目前，已有研究报道了不同周龄幼年SD大鼠

以及不同品系不同周龄小鼠的生化指标参考值范

围［10-11，22］。此外，北平顶猴、食蟹猴和Beagle犬等

实验动物的血液学和血液生化指标的参考值范围

也有报道［3，9，23-24］，但凝血指标参考值范围的报道较

少，仅见 SD大鼠的凝血酶原时间的研究报道［25］。

临床病理学定量检测指标参考值范围在药物安全

性评价研究中对于正确解读临床病理学定量检测

指标数据、正确评价实验动物的健康状态、实验动物

疾病诊断和治疗以及正确评估药物对实验动物毒性

等具有非常重要的意义。如何科学、规范地建立和

验证临床病理学定量检测指标的参考值范围是一项

亟待解决的问题，希望在不远的将来能够出台相

关技术指导原则，从而为新药研发助力。
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Influencing factors andmethods in establishment and verification of
reference intervals of quantitative assays of experimental

pathology in drug safety evaluation

WANG Xiao-qiu1, JIANG Jia-jia2

(1. Suzhou Xishan Zhongke Pharmaceutical Research and Development Co., Ltd., Suzhou 215104,
China; 2. Aoyang Institute of Cancer, Jiangsu University, Suzhou 215600, China )

Abstract: As far as drug safety evaluation is concerned, there are no specific guidelines for the
establishment and verification of reference intervals for quantitative assays of experimental pathology
of laboratory animals. This article affempts to present influencing factors and methods for the establish⁃
ment and verification of reference intervals for laboratory animals. Assessment of the establishment
of reference intervals involves selection of prospective or retrospective approaches, grouping of animal
reference populations, screening of enough animal reference individuals, and sample collection and
detection. The reference intervals should be verified in case of changes in the source of animal refer⁃
ence populations, sample collection conditions and detection systems. The test results should be ana⁃
lyzed in depth in terms of statistical, biological and toxicological significance based on the reference
intervals. This review is expected to facilitate accurate and complete eualuation of the health status and
drug-induced toxicity of laboratory animals.
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