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人胚胎干细胞在药物毒性风险评估中的研究进展 
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摘  要：人胚胎干细胞（hESCs）是来源于胚胎发育早期内细胞团的一类未分化的多能干细胞，具有自我更新和多向分化的

生物学特性，在发育生物学、再生医学以及细胞治疗领域等方面已开展了广泛的研究。与常规药物毒性评估所采用的癌细胞

或原代细胞不同，干细胞不仅能满足基础毒性评估，由于其多向分化的特点，可经诱导产生各种正常人体器官或组织细胞，

为药物临床前评估提供多方面数据。与动物实验模型相比，hESCs 不仅避免了种属差异，还具备高通量、低成本的优势，在

预测药物毒性效应方面具有广阔的前景。对目前 hESCs 在药物毒性风险评估中的研究进展进行总结，为体外药物毒性筛选

试验提供新思路。 
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Abstract: Human embryonic stem cells (hESCs) are undifferentiated pluripotent stem cells derived from the inner cell mass in the 

early stages of embryonic development, have properties of self-renewal and multi-differentiation. Owing to their unique properties, 

they have been extensively used in developmental biology, regenerative medicine and cell therapies. Different from cancer cells or 

primary cells in regular drug risk assessments, stem cells can not only assess the basic toxicity, but also can be induced to various 

normal human organs or tissue cells due to their multi-directional differentiation characteristics, which can provide various data for 

pre-clinical drug assessments. Compared with animal models, hESCs-derived cell lines or organs are more powerful drug screening 

tools, having the advantages of high throughput and low cost, as well as overcoming the problem of species specificity. hESCs has a 

promising development prospect in the future. The research progress on hESCs in drug toxicity risk assessments is summarized in this 

paper, and provides a new idea for drug toxicity screening tests in vitro. 
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药物的研发和毒性风险评估是一个耗时长、难

度大、费用高的过程，一直以来，缺乏经济、可靠、

准确模拟人体生理状态的实验模型是药物研发过程

中的障碍之一。传统的药物毒性风险评估通常是基

于实验动物模型来实现，而该方法往往存在实验周

期长、成本高且潜在动物福利伦理等问题。事实上，

除实验通量较低，动物实验由于存在物种间差异，

在一些药物临床前评估出现了严重的偏差，无法准 
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确地预测和评价药物在人体的毒性，如由沙利度胺

引起的著名的“海豹肢”胎儿事件。研究表明沙利

度胺在人体内代谢可产生两种旋光异构体 R(＋)与

S(−)，其中，R(＋)发挥镇静催眠作用；而 S(−)发挥

免疫抑制作用，同时与致畸密切相关；然而，由于

大鼠体内缺乏将沙利度胺转化为有害异构体 S(−)的

酶，因此在临床前沙利度胺的大鼠试验中未出现畸

形胚胎。由于沙利度胺在动物体内与人体内的代谢

动力学有着很大的差异，导致动物模型无法准确地

预测和评价人体内的毒性[1]。在研发过程中，由于

药物潜在的毒性风险而导致的高淘汰率是最大的瓶

颈之一，研究表明超过 40%的新化学实体在临床试

验的过程中由于无效或不可预见的毒性风险而被淘

汰[2]。因此，建立一个能够模拟正常人体生理水平

的毒理学模型进而多角度、多维度评估药物的毒性

风险效应具有重要的意义。 

通常地，干细胞是一类具有自我更新能力并能

在一定条件下分化形成一种以上类型细胞的多潜能

细胞[3]。胚胎干细胞（ESCs）是从胚胎发育早期内

细胞团（ICM）分离得到的一种未分化细胞，在离

体情况下可无限地增殖传代并维持其未分化状态，

同时也可以分化成各种各样的祖细胞，在不同条件

的作用下又可进一步分化成许多具有特定功能的细

胞系[4]。1981 年，Evans 和 Kaufman 分离并建立了

小鼠胚胎干细胞体外培养体系，推动了胚胎干细胞

的迅速发展[5]。1998 年 Thomson 等[6]成功分离出人

胚胎干细胞（hESCs）并在体外成功建立了稳定的

细胞系，为人胚胎干细胞技术的发展奠定了良好的

基础。hESCs 具有向多种胚层细胞分化的特点，可

自我更新及多向分化为各种类型的人体细胞，包括

心肌细胞、神经细胞、肝细胞等，同时结合组织工

程技术还可进一步培养成人体特定的器官或组织。

Krug等[7]利用hESCs诱导分化了可模拟神经系统发

育的模型，该模型可在体外模拟细胞增殖、迁移、

凋亡、分化、神经突生长、突触发生、髓鞘形成及

神经递质合成等神经系统发育的整个生物学过程。

同时，借助 3D 细胞培养技术，可定向诱导 hESCs

分化成心肌细胞、肝细胞、神经管组织等不同类型

的细胞或组织，并重建体内细胞间、细胞基质间的

相互作用，进而缩小细胞水平与体内水平的差异，

更好模拟体内环境[8-10]。hESCs 不仅重现了胚胎细

胞发育过程的全部生物信息，还能反映人类疾病的

发生、发展过程，因此可用来预测药物对人体的靶

器官毒性及作用机制，在药物研发过程中具有非常

广阔的应用前景[11]。2008 年欧盟替代药物研究中心

发布了基于 hESCs 的毒理学模型，阐述了该模型在

解决药物筛选过程中的安全性和假阳性问题上具有

明显优势[12]。近年来，将 hESCs 应用于药物研发及

毒性风险评估已成为行业内的研究热点，也促进了

该技术的发展，如欧洲委员会 FP7 综合工程分项提

出的“基于胚胎干细胞新法替代测试策略”等。目

前，相对于传统的动物实验模型，基于 hESCs 的毒

理学模型能比较真实地反映药物在人体内的毒性发

生发展过程，避免种属差异，减少研发费用，缩短

研发周期，是更加安全、经济、高通量的药物筛选

模型。因此，本文将从细胞基础毒性、胚胎发育毒

性和器官毒性 3个层次来介绍 hESCs 在药物毒性风

险评估中的研究进展。 

1  在细胞基础毒性评估中的应用 

利用体外细胞实验对药物的基础毒性进行初步

评估是毒理研究中较为普遍的实验方法。与其他细

胞相比，hESCs 具有明显的生物学特点：首先 hESCs

具有自我复制及无限增殖的能力；其次 hESCs 具有

稳定的遗传功能，在分化过程中能保持原有生理特

性和结构特点；再次 hESCs 具有多能性，在适宜的

诱导条件下，可分化为机体的任一细胞类型，形成

多种组织器官[13-15]。基于其生物学特点，hESCs 可

以在毒性测试中直观反映药物与胚胎细胞之间的作

用，快速评估药物对细胞增殖和分化过程的影响，

进而评估其靶向性。如抗肿瘤药物氟尿嘧啶在以

hESCs 为模型的基础毒性测试中显示出能够抑制多

能性因子 Oct4 和 Nanog 的表达，同时还能影响

hESCs 分化过程中不同组织的标志信号表达，如氟

尿嘧啶显著影响与神经元、骨骼肌、脂肪分化相关

的 HDAC9、与间充质干细胞向软骨细胞分化相关

的 DLK1、与炎症和心脏发育相关的 NFE2L3 等[16]，

这为全面、系统评估该药物的毒性风险提供了重要

的理论基础。目前使用 hESCs 评估基础细胞毒性，

主要包括细胞存活率、增殖能力、多向分化、定向

分化能力等方面；利用 hESCs 评估药物基础毒性的

相关研究，将有助于评价药物的急性毒性风险，并

有助于理解药物如何影响多能干细胞的谱系命运决

定过程。 

2  在胚胎发育毒性评估中的应用 

由于 hESCs 能在细胞水平重现胚胎的发育过程，

并且在拟胚体的分化过程中，早期胚胎发育的标志基



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 34 卷  第 11 期    2019 年 11 月 

   

²3493² 

因、各组织的特异性基因也按一定顺序先后表达，能

很好地重演体内胚胎发育的基因表达图式[17]。因此，

hESCs 分化过程涵盖了整个早期胚胎阶段到最终分

化为特定功能细胞的全过程，研究药物对 hESCs 分

化全过程的影响，可用来揭示哪些药物可能干扰胎

儿发育和引起出生缺陷，能更直观地说明药物是否

具有胚胎毒性与发育毒性，同时，也为药物胚胎发

育毒性评估提供了一个很有价值的体外模型。

hESCs 模型的建立无需大量的怀孕动物，且细胞来

源丰富，对药物的敏感性也高于成体组织，研究药

物的胚胎毒性更方便、快捷。基于此，20 世纪 90

年代末欧洲替代方法研究中心（ECVAM）推荐 ESCs

模型为体外胚胎发育毒性筛选试验的替代方法，可

通过检测药物对 ESCs 生长分化的影响及已分化成

纤维细胞活力的影响来预测药物的胚胎毒性或致畸

性，该模型是目前唯一利用细胞系而无需怀孕动物

的胚胎发育毒性体外替代模型[18]。Meganathan 等[19]

将 hESCs 暴露于不同浓度的沙利度胺中，利用全基

因组表达谱及蛋白质图谱技术发现，与神经发育相

关的 p21 蛋白活化激酶 2、血小板活化因子乙酰水

合酶 1b 催化亚单位 2（PAFAH1B2）和 PAFAH1B3

等蛋白表达上调；与胚胎、心脏和四肢发育相关的

转录因子及生物学过程的基因组和蛋白质组表达水

平均有差异，同时发现沙利度胺能阻止谷胱甘肽 S

转移酶的基因表达，从而在细胞内水平揭示了沙利

度胺的胚胎发育毒性机制。 

3  在器官毒性评估中的应用 

hESCs 通过定向分化诱导，可形成多种不同的

组织细胞，通过组织工程技术可进一步实现体外构

建三维类器官结构，如脑、肝脏、心脏等[20-22]。研

究表明 hESCs 诱导获得的细胞在基因表达、细胞外

基质分泌以及细胞的功能活动等方面与体内器官非

常类似，利用 hESCs 诱导分化产生的体细胞，在特

定时间阶段可构建出较为接近真实生理水平的组织

器官[23-24]。使用 hESCs 获得多种不同组织的类器官

模型，更有助于全面、真实地评估药物在人体的毒

性数据。 

3.1  在心脏毒性评估中的应用 

心脏毒性是药物研发和安全性评价的重要一

环。药物心脏毒性的临床表现主要包括心律失常、

心肌梗死、心肌炎、心肌病、心肌缺血性毒性和瓣

膜性毒性等[25]。近年来，多种药物因出现了在动物

试验中并未被发现的心脏毒性而被撤市，如西沙必

利、氟哌利多和罗非昔布等。目前，常用的药物心

脏毒性体外评价模型均存在无法准确模拟人体生理

反应的缺点，如原代心肌细胞、类心肌细胞系通常

难以表现正常生理状态心肌细胞环境中的复杂通路

相互作用。因此，在药物研发的早期使用能准确模

拟人类心脏生理特征的模型去评估药物的心脏安全

性，可减小药物研发的风险，提高药物安全性。近

年来，随着干细胞研究的不断深入，hESCs 诱导分

化的心肌细胞（hESC-CMs）成为药物心脏毒性体

外评价研究的新热点。2001 年，Kehat 等[26]首次将

hESCs 诱导分化为心肌细胞，hESC-CMs 的形态结

构、基因表达及电生理特性与正常人心肌细胞极为相

似，是一种非常理想的心脏毒性体外评价模型，从此

开启了 hESC-CMs 在药物心脏毒性研究领域的新篇

章。Jonsson 等[27]通过膜片钳技术证实了 hESC-CMs

的电生理特性，该模型对药物所致心率失常的预测

能力可以取代兔浦肯野纤维束模型。另有研究表明

与犬的浦肯野纤维束相比，hESC-CMs 具有稳定性更

高、实验周期更短和药物作用效果更直接等优势[28]。

将 hESC-CMs 与膜片钳、微电极阵列等实验技术相

结合，可通过检测心肌细胞暴露药物后的收缩频率、

动作电位时程、节律、兴奋性、复极化和传导性的

变化等来评价药物的心脏毒性。2013 年，Himmel
[29]

利用实时细胞分析技术检测了药物 E4031、多非利

特、喷他脒和维拉帕米对 hESCs 分化的心肌细胞收

缩性的作用，通过分析心肌细胞的收缩幅度、搏动

频率和节律的变化评价了药物的心脏毒性。 

心肌损伤标志物，如心肌肌钙蛋白 T（cTnT）

和心脏型脂肪酸结合蛋白（HFABP）[30]，在基于

hESC-CMs 的毒理学研究中受到越来越多的关注。

cTnT 是评价药物心脏毒性和心肌损害的关键生物

标志物，当心肌损伤时，心肌细胞通透性增加、cTnT

从心肌纤维上降解等因素会引起血清 cTnT 增高，

因此，cTnT 在血清的浓度水平可反映心肌损伤的情

况，是心肌损伤的特异性标志[31]。HFABP 是一种

小相对分子质量的水溶性蛋白，能通过快速扩散的

方式进入血液，心肌损伤后 90 min 即可检测到，释

放量在 6 h 达到峰值，36 h 回归正常水平；由于在

心肌梗死早期高浓度释放，HFABP 可作为评价药物

心脏毒性更加敏感的生物标志物[32]。因此，通过测

定药物暴露后 hESC-CMs 的 cTnT 和 HFABP 的释

放量来评价药物的心脏毒性是一种新颖的方法。研

究表明，将多柔比星暴露于 hESC-CMs 24 h 后，使
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用免疫细胞化学技术和表面等离子体共振的方法测

得 HFABP 和 cTnT 的释放量均明显增加[30]，证实多

柔比星存在较为明显的心脏毒性。 

3.2  在肝毒性评估中的应用 

肝脏是药物在人体内代谢的主要器官，同时也

是药物毒性反应的重要靶器官。随着各种药物在临

床的广泛应用以及联合用药的增多，药物性肝损伤

（DILI）已成为临床治疗中常见的不良反应，也是药

物频繁撤市的主要原因之一。在过去数年中，已有

不少药物因 DILI 而被从市场上撤回，如溴芬酸、乙

溴替丁、曲格列酮、曲伐沙星等[33]。与此同时，中

药引发的肝毒性问题也受到越来越多的关注，临床

上报道的引起 DILI 的中药有雷公藤、何首乌、五倍

子、黄药子、麻黄等[34]。通常情况下，药物或其活

性代谢物主要通过氧化应激、破坏细胞内稳态、抑

制线粒体功能等机制对肝细胞产生直接损伤作用而

引发 DILI；然而，药物引起的肝细胞功能障碍和死

亡也可激活天然免疫细胞或适应性免疫细胞，进而

诱导肝实质细胞的损伤，产生炎症和毒性介质，影

响肝脏修复和再生能力，最终导致肝损伤[35-36]。虽

然部分 DILI 在以动物为模型的临床前研究中可以

被观察到，但一些药物的肝毒性只有在上市后经过

长时间的使用后才被发现，且没有明显的剂量相关

性。因此，建立肝脏体外毒性评价模型对于药物肝

毒性的评估具有重要的意义。然而，由于成熟的原

代肝细胞获取困难，很难建立长期培养体系，而且

体外培养的肝细胞增殖能力很快消失，肝细胞功能

也迅速下降，严重限制了原代肝细胞在毒性研究中

的应用[37]。而 hESCs 诱导分化的肝细胞具有良好的

自我增殖和复制能力，且能有效避免动物实验的种

属差异，为在体外评估药物的肝毒性奠定了重要的

基础。研究表明与体外培养的原代肝细胞相比，

hESCs 诱导分化的肝细胞在新陈代谢能力、代谢酶

表达以及等离子体转运蛋白水平等方面均相似[38]。

DILI 与药物经 CYP3A 酶家族代谢密切相关。研究

显示 hESCs 诱导分化的肝细胞在体外培养 48 h 后，

CYP3A 酶的活性与原代培养肝细胞的 CYP3A 酶活

性相似。所不同的是，hESCs 诱导分化肝细胞的

CYP3A 酶活性可稳定至少 1 周，而原代培养肝细胞

的 CYP3A 酶活性在 48 h 后开始降低[39]。胺碘酮、

苯溴马隆、海恩酮、酮康唑、奈法唑酮、己烯雌酚、

嘌呤霉素、辛伐他汀和曲格列酮在 hESCs 诱导分化

的肝细胞模型中表现出较强的毒性效应，特别是苯

溴马隆对 hESCs 分化获得的肝细胞毒性显著高于对

原代肝细胞的毒性[40]。由此可见，hESCs 诱导分化的

肝细胞模型具备了在体外进行长期毒性评估的潜力。 

3.3  在神经毒性评估中的应用 

神经系统发育成熟具有高度的时间性和区域性

特点，需要一个相当长的时期，在这一时期内，神

经系统对具有神经毒性的药物高度敏感，任何外部

因素对神经系统发育过程的干扰都可能造成永久性

的损伤[41]。因此，一个能真实模拟体内神经发育过

程的实验模型是开展相关研究的重要基石。目前，

hESCs 聚集形成拟胚体后，可在生长因子诱导、维

A 酸诱导、PA6 基质细胞诱导和直接分化法等条件

下被诱导分化成神经前体细胞、神经元和胶质细胞

等多种神经细胞[20]。hESCs 用于体外评估药物的神

经发育毒性已备受关注。Colleoni 等[42]将 hESCs 暴

露于不同剂量的维A酸后证实了该模型可用于测试

药物的神经发育毒性，该研究将 Rosettes 形成作为

形态学参数，同时结合分子参数作为检测指标来测

试早期神经发育毒性；结果表明神经花结的形成形

态与维 A 酸暴露的浓度有明显的相关性，且与之相

关的诱导基因表达变化与体内的神经管发育也非常

相似。Zimmer 等[43]用 hESCs 分化出神经脊细胞，

该模型能够成功模拟出人神经脊细胞的迁移过程，

并且对神经发育毒性的检测显示出良好的敏感性和

特异性。 

单层细胞培养法具有操作简便、细胞稳定性高、

数据重现性好等优势，是目前体外细胞实验最常使

用的方法。然而，单层细胞培养所反映的生理生化

特性与体内正常组织细胞仍存在一定的差别。只有

构建出在体外能模拟人体体内生理学条件的实验模

型，才能更准确地预测和评估药物在人体的毒副作

用。Schwartz 等[44]最先建立了“人脑模型”的类器

官，通过采用标准化培养技术，诱导人胚胎干细胞

分化为神经前体细胞、内皮细胞、间充质干细胞和

小胶质、巨噬细胞前体，然后将上述细胞在人工水

凝胶条件下相结合，以模拟发育中大脑内的细胞相

互作用；在此培养条件下，神经前体自组装形成三

维神经结构，该结构具有不同的神经元和胶质细胞

群、相互连接的血管网络以及小胶质细胞。人脑类

器官的成功建立为药物毒性评估中最为复杂的神经

毒性研究开辟了崭新的思路。在此基础上，Zhu 等[45]

研究了乙醇对胎儿大脑发育的影响，以 hESCs 衍生

的脑类器官为模型，研究者发现乙醇可导致妊娠期
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谷氨酰胺能神经元过度分化，使得兴奋性和抑制性

神经元失衡，这也是酒精综合症发病时出现神经功

能障碍的根本原因；进一步研究还发现，GSX2、

RSPO2和Hippo等通路在乙醇的毒性发生过程中均

起到了重要作用，这为后续寻找乙醇的解毒方法提

供了重要的思路。 

4  结语 

近年来，国内外科研人员逐渐认识到 hESCs 在

药物毒性风险评估中广阔的应用前景。hESCs 的无

限增殖性、分化多能性和人源性，为药物的毒性风

险评估提供了丰富的资源。与传统的动物实验模式

相比，利用 hESCs 或其衍生的组织、器官评估药物

的毒性具有多方面的优点，在免除使用实验动物的

同时也避免了种属差异，更能反映人体的真实状况，

具有更高的准确率和敏感性；此外，细胞实验周期

短、用药量少，减少了药物评价中的人力物力，降

低了药物研发过程中的成本。但同时，仍有一些瓶

颈亟需克服，如在诱导 hESCs 分化成为不同组织细

胞过程中，如何确保分化效率，如何更为精准地控

制干细胞分化过程，仍然需要进一步深入研究。不

难看出，随着 hESCs 技术的不断进步与完善，以

hESCs 来筛选和评估药物的毒性将是不可避免的趋

势，在未来的发展具有广阔的前景。 
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