
  Drug Evaluation Research  第 40卷 第 4期  2017年 4月 

       

• 450 • 

【 毒理学评价专栏 】 
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摘  要：毒性病理学是从形态学的角度阐明药物毒性造成的组织损伤，包括药物损伤类型、作用部位、病变程度和预后等基

本问题，为临床前药物安全性评价研究提供客观准确的数据支持。因此，毒性病理学在药物安全性评价中具有重要作用，其

数据或结论常常决定了许多药物研发项目的终止或继续。从毒性病理学的特点、规范性管理、病理学新技术的发展（包括原
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Toxicological pathology in preclinical drug safety evaluation 
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Abstract: Toxicological pathology is a morphological elucidatet ion of tissue damage caused by drug toxicity, including damage type, 
location, severity grade and prognosis. It provides objective and accurate data to support preclinical drug safety evaluation. Therefore, 
toxicological pathology plays an important role in drug safety evaluation, and the pathologic data or conclusion often determines the 
termination or continuation in many drug development projects. In this paper, the characteristic of toxicological pathology, 
standardized management, the development of new techniques including in situ hybridization, laser scanning cytometry and laser 
capture microdissection, and related problems in pathology are discussed briefly.  
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毒性病理学是指从形态学的角度研究药物毒

性所造成的组织细胞形态结构的变化，以帮助确定

药物作用的靶器官、靶部位的损伤特点、程度以及

损伤后的修复过程或最终的转归，通过分析组织损

伤的病理机制，从而阐明药物所导致的具有剂量-
效应关系的形态学变化[1]。毒性病理学评价是临床

前药物安全评价的重要组成部分，它为药物的安全

性提供了客观准确的科学数据，因此毒性病理学在

药物研究中具有重要作用[2]。动物毒性实验、致畸

致突变实验和长期致癌性实验都需要进行病理学

检查，并且随着实验的周期延长，组织病理学检查

的结果就更为重要。随着科学技术的快速发展，毒

性病理学家由于具有兽医学、医学教育和培训背

景，对于解剖学、生理学和疾病发病机制的理解更

为全面，因而在药物开发、毒理学研究和药物安全

性评价中发挥越来越重要的作用[3-5]。总之，组织病

理学能够揭示药物导致的组织器官损伤的类型、作

用的部位、病变的程度和最终的转归等基本问题，

是药物临床前安全性评价中最为重要的环节[6-7]。本

文从毒性病理学的特点、规范性管理、病理学新技

术的发展（包括原位杂交、激光扫描细胞技术、激

光捕获显微切割等），以及毒性病理学面临的问题

等方面进行简要论述，以期更好地为临床前药物安

全性评价服务。  
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1  药物安全性评价中毒性病理学的特点 
根据任进教授等的论述，药物安全性评价中毒

性病理学具有以下几个特点[8-9]：（1）通过肉眼观察

以及显微镜观察的图像，对其形态特点进行描述；

（2）根据所观察的形态学特点，与正常状态时的形

态进行比较，从而推断出可能存在的病理改变；（3）
需要综合分析考虑动物的临床症状、血液生化、尿

液、脏器质量等指标；（4）由于动物与人体在组织

形态学方面存在很大的差异，因此不能简单地将病

理变化的结果直接外推于人；（5）病理学检查具有

主观性，病理学家需要不断地学习和总结前辈专家

形态学的经验。因此，病理学是需要多学科相互结

合的一门交叉学科，需要经验丰富的病理学家对病

理数据进行综合分析，才能获得准确客观的结果。 
2  毒性病理学评价的规范性管理 

毒性病理学评价的规范性管理包括组织标本

处理的标准操作规程、毒性病理学检查的标准操作

规程、毒性病理学评价的质量保证、专业术语及病

理报告的规范性几个方面。 
2.1  组织标本处理的标准操作规程 

组织标本的标准化处理是病理学检查的关键

步骤之一。因为不同实验室的病理技术人员如果在

组织标本的取材、包埋、染色中缺乏统一的规范性

操作标准，会使同一脏器由于取材的不同切面，或

者包埋方向的不一致，以及染色深浅等导致的病理

组织形态的差异，致使各实验室之间的病理数据缺

乏有效比较和分析的可能。 
欧洲 20 多个大型制药企业以及研究机构的病

理学家和病理技术人员总结自己的工作经验，于

1995 年发表了最早的致癌性毒性研究中组织取材

的标准化操作程序[10]。文章中指明这项工作的主要

目的是确定标准的操作技术，规定了每一个器官组

织应该修取的具体位置和在切片上的方向、修取组

织的大小、修取组织切面的数量等。尽管最初的目

的仅仅是针对致癌性实验所建立的标准化取材指

导原则，但是目前在许多短期毒性试验中也参考应

用。如，较大的脏器（肝脏和肺脏）就明确规定应

该取是哪几叶、哪几个切面。如果是空腔脏器（膀

胱和子宫等），还需要规定取材切割的方向纵切还

是横切。标本的处理应当尽可能地减少误差，每天

应成比例地处理对照组和给药组。如果进行特殊染

色，应该设定相应的阴性对照组和阳性对照组，以

帮助排除假阴性和假阳性。每一个切片都应注明实验

编号、动物编号、病理编号、切片或蜡块编号[11-12, 7]。 
2.2  毒性病理学检查的标准操作规程 

首先，病理学家应该确保在标准化的切片中所

有的组织都含有需要检查的所有形态，并且保持一

致性。如果由于取材的偏差，造成组织形态的不完

整，则必须要求技术人员重新取材制片。如果组织

丢失或者部分缺失，比如肾上腺的髓质、垂体的神

经部、肠道或气管的黏膜面等，则需要技术人员重

新进行修取，如果还是达不到阅片的要求，病理学

家需要提交差异性报告说明，在报告中解释说明该

偏差是否会影响药物的安全性评价[13]。 
其次，病理学家应当使用标准的术语和诊断标

准[14-15]。术语选择最重要是清晰准确地描述病变的

特征，如果简单的术语无法准确描述复杂病变时，

可以采用描述性语言进行文字说明。病理学家的阅

片常常有不同的方式，即按动物的不同进行显微镜

检查和按脏器的不同进行显微镜检查。不同动物检

查的方式有利于全面了解到该动物的整体健康状

态，而不同脏器检查的方式则更集中观察某一种特

定病变的变化，有利于病理学家保持病变分级的一

致性。药物有时会加重动物的自发性病变，因此病

理学家应该采用严格的分级系统，并对同一病变的

分级保持一致性。通常严重程度分为 4级，即极轻

度、轻度、中度和重度。各种分级的每一级别应当

包括靶器官病变的描述，这对于解释严重性和分级

数据是非常重要的。 
对于致癌性研究，病理学家主要的责任就是区

别增生、非典型性增生和肿瘤。如果可能也需要对

肿瘤的良恶性以及原发肿瘤或转移性肿瘤进行判

断。此外，病理学家也需要分析动物的死亡原因。

Snyder 等[16]2016 年提出了啮齿类动物实验（尤其

是衰老实验）死亡原因分析的推荐方法，包括主要

死亡原因，多个促成原因以及死亡原因未知。主要

死亡原因是指能够发现引起动物死亡最显著的病

变；促成性死亡原因是指发现的病变本身不能立即

导致动物死亡，但是却有助于动物的发病，促成性

原因被认为在机制上与死亡相关；组织病理学未发

现与死亡相关的病变，无法判断动物死亡原因的可

归为死亡原因未知。 
2.3  毒性病理学评价的质量保证 

影响毒性病理学评价质量的最主要的是“诊断

偏移”现象。诊断偏移指的是在一个实验中，病变

的术语或者病变的严重程度存在变化。在一个大的
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研究项目中，偏移是常见的现象。因为众多的动物

组织切片需要在一个比较长的时间里完成，因此病

理学家可能在病变术语以及分级的判定中出现的

漂移，最终干扰药物毒性的准确判断。因此，当病

理学家意识到在术语诊断和病变严重程度的分级存在

偏移时，需要采用盲法进行切片的再评价[14, 17]。盲法

指的是病理学家在阅片之前，遮盖切片的信息，不

知道切片属于给药组还是对照组动物。但是，“盲

法”阅片多用于病理学检查的后期，即在发现相关

病变后，用以评价特定组织器官的变化，以保持统

一实验中诊断术语以及病变的严重程度分级的一

致性。 
通常在研究开始的初始病理学检查阶段，病理

学家不主张采用双盲法阅片，因为双盲法阅片可能

会导致检查时间的增长，并且可能存在细微病变的

遗漏。缺乏分组信息，病理学家在判定药物相关病

变与正常生理偏差更加困难，致使一些用药组和对

照组之间重要的、微小的病变未能发现，严重影响

了病理学评价的准确性。双盲法阅片适用于病理学

检查的后期，常常用于已经确定药物作用的靶器官

后，对于靶器官的病变进行再评价[14]。双盲法还适

用于评价已知毒性症状并明确损伤病变的研究。因

此，建议在新药的临床前安全性评价或新种属动物

的再次研究中首先需要了解动物分组以及其他一

些相关信息后，进行显微镜检查。在病理学检查的

后期再采用双盲法进行阅片，以帮助确定靶器官病

变术语以及病变严重程度分级的一致性，并判定研

究 中 无 毒 副 反 应 剂 量 水 平 （ no-observable- 
effect-level，NOEL）。 

目前，欧洲和美国的制药企业以及药品监管部

门均认为病理学的同行评议可以提高组织病理学

评价的质量。通过同行评议病理学家的复核，针对

特殊组织的特定病理变化进行再评价，以确保诊断

术语以及病变的严重程度分级保持一致性，从而增

加了组织病理学观察准确性的可信度[18-19]。病理同

行评议可以是实验室内部非正式的小组读片，也可

以在不同实验室之间的正式阅片评议。同行评议通

常在实验方案中注明，并在完成研究的最终报告前

完成。同行评议病理学家复查部分动物的切片或某

一特定组织器官的所有切片，并对专题病理学家的

结果进行复核，对病变做出解释。但是复核的变动

不需要正式的记录，不作为原始资料归档，在实验

结束前只需要提供一份专题病理学家和同行评议

病理学家都同意研究报告中的结果，出具同行评议

声明。此外，另一种同行评议的方式为回顾性同行

评议。回顾性同行评议发生于研究报告之后，往往

具有特定的要求。因此，回顾性同行评议后任何改

变都需要产生补充报告，并按照药物非临床研究质

量管理规范（good laboratory practices，GLP）要求

对所有同行评议产生的数据进行归档。 
总之，病理学同行评议的实施极大地提高了诊

断术语的准确性和一致性，并使得病理学检查更加

完整。例如，同行评议中可报告未被发现的药物相

关病变。然后，同行评议确定研究中的靶器官以及

相应的病理学改变，并确定适当的无毒副反应剂量

水平。最终，同行评议确定这些病理学结果解释的

正确性，以保证研究中的药物导致的病变已经发

现，正确诊断并做出相应的解释[20]。如果同行评议

病理学家与专题病理学家在诊断或者病变的解释

中出现分歧时，可以通过病理学工作组（PWG）对

最终的结果进行仲裁[21]。病理学工作组是由 4～6
名经验丰富的病理学家组成的，集中重评某项研究

特定靶器官损伤。通过重新读片和讨论，解决具有

异议的问题，最终达成一致性的诊断。 
2.4  专业术语及病理报告的规范性 

组织病理学诊断由于主要是主观的图像观察，

因而采用准确的诊断术语以及病变严重程度分级

对于病理数据的分析和解释是至关重要的。如果存

在诊断术语错误或者不一致，可能会影响药物毒性

的判断和风险评估。因此，病理诊断术语应该准确、

客观、简洁清晰地描述了关键形态学的改变。目前，

影响诊断术语准确的主要原因有以下几个：病理学

家的教育培训背景；不同的病理学家共同完成同一

个研究中的不同部分实验；诊断的漂移；病变的复

杂性等。其中，最为关键的原因就是缺乏诊断术语

以及诊断标准的标准[22]。然而，值得庆幸的是世界

各国的实验室都意识到确定标准化的诊断术语以

及诊断标准的重要性，因为它直接影响了管理机构

对新药申报资料的评审和批准，以及各个实验室之

间的互认。 
近年来世界卫生组织（WHO）和各个国家的毒

性病理学会等都已采取了积极措施。如，美国毒性

病理学会（STP）对啮齿类动物部分组织器官病理

诊断名称（术语）标准化系统进行了整理、公布。

目前，由 STP、欧洲毒性病理学会（ESTP）、英国

毒性病理学会（BSTP）和日本毒性病理学会（JSTP）
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联合开展了国际合作项目，即大、小鼠病变术语和

诊 断 标 准 的 国 际 统 一 项 目 （ international 
harmonization of nomenclature and diagnostic criteria 
for lesions in rats and mice，INHAND）。目前该项目

正在进行中，已经完成了 9个系统的增生性和非增

生性病变的统一的标准术语和诊断标准，相应内容

可在全球开放注册术语信息系统（global open 
Registry Nomenclature Information System ， go 
RENI）中查询[23]。 
3  毒性病理学的技术发展 

随着科学技术的发展，毒性病理学研究也出现

了巨大的变化。传统的毒理学检测终点仅对组织病

理改变进行评估，其过程繁琐且不敏感，不能反映

某些重要的生物学变化。此外，由于受教育及工作

背景差异的影响，病理学家的主观性突出，已经无

法满足药物毒性研究的高标准要求。因此，一些新

技术、新方法逐渐应用到毒性病理学的评价过程

中，包括免疫组化、原位杂交、原位聚合酶链反应

（PCR）、激光扫描显微镜技术、激光捕获显微切割

技术等，通过这些技术不但观察到组织细胞原位的

形态结构特征，而且在细胞水平对 DNA、RNA 和

蛋白质进行空间定位[9]。 
3.1  原位杂交以及原位 PCR技术 

原位杂交是采用标记的互补 DNA、RNA 或修

饰的核酸链来定位部分组织或细胞中的特定的

DNA或 RNA序列。原位 PCR是在组织或细胞标本

切片上直接进行 PCR，通过细胞中特定 DNA 的扩

增，检测细胞的靶基因。它不但可以确定靶基因存

在于何种细胞中，也能帮助人们认识靶基因与细胞

之间的关系。原位杂交和原位 PCR目前正成为临床

病理学诊断的一项具有高特异性、高灵敏性的新技

术，有助于病理学家在分子和细胞水平对疾病的病

理机制以及疾病转归进行深入研究。Meyer等[24]将

荧光原位杂交技术与免疫荧光技术结合，采用线性

LNA/DNA 寡核苷酸探针，用以观察和检测细胞内

特定的核酸和蛋白，包括 18s和 28s核糖体 RNA以

及多聚腺苷酸化 mRNA。因此，该方法可以广泛用

以研究细胞应激中 RNA 的表达、转运以及 mRNA
翻译的变化。 
3.2  激光扫描细胞技术 

激光扫描细胞技术（laser scanning cytometry，
LSC）是药物研发中组织切片定性和定量分析的重

要方法[25]。该技术有效地结合了流式细胞组织结构

保留的优势，主要与免疫荧光联合用于培养细胞以

及组织切片的检测。通过激光扫描显微镜可以评价

石蜡组织或冰冻组织中可发光的免疫组化或组织

化学产物，即利用倒置散射测量或组合荧光倒置散

射测量，自动测定发光的免疫组化及组织化学切片

中的细胞或细胞核增殖标记指数、细胞面积（如细

胞肥大）、间质成分、染色强度（如细胞质或细胞

器的蛋白含量）等。因此，该技术可进行标准化的

定量分析。此外，采用 Qdot®纳米晶体标记技术可

以在一张切片中检测多个标志物。激光扫描细胞技

术的优势主要是自动化、高通量检测能力（一次能

同时进行 180 张切片的扫描分析），并且与其他半

定量或定量检测结果具有高度相关性，能够产生具

有生物学意义的形态终末数据。该技术的缺点很

少，但是非结构细胞质抗原标记的显色强度积分量

化的动态检测范围狭窄，因此该技术采用荧光标记

时更为合适[26]。 
3.3  激光捕获显微切割技术 

随着人类基因组列表的增加，人们面临的一个

重要的科学挑战就是如何在实际的组织中准确地

认识和了解推动正常组织形态变化和进展的分子

事件。激光捕获显微切割技术（ laser capture 
microdissection，LCM）可以帮助我们准确地获取

组织切片中特定的显微结构，将感兴趣的细胞转移

至已经被激光激活的聚合膜上，直观地进行视觉检

测。通过 LCM 技术直接从染色组织中的纯细胞中

获得 cDNA文库，并从显微切割的人体组织标本中

直接检测相应基因的表达。因此，这种指纹基因表

达模式的检测可以提供关于病因的关键线索，最终

有助于针对单个个体的分子诊断以及个体化治疗。

特定病理损伤变化的特定分子可能成为早期影像

诊断以及治疗的靶点[27]。 
4  目前存在的问题与解决方法 

我国毒性病理学的发展仅仅在最近的十几年，

尤其是伴随着临床前药物安全性评价 GLP 实验室

的发展而不断提高。与国际毒性病理学专业学科相

比，我国在许多方面存在差距，如缺乏规范性统一

的病理学评价标准，组织诊断质量不高，术语及诊

断标准混乱，从事该专业的病理学家经验、教育背

景和培训不同等，这些因素都影响病理学数据的客

观准确性。可喜的是，2015年我国成立了中国毒性

病理学委员会，该委员通过会议培训、专业书籍翻

译出版等方式积极推动我国毒性病理学的发展。 
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此外，我国实验动物的基础研究比较落后，尤

其是比较组织学、病理学、比较毒理学以及实验动

物相关背景性疾病等学科研究较少。因此，加快比

较医学的发展，深入了解动物组织病理学与人体的

差异，有助于准确地做出病理评价。总之，我国药

物临床前安全性评价的组织病理检查的发展机遇

与挑战并存，通过推进实验动物病理的培训，推动

标准化的管理，从而促进我国药物毒性病理学学科

的快速发展[27]。因此，各新药安全性评价中心可以

参照国际先进经验，分阶段制定近期目标和远期目

标，从最基本的工作做起，脚踏实地一步步赶上来。 
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