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超微结构病理学在药物非临床安全性评价毒理学研究中的应用现状和关注点
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摘 要： 超微结构病理学是药物非临床毒理学研究中毒性病理学评估的重要辅助工具。简要介绍了超微结构病理学在药物

非临床安全性评价毒理学研究中的应用现状和关注点，并举例说明了透射电子显微镜等超微结构病理学技术在药物非临床

安全性评价中的应用。目前，超微结构病理学技术在药物非临床毒理研究中虽然使用率不高，却是非临床毒理学研究中毒

性病理学评估的重要辅助工具，可用于对光学显微镜检查结果的进一步研究，以作为早期药物发现和非临床安全性评价毒

理学研究的有益补充。在使用超微结构病理学技术进行药物非临床毒理学研究时，应关注其使用的必要性、良好实验室规

范（GLP）依从性、专业性、科学性和使用局限性等方面。
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Abstract: Ultrastructural pathology is an essential auxiliary tool for the assessment of toxicologic pathology in nonclinical

toxicology studies of drugs. This paper briefly introduces the current application status and points to consider of ultrastructural

pathology in toxicology studies during nonclinical safety evaluation of drugs, and exemplifies the application of ultrastructural

pathology techniques such as transmission electron microscope (TEM) in nonclinical safety evaluation of drugs. At present, although

the ultrastructural pathology technology has a low usage rate in nonclinical toxicology studies, it is an essential auxiliary tool for the

evaluation of toxicologic pathology in toxicology studies of drugs. As a useful complement to drug discovery and nonclinical safety

evaluation of drugs, it can be used for the further research on the results of light microscopy. Attention should be paid to the

necessity of use, compliance with good laboratory practice (GLP), professionalism, scientific nature and the limitations when using

ultrastructural pathology techniques for nonclinical toxicology studies of drugs.
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毒性病理学是药物非临床安全性评价毒理学

研究的重要组成部分，通过光学显微镜对经过福尔

马林固定、苏木素-伊红染色的组织切片进行组织病

理学检查对毒理学研究的结果和结论至关重要。

在药物非临床安全性评价毒理学研究中，有时会用

到 透 射 电 子 显 微 镜（transmission electron

microscope，TEM）技术以进一步探寻组织病理学检

查结果的发病机制或研究药物的可能作用方

式（mode of action，MOA）。有学者认为利用 TEM

进行超微结构病理学评估的方法已经被现代分子

病理学技术所取代［1］，特别是在过去的 20年里，基

于成本和效率的原因，TEM技术在制药行业的应用

价值受到了一些质疑［2］。然而，近几年随着数字成

像技术的进步，已经极大地提高了 TEM 技术的通

量［3］，而且超微结构病理学检查是解决光学显微镜

检查时许多模棱两可的结果或探寻其发病机制等

问题的可靠方法［4］，因此近年来TEM技术在药物非

临床安全性评价毒理学研究中的重要性显得越来

越突出。到目前为止，国内外监管机构发布的药物

非临床安全性评价研究相关指南或指导原则中并

没有关于TEM使用的相关规定或是否应遵从良好

实验室规范（good laboratory practice，GLP）的要求。

因此，探讨超微结构病理学在药物非临床安全性评

价毒理学研究中应用现状和关注点具有重要的理

论意义和实用价值。

美国毒性病理学会（Society of Toxicological

Pathology，STP）是药物非临床毒理学研究中病理诊

断的重要组织，针对目前超微结构病理学的应用现

状，STP成立了 TEM工作组，进行了全球范围内的

调查，以此次调查结果为依托和切入点，本文简要

介绍当今药物开发和药物非临床安全性评价毒理

学研究中使用超微结构病理学的应用现状和关注

点，并举例补充说明国内外在超微结构病理学技术

的实际应用情况；目前认为超微结构病理学依旧是

药物非临床毒理学研究中毒性病理学评估的重要

辅助工具之一，并在未来的非临床毒理学研究中具

有广泛的使用前景和重要应用价值。

1 超微结构病理学在药物非临床安全性评价毒理

学研究中的应用现状

STP 的科学与监管政策委员会（Scientific and

Regulatory Policy Committee，SRPC）成 立 了 1 个

TEM工作组，以进行调查和评估在药物开发和药物

非临床安全性评价毒理学研究中使用超微结构病

理学的监管要求和应用现状。

1.1 工作组概况和目的

工作组的参与者包括具有电子显微镜专业知

识的病理学家，来源于 1个或多个全球毒性病理学

会的成员，其工作范围跨越药物开发、生物技术、化

学 公 司 和 合 同 研 究 组 织（contract research

organization，CRO）等多个病理学领域。该工作组

以调查问卷形式向全球毒性病理学会，包括STP、欧

洲毒性病理学会（European Society of Toxicologic

Pathology，ESTP）、英 国 毒 性 病 理 学 会（British

Society of Toxicologic Pathology，BSTP）和日本毒性

病 理 学 会（Japanese Society of Toxicologic

Pathology，JSTP）的会员进行了调研，调查问卷包括

20个问题。此次调研共收到 258份受访者的问卷回

复，这些受访者分别来自制药企业、CRO机构、政府

部门、学术机构和咨询公司等，STP收集了每位受访

者的答复，并将其制成表格供工作组分析。

该调查的目的在于评估TEM技术作为非临床

药物发现和安全性评估工具的现状，并根据这些结

果结合 Keirstead等［5］的经验提供使用 TEM 技术过

程中的“关注点（points to consider）”。此次调查的

重点是确定TEM技术在超微结构评估中的应用普

遍程度，以及在什么情况下应用TEM以支持非临床

安全性研究中的药物开发和安全性评估，以及监管

机构是否应关注超微结构病理学评估 GLP规范的

遵从性。

1.2 使用TEM技术的频率和目的

绝大多数的受访者来自企业，如CRO机构占比

24%，制药企业、农药或化学品公司占比 56%，咨询

公司顾问占比 7%，而非临床监管机构的审查人员

仅占比 1%。大多数受访者拥有专业兽医学位，以

及使用TEM 10年以上的专业经验（64%）。65%受

访者所在的机构在非临床毒理学研究中使用过

TEM 进行超微结构病理学评估以支持监管备案，

41% 受访者所在的机构曾用于早期药物发现或探

索性研究。当TEM技术被用于监管申报的毒性研

究时，大多数（70%）受访者表示，很少进行 TEM 检

查（通常平均每年少于 2项研究），常见原因包括设

备缺乏、需求不多、费用昂贵、时间成本较长以及专

业知识的匮乏。当TEM技术被用于基础研究和新

药发现时，其优点包括在先导化合物优化阶段解决

光学显微镜检查发现的问题、对疾病动物模型的光

学显微镜结果进行超微结构评估、细胞成像、药物

制剂优化以及药物标记等［6-11］。

进行TEM检查研究最常见的目的是研究光学
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显微镜检查结果的超微结构形态，其次是发病机制

研究，再次是为了满足监管机构的要求，而通过

TEM检查超微结构的改变来判断化合物的未观察

到作用剂量（no observable effect level，NOEL）或未

观察到有害作用剂量（no observable adverse effect

level，NOAEL）是最为少见的目的。

1.3 TEM检查的组织和存档材料

大多数受访者表示在标准的一般毒理学研究

方案中不包括TEM检查所需的组织采集要求的内

容。在要求进行超微结构组织评估的试验方案中，

采集肝脏（100%）和肾脏（94%）组织是最常见的要

求，此外肺脏（12%）、心脏（6%）和脾脏（6%）等组织

也有提及。1位受访者表示毒理学研究中通常每个

剂量组选取 1/10 例大鼠，通过心脏经左心室灌注

4% 多聚甲醛固定后采集所有需要的脏器或组

织［12-13］，而在犬 4周重复给药毒性试验中，方案仅要

求对肝脏、肺脏和肾脏进行 10%中性缓冲福尔马林

固定液浸泡固定，以准备可能的超微结构病理学检

查。另一位受访者指出，仅在长期研究中会常规采

集肝脏和肾脏用于TEM检查评估。

研究结束后的归档材料中签字版的超微结构

病理学报告是必须的，此外归档资料包括脏器或组

织树脂块（86%）、常规切片（63%）、超薄切片载

网（60%）、数字图像（60%）、湿标本（46%）、电子或

纸质打印的镜检记录（41%）和打印图像（37%）。多

数受访者（85%）表示报告中包含了TEM图像，但并

不作为标准操作规程（standard operating procedure，

SOP）的要求，只有34%的参与者表示在超微结构病

理学报告中包含TEM图像。

1.4 GLP遵从性和TEM检查报告

大多数（79%）受访者表示他们将 TEM 检查研

究作为符合 GLP 的非临床毒理学研究的一部分。

关于TEM处理和评估过程是否需要完全符合GLP

要求存在差异，27%受访者表示始终在符合GLP要

求的实验室内进行TEM检查研究，38%受访者表示

不到一半的TEM研究过程是符合GLP要求的，17%

受访者表示并未遵从GLP要求进行TEM研究；8%

受访者表示因某一研究的 TEM 检查评估不遵从

GLP要求而受到监管部门的质疑；仅有 2名受访者

表示必须遵循 GLP 规范重新开展 TEM 检查评估。

42%受访者没有对符合GLP要求的TEM研究进行

病理学同行评议，18%受访者接受了病理学同行评

议。27%受访者认为与不符合GLP的TEM研究相

比，执行符合 GLP 要求的 TEM 研究所花费的时间

是一样的，9%受访者则认为需要花费 2倍的时间。

大多数（78%）受访者认为不遵从 GLP规范的 TEM

研究的科学价值与遵从GLP规范的TEM研究并无

区别。

无论是否遵从GLP规范，大多数受访者认为提

交监管机构的申报资料应包含 1份书面的 TEM 检

查报告。不同于常规的光学显微镜检查报告，TEM

检查报告中通常包括图像，而且由于TEM数据通常

不 输 入 到 实 验 室 信 息 管 理 系 统（laboratory

information management system，LIMS）中 ，因 此

TEM检查报告通常不包括实验动物的个体数据表。

2 超微结构病理学在药物非临床毒理学研究中的

关注点

上述工作组针对TEM技术在药物非临床毒理

学研究中的应用现状调查结果表明，TEM检查评估

仍然是药物非临床毒理学研究中毒性病理学评估

的重要辅助工具，但由于设备缺乏、需求较少、费用

昂贵、时间成本较长以及专业知识的匮乏等原因，

其使用率并不高。工作组针对超微结构病理学在

药物非临床毒理学研究中的应用提出的关注点有

以下9个方面。

2.1 TEM检查具有不可替代性

药物非临床毒理学研究中TEM检查尽管不是

必需的，但具有不可替代性，因为TEM检查可提供

某些亚细胞病理改变的明确诊断，而且这种明确诊

断有助于了解潜在的毒性机制并进行毒理学评估。

超微结构病理学检查仍然是确认光学显微镜检查

结果潜在发病机制的最佳方法［14］。

2.2 TEM检查无需遵从GLP规范

在遵从GLP规范的毒理学研究中，TEM检查可

以不遵从GLP规范。TEM技术通常只对一小部分

组织或者少数动物进行病理学结果的定性描述，以

帮助解释光学显微镜检查结果。光学显微镜检查

结果是确定严重程度、发生率和 NOEL/NOAEL 的

金标准［15］。因此，GLP研究中开展的TEM检查评估

只要不破坏科学性，就无需完全遵从GLP规范。

2.3 TEM检查无需遵从SOP

归档的研究材料包括检查报告、试验方案、树

脂块、病理切片、样本识别表、实验记录、纸质或数

字图像。在报告中包含TEM图像是常见的做法，但

无需撰写SOP予以明确。

2.4 TEM检查无需同行评议

超微结构病理学研究通常不进行同行评议。

工作组建议可由其他病理学家对数字或纸质图像
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进行正式或非正式的同行评议，或者在最终报告中

附上代表性超微结构病理学结果图像以支持病理

学家的解释。

2.5 TEM技术不是非临床毒理学研究的默认组成部分

如果超微结构变化不是已知的或预期的改变，

则很少将TEM检查作为非临床毒理学研究的默认

组成部分。工作组不建议在没有前期数据支持的

基础上，将采集 TEM 样品作为常规检测标准。因

此，如果当前研究的光学显微镜结果表明通过TEM

技术对进一步研究可以提供帮助，则可能需要在适

合TEM处理的固定剂中对福尔马林固定后的组织

进行再固定。在一般的毒理学研究中，可以变更大

体病理学检查和取材方案，以达到获得常规标本、

数据和适当采集样品用于超微结构评估（即快速收

集、冷冻固定、适当的样品厚度，优化固定液灌

注）［16］的目的。

2.6 TEM检查不建议评价NOEL或NOAEL

不建议使用 TEM 检查评价 NOEL 或 NOAEL。

大部分受访者采用透射电镜的目的是对光学显微

镜下发现的结果进行超微结构诊断。在使用 TEM

进行超微结构研究之前，首先了解光学显微镜下改

变的性质对于确定适当的取样位置，以优化捕获病

变的机会和证明资源支出的合理性非常重要。在

某些情况下，如免疫金透射电镜定位或疗效研究

下，在光学显微镜检查无发现的情况下进行超微结

构检查评估可能有价值，但工作组不建议用于常规

的非临床毒理学研究中。

一般来说，为了定性地描述病理学变化，同时

选择受试物组少数代表性动物和同期对照组动物

进行评价即可。在确定发病率和不同剂量组间病

理学差异的判定上，TEM检查并不实用。因此，鉴

于能够合理地进行超微结构评估的组织和动物数

量有限，工作组不建议在TEM检查中判定NOEL或

NOAEL。当然，电子显微镜检查结果可用于了解光

学显微镜检查结果的潜在不利因素（如细胞器缺乏

等退行性变化）［17］。

2.7 持续开展TEM评估需缩短时间和降低费用

电子显微镜中数字成像技术具有许多优点，例

如增加成像和归档的方便性，并可更快速广泛地收

集每个载网中图像子集。在非临床安全性评价方

面，缩短时间和降低费用对于药物非临床安全性评

价结构或CRO持续开展TEM评估非常关键。

2.8 使用TEM技术需咨询病理学家

在设计试验方案时，如果要用TEM进行超微结

构评估，应先咨询病理学家的意见，以保证试验顺

利进行。

2.9 TEM检查注意专业性和科学性

使用TEM检查需要注意专业性和科学性。大

多数受访者在非 GLP 条件下执行 TEM 检查，并认

为最重要的是考虑保持高质量的技术专业知识和

科学方面的准确性。当不能满足所有因素时（如无

法遵从 GLP 规范），具有高质量技术专业知识的

TEM机构是首要的考虑因素。

3 超微结构病理学在药物非临床毒理学研究中的

应用示例

在药物非临床毒理学和药效学研究中，超微结

构病理学在亚细胞结构的形态学评价中至关重要。

3.1 眼科药物的动物模型

在用小鼠制作的眼科疾病模型中，临床检查通

常与视网膜电图（electroretinogram，ERG）和光学相

干断层成像（optical coherence tomography，OCT）等

技术相结合，以更全面地描述病理发现［18］。TEM检

查可以为这些方法提供基于图像的关键性联系，为

ERG或OCT结果的解释提供更大的可信度。除了

疾病模型外，透射电镜还可以提供临床检查或非临

床毒理学研究中光学显微镜下视网膜变化的详细

图示。由于眼睛呈球体，因此对 TEM 检查中的修

块、定位、成像和评价都具有较高的挑战性，眼睛的

不同组成部分需要专门的方法来包埋以便于切片，

控制视网膜的方向对于评估的一致性至关重要，因

此需要改进的方法来嵌入这个独特而复杂的器官。

Hayden等［19］2020年报道了 1种用于视网膜、脉络膜

TEM 检查的大、小鼠眼睛后侧面的最佳样品制备

方法。

3.2 电镜技术辅助诊断

李诗恒［20］2015 年报道了电子显微镜技术在病

理诊断中的应用，丰富了对生物大分子、细胞、组织

等形态学上的认识，同时在病理学的发展上，利用

电子显微镜技术观察到微小的病变，有利于临床的

早期诊断和疾病的分期分型，极大地拓展了临床视

野。电子显微镜技术作为诊断上的辅助手段，还可

以做到观其形态知其功能，并推测其基因改变、代

谢紊乱等。宋瑞雯等［21］2018年采用TEM观察各组

大鼠下丘脑神经元超微形态结构，结果显示模型组

大鼠电子显微镜下的下丘脑超微形态结构发生显

著改变、神经元严重受损，从形态学上证明了大鼠

下丘脑神经元超微结构的改变，从而辅助了非临床

诊断。
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3.3 确认血液检查结果

TEM 检查还可以确认药物非临床安全性评价

中血液学检查结果［22］。常志尚等［23］2018年采用高

脂饮食联合链脲佐菌素腹腔注射的方法成功建立

了糖尿病大鼠模型，采用TEM观察大鼠肠上皮细胞

连接的病理学改变，表明TEM检查对于糖尿病大鼠

的肠黏膜屏障功能评价具有重要意义。刘增波

等［24］2015年应用TEM观察肾脏的肾间质血管内皮

细胞、肾小球内皮细胞、足细胞和肾间质细胞连接

的糖萼的显示情况，上述实验证明TEM检查对观察

细胞连接的病理学变化具有较高的可靠性。

3.4 辅助确认其他指标

TEM 检查还可作为药物非临床安全性评价其

他指标的辅助手段，用于描述非临床药效学研究的

人类疾病动物模型的特征，还可以用于证实白蛋白

和骨桥蛋白作为肾小球损伤的敏感生物标志物［25］。

王希红等［26］2019年探讨新型的过氧化物酶体增殖

物激活受体α激动剂匹立尼酸对肝缺血再灌注损伤

的防治作用及机制，对肝细胞进行TEM检测以观察

细胞的死亡情况，证明匹立尼酸能减轻小鼠肝缺血

再灌注的损伤。杨忞旻等［27］2021年研究酸枣仁汤

对线粒体介导的神经细胞凋亡的影响，通过TEM观

察发现模型组大鼠线粒体形态异常，线粒体发生明

显肿胀并且伴有空泡化，出现了“髓鞘样”改变，线

粒体嵴发生断裂且数量减少；而酸枣仁汤高剂量组

大鼠的线粒体损伤减轻，部分线粒体嵴断裂，空泡

化现象减少，并未出现明显肿胀。采用TEM检查证

明酸枣仁汤可以改善下丘脑神经细胞线粒体功能，

抑制神经细胞凋亡。

上述实例表明超微结构病理学在药物非临床

毒理学研究中具有重要的应用价值。

4 结语

超微结构病理学检查作为药物非临床毒理学

研究中毒性病理学评估的重要辅助工具之一，虽然

使用频率相对较低，但可用于对光学显微镜检查结

果的进一步研究，以作为早期药物发现和非临床安

全性评价毒理学研究的有益补充。在某些情况下，

TEM技术仍然是确认某些病理学过程（如肾小球病

理学变化［28］、肝细胞酶诱导滑面内质网增加等）的

最终标准。随着中国创新药物研发的飞速进步和

新型给药方式的不断涌现，超微结构病理学在药物

非临床安全性评价毒理学研究中的使用也越来越

多。相信今后会有更多的毒性病理学家或毒理学

家在设计毒理学研究或药效学研究的试验方案时，

将TEM技术纳入考虑范围，以用于辅助组织病理学

检查。总之，超微结构病理学技术是目前药物非临

床安全性评价的重要工具之一，在某些情况下仍然

是描述毒性特征、发病机制或了解新疗法作用方式

的唯一方法，在未来的药物非临床毒理学研究中具

有广泛使用前景和重要应用价值。
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