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药物发育毒性体外替代方法研究进展及组合策略 

郭  隽，耿兴超，汪巨峰* 
中国食品药品检定研究院国家药物安全评价监测中心，药物非临床安全评价研究北京市重点实验室，北京  100176 

摘  要：随着 3Rs 原则的实施，药物非临床生殖发育毒性研究中的整体动物试验面临严重挑战，体外替代研究逐步成为研

究热点。生殖发育毒性周期长，涵盖面广，现有的任何一种体外方法无法全面模拟药物在体内作用的全过程，无法全面反映

其对于生殖发育周期中性成熟、受精、配子发生、合子发育、出生后发育及性功能等方面的影响。形成一套完整的生殖发育

毒性体外替代法评价是解决体外替代法预测结果接近体内检测结果的关键，在整合体外替代研究时，应考虑体细胞与生殖细

胞，不同进化阶段的物种，多个生殖毒性周期，体内外代谢活化差异等因素。根据受试物特性、分布、用途、适用范围，其

他毒理学实验及毒代动力学资料，技术水平，管理部门的要求等特点进行实验设计，通过一系列反应不同试验终点的组合实

验（Integrated testing strategy，ITS）综合评定药物体外生殖发育毒性，但目前尚无最合理的组合方案。对生殖发育毒性体外

试验研究进展及应用策略需考虑要点进行综述，以推动替代技术在药物非临床安全性评价中的应用。 
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Research progress and integrated testing strategies on alternative methods in 
drug developmental toxicity evaluation  
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Abstract: With the implementation of the 3Rs principle, the non-clinical reproductive and developmental toxicity studies of drugs in 
experimental animals are facing great challenges. Due to the long period of reproductive and developmental toxicity, any of the existing 
in vitro method cannot fully simulate the whole process of drug action in vivo. The existing methods cannot fully reflect the 
development cycle for reproductive neutral maturation, fertilization, zygote development, impact of development and other aspects of 
sexual function after birth. It is necessary to form a complete set of alternative method for reproductive and developmental toxicity in 
vitro evaluation to solve the above problems. To design an integrate research of in vitro alternative methods, the researchers should 
consider somatic and germ cells in different stages of the evolution of species, a number of reproductive toxicity periods, in vivo 
metabolic activation differences, and other factors. According to characteristics, distribution, use, scope, other toxicology experiments 
and toxic kinetic information, technology, management and other characteristics of the test substance, the experiment design requires a 
series of reactions with different combinations of experimental study endpoint (integrated testing strategy, ITS) of comprehensive 
assessment of reproductive and developmental toxicity in vitro drug. There is no combination of the most reasonable scheme available. 
In this paper, we will discuss the latest progress of in vitro studies and how to promote a battery of alternative technology of 
developmental and reproductive toxicity in the pharmaceutical non-clinical safety evaluation. 
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药物生殖发育毒性评价主要检测药物对性腺形

态与功能、发情周期、交配行为、受孕、妊娠过程、

分娩、授乳以及幼仔断乳后生长发育过程的影响。

完整的药物非临床生殖毒性试验包括生育力与早期

胚胎发育毒性试验、胚胎-胎仔发育毒性试验和围产

期毒性试验，即传统三阶段实验，上述研究在限定

临床研究受试者范围、降低临床研究受试者和药品

上市后使用人群的用药风险方面发挥重要作  
用[1-3]。体内发育毒性和致畸性评价试验周期长、费

用高、需要相当数量动物，不能完全满足对大量新

化合物发育毒性进行高通量筛选的要求。随着 3 Rs
（减少、替代和优化实验动物的使用）原则的实施，

整体动物试验面临严重挑战，廉价可靠的体外替代

方法以及风险评估模型成为趋势，近年来生殖发育

毒性体外替代研究逐步成为研究热点。欧洲体外替

代法研究中心（ECVAM）现已批准 3种不同的胚胎

毒性检测方法，即全胚胎培养法（whole embryo 
culture，WEC）、微团检测法（micromass culture，
MM）、胚胎干细胞检测法（embryo stem cell test，
EST）。化学物质根据胚胎毒性大小可分成无胚胎毒

性、弱胚胎毒性、强胚胎毒性），以上 3种方法都可

对物质的胚胎毒性进行分类。经实验室间双盲法比

对，体外全胚胎培养体系与体内毒性分类的一致性

可达 80%，胚胎干细胞检测法达 78%，微团检测法

达 71%。对于强胚胎毒性物质，3 种检测方法的预

测能力均达 100%[4-6]。然而生殖发育毒性周期长，

涵盖面广，任何一种体外方法无法全面模拟化合物

在体内作用的全过程，一般仅反映一种或数种发育

毒性的可能机制，如对生殖细胞作用、对体细胞作

用、对细胞增殖分化的影响等作用机制的分析，缺

乏发育过程的复杂性以及母体与生长机体（胚胎）

间动态的相互变化。这些系统不能明确排除某一作

用，也不能对其危险性/暴露情况进行推测，尚不能

完全替代目前生殖毒性试验常用的整体动物。体外

替代实验在筛选一系列结构类似化合物的生殖发育

毒性中发挥重要的作用，目前的替代方法更多集中

于致畸性，已被认可的 3种发育毒性体外替代方法

也只能覆盖生殖发育周期的一部分且评价重点都是

胚胎毒性，对于生殖发育周期中性成熟、受精、配

子发生、合子发育、出生后发育及性功能等方面的

影响尚无法覆盖[7-8]。 
体外试验存在代谢能力和人体有差异、缺乏毒

代动力学过程、种属外推、体细胞与生殖细胞敏感

度不同等问题。针对以上问题，遗传毒性和致癌性

评价中通过一系列试验组合及体外活化体系的添加

来判定化合物的毒性。对于上述组合，一般认为组

合试验应用的越多，其预测结果更为可靠，但是随

着使用方法的增加，可使试验成本增加，周期延长，

人力投入增加。各试验结果之间，可能相互补充，

但在多数情况下具有一致性。因此，不加选择的增

加试验项目并不一定能提高预测可靠性[9-10]。为解

决生殖发育毒性体外替代研究方法尚存缺陷及发挥

各替代方法优势，有人提出以现有体外生殖发育毒

性替代方法为基础，根据受试物特性、分布、用途、

适用范围，其他毒理学实验及毒代动力学资料，技

术水平，管理部门的要求等特点进行实验设计，通

过一系列反应不同试验终点的组合实验（integrated 
testing strategy，ITS）综合评定药物体外生殖发育

毒性[11]，但目前尚无最合理的组合方案。本文对生

殖发育毒性体外试验研究进展及应用策略需考虑要

点进行综述。 
1  生殖发育毒性替代研究整合要点 

Sogor 等[12]提出化学品评估体外生殖发育毒性

体外实验组合建议：首先进行短期（5 d内）细胞实

验以评估早期分化阶段毒性，之后进行超过 6 d细
胞实验，以评估晚期分化阶段毒性。若上述任一研

究结果为阳性，则此化合物被判定为具有胚胎毒性

化合物。若上述研究结果均为阴性，则进一步选择

斑马鱼实验进行测试，结果呈阳性则判定为致畸物，

如为阴性，则继续进行实验大鼠体外全胚胎培养实

验。若为阳性则判定为致畸物。上述结果均为阴性，

则该化合物不必进行体内测试或仅进行部分体内研

究。若上述结果有一种为阳性，则化合物可判定为

致畸物或胚胎毒性化合物。上述组合方式可发挥各

评价方法优势，正确、高效、低成本的评价化学品

体外生殖发育毒性，Piersma 等[13]应用小鼠胚胎干

细胞方法、斑马鱼胚胎毒性检测以及 CYP17、
CYP19 活力测定等检测方法组合，对 12 种化合物

进行测试，仅有 1种得到假阴性结果。形成一套完

整的生殖发育毒性体外替代法评价是解决体外替代

法预测结果接近体内检测结果的关键，在整合体外

替代研究时，应考虑体细胞与生殖细胞、不同进化

阶段的物种、多个生殖毒性周期、体内外代谢活化

差异等因素。 
1.1  涵盖生殖细胞与体细胞 

体细胞指不承担生殖功能的细胞，生殖细胞则
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是承担生殖功能、能进行减数分裂的细胞。体细胞

与生殖细胞敏感度不同，且相互作用。在生殖发育

毒性体外替代研究中，需综合考虑对体细胞及生殖

细胞的影响，以综合评定其生殖发育毒性。在胚胎

干细胞试验中以 3T3细胞系反映化合物对体细胞毒

性，以胚胎干细胞反映化合物对胚胎分化抑制的影

响，现已证实部分化合物在低浓度即可抑制干细胞

分化，而其对 3T3细胞和干细胞的细胞毒性浓度却

比之高出很多个数量级，因此将两个毒性浓度进行

综合考虑计算分析，综合判定其发育毒性。WEC
中也引入 3T3细胞，综合 3T3细胞毒性试验结果，

胚胎生存死亡以及胚胎发育指标，判定化合物发育

毒性。睾丸支持细胞、睾丸间质细胞属体细胞，为

生精细胞提供营养支持，在精子发生内分泌、旁分

泌调控中扮演重要角色。评价化合物对支持细胞、

间质细胞的毒性作用可判定化合物对精子发生过程

的影响，即对雄性生育力的间接影响。在进行生殖

发育毒性体外替代研究时，应以体细胞为模型判定

化合物的细胞毒性及对生殖细胞的间接毒性，以生

殖细胞、胚胎来源细胞为模型判定生殖发育毒性，

综合确定化合物毒性作用及其靶点[5, 7]。 
1.2  覆盖生殖周期 

生育力主要指对雌雄动物由交配前到交配期直

至胚胎着床给药，以评价受试物对动物生殖的毒性

或干扰作用。评价内容包括配子成熟度、交配行为、

生育力、胚胎着床前阶段和着床等。精子发生、卵

子发生均为动态变化过程，且受下丘脑-垂体-性腺

轴影响，配子形成过程较为复杂，体外培养的原生

殖细胞系是否保留有原生殖细胞的特征尚不明确，

生殖细胞培养体系及其相关的毒理学检测终点的研

究处于发展中，尚未能有一种方法可以完全取代体

内生育力评价实验，需要考虑雌性雄性生殖周期特

点进行综合分析。精液分析可以显示化学物质对雄

性生殖系统及其生育能力的影响，全自动精子分析

仪等自动化仪器可监测精子活动力、运动、形态、

头部形态、染色体结构和精液其他组分的变化。睾

丸间质细胞和支持细胞共培养体系可以模拟睾丸内

细胞间的相互作用。卵母细胞和精原细胞经原代培

养模型，以细胞毒性、凋亡和基因的选择表达作为

毒理学终点，其结果比体内系统更敏感。内分泌干

扰物对生殖系统的研究被广为关注，ECVAM 已有

多重雌雄结合检测法及激素转录活化检测方法，其

中有代表性的为体外雌激素受体转录激活试验

（ estrogen receptor transcription activation test in 
vitro，ERTA），被广泛的应用于评估特定核受体（如

雌激素受体）调控的特定基因表达，可用于受 ER调

控的雌激素转录激活的检测[12, 14]。CALUX系列测

试中的采用人 T47D细胞系、大鼠肝细胞 H4IIE、人

U2OS 细胞系，观察化合物对细胞内 α-孕激素受体

（α-progesterone receptor，α-PR）、糖皮质激素受体

（glucocorticoid receptor，GR）、雄激素受体（androgen 
receptor，AR）等多个内分泌相关受体的影响，反映

化合物对内分泌干扰作用的影响，评估化合物对生

殖毒性的影响[15-16]。然而上述方法干扰因素较多，

容易出现假阳性或假阴性结果，尚未能标准化，仍

需要改进及验证方可广泛应用。 
1.3  包含胚胎毒性与致畸性 

在进行化合物体外发育毒性评价时，除考虑体

细胞与胚胎细胞差异外，应区分胚胎毒性

（embryotoxicity）及致畸性（teratogenicity），胚胎

毒性指化合物致胚胎/胎儿发育迟缓、致死作用及功

能不全；致畸性指化合物致子代骨骼或软组织畸形

或变异。现有的 3种已被认可的体外发育毒性替代

方法，EST侧重于特定细胞分化过程，MM侧重于

肢芽细胞向软骨细胞分化的能力，WEC侧重于评价

段内胚体向胎体转化这一过程。上述 3个实验更适

用于区分具有强致畸性、无致畸性、弱致畸性化合

物。关于胚胎毒性体外替代法主要包括 EST、神经

干细胞实验（neural embryonic stem cell test，nEST）、
小鼠胚胎干细胞黏附分化细胞毒性实验（the mouse 
embryonic stem cell adherent cell differentiation and 
cytotoxicity assay，ACDC）、大鼠小脑颗粒细胞实验

（rat cerebellar granule cell）。可反映致畸性的体外发

育毒性替代方法主要包括MM、WEC、斑马鱼实验

（acute fish embryotoxicity test，FET）。在选取发育

毒性体外替代方法时，应区分胚胎毒性与致畸性的

概念，分别从两类方法中选出可评估胚胎毒性、致

畸性的方法，综合判定化合物的发育毒性[12]。 
1.4  克服代谢问题干扰 

在未知化合物体内代谢特点的情况下，开展生

殖发育体外替代研究需考虑其体内代谢特点。体外

活化体系一直被认为是体外替代方法的难点。肝细

胞共培养可以较好的对化合物进行体外转化，但其

过程复杂，对技术要求高，不宜广泛推广。S9内成

分复杂不易控制其剂量，对体外胚胎/细胞可产生毒

性作用，因此限制了其应用。肝微粒体具有蛋白质
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合成、蛋白质糖基化和脂类合成等内质网的基本功

能，微粒体含有细胞色素 P450（CYP）酵素，与氧

化代谢有关。ECVAM 关于生殖发育毒性体外替代

法的 ReProTect专项研究中，验证了肝微粒体对 20
种化合物的体外转化作用，推荐肝微粒体与 WEC
相结合研究化合物的发育毒性[11, 17]。其中 CYP17、
CPY19活性被认为是雌性、雄性激素及其受体密切

相关代谢体系，通过检测上述两种酶活性，在体外

成功预测了氟硅唑（Flusilazole，FLU）、二氯甲烷

（Dichloromethane）、氯化甲基汞（MMC）体外生殖

毒性，与体内研究结果一致[18]。在血睾屏障、胎血

屏障的作用下，化合物对生殖发育系统的影响会表

现出与其他器官不同的毒性作用，然而体内代谢实

验周期长，花费高，提高了检测成本。建立体外代

谢替代模型模拟药物体内代谢模式，可以在降低检

测成本、提高检测效率前提下，快速准确筛选药物

体外生殖发育毒性。胎盘转运被认为是化合物对胚

胎/胎儿影响的重要环节，有研究利用胎盘细胞培养

模型观察药物滥用对胎盘正常功能的影响。建立体

外血睾屏障模型可以判定能够穿越屏障并影响生殖

细胞成熟的化学物质种类，减少体内研究涉及的受

检物质数量。Legendre 等[19]从 18 日龄大鼠睾丸分

离获得管周细胞、睾丸支持细胞、精原细胞，构建

体外人工血睾屏障体系（blood-testis barrier，eBTB）
为血睾屏障体外研究提供了新的思路。该模型可用

于观察化合物透过血睾屏障过程及对生精过程的影

响。斑马鱼胚胎对化合物暴露方式、代谢活化能力

与哺乳动物差别较大，其亲代及子代均不具备代谢

活化体系，不适用于测试大分子化合物（相对分子质

量大于 3 000），最好采用化合物代谢物进行测试[12]。 
1.5  包含不同种属 

现有的生殖发育毒性替代方法主要针对啮齿类

动物，如大鼠、小鼠，然而啮齿类与人类间种属差

异较大。继人和小鼠之后，斑马鱼模型（zembrafish 
embryotoxicity test，ZET）已被列为第三大模式生

物，与人类基因具有高达 87%的同源性，其信号传

导通路、生理结构与功能等均与哺乳动物高度相似。

斑马鱼在心血管有严重畸形的情况下还可以存活并

继续发育较长时间，且实验成本低、试验周期短、

对致畸物反应较为敏感，是评价药物发育毒性的有

效模型之一。利用斑马鱼对药物发育毒性进行评价

时，在加药处理斑马鱼胚胎后，结合活体染料、抗

体、荧光示踪等方法，研究者可以直接观察原肠期

的血液循环、心跳、脑区形成、体轴形成和细胞运

动等胚胎发育事件。应用 31种化合物对斑马鱼发育

毒性实验验证，共验证出 18 种为致畸物，13 种为

非致畸物，结果表明 87%结果与体内研究一致，13%
为假阳性或假阴性。在大量验证基础上，OECD于

2013年发布斑马鱼胚胎毒性测试指导原则[19-20]。 
1.6  高通量手段的实施 

通过基因组学、蛋白质组学的系列研究，现已

发现大量与生殖发育毒性密切相关的生物标志物，

将这些生物标志物应用于现有模型中，可更有效的

应用现有模型对化合物生殖发育毒性进行预测。

Wnt/β-catenin信号通路与早期胚胎分化密切相关，

ReProGlo 测试指以转染了 Wnt 报告基因的鼠源胚

胎干细胞为模型，采用高通量加样体系，通过观察

化合物对Wnt/β-catenin信号通路作用，预测化合物

对胚胎早期分化的影响[21]。计算机芯片方法和生理

药动学模型（PBPK）的联合使用，有望改善风险

评估中体外生殖毒性试验的预测能力。大部分测试

处于研发水平，一些先进的测试方法处在预验证阶

段。生殖和发育毒性重点是对哺乳动物生殖周期中

敏感的检测点、关键事件及各阶段的研究，已验证

体外方法的检测系列，也不能涵盖所有的生育和发

育毒性过程。斑马鱼基因组的多种遗传标记与基因

芯片已经商品化。因此，考虑发展体外方法、定量

构效关系（QSARs）及其他替代方法和工具在内的

联合检测体系。例如，利用血睾屏障和血胎盘屏障

研究的 QSARs 方法对体外试验加以补充。然而芯

片技术多基于现有数据且数据量较小，而生殖发育

周期较长且机制复杂，因而需建立体内体外生殖发

育 毒 性 研 究 数 据 库 ， 如 毒 性 相 关 数 据 库

（ToxRefDB），汇总标准化属性、一致性结构及质量

控制体系[22-24]。 
2  展望 

药物生殖发育毒性评价在限定临床研究受试者

范围、降低临床研究受试者和药品上市后使用人群

的用药风险方面为不可或缺的重要环节。体内发育

毒性和致畸性评价试验已不能完全满足对低成本、

周期短、高通量筛选的要求。建立体外替代方法以

及风险评估模型是解决上述问题的关键，然而任何

一种体外方法无法全面模拟化合物在体内对生殖发

育系统影响的全过程，尚不能完全替代目前生殖毒

性试验常用的整体动物。体外试验存在代谢能力和

人体有差异、缺乏毒代动力学过程、种属外推、体
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细胞与生殖细胞敏感度不同等问题。针对以上问题，

根据受试物特性、分布、用途、适用范围，其他毒

理学实验及毒代动力学资料，技术水平，管理部门

的要求等特点进行实验设计，考虑体细胞与生殖细

胞，不同进化阶段的物种，多个生殖毒性周期等，

体内外代谢活化差异等因素，有目标的选取一系列

反应不同试验终点的组合实验综合评定药物体外生

殖发育毒性。在现有方法的基础上，积极展开新领

域的研究，将传感器技术、自动高通量筛选技术、

高内涵筛选技术等新方法引入生殖发育毒性体外替

代方法中，探索敏感的分子靶点及药物相互作用的

生物途径。构建及完善体外代谢模型，解决体内外

代谢活化差异的干扰，建立可模拟体内胎血屏障、

血睾屏障的三维模型，提高体外预测准确性。综上，

生殖发育体外替代评价时，需要考虑评估模型的准

确性及特异性，化合物作用方式及暴露积累，生殖

发育周期，种属外推等因素，将现有评价模型有效整

合，适时引入更加高效可靠的新方法，积极开展验

证工作，以促成体外实验替代体内研究的发展进程。 
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