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摘  要：神经毒性是许多药物或化合物常见的毒副作用。在新药研发早期要进行神经毒性筛选。对于可能通过血脑屏障影响

神经系统的小分子药物或疫苗类的生物制品在临床前安全性评价中要进行非人灵长类动物的神经毒性评价。毒性病理学或神

经病理学评价是临床前药物神经毒性评价的金标准。针对影响药物毒性神经病理学评价质量的几个主要因素，包括神经病理

学评价的一般策略、最佳的评价时机、特殊的神经组织屏障系统、神经组织病理制片中的取材方法以及人工假象对神经病理

学诊断的干扰，进行详细的解析，以期为我国神经毒性评价指导原则的制定和药物非临床神经毒性研究提供参考。 
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Abstract: Neurotoxicity is one common adverse effect caused by many drugs or compounds. In the early phase of new drug 
development, it is necessary to screen for neurotoxicants. Neurotoxicity studies in nonhuman primates (NHP) are used to evaluate the 
neurotoxicity of small-molecule drugs or vaccines that may affect the nervous system across the blood-brain barrier during 
preclinical safety assessment. Toxicologic pathological evaluation or neuropathological examination is the “gold standard” for the 
evaluation of drug neurotoxicity in preclinical drug safety studies. In this paper, the majory factors influencing the quality of 
neuropathology evaluation in toxicology, including the general strategy of neuropathology evaluation, the optimal timing of 
evaluation, the specific blood-brain barrier in the nervous system, the method of sampling in the histopathology of nerve tissue, and 
the interference of artificial artifacts in diagnosis of neuropathology, were detailly analyzed in order to provide a reference for setting 
guidelines of neurotoxicity risk assessment in China and pathologists and toxicologists engaged in nonclinical neurotoxicity studies. 
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毒理学中的神经病理学评价是明确判断神经

毒物引起神经组织损伤，分析潜在的病因和机制的

重要手段。在毒理学研究中，熟练掌握神经病理学

评价技术需要具体了解神经系统的生物学，病理学

和毒理学知识。毒性病理学家的任务是发现每个实

验的神经系统改变，得出与实验相关的神经系统形 
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态改变。只要没有得出公认的神经系统没有病变的

结论，就应当认真检查多部位的脑和脊髓切面以及

外周神经系统组织。评价神经系统的第一步是建立

完整的实验方案，确定需要评价的组织是否已经包

含在实际评价的所有神经系统内[1]。评价方案还要

包括供试品或相关评价方法的文献检索，对于特殊

受试物通过学习基本的药理知识进行分析，通过临

床症状、神经行为功能观察组合实验（functional 
observational battery，FOB）确定脑组织特定部位的

变化，以确定应该进行形态学检查的神经区域[2-3]，

以及分析临床病理学数据等。 
在设计神经毒理学评价方案时，以下这些因素

是影响神经病理学评价质量的主要因素。首先，要

有一个合理的并且符合指导原则的神经病理学评

价策略[4-5]；在这个策略的指引下选择神经病理学评

价的最佳时机；需要考虑神经系统血脑屏障能否允

许药物进入神经系统[6]；神经病理组织制备中的取

材方法决定了后续病理诊断的全面性和可靠性；最

后，在神经病理学诊断中，应该排除某些病理学改

变如黑色神经元、神经元空泡变性、神经纤维变性、

髓鞘泡沫样是由人工假象所引起的改变，而非真正

有意义的与供试品相关的病变，这项工作对每位病

理学家都极具挑战[7]。本综述对以上因素逐一进行

解析，以期为从事药物非临床神经毒性研究的病理

学家和毒理学家提供参考。 
1  神经病理学评价策略 

每位病理学家依据神经毒性评价指导原则以

及个人对神经系统知识和技术的培训都会形成一

套特有的神经系统检查或评价技术。如果这些神经

毒性评价方法是对一组制备合理的神经组织在正

确的时间点，采用适当的技术进行的评价，则该评

价结果是可信的。从病理学角度，多数形态学评价

受限于光学显微镜检查，通常为石蜡组织包埋、切

片和苏木素-伊红（HE）染色。但合理且标准化地

完成以上步骤已经足以对神经系统进行完整和全

面的评价。神经系统评价的关键是充分检查神经组

织部位，尤其是大脑。另外，许多以形态学为基础

的技术可用于补充和加强 HE检查[8-9]。 
以下概述了神经毒性评价指南中对特定解剖

结构进行显微镜下病变检查的一些建议[10]。（1）髓

鞘/外周神经：真正的神经脱髓鞘病变通常很容易通

过传统的 HE染色检查。围绕外周神经纤维的髓鞘

显色，评价 G 率（轴突直径/总的有髓神经纤维直

径）和确定微小神经纤维变性的作用机制可以采取

锇后固定，树脂包埋，和神经横断面的甲苯胺蓝或

其他髓磷脂染色。锇后固定加上神经横断面的石蜡

包埋可提高神经检查。（2）无髓鞘神经纤维：检查

这样非常小的结构需要透射电子显微镜。虽然锇后

固定，树脂包埋，甲苯胺蓝染色截面可以显示无髓

鞘神经纤维，但还不足以进行无髓鞘神经纤维的形

态学或形态测量检查。 
中枢神经系统的空泡变性通常需要透射电子

显微镜检查确定空泡的位置，特殊染色方法也可以

帮助确定空泡的位置。如，空泡周围环绕一圈胶质

纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP）
阳性的胞浆说明空泡在星形胶质细胞的突触中。检

查微小的神经元坏死要求应用特殊的 Fluoro-Jade B
染色、铜银染色方法[11-12]。此外，免疫组织化学技

术在确定病变性质上也具有优势。 
如果病变不能通过肉眼明显地观察到，那么就

只能通过形态测量方法检查细胞或细胞结构的丢

失或增加[13]。如果残留损伤没有在形态学检查的时

候出现，则不能检查到背根神经节中的感觉神经元

丢失。然而，应用体视学方法对神经元计数可以显

示神经元的丢失。皮肤活组织冰冻切片检查表皮神

经纤维计数是检查四肢远端感觉神经纤维减少的

一个非常敏感的方法[14]。 
2  神经病理学评价时机 

神经系统与其他组织器官相比，观察供试品相

关损伤的评价时机十分重要，尤其是在评价神经元

和小胶质细胞反应时。因为这些反应发生较早亦或

短暂，之后可能会留下也可能不会留下一些能够观

察到的残留物。 
毒理学家和监管人员还有部分病理学家的传

统观念是如果已知供试品具有神经元毒性，应该每

天给予供试品达 90 d，这样与单次给药相比能够产

生更多的明显的损伤作用。而通常检查慢性给药后

的累积毒性暴露情况是一个错误的传统观念。对于

许多化合物或供试品引起的神经元作用或可能的

小胶质细胞作用，最初的暴露决定了主要的毒性作

用。所有可能受影响的神经元在第一次供试品暴露

时就可能被影响了。各种神经毒物引起神经元坏死

的峰值时间是非常早的，通常在第一次暴露之后的

2～4 d[15]。一些 N-甲基-D-天冬氨酸（N-methyl-D- 
aspartic Acid，NMDA）拮抗剂（MK-801原型）早

期引起神经元空泡变性，然后在暴露后的 2～5 d可
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以观察到神经元坏死[16]。NMDA拮抗剂普遍对各类

神经元产生影响，但主要影响扣带回的大神经元。

这种仅对一小簇神经元产生的影响是微小的，所以

如果在最初暴露后 7 d 或更长时间时再检查脑组

织，就可能错过病变。因而，必须视神经元为单个

的，将神经元暴露于神经毒物中类似于单纯的无保

护的将一群个体暴露于传染病中，这些神经元在第

一次暴露时就会生病，第一次暴露时存活下来的神

经元可能在之后的暴露中也存活下来。因此，必须

较早地抓住检查神经元坏死的最好时机，选择染色

方法是重要的诊断手段。 
神经元、小胶质细胞可以出现早期反应即获得

反应型，然后反应会快速减弱，因此，检查时机十

分关键。90 d、28 d甚至 14 d研究结束时再进行记

录都可能会错过病变或无法准确地反映最初形态

学改变的程度。 
3  神经系统血脑屏障 

选择性隔离外源性和内源性神经毒素进入部

分神经系统有 3个重要的屏障。这 3个屏障系统是

血脑屏障（blood brain barrier，BBB）也称为血–

间质液屏障，血–脑脊液屏障（blood cerebrospinal 
fluid barrier，BCSFB）和血–神经屏障（blood nerve 
barier，BNB）[17]。“屏障”这个词可能给委托方、

实验负责人，甚至病理学家一种错觉，认为受试物

在中枢神经系统是安全的。事实上，这些屏障是选

择性通道，允许多种营养素产生主要的定向流动，

如肽的通过、葡萄糖和神经递质前体的进入[18]。这

3种主要的屏障由内皮细胞或室管膜细胞修饰[19]。3
个主要的内皮细胞修饰具有独特的神经系统微血

管特征：内皮细胞之间（BBB 和 BNB）和室管膜

细胞（BCSFB）之间的紧密连接增加，没有或很少

的细胞内孔或窗，以及胞饮作用减少。 
在一定程度上，星形胶质细胞足突可以起到保

护作用或阻止某些物质的通过。主要的屏障是内皮

细胞或室管膜细胞。任何能够改变内皮细胞或室管

膜细胞的因素（如创伤、传染源、炎症、渗透剂、

导液管或放置的其他装置物）也能够改变这些屏

障。某些室周器官（circumventricular organs，CVOs）
的内皮细胞因为紧密连接较少和窗孔较多而有漏

洞。与脑和脊髓中相应物质相比，松果体和背根神

经节的内皮细胞渗透性更强[20]。 
脂溶性分子、相对分子质量小的分子和一些水

溶性分子（咖啡）可以通过膜扩散方式，以不饱和

形式穿过 BBB[18]。尽管受到一定限制，胞饮或内吞

作用可以非选择性的运输在受体介导的内吞作用

中被捕获的几乎任何物质或溶质通过 BBB[18]。特定

的氨基酸、维生素和调节蛋白可以穿过屏障。主动

转运发生于葡萄糖、胰岛素、某些肽和细胞因子、

维生素和脂肪酸。 
当破坏 BBB，理论上对于任何分子甚至高相对

分子质量的生物可以以某种方式利用转运机制或

者直接或者间接通过另外分子使大多数物质进入

脑组织。虽然依据对 BBB 的了解某些行为还没有

被证实，但多数情况下有迹象表明单抗可以进入脑

组织。 
通常认为破坏屏障系统是物质意外进入脑组

织的一个可能机制。人脑组织中有数以万计的血

管，要求沿着这些血管的 BBB 完全完整，所有的

紧密连接都工作良好是不太可能的。因此，不要主

观认为治疗剂、甚至生物剂就不会进入脑组织或神

经系统。 
4  神经组织取材方法 

如果对肾脏进行横向或纵向取材，最终可以修

取合理的样本并确定与受试物相关的肾脏改变。肝

脏也是如此。其他组织如肺脏、心脏、皮肤和消化

系统具有一定的变异性，修取多组织切面以保证充

分显示可能的作用结果。但神经系统复杂，特别是

沿着任何脑轴的变异性巨大，因此所有涉及到修取

组织块的方案都无法用于充分评价药物毒性作用。 
为了获取多个单个脑核团，要求详细检查每隔

0.35 mm的大鼠脑组织切面，以及每隔 1～1.25 mm
的犬和猴的脑组织切面[15]。这样的脑取材方案需要

修取 60～65 个切面，如此多数量的切面可能会震

惊到多数病理学家和监管部门，但这是有意义的，

并已证明是一个可靠和实用的检查脑核团的方法。

如，黑质致密部中含有受帕金森病影响的神经元，

检查从前到尾约 2 mm的大鼠脑组织。对于最感兴

趣的脑区域，或者为了确保多数脑切面为不同动物

间相对应的切面，或者想要开展体视学研究，那么

要求每隔 0.35 mm或更小的距离修取多组织切面进

行切片。特殊神经毒物的靶区域可能相当小[15]，要

求将全部脑组织包埋，准备连续的冰冻切片。当然

这并不适用于所有实验，这种切片方法对于排除特

殊脑核团中的神经元坏死是相当有用的。 
事实上，这种切片方法用于特定的脑研究，尤

其用于特别设计的检查神经元坏死的实验。在已知
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具有神经活性或能够通过血脑屏障的受试物已经

表现对脑组织的作用尤其是神经元坏死时，建议定

向研究发育循环中某段时间的脑病变[1]。 
多数临床前安全性实验不会用到这样的脑组

织切片方法。现今多数病理工作组提倡更高等的脑

切片方法，优于之前美国国家毒理学计划（National 
Toxicology Program，NTP）通过的多数实验采用的

经典的 3个脑切面方案，该方案被认为是较全面的

脑评价方法[21]。由于时间有限或费用较高，不可能

做太多的脑切面，大鼠中通常可以检查超过 3个切

面，犬和非人灵长类动物可检查三或四个切面。监

管指导原则中关于需要检查多少个脑切面的规定

有些含糊。临床前一般毒性研究推荐的常规啮齿类

动物（大鼠）脑组织切片和检查方法由国际环境健

康与安全研究所（National Institute of Environmental 
Health and Safety，NIEHS）以光盘或手稿形式出版，

猴脑组织切片和检查方法（与犬的方法相类似）由

Pardo 等出版[22]。啮齿类动物中枢神经系统方案描

述了 7 个全部横切面加嗅叶（1 个重要的但不常检

查的啮齿类动物脑部位）的切片或检查[23]。相关指

南[24-25]中还提供了关于这些部位的关键解剖区域

的位置信息。食蟹猴方案描述了检查 6个脑切面并

规定适合切片的标准包埋盒[26]。临床前安全性研究

中，对于大动物应考虑修取最少的脑切片。 
除了脑，神经系统检查中还应对以下组织进行

保存和检查：（1）至少 2个脊髓切面，颈部和腰部

膨大处，增加脊髓 C1/C2区域有助于检查该部位微

小的神经纤维变性。（2）至少 2个背根神经节或脊

神经根切面，如果可能，啮齿类动物再横向修取脊

髓切面。（3）坐骨神经的横向和纵向切面代表外周

神经。（4）基于供试品种类或对其了解，如果可能

或怀疑有其他外周神经病变也要修取。人的腓肠神

经活检是典型的附加外周神经检查方法。（5）如果

显示供试品具有肾上腺素能激动或拮抗活性，还应

检查一个或更多的交感神经节。其他的研究部位由

研究特性和供试品性质决定。 
5  神经病变学诊断中的人工假象 

由于神经系统细胞成分的复杂性，结构和功能

区域的多变性以及这些组织器官病理学改变的多

样性，使得脑和脊髓的病理学诊断极具挑战。尤其

是在神经组织样本制备过程中，如果对样本解剖，

取材，固定，组织处理，切片和染色过程中存在不

规范的操作，必然会产生人工假象。然而，即便是

按标准的操作规程完成的神经组织制片，在神经病

理学检查中我们仍然要仔细分辨人工假象与供试

品相关病变的区别。因此，以下列举了神经病理学

诊断中常见的一些人工假象仅供病理学家参考和

总结。 
5.1  黑色神经元 

这是毒性病理学家最常遇到的“病变”，必需

与神经元坏死和变性相区分。黑色神经元可出现于

浸泡固定的脑组织中，也出现于灌注固定的样本

中。黑色神经元的特征是萎缩、黑色嗜碱性胞核和

胞浆，常带有明显的树突。解剖和福尔马林浸泡固

定后处理脑组织会加重这种人工假象。大的神经元

易受影响，浸泡固定的脑组织切面常见黑色神经

元，大脑皮质锥体细胞和任何神经元核团都可能受

影响。这种人工假象很容易在小脑浦肯野氏细胞层

中被误诊为真正的病变，可能因为这些细胞排列成

线性，容易形成完整的视觉分析[27]。 
5.2  神经元空泡变性 

神经元的空泡变性必需与人工假象空泡聚集

相区分，这种辨别是相当困难的[28]。神经元空泡变

性是病理学改变，与自溶、固定或样本制备无关，

可见影响单个或一组神经元的明显空泡，与对照组

动物中所见的显著不同。由于组织处理能造成人工

空泡变，因此应同时对所有组进行样本处理，而不

是同一批处理对照组，然后再用其他处理方式处理

供试品组。神经元空泡变性可能由蓄积性疾病，各

种细胞器肿胀或感染过程引起。兽医病理学家可能

更加了解与痒病有关的神经元空泡化。多数情况，

为了获得有关神经元空泡所在的确切位置必需使

用透射电镜（ transmission electron microscope，
TME）。多数技术人员不能区分神经元空泡变性和

以多种形式弥漫分布于脑组织切片中的空泡变性，

尤其对那些浸泡固定的样本。一旦存在病变神经

元，应当采用数字成像或显微照片显示空泡变性的

特征，在最初观察时进行记录。换言之，使用透射

电镜就像光学显微镜，只是有更强大的镜头。如果

发现空泡，使用 TME 至少能假定空泡在细胞内的

实际位置，空泡主要位于神经细胞胞体内、树突干

或其他细胞类型。神经元空泡变性在特定的脑核团

中可能是正常的，尤其是在海马区域内或周围，包

括犬的视神经核。 
    背根神经节神经元中通常可见大的，光滑的空

泡，对照组动物中也可见。据报道这些空泡在化学



  Drug Evaluation Research  第 40卷 第 9期  2017年 9月 

      

• 1352 • 

物质如有机磷酸酯作用下能够增多[29]。然而无论这

样的空泡是否与供试品相关，这些空泡都是类似

的，与坏死或变性的神经元无关，规律的发生于对

照组动物中。换言之，这些空泡常见于固定和准备

时引起的人工假象。这些空泡在任何动物中可能到

处都有，但最易出现于背根神经节中，也可规律地

出现于三叉神经节中。 
5.3  神经纤维变性 

轴突或神经纤维变性（神经纤维是轴突或髓鞘

或许旺氏细胞）是常见的显微镜下病变，在对照组

动物中也常见，通常为极轻度。发现一些变性的神

经纤维不一定是供试品引起的。轴突变性很难在光

镜下证实，尤其仅采用 HE染色方法。脊髓或外周

神经纤维的纵切面中最容易观察到神经纤维变性，

可能是因为这个切面与神经纤维走向平行，因此增

加了看到变性病变的几率。不是所有的神经纤维变

性都是典型的华勒变性[30]，穿过该区域具有完整轴

突的髓鞘的局灶性肿胀非常常见。这些区域可能为

人工假象，代表许旺氏细胞（或少突胶质细胞）丢

失或变性的局灶性髓鞘肿胀。术语轴突变性应当保

留，应用于实际观察到的变性轴突片段。实际中，

常使用的是神经纤维变性术语描述各种变性特征。

虽然纵向、HE 染色、石蜡包埋的切片对检测神经

纤维变性敏感，但经四氧化锇后固定，硬塑料或树

脂（如 Spurr’s或环氧树脂）包埋、甲苯胺蓝染色

（或类似的异染性染剂）的神经横向切片对于准确

描述轴突和髓鞘变性也是必不可少的。标准的 HE
染色石蜡包埋切片尤其是横向切片中很难看到髓

鞘。神经髓鞘固蓝（Luxol Fast Blue）染色有助于

病理学家观察髓鞘[31]，但后固定能充分固定髓鞘，

使其完全可视。 
5.4  髓鞘泡沫样 

轴突明显完整或没有轴突变性的迹象，如巨噬

细胞浸润进入肿胀的髓鞘中时，可使用髓鞘泡沫样

描述局灶性的髓鞘肿胀。髓鞘泡沫样是继发于轴突

变性的肿胀髓鞘（或人工假象），不是主要的形态

学改变。 
髓鞘的主要成分是脂质，由于髓鞘暴露于组织

处理的各种有机溶剂中，石蜡包埋的组织易于出现

各种人为的改变。甚至临床前实验中标准的固定方

法 10%中性福尔马林溶液也会引起髓鞘的人为开

裂。许多髓鞘的人工假象也被描述为“泡沫样”。

毒性病理学家的任务是识别人工假象，以及排除这

些人工假象与供试品的特异性相关，因此首先使用

变性描述神经纤维、轴突或髓鞘的实际异常，然后

说明变性的特征。由髓鞘的局部肿胀引起的髓鞘泡

沫样，伴或不伴有轴突变性，也可称为髓鞘卵圆形，

但这通常用于广泛性诊断神经纤维变性，不是主要

的诊断。如果存在髓鞘的原发性病变，则应使用脱

髓鞘或髓鞘质病作为诊断[32]。 
6  结语 

神经病理学评价是药物非临床神经毒性评价

的重要手段和金标准，同时也是毒理学中的一个难

点。现今，我国临床前药物安全评价中，仅在一些

减毒活疫苗（如乙脑、麻疹、腮腺炎等）的猴体神

经毒力研究中有较为系统的神经病理学评价操作

指南。但随着我们对多种中药制剂、化疗药物神经

毒性的关注，以及纳米制剂等新剂型的研发，需要

尽快开展并形成针对具有神经毒性药物的临床前

安全性评价策略，其中毒性病理学或神经病理学评

价是核心技术。 
为了达到神经病理学评价的国际标准和各地

区及同行业间评价标准的一致性，本文参考国际认

可的相关神经毒性评价监管指南，包括 EPA预防、

农药和有毒物质办公室（The Office Prevention，
Pesticides and Toxic Substances，OPPTS）指南

OPPTS 870.6300和 OECD检测 426指南，权威的

行业标准以及神经病理学家发表的参考书目和文

献[33-35]，主要从影响毒理学中神经病理学评价质量

的 5个方面进行详细的阐述。首先，要明确神经病

理学评价的一般策略，虽然每位神经病理学家的评

价方法不尽相同，但想获得可信的评价结果还应做

到合理和规范。其次，单独提出神经病理学评价的

最佳时机，这是神经毒性研究方案设计的重要方

面。第三，在药物神经毒性研究中一定要特别注意

的一个神经系统特有的组织结构即血脑屏障，许多

药物或化合物在体外实验中都可能具有神经毒性，

但我们应该考虑其在生理状态下是否能进入神经

系统[36]。第四，一个好的神经组织病理学制片方案

决定了病理学诊断的准确性和可靠性，而其中神经

组织取材是前提。最后，列举了在神经病理学阅片

中常见的几个人工假象，需要与真正由药物引起的

神经病变相鉴别。 
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