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药物神经毒性评价体外模型的研究进展
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摘 要： 神经毒性是药物安全性评价的重要方面。体外模型相比较体内动物实验在药物高通量筛选、分子机制研究、检测

分析技术应用上具有显著优势。至今，研究和评价药物神经毒性的体外模型主要包括原代神经细胞培养、神经细胞系培养、

诱导神经干细胞分化模型，三维细胞培养模型等。这些体外模型的复杂程度、对药物的敏感性及检测方法不尽相同。概述

各种神经毒性体外模型的应用领域及研究进展，提出了神经毒性体外评价模型研究应用中存在的问题及今后的发展方向。
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Abstract: Neurotoxicity assessment represents an important aspect of drug safety evaluation. In vitro models compared with in vivo

animal experiments have several significant advantages in high-throughput drug screening, molecular mechanism research,

application of detection and analysis technology. Up to now, the in vitro models for studying and evaluating drug-induced

neurotoxicity mainly include primary neural cell culture, neuronal cell line culture, induced neural stem cell differentiation model,

three-dimensional (3D) cell culture models, etc. These in vitro models are different in complexity, sensitivity to drugs, and detection

methods. In this paper, we summarized the application fields and research progress of various in vitro models for evaluating

neurotoxicity, and put forward the problems and future development directions in the research and application of in vitro models of

neurotoxicity evaluation.
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神经毒性（Neurotoxicity，NT）是许多药物及先

导化合物常见的毒副作用，早期筛选神经毒性药物

可避免药品研发企业后续的大量投入。现今，经济

合作与发展组织（Organization for Economic Co-

operation and Development，OECD）和国际人用药品

注 册 技 术 要 求 国 际 协 调 会（The International

Council for Harmonisation of Technical

Requirements for Pharmaceuticals for Human Use，

ICH）关于神经毒性评价的指导原则仅限于体内实

验［1-2］。动物实验主要依靠神经行为学观察和组织

病理学检查方法，其结果主观性强、实验周期长、成

本高，且不能从毒性作用机制上解释和评价药物的
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神经毒性。在 2003 年 ，欧洲替代方法验证中

心（European Center for Validation of Alternative

Methods，ECVAM）要求建立可靠健全的体外毒理

测试系统和监管体系，但是目前还没有神经毒性危

险评估的体外方法指导原则［3］。

然而，神经毒性体外模型已用于基础研究领域

很多年，尽管具有一定的局限性，如缺乏细胞代谢

能力、复杂的细胞间相互作用、时间和区域依赖性

的细胞间协调表达等［4］，但是相比较动物实验，体外

方法仍具有显著优点：（1）人源细胞模型避免了种

属差异问题。只有 50% 以下的啮齿类动物实验能

够预测人体毒性。动物模型在致畸性研究中更难

进行预测［5］。（2）体外模型给药浓度更接近真实浓

度，而动物模型则需要更高的药物剂量。（3）遵循动

物实验的减少、优化和替代（Reduction，Refine-

ment，Replacement，3R）原则。（4）高通量筛选药物，

节约了经济和时间成本，提高了安全性评价的可信

度。（5）可在细胞水平和分子机制水平进行研

究。（6）模拟神经发育的各个阶段，评价发育神经毒

性，成熟神经细胞毒性。

由于中枢神经系统解剖学和生理学的复杂性，

体外模型模拟体内功能需要各类神经细胞包括神

经元和胶质细胞来维持复杂且完整的结构。总的

来说，模型越复杂，与体内相似度就越高。从单细

胞模型如神经元、胶质细胞培养，到混合细胞模型

如原代细胞培养、三维（three-dimensional，3D）细胞

培养，再到脑切片培养。依据神经细胞培养特点和

实验目的选择合适的体外模型，对于药物神经毒性

评价至关重要。

1 原代神经细胞

原代培养是指从外周神经系统或者中枢神经

系统取材，在培养基中维持 24 小时以上的培养方

法。原代培养神经细胞的优点是能够维持发育过

程中的关键事件以及细胞功能，如区域特异性、受

体和神经递质的表达、神经元和胶质细胞的相互作

用。原代神经元更接近体内情况。在神经毒性评

价中，可以根据不同细胞类型对药物的敏感度选择

不同的模型，在培养过程中阻断胶质细胞的增殖来

定向分化神经元或者神经元和胶质细胞共培养。

啮齿类动物原代神经细胞的研究领域较为广泛，有

报道通过实时微波曝光结合激光扫描共聚焦显微

镜检测微波对原代海马神经元的钙水平研究，发现

原代海马神经元比原代心肌细胞对微波更敏感，且

线粒体的敏感性高于内质网［6］。通过表征原代大鼠

海马神经元中亚铁转运蛋白及基质细胞衍生受体 2

的表达和定位来阐明神经元中铁运输的分子

机制［7］。

星形胶质细胞在原代混合细胞培养中也应作

为药物神经毒性的靶标进行评价。星形胶质细胞

可以干扰药物对原代神经元神经突生长的抑制作

用，是由于星形胶质细胞不仅支持神经元的生长，

改变神经元对毒性化合物的反应程度，而且还通过

星形胶质细胞-神经元介导中的谷氨酸-谷氨酰胺循

环来传导神经元功能。研究表明神经毒性药物使

原代星形胶质细胞的胞外谷氨酸和谷氨酰胺浓度

改变，氨酰胺合酶活性降低，谷氨酸转运蛋白和谷

氨酰胺转运蛋白的基因表达降低，从而使神经元氧

化-抗氧化失衡，细胞凋亡增加和自噬异常［8］。

然而，原代细胞培养成本较高，对研究者以及

硬件的要求高，且较难维持培养物的稳定性，限制

其用于进一步研究。分离获取的原代神经细胞形

态、功能、以及细胞间的相互作用会发生改变，代谢

能力下降，影响对药物的反应性。但是，有研究表

明采用机械研磨和沉淀法代替胰蛋白酶消化过滤

分离和制备的新生Wistar大鼠原代海马神经元，均

匀度和纯度较高，存活期长，且能节省时间、成本，

降低污染风险［9］。原代细胞取材受限于供体，对于

长期实验则需要冷冻保存，常规的冷冻方法可用于

保存原代神经元［10］，但细胞活力差和存活率降低，

高性能的冷冻培养基对原代小鼠胚胎皮层神经元

有更好的保护作用，如此保存的神经元与新鲜神经

元培养物的效果等同［11］。

原代神经细胞取材麻烦，培养成本高，且不能

长期维持培养，但是能较高程度的维持细胞的原生

特性，因此可用于实验周期短，对细胞生理代谢功

能要求严格的药物筛选，为申请临床实验提供参考

指标。

2 神经细胞系

神经细胞系是最简单的体外模型，细胞可以在

培养基中增殖传代，在较短时间内获得大量细胞。

细胞系通常来源于肿瘤细胞，还可以通过逆转录病

毒将致癌基因导入原代培养。常用的神经细胞系

有神经母细胞瘤细胞（SH-SY5Y）、神经胶质瘤细

胞（C6）、肾上腺嗜铬细胞瘤细胞（PC12）、人神经胶

质瘤细胞（H4）、成神经瘤细胞（N2a）、人脐血管内皮

细胞（ECV304）等。肿瘤来源的神经细胞系易于培

养，性质稳定。

SH-SY5Y 被 广 泛 用 于 模 拟 帕 金 森 综 合
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征（Parkinson’s disease，PD）模型［12］，具有儿茶酚胺

能神经元特性，虽然来源于癌变，但却没有改变与

PD 相关的基因和通路［13］。此外，SH-SY5Y 还被广

泛用于其它神经科学模型，如阿尔茨海默症、神经

缺血、肌萎缩性脊髓侧索硬化、神经缺氧的研

究［14-17］。已经有很多实验分化 SH-SY5Y，获得不同

神经元特性的亚型细胞，但分化比例、分化后细胞

的选择性和特性尚无系统报道［12］。PC12细胞用于

模拟脑缺血再灌注损伤特性，常见的研究机制包括

钙超载、氧化还原电势、脂质过氧化和丝裂原活化

蛋 白 激 酶（mitogen-activated protein kinases，

MAPKs）调节等［18］。PC12 细胞具有两个不同的囊

泡池，相对于其他神经分泌模型（包括嗜铬细胞）具

有一定优势，被用于研究神经递质的传递和摄

取［19］。C6癌细胞系是大鼠神经胶质瘤细胞系，可以

整体模拟多形胶质母细胞瘤的高速生长，高血管化

和高度浸润特性，是一种安全常用的神经胶质瘤模

型［20］。小鼠胚胎癌 P19与人神经母细胞瘤细胞 SH-

SY5Y和大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 PC12相比，对

甲基汞、丙烯酰胺的细胞毒性更为敏感，可能是研

究化学物质神经毒性作用的有效模型［21］。

在神经细胞系培养过程中，可以通过添加诱导

剂和生长因子，使其分化成类神经元，以控制实验

进程及调整实验设计。这些优点使神经细胞系培

养可以用于高通量筛选，而且很多细胞系都是人源

的，因此对于预测药物对人的毒性作用具有优势。

但是细胞系培养和原代细胞有所不同，细胞在增殖

过程中可能丢失或改变一些复杂的特性。

神经细胞系适用于构建特定的疾病模型，如阿

尔茨海默症、帕金森综合征等，因为神经细胞系可

以多次传代培养，维持成本较低，但是由于癌变基

因的原因，细胞的生理功能会发生一定程度的改

变，所以可用于先导化合物、环境污染物如重金属

等的早期大量筛选。

3 神经干细胞

神经干细胞（neural stem cells，NSC）可以自我

更新并且能够分化产生 3种组成中枢神经的主要细

胞类型：神经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞。

人神经干细胞主要来自囊胚中分离的胚胎干细胞、

人脐带血分离的干细胞、骨髓中分离的多功能祖细

胞，以及中枢神经组织或者其它组织。现今，多数

商品化的神经干细胞都是由诱导多功能干细

胞（induced pluripotent stem cells，iPSC）分化获得，

避免了伦理争议和法律问题。但是神经干细胞具

有寿命限制，在传代一定次数后，神经干细胞容易

自发分化或者不可逆的生长停滞。近年来发展的

已商品化的人胚永生性神经干细胞，如皮质、中脑

源的神经祖细胞（ReNcell）、端脑源的神经祖细

胞（hSN12W-TERT）、源于胚胎干细胞H9的神经祖

细胞（ENStemA）［22］，由于具备可传代性和多能分化

性（根据不同需要诱导分化为多巴胺神经元、胆碱

能神经元、γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）

能神经元、星型胶质细胞等细胞类型），是药物神经

毒性筛选的良好工具。

神经干细胞可以直接作为毒理学工具评估发

育神经毒性。研究用镍抑制NSC的增殖和分化，发

现与磷酸化 Ras 家族-1（phosphorylated Ras family-

1）、磷酸化丝裂原细胞外激酶 1/2（phosphorylated

mitogen extracellular kinase1/2，p-MEK1/2）和磷酸化

细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶 1/2（phosphorylated

extracellular signal-regulated kinase，1/2p-ERK1/2）的

蛋白质水平上调有关［23］，证实了干细胞分析用于发

育神经毒性测试的可行性和可靠性。NSC 也可以

经 诱 导 分 化 后 评 价 神 经 毒 性 ，磷 脂 酶

D1（phospholipase D1，PLD1）介导的信号分子可通

过 介 导 Rho 家 族 的 鸟 苷 三 磷 酸 酶（guanosine

triphosphatase，GTPases）和 Ca2+依赖性信号传导调

节 Src同源区 2蛋白酪氨酸磷酸酶-1/信号转导与转

录 激 活 因 子 3（Src-homology protein tyrosine

phosphatase-1/Signal transducer and activator of

transcription 3，SHP-1/STAT3）激活动态调节神经干

细胞的神经元分化［24］。此外，电刺激激活特定的离

子通道如钠离子通道 α1 亚单位基因（sodium

channel α1 subunit gene，SCN1α）和L型钙离子通道

α1C 亚基基因（calcium channel，voltage-dependent，

L-type，alpha1C subunit gene，CACNA1C）来影响

NSC分化，电刺激的感应电场可以指导轴突生长并

诱导定向细胞迁移，而电磁场促进神经发生和NSC

分化为功能性神经元［25］。神经嵴细胞（Neural crest

cell，NCC）是发育胚胎中的多能和迁移细胞群。

NCC的发育，分化和迁移缺陷可导致一类被称为神

经病变的综合征和疾病。近年来，许多研究涉及

NCC 发育和相关疾病 ，建立了从人多能干细

胞（human pluripotent stem cells，hPSC）衍生NCC的

方案，并进一步将这些NCC分化为神经细胞，间充

质细胞和其它谱系，深入地研究了人类神经嵴发育

中涉及的分子机制［26］。

总之，干细胞不仅能定向分化为具有特定功能
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的各类神经细胞如多巴胺能神经元、胆碱能神经元

等，用于神经系统的功能-生理学评价，还能为毒理

基因组学，生物信息学，系统生物学和表观遗传学

研究提供新的模型［27］。因此，神经干细胞模型最有

望替代动物实验用于药物临床前的安全性评价及

毒性机制研究。

4 三维细胞培养

目前普遍使用的神经细胞体外培养方式除了

单层贴壁培养、悬浮神经球培养，还有 3D 支架培

养。单层贴壁培养操作简单、环境可控性强、样品

特征性和均一性好，但细胞在体外去分化后很难完

成某些代谢功能。悬浮神经球培养，实现了神经干

细胞的高密度悬浮培养，但随着神经球尺寸增大，

球内细胞生长所需营养无法及时获得，导致球中心

部位出大量细胞坏死和凋亡。与其它两种相比，3D

培养体系可以使细胞间具有一定的空间排列形式，

在空间和时间上可以相互调控关键的生理功能，进

而实现整个器官或者组织的功能。3D培养体系不

只是支架材料的固定结构，还要有可以维持细胞、

组织和器官生存的生理环境，模拟体内的可溶性分

泌因子作用，电信号传输以及细胞外基质介导的机

械传导。

研究用导电纳米材料做功能性支架可以指导

神经细胞的生长，分化和建立复杂的神经组织模

式。纳米材料可能对神经细胞迁移和分化具有位

置和电学提示的综合作用［25］。此外，还有用基质胶

或 IKVAV-3肽功能化的水凝胶作为 3D支架模拟体

内三维细胞微环境进行培养，同时评估在其中生长

的神经球是否能进行发育神经毒性化合物甲基汞

测试，结果表明这些条件支持人类神经干细胞的迁

移，向神经元的分化以及神经元网络的形成，且发

现在 3D 支架培养中，甲基汞对神经干细胞的迁移

抑制效力高于在层黏连蛋白涂层表面上的培养［28］，

说明 3D支架模型的灵敏度高于普通培养。有研究

利用人胚胎干细胞诱导的神经祖母细胞，生成体外

三维人类神经组织，这些 3D神经组织可以维持 2个

月，并逐渐分化，早期神经系统标志物的表达逐渐

减少，成熟神经元、星形胶质细胞和少突胶质细胞

的特异性标志物的表达逐渐增加，发育生长出突触

和轴突周围未成熟的髓鞘，电生理检测也显示出自

发电活动［29］，这些结果都证明了其潜在的体外神经

毒性检测能力。用 1-甲基 -4-苯基吡啶离子（1-

methyl-4-phenylpyridinium iodide，MPP+）、衣霉素和

环氧肟酸处理的 SH-SY5Y和永生化人类多巴胺能

神经元前体细胞系（lund human mesencephalic，

LUHMES）神经毒性模型与 3D 培养相比，在 2D 培

养模型中用这 3 种毒物处理后的 SH-SY5Y 细胞活

力明显较低，但是LUHMES分别在 3D与 2D生长条

件下未显示出显著差异。然而，LUHMES 比 SH-

SY5Y细胞对MPP+，衣霉素和环氧霉素更敏感。因

此，在解释体外神经毒性数据时，应同时考虑细胞

系和生长环境［30］。

如果将 3D人神经细胞体外培养系统与高内涵

细胞成像分析技术（high connotation analysis，HCA）

有效结合将有助于药物神经毒性评价，不仅能够降

低成本，实现高通量，尤其对人类危害识别的可预

测性更高。因此，开发先进的图像识别系统和计算

方法，可提高对神经元识别的阳性率，降低错误发

现率，增强复合效应评估如评价“神经球特定”终

点，径向迁移和迁移区域内的神经元密度分布［31］。

随着材料科学以及系统生物学的发展，三维培

养技术近年来发展迅速。现在已经用于类器官的

培养、脑片的培养，更能完整准确地体现细胞间的

相互作用。相比较普通培养，三维培养更为敏感，

因此在药物对人体出现毒性反应之前，可以用三维

培养模型提前预测毒性。对能够影响神经网络整

体活动的药物，如抗癫痫药、免疫抑制类药，可以选

择三维培养模型。

5 总结与展望

体外模型在评价药物神经毒性和研究毒性作

用机制上发挥着重要作用，相比较动物实验具有独

特的优势。原代细胞培养成本高、取材受限，因此

需要提高试验操作，选择质量更好的培养基以及发

展原代细胞的冻存复苏技术。神经细胞系和神经

干细在培养过程中细胞生理功能可能发生改变，可

以采用组学技术如基因组学、蛋白质组学等，比较

神经细胞系、神经干细胞和原代细胞在关键基因的

表达情况，使细胞系细胞和神经干细胞模型的生理

功能更接近原代细胞。

在多种类神经毒性评价体外模型研究的快速

发展中仍存在以下需要关注的问题：（1）国内外尚

无神经毒性体外评价的指导原则，没有统一的标

准。（2）如何将体外模型结果推至体内作用效果。

体内存在血脑屏障、肝肾代谢，所以应建立科学的

药代动力模型把药物浓度进行转化。（3）神经毒性

体外模型应经过方法学的验证，确保模型的稳定

性、灵敏度，同时还应考虑体外模型要与体外检测

方法相适应。（4）组合式和单一式实验相结合，选择
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多种检测技术和方法。由于神经系统的复杂性，因

此需要判断特异性神经毒性，可以把组合式和分阶

段相结合。将多种模型组合后用于研究，并对实验

结果进行综合判定，能比较全面分析药物神经毒性

特征。采用组合式实验方法能有效降低由于神经

系统复杂性及测试指标多样性带来的结果判定上

的困难。

总之，将体外模型用于药物神经毒性评价，应

根据药物特性，细胞敏感度，选择适合的体外模型。

今后，探索开发新型的可全面评估神经系统功

能（如认知，运动和学习）的体外模型是研究神经毒

性体外替代方法的发展方向。
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