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家兔用于药物生殖发育毒性评价的研究进展
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摘 要： 生殖发育毒性评价是药物安全性评价的重要组成部分。家兔属兔科兔形目，是药物生殖发育毒性评价的非啮齿类

哺乳动物模型之一，但是其相关研究较啮齿动物少，对不同种属动物模型进行药物生殖发育毒性评价有助于提高风险评估

的准确性。从生育力与早期胚胎发育毒性试验、胚胎-胎仔发育毒性试验、围产期发育毒性试验和体外生殖发育毒性评价等

方面综述了家兔在药物生殖发育毒性评价中的研究进展，并探讨了家兔在药物生殖发育毒性评价研究中存在的问题及今后

的发展方向，以期为今后研究提供参考。
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Abstract: Developmental and reproductive toxicity evaluation is an important part of drug safety evaluation. Rabbit, a member of

the Lagomorpha order, are one of the non-rodent animal models for drug developmental and reproductive toxicity evaluation.

However, there are fewer related studies than rodents, and the evaluation of drug developmental and reproductive toxicity in

different species animal models can help improve the accuracy of risk assessment. This paper mainly review the the research

progress of drug developmental and reproductive toxicity evaluation in rabbit, including fertility and early embryonic development

toxicity study, embryo-fetal developmental toxicity study, pre-postnatal and postnatal development toxicity study and in vitro

developmental and reproductive toxicity evaluation, and also discuss the problems and future development directions in the

evaluation of drug reproductive and developmental toxicity in rabbit, hoping to provide references for the follow-up research.

Key words: rabbit; developmental and reproductive toxicity; drug evaluation; in vivo evaluation; in vitro evaluation

生殖发育毒性是指某种物质对动物和人类生

殖及发育过程产生的负面作用，包括对亲代生殖机

能以及对子代胚胎或胎儿发育、出生后发育的不良

影响［1］。生殖发育毒性评价是新药临床前安全性评

价的重要组成部分，由于通常不将孕妇纳入临床试

验，因此生殖发育毒性评价是多数上市药物风险评

估的基础。目前，药物生殖发育毒性评价仍依赖于

动物模型，然而不同物种之间具有反应差异性，有

研究表明约 20% 的化合物在不同种属之间的反应

缺乏一致性［2］，因此需要采用不同种属动物模型对

药物的生殖发育毒性进行评价，以提高风险评估的

准确性。

家兔属兔科兔形目动物，是药物生殖发育毒性

评价中的非啮齿类哺乳动物模型之一。新西兰兔、
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喜马拉雅兔、日本白兔、荷兰兔是试验中常用的品

系。相较于其他动物模型，家兔用于药物生殖发育

毒性评价具有以下优点：（1）体型小，产仔量大，妊

娠期短，性情温顺，饲养便利，操作方便；（2）精子易

获性，有利于男性生殖毒性药物的筛选；（3）属于诱

发性排卵动物，无发情周期，可人工授精，生殖周期

可预测；（4）卵母细胞易用，胚胎可操纵性强，可应

用于生育力和早期胚胎发育的研究［3］。

生殖发育毒性评价包括体内和体外评价。根

据国际人用药品注册技术协调会（the international

council for harmonisation of technical requirements

for pharmaceuticals for human use，ICH）发布的人用

药物生殖与发育毒性检测指导原则［ICH S5（R3）］，

对于大多数药物来说，应对生殖周期的所有阶段进

行评估，进行传统 3阶段的体内试验，即生育力与早

期 胚 胎 发 育（fertility and early embryonic

development，FEED）毒 性 试 验 、胚 胎 - 胎 仔 发

育（embryo-fetal development，EFD）毒性试验和围

产期发育（pre-and postnatal development，PPND）毒

性试验［4］。同时对啮齿动物（通常用鼠）和非啮齿动

物（通常用兔）进行药物生殖发育毒性评价可以有

效地避免因物种特异性以及解剖学差异而造成的

影响。目前，大鼠和小鼠的生殖发育以及毒理学方

面的背景数据丰富，然而除 EFD毒性试验外，家兔

其他毒理研究背景数据较少。因此，本文将介绍家

兔在药物体内和体外生殖发育毒性评价中的研究

进展及其局限性与发展方向，以期为后续研究提供

参考。

1 FEED毒性试验

FEED毒性试验是在动物交配前至交配和着床

期间给予受试药物，目的是评价受试药物对配子成

熟、交配行为、生育力、胚胎着床前发育以及着床的

影响。雌性生殖毒性的评估终点包括发情周期、交

配、生育力、黄体数和着床点、胚胎存活率等；雄性

生殖毒性可以通过交配、生育力、生殖器官质量（睾

丸、附睾、附睾尾部等）、睾丸和附睾的组织病理学、

精子分析（计数、浓度和形态）等来评估［5］。此段试

验通常选择啮齿类动物，家兔在 FEED毒性试验中

的应用较少。

Breslin等［6］给新西兰雄兔和雌兔静脉注射他贝

芦单抗以探究对其对生育力的影响，发现他贝芦单

抗对雄兔和雌兔的生殖功能（交配、生育力和受孕

指数）或交配所需天数、生殖器官质量、黄体数、胚

胎存活率、植入前后胚胎丢失等均无影响，且未观

察到对雄性精子活力的不良作用。此外，雄兔在评

价雄性生殖毒性物质方面具有一定优势。Ewuola

等［7］探究伏马菌素B1对雄性生殖的影响，评估了雄

兔的性欲、精子形态、密度和活力、生育力（受精率、

产仔数、胚胎存活率）、睾丸组织形态学等，发现连

续 7 d饲喂雄兔含 7.50 mg·kg−1伏马菌素的饲料导致

雄兔的青春期延缓、精子数量降低、胚胎死亡。

2 EFD毒性试验

EFD 毒性试验是检测母体动物在器官发生期

给药，对雌性动物和胚胎、胎仔产生的不良影响。

其中，确定胎儿异常（畸形或变异）的发生率是否与

药物相关是关键目标之一。不同物种对致畸物的

敏感性具有差异，物种敏感差异性可能与代谢、母

体药物暴露量、母体毒性、胎盘转运等有关［8］。有研

究表明几乎 1/10的药物对大鼠没有致畸作用，但对

家兔有致畸作用，而第 2个非啮齿动物物种的使用

提高了实验动物数据向人类外推的准确性［9］。ICH

S5（R3）指出小分子药物的EFD毒性试验应使用啮

齿动物和非啮齿动物进行评估，基于大量的历史背

景数据、动物的可获得性和实用性，家兔为常规使

用的非啮齿类种属。

由于家兔较少用于一般毒性研究，相关毒理数

据有限。在正式的EFD毒性试验之前，需进行最大

耐受剂量的探索试验［8］。与啮齿动物相比，除了自

然交配法外，家兔可采用人工助配法进行交配。此

外，可采用双重配种、早晚重复配种等方法增加交

配次数，或采用人工授精方式以提高母兔受孕率。

家兔交配确认当天记为妊娠第 0天［10］。一般设置 4

个剂量组，其中包括 1个对照组和 3个受试物组，每

个剂量组动物不少于 16只。雌兔从着床开始到硬

腭闭合期间给药，试验期间对孕兔进行临床观察，

记录体质量、摄食量。母体解剖后终点包括黄体

数、着床点、早期晚期吸收胎、胎儿存活率、胎盘质

量等。对于胎兔，需进行出生体质量记录、性别和

外观检查，需对所有的胎兔进行软组织和骨骼检

查。家兔胎仔比啮齿动物的胎仔更大，有利于肉眼

观察。

家兔和灵长类动物对沙利度胺致畸作用较敏

感。沙利度胺不会对大鼠子代造成肢体畸形，而家

兔子代中明显出现了肢体畸形，其在形态上与在人

类中引起的肢体畸形类似［11］。这提示使用非啮齿

动物种属进行发育毒性试验非常必要。Li等［12］在

钾竞争酸阻断剂沃诺拉赞对大鼠和家兔 EFD毒性

研究中发现，器官发生期 iv 2、6、20 mg·kg−1沃诺拉
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赞对大鼠母体及胎儿无不良影响，然而在家兔高剂

量组（12 mg·kg−1）中，观察到轻微母体毒性，胎儿生

长迟缓，包括头臀长度缩短、胎儿体质量下降和胎

儿骨化延迟，这提示家兔对沃诺拉赞的敏感性高于

大鼠。

因此，采用第二物种进行药物生殖发育毒性评

价将提高风险预测准确性。

3 PPND毒性试验

PPND毒性试验的目的是检测妊娠或者哺乳期

雌性动物在胚胎着床至离乳期间给药，对母体及其

子代发育产生的不良影响。通常选用啮齿类动物

用于评价，在大鼠不适合的情况下，可选择其他替

代性物种，如家兔、非人类灵长类动物等［5］。

家兔是疫苗发育毒性试验的常用种属之一。

家兔的胎盘以及抗体胎盘转运较啮齿动物更接近

人类，表现出更高的母体胎儿产前抗体转移率［13-14］。

Stokes等［15］将呼吸道合胞病毒疫苗肌肉注射到新西

兰白兔体内，结果其对怀孕、分娩、哺乳母体和子代

的发育均无不良影响。与人类相似，家兔含有丰富

的血浆胆固醇酯转移蛋白（cholesteryl ester transfer

protein，CETP），因此适合CETP抑制剂的非临床研

究。礼来公司的CETP抑制剂Evacetrapib的产前产

后毒性评估选用了新西兰白兔作为实验动物，在胚

胎着床至离乳期间灌胃给药，结果表明药物对母体

无不良影响，而F1代出生后存活率、交配指数、生育

力和交配/受孕指数明显降低［16］。

4 家兔在体外生殖发育毒性评价中的研究

近 年 来 ，随 着 动 物 福 利 3R 原 则［ 减

少 （reduction） 、 替 代 （replacement） 和 优

化（refinement）］的实施，生殖发育毒性体外替代方

法发展迅速。替代试验的种类有细胞培养、器官培

养和胚胎培养。之前替代试验多用于药物生殖发

育毒性筛选或机制研究，随着替代试验技术的发展

及监管科学的进步，最新版本的 ICH S5（R3）提出经

过适当验证的体外替代试验可以推迟或替代（特定

情况下）传统的体内试验［4］。

4.1 生殖系统细胞、组织体外培养

4.1.1 雄性精子细胞体外培养 与啮齿动物不同，

家兔精子细胞可直接从活体动物体内重复采集后

在体外进行培养，对雄性的药物生殖发育毒性评价

具有很大的应用价值。Yousef 等［17］从雄兔体内提

取精子后进行体外培养，探讨抗氧化剂对氯化铝致

精子毒性的保护作用，结果发现维生素C或维生素

E可降低氯化铝对精子细胞的毒性作用。有学者通

过人工阴道法收集家兔的精液后，与氯化铅共同体

外培养，使用计算机精液分析辅助系统（CASA）评

估精子的运动能力，并通过病理切片分析精子的形

态，发现 22、37 ℃下氯化铅高浓度培养 30、60、120、

180、240 min后，精子形态和运动能力出现异常［18］。

Halo等［19］体外评估了纳米粒子 ZnO对新西兰家兔

精子的影响，观察到精子活力和活力参数呈剂量相

关性降低。上述研究提示家兔精子体外培养的可

能性及其在雄性生殖毒性药物筛选中的应用潜力。

4.1.2 雌性卵巢颗粒细胞体外培养 卵巢颗粒细

胞是卵泡内主要的功能细胞，与卵母细胞的成熟和

卵泡发育密切相关。已有研究建立了大鼠的卵巢

颗粒细胞体外生殖毒性评价模型［20］，然而其在家兔

的研究还未有报道。靳荣帅等［21］将新西兰白兔注

射促性腺激素后取卵巢，体外分离培养颗粒细胞，

并对其分离培养条件进行了优化，发现兔卵巢颗粒

细胞在含有 15%血清的DMEM/F-12培养基中生长

状况更好。另外 1 项研究从卵巢中分离出颗粒细

胞，并通过免疫荧光评估细胞纯度，转染评估miR-

18b对卵巢颗粒细胞功能的影响，发现miR-18b过表

达促进细胞凋亡［22］。然而家兔卵巢颗粒细胞在药

物生殖发育毒性评价中的应用还有待研究。

4.1.3 雌性卵巢卵泡体外培养 卵巢卵泡体外培

养主要包括卵巢器官体外培养、卵巢皮质薄片体外

培养、腔前卵泡体外培养等［23］。此法能同时评估 3

个主要功能，即卵泡发育、激素生成和卵子发生，因

此在药物生殖发育毒性评价中有较好的应用前景。

卵巢器官培养可对卵巢通过未损伤的脉管系统进

行培养基灌流培养。Viana 等［24］采用未成熟的家

兔，手术前 48 h注射促性腺激素促进卵泡达到大窦

期，麻醉后取卵巢，将卵巢置于灌注室中，然后把药

物加入到灌注培养基中通过脉管系统进行灌流，结

束后检测排卵、卵泡发育和激素合成。结果发现血

管紧张素诱导排卵的频率，增加类固醇的合成。由

于分离卵泡技术问题，有研究用家兔卵巢碎片代替

分离卵泡进行体外培养［25-27］，研究了绿茶、槲皮素、

姜黄素对卵巢功能的影响，评估终点是类固醇激素

孕酮（P40）、睾酮（T）、雌二醇（E2）的释放以及细胞

的凋亡。

4.2 生殖器官类器官培养

类器官（organoids）是指利用原组织、胚胎干细

胞、成体干细胞或多能干细胞进行体外三维（3D）培

养而形成的具有一定空间结构的组织类似物。生

殖器官类器官（如睾丸类器官和卵巢类器官）可作
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为二维（2D）细胞培养和动物模型之间的中间平台，

模拟生殖细胞间的相互作用和睾丸或卵巢微环境，

用于生殖发育毒性研究。目前只有少数研究报道

了生殖器官类器官的构建，其中并不包括家兔［28］。

当前生殖器官类器官培养仍处于早期阶段，存在诸

多不足，例如生殖细胞分化率低、维持功能性时间

短等，故培养方法需要进一步改进。尽管类器官培

养技术还不成熟，但是其能模拟真实器官的结构和

功能，在毒性药物的筛选方面具有很好的应用前

景，构建不同种属生殖器官类器官模型将有助于药

物的安全性评价。

4.3 体外胚胎培养

4.3.1 着床前胚胎培养 家兔排卵容易操控，卵内

细胞团数量远远多于啮齿动物，着床前胚胎的不同

阶段均可进行体外培养，是评价药物早期胚胎发育

毒性的优势物种。家兔受精后单细胞胚胎大约 24 h

后分裂为 2～4个细胞的胚胎，48 h后分裂到 8～16

个细胞的胚胎，72 h后为桑葚胚时期，72～84 h后为

囊胚期［29］。过去几十年，有多位研究人员对兔着床

前胚胎培养方法进行探索优化，例如对培养基条件

进行优化［30］；开发可用显微镜持续观察记录的密闭

型培养装置［31］。Mehaisen 等［32］回收 2～4 个细胞、

8～16个细胞和桑椹胚阶段胚胎，通过体外培养，评

估了褪黑素对于上述阶段胚胎发育的影响，结果表

明适量的褪黑激素可提高家兔着床前胚胎的发育

率和孵化率。Alshaheen等［33］探讨了不同浓度的瘦

素对桑葚胚时期兔胚胎作用 48 h后的影响，记录了

扩张囊胚和孵化囊胚的数量，发现 20 ng·mL−1瘦素

组的胚胎膨胀率和孵化率显著高于其他浓度的。

4.3.2 体外全胚胎培养 体外全胚胎培养（whole

embryo culture，WEC）技术是评价发育毒性的一种

替代方法，该法在 20 世纪 30 年代由 Nicholas 和

Rudnick等提出，并在 20世纪 70年代由New等不断

改良［34］。并且，WEC 已经被欧洲替代方法验证中

心（European Center for Validation of Alternative

Methods，ECVAM）验证［35］。啮齿类动物的WEC已

广泛用于体外发育毒性筛选，然而关于兔 WEC 模

型的研究数量有限。大鼠和家兔的绒毛膜尿囊胎

盘和卵黄囊（visceral yolk sac，VYS）结构存在差异，

因此对受试物具有不同的敏感性。Marshall等［36］利

用 WEC 方法，比较大鼠和家兔对不同途径吸收的

营养抑制剂反应，发现了物种特异性，也证实了以

上观点，同时提示补充非啮齿动物 WEC 毒性数据

可能有助于提高药物体外毒性的预测能力。

兔体外全胚胎培养技术是在啮齿动物体外全

胚胎培养技术上发展而来。简单来说，将妊娠第

9～11 d的胚胎置于含受试药物、100%兔血清或者

血清混合物的培养基中，并在 37 ℃培养箱内培养不

超过 48 h，期间根据胚胎生长发育阶段供给含 O2、

CO2、N2等不同比例的混合气体，最后评估胚胎的生

长发育情况［37］。 2007 年，Carney 等［38］建立了兔

WEC形态评分系统，使其更好与Brown建立的全胚

胎培养的啮齿类评分系统相匹配。

Zhu等［39］将毒动学与体外全胚胎培养相结合，

研究了沙利度胺对兔胚胎的毒性作用及其在体外

和体内的行为。结果表明，在体内外沙利度胺均可

诱发胚胎脑发育不全、肢芽短小等胚胎畸形。此研

究建立了 1种新方法，补充了非啮齿类哺乳动物的

背景数据，有助于提高数据的可靠性，在药物生殖

发育毒性评价中应用前景广阔。

5 结语

从沙利度胺的生殖发育毒性研究开始，家兔在

药物生殖发育毒性评价中一直发挥重要作用。目

前，家兔在药物体内生殖发育毒性评价方面应用较

多。美国食品药品管理局（FDA）2018—2019 年审

批的药物中，84%的小分子药物使用家兔进行EFD

毒性试验［40］，积累了大量的历史背景数据，可为后

续研究提供参考。

但是，家兔在药物体内生殖发育毒性评价的应

用仍然存在一定局限性。（1）家兔应用于 FEED 及

PPND毒性试验的背景数据有限；另外，家兔胎仔存

活率低于啮齿动物，其在 PPND毒性试验中应用更

具挑战性。其次，家兔毒代动力学以及毒理学背景

数据相对缺乏。（2）家兔胃肠道比较敏感，较少用于

抗生素类药物的评价，通常在低剂量下进行评估，

然而在多数情况下，家兔的试验最大剂量与临床使

用剂量相似，尚未明确是否在可达到高剂量的情况

下使用家兔进行抗生素药物的EFD毒性试验。

近年来，各项生殖发育毒性评价体外替代方法

在不断发展，已验证的替代方法主要应用于胚胎毒

性评价，如WEC技术。家兔的WEC技术取得了一

定的进展，但是仍需不断优化和改进WEC技术，可

联合组学等现代先进技术拓展评价终点。而且其

在生物大分子药物的应用尚未涉及。家兔生殖器

官类器官培养相关研究尚未被报道，未来需要进一

步探索。

基于 3R原则，体外替代方法的开发、验证和优

化无疑是药物生殖发育毒性评价的一个发展方向。
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为了提高试验的可预测性，第 2物种体外生殖发育

毒性替代方法也在不断开发。然而，由于哺乳动物

生殖周期的复杂性，不同时期对于药物的敏感性不

同，单独的体外替代试验无法模拟整个生殖周期，

全面评价药物的生殖发育毒性。体外试验的假阴

性和假阳性结果限制了体外替代方法的进一步研

究 。 近 年 来 ，有 害 结 局 通 路（adverse outcome

pathway，AOP）是体外替代试验关注的一个问题。

在AOP指导下，目前已成功建立了测试皮肤致敏的

替代方法。因此基于AOP原理，应用整合测试和评

估方法评价药物生殖发育毒性将会是一个新的趋

势。未来将利用各种先进技术并加以整合，如干细

胞技术、高通量试验，开发出更多的体外替代模型。

家兔的体外替代模型也将逐步应用于药物生殖发

育毒性评价中。
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