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用于药物毒理学评价的器官芯片认证和验证研究进展
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摘 要： 随着科学技术的发展，肝脏、肾脏、肺、心脏等单器官芯片模型及多器官芯片模型不断出现，但如何准确评价器

官芯片的性能，推动其向药物研发及注册监管的应用仍是当前面临的挑战。为了能够更好地了解器官芯片在药物毒理学研

究中应用的法规要求，总结了国际上主要药品监管机构开展的器官芯片认证和验证工作的现状，通过解读国际专家共识并

结合目前研究进展，就器官芯片的监管工作提出了几点建议，以期为后续器官芯片在药物安全性评价研究中的应用提供

参考。
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Abstract: Organ-on-chip(s) models of the liver, kidney, lung, heart and multiple organs have been developed as a result of the

scientific technology revolution. To accelerate their application in drug development and medicine registration regulation, especially

in toxicological research, guidance is needed in determining how to evaluate their performances precisely. To serve as a reference for

subsequent drug safety evaluation, in this article, we first discussed the qualification and validation work of organ-on-chip(s) carried

out by several major regulatory agencies in various countries. Then, several reasonable recommendations for organ-on-chip(s)

validation by interpreting the expert consensus and the latest research progress were discussed.
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器官芯片又名微流控、微生理系统，通过在芯

片上构建复杂的生理系统，体外再现人体组织和器

官的结构和功能，模拟人体的化学梯度和生物力，

以实现对组织形态、生理功能和代谢产物的实时监

测［1］。随着相关研究逐步深入，器官芯片技术有望

在药物筛选、病理研究、临床诊断和环境毒性监测

等诸多领域发挥重要作用。

药物毒性是药物筛选的重要内容，同时也是导

致众多药物研发失败及药品撤市的原因，这说明目

前的药物毒性评价方法具有一定的局限性。在早

期药物发现阶段，药物毒性评价以动物实验为主，

但动物模型难以准确反映临床患者的实际情况，无

法克服种属差异性。这些局限性会造成毒性预测

结果不完全准确［2-4］，所以研究者不断寻找能够更加
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准确评价药物毒性的替代方法。2004年，美国康奈

尔大学的Michael团队首次发明了器官芯片［5］。迄

今，该领域每年的文章数量呈爆发式增长，学术界

构建了可用于毒理评价的肝脏［6］、肾脏［7］、肺［8］、心

脏［9］等单器官芯片模型及多器官芯片模型［10］。因为

器官芯片不但具有比二维（2D）细胞模型更完整的

结构和功能，还能够解决动物与人类之间的种属差

异，有效模拟人体生理状态［11］，所以器官芯片能克

服部分动物模型的局限性，是极具应用前景的替代

模型。一旦器官芯片试验的有效性和安全性被充

分验证，将有助于替代药物开发中的动物试验［12］，

减少动物的使用，并为因种属差异而缺乏合适评价

模型的药物研发提供新的工具。

1 为推进器官芯片用于药物毒理学评价已进行的

主要工作

尽管学术界对器官芯片技术给予厚望，但是

2020年发表于《ALTEX》杂志上的行业专家共识指

出，目前这一技术不但没有广泛应用于制药行业，

而且也未见于新药审评［13］。为推进器官芯片在药

物毒理学研究中的应用，一方面，研究者需要说明

模型的使用条件（CoU），CoU需要详细说明模型适

用范围、使用方法和模型的检测范围。研究者还需

要向监管机构和使用方提供芯片模型的各项测试

结果和数据，说明该模型适用于特定CoU［13-14］。另

一方面，在新技术被正式采纳并推广前，应证明技

术的可靠性及科学性［14］，即需要对模型进行充分的

验证。验证是对模型测试系统的科学基础和再现

性，以及相关预测模型的预测能力进行独立评估的

过程，旨在通过测试重现性和相关性来提供支持体

外测试方法的数据，从而确定方法能否在满足CoU

的条件下应用，测试内容包括精密度、检测限、准确

度、特异性、灵敏度和稳定性等［13］。当模型经过充

分的验证后便可使用，即使没有获得监管部门的使

用认证。认证是在满足CoU的条件下，模型的结果

可有效地解释或应用于产品开发和监管决策的结

论。参考美国食品药品监督管理局（FDA）发布的

预测毒理学路线图，FDA正在尝试对部分新的生物

和毒理学模型进行评估和认证，一旦通过认证，不

但从业者可在满足CoU的条件下应用该方法，而且

监管机构不需要再重新审查支持信息［15］。

器官芯片等体外模型的验证和认证工作需要

各国学术界、器官芯片硬件供应商、芯片使用方和

监管机构的共同努力。根据美国国立卫生研究

院（NIH）发布的文件［16-17］，NIH与 FDA于 2010年发

起合作，以推进科学监管。2012年，美国国立促进

转化科学中心（NCATS）推出组织芯片药物筛选计

划 ；2016 年 ，NCATS 成 立 了 组 织 芯 片 测 试 中

心（TCTCs），资助德克萨斯农工大学器官芯片验证

中心、麻省理工大学器官芯片技术转化中心和匹兹

堡大学微流控系统数据库中心进行器官芯片技术

的可用性、独立测试和验证研究工作，该项目不仅

完成了部分器官芯片模型的重现工作，还建立了存

储器官芯片测试结果的数据库［16-17］。2017年，FDA

为确保在毒理学领域与时俱进，采用前沿科学评估

其监管产品的安全性和有效性，制定了预测毒理学

路线图，提出了新方法需要解决的毒理学问题、毒

理学领域需要提高预测性的问题以及未来 FDA将

要开展的毒理学工作，试图将预测性毒理学方法纳

入安全性和风险评估工作（表 1）。同时FDA与多家

芯片供应商达成合作共识，将器官芯片技术引入实

验室，以期实现对该技术的监管［15］。2021年，FDA

评估了三维（3D）器官芯片的重现性，其评估工作由

肝脏和心脏器官芯片逐渐发展至其他器官芯片模

型，该项目重点关注了器官芯片技术在药物安全指

标、药物-药物相互作用和药效领域的应用，试图获

得相关数据制定器官芯片行业质量控制和性能

标准［18］。

对于替代模型的监管，早在 2010 年发布的

2010/63/EU文件中，欧洲药品管理局（EMA）要求在

药 物 监 管 测 试 过 程 中 尽 可 能 满 足 3R 原

则（reduction，refinement and replacement），提出了

3R 检测方法监管标准［19］（表 2）。2017 年，EMA 举

办了第一届EMA研讨会，旨在促进各领域的合作。

该研讨会探讨了微流控系统面临的挑战与机遇，提

出监管机构应参与建立器官芯片验证的标准，并建

议器官芯片模型的验证工作应结合临床工作［20］。

2021年 9月，EMA建议在药物开发过程中尽量减少

动物试验，鼓励使用器官芯片等替代方法，为此成

立了 EMA 创新工作组，以促进替代方法的开发与

评估［21］。

随着越来越多器官芯片模型建立，监管机构应

当逐步开展器官芯片验证和认证工作，让使用方能

够逐步接受及科学使用这一技术。通过理解专家

共识并结合现有研究进展，就器官芯片模型的验证

工作提出以下建议：（1）采用适当检测方法检测芯

片的结构特征和生理功能；（2）器官芯片应具有重

现性、稳定性，器官芯片相关技术应可复制，并不断

改进；（3）应采用系列化合物对器官芯片模型进行
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相关验证；（4）应进行毒性早期发现阶段的生物标

志物识别及验证工作［12］。下文结合器官芯片研究

具体实例进行简要介绍。

2 基于结构特征和生理功能的器官芯片功能验证

2.1 结构特征

器官芯片模型应具有人体行使正常功能的结

构特征［22］。例如，采用显微技术，Karalis等［23］观察

模型单层扁平鳞状细胞及稀疏微绒毛分布的肠道

结构。Svendsen等［24］参考血脑屏障结构，按照 3∶1

的比例将星状细胞和周细胞接种于一侧，形成代表

脑部结构的腔室，并于另一侧接种人诱导多能干细

胞（hiPSC）来源的脑微血管内皮样细胞，形成血液

侧，用免疫荧光技术检测了单层屏障的形成。

2.2 生理功能

器官芯片模型应具有满足 CoU 的生理功能。

例如，当检测药物肝脏毒性时，肝脏模型应当具有

正常的代谢及排泄功能［6］。具有膜结构的组织，如

肠屏障和血脑屏障，当检测药物对屏障功能的损伤

时，这些膜结构应该具有正常的转运、分泌和屏障

功能［25-26］。研究者可使用化合物判断模型的生理功

能，例如，吲哚花青绿［6］可用于肝脏排泄能力的检

测，荧光标记葡聚糖［27］和荧光黄［25］可判断屏障的渗

透性。

部分研究在模型中重现了化合物的代谢产物

及代谢途径，以验证模型代谢功能的有效性。在肝-

肾器官芯片中，Chang等［28］通过复现马兜铃酸造成

的肝肾毒性及其代谢产物，可以初步验证模型与人

体的一致性。Bavli等［29］通过对肝脏芯片模型进行

连续的氧化磷酸化至厌氧糖酵解过程的实时分析，

动态监测肝脏细胞线粒体损伤。在肝脏芯片中，肝

细胞代谢功能丧失的早期会发生吸收、分布、代谢、

排泄（ADME）基因转录的减少［30］，因此监测ADME

相关基因的变化很重要。一些研究还关注了与毒

性代谢相关的通路，例如通过检测肝脏对刺激反应

的代谢指纹，监测碳代谢相关代谢通量的动态

变化［31］。

单器官芯片模型模拟单个器官的最小的功能

单位，而多器官芯片模拟人体实际情况并反映人体

交互的本质，增加了器官之间的相互作用并促进了

一种更接近生理的药物递送和摄取方法［22］。在多

器官芯片中，参考人体各器官间的交互作用，部分

研究将各种组织的交互作用也作为验证指标。在

表 1 美国FDA预测毒理学路线图工作内容

Table 1 FDA predictive toxicology roadmap

待解决的问题

新方法需要解决的毒理学问题

需要提高预测性的问题

FDA将要开展的毒理学工作

工作内容

更好地预测人类、动物和环境对FDA监管任务相关的各种物质的反应

（1）确定未观察到不良反应的剂量或全身暴露水平

（2）潜在毒性靶器官、潜在生殖发育毒性和潜在致癌性

（3）安全合理的药物首次剂量

（4）食品中的潜在风险（包括食品添加剂、兽药残留及污染物）

（5）植入的医疗设备可能产生的局部组织反应等

（1）促进FDA毒性测试相关部门与研究人员沟通，将新方法和新技术推广于安全性监管和风险评估工作

（2）进行新方法的培训工作

（3）建立跨学科和跨部门的国内/国际合作关系以建立新方法

（4）研究诸如物种间及不同人群间生物标志物表征差异等检测指标差异

（5）确保FDA机构内部及相关国内、外机构间持续的沟通和合作

表 2 EMA 3R检测方法监管标准

Table 2 Guideline on principles of regulatory acceptance of EMA 3R

监管内容

可行性

相关性和准确性

CoU和局限性

稳定性和重现性

监管标准

测试方法详实可行，有科学可靠的检测终点，方法的标准操作规程应足够详细

对于特定CoU，检测方法应正确的测定或预测目标生物效应的强度或变化

CoU应包括3Rs检测方法的适用范围和局限性；CoU应提供相关数据，说明新的或替代的测试方法填补

了检测领域的空白，或新方法获得的数据至少与使用现有方法获得的数据同样有效或者更好

相同的测试方法可以复现

··182



Drug Evaluation Research第46卷 第1期 2023年1月 Vol. 46 No. 1 January 2023

含肝脏、心脏、肺、内皮、脑和睾丸的多器官芯片模

型中，通过在肝脏类器官中代谢烷基化前体药物异

环磷酰胺产生氯乙醛并诱导下游神经毒性，可验证

芯片中多组织的相互作用［32］。在子宫内膜-卵巢的

双生殖器官中，研究评估了模型双向内分泌的

干扰［33］。

3 器官芯片重现性和稳定性验证

3.1 重现性

FDA于 2017年制定的预测毒理学路线图中认

为政府机构应该需要评估模型的重现性。因此，

FDA药品审评和研究中心（CDER）已经开始评估器

官芯片能否产生符合质量控制标准和功能标准的

可重复的结果，截至 2021年 8月，其评价范围集中

在肝脏和心脏器官芯片领域［16］。

3.2 稳定性

在测试时间段内，器官芯片应在循环系统中维

持稳定的生理功能。例如，为建立能维持 21 d的多

器官芯片模型，Rajan 等［32］检测了 21 d 后类器官能

否维持活力，以证明该多器官芯片系统可以长期

使用。

4 基于化合物的模型验证工作

在毒性反应发生时，器官的生理状态会迅速向

病理状态转变，使用化合物诱导可以验证模型并模

拟这一过程。例如，为模拟药物诱导性的肺水肿，

Huh等［34］考察了肺芯片模型屏障功能完整性和运输

功能在白细胞介素-2 诱导下的变化。由于部分药

物会引起肝脏脂肪蓄积和纤维化，为模拟这种病理

状态，Nawroth等［35］考察了肝芯片模型能否脂肪变

性和纤维化，并对其敏感性和代谢参数变化进行了

检测。该团队还建立了可判断生殖毒性的肝脏-睾

丸模型，再现了环磷酰胺的生殖毒性［36］。Achberger

等［37］通过复制氯喹和庆大霉素的视网膜病副作用，

证明了视网膜芯片模型在药物毒性评价中的适用

性。甲基苯丙胺可引起血脑屏障的可逆破坏，

Parker等［26］通过给予甲基苯丙胺，判断血脑屏障功

能及模型被药物破坏后续的恢复功能。

采用系列化合物测定模型结构特征和生理功

能的变化是一种常见的模型验证方式。使用阳性

药诱导正常器官芯片模型，通过观测模型变化与药

物毒理作用及诱导的预期病理状态的一致性，说明

模型可诱导为预期的毒理状态。除了常用的阳性

药外，验证还需要设置假阳性药［38］和阴性药［39］，进

一步验证模型结果的可靠性。表 3列举了部分可用

于诱导器官芯片模型产生病理损伤的阳性药及毒

性作用。

5 毒性早期发现阶段生物标志物的识别与验证

生物标志物是一种能够客观测量并评价正常

生物过程、病理过程或对药物干预反应的指示

物［46］，可用于状态监测、疾病诊断和安全性评价。

反映细胞功能的人体内生物标志物可用于评估器

表 3 器官芯片毒理学研究常用阳性药及毒性作用

Table 3 Information of compounds used in organ-on-chips’toxicology research

中文名

阿霉素［7］

多黏菌素［40］

替诺福韦［41］

对乙酰氨基酚［6］

波生坦［42］

甲氨蝶呤［42］

非阿尿苷［42］

尼美舒利［43］

双氯芬酸［44］

黄曲霉毒素B1［45］

丙戊酸钠［31］

维拉帕米［6］

异丙肾上腺素［38］

特非那定［38］

尼卡地平［9］

阿司匹林［27］

英文名

doxorubicin

polymyxin

tenofovir

acetaminophen

bosentan

methotrexate

fialuridine

nimesulide

diclofenac

aflatoxin B1

depakine

verapamil

isoproterenol

terfenadine

nicardipine

acetylsalicylic acid

芯片类型

肾脏

肾脏

肾脏

肝脏

肝脏

肝脏

肝脏

肝脏

肝脏

肝脏

肝脏

心脏

心脏

心脏

心脏

肠道

毒性作用

肾小球损伤

急性肾损伤

肾功能损伤

急性肝衰竭

肝毒性，诱导胆汁淤积

造成脂肪变性、星状细胞肥大和纤维化等肝损伤

部分人群中诱导肝脂肪变性

肝功能衰竭

代谢物诱导肝毒性

急性肝毒性，肝致癌物

代谢诱导的线粒体功能障碍

不良反应，抑制Ⅰ型通道和钙离子释放

不良反应，β-肾上腺素能激动剂

本身阻滞钾离子通道，诱导心率失常

不良反应，钙离子拮抗剂

影响肠屏障紧密连接功能
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官芯片模型与人体的相似度。

以肝脏器官芯片模型为例，转铁蛋白、白蛋

白［47］、尿素［30］和细胞色素P450（CYP）酶［42］等均可作

为肝脏特异性的生物标志物，反映肝脏的健康状

态。转铁蛋白在维持肝脏正常功能和预防铁死亡

诱导的纤维化方面发挥作用［48］。尿素可以表征具

有代谢活力的肝细胞线粒体活性［30］。而白蛋白在

肝脏产生，当肝合成功能异常时，白蛋白的合成会

减少。通过在线分析细胞转铁蛋白和白蛋白的变

化，可以判断药物是否诱导肝脏模型损伤［47］，而

CYP酶作为肝脏代谢能力的重要生物标志物，其变

化能反映部分内源性化合物合成和降解的能力及

药物对肝脏代谢能力的影响［6，42］。

在肠芯片模型建立过程中，为说明肠芯片发生

极化，研究者可以对绒毛蛋白和E-钙黏蛋白这两种

细胞表面标志物进行观察［23］。为了充分模拟肠道

屏障结构，紧密连接蛋白（ZO-1）和闭合蛋白这 2种

生物标志物常用于反映肠道屏障的紧密连接

程度［27］。

在多能干细胞诱导建立的芯片模型中，生物标

志物常用于验证细胞的分化状态，说明细胞分化并

具有成熟功能。为建立具有肾小管屏障功能的肾

芯片模型，Musah 等［7］首先对 hiPSC 诱导得到的足

细胞标志物 POU 域 5类转录因子 1（POU5F1）和配

对盒蛋白（PAX2）等基因的表达进行了分析，验证

hiPSC分化为足细胞。在诱导 hiPSC细胞分化建立

的肝脏或心脏器官芯片模型中，Giobbe等［6］以细胞

的多能性标志物八聚体结合转录因子（OCT4）、同

源盒转录因子（NANOG）和各胚层分化标志物微管

蛋白（TUBB3）和甲胎蛋白 2等基因作为检测指标，

以验证细胞分化状态。

器官芯片模型可以使用部分毒性生物标志物

验证毒性终点。α-Syn经 α-Syn fibrils诱导磷酸化，

可产生脑毒性，模型对响应神经毒性的蛋白质

α -Syn 蛋白进行监测，可验证神经毒性［25］。通过观

察肝脏芯片模型乳酸脱氢酶的分泌情况，可以监测

早期的肝毒性作用［35］。Park 等［33］使用人类子宫内

膜和卵巢的细胞成分，开发了“芯片上的双生殖器

官”，发现了生殖毒性标志物纤溶酶原激活物抑制

剂 2（SERPINB2），并建立了 SERPINB2的荧光素酶

报告系统，用于预测生殖毒性。在血管芯片模型

中，为评价药物是否诱导单核细胞黏附于内皮微血

管，Poussin 等［49］测定了炎症和氧化应激蛋白标志

物。在肝脏 -肿瘤 -胃多器官芯片模型中，Skardal

等［50］同时检测了白蛋白、急性肝损伤生物标志物谷

胱甘肽 S-转移酶 α（GST-α）和心肌损伤生物标志物

肌酸激酶的水平，在模拟药物代谢的同时检测了药

物肝脏和心脏的毒性。为了连续监测肝脏芯片分

泌 生 物 标 记 物 白 蛋 白 和 GST 的 水 平 ，

Khademhosseini等［51］优化检测器，实现了对模型高

灵敏度、高特异性及高通量的实时监控，不仅检测

水平达到了纳摩尔级，还可对代谢的变化进行长达

7 d的监测。

6 结语与展望

在生物工程学、材料学、细胞生物学等多学科

内容影响下，基于干细胞、类器官等多种培养技术

建立了多种复杂的器官芯片模型。这些模型可针

对性地对药物毒性进行测定，解决药物毒理学研究

的种属差异。此外，器官芯片可进行高通量的筛

选，也可以与其他器官芯片进行联用，用于化合物

多器官毒性的快速筛选，这是动物实验所达不到

的。但是目前器官芯片多是对一个或数个器官进

行模拟，未能形成“人体芯片”的规模，与动物实验

相比器官芯片仅能够对有限的内容进行检测。而

且当前器官芯片缺乏统一的技术标准及指导原

则［13］，也鲜有研究对不同的毒理模型进行对比，需

要进行验证和认证工作评判不同模型。

本文简要介绍了各国监管机构进行的器官芯

片的认证和验证工作，并就器官芯片的验证工作提

出了相关建议，以期为后续器官芯片在药物安全性

评价中的应用提供参考，但进行验证工作需要进行

考察的内容不仅限于此。本论文未提及的工作内

容还包括：硬件供应商提供的仪器和芯片需要经过

3Q认证，模型开发者和使用方需要保证细胞来源、

细胞的培养条件［13］，等。

对于监管机构而言，在新兴领域飞速发展的今

天，器官芯片等替代模型的出现为政府的监管带来

前所未有的挑战。虽然多数器官芯片研究仍处于

模型开发阶段，但是芯片研究发展态势仍旧迅猛。

根据目前的发展情况，器官芯片的验证工作还需要

监管机构、硬件供应商、模型开发者和使用方等多

方面的沟通协调。
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