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摘  要：系统阐述目前国内外神经毒性评价的相关策略及监管指南。伴随急性毒性研究、慢性毒性研究、发育/生殖毒性研

究所开展的一般神经毒性评价依循 OECD 和 ICH 多项准则，主要通过动物体内的神经行为学检查和组织病理学检查方法进

行评估。注重多方面观察指标，警惕假阳性干扰。分层评价策略针对大量筛选化合物，首先排除不太可能具有神经毒性的物

质，减少资源浪费。通过危害识别、靶点或作用机制确认和有害结局路径（AOP）框架评估 3 个层次完成评价。对于一些神

经毒性评价药物其临床前动物实验的给药方式比较特殊，如颅内注射给药，研究者需关注特殊给药方式的评价特点和风险。

沿用体内评价方法的同时，体外模型在神经毒性评价中也应用已久并不断发展新的体外模型。类器官因优势明显成为更好选

择，类器官智能领域为神经毒性评价带来新方向。总之，这些评价策略与方法有助于提高对神经毒性的识别与管理水平，为

药物研发和安全性评估提供重要参考。 
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Abstract: Systematically elucidates the key aspects of current strategies and regulatory guidelines for neurotoxicity evaluation in 

global drug development. Routine neurotoxicity assessment conducted alongside acute toxicity studies, chronic toxicity studies, and 

developmental/reproductive toxicity investigations typically adhere to multiple OECD (Organization for Economic Co-operation and 

Development) and ICH (International Council for Harmonisation of Technical Requiremens for Pharmaceuticals for Human Use) 

guidelines, primarily employing neurobehavioral examinations and histopathological analyses in animal models. A multi-parametric 

observation system is emphasized to minimize false-positive interference. A tiered evaluation approach can effectively screen 

substances, thereby reducing resource expenditure. The evaluation is completed through three levels: hazard identification, target or 

mode of action confirmation, and adverse outcome pathway framework assessment. Special administration routes (e.g., intracranial 

injection) in preclinical studies require protocol customization to address unique pharmacokinetic characteristics and risk profiles. 

While traditional in vivo methods remain fundamental, in vitro models have evolved significantly through technological advancements. 

Organoids, due to their demonstrable benefits, are emerging as a superior alternative. The application of “organoid intelligence” 
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promises to open new avenues for neurotoxicity assessment. In conclusion, these evaluation strategies and methodologies contribute 

to enhanced identification and management of neurotoxic potential,ultimately providing essential benchmarks for drug development 

and safety assessment.. 

Key words: neurotoxicity; neurotoxicity evaluation; guideline; hierarchical evaluation strategy; intracranial injection; organoids 
 

神经毒性是指外源化学物质对神经系统结构和

功能造成的损害，可能导致神经元损伤、功能障碍甚

至死亡。神经毒性评价是对化合物可能引起的神经系

统不良反应的系统性评估，旨在确保化合物安全，预

防潜在的中枢和外周神经系统损害，保护公众健康。 

不同监管机构对神经毒性测试有不同要求。美

国环保局农药项目办公室（USEPA OPP）要求对所

有食品用农药进行成人急性和亚慢性神经毒性试

验[1]。其他监管机构如国际经济合作与发展组织

（OECD）建议首先进行标准毒性测试，这些测试的

终点涉及多个器官系统，神经系统亦在其中。若结

果显示对神经系统存在潜在影响，则进一步开展神

经毒性的专门评估[2]。同样，美国食品药品监督管

理局（FDA）2000 年发布的《Redbook 2000》也推

荐使用分层测试的方法来评估化学品的神经毒性

潜力[3]。笔者总结目前神经毒性的评价策略及方法，

旨在为化合物以及创新药物研发和安全性评价提

供理论依据和实践指导。 

1  一般神经毒性评价原则 

1.1  神经毒性评价的指导原则 

一般神经毒性评价是对化合物可能引起的神

经系统损害进行评估，包括急性毒性、慢性毒性以

及发育/生殖毒性研究。参考 OECD Test Guideline 

NO.418（OECD TG418）《急性暴露后有机磷物质的

迟发性神经毒性》[4]、OECD Test Guideline NO.419

（OECD TG419）《有机磷物质的迟发性神经毒性：28

天重复剂量研究》[5]、OECD Test Guideline NO.424

（OECD TG424）《啮齿类动物神经毒性研究》[6]及

OECD Test Guideline NO.426（OECD TG426）《发育

神经毒性研究》[7]，以及人用药品注册技术要求协

调化国际会议（ICH）发布的指导原则，如 S5（R3）

《人用药物生殖毒性检测指导原则》[8]，非小分子化

合物的生物药也有其专属指导原则——S6（R1）《生

物技术衍生药物的临床前安全性评价》[9]，同时适

用于人用新化学实体和生物制品的有 S7A《人用药

品安全药理学试验指导原则》[10]。 

这些指导原则详细规定了各种神经毒性测试

的实验设计、数据分析和报告要求，为国际间的神

经毒性评价提供了标准化参考。研究收集了包括神

经系统在内的所有主要器官系统的功能和/或组织

病理学评价信息[2]。 

OECD TG418 采用家鸡模型，通过单次口服给

药，核心在于测定给药后 24～48 h 内脑和脊髓中神经

毒性酯酶（NTE）的活性抑制情况，并观察 10～20 d

后是否出现相应的延迟性临床症状与形态学改变。 

OECD TG419 作为 TG418 的补充，侧重于更长

期的暴露，通过至少 28 d 的重复给药，综合评估行

为、神经病理学改变及剂量-反应关系。此外，该指

南还提供了关于如何根据其他数据（如单次剂量研

究、体外筛选测试或结构活性关系）来设定初始剂

量的指导。 

OECD TG424 提供了一个通用的神经毒性框

架，可独立进行或与重复剂量毒性研究结合。该指

南要求系统记录动物的神经行为学、神经病理学损

伤，并可拓展至生化及分子生物学指标。 

OECD TG426 专注于评估生命早期暴露于化学

物质对于子代神经系统发育和功能的潜在影响。该

指南强调在发育关键窗口期给药，并全面评估子代

神经系统的结构、功能和行为发育。 

值得注意的是，基于 OECD TG418，衍生出了

发育神经毒性（DNT）体外组合实验（IVB），它利

用人和啮齿类动物细胞测试多种关键的神经发育

过程，为高通量初步筛选提供了工具[11-12]。然而，

DNT IVB 目前尚不能完全模拟发育中神经系统的

复杂特性，也无法代替整体动物实验来最终判定化

学物质的人体发育神经毒性。 

主要神经毒性评价指导原则对比情况见表 1。 

1.2  一般神经毒性评价方法 

指导原则要求的一般神经毒性评价采用体内

评价方法，包括行为学、神经生化、神经电生理、

神经影像等方面[13-14]。 

行为学评价通过观察实验动物在化合物暴露

后的行为变化来评估其对神经系统的影响。评价指

标包括运动活性（评估动物的移动频率、速度等以

反映其神经系统对运动控制的调节能力）、学习记

忆能力（通过迷宫测试、条件反射等方法评估认知

功能）、感觉功能（测试触觉、触觉、听觉等感官反

应判断感觉系统是否受损）等。 
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表 1  主要神经毒性评价指导原则对比 

Table 1  Comparison of main guidelines for neurotoxicity evaluation 

评价指南 应用对象 动物模型 关键检测终点与特点 

OECD TG 418 有机磷单次暴露 家鸡 检测 NTE 活性，观察延迟症状 

OECD TG 419 有机磷重复暴露 家鸡 28 d 行为与病理综合评估  

OECD TG 424 通用化学品 啮齿类 系统评估行为与病理损伤，应用广泛 

OECD TG 426 发育神经毒性 啮齿类 全面终点：评估子代神经发育 

ICH S5(R3) 小分子药物 常规使用大鼠/小鼠 严格遵循 GLP 规范，间接评估发育神经毒性 

ICH S6(R1) 生物制品 优先使用非人灵长类 物种特异性强，策略灵活 

 

神经生化评价通过定量分析神经组织或体液

中的生物分子水平变化来揭示毒性作用靶点与潜

在机制。常用技术包括高效液相色谱法（HPLC）、

放射免疫分析法（RIA）、酶联免疫吸附实验

（ELISA）等。 

鉴于神经细胞通过电位传递信息，电生理方法

可直接、灵敏地记录神经元的功能状态。神经传导

速度显著下降、波幅升高或降低等参数变化均是神

经毒性的重要指征。常用于评价的仪器包括脑电图

仪、诱发电位仪、神经肌肉传递仪。 

神经病理评价通过显微镜直接观察神经系统

组织的形态学变化，观察神经元的形态变化，如

胞体萎缩、核固缩等，以评估化学物质对神经元

的损伤程度；观察神经纤维的形态变化，如脱髓

鞘、轴突变性等，以评估化学物质对神经纤维的

损伤；观察神经系统组织中的炎症反应，如炎症

细胞浸润、水肿等，以评估化学物质对神经系统的

炎症反应。 

神经毒性评价中重点关注功能观察组合实验

（FOB）、运动活动测量和神经病理检查[15]，FOB 包

含数 10 种行为指标，用以全面评估神经系统的功

能状态。这些指标包括垂直活动、水平活动以及总

活动水平（反映动物的整体活跃程度）；惊厥、震颤、

重复行为（体现神经系统的异常放电或运动控制障

碍）；呼吸模式、步态、排尿（反映自主神经系统的

调控功能）等。 

实验中某一指标的改变可能是由于毒物对其

他器官的影响引起的，例如，高剂量的某一化合物

对肝脏有毒性从而导致运动损伤，甚至是由心理变

化引起的，但这种改变不被认为是该化合物具有神

经毒性的证明，因此需要注意测试的假阳性。主要

神经毒性体内评价方法见表 2。

表 2  主要神经毒性体内评价方法对比 

Table 2  Comparison of main in vivo evaluation methods for neurotoxicity 

评价类型 核心评价指标 主要技术/方法 优势 局限性 

行为学评价 运动、学习记忆、感觉 开阔场试验、迷宫测试、听

觉/触觉惊跳反射 

反映神经系统整体

功能 

结果易受非神经因素

干扰 

神经生化评价 神经递质、酶活性、生物标

志物 

HPLC、ELISA、RIA 定量精确，机制明确 需处死动物，无法实时

监测 

神经电生理评价 神经传导速度、波幅、不应期 脑电图、诱发电位、神经肌

肉传递仪 

直接检测神经元电

活动 

技术门槛高，设备昂贵 

神经病理评价 神经元形态、轴突/髓鞘病变、

炎症反应 

组织切片、免疫组化 是确认神经毒性的

“金标准” 

终点检测；可能错过短

暂或可逆的功能变化 

1.3  药物神经毒性评价特点 

药物神经毒性评价的实验方法与化合物相同，

但在一些方面有特殊要求。药物评价需严格遵循药

物非临床研究质量管理规范（GLP），并符合 ICH 相

关指南。ICH S5（R3）中提到评估后代的神经功能

缺陷，虽不是独立的神经毒性检测，但以整体发育结

局为评估重点，是涉及神经系统发育的间接评估[8]。

针对生物药的 ICH S6（R1）明确在研究药物潜在的

不良药理活性时，需在适当动物模型中评估对主要生

理系统（包括中枢神经系统）的功能影响[9]。生物制

品由于其相对分子质量大、作用机制独特，需结合药

物机制、物种特性及临床需求进行“个案分析”[16]。 
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2  分层次神经毒性评价策略 

分层测试是必要的，通过初步筛选排除不太可

能具有神经毒性的物质，既降低了时间和经济成

本，也减少了对实验动物的消耗。 

测试的第一阶段，通过设定一系列剂量水平来

筛选化学品可能存在的临床或病理的毒性迹象，尤

其关注神经系统相关指标。若初筛未发现潜在的神

经毒性证据，评估可在此阶段完成，若表现出明确

的神经毒性迹象，则进行下一步实验[17]。在后续实

验中，重点转向采用更具特异性的终点指标，深入

表征神经毒性并有效区分直接神经损伤与间接效

应。同时，暴露人群的特殊性（如年龄、性别差异）

也被纳入考量。为提高筛选效率，高通量体外测试

系统（例如体外细胞分化模型或非啮齿类动物替代

模型）被广泛应用，使资源能够集中于高风险化学

品[18]。在深入评估层面，一系列精细技术被用于机

制探索。例如，免疫组织化学染色可检测胶质纤维

酸性蛋白（GFAP）以识别星形胶质细胞肥大；神经

纤维分离技术有助于观察轴突和髓鞘病变；电子显

微镜能揭示亚细胞结构的改变。这些方法为明确神

经毒性的作用靶点和机制提供了关键证据[2]。 

主要监管机构均支持分层测试理念。OECD《神

经毒性试验指导原则》旨在确保获得必要和充分的

数据以评估神经毒性风险[2]。《Redbook 2000》推荐

采用更详细的组织病理学检查，例如特殊染色[3]。

原国家食品药品监督管理总局（CFDA）要求当有其

他证据提示潜在安全性担忧时，应进行追加和/或补

充的安全药理学研究[19]。 

美国环境保护署（EPA）提出采用新的分层测

试框架，第一层利用化学结构和高通量实验数据进

行危害识别和分组，包括基于转录组测序技术的高

通量转录组学（HTTr）和基于高内涵成像的高通量

表型分析（HTP）；第二层通过靶向体外测定确认生

物靶点或作用机制（MOA）；第三层利用有害结局

路径（AOP）框架评估化学物质的潜在不良后果，

同时解决现有高通量测序技术的局限性，如扩大测

试化学品范围、改进挥发性化学品暴露系统和解决

代谢能力问题[20-21]。 

3  颅内给药的神经毒性评价 

颅内注射给药是某些药物安全性和有效性研

究的特殊的给药方式，包括鞘内给药、脑实质给药、

脑室内给药和硬膜外给药，与传统给药方式相比，

颅内注射用药量少，全身暴露量低，直接作用于中

枢神经系统（CNS）能绕开血脑屏障，实现快速起

效和精准靶向，但也因此带来了局部药物浓度较

高、神经毒性风险增大等问题[22]。其非临床神经毒

性评价具有技术操作复杂、毒性风险高、免疫反应

性等特点。颅内注射需要精确的操作，任何技术失

误都可能导致机械损伤、感染或其他并发症，可能

干扰对局部给药刺激性的评价[23]。 

鞘内注射通过腰椎穿刺将药物注射至蛛网膜

下腔使其弥散在脑脊液中[24]。鞘内注射药物的非临

床神经毒性评价关注其对神经细胞的毒性及其对

神经系统功能的影响。研究鞘内注射药物的局部刺

激性是安全性评价的重点，需要对注射部位及周围

的腰椎和脊髓进行组织病理学检查及刺激性评价

（包括机械性刺激和化学刺激）[23]。鞘内注射药物的

药动学研究也是非临床神经毒性评价的一部分，主

要研究药物在脑脊液中的分布、代谢及清除特性。 

脑实质注射是一种将药物直接注入大脑特定

区域（如海马体、纹状体等）的给药方式。在非临

床研究中，除了评估药物本身的作用，还需密切关

注注射过程可能带来的风险，例如局部出血、感染

或神经损伤等。因此，注射后需要仔细观察动物的

行为变化，以便评估药物对 CNS 的影响等[25]。 

脑室注射直接将药物注入脑室内，具有分布

广泛、靶向性强、效果持久的特点。非临床注射

前需通过脑立体定位仪确保精准定位，注射过程

中需控制速度以防药物扩散不均或局部组织损伤

（如产生血栓）[26]。在小型动物模型中，通常建议

累计注射次数不超过 5 次，以控制由多次穿刺造

成的累积损伤[25]。 

硬膜外注射是将药物注射到脊柱硬膜外腔的

一种方法。评价核心在于药物对硬膜外腔及其邻

近神经根和脊髓的刺激性，需要警惕高浓度药物

在局部滞留引起的炎症反应、细胞坏死或脱髓鞘

等病理改变。长期实验中，应观察结构性变化（如

炎症、水肿或瘢痕形成）及其对运动和感觉功能

的长期影响[27]。 

4  神经毒性评价的新技术、新方法 

2007 年美国国家研究委员会（NRC）发布报告，

倡导利用新工具和技术提高毒性测试效率 [28]。至

2025 年，美国 FDA 宣布将逐步取消单克隆抗体和

其他药物的动物实验要求[29]。 

4.1  体外模型 

传统毒性测试存在如成本高、时间长、种属外
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推不确定等局限。因此，需要更高效、经济且与人

类相关性更强的毒性测试方法，以适应大量化学物

质评估的需求[18]。这些模型虽尚未被正式纳入指导

原则，但已在神经毒性评价中应用多年，其显著优

势包括契合 3R 原则，即减少（reduction）、替代

（replacement）、优化（refinement）；能够实现高通量

筛选；采用人源细胞规避种属差异；能深入揭示分

子机制。 

当前常用的体外模型，涵盖单细胞模型与混合

细胞模型 2 种。其中单细胞模型如神经元、胶质细

胞培养；混合细胞模型如原代细胞培养、三维（3D）

细胞培养[30]。 

原代培养神经细胞最能模拟体内生理状态，但

培养成本高且稳定性差，适用于实验周期短且对细

胞生理代谢功能要求严格的药物筛选。 

神经细胞系可用于先导化合物以及环境污染

物如重金属等的早期大量筛选。如 C6 和 SH-SY5Y

细胞系已被提出作为研究重金属、卤代芳香烃和有

机磷酸酯神经毒性细胞机制的敏感实验模型[31]。 

神经干细胞具备自我更新能力，可分化为 CNS

的 3 种主要组成细胞，能够直接充当毒理学工具评

估发育神经毒性[32]。在药物临床前的安全性评价以

及毒性机制研究方面，神经干细胞模型极具潜力，

有望替代动物实验[33]。应用神经干细胞分化的神经

元模型评价抗肿瘤药物的神经毒性，当顺铂浓度＞

1 μmol·L−1 时，可抑制神经干细胞分化神经元的轴

突生长，且抑制程度高于大鼠原代神经元；长春新

碱可引起神经干细胞分化神经细胞死亡及半胱氨

酸天冬氨酸蛋白酶（Caspase）-3/7 表达增加[34-35]。 

在培养方式上，3D 培养技术（如神经球、支架

培养）通过模拟细胞间的三维空间互作，能更真实

地反映体内微环境，对神经网络功能影响药物（如

抗癫痫药）具有更高的检测敏感性。体外模型各有

优势和局限性，研究人员可根据实际的需求选择合

适的模型进行毒性评价。神经毒性评价中常用体外

模型对比情况见表 3。 

表 3  神经毒性评价中常用体外模型对比 

Table 3  Comparison of common in vitro models in neurotoxicity evaluation 

模型类型 代表性体系 主要优势 主要局限性 在神经毒性评价中的适用性 

原代细胞培养 原代皮层神经元 最接近体内生理状态 获取困难、成本高；批次间

变异大；寿命短 

适用于短期、深入的毒性通路

研究 

永生化细胞系 SH-SY5Y、

PC12、C6 

易于培养、扩增；成本低；

重复性好 

基因组不稳定；表型可能偏

离原代细胞 

高通量初筛的理想选择，适用于

已知或可以毒性机制的快速

筛选 

神经干细胞 人或鼠源神经干

细胞 

具有多向分化潜能；特别

适用于发育神经毒性

研究 

定向分化流程复杂；可能形

成异质性细胞群 

研究毒性对神经发育过程影响

的独特模型，有替代动物胚胎

试验的潜力 

3D 培养模型 神经球、3D 支架

培养 

提供 3D 细胞互作环境；

更模拟体内微环境；敏

感性可能更高 

技术复杂；分析难度大（如

深度成像）；成本较高 

用于评估复杂网络功能毒性；

适用于需要细胞空间结构的

研究 

4.2  类器官 

脑类器官来源于多能干细胞，可以概括脑细胞

的组成和功能，虽然没有任何模型可以完全复制人

类大脑的复杂性，但基于类器官和类组装体的方法

为研究外源性物质对大脑发育和功能的毒理效应

提供了强有力的工具[36-37]。 

在神经毒性评价中，类器官展现出显著优势。

其与人体组织具有高度生理相似性，且具有长期培

养、来源广泛、建模时间短等特点[36]。一方面，传

统动物模型与人类存在显著的种属差异，尤其对于

物种特异性强的生物技术药物，非人灵长类虽更为

接近但仍不理想[38]，另一方面，要遵循 3R 原则，

符合动物伦理考量。并且传统的二维模型缺乏细胞

的多样性，不能很好地模拟大脑复杂的结构。因此，

类器官是更好的选择。 

通过将多能干细胞在细胞外基质或悬浮培养中

形成的 3D 聚集体，经过定向诱导分化生成具有特定

脑区（如前脑、下丘脑）特征的类器官[39-40]。更进一

步，可将不同脑区特性的类器官进行组合，以模拟脑

区之间的复杂作用。此外，通过共培养内皮细胞、周

细胞和星形胶质细胞构建的体外血脑屏障模型，为

研究药物的中枢渗透性提供了重要工具。 
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类器官用于神经毒性评价的评价指标包括但

不限于神经元细胞死亡，Caspase-3 活性作为细胞凋

亡的一个指标[41]；线粒体功能和形态的改变[42]；基

因表达变化，特别是核因子 E2相关因子 2（Nrf2）

通路相关基因的表达，以及 tau 蛋白磷酸化[43]。利

用 hiPSC 衍生的脑类器官，研究人员能够系统评估

毒性物质对神经元分化、迁移、突触形成以及电活

动模式的干扰，从而揭示药物诱导神经毒性的分子

和细胞机制[37]。 

类器官智能（OI）作为新兴交叉领域，将脑类

器官与计算科学相结合，探索其潜在的信息处理与

学习记忆能力。通过开环和闭环实验，OI 可量化外

源性物质对神经可塑性的影响，为 DNT 测试提供

新的视角[40]。脑类器官技术、机器学习和组学数据

的结合使大规模筛选神经毒物的平台成为可能[44]。 

尽管前景广阔，类器官仍面临挑战。其成熟度

尚不足以完全模拟人脑复杂的生理环境[45]。此外，

类器官模型通常缺乏功能性的血脑屏障，这可能影

响对某些化合物神经毒性的准确评估[46]。 

5  结语与展望 

综上所述，神经毒性评价是确保化学品安全性

的关键环节。通过遵循一般和分层次评价原则，综

合运用多种体内评价方法，关注鞘内注射药物特殊

评价要点，以及积极探索体外模型和类器官等新技

术、新方法，能够更全面、精准地评估化学品尤其

是药物潜在神经毒性。这不仅有助于保护公众健

康，还能减少药物不良反应的发生，推动药物研发

进程的优化。但目前神经毒性评价研究仍面临一些

挑战，例如，如何标准化 3D 模型的构建和培养条

件，如何实现高通量自动化，以及如何更好地整合

多模态数据（如代谢组学、蛋白质组学和电生理活

动测量）以全面评估神经毒性，是当前研究的重点。

未来结合微生理系统或“器官芯片”技术，将有望

创建更复杂的体外模型，以更准确地模拟人体生理

功能和毒性响应，进一步提高神经毒性评估的准确

性和预测性。随着科学技术的不断进步，相信神经

毒性评价将更加完善，为药物研发和临床应用提供

更坚实的保障，促进医药领域持续健康发展。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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