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【专 论】

药物毒理学研究中体外替代试验研究现状及展望

霍桂桃，文海若，吕建军*，屈 哲，林 志，耿兴超，霍 艳，王 雪

中国食品药品检定研究院国家药物安全评价监测中心，药物非临床安全评价研究北京市重点实验室，北京100176

摘 要： 药物的安全性和有效性是药物研发成功的决定因素，而药物毒性是终止药物研发的关键因素之一。相关监管指南

和指导原则为利用动物进行毒理学研究及生物测试或其他相关试验制定了基本标准。动物体外替代试验不仅遵守了国际上

提倡的“3R原则”，也符合毒理学学科发展、社会经济发展及新药研发的要求。动物体外替代试验已成为 21世纪毒性测试

的重要方向，毒性测试的重点将集中在敏感性终点的选择与评价、细胞-反应网络、高通量与中通量筛选方法的构建及应

用、作用机制及作用模式、毒性通路以及系统生物学效应等方面，并且已获得药物研发领域广泛的支持和监管部门的认

可，具有广阔的发展前景和重要的应用价值。
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Abstract: The safety and efficacy of drugs are the determinants of the success of drug discovery and development, and drug toxicity

is one of the key factors in stopping drug development. The relevant regulatory guidelines and principals establish basic standards

for the use of animals for toxicological studies and biological tests or other related tests. In vitro alternative tests not only comply

with the internationally promoted "3R Principles", but also the needs and scientific requirements for the development of toxicology

disciplines, socio-economic development and the development of emerging therapeutic methods. In vitro animal alternative testing

has become an important direction for toxicity testing in the 21st century. The focus of toxicity testing will focus on the selection and

evaluation of sensitive endpoints, cell-response networks, the construction and application of high - and medium-throughput

screening methods, mechanisms of action and modes of action, toxic pathways, and system biology effects, etc.. In vitro alternative

test is being widely recognized and approved by the regulatory authorities, and has broad prospects for development and important

application value.
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药物的安全性和有效性是评价药物质量的决

定因素，而药物毒性是决定药物研发成败的关键因

素之一。毒理学研究贯穿于药物研发的整个阶段，

是药物临床前以及临床研究中至关重要的环节。
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随着毒理学研究领域的兴起，实验动物被广泛用于

新型化合物、药品、农药、医疗器械、生物技术药物

的安全性评价和疗效测试［1］。利用动物进行研究或

检测对于满足监管要求和保护及促进人类、动物和

环境健康非常必要。虽然监管部门已经批准了 60

多种动物实验替代方法，但在安全性评价领域仍在

使用大量动物［2］。传统的毒理学试验使用实验动物

的数量大、试验周期长、费用高，而且由于动物种属

差异等原因，导致试验结果外推至人体毒性风险评

估时存在很大的不确定性［3］。近年来，动物试验替

代方法越来越受到国内外毒理学研究者的关注和

重视，尤其是体外替代试验研究得到长足发展，并

已成为外源性化合物毒性检测的主要研究领域并

被广泛应用［4-5］。本文从发展和实施体外替代试验

的主要原因、3R 原则的含义、3R 原则下的体外试

验、体外试验及生物标志物的应用等方面进行阐

述，以期为我国药物毒理学体外替代研究方法提供

一些参考。

1 发展和实施体外替代试验的主要原因

发展和实施动物试验体外替代试验有许多原

因，其中 3个主要原因［2，6-7］是：1）体外试验一经开发

和验证，可以低成本、高效益、省时的方式提供药物

的毒性及疗效信息，这些信息也可以提高整个动物

试验研究的效率，降低毒性试验、代谢和疗效测试

中所需的动物数量，有利于节省空间和时间；2）使

用人体细胞系进行体外检测在确保人类风险评估、

了解药物作用机制、敏感性和靶向治疗等方面非常

有用，从而为现有及新兴治疗方法提供探索机会；

3）人类细胞模型或细胞系可以提供与人类风险和/

或功效相关的毒物或治疗信息，可以为重复给药毒

性试验选择合适的动物模型。

2 3R原则的含义

世界各地的学术界、企业界和政府部门的大多

数科学家都认为动物试验应该符合伦理，尽可能减

轻对动物造成的痛苦，而且需要开发动物试验的替

代试验。指导全球利用动物进行试验研究的 3R原

则为减少（reduce）、替代（replace）、优化（refine）［8-9］。

减少是指保证研究者能从较少的实验动物中获取

同等水平的信息，或从相同数量的实验动物中获取

更多信息的策略；替代（replace）是指在可能获得相

似研究目标的前提下，优先使用非动物研究的方法

代替动物研究的方法。优化（refine）是指减轻或将

动物的疼痛和痛苦最小化，以及提高所使用动物的

福利。因此动物试验替代方法可相应分为减少性

替代、替代性研究及优化性替代。减少性替代是指

在确保获得等同研究信息甚至更多有用信息的前

提下，采用新的替代方法以减少使用动物的数量和/

或缩短动物试验的周期。替代性研究主要是指采

用无脊椎动物（如细菌、昆虫等）或非脊椎动物试验

手段（培养的动物或人源的细胞、组织和器官）替代

脊椎动物试验；优化性替代则是指在动物饲养、管

理和/或试验过程中，采用新技术新方法对原有试验

方法进行完善，提高试验的规范水平及实验动物的

福利［10］。由此可见，替代从不同层次和不同角度体

现了 3R原则的内容。这些原则是制定动物试验替

代方法的根本原因，是使用适宜的动物种类、确定

使用动物数量、产品研发和培训的理由。

3 3R原则下的体外试验

目前体外细胞培养是替代动物试验最成功和

最有希望的替代试验。可以通过保持与体内相同

细胞、组织和器官的性质及特征的方法，在培养物

中制备和维持分离的细胞、组织和器官［11］。在受控

的试验条件下允许使用上述体外系统所产生的数

据，这体现了在没有诸多复杂因素影响下动物试验

的特征。例如，已经利用培养的细胞生产单克隆抗

体，从而替代了可导致动物疼痛及痛苦的抗体制备

方法［12］。目前已经进行了大量有价值的体外细胞

培养研究。国家疾病研究交流中心（The National

Disease Research Interchange）为各国研究人员提供

了 130多种人体组织用以研究 50多种疾病，包括癌

症、糖尿病和青光眼［9］。目前可利用细胞和组织培

养物筛选新的治疗方法并用于检测产品的安全性，

还可通过利用基因芯片技术检测人肝细胞中的基

因表达来预测肝脏毒性［3，13］。

一些体外试验已经得到验证和/或正在进行评

估，以替代引起动物疼痛和痛苦的体内试验。这些

体外试验用于确定例如光毒性、皮肤和/或眼睛刺激

性和腐蚀性、免疫毒性、骨髓毒性、磷脂病、肾毒性

和遗传毒性［9，14-18］。表 1 列出了最常用的体外试验

方法。

4 体外试验及生物标志物的应用

体外试验系统中的毒性生物标志物具有作为

病理过程或相关生化或分子指标的可定量测量的

特性。在预测人体临床试验结果的临床前检测的

发展中价值很大。例如，体外测定药物诱发的肝损

伤（drug - induced liver injury，DILI）的方法是公认

的［19］。高通量筛选（High - Throughput Screening，

HTS）和高含量筛选（High-Content Screening，HCS）
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能够高效筛选大型新化学物质（New Chemical

Entity，NCE）库［20-21］。仪器设备和生物标志物的持

续发展可推进并加强研究人员提出合适的、可预测

方法的能力。体外替代方法和生物标志物的结合

可以阐明肝细胞的损伤机制，并且显著提高研究人

员对药物安全性和疗效的理解［9］。当这些方法和生

物标志物被证明具有体外-体内相关性时，就可以更

有效地管理特定药物开发的风险-收益比，从而为患

者和制药公司带来更安全和更成功的结果。本文

主要就体外遗传毒性检测方法和体外药理活性试

验方法方面的主要应用进行介绍。

4.1 体外遗传毒性检测

体外遗传毒性试验通常用于对小分子化合物

和中药等的潜在致癌性进行预测。传统的试验方

法包括细菌回复性突变试验、培养细胞微核试验和

染色体畸变试验等。随着分子生物技术的突飞猛

近，近年来出现了多种新型遗传毒性试验方法。以

下分别从基因突变、染色体损伤、DNA断裂以及生

物标志物不同检测终点对经典的和最新的体外遗

传毒性试验方法进行介绍。

4.1.1 基因突变检测 细菌回复性突变试验（Ames

试验）由Bruce Ames于1974年建立并得名。该方法

使用一系列经基因修饰的依赖于组氨酸或赖氨酸

生长的菌株对受试物的致突变（移码或置换）能力

进行评价。Ames试验是对人类致癌物预测性最佳

的试验，被全球卫生监管部门视为预测化合物人类

致癌潜力的检测金标准［22］，也是QSAR构效关系建

立的遗传毒性数据库的重要数据基础［23］。其中鼠

伤寒沙门菌可检出碱基置换和 GC 碱基对移码突

变，而大肠杆菌可检出 AT 碱基对损伤。然而传统

的 Ames 试验消耗大量试验耗材，因此基于微孔

板（6孔板、24孔板和 96板）的 Ames试验当前已用

于药物毒性初筛。 Gee 等［24］使用沙门混合菌

株（TA7001-TA7006）开发了基于 384孔板液态培养

法的Ames II试剂盒可同时对T：A和C：G点突变能

力进行检测，与传统Ames试验相比，两者对啮齿类

动物致癌性的预测度接近，且检测结果一致性超过

80%［25］。

当 Ames 试验不适用时（如受试物存在抑菌

性），基于哺乳动物细胞的小鼠淋巴瘤细胞 tk基因

突变试验（MLA）和 HPRT 基因突变试验或为受试

物的致突变性评价的备选方案。此外，也可使用

TK6细胞或L5178Y细胞通过流式细胞计数法检测

表型为GPI（-）的细胞出现率（即体外Pig-a基因突变

试验）对受试物的致突变能力进行评价［26］。然而，

体外Pig-a基因突变试验当前处于开发阶段，其检测

效果尚有待大规模实验室间验证。

4.1.2 染色体损伤检测 染色体畸变（chromosomal

aberrations，CA）是通过在显微镜下直接观察染色

体结构和数目变化的细胞遗传学方法，常见的 CA

类型包括，染色体插入、缺失、易位、核内复制、多倍

体、染色单体畸变和染色体增多或丢失等。它

表1 3R原则下最常用的体外试验

Table 1 The most commonly used in vitro tests under the 3R principle

试验

3T3 NRU光毒性试验

牛角膜浑浊/渗透性检测

人类角膜上皮（HCE-

Test）

3D人体皮肤模型

Mishell-Dutton培养

CFU-GM检测

磷脂质病检测

肾毒性生物标志物

重复给药毒性研究中遗

传毒性试验的整合

目标

体外鉴定光毒性

兔眼睛刺激性和腐蚀性的体内Draize

检测法的体外替代试验

体外替代兔体内Draize试验

皮肤刺激性和腐蚀性的兔体内Draise

试验的体外替代

啮齿类动物免疫毒性检测（斑块检测）

的体外替代。免疫反应在体外发生

主要为用于肿瘤指征的骨髓毒性的体

外筛选

用于诱发磷脂质症药物的体外筛选

肾毒性的早期及敏感性预测

重复给药毒性研究中大鼠微核试验和

彗星实验

优点

部分替代在体内研究光毒性效应的研究

替代体内研究方法来检测眼睛刺激性或严重损伤

同上

如上所述的皮肤刺激性或腐蚀性替代试验。如果应用UV

灯光，可用于光反应的化学物质检测

在血细胞培养物中进行检测，无动物牺牲。可以对不同物

种的血液进行检测、对比，能更好地对人类进行预测

骨髓毒性的早期检测

药物不良性质的早期鉴定

更敏感的生物标志物

与整体评估具有更好的相关性
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是“三品一械”（保健食品、化妆品、药品、医疗器械）

上市前常规开展的毒理学试验项目［27-28］，也是药物

遗传毒性杂质评价除Ames试验外的第二试验方法

选择［29］。通过对 CA类型进行比较，有助于了解受

试物的作用机制。如某类仅导致染色体交换的受

试物，无法在同样以染色体损伤为检测终点的微核

试验中检出。体外CA试验通常使用中国仓鼠卵巢

细胞（CHO）和中国仓鼠成纤维肺细胞（CHL），其染

色体较大而数目较少，核型稳定而定义明确，细胞

分裂间隔相对较短。虽然CA是直接而主观的检测

遗传毒性水平的方法，它并不适用于自动化改良，

并且依赖于技术熟练的细胞遗传学家对CA进行分

析和评价。

除染色体畸变试验外，微核形成率的增加是良

好的染色体损伤生物标志物，临床可使用人类外周

血样本微核率作为调整化疗药物剂量的参考指标。

微核（micronucleus，MN）通常是在细胞分裂后遗留

在细胞核外部的断裂的染色体片段或整条染色体。

其形成原因与直接染色体断裂或有丝分裂器损伤

有关。体外微核试验常用细胞系包括 CHO、CHL、

中 国 仓 鼠 肺 上 皮 细 胞（V79）、小 鼠 淋 巴 瘤 细

胞（L5178Y）、人类淋巴母细胞（TK6）和原代人淋巴

细胞等。通过荧光原位杂交（FISH）等免疫荧光方

法［30］，可进一步判断微核中是否含有着丝粒，从而

分析微核的构成为整条染色体或染色体断片并对

受试物的作用机制作进一步判断。体外微核试验

也可结合高内涵和流式细胞计数的方法改进［31-32］，

从而实现试验方法标准化和检测高通量。

4.1.3 DNA断裂检测 彗星试验（即单细胞凝胶电

泳试验，single cell gel electrophoresis，SCGE）是在

单个细胞水平检测DNA单链或双链断裂的试验方

法，该方法因细胞核DNA在受损后电泳迁移速率不

同可形成“彗星”样形态而得名。该方法在环境毒

理学及药物毒理学等多领域具有广泛应用［33］，人外

周淋巴血细胞彗星试验结果提示，年龄及污染因素

与彗星拖尾的形成存在一定关联［34］。彗星试验不

依赖于细胞核型，体外培养细胞普遍可用于开展彗

星试验用以检出短期出现的、尚未固定的（可修复

的）DNA损伤。如检测样本中存在脱嘌呤或脱嘧啶

位点，可在强碱条件下转换为DNA断裂。因此当解

旋和电泳条件为 pH＞13.0 时，可同时兼顾 DNA 单

链、双链断裂及碱性不稳定点［35］。此外，在试验中

增加细菌甲酰嘧啶DNA糖基化酶（FGP）、核酸内切

酶 III、8 羟基鸟苷 DNA 糖基化酶（hOGG1）等预处

理，可用于判断受试物的致断裂效应是否与氧化应

激或甲基化作用机制有关［36］。

当DNA双链断裂发生后，机体自身的修复机制

可促进其附近的组蛋白H2AX可迅速磷酸化并富集

于断裂位点，从而放大DNA损伤信号促使相关修复

蛋白质进行损伤修复。根据上述原理，可以 γ -

H2AX为遗传毒性生物标志物来识别 DNA双链断

裂［37］，该方法可通过流式细胞计数或免疫组化的方

法对免疫荧光标定的 γ-H2AX水平进行分析，从而

评价受试物作用下形成的DNA双链断裂位点多寡。

当前Litron等公司和实验室已在上述基础上开发综

合 p53、磷酸化组氨酸 H3 等指标的 DNA 损伤检测

方法［38］，然而 γ-H2AX检测法尚未积累足够背景数

据并形成标准化试验指导原则。

4.1.4 生物标志物检测 近年来，与细胞增殖和肿

瘤相关因子等的遗传毒性生物标志物逐渐成为遗

传毒性评价新方法开发的热点。如，针对细胞增殖

的负调控因子 GADD45 基因（Growth arrest and

DNA damage inducible genes）的 GADD45 - GFP

GreenScreen HC 试验。该基因是第一个被发现的

P53调控的基因［39］，与DNA修复损伤和细胞周期调

控密切相关［40］。该方法构建含EGFP绿色荧光标记

的GADD45基因启动子的人淋巴瘤TK6细胞，并通

过检测荧光强度来提示 GADD45a 基因表达水平，

从而对受试物的细胞毒性和遗传毒性进行评价［41］，

试验方法较为简便且可实现高通量筛选。通过使

用多种已知遗传毒性和非遗传毒性化合物对该方

法进行验证，发现GreenScreen HC检测结果与文献

符合率高达93%［42］。

4.1.5 整合的体内遗传毒性试验方案 因缺乏可

以同时涵盖突变、染色体损伤和DNA断裂的遗传毒

性检测方法，为全面考察受试物遗传毒性，通常需

要开展标准化遗传毒性组合试验。ICH 在 2011 年

颁布的药物遗传毒性研究技术指导原则的修订草

案 ICH S2（R1）中建议在体内遗传毒性研究中，除针

对染色体损伤的微核试验或染色体畸变试验外，可

增加如肝细胞彗星试验等体内试验作为第二遗传

学终点［43］。该草案强调可联合多个检测终点开展

遗传毒性评价，如在同一个动物试验系统开展两个

或更多不同遗传终点的检测项目，并建议将遗传终

点毒性试验整合到重复给药毒性试验中，该策略也

体现了动物福利3R原则。研究提示，将骨髓或外周

血微核试验与 2周或 4周重复给药方案结合实施是

可行的［44-45］。然而在实际试验设计方面，遗传毒性
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试验的给药剂量通常高于重复给药毒性研究的设

置。此外，在考虑将多终点遗传毒性检测整合入重

复给药毒性试验时，应根据受试物的毒性机制和在

体内代谢分布等具体情况决定采样时间与采样

部位。

4.2 体外药理活性试验

药理学是对药物在生物系统中作用的研究，包

括治疗或毒性作用。体外药理学领域利用实验室

培养的细胞模型和离体组织技术研究药物的作用，

并预测药物在体内模型中的药效作用［46］。体外药

理学数据为化合物在临床阶段的试验成功提供了

宝贵的资料。多个合同研究组织提供了多种经过

验证并涵盖广泛作用靶点的体外药理学检测方法，

该方法除了确定新的化学物质对作用靶点的药效

外，还可以进行选择性筛选和分析［9］。这些检测可

以作为独立的筛选方法或筛选平台。研究中选用

的有助于实现 3R原则的药理学试验及生物标志物

见表 2。以下就离体组织和受体结合研究进行

介绍。

4.2.1 离体组织 在药物作用的分子机制研究中，

受体是最重要的环节。通过观察和定量组织对药

物的一些生理反应来研究受体的特征，是研究药物-

受体相互作用的间接药理学方法。化合物的药理

活性可以通过离体组织试验快速获得。由于这些

使用简单易行，20世纪初的研究人员就能够定义药

物和受体之间的相互作用、预测药物作用，并制定

药物受体理论的数学模型［47］。已有文献报道了多

种离体组织中同一类型受体的分离方法，其中最常

用的离体组织类型来源于心肌、血管平滑肌和胃肠

及其他平滑肌［48-50］。

4.2.2 受体结合研究 放射性配体结合研究已经

用于鉴定和描述各种组织中的受体位点。这些研

究促进研究人员对配体（内源性和外源性）和受体

分子之间相互作用的了解，并阐明了药物作用的模

式和可能导致受体功能改变的机制。通过这些研

究可以确定两个主要参数，即给定的一类受体位点

的“密度（Bmax）”及其同各种配体的“亲和力”［51］。把

上述研究确定的值与来自体外和体内功能研究的

值进行比较，药理学方法和放射性配体结合方法在

受体表征方面存在细微的差异。受体结合研究缺

乏功能性反应，但激动剂与结合位点的相互作用及

其对温度、各种离子的敏感性以及对鸟嘌呤核苷酸

的敏感性可以提供有效提示［9，52］。膜制剂几乎没有

扩散障碍，因此可以很好地估计药物在受体室中的

实际浓度。此外，放射性配体结合研究识别配体结

合位点，其可能代表或可能不代表真正的受体。因

此，必须谨慎对待结果。

在药物研发项目中，使用来自重组细胞和天然

表2 研究中选用的有助于实现3R原则的生物标志物

Table 2 Biomarkers for 3R principles in research

类型

受体-G

蛋白偶

联受

体（GP

CR）

离子通

道-电

压门控

通道

转运蛋

白

激酶

表观遗

传学

&DNA

相关

其他

生物标志物

腺苷、降钙素、内皮素、组胺、神经介肽、激肽原、肾上腺素大麻素 γ-氨基丁酸、白细胞三烯、神经肽Y、松弛素、血管紧

张素、趋化因子、甘丙肽、黑皮质素、神经降压素、血清素、Apelin、胆囊收缩素、胰高血糖素、M受体、食欲素、尾加

压素 II、蛙皮素、补体5a、谷氨酸、神经激肽、飘零能、加压素、缓激肽、多巴胺、神经肽W/B、神经肽S、前列腺素类物

质、生长抑素、钙敏感、游离脂肪酸、生长激素、N-甲酰基肽、甲状旁腺激素、蛋白酶激活、促肾上腺皮质激素释放因

子、糖蛋白激素、溶血磷脂、孤儿药（A类）、促甲状腺激素释放激素、血管活性肠肽、降钙素基因相关的肽、促性腺

激素释放激素、黑色素浓缩激素、阿片类和阿片样药物、血小板激活因子

钙通道、钾通道、钠通道、瞬时受体电位通道

腺苷转运蛋白、大麻类转运蛋白、血清素、多巴胺、GABA、溶质载体（SLC）转运蛋白、TP结合盒（ABC）转运蛋白、胆

碱转运蛋白、去甲肾上腺素

蛋白酪氨酸激酶、蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶、非典型激酶、其他激酶

DNA甲基转移酶、DNA修复和有丝分裂酶、去甲基化酶、拓扑异构酶、组蛋白甲基转移酶、组蛋白乙酰转移酶

磷酸酶、蛋白酶、环氧化酶、HIV蛋白酶
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组织的膜开发并实施了多种治疗靶标如 G 蛋白偶

联受体（GPCR）、离子通道（包括 hERG）、转运蛋白

等的放射性配体结合研究［53-55］。数百种体外试验可

用于利用分离或克隆的动物和/或人类受体、离子通

道、酶、转运蛋白和其他成分来确定药物或化学品

的疗效和安全性。

4.3 体外药物处置研究

药物处置研究是机体处理化学物质的过程，即

机体对药物的吸收、分配、代谢和清除（Absorption，

Distribution， Metabolism， and Elimination，

ADME）［56］。药效学过程则描述了化学物质或受试

物质如何在分子、细胞、器官、宿主和群体水平影响

有机体［57］。随着对ADME分子基础的理解，使得在

超越完整的人体或动物中研究药动学变得可能。

通过将体外特征性的具体过程数据与描述全身药

动学过程之间相互作用的计算机模型结合在一起，

可以预测完整的生物体暴露后将会发生什么。体

外ADME研究的主要用途包括［58-59］：1）预测体内的

药动学；2）提供和/或描述 ADME 过程以及利用体

外检测观察体内效果；3）预测药物之间的相互作

用。体外 ADME研究有助于优化候选药物的药动

学特征，确定代谢途径并为体内研究的设计提供有

价值的数据。根据厂家对ADME参数的要求，目前

已有多个合同研究组织可提供标准化和定制检测

分析，主要包括生理生化研究、吸收/分布检测、代谢

稳定性研究、CYP450 检测及药物转运蛋白的检

测［60-62］。利用体外方法预测体内药动学的 2个重大

挑战是确定体外条件和体内情况下的药动学特征

之间的联系及开发和实施计算机模拟与建模。

4.4 斑马鱼模型

多年来小鼠模型一直用于检测新药，但其成本

很高。斑马鱼由于其遗传的易跟踪性和饲养方式

简便，已成为研究胚胎发育和人类疾病发病机制的

重要脊椎动物模型［63］。此外，斑马鱼幼虫是一种有

吸引力的药物筛选工具，因其个体小（2 mm）和身体

透明性使其容易在多孔培养板中繁殖，并可通过荧

光检测技术进行评估。相关的实验结果也表明，斑

马鱼胚胎对心血管疾病药物、抗血管生成药物和抗

癌药物的反应与哺乳动物模型相似［64］。这表明斑

马鱼模型可以作为药物发现和筛选过程中体外模

型和体内模型之间的桥梁。此外，药物所导致的斑

马鱼和其他哺乳动物的病理变化也相似。目前斑

马鱼模型已经用于肿瘤异种种植模型及肿瘤转移、

抗癌药物研发以及基于表型的药物发现等方面的

研究［65-66］。

5 展望

21世纪的药物毒性测试终点将由动物试验转

向基于人源性细胞系、细胞和/或细胞组分等动物试

验替代方法的检测策略。未来药物毒性测试的研

究内容主要包括化合物的特性分析、含毒性通路及

靶向测试的毒性测试，以及剂量-反应与毒性数据外

推模型的研究。毒性测试的重点将集中于敏感性

终点的选择与评价、细胞-反应网络、高通量与中通

量筛选方法的构建及应用、作用机制及作用模式、

毒性通路以及系统生物学效应等方面。生物标志

物的鉴定、开发和验证也将在实现3R原则方面发挥

重要作用。目前，全球正在努力并把精心设计的分

析方法、仪器和策略落实到药物发现和开发中，同

时，全球监管机构也与学术界和制药行业积极合

作。这种集体协作和多机构基金资源的有效利用

将推动并实现在毒性和药效试验中充分减少、优化

和替代动物使用。展望未来，随着生物标志物的发

现和仪器的不断创新，相信“芯片上的肝脏”，“芯片

上的人体”等观念和梦想将成为现实。

6 结语

尽管体外替代试验存在自身的局限性，如体外

试验系统不能适用于所有组织和器官，而且在体外

培养条件下不存在吸收、分布、代谢和排泄的正常

系统机制等。但无论从药物毒理学的学科发展还

是从经济角度考虑，体外替代法对外源性化学物质

危害评价及管理均具有重要意义，在减少动物使

用、缩短试验周期、减少试验影响因素、降低试验成

本及阐明外源性化学物质的毒性机制以及提高动

物福利等方面均较传统动物试验有显著的优势。

另外，每一种体外替代试验的应用都需要进行反复

验证并得到法规的认可，这需要花费较多的时间和

精力来完成，同时，也会因替代方法的使用而产生

新的问题。因此，要借鉴国外体外替代试验的经

验，加强体外替代试验的研究、验证与法规认可，推

动替代方法在药物毒理学研究领域的应用，为我国

药物研发、质量评价和公众用药安全有效提供技术

保障。
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