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专题研究

化学物（药物）毒性测试替代体系的建立及应用
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（军事医学科学院毒物药物研究所，抗毒药物与毒理学国家重点实验室，北京　 １００８５０）

　 　 【摘要】 　 当前对化学物进行毒性评价的整体动物试验由于试验周期长、成本高，存在种属差异和剂量差异，
导致其实验结果在预测人体毒性风险时受到一定的限制。 本研究针对化学物安全性评价及风险评估所依赖的毒

作用终点（遗传毒性、致癌性、生殖毒性、急性毒性、一般毒性），按照动物试验替代、减少、优化的“３Ｒ”原则，建立相

应的毒性测试替代筛选体系。 该体系涵盖毒性评价的绝大多数终点，并结合分子生物学技术对毒性试验进行整

合，优化了多种动物试验操作方法，以期缩短实验周期、降低实验成本、提高动物福利。 同时该体系是基于毒作用

机制进行的毒性评价，因此试验结果具有较高的人体相关性。
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１　 研究背景

１ １　 化学物毒性测试面临的挑战

随着科学技术、经济和社会的快速发展，新化

学物质不断增多，人们在日常工作和生活中通过各

种途径接触工农业产品、食品、日用和医用化学品

及空气中的化学物质越来越多，其中大部分化学物

缺乏系统的毒理学数据，难以正确评价其安全性，
对人类和环境构成了潜在的危害。 化学物的增多



也导致时有潜在危害的存在及中毒事故的发生，因
此急需对各种已知和未知的化学物进行毒性测试，
以适应管理部门处理灾情、制定卫生标准的需要，
并保障产品安全和环境安全。

传统的毒性测试主要依赖于整体动物试验，
由于以下几方面原因，动物试验难以满足当前化

学物毒性评价的巨大需求［１，２］ 。 （１）实验周期长、
成本高。 当前由于生产、生活的需要，新化学物质

不断被合成，人们接触各类化合物的途径和接触

量也随之增多，可想而知对所有化合物进行毒性

评价将耗费大量的时间、人力和财力。 （２）动物试

验结果在预测人体毒性风险时存在一定的限制，
主要有两方面原因：一是实验动物与人体存在种

属差异，动物实验结果在用于预测人体毒性时需

要进行种属外推，且实验动物遗传背景、饲养环境

和接触化学物的途径均相同，而现实生活中接触

化学物的人群则在遗传背景、接触途径、个体生理

环境等方面千差万别；二是长期以来整体动物试

验所采用的剂量远高于人体实际暴露量，因此动

物实验结果还存在剂量外推的问题。 （３）整体动

物试验大多提供的是基于器官或细胞水平的毒性

表现、毒作用特征、可能的毒作用靶器官以及毒性

是否可逆，很少能够提供确切的毒性机制和发生

在亚细胞水平的有害作用的原发病因，难以为监

管部门的风险评价、制定管理措施及处理灾情等

提供有用的信息。
１ ２　 “３Ｒ”原则和毒性测试替代策略

“３Ｒ”原则的核心内容为减少（ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ）、替
代（ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ） 和优化（ ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ），其主要目的

是在保证科学性的前提下，通过采用体外试验、改
进动物实验的操作、改善动物生存的环境等措施减

少实验动物的使用，减轻因实验操作导致动物的不

适或痛苦，提高动物福利［３］。 减少性替代是指使用

较少的动物获得相同的信息或者使用同等数量的

动物获得更多的信息，或缩短动物实验周期。 替代

性研究主要是指采用无脊椎动物或人道获取的脊

椎动物细胞、组织、器官进行体外研究。 优化性替

代主要是指在动物饲养及试验过程中，改善饲养环

境，引入新技术新方法，优化实验操作，以减轻动物

的不适或痛苦。
目前欧盟、美国和日本等多个国家和地区已普

遍制定了动物福利的法律法规，欧洲还成立了替代

方法验证中心，通过多渠道推广贯彻“３Ｒ”原则。 在

我国“３Ｒ”原则的贯彻也取得了一些进展，如 １９９７
年科技部在《关于“九五”期间实验动物发展的若干

意见》中提出建立与国际接轨的动物福利保障制

度，到 ２００６ 年科技部《关于善待实验动物的指导性

意见》指出动物实验应遵循“３Ｒ”原则。 故此采用转

基因动物、体外培养的细胞、组织器官或低等生物

等试验系统替代传统的动物实验已成为化学物毒

性测试的重要发展方向。 同时计算机模拟程序和

细胞分子生物学新技术新方法的引入，使得化学物

毒性评价已发展为基于毒作用机制研究的的毒性

测试新模式。
毒性测试替代策略即针对化学物的毒性或特

定毒性终点（遗传毒性、致癌性、生殖毒性、急性毒

性、一般毒性等），采用与传统动物试验毒性评价方

式不同的体外、短期的测试方案对化学物进行毒性

评价，在缩短实验周期、降低实验成本、提高动物福

利的同时为危害识别和剂量⁃反应评估提供信息，由
于该体系是基于毒作用机制进行的毒性评价，因此

试验结果具有较高的人体相关性。

２　 研究目的及成果

本项目针对化学物毒性测试及风险评估所依

赖的毒作用终点（遗传毒性、致癌性、生殖毒性、急
性毒性和一般毒性），建立了相应的短期毒性测试

替代方法，结合分子生物学技术对毒性试验进行整

合，并优化了多种动物试验操作方法，以期缩短实

验周期、降低实验成本、提高动物福利，取得良好的

社会和经济效益。
２ １　 遗传毒性测试替代方法

建立 Ａｍｅｓ 波动试验、小鼠淋巴瘤试验（ＭＬＡ）、
质粒 ＤＮＡ 断裂试验、体外微核试验。
２ ２　 重复给药毒性试验伴随微核试验

建立流式细胞术检测外周血微核方法，将体内

微核试验整合于重复给药毒性试验。
２ ３　 致癌性测试替代方法

建立转基因小鼠短期致癌性试验。
２ ４　 生殖毒性测试替代方法

建立大鼠胚胎中脑细胞微团培养试验并优化

大鼠胎仔骨骼染色法。
２ ５　 急性毒性测试替代方法

建立急性毒性上下法、固定剂量法和体外细胞

毒性试验方法。
２ ６　 一般毒性测试替代方法

优化了多种动物试验操作方法，发明了一种拟

生境型实验猴笼，引进啮齿类和实验猴的环境装

饰，改进啮齿类、Ｂｅａｇｌｅ 犬和实验猴的给药和保定

器械。
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３　 创新点

本项目建立的毒性测试替代筛选体系有如下

创新点：１、全面系统：涵盖毒性评价的绝大多数终

点，实验周期短，快速、高通量，所用样品量少，可为

化学物危险管理提供必须的非临床研究资料。 ２、应
用范围广：该系统既可应用于大量的药物前体或候

选药物的早期毒性优化筛选，又可应用于法规毒理

学试验，并减少实验动物的使用，缩短评价周期，大
大降低人力、物力和财力。 ３、技术领先：以毒性作用

机制为基础，使毒性试验结果具有较高的人体相关

性；４、获得实用新型专利：一种拟生境型实验猴笼和

一种胎仔骨骼批量染色箱。

４　 讨论

本项目建立的毒性测试替代筛选体系涵盖了

毒性评价的绝大多数终点，在实验结果的一致性方

面与当前传统的毒性试验相当，同时在减少动物使

用、提高动物福利、缩短试验周期、减少人力物力方

面各有优势。
在遗传毒性方面，Ａｍｅｓ 波动试验、小鼠淋巴瘤

试验、体外微核试验与传统的 Ａｍｅｓ 试验、哺乳动物

染色体畸变试验、哺乳动物骨髓细胞微核试验相

比，均有较高的一致性［４ － ６］，且 ＭＬＡ 能够同时检出

诱变剂和裂变剂，较动物体内染色体畸变或微核试

验检测的突变谱更广，体外微核试验还避免了动物

的使用。 外周血微核流式细胞术检测不仅可将微

核试验与一般毒性试验进行整合，减少动物的使

用，同时因无需人工阅片，大大减少了人力，提高效

率，避免了人工阅片的主观性。
致癌性试验方面，哺乳动物长期致癌性试验要

求动物数多，消耗的化合物量大，耗时长，费用高，
肿瘤自发率高，种类多，对病理人员的要求较高，结
果的假阳性率和假阴性率高，敏感性特异性较低，
肿瘤的发生与人类流行病学无一致性，因此外推至

人较为困难。 转基因动物的短期致癌试验周期短，
使用动物数量少，化学物用量少，敏感性特异性均

高于哺乳动物长期致癌性试验［７］。
生殖毒性方面，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ段体内生殖毒性试验

贯穿整个生殖周期，动物和样品的消耗量大，试验

操作较复杂，对实验人员要求较高，显然难以用于

大量化学致畸物的快速筛选。 大鼠胚胎中脑细胞

微团培养试验中，大鼠孕 １３ ｄ 的胚胎中脑神经细胞

处于分化前期，对化学毒物的作用非常敏感，而且

试验周期短，重现性好，在致畸物的快速筛选方面

有明显优势［８］。
急性毒性方面，传统的以测定 ＬＤ５０值为目的的

急性毒性试验需耗费大量动物，随着急性毒性试验

在化学物毒性评价中作用和地位的改变，急性毒性

的检测终点也发生了变化，并不一定都要得出 ＬＤ５０

值。 针对化学物的特点通过上下法或固定剂量法

进行急性毒性，即能得到所需的相关信息，极大地

减少了动物的使用。
此外，本项目发明的拟生境型实验猴笼，引进

的啮齿类和实验猴的环境装饰，改进的啮齿类动

物、Ｂｅａｇｌｅ 犬和实验猴的给药和保定器械均有助于

提高动物福利、减轻动物痛苦。
本项目以委托课题的形式广泛应用于国内多

家单位，周期短、成本低，极大地支持了应用单位新

药的研发，取得了较好的社会和经济效益，得到了

应用单位的高度评价。
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